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1.Uvod

Prvi pisani trag o koriStenju Zivotinja u stjecanju znanja datira jo§ u vrijeme Stare
Grcke, a od 18. stoljeca razvoj medicine ovisi o eksperimentiranju na zivotinjama. U 19.
stoljecu istrazivanja na zivotinjama postaju jos brojnija, a povecava se i broj koristenih vrsta u
eksperimentima. One postaju neophodne u razvoju biomedicinskih znanosti (farmakologije,
toksikologije, virologije, imunologije itd.), a odigrale su vaznu ulogu 1 u otkricu metoda
anestezije. Danas se laboratorijske zivotinje najces¢e koriste u biomedicinskim istrazivanjima

I testiranju sigunosti raznih proizvoda, a neSto manje u edukaciji (Erhardt 2012).

Za gotovo svaku poznatu bolest u ljudi znanstvenici nastoje inducirati bolest sli¢nih
karakteristika u Zivotinja kako bi dobili ,,model” te bolesti. U podrucju istrazivanja bolesti
zivotinje se koriste kako bi se otkrile mogucnosti lijeCenja odredenih stanja ili s ciljem
utvrdivanja toksicnosti kemijskih spojeva (Greek i Shanks 2009). Na zivotinjskim modelima
istrazuju se neuroloske, infektivne, digestivne, genetske, kroni¢ne 1 bolesti vezivnog tkiva. U
svrhu dobivanja takvih modela Zivotinje se podvrgavaju raznim invazivnim metodoma koje
obuhvacaju operacije, traumatske ozljede, opekline, prisilno ili nedovoljno hranjenje,
onemogucavanje socijalne interakcije, vadenje krvi, biopsije, promjene njihovog okolisa,
virusne i bakterijske infekcije te izlaganje toksi¢nim lijekovima i kemikalijama (Pippin 2009).
Istrazivanja su dokazala da bolesti izazvane u Zivotinja ¢esto ne oponasaju vjerno stanje u
ljudi. To proizlazi kao posljedica genetskih, metabolic¢kih, anatomskih i stani¢nih razlika

medu organizamima (Gawrylewski 2007).

S obzirom na brojne prednosti, u znanstvenim istraZzivanjima se najceSc¢e Koriste
glodavci: miS (lat. Mus musculus), Stakor (lat. Rattus norvegicus), zamorci i zeCevi.
Ekonomski su pristupac¢ni, lako se odrzavaju, mali su, mogu se uzgajati u velikom broju,
poslusni su i javnost je navikla na njihov uzgoj u laboratorijima (Turner 2001). Vece Zivotinje
poput pasa, macaka i primata se isto ponekad koriste jer, zbog svoje veli¢ine i slicnosti S
covjekom u nekim aspektima, omogucuju istrazivanja pojava koje se nebi mogle proucavati

na glodavcima (www.merckvetmanual.com).

Postoje brojni propisi i zakoni kojima se nastoje regulirati ekperimentalni postupci na
laboratorijskim zivotinjama. S ciljem smanjenja broja zivotinja koriStenih u pokusima,
Russell 1 Burch su predstavili tri R model prema kojemu je vazna zamjena laboratorijskih

Zivotinja s neanimalnim (alternativnim) modelima (engl. Replacement), smanjenje broja
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Zivotinja u istrazivanjima (engl. Reduction) te pruZanje najbolje moguce njege onima koje ¢e
se ipak koristiti u eksperimentalnim postupcima (engl. Refinement). Cetvrto R naknadno je
dodao Ronald Bank, a ono govori o odgovornosti (engl. Responsibility) (Chatzigeorgiou i sur.
2009).

2. Inducirani model dijabetesa

Dijabetes (lat. Diabetes mellitus) je kroni¢na bolest metabolizma u Zivotinja i ljudi
obiljeZzena relativnim 1ili apsolutnim nedostatkom inzulina koja u konacnici rezultira
hiperglikemijom. Kroni¢na hiperglikemija moze dovesti do brojnih komplikacija u
organizmu. Uz nju se vezu pojava neuropatije, nefropatije, retinopatije, kao i razne
kardiovaskularne bolesti. Postoje dva osnovna tipa dijabetesa: dijabetes mellitus tipa | i
dijabetes mellitus tipa Il (King 2012). Oba oblika su viSefaktorske bolesti koje nastaju kao
posljedica kompleksne medureakcije genetskih i okoliSnih ¢imbenika (lkegami i sur. 2004).
Tip | dijabetesa predstavlja oko 10 % svih slucajeva dijabetesa mellitusa, a razvija se
sekundarno kao posljedica autoimunog uniStenja p-stanica gusSterate odgovornih za
proizvodnju inzulina. Nastanak simptoma povezuje se s najmanje dvadeset gena MHC
sustava (engl. major histocompatibility complex) od kojih su poznatiji HLA-DQ i DR te s
genima CTLA-4, INS (engl. Insulingene promoter region), LYP/PEP tirozin fosfatazom, i
vjerovatno s IL-2 i CD25 koji nisu dio navedenog sustava (Chatzigeorgiou i sur. 2009). Za
dijabetes tipa I, koji ¢ini oko 90 % slucajeva u svijetu, karakteristi¢na je pojava rezistencije
stanica jetre i perifernih tkiva na inzulin te smanjenje funkcije gusterace, a simptomi bolesti se
mogu regulirati promjenom nacina zivota, terapijom oralnim pripravcima i inzulinom (Cefalu
2015, Srinivasan i Ramarao 2007). Osim genetske predispozicije rizik od razvoja bolesti
povecava se sa staros¢u, kardiovaskularnim bolestima, nedostatkom fizicke aktivnosti te se
proporcionalno poveéava s indeksom tjelesne mase (Srinivasan i Ramarao 2007). Godine

2008. zabiljezeno je 347 milijuna oboljelih od dijabetesa diljem svijeta (Danaei i sur. 2011).

