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Popis oznaka i skra�enica

�.MEM      - minimalni esencijalni medij alfa (engl. Alfa Minimal Essential 

Medium)
�CT                - mikrokompjutorizirana tomogra�ja
�             - snaga
CAN         - akrilnitrat
ALP          - alkalna fosfataza
ATP        - adenozin trifosfat
BAP        - koštana alkalna fosfataza (engl. Bone Alkaline Phosphatase)
BFR      - brzina stvaranja kosti (engl. Bone Formation Rate)
BMD      - mineralna gusto�a kosti (engl. Bone Mineral Density)
BMPs    - koštani morfogenetski proteini (engl. Bone Morphogenetic 

Proteins)
BS       - koštana površina (engl. Bone Surface)
BV         - volumen spu�vaste kosti (engl. Bone Volume)
Ca        - kalcij
CRP      - C reaktivni protein 
CKD     - kroni�na bubre�na bolest (engl.Chronic Kidney Disease)
CO3     - karbonat
DXA    - dvoenergetska apsorpciometrija X zraka
EIA       - enzimski imunoesej (engl.Enzyme Immunoassay)
ELISA   - engl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ERSD   - zadnja faza bubre�nog zatajenja (engl.End Stage Renal 

Disease)
FCS     - fetalni gove�i serum (engl.Fetal Calf Serum)
FDA      - Ameri�ka uprava za hranu i lijekove (engl. Food and Drug 

Administration)
FGF      - faktor rasta �broblasta (engl. Fibroblast Growth Factor)
Fu     - maksimalno optere�enje
GF      - glomerularna �ltracija
GTP    - gvanozin trifosfat
HCl     - hidroklorid 
HD       - hemodijaliza
HDL   - lipoproteini visoke gusto�e (eng. High Density Lipoprotein)
HNL    - hormonsko nadomjesno lije�enje
HPLC   - engl.High-Performance Liquid Chromatography
IGF     - �imbenik rasta sli�an inzulinu (engl. Insulin Like Growth Factor)
i.v.      - intravenski



IL        - interleukin
LDL    - lipoprotein niske gusto�e (Engl. Low Density Lipoprotein)
M       - mol
M-CSF - engl. Macrophage Colony Stimulating Factor
Mg       - magnezij
MS        - masena spektrometrija
MAR    - brzina odlaganja minerala (engl. Mineral Apposition Rate)
OVX    - ovarijektomija
P          - anorganski fosfor u serumu
PBS    - �ziološka otopina s fosfatima (engl.Phosphate Buffered Saline)
pQCT  - periferna kvantitativna kompjutorizirana tomogra�ja
PTH   - parathormon, paratiroidni hormon
RANKL - engl. Receptor Activator of Nuclear factor KB Ligand
S - �vrsto�a (engl.Stiffness)
s.c. - subkutano
SC - mati�ne stanice (engl.Stem Cells)
SD - standardna devijacija
SDS-PAGE - engl. Sodium Dodecyle Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SE - sedimentacija
SELDI-TOF - engl. Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization Time-

of-Flight 
SEM - srednja standardna pogreška
SERM - selektivni modulatori estrogenskih receptora
SMI - indeks strukturalnog modela
T - rigidnost (engl.Toughness)
Tb. N. - broj trabekula (engl. Trabecular Number)
Tb. Sp. - trabekularni razmak (engl. Trabecular Separation)
Tb. Th. - debljina trabekula (engl. Trabecular Thickness)
TBPf  - �initelj oblika trabekularne kosti (engl. Trabecular Bone Patern 

Factor)
TGF-�� - transformiraju�i faktor rasta beta (engl. Transforming Growth 

Factor ��)
TNF-�. - faktor nekroze tumora alfa (engl. Tumor Necrosis Factor alfa)
TRAP - tartarat rezistentna kisela fosfataza (engl.Tartrate Resistant 

Acid Phosphatase)
W - apsorbirana energija
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1	 UVOD

1.1	 OSTEOPOROZA

1.1.1	 DEFINICIJA I EPIDEMIOLOGIJA

Osteoporoza je naj�eš�a metaboli�ka bolest kostiju, koja se zbog svoje velike 

u�estalosti te neprimjetne simptomatologije naziva i “tiha epidemija” (1). Osteoporoza 

je rezultat neravnote�e u koštanoj pregradnji zbog �ega dolazi do smanjenja gusto�e 

kostiju te one postaju porozne. Tijekom odrasle dobi koštani sustav �ovjeka neprestano 

se pregra�uje (3 do 5% godišnje). Ako se koštana razgradnja i stvaranje kosti pravilno 

ne nadopunjuju, dolazi do neravnote�e u pregradnji kosti, što postupno uzrokuje trajan 

gubitak mineralne gusto�e kosti. Najviše se gubi spongiozna kost kralješnice i distalnog 

dijela pal�ane kosti u �ena, te kralješnice i vrata bedrene kosti u �ena i muškaraca (1). 

Ako je razlika izme�u brzine stvaranja i razgradnje konstantna, zna�ajno smanjenje 

koštane mase mo�e dovesti do nastanka koštanih prijeloma jer oslabljena kost ne mo�e 

izdr�ati normalne mehani�ke sile kojima je izlo�ena (2). 

Prema dijagnosti�kim kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije (T-score �-2,5; T 

score = odstupanje, u standardnim varijacijama, od referentnih vrijednosti koštane mase 

za mlade odrasle osobe), procjenjuje se da 15 % bijelog stanovništva starijeg od 50 godina 

i �ak 70 % starijeg od 80 godina ima osteoporozu (3). Prema istom izvoru podataka 

10,3 % ukupnog stanovništva Sjedinjenih Ameri�kih Dr�ava (SAD-a) ima osteoporozu. 

�ak 30 % bijelih �ena u postmenopauzi ima osteoporozu, a 54 % osteopeniju (4). 

U svijetu je ve�a u�estalost bolesti na�ena u stanovništvu azijskih zemalja, dok je u 

Australiji u�estalost manja u odnosu na europsko i sjevernoameri�ko stanovništvo bijele 

rase (Tablica1). Op�enito, u�estalost osteoporoze me�u bijelim stanovništvom Europe i 
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SAD-a kre�e se izme�u 10 % i 15 %, dok me�u �enskim stanovništvom Azije (Jordan, 

Kina) iznosi i do 30 % (1). U Hrvatskoj je od 1995. godine broj prijavljenih slu�ajeva 

osteoporoze i osteomalacije od primarne zdravstvene zaštite, u odnosu na ukupan 

broj prijavljenih bolesti, bio u stalnom porastu i iznosio je od 0,24 % u 1995.godini do 

0,70 % u 2004. godini, što djelomice odgovara i poboljšanju dijagnosti�kih mogu�nosti 

zdravstvenih ustanova u tom razdoblju (1). U epidemiološkoj studiji utemeljenoj na 

ultrazvu�noj denzitometriji i provedenoj u nekoliko �upanija u Hrvatskoj, osteoporoza 

je utvr�ena u 38,6 % ispitanika, a osteopenija u 45,4 % ispitanika, od kojih su 95,2 % 

bile �ene, prosje�ne dobi od 60 godina (5). U muškaraca je u dobi od 20 do 99 godina 

pokazano da 16,2 % muškaraca starijih od 50 godina ima osteoporozu te da se vršne 

vrijednosti koštane mase posti�u u tre�em desetlje�u �ivota (6).

Tablica 1. Epidemiološka istra�ivanja o osteoporozi u svijetu (1). 
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Najozbiljnija su komplikacija osteoporoze prijelomi kostiju koji naj�eš�e nastaju na 

kralješcima, kuku i podlaktici (1). Tako�er su �este su i mikrofrakture.

U okviru me�unarodne studije European Vertebral Osteoporosis Study (EVOS), 

u uzorku ispitanika iz Zagreba utvr�ena je standardizirana stopa prijeloma kralješaka 

u 16,3 % muškaraca i 14,8 % �ena, srednje dobi oko 60 godina (7). U nastavku ove 

studije (European Prospective Osteoporosis Study -EPOS) utvr�eno je da incidencija 

prijeloma podlaktice u �ena u isto�noj Europi, uklju�uju�i Hrvatsku, odgovara onoj u 

skandinavskim zemljama, u kojima je najve�a incidencija svih prijeloma ekstremiteta, 

uklju�uju�i kuk (8). Osteoporoza obi�no postaje klini�ki problem nakon prijeloma. 

Slika 1. Osteoporoti�ni prijelom trupa kralješka (A) i vrata bedrene kosti (B) kod 68-godišnje 

pacijentice (9). 
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1.1.2	 ETIOLOGIJA

1.1.2.1	 Faktori rizika

Postoji nekoliko glavnih kategorija rizi�nih �imbenika: �ivotna dob, naslije�e, �ivotne 

navike, postojanje kroni�nih bolesti i hormonskih poreme�aja te �zikalna obilje�ja kosti. 

Utjecaj pojedinog rizi�nog �imbenika ovisi o �ivotnoj dobi u kojoj se pojavljuje. Na primjer, 

nedostatak estrogena u adolescentnoj i mladoj �ivotnoj dobi ima vrlo ozbiljne posljedice 

na razvoj skeleta, dok u dobi iznad 50 godina, taj u�inak mo�e biti i nezamjetan (1). 

Tako�er bitnu ulogu ima i spol. Bolest je �eš�a u �ena u odnosu na muškarce iste 

�ivotne dobi. Zbog gubitka estrogena u �ena u postmenopauzi, razlike po spolu bitno 

se pove�avaju iza 50. godine. Manjak estrogena bilo kojeg porijekla (prirodna ili umjetna 

menopauza, amenoreja) dovodi do ubrzanog gubitka koštane mase, što pokazuje da 

estrogeni imaju glavnu ulogu u prevenciji gubitka kosti. Fizikalna obilje�ja i genetske 

predispozicije pojedinca tako�er su etiološki zna�ajne. Osobe s manjom miši�nom 

masom i manjom prosje�nom tjelesnom te�inom �eš�e imaju osteoporozu. Nadalje, 

smatra se da genetski �imbenici najve�im dijelom uvjetuju oko 60 % maksimalne koštane 

mase koja se ostvari do 30. godine �ivota. Tako�er, �ene �ije su majke imale prijelom 

kralješka imaju ve�i rizik za prijelome. 

Uloga prehrane u nastanku osteoporoze nije nezamjetna. Ve�ina kontroliranih klini�kih 

pokusa potvrdila je da osobe koje redovno uzimaju dovoljno kalcija i vitamina D imaju 

20 % do 30 % manji rizik nastanka osteoporotskog prijeloma (10). Nedostatna tjelesna 

aktivnost rizi�an je �imbenik nastanka osteoporoze (11,12). Najo�itiji primjeri su veliki 

gubitak koštane mase u ljudi koje borave u svemiru, te pri prolongiranoj nepokretnosti. 

Za koštanu masu bitna je tjelesna aktivnost u kojoj postoji optere�enje tjelesnom te�inom 

(vje�be i aktivnosti na nogama). Navike kao što su pušenje i prekomjerna konzumacija 

alkohola imaju dokazan rizi�ni utjecaj u patogenezi osteoporoze. Alkohol uzrokuje 

smanjeno stvaranje kosti. Pušenje ubrzava razgradnju estradiola (13). Budu�i da su 
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puša�i u prosjeku mršaviji od nepuša�a, manja tjelesna te�ina i nedostatak estrogena 

pove�avaju rizik za osteoporozu. Sekundarnu osteoporozu mogu uzrokovati priro�ene 

bolesti skeleta (osteogenesis imperfecta, rahitis), endokrine i metaboli�ke bolesti 

(hipogonadizam, hiperparatireoidizam, hipertireoidizam), zatim malapsorpcija te kroni�ne 

bubre�ne i jetrene bolesti. Od lijekova najrizi�nija jest dugotrajna primjena kortikosteroida, 

hormona štitnja�e, antikonvulziva i citostatika (1). 

1.1.2.2	 Estrogen i kost

U normalnoj �ziologiji koštane pregradnje estrogen ima središnju ulogu te njegov 

manjak u menopauzi rezultira neravnote�om u koštanoj pregradnji i izrazito pove�anom 

razgradnjom kosti. Posljedi�no dolazi do progresivnog gubitka trabekularne kosti, 

djelomi�no zbog poja�anog stvaranja osteoklasta. Uzrok tome najvjerojatnije je 

povišena razina proin�amatornih citokina koji poti�u osteoklastogenezu, kao što su IL-1 

(interleukin-1) i TNF-�. (faktor nekroze tumora �.) (14,15). Oni stimuliraju stvaranje IL-6 

u osteoblastima i drugim mezenhimskim stanicama koji je vjerojatno najva�niji citokin 

za pove�anje broja osteoklasta, što je �esta zna�ajka pove�ane pregradnje kosti u 

postmenopauzalnoj osteoporozi. Estrogen, inaktiviraju�i navedene citokine, spre�ava 

pretjerano stvaranje osteoklasta. Estrogen tako�er poti�e apoptozu osteoklasta zbog 

povišene razine TGF-����(transformiraju�i faktor rasta) (16). U nedostatku estrogena koli�ina 

T-stanica koje lu�e TNF pove�ava se zbog smanjene razine TGF-��. Istodobno monociti 

lu�e pove�ane koli�ine IL-1, a TNF poti�e stvaranje M-CSF-a (engl. macrophage colony-

stimulating factor), i RANKL-a (receptor activator of nuclear factor kappa B - ligand) te 

djeluje na progenitore osteoklasta, što uzrokuje pove�anje broja zrelih i funkcionalnih 

osteoklasta. Monociti periferne krvi bolesnika s osteoporozom izlu�uju više IL-1, a 

u �ena s postmenopauzalnom osteoporozom pove�ano stvaranje IL-1 smanjuje se 

lije�enjem estrogenima. RANKL i IL-1 spre�avaju apoptozu osteoklasta te na taj na�in 
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produ�uju njihov �ivotni vijek. Dakle, u nedostatku estrogena broj funkcionalnih i zrelih 

osteoklasta se pove�ava. Ovaj model temelji se ponajprije na istra�ivanjima provedenim 

na ovarijektomiranim (OVX, od engl. Ovariectomy) �ivotinjama (2).  

1.1.3	 KLASIFIKACIJA OSTEOPOROZE

Postoje dva glavna tipa osteoporoze: primarna osteoporoza, koja se pojavljuje 

spontano i sekundarna osteoporoza, koja je uzrokovana nekom bolesti i/ili lijekovima 

te se pojavljuje u manje od 5% slu�ajeva. 

1.	 Primarna osteoporoza:

a)	 postmenopauzalna 

b)	 senilna

c)	 idiopatska

Najve�i dio starijih �ena ima kombinaciju postmenopauzalne i senilne osteoporoze.

