UVOD
Kost je dinamičan i aktivan organ, obilježen stalnom pregradnjom. Ta neprekidna pregradnja kosti temelji se na ravnoteži između razgradnje postojećeg i izgradnje novog koštanog tkiva (osim u razdobljima rasta kosti gdje prevladavaju procesi izgradnje), zbog čega ukupna koštana masa ostaje očuvana.

Važnost neprestane pregradnje kosti jest u tome da održava stabilnost i funkcionalnost koštanog sustava. Na taj način obnavljaju se mikroprijelomi, koji nastaju svakodnevnom koštanom aktivnosti, te se kost prilagođava (čvrstoća i oblik) promjenjivim uvjetima i zahtjevima (Gambert SR i  sur. 1995). Procjenjuje se da se unutar 7 do 10 godina ukupna koštana masa potpuno pregradi.

Remodeliranje kosti odvija se kroz dva međusobno suprotna procesa: odlaganje i apsorpcija kosti, svaki određen vlastitom vrstom stanica. Apsorpcija, odnosno razgradnja kosti posredovana je osteoklastima, multinuklearnim fagocitim stanicama podrijetlom iz monocitne makrofagne loze. Oni se svojim resičastim nastavcima priljubljuju uz koštanu površinu te luče proteolitičke enzime za razgradnju organskog matriksa, kao i kiseline za otapanje koštanih soli. Na taj način osteoklasti probijaju tunel (Howshipova lakuna) kroz kost u koji naknadno naseljavaju osteoblasti, koji započinju proces koštane formacije. Oni odlažu novosintetizirani kolagenski matriks (osteoid) koji u procesom kalcifikacije postaje novo koštano tkivo. Određen broj osteoblasta okruži se mineraliziranim matriksom i diferencira se u koštane stanice - osteocite. Time se ispunjava nastali tunel ostavljajući u sredini prolaz krvnim žilama (Haversov kanal).

Proces koštane pregradnje ovisi i o istovremenom prisustvu osteoblasta i osteoklasta, ali i velikog broja drugih faktora koji uvjetuju mehanizam regulacije koštane pregradnje, kojim se održava stalna dinamička ravnoteža. Taj mehanizam u svojoj složenosti nije do kraja istražen, ali je poznat velik broj faktora koji u njemu sudjeluju (Šimić P i sur. 2006).Veliku ulogu među njima imaju PTH, vitamin D, faktori rasta, razni hormoni, citokini i drugi.

Paratireoidni hormon (PTH) je peptidni hormon koji se luči iz doštitnih žlijezda. Njegova osnovna funkcija je povećanje koncentracije kalcija u krvi, a budući da kosti čine najveće skladište kalcija u tijelu, njegov utjecaj na proces koštane pregradnje je očit. Osnovni signal koji potiče lučenje tog hormona jest snižena koncentracija kalcija u plazmi. Da bi povisio kalcij u krvi, PTH povećava apsorpciju kalcija i fosfata iz kosti i to na dva načina. Prvi učinak je brz, a ostvaren je putem aktivacije osteocita koji su potaknuti na apsorpciju minerala iz koštanog matriksa (osteoliza), dok je drugi učinak sporiji i posredovan aktivacijom osteoklasta koji pojačanom razgradnjom otpuštaju kalcij i fosfat. Uz navedene učinke na kosti PTH također utječe na bubrege smanjujući izlučivanje kalcija, uz povećano izlučivanje fosfata, te djeluje i na probavni sustav povećavajući apsorpciju kalcija i fosfata preko vitamina D. PTH, naime, povećava stvaranje 1,25-dihidroksikolekalciferola (aktivni oblik) iz prethodnog neaktivnog oblika vitamina D, u bubrezima.

Kalcitonin je peptidni hormon sintetiziran u parafolikularnim stanicama štitne žlijezde. Ima suprotno djelovanje od PTH te je osnovni poticaj za njegovo lučenje povišena razina kalcija u plazmi. Njegov utjecaj na kosti jest inhibicija koštane razgradnje (Boonen S i sur. 1997).

