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1. UvVOD

1.1. KOSTANO TKIVO

Kost je visoko specijalizirano vezivno tkivo karakteristicno za sve viSe kraljesSnjake.
Uz glavnu ulogu potpore organizma, kost ima ulogu u kretanju, zastiti organa,
skladistenju iona, proizvodnji krvnih stanica i naposljetku, ima ulogu u endokrinoj
regulaciji metabolizma. Kostano tkivo se sastoji od organskog materijala koje mu daje
elasticnost i anorganskih soli koje mu daju €vrstocu. Kao najzastupljeniji organski
materijal istiCe se kolagen tipa | koji €ini oko 90% organskog materijala u kosti, dok je
najzastupljeniji anorganski spoj u kosti hidroksiapatit kojeg sacinjavaju kalcijevi i
fosfatni ioni. Glavne stanice ukljuene u proces stvaranja kosti Cine osteoblasti i
osteoklasti (1). Kost se odlikuje izrazitom aktivnoSc¢u i dinamikom te je obiljezena
stalnim preoblikovanjem i velikim regeneracijskim potencijalom. Kostana pregradnja
je proces kojim se stvara nova kost, zacijeljuju prijelomi i odrzava strukturna ¢vrsto¢a
kostiju, a sastoji se od dva usko povezana i uskladena procesa, koStane izgradnje
koju obavljaju osteoblasti i koStane razgradnje koju obavljaju osteoklasti. KoStana
pregradnja se odvija tokom Citavog zZivota Covjeka, a cjelokupni kostur odrasle osobe
se pregradi u roku od 10 godina (2). Vazna uloga koStane pregradnje je i u
odrzavanju strukturne stabilnosti jer se na taj nacin uklanjaju mikro ostecenja koja bi
mogli dovesti do prijeloma kosti. U ljudi se nakon Cetrdeste godine starosti prilikom
koStane pregradnje pomalo smanjuje kosStana izgradnja te starenjem dolazi do
gubitka kosti. Kod poremecaja u pregradnji kosti, gdje kostana razgradnja uvelike

nadmasuje kostanu izgradnju, dolazi do gubitka kosti i nastanka osteoporoze.

1.1.2. STRUKTURA KOSTI

Sva kostana tkiva imaju organiziranu hijerarhijsku strukturu koja je poslozena u 4
razine (3). Na najniZoj, nano razini, se nalazi mineralizirani izvanstani¢ni matriks koji
se najvecim dijelom sastoji od kolagenih vlakana i mineralinih kristala (Slika 1 i 2). Na
mikro razini, koja se moZe promatrati pod svjetlosnim mikroskopom, razlikujemo
morfoloSku strukturu kosti koja se dijeli na kompaktnu i spuzvastu kost te kostane
stanice (Slika 3). Na mezo razini se mogu promatrati odnosi i povezanost izmedu
kompaktne i spuzvaste kosti. Na kraju se na makro razini moze promatrati izgled
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svake pojedine kosti, kao i povezanost u cjelokupni kostur organizma (4). Na
makroskopskoj razini u ljudi razlikujemo 4 tipa kosti. Duge kosti karakterizira cjevasti
trup, dijafiza, sacinjena od kompaktne kosti, dok se kroz sredinu trupa proteze
medularna Supljina ispunjena krvotvornom koStanom mozdinom. Pri krajevima dugih
kostiju se nalaze metafize u kojima se nalazi spuzvasta kost. Na metafize se
nastavlja plo€a rasta kosti, dok se na samim krajevima dugih kostiju nalaze epifize
koje su ispunjene trabekularnom kosti koja je okruzena tankim slojem kortikalne
kosti. Kao tipi€an primjer dugih kostiju, navodi se primjer bedrene kosti. Kratke kosti
karakterizira kockasti izgled i tanak povrSinski sloj kompaktne kosti koji okruzuje
spuzvastu kost. Tipi€an primjer kratkih kostiju su tarzalne kosti stopala. Plosnate
kosti su kosti u kojima 2 sloja kompaktne kosti okruZuju sloj spuzvaste kosti. TipiCan
primjer plosnatih kostiju su kosti lubanje. Zadnja kategorija kosti su kosti nepravilnog
oblika koje se ne mogu svrstati niti u jednu od ovih kategorija, a gdje su tipian

primjer kraljeSci.

1.1.3. IZVANSTANICNI MATRIKS

|zvanstaniéni matriks (ECM, od eng. extracellular matrix) predstavlja organsku
komponentu kosStanog tkiva koja daje elastiCnost i osnovni uzorak mineralizacije
koStanom tkivu, a Cini od 20% do 40% kostane mase. Najveci udio, oko 95%, u
izvanstanichom matriksu imaju molekule kolagena, dok ostatak Cine nekolageni
glikoproteini, hijaluroni i proteoglikani (5). Kolageni su velika obitelj proteina koje
kodira 38 gena dajuci pritom 20 razlicitih tipova molekula kolagena (6). Osnovni motiv
u kolagenim vlaknima je trostruka uzvojnica polipeptidnih lanaca u kojima se ponavlja
slijed aminokiselina glicin-X-Y, gdje X i Y predstavljaju bilo koju drugu aminokiselinu.
U gotovo 33 % sluCajeva se na mjestu Y nalazi aminokiselina hidroksiprolin koja je
kljuna u stabilizaciji trostruke uzvojnice kolagenih vlakana. U kostanom tkivu su
pronadeni kolagen tipa I, Il i V, dok se od ostalih tipova kolagena, koji nemaju
direktnu ulogu u stvaranju osnovnog uzorka za mineralizirani matriks, istiCu se
kolagen tip IX, XIl i XIV koji omoguéavaju povezanost kolagenih vlakana kosti s
drugim komponentama izvanstaniénog matrkisa i stanicama (7). Cak 90%
izvanstani¢nog matriksa kosti €ini kolagen tipa I. Ovako velika koli¢ina kolagena tipa |
u kostima, kao i prisustvo u drugim tkivima, €ini ga najzastupljenijim proteinom u

kraljeSnjaka (8). Kolagen tipa | je sintetiziran u pro-kolagenom obliku koji je topiv u
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vodi. Pojedina¢na molekula kolagena tipa | se sastoji od dva a7 lanca i jednog a2
lanca kolagena koji su zavijeni u trostruku uzvojnicu. Oba a7 lanca, kao i a2 lanac,
sadrze dugacku uzvojitu domenu te na krajevima molekule kratak N-terminalni i C-

terminalni peptid, nazvanim N-telopeptid i C-telopeptid (Slika 1) (9).

N-propeptid \\"I'rolancana domena C propeptid
N-telopeptid C telopeptld

Kolagen

Pro-kolagen
Slika 1. Shematski prikaz molekule prokolagena. Preuzeto i prilagodeno prema
potrebi iz (9).

Prilikom stvaranja kostanog izvanstani¢nog matriksa, zrele molekule kolagena tipa 1
se spontano slazu u fibrile. Stvaranje fibrila se temelji na principu ,jezgrovitog rasta“
gdje se od malog broja pojedinaénih molekula stvara jezgra molekule koja brzo raste
stvarajuci velike fibrile. U fibrilama su molekule kolagena paralelno poslagane i
dugacke 300nm te se preklapaju na duzini od 67nm. Razmak izmedu molekula
kolagena iznosi 40 nm, a u tim razmacima zapocinje odlaganje minerala na povrsini

kolagenih niti (Slika 2).

A 40nm >
67nm 300nm

\\\\\\\\\\\\\
§ \
\\\\\\\\\ \
&
\ I <\~ Ny

Slika 2. Shematski prikaz slaganja molekula kolagena u fibrile (A). Preuzeto iz (9).
Kolageno vlakno snimljeno elektronskim mikroskopom (B). Preuzeto s

http://medcell.med.yale.edu/histology/connective tissue lab/collagen fibers em.
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Proteoglikani su skupina molekula izvanstani€énog matriksa koje karakterizira
kovalentna veza dugackih lanaca polisaharida (glikozamino-glikana, GAG), koji
sadrZze sulfatne skupine, i jezgre proteinske molekule. U ovu skupinu spadaju
molekule agrekan, verzikan, dekorin i biglikan. Glikoproteini su skupina molekula
izvanstanicnog matriksa na koje su postranslacijskim modifikacijama vezani
oligosaharidi. lako bi prema ovoj definiciji sve komponente izvanstanicnog matriksa
pripadale ovoj skupinu, jer su u vecoj ili manjoj mjeri promijenjene postranslacijskim
modifikacijama i vezanjem oligosaharida, u skupinu glikoproteina ubrajaju se i
molekule osteonektin, fibronektin, trombospondini, tetranektin, vitronektin, fibrilini,
osteopontin, koStani sialoprotein (BSP, od eng. bone sialoprotein) i dentin matriks
protein 1 (DMP-1) (10).

1.1.4. MINERALNI DIO KOSTANOG TKIVA

Kako vecinu organske komponente kosti Cini kolagen, tako je i anorganski dio kosti
sacCinjen najve¢im dijelom od kalcijevih soli koje Cine 50 do 70% koStane mase.
Ostatak koStane mase Cine izvanstani¢ni matriks, voda (do 10%) i masti (manje od
3%) (11). U odraslih ljudi 99% kalcija u tijelu je pohranjeno u kostima i zubima (1).
Kalcij se u kostima najveéim dijelom nalazi u vezi s fosfatnim solima u obliku
hidroksiapatita, Ca;o(PO4)s(OH),. Osim hidroksiapatita, ko$tano tkivo takoder sadrzi i
karbonatne i citratne anione te katione kalija i magnezija. Kalcijev karbonat (CaCO3)
je, uz hidroksiapatit, najzastupljeniji anorganski spoj u kostima gdje u ljudi €ini do
10% ukupne mase minerala. Kako se kalcijev karbonat ne uklapa dobro u kristalnu
reSetku hidroksiapatita, koStani mineral je strukturno nesavrSeni analog prirodnog
hidroksiapatita. Na kolagene fibrile se u procesu mineralizacije odlazu soli kalcija
pomoéu enzima alkalne fosfataze koji proizvode osteoblasti. Alkalna fosfataza
hidrolizira pirofostate i organske estere fosfata te tako uklanja komponente koje
inhibiraju rast kristala i potiCe mineralizaciju kosti (12). Osteoblasti sintetiziraju
vezikule izvanstanicnog matriksa sastavljene od nekolagenih proteina, kao
osteokalcin, osteopontin i BSP te pruzaju zastiCeni mikro-okoli§ u kojem se
nakupljaju ioni kalcija i fosfata te zbog poviSenih koncentracija precipitiraju i tvore
kristale hidroksiapatita koji se onda vezu na kolagene fibrile (11; 13). Odlaganje

hidroksiapatita po€inje u razmacima izmedu kolagenih vlakana (14) (Slika 2).



Zbog potrebe za ionima kalcija i fosfata, u gotovo svim fiziolodkim procesima u tijelu,
od prijenosa ziv€anih impulsa do poticanja izrazaja gena, kostano tkivo sluzi i kao
spremiste ovih iona. Ako se javi povecana potreba za ionima kalcija ili fosfata, oni se
brzo mogu osloboditi koStanom resorpcijom pomocu osteoklasta, ali dugotrajni
nedostatak ili poremecaj regulacije odlaganja minerala u kosti uzrokuje smanjenje

kosStanog volumena i pogoduje nastanku osteoporoze.

1.1.5. MORFOLOGIJA KOSTANOG TKIVA

Ovisno o mjestu proizvodnje i stupnju organiziranosti izvanstani¢énog matriksa,
morfoloSki razlikujemo nezrelu, vlaknastu, i zrelu, lamelarnu, kost. Vlaknasta kost se
pojavljuje u embrionalnom razvoju kod stvaranja koStanog tkiva, a u odraslih nakon
prijeloma prvo nastaje vlaknasta kost koja kasnije prelazi u lamelarnu. Vlaknastu kost
karakterizira nepravilan raspored kolagenih fibrila te mala mehani¢ka &vrstoéa i
stabilnost. Zrela, lamelarna, kost je normalni, zdravi, oblik kosti. Stvaranje kosti se
dogada procesom intramembranoznog ili endohondralnog okoStavanja.
Intramembranozno okoStavanje se dogada u embrionalnom razvoju direktnom
transformacijom mezenhimalnih stanica u osteoblaste koji stvaraju kost. Ovakvo
okosStavanje ograni¢eno je samo na kosti lubanje, odredene kosti lica, dijelove donje
Celjusti i kljuéne kosti. Ostale kosti u tijelu nastaju endohondralnim okoStavanjem.
Ovakvim okoStavanjem mezenhimalne stanice se transformiraju prvo u hondrocite
koji stvaraju hrskavi¢no tkivo. Progresivna hipertrofija hondrocita te mineralizacija
hrskavicnog matriksa djeluju kao osnova za produzenje kostiju u subhondralnoj kosti.
Nakon mineralizacije hrskavice, koja se naziva i primarno okostalo tkivo, dolaze
osteoblasti koji pretvaraju mineralizirani hrskavi¢ni matriks u kost ili sekundarno
okostalo tkivo. Osnovna gradevna jedinica lamelarne kosti je osteon. U osteonu su
fibrile kolagena koncentriCno rasporedene oko krvne Zile. Ovisno o nacinu slaganja
osteona, razlikujemo kompaktnu ili kortikalnu i spuzvastu, odnosno trabekularnu kost.
U kompaktnoj kosti su kostane lamele gusto pakirane te su osteoni u kompaktnoj
kosti nazvani Haversovi osteoni kroz Cije kanali¢e prolaze krvne Zile i Zivci, a
transverzalno su povezani Volkmanovim kanaliCima, dok su u spuzvastoj kosti

kolagena vlakna posloZena u otvorenu mrezu trabekularnih ploca i Stapova (Slika 3)

(1).



Kortikalana kost

Trabekularna kost
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Slika 3. Morfoloska struktura kosti u kojoj se razlikuje kortikalna i trabekularna kost.
Preuzeto s http://www.biologycorner.com/anatomy/skeletal/notes ch7.html.

Trabekularna kost €ini samo oko 20% ukupne koStane mase, ali i preko 80% ukupne
kosStane povrsine u sisavaca. 1z tog razloga je trabekularna kost metabolicki aktivnija
od kortikalne kosti. Tako se godiSnje pregradi oko 25% trabekularne i samo 3%
kortikalne kosti (2). Kod kompaktne kortikalne kosti razlikujemo vanjsku, periostalnu, i
unutarnju, endostealnu, povrsinu. U zdrave kosti na periostalnoj povrsini koStana
izgradnja nadilazi koStanu razgradnju i kost starenjem raste u promjeru. Na
endostealnoj povrSini kortikalne kosti je koStana razgradnja veéa od kostane
izgradnje te se medularni prostor u kojem je smjestena koStana srz Siri starenjem.
Razlika izmedu kortikalne i trabekularne kosti je arbitrarna te se uzima da se radi 0
kortikalnoj kosti ako je poroznost promatrane kosti manja od 25%, dok trabekularna
kost ima poroznost vecu od te vrijednosti (3). Razlika u morfologiji izmedu 2 tipa kosti
ima uporiste u primarnoj funkciji. Kortikalna kost sluzi kao mehanic¢ka potpora, dok
trabekularna, iako dodatno ucvrS¢uje kortikalnu kost, ima primarnu funkciju u
metabolizmu kostanog tkiva. Kod poremecaja metabolizma kosti, kao u slu€aju
osteoporoze, dolazi do naruSavanja morfoloSke strukture kosti kao posljedice
neravnoteze kosStane pregradnje te olakS8ano dolazi do prijeloma kosti (15).
Cjelokupni kostur sisavaca se moze podijeliti na aksijalni kostur koji sadrzi kosti glave

i kraljeSnicu te periferni kostur kojeg €ine kosti udova (16).

1.1.6. STRUKTURA | FUNKCIJA KOSTANIH STANICA

U kostanom tkivu postoje 4 tipa stanica (Slika 4). Uz ve¢ spomenute osteoblaste i

osteoklaste, nalazimo takoder i osteocite i rubne stanice (1).


http://www.biologycorner.com/anatomy/skeletal/notes_ch7.html
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Slika 4. Stanice kostanog tkiva. Na povrsini neaktivne kosti se nalaze rubne stanice
koje diferenciraju u osteoblaste. Osteoklasti su odgovorni za razaranje koStanog
tkiva, dok su osteociti smjesteni unutar mineraliziranog matriksa. Slika preuzeta i
prilagodena prema potrebama s http://www.york.ac.uk/res/boneremodelling.html.

1.1.6.1. OSTEOBLASTI

Osteoblasti su potpuno diferencirane stanice odgovorne za proizvodnju kostanog
matriksa koji nastaju diferencijacijom iz osteoprogenitornih stanica. Prilikom
diferencijacije, stanice osteoprogenitora mijenjaju oblik iz malih vretenastih u velike
kuboidalne stanice. Osteoblasti, kao stanice koje proizvode velike koli€ine proteina,
imaju veliku jezgru i dobro razvijen Golgi-jev aparat i grubu endoplazmatsku mrezicu.
Proizvode kolagene i nekolagene proteine izvanstaniénog matriksa koji sacinjavaju
kostano tkivo. Osteoblasti takoder pokrecu mineralizaciju izvanstani€énog matriksa
stvaranjem mikro-okoliS§a za nakupljanje iona kalcija i fosfata te luCenjem enzima
alkalne fosfataze koja poti¢e rast mineralnih kristala koji se vezu za izvanstanicni
matriks. Pronadene su razne podvrste osteoblasta te je pokazano da osteoblasti iz
aksijalnog i perifernog kostura reagiraju razli€ito na citokine te hormonalne i
mehanicke signale (11). Prilikom odlaganja mineralnih kristala pojedini osteoblasti

ostaju ,zarobljeni“ u mineraliziranom matriksu i ¢ine osteocite.

1.1.6.2. OSTEOCITI

Osteociti su zreli osteoblasti koji se nalaze u lakunama unutar mineraliziranog
matriksa i odgovorni su za njegovo odrzavanje. U koStanom tkivu osteociti su
najbrojnije stanice koje su preko 10 puta brojnije od osteoblasta (17). Uz sposobnost
sinteze izvanstanicnog matriksa, imaju i ograniCeni kapacitet za resorpciju istog.
Zbog stacionarnog polozaja u mineraliziranom matriksu, osteociti su razvili
kanalikularni sustav kroz koji su razgranati izduzeni stani¢ni ogranci, filopodi, kojima
su preko pukotinastih spojiSta (eng. gap junction) povezani sa susjednim osteocitima,
ali i takoder s obliznjim krvnim Zilama te njima vrSe opskrbu hranjivim tvarima i

razmjenu plinova. Istrazivanja su pokazala da su osteociti srediSnje stanice u


http://www.york.ac.uk/res/boneremodelling.html

biomehanickoj regulaciji koStane mase i strukture (18; 19) jer otkrivaju mikropukotine

i mehanicko opterecenje unutar kosti te daju signale za pocCetak kostane pregradnje.

1.1.6.3. KOSTANE RUBNE STANICE

KoStane rubne stanice su plosnate, izduzene stanice koje prekrivaju koStane
povrSine ispod kojih je neaktivna kost. Kako su to neaktivhe stanice, imaju mali broj
organela u citoplazmi. Sve uloge ovih stanica su joS nepoznate, ali se smatra da
komuniciraju s osteocitima (20), zapoc€inju kostanu resorpciju (21) i stvaranje kosti

(22) te da iz njih diferenciraju osteoblasti (1).

1.1.6.4. OSTEOKLASTI

Osteoklasti su velike, viSejezgrene, stanice koje rastvaraju mineralizirani koStani
matriks. Nastaju spajanjem viSe jednojezgrenih prekursora iz monocitno-makrofagne
loze stanica krvi (23). Za diferencijaciju osteoklasta najvaznija su 2 citokina, ¢imbenik
koji stimulira stvaranje kolonija makrofaga (M-CSF, od eng. macrophage colony
stimulating factor) i ligand receptora aktivatora nuklearnog ¢imbenika kB (RANKL, od
eng. receptor activator nuclear factor kB ligand) (24). Prilikom resorpcije kosti vezu se
direktno na povrsinu kosti putem molekula integrina (11). Vezanjem na povrsinu kosti
se osteoklasti aktiviraju te pritom postaju polarizirane stanice, gdje se Golgi-jev
aparat, mitohondriji i brojni lizosomi, koji nastaju iz Golgi-jevog aparata, smjestaju
blize, a stani€ne jezgre se udaljavaju na stranu stanice koja je dalje od povrsine kosti.
U tako polariziranoj stanici, fibrile aktina se organiziraju tako da se stvara posebni
odjeljak u stanici, a plazmatska membrana na dnu tog odjeljka, koja je vezana na
koStanu povrdinu, postaje naborana (25). U tako stvoren odjeljak luce se kiseli H* ioni
i enzimi H*-ATPaze koji dalje poti¢u egzocitozu enzima katepsina k, kisele fosfataze
otporne na tartarat (TRAP, od eng. tartarate resistant acid phosphatase) i ostalih
proteolitickih enzima iz lizosoma. Kiseli mikrookoli§ rastvara mineralni dio kosti, dok

proteolitiCki enzimi razlaZzu izvanstani¢ni matriks na mjestu vezanja osteoklasta (26).

1.1.7. KOSTANA PREGRADNJA

Proces kostane pregradnje se odvija tokom Citavog Zivota sisavaca i sastoji se od
procesa kostane razgradnje i izgradnje koji su usko povezani. U mladoj dobi proces
koStane izgradnje prednjaci pred koStanom razgradnjom te na taj nacin kostur raste.

Tokom starenja uspostavlja se ravnoteza izmedu ova dva procesa, dok u starosti
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koStana izgradnja slabi te dolazi do gubitka koStane mase. Kostana pregradnja je,
osim za rast kostura, bitna za odrzavanja koStane mase i arhitekture u koStanom
sustavu odraslih ljudi (27), kao i tijekom procesa cijeljenja kosti, a takoder je potrebna
za odrZanje primjerene razine kalcija u krvi. Osnovno svojstvo kostane pregradnje je
odvijanje na diskretnim, lokaliziranim mjestima kako se ne bi narusSio strukturni
integritet kosti. KoStana pregradnja je mnogo aktivnija u slu¢aju prijeloma i odvija se
na puno veéem podruCju kako bi se u Sto kraéem vremenu obnovio strukturni
integritet oStecene kosti. Tijekom koStane pregradnje kemijski i mehanicki podrazaji
aktiviraju lokalne populacije kostanih stanica i koordiniraju njihovu aktivnost u
uklanjanju i zamjeni pojedinih dijelova kosti. Takve organizirane skupine stanica,
sastavljene ponajprije od osteoblasta i osteoklasta, nazivaju se osnovne viSestani¢ne
jedinice (BMU, od eng. basic multicellular units) i aktivne su tijekom odredenog

ciklusa kostane pregradnje (28).

Aktivnosti kostanih stanica u procesu kosStane pregradnje se mogu podijeliti u Cetiri
glavna dogadaja: aktivacija, razgradnja, preokret i stvaranje. Ciklus pregradnje
zapocinje aktivacijom neaktivnih kostanih povrsina. Tijekom faze aktivacije
osteoklasti se prihvacaju za povrSinu kosti te poc€inje proces razgradnje kosti.
Aktivacija osteoklasta i resorpcija kosti u ljudi traje oko 42 dana (29). S vremenom se
resorpcija smanjuje te dolazi do prijelazne faze preokreta, koja u ljudi traje oko 9
dana i u kojoj na kostanu povrsinu u lakunama resorbirane kosti pocinju pristizati
zreli, diferencirani, osteoblasti. Faza stvaranja zapocinje kad osteoblasti po¢nu
proizvoditi izvanstaniéni matriks u podru€ju resorbirane kosti koji kasnije
mineraliziraju. Ova faza u ljudi traje najduze, izmedu 124 i 168 dana i zavrSava, kao i
ciklus kostane pregradnje, kad osteoblasti nadomjeste resorbiranu kost nestalu
tjekom faze razgradnje. Dogadaji razgradnje i stvaranja kosti medusobno su
povezani tako da nakon resorpcije slijedi izgradnja kostanog tkiva. Mnogi ¢imbenici
rasta i citokini, prethodno proizvedeni u osteoblastima i ugradeni u kostani matriks,
tijekom razgradnje kosti djeluju kao autokrino-parakrini Cimbenici koji upravljaju
diobom, diferencijacijom i regrutacijom novih osteoblasta na mjesta pregradnje te na

taj nacin reguliraju ciklus kostane pregradnje (30).

Aktivnost osteoklasta i osteoblasta u procesu koStane pregradnje je usko vezana
RANK-RANKL-OPG sustavom (31; 32). Aktivator receptora za nuklearni Cimbenik kB
(RANK), njegov ligand (RANKL) te osteoprotegerin (OPG) klju¢ni su regulatori



kostane pregradnje. RANKL koji lu¢e osteoblasti veze se s RANK-om koiji je izrazen
na prekursorima osteoklasta te tako poti¢e njihovu diferencijaciju. Medudjelovanjem
RANKL-a i RANK-a dolazi do aktivacije osteoklasta te se stimulira preZivljenje
aktiviranih osteoklasta. OPG luCe osteoblasti, osteociti i stromalne stanice, a po
svojoj je strukturi homolog RANK-u, koji djeluje kao inhibitor medudjelovanje RANKL-

a i RANK-a te je jedan od regulatora kostane pregradnje (Slika 5).

Visejezgreni osteoklast
Prekursor 120

osteoklasta

Makrofag
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&/é Mﬂ ﬁk) \ Aktivirani osteoklast
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Stvaranje kosti Resorpcija kosti

Slika 5. Povezanost osteoblasta i osteoklasta u kostanoj pregradnji preko OPG-
RANKL sustava. Preuzeto iz (33) i modificirano prema potrebama.

1.1.8. HORMONALNA REGULACIJA KOSTANOG SUSTAVA

Kost je, kao iznimno dinami¢no i aktivno tkivo, regulirano od strane mnogih citokina i
hormona. Ucinak svakog hormona pojedinaCno se moze opisati i mjeriti, ali u
konacnici oni zajedno djeluju u regulaciji koStanog tkiva i osjetljive ravnoteze u

procesu kostane pregradnje.