Animalni  modeli se Siroko primjenjuju u istraZzivanjima dijabetesa. Oni
znanstvenicima omogucéuju kontrolu genetskih i okolisnih ¢imbenika in vivo, koji su mogli
dovesti do razvoja bolesti, te dobivanje novih saznanja koja se mogu primjeniti u terapiji kod
ljudi. Postoji nekoliko nacina indukcije dijabetesa u Zivotinja, a oni se s obzirom na dobivanje

Zeljenih rezultata razlikuju. U ranim istraZzivanjima primjenjivala se pankreatektomija na
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psima (Minkowski 1880-ih i te Banting i Best 1920-ih godina), medutim danas, iako su i
drugi animalni modeli jo$ uvijek zastupljeni, veéina ispitivanja provodi se na glodavcima
(Chatzigeorgiou i sur. 2009). Kod animalnih modela dijabetesa mellitusa stanje
hiperglikemije izaziva se kirurSskim postupcima parcijalnog ili potpunog odstranjivanja
gusterace ili nekirurskim postupcima osteéivanja gusterace, injiciranjem raznih kemijskih
dijabetogenih spojeva od kojih su najpoznatiji aloksan, streptozotocin, vakor, ditizon i 8-
hidroksikvinolon. S druge strane, ukoliko su za istrazivanja potrebni modeli glikozurije,
primjenjuje se florizin (Rees i Alcolado 2004). Kod dijabetesa tipa I poznati su i slucajevi
indukcije pomoc¢u virusa, dok se dijabetes tipa Il u Zivotinja njac¢es$¢e inducira optere¢enjem

organizma glukozom i masnim kiselinama (King 2012).
2.1. Inducirani model dijabetesa melitusa tipa I

Glavna karakteristika dijabetesa tipa | jest autoimuno razaranje B-stanica gusterace
koja vodi do nedovoljne proizvodnje inzulina u organizmu (Slika 1). U Zivotinjskih modela
taj se nedostatak u proizvodnji inzulina postize raznim mehanizmima, od obrade zdravih

zivotinja kemijskim tvarima do kirurskih postupaka i indukcije virusima (King 2012).

Glukoza iz probavnog Nezdrava kolicina
sustava i jetre ulazi u ghikoze cirloulira
krvotok krvotokom
y & 3 3}
Nema prisutnog s / Glukoza se
inzulina ko bi se ,-"’Jﬁ vraca u krvotole
vezao za stanic®  (puleoza ne
e moze udiu Stanica nema
stanicu glukoze koja joj
shuz kao gorivo
Jezgra stanice Dijabetes tipa I

Slika 1. Mehanizam djelovanja dijabetesa tipa |

(Prilagodeno prema www.connecttoresearch.org)



Kod kemijski induciranog dijabetesa mellitusa tipa | dolazi do razaranja velikog
postotka 3 - stanica zbog Cega se lu¢e male koli¢ine endogenog inzulina $to posljedi¢no
dovodi do hiperglikemije i gubitka tezine. Ovaj je oblik indukcije jednostavan i relativno
jeftin (Dufrane i sur. 2006, King 2012). Dijabetes je najcesce induciran 5-7 dana prije pocetka
istraZzivanja kako bi se osigurala stabilna hiperglikemija (King 2012). Poznate su brojne tvari
koje mogu dovesti do razvoja simptoma bolesti, a najcesce se za indukciju hiperglikemije u
miSeva i Stakora primjenjuju streptozotocin i aloksan, toksi¢ni analozi glukoze koji se
akumuliraju u p-stanicama, a tamo dospijevaju putem Glut-2 transportera glukoze (Lenzen
2008). Koli¢ina dozirane tvari ovisi o vrsti i veli¢ini Zivotinje te mjestu iniciranja (Frederiuk i
sur. 2004, Etuk 2010). Nedostatak ovih modela ocituje se u toksi¢nom djelovanju
dijabetogenih tvari na druge organe u tijelu (King 2012).

Streptozotocin (2 — deoksi — 2 - (3 - (metil — 3 — nitrozoureid) - D - glukopiranoza) je
toksin koji sintetizira gljivica Streptomycetes achromogenes. Nakon intraperitonealne ili
intravenozne administracije ulazi u B-stanice gusSteraCe putem Glut-2 transportera i uzrokuje
alkilaciju DNA (Szkudelski 2001). Aktivacija PARP-a dovodi do troSenja NAD+ , smanjenja
stani¢nog ATP-a i inhibicije biosinteze i luéenja inzulina (Sandler i Swenne, 1983).
Streptozotocin je takoder i izvor slobodnih radikala koji mogu doprinijeti oste¢enju DNA i u
konacnici dovesti do stanicne smrti. Primjenjuje se ili jednokratno u vecoj koli¢ini ili

viSekratno u manjim dozama (King 2012).