Vitamin D je steroid koji prolazi složen metabolički put do svog aktivnog oblika koji ima značajan utjecaj na kosti. Prvotni spoj, vitamin D3 (kolekalciferol), koji nastaje u koži djelovanjem ultraljubičastih zraka ili se unosi hranom, pretvara se u jetri u 25-hidroksikolekalciferol koji se u bubrezima pretvara u konačni aktivni oblik, 1,25-dihidroksikolekalciferol. Taj zadnji proces pod nadzorom je kalcija koji ga sam u manjoj mjeri inhibira, a u većoj mjeri to čini smanjenjem PTH, koji je aktivator navedenog procesa. Obrnuto, vitamin D uzrokuje smanjeno lučenje PTH. Aktivna forma vitamina D povećava apsorpciju kalcija  i fosfata u crijevima (potičući sintezu vezne bjelančevine za kalcij) te smanjuje njihovo izlučivanje putem bubrega (Hoenderop JG i sur. 2003; Hollis BW. 2005). Vitamin D ima složeni utjecaj na koštano tkivo. Poznato je da je vitamin D3 neophodan za normalan razvoj koštanog sustava te da nedostatak opisanog vitamina uzrokuje rahitis odnosno osteomalaciju. Pokazano je kako nedostatak vitamina D3 i njegovog receptora (VDR) uzrokuje smanjenje koštanog volumena, čak i nakon ispravka posljedično poremećenih razina PTH i kalcija (Dusso AS i sur. 2005). Isto tako, poznato je da opisani vitamin potiče sintezu osteokalcina u osteoblastima (koji pak potiče ugradnju kalcija u kosti) (Plaza SM i Lamson DW. 2005). Pored toga, otkriveno je kako isključenje vitamina D3 i VDR dovodi do smanjenja koštane resorpcije putem osteoklasta, iz čega proizlazi da navedeni kompleks potiče razgradnju kosti (putem supresije razvoja osteoklasta). Pozitivan učinak vitamina D3 na koštanu izgradnju odvija se preko povećanja razine kacija i fosfata (povećanjem apsorpije i smanjenjem izlučivanja) te preko sniženja razine PTH. Prokomjerne količine vitamina D3 dovode do pojačane apsorpcije kosti. 
Tireotropin (TSH) je peptidni hormon prednjeg režnja hipofize čije je primarno ciljno tkivo štitna žlijezda (Piece JG i Parsons TF. 1981). TSH potiče rast i razvoj te lučenje hormona štitne žlijezde: trijodtironina (T3) i tiroksina (T4) (Magner JA. 1990). Otkrićem receptora za TSH (TSH-R) i u području drugih organa otvaraju se nove mogućnosti o njegovom učinku na proces koštane pregradnje (Davies T i sur. 2002). Uočeno je da kod hipertireoze (stanja povećane razine T3 i T4 i sukladno snižene razine TSH) dolazi do osteoporoze. Isto tako, dokazano je postojanje povećane učestalosti prijeloma u postmenopauzalnih žena s povišenim razinama tireoidnih hormona (zbog hipertireoze ili terapijskih razloga) u odnosu na ostale postmenopauzalne žene. Nakon početnih tumačenja tih pojava preko utjecaja povećane razine tireoidnih hormona, istraživanja su pokazala utjecaj snižene razine TSH na navedene procese (Bordier P i sur. 1967; Sato K i sur. 1987; Britto JM i sur. 1994). Pokazalo se, naime, da sistemski primijenjeni TSH povećava koštani volumen kod starih ovarijektomiranih štakora (Sampath TK i sur. 2007). Tako je otkriveno da blokiranje receptora za tireoidne hormone ne dovodi do osteoporoze ili prekida koštane pregradnje (Gothe S i sur. 1999). Uz navedeno, uočeno je kako smanjenje ekspresije receptora za sam TSH izaziva značajni gubitak koštane mase, što upućuje na direktan utjecaj TSH na procese remodeliranja kosti (Abe E i sur. 2003).
Pregradnja kosti kao izrazito dinamičan proces sa složenom regulacijom podliježe i mogućoj neravnoteži procesa. Najčešći poremećaj do kojeg dolazi prilikom uneravnoteženosti izgradnje i razgradnje kosti jest kronična bolest koštanog sustava - osteoporoza, jedan od ključnih problema zdravstva današnjice (Manolagas SC i Jilka RL. 1995)

