KOMPARATIVNA ANALIZA HOMEOSTAZE KALCIJUMA U USLOVIMA
FIZIOLOSKE I MEDIKAMENTNE HIPERPROLAKTINEMIJE -
EKSPERIMENTALNA STUDIJA

1. UvOD

Prolaktin je jednolancani polipeptidni hormon, koga sintetiSu i sekretuju laktotropne celije
prednjeg reznja hipofize. Za razliku od ostalih pituitarnin hormona, sklon je spontanoj
hipersekreciji, te je pod stalnom toni¢kom inhibicijom od strane hipotalamusa. Nema ciljnu
endokrinu zlezdu. Svoje dejstvo ostvaruje vezivanjem za specificne prolaktinske receptore
(PRLR). Siroka rasprostranjenost PRLR obja$njava brojne funkcije koje se prolaktinu pripisuju.
Ima klju¢nu ulogu u razvoju mle¢nih zlezdi, sintezi mleka i odrzavanju mle¢ne sekrecije, zbog
Cega se Cesto naziva laktogenim hormonom. Od 1930.god., kada je otkriven, do danas, utvrdeno
je preko 300 razli¢itih bioloskih funkcija prolaktina u domenu reprodukcije, metabolizma,
osmoregulacije, imunoregulacije 1 ponasanja.

Par decenija unazad, brojni autori svojim rezultatima dokazuju da su fizioloSka, patoloska i
medikamentna hiperprolaktinemija povezane sa promenama u ko$tanom sistemu.

U trudnoé¢i i laktaciji, znacajan transfer kalcijuma iz tela majke u fetus i odojce, predstavlja
svojevrstan stres za homeostazu kalcijuma majc¢inog organizma. S obzirom da je u ovim stanjima
poviSena koncentracija prolaktina u serumu, sve je viSe zastupljeno misljenje, da je prolaktin
jedan od glavnih kalcitropnih hormona u fizioloskoj hiperprolaktinemiji. Pove¢ana potraznja za
kalcijumom u trudno¢i, moze se obezbediti: 1. pove¢anom apsorpcijom kalcijuma na nivou
intestinuma; 2. smanjenom ekskrecijom kalcijuma preko bubrega i/ili 3. pove¢anom resorpcijom
kalcijuma iz kostiju. Pa, ipak, promene na koStanom sistemu, u stanjima fizioloske
hiperprolaktinemije, po pravilu su male i reverzibilne, tako da sam broj trudno¢a i duZina
laktacije ne predstavljaju faktore rizika za osteopeniju i osteoporozu.

Dugotrajna upotreba medikamenata koji dovode do hiperprolaktinemije, poput antipsihotika,
antidepresiva, SSRI i prokinetika, sve se ¢es¢e dovode u vezu sa povecanim rizikom za frakturu.
Vecina autora, uzrocno-posledicnu vezu izmedu medikamentne hiperprolaktinemije 1 gubitka
kostane gustine, obja$njava sekundarnim hipogonadizmom 1 hipoestrogenemijom kod Zena.
Medutim, identifikacija PRLR u kostima, napravila je prostor za teoriju direktnog uticaja
prolaktina na skeletni sistem.

Imaju¢i u vidu prisustvo PRLR u intestinumu, bubregu i koStanom sistemu, moguce je
pretpostaviti da razliiti mehanizmi homeostaze kalcijuma, dovode do tranzitornih promena
koStane gustine u fizioloSkoj hiperprolaktinemiji, a do znacajne osteopenije i osteoporoze u
medikamentnoj.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. Prolaktin

2.1.1. Strukturne karakteristike prolaktina

Prolaktin (PRL) je polipeptidni hormon, koga sintetiu i sekretuju laktotrofne celije
adenohipofize. Po svojoj gradi i funkciji pripada familiji somatomamotropnih hormona,
zajedno sa hormonom rasta i humanim placentarnim laktogenom (poreklom iz placente).
Gen odgovoran za sintezu prolaktina nalazi se na 6. hromozomu (1). On kodira sintezu
prohormona prolaktina sacinjenog od 227 aminokiselina, ¢ijom maturacijom nastaje
humani prolaktin od 199 aminokiselina (2). Molekul prolaktina je strukturisan u vidu
jednolan¢anog polipeptida sa tri disulfidne veze izmedu 6 cisteinskih ostataka (Cys’-
Cys*t, Cys>®- Cys'™, Cys'®- Cys'®®) unutar lanca (3).

Njegov poluzivot u plazmi je vrlo kratak i krece se izmedu 20 i 30 min. Brzo se
metaboliSe u jetri. Normalne koncentracije prolaktina u plazmi su nesto vec¢e kod Zena
nego kod muskaraca, $to se pripisuje delovanju estrogena. Prolaktin se sekretuje u
pulsevima i to na 90 minuta. NeSto u ve¢im koncentracijama se sekretuje tokom sna.
Postoje podaci o takozvanoj bimodalnoj sekreciji proolaktina, sa prvima pikom oko 03h
(nazvan no¢ni pik-N) i drugim, u popodnevnim satima istog dana, oko 17h (hazvan
dnevni pik-D) (4).