1.1.8.1. ESTROGEN

Estrogen ili estradiol je cirkulirajuci spolni hormoni kojeg nalazimo u Zenki, ali djeluje i
u muZjaka sisavaca preko specificnih steroidnih receptora. Utjecaj spolnih hormona
na razvoj i rast kosti te na kostanu pregradnju i razvoj osteoporoze je dobro istrazen
(34). Spolni hormoni doprinose spolnom dimorfizmu kako jedinki tako i kostura zbog
kojeg postoji razlika izmedu muzjaka i zenki u koStanoj masi. Takoder utjeCu na
zatvaranje epifiza i odrzavanju koStane arhitekture i mase te homeostaze minerala u
odraslih jedinki. U Zenki kojima su uklonjeni jajnici, gubitak estrogena uzrokuje
gubitak koStane mase. Ove promjene nastupaju zbog nacina stvaranja i pregradnje
kosti. Kod kortikalne kosti smanjenje ili gubitak estrogena u Stakora uzrokuje
pojacCanu aktivaciju osteoklasta i resorpciju kortikalne kosti na endostealnoj povrsini
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dugih kostiju, ali ne smanjuje aktivhost osteoblasta na periostalnoj povrsini istih
kostiju te je moguc¢ i radijalni rast kosti kod smanjene razine estrogena. Utjecaj
estrogena na trabekularnu kost mnogo je znacCajniji jer se trabekularna kost u
metafizalnom i epifizalnom dijelu dugih kostiju gubi zna€ajno brZe u Zivotinja kojima

su uklonjeni jajnici. U tih zivotinja je primje¢eno povecanje koStane pregradnje Ciji je

rezultat smanjenje trabekularne kostane mase.

1.1.8.2. PARATIROIDNI HORMON (PTH)

Paratiroidni hormon se proizvodi i izlu€uje iz paratiroidnih Zlijezda u obliku polipeptida
koji se sastoji od 84 aminokiseline. Glavna uloga PTH-a je odrZzavanje homeostaze
kalcija u organizmu, a kako su kalcij i fosfati usko vezani u kostanom tkivu, PTH
regulira i razine fosfata u organizmu. Kako bi se odrzao uski fizioloSki raspon kalcija i
fosfata, PTH djeluje na 3 sustava u organizmu. Djeluje na kost, kao najvecée skladiste
kalcijevih i fosfatnih iona, gdje u slu¢aju nedostatka kalcija poti¢e koStanu resorpciju i
otpustanje kalcija i fosfata u cirkulaciju. Zbog €injenice da osteoklasti, kao stanice
koje razaraju kost, nemaju receptore za PTH, aktivacija osteoklasta kre¢e od
djelovanja PTH na osteoblaste koji smanjuju lucenje OPG-a koji inhibira
diferencijaciju osteoklasta, a poveéavaju lu¢enje RANKL-a i tako poti€u resorpciju
kosti. Takoder djeluje na aktivhost bubrega u slu€aju nedostatka kalcija, poti€uci
povecanu resorpciju kalcija i fosfata iz urina. Na kraju djeluje i na gastro-intestinalni
trakt gdje pojaCava pretvorbu neaktivnog 25-hidroksi vitamina D3 (25(OH)D3) u
aktivni oblik 1,25-dihidroksi vitamin D3 (1,25(0OH).D3) koji unosi kalcij iz probavnog
sustava u krvotok. Luc€enje PTH-a je regulirano povratnom spregom s ionima kalcija.
Kada koncentracija kalcija u krvi padne, poti¢e se luCenje PTH-a do trenutka kada
koncentracija kalcija dode u normalnu vrijednost te se zaustavlja lu€enje PTH-a.
Djelovanje PTH na regulaciju koncentracije fosfatnih iona je neposredno jer se
porastom fosfatnih iona u cirkulaciji smanjuju ioni kalcija i tako potic¢u lu¢enje PTH-a
(35).

1.1.8.3. AKTIVNI OBLIK VITAMINA D (1,25(0OH),D3)

U skupinu steroida nazvanih vitamin D spada i oblik molekule nazvan kolekalciferol
(vitamin Dg3) (36). Ljudsko tijelo ima mogucnost proizvodnje vitamina D u kozi gdje se,
pod utjecajem ultraljubiastog zraCenja, spoj 7-dehidrokolesterol pretvara u vitamin D
koji se u tijelu metabolizira u aktivni oblik vitamina D, 1, 25-dihidroksi vitamin Ds.

Pretvaranje u aktivni oblik zapocinje u jetri hidroksilacijom vitamina D u 25-hidroksi
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vitamin D3 (25(OH)D3) koji se dalje prenosi u proksimalne tubule bubrega gdje se u
konacnici hidroksilira u 1,25-dihidroksi vitamin D3 (1,25(OH).D3). U krvotoku se
1,25(0OH),D3 prenosi preko proteina nosaca, vitamin D vezuéeg proteina (DBP, od
eng. vitamin D binding protein), u organe u kojima vrsi svoju funkciju (37). Uloga
1,25(0OH),D3 u organizmu je regulacija iona kalcija i fosfata. U uskoj svezi s PTH-om,
1,25(0OH),D3 djeluje na kost, bubrege i gastrointestinalni trakt kako bi se odrzao
fizioloSki raspon ovih iona. U gastro-intestinalnom traktu potiCe povecani unos kalcija
u krvotok (38), a u bubrezima potice pojaCan izrazaj receptora za PTH u distalnim
tubulima (39) pojacavajuci resorpciju kalcija i fosfata iz urina te tako kontrolira njihovu
koncentraciju u krvi (40). Osim utjecaja na metabolizam kalcija i fosfata, 1,25(0OH).D3;
djeluje i na pojacanu aktivaciju osteoklasta. S obzirom da osteoklasti nemaju
receptore za 1,25(0OH).D3, djelovanje na diferencijaciju osteoklasta se odvija preko
osteoblasta i RANK-RANKL-OPG signalnog puta (32). 1,25(0OH),D3; smanjuje lu¢enje
OPG-a u osteoblastima i tako potiCe vezanje RANK-RANKL i diferencijaciju

osteoklasta.

1.1.8.4. INZULIN

Inzulin je peptidni hormon koji se sastoji od 51 aminokiseline. U tijelu je glavni
hormon koji regulira unos glukoze u stanice te utjeCe na metabolizam masti, a ima
najjaci utjecaj u tkivima koja su povezana s metabolizmom glukoze, kao $to su jetra,
koStani misiéi i masno tkivo, ali je povezan i s hrskavi¢nim i kostanim tkivom. Ranija
istraZivanja pokazuju da se u sluCajevima kada je poremecen metabolizam glukoze i
inzulina gotovo trenutno zaustavlja rast kostiju (41). U in vitro kulturi misje kalvarije
povecanje razine inzulina je povecalo diferencijaciju osteoblasti¢nih stanica i kostano
stvaranje, ali nije imalo utjecaj na diferencijaciju osteoklasta (42). Kod promijenjene
homeostaze inzulina u tijelu opisana su 2 tipa dijabetesa. U dijabetesa tipa | dolazi
do odumiranja B otoci¢a, stanica u gusteracCi koje proizvode inzulin te se posljedi¢no
smanijuje luenje inzulina. Kod ovakvog stanja vidljiv je negativan utjecaj na kost gdje
dolazi do smanjenja koStane mase u obliku osteopenije i osteoporoze. U dijabetesa
tipa Il dolazi do povecanja broja 3 otoCi¢a i povecanog luenja inzulina, Sto kroz duzi
period izaziva razvoj otpornosti stanica prema inzulinu i unosu glukoze u stanice. Kod
prouCavanja ucinka dijabetesa tipa Il na kost postoje opreCni rezultati. U nekim
studijama je uoCen anaboli¢ni uinak na kost (43), dok druga istrazivanja pokazuju

povecéanje mineralne gustoce, ali sa smanjenim strukturnim parametrima (44).
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1.1.9. BIOMEHANIKA KOSTI

Kostano tkivo daje potporu cijelom organizmu kraljeSnjaka i mora udovoljavati
odredenim mehani¢kim svojstvima. Mora biti otporno na lomove, dovoljno ¢vrsto i
kruto, ali ujedno i elasti¢no. Kostano tkivo u viSih kraljeSnjaka je zapravo kompromis
izmedu ovih svojstava. Kad bi kost bila ¢vr§¢a morala bi biti deblja, a to znaci teza i
veca, duze vremena bi rasla, viSe materijala bi bilo potrebno za izgradnju kostiju, a
miSicna masa potrebna za pokretanje takvih kostiju bi trebala biti takoder puno veca.
U toku evolucije se kostano tkivo optimiziralo uvjetima zivota u ovisnosti o okoliSnim
C¢imbenicima (3). U vidu tih optimizacija kostano tkivo je prilagodeno da izdrZi
svakodnevne napore, ali i da podnese sile koje se javljaju prilikom izrazitih napora
kao Sto su brzo tréanje, skakanje ili borba. Kao izrazito promjenjivo tkivo, kost ima
sposobnost promjene strukture pod utjecajem vanjskih faktora. U 19. stoljecu
postavljen je tzv. Wolff-ov zakon koji govori o odnosu mehani¢kog opterecenja i
strukture kosti (45). Kostur nije samo genetski programiran prema specifi€noj
konfiguraciji, nego veliki utjecaj na morfoloSku strukturu ima i mehanicko opterecenje
kroz Zzivotni vijek jedinke. U idealnom sustavu na kost djeluju tri osnovne sile
uzrokujuci pritisak (eng. stress): 1) sila istezanja (eng. tension), 2) sila sabijanja (eng.
compression) i 3) popre¢na sila (eng. shear). U zZivom organizmu na kost djeluju
kombinacije ovih triju sila (3). Prilikom prijeloma sila koja djeluje na kost je ve¢a od
njegovih mehanickih svojstava te dolazi do gubitka strukturnog integriteta kosti. U
laboratoriju se u kontroliranim uvjetima moze primijeniti i izmijeriti sila potrebna za lom
kosti. BiomehaniCka svojstva kosti se prilikom testa uvijanja mogu vidjeti iz krivulje
pritisak/deformacija (eng. stress/strain curve), gdje je pritisak prikazan na ordinati, a
deformacija na apscisi u koordinathom sustavu (Slika 6). Bez obzira na veli€inu
uzorka kosti, pritisak se moze normalizirati na jedinicu podrucja, dok se deformacija
moZze normalizirati na jedinicu duZine. Analizom krivulje pritisak/deformacija se mogu
izraCunati razliCita svojstva kosti. Linearni dio krivulje predstavlja elasti¢nost kosti.
Opterecéenje u granicama ove regije Ce rezultirati deformacijom kosti koja ¢e se vratiti
u svoj prvobitan oblik nakon prestanka djelovanja sile. Daljnjim optere¢enjem na kost
ulazi se u plasti¢nu regiju krivulje, u kojoj dolazi do trajnog opterecenja kosti, te se
ono ne moze viSe vratiti u prvobitan oblik nakon prestanka djelovanja sile. ToCka
loma predstavlja najveci pritisak sile koju kost moze podnijeti, dok je duktilnost mjera

sposobnost kosti da se plasticno deformira prije nego Sto dode do loma. Ukupna
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energija pohranjena kod toCke loma se naziva zilavost (eng. toughness), a moze se

izraCunati iz povrsine ispod krivulje (Slika 6).

Tockaloma
Najvece
opterecenje

Tocka popustanja

PRITISAK

Zilavost

4_
7
'b\s-,

DEFORMACIJA
Slika 6. Krivulja pritisak/deformacija kod testa uvijanja prikazuje biomehanicke
parametre kosti koji se mogu izraziti i izraCunati.
S obzirom na morfoloSku razliku u kompaktnoj i spuzvastoj kosti, koriste se razliciti
testovi za testiranje ta dva tipa kosti. Kod kompaktne kosti u dijafizi bedrene kosti
koristi se test uvijanja, u kojem na kost djeluju poprecCna sila i sila sabijanja, dok se za

trabekularnu kost koristi test udubljenja gdje djeluje samo sila sabijanja.

1.2. SEROTONIN

Serotonin je biogeni monoamin Siroko rasprostranjen u biosferi planeta Zemlje.
Otkriven je 1948. godine u sastavu govedeg seruma kao spoj s vazokonstriktornim
djelovanjem (46). Daljnjim istrazivanjem otkriveno je da je koncentracija novog spoja
znatno viSa u serumu nego u plazmi te je zakljueno da se u procesu zgruSavanja
krvi otpusta iz trombocita. Zbog pronalaska u serumu i nacdina djelovanja, spoj je
dobio ime serotonin. Ime serotonina prema IUPAC-ovom nazivlju je 5-
hidroksitriptamin (5-HT) (Slika 7). U odraslom ljudskom organizmu 5-HT ne prolazi
kroz krvno-mozdanu barijeru te je 5-HT iz sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) u

potpunosti odijeljen od 5-HT-a iz perifernih tkiva (47).
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Slika 7. Kemijska struktura i sinteza serotonina (5-HT). Preuzeto iz (48) i prilagodeno
prema potrebama.

1.2.1. BIOSINTEZA SEROTONINA

U sisavaca biosinteza 5-HT-a pocinje od esencijalne aminokiseline triptofan (Slika 7).
Prvi korak u sintezi je hidroksiliranje aminokiseline L-triptofan u prisustvu enzima
triptofan hidroksilaza (TPH). Uslijed podijeljenosti 5-HT sustava u organizmu na SZS
i periferiju, istrazivanjima su pronadene dvije izoforme enzima TPH. Na periferiji
organizma pronadena je izoforma nazvana TPH1, dok je u srediSnjem zivéanom
sustavu pronadena izoforma nazvana TPH2 (49). Proizvod hidroksilacije L-triptofana
je 5-hidroksitriptofan (5-HTP) koji se brzo dekarboksilira enzimom triptofan

dekarboksilaza pri €emu nastaje serotonin ili 5-hidroksitriptamin (5-HT).

5-HT se na periferiji sintetizira u enterokromafinim stanicama tankog crijeva, gdje se
sintetizira preko 90% cjelokupne koli¢ine 5-HT-a u organizmu (50). Osim u tankom
crijevu, sinteza 5-HT-a je pronadena i u B-stanica gusterace (51), osteoblasti¢nih (52)
i osteoklasti¢nih stanica (53), stijenci arterija (54) i kozZi (55). U mozgu se sinteza
odvija u tijelima serotonergickih neurona, lokaliziranim u podruc¢ju nazvanom jezgre
rafe (56; 57). Visoka selektivnost krvno-mozdane barijere za 5-HT ne odnosi se na
prekursore sinteze, L-triptofan i 5-HTP te oni nesmetano prolaze kroz barijeru, dok je

5-HT u potpunosti odijeljen izmedu SZS i periferije organizma (58).

Razgradnja 5-HT-a (Slika 7) po€inje djelovanjem enzima monoaminooksidaza (MAO)
(59). MAO je ucCestali enzim pronaden u svih kraljeSnjaka i beskraljeSnjaka. U misa
su pronadene dvije izoforme MAO enzima nazvane MAO-A i MAO-B (60). I1zoforme
MAO enzima se razlikuju u afinitetu prema supstratu kojeg metaboliziraju i
osjetljivosti prema inhibitorima (61). Osim $to ima afinitet za 5-HT, MAO enzim
sudjeluje u razgradnji noradrenalina, feniletilamina, dopamina, triptamina i tiramina
(62). Primarna funkcija MAO enzima u metabolizmu monoamina i kateholamina
uvjetuje njihovu distribuciju, kako u SZS-u, tako i na periferiji organizma i odraz je

fizioloSkih i funkcionalnih uloga obje izoforme. MAO je u organizmu Siroko zastupljen
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te vecina perifernih tkiva izrazava MAO-A i MAO-B izoforme. Na periferiji se ipak
glavnina razgradnje 5-HT-a odvija u jetri i plu¢éima (63) te bubrezima (62).
Djelovanjem enzima MAO nastaje 5-hidroksiindol-acetaldehid koji se dalje prevodi
enzimom aldehid dehidrogenaza u 5-hidroksiindol octenu kiselinu (5-HIAA). Treba
napomenuti da 5-HIAA ima mogucnost prolaska krvno-mozdane barijere te se, kao

zavrsni produkt razgradnje 5-HT-a, izluCuje iz tijela bubrezima (64).

1.2.2. POHRANA SEROTONINA

Zbog znaCajnog utjecaja na mnoge fizioloSke procese u organizmu, Kkoli€ina
dostupnog 5-HT-a u organizmu mora biti strogo regulirana i u fizioloSkim granicama.
5-HT koji se proizvodi na periferiji organizma pohranjuje se najvec¢im dijelom u
trombocitima te manjim dijelom na mjestu sinteze u enterokromafinim stanicama
tankog crijeva, dok je u srediSnjem Ziv€anom sustavu, zbog uloge neurotransmitera,
pohranjen u ziv€anim zavrSecima i serotonergi¢kim neuronima. Unos 5-HT-a u
stanice se vrSi pomoc¢u 5-HT prijenosnika (5-HTT, od eng. 5-hydroxytyptamine

transporter) koji se nalazi na plazmatskoj membrani.

1.2.3. TROMBOCITI

Trombociti su stani¢ni fragmenti nastali odvajanjem dijelova citoplazme od stanica
megakariocita. Diskoidalnog su oblika, 2-3 um u promjeru te im prosjecni volumen
iznosi 6-7 um?®. Primarna funkcija trombocita je skladi$na te su u njima pohranjeni ioni
kalcija, ATP, 5-HT, mnogi koagulacijski faktori kao i faktori rasta. Osnovna
karakteristika im je odsustvo jezgre Sto povecava prostor za skladiStenje iona i
molekula. Zbog skladistenja raznih bioaktivnih molekula, trombociti sudjeluju u
procesima hemostaze, upalnim procesima, imunoloSkom odgovoru organizma i
cijeljenju rana. Trombociti su obavijeni plazmatskom membranom koja na pojedinim
mjestima ulazi u unutrasnjost stanice Cineéi otvoreni sustav kanali¢a (OCS, od eng.
open canalicular system). U citoplazmi trombocita se nalaze 3 vrste granula (Slika 8).
Alfa (a) granule su najeSce granule i ¢ine oko 10% ukupnog volumena trombocita.
Prosje€an broj unutar trombocita iznosi izmedu 50 i 80 granula. Unutar alfa granula
su pohranjeni koagulacijski i antikoagulacijski ¢imbenici, angiogeni i anti-angiogeni
¢imbenici rasta, proteoliticki enzimi i inhibitori proteolitiCkih enzima te proinflamatorni i
anti-inflamatorni medijatori. Naizgled sadrze molekule suprotnog djelovanja unutar

istih granula, ali je detaljnim istrazivanjima pronadeno viSe tipova alfa granula te se
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pretpostavlja da odredeni podtipovi alfa granula ne sadrze molekule koje imaju
antagonisticko djelovanje (65). Gusta granula su podtip organela povezanih s
lizosomima (LRO, od eng. lysosome related organels). Prosje€an broj unutar
trombocita iznosi izmedu 3 i 6 granula, dok pH lumena iznosi 5,4. Najveci dio
sadrzaja gusta granula ¢ine ADP (635 mM), ATP (436 mM), kalcij (2,2 M), magnezij,
polifosfati te biogeni amini, 5-HT i histamin. Uz ove dvije vrste granula, trombociti
sadrze i lizosome u kojima su pohranjeni liticki enzimi (65). Osim granula, citoplazma
trombocita sadrzi i mikrotubule, koji odrzavaju oblik trombocita, mitohondrije,

ribosome, Golgi-jev aparat te zrnca glikogena (66).

Sustav Alfa granule
otvorenih

kanalica

Lizosom Gusta granula

Mitohondrij

Slika 8. Shematski prikaz strukture trombocita. Preuzeto iz (65).

1.2.4. UNOS | POHRANA SEROTONINA U TROMBOCITE

Trombociti unose 5-HT iz okoline u citoplazmu aktivnim transportom i pasivhom
difuzijom. Omjer ovih dvaju procesa ovisi o temperaturi i koncentraciji 5-HT-a. U
organizmu u fizioloSkim uvjetima prevladava aktivni unos 5-HT-a koji se odvija preko
5-HT prijenosnika. Ako se koncentracija 5-HT-a povisi, omjer izmedu ova dva
procesa se pomiCe prema pasivhom unosu. Aktivni unos 5-HT-a u trombocite se
odvija u dva koraka. Prvi korak je unos 5-HT-a u citoplazmu trombocita pomocu 5-
HTT-a i naziva se PSU (od eng. platelet serotonin uptake) koji se odvija preko
natrij/kalijeve pumpe uz utroSak energije u obliku ATP-a jer se 5HT unosi protivho
koncentracijskom gradijentu. Reakcija unosa je u skladu s Michaelis-Mentenovom
jednadzbom za brzinu reakcije izmedu enzima i supstrata (67). Nakon unosa u
citoplazmu, proces unosa 5-HT-a u gusta granule odvija se ponovo uz utroSak
energije u obliku ATP-a. Unos i pohrana 5-HT-a se vrS§i pomoc¢u vezikularnog
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monoaminskog prijenosnika 2 (VMATZ2, od eng. vesicular monoamine transporter 2)
te je potaknut elektrokemijskim gradijentom protona duz membrane granula (68).
Koli¢ina serotonina u trombocitima (PSL, od eng. platelet serotonin level) ovisi o
aktivnosti serotoninskog prijenosnika, a izraZzava se po jedinichom broju trombocita ili

po jedini¢noj masi trombocitnog proteina (69).

1.2.5. SEROTONINSKI PRIJENOSNIK (5-HTT)

5-HT prijenosnik se u srediSnjem ziv€anom sustavu nalazi na presinaptickim
membranama Zziv€anih zavrSetaka, dok je na periferiji organizma pronaden na
povrSini stanica mnogih organa kao i na povrSini trombocita. Otkricem slijeda
nukleotida u genu za 5-HTT (70) i kasnijim istraZivanjima, pretpostavljeno je da
funkcionalni kompleks prijenosnika postoji u oligomernom obliku (71). Zbog
nemogucnosti izolacije solubiliziranog oblika, struktura 5-HTT-a je zaklju¢ena prema
3D modeliranju bliskih membranskih prijenosnika poput laktozne permeaze (72) i
glicerol-3-fosfat prijenosnika (73). 5-HTT spada u skupinu prijenosnika natrij/kalij
pumpe (Na'/K") te sadrzi 12 transmembranskih regija. Predvideni mehanizam
djelovanja 5-HTT-a ukljuuje simultano vezanje Na®, CI" i 5-HT. Kada se popuni
vezno mjesto, dogada se konformacijska promjena u 5-HTT-u te se, uz utroSak
energije u obliku ATP-a, sadrzaj vezan s izvanstanicne strane prenosi u citoplazmu
stanice. Prilikom otpustanja Na*, CI" i 5-HT u citoplazmi, na 5-HTT se veZu ioni kalija
(K") koji potpomazu konformacijsku promjenu i povratak 5-HTT-a u pocetni strukturni
oblik.

1.2.6. OTPUSTANJE SEROTONINA 1IZ TROMBOCITA

5-HT se otpusta aktivacijom trombocita procesom egzocitoze. Aktivacijom trombociti
mijenjaju oblik te se u citoplazmi stvara srediSnja granulomera gdje se okupljaju
granule (74). Prilikom aktivacije trombocita se povecava koncentracija iona kalcija u
citoplazmi te se na taj nacin aktivira enzim protein kinaza ¢ (PKC) koji je vazan u
procesu egzocitoze (75). U aktiviranih trombocita moze doéi do spajanja viSe granula
u vecCe procesom fuzije granula (76). Sadrzaj gusta granula se izlu€uje egzocitozom
preko otvorenog sustava kanaliCa koji se proteze kroz lumen trombocita (77) ili

direktnim spajanjem s plazmatskom membranom (74).
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1.2.7. SEROTONINSKI RECEPTORI

Mnogostruke uloge 5-HT-a u organizmu upucuju na njegovu vrlo sloZzenu regulaciju
djelovanja. Utjecaj na brojne procese omogucen je velikim brojem 5-HT receptora.
Do danas je pronadeno 18 gena koji su odgovorni za proizvodnju 14 razlicitih
proteina grupiranih u 7 skupina 5-HT receptora nazvanih 5HT-1 do 5HT-7 (Slika 9)
(78). Svi receptori, osim 5HT-3 receptora, spadaju u super-obitelj receptora
povezanih s G-proteinima (GPCR, od eng. G-protein coupled receptors). Osnovni
motiv ove super-obitelji proteina je 7 transmembranskih domena (79). GPCR su
integralni membranski proteini koji sadrze izvanstani¢nu N-terminalnu regiju koju prati
7 transmembranskih a-uzvojnica koje su povezane s 3 izvanstanicne i 3
unutarstanicne petlie te zavrSavaju C-terminalnom unutarstanichom regijom.
Vezanjem liganda na receptor dogada se konformacijska promjena koja omogucuje
vezanje GTP-a na G-protein i daljnju aktivaciju signalne kaskade, ovisno o ligandu
koji je aktivirao receptor (80). SHT-3 receptor je ionski kanal koji sadrZi cisteinsku
petlju i koji se evolucijski razvio neovisno od ostalih 5-HT receptorima (81). 5HT-1
skupina receptora sadrzi 5 Clanova, nazvanih 5HT-1A, -1B, -1D, -1E i -1F, a
karakterizira ih povezanost s Gai/Ga, proteinima i inhibicija enzima adenilat ciklaze.
5HT-2 skupina receptora sadrzi 3 ¢lana nazvanih 5HT-2A, -2B i -2C i karakterizira ih
povezanost s Gag proteinima i aktivacijom enzima fosfolipaza C. 5HT-5 skupina
receptora sadrzi 2 ¢lana, 5SHT-5A i -5B €iji mehanizam djelovanja nije jo$ u potpunosti
razjasSnjen dok su receptori 5HT-4, -6 i -7 jedini ¢lanovi svoje skupine, a karakterizira

ih povezanost s Gs proteinima i aktivacija enzima adenilat ciklaze (82).

EAcacacacacn
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Slika 9. Podjela 5-HT receptora prema skupinama.
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1.3. UTJECAJ SEROTONINA NA KOSTANO TKIVO

Kostano tkivo se prvi puta pojavljuje u razredu riba (Osteichtyes) prije 420 milijuna
godina. S obzirom na visoku zastupljenost 5-HT-a u tijelu viSih kraljeSnjaka i dugacak
period koegzistiranja kosStanog tkiva i 5-HT-a tokom evolucije, sigurno je razvijen

mehanizam regulacije koStanog tkiva pomocu 5-HT-a.