Osteoporoza je metabolička bolest koštanog sustava koja je obilježena smanjenom koštanom masom i poremećenom mikroarhitekturom koštanih trabekula, što kao posljedicu ima slabljenje skeleta i povećan rizik od mogućih prijeloma (Consensus Development Conference. 1993) (Raisz LG. 2005). To je bolest koja predstavlja jedno od ključnih javno-zdravstvenih, kao i socio-ekonomskih pitanja u razvijenom dijelu svijeta,  zbog svoje velike raširenosti kao i zbog mogućih prijeloma i uz to vezanih troškova (Khaltaev NG. 1996). Budući da se radi o bolesti prvenstveno starije dobne skupine tendencija opisane problematike je u porastu. SZO procjenjuje da otprilike 15% stanovništva indoeuropejske rase iznad 50 godina te 70%  iznad 80 godina boluje od osteoporoze (WHO Technical Report Series 921. 2003). Sveukupno se broj oboljelih od osteoporoze u Europi, SAD-u i Japanu procjenjuje na oko 75 milijuna (EFFO i NOF. 1997). Ključna komplikacija ove bolesti jesu prijelomi, do kojih dolazi mnogo češće zbog oslabljene strukture kosti. Tako se procjenjuje da će oko 33% žena i 25% muškaraca iznad 50 godina doživjeti patološke prijelome kao posljedicu osteoporoze (Melton LJ 3rd i sur. 1998; Melton LJ 3rd i sur. 1992; Kanis JA i sur 2000). Incidencija takvih u Europi 2000. godine iznosila je 3.79 milijuna što je za sobom nosilo procijenjeni trošak od 31.7 milijardi € (Kanis JA i Johnell O. 2005).
Mehanizam koji dovodi do gubitka koštane mase poznat je, iako nije sasvim razjašnjen u svim slučajevima. Poremećaj koštane pregradnje može imati predominantno ubrzan proces koštane razgradnje ili usporen proces izgradnje, što u svakom slučaju rezultira postupnim gubitkom trabekularne kosti i povećanom poroznošću kostiju. Brojni su uzroci koji vode do opisanih promjena koštane pregradnje. Najčešći oblik osteoporoze (tip I), postmenopauzalna osteoporoza, uzrokovan je gubitkom hormona estrogena (Chetkowski RJ i sur. 1986; Riggs BL i  Melton LJ 3rd. 1986). Utjecaj tog hormona na kosti očituje se smanjenjem aktivnosti osteoklasta te usporavanjem sinteze kolagena, omogućujući formiranje pravilne strukture te osnovne bjelančevine koštanog matriksa. Uslijed toga, nedostatak estrogena izaziva pojačanu osteoklastičku aktivnost kao i stvaranje nepravilnog kolagena, s posljedično oslabljenom kalcifikacijom, što rezultira smanjenjem koštane mase. Drugi najčešći oblik osteoporoze (tip II) jest senilna osteoporoza koja se javlja u starijoj životnoj dobi. Mehanizam nastanka ovog tipa bolesti objašnjava se prvenstveno slabljenjem funkcije i diferencijacije osteoblasta sa starošću te nedostatkom vitamina D3, što dovodi do smanjene apsorpcije kalcija i njegovog povećanog izlučivanja, kao i do porasta razine PTH (Koršić M i Giljević Z. 2008; Eastell R. 2002). Uz ova dva najčešća uzroka osteoporoze postoje i brojni drugi čimbenici koji mogu izazvati gubitak koštane mase. Stoga razlikujemo brojne oblike sekundarne osteoporoze koja nastaje kao posljedica neke druge bolesti (malnutricija, hipertireoza, hiperpatireoidozam, hiperkortizolizam i dr.) ili terapije nekim lijekovima (glukokortikoidi, kemoterapeutici i dr.) (Parisien M i sur. 1990; Mosekilde L i Melsen F. 1978; Rigotti NA i sur. 1984). Tako, primjerice, nedostatak bjelančevina (kao posljedica pothranjenosti) ili vitamina C onemogućuju normalno stvaranje osteoida. Povišena razina glukokortikoida (Cushingov sindrom ili posledica terapije) izaziva osteoporozu djelujući negativno na aktivnost osteoblasta s jedne strane, a potičući diferencijaciju osteoklasta s druge strane (Manolagas SC i Weinstein RS. 1999). Poznat je i njihov utjecaj na smanjenu apsorpciju i povećano izlučivanje kalcija (s posljedičnim porastom razine PTH), te izazivanje hipogonadizma. Uz navedene čimbenika koji mogu direktno uzrokovati osteoporozu (gdje valja napomenuti da su oni još brojniji od opisanih primjera), postoji i velik broj čimbenika koji dodatno sudjeluju u mehanizmu nastanka osteoporoze kao poticajući ili zaštitni faktori (Cummings SR i sur. 2010). Zapravo je riječ o svim čimbenicima koji utječu na sam proces koštane pregradnje, budući da poremećaj ovoga leži u podlozi opisane bolesti (Song K i sur. 2010). Tu se nalazi široko područje za istraživanje utjecaja potencijalnih faktora za razvoj mogućih terapija osteoporoze, kao jednog od vodećih problema javnog zdravstva.
Cilj ovog rada je istražiti utjecaj kombinacije TSH i vitamina D3 na kost, odnosno prikazati prednost navedene terapije pred terapijom isključivo TSH molekulom. Naime, iz dosadašnjih istraživanja uočeno je postojanje utjecaja TSH kao i vitamina D3 na proces koštane pregradnje. U ovom radu uspoređen je učinak pojedinih faktora na kost i stavljen je naglasak na njihov sinergizam. Kako bi se istražio direktan utjecaj bez interferencije kalciotropnih hormona korišten je model štakora na kojima je izvedena totalna tiroidektomija i paratiroidektomija, kako bi se uklonio utjecaj kalciotropnih hormona (PTH i kalcitonin). Radi prikaza utjecaja pojedinih terapija mjerene su razine serumskih minerala, dakle kalcija i fosfata kao i parametara koštane pregradnje. Riječ je o osteokalcinu i C-telopeptidu. Osteokalcin je peptidni hormon koji se sintetizira u osteoblastima i dio je ekstracelularnog nekolagenskog koštanog matriksa. Veže kalcij i inhibira mineralizaciju kosti, a kao produkt osteoblasta s ulogom u mineralizaciji kosti koristi se kao marker koštane izgradnje visoke specifičnosti, primjerice u osteoporozi. C-telopeptid drugi je marker koji nastaje prilikom razgradnje kolagena tipa I, koji je osnovni sastojak organskog koštanog matriksa (Burgeson RE. 1998). C-telopeptid oslobađa se stoga pojačano tijekom koštane razgradnje, te kao takav služi kao marker tog procesa. Radi izravnog prikaza promjena na samoj kosti nedovoljno je koristiti isključivo serumske marker koštane pregradnje. Iz navedenog razloga u ovom je radu korišten mikroCT bedrenih i goljeničnih kosti životinjskog modela kako bi se prikazale promjene same strukture kosti, promatrajući volumen kosti, kao i trabekularnu mikroarhitekturu. Opisanim metodama osigurano je praćenje utjecaja TSH, vitamina D3 te njihove kombinacije na kost, omogućujući usporedbu i prikaz djelotvornosti pojedine i sinergističke terapije u smislu poticanja koštane pregradnje i poboljšanja kvalitete koštanog sustava.

HIPOTEZA
Sistemski primjenjena kombinacija TSH i vitamina D3 ima sinergistički učinak na povećanje trabekularnog koštanog volumena.

OPĆI CILJ I SPECIFIČNI CILJEVI RADA

Opći cilj je pokazati veću učinkovitost terapije u kombinaciji TSH molekule i vitamina D3 pred monoterapijom svakog od ta dva lijeka.

