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Jbyncku opraHW3aM HMa CHOCOOHOCT CHHTe3¢ KOoJjlareHa, a jeJaH
0J1 KJbyYHUX MOMEHATa Y HETr0oBOj CHHTE3U jeCTe MPOIIEC XUAPOKCHIIAIN]e
aMHHOKHCEJIMHA MPOJMHA W JM3MHA 32 KOjy je HeolmxoJaH ButamuH lle. V
oapacyioj moobu, neurnur Butamuua lle ycriosuhie mopemehaj cunTe3e
KOJIaTeHa ca MOCJeIUYHUM pa3BojeM ckopOyTa. MelhytuMm, koje cy ToO
nocnemune mopemehaja cuHTE3e KoJlareHa y3pOKOBaHE Ae()HIUTOM
BuTaMuHa [le TOKOM WHTpayTepWHOT pa3Boja IUIOJa jOII YBEK CY
HEeOBOJBHO pasjanimene. Kopumhiewmem 3amopia (Cavia porcelus) kao
AQHIMAaJIHOT MOJieNla KOjH je TeHETCKH CIIYaH YOBEKy y IOTNIeNy CHHTE3e
BuTaMuHa lle, WcOWTaH je yTHHAj MpEHATANHE IENpPHBAIMjEe OBOT
BUTAMMHA Ha CHHTE3y KOJIAT€HA M aHaJM3y [IPOMEHA HACTAaJUX y MpoLecy
OpTaHOTEeH3E.

ExciepuMeHT je Iu3ajHHpaH Tako Ja Cy METOJOM CIIy4ajHOT
n3bopa KeHKe MojesbeHe y Tpu rpyne: koHtposHy (K) ca cegam ckoTHHX
)keHkn (n=7), u e ekcnepumeHtaimHe E | (n=7) u E Il (n=7). V
KOHTPOJIHO] TPYNHU CBEe BpeMe Tpajama ekcrmepuMenta 10 S50-or nmana
recranyje )keHke cy gobujase Boay oboraheny ButamunoM lle, nok y je E
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| rpymn 10-or maHa rectamnmje )keHkama yKuHYT ButamuH lle, a y rpymu E
Il 20-or recranmjckor maHa. Omien je KOHUMIOMPAH Tako Ja je
nenpusanuja ButamuHa Lle Tpajama 30 (E Il), omaocHo 40 mama (E I). 3a
XUCTOJIOMIKY ~ aHaJM3y IJIOJOBH Cy TOABPTHYTH TpaHCKapAHjaliHO]
neppy3noHoj (HUKcauMju HAKOH KOje Cy Y30pKOBaHa TKUBA (TKHBO
OyOpera, miyha, koctu, 3y0a, IaNeHTe, BEIMKOT U MaloT Mo3ra). Tkusa
Cy NpolecyHpaHa IO CTaHJAPAHO] XUCTOJIOIIKOj Mpolexypu u OojeHa
MMYHOXUCTOXEMHJCKUM Mapkepuma. 3a MOJIEKYJapHy U OHOXeMUjCKY
aHaIM3y HAKOH JKPTBOBama Y30pKoBaHO je mo 100 Mmr TkuBa oJ MHTepeca
Koja cy ycwiammmTeHa Ha -80°C W uyBaHa [0 [ajk¢ aHaIM3a.
MornekynapHa aHaidu3a oOyxBaTwia je ojapehuBame cTeneHa eKcrpecuje
rena Colll, Coll4al, u Slc23al, nok je OMOXeMHjCKa aHAMM3a O00yXBaTaNa
onpehuBame KOHIGHTpalMje XUAPOKCHIIPOJIMHA, Kao KBaHTUTATHBHE
Mepe KOJMYHHE KOJIareHa.

Ha pasBoj OyOpera, npenatamnu aedpuut ButamMuH Lle je umao
BeOMa BENWKU YTHIA]. EKCriepMMeEHTAIHU TpeTMaH je JOBEO 10 pa3Boja
XAIMOTUIACTAYHOT OyOpera, KOju je W 1Mo JUMCEH3MjaMa M 10 MacH MambH Y
ojJHOCY Ha OyOpere koHTposHE Ipyre. HegporeHa 30Ha je 3HATHO mIHMpa y
o0yopesnma u3 rpyne E | u E Il, a aHam3a MMyHOEKCIPpUMHPAHOCTH
HNCTIUTHBAaHMX MapKep TOBOPH Y TPWIOT YCIOPEHOT ca3peBama.
ExcriepiMeHTaHN TpeTMaH je JOBEO JI0 yCIIOPEHOT ca3peBama INTyhHOT
napenxuma. [Ipema emOpuosomkum ¢azama turyha cy u no mee dase
pa3Boja y 3a0CTaTKy, INTO je CaMUM THM pE3YyJTOBaJ0 WU CaMamCHmeM
ynena Oyayher ,BazmymHor mpoctopa. IMyHOeKcpecHja UCTIMTHBAHUX
Mapkepa MmoTBplyje HaBoJe Be3aHe 3a 3a0CTajame y pasBojy. EBuIeHTaH
je ymmaj HemocTatka BuTaMuHAa lle TOKOM TrecTamuje W Ha pasBoj
CKEJIETHE MYCKyJaType. AHammupajyhu XUCTOMOP (hOTIOIIKE
KapaKTepUCTHKE YOUEHO je Ja je BeIMKH Ae0 MumuhHuX BrakaHa y E | u
E II rpynu 3agpxao LEHTpaJHy JOKaIM3alMjy jeiapa Koje je YjeaHo
Beher mpeuHHKa, ITO oOJroBapa ocoOMHaMa He3pemMx MHUoTyOa.
NIMyHOXICTOXeMHUjCKMM aHanu3aMa HHCY YyTBpheHe OuTHHje pasiHKe
n3Mmelly aHanmu3upanux rpyna. Ha mpemapatima 3y0a 1mjioioBa 3amopua ce
koA BUTaMuH lle nenpuBUpaHuX jeIMHKH PErUcTpyje CMameHa: ryCTHHA
U JMjamMeTap Kamuiapa 3yOHe mynme, ne0GJpMHA clioja MpEeIeHTUHA U
JICHTHHA; MPHUCYTHO je 3a0CTajamba y MpoIlecy IUPEKTHEe ocuHKaluje
aJBeoJlapHEe KOCTH, Ka0 M MPOMEHE y MMYHOECKIPECHjH aHAIM3HPaHHUX
Mmapkepa. [Ipenatamnn nedunur ButamuHa Lle je Ha KomTaHO-3rI00HOM
CHUCTEMY IUIOJZIOBA 3aMOpala J0BEO JI0 H3paKEHOT CMarmbeHa EKCTPEMHTETa
ca TpPUCTYHHM JeopMHTETHMA; HA XUCTOJIOIIKAM IpemapaTiMa je
JOKa3aHO: JAPACTHYHO 3a0CTajalke¢ y CHXOHIPAIHOM OKOINTABAKY, KO
MeTakapIajHe KocTH jadus3a n Metadmza o XpCKaBHYABUX OCTPBAIa
0e3 3HakoBa ocH]UKaIMje, a MehynpocTop je HCIyHEeH epUTPOIUTHMA;
enuduza je HapylleHe KOJyMHAapHE OpTaHHM3aIlije ca JOMUHALIHjOM
XATIEPTPOPUIHAX XOHIPOINTA, OK Cy NMpOKCHMaiHe (asaHre Ha HUBOY
XpCKaBHYABOT MOJeNla ca IOYETHHM 3HAIIMa CTBapama IpHUMapHOT
OCH(UKAMMOHOT TIEHTpa. AHAJM30M KOJMYWHE XUAPOKCHUIIPOJIMHA Y
HCTINTUBAHMM TKHBHMa J0Ka3zaHo je y rpymu E | moBehame komunHe
XHJPOKCUTIPOJIMHA Y y30plMMa TKUBa OyOpera, MOIMPEYHO -MPyTacTor
mumuha, BeJIMKOT U MaJlor MO3ra, TuiarenTe u cpia. JJok ce y y3opuuma
wiyha, xoctm, 3y0a, XpckaBume, IUIOJOBHX OBOjaKa M TAaHKOT I[peBa
yodYaBa CMameHhe KOJMYHUHE aHAIM3upaHor mapaMertpa. Y rpynu E |l sehe
KOJIMYHMHE XICPOKCHIIPOIMHA Cy PETHCTPOBaHE y y3opiuma OyOpera,
MOMPEYHO-MPYyracTor Mumuha, BEIMKOT W Major MO3ra, KOCTH, Cpua,
IUTAleHTe W IUIOJ0BHX OBOjaka. Ca Jpyre cIpaHe CMamemhe KOJIMIUHE
XUCAPOKCUNPOJMHA je yO4eHO Yy y3opuuma miyha, 3yba, XpcKaBuIIE,
TAHKOT IIpeBa M CJIC3UHE. AHAJIN30M CKCIPUMHUPAHOCTH IeHA yodaBa Ce
Ja je mpeHaTamHu Jgeduuutr ButamuHa lLle noBeo g0 mosehama
excripumupaocta Colll rena y ysopumma 3y6a, Manor v BEIMKOT MO3ra.
ExcniepuMeHTanHu TpeTMaH je Ha y3opuuma 0yOpera, rury ha 1 nonpeyHo-
npyractor Mumuha JI0BEO [0 CMamemha CTeleHa CeKCIPUMHUPAHOCTH




aHAJM3UPAHOT TeHa, JOK Yy Y30pLMMa KOILITAHOT TKHBa HUje yTBpheHa
mpoMeHa eKcmpecuje. YKuaame BuTamMmuHa Lle je Ha y3opiuma Major
Mo3ra U Koctu joBeso 1o nosehama crenena ekcupumupanocta Coll4al
reHa, IOK je Ha muyhuma moOMjeHH pe3ylTaT CMamCHCHE CTeMHA
ekcripumupanoctd. [lepuuur Butamuna lLle HHUje moBeo A0 mpoMeHa
excipumupanoctti  Coll4al rewma y ysopumma OyOpera, mompedyHO-
npyractor mumuha, Mosra u 3y6a. IIpekun ersoreHor yHoca BUTaMHHA
Lle TokoM recranuje je Ha ekcnpuMmupanoct Slc23al reHa umarno yTuiaj y
BUIy noBehama creneHa ekcrpecuje Ha TOTOBO CBMM aHAJIM3UPAHUM
opranuma (OyOper, miyha, Majau U BEIMKH MO3ak, 3y0 U KocT). JeoquHo y
y30pIuMa IoNpedyHo-lpyractor Mmumwmha Huje ytBpheHa npomena y
CTEIEHY eKCIpEeCHje HCIIMTUBHOT T'eHa.
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Abstractin English
language:

The human body can synthesize collagen, and one of the key moments
in that process is the hydroxylation of the amino acids proline and lysine, for
which vitamin C is necessary. In adults, vitamin C deficiency will disrupt
collagen synthesis with the consequent development of scurvy. However, the
consequences of disorders of collagen synthesis caused by vitamin C
deficiency during intrauterine fetal development are still poorly understood.
Using guinea pigs (Cavia porcelus) as an animal model that is genetically
similar to humans in terms of vitamin C synthesis, the influence of prenatal
deprivation of this vitamin on collagen synthesis as well as changes in organ
development were investigated.

During the experimentation, females were randomly divided into three
groups: control (K) with seven pregnant females (n = 7), and two
experimental E 1 (n = 7) and E Il (n = 7). In the control group, females
received water enriched with vitamin C throughout the experiment until the
50th day of gestation, while in the E I group on the 10th day of gestation,
females received vitamin C, and in the E Il group on the 20th day of gestation.
The experiment was designed so that the deprivation of vitamin C lasted 30 (E
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I) and 40 days (E I). For histological analysis, fetuses were subjected to
transcardiac perfusion fixation followed by tissue sampling (kidney, lung,
bone, tooth, placental, cerebellar, and cerebellar tissues). Tissues were
processed according to standard histological procedure and stained with
immunohistochemical markers. For molecular and biochemical analysis after
sacrifice, 100 mg of tissues of interest were sampled and stored at -80 °C and
stored until further analysis. The molecular analysis included determining the
degree of expression of the Colll, Coll4al, and Slc23al genes, while
biochemical analysis included determining the concentration of
hydroxyproline as a quantitative measure of collagen content.

Prenatal vitamin C deficiency had a very large effect on kidney
development. BExperimental treatment led to the development of a hypoplastic
kidney, which is smaller in size and weight compared to the kidneys of the
control group. The nephrogenic zone is significantly wider in the kidneys
from the E | and E Il groups, and the analysis of the immunoexpression of the
examined markers speaks in favour of delayed maturation. BExperimental
treatment led to delayed maturation of the lung parenchyma. According to the
embryological phases of the lungs, up to two phases of development are
lagging behind, which has resulted in a reduction in the share of future "air"
space. Immunoexpression of the examined markers confirms the allegations
related to developmental delay. The influence of vitamin C deficiency during
gestation and on the development of skeletal muscles is evident. Analyzing
the histomorphological characteristics, it was noticed that a large part of the
muscle fibres in the E I and E 1l groups retained the central localization of the
nucleus, which is also larger in diameter, which corresponds to the
characteristics of immature myotubes. Immunohistochemical analyzes did not
reveal significant differences between the analyzed groups. In guinea pig tooth
preparations, the following is registered in vitamin C-deprived individuals:
density and diameter of dental pulp capillaries, the thickness of predentine and
dentin layers; there are delays in the process of direct ossification of the
alveolar bone, as well as changes in the immunoexpression of the analyzed
markers. Prenatal vitamin C deficiency on the skeletal system of guinea pig
fruits led to a pronounced reduction of the extremities with present
deformities; histological specimens have shown: drastic lag in enchondral
ossification, in the metacarpal bone of the diaphysis and metaphysis of
cartilaginous islets without signs of ossification, and the interstitial space is
filled with erythrocytes; bone epiphysis is disturbed columnar organization
with a predominance of hypertrophic chondrocytes, while the proximal
phalanges are at the level of the cartilaginous model with the initial signs of
the formation of the primary ossification centre. Analysis of the amount of
hydroxyproline in the examined tissues showed an increase in the amount of
hydroxyproline in samples of kidney, striated muscle, cerebellum, cerebellum,
placenta and heart in group E I. While in the samples of lungs, bones, teeth,
cartilage, fruit membranes and small intestine, a decrease in the amount of the
analyzed parameter is observed. In the E Il group, higher amounts of
hydroxyproline were registered in samples of the kidney, striated muscle,
cerebellum and cerebellum, bone, heart, placenta and amniotic sac. On the
other hand, a decrease in the amount of hydroxyproline was observed in
samples of the lungs, teeth, cartilage, small intestine and spleen. Analysis of
gene expression shows that prenatal vitamin C deficiency has led to an
increase in the expression of the Colll gene in the tooth, cerebellar, and
cerebral samples. Experimental treatment on kidney, lung and striated muscle
samples led to a decrease in the degree of expression of the analyzed gene,
while no change in expression was found in bone tissue samples. Deprivation
of vitamin C in cerebellar and bone samples led to an increase in the degree of
expression of the Coll4al gene, while in the lungs the result was a decrease in
the degree of expression. Vitamin C deficiency did not lead to changes in the
expression of the Coll4al gene in samples from the kidneys, striated muscle,
brain, and teeth. Discontinuation of exogenous vitamin C intake during
gestation affected Slc23al gene expression in the form of increased




expression on almost all analyzed organs (kidney, lung, cerebellum,
cerebellum, tooth and bone). Only in the samples of the striated muscle, no
change in the degree of expression of the analysed genes was found.
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1.1. Kolagen

Vezivno tkivo integriSe epitelno, miSi¢no i nervno tkivo u vece celine (organe i
organske sisteme), a ujedno pruZa potporu i daje formu ljudskom organizmu.
Osnovni elementi vezivnog tkiva su Celije vezivnog tkiva i ekstracelularni matriks.
Ekstracelularni matriks je izgraden iz osnovne supstance i tri tipa vlakana:

kolagenih, elasti¢nih i retikularnih (1,2).

Kolagen predstavlja glavni strukturni protein kolagenih vlakana koja cine
osnovu svih vezivnih tkiva. Do sada je kod kicmenjaka poznato 28 tipova kolagena
koji se prema konvenciji obelezavaju rimskim brojevima (I-XXVIII), a svaki je
izgraden iz tri od ukupno 46 razliCith polipeptidnih lanaca (a lanaca). Kako je
kolagen otkriven i u fosilnim ostacima dinosaurusa Tyrannosaurus-a rex starog 68

miliona godina, te se smatra i najstarijim proteinom (3,4).

Zahvaljuju¢i tolikom broju i Sirokoj rasprostranjenosti kod kicmenjaka, gotovo
da ne postoji organ koji ne sadrzi kolagena vlakna. Mogu se podeliti na fibrilarne
(one koji formiraju vlakanca (fibrile)) i nefibrilarne kolagene. Fibrilarnim
kolagenima pripada oko 90% telesnih kolagena. Od nefibrilanrih kolagena pojedini
se uduruzuju i grade mrezu, dok su ostali (FACIT kolageni) pri¢vrséeni za fibrilarne.
U Tabeli 1 opisana je detaljna podela, genomska lokalizacija i tkivna distribucija do

sada poznatih tipova kolagena (5).



Doktorska disertacija

Milan Popovi¢ [UVOD

Tabela 1. Tipovi kolagena, lokalizacija u genomu i njihova distribucija u

tkivima
Tip Molekularnisastav Lokalizacijaugenomu Tkivnadistribucija
Fibrilarnikolageni
. al(D)]2a2(D) COL1A1(17q21.31-q22) kost, derm, tetive, ligameni,
COL1A2 (7q22.1) roznjaca
1 [«1(ID]3 COL2A1 (12q13.11-q13.2) hrskavica, staklaasto telo,

111 [a1(1ID)]3

\Y al(V),a2(V),a3(V)

XI al(XDa2(X1)a3(XI)

COL3A1 (2q31)

COL5A1 (9q34.2-q34.3)
COL5A2 (2g31)
COL5A3 (19p13.2)
COL11A1 (1p21)
COL11A2 (6p21.3)
COL11A3=COL2A1

ki¢meni prsljen

koZa, zid krvnog suda,
retikularna vlakna, pluca,
jetra, slezina

pluca, roznjaca, kost, plodovi
ovojci, udruzen sa kolagenom
I

hrskavica, staklasto telo

Kolageni bazalne membrane

\Y [a1(IV)]2a2(IV); al-ab

COL4A1 (13q34)
COL4A2 (13q34)
COL4A3 (2q36-q37)
COL4A4 (2q36-q37)
COL4AS5 (Xq22.3)
COL4A6 (Xp22.3)

bazalne membrane

Mikrofibrilarni kolageni

VI al(VI),a2(VD),a3(VI)

VI [al(VID]3

COL6A1 (21q22.3)
COL6A2 (21q22.3)
COL6A3 (2q37)

COL7A1 (3p21.3)

Siroko rasprostranjen:
dermis, hrskavica, placenta,
pluca, krvni sudovi,
meduprsljenski disk

koZa, dermalno-epidermalna
granica; oralna sluznica, grli¢
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Tabela 1. Tipovi kolagena, lokalizacija u genomu i njihova distribucija u tkivima
(nastavak)

Tip Molekularnisastav Lokalizacijaugenomu Tkivna distribucija

Kolageni koji formiraju mreze

COL8A1(3q12-q13.1) endotelne celije,

Vil [O(l(VHI)]ZO(Z(VIH) Descemetova membrana

COL8A2 (1p34.3-p32.3)

X [a3(X)]3

COL10A1 (6q21-q22.3)

hipertrofisala hrskavica

FACIT kolageni

IX al(IX)a2(IX)a3(1X)

COL9A1 (6q13)
COL9A2 (1p33-p32.2)

hrskavica, vitreous humor,
roznjaca

perihondrium, ligamenti,

XII [a1(XI1)]3 COL12A1 (6q12-q13) tive
derm, tetive, zid krvnih

XIV [a1(XIV)]3 COL9A1 (89g23) sudova, placenta, pluca,
jetra

XIX [a1(XIX)]3 COL19A1 (6q12-q14) rabdomiosarkom
kornealni epitel, kozZa

XX [a1(XX)]3 embriona, hrskavica
sternuma, tetiva

XXI [al(XXD)]3 COL21A1 (6p12.3-11.2) zid krvnih sudova

Transmembranski kolageni

epiderm, folikul dlake,

XIII [a1(XIIT)]3 COL13A1(10922) endomizijum, crevo, pluca,
jetra

XVII [«1(XVID]3 COL17A1(10q243)  dermaino-epidermalna
granica

Multipleksini

fibroblasti, glatke miSi¢ne

XV [a1(XV)]3 COL15A1 (9921-q22) éclije, bubreg, pankreas,
fibroblasti, amnion,

XVI [a1(XVD)]3 COL16A1 (1p34) keratinociti

XVIII [a1(XVII)]3 COL18A1 (21q22.3) pluca, jetra

Preuzeto i modifikovano iz: Gelse K, Péschl E, Aigner T. Collagens--structure, function, and
biosynthesis. Adv Drug Deliv Rev. 2003 Nov 28;55(12):1531-46.
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1.1.2. Biosinteza kolagena

Kod ljudi najveci deo kolagena sintetiSu fibroblasti mada tu moguénost imaju i
osteoblasti, hondroblasti, odontoblasti, retikularne celija, Svanove Celije i glatke
miSi¢ne celije. Za sintezu kolagena, koja se odvija u ribozomima (granuliranom
citoplazmatskom retikulumu) i Goldzi aparatu, neophodni su askorbinska kiselina i

bakar (1).

Naime, unutar celije nakon translacije informacione RNK (iRNK) u ribozomima
granuliranog endoplazmatskog retikuluma (GER) nastaju dve vrste alfa lanaca (al i
a2 lanaci). Ovi peptidni lanci (poznati kao preprokolagen) oslobadaju se u lumen
GCR-a, nakon Cega dolazi do hidroksilacije lizina i prolina. Upravo za ovaj proces
neodhodan je vitamin C, koji kao kofaktor, zajedno sa enzimima prolin-4-
hidroksilaza i lizil hidrokilaza indukuje celu reakciju. U toku ove reakcije za zamenu
vodonika (H) sa hidroksilnom grupom (-OH grupom) utroSi se po jedan molekul
vitamina C. Prokolagena nastaje u GCR-u spajanjem dva alfa-1 lanca i jednog alfa-2
lanca. Nakon spajanja alfa lanaca prokoagen, putem egzocitoze, biva sekretovan
izvan Celije gde pod dejstvom prokolagen peptidaze prelazi u molekul
tropokolagena. Vise molekula tropokolagena, kovalentnim umrezavanjem rezidua
lizina i hidroksilizina (tzv. aldolnom reakcijom), formiraju kolagene fibrile, dok

umreZavanjem viSe kolagenih fibrila nastaju kolagena vlakna (3, 4, 6, 7) (Slika 1).
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Slika 1. Sematski prikaz biosinteze kolagena: procesi unutar celije: 1.
Formiranje iRNK u jedru celije; 2. Iniciranje sinteze a lanaca u GCR; 3. Sinteza pre pro
kolagena; 4 Hidroksilacija prolina i lizina; 5. Glikolizacija hidrokilizil rezidua u GCR; 6.
Formiranje trostrukog heliksa prokolagena; 7. Stabilizacija trostrukog heliksa
formiranjem vodonicnih i disulfidnih veza izmedu unutar i izmedu lanaca; 8. Transport
molekula prokolagena u GoldZijev aparat; 9. Pakovanje molekula prokolagena u
sekretorne vezikule; 10. Pomeranje vezikula ka citoplazmatskoj membrani; 11.
Egzocitoza molekula prokolagena; 12. Digestija N- i C- domena prokolagenog heliksa;
13. Polimerizacija molekula kolagena u kolagena vlakna kovalentnim ukrStanjem; 14.
Inkorporacija drugih kolagena (npr. FACIT) unutar kolagenog vlakna (Preuzeto i
modifikovano iz: Ross MH, Pawlina W. Histology: A Text and Atlas with correlated cell and
molecular biology. 7th ed. Lippincott, Williams and Wilkins: Baltimore, 2016: p. 164. )
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1.1.3. Struktura kolagena

0d 1955. godine zahvaljujué¢i odvojenim istraZivanjima Rich i North i njihovih
saradnika, utvrdena je struktura kolagena koja je i danas priznata. U molekulu kolagena,
tri polipeptidna a lanca (Slika 2) se medusobno prepli¢u i na taj nacin formiraju

trostruki desnogiri heliks (8-10).

Slika 2. Razliciti prikazi trostrukog heliksa kolagena: A) Prkaz tri polipeptidna
lanaca u crvenoj, ljubi¢astoj i zutoj boji; B) Sematski prikaz vodoni¢nih veza (u vidu
zelenih Stapica) koji povezuju polipeptidne lance C) Prikaz vodoni¢nih veza u vidu
merdevina (paralelnih na osu heliksa). (Preuzeto i modifikovano iz: Bella ]. Collagen
structure: new tricks from a very old dog. Biochem J. 2016,473(8):1001-25.)

Svaki od ovih « lanaca se sastoji od ponavaljajucih sekvenci aminokiselina u formi
tripeptida Glicin-X-Y (Gly-X-Y). Sto zanéi da je svaka tre¢a aminokiselinu u lancu glicin
(Gly), a da se unutar sekvence na mestima X i Y moze naci bilo koja, od 17 drugih,
aminnokiselina. Kako bi se osigurala stabilnost trostrukog heliksa neophodno je, da se

sa udelom od 20%, na preostalim mestima nalazi imino aminokiseline (npr. prolin).

7
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Hidroksiprolin (Hyp) i prolin (Pro) su aminokiseline koje su karakteristicne za molekul
kolagena. U toku sinteze Pro se moZe ugraditi i na pozicijama X iY, a to je dalje pra¢eno
postransalcionom hidroksilacijom Pro na Y poziciji i za rezultut daje nastanak Hyp.

Najstabilnija, a ujedno i najées¢a aminokisleinska sekvenca u kolagnu je Gly-Hyp-Pro

(11-13).

Pod svetlosnim mikroskopom kolagen se uocava u vidu vlakana debljine 1-12
mikrona, koji se spajaju sa susednim snopovima. Posmatraju¢i kolagen pod
elektronskim mikroskopom uocavaju se tamne i svetle trake koje su rezultat pravilnog
rasporeda molekula kolagena unutar kolagenog vlakna. Ovi molekuli su duzine 300 nm i

debljine 1,5 nm (14).

Kolageni su najrasprostranjeniji proteini u ljudskom organizmu, tako da preko
35% proteina ljudskog tela zauzima kolagen. Kolagen se u velikoj koli¢ini nalazi u
hrskavici, tetivama, ligamentima, kostima, meduprsljenskom disku, krvnim
sudovima, roZnjaci oka, dentinu zuba (3, 7, 15). Najzastupljeniji kolageni, sa udelom
od oko 80-90% od ukupnog kolagena, su tip I, II, IIl i IV. Tip I kolagena se nalazi
najvisSe u kostima, tetivama, ligamentima, dermisu i roznjaci oka. Tip II kolagena je
lokalizovan u hrskavici, staklastom telu oka, nucleus pulposus-u prsljenova, a tip Ill u

koZi, zidu krvnih sudova i retikularnim vlaknima pluéa, slezine, jetre i drugih tkiva
(5).

Kolagen IV se smatra evolutivno najstarijim kolagenom kod ki¢menjaka, a
filogenetska distribucija sugeriSe da kolagen IV igra klju¢nu ulogu u prelasku
jednocelijskih organizama u viSecelijske Zivotinje (16). Kolagen tipa IV je osnovni
skeletni element svake bazalne membrane ¢ineci tako osnovu u koju se ugraduju

strukture kao $to su lamin, nidogen, perlekan i drugi (17, 18). U kolagenu tip IV a-
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lanci imaju sli¢nu strukturu, pokazujuc¢i 50-70% homologije na nivou amino-kiselina.
Lanci al i a2 su prvi opisani i nazvaju se joS$ i ,klasi¢nim lancima“ jer su prisutni u
svim bazalnim membranama, dok ostali lanci imaju ogranic¢enu distribuciju. Tako da
se a3, a4 i a5 lanci mogu uociti u bazalnim membranama pluéa, testisa, oka, kao i u
glomerularnoj bazalnoj membrani u bubregu, dok su a5 i a6 lanci prisutni u

bazalnim membranama koZe, glatkih miSi¢a i bubrega (19-21).

Bazalna membrana predstavlja sloj ekstracelularnog matriksa koji je umetnut
izmedu dve vrste tkiva i to vezivnog tkiva i epitela, ili endotela. Na elektronsko -
mikroskopskom nivou opisana su tri sloja (lamine) koji se mogu razlikovati kod
bazalne membrane a to su: lamina lucida, lamina densa i reticularna lamina (1).
Bazalna membrana sluZi kao potpora epitelnim ¢elijama, a takode i predstavlja filter
koji dozvoljava prolaz molekulima odredenih dimenzija, naelektrisanja i oblika.
Pored navedenog reguliSe i Celijsku proliferaciju, diferencijaciju kao i migraciju

epitelnih ¢elija kako u periodu embrionalnog razvica tako i postnatalno (21-26).

1.1.4. Degradacija kolagena

Matriks metaloproteinaze (MMP) su endopeptidaze, zavisne od cinka, uklju¢ene
u brojne fizioloSke i patoloSke procese u organizmu. Ukljucene su u apoptozu, Celijsku
migraciju, proliferaciju, angiogenezu, zarastanje rana i implantaciju. Danas je poznato
preko 20 vrsta ovih enzima zaduZenih za degradaciju komponenata ekstracelularnog
matriksa. Enzimi MMP-1, MMP-8 i MMP-13 su zaduZeni za degradaciju kolagena I, Il i

I1], dok je kolagen IV supstrat za enzime MMP-2 i MMP-9 (27, 28).