Utjecaj 5-HT-a na kost je prvi put uo€en u pacijenata sa dijagnosticiranom depresijom
(83). U ovih pacijenata je primjecena poremec¢ena homeostaza 5-HT sustava kao i
smanjena kvaliteta kosti. Kasnije je u studijama povezana terapija antidepresivima
koji inhibiraju povratni unos serotonina (SSRI, od eng. selective serotonin reuptake
inhibitors) sa smanjenom koStanom mineralnom gusto¢om i povecanim rizikom od
prijeloma (84). Kako bi se istrazio mehanizam i utjecaj 5HT-a na koStano tkivo,
napravljena su istrazivanja na osteoblasticnim i osteoklasticnim stanicama.
Istrazivanjima na osteoblasticnim stanicama su pronadeni receptori 5SHT-2A i 5HT-2B
(85). 5HT-2B receptor je bio izrazen u velikoj mjeri u osteoblasta misa i pileta, dok je
U mozgu njegov izrazaj bio u puno manjoj koli€ini. Daljnjim istrazivanjima su na
osteoblasti¢nim stanicama pronadeni i drugi receptori kao i 5-HT prijenosnik (5-HTT)
(86). S5HT-2B receptor u misa djeluje na koStanu masu poti€uci proliferaciju
osteoblastiCnih stanica (87). Porijeklo osteoklasta iz monocitno/makrofagne loze
stanica ukazuje na velike sli€nosti u regulacijskim mehanizmima stanica iz te
zametne loze. Utjecaj 5-HT-a na funkciju makrofaga je vec¢ otprije poznat (88) sto je
dovelo do otkrica 5-HTT-a, kao i 5-HT receptora, na osteoklasti¢nim stanicama (89).
Pritom je otkrivena izraZzenost 5HT-1B i 5HT-4 receptora tokom diferencijacije
osteoklasta, dok isti receptori nisu imali utjecaj na funkciju zrelih osteoklasta. Uz
utjecaj 5-HT receptora na proces diferencijacije osteoklasta, veliki utjecaj ima i 5-
HTT. U istom istrazivanju pronadeno je da promjena aktivnosti 5-HTT-a mozZe do
odredene mjere zaobic¢i RANK-RANKL-OPG sustav u diferencijaciji osteoklasta i tako
potaknuti ograniCenu kostanu resorpciju. Kasnijim istrazivanjima je pronadeno da
nedostatak 5-HT-a smanjuje osteoklastogenezu u misa (53). Uz izrazaj 5-HTT-a i 5-
HT receptora, pronaden je i funkcionalan sustav za proizvodnju 5-HT-a u
osteoblasti¢nim prekursorima preko Tph1 enzima te posljedi¢na autokrino/parakrina
regulacija aktivacije osteoklasta. U istom istrazivanju pronadeni su i receptori 5HT-
1B, 5HT-2A i 5HT-2B, ali ne i 5HT-1A i 5HT-4. Nakon tretmana osteoklasta RANKL-
om u in vitro uvjetima pojacao se izrazaj SHT-1B receptora Sto govori o ulozi 5-HT-a
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u diferenciranih osteoklasta. Vazna uloga 5-HTT-a u regulaciji kostanih stanica
potvrdena je daljnjim istrazivanjima (90). Uz direktan ucinak preko 5-HTT-a i 5-HT
receptora pronadeno je da periferni 5-HT proizveden u enterokromafinim stanicama
tankog crijeva ima anaboli¢an ucinak na kost (91). Protein koji ima klju¢nu ulogu u
Wnt signalnom putu aktivacije osteoblasta, Lrp-5 (eng. low density lipoprotein
receptor related protein 5), povezan je s izrazajem Tph1 enzima u enterokromafinim
stanicama tankog crijeva. PredloZzeni mehanizam djelovanja Lrp-5 je da potiCe
stvaranje kosti inhibicijom proizvodnje 5-HT-a u tankom crijevu. Na taj nacin u
organizmu smanjuje koli¢inu 5-HT-a, koji ima negativan ucinak na proliferaciju
osteoblasta te zapravo potiCe stvaranje kosti. U sli€¢hom zivotinjskom modelu nije
ponovljen uc€inak Lrp-5 na stvaranje 5-HT-a, ali nije dobiven niti utjecaj 5-HT-a iz
tankog crijeva na kostanu masu (92) te je regulacija 5-HT-a preko Lrp-5 ostala jo$
uvijek nerazjasnjena. Osim ucinka na periferiji organizma, istraZzivanja su pokazala da
5-HT i u srediSnjem ziv€anom sustavu ima utjecaj na stvaranje periferne kosti (93). U
istrazivanjima djelovanja SZS na kost predlozen je mehanizam koji ukljuuje 5-HT i
leptin (94). Djelovanjem preko leptina smanjuje se simpatiCki tonus te se povecava
proliferacija osteoblasta i tako poti€e stvaranje kosti. Prilikom mehanic¢kog
opterecenja, kao kod povecane fiziCke aktivnosti, dolazi do dodatne stimulacije
osteocita koji aktiviraju kostanu pregradnju i jaCanje kosti. U Zivotinja kojima je
inhibirana aktivnost 5-HTT-a primje¢ena je promijenjena pokretljivost te smanjena
koStana masa, ali i u kostima koje nisu pod mehanickim optereéenjem, kao kosti

lubanje, u odnosu na kontrolne zivotinje (90).

Zbog Sirokog spektra djelovanja 5-HT-a na stanice i organe u tijelu kraljeSnjaka,
teSko je izdvojiti samo jedan mehanizam djelovanja 5-HT-a i prou€avati ga odvojeno
od ostalih sustava te dosadasnja istrazivanja nisu u potpunosti uspjela otkriti sve

aspekte djelovanja 5-HT-a na kost.

1.4. SVRHA RADA

Djelovanje serotonina u kraljeSnjaka je iznimno sloZzeno zbog velikog broja receptora
i 5-HT prijenosnika. Ovo istrazivanje pruza uvid u serotoninsku regulaciju kostanog
sustava te zbog jedinstvenog fizioloSkog modela omogucuje proucavanje

medudjelovanja glukoznog i serotoninskog metabolizma s koStanim tkivom.
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2. HIPOTEZA

Promijenjena koli¢ina serotonina u krvi utjecat ¢e na stvaranje i pregradnju
trabekularne i kortikalne kosti u Stakorskom modelu. Zivotinje s visom koncentracijom
serotonina u krvi imat Ce viSu koStanu pregradnju u usporedbi sa Zivotinjama s nizom
koncentracijom serotonina Sto Ce imati za rezultat slabije koStane parametre zbog

povecane resorpcije kosti.

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1. OPCI CILJ

Istraziti utjecaj koliCine serotonina u krvi na kvalitetu kosti u Stakorskom modelu s

promijenjenom serotoninskom homeostazom.

3.2. SPECIFICNI CILJEVI

e Odrediti utjecaj serotonina na razliku u koStanim parametrima u zivotinja s
viSom i nizom koli¢inom serotonina u odnosu na dob i spol.

e Odrediti i kvantificirati utjecaj serotonina na pregradnju kosti izmedu Zivotinja s
viSom i nizom koli¢inom serotonina.

e |straziti potencijalni mehanizam djelovanja serotonina na kosStano tkivo u
zivotinjskom modelu.

e Analizom genske ekspresije istraziti mehanizam djelovanja serotonina na

koStane stanice u stanicnoj kulturi.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. ZIVOTINJE

U istrazivanju utjecaja serotonina na koStani metabolizam koristen je Zivotinjski
model nazvan Wistar-Zagreb 5HT (WZ-5HT), razvijen u Laboratoriju za neurokemiju i
molekularnu neurobiologiju Instituta "Ruder BoSkovi¢". Karakteristika WZ-5HT
Stakora je fizioloSki promijenjena homeostaza serotonina u krvi $to ga €ini izvrsnim
modelom za prouCavanje utjecaja serotonina na kost. Kontrolnoj populaciji Stakora
soja Wistar je odredena razina serotonina u trombocitima i plazmi te je izmjerena
aktivnost serotoninskog prijenosnika (5-HTT) na membrani trombocita. Na temelju
izmjerenih vrijednosti razvijen je WZ-5HT Stakorski model ciljanim medusobnim
krizanjem Zivotinja s viSim odnosno nizim vrijednostima aktivnosti 5-HTT-a kao i
vrijednostima koncentracije serotonina u trombocitima. Takvim selektivnim krizanjem
nakon 5 generacija (F5) stvorene su dvije stabilne sublinije nazvane 5HT-niska, s
vrijednostima serotonina od oko 70%, i 5HT-visoka sublinija, s vrijednostima
serotonina od oko 150% pocCetne populacije (69). U svakoj novoj generaciji
zivotinjama starim 4 tjedna je odredena aktivhost 5-HTT-a kao i vrijednosti
trombocitnog serotonina te su zivotinje rasporedene u dvije sublinije. Kako bi se
proucio utjecaj serotonina u ovisnosti 0 spolu, u istrazivanju su koridtene Zivotinje oba
spola F11 do F17 generacije, dok su za utjecaj dobi Zivotinja odabrane Zivotinje
starosti 2, 4 i 12 mjeseci. Zivotinje ovih Zivotnih dobi su izabrane za istrazivanje jer
predstavljaju mlade, spolno zrele i ostarjele jedinke na kojima se moze dobro prouciti
utjecaj promijenjene homeostaze 5-HT-a na kost u razli€itim stadijima Zivota.
Zivotinje su drzane u kavezima pod kontroliranim uvjetima s pravilnom izmjenom
svjetla i tame (12h/12h), 24°C i 60+10% relativne vlaznosti. Imale su slobodan pristup
hrani i vodi, osim prilikom mjerenja glukoze i inzulina kada im je preko noci uskracen
pristup hrani. Prilikom Zrtvovanja Zivotinje su eutanazirane injiciranjem ketamina (1
ml/kg) intraperitonealno i embutramida (1 ml/kg) intrapulmonarno. Nakon zrtvovanja
zZivotinja prikupljeni su uzorci krvi, bedrene kosti i lumbalnog dijela kraljeSnice. Masa
zZivotinja izmjerena je laboratorijskom vagom (Scaltec, Njemacka). Duzina bedrene

kosti izmjerena je pomicnim mjerilom.
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Svi pokusi su provedeni u skladu sa i prema Pravilniku o zastiti Zivotinja (NN 55/13)
koji se koristi u pokusima ili u druge znanstvene svrhe Zakona o zastiti Zivotinja
Republike Hrvatske (NN 135/06 i 37/13).

4.2. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE SEROTONINA U
TROMBOCITIMA

Sva mjerenja koncentracije 5-HT-a i selektivni odabri Zivotinja provodio se u
Laboratoriju za neurokemiju i molekularnu neurobiologiju Instituta "Ruder Boskovic".
Prilikom vadenja krvi zivotinjama je iz repne vene izvaden 1 ml krvi u epruvete s ACD
(kisela citratna dekstroza, od eng. acid citrate dextrose ) u omjeru 1:3. Plazma
bogata trombocitima (PRP, od eng. platelet-rich plasma) dobivena je
centrifugiranjem uzorka antikoagulirane krvi 30 sekundi pri 1200 x g. Dio plazme u
kojoj su odijeljeni trombociti prenesen je u novu epruvetu gdje je mijeSanjem
dobivena homogena suspenzija trombocita. Koncentracija 5-HT-a u trombocitima je
odredena u trombocitnom talogu koji je dobiven centrifugiranjem PRP 10 minuta pri
8500 x g. Trombocitni talog je homogeniziran u deioniziranoj vodi pomocu
ultrasonikacije (30s, 20kHz, 8um). Proteini iz otopine su precipitirani dodavanjem
ZnS0O4 (10%, 1 ml) i NaOH (1 N, 0,5 ml) nakon €ega su uzorci ponovno centrifugirani
15 minuta pri 1200 x g. Supernatant je prenesen u staklenu epruvetu u koju je
kasnije dodan L-cistein (1%, 100 ul) i OPT (od eng. orthophthaldialdehyde) (0.01%, 2
ml) nakon Gega je reakcijska smjesa zagrijana do 100°C i tako inkubirana 10 minuta.
Nakon hladenja fluorescencija uzorka je o€itana na uredaju Varian Cary Eclipse
(Agilent, SAD) pri ekscitaciji na 345 nm i emisiji na 485 nm. Dobiveni rezultati su
izraZzeni kao masa 5-HT-a u ng po jedinicnoj masi trombocitnih proteina (95).
Koncentracija ukupnih proteina u soniciranom talogu trombocita odredena je

metodom prema Bradfordu (96).

4.3. MIKRO-KOMPJUTERIZIRANA TOMOGRAFIJA

U ovom istrazivanju utjecaja serotonina na kost kao glavna metoda karakterizacije
koStanog tkiva, koriStena je mikro-kompjuterizirana tomografija (mikro CT). RijeC
tomografija je dobivena od grckih rijeCi tomé (rezati) ili tomos (dio) i graphein (pisati).
Tomografsko snimanje se temelji na usmjeravanju zra€enja iz odredenog izvora
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prema predmetu iz viSe orijentacija (kutova) te mjerenju smanjenja intenziteta
emitiranih zraka na odgovaraju¢em detektoru. Kompjuteriziranu tomografiju (CT) je
razvio Sir Godfrey Hounsfield ranih 1970-ih godina (97). Kompjuterizirana tomografija
je nedestruktivna metoda koja koristi rendgenske zrake za vizualizaciju predmeta
pomocu CCD (eng. charged coupled device) kamere ispred koje se nalazi fosforni
sloj koji pretvara ionizirajuce zraCenje u svjetlosni signal kojeg biljezi kamera.
Dobivene slike se koriste za kompjutersku rekonstrukciju ravnine poprecnog presjeka
(eng. slice) kroz uzorak. U usporedbi s konvencionalnim radioloskim metodama, koje
su ograni¢ene na dvodimenzionalne prikaze snimljenih uzoraka, CT omoguduje
vizualizaciju trodimenzionalnih prikaza i kvantifikaciju unutarnje strukture bez
naruSavanja integriteta promatranog uzorka. Rezultat rekonstrukcije je kvantitativha
mapa linearnih atenuacijskih koeficijenata rendgenskih zraka u svakoj tocki ravnine.
Atenuacija ili utiSavanje rendgenskih zraka primarno je funkcija energije rendgenskih
zraka te gustoCe i kompozicije materijala koji se snima (98). U kompjuteriziranoj
tomografiji su umjesto dvodimenzionalnih slikovnih elemenata, piksela, uvedeni
vokseli, odnosno volumni elementi koji opisuju trodimenzionalnost slike dobivene
rekonstrukcijom pomocu x-, y- i z-0si svakog pojedinog voksela (99). Upotreba CT
uredaja u eksperimentalne svrhe je omogucila razvoj uredaja s jaCim izvorima
zraCenja, kao $to je mikrofokusni izvor rendgenskog zracenja ili, u novije vrijeme,
zraCenje iz sinkrotronskih postrojenja i duZza vremena ekspozicije, a samim time i
povecanje razluc€ivosti uredaja. Feldkamp i suradnici (100) su konstruirali mikro CT
uredaj koji je koristio stoZasti snop (eng. cone beam) rendgenskih zraka s
rezolucijom od 50 ym. Ovakav izvor zraCenja je za rekonstrukciju slika zahtjevao
poseban algoritam za izraCun distribucije atenuiranosti rendgenskih zraka nazvan
prema autoru Feldkampov algoritam. Upotrebom takvog algoritma znacajno je
smanjen odnos signala prema Sumu Sto povecava kvalitetu dobivene slike. Detektori
u mikro CT uredajima omogucuju izotropnu rezoluciju koja je jednaka u sve tri
ravnine. CT, kao tehnologija, u usporedbi s drugim vizualizacijskim tehnikama, ima
odredene nedostatke kao $to je povecana doza zraCenja prilikom snimanja te nesto
loSiji prikaz mekih tkiva. Osim ovih nedostataka, prilikom snimanja se mogu javiti
odredeni artefakti kao posljedica razliCite energije rendgenskih zraka i izvora
zraCenja, razliCitih materijala unutar istog uzorka, pomicanja uzorka ili problema kod
rekonstrukcije podataka. Jedan od naj¢eSc¢ih problema je stvaranje kruznih artefakata

(eng. ring artefacts) koji nastaju zbog nesavrSenosti detektora CT uredaja. Kruzni
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artefakti mogu se ispraviti kalibracijom uredaja prije snimanja, snimanjem tzv. flat
fields snimaka. Kod CT uredaja koji koriste polikromatske izvore rendgenskog
zraCenja javlja se efekt otvrdnjavanja rendgenskih zraka (eng. beam hardening). Ovaj
efekt nastaje zbog velike razlike u energiji rendgenskih zraka koje nastaju u
polikromatskom izvoru zraCenja. UtiSavanje zraka niske energije se odvija lako, dok
zrake visoke energije lakSe prolaze kroz uzorak te se dobiva slika loSije kvalitete
zbog neujednacenosti u atenuacijskim koeficijentima rendgenskih zraka. Kod
snimanja tkiva poput kosti uz otvrdnjenje zraka, javlja se i efekt Compton-ovog
rasprsenja gdje kostano tkivo rasprSuje rendgenske zrake vise od okolnog mekog
tkiva Sto dodatno utjeCe na kvalitetu dobivenih slika. Artefakti nastali zbog ovih
efekata mogu se smanjiti upotrebom metalnih filtra koji ujednaavaju energiju
rendgenskih zraka iz izvora zraCenja i upotrebom programskih algoritama prilikom

rekonstrukcije podataka.

4.3.1. SNIMANJE KOSTANOG TKIVA

Utjecaj promijenjene homeostaze serotonina na kost analiziran je pomoéu mikro CT
uredaja 1076 (SkyScan, Belgija). Uredaj karakterizira mogucnost snimanja in vivo
malih laboratorijskih Zivotinja (miS, Stakor) kao i ex vivo uzoraka do maksimalne
duzine od 200 mm i Sirine od 68 mm. Uredaj posjeduje stacionarno postolje za
uzorke te izvor i detektor rendgenskog zracenja koji se okrecu oko snimanog uzorka.
Od mogucnosti, istiCu se joS 3 izotropne razlucivosti uredaja od 35, 18 i 9 ym uz
mogucnost snimanja objekta svakih 0,1° i u krugu od 360°. Za ujednaCavanje
energije i smanjenje ucinka otvrdnjavanja rendgenskih zraka uredaj ima na
raspolaganju 2 aluminijska filtra debljine 0,5 i 1 mm te titanijski filtar debljine 0,025
mm. Za dodatno smanjenje Suma na slici uredaj ima mogucnost uprosjecenja slike
(eng. frame averaging) gdje se snima odredeni broj slika iz identicnog kuta te se slike

racunalno preklapaju dajuci jedinstvenu sliku.

Prilikom snimanja uzorci distalnog dijela bedrene kosti i lumbalnog dijela kraljeSnice
bili su u€vrSceni u nosa¢ima na platformi mikro CT uredaja te su snimljeni koristedi
rezoluciju od 18 um, $to je odgovaralo naponu od 50 kV i jakosti struje od 200 pA.
Otvrdnjavanje rendgenskih zraka smanjeno je upotrebom aluminijskog filtra debljine
0,5 mm. Rotacijski pomak izvora zraenja prilikom snimanja je iznosio 0,5° u
podrudju od 198° za svaki uzorak. Za smanjenje Suma uprosjecéenje slike postavljeno

je na vrijednost 2.
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Rekonstrukcija dobivenih podataka izvrSena je pomocéu NRecon (SkyScan, Belgija)
programa koji se izvodio simultano na 4 racunala. NRecon program Koristi
modificirani Feldkamp-ov algoritam za rekonstrukciju podataka koji se sastoji od
procesa filtrirane nazadne projekcije (eng. filtered backprojection) i saziva (eng.

convolution) podataka (100).

4.3.2. SNIMANJE MASNOG TKIVA

Meka tkiva u tijelu kraljeSnjaka se sastoje najveé¢im dijelom od atoma vodika, ugljika,
kisika i dusika. Odnos ugljika i kisika, kao 2 najuCestalija elementa u izgradniji tkiva
razlikuje se za svako tkivo. Tako, primjerice, njihov postotak u kostima iznosi 27% i
41%. U mekim tkivima postotak ovih atoma iznosi 12% i 73% za misi¢no, dok je u
masnom tkivu odnos 57% i 30% (101). Velika razlika u odnosu ugljika i kisika izmedu
masnog i miSicnog tkiva je odgovorna za razliku u apsorpciji rendgenskih zraka
manje energije (do 30keV) te mogucnost razlikovanja izmedu tkiva nakon snimanja i

rekonstrukcije na mikro CT uredaju (102).

Za analizu masnog tkiva odabrana je visceralna regija Stakora gdje je nakupljanje
masnog tkiva najvece. Prije snimanja zivotinje su eutanazirane vec¢ opisanom
metodom i odmah stavljene u uredaj kako ne bi doslo do pojave mrtvacke ukoCenosti
i artefakata prilikom snimanja. Zivotinje su snimljene pomoéu SkyScan 1076 mikro
CT uredaja koristeéi rezoluciju od 35 pm, §to je odgovaralo naponu od 70 kV i jakosti
struje od 140 pA. Kako bi se smanijila energija i otvrdnjavanje rendgenskih zraka te
pojacao kontrast izmedu masnog i miSicnog tkiva, koristen je aluminijski filtar debljine
1 mm. Rotacijski pomak izvora zraéenja prilikom snimanja je iznosio 0,7° u podrudju
od 360° za svaki uzorak. Za smanjenje Suma uprosjecenje slike postavljeno je na
vrijednost 2. Rekonstrukcija dobivenih podataka izvrSena je pomocu NRecon
programa koji se izvodio simultano na 4 raCunala te je primijenjeno programsko
zagladivanje slike (eng. smoothing kernel) u radijusu od 4, korekcija kruznih
artefakata (eng. ring artefact reduction) u vrijednosti od 4, korekcija otvrdnjivanja
zraka (eng. beam hardening correction) u vrijednosti od 30% i maskiranje defektnih

piksela (eng. defect pixel mask) u vrijednosti od 5%.
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4.4. ANALIZA PODATAKA MIKRO CT SNIMANJA

4.4.1. PERIFERNI KOSTUR

Utjecaj promijenjene homeostaze 5-HT-a na periferni kostur prouCavan je u

distalnom dijelu bedrene kosti gdje su analizirane kortikalna i trabekularna kost.

Za analizu kortikalne kosti napravljen je odmak od ploCe rasta u iznosu od 400
presjeka za Zivotinje stare 2 mjeseca Sto je preraCunato iznosilo 7,2 mm, odnosno
500 presjeka za zivotinje stare 4 i 12 mjeseci $to je preracunato iznosilo 9 mm. Na taj
nacin su izbjegnute trabekularne strukture koje bi mogle negativno utjecati na izracun
parametara kortikalne kosti. Podrucje analize kortikalne kosti je iznosilo 100 presjeka
za sve zivotinje Sto je preracunato iznosilo 1,8 mm (Slika 10). Kortikalna kost u
definiranom podrucju je ruéno oznacena i spremljena kao zasebni skup podataka u
vidu podrucja od interesa (eng. region of interest). Prilikom analize kortikalne kosti u
CTAn programu (Skyscan, Belgija) definiran je niz raCunalnih operacija koji se
sastojao od binarizacije podataka postavljanjem praga histogramske ljestvice
(General tresholding) u vrijednostima od 40 do 255, uklanjanja zaostalih bijelih
toCaka manjih od 3 voksela (Despecle), ograniCavanja vanjskog ruba podrucja od
interesa na periostalno podrucje kosti (ROI shrink wrap) i analize kosStanih
parametara u 3 dimenzije (3D bone analysis). Dobiveni podaci sadrzavali su
vrijednosti za volumen cjelokupnog tkiva koji se sastoji od kortikalne Kkosti i
medularnog kanala (TV, od eng. tissue volume), koStani volumen (BV, od eng. bone
volume), postotak kostanog tkiva u odnosu na volumen tkiva (BV/TV, od eng. bone
volume/tissue volume) i prosje¢na debljina kortikalne kosti (Co.Th, od eng. cortical
thickness). Zbog ograniavanja vanjskog ruba podrucja od interesa na periostalni rub
kortikalne kosti, bilo je moguce izraCunati vrijednost volumena medularnog kanala,
odnosno endostealni volumen (EV, od eng. endosteal volume), oduzimanjem

dobivenih vrijednosti koStanog od tkivnog volumena.

Kod trabekularne kosti analizirano je samo sekundarno okostalo tkivo $to je
postignuto specificnim odmakom od plo€a rasta kosti ¢ime je izbjegnuto primarno
okostalo hrskavi¢no tkivo. Za Zivotinje 2 mjeseca starosti, zbog kracih kostiju, odmak
je iznosio 150 presjeka Sto preracunato iznosi 2,7 mm, dok je za Zivotinje stare 4 i 12

mjeseci iznosio 200 presjeka Sto preraCunato iznosi 3,6 mm. Podrucje analize
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trabekularne kosti je iznosilo 200 presjeka $to preraCunato iznosi 3,6 mm, za sve
zivotinje (Slika 10). Trabekularna kost u definiranom podrucju je ruéno oznacena i
spremljena kao odvojeni skup podataka iz podrucja od interesa. Prilikom analize
trabekularne kosti u CTAn programu definiran je niz racunalnih operacija koji se
sastojao od binarizacije podataka postavljanjem praga histogramske ljestvice
(Adaptive tresholding) u vrijednostima od 45 do 255, uklanjanja zaostalih bijelih
toCaka manjih od 3 voksela i analize koStanih parametara u 3 dimenzije. Dobiveni
podaci sadrzavali su vrijednosti za postotak kostanog tkiva u odnosu na volumen
tkiva, debljinu trabekula (Tb.Th., od trabecular thickness), broj trabekula (Tb.N., od
eng. trabecular number) i razmak izmedu trabekula (Tb.Sp., od eng. trabecular

separation).