Specifični ciljevi rada su pokazati:

1) učinak kombinacije TSH i vitamina D3 na razinu serumskih minerala (kalcij, fosfat) i serumskih parametara koštane pregradnje (osteokalcin, C-telopeptid)

2) vrijednost koštanog trabekularnog volumena i drugih parametara trabekularne kosti kod štakora tretiranih kombinacijom TSH i vitamina D3
3) učinak te dvojne terapije na serumsku razinu endogenog TSH i vitamina D
MATERIJALI I METODE

Životinjski modeli i protokol


U ovom eksperimentu korišteno je ukupno 30 mužjaka štakora soja Sprague-Dawley stara 6 mjeseci, teška između 350 i 380 grama. Štakori su držani u standardnim uvijetima, što podrazumijeva temperaturu od 24°C, ciklus dan i noć (12h/12h), te kaveze dimenzija 20x32x20 cm. Životinje su imale slobodan pristup hrani (Harlan Teklad) koja sadrži 1,00% kalcija, 0,65% fosfora i 2,40 KIU vitamina D po kilogramu.  


Šest je štakora lažno operirano (sham), a ostalima su kirurški izvađene štitna i doštitne žlijezde (TPTx - tireoparatireoidektomija) pristupom s prednje strane uz prepariranje svih slojeva. Kao anestezija tijekom operacije korišteni su Rompun (Xylapan 0,6ml/kg i.p.) i Ketamin (Narketan 0,8ml/kg i.p.). Tijekom djelovanja anestezije, te nekoliko sati nakon toga štakori su držani na toplom, kako ne bi razvili hipotermiju. Tjedan dana nakon operacije štakori su se oporavljali, uz slobodan pristup hrani (navedeno ranije) i vodi s dodatkom 1% kalcijeva glukonata, kako bi prevenirali tetaniju.


Nakon perioda oporavka od 7 dana štakori su podijeljeni u slijedeće grupe: (1) Sham, (2) TPTx kontrola (bez terapije), (3) TPTx + štakorski TSH (0,3µg 3xtjedno i.p.), (4) TPTx + vitamin D3 (200ng/kg/dan i.v.), (5) TPTx + štakorski TSH (0,3µg 3xtjedno i.p.) + vitamin D3 (200ng/kg/dan i.v.). U svakoj grupi bilo je po 6 štakora. Terapija je trajala 14 dana.

Prikupljanje uzoraka krvi i žrtvovanje

Krv je vađena iz orbitalnog venskog spleta u točno određenim vremenskim intervalima: 48 sati nakon operacije, 2 sata prije početka terapije, 24 sata i 7 dana od početka terapije, te neposredno prije žrtvovanja štakora, tj. 14 dana od početka terapije. 


Štakori su žrtvovani 14 dan terapije, a pritom je korištena slijedeća anestezija: Rompun 5mg/kg i.m. + T61 0,3 ml/kg intrapulmonalno.
Biokemijski parametri u serumu 
 
Serumski markeri koštanog stvaranja kao i markeri koštane resorpcije izmjereni su pomoću komercijalno dostupnih kitova. Serumski osteokalcin izmjeren je pomoću ELISA testa, koristeći mišji osteokalcinski EIA kit (Biomedical Technologies Inc., Stoughton, MA). Serumski C-telopeptid (CTx) izmjeren je pomoću ELISA testa koristeći RatLaps ELISA kit (Nordic Bioscience Diagnostics, Herlev, Danska). Pranje mikropločice napravljeno je uz pomoć programiranog automatskog perača (Athnos, Salzburg, Austrija). Optička gustoča na 450nm je izmjerena sa ELISA čitačem (Athnos). Minimalne mjerljive koncentracije osteokalcina i C-telopeptida očekivano su bile 1ng/ml i 2ng/ml.

Mikro CT

Učinak terapije TSH, vitaminom D3 odnosno njihovom kombinacijom testiran je na distalnom dijelu bedrene kosti i proksimalnom dijelu goljenične kosti mikroCT-om. Korišten je uređaj za mikrokompjuteriziranu tomografiju (Skyscan 1076 in vivo microCT, Kontich, Belgija) sa pripadajućim softverom. Kosti su skenirane u 250 rezova, svaki 18µm debljine u dorzoventralnom položaju. Trodimenzionalna rekonstrukcija kosti napravljena je uz upotrebu triangulacijskog algoritma (NRecon) i izračunat je volumen trabekularne kosti (BV, mm3). Ostali parametri trabekularne kosti, točnije broj trabekula (Tb.N, 1/mm), trabekularna debljina (Tb.Th, µm) i trabekularno odvajanje (Tb.Sp, µm) direktno su izmjereni na 3D slikama, koristeći prethodno opisanu metodu.
Statistička analiza

Svi podaci prezentirani su kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. Utjecaj terapije tireotropinom, vitaminom D3 odnosno njihovom kombinacijom na kosti štakora određen je uz pomoć jednosmjerne analize varijance (ANOVA) sa posljedičnim Dunnet-ovim t-testom. Rezultati su smatrani statistički značajnim kad je vjerojatnost pogreške (P) bila manja od 0,05.    
REZULTATI