Postmenopauzalna osteoporoza (tip I osteoporoza) uzrokovana je manjkom 

estrogena i obi�no se pojavljuje u �ena nakon menopauze, u dobi od 51 do 75 godina. 

�ene mogu izgubiti do 20% koštane mase tijekom 5 do 7 godina nakon menopauze. 

Tip I osteoporoza se tako�er pojavljuje u starijih muškaraca odnosno u muškaraca s 

niskom razinom testosterona. 

Senilna osteoporoza (tip II osteoporoza) uzrokovana je smanjenjem kalcija ili 

vitamina D i neravnote�om izme�u stope razgradnje i izgradnje nove kosti. Pojavljuje 

se u starijih ljudi. Obi�no zahva�a ljude starije od 70 godina i dvaput je �eš�a u �ena 

nego u muškaraca. 

Idiopatska osteoporoza rijedak je tip osteoporoze. Ovaj tip osteoporoze pojavljuje 
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se u djece i mladih odraslih ljudi koji imaju normalne razine hormona, normalne razine 

vitamina i razlog nastanka ove bolesti je nepoznat. 

2.	 Sekundarna osteoporoza:

a)	 bolesti:������� 

�x��primarni hiperparatireoidizam i druge metaboli�ke bolesti kostiju

�x��hipogonadizam, amenoreja, kroni�ne anovulacije

�x��Cushingov sindrom

�x�� tireotoksikoza 

�x�� še�erna bolest

�x�� reumatoidni artritis

�x��poreme�aji gastrointestinalne i hepatobilijarne funkcije

�x��perniciozna anemija

�x�� kroni�na opstruktivna bolest plu�a

�x��osteogenesis imperfecta 

�x��dugotrajno mirovanje

�x�� kroni�na bubre�na insuficijencija

�x�� transplantacija organa

�x��endometrioza, hipofosfatazija, idiopatska skolioza, limfomi i leukemije, 

mastocitoza, multipli mijelom, multipla skleroza, sarkoidoza, talasemija, 

akromegalija, Addisonova bolest, amiloidoza, ankilozantni spondilitis, 

kongenitalna por�rija, tumori koji secerniraju rPTH peptid, ...
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b)	 lijekovi: 

�x�� dugotrajno lije�enje kortikosteroidima 

�x�� prekomjerna doza hormona štitnja�e

�x�� antikonvulzivi

�x�� dugotrajna primjena antikoagulansa 

�x��  tamoksifen (premenopauzalno)

�x�� citotoksi�ni lijekovi (kemoterapija), imunosupresivi

�x�� lijekovi koji dugotrajnije ko�e funkciju gonada

�x�� aluminij, litij
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1.1.4	 DIJAGNOSTIKA I LIJE�ENJE OSTEOPOROZE

1.1.4.1	 Simptomi osteoporoze

S obzirom da se smanjenje koštane mase pojavljuje postupno, osteoporoza mo�e 

dugo godina biti asimptomatska, a neki ljudi nikad ni ne dobiju simptome bolesti. Koštana 

gusto�a mo�e se smanjiti dovoljno do frakture kosti i to je naj�eš�e prvi simptom bolesti. 

Prijelomi naj�eš�e nastaju na kralješnici, ru�nom zglobu, vratu bedrene kosti, nadlaktici 

i goljeni�noj kosti. Kolapsni prijelomi trupa kralješka uzrokuju klinaste deformitete i 

smanjenje tjelesne visine. Ovo se osobito �esto nalazi u sredini prsnog dijela, gdje kolaps 

uzrokuje torakalnu kifozu i pogoršava cervikalnu lordozu, što se opisuje kao “udovi�ina” 

grba. Pognut polo�aj tijela s poja�anjem zakrivljenosti kralješnice kao i gubitak visine 

jedan je od simptoma osteoporoze. Kosti ostalih dijelova tijela mogu puknuti, �esto zbog 

vrlo malog naprezanja ili pada. Jedna od najopasnijih ozljeda je fraktura kuka, glavni 

razlog smanjenja pokretljivosti i gubitka neovisnosti te na�alost i smrtnosti u starijih ljudi.

  

1.1.4.2	 Postavljanje dijagnoze

U dijagnostici osteoporoze va�ni su : 1. anamneza; 2. klini�ki pregled; 3. rendgenogram 

torako-lumbalne kralješnice; 4. osnovne laboratorijske pretrage: SE, krvna slika, Ca, 

Ca u mokra�i, P i alkalna fosfataza; 5. denzitometrija (9). Najlakši je na�in postavljanja 

dijagnoze osteoporoze, na temelju mjerenja koštane mineralne gusto�e (BMD, engl. 

Bone Mineral Density). Mjerenjem BMD-a mlade zdrave populacije de�nira se prag za 

normalne vrijednosti. Potom se na temelju odstupanja u obliku standardnih devijacija 

(SD) od normalnih vrijednosti, napravi klasi�kacija. To je prva u�inila Svjetska zdravstvena 

organizacija, a Me�unarodna zaklada za osteoporozu (eng. International Osteoporosis 

Foundation) modificirala uz primjenu testa apsorpciometrije energije dvostrukih 
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rentgenskih zraka DXA (engl. Dual-Energy X-ray Absorptiometry). Kada se upotrebljavaju 

standardne devijacije u odnosu na mladu zdravu populaciju, to se mjerenje referira kao 

T-score. Uredan nalaz je kada BMD ne odstupa za 1 SD od normale, što se izra�ava 

kao BMD je ve�i ili jednak -1 SD. Niska koštana masa ili osteopenija dijagnosticira se 

kad je BMD, odnosno Tscore izme�u� -1>T>-2,5 SD, a osteoporoza je prisutna kada 

je T-score ispod -2,5 SD. Teška osteoporoza je stanje kada je T-score ispod -2,5 SD uz 

postojanje jednog ili više osteoporoti�nih prijeloma (9). Osim sDXA za kralješnicu i kuk, 

postoji i periferna pDXA kojom se mjeri gusto�a kosti na podlaktici, gle�nju i prstima, 

što pojednostavljuje postupak. Denzitometrija je zanimljiva ponajprije koliko je osjetljiva 

i speci��na metoda za predvi�anje rizika prijeloma kosti (17). 

Slika 2. Ure�aj za denzitometriju DXA.

1.1.4.3	 Lije�enje osteoporoze

Prema smjernicama za dijagnostiku, prevenciju i lije�enje osteoporoze zasnovane 

na dokazima, ciljevi lije�enja osteoporoze su: 1) prevencija prijeloma, 2) stabilizacija 

i pove�anje koštane mase, 3) uklanjanje simptoma prijeloma i deformiteta kosti i 4) 

unapre�enje i o�uvanje funkcionalne sposobnosti (18). 
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Osim op�ih mjera (tjelesna aktivnost, prestanak pušenja, prehrana; dovoljan unos 

kalcija, vitamina D i vitamina K (koji poti�e sintezu osteokalcina)) lijekove za osteoporozu 

mo�emo podijeliti na slijede�e skupine: anitresorptivne lijekove te osteoanabolike. Lijekovi 

koji se primjenjuju u Hrvatskoj vidljivi su na tablici 2, te algoritam njihove primjene na 

slici 3.

Tablica 2. Lijekovi na listi lijekova HZZO-a za lije�enje osteoporoze (18).  

Slika 3. Algoritam lije�enja osteoporoze (18).
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1.1.4.3.1	Antiresorptivni lijekovi

Antiresorptivni lijekovi smanjuju u�estalost prijeloma za otprilike 50 % do 60 %, 

a u njih spadaju: estrogeni, selektivni modulatori estrogenskih receptora (SERM-ovi), 

bisfosfonati i kalcitonin. U tijeku dugog razdoblja lije�enja, njihovo je djelovanje na 

stvaranje kosti malo. Dakle, oni mogu sprije�iti daljnji gubitak kosti, ali ne mogu bitno 

pove�ati koštanu masu (18). 

1.1.4.3.1.1	 Estrogeni

Estrogeni imaju va�nu ulogu u moduliranju funkcije osteoblasta te su u oba spola 

primarni �imbenik odr�avanja zdravlja kostiju. Estrogeni zaustavljaju fazu ubrzanog 

gubitka kosti u ranom postmenopauzalnom razdoblju s najboljom djelotvornosti u 

ranoj postmenopauzi. Tada se mo�e o�ekivati puna dobrobit HNL-a (hormonskog 

nadomjesnog lije�enja), uz minimalne rizike. Prema op�eprihva�enim smjernicama HNL 

se danas primjenjuje rano u postmenopauzi u trajanju 3 do 5 godina, iako je poznato 

da se tek nakon kontinuiranog uzimanja du�eg od 15 godina povisuje rizik za rak dojke 

(19). Primarna indikacija za HNL je smanjenje klimakteri�nih tegoba, urogenitalne atro�je 

i povoljan u�inak na porast mineralne gusto�e kosti i smanjenje rizika prijeloma za 29 % 

do 35 % (20). Osim ranog po�etka primjene HNL-a današnji principi lije�enja uklju�uju i 

najni�u u�inkovitu dozu koja ima gotovo iste u�inke kao i standardna doza, ali uz manje 

nuspojava i rizika. Estrogene ne smiju dobivati �ene s karcinomom dojke, endometrija 

ili jajnika i opstruktivnom �uticom. Tako�er estrogene ne smiju dobivati �ene koje su 

imale tromboembolijsku bolest, a postoji relativna kontraindikacija ako je obiteljska 

anamneza optere�ena karcinomom dojke. Na�ini primjene estrogena su brojni – oralno, 

transdermalno, bukalno, vaginalno, potko�no i perkutano. 
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1.1.4.3.1.2	 Selektivni modulatori estrogenskih receptora (engl. Selective estrogen 

response modi�ers, SERM)

Glavni predstavnik ove skupine je raloksifen (raloksifen-hidroklorid), nesteroidni 

benzotiofen koji se ve�e na estrogenske receptore i inhibira koštanu razgradnju bez 

stimulacije  endometrija i �ljezdanog tkiva dojki u postmenopauzalnih �ena (21,22,23). 

SERM-ovi interferiraju s estrogenskim receptorima i njihovim koaktivatorima i supresorima 

(24). Estrogenski receptor je transkripcijski �imbenik za proteine koji su pod utjecajem 

estrogena (25,26). Razli�ite domene receptora razli�ito su aktivirane u razli�itim tkivima, 

što je bit djelovanja SERM-ova, a to ima za posljedicu tkivnu speci��nost lijeka. 

Djelovanje na kost i lipide mo�e se usporediti s estrogenima, me�utim bez nuspojava 

na endometrij maternice i tkivo dojke i upitnog u�inka na kardiovaskularni sustav. Prema 

studiji iz 2006.godine “Raloxifene Use for the Heart” (RUTH) dobar u�inak raloksifena u 

smanjenju incidencije invazivnog karcinoma dojke i vertebralnih fraktura, treba odvagnuti 

u usporedbi sa njegovim djelovanjem na pove�anu incidenciju venske tromboembolije 

i mo�danog udara (27). Klini�ka studija STAR - “Study of Tamoxifen and Raloxifene” 

potvrdila je kako je raloksifen jednako djelotvoran kao tamoksifen u prevenciji karcinoma 

dojke (28). Raloksifen je jedini predstavnik SERM-ova na tr�ištu lijekova, dostupan i 

našim pacijentima. Indiciran je za prevenciju rizika od vertebralnih prijeloma i lije�enje 

postmenopauzalne osteoporoze u �ena koje imaju klini�ke ili denzitometrijske pokazatelje 

osteoporoze, koje �ele sprije�iti i lije�iti osteoporozu, s blagim ili bez menopauzalnog 

sindroma, koje ne �ele uzimati ili �ele prestati s HNL-om i koje se boje karcinoma dojke 

(18). 
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1.1.4.3.1.3	 Bisfosfonati

Bisfosfonati su postali lijek prvog izbora u osteoporozi i u drugim metaboli�kim 

bolestima kosti zbog vrlo sna�nog antiresorptivnog u�inka, nehormonskom djelovanju 

vrlo speci��nom za kost i osobito na mjestima poja�ane pregradnje kosti (29). Prema 

kemijskoj gra�i bisfosfonati su analozi pirofosfata s razli�itim fizikalno-kemijskim 

osobinama. Bisfosfonati se ne metaboliziraju, a 20 % do 50 % primijenjene doze nakuplja 

se u kost. Bisfosfonat koji se nije vezao za kost izlu�uje se bubregom i zato je potreban 

oprez u primjeni lijeka u bolesnika sa smanjenom funkcijom bubrega. Bisfosfonati djeluju 

na funkciju stanice putem dvaju nezavisnih mehanizama na funkciju osteoklasta (30). 

Bisfosfonati koji ne sadr�avaju dušik (etidronat, klodronat i tiludronat) metaboliziraju se 

u citotoksi�ne ATP(adenozin trifosfat)-bisfosfonatne analoge i tako modi�ciraju stani�ne 

funkcije (31). Djelotvorniji �lanovi skupine lijekova koji sadr�avaju dušik: alendronat, 

risendronat, ibandronat i zolendri�na kiselina, inhibiraju farnezil pirofosfatazu i druge 

distalne ciljne molekule u mevalonskom putu (32, 33,34). Rezultat toga je smanjenje 

lipidnog geranilgeranil difosfata, koji je potreban za aktivnost GTP-aze u citoskeletnoj 

organizaciji i vezikularnom putovanju u osteoklastima, što pak uzrokuje inaktivaciju 

osteoklasta (35). Na razini tkiva bisfosfonati smanjuju koštanu pregradnju, pove�avaju 

koštanu masu i mineralizaciju, koja se klini�ki mjeri porastom mineralne gusto�e kosti 

i pove�anjem koštane �vrsto�e. Posljedi�no, rizik prijeloma se smanjuje (35). Unatrag 

nekoliko godina opisuje se osteonekroza kosti, osobito �eljusti, kao nuspojava terapije 

bisfosfonatima. Bolesnici s multiplim mijelomom i metastatskim karcinomom koji 

dobivaju intravenski bisfosfonate (koji sadr�avaju dušik) imaju ve�i rizik za osteonekrozu 

�eljusti i oni predstavljaju 94 % objavljenih slu�ajeva (36,37). Bisfosfonati su indicirani 

za sprje�avanje i lije�enje osteoporoze muškaraca i �ena, i to onih koji imaju nizak BMD 

kralješnice i kuka, kad je potrebno �im prije pove�ati mineralnu gusto�u i ja�e suprimirati 

pregradnju kosti, u bolesnika s teškom osteoporozom s prijelomima i pove�anim rizikom 

za prijelom kuka, te u bolesnika sa sekundarnom osteoporozom (18). 
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1.1.4.3.1.4	 Kalcitonin

Kalcitonin je polipeptid koji stvaraju C-stanice štitnja�e, smanjuje serumske 

koncentracije kalcija i inhibira aktivnost osteoklasta (38). Kalcitonin se ve�e za receptore 

na osteoklastima, nakon �ega se izravna njihova nazubljena površina, a koštana 

razgradnja prestaje (39). Najširu primjenu ima kalcitonin proizveden od lososa, jer djeluje 

sna�nije i du�e nego kalcitonin �ovjeka. U lije�enju osteoporoze upotrebljava se u obliku 

intramuskularnih injekcija, a zadnjih desetak godina dostupan je i u obliku nazalnog spreja 

(38). Dugogodišnja primjena nazalnog spreja mo�e pobuditi lokalnu reakciju – ulceracije 

nosne sluznice, te epistaksu. Pri parenteralnoj primjeni kalcitonina u otprilike 10 % 

bolesnika mogu se pojaviti nuspojave – crvenilo lica, mu�nina i povra�anje. Sistemske, 

ozbiljne alergijske reakcije pri primjeni kalcitonina mogu�e su, ali vrlo rijetke. Kalcitonin 

odr�ava ili pove�ava BMD aksijalnog skeleta i smanjuje rizik nastanka vertebralnih 

prijeloma (40,41), me�utim  nije sna�an antiresorptivni agens pa njegova primjena nije 

prikladna za �ene u ranoj postmenopauzi. Preporu�uje se �enama s osteoporozom 

koje su u postmenopauzi du�e od 5 godina. U otprilike 50 % bolesnika lije�enih du�e 

od 6 mjeseci mogu se na�i cirkuliraju�a protutijela koja katkad mogu neutralizirati 

djelovanje kalcitonina. Kalcitonin ima tako�er analgetski u�inak, vjerojatno zbog vezanja 

na speci��na mjesta u mozgu i modi�kacije descedentnog serotoninergi�nog puta na 

osjetnom putu (42).