1.1.5. Urodene i steCene bolesti vezivnog tkiva povezane sa kolagenom

Cinjenica je da kolageni predstavljaju porodicu proteina koji imaju viSestruke

funkcije u naSem orgnizmu, a njihov znacaj se ogleda i u Sirokom spektru bolesti koje
9
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nastaju usled abnormalnosti pojedinih tipova kolagena. Danas je poznato oko 40
genetskih bolesti koje su uzrokovane mutacijom gena zaduZenih za sintezu kolagena.
Ove genetske bolesti dovode do poremecaja u brojnim tkivima i organima, a pogadaju

milione ljudi. Neke od njih su predstavljene u Tabeli 2 (4, 16).

10
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Tabela 2. Bolesti povezane sa mutacijom gena za sintezu kolagena*

GEN BOLEST

COL1A1 Osteogenesis imperfecta

COL1A2 Ehlers-Danlos syndrome

COL2A1 Spondyloepiphyseal dysplasia, Spondyloepimetaphyseal dysplasia,

Achondrogenesis, hypochondrogenesis, Kniest dysplasia, Stickler syndrome

COL3A1 Ehlers-Danlos syndrome

COL4A1 Familial porencephaly, Hereditary angiopathy with nephropathy, aneurysms
and muscle cramps syndrome

COL4A3 Alport syndrome

COL4A4 Benign familial haematuria

COL4A5 Alport syndrome

COL4A6 Leiomyomatosis

COL5A1

COLEAR Ehlers-Danlos syndrome

COL6A1 Bethlem myopathy

COL6A2

COLEA3 Ullrich congenital muscular dystrophy

COL7A1 Dystrophic epidermolysis bullosa

COL8A2 Corneal endothelial dystrophies

COL9A1

COLOA? Multiple epiphyseal dysplasia

COL9A3 Multiple epiphyseal dysplasia, Autosomal recessive Stickler syndrome

COL10A1 Schmid metaphyseal chondrodysplasia

COL11A2

Stickler syndrome, Marshall syndrome, tospondylomegaepiphyseal dysplasia

COL11A1 Stickler syndrome, Marshall syndrome

COL17A1 Junctional epidermolysis bullosa-other

COL18A1 Knobloch syndrome

*Preuzeto i modifikovano iz: Ricard-Blum S. The collagen family. Cold Spring
Harb Perspect Biol. 2011;3(1):a004978.

11
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1.1.6. Skorbut

Ljudski organizam ima sposobnost sinteze kolagena, a jedan od klju¢nih
momenata u njegovoj sintezi jeste proces hidroksilacije aminokiselina prolina i lizina za
koju je neophodan vitamin C. U odrasloj dobi, deficit vitamina C uslovi¢e poremecaj

sinteze kolagena sa posledi¢nim razvojem skorbuta (29-31).

Skorbut predstavlja klini¢ki sindrom koji nastaje usled duZeg nedostatka vitamina
Ci danas se smatra jednom od najstarijih bolesti poznatoj u ljudskoj istoriji. O skorbutu
su prvi zapisi pronadeni joS na Ebert-ovom papirusu 1550. godine pre nove ere. Pored
opisa bolesti naden je i preporucen tretman u vidu konzumacije luka i povr¢a (za koje se
danas zna da su bogati vitaminom C) (32). Posebna paZnja mu se poklanja u periodu
putovanja moreplovaca u 15. i 16. veku. Na svojim pohodima na Africki kontinent, u
periodu 1460 - 1469 godine, portugalski moreplovac Vasko de Gama primecuje da su se
pojedini putnici razboleli, a bolest se manifestovala u vidu otoka ruku, nogu i desni i
prolazila je nakon dobijanjan svezih zaliha hrane i konzumacije pomorandzi. Tada je

opisuju kao ,amalati de la boccha” (engl. curse of the mouth) - prokletsvo usta (33,34).

[zmedu 16.1 18. veka opisani su brojni slucajevi ove bolesti. U 18. veku James Lind
(oficir Britanske Kraljevske Mornarice) je sprove prvu klinicku studiju u cilju lecenja
skorbuta. Lind je, 8 nedelja nakon napustanja luke, 20. maja 1747. godine pokuSao da
izleCi 12 bolesnika sa tipi¢nim simptomima skorbuta i slicnom teZinom bolest. Tokon
njegove studije deset od njih dvanaestje svaki dan u periodu od dve nedelje dobijalo: 11
jabukovace dnevno, 3x po 25 kapi eliksira vitriol i pola litra morske vode. Preosta 2
slucaja su svaki dan tokom Sest dana, dobijali po 2 pomorandZe i 1 limun. Iz prve grupe

niko nije izle¢en, dok je kod mornara iz druge grupe uoceno poboljSanje (35).

12
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Danas se deficitom C vitamina smatra serumska koncetracija manja od 11,4
umol/l. Prevalenca ovog oboljenja u svetu je razli¢ita i varira izmedu 7,1% u SAD, do
73,9% u predelima severne Indije. Kao faktori rizika za nastanak deficijencije navode se

upotreba alkohola i cigareta, muski pol, hemodijaliza i lo$ socio-ekonomski status (36).

Klinicke manfestacije ove bolesti zavise od starosti pacijenta i duZine trajanja
deficijencije. Prvi simptomi u vidu umora i letargije obino se javalju nakon 8 do 12
opStom slabo$¢u. Glavni znaci skorbuta su hemoragijske manifestacije u vidu krvarenja,
purpure, petehija, koje nastaju zbog ostec¢enja krvnih sudova nakon minimalnih trauma,

kao i oteZano zarastanje rana (37).

Oticanje i crvenilo desni su jedan od karakteristicnih i lako prepoznatljivih
znakova. Vremenom desni promene boju i pojavljuju se ulceracije koje krvare.
Karakteristicno je da kod dece ulceracije nastaju oko novo izraslih zuba. Kao krajnji

rezultat je ispadanje zuba, narocito onih sa jednim korenom (38).

Takode se vidaju subperiostna krvarenja kao i smanjena osteoblastna aktivnost.
Sto dovodi do usporenog stvaranja osteoida, a kao rezultat toga kod obolelih pacijenata
nastaje i osteopenija. Slabljenje koStanih struktura kod dece moZe rezultovati

nastankom metafiznih fraktura (39).

Promene na zglobovima u sklopu skorbuta se kod obolelih manifestuju
hemohromatozom, oteklim i bolnim zglobovima. Ovim promenama su narocito podloZni
zglobovi donjih ekstermiteta i to: zglob kuka, kolena kao i sko¢ni zglob. U teZim oblicima

dolazi do Sepanja i nemoguc¢nosti hoda (40-42).

U eksperimentalnim studijama kod fetusa uoceno je oticanje kostohondralnog

spoja, Cesta subperiostna krvarenja, kao i odvajanje epifizne hrskavice od spongioze na
13
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kostima rebara i udova. U mikroskopkom nalazu je uo¢en smanjen broj osteoblasta sa

neregularnim osteonima (43).

Druge klinicke manifestacije su u vidu krvarenja iz gasterointestinalnog ili
Zenskog genitalnog sistema, kao i cerebralna krvarenja. Uocavaju se i promene na koZi
tela u vidu alopecije i stvaranja dlaka u vidu vadic¢epa, pojava pigmente ihtioze kao i

folikularne hiperkeratoze.

[ako se danas u modernom svetu skorbut pojavljuje relativno retko postoje
istraZivanja koja govore u prilog da se povecava broj slucajeva sa subklinickim formama
ove bolesti. Bez obzira na siroku rasprostranjenost namirnica koje sadrze vitamin C oko
30% odrasle populacije u SAD-u ne unose preporucene dnevne doze. Takode brojne
starije osobe, muskarci koji Zive sami, zavisnici od alkohola i deca koja su na
restriktivnim dijetama imaju subklinicki oblik bolesti sa mogu¢no$¢u razvoja skorbuta

(42, 44).

Per os suplementacija vitaminom C u koli¢ini od 1 g/dan tokom dve nedelje smatra
se uobicajenim tretmanom skorbuta. Krvarenja prestaju u roku od 48h, opste
poboljSanje je vidljivo nakon 2 nedelje. Promena nacina Zivota i uravnotezZena ishrana u
vidu povecane konzumacije vecih koli€ina voc¢a i povrca je dovoljna za prevenciju ove

bolest (42).

14
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1.2. VITAMIN C

1.2.1 Fizicko-hemijske osobine vitamina C

Vitamin C je kristalna, bezbojna supstanca kiselog ukusa, molarne mase 176 g/mol
i gustine 1.694 g/cm3. Prema IUPAC nomenklaturi nosi naziv askorbinska kiselina, a

predstavlja (R)-3,4- dihidroksi-5-((S)- 1,2-dihidroksietil)furan-2(5N)-on (Slika 3) (45).
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Slika 3. Strukturna formula vitamina C - 2D prikaz (Preuzeto uz modifikaciju sa:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/54670067#section=2D-Structure)

Lako se rastvara u vodi i metanolu. Otporan je na zamrzavanje, a uniStava ga
kuvanje, oksidacija i delovanje baza. U prirodi se moZe naci jedino u L- obliku
askorbinske kiseline. Ovaj oblik je bioloski aktivan, a njegova aktivnost se gubi ve¢ pri

temperatri od 60 °C. Kao dobar prirodan izvor vitamina C navode se biljke (narocito
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Sipak, perSun, paprika, ribizla i druge), kao i prehrambeni proizvodi Zivotinjskog

porekla (tele¢a i goveda jetra, ostrige, bakalar) (46).

1.2.2. Izolovanije i sinteza vitamina C

Mnogo godina pre otkri¢a vitamina C prvi eksperimentalni model razvoja
skorbuta izveden je na zamorcima od strane dva norveska istrazivaca, Axel Holst-a i
Theodor Frolich-a. Ispitujuti beriberi kod ovaca, upotrebom zamorca kao animalnog
modela, uvideli su da se kod njih primenom iste hrane koja je izazvala beriberi razvila
sasvim drugacija klinicka slika. Bio je to skorbut, i prvi opisani ekperimentalni model
ove bolesti koja se do tada ve¢ sretala kod ljudi. Znalo se da je u osnovi nastanka
oboljenja nedostatak neke bitne supstancije, medutim tek u periodu od 1928.do 1930.
godine u svojim odvojenim istraZivanjima madarski tim naucnika predvoden Albert
Szent-Gyorgyi-em i tim Glen-a King-a u Pitsburgu su u izolovali vitamin C. Tada je ova
izolovana supstanca nazvana heksuronska kiselina, a neSto kasnije zbog pokazanog

antiskorbuticnog delovanja dobija naziv askorbinksom kiselinom (47).

Vitamin C se kod Zivih bi¢a moZe sintetisati kroz razli¢ite biohemijeske puteve.
Kvasci sintetiSu vitamin C iz D-eritroaskorbata i D-arabinoze, biljke vitamin C sintetiSu
iz gvanozin difosfat manoze (GDP-D-manoze), dok se kod Zivotinja sintetiSe iz uridin-

difosfoglukuronata (UDP- D-glukuronata, Slika 4) (48-51)

Na prikazani nacin vitamin C se de novo sintetiSe iz glukoze u jetri vecine sisara.
Medutim ljudi, antropoidni primati, zamorci, neke vrsta ptica i riba su evolucijom

izgubile sposobnost sinteze vitamina C de novo (Slika 5) (31, 30).
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Slika 4. Prikaz biohemijskom puta sinteze vitamina C kod Zivotinja. Brojevi
predstavljaju slede¢e enzime: 1. UDP-glukoza pirofosforilaza (EC 2.7.7.9), 2. UDP-
glukoza dehidrogenaza (EC 1.1.1.22), 3. UDP-glukuronidaza (EC 3.2.1.31), 4. Glukoronat
reduktaza (EC 1.1.1.19), 5. Glukonolaktonaza (EC 3.1.1.17), 6. L-gulonolakton oksidaza
(GLO, EC 1.1.3.8) (Preuzeto iz:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3145266 /#R1).
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Slika 5. Mogu¢nost sinteze vitamina C (filogenetski prikaz): crno oznaceni
rodovi koji imaju mogucnost sinteze vitamina C, dok su sivom bojom predstavljeni oni
koji su tu sposobnost izgubili (Preuzeto i modifikovano iz: Prasad AB, Allard MW, Green

ED. Confirming the phylogeny of mammals by use of large comparative sequence data
sets. Mol Biol. Evol. 2008;25:1795-1808)
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Kao razlog tome u literaturi se navode promene u skevenci gena za L-
gulonolakton-oksidazu (Gulo gena, engl. Gulono lactone oxidase (GLO)), enzima koji je
neophodan za sintezu 2-keto-L-gulonolaktona (prekursora vitamina C). Nishikimi i
saradnici su u svojim istraZivanjima dosli do zakljucka da unutar genoma antropoidnih
primata i zamoraca postoje sekvence gena slicne GLO genu. Medutim, zbog brojnih
mutacija, one ne kodiraju sintezu funkcionalnog enzima. Naime, GLO gen kod
antropoidnih primata je izgubio sedam od dvanaest egzona, dok je u genu zamoraca
izbrisan prvi i peti egzon, kao i deo Sestog egzona (Slika 6). Razlog nastanka ovakvih
mutagenih promena u sekvenci GLO gena, kod pomenutih vrsta, do sada nije utvrden
(29, 52, 53). Na osnovu navedenih podataka doslo se do zakljucka da ovi sisari, zarad

svog opstanka, moraju hranom unosti adekvatne kolic¢ine vitamina C.
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Slika 6. Sematski prikaz strukture GLO gena kod antropoidnih primata i
zamorca. Crni pravougaonici predstavljaju egzone koji se i dalje nalaze u genu, dok su
belim pravougaonicima sa oznakom X oznacni egzoni ili njihovi delovi koji su izbrisani.

(Preuzeto i modofokovano iz Drouin G, Godin JR, Pagé B. The genetics of vitamin C loss in
vertebrates. Curr Genomics. 2011;12(5):371-8.)
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1.2.3. Apsorpcija, metabolizam i eksrecija vitamina C

Kod glodara koji imaju sposobnost sinteze vitamina C (hr¢ak i pacov) apsorpcija
vitamina se odvija u crevima i pasivna je. Medutim kod coveka i zamorca koji su
zavisni od unosa vitamina C hranom, apsorpcija je posredovana natrijum zavisnim
aktivnim transportom. Mesto apsorpcije vitamina C je duodenum i pocetni deo ileuma
(54). Apsorpcija se vrsi preko glikoproteinskog recetora, a njegova lokalizacija je

opisana na apikalanom i bazalnom polu enterocita (55).

Studije su pokazale da se transport vitamina C kroz enterocite odvija preko
SVCT1 (SLC23A1) i SVCT2 (SLC23A1) transportera, dok se mehanizam transporta
vitamina C iz krvi u centralni nervni sistem razlikuje. Kako askorbinska kiselina nema
mogucnost prolaska kroz krv-mozak barijeru, a endotelna ¢elija kapilara ne poseduje
receptore SVCT1 i SVCT2 transport vitamina C se odvija preko GLUT1 receptora.
Odnosno askorbinska kiselina, u tkivnom mikrookruzZenju, biva oksidovana u
dehidroaskorbinsku kiselinu (DHA). Ovako nastalu oksidovanu formu GLUT1
receptori prenose, a zatim se u nervnom tkivu, posredstvom DHA reduktaze,

rekonvertuje u askorbinsku kiselinu (Slika 7) (56).
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Slika 7. Sematski prikaz transporta vitamina C kroz ¢eliju: A) Transport
vitamina C kroz epitelnu celiju posredovan SLCT; B) transport DHA oksidovane forme
vitamina C (Preuzeto iz: Friedman PA, Zeidel ML. Victory at C. Nat Med. 1999
Jun;5(6):620-1.)

U dosadasnjoj literaturi navodi se da optimalna dnevna doza vitamina C za
zamorca iznosi 10-30 mg/kg, dok su znatno vece koncentracije od 30 do 50 mg/kg
potrebne u stanjima kao Sto su trudnoc¢a i rani period razvoja. Navodi se da i drugi
faktori kao Sto su: pol, starost, koli¢ina deponovanog vitamina, ishrana, trudnoca,

dojenje, udruZene bolesti kao i spoljasnji uslovi mogu da uticu na duZinu pocetka i

izraZzenost simptoma nedostatka vitamina C (57).

Kod ljudi preporuceni dnevni unos vitamina C zavisi od pola i Zivotnog doba. Sa
godinama preporucena koncentracija unosa vitamina C raste od 15 mg dnevno u
periodu izmedu 1-3 godine Zivota, pa do 75 mg za Zene i 90 mg dnevno za muskarce od

19 godine pa do kraja Zivota. U svakom Zivotnom dobu nesto vece koli¢ine vitamina C je
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neophodno da unose muskarci (58). Detaljan prikaz preporucenih dnevnih potreba za

vitaminom C predstavljen je u Tabeli 3.

Tabela 3. Preporuceni dnevni unos vitamina C

STAROSNA DOB ZENSKI POL MUSKI POL
(godine) mg/dan mg/dan

1-3 15 15

4-8 25 25
9-13 45 45
14-18 65 75
19-30 75 90
31-50 75 90
51-70 75 90

>70 75 90

Vitamin C je hidrosolubilna supstanca, njegova koncentracija u plazmi je strogo
kontrolisana bubreZznom ekskrecijom. Naime, kod zdravih ljudi sva koli¢ina vitamina C
se filtrira u glomerulima bubrega, potom ponovo biva apsorbovana u proksimalnim
tubulima preko SVCT1 transportera (transportera vitamina C). Kod ljudi doza na kojoj je
reapsorpcija vitamina C saturisana je izmedu 60-100 mg/dan, dok ona kolic¢ina koje se

unese u viSku biva putem mokrace izlucena (59).
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1.2.4. Uloge vitamina C

Danas su dokazane mnogobrojne uloge vitamina C. Jedna od uloga koje ima je
uloga kofaktora neophodnog za funkcionisanje brojnih enzima. Na taj nacin ucestvuje
u procesima biosinteze kolagena kao neophodan kofaktor za tri enzima (prolil-4-
hidroksilazu, prolil-3-hidroksilazu, lizin hidroksilazu) zaduZenih za hidroksilaciju
prolil i lizil rezidua (60). Sintezu L-karnitina vrSe enzimi trimetilizin dioksigenaza i
gama-butirobetainska hidroksilaza, a za njihovo funkcionisanje neophodni su
askorbinska kiselina i dvovalentno gvozde (60, 61). U sintezi i konverziji dopamina u
norepinefrin vitamin C ucestvuje kao donor elektrona za dopamin-f3-monoksigenazu

(60).

Vitamin C olakSava enteralnu apsorpciju neorganskog non-hem gvozda,
uCestvuje i u sintezi kortizola i kateholamina, a takode smanjuje toksi¢nost

redukovane forme elemenata kao Sto su selen, olovo, kadmijum i nikl (60, 61).

U metabolizmu histamina vitamin C je zajedno sa jonima bakra umesan u
procese inhibicije oslobadanja histamina kao i ubrzanja njegove degradacije. Na
poboljSanje imunog odgovora deluje stimuliSu¢i produkciju interferona i hemotaksiju
neutrofila, kao i podukciju antitela IgG i IgM klase (60). Istrazivanja su pokazala da
kod prehlade u suplementacija vitamina C skracuje trajanje bolesti za 8% kod

odrasliih i za 13% kod dece.

Randomizirane studije su pokazale da vitamin C smanjuje seropozitivnost i
progresiju atrofije Zeluca kod pacijenata sa seropozitivnom H. pylori infekcijom. Dok
topikalna aplikacija vitamina C dovodi do skracenja vremena neophodnog za lecenja

koZnih promena kod pacijenata sa Herpes simplex virusnom infekcijom (62-64).
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Vitamin C je snaZan andioksidans. Pod fizioloSkim uslovima funkcioniSe kao
potentno redukciono sredstvo koje se efikasno vezuje za slobodne radikale (koji su
proizvod normalnog metabolickog disanja), i tako stvara slabo reaktivni radikal

akorbinske kisline (engl. ascorbyl radical). Ove reakcije su od izuzetnog znacaja za

aerobne celije (60, 65, 66).
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1.3. Zamorac

Zamorac (Cavia porcellus s. aperea) ili
morsko prase (Slika 8) spada u glodare koji i
zajedno sa kapibarama pripadaju familiji —‘
Caviidae. Zbog Ceste upotrebe u naucnim
istraZivanjima termin ,zamorac“ je postao \ "”
sinonim za eksperimentalni subjekt (67). Prvi

put su pripitomljeni pre 3 000 godina od

strane Indijanaca u Peruu. Prvobitno su im Slika 8. Albino zamorac
sluzili kao hrana ili kao Zrtvene Zivotinje u

toku verskih rituala (68). Holandani ih donose na tlo Evrope tek u 16. veku.

Zbog svog blagog temperamenta zamorac se u eksperimentima koristi viSe od 200
godina. Ujedno su i prva Zivotinjska vrsta koja je izvedena i drZzana u aksenskom stanju
(axenetic state) (69). Medutim u poslednjim decenijama broj publikacija u kojima su kao
animalni modeli koriS¢eni zamorci znaCajno opada. Zamenjeni su drugim vrstama
glodara, miSevima i pacovima, koji imaju kraéi reproduktivni ciklus, veca legla i danas su
brojni modeli uspesno genetski modifikovani. Zamorci su kori§¢eni u razli¢itim
studijama, ukljuCuju¢i anafilaksu, astmu, reakcije preosetljivosti, genetiku, imunologiju,

ishranu pa i za istrazivanja u svemiru (70).

Zamorci mogu imati dugu ili pak kratku dlaku. Dlaka im moZe biti mono-, bi- ili
trikolorna. Srednjeg su rasta, bez repa, sa 4 prsta na prednjim nogama ondosno 3 na
zadnjim. Na svim prstima se nalaze kandZe. U svrhu istraZivanja najceS¢e se koriste

kratkodlaki beli (albino) zamorci. PoSto su socijalne Zivotnje mogu se drzati zajedno u
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kavezima, u adekvatnim grupa. Neophodno je da temperatura prostorije bude u
rasponu od 20 - 26 (C, vlaznost vazduha 30 - 70%, provetravanje vazduha 10 - 15 puta

na sat, kao i smenu dnevno-no¢nog ritma na 12h (71).

Po rodenju zamorci su teZine 60 - 100 g i u potpunosti sposobni za samostalan
Zivot (precocial) - pokretni su, oCisu im otvorene, imaju dlaku, a prvobitne zube su im u
toku fetalnog razvoja zamenili stalni. [ako im period laktacije traje 12 dana, ve¢ prvog

dana mogu da jedu ¢vrstu hranu i piju vodu (72).

Reproduktivnu zrelost Zenke sticu ve¢ nakon 4-5 nedelja, dok muzijaci nakon 8 -
10 nedelja. U potpunosti su odrasli u proseku sa 8 - 10 meseci, a Zivotni vek im je i do 8
godina. U toku Zivota mogu da dostignu teZinu od 800 do 1 000 g i duZinu do 30 cm. Kod
Zenki estrusni ciklus traje u proseku 16 dana (13-21 dan), a gestacioni period 59-72
dana i obrnuto je proporcionalan broju fetusa (73). Dug gestacioni period, spontana

ovulacija i aktivno sekretujuce Zuto telo ih u pogledu reproduktivniog sistema, za

.....

Zamorackao i covek u potpunosti je zavisan od egzogenog unosa vitamina C. Zbog
te svoje genetske slicnosti sa covekom (koja se ogleda u nemoguc¢nosti sinteze vitamina
C) zamorac se, u poredenju sa drugim glodarima, smatra veoma pogodanim modelom za

sprovodenje nasSeg istraZivanja.
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1.4. Embrioloski razvoj bubrega

Bubreg kod sisara predstavlja veoma kompleksan organ sa viSe od 25
funkcionalno i morfoloski razlic¢itih Celija organizovanih tako da omoguce filtraciju,
reasorpciju i sekreciju a sve u cilju regulacije homeostaze, krvnog pritiska, broja

eritrocita i gustine kostiju kao i eliminacije otpadnih azotnih materija (74).

HistoloSke karakteristike fetalnih bubrega se u mnogome razlikuju u odnosu na
razvijene bubrege kod odraslih. Razlog tome je to Sto je bubreg organ koji se
kontinuirano razvija do samog kraja gestacije. U embrionalnom periodu razvi¢a od
primitivne pruge nastaje mezoderm od koga c¢e se kasnije razviti bubreg. Razvoj
bubrega kod sisara se odvija u kranio-kaudalnom pravcu diferencijacijom
intermedijarnog mezoderma. Intermedijarni mezoderm se nalazi izmedu paraaksijalnog

i laterlalnog somita, sa kojima gubi vezu i formira urogenitalni nabor (Slika 9) (74, 75).

7 celom

lateralni
mezoderm

Slika 9. Prikaz lokalizacije intermedijarnog mezoderma na embrionu misa
(Preuzeto uz modifikaciju iz: Davidson A]. Mouse kidney development. In Stembook
[Internet] 2009 Jan 15. Harvard Stem Cell Institute).
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Na urogenitalnom naboru intermedijarnog mezoderma se razlikuju dva dela: 1)
nefrogena traka (vrpca) - koja ¢e u buducnosti dati organe urinarnog sistema; i 2)

gonadni nabor od kog ¢e se razviti gonade (75).

Postoje tri morfoloSka oblika u razvoju bubrega, koja se vremenski i prostorno
preklapaju, a to su: pronefros, mezonefros i metanefros. Pronefros i mezonefros se
smatraju privremenim organima, a njihovo postojanje je neophodno za razvoj

definitivnog bubrega odnosno metanefrosa (76)

Kod humanih embriona prvi dokaz o razvoju urinarnog sistema predstavljaju
nefrotomi - grupisane mezenhimne C¢elije koje se diferenciraju od kranijalnog
intermedijarnog mezoderma tj od prvih pet cervikalnih nefrotoma. Pronefros se kod
ljudi razvija oko 21-22. dana nakon zaceca, dok se kod miSa razvija 8. embrionalnog
dana. Sastoji se najpre od 7-10 solidnih nakupina ¢elija koje se diferenciraju u vezikule a
potom kanali¢e (77). Medijalni deo kanali¢a preko otvora (nefrostome) komunicira sa
celomskom dupljom, dok se lateralni kraj izduZuje kaudalno i i spaja sa susednim, ispod
smestenim kanaliCem, formiraju¢i pronefrosni kanal - primarni mokrac¢pvpd, koji se
izduZuje i otvara u kloaku. Kranijalni deo pronefrosnog kanala, kasnije formirani
mezonefros koristice kao odvodni kanal, sve dok ostale strukture pronefrosa podlezu

regresiji. (77).

Rani, pronefrosni, razvoj bubrega je pod uticajem retinoic¢ne kiseline koja ¢e uticati
na ogranicenu ekspresiju Hox 4-11 gena. Pored toga transkripcioni faktori Pax-2 i Pax-8
u intermedijarnom mezodermu indukuju ekspresiju gena Lim-1 koji je zaduZen za
agregaciju mezenhimalnih celija i stvaranje pronefrosnog duktusa. Kod ¢oveka ovaj

stadijum u razvoju bubrega je privremen i nije funkcionalno aktivan. Kod riba i amfibija,
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pronefros je dobro razvijen, te perzistira tokom Zivota i reguliSe vodeno -soni balans kao

i pH krvi (78).

Slede¢i tranzitorni stadijum u razvoju bubrega je mezonefros. Mezoderm
nefrogene vrpce tj torakalnih i dela lumbalnih (L1-L3) nefrotoma, prolazi kroz
mezenhimno epitelnu transformaciju u toku koje celije dobijaju svojstva epitela, a takve,
sada epitelne Celije, stvaraju renalne vezikule koja ¢e se dalje diferencirati u strukture

oblika zareza, a potom i latini¢nog slova S (79).

Po formiranju S forme, njezin lateralni kraj dilatira i obrazuje Bowmanovu
kapsulu, gde dolazi do urastanja dorzalnih arterija Sto ¢e rezultirati formiranjem
glomerula. Od ostatka S forme, diferenciraju se preostali delovi nefrona - proksimalni
tubul, Henleova petlja i distalni tubul, koji se spaja sa primarnim mokracovodom (Wollf-
ovim kanalom). Mezonefros sa ovakvim jednostavnim ali kompletnim nefronom
predstavlja prvu ekskretornu jedinicu u bubregu. Kod coveka ima privremenu i
ogranic¢enu funkciju u stvaranju malih koli¢ina urina i regulaciji elektrolitske ravnoteZze.
Degeneracija mezonefrosa ide u kranio-kaudalnom pravcu, i u perodu izmedu 5.1 12.

gestacione nedelje mezonefros gubi svoju ekskretornu funkciju (80, 81).

Kod ploda Zenskog pola u toku treceg meseca intauterinog razvoja preostale
strukture mezonefrosa iSCezavaju (osim zaostatka u vidu Gartner-ove ciste), dok se kod
muskaraca, od mezonefrosni kanala, razvijaju ductus epididymis et ejaculatorius, kao i

vesiculae semminales (82).

Razvoj metanefrosa (definitivnog bubrega sisara) pocinje u 5. nedelji gestacije kod
coveka, odnosno 10. dana gestacije kod miSa. Manifestuje se razvojem ureteralnog
pupoljka koji nastaje od kaudalnog dela Wollf-ovog kanala. Kod brojnih vrsta, tokom

odredenog perioda, moguce je uporedno perzistiranje mezonefrosa (privremenog
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bubrega) i metanefrosa. Razvoj metanefrosa se odvija zahvaljuju¢i reciprotnom

induktivnom uticaju izmedu metanefricnog mezenhima i ureteralnog pupoljka (83).