S ciljem što boljeg razumijevanja izravnog učinka pojedine terapije na kost štakora bilo je potrebno razviti životinjski model u kojem bi se u potpunosti uklonio učinak svih kalciotropnih hormona. Pod ovim pojmom podrazumijevaju se parathormon, kalcitonin, hormoni štitnjače (tiroksin i trijodtironin), te vitamin D. Tako je osmišljen štakorski model na kojem je provedena operacija tireoparatireoidektomije, tj. uklanjanja štitnjače i doštitinih žlijezda. Nakon ove operacije mjerene su serumske razine minerala, markera koštane pregranje i razine pojedinih homona u serumu, kako bi se dokazala uspješnost operacije. Uklanjanjem utjecaja pathormona, koji je bio značajno snižen došlo je do hipokalcemije i hiperfosfatemije (slika 1). Zbog supresije koštane pregradnje uzrokovane manjkom kalciotropnih hormona niske su bile i razine osteokalcina i C-telopeptida (slika 1). Odstranjivanjem štitne žlijezde pala je razina tiroksina, što je dovelo do reaktivnog porasta koncentracije TSH zbog funkcioniranja regulatorne osi između razine tiroksina i aktivnosti adenohipofize (slika 1). Također je zbog nedostatka parathormona značajno smanjena razina vitmina D (slika 1). Ovime je izostao učinak kalciotropnih hormona na kost, zaustavljena je koštana pregradnja, te je životinja razvila osteopeniju, što je potvrđeno mjerenjem trabekularnog koštanog volumena mikroCT-om. Kad su postignuti ovi uvijeti započeli smo sa sistemskom primjenom terapije, tako da je jedna grupa primala samo TSH, druga aktivni oblik vitamina D, a treća kombinaciju, dakle i TSH i vitamin D3.


Analizirane su serumske koncentracije kalcijeva i fosfatnog iona u određenim vremenskim točkama poslije tireoparatireoidektomije, te za vrijeme terapije s štakorskim TSH (0,3µg 3 x tjedno i.p.), vitaminom D3 (200 ng/kg/dan i.v.) i njihovom kombinacijom ( TSH 0,3µg 3 x tjedno i.p.+ vitamin D3 200 ng/kg/dan i.v.). Kontrolna grupa štakora s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama imala je nisku razinu kalcija u svim mjernim točkama. Grupa tretirana sa štakorskim TSH zadržavala je nisku razinu kalcija u serumu, a 14 dan od početka terapije koncentracija kalcija u toj skupini bila je niža i u odnosu na kontrolnu skupinu, što potvrđuje TSH kao negativni regulator koštane pregradnje (slika 2). Preostale dvije grupe životinja, dakle one tretirane samo sa vitaminom D3, odnosno njegovom kombinacijom s TSH imale su normaliziranu razinu kalcija, tj. negdje u razini lažno operiranih životinja (slika 2). Prema očekivanju nakon tireoparatireoidektomije zbog održavanja homeostaze kalcij-fosfatnog produkta hipokalcemiju kompenzirala je hiperfosfatemija. U grupi tretiranoj s TSH koncentracija fosfata je jako porasla, tako da je zadnji dan pokusa (14. dan) bila viša nego u kontrolnoj TPTx skupini (slika 3). U skladu s razinom kalcija, u preostale 2 grupe (tretirane s vitaminom D3 samim i u kombinaciji s TSH) razina fosfata vraćena je na razinu lažno operiranih životinja (slika 3). 


Kako bi se pokazao utjecaj pojedine terapije na koštani metabolizam analizirane su serumske koncentracije C-telopeptida i osteokalcina. Životinje tretirane s TSH imaju nisku razinu C-telopeptida, što podupire činjenicu da TSH suprimira koštanu resorpciju, dok je razina osteokalcina značajno povišena u odnosu na kontrolnu skupinu ukazujući na osteoanabolični učinak TSH (slika 4). Vitamin D3 također značajno povećava koncentraciju osteokalcina u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je njegov učinak na razinu C-telopeptida još izraženiji, čime pokazuje značajano djelovanje na ubrzanje koštane izgradnje i razgradnje (slika 4). Politerapija TSH i vitaminom D3 značajno povećava razinu osteokalcina, dok na razinu C-telopeptida ima slabiji učinak, što pokazuje pozitivni učinak na koštanu pregradnju (slika 4).  


Kao što je prethodno istaknuto operacija tireoparatireoidektomije dovodi do sniženja razine parathormona upravo zbog uklanjanja paratireoidnih žlijezda. Mjerenja razine parathormona u određenim vremenskim točkama pokazala su da terapija sa TSH i politerapija (TSH + vitamin D3) podiže razinu parathormona u serumu (slika 5). Razina vitamina D u serumu očekivano je mala u kontrolnoj grupi i grupi tretiranoj samo s TSH, za razliku od grupa gdje se kao terapija nalazi vitamin D3 (slika 5). U svim grupama životinja kojima su uklonjene štitna i doštitne žlijezde razina TSH u serumu bila je visoka, uz napomenu da je na istoj razini bila i u grupi tretiranoj samo sa vitaminom D3, dakle riječ je primarno o endogenom TSH (slika 5). To je dodatna potvrda pozitivnog utjecaja egzogeno primjenjenog TSH.