Dijabetogeni u¢inak aloksana (2,4,5,6-tetraoksipirimidin; 5,6-dioksiuracil) ocituje se u
ubrzanju primanja f-stanica te proizvodnji slobodnih radikala za koje B-stanice imaju slabe
obrambene mehanizme (Nerup i sur. 1994). Aloksan se reducira u dijaluriénu kiselinu, a
zatim ponovno oksidira u aloksan stvaraju¢i pritom redoks ciklus u kojem se formiraju
superoksidni radikali. Potom nastaje hidrogen peroksid, a s njime i hidroksi-radikali koji su
odgovorni za fragmentaciju DNA [-stanica (King 2012). Aloksan primaju i stanice jetre, ali
one imaju bolju zastitu na reaktivne radikale Kisika pa jetra nije toliko podloZzna oSte¢enju
(Malaisse i sur. 1982; Mathews i Leiter 1999). Drugi mehanizmi inducirani aloksanom
ukljucuju oksidaciju esencijalnih —SH skupina, posebno glukokinaze 1 smetnje u

unutarstani¢noj homeostazi kalcija (Kim i sur. 1994).

Neki znanstvenici koriste kirurSke metode potpunog odstranjivanja gusSterate na
Stakorima, svinjama, psima i primatima (Choi i sur. 2004; Rees i Alcolado 2005; Masiello

2006), a u novije se vrijeme primjenjuje i parcijalna pankreatektomija. Medutim, za
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postizanje umjerene hiperglikemije potrebno je odstraniti veci dio gusterace, a on kod Stakora
iznosi preko 80% (Masiello 2006). lako pouzdana, za dobivanje modela hiperglikemije, ova
tehnika ima svojih nedostataka: zahtjeva dobro poznavanje tehnicki zahtjevnih kirurskih
postupaka, adekvatno Kirursko okruzenje, postoperativnu primjenu analgetika i antibiotika,

suplementaciju enzimima gusterace te povecava rizik od infekcije zivotinja. (Etuk 2010).

Neki virusi su uklju¢eni u patogenezu dijabetesa tipa I. Njihovo se djelovanje oCituje
ili izravnim uniStenjem B-stanica ili iniciranjem autoimunog odgovora protiv istih (Jun i Yoon
2003). Virusi koristeni u indukciji dijabetesa su koksaki B virus (Yoon i sur. 1986; Kang i sur
1994; Jaidane i sur. 2009), virus encefalomiokarditisa (Craighead i McLane 1968; Baek i
Yoon 1991; Shimada i Maruyama 2004) i Kilham virus Stakora (Guberski i sur. 1991,
Ellerman i sur. 1996). Iako je dokazano da su neki slucajevi dijabetesa u ljudi povezani s

virusima nije poznato koji je njihov znac¢aj u patogenezi bolesti (King 2012).

2.2. Inducirani model dijabetesa mellitusa tipa Il

Dijabetes tipa II karakteriziran je rezistencijom na inzulin i nemoguéno$¢u p-stanica
da ucinkovito nadoknade taj nedostatak. Prema tome animalni modeli za dijabetes tipa Il
ukljuc¢uju modele rezistencije na inzulin i modele s oslabljenom funkcijom B-stanica. Mnogi
modeli temelje se na pretilosti zbog korelacije s stanjem kod ljudi koji boluju od ovog oblika
bolesti (King 2012) (Slika 2).

Prehrana s poveéanim udjelom lipida (oko 58% energije dobiva se iz masti) moze
dovesti do pretilosti, hiperinzulinemije i promjene u homeostazi glukoze, a takvo je stanje
poprac¢eno nemoguc¢no$¢u uspostavljanja homeostaze od strane stanica guSterate (Winzell i
Ahren, 2004). Najrasprostranjeniji takav model, otkriven 1960-ih, je pustinjski Stakor (lat.
Psammomys obesus) kod kojeg dolazi do pretilosti uslijed prijelaza s njegove prirodne
vegetarijanske prehrane na laboratorijsku visokoenergetsku (Ziv i sur. 1999). Osim
pustinjskog Stakora vazni modeli su i pustinjski jezasti mi$ (lat. Acomys calirimus) i
C57BL/6J mi§ (King 2012).
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Slika 2. Mehanizam djelovanja dijabetesa tipa Il

(Prilagodeno prema mytropicanaslim.wordpress.com)

lako se dijabetogeni spojevi vec¢inom koriste za indukciju dijabetesa tipa I, oni se
mogu primjenjivati i prilikom indukcije tipa Il. Primjena streptozotocina u Stakora uzrokuje
dijabetes tipa II s ucestalos¢u od 78-80% (Masiello i sur. 1998), dok se neonatalna ili
poslijeporodajna injekcija streptozotocina ili aloksana koristi se za indukciju bolesti u odraslih
zivotinja (Portha i sur. 1974; Weir i sur. 1981).

Parcijalno odstranjivanje guSterate uobiCajeno je za brojne animalne modele
dijabetesa (Stakori, psi, svinje). U veéine se razvije umjerena hiperglikemija bez znacajnih
promjena tjelesne tezine ili koli¢ine inzulina u krvi. Zato se danas pankratektomija Cesto
kombinira s injektiranjem dijabetogenih supstanci ne bi li se dobili odgovarajuci rezultati

(npr. kod macaka). U skladu s sposobnoscu regeneracije gusterace u ljudi i zivotinja, ovakvi



su modeli namijenjeni istrazivanjima transplantacija i regenerativnih ¢cimbenika (Bonner-Weir

i sur. 1983; Risbud i Bhonde 2002; Srinivasan i Ramarao 2007).