Kortikalna
kost

Spoj ploca
rasta kosti

Trabekularna
kost

Slika 10. Prikaz analiziranog podrucja kortikalne i trabekularne kosti prilikom mikro
CT analize bedrene kosti WZ-5HT Stakora. Specifi€an odmak od spoja 4 ploCe rasta
je napravljen prilikom odabira podrucja analize kortikalne i trabekularne kosti.

4.4.2. AKSIJALNI KOSTUR

Utjecaj promijenjene homeostaze 5-HT-a na aksijalni kostur prouCavan je u

lumbalnom dijelu kraljeSnice gdje je analizirana trabekularna kost tijela kraljeSka.

Za analizu kraljeSnice odabran je 3. kraljeSak lumbalnog dijela kraljeSnice (L3) (Slika
11A). U kraljeSku je analizirana samo trabekularna kost kroz cijelo tijelo kraljeska

(slika 11B i 11C). Trabekularna kost u definiranom podrucju je ruéno oznacena i
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spremljena kao odvojeni skup podataka iz podrucja od interesa. Prilikom analize
kortikalne kosti u CTAn programu definiran je niz raCunalnih operacija koji se
sastojao od binarizacije podataka postavljanjem praga histogramske ljestvice
(Adaptive tresholding) u vrijednostima od 50 do 255, uklanjanja zaostalih bijelih
toCaka manjih od 3 voksela (Despecle) i analize kostanih parametara u 3 dimenzije
(3D bone analysis). Dobiveni podaci sadrzavali su vrijednosti za postotak koStanog
tkiva u odnosu na volumen tkiva (BV/TV), debljinu trabekula (Tbh.Th), broj trabekula
(Tb.N.) i razmak izmedu trabekula (Th.Sp.).

Slika 11. 3D model L3 kraljeSka (A). Trabekularna kost u tijelu kraljeSka u
transaksijalnom (B) i sagitalnom (C) presjeku prilikom mikro CT analize WZ-5HT
Stakora oznacena je crveno.

4.4.3. MASNO TKIVO

Kako bi prilikom mjerenja masnog tkiva u WZ-5HT Zivotinja bila analizirana identi¢no
podrucje, odabrana je visceralna regija koja je odgovarala lumbalnom dijelu
kraljeSnice izmedu 3. i 5. (L3-L5) kraljeSka (Slika 12A). Na rekonstruiranim slikama
vidljiva je razlika izmedu koStanog, misiénog i masnog tkiva (Slika 12B). Prilikom
analize masnog tkiva u CTAn programu definiran je niz radunalnih operacija koji se
sastojao od binarizacije podataka postavljanjem praga histogramske ljestvice
(General tresholding) u vrijednostima od 11 do 18 kojom je izdvojeno masnho od
miSi¢nog tkiva. Uklonjene su zaostale bijele to¢ke manje od 35 piksela (Despecle) i
analiziran je volumena tkiva u 3 dimenzije (3D tissue analysis) (Slika 12C). Dobiveni
podaci sadrzavali su vrijednosti za tkivni volumen (TV), volumen masnog tkiva (FV,
eng. fat tissue volume) i postotak masnog tkiva u odnosu na volumen tkiva (FV/TV,

eng. fat volume/tissue volume).
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Slika 12. Visceralni dio Stakora koji je snimljen za analizu masnog tkiva izmedu L3 i
L5 kraljeSka je oznaCen crvenom bojom (A). Transaksijalni presjek kroz tijelo Stakora
nakon rekonstrukcije mikro CT snimaka gdje se moze dobro vidjeti razlika izmedu
koStanog, miSiénog i masnog tkiva (B). Masno tkivo prikazano nakon filtriranja i
binarizacije slika dobivenih mikro CT snimanjem (C).

4.5. DENZITOMETRIJA

Apsorpciometrija rendgenskih zraka dvostruke energije (DXA, od eng. dual-energy x-
ray absorptiometry) je metoda za mjerenje koStane mineralne gusto¢e (BMD, od eng.
bone mineral density). Temelji se na usmjerenosti rendgenskih zraka iz dva izvora
razliCite energije na tijelo pacijenta ili uzorak kosti. Na temelju fantomskog predmeta,
koji ima strogo definiranu gustoéu, se utvrduje referentni interval za odredivanje
koStanog mineralnog sadrzaja (BMC, od eng. bone mineral content) i koStane

mineralne gustoée (BMD, od eng. bone mineral density) u promatranom uzorku.

Denzitometrijsko snimanje izvrSeno je pomoc¢u Hologic QDR 4000 (Hologic, SAD)
uredaja na ex vivo bedrenim kostima kao i lumbalnom dijelu kraljeSnice, gdje je
analiziran L3 kraljeSak, iz obje sublinije WZ-5HT Stakora. Kosti su snimane u modu
visoke rezolucije (eng. Regional high resolution scanning mode). Normalizacija
snimanja provedena je kalibrirajuci DXA uredaj fantomskom kraljeSnicom dobivenom
od proizvodaca. Pripadaju¢im programom analizirane su kosti te su dobivene

vrijednosti za koStanu mineralnu gustocu.
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4.6. CIJELJENJE PRIJELOMA

U modelu prijeloma bedrene kosti istrazen je utjecaj promijenjene homeostaze
serotonina na cijeljenje kosti. U pokusu su koriStene Zzenke soja WZ-5HT Stakora iz

obje sublinije starosti 8 mjeseci.

Zivotinje su uspavane intraperitonealnim injiciranjem kombinacije ketamina (0,8
mg/kg) i dijazepama (0,6 mg/kg). Dlaka na straznjoj desnoj nozi je oSiSana i koza
sterilizirana 7,5% otopinom joda. Skalpelom je ucinjen longitudinalni rez na kozi
ucinjen pristup bedrenoj kosti. Prijelom je izvrSen elektricnom oscilatornom pilom
(Aesculap, Njemacka) i ostricom Sirine 5 mm. U&vrS¢ivanje fragmenata bedrene kosti
napravljeno je uvodenjem cCeli€nog intramedularnog klina (Krichner-ov pin) promjera
2 mm kroz distalni dio bedrene kosti kako bi se oCuvala pokretljivost uda u koljenu.
Nakon stabilizacije fragmenata rez na kozi saSiven je koristenjem Polysorb 2.0
(Ethicon, SAD) konca te je saSiveno mjesto dodatno tretirano Bivacin (Lek, Slovenija)
sprejem kako bi se smanijila moguénost infekcije. Za smanjenje bolova Zivotinje su
sliede¢a 2 dana dobivale karprofen (2 mg/kg, Caliprofen, Genera, Hrvatska)

supkutano jednom dnevno.

Rendgenske snimke Zivotinja snimljene su 4 i 8 tjedana nakon prijeloma pomocu
1076 mikro CT uredaja kako bi se procijenio tijek cijeljenja prijeloma. Nakon 8
tiedana zivotinje su zrtvovane te su prikupljene bedrene kosti za daljnju analizu
pomocu DXA i mikro CT uredaja te biomehani¢kog testiranja. Intramedularni klinovi
su izvadeni iz svih kostiju kako ne bi utjecali na rezultat prilikom snimanja na mikro

CT uredaju.

Analiza cijeljenja prijeloma kosti provedene je pomoc¢u CTAn programa. Podrucje od
interesa definirano je sa 200 presjeka, Sto je preracunato iznosilo 3,6 mm, oko mjesta
prijeloma. U definiranom podrucju izmjereni su parametri koStanog volumena (BV) i

povrsine (BS, od eng. bone surface) novostvorenog kostanog kalusa.

4.7. DINAMICKA HISTOMORFOMETRIJA

Osnova dinamicke histomorfometrije temelji se na principu vezanja kemijskih spojeva

koji imaju svojstvo fluorescencije za ione kalcija te posljedicne ugradnje u kost
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pomocu osteoblasta. U istrazivanju je koristena metoda dvostrukog oznacCavanja
koStane pregradnje kalceinom (103). Kalcein otoplijen u sterilnoj vodi u konacnoj
koncentraciji od 10 mg/ml zivotinjama je injiciran intraperitonealno u koli¢ini od 10
mg/kg 7 i 3 dana prije Zrtvovanja. Nakon Zrtvovanja kosti su fiksirane u 10%
puferiranoj otopini formaldehida u trajanju od 48 sati. Nakon fiksacije uzorci su
uklopljeni u materijal metil-metakrilat kako bi se mogli rezati na mikrotomu bez
potrebe za dekalciniranjem kosti. Uzorci su rezani na mikrotomu (Leica, Njemacka) te
je debljina rezova iznosila 5 ym. Prerezi Zivotinja starih 2 mjeseca su bojani Masson
trichrome tehnikom dok su prerezi zivotinja starih 12 mjeseci bojani Goldner
tehnikom (104) i pokrivena HistoMount (Invitrogen, SAD) otopinom. Slike preparata
su zabiljezene pomocu fluorescentnog mikroskopa (Olympus, Japan) dok je mjerenje
parametara napravljeno pomoc¢u OsteoMeasure XP (Osteometrics, SAD) programa.
Dobiveni parametri obuhvacali su tkivhe parametre debljine trabekula (Th.Th.), broja
trabekula (Th.N.), razmaka izmedu trabekula (Tb.Sp.), broj osteoblasta (N.OB/BS,
eng. number of osteoblasts/bone surface) i broj osteoklasta (N.Oc/BS, eng. number
of osteoclasts/bone surface). Odabrane 2 vremenske toCke primjene kalceina u
Zivotinja omogucile su pracenje vremenski i prostorno odijeljene aktivnosti
osteoblasta u stvaranju nove kosti, koja je bila vidljiva u obliku 2 odvojene
fluorescentne fronte stvaranja kosti. 1z tog svojstva izmjereni su parametri stope
stvaranja kosti (BFR, od eng. bone formation rate) i stope odlaganja minerala u kost

(MAR, od eng. mineral apposition rate).

4.8. BIOMEHANICKO TESTIRANJE KOSTI

Biomehanicka svojstva bedrene kosti WZ-5HT Zivotinja testirana su ex vivo pomocu
uredaja Texture Analyzer TA.HD Plus (Texture Technologies, SAD). Testovi su
ukljucivali test uvijanja u 3 toCke (eng. three point bending test) za analizu kortikalne
kosti i test udubljenja (eng. indentation test) za analizu trabekularne kosti. Test
uvijanja u 3 toCke proveden je tako Sto je bedrena kost stavljena na 2 paralelna
nosata medusobno udaljena 15 mm. Nakon toga je pokrenut test s definiranim
parametrima (Tablica 1) prema kojima se sonda spustala i vrSila pritisak na sredinu
trupa bedrene kosti dok je uredaj mjerio silu u vremenu potrebnu za prijelom kosti.
Kod kostiju iz pokusa s cijeljenjem prijeloma, sonda je spustana na mjesto prijeloma,

kako bi se analizirala ¢vrsto¢a zacijeljene kosti. Prema dobivenim dijagramima
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naprezanja kosti se mozZe zakljuciti je li kost krhka, u slu€aju previSe minerala,

elasti¢na, u slu€aju previSe kolagena, ili gumasta, u slu€aju premalo minerala (Slika

13). Prilikom mjerenja uredaj je iscrtavao graf mjerenja sile po duZini prijedenog puta

sonde (Slika 14) iz kojeg su izraCunati parametri za najvece opterecenje (N), krutost

(N/mm) kao nagib krivulje i zZilavost kosti kao energiju oslobodenu prilikom prijeloma

(mJ).

Tablica 1. Parametri koriSteni u testu uvijanja u 3 to¢ke kortikalne kosti.

Test uvijanja u 3 tocke

Testni mod

Kompresija

Brzina prije poCetka testa

1 mm/sekunda

Testna brzina spustanja sonde

0,1 mm/sekunda

Testna udaljenost 1,5mm
Sila koja pokrece test 5G
Krhka
= _— Elasti¢na
)
= o
&
/,., ..... T Gumasta
DEFORMACIJA (mm)
Slika 13. Dijagram naprezanja kostiju razliitih svojstava. Iz

pritisak/deformacija se mogu razlikovati krhke, elasti¢ne i gumaste kosti.

Sila(N)

Udaljenost

mm)

krivulja

Slika 14. Krivulja pritisak/deformacija dobivena za test uvijanja u 3 toCke kortikalne
kosti napravljen na Texture Analyzer HD.Plus uredaju.
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Kako bi se u testu udubljenja analiziralo jednako podrucje u svim kostima, nakon
testa uvijanja u 3 toCke uzet je distalni fragment bedrene kosti i izmjereno je 10 mm
proksimalno od kondila te je fragment na ovom mjestu ispiljen kako bi se dobila ravna
povrSina. Fragment je zatim postavljen u drza€ kako bi okrugla sonda promjera 2 mm
mogla uéi u medularni kanal kosti. Nakon toga je pokrenut test s definiranim
parametrima (Tablica 2) prema kojima je sonda prodirala u medularni kanal, a uredaj
je mjerio silu po duzini prijedenog puta sonde potrebnu za lom trabekularne kosti
(Slika 15). Iz dobivenih grafova su izraCunati parametri za najvece opterecenje (N),
krutost (N/mm) kao nagib krivulje i Zilavost trabekularne kosti kao energiju
oslobodenu prilikom prijeloma (mJ). Ukupna kompresivna C¢vrsto¢a (o) je mjera
otpornosti trabekularne kosti na smanjenje volumena. lzraCunata je kao omjer sile
primijenjene okomito na popreéni presjek trabekularne kosti, prema formuli o=F/r?m,

gdje je F najveca sila primijenjena na trabekularnu kost, a r je polumjer sonde (1mm).

Tablica 2. Parametri koriSteni u testu udubljenja trabekularne kosti.

Test udubljenja
Testni mod Kompresija
Brzina prije pocCetka testa 1 mm/sekunda
Testna brzina spustanja sonde 0,1 mm/sekunda
Testna udaljenost 5mm
Sila koja pokrece test 5G

Sila(N)

Udaljenost (mm)

Slika 15. Krivulja pritisak/deformacija dobivena za test udubljenja trabekularne kosti
napravljen na Texture Analyzer HD.Plus uredaju.

35



4.9. HORMONALNI STATUS WZ-5HT STAKORA

Prilikom odredivanja koli¢ine hormona u krvi WZ-5HT Zivotinja fokus je stavljen na
hormone koji utjeCu na metabolizam kosti i metabolizam glukoze. Hormoni su mjereni

u plazmi WZ-5HT Stakora pomocu komercijalno dostupnih ELISA kompleta.

Uzorci Stakorske krvi prikupljeni su vadenjem iz retro-orbitalnog pleksusa oka
pomoc¢u staklenih kapilara. Prilikom vadenja Zzivotinje su blago anestezirane
intraperitonealnim injiciranjem ketamina (0,5 ml/kg) i izvadeno 1 ml krvi. Kako bi se
prikupila plazma, uzorci krvi su vadeni u Vacutainer® epruvete (BD, SAD) volumena
2,8 ml presvuCene EDTA antikoagulansom, dok su uzorci seruma izvadeni u
Vacutainer® epruvete (BD, SAD) za odvajanje seruma. Unutar 30 minuta od vadenja
krv je centrifugirana 15 minuta pri 1000 x g i 4°C. Uzorci plazme ili seruma su

odvojeni u manje volumene od 200 ul i pohranjeni na -80°C do daljnjeg koristenja.

ELISA metoda se temelji na prepoznavanju odredene molekule specifi€nim
protutijelima i provodi u plo€icama s 96 bazenci¢a. Dno bazencica je prekriveno
protutijelima koja ¢e specificno vezati odredeni protein. Uzorci, standardi i kontrole
nanose se na plo€icu te se nakon perioda inkubacije ispiru pri ¢emu se uklanjaju
slabo vezani proteini. Kako bi se otkrila prisutnost vezanih proteina, u svaki se
bazen€i¢ dodaju sekundarna protutijela konjugirana s enzimom, naj¢esée
peroksidazom ili alkalnom fosfatazom. Nakon odredenog inkubacijskog razdoblja,
otopina sa sekundarnim protutijelima se ispire te se konacno dodaje supstrat za
enzim. Tijekom inkubacije u mraku, nastaje reakcija izmedu enzima i supstrata,
odnosno enzimi metaboliziraju supstrat te se pojavljuje obojenje u bazencicu
proporcionalno koncentraciji mjerenog proteina u plazmi. U trenutku dovoljnog
obojenja se reakcija prekida te se ocitava opticka gustoéa pri odredenoj valnoj duZzini.
Na osnovi vrijednosti optickih gustoéa standarda izraCunava se standardna krivulja iz

koje se zatim raCunaju koncentracije uzoraka.

Tablica 3. ELISA kompleti koristeni u odredivanju hormonalnog statusa zivotinja.

ELISA komplet Uzorak Kataloski broj Proizvodac
Estrogen Plazma MBS703614 MyBioSources, SAD
PTH Plazma 60-2500 Immutopics, SAD
1,25(0H),D; Serum MBS704153 MyBioSources, SAD
Inzulin Plazma MBS702460 MyBioSources, SAD

36



Sva mjerenja ELISA kompletima (Tablica 3) napraviljena su prema uputama
proizvodaca. Vrijednosti apsorbancija uzoraka prilikom koriStenja ELISA kompleta
izmjerena su koristeéi BioTek EL808 (BioTek, SAD) cita¢ mikrotitarskih plocCica pri
valnoj duljini od 450 nm. lzmjerene vrijednosti apsorbancije za sve komplete
odredene su u dvostrukim uzorcima (duplikatima) te je za daljnje raCunanje koristena
srednja vrijednost. Kako bi se izraCunala vrijednost koncentracije hormona u

uzorcima koriStena je krivulja standarda i nelinearna regresija sa 4 parametra.

4.10. BIOKEMIJSKI PROFIL WZ-5HT STAKORA

Biokemijski parametri krvi WZ-5HT Zivotinja izmjereni su na Roche Cobas 6000
(Roche, Njemacka) klinickom kemijskom analizatoru. Svi reagensi, standardi i
kontrole koriSteni u mjerenju su dobavljeni od tvrtke Roche i napravljeni su za rad
navedenim uredajem. Kalcij je izmjeren o-kresolftalein spektrofotometrijskom
metodom (105). Koli€¢ina fosfata u serumu izmjerena je spektrofotometrijski
koriStenjem molibden metode. Kolesterol u plazmi izmjeren je spektrofotometrijski
pomocu metode s kolesterol oksidazom. Za mijerenje ftriglicerida koriStena je
enzimatska reakcija, dok je HDL direktno izmjeren spektrofotometrijski. Prilikom
mjerenja hemoglobina Alc kao markera dijabetesa, koriStena je turbidimetrijska

metoda.

4.11. TEST OPTERECENJA GLUKOZOM | INZULINOM

Testovima opterecenja glukozom (GTT, od eng. glucose tolerance test) i inzulinom
(ITT, od eng. insulin tolerance test) istrazena je regulacija unosa i metabolizma
glukoze u Zivotinja s promijenjenom homeostazom 5-HT-a. Prije izvodenja testova
Zivotinjama je uklonjena hrana, za GTT preko noci, dok je prilikom izvodenja ITT-a
hrana uklonjena 6 sati prije izvodenja. Uskraéivanje hrane Zivotinjama je provedeno
kao bi se ustalile vrijednosti te kako konzumacija hrane ne bi utjecala na izmjerene
vrijednosti glukoze i inzulina. Kao direktan pokazatelj u oba testa mjerena je
koncentracija glukoze u krvi WZ-5HT Stakora. Na vrhu repa Zivotinje napravljena je
sitha ozljeda sterilnim skalpelom i glukoza je mjerena iz kapi krvi ru€nim monitorom i

trakicama za mjerenje glukoze (Abbot, SAD).
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4.11.1. TEST OPTERECENJA GLUKOZOM

Test optereenja glukozom je standardan test ucinkovitosti inzulina u smanjenju
poviSenih razina glukoze u krvi. U WZ-5HT Stakora je intraperitonealno injicirana
glukoza jednokratnom dozom od 1g/kg u volumenu od 1 ml fizioloSke otopine. Razina
glukoze u krvi je mjerena u vremenskim toCkama prije injiciranja, 30, 60, 90 i 120
minuta nakon injiciranja. Prije injiciranja Zivotinjama je izvadeno 500 pl krvi iz retro-
orbitalnog pleksusa oka u Microtainer® epruvete s EDTA (BD, SAD) kao

antigoagulansom zbog uzimanja plazme za mjerenje razine inzulina.

4.11.2. TEST OPTERECENJA INZULINOM

Test optereCenja inzulinom imao je za cilj pokazati ucCinkovitost povecane
koncentracije inzulina u cirkulaciji na unos glukoze iz krvi u stanice. U Zivotinja WZ-
5HT Stakora je intraperitonealno jednokratno injicirana 1 1U/kg inzulina (Humalog, Eli
Lilly, Svicarska) u volumenu od 1 ml fizioloske otopine. Razina glukoze u krvi je

mjerena u vremenskim toCkama prije injiciranja, 30, 60 i 180 minuta nakon injiciranja.

4.12. STANICNA KULTURA
4.12.1. PRIMARNA KULTURA OSTEOBLASTA

Kostana srz je prikupljena propuhivanjem bedrene i goljeni¢ne kosti od po 2 Stakora
iz 5HT-visoke i 5HT-niske sublinije starosti 3 mjeseca a-modificiranim esencijalnim
medijem (a-MEM, Lonza, Belgija) kroz sterilnu iglu. Nakon centrifugiranja 5 minuta
pri 300 x g suspenzija stanica je profiltrirana kroz stani¢no sito. Stanice su izbrojane
pomocu tripan plavo metode i nasadene u plocice s 24 bazenci¢a (Falcon, SAD) u
konadnoj gusto¢i od 1x10° stanica/ml/bazenciéu. Stanice su nasadene u a-MEM
mediju u koji je dodan 1% penicilin i streptomicin (Gibco, SAD) i 10% dijalizirani
fetalni govedi serum (FBS; Invitrogen, SAD). Upotreba dijaliziranog seruma je klju¢na
zbog uklanjanja 5-HT koji postoji u obicnom serumu, kako bi dobiveni rezultati bili
utiecaj samo dodanog 5-HT u staniénu kulturu. Cetvrti dan od postavljanja primarne
kulture promijenjeno je pola volumena medija u bazenci¢ima. Sedmi dan od
postavljanja kulture medij je promijenjen u potpunosti u svakom bazencicu te je
dodan 10mM B-glicerofosfat (Sigma, SAD) i 50 ug/ml askorbinske kiseline (Sigma,
SAD) kako bi se diferencirale osteoblastiCne stanice. Nakon toga je svaki treCi dan
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mijenjano pola volumena medija do 21. dana nakon uspostavljanja kada je kultura

terminirana radi daljnje analize genskog izrazaja.

4.12.2. TRETMAN OSTEOBLASTA

Stanice izolirane iz koStane srzi nasadene su u a-MEM mediju u koji je dodan 1%
penicilin i streptomicin (Gibco, SAD), 10% dijalizirani fetalni govedi serum (FBS;
Invitrogen, SAD) te 5-HT (Sigma, SAD) u konaénoj koncentraciji od 100nM, dok u
kontrolnu kulturu nije dodavan 5-HT. Cetvrti dan od postavljanja primarne kulture
promijenjeno je pola volumena medija u bazenci¢cima. Sedmi dan od postavljanja
kulture medij je promijenjen u potpunosti u svakom bazenci¢u te je dodan 10mM -
glicerofosfat (Sigma, SAD) i 50 pg/ml askorbinske kiseline (Sigma, SAD) kako bi se
potaknula diferencijacija osteoblasta. Nakon toga je svaki tre¢i dan mijenjano pola
volumena medija do diferencijacije u zrele osteoblaste u kulturu 17 dana nakon
uspostavljanja kada je dodan inzulin (Humalog®, Eli Lilly, Svicarska) u konaé&noj
koncentraciji od 1uM. Tako tretirana kultura terminirana je 21 dan nakon

uspostavljanja radi daljnje analize genskog izrazaja.

4.12.3. PRIMARNA KULTURA OSTEOKLASTA

Kostana srz je prikupljena propuhivanjem prikupljene bedrene i goljeni¢ne kosti od po
2 Stakora iz 5HT-visoke i 5HT-niske sublinije starosti 3 mjeseca a-modificiranim
esencijalnim medijem kroz sterilnu iglu. Nakon centrifugiranja 5 minuta pri 300 x g
suspenzija stanica je profiltrirana kroz staniCno sito. Stanice su izbrojane pomo¢
tripan plavo metode i nasadene u ploCice sa 48 bazencica (Falcon, SAD) u konac¢noj
gustoéi od 7,5%10° stanica/0,5ml/bazenéi¢u. Stanice su nasadene u a-MEM mediju u
koji je dodan 1% penicilin i streptomicin (Gibco, SAD), 10% dijalizirani fetalni govedi
serum (FBS; Invitrogen, SAD), 20 ng/ml RANKL (R&D, SAD) i M-CSF (R&D, SAD)
za potpunu diferencijaciju osteoklasti¢nih stanica do Sestog dana nakon

uspostavljanja kad je kultura terminirana radi daljnje analize genskog izrazaja.

4.12.4. TRETMAN OSTEOKLASTA

Za tretman osteoklasti¢nih stanica kostana srz je izolirana iz neselektiranih WZ-5HT
Stakora starosti 3 mjeseca. Nakon izolacije iz koStane srzi stanice su nasadene u a-
MEM mediju u koji je dodan 1% penicilin i streptomicin (Gibco, SAD) i 10% dijalizirani
fetalni govedi serum (FBS; Invitrogen, SAD), 20 ng/ml RANKL (R&D, SAD) i M-CSF

(R&D, SAD) te 5-HT (Sigma, SAD) u konac¢noj koncentraciji od 100nM ili/i inzulin
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(Humalog®, Eli Lilly, Svicarska) u konacnoj koncentraciji od 1 uM. Sestog dana
nakon uspostavljanja je kultura terminirana radi daljnje analize utjecaja terapije na

genski izraZaj osteoklasti¢nih markera.