1.1.4.3.1.5	 Flavonidi

Glavni predstavnik �avonida je ipri�avon, oralno aktivna tvar koja inhibira koštanu 

resorpciju. Klini�ke i eksperimentalne studije pokazuju da je djelotvornost �avonida vrlo 

mala (43). Od nuspojava primije�en je sni�en broj limfocita, odnosno limfopenija u 13,2 

% �ena (44). 
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1.1.4.3.2	Osteoanabolici

Osteoanabolici izravno ili neizravno poti�u osteoblaste na stvaranje kosti. Tu spadaju 

paratiroidni hormon, �uorid i stroncijev relat.

1.1.4.3.2.1	 Paratiroidni hormon (PTH)

Paratiroidni hormon (PTH), kad se primjenjuje intermitentno u malim dozama, ima 

anaboli�ki u�inak na kost posredovan stvaranjem peptidnih koštanih �imbenika rasta 

kao što je inzulinu sli�an �imbenik rasta (engl. insulin like growth factor, IGF) i TGF-�� 

(45,46). Kad se PTH primjenjuje kontinuirano u velikim dozama, dolazi do pove�ane 

koštane pregradnje i gubitka koštane mase. U�inak se ponajprije o�ituje na trabekularnoj 

kosti aksijalnog skeleta. Pretklini�ka istra�ivanja pokazala su da PTH mo�e inducirati 

stvaranje osteosarkoma u štakora nakon 18 mjeseci primjene, što nije potvr�eno u ljudi 

(47). Primjena 1-34 PTH (teriparatida) posebno je prikladna za slu�ajeve uznapredovale 

osteoporoze u starijih ljudi sa smanjenom osteoblastogenezom. Primjena 1-34 PTH-a 

ograni�ena je na�inom primjene – danas su dostupne samo potko�ne injekcije, ali se 

istra�uju i drugi na�ini primjene (transdermalni).

1.1.4.3.2.2	 Fluorid

Lije�enje �uoridima pove�ava stvaranje kosti izravnim djelovanjem na koštane 

stanice, gdje inhibiraju aktivnost osteoblasti�ne kisele fosfataze koja je odgovorna za 

defosforilaciju tirozin kinaze (48,49). Taj u�inak poja�a djelovanje tirozin-kinaze i time 

poja�a odgovor na djelovanja �imbenika rasta koji uzrokuju diobu koštanih stanica. 



17

U�inak se o�ituje više na trabekularnoj kosti kralješnice nego na kortikalnoj kosti. 

Lije�enje �uoridima ima znatne nuspojave, poput pove�ane koštane fragilnosti jer nova 

kost ima abnormalnu strukturu. Fluorid se naime inkorporira u mineralnu fazu kosti te 

je kost spu�vasta, nepravilna i nedovoljno mineralizirana. 

1.1.4.3.2.3	 Stroncijev ranelat

Stroncijev ranelat djeluje na koštanu pregradnju dvostruko: pove�ava koli�inu 

novostvorene kosti putem stimulacije diobe nezrelih osteoblasta i usporava koštanu 

resorpciju inhibiraju�i diferencijaciju i aktivnost osteoklasta (50,51). Na razli�itim 

�ivotinjskim modelima, stroncijev ranelat pove�ava masu trabekularne kosti, broj i debljinu 

trabekula, odnosno pove�ava �vrsto�u kosti (50,51,52).  Stroncij se ve�e na površinu 

kristala apatita, a samo manjim dijelom zamjenjuje atome kalcija u kristalima minerala 

novostvorene kosti. Pri tome bitno ne mijenja strukturna svojstva minerala (53). Stroncijev 

ranelat dobro se podnosi – naj�eš�e su gastrointestinalne nuspojave (mu�nina i proljev) 

koje se pojavljuju na po�etku lije�enja. Stroncijev ranelat uzrokuje klini�ki nezna�ajne 

promjene koncentracije kalcija i fosfora u krvi. Me�utim, prema najnovijim spoznajama 

Europske agencije za lijekove (engl.European Medicines Agency, EMA) postoji ozbiljan 

rizik od kardiovaskularnih bolesti uklju�uju�i infarkt miokarda. Analiza radomizirane 

klini�ke studije pokazala je da taj rizik u odnosu na placebo skupinu iznosi 1.6 [95% 

CI 1.07–2.38]). Najnovije smjernice za lijek, do kona�ne odluke EMA-e, uklju�uju �ene 

u postmenopauzi, kao i muškarce s teškim oblikom osteoporoze i visokim rizikom za 

prijelome, s posebnim oprezom za pacijente s visokom stopom rizika od kardiovaskularnih 

bolesti (nekontrolirana hipertenzija, diabetes mellitus, perfiferna arterijska bolest, 

cerebrovaskularna bolest, pušenje).
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1.1.4.3.3	Potencijalni lijekovi

1.1.4.3.3.1	 Peptidni �imbenici  rasta

Peptidni �imbenici rasta reguliraju koštani metabolizam �ime spadaju u red 

potencijalnih lijekova za poticanje koštanog rasta. Problemi vezani uz primjenu peptidnih 

�imbenika rasta u lije�enju osteoporoze su brojni, a najve�i od njih jest na�in primjene. 

Peptidni se �imbenici rasta moraju primjenjivati parenteralno, što je najve�a prepreka 

njihovoj uporabi u bolesnika s kroni�nim bolestima. Koštani morfogenetski protein (eng. 

Bone morphogenetic protein, BMP-6) peptidni je �imbenik rasta kod kojeg je pokazana 

djelotvornost oralne primjene. Sistemna primjena peptidnih �imbenika uzrokuje jake 

nuspojave ili npr. �brozu zbog proliferacije mezenhimalnih stanica uz primjenu TGF-��. 

Njihova korist je dakle mogu�a samo u lokalnoj primjeni. BMP-6 ima speci��an u�inak 

na kost, bez sistemskih nuspojava. Mogu�nost oralne primjene i netoksi�nost va�an je 

preduvjet za primjenu BMP-6 u lije�enju osteoporoze (18).

1.1.4.3.3.2	 Inhibitori proteasoma

Ispituju�i mehanizme pomo�u kojih se reguliraju �imbenici rasta i transkripcijski 

�imbenici koji kontroliraju stvaranje kosti, prona�eno je kako ubikvitin-proteasomski 

put djeluje na izra�aj BMP-2 i stvaranje kosti. Proteasomski inhibitori poja�avaju izra�aj 

BMP-2 i BMP-4 u osteoblastima te bi mogli imati zna�enje u lije�enju bolesti s gubitkom 

koštane mase (54). 



19

1.1.4.3.3.3	 Leptin

Leptin je hormon kojeg izlu�uju adipociti, a va�an je za homeostazu energije u 

organizmu. Adipociti i osteoblasti potje�u iz zajedni�ke stromalne stanice. Inhibicija 

izlu�ivanja leptina poja�ava koštanu masu (55). U bolesnika s osteoporozom prekomjerna 

te�ina djeluje zaštitno na koštanu masu, vjerovatno zbog neosjetljivosti na leptin (56,57). 

Antagonisti leptina mogli bi imati ulogu stimulatora pove�anja koštane mase.

1.1.5	 �IVOTINJSKI MODEL OSTEOPOROZE

Eksperimentalni �ivotinjski modeli za istra�ivanje osteoporoze omogu�ili su 

razumijevanje mehanizama nastanka osteoporoze i primjenu lije�enja u ljudi. Naj�eš�e 

upotrebljavan jest osteoporoti�ni model štakora - model ovarijektomije. Ovarijektomijom 

uklanjamo estrogene te se štakorima posljedi�no smanjuje koli�ina trabekularne kosti, 

zatim pove�ava broj osteoklasta, osteoblasta, površina kosti pokrivena osteoklastima 

i osteoblastima, odnosno koštanu pregradnja, dok je zamjena kosti ubrzana. Epi�zna 

plo�a rasta stanjena je uz smanjen omjer izme�u mineralizirane i nemineralizirane kosti, 

dok je smanjenje gusto�e i volumena kosti te ubrzanje koštanog metabolizma izra�enije u 

meta�zama dugih kostiju nego u kralješcima. Longitudinalni rast dugih kostiju je ubrzan. 

Ovarijektomija tako�er uzrokuje stanjenje kortikalne kosti uz smanjenu gusto�u. Ameri�ka 

uprava za hranu i lijekove (FDA - Food and Drug Administration) izdala je smjernice za 

upotrebu �ivotinjskih modela osteoporoze u svrhu pretklini�kog ispitivanja lijekova (58). 
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1.1.6	 KRONI�NA BUBRE�NA INSUFICIJENCIJA I KOST

Kroni�na bubre�na bolest je ošte�enje bubrega ili smanjenje bubre�ne funkcije, 

tj. glomerularne �ltracije na manje od 60 ml/min/1.73 m2 du�e od tri mjeseca. Glavni 

kriterij za odre�ivanje stadija kroni�ne bubre�ne bolesti je veli�ina odnosno smanjenje 

glomerularne �ltracije. Razlikujemo pet stadija:I stadij - bolesnici s glomerularnom 

�ltracijom (GF) > 90 ml/min/1.73m2, ali s ošte�enjem bubrega (npr. proteinurijom), II stadij 

- bolesnici s GF 60-89 ml/min/1.73m2, III stadij - bolesnici s GF 30-59 ml/min/1.73m2, 

IV stadij - bolesnici s GF 15-29 ml/min/1.73m2, V stadij - bolesnici s GF manjom od 

15 ml/min/1.73m2 ili su ve� na dijalizi (engl.ERSD-end stage renal disease). Kroni�na 

bubre�na bolest jako je raširena u svijetu s rastu�om prevalencijom te posljedi�no dovodi 

do gubitka bubre�ne funkcije, kardiovaskularnih komplikacija te prerane smrti (59). U 

terminalnom bubre�nom zatajenju tj. uremiji dolazi do klini�kog poreme�aja na brojnom 

organskim sustavima, a prikazani su u tablici 3.
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Tablica 3.  Poreme�aji na organskim sustavima u kroni�nom bubre�nom zatajenju.

ORGANSKI SUSTAV POREME�AJ

Kardiopulmonalni
hipertenzija, zatajenje srca, perikarditis, aritmija, ubrzana 

ateroskleroza, uremi�na plu�a

Hematološki anemija, hemoragi�na dijateza, limfocitopenija

Imunološki
disfunkcija leukocita, poreme�aji celularne imunosti, 

pove�ana sklonost infekcijama i malignim bolestima 

Gastroenterološki
povra�anje,gubitak tjelesne te�ine,gastroduodenalni ulkus, 

gastrointestinalna krvarenja, hepatitis

Acidobazni i elektrolitski metaboli�ka acidoza, poreme�ena homeostaza kalija, natrija

Endokrino-metaboli�ki 

renalna osteodistrofi ja, kalcij i fosfor-sekundarni 

hiperparatireoidizam, sterilitet, gubitak libida, smanjena 

tolerancija glukoze, hipertrigliceridemija, hiperuricemija 

Neuromuskularni
gr�evi muskulature, periferna neuropatija, tremor, 

hipertenzivna encefalopatija, koma

Ko�a svrbe�, ekskorijacije, modrice

Poreme�aji u metabolizmu minerala i bolesti kostiju (renalna osteodistro�ja) �este 

su komplikacije kroni�nog bubre�nog zatajenja te va�an �imbenik smrtnosti i smanjene 

kvalitete �ivota (Slika 4). 
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Slika 4. Algoritam komplikacija u kroni�nom bubre�nom zatajenju.

Dokazano je da su navedeni poreme�aji metabolizma minerala i kosti povezani s 

visokim rizikom kardiovaskularne kalci�kacije koja je glavni uzrok smrtnosti bolesnika na 

dijalizi (60,61). U pacijenata na hemodijalizi hiperfosfatemija je zna�ajan prognosti�ki faktor 

kardiovaskularne smrtnosti, te je povezana s povišenim kalcij-fosfatnim (Ca x P) produktom, 

hiperparatiroidizmom, paratiroidnom hiperplazijom te rezistencijom na vitamin D. To sve 

skupa rezultira osteodistro�jom, disfunkcijom i kalci�kacijom krvo�ilnog sustava (62). Lijekovi 

koji se preporu�uju u kontroli hiperfosfatemije i prevenciji sekundarnog hiperparatiroidizma 

fosfatni su veza�i koji sadr�e kalcij te aktivni oblici vitamina D (63). Me�utim, „Treat to 

Goal“ klini�ka studija pokazala je da u�estala upotreba fosfatnih veza�a koji sadr�e kalcij, 

ne spre�ava, nego i pridonosi kalci�kaciji mekih tkiva (64). S druge strane, sevelamer-HCl 

djeluje preventivno na arterijsku kalci�kaciju u kroni�nih bubre�nih bolesnika. Štoviše, u 

kombinaciji s novim sterolima aktivnog vitamina D (npr. doksekalciferol) sevelamer pove�ava 

sigurnost lije�enja sekundarnog hiperparatiroidizma (64).
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1.2	 SEVELAMER HIDROKLORID (RENAGEL®)

Sevelamer hidroklorid je po svom kemijskom sastavu polimer alilamin-hidroklorida 

povezan s epiklorohidrinom u kojem je 40% amina protonirano. Kemijska struktura 

jest: poli (alilamine-co-N,N’-dialil- 1,3-diamino-2-hidroksipropan) hidroklorid (Slika 5). 