Metanfricni blastem predstavlja preostale nefrotome porekla intermedijarnog
mezoderma (lumbalne i sakralne). Cini ga grupa od nekoliko stotina ¢elija koje su pod
uticajem WT-1 transkripcionog faktora. U sklopu metanefricnog blastema postoje
zasebne progenitorne Celijske populacije koje ¢e kasnije formirati nefrone, stromalnu i
vaskularnu komponentu bubrega (84). Metanefricni blastem pod uticajem signala
kondenzuje i formira strukturu slicnu kapi (Slika 10), koja se razvija i stvara
pretubularne agregate Ccije ¢e Celije pro¢i kroz proces mezenhimno epitelne
transformacije, i sada kao epitelne celije, formirati oblik renalne vezikule. Vezikule u
procesu nefrogeneze Ce se dalje diferencirati u stadijum srpaste forme (forme zareza) i
S forme (forme oblika latinicnog slova S) i tako zapoceti stvaranje funkcionalnih nefrona
(75) (Slika 10). Naime, sfericna struktura renalne vezikule, sastavljena od
polarizovanih epitelnih ¢elija se ubrzo transformise i gubi simetriju. Celije se pomeraju i
formiraju zakrivljenu invaginaciju na kojoj se uocava proksimalni (,tanki“) segment i
distalni ,debeli“ kraj sa lumenom u sredini. Ova formacija odgovara morfogentskom
stadijumu zareza (srpastoj formi). Dalje pomeranje celijja ka proksimalnom polu
kreirac¢e joS jedan lumen i ovakva razvojna forma nefrona oznacena je kao latinicno
slovo S. Epitel koji oblaZe unutraSnjost distalnog dela S forme ¢e se diferencirati u
podocite, a iz distalnog lumena nastaju kapilari menzangijuma. Podociti imaju
sposobnost stvaranja fibronektina i drugih komponenti bazalne membrane kao $to je

kolagen IV (76).
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Slika 10. Razvoj nefrona: Metanefricni mezenhim se pod uticajem signala
kondenzuje, stvaraju¢i strukturu slicnu kapi (narandzasto). Deo c¢elija unutar ove
strukture se dalje grupiSe i formira pretubularne agregate koji podleZu transformaciji
mezenhima u epitel, formiraju¢i na taj nacin bubreZznu vezikulu. Vezikula se dalje
diferencira u strukture u obliku zareza, a potom u strukturu oblika slova S. Endotelne
¢elije migriraju u rascep tela u obliku slova §, Sto ¢e doprineti formiranju bubreZnih
¢elija. Gornji deo S strukture spaja se sa vrhom kanala za ureter (budu¢i kanal za
sakupljanje). Od donjeg segmenta S forme nastace podociti i Bowmanova kapsula. Dok
se gornji segment izduZuje i diferencira u: distalni tubuli, a srednji deo u Henleovu
petlju i proksimalne tubule. Preuzeto i modifikovano iz: Moritz KM, Wintour EM, Black
M], Bertram JF, Caruana G. Factors influencing mammalian kidney development:
implications for health in adult life. Adv Anat Embryol Cell Biol. 2008;196:1-78.
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0Od proksimalnog dela S forme nastace distalni izuvijani tubul, srediSnji centralni
deo cCe se izdiferencirati u proksimalne tubule, Henleovu petlju i distalne prave tubule,
dok ¢e se od distalnog dela S forme ¢e nastati dilatacija koje je u stvari Bowman-ova
kapsula razviti bubrezno telaSce odnosno glomerul (76). Urastanje kapilara u Bowman-
ovu kapsulu rezultuje nastankom glomerula. Od tog trenutka podociti dalje ne
proliferiSu, ve¢ se diferenciraju u Celije sa noZicama i sa kapilarima formiraju filtracionu

barijeru, glomerularnu bazalnu membranu (GBM) (75, 76).

Tokom grananja ureteralnog pupoljka prvo se formira bubrezna karlica i ¢aSice, a
u tom periodu stvaranje nefrona nije primeceno. Dok svako sledece grananje ce
rezultovati induktivnim delovanjem na metanefricki blastem i pocetkom razvoja
nefrona. U prve Cetiri generacije grananja ureteralnog pupoljka nastaju 4 velike CaSice,
zatim sledece Cetiri generacije da¢e male CaSice, a narednih 11 generacija grananja se i
daju sabirne tubule (75). Nakon 15. nedelje grananje prestaje ali se nefrogeneza
nastavlja. Samo trajanje procesa nefrogeneze medu vrstama se razlikuje. Kod mnogih
vrsta se odvija postnatalno pa je izloZen i uticaju faktora ex utero (Slika 11). Kod ljudi
nefrogeneza pocinje u 5. nedelji razvi¢a, najintenzivnija je u period izmedu 18-32.
nedelje, a u potpunosti se, prema vecini autora, zavrSava u 34-36. nedelji. Nefrogeneza

se kod zamorca odvija izmedu 22. i 55. prenatalnog dana (77-84).
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Slika 11. Sematski prikaz duZine trajanja nefrogeneze god sisara u
poredenju sa duzinom gestacije. Broj u zelenom pravougaoniku oznacava duzinu
gestacije. (Preuzeto uz modifikaciju iz: Matsell DG, Tarantal AF: Experimental models of
fetal obstructive nephropathy. Pediatr Nephrol 17:470-476, 2002.)
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1.5. Razvoj pluca

Bez obzira na Zivotno staniSte svi reptili, ptice i sisari razmenu gasova vrse preko
pluéa. Distalni deo respiratornog sistema (grkljan, dusnik, glavni bronhi,
intrapulmonalni bronhi i plu¢a) razvijaju se iz laringotrahealnog pupoljka
(respiratornog divertikuluma), koji nastaje na ventralnoj strani kranijalnog dela
prednjeg creva (85). Epitelna komponenta respiratornog sistema je endodermalnog
porekla, dok su misi¢na, hrskavicava i vezivnotkivna komponenta kao i kapilari pluc¢a

poreklom od splanhi¢nog mezoderma koji okruzuje prednje crevo (86).

Tokom organogeneze razvoj pluca prolazi kroz 5 stadijuma razvoja: embrionalni,
pseudoglandularni, kanalikularni, sakularni i alveolarni (Tabela 4), koji se prema
histoloSkim karakteristikama mogu razlikovati, ali jasne granice izmedu ovih stadijuma

ne postoje jer se tokom razvoja stadijumi medusobno nadovezuju i prepli¢u (87).

Tokom embrionalnog stadijuma razvoja plucéa, epitelne Celije primitivnog
respiratornog divertikuluma invadiraju okolni mezenhim i tako formiraju primitivno
bronhijalno stablo (88). Kod ljudi 28. dana gestacije respiratorni divertikulum se deli na
desniilevi primarni bronhijalni pupoljak od kojih ¢e kasnije nastati desni i levi primarni

bronh (Slika 12). Od dela koji se nalazi iznad bifurkacije nasta¢e dusnik i grkljan (89).
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Tabela 4. Stadijumi razvoja plu¢nog parenhima kod razlicith vrsta sisara*

Vremenski period

Stadijum razvoja Vrsta
Pocinje Zavrsava se
Mis 9ED 12ED
Embrionalni Pacov n 18 ED
Covek 3-4GN 6-8 GN
Mis 12ED 16 ED
Pseudoglandularni Pacov 13e 18e
Covek 6-8 GN 16 GN
Mis 1l6e 17 e
Kanalikularni Pacov 18e 20e
Covek 16 GN 26-28 GN
Mis 17E 4 PN
Sakularni Pacov 21E 4PN
Covek 26-28 32-36 GN
Mis 4PD 36 pd
Alveolarni Pacov 21E 4PN
Covek 32-36 GN 2-4 godine Zivota

*Preuzeto uz modifikaciju iz L.M. Ernst et al. (eds.), Color Atlas of Fetal and Neonatal Histology, 21
DOI 10.1007/978-1-4614-0019-6_2, Schittny JC. Development of the lung. Cell Tissue Res. 2017; 367(3):

427-444.
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U ovom stadijumu dus$nik i bronhijalno stablo u svom zidu ne sadrZe hrskavicu i
glatki miSi¢, ali su obloZeni nediferentovanim pseudoslojevitim cilindri¢nim epitelom.
Ekstracelularni matriks ¢ini velika koli¢ina hijaluronske kiseline, a bazalna membrana
epitela se sastoji iz kolagena tip IV, laminina i fibronektina. Okolni mezenhim sadrzi
celije koje ¢e formirati vaskularne pleksuse, glatke miSice i druge komponente veziva.

Na kraju ovog stadijuma parenhim pluc¢a izgledom podsecéa na tubuloacinarne Zlezde

(90).
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Slika 12. Sema sa uporednim prikazom razvoja pluéa kod misa i ¢oveka. Ca-
kaudalno; Ce - cephalic; D-dorzalno; L-levo; R, desno; V- ventralno; gd - dan gestacija;
gn - nedelja gestacije; g - godina. Preuzeto uz modifikaciju iz: Plosa E, Guttentag SH.
Lung Development. In: Gleason CA, Juul SE, editors. Avery's Diseases of the Newborn, 10th
ed.ELSEVIER: 2018;p. 586-599.e2.
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Pseudoglandularni stadijum u razvoju pluc¢a karakteriSe formiranje bronhijanog
stabla. U toku ovog stadijuma bronhijalni deo parenhima se dihotomno grana i razvoj
sprovodnog dela respiratornog sistema se zavrSava formiranjem terminalnih bronhiola

(91).

Plu¢ni parenhim se sastoji iz brojnih epitelnih tubula obloZenih pseudoslojevitim
trorednim epitelom. Unutar epitela, ¢elije su i dalje nediferentovane i sadrze veliku
koli¢inu glikogena. U bazalnoj membrani su prisutni kolagen i lamin. Oko tubula se,
perpendikularno u odnosu na duZu osovinu, u kruZznom rasporedu pojavljuju
miofibroblasti. Hrskavica u zidu traheje i glavnih bronha nastaje do 10-te, odnosno u
segmentnim bronhima do 16-te gestacione nedelje. Meducelijski matriks je izgraden iz
glikozaaminoglikana, proteoglikana, fibronektina, laminina, kolagena I i III (90, 92, 93).
Paralelno sa grananjem bronhijalnog stabla se kroz diferencijaciju i organizaciju
mezenhima, u sklopu procesa angiogeneze, razvijaju i krvni sudovi pluc¢a. Kod glodara
od traheje nastaju dva primarna bronha i tako formiraju viljuskast oblik
traheobronhijalnog stabla (podseca na pticiju kost jadac, engl. wishbone, lat. furcula)

(Slika 13).
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covek glodari

Slika 13. Izgled traheobronhijalnog stabla kod coveka i glodara. (Preuzeto i
modifikovano iz: Brewer NR, Cruise L]. The respiratory system of the guinea pig: Emphasis

on species differences. Contemp Top Lab Anim Sci. 1997;36(1):100-108.)

Bo¢nim grananjem bronha nastaju intralobularni bronhi, a svi intrapulmonalni
sprovodni putevi po histoloSkim karakteristikama odgovaraju bronhiolama. Kod
zamorca postoji samo jedna generacija bronhiola, koja ¢e dalje preci u respiratorne

bronhiole, koje na kraju prelaze u alveole (94, 95).

U plu¢nom parenhima tokom kanalikularne faze razvoja dolazi do formiranja
plu¢nih acinusa koji se sastoje od respiratornih bronhiola sa pripadaju¢im alveolama
(96). Unutar interstiicjuma dolazi do smanjenja koli¢ine okolnog mezenhima i
prorastanja krvnih sudova. Na ta nacin se ostvaraje blizak kontakt kapilara sa budu¢im

alveolama, a sve u cilju formiranjem krv-vazduh (respiratorne) barijere. Epitelne celije
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se diferenciraju i u perifernim delovima plu¢nog parenhima (u primitivnim alveolarnim
duktusima) uocavaju se pneumociti tipa II. Ove ¢eliju su osposobljene za stvaranje
surfaktanta i fosfolipida, a njihovom diferencijacijom nasta¢e pneumociti tipa I. Na svim
mestima gde se ostvaruje kontakt endotelne celije kapilara sa alveolarnom epitelnom
¢elijom (pneumocitom tipa I) dolazi do formiranja respiratorne barijere. Pred kraj ove
faze sprovodni deo respiratornog sistema je obloZen diferentovanim respiratornim
epitelom, a u gradi zida prisustna je hrskavicava, miSi¢na i Zlezdana komponenta.

Respiratorna barijera je dovoljno tanka da podrZzi razmenu gasova (97-100).

Sledec¢a faza u embrioloSkom razvoju pluénog parenhima (sakularna faza) se kod
ljudi odvija u period od 24-e do 38-e gestacione nedelje. Tokom ove faze intersticijum
plu¢a se redukuje, dolazi do daljeg rasta i razvoja aleveolarnih sakulusa i duktusa.
Epitelne celije se diferenciraju pa pneumociti tip II sve viSe produkuju surfaktant i
pripadajuc¢e proteine A, B, C i D. Koli¢ine glikogena unutar celija se smanjuju, a
mitohondrijalni enzimi pokazuju povecanu aktivnost. Dolazi do smanjenja udaljenosti
izmedu pneumocita tip [ i mreZe kapilara. Kod nedonosc¢adi je u ovoj fazi moguca

razmena gasova na nivou perifernih sakulusa (101).

Poslednji stadijum u razvoju pluca je alveolarna faza. Ovaj proces alveolarizacije
parenhima je jedinstven za razvoj pluca i kod ljudi se odvija od 36-e nedelje gestacije do
druge godine Zivota. Kod glodara, kao Sto su pacovi, ova faza se odvija od 21-og
embrionalnog dana pa do 4-og dana nakona rodenja, dok se kod miSa taj proces odvija
postnatalno (u periodu izmedu 4-og i 36-og dana) (Tabela 4). Tokom ovog procesa
dolazi do formiranja novih pregrada (tzv. sekundarnih septi) unutar postojecih

vazdus$nih prostora Sto rezultuje stvaranju alveola i na taj nacin dolazi do povecanja
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povrsine zaduZene za razmenu gasova (102). Postnatalno sazrevanje pluca se dalje

nastavlja kroz stadijume alveolarizacije i mikrovaskularne maturacije (103).

Kod zamorca tkivo plu¢nog parenhima je izuzetno krhko. Unutar parenhima
nedostaje vezivno tkivo pa nema intralobularnih septi niti sekundarnih pojedinac¢nih
lobulacija. Glatki mis$i¢ unutar bronhija je najprominentiji kod zamoraca u odnosu na
druge vrste, a miSi¢na vlakna su spiralno postavljena, te zahvaljuju¢i tome bronhije se

mogu znatno viSe zatvoriti (104).

Zamorac se godinama koristi kao model u izucavanju oStecenja plucnog
parenhima, astme, hipereaktivnosti, kao i u izucavanju Stetnosti brojnih inhalatornih
agenasa (virusa, bioloSkoih agenasa, hemijskih sredstava). Brojni nalazi iz ovih studija

su ekstrapolirani na ¢oveka i njihov uticaj na zdravlje.
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1.6. Razvice skeletnih (poprecno-prugastih) misica

.....

Skeletni miSi¢i su mezodermalnog porekla. Razvijaju se iz paraksijalnog
mezoderma, kao i aksijalni skelet i dermis kozZe (86). Paraksijalni mezoderm, sa obe
strane neuralne tube i notohorde, pocinje progresivno da se segmentiSe u parne kruzne
formacije-somitomere (Slika 15). Somitomere se prvo pojavljuju u kranijalnom delu
somitomere pa do kaudalnog dela ploda somitomere se segmentiSu u somite koji
predstavljaju kondenzate primitivnih mezenihmalnih ¢elija. Kod Coveka prvi somiti se
pojavljuju oko 20. embrionalnog dana, a do 30. dana bude formirano 42-44 para somita
(86). Mezoderm somita se u cCetvrtoj nedelji gestacije deli na: ventromedijalni deo -
sklerotom (od koga Ce nastati kicmeni prsljenoviirebra)ilateralni deo - dermomiotom.
dermis koZe, multilokularno masno tkivo kao i glatki misi¢ krvnih sudova (86, 105,

106).

Dermomiotom se deli na hipoksijalni i epaksijalni dermomiotom Unutar somita se
delaminacijom celija sa krajeva dermomiotoma formira miotom (Slika 14). I to prvo u
epiaksijalnom dermomiotomu (koji ¢e dati ledne miSi¢e), pa tek u hipoaksijalnom

domenu od koga ¢e nastati medurebarna, abdominalan i muskulatura udova (107).
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Slika 14. Sematski prikaz razvoja skeletnih misi¢a kod ki¢menjaka (Preuzeto i
modifikovano iz: Charrasse S, Causeret M, Comunale F, Bonet-Kerrache A, Gauthier-
Rouviére C. Rho GTPases and cadherin-based cell adhesion in skeletal muscle development.
J Muscle Res Cell Motil . 2003;24(4):311-5.)

Kako su somiti u poCetku epitelne strukture daljim razvojem ploda centralni
delovi dermomiotoma prolaze kroz proces epitelno-mezenhimalne transformacje u
toku koga nastaju progenitorne miSi¢ne cCelije. Naime, tokom rane embriogeneze
mezenhimalne celije se diferenciraju u pre-mioblaste, od koji ¢e nastati mioblasti (Slika
14). Mioblastne celije su vretenastog oblika sa centralno postavljenim ovalnim jedrom i
prominentnim jedarcima. Citoplazma ovih ¢elija je granularna i u njoj se uocava
prisustvo miofilamenata i desmina (108). U sedmoj nedelji gestacije spajanjem viSe
mioblastnih celija nastaju miSi¢ni tubuli (myotubes) koji ¢e se kasnije diferencirati u

miSi¢na vlakna.

Tokom razvoja postoje dva tipa miSi¢nih tubula: primarni miSi¢ni tubuli koji
nastaju kao rezultat spajanja viSe mioblastnih ¢elija, i generacija sekundarnih miotubula
kojima predhodno formirani primarni miotubuli predstavljaju osnov za nastanak (108,

109.).
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Primarne mi$i¢ni tubuli nastaju spajanjem krajava dva mioblasta. Na popre¢nom
preseku jedro je centralno postavljeno sa malo citoplazme i mofibrila periferno
postavljnih. Na ovaj naci se odreduje duZina miSi¢cnog vlakna. Drugi deo procesa, koji se
kod ljudi odvija izmedu 11-15. nedelje gestacije) se odnosi na spajanje predhodno
opisanog misi¢nog tubula sa mioblastima side by side. Pocetkom drugog trimestra
dolazi do formiranja sekundarnih miotubula koji u fizioloSkom smislu postaju
kontraktilni, a njih histoloSki karakteriSu i dalje centralno postavljena jedra. Kasnijim
sazrevanjem miotubula u miSi¢na vlakna broj se sve viSe povecava, poprecna
ispruganost je u citoplazmi uocljiva i sve viSe Celija ima jedra postavljena na periferiji,
dok se na rodenju u malom procentu (u oko 5% vlakana) moze i dalje uociti centralna

lokalizacija jedra (109).

Do sada su poznati brojni faktori koji su zaduZeni za regulaciju miogeneze (Slika
15). Od velikog znacaja za pocetak ovog procesa je aktivacija MyF5 faktora u
novoformiranim somitima. U ovaj proces uklju¢eni su i PAX3 i PAX7, zatim MyoD, kao i

one zaduZene za diferencijaciju kao Sto su MyoG (miogenin), Mrf4 i Mef2 (110).
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Slika 15. Molekularna regulacija miogeneze - Sematski prikaz: Tokom
miogeneze, PAX3 i PAX7 se inicijalno aktiviraju u embrionalnim progenitorima. Sa
kontinuiranim razvojem embriona, odredene embrionalne progenitorske celije se
diferenciraju u celije prekursora miSica koje se nazivaju mioblasti. Kako mioblasti
migriraju, eksprimiraju se MioG i MRF4, koji stimuliSu mioblaste da se diferenciraju u
miotube. Oni zatim deluju sa MEF2 i SRF kako bi aktivirali gene odgovorne za
arhitektoniku i funkcionalnost misi¢nih vlakana. (Preuzeto i modifikovano iz: Ju H, Yang
Y, Sheng A, Jiang X. Role of microRNAs in skeletal muscle development and
rhabdomyosarcoma. Mol Med Rep. Jun 1;11(6):4019-24.)

Fetalni period je krucijalan za razvoj skeletnih miSi¢a jer nakon rodenja nema
povecanja broja miSi¢nih vlakana. Tokom Zivota povecanje miSic¢a je rezultat iskljucivo

povecanja dijametra miSi¢nih vlakana (111).
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1.7. Razvoj zuba - denticija glodara, sli¢nosti i razlike

[straZivanje je sprovedeno na zamorcima te vazno je napomenuti sli¢nosti i razlike
izmedu denticije coveka i glodara. Kod vecine sisara postoje dve denticije: mlecna i
stalna (112), a kod glodara, samim tim i zamorca, postoji jedna jedinstvena (stalna)

denticija (113).

Prvi morfoloski znaci razvoja zuba kod miSa se uocavaju 11. dana embrionalnog
razvica, formiranjem zubne gredice (114). Kod Coveka formiranje zubne gredice se
deSava u 6-0j nedelji embrionalnog razvi¢a (115). Nakon potpunog formiranja, gredica
zadebljava i vide se prvi zametci zuba koji su sad u stadijumu pupoljka. Kod misa, se ove
strukture pojavljuju u 13-om danu embrionalnog razvoja, kod ¢oveka u 8-0j nedelji
embrionalnog razvoja. Na naSem eksperimentalnom modelu utvrdeno je da se pojava
prvih zametaka kod zamorca uocava 25-og dana embrionalnog razvi¢a. Kod coveka se
tokom ovog stadijuma od zubne gredice odvaja pomoc¢na zubna gredica, koja ¢e dati
zametke za razvoj stalnih zuba. Kod miSa i zamorca ne postoji pomo¢na zubna gredica

jer nemaju stalne zube (114-116).

Kod Coveka, pupoljak se postepeno uvecava i prelazi u stadijum kape u 10-0j
nedelji embrionalnog razvica. Epitelne ¢elije postaju spoljasnji i unutrasnji gledni epitel,
a mezenhim formira zubnu papile koja ¢e kasnije postati zubna pulpa. Sve navedeno cini
gledni organ. Isti procesi se vide i kod druge dve vrste, kod miSa 14-og dana

embrionalnog razvoja, a kod zamorca oko 25-og dana embrionalnog razvoja (Slika 16).
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Slika 16. HistoloSke karakterisike sekuti¢a zamorca 25. dana embrionalnog
razvic¢a: Gornji dentalni pupoljak-GDP; zubna gredica-ZG; donji dentalni pupoljak-DDP;
HE, x200, scale bar 200 pm.
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U daljem razvoju zubne papile i glednog organa zub ulazi u stadijum zvona, a
potom se potpuno formira zub i tvrda tkiva mineralizuju. Kod Coveka to pocinje 14-e
nedelje, kod miSa 17-og i 18-0g dana, a kod zamoraca oko 30-og dana embrionalnog
razvoja do rodenja (Slika 17). U ovom periodu dolazi do morfoloskih promena na
¢elijama koje formiraju tvrda zubna tkiva, kao i njegove potporne strukture, a zub

postepeno dobija njegov konacan oblik (Slika 18 i 19).

Slika 17. HistoloSke karakteristike donjeg sekuti¢a 30. dana embrionalnog
razvi¢a zamorca: krvni sud-KS; odontoblast-OB; HE, x400, scale bar 100 um.
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Slika 19. Donji sekuti¢ zamorca 40. dana embrionalnog razvoja: ameloblast -
AB; odontoblast - OB; gledni matriks - GM; dentin - DN; predentin - PD; krvni sudovi -
KS; alveolarna kost -AK; HE, x400, scale bar 100 pm.

Denticija glodara sadrZi tri para molara i jedan par sekuti¢a po vilici, dok je kod
ljudi taj broj znacajno vedi: u jednom kvadrantu su 2 sekutic¢a, 1 o¢njak, 2 premolara i3
molara. Dakle 20 zametaka za mlecne i 32 zametka za stalne zube. Na poziciji gde se

ljudima nalaze lateralni sekuti¢i, o¢njaci i premolari nalazi se dijastema (116).
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1.8. Razvice koStanog tkiva

Histogeneza koStanog tkiva se odvija kroz dva procesa: enhondralne (indirektne)
osifikacije i intramembranske (direktne) osifikacije. Podela je uslovljena mehanizmom
nastanka kosStanog tkiva Naime, pljosnate kosti nastaju u procesu intramembranskog
okosStavanja, a tokom ovog procesa kostano tkivo nastaje direktno od mezenhima. Duge
kosti nastaju procesom enhondralne osifikacije, odnosno mezenhim se prvo diferentuje
u hijalinu hrskavicu, a na taj nacin nastaje minijaturni hrskavi¢avi model buducih
kostiju. U narednoj etapi hrskavica degenerise/propada a na njenom mestu i po

hrskaviciavom modelu formira se definitivna kost od kostanog tkiva (1, 117).

Sam proces okoStavanja prvo pocinje u dijafizama, iz primarnog osifikacionog
centra (Slika 20), Sire¢i se ka epifizama kosti. U epifizama okoStavanje zapocinje
kasnije, a novoformirani osifikacioni centar se naziva sekundarnim (epifiznim). U
epifiznoj plo€i rasta, u procesu enhondralnog okoStavanja, hondrociti neprekidno
stvaraju hrskavicavi matriks koji se zamenjuje koStanim tkivom. Ovakav process je
istovetan kod miSa, pacova i ¢oveka, a moZe se posmatrati kroz 5 zona prikazanih i

opisanih na Slici 20. Na ovaj nacin kost raste u duzinu (1, 117).

ZavrSetak izduzivanja kosti histomorfolosSki odgovara osifikaciji epifiza Sto se kod
miSa desava u 3 mesecu zZivota odnosno u 6 mesecu Zzivota kod pacova. Kod coveka
okostavanje epifize pocinje posle rodenja, epifizna ploca okostava u proseku izmedu 17

i 21 godine zivota (1,117).
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Slika 20. Proces enhondralnog okostavanja: A) Primarni osifikacioni centar:
KoStana manZetna na periferiji, probijena vaskularnim pupoljkom i meSana ostrvca
kalcifikovanog osteoida i ispodleZece hrskavice, centralno. B) Epifizna ploca rasta: R)
zona rezervne hrskavice - sadrzi pojedinacne hondrocite koji retko proliferiSu i
minimalne su metabolicke aktivnosti i sekreceije matriksa; P) zona proliferacije -
hondrociti su znacajnije proliferativne aktivnosti, obrazuju¢i tako kolumne hondrocita.
Nesto su krupniji i aktivno sekretuju komponente hrskavicavog matriksa; H) zona
hipertrofije - jako uvecani hondrociti koji uz sekreciju matriksa, sintetisSu i VEGF, ALP i
kolagen tip XI; K) zona kalcifikacije - ALP doprinosi kalcifikaciji hrskavicavog matriksa,
a hondrociti podlezu apoptozi; Rs) zona resorpcije - dolazi do resorpcijom kalcifikovane
hrskavice, ostavljaju¢i manja uzduzna ostrvca hrskavice. Upravo ova ostrvca sluze kao
osnov za depoziciju osteoida i naknadnu kalcifikaciju; Alcian blue/alizarin red, x200.

53



Doktorska disertacija Milan Popovi¢ [UVOD

1.8.1. Anatomija ekstremiteta zamoraca

Kosti prednjeg ekstremiteta su: humerus, radijus, ulna, 8 karpalnih kostiju, 4
metakarpalne kosti i po 3 falange za svaku metakarpalnu kost, osim cetvrte, koju
distalno nastavljaju 2 falange. Dugim kostima prednjih udova, pridodato je i 9

sezmoidnih kostiju (118).

Zadnji ekstremitet izgraduju: femur, tibia, fibula, 7 tarzalnih kostiju, 3
metatarzalne kosti i za svaku metatarzalnu kost po 3 falange. Zadnji ekstremiteti broje 8

sezmoidnih kostiju (118).

1.8.2. Enhondralno okostavanje kod zamoraca

Formirani hrskavicavi model dugih kostiju prednjih i zadnjih udova, uocen je 23.
dana gestacije. Primarni osifikacioni centar prvo se javlja na zadnjim ekstremitetima,
takode uocen 23-eg dana, a jasni znaci enhondralnog okoStavanja u oba ekstremiteta su
primeéeni 33-eg dana gestacije (119). Sekundarni centar osifikacije razvija se
prenatalno, i moZe se uociti 43-eg dana gestacije. Pracenje hronologije enhondralnog
okoStavanja doSlo se do zakljucka da 13-og dana gestacije udovi nisu bili razvijeni. Ve¢
23-eg dana dokazano je postojanje hrskavicavog modela, deset dana nakon toga (33-eg
dana) primecen je pocetak osifikacije na svim kostima izuzev: karpalnih, metakarpalnih,
tarzalnih, metatarzalnih kostiju i falangi. Oko 43-og dana kosti proksimalno od
karpusa/tarzusa su kompletno osifikovale, dok distalni red karpalnih kostiju,
metakarpalne, tarzalne, metarzalne kosti i falange pokazuju pocetak okosStavanja. Udovi

su upotpunosti okostali 53-eg dana (119).
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Ciljevi sprovedenog istrazivanja su:

1. Ispitati i kvantifikovati histomorfoloske i imunohistohemijske karakteristike
tkiva bubrega, pluca, zuba, kosti, miSi¢a, velikog i malog mozga i placente
zamorca u svim ispitivanim grupama i utvrditi postojanje razlika izmedu

kontrolne i obe eksperimentalne grupe, kao i izmedu samih eksperimentalnih

grupa.

2. Odrediti koli¢inu hidroksiprolina u tkivu bubrega, pluéa, popre¢no-prugastog
miSica, zuba, kosti, hrskavice, velikog i malog mozga, srca, slezine, tankog creva,
placente i plodovih ovojaka u svim ispitivanim grupama i utvrditi postojanje
razlika izmedu kontrolne i obe eksperimentalne grupe, kao i izmedu samih

eksperimentalnih grupa.

3. Odrediti stepen eksprimiranosti Colll, Coll4al i Slc23al gena u tkivu bubrega,
pluca, poprecno-prugastog misica, zuba, kosti, velikog i malog mozga zamorca
u svim analiziranim grupama i utvrditi postojanje razlika izmedu kontrolne i

obe eksperimentalne grupe, kao i izmedu samih eksperimentalnih grupa.
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Hipoteze sprovedenog istrazivanja su:

1. Prenatalni deficita vitamina C kod zamoraca ima uticaja na
histomorfoloSke i imunohistohemijske karakteristike ispitivanih tkiva (bubreg,
pluc¢a, zub, kost, miSi¢, mozak i placenta) koji se ogleda u razlikama izmedu
kontrolne i obe eksperimentalne grupe, kao i izmedu samih eksperimentalnih
grupa.