2. Inducirani model osteoporoze

Osteoporoza je jedna od najéeS$¢ih kroni¢nih bolesti karakterizirana Smanjenjem
koStane mase i promjenama u mikroarhitekturi koStanog tkiva koja dovodi do postupne
redukcije jacine skeleta, a u konacnici i do lomova (Bonucci i Ballanti 2013; Atmaca i sur.
2013). Poremecaj moze biti lokaliziran ili moze zahvacati cjelokupni kostur. U Europskoj
uniji osteoporoza je vodeci uzrok smrtnosti starije populacije te klju¢ni ¢imbenik skupe

medicinske skrbi (Lelovas i sur. 2008).

Napredovanje bolesti je vrlo sporo te je potrebno razdoblje progresije od nekoliko
godina kako bi se mogla podeti primjenjivati odgovarajuéa terapija. Cimbenici koji
povecavaju rizik od obolijevanja u ljudi jesu nacin zivota, pusenje, alkoholizam i prehrana
(Heaney 1996; Seeman 1996), a vaznu ulogu imaju i geneticka predispozicija te hormonalne
promjene (Walker-Bone i sur. 2002; Dennison i sur. 2005). Zbog brojnih ¢imbenika Koji
mogu utjecati na istrazivanje vrlo je oteZzano kreiranje homogene skupine za istraZivanje, a
dobiveni rezultati mogu jako varirati. Stoga istrazivanja na animalnim modelima, zbog
njihove uniformnosti, odstranjuju ogranicenja na koja se nailazi prilikom istrazivanjima

bolesti kod ljudi (Lelovas i sur. 2008).

lako su brojni uzroci osteoporoze otkriveni, neki su jo§ uvijek nepoznati, ukljucujuéi
mehanizme homeostaze kalcija izvanstani¢nih prostora i njegov utjecaj na kostanu fiziologiju
I razvoj bolesti (Talmage i Talmage 2007). Trenutna istrazivanja novih terapijskih moguénosti
usmjerena su na osteoliticke enzime osteoklasta, mehanizme odgovorne za aktivaciju Stanica
koje sudjeluju u izgradnji i one koji kontroliraju apoptozu (Stoch i Wagner 2008; Taketa i sur.
2008). Laboratorijske zivotinje koriStene u istrazivanjima osteoporoze ukljuc¢uju glodavce,
zeCeve, pse 1 primate. Svaka od ovih skupina ima svojih prednosti i nedostataka, a
najpogodnijim medu njima smatra se Stakor (Lelovas 2008). Zbog brojnih odlika ovce se
namecu kao novi obecavaju¢i model za istrazivanje fenomena vezanih uz promjene unutar
skeleta. One su poslusne, lake za rukovanje i odrzavanje, uz to su relativno jeftine, dostupne u
velikim brojevima, spontano ovuliraju, a kosti su im dovoljno velike za procjene ortopedskih
implantanata. Ve¢ina animalnih modela jesu Zenke vrsta, dok je osteoporoza u muzjaka

uvelike zanemarena (Turner 2001).



Osteoporoza se u zdravih zivotinja moze inducirati na brojne nacine koji se mogu
podijeliti na manipulacije hormonalnog djelovanja, promjene vezane uz prehranu te promjene
u razini pokretljivosti organizma. Dobivanje brzih rezultata uvjetuje kombinacija
ovarijektomije s joS nekom od inducibilnih metoda. Za promjene u razinama pojedinih
hormona, uz ovarijektomiju, primjenjuju se agonist gonadotropin otpustaju¢eg hormona,
antagonist estrogenskih receptora, inhibitori aromataze i glukokortikoidi (Lelovas i sur.
2008). Odredena prehrana takoder moze pomoc¢i U razvoju bolesti, a najpoznatija je ona s
niskim unosom Kkalcija ili prekomjernom konzumacijom alkohola ili retinoi¢ne kiseline.
Indukciji osteoporoze moZe doprinijeti i prehranom izazvano stanje acidoze u organizmu
(engl. Dietary induced metabolic acidosis, DIMA) (Turner 2001), a inducibilni u¢inak ima i
imobilizacija zivotinje. Postoji nekoliko razli¢itih nacina imobilizacije kao $to su vezanje i
odstranjivanje udova ili kirurSka manipulacija na Zivcima, tetivama ili kraljesnici (Lelovas i
sur. 2008).

Za istrazivanje postmenopauzalne osteoporoze najzastupljenija je metoda ovarijektomije
(Atmaca i sur. 2013) (Slika 3). Model ovarijektomije se u brojnim aspektima poklapa s
razvojem postmenopauzale osteoporoze u Zena. Odmah nakon odstranjivanja jajnika u
animalnih modela razgradnja koStanog tkiva premasuje izgradnju. Ovaj model temelji se na
poremecaju u prirodnim razinama hormona, prije svega estrogena koji je neophodan za

pravilnu izgradnju koStanog tkiva (Lelovas i sur. 2008).