Nakon žrtvovanja štakora izolirane su im bedrena i goljenična kost, te je njihov distalni odnosno proksimalni dio analiziran mikroCT-om. U kontrolnoj skupini trabekularni koštani volumen je snižen u odnosu na skupinu lažno operiranih životinja što potvrđuje trabekularni deficit  nakon tireoparatireoidektomije (slika 6). Monoterapija sa TSH odnosno vitaminom D3 značajno je povećala trabekularni koštani volumen u odnosu na kontrolnu skupinu (slika 6). Grupa štakora tretiranih kombinacijom TSH i vitamina D3 ima značajno povišen volumen trabekularne kosti u usporedbi sa kontrolnom skupinom, ali i u usporedbi sa skupinom lažno operiranih životinja (slika 6). Podaci izneseni o trabekularnom koštanom volumenu jednako su značajne za obje kosti analizirane mikroCT-om. Analiza ostalih parametara koštane pregradnje pokazala je značajno smanjenje kvalitete trabekularne kosti u TPTx kontrolnoj grupi, točnije broj trabekula i njihova debljina su smanjeni, dok je odvajanje trabekula povećano (tablica 1). Terapija vitaminom D3 odnosno TSH sukladno prije utvrđenom učinku povećava kvalitetu trabekularne kosti u svim područjima, do razine lažno operiranih životinja (tablica 1). Jedino terapija kombinacijom TSH i vitamina D3 značajno poboljšava kvalitetu trabekularne kosti u odnosu na kontrolnu, a isto tako i lažno operiranu skupinu životinja (tablica 1). Rezultat je povećan broj trabekula i njihova debljina, a smanjen razmak između trabekula.


S obzirom na činjenicu da je pokus trajao 21 dan, od čega su životinje primale terapiju 14 dana bilo je iznimno važno uočiti da se osteoanabolički učinak na kost ne očituje samo u primarnoj spongiozi, dakle dijelu s jako intenzivnim koštanim metabolizmom. MikroCT snimanje provedeno je zato na razini tercijarne spongioze (prvi snimani sloj 2mm od distalnog kraja kosti), te se svi ranije navedeni podaci odnose na taj dio kosti, što još dodatno ukazuje na pojačanu učinkovitost ove kombinirane terapije i posljedičnu kvalitetu trabekularne kosti.
RASPRAVA


U ovom radu pokazano je da sistemna primjena štakorskog TSH (0,3µg 3 x tjedno i.p.) sa aktivnim oblikom vitamina D (200 ng/kg/dan i.v.) ima sinergistički učinak na povećanje trabekularnog koštanog volumena. 


Ranije je pokazano da egzogena primjena TSH u niskim dozama pozitivno utječe na proces koštane pregradnje (Sampath TK i sur., 2007). Učinak se očituje u inhibiciji diferencijacije osteoklasta, preko supresije TNF-α i aktivaciji osteoblasta. Biomehaničkim pokusima je potvrđen i pozitivan učinak TSH na kortikalnu kost. Sama ta činjenica značajna je jer dokazuje superiornost terapije TSH pred PTH čije je djelovanje ograničeno na trabekularnu kost. Naglašavamo da je PTH upravo taj koji se u klinici koristi kao novi osteoanabolični lijek (u obliku intaktnog parathormona 1-84 i teriparatida 1-34). Važno je spomenuti i da je njegova primjena iz sigurnosnih razloga ograničena na 2 godine, zbog dokazane pojave osteosarkoma u štakora tretiranih s PTH. Po prekidu liječenja koštana gustoća se postupno smanjuje, pa je nužna primjena bisfosfonata koji imaju antiresorptivni učinak. Upravo su bisfosfonati „zlatni standard“ u terapiji osteoporoze. Također su karakterizirani brojnim nedostacima, točnije njihov učinak je samo antiresorptivni, a nema točnih smjernica za primjenu dužu od 5 godina, niti su dovoljno istražene nuspojave. Određeni bisfosfonati (alendronat) primjenjuju se u liječenju zajedno sa vitaminom D zbog pozitivnijeg učinka na smanjenje broja prijeloma. 

Važnost vitamina D u koštanom metabolizmu je neupitna, iako nije potpuno istražena. Kako je ranije opisano, nakon što su štakoru uklonjene štitna i doštitne žlijezde razina vitamina D u serumu bila je niska. Životinje tretirane samo s TSH ne mogu nadoknaditi razinu vitamina D koja ostaje niska, tj. njegova apsorpcija inhibirana je manjkom PTH. Parenteralnom nadoknadom aktivnog oblika vitamina D kompenzirali smo taj manjak, što je rezultiralo izrazitim povišenjem trabekularnog koštanog volumena. Serumska koncentracija vitamina D viša je u grupi životinja koje su uz vitamin D dobivale i TSH. 

Uklanjenjem štitnjače snižena je razina tiroksina i trijodtironina, a razina TSH je očekivano povišena. Pokazano je i da je razina TSH približno jednaka u svim pokusnim skupinama (TPTx kontrola, TPTx + TSH, TPTx + vitD, TPTx + TSH + vitD). Trabekularni koštani volumen u kontrolnoj skupini je jako snižen, što je jasan pokazatelj da pozitivni učinak na kost ima egzogeno primjenjen TSH, a ne endogeni čija je razina ista u svim skupinama. Također je uočljiv važniji utjecaj TSH na kost od tiroidnih hormona, čija razina je niska u svim grupama.

U stanjima hiperfunkcije štitnjače, dakle povećane proizvodnje tiroidnih hormona razgradnja kosti biti će povećana. Kliničku važnost razine TSH najbolje je promotriti kroz 3 nezavisna epidemiološka  istraživanja koja su pokazala slijedeće: žene starije od 65 godina koje imaju nisku razinu TSH u serumu imaju povišen rizik za frakturu kuka i kralježnice (Bauer DC i sur., 2001); serumska razina TSH omogućuje izravno predviđanje incidencije koštanih prijeloma u žena sa osteoporozom (Jamal SA i sur., 2005); niske razine TSH udružene su s niskom koštanom mineralnom gustočom u inače zdravih postmenopauzalnih žena (Kim DJ i sur., 2006). 