2. Prenatalni deficita vitamina C kod zamoraca dovodi do razlika u

koncentraciji hidroksiprolina u ispitivanim tkivu bubrega, plu¢a, zuba, kosti,

miSi¢a, mozga i placente u eksperimentalnim grupama u poredenju sa
kontrolnom kao i do razlika izmedu samih eksperimentalnih grupa.

3. Prenatalni deficita vitamina C kod zamoraca dovodi do razlika u

eksprimiranosti Coll1, Coll4al, i Sic23al gena u tkivu bubrega, pluc¢a, zuba, kosti,

miSi¢a, mozga i placente u eksperimentalnim grupama u poredenju sa

kontrolnom kao i do razlika izmedu samih eksperimentalnih grupa.
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3.1. Dizajn eksperimenta i eksperimentalne Zivotinje
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U studiji su koriS¢ene zdrave skotne Zenke albino zamoraca (Cavia porcellus) iz

okota Naucnog instituta za veterinarstvo ,Novi Sad“. Tokom trajanja eksperimenta

Zivotinje su uzgajane u vivarijumu Zavoda za antirabi¢nu zastitu - Pasterovog zavoda u

Novom Sadu. Zivotinje su drzane u koritima po sistemu harema (jedan muzijak i tri ili

Cetiri Zenke) pri standardnim laboratorijskim uslovima, Sto podrazumeva 14h svetla i

10h mraka i temperaturu od 22+2°C. Zivotinje su imale ad libitum pristup hrani i vodi.

Dobijale su peletiranu hranu, deklarisanog sastava (Tabela 5). Sve eksperimente je

odobrio Eticki komitet, Univerziteta u Novom Sadu (EK: I1I-2013-02 i EK: [-2017-01).

Tabela 5. Sastav peletirane hrane koriS¢ene u ogledu

Vlaga [%]

Sirovi protein [%]

Vlaknaste materije [%]

Pepeo [%]

Fosfor (P) [%]

Kalcijum (Ca)

Cink (Zn)

Gvoide (Fe)

kolicina kolicina
13,5 Jod (J) 1,0 mg
18,5 Selen (Se) 0,21 mg
maks. 12,0 Vitamin A 24000 IU
maks. 70 Vitamin D3 min 3 000 IU
maks. 1:15-1:25 Vitamin E 80 mg
0,6- mg Vitamin B2 min. 12 mg
0,1 mg Bakar (Cu) 3mg
30 mg Vitamin C <2,5 mg/kg
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Kako estrusni ciklus kod Zenki zamorca traje oko 25-27 dana i on obuhvata period
od oko 18 dana, kada je ulaz u vaginu zaptiven sluznim ¢epom, i period koji sledi obi¢no
iznosi 5-8 dana u kome je sluzni ¢ep resorbovan kada je i moguce da dode do oplodenja
(50). Svaki dan tokom ovog perioda uzimani su vaginalni brisevi uz pomo¢ $tapi¢a na
kome se nalazi sterilna vata koja ¢e biti natopljena fiziolosSkim rastvorom. Nalaz

spermatozoida u vaginalnom razmazu oznacavao je nulti dan gestacije odnosno prvi

dan zaceca jedinke (Slika 21).
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Slika 21. Prisustvo spermatozoida u vaginalnom brisu Zenke: a) nativni
preparat; b) MGG; 400x, scale bar 100 um.

Metodom slucajnog izbora Zenke su podeljene u tri grupe: kontrolnu (K) sa sedam
skotnih Zenki (n=7), i dve eksperimentalne E1 (n=7) i E2 (n=7). U kontrolnoj grupi sve
vreme trajanja eksperimenta do 50-og dana gestacije Zenke su dobijale vodu obogac¢enu
vitaminom C (100 mg/kg, Vitamin C, Galenika), dok je u E1 grupi 10-og dana gestacije
Zenkama ukinut vitamin C, a grupi EZ 20. gestacijskog dana. Tako da je deprivacija
vitaminom C trajala 30 dana za grupu EZ2, odnosno 40 dana za grupu E1. Na osnovu
podataka u dosadasnjim studijama period od pocetka ukidanja vitamina C pa do pojave

prvih simptoma deficita kod zamorca iznosi najmanje 3-4 nedelje, Sto je razlog odabira
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duzine trajanja deprivacije od 30 (E2) i 40 (E1) dana (7,16). Svaka od Zenki koja je
tokom eksperimenta prevremeno izgubila trudnocu izostavljena je iz studije, a na njeno

mesto je uvedena nova Zenka pod istim uslovima do postizanja 7 Zenki po grupi.

Tacno 50-og dana gestacije Zenke su anestezirane meSavinom za analgosedaciju, a
plodoviizvadeni carskim rezom i odredila im se telesna masa. Od ukupno ocekivanih 20
plodova po grupi polovina je koriS¢ena za histoloSku analizu, a preostala polovina

jedinki je upotrebljena za molekularne i biohemijske analize.

Za histoloSku analizu plodovi su podvrgnuti transkardijalnoj perfuzionoj fiksaciji
nakon koje e se uzeti za analizu tkivo bubrega, pluéa, mozga, kosti (i to femur zbog
lakog pristupa prilikom preparisanja i poznatog nacina okoStavanja), zuba (donji
sekuti¢ sa perialveolarnim tkivo jer ga sa sigurno$¢u mozemo ispreparisati) i hrskavice
(processus xiphoideus zbog poznate koli¢ine hrskavice). Tkiva ¢e biti procesuirana po
dole opisanoj histoloSkoj proceduri i obojena imunohistohemijskim markerima

navedeni u tekstu ispod (sekcija 3.2.3.).

Za molekularnu i biohemijsku analizu nakon Zrtvovanja uzecée se po 100 mg tkiva
bubrega, plu¢a, mozga, kosti (femur), zuba (donji sekuti¢ sa perialveolarnim tkivom) i

hrskavice (processus xiphoideus) nakon ¢ega Ce biti skladisteni -80°C do dalje analize.
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3.2. Histoloska obrada tkiva

3.2.1. Transkardijalna perfuziona fiksacija

Tacno 50-og dana gestacije Zenke su anestezirane intraperitonealnom aplikacijom
0,5 ml/100 g radnog rastvora za analgosedaciju. Radni rastvora za analgosedaciju se
dobija meSanjem 1,0 ml ketamina (100 mg/kg, Ketamidor, Richterpharma) sa 0,5 ml
ksilazida (20 mg/kg, Xylased, Bioveta) i 8,5 ml fizioloSkog rastvora (0,9% NaCl, NATRII
CHLORIDI INFUNDIBILE, Hemofarm). Plodovi su Carskim rezom izvadeni i fiksirani na
radni stalak. Nakon fiksiranja plodova na radni stalak, otvoren im je grudni ko$ i uz
pomo¢ specijalno dizajniranog infuzionog sistema izvrSena je transkardijalna
perfuziona fiksacija. Proces se vrsi tako Sto se nakon uboda igle dimenzije 21 G u vrh
srca, kroz arterijski sistem organizama tokom 3 minuta, propusti koli¢ina od 50 ml
heparinizovanog fizioloSkog rastvora. Istog trenutka bi¢e presecena desna pretkomora
iz koje Ce isticati u pocetku samo krv, a kasnije sa ispiranjem organizma Ccist fizioloski
rastvor. Potom je kroz sistem puSten fiksativ i u narednih 10 minuta organizam je u
potpunosti proZet fiksativom. Fiksativ se sastojao od 3% paraformaldehida i 3%
glutaraldehida rastvorenog u 0,1 M kakodilatnom puferu (pH 7.4). Na svakih 100 ml

pufera dodato je po 1,2 ml dimetilsulfoksida i 0,3 ml 1% CacClo.

3.2.2. Histoloska obrada tkiva

Nakon perfuzione fiksacije od svake jedinke uzeti su uzorci tkiva bubrega, pluca,
zuba, kosti, hrskavice i mozga plodova zamorca i dodatno pohranjeni u fiksativu, u
frizideru na 4°C tokom 24h. Uzorci tkiva su dehidrirani rastu¢im koncentracijama
etanola i uz pomo¢ konzole za kalupljenje kalupljeni u parafinske blokove. Potom su
seCeni na mikrotomu (Sakura) pri debnjini od 5 um i bojeni standardnim histoloskim

bojenjem hematoksilin i eozin (H&E).
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3.2.3. Inunohistohemijsko bojenje preparata

Pored standardnog bojenja na uzorke tkiva primenjeno je i imunohistohemijsko
bojenje. Za imunohistohemijsko bojenje tkiva koristiS¢ena su primarna antitela i to:
anti-collagen IV (LabVision, MS-375-R7), anti CD31 (Abcam, ab182981), anti-Calbindin
D28k (Swant), Anti-Ki67 (LabVision, PA5-19462), Anti MMP-9 (LabVision, RB-9234-
R7), Anti SLC23A1(SVCT-1) (Cusabio, CSB-PA887038LA01HU), Anti Osteopontin
(LabVision, RB-9097-R7), Anti SMA (RB-9010-R7). Nakon rehidratacije isecaka,
sprovela se ,retrival“ reakcija koja podrazumeva zagrevanje ise¢aka u odgovaraju¢em
puferu na 850 W u mikrotalasnoj pe¢i tokom 20 minuta, nakon ¢ega su se na
temperaturi od 25°C preparati hladiti u trajanju od 30 minuta. Po zavrsSetku hladenja
iseCci su isprani Cetiri puta u puferu (TBS, pH 7,4) i inkubirani 2 sata sa 10% normalnim
kozijim serumom radi blokiranja nespecificnog bojenja. Nakon toga na preparate je
aplikovano primarno antitelo, a plocice su ostavljene u frizideru na 4°C preko no¢i.
Sledeceg dana preparati su, na temperaturi od 25°C, inkubirani 15 minuta sa 0,3% H202
radi eliminisanja aktivnosti endogene peroksidaze, a zatim 1 sat sa HRP (horseradish
peroxidase) konjugovanim sekundarnim antitelom. Kao hromogen za obeleZavanje
antitela koristio se 3, 3' diaminobenzidin - DAB hromogen (Abcam, ab64238). Kao
kontrastna boja primenice se Majerov hematoksilin, a preparati nakon bojenja su
montirani upotrebom DPX adheziva (Sigma-Aldrich Chemie GmbH). Preparati su
analizirani na mikroskopu marke Leica DMLB 100T i fotografisani sa kamerom (Leica

MC 190 HD), fotografije dalje analizirane uz pomo¢ kompjuterskih softvera Fiji i QuPath.
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3.3. Odredivanje kolicine hidroksiprolina

U wuzorcima tkiva Kkoncentracija hidroksiprolina je oderedena pomocu
modifikovane Hofmanove metode (120). Metoda je zasnovana na oksidaciji
hidroksiprolina iz  hidrolizata tkiva, a tako nastalo jedinjenje sa p-
dimetilaminobenzaldehidom obrazuje obojeno jedinjenje c¢ija se apsorbanca meri na

560 nm.
Protokol

Uzorci tkiva su do analize ¢uvani u zamrzivacu na temperaturi -80°C. Nakon
odmrzavanja izmerena je masa uzoraka i u tubici od 1,5 ml pomocu klipa je izvrSena
homogenizacija tkiva sa adekvatnom kolicinom destilovane vode (na 10 mg tkiva
dodato je 100 pl dH20). Tako dobijeni homogenatje prebacen u staklenu vialu, gde je na
100 pl homogenata dodato 100 pl koncentrovane hlorovodonicne kiseline (12 M HCI,
Panreac AppliChem). Viala je, pomo¢u krimpera, zatvorena aluminijsumskim ¢epom sa
septom i u termobloku je vrSena hidroliza uzoraka u trajanju od 3h, na 120°C. Nakon
hidrolize dobijeni hidrolizat je prenet u ependorficu od 1,5 ml i centrifugiran 3 min na

10 000 g.

Potom je po 10 pl hidrolizata, iz supernatanta, preneto u bunarice mikrotitar ploce
(96 well plate-a). Ploce su dok te¢nost ne upari zagrevane u pecnici na temperaturi od
60°C, nako cega je u svaki bunari¢ radi oksidacije dodato po 100 pl puferisanog
Hloramin T reagensa (1,27 g Hloramina T (JT Baker, Deventer, Holandija)) se rastvori u
20 ml dH20, a onda razblaZi sa 30 ml n-propanolola (Lach:ner, Neratovice, Ceska) i 50
ml acetat-citrat pufera (pH 6); pravi se uvek sveZ neposredno pre upotrebe i
inkubirano 5 min na RT. Nakon zavrSetka inkubacionog perioda u bunari¢e se doda

po 50 ul perhlorne kiseline (JT Baker, Deventer, Holandija) i inkubira 5 min na RT.
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Nakon cega se 50 pl reagensa za razvijanje boje - 20% DMAB reagensa (pravi se uvek
sveZ, neposredno pre upotrebe, rastvranjem p-dimethylaminobenzaldehyde (Lach:ner,
Neratovice, Ceska) u n-propanololu (Lach:ner, Neratovice, Ce$ka)) i inkubira 90 min na
60°C. Apsorbance su merene na talasnoj duzini od 560 nm na ¢itacu za mikrotitar ploce
(MultiSkan FC, Thermo Scientific). Za svaki uzorak tkiva analiza je radena u triplikatu, a
dobijeni rezultat predstavlja koli¢inu hidroksiprolina (pug) u odnosu na tezinu

ispitivanog tkiva (ug hidroksiprolina / mg analiziranog tkiva).
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3.4. Analiza genske ekspresije

3.5.1. Izolacija RNK

Izvori informacione RNK za analizu su bili adekvatno uzorkovana tkiva bubrega,
pluca, zuba, kosti, hrskavice i mozga za sve tri eksperimentalne grupe. Kako bi izolovali
RNK uzorci tkiva su lizirani trizolom (TRIzol Reagent, Invitrogen, USA), i to tako Sto se
na 100 mg tkiva doda 1 ml trizola. Tokom lize tkivo je homogenizovano u tubicama
klipom/homogenizerom. Tetna i organska faza su razdvojene dodavanjem 0,2 ml
hloroforma (Zorka, Sabac) u homogenat. Nakon dodavanja hloroforma tubice su
promuckane invertovanjem (okretanjem) 15 sekundi, a potom su inkubirane 2 - 3
minuta na temperaturi od 25°C. Zatim centrifugirane 5 minuta na 12 000 g, na +4°C, a
izdvojeni supernatant (koji sadrzi RNK) prenet u nove DNAsa-RNAsa free tubice. Na
supernatant je dodato 0,5 ml izopropil alkohola (Lach:ner, Neratovice, Ceska) kako bi se
istaloZila RNK. Tubice su inkubirane jo$s 10 minuta na temperaturi od 25°C, pa
centrifugiranena 12 000 g, 10 minuta na +4°C. Pipetom je uklonjen supernatant, a RNK
koja je ostala kao talog isprana je sa 1 ml 75% etanola (pravi se rastvaranjem
apsolutnog etanola u DEPC H20) vrtloZenjem 5 - 10 s, pa centrifugiranjemna 7 500 g, 10
minuta na +4°C. Potom je uklonjen supernatant, a ono malo etanola S$to je ostalo
upareno je u suvom kupatilu na 30 °C. Tako dobijena RNK rastvorenaje u40-50 ul DEPC
H20 (Ambion, Austin, USA). Radi eliminacije zaostale genomske DNK, uraden je prema
uputstvu proizvodaca tretman DNA-zom upotrebom Turbo DNA-free™ Kit (Ambion,
Austin, USA). Nakon toga je, uz pomo¢ aparata Qubit 3 fluorimetra (Invitrogen) i
adekvatanog kita za RNK (Qubit RNA Broad Range Assay Kit, Thermo Fisher Scientific),

izmerena koncentracija izolovane RNK.
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3.5.2. Reakcija reverzne transkripcije

Posto ovako izolovani molekuli RNK ne mogu da sluZe kao matrica za PCR (jer Taq
polimeraza Kkoristi isklju¢ivo jednolancani molekul DNK kao matricu), procesom
reverzne transkripcije izolavana iRNK se pretvara u komplementarni DNK lanac
(cDNK). Za reakciju reverzne transkripcije koriS¢en je kit za reverznu transkripciju
(High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster City, USA) i
RNasa inhibitor (Applied Biosystems, Foster City, USA). Kolicina RNK koja se koristi za
ovaj kit mora da bude izmedu 100 ng i 2 ug po reakciji. Ukupan volumen jedne reakcije
treba da iznosi 20ul tako da bude 10 pl uzorka i 10 pl master mix-a (Master mix sadrzi:
2 ul 10 x RT pufere, 0,8 ul 25 x ANTP Mix (100), 2 pl 10 RT prajmeri, 1 pl MultiScribe

reverzna transkriptaza, 1 pl Rnase inhibitor i 3,2 pl Nuclease-free voda).

3.5.3. Relativna kvantifikacija iRNK u Real time PCR analizi

Real time PCR je modifikovana PCR reakcija u kojoj je moguce u ,realnom
vremenu” (f. nakon svakog ciklusa) pratiti amplifikaciju. Reakcija je izvedena na
aparatu Real-Time PCR 7500 FST SYS-W/TWR (Applied Biosystems). U standardnim
uslovima (50°C / 2 minuta, 95°C / 10 mininuta; i 40 ciklusa, od kojih je svaki bio pri
95°C /15 sekundi, a potom 60°C /1 minut). Specifi¢ni prajmeri koji ¢e biti koriS¢eni su
ranije dizajnirani a njihove sekvence su prikazane u Tabeli 6. Kao fluorescentna boja
koristice se SYBER Green, uz 2,5 pl cDNK produkta reakcije reverzne transkripcije
(prethodno razblaZenog) i odgovarajuci master miks (Power SYBR™ Green PCR Master
Mix, Applied Biosystems). Svaki uzorak iz eksperimentalnih grupa bi¢e raden u
duplikatu. Analiza i vizuelizacija dobijenih rezultata bi¢e uradena u SDS softveru verzija

1.4 (Real-Time PCR 7500 FST, Applied Biosystems).
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Tabela 6. Sekvence koris¢enih prajmera u RQ PCR analizi

Gen Sekvenca

F: ATGTCTAGGGTCTAGACATGTTCA

Coll R: CCTTGCCGTTGTCGCAGACG
Col4al F:TATCTCTGGGGACAACATCCG R:
R:CATCTCGCTTCTCTCTATGGTG
Slc23A1 F: TACCTGACATGCTTCAGTGG

R: CGGCTGCCCACCTTGGTAAT

Napomena: Dizajniranje prajmera je vrSeno pomocu Primer Express programa, a
taCne sekvence gena dobijene su iz NCBI baze podataka.
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3.5. Statisticka obrada i analiza dobijenih rezultata

Analizirani rezulti su predstavljeni mikrofotografijama, graficki i tabelarno.
Numericki rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM od ukupnog broja
Zivotinja. Za statisticku analizu koriS¢eni su One-way ANOVA. Sve analize su izvedene
upotrebom softwera IBM SPSS Statistics 23. Za sve statisticke analize kao kriterijum

statisticke znacajnosti razlika uzeta je granica verovatnoce p<0,05, odnosno p< 0,001.
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4.1. TOK EKSPERIMENTA I TELESNA MASA OGLEDNIH ZIVOTIN]JA

U toku sprovedenja ogleda zabeleZena su dva pobacaja i jedan exitus letalis. Do
pobacaja je dosSlo kod dve Zivotinje iz grupe kojoj je vitamin C ukinut 10-og dana
gestacije, i to jedna Zenka je pobacila 42-og dana, a druga 44-og dana gestacije. Letalni
ishod je zabeleZen kod Zenke iz iste grupe, i to 35-0g dana nakon ukidanja vitamina C,

odnosno 45-o0g dana gestacije.

Nakon eutanazije skotnih Zenki i uzorkovanja plodova, svim fetusima je odredena
telesna masa. Aritmeticka sredina telesne mase fetusa u kontrolnoj grupi iznosi
40,62+1,93 g, dok je u drugoj eksperimentalnoj grupi (E II) 39,28+1,44 g, odnosno
33,91+0,92 grama u prvoj eksperimentalnoj grupi (E I) kojoj je vitamin C ukinut 10-og
dana gestacije. Medusobnim poredenjem dobijenih rezultata primenom ANOVA
statistiCkog testa utvrdeno je da visoka statisticki znacajna razlika aritmetic¢kih sredina
telesne mase ploda postoji izmedu kontrolne grupe i grupe E I (p=0,009), kao i izmedu
grupe E II i grupe E I (p=0,041). Razlika u tesnoj masi plodova iz kontrolne i druge

eksperimentalne grupe nije dokazana (Grafikon 1).
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Grafikon 1. Efekti deprivacije vitamina C na tesnu masu fetusa Zivotinja u
kontrolnoj i eksperimentalnim grupama. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina
+ SEM. Statisticki znacajna razlika prikazana je kao * p < 0,05 ; *p < 0,001.
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4.2. HISTOLOLOSKE I IMUNOHISTOHEMIJSKE KARAKTERISTIKE

ANALIZIRANIH TKIVA

Kvantitativne karakteristike bubrega

Pored prethodno opisanih histomorfoloskih Kkarakteristika, uzorkovanim

bubrezima kontrolne i obe eksperimetnalne grupe izmerena je masa.

Makroskopskim pregledom uocava se da su bubrezi zamorca uobicajnog izgleda,
pasuljastog oblika, sa jasnom razlikom u veli¢ini bubrega izmedu onih iz kontrolne i
onih iz grupe E I (Slika 22). Bubreg iz kontrolne grupe je znatno veci, prose¢nih
dimenzija 12 x 7 mm, dok su bubrezi iz E [ grupe manji, prosecne dimenzije 6 x 4 mm.
Na bubrezima iz sve tri eksperimentalne grupe jasno se uocavaju svi anatomski detalji i
to: prednja i zadnja strana (facies anterior et posterior), dve ivice: spoljasnja ivica
(margo lateralis) koja je ispupcena, i unutrasnja ivica (margo medialis) udubljena, kao i

gornji i donji pol bubrega.
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grupaE1 kontrolna grupa

makroskopski izgled bubrega

mikrokopski izgled bubrega

Slika 22. Makroskopski i mikroskopske karakteristike bubrega
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Merenjem na analitickoj vagi utvrdena je masa burega za sve tri eksperimentalne
grupe (nakon dehidratacije, a pre kalupljenja), a dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli
7. Bubrezi iz obe eksperimentalne grupe su skoro dvostruko laksi u odnosu na one iz
kontrolne grupe. StatistiCkom analizom utvrdeno je postojanje visoke statisticki
znacajne razlike u masi bubrega izmedu kontrolne i E I grupe, kao i izmedu kontrolne i
grupe E II (p<0,001). Medusobnim poredenjem E I I E II grupe takode je dokazana

statisticki znacajna razlika u analiziranom parametru (p<0,05).

Tabela 7. Prosecna masa bubrega

Eksperimentalna
masa (g)
grupa
Kontrola 0,137+0,006
E2 0,077+0,005
E1 0,068+0,003

Za potrebna merenja svaki bubreg je presecen kroz karlicu duz svoje uzduzne ose.
[secci su fotografisani na uveli¢anju od 4x, a uz pomo¢ kompjuterskog programa Fiji na
mirkofotografijama bubreznog parenhima izmerena je Sirina kore i srzi bubreznog

parenhima, kao i duZina manje ose (minor axis, deo od kapsule do papilarnog vrha)

Prosefna Sirina korteksa bubrega zamorca za kontrolnu grupu (K) iznosi
986.29+86,1 um, dok je za grupu E 11 711.36+72,9 um, a za grupu E [ je 675.17+75,7 pm.
Visoka statisticki znacajna razlika postoji izmedu grupe E 1 i kontrolne, kao i grupe E Il i
kontrole (p<0,001) (Grafikon 2a). Razlika u Sirini kore izmedu grupa E I i E II nije

statisticki znacajna (p>0,05).
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Deo tkiva bubrega koji na preseku odgovara srzi, meduli, bubrega najvecu Sirinu
ima u kontrolnoj gupi, a najmanju u grupi kojoj je vitmin C ukinut 10-og dana gestacije
(grupa E 1I). ProseCna Sirina medule bubrega u kontrolnoj grupi (K) iznosi
2295,46+225,8 pm, u grupi E I 1560.02 +165.3 pm, odnosno 1636.92+195,6 pm za
bubrege grupe E II. Poredenjem dobijenih vrednosti utvrdeno je da izmedu grupe KiE |,
kao i izmedu grupe K i grupe E II postoji visoka statisticki znacajna razlika za poredeni
parameter (p<0,001) (Grafikon 2b), dok izmedu eksperimentalnih grupa (E I i E II)
nema zancajne razlike (p>0,05).

DuZina manje osovine (minor axis-a) bubrega u kontrolnoj grupi iznosi
3281.75%£382,4 um, u grupi E1 2271.382,4+277,0 pm, a u grupi E2 2312.095+209,2 pm.
Statistickom analizom dobijenih podataka utvrdeno je da da izmedu grupe KiE [, kao i
izmedu grupe K i grupe E II postoji visoka statisticki znacajna razlika za poredeni
parametar (p<0,001) (Grafikon 2c), dok izmedu eksperimentalnih grupa (E I i E II)

nema zancajne razlike (p>0,05).
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Grafikon 2. Prikaz rezultata morfometrijske analize bubreZnog parenhima, * p<0,001
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4.2.1. HistomorfolosSke karakteristike bubrega

Kontrolna grupa (K) - Na preseku bubreZznog parenhima kod jedinki iz kontrolne
grupe razlikuju se spolja postavljena kora (cortex) i srediSnje postavljena srz (medulla)

bubrega. U spoljasSnjoj zoni kore bubrega uocava se tanak sloj nefrogene zone (Slika

23). U ovom delu uocavaju se glomeruli u formi vezikule, zareza, S forme.

Slika 23. Mikrofotografija bubreg fetusa kontrolne grupe: a) cortex; b)
medulla; NZ - nefrogena zona; uokvirena * zreli glomeruli; H&E, 200x, scale bar 200 pm.
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U delu kore postavljene neposredno uz nefrogenu zonu glomeruli su nezreli
(sitniji, slabije razvijenog i nesegmentisanog kapilarnog klupka, oblozeni podocitiima
kubicnog izgleda u skoro kontinuiranom sloju), dok se u delu kore bliZze meduli
uocavaju zreli glomeruli bubrega, sacinjeni iz kapilarnog klupka koje je okruZeno
dvolisnom Bowman-ovom kapsulom. Parijetalni list kapsule obloZen je prostim
plocastim epitelom, dok je visceralni list sacinjen od podocita, ucestvuje u filtraciji
primarne mokrace i blisko naleze na spoljasnjost kapilara glomerula. Izmedu ova dva
lista kapsule uocava se urinarni prostor u kome se sakuplja primarna mokraca. Na
samom glomerulu/glomerularnom telascu moguce je razlikovati urinarni i vaskularni
pol. U kori bubrega, izmedu glomerula, uocavaju se tubuli nefrona obloZeni prostim

kockastim epitelom.

Na histoloSkom preseku unutar medule bubrega uocavaju se nezreli sabirni tubuli
koji su obloZeni cilindricnim celija, blede citoplazme i apikalno postavljenih jedara
(Slika 24). Tubuli su oiviCeni bazalnom membranom i medusobno odeljeni bogato
vaskularizovanom mezenhimalnom stromom (Slika 25a). Na PAS bojenju na pojedinim
sabirnim tubulima unutar citoplazme epitelnih Celija uocavaja znatne koli¢ine PAS

pozitivnih nakupina, verovatno glikogena (Slika 25b).
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Slika 24. Mikrofotografija fetalnog bubrega kontrolne grupe - sabirni tubuli
medule, H&E, 400x, scale bar 100 um

Slika 25. Mikrofotografija fetalnog bubrega kontrolne grupe - srz: a) H&E,
400x, b) PAS, 400x
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Eksperimentalna grupa II (E II) - Mikroskopskom analizom histoloskih
preparata bubrega iz E II grupe u predelu korteksa bubrega uocava se znatno Sira zona
nefrogeneze (Slika 26). U ovom predelu uocavaju se bubrezni glomeruli u svim
formama razvoja (vezikule, srpasta forma, S forma). U superficijelnom delu maturacione
yone kore uocavaju se glomeruli u ranoj fazi razvoja, dok se u znatno uZem delu
jukstamedularnog dela maturacione yone kore, postavljene najbliZe meduli, nalaze i
zrele forme glomerulaEpitelne ¢elije pojedinih bubreznih tubula u zoni kore pokazuju

intracitoplazmatske nakupine koje su PAS pozitivne (Slika 26 a).

Slika 26. Histoloski prikaz kore bubrega fetasa iz E II grupe, H&E, 100x, scale
bar 400 pm; Legenda: NZ - nefrogena zona
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Sabirni tubuli unutar medule su obloZeni jednim redom cilindri¢nih ¢elija koje
nalezu na bazalnu membranu. Unutar epitelnih ¢elija sabirnih tubula uocava se bleda
citoplazma, i jedra koja su postavljena ka lumenu tubula (apikalno) (Slika 27b). Sabirni
tubuli su medusobno razdvojeni obilnom koli¢cinom rastresite mezenhimalne strome.
Unutar citoplazme epitelnih Celija koje oblazu tubule u meduli bubreZnog parenhima

uocava se manja akumulacija PAS pozitivnih nakupina poredeci sa kontrolnom grupom

(Slika 27b).