Slika 3. Trabekularna kost Stakora: gubitak kosti u ovarijektomizirane Zivotinje (A) i

normalno kostano tkivo kontrolne Zivotinje (B)

(Bonucci i Ballanti 2013)



Glukokortikoidi su lijekovi koji pripadaju razredu steroidnih hormona, a proizvodi ih
kora nadbubrezne zlijezde. Imaju vaznu funkciju u metabolizmu ugljikohidrata, proteina i
masti (perpetuum-lab.com.hr). Koriste se u lijeCenju autoimunih, pluénih i gastrointestinalnih
bolesti, neoplazmi ili nakon transplantacijskih postupaka. Zbog tako Siroke primjene, kroni¢na
terapija bolesnika glukokortikoidima je najces¢i uzrok lijekovima uzrokovane osteoporoze.
Glukokortikoidi povecavaju koStanu resorpciju i smanjuju stvaranje kosti. Oni inhibiraju
intestinalnu resorpciju kalcija 1 poveéavaju renalnu ekskreciju, smanjuju sekreciju
gonadotropin otpustajueg hormona i gonadalno oslobadanje testosterona i estrogena C¢iji
manjak utjeCe na gubitak kosti. ViSe zahvacaju spuzvastu nego kortikalnu kost, pogotovo

kostano tkivo kralje3aka i kukova (Curkovié¢ 2007).

Agonist gonadotropin otpustajueg hormona (GnRH agonist) je spoj koji smanjuje
koncentracije gonadotropina (GnRH) i inhibira funkciju jajnika ¢ime se gusto¢a koStane
mase, posebno u predjelu kraljeznice, smanjuje na koli¢inu karakteristicnu za
postmenopauzalnu dob (Roux i sur. 1995). Isto kao i GnRH agonist, inhibitori aromataze su
lijekovi Kkoji smanjuju razine estrogena u organizmu. Poznati su u lijeCenju

postmenopauzalnih tumora (www.medicinenet.com).

3. Inducirani model upalnih bolesti crijeva

Crohnova bolest (engl. Crohn’s disease, CD) i ulcerozni kolitis (engl. Ulcerous colitis,
UC) su kroni¢ne upalne bolesti gastrointestinalnog trakta. Simptomi upalnih bolesti crijeva
(engl. Inflammatory bowel disease, IBD) ukljucuju dijareju, bol u trbuhu i groznicu. Tijek
bolesti obiljezen je razdobljima blage upale bez potrebe primjene terapije koja se izmjenjuju s
razdobljima aktivne upale u kojima je neophodno lijeCenje imunosupresivima, Cesta
hospitalizacija, a ponekad i operacija. Prisustvo stranih antigena aktivira stanice urodenog
imunoloskog sustava: NK stanice (engl. Natural killer cells), mastocite, neutrofile, makrofage
I dendriti¢ne stanice $to dovodi do upale zbog stimulacije adaptivne imunosti ve¢inom putem
T stanica (Slika 4). Kod Crohnove bolesti upala je posredovana odgovorom Th-1 (engl. T
helper-cell type 1) stanica koje induciraju interleukini, IL-12, IL-18, te karakterizirana
pojacanom ekspresijom upalnih citokina IFN-y, IL-2 i faktora nekroze tumora, TFN-a koji
stimulira otpustanje drugih upalnih citokina kao $to su IL-1, 1L-6, IL-8, IL-12 i IL-18. S
druge strane, ulcerozni kolitis je potaknut Th-2 imunosnim odgovorom Kkoji uzrokuje
otpustanje TGF- (engl. Transforming growth factor B) i IL-5 (Waldner i Neurath 2009).



lako animalni modeli ne prikazuju vjerno kompleksnost upalnih bolesti crijeva u ljudi,
istrazivanja na laboratorijskim Zivotinjama uvelike su doprinijela razumijevanju
patofizioloskih mehanizama u ranim stadijima kolitisa, kao i u¢inak novootkrivenih terapija
(Wirtz i Neurath 2007). Poznat je veci broj iritanata kojima se moZe inducirati upala
gastrointestinalnog trakta, a neki od njih su: octena kiselina (engl. Acetic acid, AA),
jodoacetamid, indometacin, trinitrobenzensulfonska kiselina (TNBS), oksazolon, natrij
dekstran sulfat (DDS) i peptoglikan polisaharid (PG-PS) (Jurjus i sur. 2004).

Odgovarajuc¢e doze octene kiseline mogu inducirati nekrozu sluznice crijeva i prolaznu
upalu. U veéini provedenih istrazivanja koriStena je 4-5 % - tna octena kiselina jer viSe
koncentracije uzrokuju ¢este perforacije crijeva. Model indukcije jodoacetamidom se temelji
na spoznaji da endogeni sulfhidril spojevi (SH), poput glutationa, imaju vaznu ulogu u zastiti
crijevne sluznice. Primjenom SH blokatora dolazi do oS$te¢enja sluznice i Kkolitisa.
Indometacin uzrokuje manja ostecenja tankog i debelog crijeva kod glodavaca. Prije primjene
se otopi u 100%-tnom alkoholu, nakon c¢ega se razrijedi sodom bikarbonom ili
metilcelulozom te stavi u hranu Zivotinja. TNBS moze inducirati kroni¢ni kolitis u miSeva
nakon oStecenja sluznicke barijere etanolom. Za ovaj model uobicajena je pojava granuloma u
crijevu. Makrofagi proizvode velike koli¢ine 1L-12, a limfociti IFN-y i IL-2 Sto indicira da je
ovaj model potaknut Th tip-1 odgovorom Kkarakteristicnim za CD. Kao i kod modela
trinitrobenzensulfonske Kkiseline, oksazolon se primjenjuje u kombinaciji s etanolom, a
utvrdeno je da on brZe razvije kolitis od TNBS modela. DSS u miSeva i Stakora uzrokuje
hematoheziju, gubitak tjelesne tezine, skracivanje crijeva, ¢ireve na crijevima i infiltraciju
neutrofila. Dokazano je da iniciranje sastavnih komponenti bakterijske stijenke, PG-PS, u
distalni dio kolona Stakora uzrokuje transmuralni enterokolitis. PG-PS uzokuje zadebljanje
stijenke debelog crijeva, pojacava propusnost sluznice, infiltraciju limfocita, makrofaga i
neutrofila, povecava aktivnost mijeloperoksidaza (engl. Myeloperoxidase, MPO), proizvodnju

dusikovog oksida (engl. Nitric oxide, NO) i sintezu kolagena (Jurjus i sur. 2004).
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4. Inducirani model psorijaze

