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UTICAJ SMANJENE FUNKCIJE STITASTE ZLEZDE MAJKI TOKOM

GRAVIDITETA I LAKTACIJE NA ENDOHONDRALNO FORMIRANJE

KOSTIJU MLADUNACA PACOVA TOKOM RANOG POSTNATALNOG
PERIODA

SAZETAK

U ovom radu je postavljena hipoteza da hipotireoidizam zenki pacova utice na
proces endohondralnog okoStavanja tako Sto utiCe na proliferaciju 1 diferencijaciju
hondrocita, osteoklasta i osteoblasta kod mladunaca. U ogledu su kori§¢eni mladunci
muskog pola (n=36), eutanazirani odmah na rodenju ili sedmog dana starosti, potomci
majki (n=24) iz kontrolne grupe i dve tretirane grupe koje su tokom graviditeta i laktacije
dobijale nisku (1.5 mg/L), ili visoku (150 mg/L) dozu propiltiouracila (PTU) u vodi za
pic¢e. Na osnovu klinickog stanja, koncentracije tireoidnih hormona i indeksa aktivacije
Stitaste Zlezde utvrdeno je da je niska doza PTU-a prouzrokovala supklinicki, a visoka
klinicki oblik hipotireoidizma i kod majki i kod mladunaca obe starosne grupe. Za analizu
proksimalne epifizne ploc¢e mladunaca koris¢ena je morfometrija, in situ hibridizacija,
imunohistohemija, histohemija i elektronska mikroskopija. Hondrociti u zoni rezervne
hrskavice 1 zoni proliferacije su sadrzali manju koli¢inu glikogena, najverovatnije su brze
proliferisali 1 imali su manje izraZenu autofagnu aktivnost kod mladunaca iz sve Cetiri
tretirane grupe u odnosu na kontrole. Vancelijski matriks je sadrzala manje kolagena tipa
21 10, a viSe glikozaminoglikana. Najizrazitije promene su skra¢enje zone hipertrofije
hondrocita, smanjena visina i povecanje broja hipertrofisanih hondrocita koji nisu
eksprimirali kaspazu 3. U osteoklastima u zoni osifikacije je smanjenja sinteza tartarat
rezistentne kisele fosfataze, dok je u osteoblastima smanjena sinteza kiselog proteina
matriksa dentina 1 i kolagena tipa 1. To je povezano sa zaostajanjem kalcifikovane
hrskavice, smanjenom depozicijom i kalcifikacijom osteoida te formiranjem kracih a Sirih
trabekula. Sve promene su narocito izraZzene kod mladunaca sa klinickim oblikom
hipotireoidizmom starih sedam dana. U zakljucku, supklinicki i klini¢ki hipotireoidizam
kod mladunaca na rodenju i sedmog dana starosti najverovatnije stimuliSe proliferaciju
hondrocita, a usporava diferencijaciju i smanjuje funkcionalnu aktivnost kako hondrocita,
tako i osteoklasta i osteoblasta negativno uti¢uéi na endohondralno okostavanje i duzinu
tibije.
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ABSTRACT

In this work we hypothesized that the hypothyroidism in rat dams, influences
the process of offspring endochondral ossification affecting proliferation and
differentiation of chondrocytes, osteoclasts and osteoblasts in pups. At the day of birth
and seven-day-old male pups (n = 36) derived from control dams and dams treated with
a low (1.5 mg/L) or high (150 mg/L) dose of propylthiouracil (PTU) in drinking water
during pregnancy and lactation (n = 24), were used. Based on the clinical examination,
thyroid hormone concentrations and thyroid activation index, it was found that the low
dose of PTU caused subclinical, and the high dose of PTU clinical form of
hypothyroidism in both mothers and in pups of both age groups. Morphometry, in situ
hybridization, immunohistochemistry, histochemistry and electron microscopy were used
to analyze the proximal epiphyseal plates of the pups. Chondrocytes in the reserve
cartilage zone and proliferation zone contained a lower amount of glycogen, most likely
proliferated faster and had a less pronounced autophagy activity in pups from all four
treated groups compared to controls. The extracellular matrix contained less collagen type
2 and 10 and more glycosaminoglycans. The most pronounced changes were the
shortening of the hypertrophic zone, the reduced height and the increase in the number of
hypertrophic chondrocytes that did not express caspase 3. Ossification zone: low amount
of tartrate resistant acid phosphatase, and dentin matrix acid protein-1 and collagen type
1 was synthesized in osteoclasts and osteoblasts, respectively. This was associated with
the delay of calcified cartilage resorption, decreased deposition and calcification of
osteoid, and the formation of shorter and wider trabeculae. All changes were particularly
pronounced in pups with a clinical form of hypothyroidism, seven days old. In conclusion,
subclinical and clinical hypothyroidism in pups at the day of birth and seven-day-old,
most likely stimulates chondrocyte proliferation. It also slows down differentiation and
reduces the functional activity of chondrocyte, osteoclasts and osteoblasts, adversely
affecting endochondral ossification and tibia length.
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1. UVOD

Hipotireoidizam, jedan od naj¢esc¢ih endokrinih poremecaja kod ljudi i zivotinja,
najteze posledice ostavlja ukoliko se deficit hormona Stitaste Zlezde javi tokom
intrauterinog razvoja, kada je proliferacija 1 diferencijacija c¢elija svih tkiva
najintenzivnija. Porast prevalence radanja dece sa kongenitalnim hipotireoidizmom u
poslednjih dvadeset godina Sirom sveta, dovodi se u vezu, izmedu ostalog i sa faktorima
okruzenja (Rastogi i LaFranchi, 2010; Teng i sar., 2013; Ghanbari i Ghasemi, 2017).
Pokazano je da hipotireoidizam majki tokom graviditeta ostavlja ireverzibilne posledice
na razvoj nervnog sistema njhovih mladunaca (Bernal, 2005; Rovet, 2014; Shafiee i sar.,
2016). Ireverzibilne promene nastaju i na gonadama, a posledica je poremecaj
reproduktivne sposobnosti kako zenki tako 1 muzjaka (Radovanovié i sar., 2003, 2012,
2018; Danilovi¢ Lukovi¢ i sar., 2016, 2017a, 2017b;2017c; Ahmed, 2018). Poseban
problem predstavlja supklini¢ki hipotireoidizam koji se u praksi teSko dijagnostikuje zbog
izostanka jasnih klinickih simptoma. Iako je poznato da deficit tireoidnih hormona kod
jedinki u razvoju dovodi do poremecaja u rastu dugih kostiju (Bassett i Williams, 2016),
1 dalje postoji potreba da se utvrdi u kojoj meri supklinicki hipotireoidizam majki utice
na endohondralno okosStavanje i razvoj dugih kostiju mladunaca. Ova problematika je
vazna sa aspekta brzine rasta (prirasta) novorodenih Zzivotinja u farmskom uzgoju
razli¢itih domacih zivotinja, ali 1 u patologiji socijalnih zivotinja 1 ljudi. Takode, postavlja
se pitanje da li suptilne promene koje eventualno nastaju na kostima novorodencadi, ¢ije
su majke za vreme graviditeta bile supklini¢ki hipotireoidne, ostavljaju trajne posledice
koje kasnije tokom Zivota u zrelom dobu mogu dovesti do osteoporoze 1 drugih oboljenja

vezanih za kostano zglobni sistem.

Mehanizmi zamene hrskavicnog modela dugih kostiju kostanim tkivom u toku
prenatalnog 1 ranog postnatalnog perioda zivota, kao i hondrogena i1 osteogena
diferencijacija maticnih ¢elija u toku ovog procesa, i dalje nisu u potpunosti razjasnjeni.
Diferencijacija mezenhimalnih mati¢nih ¢elija u hondrocite i osteocite izvedena in vitro
ne moze da da sve odgovore o diferencijaciji ovih ¢elija. S obzirom na prirodu epifizne

ploce, ona predstavlja dobar model za proucavanje procesa hondrogene i osteogene
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diferencijacije ¢elija in vivo. Hondrociti rezervne hrskavice se smatraju mati¢nim
¢elijama epifizne plocCe, jer njihovom diferencijacijom nastaju zone proliferacije i
hipertrofije, koje 1 u slucaju ostecenja mogu da regenerisSu ako je oCuvana rezervna
hrskavica. U poslednje vreme je dostupan sve veci broj radova koji dokazuju da se
odredeni broj terminalno diferenciranih hondrocita na granici hrskavice i kosti
transdiferentuje u osteoblaste (Zhou i sar., 2014; Yang i sar., 2014; Aghajanian i Mohan,
2018; Mizuhashi i sar., 2018). Ovakvi nalazi koji upuéuju na plasti¢nost Celija tokom
hondrogeneze su u suprotnosti sa prethodno utvrdenom i linijski opredeljenom
hondrogenezom i osteogenezom. Takode, odavno je poznato da tireoidni hormoni
podsticu ekspresiju gena, jer deluju kao stimuliSuéi transkripcioni faktori i bitni su za
diferencijaciju Celija.

Endohondralno okostavanje je kljucno ne samo za formiranje i rast dugih cevastih
kostiju u toku embrionalnog i ranog postnatalnog perioda, ve¢ i za zarastanje preloma
kostiju kod odraslih. Prilikom zarastanja preloma aktiviraju se oba procesa,
intramembranozno i endohondralno okoStavanje, dolazi do formiranja hrskavi¢avog
kalusa koji potom podleze mineralizaciji, resorpciji i zameni kostanim tkivom (Marsell i
Einhorn, 2011). S obzirom da se smatra da tireoidni hormoni uti¢u na proces zarastanja
preloma, naSe istrazivanje moze dati informacije koje bi bile korisne na polju

regenerativne medicine.

Sve navedeno je razlog istraZivanja koje je izvedeno u ovoj doktorskoj tezi, a koje
ima za cilj da definiSe faze endohondralnog okostavanja u dugim kostima mladunaca na
kojima se pretpostavlja da postoje najvece promene na nivou hondrocita 1 osteoblasta,
kao 1 matriksa kosti 1 hrskavice, a nastale kao posledica supklinickog hipotireoidizma

majKi.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. RAZVOJ SKELETA

Skelet sisara je mezodermalnog porekla i sastoji se od hrskavice i kostiju. Sve
kosti skeleta se mogu razvrstati u dve grupe: kosti osovinskog (aksijalnog) skeleta
(ki¢meni stub, lobanja, rebra i grudnu kost) i kosti skeleta udova (apendikularni skelet).
Aksijalni i apendikularni skelet se razvijaju od somita i bo¢ne ploce mezoderma, dok
hrskavica, kosti lica i kosti lobanje poti¢u od kranijalnog dela nervne kreste. Broj kostiju
koje grade skelet je razli¢it i zavisi od vrste i rase zivotinja. Prosecan broj kostiju u skeletu
konja je 205; goveda 207; svinja 223; pasa 319; macaka 245; pacova 213, dok se kod
odraslog Coveka taj broj krece oko 206 kostiju. Sve kosti skeleta formiraju se procesom

okostavanja koje moze biti intramembranozno ili endohondralno (Long i Ornitz, 2013).

U toku intramembranoznog okoStavanja dolazi do direktne transformacije
mezenhimskih ¢elija u osteoblaste koji formiraju matriks kostanog tkiva. Ovim procesom
formiraju se kosti lobanje, klavikula (kod ljudi) i neke kosti lica. Razvoj dugih cevastih
kostiju, ki¢cmenog stuba, rebara i grudnog kosSa odigrava se pomoc¢u drugog procesa,
endohondralnog okosStavanja. U toku edohondralnog okosStavanja, mezenhimske ¢elije se
transformiSu u hondrocite koji stvaraju privremeni hrskavi¢ni model buduce kosti. Zatim
hondrociti u hijalinoj hrskavici modela kosti podlezu nizu morfoloskih i funkcijskih
promena $to naposletku rezultira zamenom hrskavice koStanim tkivom (Karsenty i

Wagner, 2017).

Kod ljudi, formiranje pupoljka i oblikovanje ekstremiteta pocinje tokom cetvrte
nedelje embrionalnog razvoja, a zavrsava se do osme nedelje (Gardner i O'Rahilli 1968).
Ovaj proces se kod miseva odigrava tokom pet dana embrionalnog razvoja, od 9.5 do 14.5
(Slika 2.1.) (Martin, 2002). Razvoj pupoljka ekstremiteta pocinje kondenzacijom celija
mezenhima (Slika 2.2. A i B) (Thorogood i Hinchliffe 1975), koja je regulisana Hox
genima, morfogenim proteinom kostiju [(engl. bone morphogenetic proteins (BMP)],
transformiSu¢im faktorom rasta-p (engl. transforming growth factor-g) i faktorom rasta
fibroblasta [engl. fibroblast growth factors (FGF)] (Long i Ornitz 2013). Nakon
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kondenzacije mezenhima, ¢elije kondenzata se diferentuju u ¢elije hondrocitne linije i

pocinju da eksprimiraju SOX9 (Wright i sar., 1995).

Slika 2.1. Skenirajuca elektronska mikroskopija embriona misa desetog dana
embrionalnog razvoja (E10) (lateralni pogled) na kome se moze zapaziti protruzija
lateralnog telesnog zida koja predstavlja pupoljak zadnjeg ekstremiteta (PZE) u
nastajanju. Razvoj pupoljaka prednjeg ekstremiteta (PPE) zapocinje u ranijem
stadijumu embrionalnog razvoja (E9.0-E9.5), a na elektronmikrogramu se moze
zapaziti da je PPE vecéi od PZE. Somiti (so) i pupoljak repa (PR) su lako vidljivi
(prilagodeno prema Martin, 2002).

Diferencijacija hondrocita je podstaknuta prehondrogenom kondenzacijom i
ekspresijom SOX9 i karakteriSe se sekrecijom kolagena tipa 2, agrekana i drugih proteina
karakteristi¢nih za matriks hijaline hrskavice (Hall i Miiake 1995; Kronenberg 2003).
Poveéanje dimenzija tako formiranog hrskavicavog modela buduce kosti odvija se

procesom proliferacije i diferencijacije hondrocita koje su precizno regulisane
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komplikovanom mrezom signala (Kronenberg, 2003). Celije perihodrijuma koji prekriva
hrskavi¢ni model u regionu dijafize buduce kosti diferentuju se u osteoblaste koji
procesom intramembranoznog okoStavanja stvaraju strukturu koja podseca na narukvicu
ili kragnu. Hondrociti hijaline hrskavice u modelu buduce kosti ispod kostane kragne prvo
pocinju serijom brzih deoba koje dovode do promene oblika ovih ¢elija i od ovalnih
postaju oblika soc¢iva formirajuci pravilne nizove. Zatim, hondrociti izlaze iz ¢elijskog
ciklusa i podlezu hipertroficnoj diferencijaciji, uvecavaju¢i mnogostruko svoj volumen,
ali i u isto vreme menjajuci i sastav vancelijskog matriksa. Hipertrofisani hondrociti luce
kolagen tipa 10 i alkalnu fosfatazu, osnovne regulatore mineralizacije hrskavi¢nog
matriksa, koji sluzi kao nosa¢ za prodor krvnih sudova, privla¢enje osteoblasta i
deponovanje koStanog matriksa. Hipertrofisani hondrociti naposletku podlezu ili
programiranoj ¢elijskoj smrti, ostavljajuéi za sobom prazne lakune velikih dimenzija ¢iji
su zidovi izgradeni od izmenjenog kalcifikovanog matriksa hrskavice, ili
transdiferencijaciji u osteoblaste. Krvni sudovi uz pomoc¢ osteoklasta prodiru kroz
kostanu kragnu u centar hrskavi¢avog modela. Zajedno sa krvnim sudovima dolaze i
osteoprogenitorne ¢elije koje naseljavaju prazne lakune i diferentuju se u osteoblaste. Oni
pocinju sa sintezom osteoida koji taloze na zidove praznih lakuna formirajuci na taj nacin
mrezu primarnih koStanih trabekula. Opisani proces rezultira nastankom primarnog
centra okoStavanja. U regionu epifize buduce kosti dolazi do prodora krvnih sudova i
slicnih promena u hrskavici §to rezultira nastankom sekundarog centra okoStavanja

(Kronenberg 2003).

U regionu izmedu primarnog i sekundarnog centra okoStavanja dolazi do razvoja
epifizne ploce, koja predstavlja visoko specijalizovano hrskavi¢avo tkivo koje ima
presudnu ulogu u daljem razvoju i oblikovanju skeleta. Uspesan razvoj hrskavice u
epifiznim ploama je od ogromnog znafaja za odrZavanje odgovaraju¢ih proporcija
skeleta. Hondrociti u epifiznim plocama nastavljaju da proliferiSu i da se diferentuju sve
dok ne dode do spajanja primarnog i1 sekundarnog centra okostavanja, obezbedujuci na
taj nac¢in linearni rast kostiju. Spajanje ova dva centra okostavanja kod ljudi i ve¢ine sisara
se deSava na kraju puberteta i podrazumeva potpuno i§¢ezavanje sloja hrskavice koja se

nalazi izmedu njih (Kronenberg 2003).
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2.1.1. Longitudinalni rast kostiju

Kod ljudi, longitudinalni rast kostiju se obezbeduje aktivnosc¢u epifizne ploce.
Stopa rasta je brza u prvim godinama Zivota, zatim se postepeno smanjuje kako bi dostigla
plato nakon zavrSetka pubertalnog rasta, a kona¢no prestaje fuzijom primarnog i
sekundarnog centra okoStavanja. Isti obrazac brzine rasta je zapazen kod vecine drugih
sisara. Izuzetak predstavlja izraZzena brzina rasta koja se javlja tokom puberteta kod ljudi
(Tanner i Davies, 1985).

Kod pacova, stopa rasta se povecava izmedu 1. i 5. nedelje, a zatim opada do
postizanja zrelosti skeleta izmedu 11,5 i 13. nedelje (Hunziker i Schenk, 1989; Kember,
1973). Kosti i dalje rastu, iako smanjenom stopom, do 26. nedelje starosti, nakon ¢ega

rast kod pacova prakti¢no prestaje (Walker i Kember, 1972).

Cc D E
A B Kostana kragna, Oserastai Sazrevanje F
Proliferacija  Kondenzacija hipertrofija odeljak kostane srzi centara osifikacije Zrela kost
i vaskularizacija

t Longitudinalni 3
=3 2> rast <
cooco — bal! D)
coo () I §
coo B CIR D)
ScSooco ¢ 1 p! Q- D),
coo D i - 4D
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Slika 2.2. Skeletogeneza duge kosti. Pogled na uzduzni presek kljucnih faza
endohondralnog formiranja kostiju u ekstremitetima misa. Proliferacija
Prx1*progenitora u lateralnoj ploci mezoderma i njihovo naseljavanje u rastuci
pupoljak ekstremiteta (A). Celije koje se nalaze najblize centru prolaze kroz proces
kondenzacije mezenhima, eksprimiraju kolagen tipa 2 (Col2al) i ulaze u hondrogenu
diferencijaciju Sto rezultira deponovanjem matriksa karakteristicnog za hijalinu
hrskavicu (B). Celije podlezu hipertroficnoj diferencijaciji, pocinju da eksprimiraju
kolagen tipa 10, Sto predstavlja okidac za formiranje koStanog tkiva kragne i
Vaskularizaciju hrskavicavog modela kosti. Prodor krvnih sudova obezbeduje priliv

hematopoetskih Celija i osteoklasta, koji resorbuju kalcifikovani matriks hrskavice i na
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taj nacin doprinose formiranju odgovarajuceg modela. Krvni sudovi takode omogucuju
i dolazak Osx1* prognitora osteoblasta i éelija krvi koje popunjavaju novoformiranu
Supljinu kostane srzi (C i D). Longitudinalna osa rasta kosti u razvoju se uspostavlja
kada vaskularizacija i resorpcija od strane osteoklasta u potpunosti podele hrskavicni
model na dva dela koja se nalaze na suprotnim krajevima. Perpendikularnu ili
periostnu osu rasta obezbeduju osteoblasti u periostu koji obezbeduju rast kosti u Sirinu
(D). Osteoblasti koji u hrskavicavom modelu vr$e depoziciju koStanog matriksa poticu
od Osx1™ Clelija koje tu dolaze zajedno sa krvnim sudovima ili nastaju
transdiferencijacijom hipertrofisanih Col10al* hondrocita.Kako novoformirana kost
nastavlja da raste, u predelu epifize se u odredenom trenutku odigrava drugi talas
vaskularizacije i formiraju se sekundarni centri okostavanja (E). Zrela kost nastala

endohondralnim okoStavanjem (F) (prilagodeno prema Salazar i sar., 2016).

Kao $to je ve¢ navedeno na primeru ljudi, kod sisara vecih dimenzija (zec i veéi
od njega), epifizne ploce is¢ezavaju u skeletu odraslih jedinki sto prouzrokuje prestanak
longitudinalnog rasta. Medutim, kod malih glodara (pacovi, miSevi) epifizne plo¢e ostaju
prisutne tokom celog Zivota, iako longitudinalni rast prestaje oko 26. nedelje starosti
(Mehta i sar., 2002). Razlog za kontinuirano prisustvo epifiznih plo¢a tokom celog Zivota,
a izostanak kontinuiranog longitudinalnog, dugo nije bio razumljiv. Roach i saradnici su
2003. godine publikovali rad u kome su pokusali da objasne mehanizme koji dovode do
prestanka longitudinalnog rasta kostiju kod pacova. Oni su u epifiznim plo¢ama starih
pacova opisali Cetiri kategorije morfoloskih promena koje uti€u na funkciju epifiznih
ploca. Te promene mozda mogu doprineti objasnjenju prestanka longitudinalnog rasta u
situaciji gde epifizne ploce jos postoje. Morfoloske promene koje su zapazili na epifiznim
plo¢ama starih pacova, koje nisu prisutne kod mladih Zivotinja, opisali su na sledeci
nacin: a) formiranje trake koStanog tkiva paralelne sa dijafiznim rubom epifizne ploce,
koja efikasno zaptiva taj rub; b) postojanje prostranih acelularnih oblasti u okviru epifizne
ploce, koje su otporne na resorpciju i/ili remodeliranje; ¢) unutar celularnih oblasti
epifizne ploc¢e postoji obimno remodeliranje i formiranje kosti i d) direktno formiranje
kosti putem hondrocita koji potidu iz epifizne plo¢e. Cinjenica da pacovi i mievi imaju

specificnosti koje omogucavaju ocuvanje epifizne ploce tokom ¢itavog zivota svakako ih
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¢ini zanimljivim kao model za proucavanje hondrogeneze i osteogeneze i tokom

neonatalnog zivota i posle zavrSetka rasta.

2.1.2. Struktura i funkcija epifizne ploce

Epifizna ploca, ili kako se jos naziva epifizna ploca rasta (engl. growth plate), je
privremeni sloj hijaline hrskavice koji izgraduju isklju¢ivo hondrociti nastali od
multipotentnih skeletnih progenitorskih ¢elija. Ove progenitorske celije kaskadno prolaze
kroz niz koraka diferencijacije, §to dovodi do stvaranja visoko organizovane epifizne

ploce sa tri razlicite zone (Slika 2.3.) (Sun i Beier 2014; Liu i sar., 2017).

Zona rezervne hrskavice: region koji se nalazi odmah do epifize i naziva se
zonom rezervne hrskavice jer sadrzi hondrocite okruglog oblika koji nisu specifi¢no
diferencirani i za koje se veruje da sluze kao mati¢ne ¢elije od kojih nastaju proliferiSuci
hondrociti. Osobine mati¢nih ¢éelija i proliferativna svojstva ovih ¢elija se tokom starenja
Zivotinja gube i kona¢no nestaju nakon puberteta. Takode, smatra se da hondrociti ove
zone stvaraju morfogene koji direktno deluju na klonove koji proliferiSu i na taj nacin
formiraju nizove hondrocita u fazi proliferacije. Morfogeni koje lu¢e hondrociti iz zone
rasta sprecavaju prevremenu diferencijaciju ka hipertrofi¢énim hondrocitima (Abad i sar.,
2002).

Zona proliferacije hondrocita: Hondrociti iz zone rezervne hrskavice se
regrutuju u zonu proliferacije hondrocita, gde formiraju mnostvo kolona u kojima se
odvija njihovo umnozavanje. Kolone hondrocita su postavljene paralelno sa duZom osom
kosti (Abad i sar., 2002; Kronenberg, 2003). Rast koji nastaje kao posledica proliferacije
hondrocita ¢ini oko 10% od ukupnog rasta (Wilsman i sar., 1996b). Bitno je istaci da je

karakteristika hondrocita u ovoj zoni i sinteza kolagena tipa 2 (Kronenberg, 2003).

Zona hipertrofije hondrocita: Hondrociti koji su pozicionirani najdalje od
epifize prestaju da se umnozavaju i uvecavaju svoju veli¢inu skoro 15 puta (Bush i sar.,
2010). Ovo uvecanje se odvija kroz proces hipertrofi¢ne diferencijacije koja obuhvata tri
razliite faze. Tokom prve i trec¢e faze istovremeno se povecavaju suva materija i voda,
dok se u drugoj fazi povecava samo voda. Stopa rasta tokom trece faze regulisana je
faktorom rasta slicnom insulinu 1 (IGF-1). Zavisno od brzine stope rasta kosti se mogu

okarakterisati kao brzo ili sporo rastu¢e (Cooper i sar., 2013). Hipertrofisani hondrociti
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izluCuju izuzetno velike koli¢ine vanéelijskog matriksa, koji sadrzi kolagen tipa 10 i
faktore kao sto je Indian hedgehog (Ihh) koji autokrino podsti¢u diferencijaciju
hondrocita i vaskularni endotelni faktor rasta [engl. vascular endothelial growth factor
(VEGF)] koji stimuliSe angiogenezu. Na kraju, hipertrofisani hondrociti umiru jo$
neidentifikovanim mehanizmom, a na njihovo mesto dolaze osteoblasti koji sintetiSu
kostani matriks. Ova zona je odgovorna za skoro 50-60% rasta kostiju jer je u njoj
izuzetno brza zamena starih hipertrofisanih hondrocita novim hipertrofisanim
hondrocitima u rasponu od samo 24 ¢asa (Wilsman i sar., 1996a; Bush i sar., 2010).

Zona rezervne

Proksimalna ‘1 hrskavice

epifiza
Epifizna ploca Zona proliferacije
| hondrocita

Dijafiza

Epifizna ploca

Distalna
epifiza
Zona okostavanja

Slika 2.3. Struktura epifizne ploce. Hematoksilin/eozin bojenje epifizne ploce tibije
pacova na kojoj se jasno razlikuju zona rezervne hrskavice, zona proliferacije

hondrocita i zona hipertrofije hondrocita.
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2.1.3. Regulacija aktivnosti Celija epifizne ploce

Mnostvo autokrinih i parakrinih signalnih puteva reguliSe kinetiku ¢elija epifizne
ploce. Takode, aktivnost Celija epifizne ploce je regulisana endokrinim faktorima, u
prvom redu osom GH/IGF-1, kao i tireoidnim hormonima, androgenima, estrogenima i
glukokortikoidima (Van der Eerden i sar., 2003; Nilsson i sar., 2005).

Parakrina i autokrina regulacija se odvija preko Ihh i paratireoidnom hormonu
slicnog peptida [(engl. parathyroid hormone-related peptide (PTHrP)], koji deluju
pomocu pozitivno-negativne povratne sprege koja reguliSe izlazak hondrocita iz zone
proliferacije i ulazak u zonu hipertrofije (Kronenberg, 2003). Ostali faktori koji u¢estvuju
u parakrinoj i autokrinoj regulaciji su FGF, BMP i Wnt (Van der Eerden i sar., 2003;
Nilsson i sar., 2005; Chagin i Savendahl, 2009). Pored navedenih sistemskih i lokalnih
regulatora, kljuénu ulogu u regulaciji i koordinaciji ¢elijske kinetike epifizne ploce ima

mikrookruzenje, samo za sebe ili u vezi sa hormonima.

2.1.4. Sudbina hipertrofisanih hondrocita

Normalan razvojni put hondrocita u epifiznoj plo¢i je njihovo sazrevanje tokom
nekoliko ¢elijskih ciklusa do postizanja terminalne diferencijacije koja se zavrSava
nastankom hipertrofisanih hondrocita - koji zatim umiru. Interesantno je da jo$ uvek nije
potuno jasno kojim procesom se uklanjaju hipertrofisani hondrociti u toku procesa
endohondralnog okostavanja, iako se ovaj problem ispituje duze od jednog veka. Dva tipa
programirane ¢elijske smrti, autofagija i apoptoza se najces¢e pominju kao kljuéni u ovom

procesu.

2.1.4.1. Autofagija

Prezivljavanje ¢elija i odvijanje ¢elijskog ciklusa zavise od neprekinutog lanca
snabdevanja Celija odgovaraju¢om koli¢inom gradivnih i energijom bogatih molekula.
Moguce je pretpostaviti da je cirkulacija za ¢elije sekundarni izvor neophodnih materija
i da su one obezbedene molekulima ,,iz prve ruke” putem dva sistema razgradnje i
ponovnog iskori§¢avanja sopstvenih molekula koji su utkani u njih same — sistema

proteazoma i lizozoma. Proteazomi su visoko selektivne organele koje razgraduju samo
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molekule obelezene ubikvitinom, a to su uglavnom kratkoziveéi proteini. Oni obezbeduju
kontinuirane potrebe za aminokiselinama u ¢eliji. U lizozome, oSteéene organele i ¢elijske
komponente dospevaju procesom autofagije. Obim autofagije se povecava pod uslovima
stresa, od kojih autofagiju najvise stimuliSe nedostatak aminokiselina odnosno azotnih
jedinjenja. Svrha autofagije je da obezbedi 1) aminokiseline za sintezu lizozomalnih
enzima, enzima respiratornog lanca, enzima antioksidativne zastite i proteina ukljucenih
u sintezu aminokiselina 2) stvaranje glukoneogenih aminokiselina 3) energiju —

stimulacijom lipofagije.

Autofagija u hondrocitima ima dvostruku ulogu, neophodna je za prezivljavanje
¢elije, ali je ukljuena i ¢elijsku smrt (Baehrecke, 2005). S obzirom da je hrskavica
avaskularno tkivo, a hondrociti se nalaze na niskoj koncentraciji kiseonika, smatra se da
je autofagija neophodna za razgradnju ostecenih ili nepotrebnih organela, obnavljanje
struktura u citoplazmi, ali i za obezbedenje energije u slucaju ¢elijskog gladovanja,
narocito kod mladih hondrocita (Settembre i sar., 2008; Chang i sar. 2013).

O aktuelnosti svih tema vezanih za autofagiju govori i to $to je profesor Yoshinori
Ohsumi dobio Nobelovu nagradu iz oblasti medicine 2016. godine za otkri¢e mehanizma
autofagije. Termin autofagija se spominje jos od 1960 godine kada su otkriveni lizozomi
(Deter i de Duve, 1967), ali se njena precizna fizioloska uloga vezana za pojedina tkiva
jos$ uvek proucava. U ¢elijama sisara se razlikuju tri forme autofagije: makroautofagija,
mikroautofagija i autofagija u kojoj posreduju Saperoni (Slika 2.4.). Ova tri oblika
autofagije se razlikuju po supstratu koji se razgraduje i po mehanizmu odvijanja samog

procesa (Glick i sar., 2010).

Sustina makroautofagije je stvaranje autofagozoma koji podrazumeva
sekvestraciju ostecenih organela i dugozivecih proteina dvostrukom membranom, koji se
potom spaja sa lizozomom. Enzimi lizozoma vr$e digestiju sadrzaja, a proizvodi nastali
digestijom se oslobadaju u citoplazmu (Slika 2.4.a.) kako bi se ponovo upotrebili u cilju
prezivljavanja ¢elije u stresnim uslovima (Glick i sar. 2010; Mizushima i Komatsu 2011).
Proteini citoplazme koji sadrze karakteristi¢nu pentapeptidnu sekvencu (KFERQ) koju
prepoznaje Saperon Hsc70 razgraduju se autofagijom u kojoj posreduju Saperoni (Slika
2.4.B.) (Orenstein i Cuervo, 2010). Direktno preuzimanje sadrzaja citoplazme

invaginacijom membrane lizozoma naziva se mikroautofagija (Slika 2.4.C.)
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(Vuppalapati, 2017). Autofagija uz posredovanje Saperona razlikuje se od makro i

mikroautofagije po tome Sto ne ukljuCuje reorganizaciju membrana, ve¢ oSteceni

molekuli (koji imaju KFERQ pentapetidnu sekvencu) prolaze kroz membranu lizozoma

kroz multimerni translokaza kompleks.

ﬂ Makroautofagija

Supstrat za
razgradnju

LC3-II

Fagofora Autofagozom Autofagolizozom

d
* o< _Hidrolaze
& lizozoma
L]

Autolizozom

éaperonima posredovana autofagija

. Lizozom
Protein za @7
razgradnju (q] &,
KFERQ Hsc70
sekvenca

El Mikroautofagija

Slika 2.4. Razlicite forme autofagije.

Redosled dogadaja u toku procesa

makroautofagije (A): Formiranje fagofore (a), sekvestracija supstrata za razgradnju

(b), formiranje autofagozoma (c), spajanje autofagozoma i lizozoma (d), razgradnja

supstrata pomocu enzima lizozoma i oslobadanje osnovnih gradivnih komonenti natrag

u citoplazmu (e). Redosled dogadaja u toku autofagije koja je posredovana saperonima

(B): Prepoznavanje proteina koji sadrze KFERQ sekvencu pomocu Saperona Hsc70,

vezivanje proteina za kompleks LAMP-24 i njegov transport u lizozom gde se vrsi

Pregled literature 12



razgradnja. Redosled dogadaja u toku mikroautofagije (C): Direktno preuzimanje
sastojaka citoplazme invaginacijom membrane lizozoma i njihova razgradnja

(prilagodeno prema Vuppalapati, 2017).

Autofagija moze biti selektivna ili neselektivna. Selektivna autofagija
podrazumeva sekvestraciju i razgradnju specifi¢nih komponenti kao $to su mitohondrije,
endoplazmin retikulum, peroksizomi, mikroorganizmi i sl., dok neselektivna autofagija

ukljucuje razgradnju i recikliranje razlic¢itih komponenti citoplazme (Glick i sar. 2010).

Autofagija se kontroliSe preko proteina koji su produkti traslacije gena povezanih
sa autofagijom (engl. autophagy-related genes) (ATG) i njihovih proizvoda — proteina
nazvanih Atg. Do sada je identifikovano pteko 40 ATG gena kod kvasaca
(Saccharomyces cerevisiae i Pichia pastoris) (Glick i sar. 2010). Ovaj proces ukljucuje
pet kljuénih koraka: 1) nastanak fagofore (nukleacija); 2) vezivanje Atg5-Atgl2-Atgl6L
(elongacija); 3) obrada LC3 (engl. light chain 3) i njegovo vezivanje na membranu
autofagozoma (nastanak autofagozoma); 4) preuzimanje supstrata koji ¢e biti razgraden;

5) spajanje autofagozoma sa lizozomom (Slika 2.5.) (Glick i sar., 2010).