Sevelamer hidroklorid je hidro�lan, ali netopljiv u vodi.

Slika 5. Kemijska struktura sevelamer hidroklorida.

Sevelamer hidroklorid (Renagel®, Genzyme) je fosfatni veza� koji, za razliku 

od ostalih fosfatnih veza�a, ne sadr�i soli kalcija, magnezija niti aluminijski hidrogel. 

Sevelamer se ne apsorbira u probavnoj cijevi niti se razgra�uje u crijevima. Mehanizam 

djelovanja jest da sevelamer preko svojih amino skupina prima protone i ve�e fosfate 

preko vodikovih veza. Sevelamer-HCl u�inkovito smanjuje crijevnu apsorpciju fosfata, 
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smanjuju�i tako koncetraciju fosfata u serumu, zatim smanjuje koncetraciju Ca x P 

produkta te sekreciju PTH-a (65). U randomiziranoj “Treat to Goal” studiji, pacijenti na 

dijalizi dobivali su fosfatne veza�e koji sadr�e kalcij, odnosno sevelamer, fosfatni veza� 

koji ne sadr�i kalcij. Razina serumskih fosfata i PTH u tih pacijenata bila je pod strogom 

kontrolom. U pacijenata koji su primali fosfatne veza�e što sadr�e kalcij, rezultati 

studije pokazali su da je, unato� jednakoj koncetraciji Ca x P produkta u serumu, 

vi�ena progresija kalci�kacije koronarnih arterija i aorte. Za razliku od njih, pacijenti 

koji su primali sevelamer, imali su statisti�ki zna�ajno smanjenu progresiju vaskularne 

kalci�kacije (64-67). Ovi rezultati potvr�uju da sevelamer mo�e sprije�iti progresiju 

kalci�kacije, ali mehanizam nije još istra�en. Kako je zadnja faza bubre�nog zatajenja 

povezana s visokom smrtnoš�u, ponajprije zbog povišenog rizika od kardiovaskularne 

bolesti, sevelamer smanjuju�i kalci�kaciju aorte i koronarnih arterija djeluje povoljno na 

pre�ivljenje pacijenata na hemodijalizi (61,65). Pacijenti lije�eni sevelamerom tako�er 

su imali manju hiperkalcemiju, smanjenu sekreciju paratiroidnog hormona, smanjenu 

razinu C-reaktivnog proteina u serumu, smanjen ukupni i LDL kolesterol, te pove�anu 

razinu HDL kolesterola (64,67). Sevelamer tako�er pove�ava gusto�u trabekularne kosti 

u pacijenata s kroni�nom bubre�nom insu�cijencijom (65). Nadalje, dokazano je da 

sevelamer-HCl zna�ajno pove�ava serumsku razinu osteokalcina i koštanu speci��nu 

alkalnu fosfatazu i BMD u pacijenata u terminalnoj fazi kroni�nog bubre�nog zatajenja 

u usporedbi s fosfatnim veza�ima koji sadr�e kalcij (acetatne i karbonatne soli) (Slika 6) 

(68). Anorganski dio kosti sastoji se od kalcijeva fosfata, a fosfor je jednako kao kalcij 

va�an u odr�avanju kosti (66). Mnogi lijekovi za osteoporozu poput sevelamera izravno 

utje�u na homeostazu kalcija i fosfata, poput PTH, bisfosfonata, vitamina D i FGF-23. U 

ovome radu istra�ili smo mogu�nost djelovanja sevelamer-HCl-a na koštanu mineralnu 

gusto�u, mikroarhitekturu te jakost kostiju, odnosno njegovu u�inkovitost u lije�enju 

osteoporoze u osteoporoti�nom modelu ovarijektomiranih štakora.
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Slika 6. Usporedba djelovanja kalcija i sevelamera na trabekularnu koštanu mineralnu gusto�u 

(BMD) u tijeku 2 godine lije�enja (68). 
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2	 HIPOTEZA

Sevelamer-HCl u štakorskom modelu osteoporoze pove�ava koštanu mineralnu 

gusto�u, poboljšava koštanu mikroarhitekturu i biomehani�ka svojstva kosti.
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3	 CILJEVI ISTRA�IVANJA

 1. Ispitati utje�e li sevelamer-HCL primjenjivan ad labium na koštanu mineralnu 

gusto�u ovarijektomiranih štakora u �ivotinjskom modelu osteoporoze mjerenjem tibije, 

femura i kralješnice metodom denzitometrije (DXA) in vivo u razli�itim intervalima pokusa 

(svaka 4 tjedna) te ex vivo na kraju pokusa.

2. Ispitati u�inak doze i intervala primjene sevelamer-HCl-a na kost. 

3. Ispitati utjecaj sevelamer-HCl-a na koštanu mikroarhitekturu (trabekularnu i 

kortikalnu kost) primjenom metoda microCT-a, pQCT-a te koštanom histomorfometrijom 

ex vivo na kraju pokusa. 

4. Ispitati utjecaj sevelamer-HCL-a na serumske biokemijske parametre: Ca, P, 

Mg te biljege koštane pregradnje: C-telopeptid, osteokalcin te pro�l citokina u serumu 

dobivenom prilikom �rtvovanja štakora na kraju pokusa.

5. Ispitati biomehani�ka svojstva kostiju u štakora tretiranih sevelamer HCl-om 

biomehani�kim testovima: 3 point bending i indentation testom na ex vivo dobivenim 

štakorskim femurima. 

6. Dokazati mehanizam djelovanja sevelamer-HCl-a proteomskom analizom ex vivo 

dobivenog seruma tretiranih �ivotinja u usporedbi s kontrolom, primjenom 2D gelova i 

masene spektrofotometrije.
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4	 MATERIJALI I METODE

4.1	 POKUSNE �IVOTINJE I PROTOKOL

Ukupno 120 �enki štakora soja Sprague-Dawley u dobi od šest mjeseci, iz uzgoja 

tvrtke “Harlan Winkelmann”, Borchen, Republika Njema�ka upotrebljeno je u istra�ivanju. 

�ivotinje su bile teške oko 300 g. U svakom kavezu bile su smještene dvije �ivotinje, sa 

slobodnim pristupom vodi i standardnoj hrani za glodavce “Mucedola” 4RF21 (Mucedola, 

Italija).

�enkama starim 7 mjeseca uklonjeni su jajnici sterilnim instrumentima pod 

anestezijom rompunom (Xylapan 0.6 ml/kg i.p.) i ketaminom (Narketan 0.8 ml/kg i.p.). 

Operacija je izvršena abdominalnim putem, središnjim rezom uz odvajanje ko�e od 

potko�ja. Skupina SHAM predstavlja la�no operirane �ivotinje, odnosno u�injen je ko�ni 

i potko�ni rez, a zatim je �ivotinja, bez uklanjanja jajnika zašivena. Skupina s oznakom 

OVX sadr�ava �ivotinje kojima je u�injena ovarijektomija s podvezivanjem jajovoda. 

Tijekom narkoze i nekoliko sati nakon bu�enja �ivotinje su se dr�ale na  toplom. U 

postoperativnom periodu za tretman boli koristio se Carprofen (Rimadyl) u dozi 5 mg/

kg, sc. 

Terapija sevelamer-HCl-om davana je u dva slijede�a eksperimentalna modela; 1. 

U pokusu 1 terapija je zapo�ela mjesec dana nakon ovarijektomije i trajala 12 tjedana 

u sljede�im skupinama: (1) Sham (n=15); (2) OVX (n=15); (3) OVX + sevelamer 3% 

(n=15); 2. U pokusu 2, skupine: 1) Sham (n=10); (2) Sham + sevelamer 3% (n=10) 

tretirane su sevelamerom 25 tjedana. (Slika 7). U skupini 2, pokus je produ�en na  25 

tjedana jer nakon 12 tjedana nije bilo statisti�ki zna�ajne razlike izmne�u sham štakora 

koji su dobivali svelamer i sham kontrola. Sevelamer se �ivotinjama davao ad labium, 

pomiješan sa standardnom prehranom za glodavce “Mucedola” 4RF21 (Mucedola, 
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Italy) u koncetracijama od 3%. Kontrolne �ivotinje su dobivale standardnu prehranu 

“Mucedola” 4RF21 bez dodataka sevelamera. Svi su pokusi odobreni od Eti�kog 

povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveu�ilišta u Zagrebu. 

Slika 7. Shematski prikaz pokusnih protokola; Pokus 1: terapija sevelamerom 12 tjedana, mjesec 

dana nakon OVX; Pokus 2: terapija  sevelamerom SHAM �ivotinja 25 tjedana bez OVX.

 

6 mjeseci 25 tjedana 

Terapija OVX 

6 mjeseci 

Starost �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D 

1 mjesec 12 tjedana 1 

2 

Pokusi 

�6�W�D�U�R�V�W���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D Terapija 

4.2	 In vivo i ex vivo mjerenje koštane mineralne gusto�e (BMD) 

metodom denzitometrije (DXA) 

Svaka 4 tjedna mjerila se mineralna gusto�a stra�njih udova i lumbalne kralje�nice 

štakora denzitometrom s programom za male laboratorijske �ivotinje (DXA; Hologic 

QDR-4000, Hologic, Waltham, MA) (69). �ivotinje su prethodno uspavane rompunom 

(Xylapan 0.6 ml/kg i.p.) i ketaminom (Narketan 0.8 ml/kg i.p.).  �ivotinje su bile smještene 

na posebnu podlogu, te u�vrš�ene ljepljivim trakama kako bi ostale u �eljenom polo�aju 

tijekom mjerenja mineralne gusto�e kosti. Nulto mjerenje mineralne gusto�e kosti u�injeno 

je prije po�etka pokusa. Na kraju pokusa �ivotinje su izvagane te �rtvovane u anesteziji: 

Rompun 5mg/kg i.m.+Ketamin 35mg/kg i.m. + T61 0.3 ml/kg intrapulmonalno. Femur, 

tibija i lumbalna kralje�nica su �ksirane u 70%-tnom etanolu te iskorištene za ex vivo 
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odre�ivanje koštane mineralne gusto�e (“bone mineral density”-BMD) uporabom DXA 

ure�aja opremljenog s Regional High Resolution Scan softverom (70). Na dobivenim 

slikama analizirala se koštana mineralna gusto�a cijele kosti te proksimalne i distalne 

meta�ze tibije i femura, kao i BMD lumbalne kralješnice. Polje skeniranje je bilo 5.08 x 

1.902 cm, rezolucija 0.0254 x 0.0127 cm te brzina  od 7.25 mm/sek (Slika 8).

Slika 8. Mjerenje koštane mineralne gusto�e (BMD) metodom denzitometrije (DXA); A) In vivo 

BMD cijelog tijela te segmentalna analiza slabinske kralješnice i stra�njih ekstremiteta, B) Ex vivo analiza 

BMD slabinske kralješnice, femura i tibije sa  segmentalnom analizom proksimalne i distalne metafize.

Slika 8. �0�M�H�U�H�Q�M�H�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �P�L�Q�H�U�D�O�Q�H�� �J�X�V�W�R�ü�H�� ���%�0�'���� �P�H�W�R�G�R�P�� �G�H�Q�]�L�W�R�P�H�W�U�L�M�H�� ���'�;�$������ �$����

�,�Q�� �Y�L�Y�R�� �%�0�'�� �F�L�M�H�O�R�J���W�L�M�H�O�D�� �W�H�� �V�H�J�P�H�Q�W�D�O�Q�D�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �V�O�D�E�L�Q�V�N�H�� �N�U�D�O�M�H�ã�Q�L�F�H�� �L�� �V�W�U�D�å�Q�M�L�K��

ekstremiteta���� �%�����(�[�� �Y�L�Y�R�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �%�0�'�� �V�O�D�E�L�Q�V�N�H�� �N�U�D�O�M�H�ã�Q�L�F�H���� �I�H�P�X�U�D�� �L�� �W�L�E�L�M�H�� �V�D����

�V�H�J�P�H�Q�W�D�O�Q�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �S�U�R�N�V�L�P�D�O�Q�H���L���G�L�V�W�D�O�Q�H�� �P�H�W�D�I�L�]�H. 

 

 

 

 

1.1 PQCT – Periferna kvantitativna kompjutorsk a tomografija  i 
MicroCT- Mikrokompjuterizirana tomografija  

 
 
Po završetku pokusa, perifernom kvantitativnom kompjutorskom tomografijom s 

B A 
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4.3	 PQCT – Periferna kvantitativna kompjutorska tomogra�ja 

i MicroCT- Mikrokompjuterizirana tomogra�ja

Po završetku pokusa, perifernom kvantitativnom kompjutorskom tomogra�jom 

s verzijom softvera 5.40 (Stratec XCT Research M; Norland Medical Systems, Fort 

Atkinson, WI, USA) (71,72) analizirana je mineralna gusto�a ukupne koštane površine 

te trabekularne i kortikalne regije prethodno izdvojenih femura. Primjenom ure�aja 

za mikrokompjuteriziranu tomogra�ju (µCT 40) i odgovaraju�eg softvera (SCANCO 

Medical AG, Bassersdorf, Switzerland) analizirana je trabekularna gra�a femura i 

petoga lumbalnog kralješka (73). MicroCT je ure�aj koji omogu�uje precizno skeniranje 

kosti te trodimenzionalnu rekonstrukciju slike s pomo�u triangulacijskog algoritma. 

Distalni femur i peti lumbalni kralješak skeniran je u 250 prereza, svaki debljine 13 µm 

u dorzoventralnom smjeru (74). Primjenom metode koju su opisali Hildebrand i sur., 

analizom 3D slika ure�aj odre�uje sljede�e parametre: volumen trabekularne kosti (BV, 

mm3), broj trabekula (Tb. N., 1/mm), trabekularnu debljinu (Tb. Th., �m) i razdvojenost 

trabekula kosti (Tb. Sp., �m) (75). Faktor stvaranja trabekularne kosti (Trabecular bone 

pattern factor -TBPf) i strukturalni indeks (structure model index -SMI) izra�unavaju se 

primjenom kompjutorskog programa koji je sastavni dio microCT ure�aja (Slika 9) (76).
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Slika 9. Shematski prikaz parametara mjerenih microCT metodom. Debljina kortikalne kosti 

-engl. Cortical thickness; razdvojenost trabekula- engl. Trabecular separation; debljina trabekula- engl. 

Trabecular thickness; broj trabekula-engl. Trabecular number.