4.13. 1IZOLACIJA UKUPNE RNA 1Z STANICA

Za analizu genskog izrazaja stanica izolirana je ukupna RNA iz uzoraka pomocu
Trizol otopine (Invitrogen, SAD). Na stanice u kulturi je dodano 1 ml Trizol otopine te
su stanice odvojene s podloge pomocu strugaCa i prebaCene u sterilne
mikroepruvete od 1,5 ml (Eppendorf, Njemacka). Uzorci u mikroepruvetama su
smrznuti na 24 sata na temperaturi od -80°C. Prilikom izolacije RNA na 1 ml
koriStene otopine Trizol dodano je 200 ul kloroforma (Kemika, Hrvatska) te je uzorak
centrifugiran 10 minuta pri 12 000 x g i 4°C. Izdvojena vodena faza prebacena je u
nove mikroepruvete gdje je RNA izdvojena iz otopine dodavanjem 500 pl
izopropanola (Kemika, Hrvatska) te je oborena na dno mikroepruvete
centrifugiranjem 10 minuta pri 12 000 x g i 4°C. Supernatant je odbacen, a talog RNA
je procisc¢en dodavanjem 1 ml 75% etanola nakon Cega je uslijedilo mijeSanje uzorka
i centrifugiranje 5 minuta pri 10 000 x g i 4°C. Supernatant je ponovo odbacen, dok je
talog osusen u vremenskom periodu od 15 minuta pri 37°C kako bi se uklonili tragovi
etanola. Talog je otopljen u odgovarajucem volumenu sterilne vode tretirane dietil
pirokarbonatom (DEPC, Sigma, SAD) te inkubacijom u termomikseru (Eppendorf,
Njemacka) pri 50°C do potpunog otapanja. Nakon otapanja pripremljena su
razriedenja uzoraka u omjeru 1:100 za mjerenje koncentracije i CistoCe izolirane
RNA. Mijerenjem apsorbancije uzoraka pri 260 nm uredajem Biophotometer
(Eppendorf, Njemacka) izmjerena je koncentracija RNA, dok je vrijednost Cistoce

dobivena omjerom apsorbancija izmjerenih pri 260 nm i 280 nm (A260/280)-

4.14. PREVODENJE RNA U KOMPLEMENTARNU DNA

Za uklanjanje ostataka DNA u izoliranim uzorcima RNA koriSten je enzim DNaza |
(Invitrogen, SAD). U 25 yl uzorka RNA dodano je 0,5 pyl enzima DNaza | te su uzorci
inkubirani 60 minuta na temperaturi od 37°C.
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Komplementarna DNA (eng. cDNA) dobivena je prepisivanjem 1 ug ukupne RNA
koriStenjem kompleta za reverznu transkripciju (Applied Biosystems, SAD) s oligo-dT
poCetnicama €ime je osigurano prepisivanje samo glasnicke RNA (mRNA, od eng.
messenger RNA). Sastav reakcijske smjese prilikom reverzne transkripcije
napravljen je prema uputama proizvodaca (Tablica 4). U reakcijsku smjesu je dodan
izracunati volumen RNA za svaki uzorak u kojem je bio 1 ug ukupne RNA i
dopunjena je reakcijska smjesa steriinom H,O do ukupnog volumena od 10 pl.
Reakcija prepisivanja napravljena je u GeneAmp Thermal Cycler 2400 (Perkin-Elmer,
SAD) uredaju. Pocetni korak reakcije je inkubacija uzorka RNA 10 minuta pri 25°C
tijekom kojeg je doSlo do sparivanja oligo-dT pocetnica s kalupom RNA. Uslijedio je
korak produzenja lanaca cDNA pri 37°C tokom 120 minuta. Zadnji korak je bio
odvajanje enzima reverzne transkriptaze od kalupa RNA u uvjetima visoke
temperature gdje je uzorak inkubiran pri 85°C tokom 5 minuta. Nakon prepisivanja,
cDNA je razrijedena u omjeru 1:2 koristec¢i sterilni 1x TE pufer, za inhibiciju DNaza
enzima koji bi mogli degradirati uzorak, te je pohranjena na -20°C do analize izrazaja

gena.

Tablica 4. Reakcijska smjesa za reverznu transkripciju uzorka ukupne RNA.

Komponenta kompleta Volumen (ul)
100x RT pufer 2,0
25x dNTP (100 mM) 0,8
50uM oligo dT primer 1,0
MultiScribe reverzna transkriptaza, 50
U/ pl 1.0
DEPC - H,O X
RNA (1ug) X
Ukupni volumen reakcijske smjese 10,0

4.15. ANALIZA IZRAZAJA GENA

lzrazaj gena analiziran je metodom lanCane reakcije polimeraze (PCR, od eng.
polymerase chain reaction) u stvarnom vremenu koriStenjem kompleta LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green (Roche, Svicarska) i uredaja Light Cycler 1.5
(Roche, Svicarska). Metoda se temelji na umetanju boje SYBR Green | u dvolan&anu
strukturu molekule DNA. Boja apsorbira plavo svjetlo pri valnim duljinama od 497 nm

dok emitira zeleno svjetlo pri valnim duljinama od 520 nm, §to je svojstvo koje koristi
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LightCycler uredaj za mjerenje fluorescencije. Prilikom eksponencijalnog umnaZzanja
DNA molekule eksponencijalno raste i umetanje SYBR boje. Nakon prelaska
vrijednosti praga (Ct, od eng. cycle treshold) uredaj biljezi to€nu vrijednost ciklusa za
kasniju analizu. Sastav reakcijske smjese za PCR u stvarnom vremenu prikazan je u
Tablici 5.

Tablica 5. Reakcijska smjesa LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green
kompleta za analizu genskog izrazaja u uzorku cDNA.

Komponenta kompleta Volumen (uL)
DEPC - H,O 51
SYBR mix 2
25uM 5'-3' pocetnica 0,2
25uM 3'-5' pocetnica 0,2
cDNA 2,5
Ukupni volumen reakcijske smjese 10,0

Nakon denaturacije cDNA na 95°C tijekom 10 minuta, uslijedilo je 40 ciklusa
umnazanja DNA po slijede¢em obrascu: denaturacija lanca DNA pri 95°C tijekom 10
sekundi, vezanje pocetnice na odsjecke DNA pri 60°C tijekom 5 sekundi i sinteza
komplementarnog lanca pri 72°C tijjekom 10 sekundi. Nakon umnazanja slijedila je
analiza temperature mekSanja DNA (Tm, od eng. melting temperature) koja je mjerilo
specificnosti po€etnica i produkta nastalog u PCR reakciji. Pri analizi se temperatura
u uredaju podize od 70°C do 95°C u koracima od 0,5°C u 10 sekundi. Prilikom
svakog povecanja temperature uredaj mjeri fluorescenciju. Ako su pocetnice za
analizu gena specifi¢ne, svi uzorci ¢e imati jednaku temperaturu meksanja. Geni od
interesa kao i nukleotidni slijed poc€etnica koji su analizirani prikazani su u Tablici 6,
dok je kao ,housekeeping” gen koriSten B-aktin. Svi uzorci naneseni su u kao
dvostruki uzorci (duplikati), a za daljnju analizu uzeta je srednja vrijednost dobivenih

vrijednosti.
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Tablica 6. Nukleotidni slijed poCetnica koristenih u analizi izrazaja gena.

Gen Ime gena Smijer 5'-3' Smjer 5'-3'
5-Htt 5-HT prijenosnik TCTGAAAAGCCCCACTGGACT TAGGACCGTGTCTTCATCAGGC
Triptofan
Tphl ] ] AGCATAACCAGCGCCATGAA GGCATCATTGACGACATCGAG
hidroksilaza 1
5-HT receptor
5Ht-1B 1B TGGCGTCAAGCCAAAGCGGA AACTGGGCTCGGGTCAAGCG
5-HT receptor
S5Ht-2A oA TTCACCACAGCCGCTTCAA ATCCTGTAGTCCAAAGACTGGGATT
5-HT receptor
5Ht-2B B GGCTGATTTGCTGGTTGGATTG GGGCCATGTAGCCTCAAACATG
Ocn Osteokalcin AAGCCCAGCGACTCTGAGTCT CCGGAGTCTATTCACCACCTTACT
Alkalna
Alph TGAATCGGAACAACCTGACTGA TTCCACTAGCAAGAAGAAGCCTTT
fosfataza
Kisela fosfataza
Trap otporna na ACGCCAATGACAAGAGGTTC AGGTGATCATGGTTTCCAGC
tartarat
Ctsk Katepsin K AGACGCTTACCCGTATGTGG CACTGCTCTCTTCAGGGCTT
B-aktin Beta aktin GCGCAAGTACTCTGTGTGGA ACATCTGCTGGAAGGTGGAC

Za analizu relativnog izrazaja gena koriStena je komparativna AACT metoda (106).
Metoda se temelji na principu mjerenja vrijednosti praga ciklusa (Ct). U svakom
uzorku izmjerene su vrijednosti za ,housekeeping” gen (HKG), gen koji ima stalan
izraZaj bez obzira na uvjete okoline, kao i za gen od interesa (GOI). Vrijednosti Ct za
»housekeeping“ gen koristene su za normalizaciju izrazaja gena od interesa tako da
je od Ct vrijednosti za GOI oduzeta Ct vrijednost HKG. Normalizirane vrijednosti
genskog izraZzaja su za stanice izolirane iz 5HT-niske sublinije postaviljene kao
kontrolne vrijednosti, dok su vrijednosti genskog izraZaja za stanice iz 5HT-visoke
sublinije izraCunate u odnosu na 5HT-nisku subliniju. Kako bi se dobile relativhe
vrijednosti promjene genskog izrazaja, od normalizirane Ct vrijednosti GOI oduzeta je
normalizirana Ct vrijednost GOl iz 5HT-niske sublinije te su te vrijednosti

eksponencijalno uvec¢ane za negativnu vrijednost prema formuli:

Promjena izraiaja gena — 2—AAnormaIizirana CT vrijednost
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4.16. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Dobiveni podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija za svaki
promatrani parametar. Sve statistiCcke analize uCinjene su s programom Statistica 10
(StatSoft, USA). Normalna razdioba vrijednosti potvrdena je Kolmorgorov-Smirnov
testom za sve dobivene podatke. Podaci o koncentraciji 5-HT-a u trombocitima,
koStanoj mineralnoj gusto¢i, mikro CT, histomorfometrijskim i biomehani¢kim
parametrima, kao i biokemijskim i hormonalnim profiliranjem Zivotinja te analizom
izrazaja gena u osteoblastiCnih i osteoklasti¢nih stanica analizirani su primjenom
Student t-testa. Razina znacajnosti a postavljena je na 0,05 i svi koristeni testovi bili
su dvosmjerni.
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5. REZULTATI

5.1. FENOTIPSKA OBILJEZJA

Zbog jasno izrazenog spolnog dimorfizma, nisu direktno usporedivane Zzivotinje
muskog spola sa Zivotinjama Zenskog spola. U ovom istrazivanju promatrane su
generacije F11 do F17 WZ-5HT $takora oba spola i starosti 2, 4 i 12 mjeseci. Broj
promatranih jedinki u 2 mjeseca starih Zivotinja iznosio je 6 po subliniji za oba spola.
U 4 mjeseca starih Zivotinja broj zenki iznosio je 10, dok je kod muzjaka promatrano
8 zivotinja po subliniji. U 12 mjeseci starih Zivotinja broj promatranih jedinki iznosio je

6 po subliniji za oba spola.

Osnovni parametar prema kojem su razdvojene sublinije WZ-5HT Stakora je koli€ina
5-HT-a u trombocitima. Kod Zivotinja oba spola koli¢ina 5-HT-a u trombocitima 5HT-
visoke sublinije bila je zna¢ajno visa (Student t-test, p<0,05) u odnosu na 5HT-nisku
subliniju. Mjerenjem mase Zzivotinja ustanovljena je razlika izmedu 5HT-visoke | 5HT-
niske sublinije od najranije dobi jer su kod Zivotinja oba spola primijecene znacajne
razlike u tjelesnoj masi (Student t-test, p<0,05). Zna€ajnu razliku u masi pratila je i
razlika u duzini bedrene kosti Cije je mjerenje pokazalo da Zivotinje oba spola iz 5HT-
visoke sublinije imaju znacajno (Student t-test, p<0,05) duZe bedrene kosti u odnosu

na zivotinje iz 5HT-niske sublinije (Tablica 7 i 8).

Tablica 7. Fenotipska obiljezja muzjaka WZ-5HT Stakora. Tjelesna masa, duzina
bedrene kosti i koncentracija 5SHT u trombocitima u sve tri promatrane zZivotne dobi.

Duzina 5HT u
Dob Sublinija Masa (g) bedrene kosti trombocitima
(mm) (ng/mg proteina)
2 mjeseca 5HT-visoka 246,9+7,1* 33,4 +0,37* 2,11 +0,22*
(N=6) 5HT-niska 228,3+16,6 32,48 +0,71 0,97 +0,16
4 mjeseca 5HT-visoka 378,6 +33,7* 37,92 +0,74* 1,59 +0,2*
(N=8) 5HT-niska 352,6+22,3 36,46 % 0,81 0,84 +0,14
12 mjeseci 5HT-visoka 551,7 +39,7* 40,87 + 0,68* 1,43 +0,14*
(N=6) 5HT-niska 508,3+22,1 39,08 + 0,91 0,71+ 0,14

* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija
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Tablica 8. Fenotipska obiljezja zenki WZ-5HT Stakora. Tjelesna masa, duzina
bedrene kosti i koli¢ina 5HT u trombocitima u sve tri promatrane Zivotne dobi.

Duzina 5HT u trombocitima
Dob Sublinija Masa (g) bedrene kosti .
(ng/mg proteina)
(mm)

2 mjeseca 5HT-visoka  213,3+15,1* 33,23+ 1,18* 1,95 + 0,19*
(N=6) 5HT-niska 1975+ 7,6 31,38 + 0,71 0,86 + 0,06
(N=10) 5HT-niska 218,2 + 12,1 32,21+ 0,98 0,84 + 0,13
12 mjeseci 5HT-visoka  293,8 +23,97* 36,17 + 0,85* 1,50 £ 0,10*
(N=6) 5HT-niska 265,9 + 17,2 35,01 + 0,62 0,79 + 0,15

* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija

5.2. KOSTANA MINERALNA GUSTOCA

U muzjaka WZ-5HT Stakora 2 i 4 mjeseca stare zivotinje s poviSsenom koli¢inom 5HT-
a su imale znacajno smanjenu (Student t-test, p<0,05) koStanu mineralnu gustocu
bedrene kosti (Slika 16A) i treCeg lumbalnog kraljeSka (Slika 16B). Kod 12 mjeseci
starih muZjaka mineralna gustoéa kosti je bila snizena u 5HT-visokih Zivotinja, ali
razlika nije bila statistiCki zna€ajna na mjestu bedrene kosti u odnosu na 5HT-niske
zivotinje (Slika 16A i 16B).
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Slika 16. KoStana mineralna gustoc¢a bedrene kosti (A) i 3. lumbalnog kraljeSka (B) u
muskih WZ-5HT Stakora.
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Mjerenjem kostane mineralne gustoce bedrene kosti (Slika 17A) i treCeg lumbalnog
kraljeSka (Slika 17B) u Zenki WZ-5HT Stakora dobivena je znacajna razlika (Student
t-test, p<0,05) izmedu sublinija u 2 i 4 mjeseca starih Zivotinja gdje su Zivotinje s
poviSenom razinom S5HT-a imale smanjenu gustocu. Kod 12 mjeseci starih Zenki
mineralna gustoc¢a bedrene kosti i treceg lumbalnog kraljeSka je bila snizena u 5HT-
visoke sublinije, ali razlika nije bila statisticki znaCajna u odnosu na 5HT-niske
Zivotinje (Slika 17A 1 17B).
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Slika 17. KoStana mineralna gustoca bedrene kosti i 3. lumbalnog kraljeSka u Zzenskih
WZ-5HT Stakora.

5.3. UTJECAJ SEROTONINA NA KORTIKALNU KOST

Analizom ukupnog tkivhog volumena kortikalne kosti dobivena je znacCajna razlika
(Student t-test, p<0,05) izmedu 5HT-visoke i 5SHT-niske sublinije za muzjake u svim
dobnim skupinama (Tablica 9 i Slika 18). lzmedu koStanog volumena, kao i debljine
kortikalne kosti, nije utvrdena znacajna razlika izmedu sublinija u promatranim
Zivotnim dobima. Ipak ukupna razlika u tkivom volumenu se odrazila na volumen
medularnog kanala te je utvrdena znacajna razlika u endostealnom volumenu kod

muzjaka starih 2, 4 i 12 mjeseci.
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Tablica 9. Vrijednosti parametara kortikalne kosti izmjerenih u muskih WZ-5HT

Stakora na lokaciji distalne bedrene kosti.

Dob Sublinija TV (mm®) BV (mm?®) EV (mm°) Co.Th (mm)

2 5HT-visoka 17,17 £ 0,97 8,66 £ 0,67 8,51 £ 0,99* 0,400 £ 0,033
mjeseca 5HT-niska 15,59 + 0,63 9,28+ 0,78 6,31 £ 0,66 0,418 £ 0,017

4 5HT-visoka 19,99 +1,18* 11,22+0,71 8,77 £0,58* 0,631 £ 0,020
mjeseca 5HT-niska 17,02 £+ 1,27 10,32+ 0,58 6,70 £ 0,95 0,640 + 0,020

12 5HT-visoka 23,42+0,99* 14,22+093 9,20 +0,53* 0,793 + 0,048
mjeseci 5HT-niska 22,19+ 0,44 14,04 + 0,63 8,15+ 0,53 0,809 £ 0,044

* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija

2 mjeseca 4 mjeseca 12 mjeseci

5HT-visoka

5HT-niska

Slika 18. Prikaz kortikalne kosti analizirana mikro CT-om u muZjaka WZ-5HT Stakora.

Kod Zenki WZ-5HT Stakora analizom ukupnog tkivhog volumena kortikalne kosti

dobivena je znacajna razlika (Student t-test, p<0,05) izmedu 5HT-visoke i 5HT-niske
sublinije u svim dobnim skupinama (Tablica 10 i Slika 19). Analizom samog kostanog
volumena, kao i debljine kortikalne kosti, nije utvrdena znacajna razlika izmedu
sublinija u promatranim zivotnim dobima. Kao i kod muzjaka WZ-5HT Stakora,
ukupna razlika u tkivom volumenu se odrazila na volumen medularnog kanala te je
utvrdena znacajna razlika u endostealnom volumenu kod Zenki starih 2, 4 i 12
mjeseci.
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Tablica 10. Vrijednosti parametara kortikalne kosti izmjerenih u Zenskih WZ-5HT
Stakora na mjestu bedrene kosti.

Dob Sublinija TV (mm?®) BV (mm?®) EV (mm®  Co.Th (mm)

> 5HT-visoka 14,09 + 1,21* 783+050 6,26 +0,90* 0,544 + 0,024

mjeseca  5HT-niska 12,44 + 0,95 7,68 +0,39 4,76 +0,58 0,556 + 0,006

4 SHT-visoka 14,62 + 1,04* 868+048 594+0,74* 0,613 +0,026

mjeseca  5HT-niska 12,74 + 0,96 8,44 + 0,28 431+0,83 0,627 + 0,031

12 5HT-visoka 15,52 + 1,21* 9,73+0,95 5,80+0,70* 0,646 + 0,048

mjeseci  5HT-niska 14,77 + 1,07 9,78 + 0,61 499+061 0,664 +0,029
* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija

2 mjeseca 4 mjeseca 12 mjeseci

5HT-visoka

5HT-niska

Slika 19. Prikaz kortikalne kosti analizirane mikro CT-om u zenki WZ-5HT Stakora.

5.4. UTJECAJ SEROTONINA NA TRABEKULARNU KOST
PERIFERNOG KOSTURA

Analizom trabekularne kosti u podrucju distalnog dijela bedrene kosti u svim dobnim
skupinama muZjaka (Tablica 11) utvrdena je znacajna razlika (Student t-test, p<0,05)
izmedu 5HT-visoke i 5HT-niske sublinije u postotku trabekularnog kostanog
volumena. Uz smanjeni postotak trabekularnog kostanog tkiva Stakori iz SHT-visoke
sublinije imali su i veci razmak izmedu trabekula te manji broj trabekula u podrucju

distalnog dijela bedrene kosti. Prilikom analize nije utvrdena razlika u debljini
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trabekula izmedu sublinija u muzjaka. Izmjerene razlike u trabekularnoj kosti izmedu

sublinija uocCljive su u presjecima bedrene kosti (Slika 20) kao i na prikazima

trabekularne kosti izdvojene prilikom mikro CT analize (Slika 21).

Tablica 11. Vrijednosti parametara trabekularne kosti izmjerenih u muskih WZ-5HT
Stakora na mjestu distalne bedrene kosti.

Dob Sublinija BVITV (%) Th.Th (mm) Th.Sp (mm) Tb.N (mm™)
2 5HT-visoka 14,47 + 3,80* 0,101 +0,010 0,597 + 0,114* 1,007 + 0,212*
mjeseca 5H-niska 19,68 +3.14  0.105 £ 0.005 0,425 £+ 0,106 1,868 + 0,234
4 5HT-visoka 23,16 +3,60* 0,115+0,005 0,462 +0,066* 2,003 + 0,259*
mjeseca 5HT-niska 27,04 +3,66 0,113 £ 0,004 0,393 £ 0,077 2,383 £ 0,257
12 5HT-visoka 17,20+ 3,79* 0,103 +0,003 0,713 +0,144* 1,671+ 0,251*
mjeseci 5HT-niska 21,67+2,88 0,111+ 0,004 0,575 + 0,090 1,955 + 0,310
* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija
2 mjeseca 12 mjeseci

5HT-visoka

5HT-niska

4 mjeseca
e V1.

Slika 20. 3D prikaz izdvojenog podrtjéja trabekularne kosti distalnog dijela bedrene

kosti za mikro CT analizu kod muskih WZ-5HT Stakora.
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2 mjeseca 4 mjeseca 12 mjeseci

SHT-visoka

5HT-niska

Slika 21. Transaksijalni presjek kroz distalni dio bedrene kosti muskih WZ-5HT
Stakora. Strelicom je oznaCena analizirana trabekularna kost.

U Zenki je takoder u svim dobnim skupinama (Tablica 12) utvrdena znacajna razlika
(Student t-test, p<0,05) izmedu 5HT-visoke i 5HT-niske sublinije u postotku
trabekularnog kostanog volumena. Uz smanjeni postotak trabekularnog kostanog
tkiva Zenke Stakora iz 5SHT-visoke sublinije imale su i veci razmak izmedu trabekula
te manji broj trabekula u podrucju distalnog dijela bedrene kosti. Prilikom analize u
Zenki nije utvrdena razlika u debljini trabekula izmedu sublinija. |zmjerene razlike u
trabekularnoj kosti izmedu sublinija uocCljive su na prikazima trabekularne Kkosti
izdvojene prilikom mikro CT analize (Slika 22) kao i u presjecima bedrene kosti (Slika
23).
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Tablica 12. Vrijednosti parametara trabekularne kosti izmjerenih u zenskih WZ-5HT
Stakora na mjestu distalne bedrene kosti.

Dob Sublinja  BV/TV (%)  Tb.Th (mm) Th.Sp (mm) Th.N (mm™)

2 5HT-visoka 31,72 +3,24* 0,099+ 0,002 0,241+ 0,054* 3,208 + 0,283*
mjeseca  5HT-niska  37,35+3,95 0,097 +0,002 0,177 + 0,032 3,851 + 0,404

4 5HT-visoka 30,43 +2,88* 0,114+0,003 0,263 +0,034* 3,195+ 0,189*
mjeseca  5HT-niska 35,17 +3,39  0,111+0,002 0,209 + 0,049 3,913 + 0,286

12 5HT-visoka 20,18 +5,55* 0,121+0,006 0,771+ 0,204* 1,655 + 0,376*
mjeseci  5HT-niska 25,16+ 7,27 0,118+0,003 0,588 + 0,283 2,129 + 0,579

* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija
2 mjeseca 4 mjeseca 12 mjeseci

S5HT-visoka

5HT-niska

Slika 22. 3D prikaz izdvojenog podrucja trabekularne kosti distalnog dijela bedrene

kosti za mikro CT analizu kod Zzenskih WZ-5HT Stakora.
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Slika 23. Transaksijalni presjek kroz distalni dio bedrene kosti Zzenskih WZ-5HT
Stakora. Strelicom je oznaCena analizirana trabekularna kost.

5.5. UTJECAJ SEROTONINA NA TRABEKULARNU KOST
AKSIJALNOG KOSTURA

Analizom trabekularne kosti tijela treCeg kraljeSka u lumbalnom dijelu kraljeSnice
(L3)U svim dobnim skupinama u muzjaka WZ-5HT Stakora (Tablica 13) utvrdena je
znacajna razlika (Student t-test, p<0,05) izmedu 5HT-visoke i 5HT-niske sublinije u
postotku trabekularnog kostanog volumena. Uz smanjeni postotak trabekularnog
koStanog tkiva, Stakori iz skupine s povisenim 5-HT-om imali su i veci razmak izmedu
trabekula te manji broj trabekula u tijelu treCeg lumbalnog (L3) kraljeSka. Prilikom
analize nije utvrdena razlika u debljini trabekula izmedu sublinija WZ-5HT Stakora.
Sagitalni presjek kroz treCi lumbalni kraljeSak prikazuje izgled trabekularne kosti u

razliCitoj dobi muskih WZ-5HT Stakora (Slika 24). I1zmjerene razlike u trabekularnoj
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kosti izmedu sublinija uocljive su u prikazima L3 kraljeSka dobivenih mikro CT

snimanjem (Slika 25).

Tablica 13. Vrijednosti parametara trabekularne kosti tijela treCeg kraljeSka u
lumbalnom dijelu kraljeSnice izmjerenih u muskih WZ-5HT Stakora.