Najces¢i oblik prolaktina, koji se moze naci u cirkulaciji i pituitarnoj zlezdi, je "mali
prolaktin™ (molekularne mase 23kDa) u manjoj meri "veliki prolaktin” (molekularne
mase 50-60kDa) i "makroprolaktin” (150-170kDa) (5). Prilikom radioimunoloskog
odredivanja prolaktina oni ¢ine deo ukupne koncentracije prolaktina u serumu.
Visokomolekularne  forme prolaktina su  zastupljenije  kod bolesnika sa
hiperprolaktinemijom (5). Ranije studije su prvenstveno predstavljale makroprolaktin kao
polimera sastavljenog od malih prolaktina vezanih disulfidnim mostovima (6), agregate
prolaktina vezane nekovalentnim vezama (7), ili kompleks prolaktin-lgG vezan
disulfidnim mostom (8). Noviji radovi opisuju makroprolaktin kao kompleks
monomernog prolaktina sa antitelom klase IgG, ostavljaju¢i moguénost da se radi o
autoantitelima (9,10). Pored visokomolekularnih formi prolaktina, izolovane su i brojne
niskomolekularne forme (14, 16 1 22kDa). NajceS¢e ispitivana 16kDa, fragment
prolaktina (1-148) nastaje proteolizom 23kDa prolaktina (11). Pravi znacéaj razli¢itih
formi prolaktina jo§ uvek nije precizno definisan, ali je opSteprihvaceno misljenje da
vecina njih ima manju biolosku potentnost.

2.1.2. Prolaktinski receptori
Prolaktin je hormon koji nema ciljnu endokrinu Zlezdu preko koje bi izrazio svoje efekte.

Svoje dejstvo ostvaruje vezivanjem za specificne membranske prolaktinske receptore
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(PRLR) koji pripadaju klasi 1 citokinske familije receptora (12,13,14). Svaki prolaktinski
receptor sastoji se iz tri dela: ekstracelularnog, transmembranskog i intracelularnog
(citoplazmatskog) dela (15). Opisane su brojne izoforme PRLR u razli¢itim tkivima
(16,17). Izoforme PRLR razlikuju se po duzini 1 sastavu intracelularnog
(citoplazmatskog) dela, dok je ekstracelularni deo identi¢an za sve izoforme (14,18,19).
Tri glavne izoforme PRLR identifikovane kod pacova su: kratka (291 amino kiselina)
srednja (393 amino kiselina) i dugacka (591 aminokiselina) forma (18). Aktivacija PRLR
poCinje vezivanjem molekule prolaktina za ekstracelularni deo prolaktinskog receptora,
¢ime zapocCinje dimerizacija receptora (18). Svaka molekula prolaktina vezuje se za dva
prolaktinska receptora obrazujuéi trimeri¢ni kompleks (dva receptora i jedan hormon)
(18,20). Uloga transmembranskog dela PRLR jo§ uvek nije potpuno razjaSnjena.
Intracelularni (citoplazmatski) deo PRLR ima klju¢nu ulogu u inicijaciji mehanizama
transdukcije signala, koji se slozenim kaskadnim mehanizmima prenose do nukleusa gde
se aktivira promoter target gena (18, 21). Prolongirano dejstvo prolaktina (kao u stanju
hiperprolaktinemije) dovodi do tranzitne sinteze proteina koji ¢e ,,ugasiti“ aktivnost
intracelularnog dela prolaktinskih receptora (nishodna regulacija RPRL) (22).
Rasprostranjenost PRLR je takoreé¢i ubikvitarna. Najve¢i broj PRLR pronaden je u
uterusu, dojkama i ovarijumu (23). Identifikovano je njihovo prisustvo u gotovo svim
delovima CNS-a: u kori mozga, u srednjem mozgu, talamusu, hipotalamusu, olfaktornom
sistemu, u amigdalnim jedrima, horoidnom pleksusu (24,25). Receptori prolaktina i
njihova MRNK prisutni su u hipofizi, nadbubreznim zlezdama, bubrezima, timusu,
slezini, prostati, trahei, plu¢ima i srcu (18, 23, 26). Vizuelizovani su u skoro svim
delovima digestivnog trakta: u jetri, pankreasu, jednjaku, zelucu, duodenumu, jejunumu,
ileumu i kolonu (nisu prisutni samo u rektumu) (27). Identifikacija PRLR i njene mRNK
u ¢elijama osteosarkoma (28) i kultivisanim osteoblastima kalvarie (29) naveli su brojne
autore na razmiSljanje da su 1 kosti target za direktno delovanje prolaktina.
Charoenphandhu i sar. 2006 godine, dokazali su ekspresiju kratke i dugacke forme PRLR
MRNK u tibiji, femuru, poglavini i prSljenovima, potvrdujuéi ranije pretpostavke da
prolaktin vezujuci se za svoje receptore u kostima direktno utice na koStani metabolizam
kalcijuma (30).