Makroautofagija (u daljem tekstu autofagija) zapocinje stvaranjem fagofore koja
predstavlja dvostruku membranu u obliku Solje. Posle fuzije krajeva membrane fagofore
nastaje autofagozom. Autofagozom je vezan za mikrotubule duz kojih putuje ka
lizozomima. Formiranje fagofora zapocinje kolokalizacijom pojedinih molekula na istom
mestu u citoplazmi (engl. phagophore assembly sites — PAS). U te molekule spadaju Atg6
(Beclinl kod sisara), klasa 111 PI13K (Slika 2.5.a.) i kompleks Atgl-Atgl13-Atgl7 (Ulk1/2-
Atg13-FIP200 kod sisara) (Slika 2.5.). Zatim sledi elongacija fagofore koja je povezana
sa formiranjem multimernog kompleksa Atg5-Atgl2-Atgl6L. Ovaj drugi kompleks se
stvara nakon aktivacije Atgl2 posredstvom Atg7, koji deluje kao ubikvitin aktivirajuci
enzim E1 (Vuppalapati, 2017). U autofagiju je ukljuc¢eno i nekoliko molekula koji su
nazvani familijom ubikvitinu sli¢nih molekula (engl. ubiquitin-like molecules) u koje
spada LC3 koji je povezan sa mikrotubulima. Priprema za autofagiju, takode ukljucuje
cepanje i aktivaciju LC3-1 rastvorenog u citoplazmi pomocu Atg4, nakon cega se
aktivirani LC3-1 konjuguje sa fosfatidiletanolaminom da bi nastao LC3-1l koji se
ugraduje u membranu autofagozoma. Drugi ubikvitinu slican kompleks molekula koji

ima ulogu u aktiviranju mesta cepanja LC3 ukljucuje Atg3 (Slika 2.5) (Vuppalapati,
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2017). Pokretanje autofagije povecava obim sinteze i obrade LC3. Zbog toga je LC3
marker autofagije, odnosno obelezava prisustvo fagofora (Rubinsztein i sar., 2012).
Rosenfeldt i saradnici (2012) su uveli standard u dokazivanju autofagozoma pomocu
imunohistohemijskog bojenja sa LC3. Tackasto bojenje u citoplazmi pokazuje da se
aktivirani LC3-1 konjugovao sa fosfatidiletanolaminom i nastao LC3-II koji se ugraduje
u membranu autofagozoma. Na taj nacin, brojanjem LC3 pozitivnih tacaka odreduje se
broj autofagozoma. Spajanje autofagozoma i lizozoma je potpomognuto malim G
proteinom koji se naziva Rab7, dok LAMP1 i LAMP2 (engl. lysosomal associated
membrane protein 1 and 2) igraju znacajnu ulogu tokom finalnih stadijuma sazrevanja
autofagolizozoma. Sadrzaj autofagolizozoma razgraduju dva enzima lizozoma — katepsin
B i D (Glick i sar., 2010). Glavna kinaza koja ima regulatornu ulogu je mTOR koji
inhibira otpocinjanje autofagije fosforilacijom Ulk1/2 (kod kvasaca Atgl). Pojedina
istrazivanja su pokazala da autofagija moze da se pokrene nezavisno od ATG gena, a sam
proces je imenovan kao autofagija koja se odvija van klasi¢nih puteva (Codogno i sar.,
2012). Autofagija koja je nezavisna od UIk1/2 je uocena u fibroblastima embriona misa
tokom nedostatka glukoze kod miseva sa delecijom gena za ULK1/2 (Vuppalapati, 2017).
Osim toga, autofagija nezavisna od Atg5/Atg7 je primecena tokom sazrevanja eritrocita.
lako su navedni mehanizmi kojima nastaje autofagozom razli¢iti, terminalna lizozomalna

degradacija podseca na klasi¢ni put (Codogno i sar., 2012).

Znacaj autofagije za pravilno funkcionisanje ¢elija se moZze shvatiti ako se zna da
misevi kojima je izvrSena delecija Atg3, Atg5 i Atg7 imaju snizen nivo aminokiselina u
tkivima i plazmi i uginjavaju odmah posle rodenja (Mizushima i Komatsu, 2011). Takode
je interesantno da se ¢ak i u uslovima fizioloske ravnoteze, oko 1%-1,5% proteina u
hepatocitima razgraduje putem autofagije, koja u ovim ¢elijama ima ulogu ,,kontrole
kvaliteta” (Mizushima i Komatsu, 2011).

U tkivima u kojima je poremecena autofagija akumuliraju se poliubikvitisani
proteini 1 odloZena je razgradnja proteina u proteazomima. Zbog toga se formiraju

inkluzivna tela (Mizushima i Komatsu, 2011)
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Slika 2.5. Autofagni aparat. Ulk1/2 i Beclinl kompleksi koji su kodirani genima
povezanim sa autofagijom (ATG) zapocinju nukleaciju (a). Nastanak Atg5—Atgl2-
Atgl16L kompleksa dovodi do elongacije fagofore (b) i nastanak autofagozoma (c).
Solubilni LC3-1 se konvertuje u LC3-11 koji moze da se veze za membranu ali pre toga
se veze za protein p62 (b, ). Fuzionisanje autofagozoma sa lizozomom i razlaganje

sadrzaja pomocu enzima lizozoma (d, €) (prilagodeno prema Vuppalapati, 2017).

2.1.4.2. Apoptoza

Hipertrofi¢ni hondrociti na granici izmedu hrskavice i okoStavanja, naglo menjaju
svoje okruzenje. Do tada u uslovima niske koncentracije kiseonika, naglo dolaze u
kontakt sa krvnim sudovima, a samim tim i kiseonikom, §to moze biti okida¢ za

aktiviranje apoptoze (Shapiro i sar., 2005).

Mehanizmi koji su uklju¢eni u pokretanje apoptoze su veoma slozeni. Ovi
mehanizmi su organizovani u vidu kaskadnih reakcija na molekulskom nivou za cije je
odvijanje neophodna energija (Slika 2.6.). Postoje dva puta apoptoze: spoljni put
apoptoze, odnosno receptorski put 1 unutrasnji ili mitohondrijalni put. Dobro je poznato
da su ova dva puta usko povezana i isprepletena i da molekuli jednog puta uti¢u na

aktivaciju drugog. Dodatni put kojim se pokrece apoptoza je perforin-granzim zavisni put
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1 podrazumeva ucesée citotoksicnih T limfocita. U ovom putu apoptoza se pokrece
pomo¢i granzima A ili granzima B. Sva tri puta, spoljasnji, unutra$nji i granzimom-
indukovani, imaju zajednicki zavrsni egzekucioni put. Ovaj put zapocinje aktivacijom
kaspaze 3 i rezultira fragmentacijom DNK, degradacijom citoskeleta i jedarnih proteina,
unakrsnim povezivanjem proteina, formiranjem apoptotskih telasaca, ekspresijom

liganda za receptore na fagocitima i konac¢no fagocitozom (Martinvalet i sar,. 2005).

Spoljni ili receptorski put pokretanja apoptoze podrazumeva stimulaciju
transmembranskih receptora na ¢elijskoj membrani.To su receptori smrti, produkti TNF
(eng. tumor necrosis factor) superfamilije gena. Do danas, najbolje okarakterisani ligandi
1 njihovi odgovaraju¢i receptori smrti su FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3,
Apo2L/DR4 and Apo2L/DR5 (Locksley i sar., 2001). Princip kaskadnih reakcija spoljnog
puta apoptoze koje se pokrecu nakon stimulacije bilo kog receptora smrti je slican i
podrazumeva ucesce razlicitih adapternih proteina i rezultira aktivacijom kaspaze 8.
Okidac za egzekutorsku fazu apoptoze je aktivacija kaspaze 8. Jednom aktivirana kaspaza

8 nepovratno pokrece egzekutorsku fazu (Elmore, 2007).

Perforin/granzim indukovani put je put koji pokrecu citotoksi¢ni T limfociti. Ovaj
tip apoptoze predstavlja jedan oblik 1V tipa preosteljivosti. Citotoksi¢ni T limfociti mogu
da ubiju celije tumora ili virusom inficirane Celije aktiviranjem receptorskog ili
spoljaSnjeg puta apoptoze. Pored toga, citotoksi¢no dejstvo mogu ispoljiti i sekrecijom
transmembranskih molekula perforina koji formiraju pore u citoplazmi ciljne ¢elije. Kroz
novonastale pore senzibilisani citotoksi¢ni T limfociti oslobadaju granule koje sadrze
serin proteaze: granzim A i granzim B, direktno u citoplazmu ciljne celije (Trapani i

Smyth, 2002).

Unutrasnje signalne puteve apoptoze pokrece veliki broj stimulusa koji ne
podrazumevaju stimulaciju receptora na povrsini cCelije. Ti stimulusi proizvode
intracelularne signale koji deluju direktno na mete u ¢eliji 1 svi predstavljaju dogadaje na
molekulskom nivou koje pokre¢u mitohondrije. Stimulusi koji pokre¢u unutrasnji put
apoptoze proizvode unutarcelijske signale koji mogu delovati kao pozitivni ili negativni.
Negativni signali predstavljaju odsustvo odredenih faktora rasta, hormona i citokina koji
mogu dovesti do gubitka supresije programa ¢elijske smrti 1 na taj nacin ovi negativni

signali mogu biti okida¢i apoptoze. Drugim re¢ima, prisutan je nedostatak faktora,
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gubitak supresije apoptoze i posledi¢na aktivacija apoptoze. Pozitivni stimulusi su
izmedu ostalog radijacija, toksini, hipoksija, hipertermija, virusne infekcije ili slobodni

radikali (Elmore, 2007).

Svi ovi stimulusi prouzrokuju promene na spoljasnjoj membrani mitohondrija
koje za posledicu imaju otvaranje pora [engl. mitochondrial permeability transition pore
(MPT)], gubitak transmembranskog potencijala mitohondrija i oslobadanje dve glavne
grupe proapoptotskih proteina u citoplazmu ¢elije. Ovi proapoptotski proteini su u
fizioloskim uslovima izolovani u intermembranskom prostoru mitohondrija (Saelens i
sar., 2004). Prva grupa proapoptotskih proteina mitohondrija su citohrom c,
Smac/DIABLO i serin proteaza HtrA2/Omi (Garrido i sar., 2006). Ovi proteini pokrecu
kaspaza-zavisan mitohondrijski put apoptoze. Citohrom c se vezuje za i aktivira Apaf-1 i

prokaspazu-9 formirajuéi na taj nacin ,,apoptozom” (Hill i sar., 2004).

U drugu grupu proapoptotskih proteina koja se oslobada iz mitohondrija tokom
apoptoze spadaju faktor pokretanja apoptoze [engl. apoptosis inducing factor (AIF)],
endonukleaza G i faktor fragmentacije DNK [engl. caspase activated DNase (CAD)].
Medutim, ovo se dogada tek kada ¢elija ,,odluci” da umre, odnosno ova faza se svrstava
u kasnu fazu apoptoze. Sva tri pomenuta proteina se nakon oslobadanja prebacuju u jedro
¢elije gde izazivaju fragmentaciju DNK. Nezavisno od kaspaze 3 funkcioniSu AIF i
endonukleaze G, dok se CAD nakon oslobadanja iz mitohondrija ,,cepa” pomo¢u kaspaze

3 i tek onda prebacuje u jedro.

Kontrola i regulacija ovih dogadaja na mitohondrijama koji pokre¢u apoptozu se
odvija preko Bcl-2 grupe proteina. Supresorni protein tumora (engl. tumor suppressor
protein) p53 ima klju¢nu ulogu u regulaciji Bcl-2 grupe proteina iako se tatan mehanizam
kojim se to postize ne zna (Schuler i Green, 2001). Bcl-2 grupa proteina odrzava
permabilitet membrane mitohondrija i moze da deluje proapoptotski ili antiapoptotski.
Neki od antiapoptotskih proteina iz ove grupe su Bcl-2, Bcl-k, Bcl-KSL, Bcl-KSS, Bcl-
v, BAG, a neki od proapoptotskih proteina su Bcl-10, Bak, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik i Blk.
Ovi proteini imaju poseban znacaj jer mogu da odrede da li se celija opredelila za
apoptozu ili se proces apoptoze prekida. Smatra se da je glavni mehanizam delovanja Bcl-
2 grupe proteina regulacija otpustanja citohroma ¢ promenom permeabilnosti membrane

mitohondrija (Elmore, 2007).
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Slika 2.6. Sematski prikaz dogadaja u apoptozi. Dva glavna puta kojim se pokrece
apoptoza su spoljasnji i unutrasnji kao i perforin/granzimski put. Svaki put pokrece
specifican signal. Putevi funkcionisu kao sistem kaskadnih reakcija na molekularnom
nivou za cije odvijanje je potrebna energija. Na kraju svakog od ova tri puta se nalazi
specifican pokretac kaspaze (8, 9, 10) koji akiviraju egzekutorsku kaspazu 3. Medutim,
granzim A radi po principu kaspaza-nezavisnog mehanizma. Kada se pokrene
egzekutorski put dolazi do karakteristicnih promena u morfologiji celije (skupljanje
celije, kondenzacija hromatina, formiranje citoplazmatskih protruzija i apoptotskih
tela, a na kraju fagocitoza apoptotskih tela od strane susednih celija parenhima ili

makrofaga) (prilagodeno prema Elmore, 2007).

Uloga apoptoze u eliminaciji hipertrofisanih hondrocita je prilicno kotroverzna
iako u literaturi postoje podaci. Naime, Farnum i Wilsman (1989) su sproveli istrazivanja
na epifiznoj ploci sisara i pokazali moguénost da se hipertrofisani hondrociti iz ploce
tokom endohondralnog okoStavanja eliminiSu pomocu apoptoze. Apoptoza je takode
opisana u hipertrofisanim hondrocitima pili¢a (Hatori i sar., 1995) i zeceva (Aizawa i
sar., 1997). Neki terminalno diferencirani hondrociti eksprimiraju kaspazu 3 i 6 §to
ukazuje na prisustvo apoptoze. Ucestalost apoptoti¢nih hipertrofisanih hondrocita
povecava se sa starenjem (Chrysis i sar., 2002). Pojava apoptoze u epifiznoj ploci, takode
je potvrdena nalazom da delecija antiapoptotskog Bcl-xL gena u hondrocitima povisava

nivo ekspresije kaspaze7 i skracuje zonu hipertrofije hondrocita (Oshima i sar., 2008).
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Emons 1 saradnici (2009) su otkrili da hondrociti u epifiznim plocama ljudi koje
se zatvaraju ne pokazuju karakteristike ni apoptoze, ali ni autofagije. Medutim, Roach i
saradnici (2004) uveli su pojam ,hondroptoza” koji objasnjava specifi¢nost smrti
hondrocita, kao kombinaciju oba procesa, apoptoze i autofagije. Mehanizam Kkoji
povezuje autofagiju i apoptozu podrazumeva stabilnost ¢elije i ocuvanje energetskog
statusa. Autofagijom (mitofagijom) se sprecava apoptoza jer se iz oste¢enih mitohondrija
ne oslobada citohrom c. Nivo energije u ¢eliji odreduje obim ovog procesa, tj, da li ¢e se
¢elija adaptirati ili ¢e samo biti odlozena apoptoza (Rikiishi, 2012). Apoptoza i autofagija
koriste zajednicke signalne puteve, kao §to je PI3/Akt/mTOR, a takode i regulatorne
proteine, kao §to su p62, Bel2, p53, Beclinl, AtgS. Smatra se da Bel2 i Beclin 1 odreduju
da li ¢e ¢elija umreti autofagijom ili apoptozom (Saiki i sar., 2011, Pattingre i sar., 2005).
Da je kombinacija oba mehanizma moguca pokazano je ispitivanjem hipertrofisanih
hondrocita u Mekelovoj hrskavici koji eksprimiraju markere autofagije, kao $to su LC3 i

Beclinl, pre njihovog definitivnog uklanjanja apoptozom (Yang i sar., 2012).

U proces hondroptoze ukljucene su kaspaze, a morfoloski se uocava smanjen
volumen i kondenzovan hromatin hipertrofisanih hondrocita. Medutim, hromatin se
kondenzuje na specifi¢an nacin, ne na periferiji, ve¢ u formi agregata u ¢itavom jedru.
Citoplazma hondrocita se takode razlikuje. Membrane granulisanog endoplazminog
retikuluma i Goldzijevog kompleksa su viSe zastupljene i grade kompartmane, gde se
razgraduju komponente citoplazme 1 organele, formiraju¢i brojne autofagne vakuole.

Karakteristi¢no je i da dolazi do ekstruzije ¢elijskog sadrzaja u lakune (Kouri ., 2005).

2.1.4.3 Transdiferencijacija

Polazna istraZivanja sprovedena na epifizoj plo¢i tibije i femura ptica ukazala su
da postoji mogucnost transdiferencijacije hipertrofisanih hondrocita u osteoblaste
(Roach, 1992). Takode, postoje istrazivanja na miSevima koja tvrde da je ovo sudbina
viSe od polovine hondrocita. Ova transformacija zapo€inje jo§ u hrskavicavom modelu
kosti u embrionalnom periodu, pa se ¢ak tvrdi da je prisutna i pre formiranja epifiznih
plo¢a (Zhou i sar., 2014, Yang i sar., 2014). Istrazivanja na transgenim misevima
pracenjem specificnog markera hipertrofisanih hondrocita, kolagena tipa 10 (Col10A1-
cre; RYFP i Col10A1-Cre; GFP), otkriveno je prisustvo YFP-pozitivnih ¢elija koje vode
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poreklo od hondrocita i koje su veoma slicne osteoblastima. Prisustvo tih celija je
zapazeno na spoju hrskavice i kosti, u endostu i koStanom matriksu kortikalne kosti. Sve
ovo nagovestava mogucnost da se hondrociti mogu transdiferentovati u osteoblaste 1
osteocite (Yang i sar., 2014). S druge strane, takav nalaz moze biti i posledica fuzije ¢elija
ili endocitoze celijskog materijala jedne celije od strane drugih c¢elija. Mizuhashi i
saradnici (2018) su pokazali analizom c¢elijskih linija da u zoni rezervne hrskavice
epifizne plo¢e misa hondrociti pozitivni PTHrP nastavljaju da se diferenciraju u
hondrocite zone proliferacije u duzem vremenskom periodu. Nakon toga, ovi hondrociti
podlezu hipertrofiji i postaju osteoblasti i ¢elije strome koStane srzi koje se mogu videti
u zoni okostavanja ispod poslednjih hipertrofisanih hondrocita. Aghajanian i Mohan
(2018) su u revijskom radu diskutovali o nekoliko modela nastanka kostanog tkiva koji
su prikazani na slici 2.7. Neki od njih podrazumevaju proces direktne transdiferencijacije
hipertrofisanih hondrocita u osteoblaste ili njihove dediferencijacije u nezrele hondrocite
koji se onda rediferenciraju u osteoblaste (Slika 2.7.).

Hipertrofisani Apoptoticni

Nezreli y
A hondrocit hO:OCIt hondrocit
Endohondralno
Mezenhimska % okostavanje
mati¢na ¢elija [ R .
Preosteoblast Zreli Osteocit
osteoblast
B

. s 2 Intramembranozno
® O . X okostavanje
¥ -@—@
- Hondrocit t i
. } ) 2 ondrocit - osteogeni
o . . X prekursor
Nezreli

osteoblast

@ Dediferencijacija i
rediferencijacija

.
o-0-@

.

. .. ’. »
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o -0 ’ . x transdiferencijacija

Slika 2.7. Modeli formiranja kostanog tkiva. Endohondralno okostavanje.
Mezenhimska maticna Ccelija daje dve razlicite linije: hondrogenu i osteogenu bez

medustadijuma (A), Intramembranozno okostavanje. Za nastanak osteobalsta i
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kostanog tkiva nije potrebno formiranje hrskavicavog modela. Mezenhimske matcne
Celije se direktno diferenciraju u celije osteogene linije. (B); Hondrocit — osteogeni
precursor. Nezreli hondrociti se diferenciraju u jedanu populaciju osteogenih
prekursora koji se potom diferenciraju u preosteoblaste i osteoblaste. (C);
Diferencijacija 1 dediferencijacija. Hipertrofisani hondrociti se dediferenciraju u
nezrele hondrocite, koji se potom direktno diferenciraju u osteogene celije. (D);
Direktna transdiferencijacija. Hipertrofisani hondrociti se direktno diferenciraju i

osteoblaste. (E) (priglagodeno prma Aghajanian i Mohan, 2018)

2.2. TIREOIDNI HORMONI

2.2.1. Grada Stitaste Zlezde

Stitasta Zlezda je organ koji je obavijen kapsulom gradenom od vezivnog tkiva. Od
kapsule se odvajaju pregrade koje dele parenhim Zlezde na nepravilne reznjic¢e. Parenhim
je graden od folikula razli¢itog pre¢nika od 20 do 500 um. Folikuli predstavljaju osnovne
morfoloske i1 funkcionalne jedinice Stitaste zlezde, a izmedu njih se nalazi mreza
sinusoidnih kapilara. Dimenzije folikula su obrnuto proporcionalne sa aktivnoscu zlezde,
odnosno sa koli¢inom koloida u folikulima. Na presecima folikula jasno se razlikuje
lumen ispunjen koloidom i jednoslojan prizmatican epitel koji ga oblaZe. Najbrojnije
¢elije ovog epitela su prizmati¢ne ili folikularne ¢elije povezane spojnim zonama. Ostatak
¢ine parafolikularne ili C ¢elije koje se nalaze izmedu folikularnih u okviru zajednicke
bazalne membrane. Koloid je supstanca slicna gelu bogata tireoglobulinom. Koloid je

zapravo uskladisteni sekret folikularnih ¢elija (Gledié, 2012).

2.2.2. Fiziologija tireoidnih hormona

Sinteza i oslobadenje prohromona 3,5,3°,5’- L — tetrajodtironina [tiroksin (T4)] i
njegovog aktivnog oblika 3,5,3’-L-trijodtironina (T3) u Stitastoj Zlezdi regulisano je
povratnom spregom preko hipotalamo-hipofizno-tireoidne osovine (Bianco i sar., 2002)
(Slika 2.8.). Neuroni u paraventrikularnim jedrima hipotalamusa izlucuju tireotropni
rilizing hormon (TRH) koji se portalnim krvotokom prenosi do prednjeg reznja hipofize,

gde deluje na tireotropne ¢elije stimulisudi ih da izlu€uju tireotropin [tireostimulirajuci
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hormon (TSH)]. TSH se putem sistemske cirkulacije doprema do Stitaste zlezde gde se
vezuje za TSH receptore (TSHR) eksprimirane na folikularnim ¢éelijama (tireocitima).
Najvazniji efekti stimulacije ovih receptora su proliferacija folikularnih ¢elija, kao 1
sinteza i sekrecija T4 i T3 (Kopp, 2001). Metabolizmom T, u razli¢itim tkivima nastaje
najveci deo aktivnog hormona T3 koji se nalazi u sistemskoj cirkulaciji. T3 se vezuje za
receptore za tireoidne hormone (TR) a i B (TRa 1 TRP) koji se nalaze u hipotalamusu i
hipofizi i na taj nacin inhibira sintezu i sekreciju TRH i TSH (Nikrodhanond i sar., 2006).
Eutireoidni status se odrzava pomocu negativne povratne sprege koja se formira kao
posledica fizioloski inverznog odnosa izmedu TSH i cirkuliSuc¢ih T4 1 T3 i predstavlja
mesto regulacije hipotalamo-hipofizno-tireoidne (HHT) osovine (Bassett i Williams,
2008). Koncentacija tireoidnih hormona i TSH u sistemskoj cirkulaciji zna¢ajno varira
medu jedinkama §to ukazuje da svaka jedinka ima jedinstven sistem regulacije HHT ose,

ali koji je u velikoj meri genetski determinisan (Panicker i sar., 2008).
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Slika 2.8. Hipotalamo-hipofizno-tireoidna osovina. Stitasta Zlezda sintetise i oslobada

prohormon T4 i aktivni hormon Ts. Njihova koncentracija u cirkulaciji je regulisana
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klasicnom endokrinom negativnom povratnom spregom koja odrzava fizioloski
inverzan odnos izmedu TSH i T3 i T4. Paraventrikularno jedro (PVN) (prilagodeno
prema Bassett i Williams, 2016).

2.2.3. Sinteza tireoidnih hormona

Za sintezu tireoidnih hormona neophodan je jod. Koncentracija joda u organizmu,
a samim tim 1 sinteza tireoidnih hormona zavise od unosenja odgovarajuc¢e forme jodida
putem ishrane. Jodid se aktivno transportuje iz ekstracelularne te¢nosti u folikularnu
¢eliju stitaste zlezde pomocu natrijum-jodnog simportera (NIS), gde se brzo oksiduje
tireoperoksidazom (TPO) u reaktivni meduproizvod (slika 2.9.). Na apikalnoj membrani
folikularne ¢elije, jod se pomoc¢u TPO kovalentno veze za ostatke tirozina na molekulu
tireoglobulina (Salvator, 2011). Spomenutom reakcijom kovalentnog vezivanja joda za
rezidue tirozina nastaju monojodtirozin (MIT) i dijodtirozin (DIT) koji su bioloski
neaktivni oblici. Vezivanjem dva DIT-a nastaje T4, a vezivanjem DIT-a i MIT-a nastaje
T3 -bioloski aktivni oblik hormona (Slika 2.9). Ova reakcija vezivanja joda se naziva

organifikacijom i odvija se na slobodnim aminokiselinama tireoglobulina.
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Slika 2.9. Sematski prikaz sinteze tireoidnih hormona u folikularnim ¢elijama Stitaste

zlezde (priglagodeno prma Guyton i Hall, 2006).
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Tireoglobulin se skladisti i ¢uva ekstracelularno u lumenu folikula. Preduslov za
sekreciju hormona stitaste zlezde u krv je povratak jodiranog tireoglobulina u folikularne
¢elije 1 njegova proteoliticka obrada. Na apikalnom delu membrane folikularnih ¢elija se
formiraju pseudopodije koje zalaze u koloid, zaokruZziju jedan njegov deo tako da velike
kapljice kolida endocitozom ulaze u ¢eliju (Salvator, 2011). Unete kapljice su okruzene
membranom koja poti¢e od apikalne celijske membrane. Zatim dolazi do spajanja
kapljica koloida sa lizozomima pri ¢emu nastaju fagolizozomi. Fagolizozomi migriraju
prema bazalnom delu ¢elije, dok proteaze lizozoma hidrolizuju tireoglobulin. Ovom
hidrolizom nastaje pretezno T4 I U mnogo manjoj meri T3, koji pomocu difuzije prelaze
iz fagolizozoma u krv. Najveéi deo oslobodenog jodtirozina (MIT i DIT) se dejodira, a
oslobodeni jod moze ponovo da se koristiti za jodiranje tireoglobulina ili difuzijom odlazi

u cirkulaciju. Mala koli¢ina tireoglobulina takode ulazi u cirkulaciju (Slika 2.9).
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Slika 2.10. Struktura tireoidnih hormona i njihovih prekursora (prilagodeno prema
Feldman i sar., 2015)

2.2.4. Mehanizam delovanja TSH

TSH je glikoprotein sastavljen od dve subjedinice: o subjedinice koja je skoro

identi¢na onoj u humanom horionskom gonadotropinu (hCG), luteiniziraju¢éem hormonu
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(LH) i folikulostimuliraju¢éem hormonu (FSH) i B subjedinice koja je karakteristi¢na za
TSH i odgovorna za specifi¢no vezivanje za receptore (Slika 2.11.). Receptor za TSH se
sastoji iz tri domena: domena za koji se vezuje ligand; ektodomena i transmembranskog
domena (Davies i sar., 2005). Ovaj receptor pripada grupi transmembranskih proteina
spregnutih sa G proteinom. Nakon vezivanja TSH za receptor pokrece se ¢elijski odgovor
u kome je glavni sekundarni glasnik cAMP. Pored toga, dokazano je pokretanje i
alternativnih signalnih puteva, kako u ¢elijama Stitaste zlezde tako i van nje (Kero i sar.,
2007). U stitastoj zlezdi, receptor za TSH je povezan sa razli¢itim G proteinima (Laugwitz
i sar., 1996) .

Slika 2.11. Delovanje TSH. Vezivanje TSH za njegov receptor (TSHR) koji se
eksprimira na cCelijskoj membrani ima za posledicu aktiviranje sledecih intracelularnih
signalinih puteva koji su spregnuti sa G proteinom: 1) adenil ciklaza (AC), CAMP,
protein kinaza A (PKA), i proteinski element vezivanja osetljiv na cAMP [engl. CAMP
response element binding (CREB) protein]; ili 2) fosfolipaza C (PLC), inositol trifosfat
(IP 3), i intracelularni put klacijuma; ili 3) PLC, diacilglicerol (DAG), protein kinaza
C (PKC), i prenosilac signal i aktivator transkripcije 3 [engl. signal transducer and
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activator of transcription 3 (STAT3)]. fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat (PIP2)
(prilagodeno prema Bassett i Williams, 2016).

Istrazivanja opisuju raznolike funkcije receptora za TSH u tkivima van Stitaste
zlezde, ali je njihov znacaj jo$ uvek veoma nejasan. Prisustvo receptora za TSH je
ustanovljeno u prednjem reznju hipofize, mozgu, pars tuberalis, kostanom tkivu,
orbitalnim preadipocitima i fibroblastima, bubrezima, jajnicima i semenicima, kozi i
dla¢nim folikulima, srcu, masnom tkivu, ¢elijama hematopoeze i ¢elijama imunskog

sistema (Bell i sar., 2002; Klein, 2003; Williams, 2011).

2.2.5. Tireoidni hormoni u krvnoj plazmi

Glavni proizvod sekrecije Stitaste zlezde u fizioloskim uslovima je T4. Tireoidni
hormoni u plazmi su u velikoj meri vezani za proteine (T4 vise od T3). Kod ljudi, tireoidni
hormoni su vezani za globulin [engl. thyroxine-binding globulin (TBG)] koji visokim
afinitetom vezuje tiroksin tako da je samo 0,03% T4 u slobodnom obliku (Richard i
Johnston, 2005). Kod psa, proteini koji vezuju tireoidne hormone su TBG, prealbumin
[engl. thyroxine-binding prealbumin (TBPA)], albumin i odredeni lipoproteini plazme
(Braverman i Cooper, 2012). Tiroksin je kod pasa vezan za TBG dok kod macaka TBG
nije detektovan (Feldman i sar., 2015). Niza koncentracija TBG i razlike u strukturi
izmedu vrsta mogu objasniti niske koncentracije T4 U serumu i brz metabolizam T4 koji je
prisutan kod pasa u poredenju sa ljudima. Pacovi nemaju TBG i kod njih je T4 je vezan
za albumine (sli¢no je i kod drugih vrsta kao §to su: macke, zeCevi, miSevi, morska
prasad) i transtiretin (Déhler i sar., 1979, Rouaze-Romet i sar., 1992). Samo nevezani
tireoidni hormoni ulaze u ¢elije i tako ostvaruju svoj bioloski efekat ili regulisu sekreciju
TSH u hipofizi. Tireoidni hormoni vezani za proteine plazme sluze kao veliki rezervoar

iz koga se polako oslobadaju i ulaze u ciljne ¢elije (Braverman i Cooper, 2012).

2.2.6. Transport tireoidnih hormona u Celiju

Transport tireoidnih  hormona u ciljne celije se vr§i pomocu specificnih
transmembranskih proteina (Slika 2.12.) kao $to su monokarboksilatni transporteri [engl.

monocarboxylate transporter (MCT)]: MCT8 i MCT10, transporter organskih anjona
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protein-1cl (engl. organic anion transporter protein-1cl- OATP1cl) nespecifi¢an
transporter L amino kiselina 1 i 2 (engl. nonspecific L-type amino acid transporters 1 and
2 -LAT1 i LAT2). Najbolje opisani specifi¢ni proteinski transporter je MTC8 (Visser i
sar., 2011).
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Slika 2.12. Delovanje tireoidnih hormona u Celijama kostanog tkiva. U stanju
hipotireoidizma upkos maksimalnoj aktivnosti DIO2 (D2) i minimalnoj DIO3 (D3),
TRol ostaje slobodan, a kao posledica toga transkripcija Tz target gena je inhibirana
(A). U eutireoidnom stanju, aktivnosti D2 i D3 su tako uskladene da obezbeduju
optimalnu intracelularnu koncentraciju Ts, S$to za posledicu ima uklanjanje
korepresora i pokretanje fizioloske transkripcije koja nastaje kao posledica optimalnog
zasicenja TRol (B). U hipertireoidizmu, uprkos maksimalnoj aktivnosti D3 i
minimalnoj D2, suprafizioloske intracelularne koncentracije T3 imaju za posledicu
povecanu aktivnost TRal i povecanu transkripciju T3 target gena (C) (prilagodeno

prema Bassett i Williams, 2016).
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2.2.7. Dejodinacija tireoidnih hormona

Stitasta Zlezda pretezno izluGuje T4 — prohormon koji se u raznim tkivima
dejodinizacijom pretvara u aktivni oblik Tz. lako je koncentracija fT4 u cirkulaciji Cetiri
puta vec¢a nego koncentracija fTs, afinitet receptora za tireoidne hormone je 15 puta veci
zafTz nego za fT4 (Lin i sar., 1990). Zbog toga T4 mora prvo da se konvertuje u T3 kako
bi mogao da ostvari delovanje na genom koje je svojstveno tireoidnim hormonima (Slika
2.12)) (Bianco i Kim, 2006; Bassett i Williams, 2016). Postoje tri tipa jodtironin
dejodinaza koje metabolisu tireoidne hormone do aktivnih ili inaktiviranih oblika (St.
Germain i sar., 2009). Vecina cirkuliSsuceg T3 nastaje konverzijom T4 u Tz pomocu
dejodinaze tipa 1 (DIO1), koja se uglavnom eksprimira u stitastoj zlezdi, jetri i bubregu.
Medutim, njena fizioloska uloga ostaje nejasna, jer su koncentracije Tz U Serumu
normalne kod Diol-/- nokaut miSeva (Schneider i sar., 2006). Vrednost Michaelis-ove
konstante (Km) za DIO1 je od 10 do 107 M i ukazuje na njen nizak stepen efikasnosti.
DIO1 Katalizuje uklanjanje atoma joda sa unutraSnjeg ili spoljnjeg prstena u
ekvimolarnim razmerama, i na taj na¢in U zavisnosti od supstrata na koji deluje, proizvodi
Ts, rTs ili 3, 3'-dijodtironin. Aktivnost dejodinaze tipa 2 (DIO2) u skeletnim misi¢ima
takode moze doprineti stvaranju Tz i njegovoj koncentraciji u cirkulaciji. Pretpostavlja se
se da se aktivnost DIO2 verovatno razlikuje izmedu vrsta (Bianco i Kim, 2006). DIO2
(Km, 10°M) je efikasnija od DIO1 i katalizuje dejodinaciju spoljnog prstena, odnosno
nastanak Tz od Ts. Za kontrolu intracelularne koncentracije T3 i zasic¢enje jedarnih
tireoidnih receptora je prvenstveno zaduzena DIO2 (Fonseca i sar., 2013). Vazno je
napomenuti da DIO2 ,stiti” tkiva od Stetnih efekata hipotireoidizma, jer niska vrednost
Km dozvoljava efikasnu lokalnu konverziju T4 u Ts. Tretman c¢elija sa T4 kod kojih su
MCTS8 i DIO2 eksprimirani istovremeno dovodi do povecanja ekspresije gena zavisnih
od Tz (Friesema i sar., 2006). To ukazuje da ulazak tireoidnih hormona u ¢eliju i njihov
metabolizam koordiniSu regulaciju odgovora na Ts. Nasuprot tome, dejodinaza tipa 3
(D103) (Km, 10"°M) nepovratno inaktivira T ili sprecava T da se aktivira dejodinacijom
na unutra$njem prstenu pri ¢emu nastaju 3,3'-dijodtironin ili rT3. Imajuc¢i u vidu
prethodno navedeno, fizioloska uloga DIO3 je sprecavanje ili ograni¢avanje dostupnosti
aktivnog oblika hormona stitaste zlezde specificnim tkivima u kritiénim stadijumima

razvoja i obnovi tkiva (Bianco i Kim, 2006; St. Germain i sar., 2009).
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Ekspresija DIO2 i DIO3 je prisutna u ciljnim ¢éelijama za T3, odnosno u ¢elijama
centralnog nervnog sistema, kohlee, mreznjace, srca i skeleta, a ekspresija oba enzima
regulisana je na vremensko-prostorno i tkivno specifican nacin. Delujuéi zajedno DIO2 i
DIO3 tako kontrolisu dostupnost T3 Celiji. Vremensko-prostorna i tkivno specifi¢na
regulacija ekspresije DIO2 i DIO3 i TRa i TRp jedarnih receptora kombinuju se i
predstavljaju slozeni i dobro usaglasen sistem za finu kontrolu dostupnosti T3 i delovanja

u razli¢itim tipovima ¢elija (Bassett i Williams, 2016).