4.4	 Histologija i histomorfometrija 

14.� i 4.�dan prije �rtvovanja �ivotinje su subkutano primile injekciju �uorokrom 

kalceina u dozi od 10�mg/kg (Sigma Chemical, St. Louis, MO). Femuri izdvojeni nakon 

�rtvovanja histomorfometrijski su analizirani kompjuterskom analizom slika (Bioquant II, 

R and M Biometrics, Nashville, TN) (77, 78,79). Statisti�ka analiza u�injena je pomo�u 

StatView 4.0 paketa (Abacus Concepts, Berkeley, CA). Za histološku analizu prethodno 

dekalcinirani femuri uklopljeni su u para�n, odrezani na 7-µm debele rezove, te obojeni 

hemalaun-eozinom i toluidinskim plavilom kako bi se utvrdili potencijalni terapijski u�inci.

4.5	 Biomehani�ko testiranje

Na kraju pokusa na kosti femura u�injena su dva tipa mehani�kog testiranja 

pomo�u sustava za testiranje materijala (TA.HDplus Texture Analyzer; Stable Micro 

Systems Ltd., Surrey, UK). „3 point bending“ test korišten je za utvr�ivanje mehani�kih 
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svojstava kortikalne kosti femura. Dija�za femura testirana je pod opetere�enjem od 

30 kg i brzinom 0.1 mm/sek do frakture, metodom Turner i Burr (80) (TA.HD plus Load 

Cell30kg; Stable MicroSystems). Maksimalna snaga i �vrsto�a dobiveni su izra�unom 

iz krivulje optere�enja. Test indentacije korišten je da bi se utvrdila mehani�ka svojstva 

spu�vaste kosti u koštanoj šupljini  distalne femoralne meta�ze (81,82) (Slika 10).

Slika 10. A. „3 point bending“ test korišten je za utvr�ivanje mehani�kih svojstava kortikalne kosti 

femura. B. Fraktura dijafize štakorskog femura nakon „3 point bending“ testa. C. Test indentacije korišten 

je da bi se utvrdila mehani�ka svojstva trabekularne  kosti u koštanoj šupljini  distalne femoralne metafize.

 

A   B   

C   
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4.6	 Stani�na kultura

Stanice koštane sr�i dobivene iz femura i tibije štakora nakon 4 tjedna tretmana 

sa sevelamerom nasa�ene su u broju 24 x 106 po ja�ici na plo�i s 24 ja�ice u �.-MEM 

stani�nom mediju (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD; sad�i 10% serum gove�eg 

fetusa (FCS). Pola volumena stani�nog medija promijenjeno je nakon 3.dana. Medij za 

diferencijaciju osteoblasta koji sadr�i �.-MEM, 10% FCS, 8 mm ß-glicerofosfat, 50 µg/

ml askorbinske kiseline i 10- 8M deksametazona dodan je 7. dan pokusa, te se mijenjao 

svaka 2 dana do završetka stani�ne kulture. 14. dan jednostani�ne su suspenzije isprane 

dvaput sa PBS-om i ponovo nasa�ene u 1x pufer za vezanje [0.01m HEPES/NaOH 

(pH 7.4), 140 mm NaCl, i 2.5 mM CaCl2] u koncetraciji od 1x 106 stanica/mL. Stanice 

su alikvotirane (100 µl) u polipropilenskim cijevima i inkubirane s  aneksin V �uorescein 

izotiocijanatom (5 ml) te sa 50 µg/ml stani�nom kulturom od 14. dana,  stanice iz tri 

ja�ice iz svake grupe analizirane su proto�nom citometrijom. Za �uorescencijski-aktiviranu 

analizu stani�nih vrsta, stanice su obojane s aneksin V/propidijum jodidom (10 ml) 15 min 

na 4 C u mraku. Analiza proto�ne citometrije u�injena je na FACS Caliburusing CELLQuest 

softweru (BectonDickinson,MountainView,CA), analiziraju�i  5–10x10 4 stanica po 

uzorku. Stanice iz preostalih ja�ica �ksirane su 4% paraformaldehidom, te su adherentne 

stanice progenitora osteoblasta identi�cirane bojanjem alkalnom fosfatazom ( stani�na 

vijabilnost, bojanje na alkalnu fosfatazu-pozitivno) pomo�u komercijalnog kita (86-R ALP 

kit za bojanje; Sigma Chemical) (83,84). Medij za diferencijaciju osteoklasta sadr�avao 

je �.-MEM, 10% FCS, stimuliraju�i faktor rekombinantne mišje kolonije makrofaga 

- (CSF) (50ng/ml;SigmaChemical), i rekombinantni ljudski topljivi receptor aktivator 

nuklearnog faktora -�B̧ ligand (RANKL) (50 ng/ml; Sigma Chemical). Stani�ni medij i 

faktori dodani su 1.dan i mijenjani svaki drugi dan do završetka pokusa 6.dana. Stanice 

iz 3 ja�ice po svakoj grupi analizirane su proto�nom citometrijom kao što je opisano u 

analizi osteoblasta. Ostatak stanica iz ja�ica �ksiran je sa 4% paraformaldehidom te su 

adherentni osteoklasti identi�cirani pomo�u tartrat-rezistentne kisele fosfataze (TRAP) 
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pomo�u bojanja komercijalno dostupnim kitom (Sigma Chemical). Podaci prezentirani 

odgovaraju trima neovisnim pokusima sa tri duplikata ja�ica u svakom pokusu

4.7	 Biokemijski parametri u serumu 

Serumski markeri koštane izgradnje i razgradnje izmjereni su komercijalno 

dostupnim kitovima iz seruma dobivenim prilikom �rtvovanja na kraju pokusa. Serumska 

koncentracija osteokalcina izmjerena je metodom ELISA pomo�u  štakorskog osteokalcin 

EIA kita (Biomedical Technologies Inc., Stoughton, MA).  Serumska koncentracija C 

telopeptida (CTx) mjerena je metodom ELISA pomo�u RatLaps ELISA kitova (Nordic 

Bioscience Diagnostics, Herlev, Denmark). Pro�l citokina u serumu analiziran je pomo�u 

Rat Cytokine 24-Plex prethodno pripremljenim kitom (Millipore Corp., Billerica, MA). 

Analizirani citokini uklju�ivali su: eozin, granulocitno-makrofagni-CSF, granulocitni-CSF, 

IL-1a, monocitni kemotaksijski protein-1, makrofagni upalni protein 1a, IL-4, IL-1b, IL-2, 

IL-6, IL-9, IL-13, IL-10, IL12p70, IL-5, interferon g, IL-17, IL-18, induciraju�i protein-10, 

onkogen reguliran rastom KC, RANTE, TNF-�., i vaskularni endotelni faktor rasta. Za 

svaki uzorak, pripremljeni su duplikati ja�ica u odgovaraju�oj koncentraciji. Vrijednost 

intenziteta �uoresceina iz svakog uzorka izra�unata je pomo�u standardnih krivulja da 

bi se utvrdila koncentracija citokina. Serumske vrijednosti PTH i FGF-23 mjerene su 

pomo�u Rat intact PTH ELISA kitova (Immutopics, San Clemente, CA) i FGF-23 ELISA 

kitom (KainosLaboratories,Tokyo,Japan).

4.8	 Proteomika

Profiliranje seruma metodom „Surface enhanced laser desorption/ionization time-

of-flight (SELDI-TOF)“. 
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SELDI-TOF masena spektrofotometrija (MS) (85) korištena je za identi�kaciju 

proteina u serumu da bi se usporedile razlike izme�u OVX štakora te OVX štakora 

tretiranih sevelamerom.  Da bi se smanjila kompleksnost uzoraka i pove�ala rezolucija 

detektiranja, uzorci seruma su frakcionirani prije stavljanja na chipove. Frakcioniranje 

seruma u�injenio je pomo�u kromatogra�je sa sna�nom promjenom aniona (engl. 

strong anion exchange chromatography) pomo�u �ltracijske plo�e za proteinske �ipove 

(engl. “ProteinChip Q Filtration Plate”) iz serumskog kita za frakcioniranje (engl. Serum 

Fractionation Kit (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA)) prema odgovaraju�im 

uputama proizvo�a�a. Tri razli�ita proteinska �ipa korištena su za pro�liranje proteina 

frakcioniranih serumskih uzoraka: CM10 (slabi kationski izmjenjiva�), IMAC30 (metal 

ve�u�i proteini) i H50 (hidrofobno vezanje). Odgovaraju�i puferi za vezanje bili su 

slijede�i: CM10 pufer [0.1M natrij acetat (pH4.0)]; IMAC30 pufer [površina molekule 

nabijena je sa 0.1 M  bakrenim sulfatom, neutralizirana sa 0.1 M  natrij acetatom (pH 

4.0), i 0.1 M natrij fosfatom, te je 0.5 M natrij klorid (pH 7.0) korišten za vezanje]; i 

kona�no H50 bufer [površina je prethodno oprana sa 50% akrilnitrilom (ACN), i vezanje 

je završeno u 10% ACN, 0.1% tri�uoroctenoj kiselini]. �ipovi su ekvilibrirani dvaput 

sa 150 µl puferom za vezanje i napunjeni dvaput sa 25 µl frakcioniranim serumom. 

Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi od 30 min, nevezani proteini su isprani triput 

sa 150 µl deioniziraju�om vodom. Nakon što je površina �ipa osušena, 1 µl sinapini�ke 

kiseline (Bio-Rad Laboratories) otopljen je u 50% ACN, 0.5% tri�uoroctena kiselina 

primijenjena je dvaput na prethodno pripremljenu površinu i onda osušena. Pomo�u 

ProteinChip System, Series 400 (Bio-Rad Laboratories), analizirani su ve�u�i proteini 

pomo�u SELDI-TOF programa. Spektar skupljenih proteina bio je izme�u 2 i 100 kDa 

sa fokusom na masu od 8 kDa. Upotrijebljeno je 530 laserskih pulseva energije od 3000 

nJ.  Masena kalibracija u�injena je pomo�u ProteinChip All-in-One Protein Standard II 

(Bio-Rad Laboratories).  Cijeli spektar proteina analiziran je pomo�u CiphergenExpress 

Software 3.0 (Bio-Rad Laboratories). Spektar je ispravljen s obzirom na standard i 

signal izme�u 2 and 100 kDa. Ukupna ionska struja korištena za normalizaciju bila je 



37

izme�u 2,000 i 100,000 m/z. Pronalazak signala (engl.peak) analiziran je automatski 

sa prvim prolazom signala do detekcije (engl.signal-to-noise) ve�im od tri te s  visinom 

signala koji odgovara pragu od minimalno 10% ukupnog spektra. Drugi prolaz imao je 

signal do detekcije ve�i od dva sa vrijednostima m/z izme�u 2,000 i 100,000. Tri grupe 

serumskih uzoraka od štakora tretiranih 4 tjedna sa sevelamerom pro�lirane su pomo�u 

SELDI-TOF tehnologije: 1) sham (n= 10), 2) OVX (n= 10), i 3) OVX  tretirane sevelamerom 

3% (n= 8). Svaka frakcija pojedinog serumskog uzorka analizirana je neovisno. Analiza 

individualnog spektra u�injena je pomo�u softwaera CiphergenExpress Software 3.0. 

Dvodimenzionalna (2-D) elektroforeza  i HPLC/MS/MS analiza.

Serum je o�iš�en od proteina prisutnih u velikom broju npr. transferin, albumin, i 

IgG pomo�u visoko a�nitetnog mišjeg protutijela (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). 

Nakon �iš�enja, uzorci su precipitirani sa trikloroctenom kiselinom/ acetonom i analizirani 

pomo�u 2-D elektroforeze, prvo pomo�u izoelektri�nog fokusiranja i onda pomo�u SDS-

PAGE. Gelovi su bojani s Deep Purple bojom (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) 

i skenirani s Typhoon 9200 Variable Mode Imager skenerom (Amersham Biosciences), 

te posljedi�no analizirani pomo�u Phoretix softwarea (Kendrick Labs,Madison,WI). Za 

identi�kaciju proteina od interesa, relevantni spotovi su izrezani sa gela i poslani na 

analizu preko HPLC/MS/MS na Thermo LCQ Deca ionski “trap mass” spektrometar 

(Tufts University Core Facility, Boston, MA).

4.9	 Statisti�ka analiza

 

Distribucija kvantitativnih podataka u�injena je Kolmogorov-Smirnov testom. Sva 

mjerenja u istoj vremenskoj to�ki analizirana su jednosmjernim ANOVA i jednostranim 

Dunnett t post hoc testom izme�u OVX i sham �ivotinja.
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5	 REZULTATI

5.1	 Sevelamer vra�a izgubljenu kost u OVX štakora

Da bi ocijenili terapeutski u�inak sevelamera, OVX štakori su ostavljeni bez terapije 

4 tjedna da bi se razvila osteopenija,  kad je po�ela terapija sa sevelamerom u trajanju 

od 12 tjedana.  U 12. tjednu terapije sa sevelamerom, in vivo BMD mjerenja stra�njih 

udova i lumbalne kralješnice bila su ve�a za 4%, a totalni tjelesni BMD za 3% u štakora 

tretiranih sevelamerom u usporedbi sa netretiranim OVX štakorima (Slika 11). 
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Slika 11. In vivo BMD mjerenje  cijelog tijela (A), stra�njih udova (B), i lumbalne kralješnice (C) u 

starih OVX štakora lije�enih sa 3% sevelamerom u normalnoj hrani 12 tjedana, 4 tjedna nakon OVX. 

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti (engl. mean) ± SEM (srednja standardna pogreška) . *, 

Statisti�ki zna�ajno razli�iti od OVX (ANOVA Dunnett test, P � 0.05) (n =15 u svim grupama) Ex, Ex vivo.
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Ex vivo DEXA mjerenja pokazala su pove�ani BMD femura za 7%, tibije za 10%, i 

lumbalne kralješnice za 9%. (Slika12).

Slika 12. Ex vivo BMD mjerenje kostiju u štakora tretiranih 3% sevelamerom u normalnoj hrani 

12 tjedana, 4 tjedna nakon OVX. Ex vivo ukupni BMD femura (A), tibije (B), i lumbalne kralješnice (C) 

pokazao je da je sevelamer 3% u�inkovit u pove�anju BMD. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti 

(engl. mean) ± SEM (srednja standardna pogreška)*, statisti�ki razli�iti od OVX (ANOVA Dunnett test, 

P � 0.05)(n = 15 u svim grupama).
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MicroCT mjerenja distalnog femura pokazala su da je lije�enje sevelamerom 
pove�alo koštani volumen/trabekularni volumen (BV/TV) za 51%, te broj trabekula za 
43%, sa skromnom promjenom u debljini trabekula od 9%. (Slika 13). Smanjen faktor 
stvaranja trabekula i strukturalni indeks dodatno su dokazali da sevelamer pove�ava 
koštanu strukturu i povezanost trabekularne kosti. Štoviše, u �ivotinja koji su uzimale 
3% sevelamer, zna�ajno je bilo i pove�anje u debljini korteksa za 16%. (Slika 13).