Psorijaza je najc¢e$c¢a autoimuna bolest. To je kroni¢na koZna nezarazna upalna bolest
karakterizirana pojavom bolnih plakova, svrbezom, crvenilom i zadebljanjem koze
(www.medicinenet.com). U podlozi bolesti je sloZzena medureakcija stanica koze, imunosnog
sustava (T stanica), dendriti¢nih stanica i upalnih citokina (Danilenko 2005; Conrad i Nestle
2006). IstraZivanjima je dokazano posredovanje brojnih citokina u razvoju psorijaze: citokini
TNF-a (engl. tumor necrosis factor) i interleukin-1 (IL-1), interferon-y (IFN-y), IL-6, IL-8,
krvozilni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) te
transformiraju¢i ¢imbenik rasta — a (engl. transforming growth factor, TGF — a). Pritom su
IL-6 | TGF-a zasluzni za pojacanu proliferaciju keratinocita, a IL-1, TGF-a, TNF-a i VEGF
uzrokuju angiogenezu krvnih zila (Schon 1999). IL-1, IFN-y i TNF-a potic¢u ekspresiju
ICAM-1 i MHC sustava (Slika 4). U razli¢itim populacijama ucestalost javljanja bolesti varira
izmedu 0,1 % i 11,8 % (Raychaudhuri i Farber 2001), a varira i geografski. Broj oboljelih
povecava se od ekvatora prema polovima (Kormeili i sur. 2004). Oko 25 milijuna ljudi

Sjeverne Amerike i Europe boluje od psorijaze (Lowes i sur. 2007).
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Iako bi indukcija psorijaze u eksperimentalnih zivotinja bila od velikog znacaja za
proucavanje molekularnih mehanizama u osnovi ove bolesti i razvoj lijekova, animalni model
koji vjerno oponaSa kompleksnost stanja kod ljudi joS uvijek nije dostupan (Boehncke i Schon
2007). S ciljem indukcije koznih promjena u animalnih modela mogu se primjeniti dekanol,
bromheksan, propionaldehid, di-n-propil disulfid, heksil salicilat i heptaldehid (Skuri¢ i sur.
2011). Topicka primjena TLR7 i TLRS8 agonista imikvimoda (engl. Imiquimod, IMQ)
ucinkovita je u pokretanju upalnih reakcija u kozi misa i covjeka. Imikvimodom inducirana
psorijaza dobro oponaSa fenotipske i histoloSke karakteristike psorijaze u ljudi. Imikvimod
uzrokuje epidermalne promjene koje obuhvacaju proliferaciju keratinocita i promjene u
diferencijaciji, povecanje T stanica 1 neutrofila te promjenu u cirkulaciji
(www.mdbiosciences.com). Psorijaticne promjene inducirane imikvimodom ovisne su o
prisutnosti 1L-23 i IL-17, te ne mogu nastati u miSeva s manjkom ovih receptora (Fits i sur.
2009).

5. Inducirani model bolesti centralnog zivCanog
sustava

Sredis$nji zivéani sustav (engl. Central nervous system, CNS) je dio ziv€anog sustava
koji obuhvaca mozak i lednu mozdinu. Bolesti CNS-a predstavljaju Siroku kategoriju stanja u
kojima mozak ne funkcionira kako bi trebao. Stanje moze biti naslijedeno, rezultat ozljede ili
infekcije, posljedica mozdanog udara ili tumora (www.neuromodulation.com). Animalni
modeli koji oponaSaju neke patofizioloSke i bihevioralne karakteristike humanih poremecaja
mogu se Kkoristiti u razvoju novih lijekova, proucavanju toksi¢nosti spojeva i prou¢avanju

funkcije gena (www.qps-austria.com).
5.1. Inducirani model Alzheimerove bolesti

Alzheimerova bolest (engl. Alzheimer’s disease, AD) je jedna od najrazornijih
neurodegenerativnih bolesti koja je obiljezena dvjema tipicnim pojavama: izvanstani¢nom
akumulacijom amiloid-B-peptida i unutarstani¢nim nakupljanjem hiperfosforiliranog proteina
tau (Slika 5). MozZe se inducirati skopolaminom, antagonistom acetilkolina koji uzrokuje
amneziju i slabljenje funkcije paméenja. Sustavna primjena u misSeva slabi njihove rezultate

na testovima pamcenja kao §to su prepoznavanje objekata, radijalni labirint, vodeni labirint te
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kondicioniranje straha. Skopolaminom izazvano kognitivno pogorSanje moZe se popraviti
pomocu inhibitora kolinesteraze ¢ime je ovaj model pogodan za oponaSanje kognitivne
disfunkcije, demencije i Alzheimerove bolesti (von Linstow i sur. 2007; Deiana i sur. 2009;).
Iniciranje B-amiloida u hipokampus $takora daje pouzdane modele neurodegeneracije. AB1-40
1 AP1-42 induciraju degeneraciju neurona CA1l podruc¢ja hipokampusa te dovode do
bihevioralnih, neurokemijskih 1 imunohistokemijskih promjena koje su znacajne za
Alzheimerovu bolest (Kowall i sur. 1992; Miguel-Hidalgo i sur. 1998). Tau hiperfosforilacija
moze se izazvati u miSa indukcijom hipotermije intraperitonealnom administracijom

pentobarbitala (www.qps-austria.com).
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Slika 5. Usporedba mozga zdrave osobe i osobe oboljele od Alzheimerove bolesti.