2.2.8. Mehanizam delovanja tireoidnih hormona

TRa 1 TRP su ¢lanovi velike superfamilije jedarnih receptora koji deluju kao
ligand-inducibilni transkripcioni faktori koji reguliSu ekspresiju gena zavisnih od T3
(Slika 2.12.). Kod sisara, THRA kodira tri C-terminalne varijante TRa. TRal je
funkcionalni receptor koji vezuje i DNK i T3, dok TRa2 i TRa3 ne vezuju Tz i deluju kao
antagonisti in vitro. Promotor unutar introna 7 miSa Thra daje dve skracene varijante,
TRAal i TRA02, koji su snazni dominantno-negativni antagonisti in vitro, iako je njihova
fizioloSka uloga nejasna (Bassett i Williams, 2016). Dva proteina, p28 i p43 su skraceni
TRal, a nastaju upotrebom alternativnog start kodona. Smatra se da oni posreduju u
delovanju Tz u mitohondrijama ili negenomskom odgovoru (Kalyanaraman i sar., 2014).
THRB kodira dve N-terminalne varijante TRB: TRB1 i TRB2, koji oba deluju kao
funkcionalni receptori. Opisana su jo§ dva transkripta, TRB3 i TRAPB3, ali njihova
fizioloska uloga nije jasna. TRB1 i TRP1 su siroko eksprimirani, ali se njihove relativne
koncentracije razlikuju tokom razvoja i zrelog doba usled tkivno-specifi¢ne i vremensko-
prostorne regulacije (Bassett i Williams, 2016). Imajuéi u vidu sve navedeno, vecina tkiva
osetljivih na Tz ima pretezno TRal ili TRP1, ili postoji izostanak izoformske
specifi¢nosti. Medutim, ekspresija TRB2 je izrazito ogranicena. U hipotalamusu i hipofizi
posreduje inhibitorno delovanje tireoidnih hormona na TRH i lu¢enje TSH i na taj nacin
ucestvuje u regulaciji HHT osovine (Abel i sar., 2001), dok u kohlei i retini TRB2

predstavlja vazan regulator razvoja senzornih neurona (Jones i sar., 2007).

U jedru, tireoidni receptori formiraju heterodimere sa retinoidnim X receptorima
(RKSRs) i vezuju T3 elemente odgovora [engl. T3 response elements (TRES)] u ciljnim

genima radi organizacije regulacije transkripcije. Slobodni tireoidni receptori se takmice
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sa Tz vezanim za vezivanje na odgovarajuce DNK segmente. Oni su snazni represori
transkripcije i imaju klju¢nu ulogu tokom razvoja (Wallis i sar., 2008). Nevezani tireoidni
receptori interaguju sa korepresornim proteinima, kao $to su jedarni korepresorski
receptor i utiSavaju¢i mediator za retinoid, koji omogucavaju deacetilaciju histona i
inhibiraju transkripciju gena (Astapova i sar., 2001). Tireoidni receptori za koje je vezan
ligand interaguju sa koaktivatorom steroidnih receptora 1 i drugim srodnim
koaktivatorima na hormon-zavistan nacin, $to dovodi do aktivacije ciljnih gena. Pored
stimulativnih efekata na transkripciju, T3 takode posreduje u represiji transkripcije radi
inhibiranja ekspresije nekih ciljnih gena, kao sto je gen za TSH. lako su neki negativni
regulatorni efekti od krucijalne vaznosti u fiziologiji, osnovni molekularni mehanizmi po

kojima se odvijaju nisu u potpunosti okarakterisani (Cheng i sar., 2010).

Negenomski efekti tireoidnih hormona ukljuéuju sva dejstva koja ne uticu
direktno na ekspresiju gena. Negenomska delovanja ¢esto brza, na njih ne uti¢u inhibitori
transkripcije i translacije, imaju afinitet agonista i antagonista i kinetiku koja se razlikuje
od klasi¢nog dejstva hormona ¢iji su receptori u jedru. Ovi, negenomski odgovori su brzi
I povezani su sa signalnim putevima u kojima ucestvuju sekundarni glasnici: 1)
fosfolipaza C, inozitol trifosfat, diacilglicerol, protein kinaza C i intracelularni put
signalizacije Ca2*; 2) adenil-ciklaza, protein-kinaza A i signalni put vezujuceg
proteinskog elementa cAMP-odgovora; i 3) Ras / Rafl serin-treonin kinaza / MAPK put
(Bassett i Williams, 2016).

Negenomska delovanja tireoidnih hormona opisana su na ¢elijskoj membrani, u
citoplazmi i u mitohondrijama (Kalyanaraman i sar., 2014; Cheng i sar., 2010). Opisano
je ucesée aVB3 integrina u povrSinskom odgovoru ¢éelije na Ts, na primer, putem MAPK
signalnog puta koji stimuli$e proliferaciju ¢elija i angiogenezu. TR takode posreduje u
brzim odgovorima na Ts, delujué¢i putem PI3K/AKT/mTOR/p70S6K i PI3K signalnim
putevima, dok TRa za koji se vezuje palmitinska kiselina aktivira azot-oksid/protein
kinaze G2/Src put koji stimuliSe MAPK i PI3K/AKT nishodnu signalizaciju odgovornu
za brzo delovanje T3 u osteoblastima (Bassett i Williams, 2016; Kalyanaraman i sar.,
2014).
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2.2.8. Razvice hipotalamo-hipofizno-tireoidne (HHT) osovine fetusa

Razvoj Stitaste Zlezde se odvija tokom rane embriogeneze i prva je endokrina
zlezdana strukturu koja se razvija kod sisara (Sgalitzer, 1941) prolazeci kroz tri glavne
faze rasta i diferencijacije: pre-koloidna, koloidna i folikularna faza (Forhead i Fowden,
2014). Stitasta Zlezda nastaje od zadebljanja endoderma dna Zdrela tako §to ono napravi
divertikulum u kaudolateralnom pravcu. Kod visih ki¢menjaka, Stitasta zlezda ima
dvojako embrionalno poreklo od dva razliita regiona zdrela. Razgranate vrpce
divertikuluma obrazuju folikule Stitaste Zlezde. Opisani proces formiranja Stitaste zlezde
je regulisan delovanjem tireoidnih transkripcionih faktora (TIF-1 | TIF-2) kao i Pax8
(Plachov i sar., 1990; Lazzaro i sar., 1991). Ekspresija gena za ove transkripcione faktore
utvrdena je neposredno pre ili za vreme prvog pojavljivanja divertikuluma $to se kod

pacova deSava 9,5 — 10. dana fetalnog razvoja (Radovanovié¢, 2003).

U S$titastoj Zlezdi pacova, lumen folikula se uocava prvi put 16. do 17. dana
embrionalnog razvoja (Radovanovié, 2003). Stitasta Zlezda fetusa pacova po¢inje da
preuzima jod iz cirkulacije i sintetiSe tireoidne hormone 18.-19. dana intrauterinog
razvoja (Radovanovi¢, 2003). Neposredno po porodaju folikuli su ispunjeni koloidom
(Thang i sar., 1992), dok folikularne ¢éelije imaju mali broj organela (najzastupljenija
organela je endoplazmin retikulum sa proSirenim cisternama, a Goldzijev kompleks je
veoma slabo razvijen). Koncentracija T4 u krvi u vreme radanja je niska i raste izmedu 4.

i 16. dana, dok se rast koncentracije T3z zapaza do 28. dana (Dussault i Labrie, 1975).

Faza razvoja folikula Stitaste Zlezde poklapa se sa funkcionalnim razvojem
hipotalamo-hipofizno-tireoidne osovine i luc¢enjem tireoidnih hormona fetusa. Neuroni
hipotalamusa proizvode TRH, koji stimuliSe diferencijaciju tireotropnih ¢elija u prednjem
reznju hipofize i lu¢enje TSH. TSH deluje na $titastu zlezdu podsticuci rast folikula,

sintezu i sekreciju tireoidnih hormona.

Proces geneze folikula je veoma intenzivan sve do trece nedelje zivota (Nathaniel,
1986). Celije koje lu¢e TSH se mogu dokazati u prednjem reznju hipofize 17. dana
graviditeta (Begeot i sar., 1981). Broj i veli¢ina TSH ¢elija postepeno raste i dostize
najvecu vrednost oko 10. dana zivota (Yashiro i sar., 1981). Maksimalna koncentacija

belezi se na kraju tre¢e nedelje (Dussault i Labrie, 1975). Nivo TRH u hipotalamusu
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pacova na rodenju ima minimalne vrednosti, a maksimum dostize izmedu 16. i 28. dana.

HHT osovina sazreva sve do tre¢e nedelje posnatalnog zivota (Dussault i Labrie, 1975).

Pored navedene uloge u podsticanju sinteze i sekrecije tireoidnih hormona, TSH ima
1 veoma bitnu ulogu u razvoju folikula Stitaste zlezde, posebno na intracelularnom nivou
(Gruszczynska i sar., 1993). Ovi autori su dokazali da Stitasta Zlezda pacova starih sedam
dana reaguje na stimulus TSH isto kao i Stitasta zlezda odraslih pacova. Sazrevanje
receptora za TSH kao i1 njihov broj u folikularnim ¢elijama kod odraslih Zivotinja zavise
od adekvatnog hormonskog stimulusa u toku ovog bitnog perioda razvoja (Gruszczynska
i sar., 1993).

Kao i tokom adultnog zivota, i u fetalnom periodu, tireoidni hormoni kontrolisu
vlastitu proizvodnju negativnom povratnom spregom sa hipotalamusom i hipofizom.
Normalna proizvodnja fetalnih tireoidnih hormona zavisi od preuzimanja jodida od strane
folikularnih Celija fetalne Stitaste zlezde. Jodidi se aktivno transportuju kroz placentu iz

cirkulacije majke do fetusa (Slika 2.13.).

Majka Placenta Fetus

Hipotalamus

I"iz nshrane Transport

\\‘ Na* TRH
g O
Natrijum - jodid simporter
TSH
Prednlreian hipofize ;g0 Pt Stiasta
J ) hip Transporteri tireoidnih hormona lezda
MCT8, MCT10 l
Smasta v > LAT1, LAT2 T 0 T
zle da OATP1A2, and OATP4A1 l
T i T3 ‘ = Ciljna tkiva
Metabolizam )
, Transporteri: MCT8, MCT10
D2 i D3 LAT1, LAT2
Metabolizam Ta- Ty OATP
T,—orT,
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TeSD1,D2
03 ulfotransveraze
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Receptori: TRa i TRB

Slika 2.13. Sema faktora koji uticu na koncentraciju tireoidnih hormona kod majke, u
placenti i kod fetusa. Tireotropni rilizing hormon (TRH), tireostimulirajuci hormon

(TSH); tiroksin (T4); trijodtironin (T3); reverzni Tz (rT3); dijodtironin (T2); sulfatisan
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(S); dejodinaze 1,21 3 (D1, D2 i D3); transporter organskih ajona (engl. organic anion
aminokiselina L tipa 1 i 2 (LAT1 i LAT2);
monokarboksilatni transporteri 8§ i 10 (MCTS8 i MCT10) (prilagodeno prema Forhead
i Fowden, 2014).

transporters) (OATP); transporteri

Tabela 2.1. Vremenska komparacija razvojnih stadijuma komponenti hipotalamo-

hipofizno-tireoidne osovine fetusa coveka, ovce i pacova (prilagodeno prema Forhead i
Fowden, 2014).

Stadijum razvoja Covek (nedelje)  Ovca (dani) Pacov (dani)
Duzina gestacije 40 145 21
Faze organogeneza Stitaste
zlezde
Pre-koloidna 7-13(0.18-0.33G)
Koloidna 13-14 (0.33-0.35G)  50-55 (0.34-0.38G) 17 (0.81G)
Folikularna >14 (>0.35G) >55 (>0.38G) 18 dana—3 nedelje

TRH u hipotalamusu

TSH u prednjem reznju
hipofize i cirkulaciji

TSH receptor u Stitastoj ZI.
Preuzimanje joda u Stitastoj zI.
Sinteza tireoglobulina
Jodirane amino kiseline

Sinteza i sekrecija tireoidnih
hormona

Rast T3 u plazmi

Genska i proteinska ekspresija
transportera tireoidnih hormone

Vezivanje tireoidnih hormona
za receptor

10-12 (0.25-0.30G)
10-12

10-12
10-12

10-12

14 (0.35G)

16-18 (0.40-0.45G)

30 nedelja do radanja

7-9 (0.18-0.23G)
kora mozga

10-16 (0.25-0.40G)
mozak, srce, jetra i
pluca

<60 (0.40G)
<60

50 (0.34G)

70 (0.48G)
60-70 (0.40-0.48G)

135 dana do radenja

<50 (0.34G) mozak,
jetraipluca

postnatalno
16 (0.76G)
17 (0.81G)

15 (0.71G)

15
17 (0.81G)
17.5 (0.83G)

Od radanja do 3
nedelje postnatalno

14-16 (0.67-0.76G)
mozak, srce, jetra i
pluca

Obrazac razvoja Stitaste zlezde i1 aktivnosti tireoidnih hormona je slican kod svih
proucavanih sisarskih vrsta, ali vremenska pojava razli¢itih stadijuma razvoja moze se

znaCajno razlikovati izmedu vrsta. U tabeli 2.1. uporedeni su odredeni ontogenetski
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aspekti aktivnosti tireoidnih hormona kod ljudi, ovaca i pacova. U njoj je takode data
komparacija razvoja HHT osovine, pocetak proizvodnje tireoidnih hormona i ekspresija
njihovih receptora. Kada se sagledaju ¢injenice date u tabeli 2.1. dolazi se do zakljucka
da fetus Coveka i ovce ima sli¢no vreme razvoja i pocCetka aktivnosti Stitaste zlezde u
odnosu na gestacioni period, dok glodarske vrste pokazuju relativno odlozeno sazrevanje
aktivnosti, odnosno bioloske raspolozivosti tireoidnih hormona (Forhead i Fowden,
2014). Od sredine gestacije, Stitasta zlezda fetusa Coveka i ovce lu¢i T3 1 T4 pod
kontrolom HHT osovine, dok je cela osovina tireoidnih hormona funkcionalna oko
rodenja (Tabela 2.1.). Medutim, kod pacova, sazrevanje ove osovine se nastavlja do 4.

nedelje postnatalnog zivota (Tabela 2.1.).

2.2.9. Metabolizam tireoidnih hormona in utero

Kao i kod odraslih organizama, tireoidni hormoni u tkivima fetusa podlezu
dejodinaciji i sulfataciji. Kao proizvod ovih procesa nastaju manje ili vise bioloski aktivni
metaboliti. Metabolizam T4 do Tz ili relativno bioloski neaktivnog reverznog Tz (rT3)
zavisi od aktivnosti dejodinaza koje su specifi¢no regulisane u razli¢itim fazama razvoja
i razli¢itim tkivima (Brent, 2012; Chi i sar., 2013). Tri tipa dejodinaza koja su opisana
kod odraslih jedinki pronadena su i u tkivima fetusa. DIO1 1 DIO2 imaju sli¢an obrazac
ekspresije u tkivima fetusa kao kod odraslih jedinki. DIO1 je prisutna u jetri, bubrezima
i Stitastoj zlezdi fetusa. Najveci deo T3 u cirkulaciji fetusa potice iz jetre i nastaje pomocéu
DIO1, $to znaci da je ovo njegov glavni izvor (Polk 1995). DIO2 je prevashodno
eksprimirana u mozgu, hipofizi i multilokularnom masnom tkivu fetusa i placenti. U
spomenutim tkivima, DIO2 obezbeduje na lokalnom nivou odgovarajuée koncentracije
Ts koje su neophodne za njihov normalan razvoj i funkciju. Doprinos D102 koncentraciji
Tz u cirkulaciji je mnogo manji. Kao $to je to slucaj 1 kod odraslih, DIO3 u tkivima fetusa
ima inaktivirajuu ulogu, odnosno konvertuje Ts u transkripciono neaktivan rTz i
konvertuje T3 u T2. Ovaj enzim je prisutan u jetri, bubrezima i kozi fetusa, dok je visoko
eksprimiran u materici, placenti i membrani amniona. DIO3 u ovim strukturama ima
veoma vaznu ulogu u inaktiviranju tireoidnih hormona iz cirkulacije majke i regulisanju
njihovog transfera do fetusa. Zbog toga, placentarna DIO3 predstavlja svojevrsnu
enzimsku barijeru koja ogranicava izloZenost fetusa tireoidnim hormonima majke. U

placenti ljudi, aktivnost DIO2 i ekspresija njene RNK su vece u prvom trimestru
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graviditeta u poredenju sa aktivno$c¢u i ekspresijom oko termina radanja. Medutim, to je
i dalje znatno nize od nivoa aktivnosti i ekspresije DIO3 u svim prouc¢avanim stadijumima
gestacije (Koopdonk-Kooli sar., 1996; Chan i sar., 2003). Ovi nalazi sugeri$u da lokalna
proizvodnja Tz moze biti vazna za rani razvoj placente, ali znacajno ne doprinosi
koncentraciji Tscirkulaciji u fetusa. Po rodenju, DIO3 brzo pada, dok se ekspresija DIO2
povecava kako bi se pokrenula diferencijacija ¢elija i sazrevanje tkiva tokom postnatalnog

razvoja (Bianco i Kim, 2006; St. Germain i sar., 2009).

Jo§ jedan vaZzan metaboli¢ki put inaktivacije tireoidnih hormona in utero je
sulfatacija, pri kojoj se oko 80% sintetisanog T4 metabolise u bioloski neaktivne sulfatne
forme, kao S§to su TS, T3S i rT3S (Wu i sar., 1993). Tireoidni hormoni se sulfatiSu
sulfotransferazom, prvenstveno u jetri fetusa, ali i u bubrezima, mozgu i crevima (Slika
2.13.). Jedan znacajan aspekt ovog metaboli¢kog puta je to Sto sulfatacija tireoidnih
hormona moze biti reverzibilna pomocu enzima sulfataze u tkivima jetre, pluca, mozga i
placente (Kester i sar., 2002). To znaci da se T3S, na primer, moze pretvoriti u Ts, §to je
verovatno vazan izvor Tz posebno u stanju hipotireoidizma (Slika 2.13.). Kod
tireoidektomisanih fetusa ovaca, T3S ostaje u cirkulaciji do 2 nedelje, dok koncentracija
svih ostalih oblika tireoidnih hormona pada ispod detektabilnih nivoa (Wu i sar., 1993).
Zato, konverzija T3S u Tz tokom hipotireoidizma u tkivima, kao $to je mozak, odrzava
lokalno snabdevanje sa Tz koji je neophodan za normalan rast i razvoj. Mozak fetusa
koristi nekoliko mehanizama za odrzavanje fizioloskih lokalnih koncentracija tireoidnih
hormona u slu¢aju njihovog sistemskog deficita. Kod tireoidektomisanog fetusa ovce
aktivnost DIO1 u jetri je smanjena kako bi se izbegla dejodinacija T4 u jetri fetusa, dok
je u isto vreme aktivnost mozdane DIO2 povecana kako bi se poboljsala lokalna
dejodinacija T4 do Tz u mozgu fetusa (Polk i sar., 1988). Dakle, hipotireoidni fetus $tedi
T4 i Koristi ga za lokalnu proizvodnju T3 u mozgu, kako bi obezbedio prisustvo Tz jer je

on neophodan za njegov razvoj.

U toku veceg dela gestacije, T4 se metabolise pre svega do rTz i niza sulfatisanih
tireoidnih hormona koji su bioloski neaktivni (Slika 2.12.). Visok odnos aktivnosti DIO3
u odnosu na DIO1 u jetri fetusa i DIO3 u placenti, odrzavaju visoku stopu klirensa Ts, i
zbog toga su koncentracije Ts relativno niske u cirkulaciji fetusa. Medutim, pred porodaj,
postoje razvojne promene u aktivnosti tkivne dejodinaze a samim tim i koncentracije T3

u plazmi fetusa (Forhead i sar., 2006). Kod fetusa ovce, aktivnost DIO1 jetre i bubrega
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se povecava, a aktivnost placentarne DIO3 se smanjuje 2 nedelje pre rodenja (Forhead i
sar., 2006). Sve ovo govori da dolazi do favorizovanja dejodinacije T4 do T3, umesto, kao
Sto je to bio slucaj, do rT3. Zajedno sa smanjenim klirensom T3 u placenti, ovo dovodi do
porasta koncentracije Tz u plazmi fetusa blizu termina radanja. Zbog toga su lokalne
koncentracije i koncentracija tireoidnih hormona u cirkulaciji fetusa regulisane razvojem,
na tkivno specifican nacin, balansom izmedu dejodinaza i drugih metabolickih enzima

(Forhead i Fowden, 2014).

2.2.10. Transport tireoidnih hormona i njihovi receptori u tkivima fetusa

Bioloska dostupnost tireoidnih hormona je pored svega navedenog, odredena i
ekspresijom transportera i intracelularnih receptora za tireoidne hormone u tkivima
fetusa. Svi navedeni transporteri tireoidnih hormona koji su opisani kod odraslih prisutni
su i u tkivima fetusa. U korteksu mozga fetusa od 7. do 20. nedelje gestacije, nivoi
ekspresije RNK za MCT8 i MCT10 su sliéni onima u mozgu odraslih ljudi, dok su
promene u ekspresiji RNK za OATP zabeleZene u toku razli¢itih stadijuma razvoja (Chan
i sar., 2011). Proteinski transporteri tireoidnih hormona u mozgu i drugim tkivima
verovatno imaju vaznu ulogu u obezbedivanju bioloske dostupnosti tireoidnih hormona

kod fetusa, kao i kod odraslih.

Nakon transporta kroz ¢elijsku membranu, aktivnost tireoidnih hormona konaéno
zavisi od ekspresije intracelularnih receptora za tireoidne hormone i postreceptorskih
signalnih puteva. Razli¢ite izoforme receptora za tireoidne hormone TRo i TR su
eksprimirane u fetusu na tkivno specifican nacin sredinom gestacije, a ¢esto su prisutne i
u periodima gestacije koji su raniji od onih u kojima se pojavljuju tireoidni hormoni u
cirkulaciji fetusa (Tabela 2.1.; Forhead i Fowden, 2014). Ovi nalazi ukazuju da tireoidni
hormoni majke kod nekih vrsta mogu doprineti kontroli ranog embrionalnog rasta i

razvoja pre pojave aktivnosti Stitaste Zlezde fetusa (Obregon i sar., 2007).

2.2.11. Transplacentarni prenos tireoidnih hormona majke

Placenta svih vrsta sisara aktivno transportuje jodide od maj¢inog do fetalnog
krvotoka i na taj nain obezbeduje njihovu dovoljnu koli¢inu za sintezu tireoidnih

hormona fetusa (Slika 2.12.). Genska ekspresija natrijum-jodidnog transportera evidentna
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je od 6. nedelje gestacije u humanoj placenti i takode je prisutna u amnionskoj membrani
u terminu radanja (Akturk i sar., 2013). Prenosenje tireoidnih hormona od majke do fetusa
znacajno se razlikuje izmedu vrsta sisara koji imaju drugacije tipove placente, a zavisi od
ekspresije transportnih proteina tireoidnih hormona, vezujucih proteina i aktivnosti
enzima DIO3. Pokazano je da je hemohorijalna placenta ljudi i glodara relativno
propustljiva za Tz i T4 (Gray i Galton, 1974; Calvo i sar., 1992; Fisher, 1997). Razli¢iti
transporteri tireoidnih hormona eksprimirani su u humanoj placenti i pokazuju promene
tokom fizioloskog razvoja, ali i u slu¢aju kada je intrauterini rast ometen (Loubiere i sar.,
2010, 2012). U izolovanim vezikulama membranskih mikrovila sincicijumtrofoblasta
ljudi u terminu porodaja prisutni su razli€iti tipovi transportera tireoidnih hormona
(Loubiere i sar., 2010, 2012). Transtiretin, jedan od proteina koji vezuju tireoidne
hormone, eksprimiran je u humanoj placenti od 6. nedelje gestacije. In vitro istrazivanja
su pokazala da se njegova ekspresija poveceva u uslovima sa niskim nivoima Kiseonika
(Landers i sar., 2013). Stoga, placentarni transtiretin moze olaksati transfer tireoidnih
hormona od majke do fetusa, narocito u okruzenju sa niskom koncentracijom kiseonika

koja se javlja tokom prvog tromesecja.

Pre nego $to Stitasta zlezda fetusa postane funkcionalna u amnionskoj te¢nosti,
tkivima i cirkulaciji fetusa detektovane su odredene koncentracije Ts. Logi¢no
objasnjenje je da taj T4 poti¢e od majke i da je tu dospeo transplacentarnim transferom.
Potvrdeno je otkrice T4 u celomskoj te¢nosti jos u 4. nedelji posle koncepcije, $to
pokazuje da je embrion za vreme ranog razvoja izlozen delovanju tireoidnih hormona
majke (Contempré i sar., 1993). Kada fetus uspe da proizvede sopstvene tireoidne
hormone, maj¢in T4 daje samo skroman doprinos ukupnoj koncentraciji hormona u
tkivima fetusa. Kod pacova blizu termina radanja, T4 koji poti¢e od majke ucestvuje sa
oko 15% od ukupne koncentracije u cirkulaciji fetusa (De Escobar i sar., 1990). Imajuci
u vidu sve navedeno, tireoidni hormone majke imaju vaznu ulogu u razvoju fetusa ljudi i
glodara, narocito tokom prvog i drugog trimestra. Placentarni transfer tireoidnih hormona
majke moze postati naroCito vazan u uslovima fetalnog hipotireoidizma. U takvim
uslovima postoji veliki koncentracijski gradijent tireoidnih hormona majke §to moze
pomo¢i njihov transplacentarni prenos i nadoknadu hormona. Kod fetusa ¢oveka sa
potpunim nedostatkom stitaste zlezde koncentracije T4 U pupcanoj vrpci su 20-50% od

normalne vrednosti i brzo se smanjuju nakon porodaja (Vulsma i sar., 1989). Nasuprot
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tome, izgleda da epiteliohorijalna placenta ovaca ne propusta tireoidne hormone majke,
barem tokom prve dve tre¢ine gestacije. Transfer je zanemarljiv ¢ak i tokom fetalnog
hipotireoidizma (Hopkins i Thorburn 1972). Takava efikasnost u spre¢avanju transfera
tirecoidnih hormona majke, placentu ovce ¢ini izvanrednom barijerom, §to znaci da fetus
ove zivotinjske vrste zavisi od razvoja sopstvene osovine hormona stitaste zlezde in utero.
Ta ¢injenica ovcu ¢€ini izvanrednim zivotinjskim modelom za proucavanje prenatalnog

hipotireoidizma.

2.2.12. Uticaj tireoidnih hormona na rast i sazrevanje fetusa

Niske koncentracije tireoidnih hormona su dokazane kod fetusa ljudi u uslovima
ograni¢enog intrauterinog rasta i kod fetusa ¢ija veli¢ina ne odgovara stadijumu gestacije.
Takode, niske koncentracije tireoidnih hormona kod fetusa su zabelezene i1 kod
eksperimentalnih Zivotinja u uslovima neuhranjenosti i placentarne insuficijencije
(Forhead i Fowden, 2014). U nekoliko eksperimentalnih istrazivanja dokazano je da je
koncentracija T4 u plazmi pozitivno povezana sa telesnom masom fetusa i/ili novorodenih
zivotinja (Wrutniak i Cabello 1983, Fowden i Silver 1995).

Kako se priblizava rodenje, u mnogim tkivima fetusa dolazi do promena u pravcu
sazrevanja 1 pripreme mladog organizma na ekstrauterini Zivot. Ove pripreme zavise od
prepartalnog rasta koncentracije kortizola u krvotoku fetusa (Fowden i sar., 1998). Ove
promene obezbeduju aktiviranje fiziolo§kih procesa koji su neophodni za prezivljavanje
odmah po rodenju (razmena gasova u pluéima, prilagodavanje funkcije srca,
glukoneogeneza u jetri i termoregulacija). U vreme rodenja, kortizol dovodi do promene
aktivnosti DIO3 i DIO2 §to dalje utice na povecanje koncentracije Tz u Kkrvi fetusa

neposredno pred rodenje (Forhead i sar., 2006, Fowden i Forhead 2009).

In vivo i in vitro studije su pokazale da tireoidni hormoni uti¢u na sintezu
fosfolipidnih i proteinskih komponenti surfaktanta kod fetusa miseva, pacova, ovaca,

majmuna i ljudi (Forhead i Fowden, 2014).

Tireoidni hormoni su neophodni za normalno sazrevanje kardiomiocita i
kardiovaskularnog sistema (Thornburg i sar., 2011). Oni podsti¢u kardiomiocite na
prelazak sa proliferacije na hipertrofiju i diferencijaciju tokom cele gestacije a posebno
kada se priblizava rodenje (Chattergoon i sar., 2012).
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Kod hipotireoidnih fetusa ovce zapazen je poremecaj u formiranju glikogena u
jetri, dok je ekspresija enzima glukoneogeneze u jetri i bubrezima skoro u potpunosti
odsutna (Forhead i sar., 2003).

Nedostatak hormona Stitaste zlezde tokom intrauterinog razvoja otezava rast
fetusa i kompromituje njegovu adaptaciju na ekstrauterini zivot koji ga ocekuje
(Sferruzzi-Perri i sar., 2013). Nasuprot tome, dodavanje tireoidnih hormona fetusu moze
da podstakne diferencijaciju tkiva i aktivaciju mnogih procesa koji imaju male ili nikakve
funkcije pre rodenja, ali koji su od suStinskog znacaja za prezivljavanje posle rodenja
(Fowden i sar., 1998).

2.3. HIPOTIREOIDIZAM I NJEGOV UTICAJ NA RAZVOJ KOSTIJU

2.3.1. Hipotireoidizam

Hipotireoidizam je jedan od najc¢esc¢ih endokrinih poremeéaja koji se javlja za
vreme graviditeta (Teng i sar., 2013). Definisan je kao stanje koje nastaje kao posledica
nedovoljne produkcije hormona Stitaste Zzlezde. Klinicka 1 supklinicka forma
hipotireoidizma su ¢es¢e kod zena nego kod muskaraca. Istrazivanja sprovedena na
teritoriji SAD [National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES I111)] su
pokazala da medu 300 osoba jedna ima hipotiroidizam, a rasprostranjenost bolesti je veéa
kod Kavkaske rase (5,1%) nego kod Afroamerikanca (1,7%) i Hispanoamarikanaca
(4,1%) (Roberts i Ladenson, 2004).

Hipotireoidizam se klasifikuje na osnovu nekoliko kriterijuma: 1) na osnovu
vremena pojave deli se na urodeni (kongenitalni) ili steeni, 2) na osnovu tezine na
klinicki i supklinicki i 3) na osnovu porekla promena primarni i sekundarni (Roberts i
Ladenson, 2004). Nedostatak tireoidnih hormona na rodenju se smatra kongenitalnim
hipotiroidizmom, koji je klasifikovan u dve kategorije; trajan i prolazni. Etiologija
kongenitalnog hipotireoidizma odreduje da li je trajan ili prolazan. Trajni kongenitalni

hipotireoidizam uglavnom (85%) nastaje zbog anomalija vezanih za razvoj Stitaste
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zlezde, dok se ostatak (10-15%) pripisuje drugim faktorima (Rastogi i LaFranchi, 2010;
Grasberger i Refetoff, 2011).

Prolazni kongenitalni hiporiteoidizam je najceS¢e posledica poremecaja u
funkcionisanju Stitaste zlezde (Teng i sar., 2013). NajSeS$¢i uzrok prolaznog
kongenitalnog hipotireoidizma je nedostatak joda, Sto predstavlja problem javnog
zdravlja u ¢ak 118 drzava (Kapil, 2007).

Klini¢ki hipotireoidizam je definisan kao stanje u kom su prisutni vidljivi znaci
bolesti, a koncentracija TSH u serumu je visoka, dok su koncentracije T3z i T4 niske.
Supklinicki hipotireoidizam se definiSe kao stanje u kome oboleli imaju veoma blage ili
nemaju nikakve simptome oboljenja, $to je praceno povisenjem nivoa serumskog TSH
iznad referentnih vrednosti dok su T3 i T4 u granicama normale (Mcdermott i Ridgway,
2001). Klini¢ki podaci o ucestalosti klini¢kog i subklinickog hipotireoidizma majki kod

Zivotinja su veoma retki i nedostaju.

2.3.2. Hipotireoidizam i graviditet

U zavisnosti od dijagnostickih kriterijuma i trimestra graviditeta, prevalenca
hipotireoidizma u graviditetu kod Zena se razlikuje 1 u proseku se kre¢e od 2-5% za
klinicki i 3-5% za supklini¢ki hipotireoidizam (Rastogi i LaFranchi, 2010; Teng i sar.,
nedostatak joda u ishrani, a u regionima gde je koli¢ina joda dovoljna, naj€es¢i uzrok je
autoimuni tireoiditis. Antitela na tireoperoksidazu i tireoglobulin mogu proc¢i kroz
placentu i uticati na Stitastu zlezdu fetusa (Seror i sar., 2014). Ostali uzroci koji se
spominju u literaturi su: viSak joda koji nastaje kao posledica uzimanja amidarona —
antiaritmijskog leka koji sadrZi jod; terapija radioaktivnim jodom; delimi¢na ili totalna
tireoidektomija koja se sprovodi u terapiji hipertireoidizma; Gravesova bolest; kancer
tireoidne Zlezde kao i nedostatak gvozda. Takode, istrazivanja pokazuju da je 1-5%
novorodencadi, ¢ije su majke za vreme graviditeta tretirane propiltiouracilom (PTU) radi
terapije hipertireoidizma, rodeno sa snizenim nivoom tireoidnih hormona (Andersen i
sar., 2013a).
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2.3.3. Animalni modeli koji se koriste za ispitivanje uticaja hipotireoidizma majki na
potomstvo

Ispitivanja na Zivotinjama koje su bioloski sli¢ne ljudima, ali imaju znatno kraci
zivotni ciklus i1 kontrolisani uslovi u kojima se izvode eksperimenti, omogucili su
naucnicima da steknu uvid u bioloske mehanizme razvoja bolesti i ispitaju razlicite

vidove terapije u njenom lecenju (Sengupta, 2013).