Slika 13. MicroCT mjerenja  distalnog femura u štakora sa 3% sevelamerom u normalnoj hrani 12 

tjedana, 4 tjedna nakon OVX. MicroCT slike pokazuju horizontalne presjeke distalnog femura. Sevelamer 

je povisio koštani volumen (BV) [BV/trabekularni volumen (TV)], broj trabekula (Tr. Nm), debljinu trabekula 

(Tr. Th), i kortikalnu debljinu (Co.Th.), te smanjio razmak trabekula (Tr. Sp), trabekularnu formaciju (TBPf), 

i strukturalni indeks modela (SMI) (0-plate to 3-rode). Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti (engl. 

mean) ± SEM (srednja standardna pogreška). *, Statisti�ki razli�iti od OVX (ANOVA Dunnett test, P � 

0.05) (n = 15 u svim grupama).
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Histološka analiza pokazala je da je sevelamer pove�ao koštani volumen trabekularne 

kosti (BV), debljinu, i broj trabekula, a smanjio trabekularnu razdvojenost, što je potvrdilo 

microCT rezultate. Dinami�ka histomorfometrija koštanih parametara pokazala je 103% 

ve�e odlaganje minerala u kostima štakora tretiranih sevelamerom, u usporedbi sa 

OVX štakorima. Nadalje, ozna�ene tetraciklinske površine bile su 91% du�e u štakora 

tretiranih sevelamerom u usporedbi sa OVX štakorima. Najva�nije od svega, brzina 

koštanog stvaranja bila je pove�ana za 25% u OVX štakora tretiranih sevelamerom u 

usporedbi sa  OVX kontrolama. (Slika 14).

Slika 14. Histologija i histomorfometrija distalnog femura OVX štakora tretiranih 3% sevelamerom. 

Sevelamer je pove�ao duljine oznaka tetraciklinskih površina (engl double labeled lenght-dL.Le), debljinu 

izme�u oznaka (engl. Interlabel thickness- IrL.Th), brzinu odlaganja minerala (mineral apposition rate-

MAR), i brzinu formiranja kostiju preko koštane površine (engl. bone formation rate/bone surface- BFR/

BS), brzinu formiranja kostiju preko koštanog volumena (BV) te brzinu formiranja kostiju preko volumena 

trabekula (BFR/TV) što je dokazano hemalaun-eozinskim bojanjem  rezova (pove�anje, x12). Podaci su 

prikazani kao srednje vrijednosti (engl. mean) ± SEM (srednja standardna pogreška). *, Statisti�ki razli�iti 

od OVX (ANOVA Dunnett test, P � 0.05) (n = 15 u svim grupama)

„3 point bending“ test korišten je da bi se utvrdile mehani�ke karakteristike dija�ze 

femura. Maksimalno optere�enje i �vrsto�a pove�ani su 17 i 15% u štakora tretiranih 

sevelamerom u usporedbi sa OVX štakorima (Tablica 4). Test indentacije korišten je 
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da se utvrde mehani�ke karakteristike trabekula i meta�ze distalnih femura. Direktni 

parametar maksimalno optere�enje, �vrsto�a i apsorbirana energija pove�ani su oko 

12, 4 i 12 puta u štakora tretiranih sa sevelamerom u usporedbi sa OVX �ivotinjama 

(Tablica 4). Maksimalna snaga pokazala je isti trend pove�anja od 12x. Sevelamer je 

poboljšao trabekularne koštane parametre u usporedbi sa OVX štakorima, ali ne do 

mjere mehani�kih karakteristika sham �ivotinja.

Tablica 4. Biomehani�ki parametri kostiju štakora tretiranih sevelamerom. �ivotinje su tretirane 

sevelamerom  12 tjedana, po�evši mjesec dana nakon OVX (n =12 u svim grupama). Podaci su  mean 

± SEM. Statisti�ke zna�ajke izra�ene su u odnosu na OVX grupu. Dijafiza femura podvrgnuta je 3 point 

bending testu do nastanka frakture. Analizirani parametri bili su slijede�i: maksimalno optere�enje 

(engl. maximum load -Fu), rigidnost (engl. stiffness -S), apsorbirana energija (W) i �vrsto�a (engl. 

toughness -T). Test indentacije omogu�io nam je informacije o mehani�kim zna�ajkama trabekularne 

kosti. Analizirani parametri bili su: maksimalno optere�enje (engl. maximum load -Fu), rigidnost (engl. 

stiffness -S), apsorbirana energija (W) i maksimalna snaga (�1). *, Statisti�ki razli�iti od OVX (ANOVA 

Dunnett test, P � 0.05).
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5.2	 Sevelamer utje�e na aktivnost osteoblasta i osteoklasta 

u koštanoj sr�i

Lije�enje sevelamerom OVX štakora poti�e ex vivo diferencijaciju mezenhimalnih 

mati�nih stanica koštane sr�i (BM- mesenchymal stem cells (MSCs) ) u stani�nu liniju 

osteoblasta (70%) u usporedbi sa stanicama izoliranim iz koštane sr�i OVX štakora, što 

je dokazano  brojem pozitivnih kolonija na alkalnu fosfatazu, koji se mogu usporediti 

sa stanicama koštane sr�i sham štakora. Štoviše, lije�enje sevelamerom smanjilo je 

broj apoptoti�kih osteoblasta za 37% u usporedbi s osteoblastima iz koštane sr�i OVX 

�ivotinja. Tako�er, RANKL-inducirana diferencijacija osteoklasta iz hematopoetskih stanica 

koštane sr�i (BM hematopoietic stem cells (HSCs)) reducirana je (48%) u OVX štakora 

lije�enih sevelamerom, što je dokazano TRAP bojenjem pozitivnih stanica. Me�utim, na 

broj apoptoto�kih osteoklasta, sevelamer nije imao utjecaja (Slika 15).
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Slika 15. A. Postotak pozitivnih kolonija formiranja kosti na alkalnu fosfatazu (koštani �vori�i) u 

usporedbi sa primarnom BM-MSC kulturom sham �ivotinja pregledanih nakon 14 dana; B. Postotak 

progenitora apoptoti�kih osteoblasta mjerenih proto�nom citometrijom pomo�u aneksina i propidijum 

jodida u BM-MSC kulturama; C. Broj RANKL-induciranih TRAP pozitivnih  osteoklasta u primarnoj 

BM-HSC kulturi nakon 6 dana; D. Postotak apoptoti�kih osteoklasta mjerenih proto�nom citometrijom 

aneksina i propidijum jodida u BM-MSC kulturama; Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti (engl. 

mean) ± SEM (srednja standardna pogreška). *, Statisti�ki razli�iti od OVX (ANOVA Dunnett test, P � 

0.05). Podaci prezentirani odgovaraju trima razli�itim pokusima stani�ne kulture sa tri replikata stani�nih 

ja�ica unutar svakog pokusa. ALP-CFU-engl.Alkaline phosphatase-expressing colony-forming units, 

jedinice formiranja pozitivne na alkalnu fosfatazu.
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5.3	 Serumska biokemija

Sevelamer pove�ava serumski osteokalcin, marker koštane izgradnje za 7%, te 

smanjuje kolagenski C telopeptid , marker koštane razgradnje za 28%, u usporedbi sa 

OVX štakorima (Slika 16, A i B).

Slika 16. Serumski markeri koštane pregradnje u štakora tretiranih sa 3% sevelamerom u normalnoj 

hrani 12 tjedana, 4 tjedna nakon OVX.  Sevelamer je povisio serumske vrijednosti osteokalcina (A) te 

snizio serumske vrijednosti C telopeptida (B). Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti (engl. mean) 

± SEM (srednja standardna pogreška). *, Statisti�ki razli�iti od OVX (ANOVA Dunnett test, P � 0.05) (n 

= 15 u svim grupama).

Terapija sevelamerom nadalje je snizila razinu serumskog fosfata u OVX štakora za 

20%, povisio razinu serumskog kalcija za 3.3% te snizio vrijednosti serumskog magnezija 

za 10% u usporedbi sa OVX štakorima u to�ki mjerenja nakon terapije (Tablica 5).  



47

Tablica 5. Biokemijski parametri u serumu štakora tretiranih sevelamerom i ovarijektomiranih štakora. 

Štakori su lije�eni sevelamerom u normalnoj hrani 12 tjedana, po�evši od 4 tjedna nakon ovarijektomije. 

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti (engl. mean) ± SEM (srednja standardna pogreška). � , 

Statisti�ki razli�iti od OVX (ANOVA Dunnett test, P � 0.05) (n = 12 u svim grupama). PO4-Fosfati.

Pro�l citokina u serumu nije pokazao zna�ajnu promjenu, osim skromnih promjena 

u citokinima IL-5, IL-9, IL-17, te granulocitno makrofagnom- CSF u štakora tretiranih 

sa sevelamerom. PTH I FGF 23 vrijednosti u serumu odgovorni za homeostazu kalcija 

i fosfata nisu bili zna�ajno promijenjeni u štakora tretiranih sevelamerom.

5.4	 Proteomska analiza

Serumska proteomska analiza SELDI-TOF masenom spektrofotometrijom (MS) 

pokazala je visok stupanj sli�nosti u spektru iste pokusne grupe, što pokazuje dobru 

reproducibilnost podataka (Slika. 17A). Analize skupina pomo�u CiphergenExpress 

softwarea 3.0 pokazale su da je 69 proteina razli�ito izra�eno u 2 pokusne grupe, sham 

i OVX (sa minimalno 1.5 X izra�enom razlikom u ekspresiji). Mapa tih markera prikazana 

je lijevo na slici 17B. Daljnje analize tih setova markera rezultirale su podskupinom od 

20 markera, �ija je ekspresija vrlo sli�na sham �ivotinjama (Slika 17B). U toj podgrupi 

identi�cirali smo sedam markera koja su bila regulirana pozitivnom spregom (Slika 17B, 

cluster b-1) i 13 markera koja su bila regulirana negativnom spregom nakon uzimanja 

sevelamera (Slika 17B, cluster b-2). Ta podgrupa markera na koje sevelamer utje�e 

predstavlja otprilike 30% (20 od 69) markera koji su prona�eni razli�ito izra�eni izme�u 

sham i OVX �ivotinja. Taj pronalazak podr�ava teoriju o sistemskom u�inku sevelamera 

na ukupne serumske proteine u OVX �ivotinja. Iako su biomarkeri dobiveni SELDI-TOF 
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tehnologijom bili nepoznati, tehnologija je vrlo pouzdana da se dobije biomarkerski pro�l 

za procjenu terapeutskog u�inka na serumske proteine. 

Slika 17. SELDI-TOF profil serumskih uzoraka. A. Gel pokazuje pojedine serumske uzorke dobivene 

iz tri pokusne grupe (m/z u rasponu od 2–6.5 kDa; CM10 površina): sham, OVX i OVX plus sevelamer 3%; 

B. Skupna (engl.cluster) mapa (lijevo) pru�a analizu relativne ekspresije 69 razli�itih markera (minimalno x1.5-

puta razlika u ekspresiji sham vs. OVX). Razina ekspresije ozna�ena je bojom (crvena i zelena predstavljaju 

pozitivnu odnosno negativnu regulaciju proteina sevelamerom; crna prikazuje da nema promjene u ekspresiji). 

Mapa pokazuje intenzitet dobiven digitalno iz prosjeka vrijednosti individualnih uzoraka. Skupna analiza 

identificirala je nekoliko nakupina markera koja su, nakon tretmana sa sevelamerom, svoju ekspresiju vratila 

na razinu kao u sham �ivotinja (desno).
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2-D elektroforeza i HPLC/MS/MS analiza serumskih proteina pokazala je da su 

haptoglobin, glutaton peroksidaza-3, i retinol ve�u�i protein-4 slabije izra�eni u OVX 

štakorima, te je terapija sevelamerom pove�ala i stabilizirala njihovu razinu u serumu 

(Slika 18). 

Slika 18. A. 2-D elektroforeza i HPLC/MS/MS analiza serumskih proteina. B. Identificirani 

haptoglobin, glutation peroksidaza-3, i retinol ve�u�i protein-4 u OVX štakorima i OVX štakorima tretiranih 

sevelamerom (n=3). Terapija sevelamerom pove�ala je i stabilizirala razinu navedenih proteina u serumu.
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5.5	 Sevelamer pove�ava koštanu masu u sham štakora

Da bi ocijenili u�inak sevelamera na kost u jednako starih sham štakora bez 

osteopenije, davanje sevelamera u prehrani produ�eno je na 25 tjedana sham �ivotinjama. 

Do 12 tjedna nakon po�etka terapije in vivo BMD mjerenja stra�njih udova i lumbalne 

kralješnice nisu pokazala statisti�ki zna�ajnu razliku u usporedbi sa sham štakorima. 

Me�utim, na kraju 24. tjedna uzimanja sevelamera, BMD stra�njih udova porastao je za 

5% te lumbalne kralješnice za 6% u usporedbi sa netretiranim sham �ivotinjama (Slika 19.)

Slika 19. In vivo BMD mjerenja stra�njih udova (A) i lumbalne kralješnice (B) kroz vrijeme u sham 

štakora tretiranih sa 3% sevelamerom u normalnoj hrani kroz 24 tjedna. Podaci su prikazani kao srednje 

vrijednosti (engl. mean) ± SEM (srednja standardna pogreška). *, Statisti�ki razli�iti od OVX (ANOVA 

Dunnett test, P � 0.05) (n = 10 u svim grupama).
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5.5.1	 Biomehani�ki pokazatelji djelovanja sevelamera u sham 

�ivotinja 

Naši rezultati u sham �ivotinja tretiranih sevelamerom 3% pokazali su da je sevelamer 

imao primarni u�inak na trabekularnu kost. Test indentacije je pokazao da su, u usporedbi 

sa sham �ivotinjama netretiranih sevelamerom, štakori koji su u ishrani dobivali sevelamer 

3% u razdoblju od 25 tjedana, imali parametre maksimalnog optere�enja (Fu) ve�e za 

26.2%, apsorbirane energije (W)  za 24.2% te maksimalne snage (�1��za 26.2%, me�utim 

bez statisti�ki zna�ajne razlike. Sevelamer u tih �ivotinja nije imao utjecaj na rigidnost 

(S) trabekularne kosti (Tablica 6). U 3 point bending testu sevelamer nije imao utjecaj 

na kortikalne biomehani�ke parametre te nije bilo razlike izme�u sham štakora i sham 

koji su uzimali sevelamer prehranom (Tablica 6). 