Slika 27. Mikrofotografije fetalnog bubrega: prikaz PAS pozitivnih nakupina
unutar tubula kore (a) i srzi (b), PAS, x200, scale bar 200 um .
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Eksperimetnalna grupa I (E I) - Na histoloskim preparatima bubrega u grupi
jeduinki kojoj je vitamin C ukinut 10-og dana gestacije zapaZaju se znaci lobulacije
parenhima. Lobulusi su predstavljeni medularnom piramidom koja je okruZena
korteksom. Unutar kore bubrega jasno se razlikuju sve razvojne forme glomerula, dok
se u potpunosti formirani (zreli) glomeruli se uo¢avaju u manjem broju. Tubuli koji se
nalaze unutar kore su obloZeni jednim redom kockastih epitelnih Celija sa jedrom
postavljenim blize bazalnom polu ili pak u pojedinim tubulima jedra su apikalno

postavljena.

Unutar medularne piramide sabirni tubuli su obloZeni cilindri¢nim ¢elijama sa
apikalno orjentisanim jedrima. Sami tubuli su neSto manjeg dijametra, a medusobno su
razdvojeni rastresitim mezenhimalnim tkivom koje je prisutno u nesto vecoj koliini u
odnosu na ostale grupe. Primenom histohemijskog PAS bojenja na preparatima
bubreznog parenhima uocavaju se unutar pojedinih tubula, kako u korteksu tako i u

meduli.

83



Doktorska disertacija Milan Popovi¢ |[REZULTATI

4.2.2. Imunohistohemijske karakteristike bubrega

Imunoekspresija Collagen IV antigena

Imunoekspresija Collagen 1V antigena je prisutna oko nezrelih razvojnih formi i to
kao kontinuirano bojenje, dok se kod kasnijih Collagen IV pozitivnost lokalizuje u
predelu formiranja buduceg kapilarnog klupka bubreznog telasca (Slika 28). Takode,
evidentna je pozitivnost i u predelu Bowman-ove kapsule. (Slika 28). Bazalna
membrana bubreznih tubula, kao i sabirnih tubula je takode pokazala imunopozitivnost
na Collagen 1V antitelo. U predelu kore i medule unutar intersticijuma imunopozitivnost

je registrovana na bazalnim membranama krvnih sudova (Slika 28).
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Slika 28. Imunoekspresija Collagen IV antigena na preparatima bubrega
fetusa zamorca, x200; scale bar 200 pm.
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Imunoekspresija CD31 antigena

Analizom preparata bubreznog parenhima plodova zamoraca iz kontrolne grupe
uocCava se eksprimiranost CD31 antigena u kori i u meduli bubrega. Unutar kore
bubrega evidentni su zaceci vaskularizacije pojedinih razvojnih formi glomerula. U
razvojnim oblicima bubreZnog telasca, kao Sto su: oblik zareza, S forma i u ranim fazama
razvoja glomerula prisutna je imunoekspresija CD31 antitela (Slika 29 a-c). Pored toga,
u intersticijumu, kore i medule, registruje se pozitivnost endotelnih celija u

pripadajuéim krvnim sudovima (Slika 29 d).

Slika 29. Imunoekspresija CD31 antigena na parenhimu bubrega - kontrolna
grupa: a-c) cortex, x200; scale bar 200 pm; d) medulla; x400; scale bar 100 um
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U grupi kojoj je vitamin C ukinut 20-og dana gestacije imunoekspresija je prisutna
u u najranjim t. najnezrelijim oblicima novoformiranih glomerula. Evidenta je
vaskularizacija u S formi, kao i u tek formiranim, nezrelim glomerulima (Slika 30 a-b).
Takode endotelne celije unutar krvnih sudova intersticijuma kore i medule bubrega

pokazuju imunopozitivnost na CD31 antitelo (Slika 30 c).

Slika 30. Imunoekspresija CD31 antigena na parenimu bubrega - grupa E
II: a-b) cortex, x200, scale bar 200 pm ; ¢) medulla, x200, scale bar 200 pm
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Medutim, prenatalni deficit vitamina C u trajanju od 40 dana doveo je do
zaostajanja u vaskularizaciji nefrogenih razvojnih formi. Na preparatima burega iz ove
grupe imunoekspresija CD31 antigena je evidentirana samo na nezrelim glomerulima
(Slika 31 a-b), dok su ostale ranije forme bez imunopozitivnosti. Vaskularizacija

intersticijuma kore i medule kod E I grupe je jasno prisutna (Slika 31 c-d).

Slika 31. Imunoekspresija CD31 antigena na parenimu bubrega - grupa E I:
a-b) cortex, x200, scale bar 200 pm ; c-d) medulla, x 200, scale bar 200 pm
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Imunoekspresija Ki67 antigena

Unutar bubreznog parenhima imunoekspresija Ki67 antigena je uocena u
kortikalnom delu, kao i u sabirnim tubulima medule. Procenat Ki67 pozitivnih ¢elija na
celokupnom bubreZnom parnhimu je najveci u grupi E I (45,19+3,91%), a najmanji u
kontrolnoj (21,18+3,64%). U grupi kojoj je vitamin C ukinut 20-og dana gestacije iznosi
27,5£2,18% (Grafikon 3a). Statistickom obradom dobijenih podataka dokazano je
postojanje visoke statisticki znacajne razlike izmedu kontrolne grupe i grupe E I, kao i
poredenjem dve eksperimetnalne grupe (E I i E II). Na Grafikonu 3b je takode
prikazana i procentualna zastupljenost Ki67 pozitivnih ¢elija zasebno u parenhimu

korteksa i medule bubrega.
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Grafikon 3. Prikaz procentulne zastupljenosti Ki67 pozitivnih ¢elija unutar:
celokupnog parenhima bubrega (a) i zasebno analizirano unutar kore i srzi (b),

*p <0,05
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Analiza imunoekspresije MMP-9 antigena

U kontrolnoj grupi utvrden udeo MMP-9 pozitivnih Celija od 66,63+4,16% koji je
ujedno i najnizi. U E 11 i E I grupi rezultati govore u prilog povecanja broja celije sa
prisutnom nuklearnom ekspresijom MMP-9 antigena, tacnije taj procenat u E II grupi
iznosi 79,6 +3,08%, odnosno u E I grupi 83,79+2,53%. Statistickom obradom dobijenih
podataka utvrdeno je postojanje statisticki znacajne razlike izmedu kontrolne i E II
grupe (p<0,05), dok je izmedu kontrolne i grupe kojoj je vitamin C ukinut 10-og dana

gestacije ta razlika visoke statisticke znacajnosti (p<0,001) (Grafikon 4).
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Grafikon 4. Prikaz procentulanog udela MMP-9 pozitivnih ¢elija u uzorcima
bubreznog parenihima
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Analiza imunekspresije Slc23al antigena

Ekspresija antigena Slc23al, zaduZenog za transport vitamina C, je na preparatima
bubrega kontrolne grupe registrovana wuglavnom u vidu membranskog i
citoplazmatskog bojenja. Strukture koje pokazuju imunopozitivnost su tubuli unutar
kore i medule, dok razvojine forme glomerula i glomeruli ostaju imunonegativni na
ispitivani marker (Slika 32). Imunopozitivnost tubula unutar medule bubrega je uvek
difuzna i jakog intenziteta, dok se unutar tubula u kori uocavaju ve¢inom oni ¢ija je
imunopozitivnost srednjeg intenziteta, ali se mogu videti, iako retko, i tubuli sa

bojenjem jakog intenziteta.

Slika 32. Imunoekspresija Slc23al antigena: a-b) cortex, x400, scale bar 100
um; c-d) medulla, x400, scale bar 100 pm
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Eksperimentalne grupe pokazuju znatno vec¢u imunoekspresiju Slc23al antigena
u odnosu na kontrolnu grupu. Pored tubula unutar kore i medule, imunopozitvnost na

preparatima bubreznog parenhima je uocena i u svim razvojnim formama glomerula

(Slika 33).

Slika 33. Imunoekspresija Slc23al antigena na parnhimu bubrega fetusa iz
grupe E|, scale bar 200 pym i 100 um
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4.2.2. Histomorfoloske karakteristike pluéa

Kontorlna grupa (K) - Na histoloSkim presecima fetalnog plu¢nog parenhima
zamoraca iz kontrolne grupe uocavaju se intrapumonalni (sprovodni) vazdus$ni putevi i
saasti plu¢ni parenhim zaduZen za razmenu gasova. Unutar plu¢nog parenhima
vazdus$ni prostori medusobno razdvojenim septama, koje su nesto tanje u odnosu na
one iz ekprerimentalnih grupa (Slika 34a). U budud¢im alveolarnim prostorima
uocavaju se “sekundarni grebeni” (engl. secondary crests) koje predstavljaju kapilare
koji prominiraju u vazdusne prostore (Slika 34b). Epitel koji oblaZe vazdusne prostore
je kubican ili plo¢ast. U pojedinim vazduS$nim prostorima uocavaju se alveolarni
makrofagi (Slika 35). Sve navedeno govori u prilog da se unutar plu¢nog parnehima

polako stvaraju uslovi za potencijalnu postnatalnu razmenu gasova.

Slika 34. Prikaz plu¢nog parenhima fetusa zamorca iz kontrolne grupe: a)
HE, 100x, scale bar 400 pm; b) strelice pokazuju kapilare koji prominiraju u vazdusni
prostor aleveola, HE, 200x, scale bar 200 pm
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Slika 35. Mikrofotografija alveolarnih makrofaga unutar alveola, HE, 630x,
scale 50 pm

Ogranci intrapulmonalnih vazdu$nih puteva (bronhiole) obloZene su
pseudoslojevitim trorednim/dvorednim cilindri¢nim epitelom, ispod kojeg se uocavaju
kruZno orjentisane glatke miSi¢ne cCelije. U zidu vecih sprovodnim putevima uocavaju se
i ostrvca hijaline hrskavice (Slika 36). Hondrociti su pojedinacni, u svojim lakunama,
medusobno su odvojeni hrskavicavim matriksom. Veéi krvni sudovi i bronhiole

okruZeni su mladim vezivni tkivom (Slika 37).
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Slika 37. Pluca fetusa zamorca iz kontrolne grupe, Van Gieson, 200x, scale bar
200 pm
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U pojedinim segmentima pluénog parenhima uocavaju se vazdus$ni prostori u
obliku tubula koji su obloZeni kockastim do nisko cilindri¢nim epitelom sa prisutnim
vakuolama u citoplazmi (Slika 38). Plu¢ni parenhim se prema uocenim histoloskim

karakteristikam nalazi u ranoj sakularnoj fazi razvoja.

Slika 38. Mikrofotografija tubula pluénog parenhima; HE, 630x, scale bar 50
um
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Eksperimentalna grupa II (EII) - Na preparatima plu¢nog parenhima iz grupe kojoj je
vitamin C ukinut 20-og dana gestacije (E II) uocavaju se vrecasti vazdusni prostori
obloZeni epitelnim Celijama (Slika 39). Epitelne ¢elije su pretezno kockastog oblika, sa

vakuolama koje su subnuklearno lokalizovane (Slika 40a).

Slika 39. Prikaz histoloske grade fetalnog plu¢nog parenhima iz E II grupe;
HE, 50%, scale bar 500 um
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U pregradama unutar mezenhima koji odeljuje sakuluse, uo¢avaju se krvni sudovi.
U nekim sakulusima uocava se blizak kontak krvnog suda sa pneumocitima Sto ce
omoguciti buduéu razmenu gasova (Slika 40a). Unutar pluénog parenhima krvni sudovi
i bronhiole su uobicajajene grade i izgleda (Slika 40b). Prema opisanim histoloskim
karakteristikama pluénog parenhima moglo bi se zakljuciti da odgovara kanalikularnoj

fazi razvoja pluca.

Slika 40. Mikrofotografija fetalnog plu¢nog parenhima - grupa E II, HE, 400x,
scale bar 100 um
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Eksperimentalna grupa I (E I) - Na preparatima se uocavaju gusto rasporedeni
tubuli obloZeni cilindricnim ¢elijama, sa jedrima smeStenim na apikalnom polu (blize
“lumenu” tubula) (Slika 41a). U citoplazmi Celija prisutne su subnuklearne vakuole.

Tubuli su medusobno odvojeni mezenhimalnim vezivnim tkivom (Slika 41b).

Slika 41. Histoloska grada plu¢nog parenhima fetusa iz E I grupe: a) H&E,
400x, scale bar 100 um; b) Masson trihrom, 630x, scale bar 50 um

Vedi vazdusni putevi (bronhi) obloZeni su troredanim prizmati¢nim epitelom sa
peharastim Celijjama. U gradi zida uocavaju se i ostrvca hijaline hrskavice sa
pojedinacnim hondrocitima, u svojim lakunama, koji su medusobno razdvojeni
hrskavicavim matriksom. Vec¢i krvni sudovi i bronhiole okruZeni su mladim vezivnim
tkivom. Plu¢ni parenhim prema histoloskim karakteristikama odgovara ranom

kanalikularnom stadijumu razvoja pluca.
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Na mikrofotografijama plu¢nog parenhima bojenim standarnom hematoksilin -
eozin metodom, uslikano je na uvelicanju 400x, za sve tri eksperimentalne grupe po 100
nasumicno odabranih vidnih polja. U programu Fiji, uz pomo¢ programskog dodatka
pod nazivom Treshold-Colour (Slika 42), odreden je povrSinski (arealni) procenat koji

zauzima alveolarni vazdusni prostor.
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Slika 42. Prikaz rada u programu Fiji: a) mikrofotografija preparata plu¢nog
parenhima; b) izgled mikrofotografije u programu Fiji nakon podeSavanja parametara i
pokretanja pokretanja programskog dodatka - zone crne boje odgovaraju ,vazduSnim“

prostorima ciji je procentualni udeo na forografijama analiziran.

Morfometrijskom analizom dokazano je da se najmanji procenat buduceg
alveoranog vazdusSnog prostora nalazi u u grupi kojoj je vitamin C ukinut 10-og dana
gestacije, a iznosi 39.59+0,82%. Izmedu grupe E Il i kotrolne nema velike razlike. Za E 11
grupu dobijen je udeo od 48,20+0,88%, odnosno 49,03+0,78% za grupu K. Upotrebom
statistickih testova razlika je dokazana izmedu kontrolne i E I gupe (p<0,001), kao i

izmedu grupa E1i E Il (p<0,001) (Grafikon 5).
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Grafikon 5. Prikaz procentulanog udela alveolarnog vazduSnog prostora,
* p<0,001
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4.2.4. Imunohistohemijske karakteristike karakteristike pluéa

Analiza imunoekspresije Collagen 1V antigena

Imunohistohemijskim bojenjem antitelom Collagen IV na preparatima plu¢nog
parenhima u svim analiziranim grupa uoceno je postojanje imunopozitivnosti. Kolagena
vlakna se uocavaju unutar mezenhima koji odeljuje buduce alveolarne prostore (Slika
43). Takode, se na preparatima kontrolne gupe registruje imunoekspresija kolagena u
bazalnim membranama krvnih sudova kao i u bazalnim membranama kapilara koji

formiraju ranije opisane “sekundarne grebene” (Slika 43).

Analiza imunoekspresije CD31 antigena

Na preparatima pluénog parenhima kod sve tri eksperimentalne grupe uocava se
postojanje imunopozitivnost CD31 antigena. Krvni sudovi su lokalizovani unutar
mezenhima, a delom u kontrolnoj grupi prominiraju u alveolarne prostore.
Medusobnim poredenem analiziranih grupa stiCe se utisak da prenatalni deficit
vitamina C dovodi do zaostajanja u kapilarizaciji plu¢nog parenhima. Naime, unutar
grupe E II, a narocito kod fetusa iz kontrolne grupe imunoekspresije CD31 je znatno
veci. Na osnovu ovoga moZe se zakljuciti da je vaskulogeneza plu¢nog parenhima unutar

ovih grupa (Ki E II) process koji se brZe razvija (Slika 44).
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Slika 43. Imunoekspresija Collagen IV antigena na parenhimu fetalnih pluca;
200, scale bar 200 pm.
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Slika 44. Imunoekspresija CD31 antigena na parenhimu fetalnih pluca; x200
scale bar 200 pum.
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Analiza imunoekspresije Ki67 antigena

Plu¢ni parenhim je pokazao razliCit stepen ekspresije Ki67 antigena. Naime, u
kontrolnoj grupi procenat ¢elija sa nuklearnom ekspresijom Ki67 antigena je najmanji i
iznosi 17,37+3,67%. U obe eksperimentalne grupe taj procenatje znatno veciiu grupi E
Il iznosi 27,6+2,48%. Proliferativna aktvinost, plu¢nog parenhima, u grupi E I je skoro
dvostruko vec¢a u odnosu na kontrolnu grupu, a procenat Ki67 pozitivnih Celija je
31,05+3,76% (Grafikon 6). Statistictkom analizom utvrdena je statisticki znacajna
razlika izmedu kontrolne i E I grupe (p<0,05), kao i izmedu kontrolne i E I grupe

(p<0,05).
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Grafikon 6. Procenat Ki67 pozitivnih €elija u parenhimu bubrega; * p < 0,05
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Analiza imunoekspresije MMP-9 antigena

Deficit vitamina C je na ekspresiju MMP-9 antigena na uzorcima plu¢nog
parenhima imao uticaj koji se ogleda u vidu povecanja broja Celija sa nuklearnom
ekspresijom ispitivanog antigena. Procenat MMP-9 pozitivnih Celija na preparatima
plu¢nog parenhima kod fetusa iz kontrolne grupe je iznosio 63,96+7,96%, dok je u
eksperimentalnim grupama znatno veci. U E II grupi taj preocenat iznosi 80,53 +3,69%,
odnosno 85,49+2,09 u uzorima iz E [ grupe. Statistickom analizom utvrdeno je
postojanje statisticki znacajne razlike izmedu grupe KiE |, kao i Ki E Il grupe (p<0,05)

(Grafikon 7).
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Grafikon 7. Prikaz procentulanog udela MMP-9 pozitivnih ¢elija u uzorcima
pluénog parenhima
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Analiza imunoekspresije Slc23al gena

Unutar plu¢nog parenhima imunoekspresija Slc23al antigena je evidentna u svim
eksperimentalnim grupama s tim da se na preparatima iz kontrolne grupe najmanje
uocava, dok se na preparatima iz grupe kojoj je vitamin C ukinut 10. dana gestacije
registuje u mnogo veem obimu u vidu difuznog bojenja jakog intenziteta. Opisani
obrazac ekspresije je prisutan kako unutar mezenhimalnog tkiva buducih septi, tako i u

epitelnom pokrovu intrapulmonalnih vazdusnih puteva (Slika 45).

Slika 45. Imunekspresija Slc23al unutar plué¢nog parenhima; x200,

scale bar 200 pm
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4.2.3. Histomorfoloske karakteristike poprecno-prugastog misi¢a

KONTROLNA GRUPA (K) - Na histoloSkim preparatima miSi¢a prednje loZe buta,
zamoraca iz kontrolne grupe, uoCavaju se miSicna vlakna ujednacenog promera,
organizovana u snopove. Unutar sarkoplazme miSi¢nih vlakana nalaze se poprecno
postavljeni miofibrili Sto ¢elijama daje izgled poprecne ispruganosti (Slika 46a). Jedra
su u ve¢em broju vlakana izduZenog oblika i lokalizovana na periiferiji miSi¢ne celije
ispod sarkoleme, dok su pojedina miSi¢cna vlaknima jo$ uvek zadrZala centalnu

lokalizaciju jedara (Slika 46b i 46c¢).
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Slika 46. Mikrofotografija poprecno prugastog misica: a) Uzduzni presek, H&E,
x200, scale bar 200 pm; b) Uzduzni presek, H&E, x400, scale bar 100 pm; c) Poprecni
presek misi¢nih vlakana, H&E, x630, scale bar 50 um
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[zmedu miSi¢nih vlakana prisutan je i endomizijum izgraden iz rasteresitog

veztivnog tkiva sa krvnim sudovima (Slika 47).

Slika 47. Mikrofotografija skeletnog miSi¢a - poprecni presek, Van Gieson,
200x, scale bar 200 pm

Na preparatima bojenim PAS histohemijskom metodom unutar sarkoplazme

odredenih miSi¢nih vlakana se nalazi PAS pozitivni depoi gliko gena (Slika 48).

Slika48. Mikrofotografija oprecnog preseka skeletnog misica, PAS, 200x, scale
bar 200 pm
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Ekeperimentalna grupa II (E II) - U analiziranom materijalu misi¢a buta grupe
jedinki kojoj je vitamin C ukinut 20. dana gestacije, prisutna su miSi¢na vlakna sa
uocljivm poprecnim prugama u sarkoplazmi. U ¢elijama se uocavaju krupna jedra koja
su pretezno centralno postavljena (Slika 49), dok se u manjem broju miSi¢nih vlakana
uocavaju jedra manjih dimenzija i periferne lokalizacije (uz sarkolemu). Oko misi¢nih

vlakana nalazi se vezivnotkivni omotac - endomizijum.

Slika 49. Mikrofotografija poprecnoprugastog misica iz E II grupe: misi¢na
vlakna sa jedrom preteZno centralno postavljenim medusobno odvojena vezivnim
tkivom , Masson trihrom, 400x, scale bar 100 pum
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Na histoloSkim preparatima bojenim PAS metodom u miSi¢nom tkivu uocavaju se
intracitoplazmatske akumulacije PAS pozitivnih granula glikogena. Na pojedinim
segmentima tkiva PAS pozitivne granule su lokalizovane rubno na periferiji ¢elije (Slika

50a). Dok su u drugim misi¢énim vlaknim akumulacije rasporedene po celoj sarkoplazmi

(Slika 50b).

Slika 50. Mikrofotografija poprecno-prugastih misi¢nih vlakna (grupa E II):
Intracitoplazmatske nakupuine PAS pozitivnih granula: a) PAS, x630, scale bar 50 um;
b) PAS, x400, scale bar 100 pm
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EKSPERIMENTALNA GRUPA (E I) - Poprecna ispruganost skeletnog misica
zamorca iz E I je jasno uocljiva. U citoplazmi miotubula uocavaju se krupna jedra sa
uocljivim jedarcima, koja zauzimaju centralno mesto u celiji, a samo mali broj miSi¢nih
vlakana sadrzi jedra koja su periferno postavljena. Na pojedinim mestima unutar
parenhima nalaze se grupice jedara sa uocljivim jedarcima, a granice Celija kojima ona
pripadaju su nejasne (Slika 51), dok se u perifernom delu fotografije uocavaju se , jasno
formirana miSi¢na vlakna. MiSi¢na vlakana su medusobno razdvojena nesSto vecom
koli¢inom vezivnog tkiva (Slika 52). Unutar sarkoplazme na preparatima bojenim PAS
metodom uocavaju se nakupine PAS pozitivnih granula. Njihova lokalizacija se u
pojedinim vlaknima uocava rubno uz sarkolemu, dok se u drugim vlaknima granule

rasporedene po celoj citoplazmi.

a)

Slika 51. Mikrofotografija uzduzZnog preseka skeletnog miSica fetusa
zamorca iz E I grupe, H&E, x630, scale bar 50 pm
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Slika 52. Mikrofotografija poprecno-prugaste muskulature misi¢a buta
jedinki iz E I grupe, Masson trihrom, 400x, scale bar 100 um
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4.2.6. Imunohistohemijske karakteristike karakteristike poprecno-prugastog
miSica

Analizom preparata skelethe muskulature bojenih imunohistohemijskim
metodama nisu utvrdene znacajni razlike izmedu eksperimentalnim grupama u
ekspresiji ispitivanih antigena. Ekspresija kolagen 4 antigena je detektovana u vezivno-
tkivnom omotacu (endomizijumu / perimizijumu) kao i u bazalnim membanama
pripadajucih vaskularnih strukutura (Slika 53 a i b). Krvni sudovi endomizijuma u svim

analiziranim grupama pokazuju jasnu pozitivnost na CD31 antitelo (Slika 53 c i d).
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Slika 53. Imunoekspresija Coll IV i CD31 antigena na preparatima poprec¢no
prugastog misic¢a: a) i b) Coll IV; c¢) i d) CD31; scale bar 200 um (a i c), scale bar 100 um
(bid)
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Analiza imunoekspresije Ki67 antigena

Analizom imunoekspresije Ki67 proliferativnog markera i odredivanjem procenta
poztivnih Celija na uzorcima poprecno-prugaste muskulature u grupi kojoj je vitamin C
ukinut 10-og dana gestacije uocene su najvise vrednosti. Procenat Ki67 pozitivnih ¢elija
u E I grupi iznosi 59,66+3,99%. Za grupu E II te vrednost je 50,05%£9,21%, dok u
kontrolnoj grupi prosecan broj Ki67 pozitivnih Celija iznosio 27,16+6,53% (Grafikon
8). Upotrebom statistickih testova dokazano je postojanje statisticki znacajne razlike
izmedu konrolne i grupe E |, kao i izmedu kontrolne grupe i grupe kojoj je vitamin C

ukinut 20-og dana gestacije.
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Grafikon 8. Procenat Ki67 pozitivnih celija na preparatima poprecno-
prugastog misica, * p < 0,05
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Analiza imunoekspresije MMP-9 antigena

Ekspresija MMP-9 antigena, na preparatima poprecnoprugastog misica,
registrovana je u citoplazmi i u jedrima misi¢nih ¢elija. Odredivanjem procenta miSi¢nih
¢elija sa prisutnom nuklearnom ekspresijom uraden je za sve tri grupe. Na osnovu
dobijenih podataka moZe se zakljuciti da je deficit vitamin C doveo do povecanja
nuklearne ekspresije antigena MMP-9, dok duZina trajanja deprivacije nije imala uticaj
na istu. Najveci procenat pozitivnih Celija registrovan je u grupama E 1 (94,97+2,01%) i
E II (90,11%0,71%), dok ju u kontrolnoj grupi iznosio 85,48+2,95%. Medusobnim
poredenjem statisticki znacajna razlika je utvrdena izmedu kontrolne i obe

eksperimentalne grupe (p<0,05) (Grafikon 9).
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Grafikon 9. Prikaz procentulanog udela MMP-9 pozitivnih ¢elija u uzorcima
poprecno-prugastog misica
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Analiza imunoekspresije Slc23al antigena

Na preparatima poporecno prugaste muskulature registruje se citoplazmatska
ekspresija Slc23al antigena u svim grupama, ali bez evidentnih kvantitativih i

kvalitativnih razlika u imunoekspresiji izmedu analiziranih grupa (Slika 54).

Slika 54. Imunoekspresija  Slc23al untar miSi¢cnih vlakana
poporecnoprugaste muskulature; x400, scale bar 100 pm
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4.2.4. Histomorfoloske karakteristike zuba

Analizom histoloSkih preparata zuba nisu uocene bitnije histomorfoloSke ni
imunohistohemijske razlike u pogledu uticaja duzine deprivacije vitaminom C na razvoj
analiziranih struktura, tako da rezultati vezani za E Il grupu u ovom odeljku nece biti
prikazani.

Na histoloSkim preparatima zuba kontrolnih jedinki razvijenost zuba je adekvatna
u odnosu na gestacijsku starost. Jasno se uocava dobra razvijenost tvrdih zubnih tkiva
(gled i dentin) (Slika 55a i 55b). Celije koje formiraju tvrda zubna tkiva, ameloblasti i
odontoblasti, su dobro diferentovane (Slika 55a). Mezenhim unutar zuba je bogato
vaskularizovan, od kog ¢e daljim razvojem nastati zubna pulpa (Slika 55c). U
neposrednoj okolini nadu se i jasno formirane kostane gredice alveolarnog lezista zuba
(Slika 55).

U vitamin C depriviranoj grupi evidentno je ucljivo smanjenje debljine sloja
dentina, a uz to vidi se i potpuni nedostatak sloja gledi (Slika 55d i 55e). Ameloblasti
nisu jasno diferentovani i nije doSlo do bazalnog pomeranja jedara, a sloj celija
odontoblasta je izrazito atrofican sa Celijama smanjene gustine i visine (Slika 55e).
Mezenhim na mestu buduce zubne pulpe je slabo vaskularizovan (Slika 55f). KoStane

gredice alveolarnog leziSta zuba su slabije razvijene i smanjene su debljine (Slika 55d).
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VIT. C DEPRIVIRANA GRUPA

Slike 55. Mikrofotografije mandibule fetusa zamorca gestacijske starosti 50
dana, transverzalni presek zuba u stadijumu zvona : HE; a, d) x200; b, c, e, f) x 400.
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4.2. Imunohistohemijske karakteristike zuba

Na preparatima zuba primenjena su imunohistoheijska bojenja Calbindin, SMA i

Ostepontin antitelima.

U kontrolnoj grupi na preparatima bojnim Calbindin imunohistohemijskim
bojenjnem uocava se imunopozitivnost u glednom epitelu, odnosno na ameloblastima.
Proksimalno postavljenje mezenhimalne ¢elije takode su pokazale imunopozitivnost na
calbindin (Slika 56). Za razliku od kontrolne u E I grupi je imunopozitivnost na calbidin
je u glednom epitelu smanjena. Evidentno je da su ameloblasti slabije imunopozitivni na

calbidin dok je proksimalni mezenhim ostao imunonegativan (Slika 57).
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Slika 56. Imunoekspresija Calbindin antigena u kontrolnoj grupi- mandibula
fetusa zamorca gestacijske starosti 50 dana - transverzalni presek donjeg sekuti¢a u
stadijumu zvona: a) x200; b) x400.
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anti—calb(ndin

Slika 57. Imunoekspresija Calbindin antigena u grupi E I - mandibula fetusa
zamorca gestacijske starosti 50 dana - transverzalni presek donjeg sekuti¢a u stadijumu
zvona;: a) x200); b) x400.
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Bojenjem Ospeopontin antitelom u kontrolnoj grupi je, u vidu slabe
imunopozitivnosti, registrovano u: glednom epitelu, ameloblastima i odontoblastnima
(Slika 58). Dok je deficiti vitaminom C rezultova pojavom izraZene imunopozitivnosti
na osteopontin na skoro svim strukturama zuba. Gledni epitel, ameloblasti,
odontoblastni sloj, odontoblasti i mezenhim u okolini koStanih gredica je nedvosmisleno

pokazao jasnu imunoekspresiju ispitivanog antigena (Slika 59).

anti-osteopontin

Slika 58. Imunoekspresija Osteopontin antigena - mandibula fetusa zamorca
gestacijske starosti 50 dana (kontrolna grupa) - transverzalni presek donjeg
sekuti¢a u stadijumu zvona: a) x200); b) x400.
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VIT. C DEPRIVIRANA GRUPA

Slika 59. Imunoekspresija Osteopontin antigena - mandibula fetusa zamorca
gestacijske starosti 50 dana ( grupa E I) - transverzalni presek donjeg sekuti¢a u
stadijumu zvona: a) x200;b) x400.