Animalni modeli hipotireoidizma majki pruzaju moguénost da se u realnom
bioloskom sistemu oceni efekat nedostatka tireoidnih hormona u toku graviditeta.
Najces¢e korisceni eksperimentalni modeli za procenjivanje efekata hipotiroidizma
tokom graviditeta su: 1) uskrac¢ivanje joda u ishrani (Gong i sar., 2010); 2) primena
antitireoidnih lekova (Bagheripuor i sar., 2015); 3) tireoidektomija (Pineda-Reynoso i
sar., 2010). i 4) upotreba radioaktivnog joda (Torlak i sar., 2007) (Tabela 2.2.). Budu¢i
da je najces¢i uzrok prolaznog kongenitalnog hipotireoidizma kod ljudi deficit joda,
uskracivanje joda kroz ishranu predstavlja najrealniji model koji obezbeduje sli¢ne uslove
koji se javljaju kod obolelih ljudi. S obzirom na ¢injenicu da je oko 1-5% novorodenéadi
¢ije su majke bile hipertireoidne i terapirane PTU-om, rodeno sa snizenim nivoom
tireoidnih hormona (Diav-Citrin i Ornoy, 2002; Andersen i sar., 2013a), upotreba
antititreoidnih lekova za kreiranje animalnog modela hipotireoidizma tokom trudnoce je
opravdana i relativno ¢esto koriS¢ena u istrazivanjima. Tireoidektomija se veoma Cesto
Koristi u istrazivanjima na zivotinjama za indukovanje hipotireoidizma tokom trudnoce.
Kod ljudi, tireoidektomija se izvodi samo u retkim situacijama, npr. kod alergija na
antititreoidne lekove ili kod izostanka odgovora na visoke doze antitireoidnih lekova
(Alexander i sar., 2017). Upotreba radioaktivnog joda tokom trudnoce je
kontraindikovana (Tran i sar., 2010). Medutim, ljudi mogu biti slu¢ajno izloZeni
radioaktivnom jodu, kao $to je to bio sluéaj sa nesre¢om u Cernobilu, ili tokom moguéih
akcidenata u farmaceutskim i drugim granama industrije koje se bave proizvodnjom
radioaktivnih izotopa. Imaju¢i u vidu ove podatke, upotreba radioaktivnog joda u
formiranju animalnog modela za proucavanje hipotireoidizma majki za vreme graviditeta,

ima smisla i moze biti od koristi (Usenko i sar., 1999).
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Tabela 2.2.. Eksperimentalne metode za izazivanje hipotireoidizma tokom razvoja ploda
(prilagodeno prema Ghanbari i Ghasemi, 2017).

Model Metod Vrsta Prednosti Mane
Terapija Antitireoidni lekovi (PTU,  Pacov, Jednostavno Dejstvo izvan
lekovima MMI*, tiamazol) u vodi majmun, Stitaste zlezde
za pice kuni¢
Hirurgija Tireoidektomija majki Pacov, kuni¢  Izbegnuti Vadenje
tokom graviditeta negativni efekti tireoidne i
Tireoidektomija fetusa N antl_tlreo_l dn.' hi E)aratlr90|dne
- Ovca, jagnje  radioaktivnih zlezde je
tokom graviditeta i .
lekova invazivna
metoda
Nedostatak Restrikcija joda u ishrani Pacov, ovca, Najsli¢nije Vreme
joda marmoset oboljenju kod konzumiranja i
ljudi visoka cena
I1zbegnuti
negativni efekti
antitireoidnih i
radioaktivnih
lekova
Tretman Gastri¢na sonda ili Pacov Jednostavno Rizik od
radioaktivnim  intramuskularna aplikacija izloZenosti
jodom 131 zaposlenih

*PTU, propiltiouracil; MMI, metamizol

2.3.3.1. Antitireoidni lekovi

Prevalenca hipertireoidizma za vreme graviditeta je oko 0,1% (Andersen i sar.,

2013a). Posto tireotoksikoza moze da prouzrokuje i sréanu insuficijenciju kod majki i

malu telesnu masu novorodenceta, leCenje se mora zapoceti odmah kako bi se sprecili

-----

se koriste za leCenje hipertireoidizma su metimazol (MMI), karbimazol i PTU (Taylor i

Vaidya, 2012). MMI i PTU su supstance koje je odobrila Americka akademija za

pedijatriju (Cooper, 2005) i predstavljaju lekove izbora za tretman hipertireoidizma u
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trudno¢i (Andersen i sar., 2013a). Radioterapija u graviditetu je kontraindikovana, a
tireoidektomija se obavlja i retkim i izuzetnim slucajevima (Alexander i sar., 2017). Ovi
lekovi su potencijalno opasni za fetus i zbog toga su svrstani u kategoriju D (Law i sar.,
2010). Upotreba antitireoidnih lekova za indukovanje hipotireoidizma u toku razvoja
fetusa kod Zivotinja je prihvatljiv eksperimentalni model jer je dobro poznato da ti lekovi
suprimiraju proizvodnju tireoidnih hormona fetusa (Andersen i sar., 2013a).

Uprkos decenijskoj upotrebi antitireoidnih lekova u terapiji tireotoksikoze,
mehanizmi njihovog delovanja jo$ uvek nisu u potpunosti opisani (Manna i sar., 2013).
U proseku oko 30% od propisane doze antitireoidnih lekova se koncentrise u ¢elijama
Stitaste zlezde dok preostalih 70% uti¢e na druge Celije u organizmu. Taj uticaj na druge
¢elije nije uniforman. Kada se primene ovi lekovi, oni daju dva tipa efekata: tireoid-
zavisne i tireoid-nezavisne nezeljene efekte. Efekti koji zavise od Stitaste zlezde su
klasifikovani u dve kategorije: intratireoidni i ekstratireoidni (Moriyama i sar., 2007).
Antitireoidni lekovi u ¢elijama Stitaste zlezde inhibiraju jodinaciju tireoglobulina pomoéu
tircoperoksidaze §to predstavlja kljuéni korak u sintezi Ts. Pored toga, MMI i PTU
inhibiraju biosintezu tireoglobulina. Osim inhibitornih efekata na biosintezu tireoidnih
hormona, antitireoidni lekovi takode imaju stimulativni efekat na neke faze njihove
biosinteze. Poznato je da PTU, ali ne MMI, povecava ekspresiju gena za natrijum-jodid
simporter i preuzimaje jodida iz cirkulacije od strane folikularnih ¢elija. Najvaznije
ekstratireoidno dejstvo PTU i MMI je da smanjuju specifi¢no vezivanje T3 za receptore
u jedru za oko 85% modifikovanjem njihovog afiniteta (Moriyama i sar., 2007). Na taj
nacin suzbijaju transkripcionu aktivnost Tz. Jo§ jedan ekstratidreoidni efekat PTU je
njegov inhibitorni efekat na DIO1 u ciljnim ¢elijama (Cooper, 2005; Moriyama i sar.,
2007; Manna i sar., 2013).

Prilikom procene efekta nedostatka tireoidnih hormona tokom fetalnog perioda,
tireoid-zavisni nezeljeni efekti PTU-a moraju biti odvojeni od tireoid-nezavisnih efekata.
Posto antitireoidni lekovi prolaze kroz placentu i izlu¢uju se u mleko (Cooper, 2005),
pored nezeljenih efekata na majku, nezeljeni efekti na fetus takode moraju biti uzeti u

obzir kada se oni koriste za indukovanje hipotireoidizma majke.

Sinteza T3 i T4 kao i njihovi regulatorni mehanizmi su sli¢ni kod ljudi i Zivotinja

tako da pacovi tretirani PTU-om mogu posluziti kao model humanog hipotireoidizma.
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Zbog toga su u mnogim istrazivanjima kori$¢eni pacovi tretirani PTU-om kao uporedni
model za ispitivanje poremecaja funkcije Stitaste zlezde, metabolickih promena u

razli¢itim tkivima, kao i uticaj na rast i metabolizam kostiju (Ghanbari i Ghasemi, 2017).

2.3.4. Uticaj tireoidnih hormona na razvice kostanog tkiva

Receptori za tireoidne hormone, TRal i TRB1 su eksprimirani na hondrocitima
rezervne hrskavice, 1 hondrocitima u zoni proliferacije, Sto sugeriSe da je za epifizni rast
ditektno odgovoran Ts. Tz stimuliSe klonsku ekspanziju progenitorskih ¢elija od kojih
nastaju hondrociti. Takode, inhibira proliferaciju ¢elija koja sledi, dok na hondrocite u
proliferaciji uti¢e tako $to promovise njhovu diferencijaciju i povecanje zapremine Celije
(Robson, 2000). U primarnim kulturama hondrocita epifizne plo¢e rasta, T3 stimuliSe
ekspresiju alkalne fosfataze i kolagena tipa 10, $to dovodi mineralizacije matriksa
hrskavice (Robson, 2000). Tokom endohondralnog oko$tavanja brzina proliferacije i
diferencijacije hondrocita regulisana je preko nekoliko parakrinih faktora, ukljucujuéi
IGF1, Wnt morfogene, BMP i FGF, a preko negativne povratne sprege pomocu lhh i
PTHrP (St-Jacques i sar., 1999; Stevens i sar., 2000; Minina i sar., 2002; Kim i Mohan,
2013). Kontrolne tacke ove povratne sprege i brzina linearnog rasta su osetljive na
promene statusa Stitaste zlezde in vivo, moguénost regulacije lokalnog metabolizma
tireoidnih hormona i lokalnu dostupnost Tz (Dentice i sar., 2005). Tz takode regulise
koli¢inu proteoglikana u matriksu epifiznih ploca rasta (Bassett i sar., 2006), sintezu
enzima koji degradiraju kolagene kao §to je agrekanaza-2 i matriks metaloproteinaza-13
(MMP13) (Himeno i sar., 2002; Makihira i sar., 2003). Ukratko, tireoidni hormoni su
neophodni za koordinisani napredak endohondralnog okostavanja, delujuci na stimulaciju
ekspresije gena koji kontroliSu sazrevanje hondrocita, sintezu, mineralizaciju i

degradaciju matriksa hrskavice.

Tireoidni hormoni imaju znacajan uticaj na normalni razvoj skeleta, linearni rast
i odrzvanje kostane mase kod dece i odraslih. Hipotireoidizam u detinjstvu izaziva zastoj
u rastu, odlozeno sazrevanje kostiju, epifiznu disgenezu i nezrele telesne proporcije
(Stevens i sar., 2000). Nadoknada T4 popravlja ove promene ali ¢esto nepotpuno, posto
sazrevanje kostiju napreduje brze od rasta zbog ¢ega moze doc¢i do brzeg zatvaranja

epifiza. Rezultat je nizi definitivni rast koji je u korelaciji sa trajanjem i tezinom
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hipotireoidizma pre terapije. Zbog toga je pretpostavljeno da je efekat tireoidnih
hormona na endohondralno okostavanje pojacan kod hipotireoidnih jedinki.
Tireotoksikoza kod mladunaca izaziva ubrzan promet u kostima sa ubrzanjem rasta i
sazrevanja kostiju, Sto moze da izazove kraniosinostoze, prevremeno zatvaranje

epifiznih ploca i nizak rast (Bassett i Williams, 2016).

Istrazivanja Cija je tema bila delovanje T3 u osteoblastima su kontradiktorna, ali
uopsteni zakljucak je da tireoidni hormoni stimuliSu aktivnost osteoblasta. T3 stimulise
sintezu i post-translacionu obradu kolagena tipa 1, indukuje ekspresiju alkalne fosfataze
i reguliSe sintezu i sekreciju proteina osteopontina i osteokalcina. T3 takode promovise
remodeliranje kostanog matriksa stimulacijom ekspresije matriks metaloproteinaza-9 i
metaloproteinaza -13. Pored toga, tireoidni hormoni regulisu puteve koji su kljuéni za
proliferaciju i diferencijaciju osteoblasta. Tako, Ts indukuje transkripciju IGF-1 i
stimuli$e ekspresiju regulatornih vezujuéih proteina IGF1BP-2 i IGF1BP-4. Stavise, T3
indukuje ekspresiju receptora za FGF1 i FGF-om izazvanu signalizaciju MAPK-a kod
osteoblasta, a takode regulise aktivnost signalnog puta Wnt. Sve zajedno, ove studije
pokazuju da Ts reguliSe diferencijaciju i funkciju osteoblasta slozenim mehanizmima
koji ukljuuju brojne parakrine i autokrine faktore (Bassett i sar., 2010; Bassett i
Williams, 2016).

Pored toga, dejstvo Tz u osteoblastima moze indirektno uticati na aktivnost
osteoklasta regulisanjem osteoprotegerina (OPG). OPG ima funkciju laznog receptora
jer vezuje signalni molekul nazvan RANKL (engl. receptor activator of nuclear factor-
kB ligand). koji aktivira osteoklastogenezu. Medutim, rezultati koji ukazuju na
ukljuéivanje T3z u regulaciju puta OPG/RANKL su kontroverzni, jer druge studije
pokazuju da efekti T3 na osteoklastogenezu mogu biti nezavisni od RANKL. Stoga, iako
tireotoksikoza rezultira povecanim brojem osteoklasta i aktivno$¢u koja dovodi do
povecane resorpcije kosti in vivo, nije jasno da li T3 deluje direktno u osteoklastima ili
su ti odgovori sekundarne prirode, kao posledica direktnog dejstva T3 u osteoblastima
(Bassett i Williams, 2016).

Osteoklasti eksprimiraju RNK za TRal i TRB1 1, ali jo§ uvek nije poznato da li
su u njima prisutni funkcionalni receptori, jer antitela koja su dostupna nemaju dovoljnu

osetljivost koja je potrebna za njithovo pouzdano otkrivanje. IstraZivanja koja su
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podrazumevala upotrebu primarnih mesovitih ¢elijskih kultura koje sadrze linije
osteoklasta i ¢elije strome kostane srzi bila su nedovoljna i kontradiktorna. Bez obzira
na to, tretman tireoidnim hormonima linija osteoblasta ili primarnih kultura stromalnih
¢elija koStane srzi doveo je do povecane ekspresije RANKL-a, interleukina-6,
interleukina-8 i prostaglandina E2, §to je u skladu sa verovatnim indirektnim

delovanjem tireoidnih hormona na funkciju osteoklasta (Bassett i Williams, 2016).
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Slika 2.14. Delovanje Ts na celije skeleta. Delovanje T3 i TSH u osteocitima jos uvek
nije istrazeno i nije jasno da li oni eksprimiraju transportere za tireoidne hormone,
dejodinaze, receptore za tireoidne hormone (TRs) ili za TSH (TSHr) (A). Hondrociti
eksprimiraju transportere MCT8, MCT10 i LAT1, DIO3 (D3), TRs (predominantno
TRa), i TSHR. T3 inhibira proliferaciju i stimuliSe prehipertroficnu i hipertroficnu
diferencijaciju, dok TSH moze da inhibira proliferaciju i sintezu matriksa (B).
Osteoblasti eksprimiraju transportere MCT8 i LAT1/2, DIO2 (D2) i D3, TRs
(pretezno TRa), i TSHR. Vecina studija ukazuje da T3 stimulise diferencijaciju
osteoblasta i formiranje kosti. Podaci o uticaju TSH na osteoblaste su kontradiktorni
i sugerisu da TSH mozda stimulise, inhibira ili nema efekta na diferencijaciju i

funkciju osteoblasta (C). D, Osteoklasti eksprimiraju MCT8, D3, TRs i TSHR.
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Trenutno nije jasno da li Tz deluje direktno na osteoklaste ili ostvaruje svoje efekte
indirektno preko osteoblasta. Najveci broj istraZivanja sugerise da TSH inhibira

diferencijaciju i funkciju osteoklasta (prilagodeno prema Bassett i Williams, 2016).
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3. CILJ 1 ZADACI ISTRAZIVANJA

Pokazano je da hipotireoidizam majki tokom graviditeta ostavlja ireverzibilne
posledice na razvoj nervnog sistema njhovih mladunaca, kao i na reproduktivne
sposobnosti kako zenki tako i muzjaka. lako je poznato da deficit tireoidnih hormona kod
jedinki u razvoju dovodi do poremecaja u rastu dugih kostiju, postoji potreba da se utvrdi
u kojoj meri supklinicki hipotireoidizam majki, koji se u praksi teSko dijagnostikuje, utice

na endohondralno okostavanje i razvoj dugih kostiju mladunaca.

Imaju¢i u vidu iznete Ccinjenice, osnovni cilj ove doktorske disertacije
predstavljalo je ispitivanje uticaja klini¢ke i supklini¢ke forme hipotireoidizma majki koji
je indukovan aplikacijom adekvatnih doza propiltiouracila tokom graviditeta i laktacije,
na kljuéne procese u toku endohondralnog formiranja kostiju u proksimalnoj epifiznoj

ploci tibije mladunaca pacova na rodenju i mladunaca starih sedam dana.

Iz tog cilja proistekli su i konkretni zadaci ovog rada:

e analiza tireoidnog statusa majki tretiranin PTU-om odredivanjem nivoa Tz i T4 u
krvnoj plazmi i indeksa aktivacije Stitaste zlezde sedmog dana laktacije kao i
definisanje oblika hipotireoidizma.

e analiza tireoidnog statusa mladunaca odredivanjem nivoa T3 i T4 u krvnoj plazmi
1 indeksa aktivacije Stitaste zlezde.

e merenje mase tela mladunaca na rodenju i 7. dana starosti.

e merenje duzine tibije 1 pojedinacnih zona proksimalne epifizne ploce tibije
mladunaca na rodenju i mladunaca starih 7 dana, kao histoloSki opis njenog
izgleda.

e odredivanje ultrastrukturnih karakteristika hondrocita u zoni rezervne hrskavice.

e ispitivanje ekspresije gena za kolagen tipa 2 i tipa 10 u hipertrofisanim
hondrocitima i analiza prisustva ova dva tipa kolagena i glikozaminoglikana u
vancelijskom matriksu.

e analiza ekspresije gena za tartrat rezistentnu kiselu fosfatazu (TRAP) u

osteoklastima i Kiseli protein matriksa dentina 1 (DMP-1) u osteoblastima,
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aktivnost TRAP u lizozomima osteoklasta, ekspresija kolagena tipa 1 u
osteoblastima i vancelijskom matriksu 1 opisivanje morfoloskih promena u
trabekulama u zoni okostavanja.

Utvrdivanje ekspresije markera proliferacije (Ki67), kao i markera autofagije
(ATG7 i LC3) i apoptoze (kaspaza 3) u hondrocitima epifizne hrskavice.
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4. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

4.1. OGLEDNE ZIVOTINJE

KoriS¢enje laboratorijskih zivotinja u ovom ogledu odobreno je od strane Eticke
komisije Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu (broj 01-20 / 6) i
Uprave za veterinu, Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede (reSenje broj
323-07-00364 / 2017-05 / 8). Postupci sa pacovima tokom eksperimentalnih procedura
opisani su u skladu sa ARRIVE smernicama (Kilkenny i sar., 2010). U skladu sa 3R
pravilom, organi mladunaca oba pola koji nisu bili predmet istrazivanja u ovom radu
sacuvani SU za buduéa proucavanja hipotireoidizma majki i njegovog uticaja na
potomstvo. Takode, mladunci Zenskog pola su koriS¢eni za istrazivanje efekata
hipotiroidizma majki na razvoj jajnika (Danilovi¢ Lukovié 1 sar. 2016, 2017;

Radovanovic i sar. 2018).

Eksperiment je izveden na 24 polno zrelih zenki pacova Albino Oksford soja
(masa 140-160g) starih deset nedelja. Radi parenja i dobijanja potomstva nabavljena su i
Cetiri muzjaka istog soja. Zivotinje su dopremljene sa Odeljenja za uzgoj laboratorijskih
i eksperimentalnih zivotinja Instituta za medicinska istrazivanja Vojnomedicinske
akademije u Beogradu. Objekat za smestaj laboratorijskih Zivotinja na Katedri za
histologiju i embriologiju Fakulteta veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu u
kome su zivotinje drzane bio je klimatizovan, a rezim osvetljenja je podrazumevao 12 h
svetlosti i 12 h tame. Srednja temperatura je bila 21 + 0,5°C, a relativna vlaznost 50 + 7%.
Peletirana hrana za pacove (PA 20, Veterinarski zavod Subotica, Serbia) i voda za pice

su bili dostupni ad libitum.

4.2. ANIMALNI MODELI

Prvi korak u naSem eksperimentalnom dizajnu bio je da se indukuje supklini¢ki i
klinicki oblik hipotireoidizma kod gravidnih zenki pacova. Za indukciju hipotireoidizma

koriS¢ena je antitireoidna supstanca 6-n-propil-2-tiouracil (PTU) (Sigma Chemical Co.,
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St. Louis, MO, SAD) rastvorena u vodi za pi¢e. Supklini¢ki oblik hipotireoidizma izazvan
je dodavanjem niske (1,5 mg/L), dok je klini¢ki izazvan visokom dozom (150 mg/L)
PTU. Doze PTU za indukciju obe forme hipotireoidizma utvrdene su na osnovu pregleda
literature i iskustva naseg istraziva¢kog tima koji se godinama unazad bavio ispitivanjima
uticaja hipotireoidizma majki na razvoj razlicitih organa kod njihovih mladunaca (Chen
i sar., 1995: Radovanovié i sar., 2012, 2018; Roksandic¢ i sar., 2015; Danilovi¢ Lukovic
i sar., 2016, 2017a). Voda za pice sa rastvorenim PTU je davana Zivotinjama pocevsi od

nultog dana graviditeta, u toku njegovog trajanja i za vreme laktacije.

Nakon dostave i unosenja pacova u objekat za smestaj laboratorijskih zivotinja,
izvr$ena je adaptacija Zivotinja na novo okruzenje tokom sedam dana. Zivotinje su drzane
individualno u standardnim kavezima za pacove. Nakon sprovedene adaptacije izvrSeno
je utvrdivanje faze polnog ciklusa u kom se nalazi svaka Zenka. Faza polnog ciklusa
odredivana je pravljenjem vaginalnih razmaza koji su uzimani svakog jutra izmedu 8 i
Oh. Zenke &iji su vaginalni razmazi pokazivali da se nalaze u fazi proestrusa ili estrusa
premestane su u kavez u kom se nalazio muZzjak. Sledeceg jutra, kod Zenki je kontrolisano
prisustvo vaginalnog ¢epa. Ukoliko je vaginalni ¢ep bio odsutan pravljen je vaginalni
razmaz. Nulti dan graviditeta je definisan prisustvom vaginalnog Cepa ili spermatozoida
na vaginalnom razmazu. Tada su Zzenke razdvajane od muZzjaka i1 nasumicno

rasporedivane u tri ogledne grupe: kontrolnu (C), niska doza (H-1) i visoka doza (H-2).

4.3. EKSPERIMENTALNA PROCEDURA

Miladunci muskog pola, iz svake ogledne grupe, su bili eutanazirani u prvih 24
sata po rodenju (TO) i sedam dana nakon rodenja (T7). Iz svake ogledne grupe i u obe
starosne kategorije eutanazirano je po Sest mladunaca muskog pola (u celom ogledu
ukupno 36 mladunaca). Eutanazija TO mladunaca izvedena je dekapitacijom pomocu
hirurskih makaza, dok su T7 mladunci eutanazirani cervikalnom dislokacijom. Eutanazija
majki je izvedena sedmog dana posle partusa intravenskom aplikacijom pentobarbitona
u dozi 100mg/kg telesne mase (Euthasol Euthanasia Solution, Produlab Pharma
Production B.V.Raamsdonksveer, Netherlands). Tokom protokola za eutanaziju, od
majki i mladunaca uzorkovana je krv u polipropilenske epruvete sa heparinom (32

U/tube). Nakon cetrifugovanja i razdvajanja (1500 g, 10 min), uzorci plazme skladisteni
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su na -20°C najduze 2 meseca pre nego Sto su vrsene dalje analize. Masa mladunaca je

merena neposredno pre eutanazije.

4!.4. UTVRPIVANJE TIREOIDNOG STATUSA I ANALIZA STITASTE
Z1LEZDE

Tireoidni status majki i T7 mladunaca utvrden je odredivanjem nivoa T3 1 T4 u
krvnoj plazmi, dok je kod TO mladunaca samo odreden nivo T4 (koli¢ina plazme potrebna
za odredivanje nivoa T3 nije bila dovoljna). Koncentracija tireoidnih hormona odredena
je radioimunoesej testom (INEP, Zemun, Serbia) prema uputstvu proizvodaca. Oblik
hipotireoidizma je bio determinisan koncentracijom tireoidnih hormona i odredivanjem
indeksa aktivacije $titaste zlezde (Ia) kod majki i mladunaca. Indeks aktivacije indirektno
pokazuje aktivnost TSH. Visoke vrednosti Ia predstavljaju vis$i nivo TSH u krvi 1 obratno

(Rajab i sar., 2017).

Nakon ekscizije zlezde su fiksirane u Buenovom fiksativu tokom 48 sati na sobnoj
temperaturi, zatim postepeno dehidrirane kroz seriju alkohola rastu¢ih koncentracija,
prosvetljene u ksilolu, uklapane u parafin i serijski se¢ene pomocu rotacionog mikrotoma
(Reichert, Wien, Austria) na debljinu od 5 um. Preseci su bojeni u skladu sa standardnim
protokolom hematoksilin/eozin bojenja (H/E) (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) i
montirani pomo¢u DPX medijuma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Ovako
napravljeni preparati su koriséeni za stereolosku i histolosku analizu. Stereoloska analiza
je obavljena koris¢enjem viSenamenske stereoloSske mrezice (M42 testni sistem koji se
sastoji iz 42 testne tacke i 21 testne duZi na povrsini koja iznosi 36,36 d?, gde je d duzina
jedne testne duzi) (Weibel, 1979).

Volumenska gustina komponenti $titaste zlezde odredivana je pomocu klasi¢ne
stereoloske metode za odredivanje volumenske gustine (Kalisnik, 1981; Rajab i sar.

2017). Broj polja po uzorku odredivan je na osnovu formule (Kalisnik, 1981):

SD\?
n= (20 —)
X

gde je SD standardna devijacija, a x je aritmeticka sredina probnog uzorka.
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Odredivana je volumenska gustina (Vy) intersticijuma (Vvi), epitelnog tkiva

(Vve) 1 koloida (Vc), a indeks aktivacije (1a) izracunavan je prema sledecoj formuli:

4.5. UZORKOVANJE | PRIPREMA TIBIJE ZA SVETLOSNU
MIKROSKOPIJU | HISTOMORFOMETRIJSKE ANALIZE

Od svakog eutanaziranog mladunca muskog pola uzorkovane su tibije oba
ekstremiteta. Tibija levog ekstremiteta je preparisana od okolnog vezivnog i misi¢nog
tkiva nakon ¢ega je izmerena njena duzina pomo¢u mehanickog mikrometra (preciznosti
10pum). Po zavrSenom merenju leva tibija je odmah podvrgnuta proceduri pripreme za
elektronsku mikroskopiju, $to ¢e detaljno biti opisano u posebnom delu. Tibija desnog
ekstremiteta je oslobodena koze sa pripadaju¢im vezivnim tkivom i fiksirana 10%
neutralnim puferisanim formalinom tokom 24 c¢asa na sobnoj temperaturi. Nakon
fiksacije tibije su premestene u 10% rastvor EDTA radi dekalcinacije. Vreme koje su
tibije bile u izloZene rastvoru za deklacinaciju je bilo razli¢ito u zavisnosti od njihovih
dimenzija tj. starosti mladunaca. Tibije TO mladunaca bile su u rastvoru za dekalcinaciju
Cetiri do pet dana, dok su one koje pripadaju T7 mladuncima bile oko dve nedelje (10 do
14 dana). Na polovini vremenskog perioda za dekalcinaciju, za tibije T7 mladunaca,
vrSena je izmena rastvora za deklacinaciju. Ceo proces je izveden na temperaturi od oko
4°C uz povremeno mesanje. Nakon dekalcinacije 1 ispiranja, uzorci tibije su sprovedeni
na isti nacin kao 1 Stitaste Zlezde. Preseci debljine 5 pum su postavljeni na dve razliCite
vrste mikroskopskih ploé¢ica: za histohemijska bojenja (H/E, Alcian plavo, Masson-
Goldner i TRAP bojenje) na standardne ploCice, dok su preseci na kojima je bilo
predvideno da se rade imunohistohemijska bojenja i in situ hibridizacija, na Superfrost

Plus Slides (Menzel-Glaser, Saarbruckener, Germany).
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4.6. HISTOMORFOMETRIJSKE ANALIZE PROKSIMALNE EPIFIZNE
PLOCE TIBLJE

4.6.1. Histomorfometrijska merenja izvrSena na presecima bojenim H/E

Sva histomorfometrijska merenja izvedena su na serijskim presecima koji su
napravljeni iz srednje tre¢ine proksimalnog dela dijafize 1 proksimalne epifize tibije
(Slika 4.1.A). Preseci su paralelni sa uzduznom osom kosti, a merenja su izvrSena u
nihovom srediSnjem delu (Slika 4.1.B). Prilikom merenja preseci su posmatrani pod
mikroskopom koji je opremljem digitalnom kamerom i povezan sa odgovarajuc¢im
softverom (Olympus CX31 sa kamerom UC50 Soft Imaging Solutions i softverom
SensEntry1.13, Miinster, Germany). Sva merenja su izvr$ila dva nezavisna kvalifikovana

posmatraca na Sifrovanim plo¢icama kako ne bi bili upoznati sa grupama i njihovim

tretmanom.
e .
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Slika 4.1. Prikaz dela tibije na kojem su izvrSena morfometrijska merenja. Tibija i
fibula pacova (A), srednja trec¢ina proksimalnog dela dijafize i proksimalne epifize
tibije od koje su napravljeni serijski preseci (1), Uzduzni presek proksimalnog dela
tipije (H/E), bar: 500 um (B), sredisnji deo uzduznog peseka tibije gde su izvedena
merenja (2).

Materijal i metode istrazivanja 54



Merena je visina pojedinacnih zona proksimalne epifizne ploce tibije i to: 1) visina
rezervne hrskavice; 2) visina zone proliferacije hondrocita i 3) visina zone hipertrofije
hondrocita. Sva merenja su radena paralelno sa kolonama hondrocita na 10 serijskih
preseka koji su medusobno udaljeni po 25um. Na svakom preseku za svaku zonu radena
su po tri merenja visine (jedno u sredini sredi$nje zone epifizne ploce i po jedno sa leve i
desne), a za krajnji rezultat merenja uzimana je njihova prosecna vrednost (Slika 4.2.A).
Granica izmedu zone proliferacije hondrocita i zone hipertrofije hondrocita definisana je
pojavom prvih hipertrofisanih hondrocita (visine >10 mm) (Mancilla i sar., 1998). Visina
epifizne ploce je predstavljena kao zbir zone rezervne hrskavice, zone proliferacije i zone
hipertrofije hondrocita. Kod T7 mladunaca postojala su odredena odstupanja od
prethodno opisanih merenja koja su sprovedena na TO mladuncima. Visina zone rezervne
hrskavice kod njih nije merena jer je postojala velika razlika u razvijenosti sekundarnog
centra okoStavanja kontrolnih mladunaca u poredenju mladuncima iz H-1 i H-2 grupe
(Slika 4.2.B). Visina epifizne plo¢e kod mladunaca starih sedam dana predstavljena je
kao zbir zone proliferacije hondrocita i zone hipertrofije hondrocita. Broj hipertrofisanih
hondrocita u zoni hipertrofije odreden je na 1 mm? povrsine tkiva (objektiv 40x).
Poslednji hipertrofisani hondrociti su definisani kao ¢elije koje se nalaze u osnovi kolona
hondrocita u poslednjoj lakuni u koju nisu prodrli dijafizni krvni sudovi. Prose¢na visna
ovih ¢elija je dobijena nakon 250 merenja (na 10 serijskih preseka udaljenih po 25 pm
jedan od drugog, u srediSnjem delu epifizne ploce rasta gde je mereno po 25 uzastopnih

hipertroficnih hondrocita duz linije okosStavanja (objektiv 40x)(Slika 4.3.).
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Slika 4.2. Morfometrija epifizne ploce. Merenje visine zona epifizne ploce tibije T0O (A)
i T7 mladunaca (B). Linije crne boje predstavljaju merenja zone hipertrofije
hondrocita (HZ), Zute linije predstavlja merenje zone proliferacije hondrocita(PZ), dok

plave linije oznacavaju visinu zone rezervne hrskavice (RZ).

Materijal i metode istraZivanja 56



Slika 4.3. Prikaz merenja visine poslednjeg hipertrofisanog hondrocita

4.7. HISTOHEMIJSKA BOJENJA TKIVA TIBIJE

4.7.1. Alcian plavo bojenje za proteoglikane

Bojenje je izvedeno u kiselom rastvoru alcian plave boje pH vrednosti 2,5.
Rastvor za bojenje je bio pripremljen na slede¢i naéin: 1) Prvo je pripremljen rastvor 3%
glacijalne siréetne kiseline (Zorka, Sabac, Serbia); 2) Zatim, u 100 ml 3% rastvora
glacijalne sir¢etne kiseline dodat je 1 g alcian plave boje Alcian Blue 8GS (SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany). Rastvor je izmeSan pomo¢u megnetne

mesalice, profiltriran i podeSen je pH.

Preseci su deparafinisani 1 rehidrirani u destilovanoj vodi uobicajenim
protokolom. Nakon toga su tretirani 3% siréetnom kiselinom tokom 3 minuta i premesteni
u rastvor alcian plave boje u kojem su drzani 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
bojenja, sprovedena je standardana procedura dehidriranja, prosvetljavanja i montiranja

preseka pomoc¢u DPX medijuma.
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4.7.2. TRAP bojenje

Bojenje je izvedeno pomocu komercijalnog kita za bojenje TRAP Acid
Phosphatase, Leukocyte (TRAP) Kit (Sigma-Aldrich, Poole, UK). Plocice sa parafinskim
presecima su na ustaljen nacin deparafinisane i rehidrirane. Prema receptu proizvodaca
kita napravljen je rastvor za bojenje koji sadrzi L-tartrat koji je potom zagrejan u vodenom
kupatilu na 37°C. Inkubacija je izvedena u vodenom kupatilu na 37°C tokom 1 h u sredini
koja je zasticena od dnevne svetlosti. Potom su plocice isprane dejonizovanom vodom i
kontrastirane pomoc¢u Gilovog hematoksilina Hematoxylin Solution, Gill No. tokom 2
minuta i isprane u alkalnoj teku¢oj vodi. Montiranje je uradeno pomocéu vodenog

medijuma za montiranje Aquatex (Merck Millipore, Darmstadt, Germany).

4.7.3. MASSON-GOLDNER trihromno bojenje za vezivno tkivo

Masson-Goldner bojenje je izvedeno na presecima tibije koriS¢enjem
komercijalnog kita Masson-Goldner staining kit (Merck Millipore, Darmstadt,
Germany). Bojenje ovom metodom omoguéilo je jasnu vizuelizaciju kostanog tkiva,
odnosno osteoida kalcifikovane hrskavice. Nakon deparafinizacije i rehidracije isecci su
bojeni po preporukama proizvodaca: 1) Wejgertovim gvozdevitim hematoksilinom
Hematoksilin W komplet (BioGnost d.o.0., Zagreb, Croatia) tokom 5 minuta, 2) 1%
sir¢etnom kiselinom u trajanju od 30 sekundi; 4) Isprani su u obi¢noj vodi 5 minuta; 3) u
rastvoru Azofloksina 10 minuta; 5) 1% sir¢etnom kiselinom u trajanju od 30 sekundi; 6)
u rastvoru tungstofosforne kiseline i narandzastog G (Orange G) 1 minut; 7) Jo$ jednom
su izlozeni 1% siréetnoj kiselini u trajanju od 30 sekundi; 8) rastvorom svetlo zelenog
(Light green SF) 2 minuta; 9) Posledni put su tretirani 1% sir¢etnom kiselinom u trajanju
od 30 sekundi. Nakon navedene procedure standardnim postupkom preseci su dehidrirani,

prosvetljeni i montirani pomo¢u DPX medijuma.