Dob Sublinija BV/TV (%) Tb.Th (mm) Th.Sp (mm) Tb.N (mm-1)

2 5HT-visoka 42,62 + 2,60* 0,125+ 0,003 0,261 £0,011* 3,024 + 0,075*

mjeseca 5HT-niska 46,71 + 3,21 0,130 £ 0,007 0,194 £ 0,013 3,641 £ 0,128

4 5HT-visoka 41,11 £ 1,92% 0,121 £ 0,002 0,218 £ 0,008* 3,392 £ 0,137

mjeseca 5HT-niska 47,95+ 1,94 0,123 £ 0,003 0,180 + 0,008 3,900 £ 0,084

12 5HT-visoka 39,48 + 3,07 0,111 £ 0,002 0,207 + 0,021* 3,167 £ 0,289*

mjeseci 5HT-niska 43,66 + 3,39 0,108 + 0,004 0,187 + 0,012 3,678 + 0,233
* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija

2 mjeseca 4 mjeseca 12 mjeseci

5HT-visoka

5HT-niska

Slika 24. Sagitalni presjek kroz treci kraljeSak (L3) lumbalnog dijela kraljeSnice u
muskih WZ-5HT Stakora. Strelicom je oznaCena analizirana trabekularna kost.
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Slika 25. 3D prikaz izdvojenog podrucja tijela kraljeSka kod muskih WZ-5HT Stakora.

U Zenki WZ-5HT Stakora (Tablica 14) utvrdena je znacCajna razlika (Student t-test,
p<0,05) izmedu 5HT-visoke i 5HT-niske sublinije u postotku trabekularnog kostanog
volumena. Uz smanjeni postotak trabekularnog kostanog tkiva, zenke Stakora iz
skupine s poviSenim 5-HT-om imale su i veCi razmak izmedu trabekula te manji broj
trabekula u tijelu treéeg lumbalnog (L3) kraljeSka. Prilikom analize nije utvrdena
razlika u debljini trabekula izmedu sublinija WZ-5HT Zenki Stakora. Sagitalni presjek
kroz tre¢i lumbalni kraljeSak prikazuje izgled trabekularne kosti u razliCitoj dobi
zenskih WZ-5HT S$takora (Slika 26). I1zmjerene razlike u trabekularnoj kosti tijela
kraljeSka izmedu sublinija uocljive su u prikazima L3 kraljeSka dobivenih mikro CT

snimanjem (Slika 27).

Tablica 14. Vrijednosti parametara trabekularne kosti tijela tre¢eg kraljeSka u
lumbalnom dijelu kraljeSnice izmjerenih u zenskih WZ-5HT Stakora.

Dob Sublinija BV/TV (%) Th.Th (mm) Th.Sp (mm) Th.N (mm-1)

2 5HT-visoka 45,77 +1,45* 0,121 £0,003 0,202 + 0,007* 3,772 £ 0,087*
mjeseca  5HT-niska 50,89 + 1,79 0,118 + 0,002 0,162 + 0,005 4,316 £ 0,146
4 S5HT-visoka  40,75+2,43* 0,124 £0,003 0,229 +0,011* 3,294 + 0,153*

mjeseca  5HT-niska 44,14 £1,70 0,121 + 0,003 0,197 £ 0,008 3,659 + 0,093

12 5HT-visoka 33,06+3,65" 0,121£0,004 0,311+0,050* 2,740 + 0,266*
mjesecl  sHT-niska  37,58+536  0,116+0,003 0,222+0,035 3,220 + 0,399

* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija

55
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Slika 26. Sagitalni presjek kroz treci kraljeSak (L3) lumbalnog dijela kraljeSnice u
Zenskih WZ-5HT Stakora. Strelicom je oznaCena analizirana trabekularna kost.

2 mjeseca

4 mjeseca
-5 = - _

12 mjeseci

5HT-visoka

S5HT-niska

Slika 27. 3D prikaz izdvojenog podrucja tijela kraljeSka kod Zenskih WZ-5HT Stakora.
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S.6. BIOMEHANICKA SVOJSTVA BEDRENE KOSTI WZ-5HT
STAKORA

5.6.1. TEST UVIJANJA U 3 TOCKE

Biomehanicka svojstva kortikalne kosti utvrdena su u Zenki WZ-5HT Stakora starih 2,
4 i 12 mjeseci testom uvijanja u 3 toCke. Pritiskom sonde na sredniji dio bedrene kosti
utvrdena je sila koja dovodi do loma kost (najvece opterecenje), krutost bedrene kosti

te Zilavost kao ukupna energija koja se oslobodi prilikom loma kosti.

U Zenki (Tablica 15) nije utvrdena razlika izmedu sublinija u najve¢em opterecenju
kao ni energiji oslobodenoj prilikom loma kostiju. Kod 5HT-visokih Zivotinja starih 2
mjeseca pronadeno je da je bedrena kost znaCajno elastiCnija (Student t-test,
p<0,05) u odnosu na Zivotinje s niskom razinom serotonina, dok u dobi od 4 i 12

mjeseci nije pronadena razlika medu sublinijama.

Tablica 15. Biomehanicka svojstva kortikalne kosti WZ-5HT Stakora.

NENTEEE Krutost >
Dob Sublinija opterecCenje Zilavost (mJ)
(N/mm)
(N)

_ 5HT-visoka 100.8 + 14.7 608.9 + 95.6* 180.9 +35.6

2 mjeseca
5HT-niska 97.0 £14.7 3921 £81.1 171.3 +37.8
_ 5HT-visoka 1121 £16.3 293.7 £76.3 2524 +37.3

4 mjeseca
5HT-niska 100.5 +20.3 301.8 £155.1 219.8 £394
5HT-visoka 117.3 +36.1 363.1 £120.0 2724 +46.6

12 mjeseci
5HT-niska 1279 +225 328.8 £74.8 291.3 £73.9

* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija

5.6.2. TEST UDUBLJENJA

Biomehanicka svojstva trabekularne kosti u Zzenki WZ-5HT Stakora starih 2, 4 i 12
mjeseci utvrdena su u distalnom dijelu bedrene kosti testom udubljenja. Ulaskom
sonde u medularni kanal mjeri se najveca sila koja je potrebna za lom trabekularne
kosti, ukupnu krutost trabekularna te Zilavost kosti, kao energija koja se oslobada

prilikom loma, kao i ukupna snaga trabekula u distalnom dijelu bedrene kosti.

U zenki WZ-5HT Stakora starih 2 mjeseca nije izmjerena razlika u trabekularnoj kosti

prilikom testa udublijenja. U Zenki starih 4 i 12 mjeseci vrijednosti najveceg
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opterecenja, krutosti i ukupne ¢Evrstoce bili su znacajno nizi u 5HT-visoke sublinije u
usporedbi s 5HT-niskom. Zilavost kosti se nije razlikovala izmedu sublinija u sve tri

dobne skupine (Tablica 16).

Tablica 16. Biomehanicka svojstva bedrene trabekularne kosti WZ-5HT Stakora.

. Ukupna
_ Najvecée .. . i
Dob Sublinija . Krutost (N/mm) Zilavost (mJ)  Cvrstoca (o
opterecenje(N)

(N/mm2))

2 5HT-visoka 65.6 £ 13.1 193.4 £ 34.6 70.3+31.5 20.9+4.2

mjeseca 5HT-niska 66.1+£16.0 197.6 £ 49.5 78.8+229 21.1+5.1
4 5HT-visoka 77.8 £ 20.5* 198.3 £ 41.4* 136.7 £ 49.8 25.4 + 6.5*
mjeseca 5HT-niska 106.2 £ 27.4 224.2 + 36.6 129.9 £ 29.6 33.8+8.7
12 BHT-visoka 60.4 + 31.1* 77.2 +£49.3% 136.8 £ 73.6 19.2 + 8.9*
mjeseci  5HT-niska 86.6 + 24.2 159.9+46.8  170.1+846  27.59+7.7

* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija

5.7. UTJECAJ SEROTONINA NA CIJELJENJE PRIJELOMA

U zenki WZ-5HT Stakora starih 8 mjeseci istrazen je utjecaj promijenjene
serotoninske homeostaze na cijeljenje prijeloma. Nakon 8 tjedana cijeljenje je
snimljeno i analizirano metodom mikro CT, dok je mineralizacija koStanog kalusa

izmjerena denzitometrijski te je provedena i biomehanicka analiza mjesta prijeloma.

5HT-visoka 5HT-niska
mikro CT RTG i mikro CT

Slika 28. Cijeljenje prijeloma u 5HT-visokih i 5HT-niskih Zivotinja vizualizirano
rendgenskom snimkom (RTG) i transaksijalnim presjekom kroz kost nakon mikro CT
snimke (mikro CT). Na RTG snimkama je vidljiv metalni intramedularni klin, koji je
izvaden prilikom mikro CT snimanja.
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lako analizom kostanog kalusa nastalog na mjestu prijeloma nije dobivena znacajna
razlika izmedu sublinija u kostanom volumenu i kostanoj povrsini (Slika 29), vidljiv je
trend u kojem Zivotinje s viSom koncentracijom serotonina imaju manji volumen i

povrsinu kostanog kalusa.
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O5HT-niska 351.18
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Kostani volumen (mm?) Kostana povrsina (mm?)
Slika 29. Mikro CT analiza koStanog kalusa na mjestu prijeloma u WZ-5HT Stakora.

Okostavanje novonastalog kalusa na mjestu prijeloma karakterizirano je mjerenjem
koStane mineralne gusto¢e samog mijesta prijeloma. Izmjerene vrijednosti BMD-a
pomoc¢u DXA-e su pokazale viSu koli€¢inu minerala u 5HT-visokih Stakora u usporedbi
sa 5HT-niskim Stakorima (Slika 30).
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Slika 30. BMD kos&tanog kalusa na mjestu zacijeljenog prijeloma u WZ-5HT Stakora.

Biomehanickim testiranjem nije utvrdena razlika u sili potrebnoj za ponovno
induciranje prijeloma kao i energiji oslobodenoj prilikom prijeloma izmedu sublinija
(Slika 31A). Ipak, mijerenje elastiCnosti slomljene kosti pokazalo je znacajno
smanjenje krutosti mjesta prijeloma kod Zivotinja iz 5HT-visoke sublinije, Sto ukazuje
na smanjenu mineralizaciju izvanstani€énog matriksa na mjestu prijeloma kod tih

zZivotinja (Slika 31B).
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Slika 31. Biomehanicko testiranje mjesta cijeljenja u WZ-5HT Stakora. Odredena je
sila potrebna za ponovni lom kao i energija oslobodena prilikom prijeloma (A), te
krutost zacijeljene kosti (B).

5.8. KOSTANA PREGRADNJA U WZ-5HT STAKORA

Veé kod mladih Zivotinja primije¢eno je znaCajno smanjenje (Student t-test, p<0.05)
koStanog volumena i broja trabekula, dok je razmak medu trabekulama bio povecéan
kod 5HT-visoke sublinije. Debljina trabekula bila je jednaka u obje sublinije. U
ostarjelih Zivotinja zadrzao se specifiCan koStani fenotip kojeg karakterizira znacajno
smanjeni koStani volumen kao i broj trabekula i poveéani razmak medu trabekulama
kod 5HT-visoke sublinije. U odnosu na mlade Zzivotinje primijeCeno je zadebljanje
trabekula starenjem (Tablica 17). Parametri prikazani u tablici 17 vidljivi su na
histoloSkim prerezima L3 kraljeSka u mladih (Slika 32A) i starih (Slika 32B) Zenki WZ-
5HT Stakora.

Tablica 17. Vrijednosti parametara trabekularne kosti tijela treceg kraljeSka u
lumbalnom dijelu kraljesSnice izmjerenih u 2 i 12 mjeseci starih Zenki WZ-5HT Stakora.

Dob Sublinija BV/TV (%) Tb.Th (um) Tb.Sp (um) Th.N (mm™)

5 5HT-visoka  33.42 + 4.71* 72.16 + 8.03 14459 + 15.13*  4.62 + 0.19*
mjeseca  5HT-niska 38.66 + 2.85 71.69 + 6.40 113.73 + 7.08 540+ 0.23

12 SHT-visoka  24.47 +3.98*  83.72+14.11* 251.39+77.65* 3.09 + 0.56*
mjeseci  5HT-niska 29.31 +2.97 68.94 + 7.57 190.51 +53.05  3.98 + 0.69

* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija
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Slika 32. Trabekularna kost (oznaCena strelicama) u tijelu treceg kraljeSka (L3)
prikazana Masson trichrome bojanjem u 2 mjeseca starih (A) i, bojanjem po Goldneru
u 12 mjeseci starih (B) Zenki WZ-5HT S&takora.

Kostana pregradnja u mladih Zivotinja bila je visa u 5HT-visoke sublinije gdje su
odlaganje minerala u kost i stopa stvaranja kosti bili zna€ajno visi, dok razlika u broju
osteoblasti¢nih i osteoklasti¢nih stanica izmedu sublinija nije primije¢ena. Starenjem
zivotinja dolazi do usporavanja koStane pregradnje te nije primijeCena promjena u
odlaganju minerala u kost i stopi stvaranja kosti kao niti u broju osteoblasti¢nih i
osteoklasti¢nih stanica na povrsini kosti izmedu sublinija (Tablica 18). Ugradnja
kalceina u novostvorenu kost vidljiva je na histoloSkim preparatima snimljenih
fluorescentnim mikroskopom kod 2 mjesec (Slika 33A) i 12 mjeseci (Slika 33B) starih
Zzenki WZ-5HT Stakora.
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Tablica 18. Vrijednosti parametara dinamicke histomorfometrije izmjerene u tijelu
treceg kraljeSka u lumbalnom dijelu kraljeSnice kod 2 i 12 mjeseci starih zenki WZ-
SHT Stakora.

_ MAR BFR/BS o o
Dob Sublinija (um/dan)  (um®um?/godina) Oc.S/BS (%) OB/BS (%)
_ 5HT-visoka  1.54 + 0.24* 131.74 + 32.84* 443 +1.34 3.28+1.33
2 mjeseca
5HT-niska 1.12 £ 0.1 81.99 + 16.47 5.24 +0.79 2.83+0.63
5HT-visoka  1.25+0.16 105.94 + 49.11 5.01+1.39 7.37 £2.98
12 mjeseci
5HT-niska 1.17+£0.13 84.08 £ 27.87 4.14 + 0.81 8.21+£3.02

* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija

S5HT-niska

5HT-visoka 5HT-niska

Slika 33. Kostana pregradnja promatrana pod fluorescentnim mikroskopom
ugradnjom kalceina u novostvorenu kost tijela treCeg kraljeSka (L3) u 2 (A) i 12
mjeseci (B) starih Zenki WZ-5HT Stakora.

5.9. HORMONALNI STATUS WZ-5HT STAKORA

Izmjerene vrijednosti estrogena nisu se razlikovale u muzZjaka WZ-5HT Stakora. U
Zenki, zbog neuskladenosti mjesecnih ciklusa istrazivanih Zivotinja, varijacija
izmjerenih vrijednosti je bila dosta visoka, ali nije dobivena znaCajna razlika u

vrijednostima estrogena izmedu sublinija (Slika 34).
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Slika 34. Vrijednosti estrogena u krvi muskih (3) i zenskih (?) WZ-5HT Stakora starih
2 mjeseca.

Iz dobivenih rezultata zakljuCeno je da estrogen ne utjeCe na 5HT sustav u WZ-5HT
Stakora te su zbog primjene 3R nacela (eng. Replacement, Reduction, Refinement) u
smanjenju broja zivotinja, u daljnjim pokusima utjecaja promijenjene homeostaze 5-
HT na kostano tkivo koriStene samo Zenke iz obje sublinije WZ-5HT Stakora, stare 2

mjeseca i 12 mjeseci.

Promijenjena homeostaza 5-HT-a nije imala utjecaj na koncentracije PTH u krvi WZ-
5HT mladih i starih zivotinja (Slika 35).
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Slika 35. PTH vrijednosti u plazmi zenki WZ-5HT Stakora starih 2 i 12 mjeseci.
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Znacajno smanjene vrijednosti hormona kalcitriola izmjerene su u miadih i u starih
Zenki 5HT-visoke sublinije (Slika 36).
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Slika 36. Vrijednosti aktivnog metabolita vitamina D3, 1,25(OH),D3 izmjerenih u
serumu zenki WZ-5HT Stakora starih 2 i 12 mjeseci.

Mjerenjem inzulina u plazmi dobivena je znaCajna razlika kod mladih Zivotinja s
promijenjenom homeostazom 5-HT-a. Starenjem zivotinja vrijednosti inzulina su
smanjene, ali su Zivotinje iz SHT-visoke sublinije i dalje imale znafajno viSe

vrijednosti inzulina (Slika 37).
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Slika 37. Vrijednosti inzulina izmjerene plazmi u zenki WZ-5HT Stakora starih 2 i 12
mjeseci.

5.10. BIOKEMIJSKI PROFIL WZ-5HT STAKORA

Kod odredivanja biokemijskog profila u 5HT-visoke i 5HT-niske sublinije WZ-5HT
Stakora, u obzir su uzeti parametri povezani s kostanim tkivom te metabolizmom

glukoze i masti.
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Vrijednosti osteokalcina, kao markera kostane izgradnje, u plazmi nisu pokazale

razliku izmedu sublinija kod mladih i starih Zivotinja (Slika 38).
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Slika 38. Vrijednosti osteokalcina u serumu 2 mjeseca i 12 mjeseci starih Zenki WZ-
S5HT Stakora.

Razlika u vrijednostima c-telopeptida u plazmi, kao markera kostane razgradnje,
dobivena je u mladih Zivotinja gdje su Stakori iz SHT-visoke sublinije imali zna¢ajno
viSe koncentracije u plazmi, dok kod ostarjelih Zivotinja nije dobivena znacajna razlika
(Slika 39).

100 - p<0,05 759 m 5HT-visoka
90 -~ 66.9 64.8 @5HT-niska
80 A
70 J 527
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A
10 A

O T 1
2 mjeseca 12 mjeseci

C-telopeptid (pg/mL)

Slika 39. Vrijednosti c-telopeptida u plazmi 2 mjeseca i 12 mjeseci starih Zenki WZ-
S5HT Stakora.

Promijenjena homeostaza 5HT-a nije utjecala na fizioloSku regulaciju koncentracije
kalcija u krvi u WZ-5HT Zzivotinja, gdje nije bilo razlike u obje dobne skupine izmedu
sublinija (Slika 40).
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Slika 40. Koncentracija kalcijevih iona u serumu 2 i 12 mjeseci starih zenki WZ-5HT
Stakora.
Koncentracija fosfatnih iona u krvi nije se razlikovala izmedu sublinija u mladih, kao ni
u starih WZ-5HT S&takora (Slika 41).
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Slika 41. Koncentracija fosfatnih iona u serumu 2 i 12 mjeseci starih WZ-5HT
Stakora.

U WZ-5HT Zivotinja nije izmjerena znacajno viSa koncentracija glukoze u krvi u dobi
od 2 mjeseca. Starenjem se koncentracija glukoze povecava te je u ostarjelih
zivotinja iz 5HT-visoke sublinije izmjerena znacajno visa koncentracija koja izlazi iz

okvira fiziolo§kog raspona regulacije glukoze (Slika 42).
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Slika 42. Koncentracija glukoze u krvi 2 i 12 mjeseci starih WZ-5HT Stakora.

Glukoza (mmol/L)

66



U WZ-5HT Zivotinja starih 2 mjeseca nije primije¢en utjecaj promijenjene koli€ine 5-
HT na metabolizam lipida jer nije bilo razlike u izmjerenim vrijednostima kolesterola,
triglicerida i HDL-a izmedu sublinija (Slika 43).
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Slika 43. Vrijednosti kolesterola, triglicerida i HDL-a izmjerene u plazmi 2 mjeseca
starih WZ-5HT Stakora.

U Zivotinja starih 12 mjeseci izmjerena je razlika u kolesterolu i HDL-u gdje su
zivotinje iz 5HT-visoke sublinije imale znac¢ajno vise vrijednosti u plazmi u usporedbi
sa zivotinjama iz 5HT-niske sublinije (Slika 44). U vrijednostima triglicerida nije

primijecena razlika izmedu sublinija.
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Slika 44. Vrijednosti kolesterola, triglicerida i HDL-a izmjerene u plazmi 12 mjeseci
starih WZ-5HT Stakora.

5.11. GLUKOZNI METABOLIZAM U WZ-5HT STAKORA

Zbog izmjerenih razlika izmedu 5HT-visoke i 5HT-niske sublinije u koli€ini inzulina i
glukoze u krvi, napravljeni su testovi optere¢enja glukozom (GTT, od eng. glucose

tolerance test) i inzulinom (ITT, od eng. insulin tolerance test) kako bi se utvrdila
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uCinkovitost odrzavanja fizioloSke razine glukoze u krvi u obje sublinije. U testu
opterecenja glukozom Zenke WZ-5HT Stakora su injicirane otopinom glukoze te im je
mjerena koncentracija glukoze u krvi tokom 120 minuta, a u testu opterecenja
inzulinom, kao direktni pokazatelj, takoder je mjerena koncentracija glukoze u krvi

tokom 180 minuta.

Razlike u koli€ini glukoze izmedu sublinija prisutne su kod 6 mjeseci starih Zenki,
gdje je 5HT-visoka sublinija imala znacajno viSu koncentraciju glukoze u krvi prije
poCetka testa. Nakon 30 minuta od injiciranja glukoze nije izmjerena znacajna razlika
izmedu sublinija, dok je nakon 60, 90 i 120 minuta izmjerena znacajno viSa razina
glukoze u 5HT-visokoj subliniji (Slika 45).

Glukoza (mmol/L)

—o— 5HT-visoka
--- 4 5HT-niska

0 30 60 90 120
Vrijeme (minute)

Slika 45. Test opterecenja glukozom u 6 mjeseci starih WZ-5HT Zenskih Stakora.
Mjerene su vrijednosti glukoze u krvi u vremenskim toc¢kama od 30, 60, 90 i 120
minuta (* p<0,05; vs. 5HT-niska sublinija).

Koncentracija inzulina izmjerena prije poCetka testa optereéenja glukozom bila je

znacajno visa u 6 mjeseci starih Zenki 5HT-visoke sublinije (Slika 46).
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Slika 46. Koncentracije inzulina izmjerene u plazmi 6 mjeseci starih Zenki WZ-5HT

Stakora.
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Nakon injiciranja inzulina dolazi do pada glukoze u krvi u obje sublinije, ali se razlika
izmedu sublinija zadrzava u vremenskim toCkama od 30 i 60 minuta, gdje su Zenke iz
5HT-visoke sublinije imale znacajno viSe vrijednosti. Nakon 180 minuta vrijednosti
glukoze se izjednacavaju izmedu sublinija (Slika 47).
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Slika 47. Test opterec¢enja inzulinom (ITT) u 6 mjeseci starih WZ-5HT Zenskih
Stakora. Mjerene su vrijednosti glukoze u krvi u vremenskim tockama od 30, 60 i 180
minuta (* p<0,05; vs. 5HT niska sublinija).

Glicirani hemoglobin ili hemoglobin Alc (Hb Alc) se koristi kao robustan parametar
dugotrajnog poremecaja metabolizma glukoze. U Zenki WZ-5HT Stakora starih 6
mjeseci je mjerenjem Hb Alc pronadena statistiCki zna€ajna razlika u koli€ini ovog
markera. Zivotinje iz 5HT-visoke sublinije imale su visi postotak Hb Alc u odnosu na
normalni hemoglobin kao i viSse Hb A1c u krvi u usporedbi sa Zzivotinjama iz 5HT-
niske sublinije (Slika 48).
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Slika 48. Vrijednosti hemoglobina Alc izmjerene u plazmi 6 mjeseci starih zenki WZ-
5HT Stakora.
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5.12. MASNO TKIVO U WZ-5HT STAKORA

U Zivotinja starih 2 mjeseca 5HT-niska sublinija je imala nesto viSe masnog tkiva, ali
razlika nije bila statistiCki znaCajna. U zivotinja starih 12 mjeseci je primijecen
znacajni porast u visceralnom masnom tkivu kod 5HT-visoke sublinije (Slika 49 i
Slika 50).

2 mjeseca 12 mjeseci

5HT-visoka

. Masno tkivo

5HT-niska

Slika 49. PoprecCni presjek tijela WZ-5HT Stakora starih 2 i 12 mjeseci dobiven
rekonstrukcijom mikro CT snimaka. Koza i Cestice hrane u crijevima su zelene boje,
kralje$nica je plave boje dok miSi¢no tkivo nije prikazano na slici.
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Slika 50. Postotak visceralnog masnog tkiva u 2 i 12 mjeseci starih WZ-5HT Stakora.
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5.13. IZRAZAJ GENA U OSTEOBLASTA WZ-5HT STAKORA

Izrazaj gena u primarnoj kulturi osteoblasti¢nih stanica izoliranih iz 5SHT-visoke i 5HT-
niske sublinije Stakora istrazen je lanCanom reakcijom polimeraze u stvarnom
vremenu (eng. real time PCR). Za usporedbu izmedu sublinija koriSten je relativan
izraZzaj gena gdje su vrijednosti dobivene za 5HT-nisku subliniju postavljene kao
referentne s vrijednosti izrazaja gena jednakim 1. Prilikom analize utvrden je izrazaj
gena povezanih sa serotoninskim metabolizmom. U stanica osteoblasta utvrden je
izrazaj gena za serotoninski transporter (5HTT), triptofan hidoksilazu 1 (Tphl) te
serotoninske receptore 1B (5HT-1B), 2A (5HT-2A) i 2B (5HT-2B). Takoder je
analiziran izrazaj gena za alkalnu fosfatazu (Alph) i osteokalcin (Ocn) kao markera

diferencijacije osteoblasta.

Analizom nije utvrdena razlika izmedu sublinija u izraZaju gena povezanih sa
serotoninskim metabolizmom jer su vrijednosti za obje sublinije bile gotovo jednake
(Slika 51A). Nije utvrdena znacajna razlika u markerima diferencijacije osteoblasta
(Slika 51B).
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Slika 51. lzraZzaj gena povezanih sa serotoninskim metabolizmom (A) i markera
diferencijacije osteoblasta (B) u primarnoj kulturi osteoblasta izoliranih iz WZ-5HT
Stakora.

5.13.1. UCINAK SEROTONINA | INZULINA NA MARKERE
DIFERENCIJACIJE OSTEOBLASTA

U svrhu odredivanja ucinka tretmana serotoninom i inzulinom na osteoblasti¢ne
stanice izolirane iz 5HT-visoke i 5HT-niske sublinije, izmjerene su vrijednosti izraZzaja
gena za alkalnu fosfatazu (Alph) i osteokalcin (Ocn), kao markera diferencijacije

osteoblasta.