126



Doktorska disertacija Milan Popovi¢ |[REZULTATI

U kontrolnoj grupi proksimalni mezenhim, zvezdaste Celije u okolini glednog
epitela, je pokazao imunopozitivnost na SMA (Slika 60). U eksperimentalnoj grupi
imunopozitivna je bila bazalna membrana glednog epitela kao i sami ameloblasti.
UocCena je i imunopozitivnost mezenhima lokalizovanog u okolini koStanih gredica, dok

je mezenhimno tkivo oko ameloblasta smanjene imunopozitivnosti (Slika 61).
 b) e ?

" ""‘"f'; ' :
'g-' ‘{{,{,". !

KONTROLNA

e

Slika 60. Mandibula fetusa zamorca gestacijske starosti 50 dana (kontrolna

grupa) - transverzalni presek donjeg sekuti¢a u stadijumu zvona - imunoekspresija
SMA antigena: a) x200;b) x400.
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Slika 61. Mandibula fetusa zamorca gestacijske starosti 50 dana (grupa EI) -

transverzalni presek donjeg sekutica u stadijumu zvona - imunoekspresija SMA
antigena: a) x200; b) x400
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4.2.5. Histomorfoloske karakteristike kostanog tkiva

Na histoloSkim preparatima kosti nisu uocene bitnije histomorfoloske razlike u
pogledu uticaja duZine deprivacije vitaminom C na razvoj analiziranih struktura, pa
rezultati vezani za E II grupu u ovom odeljku nece biti zasebno prikazani ako i ovde
uvodis termin Vit C deprivirani, negde u u prethodnom odeljku i ovde napomeni da ce
se promene u El i EIl grupi obihvatiiti pod opisom >Vit C de privirana grupa.

4.2. Makroskopska i radioloska analiza

Makroskopski, fetusi eksperimentalne grupe znacajno su manjih telesnih
dimenzija (Slika 62). Prisutna su velika podrucja lividne prebojenosti, koja odgovaraju
supkutanim krvarenjima. Ekstremiteti su upadljivo manjih dimenzija i deformisanog
izgleda (Slika 62B). Na radiografskim snimcima kontrolne gurpe uocavaju se senke
kalcifikovanog koStanog tkiva, jasnih kontura (Slika 62C). Nasuprot tome, snimke
udova eksperimentalne grupe karakteriSe dominatna mekotkivna senka bez jasnih
koStanih kontura, sa tek mestimi¢nim intenzitetom kalcijuma (Slika 62D). Ovakva
situacije govori u prilog da u osnovi skraenja ekstremiteta nisu samo smanjene

dimenzije kostiju, ve¢ i kompletno zaostajanje procesa okoStavanja.
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Slika 62. Makroskopske karakteristike I radiografski snimci prednjih i
zadnjih udova kontrolne (A) i eksperimentalne grupe jedinki (B). Udovi zamoraca
eksperimentalne grupe su signifikantno redukovanih dimenzija i deformisanog izgleda
(strelice). Radiografski snimci udova kontrolne (C) i eksperimentalne grupe (D). Za
razliku od jasnih koStanih senki kontrolne grupe, na snimcima udova eksperimentalnih
zamoraca dominira mekotkivna senka.
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Histolomorfoloske karakteristike metakarpalnih kostiju

Kako bi se omogucila istovremena vizuelizacija hijaline hrskavice i novostvorene
kosti (mineralizovanog matriksa) histoloSki preparati kostanog tkiva su bojeni

histohemijskim bojenjem Alcian blue/alizarin red (Slika 63).

Kod kontrolne grupe zamoraca dijafizu metakarpalnih kostiju izgraduju centralno
formirane koStane trabekule, koje medusobno Kkonfluiraju. Alizarin red intenzivno
crveno prebojava kalcifikovano kostano tkivo (Slika 64Kd). Na nivou metafize prisutna
su ostrvca hrskavice. Hrskavicavo tkivo metafize i epifize pokazuje afinitet za Alcian
blue, te se na preparatima registruje kao plavo prebojena zona. Fokalno prisutne zone
crvenog prebojavanja ostrvaca ukazuju na pocetak deponovanja i kalcifikacije osteoida
na povrsSini hrskavice (Slika 64Km). Epifizna ploc¢a rasta je pravilne kolumnarne

organizacije i jasno diferenciranih zona (Slika 64Ke).

Na uzorcima iz E I grupe registruje se dijafiza metakarpalnih kostiju koja je
znacajno manjih dimenzija. U odnosu na formirane koStane gredice kontrolne grupe,
dijafizu (Slika 64Ed) i metafizu (Slika 64Em) u E I grupi izgraduju samo retki ostaci
prethodnog hrskavi¢vog modela, bez znakova pocetka osifikacije. Slabije prebojavanje
hrskavicavog tkiva u celini, ukazuje na znatno nizZi afinitet za Alcian blue. Meduprostor
ispunjava veca kolic¢ina eritrocita, dok se i subperiostalno uocavaja nakupine eritrocita
iznad kojih je periost blago odignut i prekinut (Slika 64Ed, strelica). Epifizna ploca
rasta je naruSene kolumnarne organizacije. Hondrociti su veéih dimenzija
(hipertrofi¢ni), ali vidno redukovanog broja. Lokalizovani su skoro ¢itavom duZinom
epifizne hrskavice (Slika 64Ee). Osim u kosti, hemoragije su bile primetne i u okolnom

mekom tkivu eksperimentalne grupe zamoraca (Slika 63E).
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Slika 63. Prednji udovi kontrolne (K) i eksperimentalne (E) grupe zamoraca;
Alcian blue/alizarin red, x 20
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Metakarpalne kosti

Slika 64. Metakarpalne kosti zamoraca kontrolne (K) i eksperimentalne (E)
grupe, Alcian&Alizarin, x20; dijafiza (d); metafiza (m); epifiza (e); K: Dijafiza
metakarpalne kosti sa formiranim koStanim gredicama (Kd), hrskavi¢ava ostrca
metafize sa znacima okoStavanja (Km) i pravilan izgled epifizne ploce rasta (Ke). E:
Hrskavicava ostrvca dijafize bez znakova okostavanja. Meduprostor je ispunjen
eritrocitima. Periost je delom odignut i prekinut (strelica) (Ed). Ostaci hrskavice i
eritrociti meduprostora metafize (Em). Izgubljena je pravilna kolumnarna organizacija

epifizne ploce rasta, a hipertrofi¢ni hondrociti uocavaju se ¢itavom duZinom epifizne
hrskavice (Ee).
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Histoloske karakteristike proksimalnih falangi

Pregledom dijafiza proksimalnih falangi kod zamoraca iz kontrolne grupe
registruju se iskljuc¢ivo ostaci hrskavice. Hrskavicavo tkivo je intenzivno prebojeno
Alcian blue bojom. Fokalno se, unutar plavo obojenih ostrvca hrskavice, uo¢avaju zone
crvenog kalcifikovanog osteoida na povrsSini, ali joS uvek bez formiranih koStanih
gredica (Slika 65Kd). Ostrvca hrskavice metafize su bez znakova okoStavanja (Slika

65Km), dok je epifizna ploc¢a rasta pravilne organizacije (Slika 65Ke).

Proksimalne falange eksperimentalne grupe zamoraca su u odnosu na kontrolne,
drasticno manjih dimenzija. Na falangama se uocava tek pocCetak resorpcije hrskavice

centralnog dela modela, bez znakova pocetka osifikacije (Slika 65Kd).

Opisane histomorfoloske promene na dugim kostiju, potvrdujuci radioloski nalaz.
Prenatalni deficit vitamin C u trajanju od 40 dana je osnovni etioloski faktor koji je
doveo do nastanka makroskopski uocenih deformiteta i histoloski potvrdenog

signifikantnog zaostajanje procesa okoStavanja hrskavice.

134



Doktorska disertacija Milan Popovi¢ |[REZULTATI

Proksimalne falange

Slika 65. Proksimalne falange zamoraca kontrolne (K) i eksperimentalne (E)
grupe, Alcian&Alizarin, x20; dijafiza (d); metafiza (m); epifiza (e); K: Dijafiza
proksimalne falange izgradena od meSovitih ostrvaca - hrskavice sa prisutnim
kalcifikovanim osteoidom (Kd), ostrvca hrskavice metafize bez znakova okoStavanja
(Km) i adekvatna organizacija epifizne ploce rasta (Ke). E: Na nivou proksimalne
falange, uocava se tek poceatk resorpcije centralnog dela hrskavicavog modela (Ed).
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4.2.6. Histoloske karakteristike placente

Najveci deo placente zamorca sastoji se od ne-kapilarizovanog i kapilarizovanog
sincicijuma. U nekapilarizovanom kompartmentu zrele kontrolne placente razlikujemo
marginalni i interlobarni sincicijum. Marginalni sincicijum se nalazi perifernije i sastoji
se od trabekularne mreZe sincitiotrofoblasta ispunjenih majcinom krvlju. Interlobarni
sincicijum je imao istu histoloSku strukturu, ali je centralnije postavljen izmedu
reznjeva kapilarizovanog sincicijuma (lavirint) (Slika 66, a,c,e). Kod zrele placente
jasno razlikujemo periferni, srednji i centralni deo lavirinta. Tkivo lavirinta predstavlja
mreZu veoma tankih sincitioplazmatskih trabekula ciji zid formiraju endotelne celije sa

bazalnom membranom i jednim slojem celija sincitiotrofoblasta (Slika 66, a,c,e).

HistomofoloSke promene glavne placente kod zamorca liSenog vitamina C varirale
su po intenzitetu i distribuciji izmedu grupa. U grupi E I registrovana je destrukcija
kapilarnog zida uglavnom u perifernom delu lavirinta (Slika 66, b,d,f). Zahvaceni lobuli
su se obitno nalazili u bazalnom, materinskom delu placente. OStetene
sincitioplazmatske trabekule formirale su prostore nalik na lakune koji su prekriveni
tankim slojem rezidualnih sincicijalnih ¢elija (Slika 66, b,d,f). U E II grupi Zivotinja
primeceno je da oStelenje lavirinta izaziva posledi¢no destrukciju interlobarnog i na
kraju marginalnog sincicijuma. Destruktivhe zone su ili transformisane u fibrinsku
masu, koja predstavlja beli infarkt, ili su ispunjene eritrocitima iz krvarec¢ih majcinih

krvnih sudova i formiran je crveni infarkt.

Subplacenta u kontrolnoj grupi Zivotinja 50-og dana gestacije je i dalje ocuvana
bez prisustva degenerativnih procesa. Sastavljen je od mezenhimalnih septa koje su bile
okruZene lamelama citotrofoblasta (Slika 66 g). U placentama iz vitamin C deprivirane

grupe uocavaju se ekstenzivne degenerativne promene mezenhimalnog i trofoblastnog
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dela subplacente. Lamelarni raspored citotrofoblasta je potpuno izgubljen i zamenjen

akumulacijom acidofilnog materijala (Slika 66 h).

Slika 66. Histomorfoloske karakteristike placente kod zamorca iz kontrolne

i EI grupe, x 200, scale bar 200 pm.
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4.2.7.Histoloske karakteristike malog mozga

Vitamin C deprivirana grupa - E2 Kontrolna grupa

VERMIS
-sagitalni presek-

Slika 67. Makroskopski i mikroskopski prikaz promena na malom mozgu

Makroskopskom analizom malog mozga utvrdena je ocCuvanost cerebelarne grade
u kontrolnoj grupi (Slika 67 b) kao i naglaseno zaravnjenje mozdane povrSine uz gubitak
folija u eksperimentalnoj grupi (Slika 67 a). Histoloskom analizom sagitalnog preseka
vermalnog regiona uocCava se pravilnost razvoja svih 10 folija sa subfoljama u kontrolnoj

grupi (Slika 67 )i izrazena cerebelarna displazija u foljama od II-1X (Slika 67 d).
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4.2.8. HistoloSke karakteristike velikog mozga

HistoloSkom analizom tkiva velikog mozga u obe eksperimentalne grupe uocava
se abnormalnost bazalne membrane krvnih sudova i pijalne membrane. Fokalna,
intraparenhimska krvarenja u mozdanoj kori, hipokampusu, talamusu, hipotalamusu i
malom mozgu (Tabela 8) uocena su kod malog broja fetusa iz E I grupe (do 30%). U
vecini slucajeva radilo se o fokalnom sveZem krvarenju sa vidljivim eritrocitima oko
malih kapilara u okolnom nervnom tkivu (Slika 68 d). Medutim, pronadeni su i
hemosiderofagi kao jasan pokazatelj starog krvarenja (Slika 68 e). U E II grupi, uo¢eno
je intraparenhimsko krvarenje u svim gore navedenim mozdanim strukturama (Tabela
8). Kod preko 50% fetusa iz E II grupe registrovano je ekstenzivno, konfluentno
subarahnoidno krvarenje koje duboko prodire i razara ispodleZe¢e moZdano tkivo, ali
bez jasnih komunikacija sa komornim sistemom. U nekim sluajevima, lezija je ¢ak
dosegla do VI sloja moZdane kore. HistoloSki ove porencefalne lezije lice na cisticnu
Supljinu ispunjenu sveZom Kkrvlju i ogranicenu od okolnog moZdanog tkiva sa
encefalomalaticnim zidom sastavljenim od degenerisanih neurona, mnogobrojnih

makrofaga (penastih histiocita) i pove¢anog broja glijalnih ¢elija (Slika 68 b-c).

Tabela 8. Distribucija krvarenja u mozdanom tkivu

lokalizacija intraparett;{l;rr:lfskiog krvarenje — subarahnoidalno
GRUPA kora hipokampus hipotalamus mozak krvarenje
(n:KZ 0) 0 0 0 0 0
(nE=211) 7 6 7 2 0
(nE f 9) 19 19 19 19 11
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Slika 68. Makroskopske i histoloSske Kkarakteristike velikog mozga kod
zamoraca iz E I grupe: a) makroskopski nalaz; b-f) histoloSke karkateristike velikog
mozga; a: scale bar 300 um; c-d: scale bar 100 pum, e-f: scale bar 50 pm
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4.3. KOLICINA HISROKSIPROLINA U TKIVU

4.3.1. Kolicina hidroksiprolina u uzorcima tkiva bubrega

Koli¢ina hidroksiprolina u uzorcima tkiva bubrega iz kontrolne grupe iznosila je
0,44+0,07 pg/mg, dok je u E II ta vrednost iznosila 0,48+0,05 , odnosno 0,73+0,13
nug/mg u grupi EI. Poredenjem aritmetickih sredina koliCine hidroksiprolina izmedu
analiziranih grupa statisticki znacajna razlika je uocena izmedu kontrolne grupe i grupe
E I (p=0,048), dok razlika izmedu kontrolne i E Il grupe i izmedu E 11 i E I nije statisticki

zacajna (Grafikon 10) (p=0,05).

0.4+

0.2

0.0

El Ell

Mg hidroksiprolina / mg analiziranog tkiva

Grafikon 10. Koli¢ina hidroksiprolina u uzorcima tkiva bubrega

*p<0,05
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4.3.2. Kolic¢ina hidroksiprolina u uzorcima tkiva pluca

U parnehimu pluca iz kontrolne gupe koli¢ina hisroksprolina iznosila je 0,64 0,10
ug/mg, u grupi E I 0,49+0,06 pg/mg, a u grupi E10,48+0,07 pg hidroksiprolina po mg
analiziranog tkiva (Grafikon 11). Izmedu analiziranih grupa statisticki znacajna razlika

nije dokazana.
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Grafikon 11. Koli¢ina hidroksiprolina u uzorcima tkiva pluca
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4.3.3. Kolic¢ina hidroksiprolina u uzorcima tkiva iz skeletnog misiéa

Analizom uzoraka skeletnog miSi¢a prosecna koli¢ini hidroksiprolina u kontrolnoj
grupe je 0,57%0,18 pg hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva, u E I grupi 0,66+0,11
ug/mg, a u grupi kojoj je vitamin C ukinut 10-tog dana (E I grupi) 1,03+0,09 ug/mg
(Grafikon 12). Upotrebom ANOVA statitickog testa razlika izmedu poredenih grupa

nije dokazana (p=0,05).

skeletni misic¢

(1]

=

3 1.5

=11]

(=}

=

£

N

T 1.0- l
(5}

[=T4]

E i

~

(5]

E

E 0.5

=)

17,]

R

2

=

-:o 0.0 T
= EIl EIl

Grafikon 12. Koli¢ina hidroksiprolina u uzorcima tkiva skeletnog misica
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4.3.4. Kolic¢ina hidroksiprolina u uzorcima tkiva velikog i malog mozga

Veliki mozak fetusa iz kontrolne grupe sadrzi 0,31+0,08 pg hidroksiprolina po mg
analiziranog tkiva, u E II grupi 0,35%£0,06 pg/mg, dok je ta vrednost u E I grupi
0,37+0,12 pg/mg (Grafikon 13). [zmedu pomenutih rezultata nije utvrdena statisticki

znacajna razlika.

U uzorcima tkiva malog mozga kod kontorolne grupe dobijena je prosecna
koli¢ina od 0,43+0,11 pg hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva, u drugoj
eksperimetalnoj grupi 0,52+0,12 pg/mg,a u E I grupi 0,60+0,11 pg/mg (Grafikon 13).
Medusobnim poredenim reuzltata iz razli¢itih eksperimentalnih grupa statisticki

znacajna razlika nije dobijena (p=0,05).
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Grafikon 13. Graficki prikaz koncentracije hidroksiprolina u uzorcima
tkiva velikog i malog mozga
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4.3.5. Koli¢ina hidroksiprolina u uzorcima tkiva hrskavice, kosti i zuba

Za analizu koncentracije hidroksiprolina u hrskavici koriS¢en je ksifoidni nastavak
grudne Kkosti (processus xiphoideus). Prosecna kolicina hidroksiprolina u kontrolnoj
grupi iznosi 46,05+14,23 pg hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva, dok je u E I
43,86+5,47 pg hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva, odnosno 43,14+12,86 pg
hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva u grupi E II (Grafikon 14a). Nema statisticki

znacajne razlike (p=0,05).

Kod uzoraka koStanog tkiva plodova iz kontrolne grupe hisdroksiprolin je
3,18+1,54 pg hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva. Vrednosti za E II grupu su
7,64+6,40 pg hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva, dok je kod plodova iz E I grupe
oderedena koli¢ina od 2,01+1,76 pg hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva (Grafikon
14b). Statistickom analizom dobijenih rezultata nije utvrdeno postojanje statisticki

znacajne razlike medu poredenim grupama (p=0,05).

U uzorcima zuba u kontrolnij grupi odredena je prosec¢na koli¢ina hidroksiprolina
u iznosu od 18,40+2,97 pg/mg, dok je u E Il grupi 13,56+3,68 ug/mg, au E19,85+0,79
ug hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva (Grafikon 14c). Medusobnim poredenjem

dobijenih vrednosti nije dokazana statisticki znacajna razlika (p=0,05).
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Grafikon 14. Graficki prikaz kolicine hidroksiprolina u wuzorcima
tkivahrskavice, kosti i zuba; * p < 0,05
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4.3.6. Koli¢ina hidroksiprolina u uzorcima tkiva placente i plodovih ovojaka

Koli¢ina hidroksiprolina na uzorocima tkiva, Zivotinja iz kontrolne grupe, placentu
je iznosila od 0,34+0,07 ug/mg, dok je u uzorcima plodovih ovojaka ta koli¢ina iznosila
1,72+1,0 pg/mg. U prvoj eksperimentalnoj grupi je koli¢ina hidroksiprolina u placenti
iznosila 0,64%+0,05 pg/mg, odnosno u plodovim ovojcima 1,09%0,18 pg/mg. Kod
Zivotinja kojima je vitamin C ukinut 20. dana gestacije za uzorke placente dobijeno je
0,50+0,07 pg hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva, a za plodove ovojke 2,86+0,52

ug/mg (Grafikon 15).

Analizom dobijenih rezultata za uzorke placente utvrdena je statisticki znacajna
razlika izmedu kontrolne i E I grupe (p=0,049), dok izmedu ostalih grupa nema

statisticki znacajne razlike.

StatisticCkom obradom podataka dobijenih za uzorke plodovih ovojka nije utvrdena

statisticki znacajna razlika izmedu analiziranih grupa (p=0,05).
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Grafikon 15. Koli¢ina hidroksiprolina u placenti i plodovim ovojcima
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4.3.7. Kolic¢ina hidroksiprolina u uzorcima tkiva hrskavice, srca, slezine i

tankog creva

Koli¢ina hidroksiprolina u uzorcima tkiva srca je za kontrolnu grupu 1,60+0,44 ng
hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva, za E 1 2,49+0,36 pug hidroksiprolina po mg
analiziranog tkiva, odnosno 3,29+0,54 pg/mg za grupu E II (Grafikon 16a). Razlika

medu poredenim grupa nije statisticki znacajna (p=0,05).

Na uzorcima iz slezine u kontrolnoj grupi dobijena je koli¢ina hidroksi prolina od
5,49+0,96 , dok je u EIl i E Il grupi iznosila 3,61+0,49, odnosno 3,18+0,61 pg/mg

(Grafikon 16b). Medu poredenim grupama nema statisticki znacajne razlike (p=0,05).

U kontrolnoj grupi u tankom crevu dobijena je kolicina od 4,02+1,15 pg
hidroksiprolina po mg analiziranog tkiva , dok je u prvoj eksperimentalnoj ta koli¢ina
bila 1,30£0,16 pg/mg, a u drugoj 1,61+0,26 pg/mg (Grafikon 16c). Analizom uzoraka
tankog creva statisticki znacajna razlika je utvrdena izmedu K i E I grupe (0,042), kao i

izmedu K i E II grupe (p=0,040).
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4.4. ANALIZA EKSPRIMIRANOSTI GENA

4.4.1. Eksprimiranost Coll1, Coll4al i SIc2 3al gena u uzorcima tkiva bubrequ

Analizom eksprimiranosti gena koji kodira sintezu kolagena 1 (Coll1) uoceno je
da je u E II grupi doSlo do statisticki znatnog povecanja eksprimiranosti u odnosu na
kontrolnu grupu, dok je ukidanje vitamina C 10. dana gestacije rezultovalo smanjenju
stepena eksprimiranosti (Grafikon 17a). Izmedu kontrolne i obe eksperimentalne

grupe postoji statisticki znacajna razlika, kao i i zmedu grupa ETiEII (p p<0,05).

Prenatalna deprivacija vitamina C nije imala uticaj na promenu stepena
eksprimiranosti gena za kolagen 4 (Coll4al) u uzorcima tkiva bubrega plodova

zamoraca. Razlika izmedu analiziranih grupa nije bila statisticki znacajna

(Grafikon17b).

Prenatalni deficit vitamina C rezultovao je statisticki znacajnim povecanjem
stepena eksprimiranosti gena koji kodira sintezu transportera vitamin C (Slc3al) gena u
parenhimu bubrega kod grupe kojoj je vitamin C ukinut 10-og dana gestacije. Analizom
dobijenih rezultata dokazana je statisticki znacajna razlika izmedu obe eksperimentalne

grupe u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,05) (Grafikon 17c).
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Grafikon 17. Eksprimiranost Col1, Coll4al i i SIc23al gena u bubregu. Nakon
Zrtvovanja, za sve tri eksperimentalne grupe, je uzorkovano tkivo bubrega. Iz tako
dobijenog tkiva izolovana je RNK koja je koriS¢ena za analizu relativne eksprimiranosti
Colll, Coll4al i i Slc23al gena. * Statisticki znacajna razlika izmedu K i E I grupe. #
Statisticki znacajna razlika izmedu K i E II grupe. + Statisticki znacajna razlika izmedu E [
i E Il grupe. Za statistic¢ki znacajnu razlliku uzeta je vrednost p<0,05.
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4.4.2. Eksprimiranost Coll1, Coll4al i Slc23al gena u uzorcima tkiva pluéa

UocCena je statisticki znacajna razlika u stepenu eksprimiranosti gena Coll 1.
Ranije ukidanje vitamina C (grupa E ) dovelo je do znacajnog smanjenja
eksprimiranosti Colll gena u uzorcima tkiva plu¢a (Grafikon 18a). U drugoj
eksperimentalnoj grupiregistrovan je suprotan efekat. Deficit vitamina C od 20-og dana
gestacije rezultovao je u znaCajnom povecanju stepena eksprimiranosti. Izmedu

poredenih grupa uocana je statisticki znacajna razlika.

Relativna eksprimiranost gena Coll4al je pokazala trend smanjenja
eksprimiranosti. U grupi E I je dokazano smanje eksprimiranosti za 65% u odnosu na
kontrolu, dok u grupa E II prati trend, ali bez znafajnog smanjenja (Grafikon 18b).

Medu poredenim grupama nije dokazana statisticki znacajna razlika (p=0,05).

Duzi prenatalni deficit vitamina C nastao (nastao isklju¢ivanjem vitamin C iz
ishrane 10-og dana gestacije) doveo je do povecanja stepena eksprimiranosti Sic23al
gena (Grafikon 18c). Statistickom analizom dobijenih podataka, statisticki znacajna

razlika nije dokazana (p>0,05).
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Grafikon 18. Eksprimiranost Coll1l, Coll4al i i Slc23al gena u parenhimu
plu¢a. Nakon zZrtvovanja plodova zamoraca, za sve tri eksperimentalne grupe, je
uzorkovan pluéni parnhim. Iz tako dobijenog tkiva izolovana je RNK koja je koriS¢ena za
analizu relativne eksprimiranosti Colll, Coll4al i i Slc2Z3al gena. # Statisti¢ki znacajna
razlika izmedu K i E II grupe. #+ Statisticki znacajna razlika izmedu E 1 i E II grupe. Za
statisticki znacajnu razlliku uzeta je vrednost p<0,05.
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4.4.3. Eksprimiranost Colll, Coll4al i SIc23al gena u uzorcima tkiva skeletne

muskulature

Ukidanje vitamina C desetog dana gestacije dovelo je do smanjenja stepena
eksprimiranosti Coll1 gena, u uzorcima tkiva poprec¢no-prugastog misi¢a. U uzorcima iz
E II grupe smanjenje stepena eksprimiranostie analiziranog gena nije utvrdeno.
Statistickom analizom pomoc¢u ANOVA testa dokazana je visoka statisticki znacajna
razlika u stepenu eksprimirnosti izmedu K i E I grupe, kao i izmedu E I i E II grupe

(p<0.001) (Grafikon 19a).

Eksprimiranost Coll4al gena je u E II grupi smanjenja, dok nedostatak vitamin C
od 10. dana gestacije nije rezultovao promenom stepena eksprimiranost ispitivanog
gena. Statistickom obradom dobijenih podataka nije dokazano postojanje statisticki

znacajne razlike izmedu poredenih grupa (p>0,05) (Grafikon 19b).

Prenatalna deprivacija vitamina C, u uzorcima tkiva poprefno-prugaste
muskulature nije rezultovala promenama u stepenu eksprimiranosti gena Sic23al

(Grafikon 19c¢).
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Grafikon 19. Eksprimiranost Colll, Coll4al i i Slc23al gena u poprecno-
prugastom misi¢nom tkivu. Nakon Zrtvovanja plodova zamoracae uzorkovan je butni
miSi¢. Iz tako dobijenog tkiva izolovana je RNK koja je koriS¢ena za analizu relativne
eksprimiranosti Coll1, Coll4al ii Sic23al gena.
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4.4.4. Eksprimiranost Colll, Coll4al i SIlc23al gena u uzorcima tkiva velikog

mozga

Na analiziranim uzorcima, u obe eksperimentalne grupe, dokazano je povecanje
stepena eksprimiranosti Colll gena. DuZina prenatalnog deficit vitamina C nije pokazala
statisticki znacajna razlika u stepenu eksprimiranosti analiziranog gena (p>0,05)

(Grafikon 20a).

Uticaj tretmana na eksprimiranost Coll4algena u uzorcima tkiva velikog mozga
nije dokazan (Grafikon 20b). Medu poredenim grupama nije registrovana statisticki

znacajna razlika (p>0,05).

Deprivacija vitamin C imala je uticaj na eksprimiranost Slc23al gena, to jest u
obe eksperimentalne grupe registrovana je znacajna promena stepena eksprimiranosti.

Utvrdena razlika nije bila statisticki znacajna (p>0,05) (Grafikon 20c).
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Grafikon 20. Eksprimiranost Coll4al, Colll i i Slc23al gena u parenhimu
velikog mozga. Nakon Zrtvovanja plodova zamoraca, za sve tri eksperimentalne grupe,
je uzorkovan mozZdani parnhim. Iz tako dobijenog tkiva izolovana je RNK koja je
koriS¢ena za analizu relativne eksprimiranosti Coll1, Coll4al i i Slc23al gena.
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4.4.5. Eksprimiranost Colll, Coll4al i SIc23al gena u uzorcima tkiva malog

mozga

U eksperimentalnim grupama je za sva tri analizirana gena, u uzorcima tkiva
malog mozga, tretman imao uticaj na eksprimiranosti. Naime, ranije ukidanje vitamina C
dovelo je do znacajnog povecanja stepena eksprimiranosti Colll, Coll4al i Slc23al gena,
dok je na uzorcima iz E II grupe registrovano smanjenje stepena eksprimiranosti svih

analiziranih gena (Grafikon 21).

Statistickom obradom podataka vezanih za eksprimiranost Coll1 gena dokazana
je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne i E I grupe (p<0,05), kao i izmedu E I i

EIl grupe (p<0,001).

Za eksprimiranost Coll4al gena, statisticki znacajna razlika je dobijena medu

uzorcima iz K I E II grupe (p<0,05), odnosno izmedu grupa E1iE II (p=0,001).