4.7.4. Kvantifikacija histohemijskih bojenja

Kvantifikacija alcian plavog i TRAP bojenja izvrSena je pomocu besplatnog
softvera Image J (Media Cybernetics Manufacturing, Rockvill, MD, USA), dok je
Masson-Goldner bojenje kvantifikovano pomoc¢u Photoshop-a (Adobe, San Jose, CA).

Kvantifikacija povrSine obojene alcian plavim izvedena je po protokolu koji su dali
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Ribeiro i saradnici (2018) sa slede¢im modifikacijama: Na 10 serijskih preseka
razdvojenih po 25 pum jedan od drugog, slikana su tri susedna vidna polja u zoni
hipertrofije pomoc¢u objektiva 40x, odmah iznad linije razgradnje poslednjih
hipertrofi¢nih hondrocita (Slika 4.4.). Prose¢na vrednost ova tri merenja uzimana je kao

krajnji rezultat merenja po jednom preseku.

Kvantifikacija TRAP bojenja izvrSena je tako §to je merena povrsina na kojoj je
prisutno specifi¢no bojenje za TRAP. Broj preseka koji je analiziran kao 1 njihov prostorni
raspored je isti kao za kvantifikaciju alcian plavog bojenja, s tim $to je ovde na svakom
preseku slikano po Sest vidnih polja u zoni razgradnje hondrocita i okostavanja. Raspored

vidnih polja koja su slikana radi kvantifikacije dat je na slici 4.5.

i

Slika 4.4.Raspored i j vidnih polja na preééku proksimalne epifize tibije na kojima

je vrseno merenje povrsine alcian plavog bojenja. Bar: 200um.
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Slika 4.6. Raspored i broj vidnih polja na preseku proksimalne epifize tibije na kojima

su vrSene analize sastava kostanih trabekula. Bar: 200um
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Ukupni volumen trabekula (TV), volumen kalcifikovane hrskavice (CCV) i
volumen kostanog tkiva (BTV) takode odredivan je na po 10 serijskih preseka udaljenih
25 um. Na svakom preseku je pomocu objektiva 40x napravljene su po tri slike odmah
ispod zone razgradnje hondrocita (Slika 4.6.). Odredena je povrsina kostanog tkiva (Slika
4.7.C), povrsina kalcifikovane hrskavice (Slika 4.7.D), dok je povrSina trabekula
predstavljena kao zbir povrSina kosStanog tkiva i kalcifikovane hrskavice (Slika 4.7.B).
Sve povrsine su merene u pikselima, a volumen je prikazan u procentima koji su
izraCunati na ukupnu povrSinu tkiva. Odgovaraju¢i volumen tkiva je izracunat po

slede¢im formulama:

VCC = % * 100; BTV = ? * 100; TV = PBT+PCC

*100
T TT PTT

gde je PCC — povrsina kalcifikovane hrskavice; PBT — povrSina kostanog tkiva; PTT —

ukupna povrsina tkiva odnosno vidnog polja (Parfitt i sar., 1987).
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Slika 4.7. Prikaz razlicitih faza analize Masson-Goldner bojenja. Vidno polje slikano
pomocu objektiva 40x odmah ispod poslednjeg hipertrofisanog hondrocita (A); lzged
povrsSine koju prekrivaju trabekule nakon izdvajanja od okolnog tkiva (B), zeleno—
tirkizna boja predstavilja matriks kostanog tkiva koji je nastao kao rezultat aktivnosti
osteoblasta (strelica), povrsina bele boje okruzena matriksom kostanog tkiva predstavilja
kalcifikovanu hrskavicu (zvezdica), Transformisna slika na kojoj je izdvojena povrsina
kostanog tkiva trabekule (bela boja) koriséena za izracunavanje volumena kostanog
tkiva (C); transformisana slika na kojoj je prikazana povrsina kalcifikovane hrskavice
(bela boja) koja je posluzila za izracunavanje volumena kalcifikovane hrskavice (D).
Razdvajanje pojedinacnih delova trabekula i merenje povrsine koje oni zauzimaju

izvr§eno je pomocu Photoshop softera.
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4.8. IMUNOHISTOHEMIJSKE ANALIZE

Imunohistohemijska metoda koja je kori$¢ena u ovom istrazivanju bazirana je na
upotrebi polimera. Priprema uzoraka tkiva tibije za imunohistohemijska ispitivanja
opisana je u okviru poglavlja 4.5. Preseci na Superfrost Plus plo¢icama suseni Su u
termostatu na temperaturi od 56°C u toku jednog sata. Pregled kori$éenih antitela i
primenjenih metoda imunohistohemijskih bojenja dat je u tabeli 4.1. Nabrojana antitela
su kori$¢ena u cilju dokazivanja ekspresije slede¢ih antigena/markera: kolagen tipa 2
(glavni protein vanéelijskog matriksa hijaline hrskavice), kolagen tipa 10 (protein
vancelijskog matriksa specifi¢an za zonu hipertrofije hondrocita epifizne ploce), kolagen
tipa 1 (glavni protein vancelijskog matriksa kosti), Ki67 (protein marker celija u
proliferaciji), ATG7 i LC3 (proteini markeri ¢elija u autofagiji), kaspaza-3 (protein
marker ¢elija u apoptozi).

4.8.1. Osnovni principi tehnike imunohistohemije bazirane na upotrebi polimera

Thermo Scientific UltraVision LP je tehnologija obeleZavanja pomocu polimera.
Ovaj detekcioni sistem se koristi za vizuelizaciju misjih i zecijih IgG primarnih antitela
vezanih za antigen u tkivu. Specifi¢no antitelo se locira vezivanjem sekundarnog antitela

konjugovanog enzimom, tj. polimera konjugovanog enzimom(Slika 4.7.).

Enzim konjugovan
Koziji anti zecCiji polimer sa polimerom
Koziji anti misiji polimer A A

Pojacavajuce zecije anti misije antitelo
Primarno misije antitelo

“ TKivni antigen

Slika 4.7. Princip primenjene metode imunohistohemije Thermo Scientific UltraVision
LP
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Tabela 4.1. Pregled primarnih antiseruma i vizuelizacionih imunohistohemijskih metoda

(IHH)
Primarni  Klon Vrste sa Uloga Proizvodac; Ra?bllazenje IHH
antiserum kojima antitela; meto
reaguje broj Demaskiranje da
antigena
Kolagen poliklonski mis, pacov, glavni protein ~ Abcam, UK, 1:200; tripsin 3 HRP
tipa 2 zeCiji ovca, kokoska,  vancelijskog minuta na 37°C, Polimer
kava, pas, matriksa ab34712, Abcam,
covek, svinja hijaline UK,ab970
hrskavice razblazenje 1:3
Kolagen poliklonski mis, pacov, zec,  protein Abcam, UK 1:300; tripsin 3 HRP
tipa 10 zediji krava, ¢ovek vancelijskog ah58632, minuta na 37°C, Polimer
matriksa razblazenje 1:3  Abcam, UK,
specifican za abh970
zonu
hipertrofije
epifizne ploce
Kolagen poliklonski mis, pacov, ovca,  glavni protein Abcam, UK, 1:500; tripsin 3 HRP
tipa 1 zeciji konj, covek, vancelijskog minuta na 37°C, Polimer
svinja, majmun matriksa ab34710, Abcam, UK,ab970
kostanog tkiva
razblazenje 1:3
Ki67 monoklonski  mis§, pacov, protein marker  Abcam, UK; 1:300;citratni HRP
zeciji ¢ovek, majmun celijau pufer Polimer
proliferaciji ab16667
pH6, 20 minuta
LC3 poliklonski govecde, pas, protein marker  Abcam, UK; 1:400; citratni HRP
zetiji kokoska, Covek,  celijau ab58610 pufer pH6; 20 Polimer
majmun, mis, autofagiji minuta
pacov
ATG7 poliklonski govecde, pas, protein marker  Santa Cruz 1:250; citratni HRP
zediji konj, Govek, mi§, Celijau Biotechnolog; sc-  pufer pH6; 20 Polimer
svinja, pacov autofagiji 33211 minuta
Kaspaza 3 monoklonski  ¢ovek, mis, protein, marker  Cell Signaling 1:300; citratni HRP
zediji pacov, majmun ¢elijau Technology, pufer pH6; 20 Polimer
apoptozi USA; 9664 minuta
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Pokazano je da metoda vizuelizacije sistemima koji su konjugovani sa polimerima
daje povecanu osetljivost i doprinosi unapredenju jednostavnosti celog procesa
imunohistohemijskog bojenja. Thermo Scientific UltraVision LP je polimerni sistem
druge generacije se sastoji od manjih podjedinica polimera koje umanjuju probleme u
vezivanju za odgovarajuéi ciljni protein. Eliminisanje problema koji se mogu javiti
prilikom vezivanja za antigen rezultira konzistentnijim bojenjem i boljom amplifikacijom
signala (Shi i sar., 1999). Sve navedeno doprinosi ve¢oj senzitivnosti i efikasnosti antitela

(Petrosyan i sar., 2002).

4.8.2. Protokol izvodenja imunohistohemijskog bojenja

Nakon standardnog procesa deparafinizacije i1 rehidriranja tkivnih isecaka,
primenjen je preporuceni vid demaskiranja antigena. Demaskiranje je vrSeno U
mikrotalasnoj peénici, izlaganjem tkivnih preseka koji su potopljeni u 0,01 M citratni
pufer pH6 (Epitope Retrieval Solution, Novocastra, Leica, Newcastle, UK) mikrotalasnim
zracima (pri ja¢ini od 560 W) u trajanju od 20 minuta. Nacin demaskiranja koji je naveden
je koris¢en ako su preseci pripremani za imunohiostohemijsko bojenje za Ki67, LC3,
ATG7 i kaspazu 3. Preseci pripremljeni za imunihistohemijsko bojenje komponenti
vancelijskog matriksa (kolagen tipa 1, 2 i 10) bili su podvrgnuti enzimskom demaskiranju
pomocu tripsina (Trypsin Enzymatic Antigen Retrieval Solution ab970, Abcam,
Cambridge, UK) u razblazenju 1:3 tokom tri minuta na 37°C po protokolu proizvodaca
kompleta za enzimsko demaskiranje. Postupkom demaskiranja antigena postize se
obnavljanje prvobitne konfiguracije antigena, kidanjem nezeljenih intermolekulskih veza
i uklanjanjem jona kalcijuma uz pomo¢ citrata (Miller, 2002). Nakon izvrSenog postupka
demaskiranja, blokirana je endogena peroksidaza Hydrogen Peroxide Block-om tokom
20 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim su tkivni preseci isprani i tretitani sa Protein

Block-om tokom 10 minuta, takode na sobnoj temperaturi.

Inkubacija preseka sa primarnim antitelima izvedena je u vlaznoj komori tokom
noc¢i na 4°C primenom razli¢itih koncentracija antitela koje su date u tabeli 1. Nakon
ispiranja, tkivni preseci su inkubirani sa Primary Antibody Enhancer-om 20 minuta na
sobnoj temperaturi, a potom isprani i inkubirani sa HRP Polymer-om 30 minuta na sobnoj

temperaturi. Nakon ispiranja, antigen-antitelo kompleks nastao u tkivu, postao je vidljiv
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primenom 3,3'-diaminobenzidina (DAB+ Chromogen) (Liquid DAB+ Substrate
Chromogen System, Dako, California, USA) u trajanju od 5 do 15 minuta. Na mestu
pozitivne reakcije javlja se precipitat smede boje. Za razblazenje svih primarnih
antiseruma koriS¢en je komercijalni rastvara¢ (Dako Antibody diluent, S0809, Dako,
Denmark), a za ispiranje izmedu razli¢itih koraka u toku imunohistohemijske procedure
bojenja koriséen je 0,1 M fosfatni pufer pH 7,4. Tkivni preseci su kontrastirani Mayer-
ovim hematoksilinom (Merck Millipore, Darmstadt, Germany), a zatim montirani

pomoc¢u DPX medijuma.

4.8.3. Kontrola kvaliteta i specifi¢nosti imunohistohemijske reakcije

Kontrola kvaliteta imunohistohemijskih bojenja izvrSena je proverom kvaliteta i
specifi¢nosti bojenja pomoc¢u pozitivnih i negativnih kontrolnih postupaka koji su
preporuceni od strane UK NEQAS (engl. UKNational External Quality Assessment for
Immunocytochemistry). Kao pozitivna kontrola posluzili su uzorci tkiva u kojima je ranije
sigurno utvrdeno prisustvo ciljanog antigena. Preseci napravljeni od ovih uzoraka su
tretirani na isti nacin kao i uzorci koji su bili predmet naSeg istrazivanja. Kao negativna
kontrola (kontrola reagenasa) sluzili su preseci koji nisu tretirani primarnim antitelom,

ve¢ je na njih aplikovan neimuni serum.

4.8.4. Kvantifikacija imunohistohemijskih bojenja

Procena imunohistohemijskog bojenja za glavne komponente vancelijskog
matriksa hrskavice i kosti (kolagen tipa 1, 2 i 10) vrSena je po ugledu na radove Bassett i
saradnici (2006) i Ribeiro i saradnici (2018) uz odredene modifikacije. Na tri odvojena
preseka bojenih na kolagen tipa 2 1 10 napravljene su po tri slike, pomoc¢u objektiva 40x,
iz srednje treéine epifizne ploce rasta u zoni hipertrofije hondrocita. Pri pravljenju
fotografija kori$c¢en je isti obrazac za slikanje kao za analizu bojenja alcian plavim koji je
prikazan na slici 4.4. Kolagen tipa 1 je analiziran na istom broju preseka i vidnih polja
kao $to je opisano za kolagen tipa 2 i 10, a raspored slikanih vidnih polja i mesto na kome
su slikana je identi¢an onima koja su posluzila za analizu sastava trabekula u zoni

okoStavanja (Slika 4.6.) Sve fotografije su analizirane pomo¢u Image J softvera tako Sto
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je na njima odredena povrsSina na kojoj je prisutno pozitivno bojenje. Pozitivna povrSina

izrazena u pikselima.

Po ugledu na rad Ribeiro i saradnika iz 2018. godine, izvr$ena je kvantifikacija
broja imunopozitivnih ¢elija za Ki67. Imunopozitivni hondrociti su brojani u zoni
rezervne hrskavice i zoni proliferacije epifizne ploce tibije na 10 histoloskih preseka po
zivotinji (u svakoj zoni je nasumi¢no slikano vidno polje pomocu objektiva 40X).
Procenat Ki67 pozitivnih ¢elija dobijen je na osnovu odnosa broja pozitivnih i ukupnog

broja izbrojanih ¢elija. Brojanje ¢elija je sprovedeno pomoc¢u Image J softvera.

Ocena imunoekspresije markera autofagije LC3 je izvena brojanjem LC3
pozitivnih tacaka u ¢elijama (Rosenfeldt i sar.,2012). Kvantifikacija je izvedena na istom
broju vidnih polja kao $to je to opisano kod kvantifikacije broja Ki67 pozitivnih ¢eljija.
U svakoj ¢eliji su brojane tacke koje su pozitivne na LC3, a finalna vrednost koja je
koris¢ena prilikom statisticke obrade podataka predstavljala je prosecan broj LC3

pozitivnih tacaka po ¢eliji u odgovarajuéeoj zoni epifizne ploce.

Da bi omoguc¢ili poredenje vrednosti dobijenih merenjem 1 brojanjem razli¢itih
parametara na presecima bojenim imunohistohemijskom metodom, sva bojenja su radena
paralelno (istovremeno) na uzorcima iz svih eksperimentalnih grupa svih Zivotinja.
Takode, sva uporedivanja razlicitih parametara vr§ena su na uzorcima koji poticu iz istog

(jednog eksperimenta).

4.9. INSITU HIBRIDIZACIJA

U cilju definisanja tipova ¢elija u kojima se eksprimiraju odredeni geni ukljuceni
u proces endohondralnog okoStavanja, i zbog procene nivoa njihove ekspresije na
presecima tibije mladunaca iz svih eksperimentalnih grupa, primenjena je molekularna
metoda in situ hibridizacija. U tabeli 4.2. navedeni su geni Cija je ekspresija pratena. Za
navedene gene sintetisane su riboprobe (RNK probe) oznacene digoksigeninom (DIG).
In situ hibridizacija je izvedena na ise¢cima debljine Sum. Prilikom izvodenja ISH kao

pozitivna kontrola, kori§¢eno je koStano tkivo embriona misa.
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Tabela 4.2. Sekvence prajmera, pristupni brojevi za banku gena koji su korisceni za

sintezu riboproba i velicine PCR proizvoda

Gen Br. Banka ForvardT3prajmer ReverzniT7prajmer Veli¢ina
Gena amlifikata
(bp)
Col2al NM_031163 5’-GAGAATTAAC 5’-GAGTAATACG 584
CCTCACTAAAGG ACTCACTATAGG
GTCTCCTGCCTC  GCTCCATCTCTG
CTCCTGCTC-3’ CCACGGGGT-3’
Col10al NM_ 009925 5’-GAGAATTAAC 5’-GAGTAATACG 442
CCTCACTAAAGG ACTCACTATAGG
GCGGGTCTGCCT GGCTATGCCAGC
GGATCCCCT-3’ TGGGCCTGG-3’
ACP5 NM 00110240 5’-GAGAATTAAC 5’ -GAGTAATACG 223
4 CCTCACTAAAGG ACTCACTATAGG
GCAGCTCAGTTG GACGGTTCTGGC
GGTAGCACA-3’ GATCTCTT-3’
DMP1 NM_ 016779 5’-GAGAATTAAC 5-GAGTAATACG 1074
CCTCACTAAAGG ACTCACTATAGG
GAGCAACAGCAG GGCAAAACTGAG
GGAAACC-3 CCTGAAGCAC-3

4.9.1. Postupak sinteze riboproba

Iz embriona misa izvrSena je izolacija i pre¢i§¢avanje ukupne RNK (AffinityScript
QPCR cDNA synthesis kit; Agilent, Santa Clara, CA, USA), nakon ¢ega je pomoé¢u RT-
PCR reakcije (reverzna transkripcija lan¢ane reakcije polimeraze), RNK lanac obrnuto
preveden u svoj komplementarni DNK lanac (cDNK). Tako sintetisana cDNK umnozena
je PCR-om (TagDNA Polymerase; Invitrogen; Carlsbad, CA, USA). Nakon precis¢avanja
proizvoda PCR reakcije, RNK probe su dobijene in vitro transkripcijom cDNK lanca uz
pomo¢ RNK polimeraza T3 i T7 (DIG RNA Labeling Mix, RocheMannheim, Germany).
Prilikom sinteze RNK proba, u reakciju su uvedni nukleotidi obelezeni digoksigeninom
(DIG) (DIG-11-UTP vezani nukleotidi). Nukleotidi konjugovani sa DIG-om su kljucni
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pri vizuelizaciji reakcije in situ hibridizacije (odnosnio mesta ekspresije gena u tkivu), jer

su antitela konjugovana sa enzimom specifi¢na za DIG.

4.9.2. Tehnika izvodenja in situ hibridizacije

Nakon deparafinizacije preseka u ksilolu, rehidracije kroz 100%, 80% i 70%
etanol i rastvor fosfatnog pufera (PBS), primenjena je permeabilizacija pomocu
proteinaze K. Na ovaj na¢in odstranjene su nezeljene veze koje se stvaraju tokom fiksacije
tkiva u formaldehidu. Nakon izvrSene postfiksacije u 4% paraformaldehidu i acetilacije
u anhidridu siréetne kiseline, primenjena je prehibridizacija ise¢aka sa hibridizacionim
puferom koji ne sadrzi RNK probu. Hibridizacija sa sintetisanim RNK probama izvedena
je preko noc¢i na 60°C u vlaznoj komori. Nakon hibridizacije izvrSeno je ostranjivanje
nevezanih ili slabo vezanih sekvenci u PBS-u. Reakcija je blokirana sa 10% bovinim
serum albumnimom (BSA) u 1% blokiraju¢em puferu koji sadrzi PBS i Tween 20. Da bi
vizuelizovali mesta na kojima je doslo do hibridizacije, odnosno ¢elije u kojima postoji
sintetisana RNK za ciljane gene, dodato je anti-DIG antitelo konjugovano sa alkalnom
fosfatazom u blokiraju¢em puferu.Vezivanje anti-DIG antitela za probe sa inkorporiranim
DIG-om izvedeno je tokom noc¢i na 4°C. Nakon inkubacije dodat je supstrat za alkalnu
fosfatazu, NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium/1,5-bromo-4 hloro-3-fosfat-indolil). Na
mestima gde se nalaze celije koje eksprimiraju RNK za ciljane gene formirao se tamno
plavi, u vodi nerastvorljiv, talog na mestima gde postoji aktivnost AP. Inkubacija sa

hromogenom je izvedena na 37°C.

4.10. ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Nakon fiksacije u 4% glutaraldehidu (pH 7.2) tokom 24h, proksimalni delovi
tibije isprani su u Milloning puferu tri puta i postfiksirani u 1% osmijum tetroksidu
(OsO4, pH 7.2) tokom 1h. Dehidratacija je sprovedena u seriji acetona rastucih
koncentracija, tkivo je ukalupljeno u smolu araldit. Polutanki preseci su obojeni toluidin
plavim i koris¢eni za definisanje povrSina koje se analiziraju elektronskom
mikroskopijom. Tanki preseci odabranih povr$ina dobijeni su na ultramikrotomu Leica
EM UC6 (Leica Microsystem, Wetzlar, Germany), zatim montirani na bakarne mrezice i

kontrastirani uranil acetatom i olovo acetatom pomoc¢u Leica EM STAIN (Leica
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Microsystems). Ultrastrukturna analiza je sprovedena na transmisionom elektronskom
mikroskopu Philips CM12 (Philips/FEI, Eindhoven, Netherlands) opremljenim
digitalnom kamerom SIS MegaView Il (Olympus Soft Imaging Solutions, Minster,

Germany).

4.11. STATISTICKA ANALIZA

U zavisnosti od vrednosti koeficijenta varijacije (cv), izabrana je odgovarajuca
metoda za testiranje razlike izmedu grupa. Za homogene skupove podataka (cv<30%)
grupe su poredene pomocu jednosmerne analize varijanse (ANOVA), a naknadna
poredenja su uradena sa Tuckey testom. Za heterogene skupove podataka (cv>30%)
grupe su poredene pomocu Kruskal-Wallis analize varijanse, a naknadna poredenja su
uradena sa Dunn testom. Kao statisticki znacajne smatrane su razlike na nivou p<0,05,
p<0,01, p<0,001 1 0,0001. Numericki podaci za homogene skupove podataka prikazani
su kao srednja vrednost + standardna devijacija (x + SD), a za heterogene skupove
podataka kao medijana sa odgovaraju¢im interkartilnim opsegom (IQR: 25-75
percentila). Statisticka obrada eksperimentalnih podataka je izvrSena pomocu softvera

GraphPad Prism verzija 6 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. ODREDIVANJE TIREOIDNOG STATUSA MAJKI I MLADUNACA

5.1.1. DuZina graviditeta i prosecan broj mladunaca po leglu

Duzina graviditeta majki iz C, H-1 i H-2 grupe je prikazana u tabeli 5.1. Trajanje
graviditeta kod majki iz H-1 grupe nije bilo promenjeno, dok je kod H-2 majki produzeno
(p<0,001) u odnosu na kontrolne Zivotinje (Tabela 5.1).

Tabela 5. 1. Duzina graviditeta kod kontrolnih i tretiranih majki

Grupe C H-1 H-2 p
Duzina

graviditeta u 21.40 £ 0.55 21.8 £ 0.45 23+0.71  C: H-2 p<0,001
danima

Tabela 5. 2. Prosecan broj mladunaca po leglu kontrolnih i tretiranih majki

Grupe C H-1 H-2 p

Prosecan broj
mladunaca po 9+1.73 8.8+1.92 5.4+1.52 C:H-2 p<0.05
leglu

U tabeli 5.2. su prikazane prosecne vrednosti broja mladunaca po leglu C, H-1 i
H-2 grupe. Broj mladunaca po leglu je bio smanjen u H-2 (p<0,05) kada se uporedi sa H-
1 ili C grupom. Fizioloski oblici ponasanja, uzimanje hrane, vode, odrzavanje higijene
tela kao i formiranje gnezda bili su prisutni u obe grupe majki tretiranih PTU-om. Tokom
druge nedelje graviditeta kod majki iz H-2 primeceno je prisustvo nakostreSene dlake. To

stanje se zadrzavalo sve do trenutka eutanazije (sedmog dana laktacije).
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5.1.2. Tireoidni status kontrolnih i PTU tretiranih majki

Histoloska analiza Stitaste zlezde majki iz kontrolne grupe pokazala je prisustvo
mikro- i makrofolikula. Visina epitela folikula je razli¢ita, od niskoprizmati¢nog do
visokoprizmati¢nog, dok je za makrofolikule karakteristicno prisustvo reapsorpcionih
vakuola (Slika 5.1. A). Stitasta Zlezda majki iz H-1 grupe u poredenju sa kontrolnom
grupom ima veci broj mikrofolikula oblozenih visokoprizmati¢nim epitelom i poseduje
manju koli¢inu koloida (Slika 5.1. B). Granica izmedu epitela i koloida u H-1 grupi je
naborana, dok epitelne ¢elije na svom apikalnom polu u citoplazmi imaju veliki broj
acidofilnih kapljica koloida. Kada se uporede folikuli H-1 grupe sli¢ne veli¢ine sa onima
u C grupi, u H-1 je prisutan veéi broj reapsorpcionih vakuola (Sika 5.1. B). Kod majki iz
H-2 grupe, na preseku Stitaste zlezde, dominantni su mikrofolikuli izmedu kojih su
vidljivi prenaglaseni, kongestirani krvni sudovi intersticijuma (Slika 5.1. C). Epitel
folikula Stitaste zlezde majki iz H-2 grupe je visokoprizmati¢an sa ¢estim mitotickim
figurama, dok je sadrzaj koloida u lumenu folikula vrlo mali, prakti¢no u veéini slu¢ajeva
potpuno odsutan (Slika 5.1. C). Prose¢na vrednost indeksa aktivacije (Ia) Stitaste Zlezde
majki iz kontrolne grupe je 2,14; H-1 grupe - 4,27 i H-2 grupe - 6,85. Vrednost la u H1
grupi je veca za 50% (p<0,05) u poredenju sa kontrolnom grupom, dok je u H-2 grupi
veca za 70% (p<0,0001) (Slika 5.1. D). Takode, postoji razlika u vrednosti Ia izmedu dve
grupe majki tretiranih PTU-om. Vrednost la u H-2 grupi je veca za 40% od iste vrednosti
u H-1 grupi (p<0,01) (Slika 5.1. D). Koncentracije Tz i T4 u krvnoj plazmi su znacajno
snizene samo u H-2 grupi, i to koncentracija T3 je manja za 38% (p<0,01), a koncentracija
T4 za 40% (p<0,01) u odnosu na kontrolu (Slika 5.1. E, F).

Rezultati istraZivanja 71



T3 (nmolll)
2 2 8

Indeks aktivacije (la)

0
|
N

o X
°
>

Slika 5.1. Histologija stitaste zlezde majki u kontrolnoj grupi (C) (A) i majki tretiranih
niskom dozom propiltiouracila (PTU) (H-1) (B) i visokom dozom (H-2) (C) sedam dana
posle partusa (H/E, bar: 20 um). Indeks aktivacije Stitaste Zlezde (la) (grafikon
predstavlja srednje vrednosti + standardne devijacije) (D) i koncentracija Tz (E) i T4
(F) kod kontrolnih, H-1 i H-2) majki (boksplotovi pokazuju interkvartalni opseg,

medijanu, minimalnu i maksimalnu vrednost). (*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001).

5.1.3. Telesna masa mladunaca na rodenju (T0)

Masa tela TO mladunaca koji poticu od kontrolnih i PTU tretiranih majki
prikazana je na Slici 5.2. Prose¢na masa mladunaca iz kontrolne grupe je bila 6,43 +
0,349, u H-1 grupi 3,71 + 0,31g i H-2 grupi 2,99 + 0,269. Mladunci iz H-1 grupe su imali
za 42% manju telesnu masu u odnosu na kontrolne Zivotinje, dok je taj procenat kod
mladunca iz H-2 grupe iznosio 54% (p<0,0001 u oba slucaja). Takode, bila je prisutna
razlilka izmedu tretiranih grupa gde je masa mladunaca iz H-2 grupe bila manja u odnosu

na H-1 grupu (p<0,01).
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Slika 5.2. Telesna masa (g) TO mladunaca potomaka majki iz kontrolne grupe (C) i
mayjki tretiranih niskom dozom propiltiouracila (PTU) (H-1) i visokom dozom (H-2)
(grafikon predstavlja srednje vrednosti + standardne devijacije) (**p<0,01,
*3x3%n < () 0001,

5.1.4. Tireoidni status mladunaca na rodenju (T0)

Analiza preseka stitaste zlezde bojenih H/E kod TO mladunaca pokazala je ve¢u
zastupljenost folikularnih ¢elija kod mladunaca iz H-1 i H-2, dok je zastupljenost koloida
obrnuto proporcionalna u odnosu na kontrolnu grupu (Sika 5.3.A, B, C). Ako se porede
preseci Stitaste zlezde izmedu dve tretirane grupe, primetno je da je zastupljenost koloida
znacajno manja kod H-2 mladunaca (Sika 5.3.B, C). Visina epitela folikula se razlikuje
izmedu tretiranih i kontrolne grupe. Folikularne ¢elije kod H-1 i H-2 mladunaca pretezno
su visokoprizmaticne, dok je u kontrolnoj grupi mladunaca epitel nizak do
visokoprizmati¢an (Sika 5.3.A, B, C). U stitastoj zlezdi kontrolnih mladunaca zastupljeni
su i miko- i makofolikuli, s tim da su makrofolikuli pretezno lokalizovani na periferiji
tkiva Stitaste zlezde. Kod mladunaca iz tretiranih grupa primetno je smanjenje
zastupljenosti makrofolikula i poveéenje zastupljenosti smikrofolikula §to je posebno
istaknuto u H-2 grupi. Mala koli¢ina koloida prisutna u folikulima Stitaste zlezde
mladunaca iz H-1 grupe je izrazito acidofilna, dok je na granici izmedu apikalne povrSine
folikularnih ¢elija i koloida prisutan veliki broj reapsorpcionih vakuola (Slika 5.3.B).
Koloid je prakti¢no odsutan u veéini folikula kod H-2 mladunaca (Slika 5.3.C). Prosec¢na

vrednost la stitaste zlezde mladunaca iz kontrolne grupe je bila 6,42; H-1 grupe —10,57 i
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H-2 grupe 12,46. Vrednost la u H-1 grupi je veca za 33,23% (p<0,01) u poredenju sa
kontrolnom grupom, dok je la u H-2 grupi veéi za 48,44% (p<0,001) (Slika 5.3.D). Nivo
T4 u Krvnoj plazmi je znaéajno snizen samo u H-2 grupi, za 67,02% (p<0,001) u odnosu
na kontrolu (Slika 5.3.E).
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Slika 5.3. Histologija stitaste zlezde TO mladunaca potomaka majki iz kontrolne grupe (C) (A),
mayjki tretiranih niskom dozom propiltiouracila (PTU) (H-1) (B) i visokom dozom (H-2) (C)
(H/E, bar: 20 um). Indeks aktivacije (1a) (grafikon predstavlja srednje vrednosti £ standardne

devijacije) (D) i koncentracija T4 (E) mladunaca iz kontrolne H-1 i H-2 grupe (boksplotovi

pokazuju interkvartilni opseg, medijanu, minimalnu i maksimalnu vrednost) (**p<0,01,
**%n<0,001).

5.1.5. Telesna masa mladunaca starih sedam dana (T7)

Telesna masa mladunaca iz H-1 grupe je niza za 15% (p<0,0001), dok je kod
mladunaca iz H-2 niza za 21% (p<0,001) u poredenju sa kontrolama (Slika 5.4.). Takode

postoji i statisticki znacajna razlika izmedu mladunaca H-1 i H-2 grupe (p<0,001).
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Slika 5. 4. Telesna masa (g) T7 mladunaca potomaka majki iz kontrolne grupe (C) i
majki tretiranih niskom dozom propiltiouracila (PTU) (H-1) i visokom dozom (H-2)

(grafikon predstavlja srednje vrednosti + standardne devijacije) (***p<0,001,
**E*p<0,0001).

5.1.6. Tireoidni status mladunaca starih sedam dana (T7)

Mladunci stari sedam dana potomci majki iz H-1 i H-2 grupe bili su viabilni, imali

su normalnu boju koze i ispoljavali su fizioloske oblike ponasanja kao Sto je refleks
sisanja.

Histoloski opis i stereoloSka analiza Stitaste zlezde T7 mladunaca dana odgovaraju
onima koji su ve¢ opisani kod njihovih majki iz odgovarajuéih grupa (Slika 5.5. A, B, C).
Kod H-1 mladunaca la je bio veci za 43%, dok je kod H-2 mladunaca bio veéi za 51% u
poredenju sa kontrolama (Slika 5.5.D). Koncentracije Tz i T4 u krvi bile su zna¢ajno
snizene samo u H-2 grupi. Koncentracija Tz je bila manja za 27% (p<0,05), a
koncentracija T4 za 33% (p<0,01) u odnosu na kontrolu (Slika 5.5. E, F).
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Slika 5.5. Histologija stitaste Zlezde i tireoidni status T7 mladunaca koji su potomci
majki iz kontrolne grupe (C) (A) i majki tretiranih niskom (H-1) (B) i visokom (H-2)
(C) dozom propiltiouracila (PTU). (H/E, bar: 20 um). Indeks aktivacije (1a) (D) i
koncentracije Tz (E) i T4 (F) kod kontrolnih, H-1 i H-2 mladunaca (grafikoni
predstavljaju srednju vrednost + standardna devijacija) (*p<0,05, **p<0,01,
*HEXH<0,0001).
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5.2. KARAKTERIZACIJA ENDOHONDRALNOG OKOSTAVANJA U
PROKSIMALNOJ EPIFIZI TIBIJE MALDUNACA

5.2.1. DuZina tibije, visina zona epifizne ploce, broj hondrocita i visina poslednjeg
hipertrofisanog hondrocita mladunaca na rodenju (T0)

Merenjem duzine tibije TO mladunaca utvrdeno je da su one kra¢e za 8%
(p<0,0001) u H-1 grupi, a u H-2 grupi za 11% (p<0,001) u poredenju sa kontrolama (Slika
5.6. A). Visina zone rezervne hrskavice je statisticki zna¢ajno smanjena kod mladunaca
H-2 grupe (p<0,01) (Slika 5.6. B, C, D, E). Ako se porede tretirane grupe i kontrola, visina
zone proliferacije hondrocita se ne razlikuje, a takode ne postoji razlika izmedu tretiranih
grupa. Najvece razlike su u visini zone hipertrofije hondrocita koja je niza kod obe
tretirane grupe (H-1 i H-2) (p<0,01) u poredenju sa kontrolom (Slika 5.6. B, C, D, E).
Broj hipertrofisanih hondrocita po mm? je veéi kod H-1 (p<0,0001) i H-2 mladunaca
(p<0,0001) u poredenju sa kontrolom (Slika 5.6. F). Razlika u broju hipertrofisanih
hondrocita bila je prisutna i izmedu dve tretirane grupe. U zoni hipertrofije hondrocita
kod H-2 grupe postoji vec¢i broj hipertrofisanih hondrocita u odnosu na H-1 grupu
(p<0,05) (Slika 5.6.F). Visina poslednjeg hipertrofisanog hondrocita je zna¢ano niza kod
H-1 (p<0,01) i jo$ niza kod mladunaca iz H-2 grupe (p<0,0001) kada se poredi sa
kontrolom. Visina poslednjeg hipertrofisanog hondrocita u H-2 grupi je manja i kada se
poredi sa H-1 grupom (p<0,05) (Slika 5.6.G).
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Slika 5.6. Duzina tibije (A), reprezentativne mikrofotografije uzduznog preseka njene
srednje trecine kod T0O madunaca iz kontrolne grupe (B), mladunaca potomaka majki
tretiranih niskom dozom PTU (H-1) (C) i visokom dozom PTU (H-2) (D) i morfometrija
zone rezervne hrskavice (RZ), zone proliferacije hondrocita (PZ), zone rasta
hondrocita (HZ) i zone okosStavanja (OZ) proksimalne epifizne ploce (EP), (E) H/E,
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bar: 200 pum). Broj (Br.) hipertrofisanih hondrocita (HyC) po mm? (F) i visina
poslednjih hipertrofisanih hondrocita (THyC) (G) (grafikoni predstavljaju srednju
vrednost + standardna devijacija) (*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001).