U našim predkliničkim ispitivanjima na štakorskom modelu potvrđen je povoljan učinak niskih razina TSH (0,3µg 3 x tjedno i.p.) na koštani volumen. Politerapija sa TSH i vitaminom D je najučinkovitija u poticanju formacije kosti kod osteopeničnih štakora. Kombinacija TSH i vitamina D ima izrazito povoljan učinak na normaliziranje razine kalcija i fosfata u serumu, blago povisuje razinu osteokalcina, a snizuje C-telopeptid u serumu, što čini idealne uvjete za stvaranje kvalitetne kosti. MikroCT analiza bedrene i goljenične kosti potvrđuje prethodno iznesena očekivanja: trabekularni koštani volumen je najviši u grupi koja je primala politerapiju (TSH + vitamin D), a isto tako su povećani i broj trabekula, njihova debljina, a smanjeno odvajanje trabekula. Kao najvažniju činjenicu ističemo da se opisane promjene u potpunosti vide u tercijarnoj spongiozi. To pokazuje da se ne radi samo u brzom i nekvalitetnom učinku u području ubrzane koštane pregradnje (primarna spongioza), već je stvorena kompletna trabekularna kost visoke kvalitete.  
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SAŽETAK

TSH i vitamin D3 sinergistički utječu na gubitak kosti u štakora s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama
Dumić-Čule Ivo1, Prgomet Stefan1
1 Laboratorij za mineralizirana tkiva, Zavod za anatomiju, Medicinski fakultet Zagreb, Hrvatska
Kako bi ispitali izravan učinak tireotropina (TSH) na koštani metabolizam, štakorima su uklonjene štitna i doštitne žlijezde operacijom tireoparatireoidektomije (TPTx), što je rezultiralo niskom razinom kalciotropnih hormona u serumu. Pokusi su provedeni na muškim štakorima starosti 6 mjeseci, podijeljenima u slijedeće grupe: sham, TPTx kontrola, TPTx + štakorski TSH, TPTx + vitamin D3, TPTx + štakorski TSH + vitamin D3. TPTx operacije rezultirale su hipokalcemijom i hiperfosfatemijom u usporedbi sa sham skupinom. Dodavanje TSH rezultiralo je dodatnim sniženjem razine kalcija i povećanjem razine fosfata u serumu zbog inhibicije koštane resorpcije. Nasuprot tome, kombinacija TSH i vitamina D3 značajno je povećala razinu kalcija i snizila razinu fosfata u serumu. Visoka razina endogenog TSH u TPTx životinja dodatno potencira inhibitorni učinak TSH i također suprimira sintezu vitamina D3. Vitamin D3 u kombinaciji s TSH je značajno povećao razinu C-telopeptida i osteokalcina u serumu. MikroCT analiza distalnog dijela bedrene kosti je pokazala da TPTx životinje koje primaju samo vitamin D3 ili u kombinaciji s TSH imaju povećan trabekularni koštani volumen (tBV) za 30%, odnosno 60%. U zaključku, TSH izravno suprimira koštanu resorpciju i stvaranje, a u kombinaciji s vitaminom D3 djeluje sinergistički na stvaranje kosti, povečavajući koštani volumen u TPTx životinja. 

Ključne riječi: tireotropin/ tireoparatireoidektomija/ vitamin D3
SUMMARY
Therapy with TSH and vitamin D3 synergistically effect bone loss in rats with removed thyroid and parathyroid glands
Dumić-Čule Ivo1, Prgomet Stefan1
1 Laboratory for mineralized tissues, Department of Anatomy, School of Medicine, Zagreb, Croatia
To test the direct effect of thyroid-stimulating homone (TSH) on bone metabolism, we established a rat model in which we removed thyroid and parathyroid glands (TPTx), and obtained low serum concentration of calciotropic hormones. Experiments were carried out in 6 months old male rats divided in following groups: Sham, TPTx control, TPTx + ratTSH, TPTx + VitaminD3, TPTx + ratTSH + VitaminD3. TPTx surgery resulted in hypocalcemia and hyperphosphatemia as compared to Sham operated rats. Continuous administration of TSH resulted in additional decrease of serum calcium and increase of serum phosphate level due to suppression of bone resorption. However, a combination of TSH and VitaminD3 significantly increased serum calcium and decreased serum phosphate level. High endogenous TSH levels in TPTx animals further potentiated the suppressive effect of TSH and also additionally suppressed VitaminD3 synthesis. VitaminD3 in combination with TSH significantly increased C-telopeptide and osteocalcin serum levels. MicroCT analysis of distal femur showed that TPTx animals receiving VitaminD3 alone or with TSH had increased trabecular bone volume for 30% or 60% as compared to control TPTx animals. Although TSH applied continously supresses bone formation and resorption, in combination with VitaminD3 it acts synergistically on bone formation and increases the bone volume.    
Keywords: thyroid-stimulating homone/ thyroparathyreoidectomy/ vitaminD3
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Slika 1: Razina minerala, serumskih parametara koštane pregradnje i ostalih kalciotropnih hormona; Ca++ - ionski kalcij; HPO42- - fosfat; OC - osteokalcin; CTx - C-telopeptid; TSH - tireotropin; T4 - tiroksin; PTH - parathormon; VIT D3 - aktivni oblik vitamina D; sham - lažno operirana životinja; TPTx kontrola - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama.
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Slika 2: Serumska koncentracija kalcijevog iona u određenim vremenskim točkama kod štakora tretiranih sa TSH, vitaminom D3, odnosno njihovom kombinacijom ; Sham - lažno operirana životinja; TPTx - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama koja nije tretirana; TSH - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana tireotropinom; Vitamin D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama tretirana s aktivnim oblikm vitamina D; TSH + vit D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana sa TSH i aktivnim oblikom vitamina D; * - P<0,05 u usporedbi sa tireoparatireoidektomiranom životinjom koja nije primala terapiju; # - P<0,05 u usporedbi sa lažno operiranom životinjom.
[image: image10.emf]HPO4 2-(mmol/L)