Analizom dobijenih rezultata vezanih za eksprimiranost Sic23al gena utvrdeno
je postojanje statisticki znacajne razlike izmedu kontrolne i E Il grupe i izmedu obe

eksperimentalne (p<0,05).
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Grafikon 21. Eksprimiranost Coll4al, Colll i i SIc23al gena u malom mozgu.
Nakon Zrtvovanja plodova zamoraca uzeti su uzorci parnhima malog mozga. Iz tako
dobijenog tkiva izolovana je RNK koja je koriS¢ena za analizu relativne eksprimiranosti
Colll, Coll4al i i Slc23al gena. # StatistiCki znacajna razlika izmedu K i E II grupe. #
Statisticki znacajna razlika izmedu E 1 i E II grupe. Za statisticki znacajnu razlliku uzeta
je vrednost p<0,05.
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4.4.6. Eksprimiranost Coll1, Coll4al i SIc23al gena u uzorcima kostanog tkiva

Za odredivanje profila eksprimiranosti analiziranih gena u koStanom tkivu

prilkom Zrtvovanja plodova zamoraca uzorkovan je distalni okrajak butne kosti.

Eksprimiranost Colll gena je pokazala da je ukidanje vitamina C 20-og dana
gestacije prouzrokovalo povecanje stepena eksprimiranosti, dok prema podacima
dobijenim za uzorke E I grupe, rani deficit vitamina C nije doveo do promene stepena
eksprimiranosti poredenjem sa kontrolnom grupom. Statisticki znacajna razlika u

ekspresiji analiziranog gena nije dokazana (p>0,05) (Grafikon 22a).

Prema dobijenim podaci koji su vezani za eksprimiranost Coll4al gena dokazan
je uticaj prenatalne deprivacije vitamina C, odnosno eksperimentalni tretman je kod obe
eksperimentalne grupe doveo do povecanja stepena eksprimiranosti analiziranog gena.
Ukidanje vitamin C dvadesetog dana gestacije dovelo je do znatno veceg povecanja
eksprimiranosti Coll4al gena u poredenju sa E [ grupom. Statistickom analizom
dokazana je statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne i E II grupe, kao I izmedu

grupa E1iEII (p<0,05) (Grafikon 22b).

Na uzorcima butne kosti fetusa zamorca prenatalna deprivacija vitamin C je
dovela do promena u ekspresiji Slc2Z3al gena. Unutar obe eksperimentalne grupe
registrovano je povecanje stepena ekspresjie ispitivanog gena (Grafikon 22c). Daljom
obradom rezultata nije dokazano postojanje statistcke razlike izmedu poredenih grupa

(p>0,05).
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Grafikon 22. Eksprimiranost Coll4al, Coll1ii Slc23al gena u koStanom tkivu.
Nakon Zrtvovanja plodova zamoraca uzorkovan je distalni okrajak butne kosti. Iz tako
dobijenog tkiva izolovana je RNK koja je koriS¢ena za analizu relativne eksprimiranosti
Colll, Coll4al i Slc23al gena. * Statisticki znacajna razlika izmedu K i E I grupe. #
Statisticki znacajna razlika izmedu K i E II grupe. # Statisticki znacajna razlika izmedu E I
i E Il grupe.
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4.4.7. Eksprimiranost Coll1, Coll4al i Sic23al gena u uzorcima zuba

Analiza genske eksprimiranosti vrSena je na prikupljenim donjim sekuti¢ima sa

pripadaju¢im perialveolarnim tkivo.

Na analiziranom tkivu deficit vitamina C je kod obe eksperimentalne grupe
postigao statisticki znacajno povecanje stepena eksprimiranost Colll gena (Grafikon

23a). Izmedu eksperimentalnih grupa to povecanje nije statisticki znacajno (p>0,05).

Iz podataka vezanih za eksprimiranost Coll4al gena registrovano je da je u E Il
grupi doSlo do trenda povecanja stepena eksprimiranosti, ali statistickom obradom
podataka dobijeni rezultati nisu pokazali statisticki znacajnu razliku (p>0,05) (Grafikon

23b).

Eksperimentalni tretman je na uzorcima zuba doveo do povecanja stepena
eksprimiranosti Sic23al gena. Deprivacija vitamina C od dvadesetog dana gestacije je
pokazala ve(i stepen smanjenja eksprimiranosti analiziranog gena. Obradom dobijenih

rezultata nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p>0,05)

(Grafikon 23c).
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Grafikon 23. Eksprimiranost Coll4al, Coll1 i i SIc23al gena u zubu. Nakon
Zrtvovanja plodova zamoraca uzorkovan je donji sekuti¢. Iz tako dobijenog tkiva

izolovana je RNK koja je koriS¢ena za analizu relativne eksprimiranosti Coll1, Coll4al i i
Slc23al gena.
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Danas je poznato da postoje brojni genetski faktori i faktori okoline, kao i njihove

medusobne interakcije, koji su od velikog znacaja za noramlan rast, razvoj i zdravlje

jedinke (121-123).

Brojni napori su uloZeni kako bi se doznalo koji je uticaj ishrane na zdravlje i
produktivnost jedinke tokom postnatalnog perioda Zivota. Medutim, uticaj ishrane
majke tokom trudnoce, iako je od velikog znacaja za normalan razvoj ploda i placente,
do sada nije dovoljno istrazen. U novijoj literaturi iz brojnih studija proizilaze dokazi
koji ukazuju da kod euterijskih sisara ishrana majke tokom gestacije predstavlja jedan
od bitnih faktora koji moZe dovesti do trenutnih i/ili dugoro¢nih posledica na rast i

razvoj ploda, odnosno do intrauterinog zastoja u rastu (124-126).

Treba naglasiti da je ishrana tokom gestacije svuda u svetu i dalje veliki
zdravstveni problem, bilo da se radi o zemljama u razvoju (gde je najucestalija
malnutricija) ili razvijenim zemljama u kojima je dominantan problem prekomerna
ishrana. Poslednjih godina rezultati sprovedenih istraZivanja navode da neadekvatna
ishrana majke tokom gestacije, bila ona u vidu prekomerne ili nedovoljne koliCine
hrane, ili pak u hrani niskog kvaliteta, moZe uticati na potomstvo kroz proces poznat
pod nazivom fetalno programiranje (123, 127-129). Pomenuti proces podrazumeva da
u kriticnom periodu prenatalnog razvoja ploda neki agens iz spoljaSnje sredine uzrokuje
permanentnu promenu strukture i funkcije pojedinih organa koja ¢e se uociti tek u
kasnijem postnatalnom periodu Zivota, a moZe imati ozbiljne posledice po razvoj i
zdravlje jedinke (121, 130). Pored ishrane majke kao potencijalni uzroci koji bi mo gli
dovesti do fetalnog programiranja navodi se i vaskularizacija posteljice i brojna

patoloSka stanja uzrokovana metaboli¢kim i infektivnim bolestima majke (123, 131).
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Sam in utero razvoj karakteriSe brz rast i diferencijacija Celija, pa stoga plod ima
veliku potrebu za odgovaraju¢im nutritivnim substratom. Adekvatan embrioloski razvoj
pojedinih organa je neophodan preduslov za pravilnu funkciju kako samog organa, tako
i sloZenih organskih sistema, a samim tim i odrZavanje normalne homeostaze i opSteg
zdravlja jedinke. ,Zdrava trudno¢a“ uz normalnu porodajnu teZinu i odsustvo
kongenitalnih anomalija moZe predvideti zdrav pocetak Zivota. U naSoj sutudiji, zbog
svojih slicnosti sa covekom u pogledu nemoguc¢nosti sinteze vitamina C, je kao animalni
modela koriS¢en zamorac. U poredenju sa drugim glodarima, kao $to su miS i pacov,
zamorac ima najduZi gestacioni period (69-71 dan, a mi$ i pacov 19-21 dan). Kako je
zamorac slican Coveku u pogledu razvoja glavnih organskih sistema koji se odvija in
utero, moZze sluZziti kao model za ispitivanje uticaja brojnih faktora na prenatalni razvoj
jedinke (132). Fokus sprovedenog istraZivanja je bio na ispitivanju uticaja prenatalnog
deficita vitamina C na razvoj bubrega, pluca, skeletne muskulature, zuba i kosti uz
upotrebu metoda iz domena histologije, imunohistohemije, biohemije i molekularne

biologije (genske ekspresije).

Nadekvtana teZina ploda na rodenju moZe se smatrati surogat markerom koji
govori u prilog loSoj ishrani majke tokom trudnoée odnosno loSem nutritivnom statusu
ploda. Ujedno mala telesna tezina i neadekvatan prirast telesne mase ploda tokom
gestacije moZe dovesti do intrauterinog zastoja u rastu (133). Analizirajuéi podatke, iz
naSe studije, vezane za telesnu masu fetusa zamoraca jasno je da je ranije ukidanje
vitamina C imalo znacajan efekat na smanjenje telesne mase ploda. StatistiCkom
obradom podataka dokazana je visoka statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne i E |

grupe, kao i izmedu E II i E I grupe. Odnosno plodovi kojima je vitamin C ukinut 10. dana
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gestacije imaju u proseku za oko 20% manju telesnu masu u poredenju sa kontrolnom i

E II grupom.

Mnogobrojna epidemioloska istraZivanja dokazala su nedvosmislenu povezanost
intaruterinog zastoja u rastu sa nastankom hroni¢nih bolesti u postnatalnom periodu
Zivota, kako kod ljudi tako i kod Zivotinja (134). Hormonska neravnoteZa u vidu
povecanog nivo glukokortikoida i renina u plazmi, smanjeni nivoi insulina, hormona
rasta, insulinom sli¢nog faktora rasta-I i hormona Stitaste Zlezde navode se kao jedni od
mogucih scenarija (135). Uticaj malnutricije majke moZe dovesti i do metabolickh
poremecaja kao Sto su: otpornost na insulin, dislipidemija, netolerancija na glukozu,
gojaznost, dijabetes melitus tipa II (136, 137). Pored navedenih, evidentirani su i

kardiovaskularni poremecaji u vidu hipertenzije i ateroskleroze (138, 139).

U sprovedenom istrazivanju makroskopskim pregledom jasno je uoceno da je
deprivacija vitamina C dovela do razvoja hipoplasticnog bubrega, koji je i po
dimenzijama i po masi manji u odnosu na bubrege kontrolne grupe. Takode je dokazano

da duZna prenatalne deprivacije vitamnina C utiCe na smanjenje mase samog organa.

Tokom ranijih istraZivanja utvrdeno je da je kraj nefrogeneze kod humanih fetusa
izmedu 32. i 36. nedelje gestacije. TaCnije Sirina nefrogene zona se smanjuje sa
povecanjem gestacijske starosti, da bi u periodu izmedu 32. i 36. gestacijske nedelje u
potpunosti nestala i kod terminske novorodenéadi vi$e nije uo¢ljiva (140-144). Covek se
u ovom pogledu razlikuje u odnosu na misa i pacova jer se kod ¢oveka razvoj bubrega
zavrSava in utero, dok se kod glodara nefrogeneza zavrSava postnatalno. IstraZivanja
ukazuju da kod zamorca nefrogeneza zauzima izmedu 35-90% gestacionog perioda, a
pocinje 22. dana gestacija, da bi se do 55. dana zavrsila (76, 145), $to je u potpunosti u

skaldu sa naSim nalazima. U naSoj studiji 50. dana gestacije, kod jedinki iz grupe K, u
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kori bubrega jasno je prisutan subkapsularno lokalizovan uzani sloj nefrogene zone.
Takodje, uoceno je i da su dublji slojevi kore izgradeni iz glomerula razli¢itog stepena
razvoja. Sa druge strane, deficit vitamina C je doveo do usporenog sazrevanja kako
korteksa tako i medule bubrega ploda zamorca. Znacajno Sira nefrogena zona

registrovana je kod obe eksperimentalne grupe u poredenju sa kontrolnom.

U studiji Mdrquez i saradnika, upotrebom PCNA imunohistohemjskomg markera,
proucavan je udeo celija u proliferativnoj fazi u bubregu pacova izmedu 2. i 15.
postnatalnog dana. Rezultati ove studije govore u prilog da broj PCNA pozitivnih Celija
opada sa staro$cu jedinke odnosno sazrevanjem organa, kao i da medula sazreva kasnije
u odnosu na korteks i papilu (146). Za potrebe nase studije koristili smo Ki67 antitelo
kako bismo odredili broj ¢elija u fazi proliferacije. U nasSoj studiji najveca proliferativnha
aktivnost (% Ki67 pozitivnih Celija) je dokazana u grupi E I kako u korteksu tako i u
meduli. Znatno veéi procenat Ki67 pozitivnih ¢elija uocen je u meduli bubrega Sto govori

u prilog sporijem sazrevanju.

lako je i dalje nepoznanica da li je vaskularizacija bubrega rezultat vaskulogeneze
ili angiogeneze, prvi znaci vaskularizacije nefrogene zone bubreZnog parenhima
evidentni su 13. dana gestacije kod miSa, odnosno izmedu 8. i 10. nedelje gestacije kod
coveka (147). U sprovedenom istraZivanju na preparatima bubreZnog parenhima kod
kontrolne grupe registruje se imunopozitivnost na CD31 antigen gotovo u svim
nefrogenim razvojnim formama (oblik zareza, S forma) i u tek formiranim, nezrelim
glomerulima u superficijielnom delu maturacione zone kore bubrega. Analizirajuci
eksperimentanu grupu kod koje je u 10. nedelji gestacije izvrsena deprivacija vitamina C
uoceno je da je imunopozitivnost samanjena i registruje se uglavnom u nezreliim
formama glomerula, dok su razvojne nefrogene forme ostale imuno negativne. Slicna
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zapazanja se navode i u istraZivanjima sprovedenim od strane Dunford Lj i saradnika,
koji su ispitivali uticaj sadrZaja proteina u ishrani na vaskularizaciju bubrega fetusa kod
ovaca. Tokom ovog eksperimenta sprovedenom na trudnim ovcama, pocev od nultog pa
do 65. dana, kontrolna grupa je dobijala hranu sa uobi¢ajenom koli¢inom proteina, dok
je u eksperimetnalnoj grupi bila zastupljena ishrana sa niskim sadrZajem proteina. Iz
dobijenig rezultata dosli su do zaklju¢ka da je smanjena ekspresija markera CD34 i
VEGF u eksperimentalnoj grupi u poredenju sa kontrolnom, i to posebno u predelu
nefrogene zone. Medjutim, rekonstrukcijom 2D snimaka, nacinjenih mikro-CT
tehnikom, u 3D modele u cilju prikazivanja krvnih sudova bubrega, nije uocena

promena u makrovaskulaturi izmedu poredenih grupa (148).

Razvoj pluc¢a opisuje se kao dosta komplikovan i dugotrajan proces, a sam plu¢ni
parenhim ima ogranicen stepen regeneracije te eventualno prenatalno i/ili perinatalno
oSte¢enje a ujedno i neadekvatno sazrevanje mogu dovesti do razvoja loSe plué¢ne

funkcije i ozbiljnih zdravstvenih problema tokom Zivota (149-153)

Imajuéu u vidu duzinu gestacije i Cinjenicu da su zamorci potrkuSci (engl.
precocial) tj. da se ubrajaju u grupu kicmenjaka koji su ve¢ na rodenju razvijeni (imaju
telo prekriveno dlakom, oc¢i su im otvorene, imaju sposobnost regulacije telesne
temperature i mogu samostalno da se hrane odnosno mogu se snaci sami u okolini),
oCekivano je da imaju i plu¢a koja su u potpunosti razvijena odonosno da je
alveolarizacija plu¢a zapoceta in utero (Slika 69) (95). Na rodenju histoloSke
karakteristike plu¢nog parenhima se ne razlikuju od onih kod odraslih jedinki. Na
pluénom parenhimu zamorca joS se prenatalno uocavaju terminalne i respiratorne

bronhiole, Sto nije slucaj kod drugih glodara. Morfoloski gledano plu¢a zamorca rodenog
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nedelju dana pre termina su zrelija u odnosu na neonatalna plu¢a misa, pacova i coveka

(154).
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Slika 69. Uporedni prikaz razvoja pluca kod coveka i zamorca (Preuzeto uz
modifikaciju iz: Morrison JL, Botting KJ, Darby JRT, David AL, Dyson RM, Gatford KL, et al.
Guinea pig models for translation of the developmental origins of health and disease
hypothesis into the clinic. ] Physiol. 2018;596(23):5535-69. )

U svom istraZivanju Sosenko i saradnici navode da se na histoloSkim preparatima
pluénog parenhima zamoraca 55-og gestacijskog dana uocava nezreli plu¢ni parenhim.
U mikroskopskom opisu plu¢nog parenhima navode prisustvo debelih septi i
podjedanak odnos (1:1) alveola prema parenhimu S$to odgovara kanalikularnom
stadijumu razvoja pluéa. Veé¢ 58-og dana gestacije prisutne su vece promene tj. na
pluénom parenhimu se uocava smanjenje koli¢ine parenhima, samim tim povecanje
,vazdusSnog“ prostora i znatno smanjenje debljine septi. Daljim razvojem do rodenja
uoceno je smanjenje debljine septi i ve¢a septiranost parenhima, kao i postepeno

povecanje procenta ,vazduSnog“prostora koji sada iznosi 82,1% (155).

Podaci iz nase studije kada je rec¢ o kontrolnoj grupi, su u potpunosti u skladu sa

gore navedenim rezultatima. Prema histomorfoloSkim osobinama plu¢ni parenhim
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kontrolne grupe se nalazi u kanalikularnom, eventulano ranom sakularnom
embrioloSkom stadijumu, a udeo vazduSnog prostora unutar plu¢nog parenhima iznosi
neSto manje od 50%. Prenatalna deprivacija vitamina C je dovela do usporenog
sazrevanja plu¢nog parenhima, Sto je samim tim rezultovalo i smanjenjem udela
y,vazduSnog“prostora. U eksperimentalim grupama embrioloSki stadijum razvoja
plu¢nog parenhima je nezreliji u odnosu na kontrolnu, odnosno odgovara
pseudoglandularnom ili ranom kanalikularnom stadijumu. Shodno tome procenat

»,vazduSnog“ prostora je znatno manji, odnosno u grupi E I iznosi nesto viSe od 39%.

Karakteristika arterijske plu¢ne cirkulacije je da prati grananje bronhijalnog stabla
i da se nalazi u njegovoj blizini. Ve¢ 34. dana gestacije kod Coveka se formiraju
ekstrapulmonalne arterije a potom se 44. dana pojavljuju i lobularne arterije. U
mezenhimu pluénog pupoljka registruje se imunopozitivnost mezenhimalnih ¢elija na
endotelne markere i daljim procesom vaskulogeneze nastace kapilarni pleksus koji ¢e
okruziti plué¢ni pupoljka i stvoriti pre-acinarne arterije. Razvoj krvnih sudova zatim se
nastavlja procesom angiogeneze i rezultovace formiranje intra-acinarnih arterija.
Sledeci nastaju krvni sudovi alveolarnih duktusa (posle 25. gestacione nedelje), dok se
oko 36. nedelje gestacije belezi nastanak alveolarnih kapilara (156, 157).

U toku razvoja pluénog parenhima dolazi i do promena u broju i lokalizaciji krvnih
sudova. Kapilarna mreza u pseudoglandularnom stadijumu nalazi se u okolnom
mezenhimu i slabo je razvijena. U kanalikularnom stadijumu razvoja beleZi se povecanje
vazdus$nog prostora ali i povecanje broja kapilara. Kapilari su sve bliZze postavljeni
alveolarnom epitelu a na taj nac¢in formiraju prve krv-vazduh barijere (156, 157). Ovi
navodi su skladu i sa nasim rezultatima. Zahvaljuju¢i imunopozitivnosti CD31 markera,

kod jedinki iz kontrolne grupe registrovano je prisustvo guste kapilarne mreZe unutar
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pluénog mezenhima, kao i sve bliza lokacija krvnih sudova budu¢em alveolrnom
prostoru. Sto se znatno razlikuje u odnosu na uzorke pluénog parenhima iz grupe kojoj
je vitamin C ukinut 10-og dana gestacije. U E I grupijasno se unutar plu¢nog mezenhima
uocava znatno manji broj CD31 pozitivnih krvnih sudova, kao i nepostojanje “crescent”
formacija. ZapaZene promene govore u prilog da je ekspreimnetalni tretman, odnosno
nedostatak vitamina C u ishrani majke, defintivno doveo do usporavanja embrioloskog
razvoja pluca.

O uticaju ishrane majke na razvoj pluc¢a postoje podaci iz studija sprovedenih na
animalnim modelima i to uglavnom na miSevima, pacovima i jagnjadima. Za sada u
literaturi postoje navodi da retinoidi iz vitamina A reguliSu ekspresiju proteina
ekstracelularnog matriksa (158), dok je vitamin D ukljucen u epitelno-mezenhimalne
interakcije (159), a predstavlja i bitan faktor u sintezi surfaktanta (160).

Nizak nivo omega-3 masnih kiselina u plazmi, kod odoj¢adi rodenih pre tridesete
nedelje, povecava rizik od nastanka bronhopulmonalne displazije (161). Dokazano je da
je uticaj ishrane na rast pluéa prisutan i u postnatalnom periodu Zivota, posebno u
ranom detinjstvu (162). Navodi se da je nedostatak vitamina E i selena u ishrani
trudnica povezan sa povecanim rizikom od nastanka bronhitisa i astme kod potomaka
(163, 164),

[strazivanja sprovedena poslednjih godina potvrduju da i prekomerna ishrana
majke tokom trudnoce (Sto je sve ucestalija pojava u razvijenim zemljama) moZe imati
uticaj na razvoj i sazrevanje plu¢a. Ove navode potvrduju studije u kojima su kao
animalni modeli koriS¢eni miSevi i jagnjad. Primenom ishrane bogate visokim
sadrZajem masti tokom gestacijskog perioda zabeleZen je usporeni embrioloski razvoj

pluéa, izmena u metabolizmu azot oksida i neadekvatna sinteza surfaktanata (165-167).
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Rast i razvoj skeletnog miSi¢a predstavlja dosta komplikovan proces koji
uglavnom zavisi od interakcije izmedu miSi¢nih ¢elija i mikrookruZenja koji ih okruzuje.
Navodi se da je fetalni period krucijalan za razvoj skeletnih misic¢a jer nakon rodenja
nema povecanja broja miSi¢énih vlakana. Tokom Zivota povecanje miSi¢a nastaje kao

rezultat iskljucivo povecanja dijametra miSi¢nih vlakana (113).

U sklopu naSe studije analizirana je grada butnog skeletnog miSi¢a zamorca.
Evidentan je uticaj nedostatka vitamina C tokom gestacije na razvoj skeletne
muskulature plodova zamorca $to je u skladu sa literaturnim navodima. Naime,
analiziraju¢i histomorfoloSke karakteristike uoceno je da je veliki deo miSi¢nih vlakana
u E IiE Il grupi zadrZao centralnu lokalizaciju jedara koje je ujedno veceg precnika, Sto
odgovara osobinama nezrelih miotuba. Dok je situacija u kontrolnoj grupi drugacija,
odnosno miotubule vec¢inski imaju perifernu lokalizaciju jedara, koje je ujedno i manjeg

prec¢nika. Poprecna ispruganost je primecena u svim grupama.

Na trudnim zamorcima je Ward S sa saradnicima sproveo eksperiment i
analizirao uticaj ishrane majke na razvoj miSi¢a fetusa (m. biceps brachii i m. soleus-a).
Studija je bila koncipirana tako da je kontrolna grupa imala ad libidum pristup hrani,
dok je u eksperimentalnoj grupi bila dostupna koli¢ina od 60% od ad libidum porcije.
ZabeleZeno je da je pri rodenju broj miSi¢nih vlakana smanjen za 26% u m. biceps
brachii, a nepromenjen kod m. soleus - a. Analizom je utvrdeno da je postojala faza
miogeneze kod m. soleus-a u kojoj je broj vlakana bio znacajno manji od kontrole,
medutim deficit je korigovan nastavkom sekundarne hiperplazije vlakana. Vrlo slicno
kasSnjenje pronadeno je i kod m. biceps brachii, ali nastali deficit nije korigovan. Smatralo

se da je razlika izmedu ova 2 miSi¢a povezana sa relativnim proporcijama primarnih
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vlakana u miSi¢ima, pri ¢emu na razvoj primarnih vlakana ocigledno pothranjenost in

utero nema uticaja (168).

U literaturi su dostupni podaci iz istraZivanja sprovedenih na svinjama. Deficit
proteina u ishrani majke, tokom gestacije, kod ploda je doveo do smanjenja broja
miSi¢nih vlakana, smanjenja procenta nemasne mase i povecanju masnih depoa (169).
Takode, istrazivanja sprovedena na pacovima su dokazala da nizak nivo proteina u
ishrani majke tokom gestacije utiCe na smanjenje broja i gustine miSi¢nih vlakana (170).
Dok su eksperimenti sprovedeni na odraslim zamorcima kojima je izazvan deficit
vitamin E i selena rezultovali nastankom nekroze miSi¢a. Naime ovakvo stanje
onemogucilo je zamorcima da stoje i da se krecu, a samim tim i da se hrane i piju vodu

(171).

Kod preZivara neuhranjenost i prekomerna ishrana negativno uticu na
performanse rasta potomaka smanjenjem sekundarnih misi¢nih vlakana i miSi¢ne mase,
posebno u ranoj i srednjoj fazi gestacije (172). Nedostatak hranljivih materija u ishrani

majke u kasnoj fazi gestacije kod fetusa ovaca smanjuje veliCinu miSi¢nih vlakana, ali ne

i njihov broj (173).

Sam endomizijum (vezivni omota¢ koji obavija miSi¢na vlakna) nije pokazao
posebne razlike, izmedu analiziranih grupa, u pogledu imuno ekspresije ispitivnaih
markera. Naime, imunopozitivnost na kolagen 4, laminin i CD31 je primecena u svim

grupama, tako da uticaj deficita vitamina C na ovu strukturu nije dokazan.

Matriks metaloproteinaze su cink zavisne endopeptidaze prisutne ne samo kod
kicmenjaka vec¢ i kod beski¢menjaka i biljaka (174 ). ZaduZene su za remodelovanje kako

esktracelularnog tako i intracelularnog matriksa (175), a odavno su poznate njihove
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uloge u brojnim procesima kao Sto su organogeneza, Celijska proliferacija,
tumorogeneza, involucija uterusa, angiogeneza, regeneracija, zarastanje rana i brojne

druge (176, 177).

Utvrdeno je da pojedini podtipovi matriks metaloproteinaza (npr. MMP-2, MMP-3,
MMp-9 i MMP-13) mogu imati nuklearnu lokalizaciju i to u mozgu, dojci, srcu, epitelnim
¢elijama (178).

U naSem istaZivanju upotrebom antitela MMP-9 na preparatima bubrega, pluca i
poprec¢noprugastog miSica dominantno je registrovana nuklearnu imunoeskpresija
ovog antigena. Odredivanjem broja cCelija sa pozitivnom nuklearnom ekspresijom
antigena MMP-9, uoCeno je da je za sva tri organa najveci procenat MMP-9 pozitivnih
Celija registrovan u grupama kojima je vitamin C ukinut 10-og dana gestacije (E I grupi),
a najnizi u kontrolnoj grupi. DuZina trajanje deprivacije je jedino dovela do statisticki
znacajne razlike u broju MMP-9 pozitvnih Celija na preparatima bubrega, a za uzorke
pluca i skeletnog miSic¢a nije dokazana razlika izmedu E [ i E II grupe. Najvec¢i broj MMP-
9 pozitivnih ¢elija je registrvan u E I grupi na preparatima skeletne muskulature ( skoro
95%, a grupa K - 85%), a najniZi procenat na preparatima bubreZznog parenhima (grupa
E I - skoro 84%, a grupa K oko 67% ). Na uzorcima plu¢nog parenhima u kontrolnoj
grupi evidentiran je udeo MMP-9 pozitivnih ¢elija od 63%, dokje u E I grupi taj procenat
dostigao skoro 84%.

Prema navodima iz studija sprovedenih in vivo i in vitro, moZe se re¢i da su MMP-2
i MMP-9 prisutni u prvim fazama embriogeneze bubrega. Potrebno je napomenuti da je
MMP-9 neophodan za razvoj bubrega jer Stiti mezenhimale Celije i stimuliSe grananje i

morfogenezu bubrega oslobadanjem SCF faktora (engl. Stem Cell Factor) (179-181).
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Rezutati istraZivanja Zimowska-e i saradnika ne samo da potkrepljuju nasSe dokaze
o nuklearnoj ekspresija MMP-9 antigena, ve¢ i sugeriSu da je kod skeletnih mioblasta
ovakva ekspresija povezana sa kontrolom S faze Celijskog ciklusa. Naime, na in vitro
istrazivanju sprovedenom na celijskoj kulturi unutar jedara ¢elija koje su u mitozi
dokazana je nuklerana lokalizacija MMP-9 (upotrebom tehnika imunohistohemije ili
zimografije). Sto namece pitanje da li je njihova lokalizacije povezana sa replikacijom
DNK? (182).

Rezultati iz naSe studije govore u prilog da se nuklearna lokalizacija MMP-9 moZze
pronac¢i ne samo kod miofibroblasta u fazi proliferacije, ve¢ i tokom embrioloSkog
razvoja pluénog parenhima i bubrega. U svakom slu¢aju nuklearna lokalizacija, tacan
mehanizam ulaska u jedro i funkcija nuklearno eksprimirane MMP-9 nisu do sada
razjasSnjene Sto svakako ostavlja dosta prostora za dalja istraZivanja na tu temu.