5.2.2. DuZina tibije, visina zona epifizne ploce, broj hondrocita i visina poslednjeg
hipertrofisanog hondrocita mladunaca starih sedam dana (T7)

Tibije T7 mladunaca su za 12% (p<0,0001) kra¢e u H-1 grupi, a u H-2 grupi za
18% (p<0,0001) u poredenju sa kontrolama (Slika 5.7. A). Sekundarni centri oko$tavanja
proksimalne epifize tibije su formirani kod kontrolnih, slabo razvijeni kod H-1 i nisu
prisutni kod H-2 mladunaca (Slika 5.7. B, C, D). Visina zone proliferacije hondrocita i
zone rasta hondrocita se razlikuje izmedu grupa (Slika 5.5. B, C, D, E). Zona proliferacije
hondrocita je znatno niza samo kod mladunaca iz H-2 grupe (p<0,05), dok je zona rasta
hondrocita niza kod obe H-1 (p<0,05) i H-2 (p<0,0001) grupe mladunaca (Slika 5.7. E).
Pored toga zona rasta hondrocita je niza u H-2 u poredenju sa H-1 grupom (p<0,01) (Slika
5.7. E). Takode, broj hipertrofisanih hondrocita po mm? nije promenjen u H-1, dok je
znafajno ve¢i kod H-2 mladunaca (p<0,0001) (Slika 5.7.F). Razlika u broju
hipertrofisanih hondrocita je prisutna i izmedu dve tretirane grupe. U H-2 grupi postoji
veci broj hipertrofisanih hondrocita u odnosu na H-1 grupu (p<0,0001) (Slika 5.7. F).
Visina poslednjeg hipertrofisanog hondrocita kod H-1 i H-2 mladunaca je znacajno niza
u poredenju sa kontrolama (p<0,01 i p<0,0001). Kada se porede dve tretirane grupe,

njihova visina je zna¢ajno niza u H-2 grupi (p<0,05) (Slika 5.7. G).
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Slika 5.7. Duzina tibije (A), reprezentativne mikrofotografije uzduznog preseka njene
srednje trec¢ine kod T7 madunaca iz kontrolne grupe (C) (B), mladunaca potomaka
majki tretiranih niskom dozom PTU (H-1) (C) i visokom PTU (H-2) (D) i grafikoni
morfometrijskih analiza zone proliferacije hondrocita (PZ), zone hipertrofije
hondrocita (HZ) i zone okostavanja (OZ) proksimalne epifizne ploce koji predstavljaju
(E). Sekundarni centar okostavanja (strelica) (B, C, D) (H/E, bar: 250um). Broj (Br.)
hipertrofisanih hondrocita (HyC) po mm? (F), i visina poslednjeg hipertrofisanog
hondrocita (THyC) (G) (grafikoni predstavljaju srednje vrednosti + standardne
devijacije) (*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001).
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5.2.3. Analiza ultrastrukture hondrocita tibije mladunaca

Na polutankim i tankim presecima proksimalne epifizne ploce tibije mladunaca
na rodenju, kao i mladunaca starih 7 dana, jasno se razlikuje zona rezervne hrskavice,
zona proliferacije i zona hipertrofije. U svim zonama uocavaju se svetli i tamni hondrociti

koji prolaze kroz niz karakteristi¢nih morfoloskih promena koje odreduju zone hrskavice.

Slika 5.8. Pregled zona epifizne ploce tibije TO mladunaca koji poticu od majki iz

kontrolne grupe. Polutanki i tanki presici zone rezervne hrskavice (RZ), zone
proliferacije hondrocita (PZ) i zone hipertrofije hondrocita (HZ). Toluidin plavo; bar:

10um (A, C, E); reprezentativne elektronmikrofotografije bar: 5 um (B, D, F).
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Mladunci na rodenju (T0)

Na polutankim i tankim presecima zone rezervne hrskavice mladunaca kontrolne
grupe na rodenju, uocavaju se pretezno ovalni hondrociti, pojedinaéni, ili u izogenim
grupama, sa najcesS¢e po dva hondrocita (Slika 5.9.). Kod ¢elijske deobe ne postoji
pravilnost u orijentaciji podeljenih ¢elija. Metahromatsko bojenje toluidin plavim,
ukazuje na prisustvo ugljenohidratne komponente, najverovatnije glikogena (crveno—
ljubicasto obojeni delovi citoplazme). Takode, uocavaju se predeli citoplazme u kojima

dominiraju prekursori proteoglikana (svetloplavo obojena polja) (Slika 5.9. A).

Na tankim preparatima zapazaju se svetli i tamni hondrociti koji u potpunosti
ispunjavaju lakune u kojima leZe. Svetle hondrocite karakteriSe euhromati¢no jedro
pravilnih granica, sa uoCljivim jedarcetom. lzrazeni su granulisani endoplazmin
retikulum, Goldzijev kompleks, kao veliki broj vakuola koje svoj sadrzaj izlucuju van
¢elije (Slika 5.9. C).
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Slika 5.9. Reprezentativna mikrofotografija polutankog preseka (A) (toluidin plavo;

N
”
“
’

bar: 10um) i reprezentativne elektronmikrofotografije (B) (bar: 5 um)i (C) (bar:2 um)

zone rezervne hrskavice TO mladunaca koji su potomci kontrolnih majki.

U tamnim hondrocitima, u jedru sa naboranim ovojem, izraZena je kondenzacija

hromatina u formi agregata u ¢itavom jedru. U citoplazmi se uo¢ava prisustvo izrazito
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proSirenog granulisanog endoplazminog retikuluma, Goldzijevog kompleksa i vezikula.
U izrazito proSirenim delovima granulisanog endoplazminog retikuluma uocava se i
granularni sadrzaj, ali i homogeni, amorfni materijal. Celijska membrana gradi brojne

izduZene citoplazmatske produzetke (Slika 5.9. C).

Na polutankim preparatima rezervne hrskavice mladunaca, koji potic¢u iz H-1
grupe, u pretezno ovalnim hondrocitima, zapaza se manje prisustvo glikogena u odnosu
na kontrolu, dok se ne uo¢avaju razlike u predelima citoplazme gde su prisutni prekursori
proteoglikana. | ovde, kao i kod kontrola, uocavaju se izogene grupe sa po dva hondrocita
(Slika 5.10. A).

Ultrastrukturne karakteristike hondrocita ove grupe su sli¢ne kao kod kontrola.
Svetli 1 tamni hondrociti ispunjavaju lakune, medutim prisustvo tamnih hondrocita nije
izrazeno kao kod kontrola. U oba tipa hondrocita, u manjoj meri su prisutna izrazita

prosirenja granulisanog endoplazminog retikuluma ispunjena granularnim sadrzajem,

dok preovladavaju prosirenja sa homogenom komponentom (Slika 5.10. B, C).

Slika 5.10. Reprezentativna mikrofotografija polutankog preseka (A) (toluidin plavo;
bar: 10um) i reprezentativne elektronmikrofotografije (B i C) (bar: 5 pum) zone
rezervne hrskavice TO mladunaca koji su potomci majki tretiranih niskom dozom PTU-
a (H-1).
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Slika 5.11. Reprezentativna mikrofotografija polutankog preseka (A) (toluidin plavo;

bar: 10um) i reprezentativne elektronmikrofotografije (B) (bar: 5 um) i (C) (bar: 2
pm) zone rezervne hrskavice TO mladunaca koji su potomci majki tretiranih visokom
dozom PTU-a (H-2).

U hondrocitima H-2 grupe, i na polutankim i tankim presecima uocava se
prisustvo relativno tankog sloja citoplazme oko jedra. | ovde je prisustvo tamnih
hondrocita smanjeno u odnosu na kontrolu. Karakteristi¢cno je da citoplazma svetlih
hondrocita pokazuje vecu elektronsku gustinu u odnosu na kontrole, ali i H-1 grupu. U
H-2 grupi skoro su u potpunosti odsutna prosirenja granulisanog endoplazminog
retikuluma ispunjena granularnim sadrzajem, ve¢ SU samo uo€ljiva proSirenja sa
homogenim, amorfnim sadrzajem. Celijski produZeci su slabije izrazeni (Slika 5.11. A,
B, C).

Mladunci stari sedam dana (T7)

U rezervnoj hrskavici mladunaca kontrolne grupe hondrociti su sli¢ni
hondrocitima na rodenju. Na polutankim preparatima uocava se da su u hondrocitima
izrazena svetla polja, ali i polja ispunjena proteoglikanima i glikogenom (Slika 5.12. A).
Prisutni su svetli i tamni hondrociti, ali su tamni prisutni u manjem broju u odnosu na tek
rodene mladunce. Ultrastrukturna analiza pokazuje da su proSirene cisterne granulisanog
endoplazminog retikuluma ispunjene granularnim sadrZajem prisutne su 1 u svetlim 1

tamnim hondrocitima. Takode, uocavaju se i dilatirani segmenti granulisanog
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endoplazminog retikuluma ispunjeni homogenom supstancom. [zogene grupe sa najcesce

po dva hondrocita, ukazuju na intersticijalni rast hrskavice (Slika 5.12. B, C).

Slika 5.12. Reprezentativna mikrofotografija polutankog preseka (A) (toluidin plavo;
bar: 10um) i reprezentativne elektronmikrofotografije (B) (bar: 5 um) i (C) (bar: 2

pm) zone rezervne hrskavice T7 mladunaca koji su potomci kontrolnih majki.

U hondrocitima rezervne hrkavice T7 zivotinja iz H-1 grupe ne zapazaju se velike
razlike u odnosu na kontrolu. Na polutankim i tankim presecima uocavaju se izogene
grupe hondrocita. U oba tipa hondrocita, prosirene cisterne granulisanog endoplazminog
retikuluma ispunjene granularnim sadrzajem su rede, a preovladavaju proSirenja sa

homogenom komponentom (Slika 5.13. A, B, C).

Slika 5.13. Reprezentativna mikrofotografija polutankog preseka (A) (toluidin plavo;

bar: 10um) i reprezentativne elektronmikrofotografije (B) i (C) (bar: 5 um) zone
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rezervne hrskavice T7 mladunaca koji su potomci majki tretiranih niskom dozom PTU-
a (H-1).

Na polutankim presecima rezervne hrskavice H-2 grupe uocavaju se hondrociti
koji su Cesto u izogenim grupama. Za ove hondrocite, karakteristicno je da su manji u
odnosu na hondrocite kontrolne i H-1 grupe iste starosti (Slika 5.14. A). Na tankim
preparatima mogu se uociti hondrociti sa lamelarnom strukturom granulisanog
endoplazminog retikuluma, ali i hondrociti u kojima je granulisani endoplazmin
retikulum slabo izrazen.U blizini granulisanog endoplazminog retikuluma nalaze se sitne
svetle i elektron-guste vezikule (Slika 5.14. A, B, C).
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Slika 5.14. Reprezentativna mikrofotografija polutankog preseka (A) (toluidin plavo;
bar: 10pum) i reprezentativne elektronmikrofotografije (B) (bar: 5 pum) i (C) (bar: 2
pum) zone rezervne hrskavice T7 mladunaca koji su potomci majki tretiranih visokom
dozom PTU-a (H-2).

5.2.4. Kolagen tipa 2 i 10 i glikozaminoglikani u zonama proliferacije i hipertrofije
hondrocita proksimalne epifizne plo¢e mladunaca na rodenju (T0) i mladunaca
starih sedam dana (T7)

Mladunci na rodenju (T0)

Ekspresija RNK za kolagen tipa 2 bila je slabija u hondrocitima zone proliferacije
i zone hipertrofije hondrocita kontrolnih mladunaca u odnosu na mladunce iz H-1 i H-2
grupe (Slika 5.15. A, B, C). Hondrociti u zoni hipertrofije tretiranih mladunaca (H-1 i H-

2) zadrzavaju odredeni nivo ekspresije RNK za kolagen tipa 2 u odnosu na mladunce iz
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kontrolne grupe gde je pozitivan signal skoro u potpunosti odsutan (Slika 5.15. A, B, C).
Imunohistohemijska bojenja su pokazala da je povrSina pozitivna na kolagen tipa 2 u
vanc¢eliskom matriksu zone hipertrofije hondrocita bila zna¢ajno manja kod mladunaca iz
obe tretirane grupe (p<0,0001 u oba slucaja) u poredenju sa kontrolnim mladuncima
(Slika 5.15. D, E, F, G). Bojenje alcian plavim je pokazalo da je koli¢ina
glikozaminogikana obrnuto proporcionalna koli¢ini kolagena tipa 2 u vancelijskom
matriksu. PovrSina obojena alcian plavim u vancelijskom matriksu zone hipertrofije
hondrocita je zna¢ajno ve¢a kod mladunaca iz H-1 (p<0,001) i H-2 (p<0,0001) grupe u
odnosu na kontrolne mladunce (Slika 5.15. H, I, J K). Analizom preseka na kojima je
izvedena in situ hibridizacija za kolagen tipa 10 primecena je veoma snazna ekspresija
RNK u hipertrofisanim hondrocitima koja se protezala od zone proliferacije hondrocita
sve do spoja hrskavice i1 kosti odnosno do primarnog centra okostavanja. Kod mladunaca
iz obe tretirane grupe uocen je snizen nivo ekspresije RNK za kolagen tipa 10 u odnosu
na kontrolne mladunce. Analizom ekspresije RNK za pomenuti marker u tretiranim
grupama prikazano je da je ona slabija kod H-2 mladunaca u odnosu na H-1 mladunce
(Slika 5.15. L, M, N). Imunohistohemijska bojenja su pokazala da je koli¢ina kolagena
tipa 10 u vancelijskom matriksu zone hipertrofije hondrocita manja kod H-1 mladunaca
u poredenju sa kontrolama (p<0,01) i H-2 (p<0,0001), a takode je bila manja kod
mladunaca iz H-2 grupe u poredenju sa H-1 mladuncima (p<0,01) (Slika 5.15. O, P, K,
R).
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Slika 5.15. Reprezentativne mikrofotografije zone proliferaije (PZ) i zone hipertrofije

Kolagen tipa 10
ooy
_I_
1C
H-1

hondrocita (HZ) i grafikoni koji predstavljaju srednju vrednost + standardnu devijaciju
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morfometrijskih analiza kod TO mladunaca: In situ hibridizacija (ISH) za RNK
kolagena tipa 2 u PZ i HZ iz kontrolne grupe (C) (A) i mladunaca potomaka majki
tretiranih niskom dozom PTU-a (H-1) (B) i visokom dozom PTU-2 (H-2) (C) (5-bromo-
4-hloro-3-indolil fosfat/nitro plavi tetrazolijum, bar: 100 pm). Imunohistohemijska
analiza (IHC) kolagena tipa 2 kontrolnih mladunaca (D) i mladunaca iz H-1 (E) i H-2
(F) grupe (3,3'-diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom, bar: 20 um). Povrsina
HZ sa pozitivnim signalom kolagena tipa 2 (G). Povrsina HZ obojena alcian plavim u
C (H), H-1 (1) i H-2 (J) (alcian plavo, bar: 20 um).Grafikon koji predstavlja povrsinu
obojenu alcian plavim u HZ kod mladunaca iz svih eksperimentalnih grupa (K). ISH
za kolagen tipa 10 u PZ i HZ kontrolnih mladunaca (L), H-1 (M) i H-2 (N) mladunaca
(5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfat/nitro plavi tetrazolijum, bar: 50 um). Ekspresija
kolagena tipa 10 u vancelijskom matriksu kontrolnih mladunaca (O), H-1 (P) i H-2
mladunaca (Q) (3,3'-diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom, bar: 20 pm).
Grafikon koji predstavlja povrsinu vancéelijskog matriksa pozitivnog na kolagen tipa
10 kod kontrolnih, H-1 i H-2 mladunaca (R). (* p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,0001)

Mladunci stari sedam dana (T7)

Ekspresija RNK za kolagen tipa 2 je slaba u hondrocitima zone proliferacije i
hipertrofije hondrocita kontrolnih mladunaca, dok je u hondrocitima mladunaca H-1 i H-
2 jaka (Slika 5.16.A, B, C). Imunohistohemija je pokazala da je koli¢ina kolagena tipa 2
u vancelijskom matriksu zone proliferacije i zone hipertrofije hondrocita manja kod H-1
(p<0,01) i H-2 (p<0,0001) mladunaca u poredenju sa kontrolama, a takode je niza kod H-
2 mladunaca u poredenju sa H-1 mladuncima (p<0,0001) (Slika 5.16. D, E, F, G).
Nasuprot tome, povrSina obojena alcian plavim je ve¢a kod H-1 mladunaca (p<0,01) u
poredenju sa kontrolama i bila je ve¢a kod H-2 mladunaca u poredenju sa mladuncima C
i H-1 grupom (p<0,05 i p<0,0001) (Slika 5.16. H, I, J K). Ekspresija RNK za kolagen tipa
10 je jaka u hondrocitima zone hipertrofije kontrolnih mladunaca, dok je u hondrocitima
H-1 i H-2 grupe slaba, a posebno niska kod H-2 mladunaca (Slika 5.16. L, M, N).
Imunohistohemija je pokazala da je koli¢ina kolagena tipa 10 u vancelijskom matriksu
zone hipertrofije hondrocita manja kod H-1 i H-2 mladunaca u poredenju sa kontrolama
(p<0,0001 u oba slucaja), kao i kod mladunaca iz H-2 grupe u poredenju sa H-1
mladuncima (p<0,05) (Slika 5.16. O, P, K, R).
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Slika 5.16. Reprezentativne mikrofotografije zone proliferacije (HZ) i zone hipertrofije
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morfometrijskih analiza kod T7 mladunaca: In situ hibridizacija (ISH) za RNK
kolagena tipa 2 u PZ i HZ iz kontrolne grupe (C) (A) i mladunaca potomaka majki
tretiranih niskom dozom PTU-a (H-1) (B) i visokom dozom PTU-2 (H-2) (C) (5-bromo-
4-hloro-3-indolil fosfat/nitro plavi tetrazolijum, bar: 100 pm). Imunohistohemijska
analiza (IHC) kolagena tipa 2 u vancelijskom matriksu u kontrolnih mladunaca (D) i
mladunaca iz H-1 (E) i H-2 (F) grupe (3,3'-diaminobenzidin, kontrastirano
hematoksilinom, bar: 20 um). Grafikon koji demonstrira povrsinu HZ sa pozitivnim
signalom kolagena tipa 2 u C, H-1 i H-2 grupi (G). Mikrofotografije HZ bojene alcian
plavim kontrolne (H) H-1 (1) i i H-2 (J) grupe (alcian plavo, bar: 20 um). Povrsina HZ
obojena alcian plavim kod Zivotinja iz svih eksperimentalnih grupa (K). Preseci na
kojima je primenjena ISH demonstriraju ekspresiju RNK za kolagen tipa 10 u HZ
kontrolnih mladunaca (L), H-1 (M) i H-2 (N) mladunaca (5-bromo-4-hloro-3-indolil
fosfat/nitro plavi tetrazolijum, bar: 50 pum). Ekspresija kolagena tipa 10 u vancelijskom
matriksu HZ kod kontrolnih mladunaca (O), H-1 (P) i slaba H-2 mladunaca (Q) (3,3'-
diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom, bar : 20 um). Povrsina vancelijskog
matriksa pozitivnog na kolagen tipa 10 mladunaca iz C, H-1 i H-2 grupe (R). (*
p<0,05, ** p<0,01, **** p<0,0001)

5.2.5. TRAP, morfologija trabekula, kolagen tipa 1 i ekspresija DMP-1 u zoni
okoStavanja mladunaca

Mladunci na rodenju (T0)

Ekspresija RNK za TRAP u osteoklastima jasno je uo¢ljiva na granici izmedu
hrskavice i kosti, na mestima razgradnje poslednjih hipertrofisanih hondrocita. Ekspresija
RNK za TRAP je slabija kod H-1 i H-2 mladunaca u poredenju sa kontrolnom grupom
(Slika 5.17. A, B, C). Povrsina prekrivena lizozomima koji ispoljavaju aktivnost TRAP-
a (Slika 5.17. G) je manja kod mladunaca iz H-1 i H-2 grupe, ali statisticka znacajnost

postoji samo kod H-2 grupe (p<0,01) u poredenju sa kontrolom.
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Slika 5.17. Reprezentativne mikrofotografije zone okostavanja i grafikoni koji
predstavljaju srednju vrednost + standardnu devijaciju i boksplotovi koji pokazuju
interkvartilni opseg, medijanu, minimalnu i maksimalnu vrednost morfometrijskih

analiza: In situ hibridizacija (ISH) za RNK tartrat rezistentnu kiselu fosfatazu 5 (TRAP)
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u zoni okostavaja kod T0O mladunaca (C) (A) i kod potomaka majki tretiranih sa niskom
dozom PTU-a (H-1) (B) i visokom dozom PTU (H-2) (C) (5-bromo -4-hloro-3-indolil
fosfat / nitro plavi tetrazolijum, bar: 20 um). Histohemija (HC) pokazuje ljubicasto
obojenu povrsinu na na kojoj je aktivan TRAP kod kontrolnih mladunaca (D), H-1 (E)
I kod H-2 mladunaca (F) (bar: 50 um). Povrsina obojena ljubicastom bojom kod
kontrolnih H-1 i H-2 mladunaca (G). Masson-Goldner bojenje pokazuje zeleni osteoid
i bezbojnu kalcifikovanu hrskavicu koji zajedno formiraju primarnu trabekulu u zoni
okostavanja kontrolnih (H), H-1 (1) i H-2 (J) mladunaca (bar: 20um). Rezultati
morfometrijskih analiza trabekularnog volumena (TV) i volumena kostanog tkiva
(BTV) i volumena kalcifikovane hrskavice (CCV) kontrolnih i mladunaca iz obe
tretirane grupe (K). Imunohistohemijska (IHC) detekcija kolagena tipa 1 pokazuje
prisustvo u osteoblastima / osteocitima i vancelijskom matriksu zone okostavanja kod
kontrolnih mladunaca (L) i mladunaca iz H-1 (M) i H-2 (N) grupe (3,3 ' -
diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom, bar: 20 um). Povrsina na kojoj se
prisutan pozitivan signal IHC bojenja za kolagen tipa 1 kod mladunaca C, H-1 i H-2
mladunaca (O). ISH za kiseli protein matriksa dentina 1 (DMP-1) kod kontrolnih
mladunaca (P) i kod H-1 (K) i H-2 mladunaca (R) (5-bromo-4-hloro-3 -indolil fosfat /
nitro plavi tetrazolijum, bar: 50um). Broj DMP-1 pozitivnih osteoblasta / osteocita (OB
/ OC) kod zivotinja iz svih eksperimentalnih grupa (S). (* p <0.05, ** p <0.01, **** p
<0.0001

Na presecima obojenim Masson-Goldner metodom bilo je moguce razlikovati
zeleno-plavi osteoid — matriks kostanog tkiva i bezbojnu kalcifikovanu hrskavicu koji
zajedno formiraju primarne trabekule (Slika 5.17. H, 1, J). Kod mladunaca iz H-1, a
posebno kod mladunaca iz H-2 grupe trabekule su $ire u poredenju sa kontrolama (Slika
5.17. H, I, J). Morfometrijska analiza pokazala je da u poredenju sa kontrolama, kod H-1
mladunaca TV, BTV i CCV nisu razli¢iti kada se porede sa kontrolom (Slika 5.17.K).
Mladunci iz H-2 grupe imaju poveéan TV (p<0,01) i CCV (p<0,0001) u poredenju sa
kontrolom (Slika 5.17. K). Takode, mladunci iz H-2 grupe imaju ve¢i TV (p<0,05) i veci
CCV (p<0,0001) u odnosu na H-1 mladunce. (Slika 5.17.K). BTV je nizi u odnosu na
kontrolu samo kod H-2 mladunaca (p<0,0001) (Slika 5.17.K). Kada se poredi BTV
izmedu tretiranih grupa H-2 mladunci imaju znacajno manji BTV u odnosu na H-1 grupu.

Kod kontrolnih i H-1 mladunaca, osteoblasti u zoni okostavanja imaju karakteristi¢ni
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prizmati¢an oblik, §to odgovara izgledu celije koja sintetiSe matriks koStanog tkiva
(osteoid), dok kod H-2 mladunaca ove ¢elije imaju vretenast oblik (Slika 5.17. L, M, N).
Imunohistohemijskom analizom je pokazano da je koli¢ina kolagena tipa 1 u
osteoblastima i vancelijskom matriksu zna¢ajno manja kod H-2 mladunaca u poredenju
sa kontrolom (p<0,01) (Slika 5.17.L, M, N, O). Broj osteoblasta / osteocita koji
eksprimiraju RNK za DMP-1 smanjen je kod H-1 i H-2 mladunaca u poredenju sa
kontrolama (p<0,0001 u oba slucaja) (Slika 5.17. P, K, R, S).

Mladunci stari sedam dana (T7)

Ekspresija RNK za TRAP u osteoklastima (Slika 5.18. A, B, C) opada kod H-1 i
H-2 mladunaca sa tezinom hipotireoidizma. PovrSina prekrivena lizozomima Koji
ispoljavaju aktivnost TRAP-a (Slika 5.18.D, E, F, G) znacajno je manja kod mladunaca
iz H-1 (p<0,05) i H-2 (p<0,0001) grupe u poredenju sa kontrolom. Takode, povrSina na
kojoj je eksprimiran aktivan TRAP je manja u H-2 grupi (p<0,0001) u odnosu na
mladunce iz H-1 grupe (Slika 5.18. E, F, G). Na presecima obojenim Masson-Goldner
metodom bilo je moguce jo§ jasnije razlikovati sve strukture koje su pracene i kod
mladunaca na rodenju. Kod mladunaca H-1 i H-2 grupe trabekule su Sire u poredenju sa
kontrolama (Slika 5.18. H, 1, J). Morfometrijska analiza pokazala je da u poredenju sa
kontrolama, kod H-1 mladunaca TV 1 BTV nisu razli¢iti, dok je CCV povecan (p<0,01)
(Slika 5.18. K). Mladunci iz H-2 grupe imaju povecan TV (p<0,0001) i CCV (p<0,0001)
u poredenju sa kontrolom (Slika 5.18. K). Takode, TV i CCV su ve¢i kod H-2 mladunaca
u poredenju sa H-1 mladuncima (za oba parametra (p<0,0001) (Slika 5.18. K). BTV je
niZi u odnosu na kontrolu samo kod mladunaca H-2 (p<0,05) (Slika 5.18. K). Sli¢no kao
i kod kontrolnih i H-1 mladunaca na rodenju osteoblasti mladunaca starih sedam dana iz
istih grupa su karakteristi¢ni za ovu vrstu Celija, dok su kod H-2 mladunaca vretenatog
oblika (Slika 5.18. L, M, N). Imunohistohemijskom analizom je pokazano da je koli¢ina
kolagena tipa 1 u osteoblastima i vancelijskom matriksu niza kod mladih H-1 i H-2 u
poredenju sa kontrolom (p<0,05 i p<0,0001) (Slika 5.18. L, M, N, O). Takode, manja je
kod mladih H-2 u poredenju sa H-1 mladuncima (p<0,0001) (Slika 5.18. M, N, O).
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Slika 5.18. Reprezentativne mikrofotografije zone okostavanja i grafikoni koji
predstavljaju srednju vrednost + standardnu devijaciju morfometrijskih analiza: In situ
hibridizacija (ISH) za RNK tartratrezistentnu kiselu fosfatazu (TRAP) u zoni
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okostavaja kod kontrolnih T7 mladunaca (C) (A) i kod potomaka majki tretiranih sa
niskom dozom PTU-a (H-1) (B) i visokom dozom PTU (H-2) (C) (5-bromo -4-hloro-3-
indolil fosfat/nitro plavi tetrazolijum, bar: 50 um). Histohemija (HC) pokazuje
ljubicasto 0bojenu povrsinu na na kojoj je aktivan TRAP kod kontrolnih mladunaca
(D), H-1 (E) i H-2 mladunaca (F) (bar: 50 um). Povrsina obojena u ljubicastom bojom
kod C, H-1 i H-2 mladunaca (G). Masson-Goldner bojenje pokazuje zeleni osteoid i
bezbojnu kalcifikovanu hrskavicu koji zajedno formiraju primarnu trabekulu u zoni
okostavanja kontrolnih (H), H-1 (1) i H-2 (J) mladunaca (bar: 20um). Morfometrijske
analize trabekularnog volumena (TV), volumena kostanog tkiva (BTV) volumena
kalcifikovane hrskavice (CCV) kod kontrolnih, H-1 i H-2 mladunaca (K).
Imunohistokemijska (IHC) detekcija kolagena tipa 1 pokazuje prisustvo u
osteoblastima / osteocitima i vancelijskom matriksu zone okostavanja kod kontrolnih
mladunaca (L) i H-1 (M) i H-2 (N) mladunaca (3,3'-diaminobenzidin, kontrastirano
hematoksilinom, bar: 20 um). Povrsina na kojoj se prisutan pozitivan signal IHC
bojenja za kolagen tipa 1 je manja kod kontrolnih, H-1 i H-2 mladunaca (O). ISH za
kiseli protein matriksa dentina 1 (DMP-1) kod kontrolnih mladunaca (P), H-1 (K) i H-
2 mladunaca (R) (5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfat/nitro plavi tetrazolijum, bar:
50um). Broj DMP-1 pozitivnih osteoblasta / osteocita (OB / OC) kod Zivotinja iz C, H-
11 H-2 grupe (S). (* p <0.05, ** p <0.01, **** p <0.0001).

Broj osteoblasta / osteocita koji eksprimiraju RNK za DMP-1 smanjen je kod H-
1 i H-2 mladunaca u poredenju sa kontrolama (p<0,0001), dok je u poredenju tretirane
grupe broj osteoblasta / osteocita koji eksprimiraju RNK za DMP-1 manji u H-2 grupi
(p<0,0001) (Slika 5.18. P, K, R, S).
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5.2.6. Markeri proliferacije, autofagije i apoptoze u hondrocitima tibije mladunaca

5.2.6.1. Ekspresija markera proliferacije: Ki67

Mladunci na rodenju

Na presecima proksimalne epifize tibije mladunaca svih grupa zapaza se snazna
ekspresija Ki67, lokalizovana u jedrima hondrocita zone rezervne hrskavice i posebno
zone proliferacije hondrocita, dok je u hondrocitima zone hipertrofije hondrocita odsutna
(Slika 5.19. A, B, C). Procenat imunopozitivnih ¢elija u zoni rezervne hrskavice znacajno
je veci kod obe tretirane grupe ako se porede sa kontrolom (za H-1, p<0,001; za H-2
p<0,0001) (Slika 5.19. D, E, F, G). Procenat imunopozitivnih ¢elija u zoni rezervne
hrskavice izmedu dve tretirane grupe znacajno je veci kod H-2 grupe (p<0,05) u odnosu
na Kontrolu (Slika 5.19. E, F, G). Sto se ti¢e imunoekspresije Ki67 u zoni proliferacije
hondrocita zapaZen je slican obrazac kao u zoni rezervne hrskavice. Procenat
imunopozitivnih ¢elija je znac¢ajno veci u H-1 grupi (p<0,001) u odnosu na kontrolu (Slika
5.19.H, 1, J, K). Takode, procenat imunopozitivnih ¢elija je ve¢i kod H-2 mladunaca
(p<0,0001) poredeci sa kontrolnim zivotinjama (Slika 5.19. H, I, J, K). Mladunci iz H-2
grupe imaju veliki procenat imunopozitivnih ¢elija u poredenju sa mladuncima iz H-1
grupe (p<0,05) (Slika 5.19. I, J, K). Ekspresija Ki67 nije zabeleZena u HZ ni u jednoj
eksperimentalnoj grupi (Slika 5. 19. L, M, N).
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Slika 5.19. Reprezentativne mikrofotografije imunoekspresije Ki67 u proksimalnoj
epifizi tibije TO mladunaca koji poticu od majki iz kontrolne grupe (C) (A) i majki
tretiranih niskom dozom (H-1) (B) i visokom dozom PTU-a (H-2) (C). Grafikoni
predstavljaju srednju vrednost + standardna devijacija procenta Ki67 imunopozitivnih
Celija  (3,3'-diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom, bar: 200um).
Imunoekspresija Ki67 u zoni rezervne hrskavice (RZ) kontrolnih (D), H-1 (E) i H-2 (F)
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mladunaca. Procenat Ki67 imunopozitivnih celija u RZ kontrolnih i tretiranih Zivotinja
(G). Imunoekspresija Ki67 u zoni proliferacije hondrocita (PZ) kontrolne (H), H-1 (1)
i H-2 (J) grupe. Procenat imunopozitivnih ¢elija u PZ (K). Zona hipertrofije hondrocita
(HZ) kod kontrolnih (L), H-1 (M) i H-2 (N) mladunaca (3,3'-diaminobenzidin,
kontrastirano hematoksilinom, bar: 20pum)(* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****
p<0,0001).