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

048h 2h-24h7d14d

sham

TPTx kontrola

TPTx+TSH 

TPTx+ Vit D3 

TPTx+TSH+VitD3 

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

 # # 

# # # 

*


Slika 3: Serumska koncentracija fosfata u određenim vremenskim točkama kod štakora tretiranih sa TSH, vitaminom D3, odnosno njihovom kombinacijom; Sham - lažno operirana životinja; TPTx - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama koja nije tretirana; TSH - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana tireotropinom; Vitamin D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama tretirana s aktivnim oblikm vitamina D; TSH + vit D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana sa TSH i aktivnim oblikom vitamina D; * - P<0,05 u usporedbi sa tireoparatireoidektomiranom životinjom koja nije primala terapiju; # - P<0,05 u usporedbi sa lažno operiranom životinjom.
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Slika 4: Serumska razina parametara koštane pregradnje 48h nakon operacije, 24h od početka terapije, te zadnji dan terapije (14d) kod štakora tretiranih sa TSH, vitaminom D3, odnosno njihovom kombinacijom ; Sham - lažno operirana životinja; TPTx - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama koja nije tretirana; TSH - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana tireotropinom; Vitamin D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama tretirana s aktivnim oblikm vitamina D; TSH + vit D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana sa TSH i aktivnim oblikom vitamina D; * - P<0,05 u usporedbi sa tireoparatireoidektomiranom životinjom koja nije primala terapiju; # - P<0,05 u usporedbi sa lažno operiranom životinjom.
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Slika 5: Serumska razina parathormona, vitamina D3 i tireotropina kod štakora tretiranih sa TSH, vitaminom D3, odnosno njihovom kombinacijom ; Sham - lažno operirana životinja; TPTx - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama koja nije tretirana; TSH - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana tireotropinom; Vitamin D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama tretirana s aktivnim oblikm vitamina D; TSH + vit D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana sa TSH i aktivnim oblikom vitamina D; * - P<0,05 u usporedbi sa tireoparatireoidektomiranom životinjom koja nije primala terapiju; # - P<0,05 u usporedbi sa lažno operiranom životinjom.
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Slika 6: MikroCT analiza distalnog dijela bedrene kosti i proksimalnog dijela goljenične kosti; Sham - lažno operirana životinja; TPTx - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama koja nije tretirana; TSH - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana tireotropinom; Vitamin D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama tretirana s aktivnim oblikm vitamina D; TSH + vit D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana sa TSH i aktivnim oblikom vitamina D; BV/TV - trabekularni koštani volumen; * - P<0,05 u usporedbi sa tireoparatireoidektomiranom životinjom koja nije primala terapiju; # - P<0,05 u usporedbi sa lažno operiranom životinjom.

Tablica 1: MikroCT analiza proksimalnog dijela goljenične kosti – parametri trabekularne kosti; Sham - lažno operirana životinja; TPTx - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama koja nije tretirana; TSH - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana tireotropinom; Vitamin D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama tretirana s aktivnim oblikm vitamina D; TSH + vit D3 - životinja s uklonjenom štitnom i doštitnim žlijezdama i tretirana sa TSH i aktivnim oblikom vitamina D; BV/TV - trabekularni koštani volumen; Tb.Th - debljina trabekula; Tb.N - broj trabekula; Tb.Sp - trabekularno odvajanje; ○ - P<0,05 u usporedbi sa tireoparatireoidektomiranom životinjom koja nije primala terapiju; * - P<0,05 u usporedbi sa lažno operiranom životinjom.
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	Parametri 

trabekularne kosti
	Sham
	TPTx kontrola
	TPTx + TSH
	TPTx + Vit D3
	TPTx + TSH + VitD

	BV (mm3)
	9,1 ± 1,2○
	5,4 ± 1,5
	10,7 ± 2,3○
	10,7 ± 2,4○
	21,2 ± 6,1○*

	BV/TV (%)
	21,8 ± 4,7○
	13,8 ± 2,0
	24,1 ± 6,1○
	24,9 ± 7,3○
	41,3 ± 8,6○*

	Tb.Th (mm)
	0,17 ± 0,02
	0,15 ± 0,09
	0,18 ± 0,02○
	0,18 ± 0,01○
	0,21 ± 0,03○

	Tb.N (1/mm)
	1,26 ± 0,19○
	0,90 ± 0,12
	1,35 ± 0,27○
	1,41 ± 0,42
	2,00 ± 0,37○*

	Tb.Sp (mm)
	0,57 ± 0,09
	0,69 ± 0,11
	0,56 ± 0,21
	0,69 ± 0,27
	0,46 ± 0,19○
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