Aktuelana tema istraZivanja poslednjih godina jeste povezanost nuklearne
ekspresije MMP-a sa indukcijom apoptoze. Medutim treba naglasiti da mehanizam
nastanka apopotoze indukovane upravo nuklearnom lokalizacijom ovog proteina jo$
uvek nije razjaSnjen. Kao jedan od potencijalnih na¢ina navodi se mogu¢nost razgradnje
nuklearnih proteina od strane MMP-a i samim tim indukovanje apoptoze (183).
[straZzivanja govore u prilog tome da nuklearna lokalizacija MMP-2 i MMP-9 indukuje
neurodegeneraciju tako Sto izaziva apoptozu neurona i oksidativna oSte¢enja DNK (184,
185). Povecana nuklerana ekspresija MMP-9 je evidentriana i u epitelnim ¢elijama
atrofi¢nih renalnih tubula i to u preocesu fibroze (186).

Od ranije je poznato da skorbut, kod odraslih jedinki zamoraca, ima uticaj na
morfologiju zubnih tkiva a samim tim i stvaranju zubnog dentina. Naime, uloga kolagena
u razvoju zuba je bitna zbog mineralizacije matrkisa koji u sebi sadrzi veliku koli¢inu

finih kolagenih vlakana (187). Tokom procesa mineralizacije tvrdih zubnih tkiva prvo se
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stvara organski matriks, a potom se istaloZi kalcijum hidroksi apatit. Calbindin je
intracelularni kalcijum vezujudi solubilni protein, te se on javlja na mestima gde se javlja
i kalcijum. IstraZivanja ukazuju na njegovu pozitivnost kod ameloblasta, kao i okolnih

¢elija, odontoblasta i fibroblasta buducéeg periodontalnog ligamenta (188).

Iz svega gore navedenog proizilazi da je formiranje zuba usporeno. Ovome u
prilog govori i smanjena ekspresija Calbindin antitela, u grupi vitamin C deficijentnih
Zivotinja, na ¢elijama koje formiraju gled (slika 57). Dentin se stvara u talasima za koje
kolagena vlakna ¢ine osnovu za mineralizaciju, stvaranje predentina a potom i dentina
(189, 190). Takode uocava se stepen retardacije Celija koje ¢e formirati tvrda zubna
tkiva, uvecanje i zgusnuce ameloblasta odnosno skrac¢ivanje odontoblasta (189,190), Sto
dovodi do usporenog stvaranja, odnosno izostanka tvrdih zubnih tkiva, dentina i gledi.
Ameloblasti i odontoblasti eksperimentalne grupe pokazuju pojatanu imunopozitivnost
na Osteopontin (slika 59) Sto moZe govoriti u prilog tome da su celije zakasnele u
razvoju, pa samim tim izostaje i mineralizacija tkiva koje luCe. Sa druge strane u
kontrolnoj grupiove celije su formirane i dobro diferentovane a vezivno tkivo koje luce

je ve¢ dobro razvijeno i mineralizovano (slika 58).

Dokazano je da deficit vitamina C utiCe i na peridontalni ligament. U svom
istraZivanju Orid RB sa saradnicima navodi da kod zamoraca iz grupa bez vitaminske
suplementacije dolazi do smanjenja srednje debljine parodontalnog ligamenta i to kroz
sve njegove ekstenzije - od nivoa alveolarnog grebena pa do njegovog apikalnog

procesusa (191).

Vitamin C povezan je i sa razlicitim putevima stimulacije osteoblastne aktivnosti
(192). Te izostankom ovog vitamina dolazi do usporene aktivnosti osteoblasta Sto se i

ispoljava smanjenom debljinom i razvijenosti koStanih gredica. Imajuéi u vidu nalaze
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nase studije koji govore da se kod eksperimentalne grupe javlja pojacana
imunopozitivnost osteoblasta na osteopontin u odnosu na kontrolnu grupu, moze se
predpostaviti da su osteoblasti pojacano aktivni jer dolazi do usporene mineralizacije

koStanih gredica.

Deprivacija vitamina C posledicno ¢e dovesti i do smanjene vaskularizacije u
zubnoj pulpi Sto u prilog daje smanjen dijametar i brojnost krvnih sudova u vidljivom

polju kao i njihovo grupisanje prema lingvalnoj povrsini (190).

Pregledom trenutno dostupne literature pronalazi se mali broj studija koje su na
animalnim modelima vitamin C zavisnih jedinki istraZivale uticaj prenatalne deprivacije

vitamina C na razvoj koStano-zglobnog sistema ploda.

Analizom tibije u ekspreimetnu koji je podrazumevao ukidanje vitamina C 20.
dana gestacije i pratecu restrikciju unosa vitamina C u trajanju od 15 dana, dokazane su
promena koje su veoma slicne naSim rezultatima. Naime u ovoj studiji opisuje se
smanjenje veliCine i broja trabekula, koli¢ine osteoida i broja osteoblasta na njihovoj
povrsini. U predelu epifizne ploce redukovan je broj hondrocita i narusena kolumnarna

organizacija, a takodje zabeleZen je i smanjen afinitet epifizne hrskavice za Alcian blue

(192).

Wegger i saradnici su sprovodili istraZivanja na svinjama sa naslednom
nemogucénos$¢u stvaranja vitamina C (0D pigs). U ovoj studiji primena vitamina C je
ukidana u vremenskom intervalu od 24-og do 38-og dana tokom razliitih perioda
gestacije. Autori opisiju fetuse bez morfoloskih malformacija, medutim okoStavanje je
ozbiljno poremeceno. Uoceno je oticanje kostohondralnog spoja, Cesta subperiostna

krvarenja, kao i odvajanje epifizne hrskavice od spongioze na kostima rebara i udova,
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dok je u mikroskopkom nalazu uolen smanjen broj osteoblasta sa neregularnim

osteonima (194).

Rezultati naSe studije pokazuju pojavu deformiteta na zglobovima, ozbiljniji
stepen zaostajanja osifikacije, prisustvo subperiostalnih hemoragija i prekida periosta.
Jasno je da su navedene promene unutar naSe studije intezivnije i verovatno
predstavljaju rezultata ranije restrikcije i duZeg trajanja deprivacije vitamina C (od 10-

og do 50-og. dana gestacije).

U prosliosti je uticaj deficita vitamina C, u postnatalnom periodu Zivota,
proucavan i na adultnim zamorcima. Kipp i saradnici su, tokom ekspreimenta koji je
trajao u vremenskom intervalu od 19-og do 21-og dana (odnosno do gubitka 10%
telesene mase jedinke), dosli do rezultata koji pokazuju da je kod Zivotinja kojima je
ukinut vitamin C skorbut doveo ne samo do smanjenog unosa hrane i gubitka telesne
mase ve¢ i do znacajnih razlika u gradi kosti. KoStana gustina femura je u
eksperimntalnoj grupi bila i do 30% niZa u odnosu na jedinke iz kontrolne grupe.
Takode, debljina epifizne ploce, debljina i broj trabekulala su zna¢ajno manje kod

skorbuti¢nih jedinki, dok je trabekularni razmak veci (195).

Hidroksiprolin je neesencijalna amino kiselina bitna za sintezu kolagena i njegovu
termodinalmi¢ku stabilnost, a tradicionalno se koristi za njegovu kvantifikaciju.
NajceS¢e koriS¢en metod, koji smo i mi u naSoj studiji primenili, jeste kolorimetrijski
test zasnovan na reakciji oksidovanog hidroksiprolina sa p-dimetilaminobenzaldehidom

(DMAB; Erlihov reagens; 120).

U studiji iz 1970. godine Rivers ] i saranici navode da je koncentracija

hidroksiprolina kod fetalnog tkiva zamorca bila znacajno niZa u odnosu na kontrolnu
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grupu. Deficit vitamina C ovoj studiji izazvan je u vremenskom peridu od 20-og dana pa

do 35-og dana gestacije kada su Zenke i Zrtvovane (193).

[straZivanja Parsons K i saradnika, sprovedenog na misevima koji su zavisni od
egzogenog unosa vitamina C usled modifikacije u pogledu nedostatka enzima
gulonolakoton oksidaze (Gulo-/- jedinke), pokazalo je da je nedostatak vitamina C uticao
na koli¢inu hidroksiprolina u kozi i prolaktinom stimulisanoj mle¢noj zZlezdi. Naime,
Gulo-/- jedinke su imale statisticki znacajno vece koli¢ine hidroksiprolina u odnosu na
jedinke iz kontrolne grupe (196). Sto je slu¢aj i u veéini organa analiziranih u nasoj
studiji. U uzorcima pluca, hrskavice, kosti, zuba, plodovih ovojaka, tankog creva i slezine
dobijene su manje koliCine hidroksiprolina u grupi EI u odnosu na kontrolnu. Suprotno
navednom, odnosno deficit vitamina C je doveo do povecanja koli€ine hidroksiprolina u

uzorcima bubrega, skeletnog misi¢a, malog i velikog mozga, placente i srca.

U sprovedenom istrazivanju analiza eksprimiranosti Coll1, Coll4al i Slc23al gena
je uradena u uzorcima tkiva bubrega, pluca, poprecno-prugastog misica, velikog i malog

mozga, kosti i zuba.

Pretrazivanjem dostupne literature nismo uspeli da pronademo studije koje su se
bavile ekspresijom analiziranih gena i uticajem deficita nutritivnih faktora tokom
prenatalnog perioda na iste. Mahmoodian F sa svojim saradnicma dokazao je da
ukidanje vitamina C u trajnju od 2 nedelje kod odraslih zamoraca rezultuje smanjenjem
ekspresije kolagena tipa IV i elastina, ali ne i laminina. U sprovedenom istraZivanju kao
uzorak za RNA ekstrakciju koriSceni su krvni sudovii to: plu¢ne i koronarne arterije kao
i descedentni deo aorte. Takode, koncentracije serumskog kolagena 4 govore u prilog
daje i ukupna proizvodnja ovog proteina takode smanjena usled nedostatka vitamina C

(197). Sve navedeno ukazuje da je deficit vitamina C imao uticaj ne samo na vaskularni
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sistem ve( i sigurno i na sva ostala tkiva. Rezutati nase studije pokazuju da
eskprimiranost Coll4al gena u uzorcima pluca, popre¢no-prugaste muskulature i malog
mozga su u skladu sa podacima Mahmoodian -a i saradnika (197). Za razliku od toga
povecanje eskprimiranosti Coll4al gena je dokazano u uzorcima kosti i zuba, a bez

promene u ekprimiranosti pokazuju podaci dobijeni u uzorcima bubrega i mozga.

Poredenjem imunoekspresije i genske ekspresije dobili smo potpuno poklapanje
jedino kod transportera vitamina C. Dokazana je znacajna razlika u imunoekpresiji i
eksprimiranosti gena transportera zaduZenog za unos vitamina C u Celiju izmedu E I i

kontrole grupe. Obe metode su dokazale povecanje kod grupe E L.

Jasno je da je deficit vitamina C imao uticaj na eksprimiranost analiziranih gena i
da su statistiki znacajne razlike pokazane. Medutim, eksprimiranost gena u nasoj studiji
u analiziranim tkivima je razli¢ita i nije moguce utvrditi neku zakonitost, niti obrazac
ekspresije. Takode, individualne razlike unutar samih eksperimentalnih grupa u
eksprimiranosti analiziranih gena postoje i velike su. Naime, sve navedeno u narednom
periodu ostavlja dosta prostora za brojne ponovne eksperimetne i detaljnije analize u

cilju razjasSnjenja i razotkrivanja novonastalih istrazivackih problema i nejasnoca.
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Na osnovu rezultata dobijenih u sprovedenom istrazivanju mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

1. Upotrebom histomorfoloskih i imunohistohemijskih metoda dobijeni su sledeci
najvazniji rezultati:

a) Na razvoj bubrega, prenatalni deficit vitamina C je imao veoma veliki uticaj.
Eksperimentalni tretman je doveo do razvoja hipoplasticnog bubrega, koji je i
po dimenzijama i po masi manji u odnosu na bubrege kontrolne grupe.
Nefrogena zona je znatno Sira u bubrezima iz grupe E I i E II, a analiza
imunoeksprimiranosti analiziranih markera govori u prilog usporenog
sazrevanja.

b) Prenatalna deprivacija vitamina C je dovela do usporenog sazrevanja
plu¢nog parenhima. Prema embrioloskim fazama plu¢a kasne u razvoju i do
dve faze razvoja, Sto je samim tim rezultovalo i smanjenjem udela buduceg
»vazduSnog“ prostora. Imunoekspresija ispitivanih markera potvrduje
navode vezane za zaostajanje u razvoju.

c) Evidentan je uticaj nedostatka vitamina C tokom gestacije i na razvoj
skeletne muskulature. Analiziraju¢i histomorfoloSke karakteristike uoceno
je da je veliki deo miSi¢nih vlakana u E I i E Il grupi zadrZao centralnu
lokalizaciju jedara koje je ujedno veceg precnika, Sto odgovara osobinama
nezrelih miotuba. Imunohistohemijskim analizama nisu utvrdene bitnije
razlike izmedu analiziranih grupa.

d) Na preparatima zuba plodova zamorca kod vitamin C depriviranih jedinki
registruje se smanjena: gustina i dijametar kapilara zubne pulpe, debljina

sloja predentina i dentina; prisutno je zaostajanje u procesu direktne
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osifikacije alveolarne kosti, kao i promene u imunoeskpresiji analiziranih
markera.

e) Prenatalni deficit vitamina C je na kostano-zglobnom sistemu plodova
zamoraca doveo do izrazenog smanjena ekstremiteta sa prisutnim
deformitetima; na histolosSkim preparatima je dokazano: drasti¢no
zaostajanje u enhondralnom okoStavanju, kod metakarpalne kosti dijafiza i
metafiza od hrskavicavih ostrvaca bez znakova osifikacije, a meduprostor je
ispunjen eritrocitima; epifiza je naruSene kolumnarne organizacije sa
dominacijom hipertroficnih hondrocita, dok su proksimalne falange na nivou
hrskavi¢avog modela sa pocetnim znacima stvaranja primarnog osifikacionog

centra.

2. Analizom koli¢ine hidroksiprolina u analiziranim tkivima dobijeni su sledeci
rezultati za ispitivane eksperimentalne grupe poredenjem u odnosu na kontrolnu
grupu:

a) U grupi E I povecanje koli¢ine hidroksiprolina evidentirano je u uzorcima tkiva
bubrega, poprecno-prugastog miSica, velikog i malog mozga, placente i srca.
Nasuprot tome, u uzorcima pluca, kosti, zuba, hrskavice, plodovih ovojaka, tankog
creva i hrskavice uocava se smanjenje koli¢ine analiziranog parametra.

b) U grupi E II vece koli¢ine hidroksiprolina su registrovane u uzorcima bubrega,
poprecno-prugastog miSica, velikog i malog mozga, kosti, srca, placente i plodovih
ovojaka. Sa druge strane, smanjenje kolicine hidroksiprolina je uofeno u uzorcima

pluca, zuba, hrskavice, tankog creva i slezine.
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3. Analizom eksprimiranosti Colll, Coll4al, i Slc23al gena uocene su velike
individulane razlike unutar samih grupa, pa stoga nije utvrden jasan obrazac u
pogledu eksprimiranosti ispitivanih gena.

a) Prenatalni deficit vitamina C doveo je do povecéanja eksprimiraosti Coll1 gena
u uzorcima zuba, malog i velikog mozga. Eksperimentalni tretman je na
uzorcima bubrega, pluéa i popre¢no-prugastog misica doveo do smanjenja
stepena eksprimiranosti analiziranog gena, dok u uzorcima koStanog tkiva
nije utvrdena promena ekspresije.

b) Ukidanje vitamina C je na uzorcima malog mozga i kosti dovelo do povecanja
stepena eksprimiranosti Coll4al gena, dok je na plu¢ima dobijeni rezultat
smanjenjenje stepna eksprimiranosti. Deficit vitamina C nije doveo do
promena eksprimiranostti Coll4al gena u uzorcima bubrega, poprecno-
prugastog miSic¢a, mozga i zuba.

c) Prekid egzogenog unosa vitamina C tokom gestacije je na eksprimiranost
Slc23al genaimalo uticaj u vidu povecanja stepena ekspresije na gotovo svim
analiziranim organima (bubreg, pluca, mali i veliki mozak, zub i kost). Jedino
u uzorima poprecno-prugastog misi¢a buta nije utvrdena promena u stepenu

ekspresije ispitivnog gena.
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Osaj Obpaszay uwunu cacmasHu 0eo OOKMoOpcKe oucepmayuje, O0OHOCHO
OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO02 Npojekma koju ce Opanu Ha Ynusepzumemy y Hosom
Caoy. llonyrwen Obpaszay ykopuuumu uza mekcma 0OKmMopcKe oucepmayuje,
OOHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKma.

IInan Tpermana nomaraka

Hazus npoje kTa/ucrpaxunBama

Kapaktepuncruke nopemehaja cuHTe3e koJiareHa y3poKoOBaHe IpPeHATATHOM JeNPHBALHjOM
puTtammuua e xox 3amopua

Ha3uB MHCTUTYIHje/MHCTUTYI[Mja Y OKBHPY KOjUX ce CIPOBOAM HCTPAKUBAH€

a) 3aBo/ 3a XHCTOJIOTHjY H e MOpHoJiorujy, Meaununcku (axyiret, Yuusep3utery Hoom Cany
0) 3aBoj 3a anTupaduuny 3amruty - [lactepos 3aBoa, Hosu Cag

B) LleHTap 3a MeAuLMHCKO-(papManeyTcKka HCTPaKUBaHja U KOHTpo Iy kBammTeTa (LLEM @ UK),
Meaununcku ¢gaxkyiaret, YauuBep3utetr y HoBom Cany

Ha3uB nporpamay oKBHPY KOT ce peajin3yje HCTPaKuBae

HoxTopcke crynnje, Knmauuka meguunaa, Meannunckn gaxkyiarer, YHuBep3uteT y HoBom
Cany

1. Onuc noxaaraka

1.1 Bpcra crynuje

Yxkpamko onucamu mun cmyoujey okeupy Koje ce nooayu npukynsajy

ExcrnepuMeHTAIHO HCTPAKMBakbe Y KOM CYy Ka0 AHUMAJTHM MoJieJ1 kopumheHe 31paBe CKOTHe
ke HKe anouno 3amopana (Cavia porcellus). MeToaoMm ciydajuor u3dopa :keHKe cy nojge/beHe y
Tpu rpyne: kKoHTpoiany (K) ca cenam ckoTHuX skeHKH (n=7), 1 ABe ekcniepumeHTaitHe E | (n=7) u
E Il (n=7). Y KOHTPOJIHOj TPylIN CBe BpeMe Tpajamba eKcnepuMeHTa 10 50-or 1aHa recramuje
JKeHKe cy 1o0ujasie Boay oooraheny Butamuaom Ile (100 mr/kr), 1ok je y E | rpynu 10-or nana
recranuje :keHkama ykuHyt ButamuH Le, a rpynu E 11 20. recraunjckor nana. Tako na je
nenpusanuja Butamuaom Lle Tpajana 30 3arpyny E |1, onnocno 40 nana 3a rpyny E . Tauno 50-
Or JaHa recrainMje KeHKe Cy aHecTe3HMpPaHe MeILIABHHOM 3a aHAJIroceaaunujy, a mjioJxoBH
u3Balje HM apCKUM pe30M U oJpeuJia UM ce TejecHa maca. O yKynHo oyekuBaHux 20 nioaosa
10 rPYIH MOJIOBUHA je KOpUIheHa 32 XHCTOIOIIKY AaHAJIN3Y, a MPe 0CTAJIA MOJIOBHHA je TUHKH je
ynorpeo0/b-eHa 3a MoJIeKyJIapHe M O0MOXeMHjCKe aHaImM3e.

1.2 BpcTe nonaraka

a) KBAaHTUTAaTUBHU




0) KBAIMTATUBHHU

1.3. Hauun npukymsbama mnojaTaka
a) aHKeTe, yIIUTHULM, TECTOBH
0) KIMHAYKE TPOLICHE, MEIULIMHCKHU 3aIMCH, EJICKTPOHCKH 31]PaBCTBEHH 3aIICH

B) TEHOTHIIOBH: HABECTH BPCTY

F) AJAMHUHUCTPATUBHU NIOJALIN: HABECTU BPCTY

1) y3opuu TkuBa: 0yopera, nuyha, ckejeTHe MycKyJiaType, BeJIMKOI M MAJIOT MO3ra, 3y0a, KOCTH
U IJIaleHTe.

b) canmim, dororpaduje: MukpodoTorpaduje XUCTOJOMIKUX Mpenapara 00jeHux CTaHAAPAHE H
HMYHOXHCTOXeMHjCKHM MeToAamMa 00je mba.

€) TeKCT, JIUTe PAaTYPHH U3BOAU.

) Marna, HABECTH BPCTY

3) OCTAJIO; OIHCATH

1.3 ®opmat nomaTaka, ynorpedJbeHe ckaje, KOMIHMHA TMOo/IaTaka

1.3.1 Ynorpe6sbeHu copTBep U hOpMAT JaTOTEKE:
a) Excel dajn, natorexa .xIsx

b) SPSS dajn, narorexa .sav

¢) PDF ¢ajn, natoreka .pdf

d) Texct (ajm, maroreka .doc, .docx

e) JPG dajn, natoreka .jpg

f) Ocrano, naroreka .psd

1.3.2. Bpoj 3amica (koJ; KBAHTUTATHBHHUX TIOJ[aTaKa)

a) 6poj BapujaOin Beuku 6poj Bapujad.im.

0) 6poj Mepema (UCTMTaHkKa, TPOLICHa, CHUMAaKa ¥ c.) BeJnku 0poj mepema.
1.3.3. [ToHoBJbEHA Mepema

a) 1a

0) He




VKOJIHKO je OATOBOP Ja, OArOBOPUTH Ha clieneha murarma:

a) BPEMEHCKH pa3MaK W3Me/Ijy TOHOBJbEHIX Mepa je

0) BapujabJie Koje ce BUIIE MyTa MEpe OJTHOCE CE Ha

B) HOBe Bep3Hje (ajiioBa Koju cajapike TIOHOBJbEHA MEpEHha Cy IMEHOBaHE Kao
Hanomene:

Jla au popmamu u cogpmsep omoeyhasajy oesmverve u 0y20poUHy 8AIUOHOCH ROOAMAKA ?
a) /Ja
6) He

Axo je 0020680p He, 00paziodxcumu

2. [Ipukynsbame NogaTaKka

2.1 MeTononoryja 3a NpUKyIUbamke/TeHEPUCahe MojiaTaka

2.1.1. Y oKkBHpY KOT UCTpakKMBAYKOT HAIIPTA CY MOAAIM NPUKYTULCHH?

a) eKcnepuMeHT, ExcriepuMeHTA/IHO HCTPaKHBalbe CIIPOBe/IEHO Ha JIA00PaTOpPUjCKUM
KMBOTHHAMA, XM CTOJIOMIKA 1 MMYHOXHCTOXEMH jCKA aHAJIN32 Y30PKOBAHHUX TKUBA,
CMe KTPO(OTOMETPHjCKA MepPeHa U MOJIEKYJIAPHA aHAJIN3a e KCTpecHje reHa.

0) KOpealioHO MCTPaKMBAHE, HABECTH THIT

LI) aHaJIm3a TCKCTa, l'[pmcym],a}l,e nmogaTraxka aHaJIu30M AOCTYIIHE JJUTeparype.

J) 0OCTAJI0, HABECTH IITa

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCIMPYMEHAma Ui CmaHoapoe nooamaxa cneyuuurux 3a oopehery
HAYUHY OUCYUNTUHY (AKO nocmoje).




2.2 KBanureTt nogataka u cTaHIapau

2.2.1. Tperman HentocTajyhux mogaTaka

a) [la ;1 matprna cagpxu Hepoctajyhe nonatke? [la He

AKo je oroBop 11a, oNroBOpHTH Ha cieneha mirama:

a) Komuku je 6poj Henocrajyhux moparaxa?
0) Jla i ce KOpUCHUKY MaTpuIle TIpeTiopydyje 3aMeHa HemocTajyhux nomaraka? Jla He
B) AKO je 0ITOBOp 11a, HABECTH CYTeCTHje 3a TPETMaH 3aMeHe HelocTajyhnx nogaTaka

2.2.2. Ha xoju Ha4uWH je KOHTPOJIMCAaH KBaJMTET nogaTaka? Onmcatu
KpaiuTeT nogaraka KOHTPOJIMCAH je NPUMEHOM Pa3JIM4Yi TUX CTATHCTHYKHUX MeTOAA U

nopehemeM ca IUTepaTypHUM NOJALMMA.

2.2.3. Ha xoju Ha4uH je W3BpIIIEHa KOHTPOJa yHOca ToflaTaka y MaTpuily?

YnopehemweMm 100MjeHUX MoaaTaKa ca JIMTePATYPHUM NOJaLMMa.

3. TpeTman nogaraka u npareha roxkymenTanuja

3.1. TpermaH 1 yyBame noaTaka

3.1.1. I[looayu he 6umu oenonosarnuy penosutopujymy Yuusep3uteray Hosom Cany.
3.1.2. URL aopeca : https//cris.uns.ac.rs/searchDissertation jsf
3.1.3. DOl

3.1.4. Jlanu he nooayu 6umu y omeopeHom npucmyny?

a) Ja
0) Jla, anu nocre embapea xoju he mpajamu 0o
8) He

AKo je 002060p He, Hasecmu paznoz




3.1.5. Ilooayu nehe bumu 0enonHoeanu y penozumopujym, au fie Gumu 4y8amu.

Obpasnodxcerve

3.2 MeTanonai 1 JIOKyMEHTalfja rnojaraka

3.2.1. Koju ctarmapn 3a meTanonaTke he Ouru npumMemeH?

3.2.1. HaBecTu MeTanonaTke Ha OCHOBY KOJUX CY MOJIAIM JICTIOHOBAHH Y PETIO3UTOPHyM.

Axo je nompebHo, hasecmu Memoode Koje ce Kopucme 3a npey3umMarse Ho0amaKd, aHaiumuixe u
npoyedypanue uHgopmayuje, iuxoeo Koouparbe, demabhe onuce 6apujadbiu, 3anuca umo.

3.3 CrpaTeruja v cTaHmapAy 3a 4yBambe MojaTaka

3.3.1. Jlo xor meprona he mogaimm Owru wyBanu y peniosuropujymy? Tpajuo

3.3.2. la m he nomarm Owrm nernoHoBanu non nmdpom? Jla He

3.3.3. Jla ym he nmdpa Ouru moctymnHa onpeheroM kpyry uctpakusada? Jla He

3.3.4. Jla ;1 ce mogamy Mopajy YKIIOHHTH M3 OTBOPEHOT MPUCTYTIA TIOCJIE M3BECHOT BpeMeHa?

Ja He




O06pasnoxuTH

4. be30eHocCT MoAaTaKa M 32AIUTHTA 10 BeP/bUBHUX HH(OpPMAaLHja

OBgaj ogesbaxk MOPA Gurn nonymeH ako Ballli IOAAIM  YKIJbYUYjy JIMUHE MOJIaTKe KOjU Ce OTHOCE Ha
YUECHHKE Yy UCTpakKuBamYy. 3a Jpyra UCTpakuBama Tpeda Takole pa3MOTPUTH 3aIITUTY U CUTYPHOCT
HoaTaKa.

4.1 ®opmanHn CTaHZApAM 32 CUTYPHOCT MH(pOpMaIHja/mogaTaka

HcTpaxuBaun KOji CIIPOBOJIE UCTIMTHBAMA C JbYIMMA MOpAjy Ja ce mpuapkaBajy 3aKoHa O 3alITUTH
nogartaka o ymuHoctu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) u
onFOBapajyher HMHCTUTYIUOHAJIHOI' KOJACKCA O aKaaEMCKOM PIHTCI"pHTCTy.

4.1.2. Jla 1 je ucTpakuBame 0J00peHO o1 cTpane eTudke komucuje? Jla He

Ako je onrosop /la, HaBecTH JaTyM M Ha3UB €THYKE KOMHCH]E KOja je 0100priIa HCTPasKNBAHHE

OnoOpuia ETnuka koMucHja 32 3aI0TUTY 100 pOOMTH OTJICJHUX JKUBOTHHA Y HUBEP3UTETA Y
Hosom Cany moa 6pojem EK: 111-2013-02 (3a 2013. roauny) u EK: 1-2017-01 (32 2017. roquny).

4.1.2. [la 7v noflal| YKJbY4Yjy JIMIHE TIOJIATKE yUeCHUKA Y ucTpakuBamy? Jla He

AKO je 0JITOBOD JIa, HABEIWTE HA KOJU HAYHMH CTE OCHUT'YpPAITH MOBEPJHHBOCT U CUTYPHOCT HH(pOpMaIHja
BE3aHHX 32 UCTIMTAHUKE:

a) [Togamm HUCY Y OTBOPEHOM HPUCTYITY
0) [Monam cy aHOHUM M3UpaHU
1) Ocrano, HaBeCTH IMTa

5. loCTymHOCT MOAaTaKa

5.1. Ilooayu he bumu
a) jaeno oocmynnu

6) docmynHu camo ycKkom Kpyey ucmpasicusada y oopehenoj nayunoj oonacmu



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

Y) 3ameoperu

AKo cy nooayu 00CmynHu camo yCKOM Kpy2y UCHPad#CUeayd, Hagecmu noo Kojum yCio8uma Mocy 0d ux
Kopucme:

AKo cy nooayu 00cmynHu camo YCKOM Kpy2y UCHPad#CUead, Haeecmu Ha KOju HA4uH Moz2y
NPUCHMYNUMU NOO0aYUMA :

5.4. Hagecmu auyenyy noo xojom hie npuxynmsenu nooayu oumu apxusupanu.

AYTOpPCTBO — He KOMe pUHjaTHO - 0e3 mpepaxe

6. Yiore u 0AroBOpHOCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u meji aopecy 61acHuKa (aymopa) nooamaxa
Mmuaan IHonoBuh

milan.popovic@mf.uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npesume u meji aopecy ocobe Koja 00picasa mampuyy ¢ nooayuma
Mmuian IHonosuh

milan.popovic@mf.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u meja aopecy ocobe koja omocyhyje npucmyn nooayuma opyeum
ucmpasicusauuma

Mmwnjan IHonosuh

milan.popovic@mf.uns.ac.rs
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