Mladunci stari sedam dana (T7)

Obrazac imunoekspresije Ki67 u proksimalnoj epifizi mladunaca starih sedam
dana koji su potomci PTU tretiranih i kontrolnih majki, veoma je slican onom koji je
viden 1 opisan kod mladunaca na rodenju. SnaZna ekspresija je prisutna u jedrima
hondrocita zone rezervne hrskavice i zone proliferacije hondrocita, dok izostaje u
potpunosti u zoni hipertrofije hondrocita (Slika 5.20. A, B, C). Mora se napomenuti da
postoje razlike u gradi proksimalne epifize tibije izmedu mladunaca na rodenju i
mladunaca starih sedam dana. Kao §to je ve¢ navedeno u prethodnim poglavljima,
prisustvo dobro razvijenog sekundarnog centra okoStavanja kod kontrolnih, slabije
razvijenog kod H-1 i potpuno nerazvijenog kod H-2 reflektuje se i na ekspresiju Ki67 u
zoni rezervne hrskavice kod T7 mladunaca. Kod kontrolnih Zivotinja u jedrima
hondrocita oko sekundarnog centra okosStavanja pozitivno bojenje na Ki67 je u potpunosti
odsutno (Slika 5.20. A). Kod H-1 mladunaca hondrociti u blizini zacetka sekundarnog
centra okoStavanja takode ne eksprimiraju Ki67 (Slika 5.20.B), dok je kod mladunaca iz
H-2 grupe zona rezervne hrskavice slicnog izgleda, kao kod mladunaca na rodenju tj.,
ekspresija Ki67 je ravnomerna u zoni rezervne hrskavice (Slika 5.20. C). Procenat Ki67
imunopozitivnih éelija kod H-1 i H-2 grupe je veci u odnosu na kontrolnu grupu (u oba
slucaja p<0,001) (Slika 5.20. D, E, F, G). Sli¢no, u zoni proliferacije hondrocita je
procenat pozitivnih éelija vec¢i u H-1 grupi (p<0,001) i H-2 grupi (p<0,01) u poredenju sa
kontrolnim mladuncima (Slika 5.20. H, I, J, K). Protein Ki67 nije prisutan u jedru
hondrocita zone hipertrofije, C, H-1 i H-2 mladunaca (Slika 5.20. L, M, N).
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Slika 5.20. Reprezentativne mikrofotografije imunoekspresije Ki67 u proksimalnoj
epifizi tibije T7 mladunaca koji poticu od majki iz kontrolne grupe (C) (A) i majki
tretiranih niskom (H-1) (B) i visokom dozom PTU-a (H-2) (C) i grafikoni Kkoji
predstavljaju srednju vrednost + standardnu devijaciju procenta Ki67 imunopozitivnih
Celija  (3,3'-diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom, bar: 200um).
Imunoekspresija Ki67 u zoni rezervne hrskavice (RZ) kontrolnih (D), H-1 (E) i H-2 (F)
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mladunaca. Procenat Ki67 imunopozitivnih celija u RZ kontrolnih i tretiranih Zivotinja
(G). Imunoekspresija Ki67 u zoni proliferacije hondrocita (PZ) kontrolne (H), H-1 (1)
i H-2 (J) grupe. Procenat imunopozitivnih ¢elija u PZ (K). Zona hipertrofije hondrocita
(HZ) kod kontrolnih (L), H-1 (M) i H-2 (N) mladunaca (3,3'-diaminobenzidin,
kontrastirano hematoksilinom, bar: 20um) (** p<0,01, *** p<0,001).

5.2.6.2 Ekspresija markera autofagije: ATG7 i LC3

Mladunci na rodenju

Na presecima proksimalne epifize tibije (Slika 5. 21. A, B, C), kao i pojedina¢nih
zona epifizne plo€e: zone rezervne hrskavice (Slika 5.21. D, E, F), zone proliferacije
hondrocita (Slika 5.21. G, H, I) i zone hipertrofije hondrocita (Slika 5.21. J, K, L)
kontrolnih, H-1 i H-2 mladunaca u vecini hondrocita uoc¢ena je homogena pozitivnost
koja je odraz difuzne distribucije ATG7 u citoplazmi.
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Slika 5.21. Reprezentativne mikrofotografije imunoekspresije APG7 u proksimalnoj

epifizi tibije TO mladunaca koji poticu od majki iz kontrolne grupe (C) (A) i majki
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tretiranih niskom dozom (H-1) (B) i visokom dozom PTU-a (H-2) (C) (3,3-
diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom, bar: 200um). Ekspresija APG7 u zoni
rezervne hrskavice (RZ) kontrolnih (D), H-1 (E) | H-2 (F) mladunaca, zoni
proliferacije hondrocita (PZ) C (G), H-1 (H) i H-2 (1) mladunaca, i zoni hipertrofije
hondrocita (HZ) kontrolnih (J), H-1 (K) i H-2 (L) Zivotinja (3,3'-diaminobenzidin,
kontrastirano hematoksilinom,bar: 20um).

Imunopozitivnost na LC3 u proksimalnoj epifizi i pojedinim zonama epifizne
plo¢e mladunaca iz sve tri ogledne grupe prikazana je na slici 5.22. Specifi¢no pozitivno
bojenje na LC3 je prisutno u citoplazmi hondrocita u vidu difuznog bojenja slabog
intenziteta i veoma intenzivnog bojenja koje je definisano u obliku tacaka rasutih po
citoplazmi, LC3 pozitivne tacke. HistoloSkom analizom preseka proksimalne epifize
tibije kontrolnih (Slika 5.22.A), H-1 (Slika 5.22.B) i H-2 (Slika 5.22. C) mladunaca,
primecuju se razlike u zastupljenosti LC3 pozitivnih ta¢aka po ¢éeliji. Broj LC3 pozitivnih
taCaka po ¢eliji u zone rezervne hrskavice manji je kod obe tretirane grupe kada se poredi
sa kontrolom, ali je statisticka znacajnost prisutna samo kod H-2 grupe (p<0,01) (Slika
5.22. D, E, F, G). Veoma sli¢na situacija je i u zoni proliferacije hondrocita. Broj LC3
pozitivnih tac¢aka po hondrocitu u zoni proliferacije hondrocita manji kod H-2 grupe
(p<0,001) u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 5.22. H, 1, J, K). Broj LC3 pozitivnih taaka
je manji i kod H-1 grupe u odnosu na kontrolnu, ali bez statisticke znacajnosti zbog
velikog koeficijenta varijacije (Slika 5.22. K). Razlika u broju LC3 pozitivnih ta¢aka po
¢eliji u zone hipertrofije hondrocita nije primecena (Slika 5.22. L, M, N).
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Slika 5.22. Reprezentativne mikrofotografije imunoekspresije LC3 u proksimalnoj
epifiznoj ploci tibije TO mladunaca potomaka majki iz kontrolne grupe (C) (A) i majki
tretiranih niskom dozom (H-1) (B) i visokom dozom PTU-a (H-2) (C) i grafikoni
predstavljeni kao boksplotovi koji pokazuju interkvartilni opseg, medijanu, minimalnu
i maksimalnu vrednost (3,3'-diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom, bar:
200pm). Imunokspresija LC3 u zoni rezervne hrskavice (RZ) kontrolnih (D), H-1 (E) i
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H-2 (F) mladunaca. Broj LC3 pozitivnih tacaka po celiji u RZ (G). Imunoekspresija
LC3 u zoni proliferacije hondrocita (PZ) kontrolnih (H), H-1(1) i H-2(J) mladunaca i
broj LC3 pozitivnih tacaka po éeliji u PZ (K). Zona hipertrofije hondrocita (HZ) C (L),
H-1 (M) H-2 (N) mladunaca. (3,3'-diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom,
bar: 10um)(**p<0,01, ***p<0,001).

Mladunci stari sedam dana (T7)

Obrazac imunoekspresije ATG7 u proksimalnoj epifizi tibije kod mladunaca
starih sedam dana podudarao se sa onim videnim i opisanim kod mladunaca na rodenju.
Difuzna ekspresija ATG7 zastupljena je u citoplazmi vecine hondrocita u zonama
epifizne plo¢e kontrolnih (Slika 5.23. A, D, G, J), H-1 (Slika 5.23. B, E, H, K) i H-2 (Sika

5.23. C, F, I, L) mladunaca, tako da kvantifikacija razlika nije svrsishodna.
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Grupe

Slika 5.23. Reprezentativne mikrofotografije imunoekspresije APG7 u proksimalnoj
epifizi tibije mladunaca starih sedam dana potomaka majki iz kontrolne grupe (C) (A)

Rezultati istrazivanja 106



I majki tretiranih niskom dozom (H-1) (B) i visokom dozom PTU-a (H-2) (C) (3,3'-
diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom, bar: 200um). Ekspresija APG7 u zoni
rezervne hrskavice (RZ) kontrolnih (D), H-1 (E) i H-2 (F) mladunaca, zoni
proliferacije hondrocita (PZ) kontrolnih (G), H-1 (H) i H-2 (I) mladunaca, i zoni
hipertrofije hondrocita (HZ) kontrolnih (J) H-1 (K) H-2 (L) 3,3'-diaminobenzidin,
kontrastirano hematoksilinom, bar: 20pum)

Obrazac ekspresije LC3 u proksimalnoj epifizi tibije kod mladunaca starih sedam
dana sli¢an je kao kod mladunaca na rodenju (Slika 5.24.). Specifi¢na imunopozitivnost
takode je prisutna u citoplazmi u vidu slabog difuznog bojenja i jakog, dobro definisanog
tackastog bojenja. U citoplazmi hondrocita zone rezervne hrskavice kontrolne grupe
(Slika 5.24. D) jasno se uocavaju LC3 pozitivne tacke. Kod H-1 i H-2 grupe uocljiv je
manji broj LC3 pozitivnih ta¢aka u poredenju sa kontrolom, ali bez statisti¢ki znac¢ajnih
razlika (Slika 5.24. E, F, G). Sto se ti¢e ekspresije LC3 pozitivnih tataka po éeliji, u zoni
proliferacije hondrocita je prisutno smanjenje njihovog broja u H-1 (p<0,05) i H-2
(p<0,05) u poredenju sa kontrolom (Slika 5.24. H, I, J, K). Analizom zone hipertrofije
hondrocita kontrolnih, H-1 i H-2 mladunaca (Slika 5.24. L, M, N) ne uocava se razlika u

broju LC3 pozitivnih ta¢aka u hondrocitima ove zone.
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Slika 5.24. Reprezentativne mikrofotografije imunoekspresije LC3 u proksimalnoj
epifizi tibije T7 madunaca koji poticu od majki iz kontrolne grupe (C) (A) i majki
tretiranih niskom dozom (H-1) (B) i visokom dozom PTU-a (H-2) (C) i grafikon
predstavljen kao boksplotovi koji pokazuju interkvartilni opseg, medijanu, minimalnu

i maksimalnu vrednost i grafikoni koji predstavljaju srednju vrednost + standardnu
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devijaciju broja LC3 imunopozitivnih tacaka po Celiji (3,3'-diaminobenzidin,
kontrastirano hematoksilinom, bar: 200um). Ekspresija LC3 u zoni rezervne hrskavice
(RZ) kontrolnih (D), H-1 (E) i H-2 (F) Broj LC3 pozitivnih tacaka po ¢eliji u RZ (G).
Imunoekspresija LC3 u zoni proliferacije hondrocita (PZ) kontrolnih (H), H-1 (I) i H-
2 (J) mladunaca i broj LC3 pozitivnih tacaka po celiji u PZ (K). Zona hipertrofije
hondrocita (HZ) C (L), H-1 (M) H-2 (N) mladunaca. (3,3'-diaminobenzidin,

kontrastirano hematoksilinom,bar: 10um)(*p<0,05).

5.2.6.3. Ekspresija markera apoptoze: kaspaza 3

Mladunci na rodenju

Pojedinacne kaspaza 3 pozitivne Celije uo€avaju se u hrskavici epifize tibije u
predelu perihondrijuma i same hrskavice u predelima gde se formira pripoj ligamenata u
kontrolnoj i obe hipotireoidne grupe mladunaca. Ekspresija kaspaze 3 nije zabelezna u
drugim regionima hrskavice epifize, kako u kontrolnoj tako ni u tretiranim grupama (Slika
5.25.).
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Grupe

Slika 5.25. Reprezentativne mikrofotografije imunoekspresije kaspaze 3 u

proksimalnoj epifizi tibije TO mladunaca koji poticu od majki iz kontrolne grupe (C)
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(A) 1 majki tretiranih niskom dozom (H-1) (B) i visokom dozom PTU-a (H-2) (C) (3,3'-
diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom, bar: 200um. Ekspresija kaspaze 3 u
zoni rezervne hrskavice (RZ) kontrolnih (D), H-1 (E) i H-2 (F) Imunoekspresija
kaspaze 3 zoni proliferacije hondrocita (PZ) kontrolnih (G), H-1 (H) i H-2 (I)
mladunaca. Zona hipertrofije hondrocita (HZ) C (J), H-1 (K) H-2 (L) mladunaca. (3,3'-
diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom,bar: 20um)

Mladunci stari sedam dana (T7)

Kod T7 mladunaca u svim eksperimentalnim grupama takode je uocena ekspresija
kaspaze 3 u ¢elijama perihondrijuma i u hondrocitima u predelima pripoja ligamenata.
Kod kontrolnih Zivotinja uoc¢ava se kaspaza 3 pozitivnost u predelu sekundarnog centra
okoStavanja kao i u pojedinim hipertrofisanim hondrocitima neposredno uz zonu
okostavanja. Samo u delu epifizne hrskavice gde se uocCavaju naznake razvica
sekundarnog centara okoStavanja kod mladunaca H-1 grupe, prisutna je ekspresija
kaspaze 3 u pojedinim hondrocitima. Kod mladunaca H-2 grupe ekspresija kaspaze 3 nije

bila prisutna ni u jednoj zoni epifizne ploce (Slika 5.26.).
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Slika 5.26. Reprezentativne mikrofotografije imunoekspresije kaspaze 3 u

proksimalnoj epifizi tibije T7 madunaca dana koji poticu od majki iz kontrolne grupe
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(C) (A) 1 majki tretiranih niskom dozom (H-1) (B) i visokom dozom PTU-a (H-2)
(C)(3,3'-diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom, bar: 200um. Ekspresija
kaspaze 3 u zoni rezervne hrskavice (RZ) kontrolnih (D), H-1 (E) i H-2 (F).
Imunoekspresija kaspaze 3 zoni proliferacije hondrocita (PZ) kontrolnih (G), H-1 (H)
i H-2 (I) mladunaca. Zona hipertrofije hondrocita (HZ) C (J), H-1 (K) H-2 (L)
mladunaca. (3,3'-diaminobenzidin, kontrastirano hematoksilinom,bar: 20pum)
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6. DISKUSIJA

Hormoni S§titaste zlezde neophodni su za prenatalni i postnatalni razvoj, rast i
metabolizam (Mullur i sar., 2014). Poznato je da prenatalni nedostatak tireoidnih
hormona sprecava diferencijaciju neurona i glija ¢elija i dovodi do kognitivnih, senzornih
i motornih disfunkcija novorodenc¢adi (Bernal, 2005). Njihov uticaj na razvoj i rast skeleta
je takode poznat (Ahmed i Janjua, 2003), ali brojni podaci o mehanizmu delovanja na
pojedine procese koji su esencijalni za neometano odvijanje endohondralnog okoStavanja,
posebno na molekularnom nivou, nedostaju ili su kontradiktorni. Posebno nedostaju
podaci o uticaju supklinickog hipotireoidizma majki za vreme graviditeta na proces rasta

i razvoja skeleta njihovih potomaka.

Predmet ove doktorske disertacije je nastavak naSih prethodnih istrazivanja koja
su pokazala da supklinicki i klinicki oblik hipotireoidizma majki pacova za vreme
graviditeta dovodi do ubrzanog sazrevanja i atrezije folikula jajnika njihovih potomaka
(Radovanovié¢ i sar., 2003, 2012 , 2018, Danilovi¢ Lukovié¢ i sar., 2016, 2017a, 2017b,
2017c), smanjenja bele pule u slezini (Roksandic¢ i sar., 2015), poremecaja u formiranju
dlaénih folikula (Luzajic¢ i sar., 2017) ali i na razvoj skeleta (Milosevic¢ i sar., 2016, 2017,
2018) i sinovijalne membrane (Luzaji¢ i sar., 2016).

Kod pacova, sli¢no kao kod coveka, opisano je Sest postnatalnih stadijuma
razvi¢a. To su neonatalni (0-7 dana), infantilni (8-20 dana), juvenilni (21-32 dana),
peripubertalni (33-55 dana kod muzjaka, 33-37 dana kod Zenki) i kasni pubertalni (56-70
dana kod muzjaka, 38-46 dana kod Zenki) period. Svi ovi periodi mogu Se povezati sa
sli¢nim razvojnim stadijumima kod ljudi (Ojeda i Skinner, 2006; Barrow i sar., 2011) te
se smatra da ispitivanje razvoja pacova, odnosno njegovih tkiva i organa, moze biti dobar
model za dobijanje informacija koje se mogu primeniti na iste procese kod ljudi, uz jasno

definisanje pojedinih ogranicenja.

Stitasta zlezda fetusa pacova na rodenju nije u potpunosti funkcionalna te su
njegova razvijenost i metabolizam u najveéoj meri rezultat delovanja tireoidnih hormona

majke. Zbog toga su pacovi odli¢an model za izuCavanje uticaja poremecaja funkcije
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Stitaste zlezde majki na razvoj potomstva. Iz tih razloga smo odlucili da jedna ispitivana
grupa mladunaca bude zrtvovana odmah po rodenju. Prema literaturnim podacima od 1.
do 5. nedelje postnatalnog razvoja najintenzivnija je stopa rasta skeleta koja zatim
postepeno opada do postizanja njegove zrelosti izmedu 11,5 i 13. nedelje (Kember, 1973;
Hunziker i Schenk, 1989). Richman i saradnici (2001) navode da su kriti¢ni periodi u
razvoju kosti u prepubertalnom periodu izmedu 7. i 14. dana, a u toku puberteta izmedu
23. i 31. dana jer je tada prisutan skok IGF-1 u cirkulaciji. Xing i saradnici (2012) su
pokazali da je jedan od najbitnijih faktora preko kojeg tireoidni hormoni ostvaruju svoj
efekat na kost upravo IGF-1. Sa druge strane, aktivnost $titaste Zlezde novorodenih
pacova se polako uspostavlja i nivo T3 u plazmi raste od rodenja do 3. nedelje starosti.
Takode, znafajan porast koncentracije tireoidnih hormona 1 TSH u krvnoj plazmi
novorodenih pacova zabelezen je oko 7. dana (Dussault i Labrie, 1975, Gruszczynska i
sar., 1993), sto se poklapa sa pojavom sekundarnog centra okostavanja u epifizi tibije kod
miseva i pacova (Xing i sar., 2014). Kako tireoidni hormoni majke posle tog perioda
prestaju da imaju uticaj na rast i razvoj mladunaca, odlucili smo se da druga starosna

kategorija ispitivanih mladunaca bude stara sedam dana.

Ovo je prvo istrazivanje o uticaju supklini¢kog i klinickog hipotireoidizma majki
pacova za vreme graviditeta i ranog perioda laktacije na proces endohondralnog
okostavanja kod njihovog potomstva tokom prve nedelje postnatalnog zivota. Ispitivana
je morfologija proksimalne epifizne plo¢e i njenih zona, sastav vancelijskog matriksu
hrskavice i kosti, diferencijacija ¢elija hrskavice i kosti kao 1 ekspresija pojedinih gena u
njima, ali 1 prezivljavanje 1 smrt tih ¢elija na rodenju i sedmog dana starosti. Najznacajniji
rezultati ovog istraZivanja diskutovani su u celini prate¢i proces endohondralnog

okoStavanja od rodenja do sedmog dana starosti mladunaca.

Glavni rezultati ovog istraZivanja pokazuju da supklini¢ki 1 klinicki oblik
hipotireoidizma tek rodenih mladunaca (T0) 1 mladunaca starih sedam dana (T7), dovodi
do:

1) smanjenja telesne mase i duzine tibije;
2) promene u gradi i sastavu epifizne ploce proksimalne tibije gde je uocena:
a) promena u ultrastrukturi hondrocita rezervne hrskavice

b) smanjena veli¢ina hipertrofisanih hondrocita;
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¢) smanjena koli¢ina kolagena tipa 10;
d) veci sadrzaj glikozaminoglikana u zoni hipertrofije;
e) manja sinteza i aktivnost TRAP-a,

f) manji broj zrelih osteoblasta (DMP-1 pozitivnih ¢elija) i kolagena tipa 1 u

osteoblastima i vancelijskom matriksu kostiju.

3) povecanje ekspresije markera proliferacije Ki67 u hondrocitima rezervne hrskavice i

zone proliferacije hondrocita kod mladunaca iz tretiranih grupa.

4) Smanjenje intenziteta autofagije, odnosno broja LC3 pozitivnih tataka po hondrocitu
u zoni rezervne hrskavice i zoni proliferacije hondrocita kod tretiranih TO mladunaca i

zoni proliferacije hondrocita kod tretiranih T7 mladunaca.

5) Ekspresija kaspaze 3 nije uoCena u epifiznim plo¢ama kontrolnih 1 tretiranih TO
mladunaca, dok je kod T7 mladunaca ekspresija ovog markera apoptoze zapazena samo
kod kontrolnih Zivotinja u hondrocitima oko sekundarnog centra okoStavanja i U

terminalno diferenciranim hipertrofisanim hondrocitima.

Sve ove promene uzrokovale su pojavu Sirih i kra¢ih primarnih trabekula.

Dijagnostika hipotireoidnog statusa majki i mladunaca

U ovom radu je ispitivan uticaj supklinickog i klinickog oblika hipotiroidizma
majki za vreme graviditeta na formiranje dugih kostiju njihovih potomaka. Doze PTU-
koje su kori$éene za izazivanje obe forme hipotireoidizma su primenjivane sa uspehom u
prethodnim studijama (Radovanovié i sar., 2012; Roksandié i sar., 2015 | Danilovi¢
Lukovi¢ i sar., 2016, 2017). Doza koja je koriS¢ena za izazivanje klinicke forme
hipotireoidizma odabrana je kao najvisa moguca doza koja sa jedne strane prouzrokuje
klinicki hipotireoidizam, a sa druge dozvoljava da se graviditet zavrsi u fizioloSkom
terminu (Chen i sar., 1995). Kod dece i odraslih osoba obe forme hipotireoidizma su jasno
definisane (Casey i sar., 2005; Count i Varma, 2009; Kaplowitz, 2010; Skugor, 2014),
dok su podaci o supkliniénom hipotireoidizmu kod pacova veoma oskudni (Royland i
sar., 2008; Liu i sar., 2010). Ljudi koji imaju supklinicki hipotireoizam imaju slabo

izrazene ili nemaju nikakve simptome disfunkcije Stitaste zlezde i zbog takve prirode
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bolesti dijagnoza moze biti postavljena isklju¢ivo laboratorijskim analizama nivoa TSH i
tireoidnih hormona (Surks i sar., 2004). Naime, supklini¢ki hipotireoidizam se karakterise
kao stanje u kome je serumska koncentracija TSH iznad gornjih granica referentnih
vrednosti, a koncentracija slobodnog T4 unutar tih granica. Klinicki hipotireoidizam je
definisan kao klinicki sindrom povezan sa povisenom koncentracijom TSH i smanjenom

koncentracijom Tz i T4 (Skugor, 2014).

U ovom istrazivanju pokazano je da supklinicki i klini¢ki hipotireoidizam majKi
za vreme graviditeta dovodi do pojave supklini¢ke i klini¢ke forme hipotireodizma kod
TO i T7 mladunaca. Problem u definisanju supklini¢kog hipotireoidizma pacova lezi u
¢injenici da ne postoje referentne vrednosti za koncentraciju tireoidnih hormona i TSH.
U ovom istrazivanju za definisanje oblika hipotireoidizma je koriS¢ena kombinacija
merenja telesne tezine, koncentracije tireoidnih hormona i la. S druge strane, kod obe
forme hipotireoidizma TO i T7 mladunaca pacova registrovan je gubitak telesne mase §to
se poklapa sa rezultatima istrazivanja na pacovima Wistar soja koji su izneli Talsness i
saradnici (2008) i Karbalaei i saradnici (2013). Iako vrednosti TSH nisu odredivane,
indirektni podaci o dejstvu TSH su dobijeni preko la Stitaste Zlezde (Kalisnik, 1981;
Danilovi¢ Lukovic i sar., 2016; Rajab i sar., 2017). Na osnovu visoke vrednosti la koja
je izmerena u sve Cetiri grupe hipotireoidinih mladunaca, mozemo pretpostaviti da su oni
imali suprafizioloski nivo TSH. Kod majki 1 njihovih potomaka u supklinickoj grupi
pored indirektno potvrdenog suprafizioloskog nivoa TSH utvrdeno je da nema znacajne
razlike u nivou tireoidnih hormona u odnosu na kontrolne Zivotinje. Takode, majke iz ove
grupe nisu pokazivale klinicke simptome hipotireoidizma. Takav nalaz koji podrazumeva
odsustvo klinickih simptoma, nivo tireoidnih hormona koji je slican onome kod
kontrolnih Zivotinja 1 poviSen la ukazuje da su ove Zivotinje supklinicki hipotireoidne.
Glavni znaci klinicke forme hipotireoidizma kod gravidnih Zenki pacova su grub dlacni
pokrivac, produzeno trajanje graviditeta i manja veliCina legla, pri ¢emu su ovi rezultati
u skladu sa prethodno opisanim modelima (Chen i sar., 1995; Karbalaei i sar., 2013).
Takode smo potvrdili da mladunci pacova sa klinickom formom hipotireoidizma imaju
nizu vrednost koncentracije tireoidnih hormona i veéu vrednost Ia u poredenju sa

kontrolom 1 grupom sa supklinickom formom hipotireoidizma.

Duzina graviditeta nije bila promenjena kod supklinicki hipotireoidnih majki u

odnosu na kontrolu, dok je kod klinicke forme hipotireoidizma ona bila znacajno
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prolongirana. Ovaj nas rezultat je u saglasnosti sa rezultatima Karbalaei i saradnici (2013)
koji su indukovali hipotireoidizam gravidnim zenkama pacova pomocu PTU-a
rastvorenog u vodi za pi¢e u dozi od 0,02%. U njihovom istrazivanju takode je doslo do
prolongiranja graviditeta u hipotireoidnoj grupi Zivotinja. Ovo produzenje graviditeta se
mozda moze povezati sa nedovoljnom razvijenosti ploda. Opste je poznato da su tireoidni
hormoni neophodni za rast i diferencijaciju gotovo svih ¢elija u organizmu. Verovatno je
da su fetusi hipotireoidnih jedinki u terminu fizioloskog kraja graviditeta nedovoljno
razvijeni tako da njegovo produzenje moze biti kompezatorni mehanizam kako bi se

intrauterini razvoj prolongirao i mozda dostigao zadovoljavajuéi nivo.

Mala telesna masa i duzina tibije u svim grupama tretiranih mladunaca, moze biti
posledica prenatalnih promena nastalih usled hipotireoidnog statusa majki. Ovaj nalaz je
u skladu sa literaturnim podacima kod ljudi, koji ukazuju da su trudnice obolele od
supklinickog i klini¢kog oblika hipotireoidizma radale bebe manje telesne mase (Davis,
1988; Blazer i sar., 2003). Medutim, drugi podaci ukazuju da su bebe hipotireoidnih
majki imale znatno vecu telesnu masu na rodenju (Andersen i sar., 2013b). Na modelu
pacova pokazano je da su mladunci hipotireoidnih Zenki manje telesne mase od rodenja
do kraja tre¢eg meseca posle ¢ega se razlika u odnosu na kontrolu gubi (Karbalaei i sar.,
2013). Slabiji rast hipotireoidnih mladunaca pacova se moze objasniti delovanjem
kombinacije direktnih posledica koje nastaju usled nedostatka tireoidnih hormona i

indirektnih koje su rezultat slabog apetita i malnutricije (Marino i sar., 2008).

Morfometrijske karakteristike proksimalne epifizne ploce tibije

Mladunci pacova na rodenju kao i oni stari sedam dana su na pocetku intenzivnog
rasta (Kember, 1973; Hunziker i Schenk, 1989), sto znaci da su epifizne plo¢e veoma
podlozne promenama koje mogu nastati kao posledica disbalansa razli¢itih hormona
ukljucujudi i tireoidne hormone i TSH. Prethodno je pokazano da TSH nezavisno od
tireoidnih hormona deluje na diferencijaciju razli¢itih struktura epifizne ploce (Abe i sar.,
2003). Stoga, moze se uzeti u obzir da je endohondralno okostavanje tibije TO i T7
hipotireoidnih mladunaca poremeceno zbog pada nivoa tireoidnih hormona i porasta
nivoa TSH, ili odnosom izmedu ovih hormona (TH/TSH). Medutim, Basset i saradnici

(2008) su na modelu kongenitalno hipotireoidnih miSeva dokazali da su dobro poznate
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abnormalnosti koje se javljaju na skeletu kao posledica ovog stanja nezavisne od TSH,
odnosno da su posledica predominantno nedostatka tireoidnih hormona.

Najvaznije promene vezane za epifiznu plocu rasta po rodenju, tako i posle 7 dana
zivota kod obe hipotireoidne grupe mladunaca su bile: a) njeno skraéenje, b) povecanje
broja hipertrofisanih hondrocita i ¢) smanjena veli¢ina hondrocita. Sve promene su bile
viSe izraZzene kod pacova sa klini¢kim oblikom hipotireoidizma. Takode je pokazano da
se visina terminalnih hipertrofisanih hondrocita postepeno smanjuje srazmerno tezini
hipotireoidizma kod obe starosne kategorije mladunaca. Prethodnim istrazivanjima
dokazano je da hondrociti u epifiznim plo¢ama eksprimiraju TSH receptor i da
prekomerna ekspresija ili stumulacija ovih receptora dovodi do smanjenja visine epifiznih
ploca kod miseva (Endo i Kobayashi, 2013). U nasem ogledu, indirektno je pokazano da
su mladunaci koji su imali klini¢ki hipotireoidizam imali viSu koncentraciju TSH
(podatak dobijen indirektno putem la) nego oni Kkoji su imali supklini¢ki oblik
hipotireoidizma. Zbog toga smatramo da skraéenje epifiznih plo¢a nije samo posledica
sniZzene koncentracije tireoidnih hormona ve¢ 1 posledica povecane koncentracije TSH.
Zona proliferacije je jedino bila znacajno skra¢ena kod mladunaca starih sedam dana koji
su imali klini¢ki oblik hipotireoidizma. To ukazuje da se tek kada mladunci udu u period
intenzivnog rasta skeleta promene potenciraju i postaju jasno prepoznatljive. Najvise
kontradiktornosti u literaturi zapaZeno je bas kada je u pitanju uticaj tirecoidnih hormona
na proliferaciju hondrocita u epifiznim plo¢ama. Robson i saradnici (2000) su pokazali
da tireoidni hormoni deluju direktno na hondrocite epifizne ploce tako Sto podsti¢u
hipertrofiénu diferencijaciju, a inhibiraju klonalnu ekspanziju odnosno proliferaciju.
Potpuno suprotno, Wang i saradnici (2010), tvrde da tireoidni hormoni stimulisu
ekspresiju IGF-1 u hondrocitima epifiznih plo¢a i na taj nacin indukuju proliferaciju
¢elija. Na osnovu naSih rezultata se moze zakljuciti da iako je Citava epifizna ploca
skracena, ne postoje pokazatelji da su deobe hondrocita inhibirane, ¢ak naprotiv, broj
hipertrofi¢énih hondrocita je kod mladunaca sa klinickom formom hipotireoidizma
znacajno povecan. Zbog toga bi se skracenje epifizne ploce zapravo moglo objasniti

smanjenom veli¢inom, kako hondrocita u zoni proliferacije tako i onih u zoni hipertrofije.

Nasi rezultati pokazuju da je kod oba oblika hipotireoidizma terminalna
diferencijacija hondrocita usporena srazmerno teZini hipotireoidizma. Moguce je

pretpostaviti da hipotireoidizam dovodi do poremecaja efekta koji imaju Indian hedgehog
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(Ihh) i protein povezan sa paratireoidnim hormonom (PTHrP). Ukratko, prvi
hipertrofisani hondrociti sintetiSu Ihh, koji zatim parakrino podsti¢e produkciju PTHrP u
¢elijama perihondrijuma i hondrocitima rezervne hrskavice. Uloga PTHrP je da stimuliSe
proliferaciju hondrocita i spre¢i njihovu hipertroficnu diferencijaciju. Naime, kod
hipotireoidnih jedinki pacova u zoni hipertroficnih hondrocita ima viSe celija koje
eksprimiraju receptor za PTHrP i Ihh i smanjena je ekspresija kolagena tipa 10 (Stevens i
sar., 2000). U navedenom istrazivanju je predlozeno da tireoidni hormoni regulisu
Ihh/PTHrP negativnu povratnu spregu i uti¢u na tempo diferencijacije hondrocita i
endohondralnog okosStavanja tokom postnatalnog Zivota. Rezultati naSeg istrazivanja u
kojima se uocava skracenje zone hipertrofije i smanjenje visine poslednjih hipertrofisanih
hondrocita kod obe hipotireoidne grupe u oba uzrasta su u saglasnosti sa prethodno
navedenim istrazivanjem Stevens i saradnici (2000) jer se moze pretpostaviti da
nedostatak tireoidnih hormona dovodi do promena na nivou Ihh/PTHrP negativne
povratne sprege i na taj na¢in dovodi do smanjenja veli¢ine hondrocita, a posebno

visine/zapremine poslednjih hipertrofisanih hondrocita.