Tablica 6. Biomehani�ki parametri kostiju štakora tretiranih sevelamerom. �ivotinje su tretirane 

sevelamerom  25 tjedana. (n =10 u svim grupama). Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti (engl. 

mean) ± SEM (srednja standardna pogreška). Dijafiza femura podvrgnuta je 3 point bending testu do 

nastanka frakture. Analizirani parametri bili su slijede�i: maksimalno optere�enje (engl. maximum load 

-Fu), rigidnost (engl. stiffness -S), apsorbirana energija (W) i �vrsto�a (engl. toughness -T). Test indentacije 

omogu�io nam je informacije o mehani�kim zna�ajkama trabekularne kosti. Analizirani parametri bili su: 

maksimalno optere�enje (engl. maximum load -Fu), rigidnost (engl. stiffness -S), apsorbirana energija 

(W) i maksimalna snaga (�1). 
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6	 DISKUSIJA

U ovoj disertaciji prikazan je štakorski model osteoporoze u kojem su ovarijektomirane 

�ivotinje tretirane sevelamerom putem hrane imale pove�ani koštani volumen, 

mikroarhitekturu i koštanu jakost u usporedbi sa ovarijektomiranim �ivotinjama koje 

nisu primale sevelamer. 

Sevelamer se u klini�koj praksi koristi u dijaliziranih pacijenata gdje je dokazan 

njegov koristan u�inak u redukciji kalcifikacije koronarnih arterija i aorte, kao i u 

pove�anoj stopi pre�ivljenja kod takvih pacijenata (86). ‘‘New to Dialysis’’ studija (RIND) 

pokazala je da je u razdoblju od 60 mjeseci, sevelamer smanjio smrtnost tih pacijenata 

u usporedbi s onima lije�enima s kalcij karbonatom (CaCO3). Štoviše, sevelamer tako�er 

pove�ava trabekularnu koštanu mineralnu gusto�u (BMD) u pacijenata sa kroni�nom 

bubre�nom boleš�u (engl. Chronic Kidney Disease-CKD) (gradus 5) (67).  Dakle, postoji 

dokazana poveznica izme�u kroni�ne bubre�ne bolesti, kosti i arterijske kaci�kacije, 

što je manje minerala u kostima, više je kalci�kacije u arterijama (87). Kad se koriste u 

lije�enju hiperfosfatemije, kalcijeve soli dovode do redukcije u torakalnoj trabekularnoj 

i kortikalnoj koštanoj gusto�i. Naprotiv, pacijenti lije�eni sevelamerom imaju ve�i BMD, 

pove�anu razinu serumske speci��ne koštane alkalne fosfataze, osteokalcin i PTH. U 

pacijenata s niskim intaktnim razinama PTH, sevelamer smanjuje kolagenski C telopeptid 

i pove�ava serumski osteokalcin (88), što nam dokazuje da sevelamer poti�e koštanu 

pregradnju sistemski, iako se ne apsorbira. Spoznaja da terapija sevelamerom smanjuje 

razine kolagenskog C telopeptida i pove�ava razine osteokalcina u ovarijektomiranih 

(OVX) štakora dodatno potvr�uje prije navedenu �injenicu.  Usporedbe u�inaka 

sevelamera i kalcijevog CaCO3 na koštanu mineralizaciju i pregradnju uzoraka ilija�ne 

kosti, dobivenih koštanom biopsijom iz 119 kroni�nih hemodijaliziranih pacijenata, (89) 

pokazale su da je sevelamer pove�ao koštano stvaranje i koštanu mikroarhitekturu te 
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odr�ao mineralizaciju u usporedbi sa CaCO3. Štoviše, pozitivan u�inak sevelamera na 

koštanu pregradnju pokazan je na štakorskom modelu kroni�ne bubre�ne bolesti sa 

induciranom vaskularnom kalci�kacijom i adinami�kom koštanom bolesti. Upravo na 

tom modelu, sevelamer je reducirao vaskularnu kalci�kaciju, normalizirao serumske 

fosfate i povratio induciranu trabekularnu osteopeniju. Djelovanje sevelamera bilo je 

preko pove�anja površine koštanih stanica osteoblasta i osteoklasta, te najva�nije od 

svega, pove�anje brzine stvaranja kosti u trabekulu meta�ze štakorske tibije i femura 

(88,90). Da bi otkrili ulogu sevelamera u koštanoj pregradnji, prou�avali smo u�inak 

na štakorskom OVX modelu s visokim indeksom pregradnje kostiju zbog nedostatka 

estrogena, te sa intaktnom bubre�nom funkcijom. U ostarjelim OVX štakorima, sevelamer 

je smanjio razine serumskog fosfata bez pove�anja slobodnog kalcija. Taj prolazni pad 

serumskog fosfata mo�da je pove�ao pulsnu sekreciju  PTH, i na taj na�in stimulirao 

stvaranje kosti. Me�utim, nakon �etverotjedne terapije sevelamerom, PTH i FGF-23 

serumske razine nisu bile razli�ite od OVX štakora sa intaktnom funkcijom bubrega. Zbog 

te �injenice teško je odrediti u kojem se to�no vremenskom razdoblju mogla dogoditi 

pulsna sekrecija PTH. Lije�enje sevelamerom pacijenata na hemodijalizi ili peritonealnoj 

dijalizi pove�ava serumske razine intaktnog PTH (67).  U navedenoj studiji sevelamer je 

smanjio razine serumskog kalcija u hemodijaliziranih pacijenata kad su prešli sa CaCO3 

terapije te na taj na�in pove�ao razine PTH, što je naposljetku rezultiralo pove�anjem 

serumske razine biljega koštane pregradnje (88). Mogu�e je da pacijenti sa relativnim 

hipoparatiroidizmom mogu imati koristi od lije�enja sevelamerom u usporedbi sa CaCO3, 

u svrhu spre�avanja incidencije adinami�ke bolesti kostiju.  Da li sevelamer poma�e u 

poboljšanju koštanih parametara u postmenopauzalnoj osteoporozi, preostaje još ispitati. 

Rezultati ove studije pokazuju da sevelamer u osteoporoti�nih štakora sa normalnom 

bubre�nom funkcijom vra�a izgubljeni koštani volumen (BV) i koštanu jakost pove�avaju�i 

koštano stvaranje i smanjuju�i koštanu resorpciju. 

Uzimanje sevelamera tako�er je rezultiralo pove�anom diferencijacijom osteoblasta 

iz mezenhimalnih mati�nih stanica koštane sr�i (BM- mesenchymal stem cells (MSCs) 
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te redukcijom apoptoze osteoblasta, što je dodatno poja�ano sa smanjenom RANKL-

induciranom diferencijacijom osteoklasta u kulturi hematopoetskih stanica koštane sr�i 

(BM hematopoietic stem cells (HSCs)). Osteoporoza je rezultat neravnote�e u stani�nim 

funkcijama na taj na�in da postoji pove�ana koštana resorpcija kojom upravljaju 

osteoklasti, u odnosu na koštano odlaganje minerala kojom upravljaju osteoblasti (91,92).  

Bisfosfonati koji se trenutno koriste i selektivni estrogenski receptor modulatori (SERM) 

imaju u�inak primarno preko inihibicije aktivnosti osteoklasta te imaju skroman u�inak na 

vra�anje koštanog volumena (BV) (93, 94). Lije�enje s rekombinantnim PTH u�inkovito 

pove�ava koštanu mineralizaciju spre�avaju�i apoptoti�ku smrt osteoblasta (94,95) te 

djeluju�i na pove�anje usmjerenja stromalnih stanica prema diferencijaciji osteoblasta, 

iako je njihov u�inak dugoro�no ograni�en zbog sigurnosnih razloga (96,97). Siguran lijek, 

koji ujedno ima i antiresorptivne i anaboli�ke u�inke, imao bi zna�ajnu prednost u odnosu 

na postoje�e terapeutske mogu�nosti (98).  Neke prijašnje studije su pokazale u�inak 

TSH I BMP6 na razdvajanje koštanog stvaranja od razgradnje u štakorskom i mišjem 

modelu osteoporoze (99, 100,101).  U tom slu�aju sevelamer bi mogao, osim na razini 

regulacije serumskog fosfata i BV u dijaliziranih pacijenata, biti terapija pacijentima sa 

osteoporozom zbog svojih antiresorptivnih i anaboli�nih efekata na koštanu pregradnju. 

Iako sevelamer nije sistemski apsorbiran, on smanjuje serumski LDL i poma�e u 

regulaciji lipidnog pro�la hemodijaliziranih pacijenata (90). Štoviše, terapija sevelamerom 

reducira visoko osjetljiv C reaktivan protein i pove�ava razine fetuina, što pokazuje 

njegov protuupalni u�inak (102). Navarro i sur. smatraju  da je djelovanje sevelamera na 

CRP direktno preko CaxP produkta (103). Redukcija fosfata negativno djeluje na upalne 

kaskade regulirane fosforilacijom u protein kinaza signalnim putevima oksidativnog 

stresa. U HD (engl. hemodyalisis) studiji Yamada i sur. tako�er su primijetili da je 

smanjenje CRP za vrijeme lije�enja sevelamerom povezano s razinom fosfata. Me�utim 

sobzirom na  titracijski protokol korišten u toj studiji (pacijenti s boljom kontrolom i ve�om 

redukcijom fosfata primili su ve�e doze sevelamera), mogu�e je da je u�inak na CRP bio 

više pleiotropske prirode nego preko direktnog smanjenja fosfata (104). U ovoj studiji 
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pokazali smo da je terapija sevelamerom uspjela nivelirati ekspresiju 30% proteina koji 

su imali razli�itu ekspresiju (povišenu ili sni�enu) u serumu OVX štakora u usporedbi sa 

sham �ivotinjama. Ta �injenica nam ukazuje da je sevelamer imao sistemski u�inak na 

ukupni proteinski pro�l OVX štakora.  Identi�kacija biomarkera koji su podlo�ni utjecaju 

sevelamera dovest �e do boljeg razumijevanja mehanizma njegovog djelovanja na koštanu 

pregradnju. Pove�ane razine haptoglobina, glutation peroksidaze-3, i retinol ve�u�eg 

proteina-4 u OVX štakora pokazuju na mogu�u pozitivnu ulogu protiv sistemske upale 

jer su ti proteini povezani sa akutnom i kroni�nom upalom, ishemijskim i reperfuzijskim 

ošte�enjem, oksidativnim stresom, hipoksijom i sistemskom �brozom (105, 106, 107, 

108, 109). U�inak sevelamera na oksidativni stres preostaje još ispitati. 

Daljnja evaluacija sevelamera na jednako starim sham štakorima pokazala je 

zna�ajno poboljšanje BMD stra�njih udova i lumbalne kralješnice u usporedbi sa sham 

netretiranim �ivotinjama, al tek nakon du�eg tretmana od 25 tjedana. To nam ukazuje 

da su u�inci sevelamera znatno br�i i izra�eniji na OVX štakorima zbog ve�e koštane 

pregradnje i negativnog koštanog remodelinga. U�inak sevelamera na biomehani�ke 

parametre tako�er je bio statisti�ki zna�ajniji u OVX modelima, iako ni nakon tretiranja 

sevelamerom mehani�ka svojstva kostiju nisu dosegnula vrijednosti sham �ivotinja. U 

sham �ivotinja tretiranih sevelamerom bilo je vidljivo zna�ajnije poboljšanje mehani�kih 

svojstava trabekularne kosti u odnosu na kortikalnu kost. 

Ovi rezultati pokazuju da sevelamer pove�ava koštani volumen, mikroarhitekturu i 

koštanu jakost primarno u OVX �ivotinja. U sham �ivotinjama, gdje je koštana pregradnja 

normalna, sevelamer je tako�er poboljšao �zi�ke i mehani�ke karakteristike kostiju, 

me�utim znatno sporije u odnosu na OVX �ivotinje tretiranih sevelamerom.
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7	 ZAKLJU�CI

Iz ove studije mo�emo izvu�i slijede�e zaklju�ke:

�x��Mjerenjem metodom denzitometrije (DEXA) in vivo u razli�itim intervalima pokusa 

te ex vivo na kraju pokusa dokazali smo da je hranom davan sevelamer-HCL u 

dozi od 3% pove�ao koštanu mineralnu gusto�u (BMD) tibije, femura i kralješnice 

ovarijektomiranih štakora u �ivotinjskom modelu osteoporoze. Nakon razvitka 

osteopenije, 4 tjedna nakon OVX, zapo�ela je terapija sevelamerom. U 12. tjednu 

terapije sa sevelamerom, in vivo BMD mjerenja stra�njih udova i lumbalne kralješnice 

kao i ukupni tjelesni BMD u štakora tretiranih sevelamerom bila su pove�ana u 

usporedbi sa netretiranim OVX štakorima. Ex vivo DEXA mjerenja pokazala su 

tako�er pove�ani BMD femura i tibije u usporedbi s OVX �ivotinjama. Rezultati su 

bili statisti�ki zna�ajni u odnosu na OVX. U pokusu dodavanja sevelamera sham 

štakorima bez OVX, odnosno osteopenije, in vivo BMD mjerenja stra�njih udova 

i lumbalne kralješnice pokazala su statisti�ki zna�ajnu razliku u usporedbi sa 

sham štakorima tek krajem 24. tjedna terapije u usporedbi sa netretiranim sham 

�ivotinjama. Iz navedenih podataka zaklju�ujemo da sevelamer vra�a izgubljenu 

kost u OVX i sham štakora, me�utim s br�im i u�inkovitijim djelovanjem u modelu 

OVX, najvjerovatinje zbog ve�e koštane pregradnje.

�x��MicroCT mjerenja distalnog femura pokazala su da je lije�enje sevelamerom 

pove�alo koštani volumen/trabekularni volumen (BV/TV), broj trabekula te debljinu 

trabekula zna�ajno u usporedbi sa OVX štakorima. Smanjen faktor stvaranja 

trabekula i strukturalni indeks dodatno su dokazali da sevelamer pove�ava koštanu 

strukturu i povezanost trabekularne kosti. Štoviše, u �ivotinja koji su uzimale 3% 

sevelamer, zna�ajno je bilo i pove�anje u debljini korteksa kosti.
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�x��Histološka analiza pokazala je da je sevelamer pove�ao koštani volumen 

trabekularne kosti (BV), debljinu, i broj trabekula, a smanjio trabekularnu 

razdvojenost, što je potvrdilo microCT rezultate. Dinami�ka histomorfometrija 

koštanih parametara pokazala je statisti�ki zna�ajno izra�enije odlaganje minerala u 

kostima štakora tretiranih sevelamerom, kao i pove�anu brzinu koštanog stvaranja 

u usporedbi usporedbi sa OVX štakorima. 