71



U osteoblasta izoliranih iz 5HT-visoke sublinije nije pronaden ucinak tretmana
serotoninom (+5HT) niti inzulinom (+Inz) na izrazaj gena za alkalnu fosfatazu i
osteokalcin. Kombinacijom tretmana serotoninom i inzulinom (+5HT+Inz) dobiveno je
znacajno povecanje u izrazaju oba markera diferencijacije osteoblasta u odnosu na
kontrolnu skupinu (Slika 52A). U osteoblasta izoliranih iz 5HT-niske sublinije
pronaden je samo ucinak serotonina (+5HT) na izrazaj gena za alkalnu fosfatazu, ali
ne i na izrazaj gena za osteokalcin, dok ostali tretmani nisu imali u€inak na izrazaj

osteoblasti¢nih markera (Slika 52B).
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Slika 52. UCinak serotonina i inzulina na izrazaj osteoblasti¢nih markera u primarnoj
kulturi osteoblasta izoliranih iz 5HT-visoke (A) i 5HT-niske (B) sublinije WZ-5HT
Stakora.

5.14. 1IZRAZAJ GENA U OSTEOKLASTA WZ-5HT STAKORA

Relativan izrazaj gena u primarnoj kulturi osteoklasti¢nih stanica izoliranih iz 5HT-
visoke i 5HT-niske sublinije Stakora analiziran je lananom reakcijom polimeraze u
stvarnom vremenu. Za usporedbu izmedu sublinija koristen je relativan izrazaj gena
gdje su vrijednosti dobivene za 5HT-nisku subliniju postavljena kao referentne sa
vrijednosti izrazaja gena jednakog 1. Prilikom analize o osteoklastiCnih stanica
utvrden je izrazaj gena povezanih sa serotoninskim metabolizmom: serotoninski
prijenosnik (5HTT), triptofan hidroksilaza 1 (TPH1) te serotoninski receptori 1B (5HT-
1B), 2A (5HT-2A) i 2B (5HT-2B). Takoder je analiziran izrazaj gena za kiselu
fosfatazu otpornu na tartarat (Trap, od eng. tartarat-resistant acidic phosphatase) i

katepsin K (eng. cathepsin K) kao markera diferencijacije osteoklasta.

Analizom je utvrdena razlika u izrazaju gena za serotoninski prijenosnik i serotoninski
receptor 2A gdje su osteoklasti iz 5HT-visoke sublinije imali zna¢ajno viSe vrijednosti

u usporedbi s 5HT-niskom sublinijom (Slika 53A). In vitro diferencijacija osteoklasta

72



izoliranih iz 5HT-visoke sublinije bila je visa sa zna€ajno viSim izraZzajem

osteoklasti¢nih markera (Slika 53B).
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Slika 53. lzraZaj gena povezanih sa serotoninskim metabolizmom (A) i markera
diferencijacije osteoklasta (B) u primarnoj kulturi osteoklasta izoliranih iz WZ-5HT
Stakora.

5.14.1. UCINAK SEROTONINA | INZULINA NA MARKERE
DIFERENCIJACIJE OSTEOKLASTA

U svrhu odredivanja ucinka tretmana serotoninom i inzulinom na osteoklasti¢ne
stanice izolirane iz WZ-5HT neselektiranih zivotinja, izmjerene su vrijednosti izrazaja
gena za kiselu fosfatazu otpornu na tartarat (Trap) i katepsin K kao markera

diferencijacije osteoklasta.

U kulturi osteoklastiCnih stanica nije pronaden ucinak serotonina (+5HT) niti inzulina
(+Inz) na izrazaj gena za kiselu fosfatazu otpornu na tartarat i katepsin K.
Kombinacijom tretmana serotonina i inzulina (+5HT+Inz) dobiveno je znacajno
smanjenje u izrazaju oba markera diferencijacije osteoklasta u odnosu na kontrolnu

skupinu (Slika 54).
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Slika 54. U€inak serotonina i inzulina na izrazaj osteoklasti¢nih markera u primarnoj
kulturi osteoklasta.
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6. RASPRAVA

Serotonin u kraljeSnjaka ostvaruje ucinke preko svog prijenosnika i velikog broja
receptora, njegovo slozeno djelovanje ulazi u sfere sistemske biologije. Zbog tako
Sirokog utjecaja 5-HT-a, gotovo je nemoguce izdvojiti utjecaj na pojedinacni sustav ili
organ u organizmu te je kod zaklju€ivanja o djelovanju 5-HT-a na kos$tani sustav,

potrebno povezati znanja iz razli€itih podrucja dostupna u literaturi.

Upotreba miSeva s izbacenim genom (KO, od eng. knock out) ima prednosti u
otkrivanju karakteristika koje izbaceni gen kontrolira, ali nedostaci se mogu o itovati
utjecajem na sustav koji nije u fokusu istrazivanja. Zbog izrazitih promjena koje mogu
nastati kod miSeva s izbacenim genima uklju¢enim u homeostazu 5-HT-a, mozZe dodi
do promijenjene regulacije u ¢itavom nizu organa $to moze utjecati na krajnji ishod i

rezultate istrazivanja.

U ovom istrazivanju koristen je Wistar-Zagreb 5HT Stakorski model s promijenjenom
serotoninskom homeostazom koja se ocituje promjenama u aktivnosti serotoninskog
prijenosnika, a razvijen je u Laboratoriju za neurokemiju i molekularnu neurobiologiju
Instituta ,Ruder Boskovié* (69). Zivotinjski model je dobiven selekcijom Zivotinja za
ekstremne vrijednosti koli¢ine 5-HT-a i brzine unosa 5-HT-a u trombocite (107) te
predstavlja fizioloSki model mnogo bliZi translaciji prema ljudskoj fiziologiji od

genetski promijenjenih modela.

6.1. FENOTIPSKE KARAKTERISTIKE WZ-5HT STAKORA

Razdvajanje sublinija prema koli€ini 5-HT-a u trombocitima je napravljeno prije
daljnjih analiza koStanog sustava te je razlika izmedu 5HT-visoke i 5HT-niske
sublinije i u muZjaka i u Zzenki iznosila oko 100%. Mjerenjem tjelesne mase Zivotinja u
ovom istrazivanju je pokazano da muZzjaci i zenke iz 5HT-visoke sublinije imaju vecu
tielesnu masu od Zivotinja iz 5HT-niske sublinije. Promjena je zamije¢ena vec u dobi
od 2 mjeseca i odrzala se i u Zivotinja starih 12 mjeseci. 1z ovih rezultata vidljivo je da
5-HT ima utjecaj na rast i razvoj organizma od najranije dobi i da je taj utjecaj
primjetan kroz €itav Zivotni vijek Stakora. Ova razlika u tjelesnoj masi vec¢ je opisana
prilikom karakterizacije WZ-5HT modela (69; 108).
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Utjecaj na rast i razvoj zivotinja utjecao je i na rast i razvoj kostiju te je mjerenjem
duzine bedrenih kostiju utvrdena razlika izmedu sublinija. Zivotinje oba spola iz 5HT-
visoke sublinije imale su izmedu 5-10% duze kosti od zivotinja iz 5HT-niske sublinije

Sto je odgovaralo i razlici u tjelesnoj masi koja se kretala izmedu 5 i 10%.

U miSeva s izbaCenim genom za 5-HTt (5-HTt" miSevi) nisu pronadene morfoloske
abnormalnosti niti razlika u tjelesnoj masi i duZini bedrene kosti u usporedbi sa
zZivotinjama divljeg tipa (WT, od eng. wild type) (90). Ipak, u kasnije provedenom
istrazivanju, u kojem su takoder koriSteni miSevi s izbaCenim genom za 5-HTt,
pokazano je da ti miSevi imaju povecanu tjelesnu masu usprkos smanjenom unosu
hrane i da su razvili dijabetes (109). Izbacivanje gena za 5HT-2B receptor u miSeva
(5-HT,gR”" migevi) nije utjecalo na razliku u tjelesnoj masi i veligini Zivotinja u

usporedbi s WT miSevima (87).

6.2. KOSTANI FENOTIP

ProuCavanje strukture kostiju mozZe se provoditi razli€itim metodama. Zbog visoke
koliine kalcija kosti imaju sposobnost velike apsorpcije rendgenskih zraka. Prva
metoda analize koStanog tkiva je rendgensko snimanje, koje je nezamjenjivo u
pocetnoj dijagnozi niza kostanih oboljenja kao i prijeloma, ali u opisivanju kostane
strukture i parametara ima velika ograni€enja. KoStana mineralna gusto¢a moze se
mijeriti pomocu DXA uredaja. DXA kao metoda ima slicne nedostatke rendgenskom
snimaniju, ali njezino koriStenje kao brze, rasprostranjene i lako dostupne metode je
opravdano kao jedan od pocetnih koraka u analizi koS8tanog tkiva malih

laboratorijskih Zivotinja.

Kompjuterizirana tomografija (CT) je kao metoda razvijena prije 40-ak godina te je
zapravo evolucija rendgenskog snimanja (97). Daljnjim razvojem razvijen je mikro CT
(100) koji je omogucio vecée rezolucije, ali i vise doze zraCenja, zbog Cega je jos
uvijek prihvatljiva samo u istrazivaCke svrhe, a ne i u dijagnostici kod ljudi. Ipak, mikro
CT omogucava nedestruktivno prouCavanje strukture kosStanog tkiva u rezoluciji od

nekoliko mikrometara.
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6.2.1. KOSTANA MINERALNA GUSTOCA

KosStana mineralna gusto¢a u WZ-5HT Zivotinja izmjerena je na mjestu bedrene kosti
i treCem lumbalnom kraljeSku. MuZjaci iz 5HT-visoke sublinije imali su manju
mineralnu gusto¢u u oba mjerena lokaliteta u sve tri promatrane Zivotne dobi, ali na
mjestu bedrene kosti kod muzjaka starih 12 mjeseci nije dobivena znacCajna razlika
izmedu sublinija. U zenki WZ-5HT dobiveni su trendovi identi¢ni onima kod muzjaka,
ali kod zenki u dobi od 12 mjeseci nije zamijeCena znacajna razlika izmedu sublinija

na oba promatrana lokaliteta.

IstraZivanje kostanog fenotipa u 5-HTt" mi$eva pokazalo je smanjenu ko$tanu masu,
promijenjenu arhitekturu kosti te njezina slabija biomehani¢ka svojstva u usporedbi s
miSevima divljeg tipa (90). Pritom je smanjena koStana mineralna gusto¢a izmjerena
na mjestu distalne bedrene kosti. U usporedbi s WZ-5HT modelom ovi miSevi su
pokazali jednak trend u kostanoj mineralnoj gustoci, iako je kod njih aktivhost 5-HTT-
a u potpunosti dokinuta, dok je kod 5HT-visoke sublinije WZ-5HT modela aktivnost 5-
HTT-a pojaCana. U Zenskih miSeva s izbaenim genom za 5HT-2B receptor
pronadeno je smanjenje BMD-a starenjem (87). U tom istrazivanju u miSeva starih 5
tiedana nije nadena razlika, ali je kod miSeva starih 18 mjeseci dobivena znacajna
razlika u BMD-u izmedu WT i KO miSeva, Sto bi ukazivalo na utjecaj 5HT-2B
receptora na odlaganje minerala u odrasloj dobi. U miSeva s izbaenim genom za
Tphl (Tphl”™ miSevi) proizvodnja 5-HT-a na periferiji je gotovo u potpunosti
onemogucéena (53). U takvih miSeva je izmjeren vec¢i BMD u mladih zivotinja, dok su
se starenjem vrijednosti BMD-a izjednacCile s WT Zivotinjama. Takoder, ti rezultati
upucuju na to da smanjenje koli€ine 5-HT u krvotoku ima pozitivan utjecaj na BMD,
Sto je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja gdje je pronaden viSi BMD u zivotinja iz
5HT-niske sublinije. IstraZivanje o povezanosti serumskog 5-HT-a i koStane gustoce
u Zzena pokazalo je da je ukupni BMD u vratu bedrene kosti obrnuto proporcionalan
koli€ini 5-HT-a u serumu, dok utjecaj koli¢ine 5-HT-a na BMD kortikalne kosti vrata
bedrene kosti nije pronaden (110). Pritom je negativan utjecaj poviSene koliine
serumskog 5-HT-a na BMD pronaden samo kod Zena u menopauzi koje nisu primale
hormonsko nadomjesno lije€enje. Ovo istrazivanje dobro korelira s rezultatima
dobivenim na WZ-5HT Stakorima u kojih takoder poviSene razine 5-HT-a imaju

negativan utjecaj na BMD.
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Modulacijom homeostaze 5-HT-a pomo¢u lijekova utjeée se na 5-HT u SZS-u, ali i na
periferiji organizma. Lijekovi iz skupine SSRI (eng. Selective Serotonin Reuptake
Inhibitors) inhibiraju aktivhost 5-HTT-a i onemogucéuju povratni unos 5-HT-a iz
sinaptiCke pukotine u neurone te tako pojaCavaju 5-HT transmisiju i djeluju na
raspolozenje. Osim toga, ista skupina lijekova djeluju i na 5-HTT na periferiji
organizma gdje onemogucuju unos 5-HT-a u trombocite. IstraZivanje na Zenskim
miSevima 4 tjedna tretiranim fluoksetinom, kao predstavnikom SSRI skupine lijekova,
pokazalo je smanjenje BMD-a goljeni¢ne kosti in vivo te bedrene kosti i kraljeSnice ex

vivo u usporedbi s kontrolnom skupinom (111).

Mjerenjem slobodnog 5-HT-a u plazmi WZ-5HT Stakora pokazalo je povecanu
koliCinu u 5HT-visoke sublinije (107) Sto bi moglo ukazivati na to da i poviSena

koli¢ina 5-HT-a, a ne samo povecana aktivnost 5-HTT-a, uzrokuje smanjenje BMD-a.

Zbog niske rezolucije uredaja i veli¢ine snimanih kostiju Stakora, odredivanje BMD-a
podlozno je vecim varijacijama prilikom mjerenja. Usprkos ovom nedostatku, metoda
DXA je pokazala trend smanjenja BMD-a u Stakora 5HT-visoke sublinije Sto je u

skladu s podacima iz literature.

6.2.2. KORTIKALNA KOST

Utjecaj 5-HT-a na kortikalnu kost u WZ-5HT Stakora okarakteriziran je na dvije
razine, mjerenjem strukturnih parametara pomocu snimanja mikro CT-om i
biomehaniCkim parametarima pomoc¢u testa savijanja u tri toCke. Kortikalna kost
okarakterizirana je samo na perifernom kosturu, dok na kraljeScima nije, bududéi da je
tijelo kraljeSka gotovo u potpunosti sacinjeno od trabekularne kosti. Muzjaci i Zenke iz
5HT-visoke sublinije imali su vece bedrene kosti u sve tri promatrane Zivotne dobi te
je ta razlika uoCena i kod mikro CT analize gdje je ukupni tkivni volumen kortikalne
kosti bio veci u zivotinja iz 5HT-visoke sublinije. Ipak, koStani volumen i debljina
kortikalne kosti nisu se znacajno razlikovali izmedu sublinija u oba spola i sve tri
Zivotne dobi. Daljnjom analizom utvrdeno je da je volumen medularnog kanala
bedrene kosti bio veéi kod S5HT-visokih Stakora. Dobiveni rezultati upuéuju na
povec¢ano periostalno Sirenje i endostealnu resorpciju dugih kostiju u Zivotinja s

povisenom razinom 5-HT-a.
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U miSeva s izbaCenim genom za 5-HTT nije naden utjecaj na longitudinalni rast
bedrene kosti, ali su KO Zivotinje imale maniji ukupni tkivni volumen kortikalne kosti u
odnosu na Zivotinje divljeg tipa (90). Pritom su KO Zivotinje imale smanjeni periostalni
I endostealni perimetar te je u konacnici debljina kortikalne kosti bila jednaka onoj u
WT Zivotinja. U skladu s time, kod Stakora 5HT-visoke sublinije, koju karakterizira
povecana aktivnost serotoninskog transportera, uoeno je poveéanje periostalne i
endostealne povrSine, Sto je opet dovodi do jednake debljine kortikalne kosti u
usporedbi sa zivotinjama iz 5HT-niske sublinije. Utjecaj na rast kostiju i debljinu
kortikalne kosti primijeéen je i u miSeva s dijabetesom tipa Il (112). Kod mladih
miSeva, u kojih se nije razvio dijabetes, nije primije¢ena razlika u debljini kortikalne
kosti, ali razvojem dijabetesa u starijih miSeva povecala se resorpcija na kostanim
povrSinama $to je uzrokovalo tanje kosti. Ipak, istraZivanja na ljudima su pokazala da
povecana kostana resorpcija uzrokuje i povecano periostalno Sirenje. Naime, uo¢eno
je (113) da mladi ljudi s pove¢anom resorpcijom kosti i snizenim vrijednostima BMD-a
imaju vece kosti zbog povecane kostane izgradnje na periostalnim povrSinama. Ti
rezultati se mogu povezati s WZ-5HT Stakorima gdje je kod 5HT-visoke sublinije
pronaden slican trend, smanjenog BMD-a i povecanja periostalne povrSine kao

posljedice povecane endostealne resorpcije kosti.

Biomehanicka svojstva kortikalne kosti nisu se razlikovala izmedu sublinija WZ-5HT
Stakora u oba spola, vjerojatno zbog gotovo identi¢ne debljine kortikalne kosti. Tako
uredaj nije mogao izmijeriti razlike izmedu sublinija, niti su parametri dobiveni
analizom bili drugadiji.

S druge strane, takoder biomehani¢kim testiranjem kostiju pronadeno je da miSevi s
izbacenim genom za 5-HTT imaju smanjenu C&vrstoéu, Zilavosti i krutost kostiju u

usporedbi s WT miSevima (90).

Kod Zivotinja s promijenjenom homeostazom 5-HT-a primije¢ene su promjene u
ponasanju i aktivnosti (108). Zivotinje s povisenom koncentracijom 5-HT-a pokazale
su manju pokretljivost i slabije motoriCke sposobnosti u usporedbi sa Zivotinjama sa
snizenom koncentracijom 5-HT. Kako je kost organ koji reagira na mehanicke
podrazaje (45), za pretpostaviti je da je takva vrsta podrazaja, uslijed smanjene
pokretljivosti, smanjena kod Stakora 5HT-visoke sublinije. Ipak, taj nedostatak je kod

Zivotinja 5HT-visoke sublinije vjerojatno kompenziran mehanickim optere¢enjem
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izazvanim povec¢anom tjelesnom masom $to ujedno izjednaCava i utjecaj na kostani
volumen. U 5-HTt" miSeva je takoder uodena smanjena pokretljivost i samim time,
opterecenje kostiju, ali je pronadeno smanjenje kostane mase i u kostima koje nisu
pod mehanickim optereéenjem, kao Sto su kosti lubanje, ¢ime je pokazano da je
ucinak 5-HT-a na kost neovisan o mehani¢kom opterecenju (90). Dobiveni rezultati
navode na zaklju¢ak da 5-HT preko 5-HTT-a ima izravan utjecaj na rast i pregradnju

kortikalne kosti.

U pokusu prijeloma bedrene kosti promatran je ucinak promijenjene homeostaze 5-
HT-a na cijeljenje kortikalne kosti. Prilikom cijeljenja bedrene kosti u WZ-5HT Stakora
nije pronadena znacajna razlika u koli€ini stvorenog kostanog kalusa izmedu dviju
sublinija. Biomehani¢kim testiranjem pronadeno je da su Zivotinje iz SHT-visoke
sublinije imale zna€ajno manju krutost i trend prema viSoj elastiCnosti zacijeljenog
mjesta prijeloma, $to upuéuje na slabiju mineralizaciju novostvorenog koStanog
kalusa. Mjerenje mineralne gusto¢e na mjestu prijeloma ukazalo je na smanjenu
mineralizaciju mjesta prijeloma i potvrdilo rezultate dobivene biomehanickim

testiranjem.

Povecanije rizika prijeloma u osoba s promijenjenom koli€inom 5-HT-a pronadeno u
mnogim istrazivanjima (84) je uglavhom vezano i s raznim neuroloSkim stanjima i
bolestima jer 5-HT snazno utjete na SZS. Uzroci prijeloma ne mogu se pripisati
samo smanjenom BMD-u u takvih pacijenata jer kod njih dolazi i do depresije,
otezanog kretanja, smanjene percepcije prostora Sto sve zajedno povecava

mogucénost pada i rizik od prijeloma.

6.2.3. TRABEKULARNA KOST

Kao i kod karakterizacije kortikalne kosti, trabekularna kost kod WZ-5HT Zivotinja je
istrazena metodom mikro CT, kojom su izmjereni strukturni parametri i
biomehanickim testiranjem pomocu testa udubljenja. Trabekularna kost je istrazena u
perifernom, ali i u aksijalnom kosturu. Dva lokaliteta mjerenja su izabrana zbog
velikog utjecaja 5-HT-a na SZS, gdje je aksijalni kostur usko vezan sa SZS-om i sluzi
mu kao potpora i zastita. Uz ove testove napravijena je i statiCka i dinamicka

histomorfometrija u tijelu treCeg lumbalnog kraljeska.
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PoviSsena koncentracija 5-HT-a je povezana sa smanjenjem trabekularne kosti kod
WZ-5HT Stakora oba spola i u sve tri promatrane Zivotne dobi. Vrijednosti dobivene
statickom histomorfometrijom u tijelu kraljeSka mladih i ostarjelih Zenskih WZ-5HT su

bile usporedive s vrijednostima dobivenim mikro CT analizom.

Istrazivanja na miSevima s izbaCenim 5-HTt genom i posljedi€no ogranicenim
unosom 5-HT-a u stanice, pronasSla su znaCajno smanjenje trabekularne kosti u
lumbalnom dijelu kraljeSnice (114) kao i na mjestu distalne bedrene kosti kod
muZjaka i zenki u mladoj i odrasloj dobi (90). Kao jedan od faktora koji regulira izrazaj
Tphl enzima, istraZen je Lrp-5 gen (91). U Lrp5” miSa pronaden je pojagani izrazaj
Tphl enzima te time i povecanje 5-HT-a u trombocitima. U takvih miSeva koli¢ina
trabekularne kosti u kraljesnici je bila znacajno niza nego u WT miSeva. Rezultati
ovog istraZivanja su u skladu s WZ-5HT Stakorskim modelom gdje je takoder

pronaden negativan utjecaj povisene koncentracije 5-HT-a na trabekularnu kost.

Biomehanicki parametri trabekularne kosti bili su slabiji u 5SHT-visoke sublinije, osim u
dobi od 2 mjeseca, gdje zbog vrlo visoke koli€ine trabekularne kosti u obje sublinije,
osjetljivost uredaja nije bila dovoljna da zabiljezi razliku. IstraZivanje smanjenja unosa
5-HT-a u miSeva tretiranih 4 tjedna sa fluoksetinom snizilo je ukupnu ¢&vrstocu

trabekularne kosti petog lumbalnog kraljeSka (L5) za gotovo 20% (111).

Dinamicka histomorfometrija je pokazala vrlo neobi¢an trend. Kod mladih Stakora
5HT-visoke sublinije koli¢ina ugradenog kalceina u kost je bila znacajno visa nego
kod 5HT-niske. Kako zivotinje 5HT-visoke sublinije imaju manje trabekularne kosti,
ovo je naizgled paradoksalna situacija jer te Zivotinje imaju vecu kostanu izgradnju.
Mjerenjem broja osteoblasta i osteoklasta nije dobivena znacajna razlika izmedu
sublinija u mladih Zivotinja, ali je primjetan trend u kojem Zivotinje iz 5HT-visoke
sublinije imaju veci broj osteoblasta i manji broj osteoklasta. Starenjem se usporava
cjelokupni, pa i kostani, metabolizam pa je kod ostarjelih Zivotinja proces kostane
pregradnje jednak izmedu sublinija kao i broj osteoblasta i osteoklasta. Ipak, razlika u
kostanoj masi izmedu SHT-visoke i 5HT-niske sublinije se odrzala i kod ostarjelih

Zivotinja.

Histomorfometrijska analiza u 5-HTt” migeva je otkrila da je razlog smanjenog
koStanog volumena i promijenjene arhitekture smanjeno stvaranje trabekularne kosti
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(90). Pritom, mjerenjem broja osteoklasta nije nadena razlika izmedu WT i KO
Zivotinja Sto bi, kao i u slu¢aju WZ-5HT Stakora moglo upucivati na utjecaj 5-HTT-a
na aktivaciju kostanih stanica, a ne na njihovu proliferaciju. U Tphl™ miseva broj
osteoklasta u histomorfometrijskoj analizi je bio smanjen u mladih i odraslih jedinki,
dok se broj osteoblasta smanijio tek u odraslih Zivotinja (53). Rezultati su donekle
oprecni s istrazivanjem u WZ-5HT Stakora, gdje je uoCena pojacana aktivacija i
osteoblasta i osteoklasta. IstraZivanje o utjecaju 5-HT-a na kost u osteoporoti¢nih
miSeva i Stakora pokazalo je da se inhibicijom sinteze 5-HT u crijevu moze sprijeciti ili
Cak vratiti izgubljena trabekularna kost u kraljeScima (115). Taj model je u skladu s
rezultatima dobivenim na WZ-5HT Stakorima gdje je vidljiv negativan utjecaj povisene

koncentracije 5-HT-a na trabekularnu kost.