(Prilagodeno prema www.naturalhealthcommunity.org)
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5.2. Inducirani model Parkinsonove bolesti

Parkinsonova bolest je sporoprogresivni neurodegenerativni poremecaj srediSnjeg
zivéanog sustava Koji se ocituje sporo$¢u pokreta, ukocenoS¢u miSica, drhtanjem tijela i
nestabilnos¢u (www.msd-prirucnici.placebo.hr). MiSevi koji prime toksin MPTP (1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahiropiridin) selektivno gube znaCajne koli¢ine dopaminergi¢kih neurona
dvaju dijelova srednjeg mozga, crne supstance (engl. supstancia nigra, SN) i ventralnog
tegmentalnog podrucja (engl. ventral tegmental area, VTA) (Slika 6). Gubitak dopaminskih
stanica u SN-u oponaSa klinicko stanje Parkinsonove bolesti i vodi motorickoj
nefunkcionalnosti ~ (www.qgps-austria.com).  Lokalna  primjena  neurotoksina,  6-
hidroksidopamina (6-OHDA) je dobro utemeljen model za izuCavanje gubitka

dopaminergickih neurona crne supstance (Grealish i sur. 2010).
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Slika 6. Regije mozga zahvaéene Parkinsonovom bolescu.

(Prilagodeno prema www.soc.ucsb.edu)
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5.3. Inducirani model shizofrenije

Shizofrenija je teski mentalni poremecaj koji zahvacéa oko 1% ljudske populacije
(Green i sur. 2000). Antagonisti NMDA receptora, kao Sto su ketamin i MK-801, uzrokuju
pozitivne i negativne simptome, kao i kognitivne nedostatke karakteristi¢ne za shizofreniju.
MK-801 naruSava funkciju ucenja i pamcenja. Takoder utjeCe na ponaSanje glodavaca
narusavajuc¢i senzoricku funkciju, hipermotilnost te izaziva ataksiju. Simpomi shizofrenije
mogu se inducirati i obradom S$takora dopamin otpustaju¢im lijekom, d-amfetaminom u
kombinaciji s benzodiazepinom ili fenciklidinom (engl. phencyclidine, PCP) (www.gps-

austria.com).

6. Inducirani model tumora

Rak nastaje kao posljedica poremecene stani¢ne diobe $to uzrokuje abnormalnu
proliferaciju i rast tvorevina koje se nazivaju tumorima. Tumor ima monoklonsko podrijetlo.
Nastaje od jedne normalne stanice koja ponovno ulazi u stani¢ni ciklus te diobama stvara
milijune promijenjenih stanica od kojih je graden tumor. Tumorske su stanice besmrtne i
mogu se beskonac¢no dijeliti u kulturi. One najceS¢e nastaju mutacijama te se rak formira kao
posljedica abnormalne ekspresije dvije vrste gena, proto-onkogena i tumor-supresorskih gena.
Proto-onkogeni kontroliraju stanic¢ni rast i diferencijaciju (tirozinske kinaze, faktori rasta,
GTP-vezujudi proteini, DNA-vezujuci proteini), a imaju ih svi kraljeSnjaci. Mogu ih aktivirati
zraCenja, kemijske tvari i virusi (v-onc). Tumor supresorski geni ili anti-onkogeni suprimiraju
rast malignih stanica. U slucaju gubitka ili mutacije oni remete stani¢nu diobu. Prvi izolirani
tumor supresorski gen bio je gen za retinoblastom, a najpoznatiji je p53 koji se nalazi na
kromosomu 17 ¢ija je zadac¢a oCuvanje normalnog rasta i diobe. Njegova mutacija uzrokuje
rast priblizno 50% svih tumora. Neke mutacije proto-onkogena i tumor-supresorskih gena su

nasljedne (www.genetika.biol.pmf.unizg.hr).
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Rak se u zdravih Zivotinja moZe inducirati pomocu brojnih karcinogena, kemikalija,
hormona, radijacijom, virusima, iniciranjem tumorskih stanica ili transplantacijama tumora.
Dobri modeli za prou¢avanje bolesti mogu se dobiti primjenom navedenih tvari na odredenim
linijama ili geneti¢ki modificiranim Zivotinjama s odgovaraju¢im nedostacima u stani¢nim
putevima. Rak se naj¢es$ce inducira na miSevima i Stakorima, ali zastupljeni su i drugi modeli

poput hrcaka, zeCeva, zebrastih ribica i oposuma (Www.emice.nci.nih.gov).

Nacin indukcije raka probavnog sustava u miSeva policikliCkim aromatskim
ugljikovodicima poznat je joS od 1940-ih (Rosenberg i sur. 2008). Obradom kemikalijama i
hormonima moze se prouzrociti rak dojke (Medina, 2000), dok se za izazivanje oralnog ili
raka plu¢a primjenjuju karcenogene sastavnice duhana (Granville i sur. 2007). Za razliku od
kemikalija koje specificno utje¢u na odredene stanice ili organske sustave, U organizmu
zivotinja postoje neke koje imaju viSeznacne ucinke. Primjerice, kadmij je odgovoran za
indukciju Sirokog spektra malignih oboljenja (Waalkes 2003), a promjene u rastu stanica
mogu se takoder uzrokovati arsenom i azbestnim vlaknima (Wanibuchi 2004; Kane 2006).
Razni oblici radijacije mogu dovesti do raka. Ultraljubicasto zraenje znacajno je u razvoju
raka koze animalnih modela (Noonan i sur. 2003), dok se ionizirajuée zracenje primjenjuje u

indukciji leukemije (Peng i sur. 2009).