Visina zone rezervne hrskavice je merena samo kod TO mladunaca, dok kod T7
mladunaca to nije bilo moguce zbog prisustva razlicito razvijenog sekundarnog centra
okostavanja kod kontrolnih i hipotireoidnih jedinki. Funkcija koju zona rezervne
hrskavice ima u okviru epifizne ploce nije jos uvek rasvetljena do kraja, kao i kakav uticaj
nedostatak tireoidnih hormona ima na nju tokom razvoja. Hondrociti u zoni rezervne
hrskavice se ponasaju kao maticne celije jer proliferacijom, odnosno velikim brojem
uzastopnih deoba formiraju dobro prepoznatljive kolone hondrocita karakteristicne za
epifizne ploce. Pored toga, hondrociti ove zone luc¢e morfogen koji deluje kao faktor
orijentacije epifizne plo¢e i koji orijentiSe kolone hondrocita da budu paralelne sa
uzduznom osom kosti. Takode hondrociti luce i faktore koji inhibiraju terminalnu
hipertroficnu diferencijaciju hondrocita i time su odgovorni za organizaciju cele epifizne
ploce u vidu razli¢itih zona u kojima ¢elije proliferi$u i hipertrofisu (Abad i sar., 2002).
Jedan od faktora koji se stvara u hondrocitima zone rezervne hrskavice i utie na
proliferaciju i1 diferencijaciju hondrocita ostalih zona epifizne ploce je, kao §to je vec
napomenuto PTHrP. Interesantno je da neke od PTHrP pozitivnih éelija u zoni rezervne
hrskavice eksprimiraju Citav panel markera karakteristinih za mati¢ne i progenitorske

¢elije skeletnog tkiva (Mizuhashi i sar., 2018). Analizom celijskih linija dokazano je da
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od PTHrP pozitivnih hondrocita nastaju proliferiSuci hondrociti koji podlezu hipertrofiji
i finalnoj transdiferencijaciji u osteoblaste i retikularne ¢elije kostane srzi (Mizuhashi i
sar., 2018). U nasem istrazivanju pokazano je da visina zone rezervne hrskavice kod
klinicki hipotireoidnih TO mladunaca niza u odnosu na kontrole 1 supklinic¢ki
hipotireoidne mladunce. U rezervnoj hrskavici neonatalnih pacova i pre pocetka klonske
proliferacije, perihondrijum obezbeduje apozicioni rast ovog dela epifizne ploce, zajedno
sa rastom ¢itavog modela buduc¢e kosti (Uchimura i sar., 2017). NaSa istrazivanja
pokazuju da u toj regiji postoji i intersticijalni rast, koji se karakteriSe izogenim grupama
sa po dva hondrocita, nekada u istim lakunama i stvaranjem matriksa.
Imunohistohemijski je pokazano da je u ovoj zoni, kao i u zoni proliferacije povecana
ekspresija Ki67 u svim tretiranim grupama, u obe starosne kategorije. Jedarni antigen,
Ki67 je marker Celijske proliferacije jer je eksprimiran u toku ¢elijskog ciklusa, najvise
tokom G1 faze i mitoze, dok ga ¢elije u GO fazi ne eksprimiraju (Apte, 1990). Poveéana
ekspresija Ki67 kod tretiranih Zivotinja govori da su hondrociti u nekoj od aktivnih faza
¢elijskog ciklusa. Wilsman i saradnici (1996b), su pokazali da je G1 faza ¢elijskog ciklusa
od najveteg znaaja za regulaciju endohondralog okostavanja. Rezultate dobijene
imunohemijskim ispitivanjem, potvrduju i nalazi ultrastrukturne analize zone rezervne
hrskavice, gde se uoc¢ava da su hondrociti u izogenim grupama zivotinja iz H-2 grupe
manji od onih iz kontrolne i H-1 grupe. Na polutankim preparatima se zapaza smanjeno
prisustvo glikogena u hondrocitima svih tretiranih pacova, koje je narocito izraZzeno u H-
2 grupi. Na modelu hipotireodizma koji je veoma sli¢an nasem, pokazano je da mladunci
pacova imaju odredeni stepen rezistencije na insulin (Farahani i sar., 2010), a ovaj
hormon je neopodan za glikogenezu. Na osnovu toga se moze pretpostaviti da hondrociti
hipotireoidnih mladunaca u nasem ogledu ne mogu da formiraju zadovoljavajucu rezervu
glikogena. Rezerve glikogena u hondrocitima verovatno kontinuirano obezbeduju
odgovarajucu koli¢inu glukoze kako za sintezu ATP-a, tako i za sintezu makromolekula
vancelijskog matriksa, kao $to su glikozaminoglikani i glikoproteini (Suits i sar., 2008).
Ipak, nalaz intenzivnijeg i rasprostranjenijeg bojenja glikozaminoglikana kod
hipotireoidnih mladunaca pacova bi znacio da glukoza uskladiStena u obliku glikogena

zapravo nije neophodna za sintezu ovih komponenti vancelijskog matriksa.
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Ultrastrukturna analiza hondrocita

Nasi rezultati ultrastrukturne analize zone rezervne hrskavice u ranom
neonatalnom periodu kod pacova nedvosmisleno su potvrdila prisustvo svetlih i tamnih
hondrocita u svim eksperimentalnim grupama. Svetli hondrociti su okrugli, sa elektron-
svetlom citoplazmom, uglavnom rastrkanim granulisanim endoplazminim retikulumom i
euhromaticnim jedrom. Tamni hondrociti su nepravilnog oblika, sa mnos§tvom
citoplazmatskih produzetaka, dobro =zastupljenim granulisanim endoplazmati¢nim
retikulumom i Goldzijevim aparatom i intenzivno heterohromati¢nim jedrom. Svetle i
tamne hondrocite u zoni proliferacije i zoni hipertrofije epifiznih ploca zdrebeta opisali
su Ahmed i saradnici (2007). Oni su apostrofirali da u zoni rezervne hrskavice nije bilo
moguce razlikovati ova dva tipa hondrocita, ve¢ da tamni hondrociti nastaju od svetlih u
toku specifi¢nih morfoloskih promena u toku hipertrofije i ¢elijske smrti. Chen i saradnici
(20104, b) su pokazali da se ovi tipovi ¢elija ne razlikuju samo po morfologiji, ve¢ i po
tome Sto eksprimiraju razliCite gene, tj, imaju ulogu u sintezi razli¢itih komponeti
vancelijskog matriksa. Takode, ukazali su da je kod razli¢itih zivotinja razli¢iti odnos
svetlih i tamnih hipertrofisanih hondrocita: kod konja su predominantni tamni, preko

75%, dok su kod pacova svetli zastupljeni sa ¢ak 90%.

U zoni rezervne hrskavice mladunaca u naSem eksperimentu, jasno se zapaza da
ve¢ neposredno posle deobe, dok su Celije u istoj lakuni, razlikujemo svetle i tamne
hondrocite. Ovaj nalaz dovodi u pitanje prethodno citiranu hipotezu da tamni hondrociti
nastaju od svetlih. Ovo je zanimljivo otki¢e koje otvara monogobrojne moguénosti za
buduca istraZivanja. Potrebno je ispitati da li je prisustvo tamnih hondrocita u zoni
rezervne hrskavice specifi¢no za vrstu. Uzimajuci u obzir da u kulturi T3 podstice pojavu
veceg broja tamnih hondrocita, bilo bi zanimljivo da se ispita u€estalost svetlih 1 tamnih
hondrocita u epifiznim plocama hipotireoidnih ili hipertireoidnih jedinki u ranom

postnatalnom periodu.

U hondrocitima mladunaca H-2 grupe u oba uzrasta smanjena zona citoplazme
oko jedra u odnosu na kontrolu i H-1 grupu i u citoplazmi nultog dana dominira
granulisani endoplazmati¢ni retikulum, u okviru koga su jasno vidiljiva proSirenja sa

homogenim sadrZajem, dok se izrazita proSirenja sa granuliranim sadrzajem ne uocavaju.
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Ovakvo smanjenje zapremine citolazme, povlaci i smanjenje veli¢ine ¢elije, Sto moZze biti

jedan od razloga nize zone rasta kod tretiranih zivotinja.

Uzimaju¢i u obzir prethodno navedene cCinjenice o vaznosti zone rezervne
hrskavice, dalja istrazivanja na ovom polju bi bila izuzetno znacajna i zanimljiva za razvoj

regenerativne medicine u domenu hondrogeneze.

Markeri proliferacije autofagije i apoptoze u hondrocitima tibije mladunaca

O karakteristikama autofagije u hrskavici epifize nema dovoljno literaturnih
podataka, posebno nedostaju rezultati koji govore o uticaju tireoidnih hormona na ovaj
proces tokom rasta i razvoja jedinke. Nasi rezultati ukazuju da je kod svih mladunaca u
rezervnoj hrskavici i zoni proliferacije eksprimiran Atg7, dok je LC3 daleko vise prisutan
kod kontrolnih nego kod hipotireoidnih Zivotinja. Takode, na elektronskoj mikroskopiji
je kod svih grupa uofeno samo sporadi¢no prisustvo multivezkularnih tela koja
najverovatnije predstavljaju autofagozome. Hondrociti u rezervnoj zoni, i naravno zoni
proliferacije tokom rasta epifizne ploce se stalno nalaze u nekoj od aktivnih fazi ¢elijskog
ciklusa, odnosno cCesto prolaze kroz mitoze. Pokazano je da je tokom mitoze autofagija
znacajno suprimirana (Mathiassen i sar., 2017) tako da nasi rezultati imaju logi¢no
objasnjenje. Kod kontrolnih Zivotinja kod kojih je ekspresija Ki67 prisutna u najmanjem
broju ¢elija, moguce je da se hondrociti zadrzavaju na samom pocetku G1 ili u GO fazi
dovoljno dugo da mogu da sintetiSu adekvatne koli¢ine vancelijskog matriksa.
Istovremeno, hondrociti mogu da obave bazalno autofagno recikliranje oStecenih
¢elijskih elemenata. S druge strane, kod obe grupe hipotireoidnih mladunaca ekspresija
Ki67 u rezervnoj zoni i zoni proliferacije je visa nego kod kontrola, a broj hipertrofisanih
hondrocita je ve€i, dok su sami hondrociti manji i imaju slabo zastupljenu LC3
punktaciju. To bi moglo da ukaze da se ¢elijski ciklus kod hipotireoidnih Zivotinja odvija
brze, te da je bazalni nivo autofagije suprimiran zbog ¢es¢ih mitoza. Takode, u prilog
kra¢oj G1 i/ili GO fazi kada bi se ocekivala sintetska aktivnost ¢elija, govori 1 manja
koli¢ina kolagena u vancelijskom matriksu hipotireoidnih mladunaca. lako su i
hipertrofisani hondrociti ¢elije koje “umiru” u njima nije uoc¢ena ekspresija Atg7 niti LC3.
To znaci da “umiranje” 1 razgradnja ovih ¢elija nije povezana sa procesom (makro)

autofagije.
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Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da ekspresija kaspaze 3 kod T0O mladunaca
iz svih eksperimentalnih grupa (C, H-1 i H-2) nije prisutna u svim zonama epifizne plo¢e
1 svedena je samo na pojedinacne ¢elije u ograni¢enim regionima hrskavice neposredno
ispod perihondrijuma i mesta pripoja ligamenata koji se formiraju. Kod kontrolnih T7
mladunaca uo¢ena je imunopozitivost kaspaze 3 na istim mestima kao i kod TO
mladunaca, ali pored toga, uoc€ena je i sporadi¢no u hipertrofisanim hondrocitima oko
sekundarnog centra okoStavanja 1 pojedinim prehipertrofisanim 1 terminalnim
hipertofisanim hondrocitima koji se nalaze uz liniju zone okos$tavanja, odnosno fronta
invazije krvnih sudova. Kod T7 mladunaca iz H-1 i H-2 grupe nije uocena razlika koja je
navedena za kontrolne T7 mladunce. Moze se re¢i da ekspresija kaspaze 3 u epifiznim
plo¢ama T7 mladunaca iz H-1 i H-2 grupe podse¢a na onu koja je videna kod TO
mladunaca. Ovi nasi rezultati su u skladu sa nalazima Chrysis 1 saradnici (2002), ¢iji
radovi pokazuju da je ekspresija kaspaze 3 u epifiznim ploama pacova regulisana
stadijumom postnatalnog razvoja. Oni su u eksperimentu uporedivali ekspresiju kaspaze
316, TUNEL, p53, antiapoptotskih proteina: Bcl-2 i Bcl-x i proapoptotskih proteina: Bax
i Bad u epifiznim plo¢ama pacova starih 2, 4, 8 i 11 nedelja. Ekspresija markera apoptoze
I propapoptotskih proteina u hipertrofisanim hondrocitima je postajala intenzivnija kod
starijih Zivotinja, dok je ekspresija antiapoptotskih proteina bila obrnuto srezmerna. Sto
se tice ekspresije kaspaze 3, ona nije bila prisutna u terminalno diferenciranim
hondrocitima epifizne plo¢e pacova starih dve nedelje. U kasnijim stadijuma razvoja (4,
8 i 11 nedelje starosti) njena ekspresija je bila prisutna ne samo u terminalno
diferenciranim hondrocitima, ve¢ i duZ cele zone rasta hondrocita, a njen intenzitet se
pojacavao se starenjem Zivotinja. Kada se nasi rezultati uporede sa navedenima moze se
zakljuciti da nedostatak tireoidnih hormona dovodi do izostanka ekspresije kaspaze 3 u
terminalno diferentovanim hondrocitima. Dobro je poznato da hipotireoidizam u
juvenilnom periodu izaziva odlozeno sazrevanje kostiju tako da i ovaj na$ rezultat moze
biti objaSnjen tom c¢injenicom, odnosno da kod obe tretirane grupe T7 mladunaca
ekspresija kaspaze 3 izostaje zbog odlozenog procesa nastajanja kostanog tkiva.
Pregledom literature nismo uspeli da pronademo ni jedno istrazivanje koje dovodi u vezu
apoptozu hondrocita u epifiznim plocama 1 tireoidne hormone na bilo koji nacin.
Medutim, u in vitro eksperimentima koji su specificno dizajnirani u cilju ispitivanja tipa

¢elijske smrti hipertrofisanih hondrocita, dokazano je da je ve¢ina hodrocita u kulturi, ¢iji
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je medijum sadrzao Tz bili svetli hondrociti, dok je medijum sa 10% seruma sadrzao
pretezno tamne hondrocite (Ahmed i sar., 2007). Isto istrazivanje je pored ispitivanja tipa
¢elijske smrti svetlih i tamnih hondrocita u kulturi razmatralo i njihovu smrt in vitro u
uzorcima epifiznih ploc¢a fetusa konja i1 zdrebadi. Njihovi rezultati pokazuju da svaki
umirudi svetli 1 tamni hondrocit prolazi kroz niz razli¢itih morfoloskih promena koje
nemaju veze sa apoptozom pre nego Sto definitivno umre. Ove ¢injenice takode mogu
objasniti izostanak ekspresije kaspaze 3 u epifiznim plocama mladunaca pacova u naSem
istrazivanju. Kao §to je vec ranije receno, sudbina hipertrofisanih hondrocita jos uvek je
predmet brojnih istrazivanja. Pored predlozenih modela transdiferencijacije i smrti koja
ne podrazumeva apoptozu mnoga istrazivanja su ipak potvrdila da terminalno
diferencirani hipertrofisani hondrociti u epifiznim plo¢ama pilica i zeCeva umiru
apoptozom (Hatori i sar., 1995; Gibson i sar., 1995; Aizawa i sar., 1997). Teixeira i
saradnici (2007) su na kulturi hondrocita izolovanih iz epifiznih plo¢a embriona pileta
starih 18 dana dokazali da prisustvo neorganskih fosfata pokrece apoptozu aktiviranjem
unutra$njeg, mitohondrijalnog puta. Pored toga dokazano je da nedostatak neorganskih
fosfata u epifiznim plo¢ama rahiti¢nih miseva odlaze apoptozu hipertrofisanih hondrocita
(Donohue i Demay, 2002). Nasi rezultati su pokazali da kod svih hipotireoidnih grupa
dolazi do smanjene sinteze i sekrecije kolagena tipa 10 koji se smatra glavnim
regulatorom mineralizacije hrskavicavog matriksa u zoni rasta hondrocita. Moze se
pretpostaviti da je zbog toga smanjena mineralizacija matriksa ove zone, §to podrazumeva
1 smanjenu koli¢inu neorganskog fosfata u matriksu. Prisustvo sporadi¢ne ekspresije
kaspaze 3 u terminalno diferenciranim hipertrofisanim hondrocitima kontrolnih T7
mladunaca, a odsustvo kod obe grupe hipotireoidnih mladunaca, mozda se moze objasniti
kao posledica mineralizacije koja je kod kontrolnih jedinki prisutna u fizioloSkom obimu,

a kod tretiranih je smanjena.

Ekspresija RNK i proteina vancelijskog matriksa epifizne ploce

U ovom istrazivanju je uoceno da je koli¢ina RNK za kolagen tipa 2 povecana u
hondrocitima zone proliferacije kod supklini¢kog oblika, s tim $to je ona izraZenija kod
mladunaca sa klini¢kim hipotireoidizmom. Naveden obrazac ekspresije RNK za kolagen

tipa 2 se odnosi na mladunce iz obe starosne kategorije. Koli¢ina kolagena tipa 2 u
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vancelijskom matriksu TO mladunaca je smanjena u obe tretirane grupe u odnosu na
kontrolu. Takode, kod T7 mladunaca, koli¢ina kolagena tipa 2 u vancelijskom matrikusu
iste zone bila je manja, s tim da je kod Zivotinja koje poticu iz klinicki hipotireoidne grupe
nedostatak kolagena bio izrazeniji u odnosu na supklinicki hipotireoidne jedinke. Slicno
naSem nalazu, kod miSeva sa hipotireoidizmom u ranom infantilnom periodu, takode je
uoceno smanjenje koli¢ine kolagena tipa 2 u vancelijskom matriksu koji okruzuje
hondrocite (Xing i sar., 2014). Na osnovu rezultata naSih ispitivanja i literaturnih
podataka, zapaza se da nedostatak tireoidnih hormona i eventualno porast TSH stimulisu
transkripciju kolagena tipa 2 ili poveéavaju stabilnost RNK i eventualno uti¢u na
posttranslacioni mehanizam modifikacije kolagena tipa 2 i/ili njegovu sekreciju u

vancelijski matriks.

U ovom ispitivanju je uo¢eno da vancelijski matriks hipertrofi¢ne zone ima veci
sadrzaj glikozaminoglikana, i to kako kod mladunaca sa supklini¢kom tako i onih sa
klinickom formom hipotireoidizma u oba uzrasta. Primetno je da klinic¢ki hipotireoidni
T7 mladunci imaju znacajno vecu koli¢inu glikozmaninoglikana od supklinicki
hipotireoidnih, dok kod TO mladunaca nije primecena razlika izmedu tretiranih grupa.
Pojedini autori navode da je kod hipotireoidnih miseva u epifiznoj plo¢i uoc¢ena povisena
koli¢ina hondroitin-sulfata (Bassett i sar., 2006). Takode, pojedini autori smatraju da je
sinteza enzima agrekanaza-2 u hipertrofi¢nim hondrocitima koji je uklju¢en u degradaciju
proteoglikana, regulisan od strane tireoidnih hormona (Makihira i sar., 2003). Stoga se
moze pretpostaviti da uravnoteZzen odnos tireoidnih hormona i TSH ogranicava sintezu
1/ili degradaciju proteoglikana. Ocigledno je da je kod supklinicke i1 klinicke forme
hipotireoidizma poremecena regulacija sinteze vancelijskog matriksa, $to dovodi do
smanjenja kolagena tipa 2 1 porasta koli¢ine glikozaminoglikana. Pored toga neka
istrazivanja pokazuju da je znacajna disgenezija epifize u stanju hipotireoidizma
povezana sa depozicijom abnormalnog matriksa hrskavice, odvajanjem epifizne ploce od
primarnih trabekula koje se nalaze ispod nje 1 poreme¢enom neovaskularizacijom same
epifizne ploce (Stevens i sar., 2000). Sprega izmedu vaskularizacije, odnosno prodora
krvnih sudova u lakune poslednjih hipertrofisanih hondrocita i hipertrofi¢ne
diferencijacije hondrocita je osnovni preduslov za adekvatno odvijanje procesa
endohondralne osifikacije, a oba procesa su pod uticajem mnogobrojnih faktora rasta

(Gerber i sar., 1999). Moze se pretpostaviti da je uticaj razlicitih faktora rasta na
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hipertrofi¢nu diferencijaciju hondrocita usko povezan sa odgovaraju¢om gradom
vancelijskog matriksa (Hardingham i Fosang, 1992). Na primer, poznato je da se faktor
rasta fibroblasta (FGF) vezuje za receptore na povrsini ¢elije i mesta u vancelijskom
matriksu koja sadrze heparan-sulfat i da njegov inhibitorni efekat na hipertrofi¢nu
diferencijaciju hondrocita zavisi od prisustva heparan-sulfata (Chintala i sar., 1994,
Molteni i sar., 1999). Takode, smatra se da heparan-sulfat sluzi kao depo FGF-a u
hrskavici tokom endohondralog formiranja kosti (Chintala i sar., 1994). Zajedno, ovi
podaci sugeriSu da tireoidni hormoni mogu na indirektan nacin da reguliSu signalne

puteve faktora rasta promenom grade vancelijskog matriksa koji lu¢e hondrociti.

Kod obe forme hipotireoidizma i kod obe starosne kategorije mladunaca,
najznacajnije promene uoc¢ene su na nivou poslednjih hipertrofisanih hondrocita koje su
se ogledale u smanjenju njihove visine odnosno zapremine, $to dalje ukazuje na
poremecaj u njihovoj terminalnoj diferencijaciji i predstavlja jasnu vezu izmedu skracene
duzine kostiju i promena na nivou ¢elija. Poznato je da je IGF-1 vazan signalni molekul
koji stimuli$e hipertrofiju hondrocita u prehipertrofi¢noj fazi diferencijacije (Wang i sar.,
2010, Cooper i sar., 2013). Samim tim se veruje da uravnotezen odnos TH/TSH zajedno
sa IGF-1 omogucava neometan proces hipertrofije hondrocita. Takode, velika koli¢ina
glikozaminoglikana u vancelijskom matriksu se moze posmatrati kao kompenzatorni
mehanizam neophodan za zadrZavanje vode, kako bi se nadomestio nedostatak usled
hipertrofije hondrocita. Sa druge strane, postoji i mogucnost da velika koli¢ina
glikozaminoglikana zbog velikog kapaciteta vezivanja vode remeti njen ulazak u same

hondrocite i njihovu optimalnu hipertrofiju.

Promene u terminalnoj diferencijaciji hondrocita bile su povezane sa smanjenom
ekspresijom RNK kolagena tipa 10 i njegovom smanjenom sekrecijom kod obe grupe
hipotireoidnih Zivotinja i kod obe starosne kategorije. Medutim, kod klinicke forme
hipotireoidizma TO i T7 mladunaca doslo je do vidljivog povecanja koli¢ine vancelijskog
matriksa u zoni hipertrofije hondrocita Sto je verovatno posledica veceg sadrzaja
glikozaminoglikana. Na osnovu literaturnih podataka poznato je da su tireoidni hormoni
i kolagen tipa 10 vazni za terminalnu diferencijaciju hondrocita (Rosenthal i Henry,
1999), a isti efekat se ostvaruje i nezavisnim delovanjem TSH (Endo i Kobayashi, 2013).
Takode, poznato je da kolagen tipa 10 ima vaznu ulogu za kalcifikaciju hrskavice (Von

der Mark i sar., 1992). Na osnovu svega iznetog, moze se zakljuciti da kod obe forme
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hipotireoidizma TH/TSH inhibira diferencijaciju hondrocita u epifiznoj ploci i da kod
klinicke forme postoji znacajna akumulacija vancelijskog matriksa koja ne sadrzi

dovoljne koli¢ine kolagena tipa 10.

Karakteristike zone okostavanja

Kod TO mladunaca koji poticu od klini¢ki hipotireoidnih majki postojalo je
izrazito smanjenje povrsine koja je prekrivena lizozomima u kojima se nalazi TRAP, dok
je kod supklini¢ki hipotireoidnih mladunca ta povrSina bila priblizno ista kao kod
kontrole. Ekspresija RNK za TRAP je takode bila manja u obe tretirane grupe TO
mladunaca. Ako se ekspresija TRAP-a posmatra kod T7 mladunaca uoceno je da stepen
smanjenja ekspresije RNK za TRAP, kao i aktivnost TRAP-a u lizozomima zavisi od
tezine hipotireoidizma i da je smanjenje srazmerno upotrebljenoj dozi PTU-a.
Primenjenim metodama nije se mogao proceniti broj osteoklasta, ¢cime je nereseno pitanje
da li su TH/TSH vazni za osteoklastogenezu ili za TRAP RNK transkripciju. Prema
navodima Fitzpatric-a (2002), hipertireoidizam se karakteriSe povecanim brojem
osteoklasta kod osteoporoze, ¢cime se moze pretpostaviti da hipotireoidizam ima inverzan
efekat na osteoklastogenezu. Na osnovu svega navedenog, nasa ispitivanja mogu ukazati
na to da promena TH/TSH tokom hipotireoidizma ometa normalnu funkciju osteoklasta
tokom endondralne osifikacije.

Ova studija je pokazala da su osteoblasti kod klinicke forme hipotireoidizma TO i
T7 mladunaca u zoni osifikacije zadrzali vretenast izgled, Sto ukazuje na njihovu
nezrelost, kao i to da je broj zrelih osteoblasta/osteocita koji eksprimiraju RNK za DMP-
1 smanjen u sve Cetiri grupe hipotireoidnih mladunaca, srazmerno tezini hipotireoidizma.
Takode, u ovom istraZivanju zapaZeno je da vancelijski matriks koji okruZuje osteoblaste
sadrzi manje kolagena tipa 1 kod svih tretiranih grupa u odnosu na odgovarajuce kontrole.
Jedini izuzetak su TO mladunci iz supklinicki hipotireoidne grupe jer kod njih koli¢ina
kolagena tipa 1 nije bila statisticki znacajno smanjena. Ovi nalazi koreliraju sa
smanjenjem osteoida i zna¢ajnim povecanjem volumena kalcifikovane hrskavice, §to ima
za posledicu povecanje ukupnog trabekularnog volumena koji je izmeren u ovom
istrazivanju kod sve Cetiri grupe hipotireoidnih mladunaca. Studije koje su vrSene na

ovcama, ukazuju da fetusi ovaca imaju povecan trabekularni volumen kada se podvrgnu
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intrauterinoj tireoidektomiji, $to je uoceno primenom mikroraCunarske tomografije
(Lanham i sar., 2011). Rezultati ove studije su pokazali da se trabekularni volumen
povecava zbog povecanja volumena kalcifikovane hrskavice, $to je moglo nastati usled
smanjenja broja ili aktivnosti osteoklasta. Prema podacima koje iznosi Minkin (1982),
pretpostavlja se da smanjenje duzine kostiju kod novorodencadi moze biti posledica
poremecaja u uklanjanju hrskavice usled smanjene ekspresije TRAP-a. Takode se moze
pretpostaviti da su promene u mineralizaciji novoformiranog kostanog tkiva posledica
smanjene ekspresije RNK za DMP-1. U istrazivanju koje su sproveli Xing i saradnici
(2012) na modelu prepubertalnih hipotireoidnih miSeva, dokazano je da tireoidni hormoni
deluju na osteoblaste i podsti¢u stvaranje osteoida, a da svoj efekat ostvaruju putem
mehanizma koji uklju¢uje IGF-1 i mehanizama koji su nezavisni od njega. Sve opisane
promene ukazuju na to da neadekvatno funkcionisanje osteoklasta i nezrelost osteoblasta
tokom supklinicke i klini¢ke forme hipotireoidizma ometaju normalno okostavanje. Ako
se uporede rezultati ekspresije TRAP-a u lizozomima, trabekularnog volumena,
volumena kalcifikovane hrskavice, volumena kostanog tkiva, ekspresije kolagena tipa 1
u vancelijskom matriksu i ekspresije RNK za DMP-1 izmedu TO i T7 mladunaca moze
se do¢i do zakljucka da su promene u navedenim parametrima izrazenije kod T7
mladunaca. Ako se zna da je prepubertalni period intenzivnog rasta i razvoja skeleta kod
pacova i miSeva izmedu 7. i 14. dana (Richman i sar., 2001), o¢igledno je da se promene
potenciraju sa ubrzanjem procesa rasta kosti. To dokazuje da su epifizne plo¢e mladih
jedinki veoma osetljive na nedostatak tireoidnih hormona tokom intenzivnog rasta i

formiranja kostiju.

S obzirom na to da je supklinicki hipotireoidizmom sve ¢esce oboljenje Stitaste
zlezde kod ljudi koje se karakteriSe fizioloSkim nivoima tireoidnih hormona i poviSenim
nivoima TSH u serumu, rezultati naseg istraZivanja mogu biti iskori$¢eni za razumevanje

poremecaja na skeletnom sistemu ljudi.
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu sprovedenih ispitivanja izvedeni su sledeci zakljucci:
1. Izazivanje supklinickog i klini¢kog hipotireoidizma kod zenki pacova tokom
graviditeta, dovelo je do radanja mladunaca koji su takode imali supklinicki i

klinicki oblik hipotireoidizma.

2. Tibije svih hipotireoidnih mladunaca su bile krace, a promene na epifiznoj ploci
su zavisile od primenjene doze propiltiouracila i bile su znacajnije izrazene kod
mladunaca sa klini¢kim oblikom hipotireoidizma. Kod mladunaca iz obe ogledne
grupe proliferacija hondrocita u rezervnoj zoni i zoni proliferacije je bila o¢uvana,
1 karakterisala se intenzivnom ekspresijom Ki67 i slabije izrazenim procesom
bazalne makroautofagije. Ipak, hondrociti u ovim zonama su bili manji i imali su
manje glikogena dok je ekspresija gena za kolagen tipa 2 bila povecana. Nasuprot
tome, vancelijski matriks je sadrzao viSe glikozaminoglikana, a manje kolagena

tipa 2.

3. Najupecatljivija histoloska promena u epifiznoj plo¢i je bila skra¢ena
hipertroficna zona sa povecanim brojem hipertroficnih hondrocita manje
zapremine. Takode, ekspresija kolagena tipa 10 je bila smanjena. U zoni
okoStavanja primarne trabekule su imale vecu koli¢inu zaostale kalcifikovane
hrskavice usled smanjenja aktivnosti kisele fosfataze u osteoklastima koju je
pratila smanjena depozicija osteoida usled smanjenog broja i nezrelosti
osteoblasta. Razgradnja hipertrofi¢énih hondrocita nije bila regulisana procesom
makroautofagije, dok je sedmog dana starosti kaspaza 3 jedino bila ukljuc¢ena u

proces apoptoze poslednjih hipertrofi¢nih hondrocita kontrolnih Zivotinja.

Uopsteno gledano, supklinicki 1 klinicki hipotireoidizam majki je negativno
delovao na procese sazrevanja hondrocita i osteoblasta u proksimalnoj epifiznoj zoni
1 doveo je do formiranja kracih tibija mladunaca na rodenju, kao i posle prvih sedam

dana zivota.
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Mpunor 1.

U3jaBa o0 ayTopcTBY

MoTtnucanu-a: MeaH A. Munowesuh

6poj ynuca: 16/4

Usjasmwyjem
[a je AOKTOPCKa AucepTtaumja nog HaC10BOM
,YTULUAj cMatbeHe GyHKUMje WTUTACTE XK/Ie34e MajKU TOKOM rpaBMauTeTa 1 lakTaumje Ha

€HA0XOHAPaNHO GOopMUpParbe KOCTU])y MIayHalla NaLoBa TOKOM PaHOT NOCTHATA/IHOT
nepuoaa”

®  pe3y/aTaT CONCTBEHOr UCTPaXKMBAYKOr paaa,

® [a npeasioXeHa guceprauuja y UeIVHM HU Yy AenoBMMa Huje buna npeanokeHa 3a
nobuvjarbe 6MN0  Koje aunaome Npema  CTYAMjCKMM  Mporpammma  Apyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTAaHOBa,

® /13 CYy pe3ynTat KOPEeKTHO HaBedeHN U

® 1A HMCaM KpLMo/na ayTopcKa NpaBa U KOPUCTUO MHTENEKTYaNHY CBOjUHY APYrMX MLa.

MoTtnuc AoKTOpaHAaa
—
Y Beorpaay, 13.12.2018. roguHe P
rpagy roamH I%/f(// K%WA



Mpwunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WUITaMMNaHe U
eJIeKTPOHCKe Bep3unje AOKTOPCKOr

paga

Mme n npesnme aytopa: MeaH A. Munowesuh
bpoj ynuca: 16/4
Cryamjckm nporpam: [IOKTOpPCKe aKageMcKe cTyauje

Hacnos paga: ,YTuuaj cmareHe ¢yHKUMje WTUTACTe KAe3de MajkM TOKOM rpasumauTteTta
W NaKTaumje Ha eHOoXoHApanHo  dopmuparbe  KOCTMjy — MJafyHaua
nawo0Ba TOKOM pPaHOr MOCTHaTaHOT nepnoaa”

MeHTop: ap AHuTa PagoBaHoBuh, BaHpeaHW npodecop

MoTtnucanun: UBaH A. Munowesuh

n3jas/byjeM Aa je WTamnaHa Bep3Mja MOT LOKTOPCKOr paja MCTOBETHA €1eKTPOHCKO] BEP3UjU
KOjy cam npegao/na 3a objas/buBarbe Ha nopTany [UrutanHor peno3sutopujyma YHusepsureta

y beorpapgy.

[o3Bo/baBam ga ce objaBe Moju AMYHWM NofauuM BesaHM 3a [obuMjarbe aKagemMcKor 3Bahba
[OKTOpPA HayKa, Kao LWTO Cy MMe U Npe3ume, roauHa u mecto poherba 1 gatym ogbpaHe paja.

OBM NMYHM NoJaLM MOTy ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuLama gurutanHe bubnuvoTteke, y
€/IeKTPOHCKOM KaTasiory 1 y nybankaumjama YHuBepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc AOKTOpaHAA
—
—~ " O""AA
Y beorpagy, 13.12.2018. rognHe f%ﬁﬁ; [



Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubanoteky ,Csetosap Mapkosuh® pga y [AurutantHu
penosntopujym YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AMcepTaumjy nog Hac10BOM:

»YTUUaj cmarbeHe PyHKUMje WTuTacTe Kae3ae MajKu TOKOM rpaBMauTeTa U Iaktauuje Ha
eHA0XOHApPaNHO popmupatbe KOCTUjy MayHala NaLoBa TOKOM PaHOT NOCTHATA/IHOT
nepuoad”

KOja je Moje ayTOpPCKO Aeno.

[ucepTtaumjy ca cBum npuaosvMma npenao/na cam y esnieKTpoHcKom ¢opmarty norogHom 3a
TPajHO apxuBupatsLe.

Mojy AOKTOPCKY AaucepTaunjy noxparbeHy y LAuUrutanHu penosntopujym YHuUBep3uTeETa Yy
beorpaay mory fa KopucTe CBM KOju NowTyjy oapenbe cagprkaHe y ogabpaHom Tuny anueHue
KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogsyumno/na.

1. AytopcTBO
2. AyTOPCTBO - HEKOMEpPLUMja/THO
JAyTOpCTBO — HEKOMepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjANHO — AeIUTU NoA, UCTUM YCI0BMMA
5. AyTopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTU NOA UCTUM YCNOBUMA

(Monumo aa 3a0KpyKunTe camo jeaHy o4, WecT NoHyHeHUX ANLEHUM, KpaTak ONUC NLEHUM AaT
je Ha nonehunHu nucra).

MoTnuc AoKTopaHaa
'
oy ="
Y beorpagy, 13.12.2018. rognHe ,ﬁfﬂ"ff/’f [



1. AytopcTtBo - [lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYLMjy W jaBHO caonwTaBake Aena, u
npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o cTpaHe ayTopa MAM Aasaoua
NINLEHLE, YaK N y KomepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHMja o4 CBUX NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HeKomepuMjanHo. [Jo3BosbaBaTe YMHOXKaBake, AUCTPUOYLUM)y M jaBHO
caonwTaBare Aena, U Npepage, ako Cce HaBege MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe
ayTopa uau gasaoua avueHue. OBa AnLeHLa He 203BO/baBa KOMepLMjaaHy ynotpeby agena.

3. AyTOpCTBO - HEKOMepUuujanHo — 6e3 npepasae. [1o3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, ANCTPUOYLN]Y U
jaBHO caonwTaBake Aesna, 6e3 npomeHa, npeobanKoBara UK ynotpebe genay cBom geny, ako
ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauyumH oapeheH opf cTpaHe ayTopa wauM pasaoua auueHue. Osa
JIMLLEHL,A He ,03BO/baBa KOMepLMjaiHy ynoTpeby aena. Y ogHOCY Ha CBe OCTasie INLEHLLE, OBOM
NINLEHLOM Cce orpaHMyaBa Hajsehn 0bmum npasa Kopuwhema gena.

4. AyTOPCTBO - HEKOMEPLMjaIHO — AEeNNTU NOL UCTUM YC/I0BMMA. [103BO/baBaTe YMHOMXaBakbe,
AMCcTpubYyLMjy 1 jaBHO caoniwiTaBakbe fena, U npepaje, ako ce HaBeZe MMme ayTopa Ha HauuH
oapeheH oz CTpaHe ayTopa WaM AaBaola JIMLEHLE M aKo ce npepaja AMCcTpmMbynpa noa nctom
WAN cnMYyHOM anueHuom. OBa /AMUEHLA He [A03BO/baBa KOMepUMjasHy ynoTpeby aena u
npepasa.

5. AytopcTBo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YMHOKaBakbe, ANCTPMOYLMjy 1 jaBHO caoniwTaBakbe
Aena, 6e3 NPOMEHa, npeo6m4|<osa|-ba Nz yn0Tpe6e Aena y ceom geny, ako ce Haseage nme
ayTopa Ha HauuH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa UK gaBaoua anueHue. OBa NLEHLA A03B0/baBa
KomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - pOenutn nog WCTUM YycroBuMa. [Jo3BorbaBate yMHOXaBahe,
AncTpmnbyumnjy 1 jaBHO caonwTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede ume aytopa Ha
HauuH oapefeH oa cTpaHe ayTopa MnM JaBaoua NUuUeHUe U ako ce npepaga
anctpmbympa nog MCTOM MM cnudHoM numueHuom. OBa nuvueHua [Oo03BorbaBa
komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnuyHa je codpTBEpCKMM nuueHuama,
OLHOCHO Nu1LeHuama OTBOPEHOr Koaa.