Kako je koStana izgradnja povezana s kostanom razgradnjom u procesu pregradnje,
izmjereni parametri c-telopeptida u krvi mladih WZ-5HT Stakora ukazuju na poveéanu
koStanu razgradnju kod Zivotinja s poviSenom razinom 5-HT-a. Koli€ina osteokalcina
u krvi, kao markera koStane izgradnje, nije se razlikovala izmedu sublinija Sto nije bilo
u skladu s dobivenim histomorfometrijskim parametrima, ali iako se koristi kao
biomarker, koli€ina osteokalcina ne mora korelirati s koStanom izgradnjom u zivotinja
(87). Mjerenjem parametara c-telopeptida u miseva s izbacenim 5-HTt genom nije
nadena razlika izmedu WT i KO Zivotinja (90). To bi upucivalo na to da 5-HTT nema
izravan ucinak na osteoklaste, nego da djeluje na osteoblaste, Sto se slaze s
rezultatima na WZ-5HT Stakorima gdje je kostano stvaranje bilo zna¢ajno viSe u 5HT-
visoke sublinije. Ipak, sprega osteoblasta i osteoklasta u procesu kostane
pregradnje, kao i smanjenje kostane mase u Zivotinja s povec¢anim koStanim
stvaranjem, ukazuje na indirektan ucinak 5-HT-a na osteoklaste, koji se odvija preko
osteoblasta i to mogu¢im mehanizmom djelovanja slicnim PTH-u ili 1,25(OH),Ds.
Ostarjel 5-HT,sR” miSevi su imali snizenu koli¢inu osteokalcina (87). MiSevi sa
smanjenom proizvodnjom 5-HT-a takoder su imali smanjenu koli€inu osteokalcina, ali
tek u dobi od 4 mjeseca, dok kod 6 tjedana starih Zivotinja nije bilo razlike izmedu WT
i KO (53). Iz dobivenih rezultata mozZe se zakljuCiti da WZ-5HT S&takori s poviSsenom
koncentracijom 5-HT-a imaju povecanu kostanu pregradnju koja dovodi do gubitka
kosti (116).
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Dobiveni rezultati na WZ-5HT Stakorima se djelomi¢no preklapaju s rezultatima
drugih istrazivanja gdje promjena homeostaze 5-HT-a u zivotinjskim modelima

dovodi do negativnog utjecaja na trabekularnu kost.

6.3. BIOKEMIJSKI | HORMONALNI STATUS

Mehanizam djelovanja 5-HT-a na kostano tkivo istrazen je odredivanjem
hormonalnog statusa WZ-5HT Zivotinja mjerenjem hormona koji su povezani s
koStanim metabolizmom te metabolizmom glukoze. Izmjerena je i koliina estrogena
u muskih i Zenskih Zivotinja kako bi se vidio utjecaj ovog spolnog hormona u sinergiji
s promijenjenom serotoninskom homeostazom. Pritom nije uoCena razlika izmedu
5HT-visoke i 5HT-niske sublinije u muzjaka i zenki WZ-5HT Stakora te je isklju¢ena
povezanost 5-HT-a i estrogena. Zbog kostanog fenotipa, koji je bio karakteristiCan za
oba spola WZ-5HT Stakora, te iskljuCenja utjecaja estrogena na promijenjene
koStane parametre, prema nacelu 3R, za daljnja istrazivanja mehanizma djelovanja
5-HT-a na kost odabrani su Zenski Stakori. Promjena hormona i biokemijskih
parametara istrazena je u mladih Zenki Stakora starih 2 mjeseca i ostarjelih zenki
starih 12 mjeseci, dok je utjecaj 5-HT-a na glukozni metabolizam izmjeren u 6

mjeseci starih zenki.

6.3.1. HORMONI KOJI UTJECU NA KOSTANO TKIVO

Mjerenjem koli¢ine PTH-a u serumu nije dobivena razlika izmedu sublinija kod mladih
niti kod ostarjelih $takora §to se odrazilo i na razinu iona Ca®" i PO,>, gdje takoder
nije bilo razlike izmedu sublinija. Za 5-HT je ve¢ prije pokazano da ne utjeCe na kost
preko PTH-a jer je u miSeva s izbaCenim genom za 5-HTT izmjerena koli¢ina PTH-a i
iona fosfora bila jednaka koli¢ini u WT Zivotinja, iako im se koStani fenotip razlikovao
(90).

Utjecaj 5-HT-a na koli€inu aktivnog metabolita vitamina D3 je vidljiv jer je u mladih i
starih zivotinja 5HT-visoke sublinije izmjerena smanjena koli€ina 1,25(0OH),Ds.
Prethodno je pokazano da je smanjena koli¢ina 1,25(OH),D3; povezana s negativnim
utjecajem na kost i nizim vrijednostima BMD (117). U Stakora 5HT-visoke sublinije su
izmjerene nize vrijednosti BMD-a kao i smanjenje trabekularne kosti. Koliina kalcija
u serumu u WZ-5HT Stakora nije bila razliCita izmedu sublinija Sto ukazuje da je
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koli¢ina 1,25(0OH);D3; u Zivotinja 5HT-visoke sublinije dovoljna za odrzavanje

fizioloSkog raspona kalcija.

6.3.2. GLUKOZNI METABOLIZAM WZ-5HT STAKORA

Mjerenjem inzulina u WZ-5HT Zivotinja pokazano je da Zzivotinje iz 5HT-visoke

sublinije imaju znacajno vise vrijednosti u odnosu na Zivotinje iz 5SHT-niske sublinije.

Paulmann i suradnici (118) su pronasli da povecana koncentracija 5-HT-a u beta
stanicama gusteraCe uzrokuje povecano lu€enje inzulina. Kako WZ-5HT S$takori iz
5HT-visoke sublinije imaju pojacanu aktivnost 5-HTT-a u trombocitima, za oCekivati
je da je aktivhost 5-HTT-a pojaCana i u beta stanicama te da, u konacnici, poveé¢ana
koncentracija 5-HT-a u tim stanicama uzrokuje i poja¢ano lu€enje inzulina. U skotnih
miSeva je pokazano da povisena koli€ina 5-HT-a stimulira proliferaciju beta stanica u
gusteradi i tako djeluje na povecanu koli€inu inzulina u trudnoci (51; 119). Izbacivanje
gena za 5-HTT u miSeva utjecalo je na luCenje inzulina te su takvi miSevi imali
povisene razine inzulina u odnosu na divlji tip (109) Sto bi moglo ukazivati na
povezanost inzulina i 5-HTT-a Cije poremeceno djelovanje dovodi do povecanja u

izlu€ivanju inzulina.

U svrhu provjere djelovanja inzulina na koli€inu glukoze u krvi, u WZ-5HT Stakora je
izmjerena koncentracija glukoze u krvi. U mladih zivotinja nije bilo razlike izmedu
sublinija, dok je kod ostarjelih Zivotinja pronadena znacajna razlika i to s visom
koncentracijom glukoze u Stakora S5HT-visoke sublinije, Cije su vrijednosti glukoze
znatno premasivale normalni fizioloSki raspon. OcCekivana niza razina glukoze zbog
viSe razine inzulina u tih Zivotinja je izostala. Daljnjim testovima tolerancije na
glukozu i inzulin potvrden je razvitak otpornost na inzulin u Stakora 5HT-visoke
sublinije.

U Tphl” migeva koli¢ina 5-HT-a u beta stanicama iznosila je 10% koli¢ine u WT
miSeva te je u krvi tih miSeva zabiljezena povecana koncentracija glukoze, ali i
smanjeno lu€enje inzulina prilikom testa opterecenja glukozom (118) Sto potvrduje
ulogu 5-HT-a u luéenju inzulina iz gusterade. U 5-HTt" miSeva je pronadena
povisena koncentracija glukoze u krvi kao i netolerancija u testovima opterecenja

glukozom i inzulinom (109).
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Hemoglobin Alc, ili glicirani hemoglobin, se ve¢ duze vremena koristi kao precizan
marker dugotrajno promijenjenog metabolizma glukoze (120). Mjerenje koliCine
hemoglobina Alc u 6 mjeseci starih WZ-5HT Stakora potvrdilo je poremecaj
glukoznog metabolizma jer su Zzivotinje iz SHT-visoke sublinije imale znacajno viSe

vrijednosti ovog markera.

Mjerenjem masnog tkiva u WZ-5HT Zivotinja nije zamijeCena razlika izmedu sublinija
u mladoj dobi, dok starenjem Zivotinje iz 5HT-visoke sublinije nakupljaju znacajno
viSe visceralnog masnog tkiva. U skladu s pove¢anjem masnog tkiva izmjerene su i
vece koli¢ine kolesterola i HDL-a u ostarjelih Stakora iz 5HT-visoke sublinije, dok kod
mladih Zivotinja nije primijeCena razlika izmedu sublinija. Vidljivo je da promjena
homeostaze 5-HT-a u WZ-5HT Stakorima, a posebno aktivnosti 5-HTT-a, utjeCe na
izluCivanje inzulina. Dugotrajan ucinak pove¢anog unosa 5-HT-a na izlu€ivanje
inzulina uzrokuje razvitak otpornosti na inzulin i nastanak dijabetesa tipa 2 (T2DM od
eng. Type 2 Diabetes Mellitus) u starijin Stakora iz 5HT-visoke sublinije Sto je
dodatno potvrdeno povecanjem hemoglobina A1c i visceralne masti. U ljudi je
nadeno da je pretilost jedan od glavnih preduvjeta za razvitak T2DM (121). Kao
glavni uzroci pretilosti su navedeni: nedostatak fizicke aktivnosti, loSa prehrana i
genetska osnova. U Stakora 5HT-visoke sublinije postoji vise parametara koji bi mogli
utjecati na razvoj T2DM pa tako i fizioloSka osnova promijenjene homeostaze 5-HT-a

koja uzrokuje i smanjenu aktivnost zivotinja.

1,25(0OH),D3 utje€e na izluCivanje inzulina (122) te je smanjena koli¢ina vitamina D u
ljudi povezana s razvojem T2DM (123). Smanjena koli¢ina 1,25(0OH),D3; u 5HT-
visoke sublinije WZ-5HT mogla bi se povazati ne samo s koStanim fenotipom, nego i

S promijenjenim metabolizmom glukoze u tih Zivotinja.

6.4. DJELOVANJE 5-HT-a NA KOSTANE STANICE

Kako bi se poblize istrazio mehanizam djelovanja 5-HT-a na koStane stanice u ovom
su istrazivanju koriStene primarne kulture osteoblasta i osteoklasta izoliranih iz WZ-
S5HT Stakora. U stanicama je analiziran izrazaj gena ukljuCenih u serotoninergicki
sustav kao i specificnih markera za diferencijaciju osteoblasta i osteoklasta. Kako bi

se simulirali in vivo uvjeti povec¢ane koli€ina 5-HT-a i inzulina u krvi, koStane stanice
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su tretirane 5-HT-om i inzulinom te su istraZeni u€inci ovakvog tretmana na izrazaj

diferencijacijskih markera karakteristiCnih za svaki tip stanica.

6.4.1. UTJECAJ NA OSTEOBLASTE

U osteoblasti¢nih stanica izoliranih iz WZ-5HT Stakora je pronaden izrazaj gena za
proizvodnju i unos 5-HT-a u stanice kao i gena za receptore 5HT-1B, -2A i -2B. Osim
5-HT elemenata, proucen je i izraZzaj gena za alkalnu fosfatazu i osteokalcin Sto je
pokazalo da su mezenhimalne stanice izolirane iz kosStane srzi diferencirale u
osteoblasti¢ne stanice. Stanice izolirane iz 5HT-visoke i 5HT-niske sublinije WZ-5HT
Stakora nisu se razlikovale u izrazaju niti jednog od promatranih gena. S obzirom da
Su u in vivo uvjetima pokazane razlike u aktivnosti osteoblasta kod mladih Zivotinja,
razlog gotovo jednakih vrijednosti izrazaja gena mogla bi biti duzina trajanja primarne
kulture. Naime, osteoblasti su bili u kulturi 21 dan. Za to vrijeme bi nedostatak 5-HT-a

i inzulina iz in vivo okoliSa mogao izjednaditi izrazaj gena izmedu sublinija.

U veé objavljenim istraZivanjima izraZzaja 5-HT receptora u koStanim stanicama
naden je visok izrazaj gena za 5HT-2B u osteoblasta i osteocita (85). Daljnjim
istrazivanjima u primarnim Stakorskim osteoblastima, kao i u veem broju
osteoblastiCnih stani¢nih linija, naden je izrazaj gena i proizvodnja funkcionalnih
receptora 5HT-1A, -1D i -2B kao i gena za 5-HTT (86). Osim toga, pronadeno je da
receptor 5HT-2B kontrolira diferencijaciju i proliferaciju osteoblasta (87), a
mehanizam inhibicije proliferacije osteoblasta predlozen je preko 5HT-1B receptora
uz sudjelovanje CREB (od eng. cAMP response element-binding protein) proteina
(91). Najnovija istrazivanja ipak ukazuju na djelovanje 5-HT-a na osteoblaste preko
5HT-2B receptora i posljedi€nog prijenosa signala u jezgru preko prostaciklina i Ppar-

B/d (od eng. Peroxisome proliferator-activated receptor beta/delta) (124).

Tretman primarnih kultura osteoblasta 5HT-visoke sublinije 5-HT-om ili inzulinom nije
imao utjecaj na markere diferencijacije osteoblasta, dok je kombinacija 5-HT-a i
inzulina zna€ajno povisila izrazaj gena za alkalnu fosfatazu i osteokalcin. Ovi rezultati
ukazuju na sinergisticki u€inak 5-HT i inzulina na proliferaciju i aktivaciju osteoblasta,
jer u in vivo uvjetima s poviSenom koncentracijom 5-HT-a i inzulina takoder vidimo
pojaCanu aktivnost osteoblasta u mladih zivotinja. Kod osteoblasta izoliranih iz SHT-

niske sublinije tretman 5-HT-om je povisio izrazaj gena za alkalnu fosfatazu, ali je
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izostao sinergistiCki u€inak 5-HT-a i inzulina. Zbog razlika u izrazaju gena izmedu
osteoblasta izoliranih iz dviju sublinija WZ-5HT Stakora, moZe se pretpostaviti da su
osteoblasti izolirani iz 5-HT visoke sublinije bili kondicionirani in vivo uvjetima prije

izolacije stanica i da je zato njihov odgovor na kombinirani tretman bio znacajno veci.

Pretpostavljeno je da inzulin potiCe izlu€ivanje osteokalcina i tim mehanizmom utjeCe
na glukozni metabolizam kosStanih miSica i masnog tkiva (125). U osteoblasta
izoliranih iz WZ-5HT sam inzulin nije povecao izrazaj gena za osteokalcin, ali u
kombinaciji s 5-HT-om i inzulinom u osteoblasta iz 5HT-visoke sublinije izrazaj

osteokalcina je znacajno povecéan u usporedbi s 5HT-niskom sublinijom.

6.4.2. UTJECAJ NA OSTEOKLASTE

Diferencirane stanice izolirane iz WZ-5HT Stakora su izrazavale gene za Trap i
Katepsin K kao specificne markere osteoklasti¢nih stanica. U tih stanica je pronaden i
izrazaj gena za Tphl, enzim odgovoran za proizvodnju 5-HT-a. U skladu s tim
nalazima, u stanicama izoliranim iz slezene misa i tretiranim RANKL-om kako bi se
potakla diferencijacija, pronaden je izrazaj gena za Tph1, koji nije bio vise mjerljiv kod

potpuno diferenciranih osteoblastic¢nih stanica (53).

U osteoklasta iz WZ-5HT su takoder bili izrazeni geni za 5-HTT kao i receptore 5-
HT1A, -2A i -2B. Razlika u izraZzaju gena za 5-HTT izmedu 5HT-visoke i 5HT-niske
sublinije ukazuje na promjenu izrazaja tog gena u stanicama monocitno-makrofagne
zametne loze. Slicna razlika je prethodno pronadena u trombocitima, koji nastaju iz
megakariocita (126; 127).

IstraZzivanjem djelovanja 5-HT-a na osteoklaste pronadeno je da se ucinak 5-HT
ostvaruje preko 5-HTT-a (89). Pritom je nadeno da 5-HT u citoplazmi djeluje na
proliferaciju osteoklasta. Ovo otkrice se moZe povezati s u€inkom 5-HT-a na beta
stanice gusterace, gdje takoder citoplazmatski 5-HT djeluje na proliferaciju stanica i
lu€enje inzulina, a ti u€inci 5-HT-a uvelike ovise o aktivnosti 5-HTT-a (118). Razlika u
izrazaju gena za 5HT-2A receptor izmedu sublinija WZ-5HT Stakora ukazuje na
moguce djelovanje 5-HT-a na osteoklaste preko tog receptora. U prijasnjim
istraZzivanjima u osteoklastima je naden izrazaj gena za 5HT-1B, -2B i -4 receptor,

gdje su receptori 5HT-1B i -4 bili odgovorni za ranu diferencijaciju osteoklasta (89). U
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daljnjim istrazivanjima na prekursorima osteoklasta pronadeni su geni za 5HT-1B, -
2A 1 -2B (53), aline i za 5SHT-1A -4.

Izrazaj osteoklastiCnih markera, Trap i Katepsin K, je bio vi8i u stanica izoliranih iz
5HT-visoke sublinije, Sto ukazuje na pojaCanu diferencijaciju osteoklasta u te
sublinije. U skladu s time, prethodno je pronadeno da blokiranje 5-HTT-a u
osteoklastima rezultira smanjenom proliferacijom kao i smanjenim izrazajem gena za
Trap, Katepsin K i Mmp-9 (od eng. Matrix Metalloproteinase - 9) (89). Iz svega
navedenog, moze se zakljuciti da je aktivnhost 5-HTT klju¢na u diferencijaciji i

aktivaciji osteoblastiCnih stanica.

Tretman primarne kulture osteoklasta izoliranih iz WZ-5HT Stakora 5-HT-om ili
inzulinom nije imao utjecaj na markere diferencijacije osteoklasta, dok je kombinacija
5-HT-a i inzulina znacajno snizila izrazaj gena za Trap i Katepsin K. Takvi rezultati
navode na zaklju€ak da sinergisti¢ki u¢inak 5-HT-a i inzulina ima negativan utjecaj na
diferencijaciju osteoklasta, za razliku od ucinka na osteoblaste. Suprotno tome,
pokazano je i da je tretman stani¢ne linije osteoklasta 5-HT-om doveo do povecanja
izraZaja gena za Katepsin K i Mmp-9 ovisno o dozi te do posljedi¢ne diferencijacije
stanica (89). Razlog razlika u odnosu na rezultate istrazivanja na WZ-5HT modelu
moze biti u koristenim stani¢nim linijjama kao i reagensima, posebice hranjivim
medijima ili serumima. S druge strane, u primarnoj kulturi osteoklasticnih stanica
izoliranih iz miSa i tretiranih inzulinom nije naden utjecaj na izrazaj gena za Katepsin
K ili Rank, ali su visoke koncentracije glukoze i inzuilina imale inhibitorni sinergisticki
uCinak (128). Kao i u naSem istrazivanju, sam inzulin nije imao ucinak na
diferencijaciju osteoklasta, Sto bi ukazivalo na to da za inhibitorni ucinak na

osteoklaste inzulin treba sinergisticko djelovanje, bilo s 5-HT-om ili glukozom.

Moguce je da inhibitorni u€inak 5-HT-a i inzulina na osteoklaste, a aktivacijski u€inak
na osteoblaste omogudéuje pocetno vece stvaranje kostanog tkiva. Kako su
osteoblasti i osteoklasti povezani u procesu koStane pregradnje, povecana aktivacija
osteoblasta aktivira i osteoklaste S$to dovodi do povecane koStane pregradnje koja
uvijek vodi gubitku kosti (116; 129).
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Rezultati istrazivanja na WZ-5HT Stakorima mogu razjasniti odredene odnose izmedu
5HT-a i glukoznog metabolizma te pridonjeti cjelokupnom razumijevanju mehanizma

djelovanja 5-HT-a na koStani metabolizam u kraljeSnjaka.
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7. ZAKLJUCCI

Iz prikazanih rezultata se moze zakljuciti sljedece:

1. Povecana aktivnost serotoninskog sustava uzrokovala je povecani rast kostiju u
muzjaka i Zenki WZ-5HT Stakorskog modela promijenjene serotoninske
homeostaze.

2. U Zivotinja 2, 4 i 12 mjeseci starosti u oba spola 5HT-visoke sublinije koStana
mineralna gusto¢a bedrene kosti i lumbanog dijela kraljeSnice bila je smanjena.

3. Kod stakora iz 5HT-visoke sublinije je primje¢eno poveéano periostalno Sirenje i
enodstealna resorpcija zbog ¢€ega, usprkos vecim kostima u tih Zivotinja, nije
izmjerena razlika u koStanom volumenu niti biomehanickim svojstvima bedrene
kortikalne kosti izmedu sublinija.

4. Cijeljenje prijeloma bilo je produzeno u Stakora iz 5HT-visoke sublinije zbog
sporije mineralizacije kalusa nastalog na mjestu prijeloma.

5. U mladoj dobi Stakora iz 5SHT-visoke sublinije koStana pregradnja je bila poviSena
i uzrokovala je smanjene parametara trabekularne kosti u distalnom dijelu
bedrene kosti i lumbalnom dijelu kralje$nice $to se zadrzalo i u starijoj dobi.

6. Poremecdena serotoninska homeostaza uzrokovala je povecano lu€enje inzulina
u Zivotinja iz 5HT-visoke sublinije koje starenjem uzrokuje razvitak fenotipa nalik
dijabetesu tipa Il.

7. 5-HT i inzulin sinergistic¢ki negativno djeluju na kostano tkivo uzrokujuci poja¢anu
aktivaciju osteoblasta koji posljedicno u procesu kostane pregradnje aktiviraju

osteoklaste Sto dovodi do gubitka kosti.
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8. SAZETAK

Mehanizam djelovanja serotonina (5-HT) na kostano tkivo nije u potpunosti
razjaSnjen. U ovom radu istrazen je utjecaj promijenjene homeostaze 5-HT-a na
kostano tkivo u WZ-5HT Stakorskom modelu. Mineralna gustoca i koStani parametri
bedrene kosti i 3. lumbalnog kraljeSka izmjereni su DXA i mikro CT uredajima.
PovecCana aktivnost 5-HT sustava u WZ-5HT Stakora uzrokovala je povecanu
tielesnu masu i rast kostiju. Kod kortikalne kosti primjeceno je povecano periostalno
Sirenje i endostealna resorpcija u Zivotinja iz 5HT-visoke sublinije. Znacajno
poveCana stopa kosStanog stvaranja, uz poviSenu koncentraciju markera koStane
razgradnje, upucuju na povecanje kostane pregradnje u Stakora iz S5HT-visoke
sublinije. Visoka stopa koStane pregradnje uzrokovala je smanjenje trabekularne
kosti distalne bedrene kosti i lumbalnog dijela kraljeSnice u tih Zivotinja. U Stakora iz
5HT-visoke sublinije je cijelienje prijeloma bilo usporeno zbog smanjene
mineralizacije ko$tanog kalusa. Zivotinje s povisenom koli¢inom 5-HT-a imale su
smanjenu koli¢éinu 1,25(0OH),D3 te su starenjem razvile hiperglikemiju,
hiperinzulinemiju i povec¢ano nakupljanje visceralnog masnog tkiva, Sto su indikatori
razvoja fenotipa dijabetesa melitusa tipa Il. Pojedinaéno, 5-HT i inzulin nisu pokazali
ucinak na osteoblaste i osteoklaste, ali zajedno su sinergisticki pojacali diferencijaciju
osteoblasta i smanijili diferencijaciju osteoklasta. Pokazano je da 5-HT djeluje na
kostano tkivo u sinergiji s inzulinom poticuéi aktivaciju osteoblasta koji dalje aktiviraju

osteoklaste i tako povecavaju koStanu pregradnju.
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9. SUMMARY

Effect of Serotoninemia on Bone Remodeling Metabolism

Igor Erjavec, 2014

The mechanism of serotonin (5-HT) effect on bone is still unclear. In this research the
effect of altered 5-HT homeostasis on bone was further investigated in WZ-5HT rat
model. Mineral density and bone parameters of femur and 3™ lumbar vertebrae were
resolved using DXA and micro CT, respectively. Elevated blood 5-HT caused
increased body weight and bone growth in WZ-5HT rats. Cortical bone had increased
periosteal formation and endosteal resorption in animals from 5HT-high subline.
Sigificant increase in bone formation rate follwed by increase in bone resorption
marker indicate high bone remodelling in high-5HT rats, which decreased trabecular
bone at the site of distal femur and lubar spine. Fracture healing was delayed in high-
5HT animals due to prolonged mineralization of bone callus. Animals with elevated 5-
HT level had decreased level of 1,25(0OH),D3 and they developed hyperglycemia,
hyperinsulinemia and increased accumulation of visceral fat tissue with ageing, a
symptoms of diabetes melitus type Il phenotype development. In osteoblasts and
osteoclasts neither 5-HT nor insulin had effect, while their sinergistic effect caused
increased differentiation of osteoblasts and decreased differentiation of osteoclasts,
respectively. It has been shown that 5-HT exerts its effect on bone together with
insulin promoting osteoblast activation which in turn activates osteoclasts and

increases bone turnover.
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11. ZIVOTOPIS

Roden sam 21. travnja 1982. godine u Zagrebu. Osnovnu $kolu zavrSio sam u
Dugom Selu, dok sam opcu gimnaziju zavrSio u Sesvetama. Prirodoslovno-
matematicki fakultet, smjer molekularna biologija, upisao sam 2000. godine, a
diplomirao sam 2007. godine s radom pod naslovom “Aktivhost ljudskog
rekombinantnog kostanog morfogenetskog protein-6 u Zivotinjskom modelu”. U
Laboratoriju za mineralizirana tkiva Zavoda za anatomiju Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu zaposlen sam 2007. godine kao vanjski suradnik, a od
2008. godine sam zaposlen kao znanstveni novak na projektu “Uloga TSH u
modelu osteoporoze i u bolesnica sa smanjenom koStanom masom®.
Poslijediplomski doktorski studij “Biomedicina i zdravstvo” Medicinskog fakulteta,
SveuciliSta u Zagrebu upisao sam 2009. godine. Od 2010. godine sudjelujem u
nastavi u sklopu kolegija “Proteomika u biomedicinskim istraZivanjima” u okviru
poslijediplomskog doktorskog studija “Biomedicina i zdravstvo” na Medicinskom
fakultetu u Zagrebu. Od 2013. godine sudjelujem u nastavi kolegija "Molekularna
biologija mineraliziranih tkiva" poslijediplomskog studija na StomatoloSkom
fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Od 2014. godine sudjelujem u nastavi kolegija
.1emeljne i primjenjene znanosti u ortopediji“ poslijediplomskog specijalistiCkog
studija Medicinskog fakulteta u Zagrebu. Dobitnik sam ,New Investegator®

nagrade Europskog drustva za kalcificirana tkiva (ECTS) za 2012. godinu.

Clan sam Hrvatskog drustva za kalcificirana tkiva i Europskog drustva za

kalcificirana tkiva.
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