Tumori se mogu transplantirati na originalno mjesto nastanka u organizmu (odredeno
tkivo) ili ektopicki, najces¢e subkutano, na predjelu boka ili intravenozno injekcijom. Za
sprjecavanje imunosnog odgovora ova se metoda Cesto kombinira sa zraenjem ili
imunosupresivnim agensima (www.bu.edu/orccommittees). Kako bi se smanjila mogucnost
traume kod laboratorijskih zivotinja ¢vrsti tumori trebaju biti usitnjeni u manje komadice.
Kod miSeva se preferiraju transplantacije  tumora manjih od 1 mm

(www.rosalindfranklin.edu).
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7. Zakljucak

Inducirani animalni modeli neophodni su u biomedicinskim istrazivanjima. lako brojni
ne oponasaju vjerno patologiju bolesti u ljudi, danas postoje Zivotinjski modeli za gotovo sve
poznate humane bolesti. Najpovoljnijim modelima smatraju se glodavci, pogotovo mis i
Stakor, zbog dostupnosti velikog broja razli¢itih sojeva, lakog odrzavanja i male cijene, a
dobiveni rezultati u pokusima su zbog njihove kozmopolitske primjene usporedivi. Indukcija
bolesti u laboratorijskih zivotinja vr$i se na razliCite naCine. Metode su Cesto invazivne te
ukljucuju razne kirurSke postupke, promjene u prehrani, okoliSu ili primjene toksi¢nih

kemijskih spojeva.
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9. Sazetak

Kroz povijest se je broj laboratorijskih Zivotinja u istrazivanjima povecavao, a s njime se
povecavao i broj koriStenih vrsta. Danas se Zivotinje koriste kako bi se razumjela njihova
biologija te kao organizmi za testiranje lijekova i drugih pojava s ciljem poboljSanja ljudskog
zdravlja. Za gotovo svaku poznatu bolest u ljudi istrazivaéi nastoje inducirati bolest sli¢nih
karakteristika u Zivotinja. S ciljem stvaranja takvih modela Zvotinje se podvrgavaju raznim
zahvatima koji ukljucuju operacije, traumatske ozljede, onemogucavanje pristupa hrani 1 vodi,
socijalnu izolaciju, bakterijske i1 virusne zaraze te izlaganje radijaciji, kemikalijama ili

toksi¢nim lijekovima.

Dijabetes tipa | se u zdravih Zivotinja moZe inducirati primjenom analoga glukoze,
streptozotocina i aloksana, a dijabetes tipa II prehranom s povecanim udjelom masti.
Ovarijektomija u Stakora se najceS¢e primjenjuje u istrazivanjima postmenopauzalne
osteoporoze. Upalne bolesti crijeva, ulcerozni kolitis i Crohnova bolest mogu se inducirati
pomocu octene i trinitrobenzensulfonske kiseline, indometacina i brojnih drugih spojeva.
Istrazivanje psorijaze je otezano nedostatkom prirodno javljaju¢eg poremecaja u
laboratorijskih zivotinja koji oponasa slozeni fenotip i patogenezu bolesti u ljudi, ali postoje
neke kemijske tvari kojima se mogu prouzrociti simptomi karakteristi¢ni za psorijazu. Modeli
bolesti srediSnjeg ziv€anog sustava se takoder mogu stvoriti. Misevi su se pokazali kao dobri
modeli shizofrenije, Alzheimerove bolesti te Parkinsonove bolesti. Postoji nekoliko nacina
indukcije tumora u laboratorijskih zivotinja koji ukljucuju izlaganje radijaciji i kemijskim

tvarima, virusne infekcije te transplantacije.
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10. Summary

Number of laboratory animals was increasing during the history as well as number of
used species. Today, animals are used to understand basic biology and as test subjects for the
development and testing of drugs and other phenomena to improve human health. For
practically every known human disease researchers attempt to induce similar aspects of the
disease in animals. In order to create these models, animals are subjected to different
procedures which include surgeries, traumatic injuries, food, water and social deprivation,

viral and bacterial infections, exposing to radiation, chemicals or toxic drugs.

Diabetes type I in animals can be induced by glucose analogues, streptozoticin or
aloxan, while diabetes type Il can be induced by high fat feeding. The ovariectomized rat
model is most commonly used in research on postmenopausal osteoporosis. Inflammatory
bowel diseses, Crohn’s disease and ulcerous colitis, are induced by chemicals like acetic and
trinitrobenzenesulfonic acid, indomethacin and many other. Research into the pathogenesis of
psoriasis has been hampered by the lack of a naturally occuring disorder in laboratory animals
that mimics the complex phenotype and pathogenesis of the human disease. However, there
are some chemicals that can induce certain symptoms which are common in psoriasis. Some
central nervous system disease models can be also created. Mice are shown to be good models
of schizophrenia, Alzheimer's disease and Parkinson’s disease. There are several ways to
induce tumors in laboratory animals which include radiation and chemicals exposures, virus

infections and transplantations.
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