�x��Biomehani�kim testovima „3 point bending“ testom i testom indentacije prikazali 

smo u�inak sevelamera na mehani�ke karakteristike kortikalne i trabekularne 

kosti dija�ze i meta�ze distalnih femura. Sevelamer je poboljšao kortikalne i 

trabekularne koštane  parametre u usporedbi sa OVX štakorima, ali ne do mjere 

mehani�kih karakteristika sham �ivotinja. U sham �ivotinja tretiranih sevelamerom 

bilo je vidljivo zna�ajnije poboljšanje mehani�kih svojstava trabekularne kosti u 

odnosu na kortikalnu kost. 

�x��Lije�enje sevelamerom utje�e na osteoblaste i osteoklaste u OVX štakora. 

Sevelamer poti�e ex vivo diferencijaciju mezenhimalnih mati�nih stanica koštane 

sr�i u stani�nu liniju osteoblasta.  Štoviše, broj pozitivnih kolonija na alkalnu fosfatazu 

u OVX štakora lije�enih sevelamerom, mo�e se usporediti sa stanicama koštane 

sr�i sham štakora. Nadalje, sevelamer smanjuje broj apoptoti�kih osteoblasta. 

Tako�er, RANKL-inducirana diferencijacija osteoklasta iz hematopoetskih stanica 

koštane sr�i reducirana je kod OVX štakora lije�enih sevelamerom.  Me�utim, na 

broj apoptoto�kih osteoklasta, sevelamer nije imao utjecaja.

�x��Sevelamer utje�e na markere koštane pregradnje, statisti�ki zna�ajno pove�ava 

serumski osteokalcin, marker koštanog stvaranja, te smanjuje kolagenski C 

telopeptid, marker koštane razgradnje u usporedbi sa OVX štakorima.
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�x��Terapija sevelamerom snizila je razinu serumskog fosfata i magnezija u odnosu 

na OVX štakore. Razina serumskog kalcija u štakora lije�enih sevelamerom bila 

je nešto viša u odnosu na OVX štakore, me�utim bez statisti�ki zna�ajne razlike 

te razlike u odnosu na sham.  Ovom studijom pokazali smo da sevelamer snizuje 

razine serumskog fosfata bez pove�anja slobodnog kalcija. 

�x��Pro�l citokina u serumu nije pokazao zna�ajnu promjenu, osim skromnih promjena 

u citokinima IL-5, IL-9, IL-17, te granulocitno makrofagnom- CSF u štakora 

tretiranih sa sevelamerom.  

�x��PTH I FGF 23 vrijednosti u serumu odgovorni za homeostazu kalcija i fosfata nisu 

bili zna�ajno promijenjeni u štakora tretiranih sevelamerom.

�x��Sevelamer ima sistemski u�inak na ukupne serumske proteine u OVX �ivotinja što 

smo pokazali serumskom proteomskom analizom pomo�u SELDI-TOF masene 

spektrofotometrije (MS). Identi�cirana je podskupina od 30% (20 od 69) markera 

na koje sevelamer utje�e (povisuje odnosno snizuje njihovu ekspresiju), a razli�ito 

su izra�eni izme�u sham i OVX �ivotinja. Sevelamer je vratio ekspresiju tih proteina 

na razinu ekspresije sham �ivotinja.

�x��Sevelamer ima mogu�i u�inak protiv sistemske upale. 2-D elektroforezom i 

HPLC/MS/MS analizom serumskih proteina identi�cirani su haptoglobin, glutation 

peroksidaza-3, i retinol ve�u�i protein-4. Terapija sevelamerom pove�ala je i 

stabilizirala razinu tih proteina u OVX štakorima. Dokazano je da su ti proteini 

povezani s upalom, ishemijom te oksidativnim stresom u stanicama.
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7.1	 Znanstveni doprinos

Danas se sevelamer hidroklorid (Renagel®, Genzyme) koristi u lije�enju 

hiperfosfatemije u pacijenata na hemodijalizi.  Sigurnost i u�inkovitost sevelamera u 

pacijenata koji nisu na dijalizi nije još istra�ivana. Me�utim, sevelamer se davao zdravim 

dobrovoljcima u dozi do 14g dnevno tijekom 8 dana, bez ikakvih nuspojava. Pošto se 

sevelamer ne apsorbira, rizik sistemske toksi�nosti je nizak. Smanjenje kalci�kacije 

krvnih �ila, LDL-a ,  in�amatornih citokina kao što je CRP, te poboljšanje koštane 

strukture i mineralne gusto�e, neke su od karakteristika sevelamera koje su naknadno 

istra�ivane, a za koje sevelamer nije još registriran. Glede niske toksi�nosti sevelamera 

i njegove lagane oralne primjene, te brojnih dosadašnjih klini�kih istra�ivanja, klini�ka 

studija o utjecaju sevelamera na osteoporozu u pacijenata koji nisu na hemodijalizi bila 

bi od velike koristi.  U ovom modelu, me�uostalom,  pokazali smo da sevelamer ima 

utjecaj na vra�anje izgubljene kosti u štakorskom modelu osteoporoze te da djeluje 

dvojako: anaboli�ki, kao i antiresorptivno, bez štetnih nuspojava. Koštani parametri, 

mikroarhitektura i biomehani�ke karakteristike pokazuju zna�ajke normalne kosti, a 

djelovanje na smanjenje serumskih fosfata je bez zna�ajnijeg djelovanja  na serumski 

slobodni kalcij. Nadalje, iako se ne apsorbira, ima sistemski u�inak na proteinski pro�l 

štakora,  a njegov protuupalni efekt vidljiv je i u našem modelu gdje je stabilizirao i nivelirao 

ekspresiju haptoglobina, glutation peroksidaze-3, i retinol ve�u�i protein-4. Zbog svih tih 

navedenih karakteristika, sevelamer ima potencijal za novi lijek u lije�enju osteoporoze 

i u pacijenata koji nisu na hemodijalizi, a ovo istra�ivanje je dobra eksperimentalna i 

teoretska podloga daljnjim klini�kim studijama. 
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8	 SA�ETAK

Sevelamer hidroklorid (HCl)(Renagel®, Genzyme) fosfatni je veza� koji ne sadr�i 

kalcijeve soli, ne apsorbira se u probavnoj cijevi niti razgra�uje u crijevima. Sevelamer-

HCl u�inkovito smanjuje crijevnu apsorpciju fosfata, smanjuju�i tako koncetraciju 

fosfata u serumu, zatim smanjuje koncetraciju kalcijevog i fosfatnog (Ca x P) produkta 

te sekreciju paratiroidnog hormona (PTH-a), smanjuje kalci�kaciju aorte i koronarnih 

arterija te pove�ava gusto�u trabekularne kosti u pacijenata s kroni�nom bubre�nom 

insu�cijencijom. U pacijenata lije�enih sevelamerom primje�ena je tako�er smanjena 

razina C-reaktivnog proteina (CRP) u serumu, smanjen ukupni i LDL kolesterol, te 

pove�ana razina HDL kolesterola.

 Ovim istra�ivanjem prikazan je  utjecaj sevelamera na kost u štakorskom modelu 

osteoporoze. Terapija sevelamer-HCl-om u koncentraciji od 3% davana je štakorima 

mjesec dana nakon ovarijektomije (OVX), kad se razvila osteopenija, kroz 12 tjedana 

u skupinama (1) Sham; (2) OVX; (3) OVX + sevelamer 3% (n=15 u svim grupama); 

odnosno sham �ivotinjama iste starosti kroz 25 tjedana u skupinama 1) Sham; (2) 

Sham + sevelamer 3% (n=10 u svim grupama).  Sevelamer je vratio izgubljenu kost u 

osteopeni�nih OVX štakora. U 12. tjednu pokusa, in vivo koštana mineralna gusto�a 

[BMD (engl.bone mineral density)] stra�njih udova i lumbalne kralješnice bila je ve�a 

za 4%, a totalni tjelesni BMD za 3% u štakora tretiranih sevelamerom u usporedbi sa 

OVX štakorima. Ex vivo denzitometrijska (DEXA) mjerenja pokazala su pove�ani BMD 

femura za 7%, tibije za 10%, i lumbalne kralješnice za 9%. U sham pokusu in vivo BMD 

mjerenja stra�njih udova i lumbalne kralješnice pokazala su statisti�ki zna�ajnu razliku 

u usporedbi sa sham štakorima tek na kraju 24. tjedna uzimanja sevelamera, kada je 

BMD stra�njih udova porastao za 5% te lumbalne kralješnice za 6% u usporedbi sa 

netretiranim sham �ivotinjama. MicroCT mjerenja distalnog femura pokazala su pove�ani 
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koštani volumen/trabekularni volumen (BV/TV) za 51%, broj trabekula (Tr. Nm) za 

43%, te debljinu trabekula (Tr. Th) za 9%. Smanjen faktor stvaranja trabekula (TBPf) i 

strukturalni indeks (SMI) dodatno su potvrdili da sevelamer pove�ava koštanu strukturu 

i povezanost trabekularne kosti.  Zna�ajno je bilo i pove�anje u debljini korteksa (Co.

Th.) za 16%. Histološka analiza potvrdila je microCT rezultate, sevelamer je pove�ao  

koštani volumen (BV) trabekularne kosti, Tr. Nm , Tr. Th, a smanjio trabekularnu 

razdvojenost (Tr. Sp). Dinami�ka histomorfometrija pokazala je 103% ve�e odlaganje 

minerala u kostima štakora tretiranih sevelamerom, a brzina koštanog stvaranja bila je 

pove�ana za 25% u odnosu na OVX štakore. Biomehani�ke karakteristike kortikalne i 

trabekularne kosti dija�ze odnosno distalne meta�ze femura mjerene „3 point bending“  

testom i testom indentacije pokazala su da je sevelamer poboljšao trabekularne koštane 

parametre u usporedbi sa OVX štakorima, ali ne do mjere mehani�kih karakteristika 

sham �ivotinja. Naši rezultati u sham �ivotinja tretiranih sevelamerom 3% pokazali su 

da je sevelamer imao primarni u�inak na trabekularnu kost. Djelovanje sevelamera na 

stanice koštane pregradnje bilo je dvojako. Lije�enje sevelamerom OVX štakora poti�e 

ex vivo diferencijaciju mezenhimalnih mati�nih stanica koštane sr�i u stani�nu liniju 

osteoblasta (70%) u usporedbi sa stanicama izoliranim iz koštane sr�i OVX štakora, te 

smanjuje broj apoptoti�kih osteoblasta za 37% u usporedbi s osteoblastima iz koštane 

sr�i OVX �ivotinja. RANKL (receptor aktivator nuklearnog faktora -�B̧ ligand) -inducirana 

diferencijacija osteoklasta iz hematopoetskih stanica koštane sr�i reducirana je 48% 

u OVX štakora lije�enih sevelamerom. Na broj apoptoto�kih osteoklasta, sevelamer 

nije imao utjecaja. Nadalje, sevelamer pove�ava serumski osteokalcin, biljeg koštane 

izgradnje za 7%, te smanjuje kolagenski C telopeptid, biljeg koštane razgradnje za 28%, 

u usporedbi sa OVX štakorima. Terapija sevelamerom snizila je razinu serumskog fosfata 

za 20% i magnezija za 10% u odnosu na OVX štakore. Razina serumskog kalcija bila je 

nešto viša u odnosu na OVX štakore (3.3%), me�utim bez statisti�ki zna�ajne razlike u 

odnosu na sham.  PTH I FGF 23 vrijednosti u serumu odgovorni za homeostazu kalcija 

i fosfata nisu bili zna�ajno promijenjeni u štakora tretiranih sevelamerom. Sevelamer 
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ima sistemski u�inak na ukupne serumske proteine u OVX �ivotinja što smo pokazali 

serumskom proteomskom analizom pomo�u SELDI-TOF masene spektrofotometrije 

(MS). Identi�cirana je podskupina od 30% (20 od 69) biljega na koje sevelamer utje�e 

(povisuje odnosno snizuje njihovu ekspresiju). Sevelamer je vratio ekspresiju tih proteina na 

razinu ekspresije sham �ivotinja. 2-D elektroforezom i HPLC/MS/MS analizom serumskih 

proteina identi�cirani su haptoglobin, glutation peroksidaza-3, i retinol ve�u�i protein-4. 

Terapija sevelamerom pove�ala je i stabilizirala razinu tih proteina u OVX štakorima. 

Dokazano je da su ti proteini povezani s upalom, ishemijom te oksidativnim stresom u 

stanicama što potvr�uje da sevelamer ima mogu�i u�inak protiv sistemske upale. 

Zaklju�no, u ovoj disertaciji pokazano je na štakorskom modelu osteoporoze da 

sevelamer ima izra�eni sistemski u�inak na koštanu pregradnju, pove�ava koštani 

volumen, mikroarhitekturu i koštanu jakost, djeluju�i dvojako anaboli�ki i antiresorptivno, 

bez štetnih nuspojava. Te karakteristike, te ve� registrirana uporaba u klini�koj praksi 

klasi�ciraju sevelamer kao novi potencijalni lijek za osteoporozu, odnosno klini�ka 

istra�ivanja na tom podru�ju.

Hrv: sevelamer, koštani markeri, koštana pregradnja, BMD
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9	 SUMMARY

The Effect of Sevelamer on the Bone Volume in the Rat Model of Osteoporosis, 

2013

Sevelamer hydrochloride is a calcium free, nonabsorbable phosphate binder. It 

reduces phosphate intestinal absorption, thus lowering phosphate serum levels, Ca x P 

product, PTH, which consequently lowers vascular calci�cation and improves trabecular 

bone mineral density (BMD) in hemodialysis patients. Sevelamer’s effect on the bone in 

the rat model of osteoporosis was investigated. Sevelamer HCl of 3% was given to rats 

for 12 weeks, one month after ovariectomy (OVX) and in sham animals without OVX 

through 25 weeks. Sevelamer restored lost bone in the osteoporotic OVX rats which 

was con�rmed by in vivo and ex vivo BMD measurements, microCT, histology and 

dynamic histomorphometry. Sevelamer improved the biomechanical bone parameters. 

It stimulated the osteoblasts’ and reduced the osteoclasts’ differentiation. Sevelamer 

increased osteocalcin and decreased C telopeptide. It decreased serum phosphorus and 

magnesium, slightly increased calcium, and PTH and FGF-23 levels were not signi�cantly 

changed as compared to OVX. Sevelamer had a profound impact on serum proteome 

pro�le in OVX rats demonstrated by SELDI-TOF MS analysis and 2-D electrophoresis. 

Sevelamer showed a systemic effect on the bone remodelling, increased bone volume, 

improved microarchitecture and strength, by affecting both bone formation and resorption, 

which makes it a potential novel medicine for the osteoporosis. 

Eng: sevelamer, bone markers, bone remodelling, BMD
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