2.1.3. Bioloska aktivnost prolaktina

Najpoznatija uloga prolaktina je svakako u procesu laktogeneze. Hormon je i dobio ime
na osnovu Cinjenice da ekstrakt govede pituitarne zlezde stimuliSe laktaciju drugih
eksperimentalnih zivotinja (31). Od perioda njegovog otkrivanja do danas, utvrdeno je
viSe od 300 razli¢itih bioloskih funkcija prolaktina (18). Najvaznije se grubo mogu
podeliti na ulogu prolaktina u: A. reprodukciji i B. homeostazi.



A. Reprodukcija

U domenu reproduktivnog sistema, prolaktin ispoljava mnogobrojne efekte na nivou
mamarne zlezde, ima znaCajnu lutealnu funkciju i1 utice na takozvano ,,reproduktivno
ponasanje.

1. Laktacija
Normalan razvoj i funkcionisanje mle¢nih Zlezdi, omogucéeno je sinhronizovanim
delovanjem sistema veoma slozenih neuroendokrinih veza. Dojka je ukljucena u
lanac koji ide putem hipotalamus-hipofiza-nadbubreg-ovarijum-dojka. Kora velikog
mozga, indirektno preko hipotalamusa, uti¢e i na hipofizu. Na taj nacin, uticaji
spoljne sredine, obradeni u korteksu velikog mozga i1 prevedeni u impulse, koji ¢e se
razli¢itim neurotransmiterima dalje prenositi, mogu uticati i na stanje dojki.
U svim razvojnim fazama mamarne zlezde prolaktin ima znacajno mesto. Neophodan
je za mamogenezu (rast i razvoj dojke), laktogenezu (sinteza mleka) i galaktopoezu
(odrzavanje mlecne sekrecije) (32).
Pod prvim uplivom estrogena iz probudenog jajnika, pocinje rast dojki, koji ne mora
biti sinhron, ni simetri¢an. Rast strome je najdominantniji i odgovoran je za najveci
deo povecanja volumena dojke. Istovremeno, primarni kanali¢i po€inju da se izduzuju
1 stvaraju zavrSne grancice. Na taj nacin stvaraju se Cvrsti reznjevi, lobusi mlecne
zlezde. Ciljano izazavani poremecaji na nivou prolaktinskog gena (prolaktin knockout
eksperimentalni model) (33) ili na nivou prolaktinskih receptora (34), rezultovace
abnormalnom mamogenezom i potpunim odsustvom lobuloalveolarnih jedinica u
odraslih homozigotnih zenki, §to su samo neki od mnogobrojnih dokaza uloge
prolaktina u mamogenezi.
Tokom laktogeneze prolaktin stimulise preuzimanje amino Kiselina i sintezu mle¢nih
proteina kazeina i a-laktalbumina, preuzimanje glukoze i sintezu mle¢nog Secera
laktoze kao i sintezu mle¢nih masti (35,36).
lako je uloga prolaktina od presudnog znacaja za odrZzavanje mlecne sekrecije
(galaktopoeza) neophodno je sinhrono delovanje insulina, hormona rasta, tireoidnih
hormona, paratireoidnog hormona, kalcitonina, faktora rasta i oksitocina (37).

2. Lutealna funkcija

Svoje dejstvo na nivou reproduktivnog sistema, prolaktin ostvaruje direktnim putem,

vezujuéi se za specificne PRLR u gonadama 1 indirektno, preko hipotalamusa gde

utice na pulsativnu sekreciju folikostimulirajuéeg (FSH) 1 luteiniziraju¢eg (LH)

hormona.

Kod vecine sisara, prolaktin se ponaSa kao luteotropni hormon, koji odrzava

strukturalni i funkcionalni integritet corpus luteum-a 6 dana nakon ovulacije (37),

¢ime pojaCava sekreciju progesterona (38). U eksperimentalnom modelu PRLR

knockout, izostaje normalna lutealna funkcija, dolazi do steriliteta, aberantne
4



3.

ovogeneze i neuspele implantacije oplodene jajne celije (18), $to je sve potvrda
direktne lutealne uloge, mimo ,,luteotropnog®* kompleksa LH-FSH-PRL.

Tokom trudnoce, pojacana proizvodnja estrogena stimuliSe rast i deobu hipofiznih
laktotrofa. Prolaktin pocinje da se povecava kod trudnica pocev od tre¢eg meseca
graviditeta da bi pred sam porodaj dostigao vrednosti koje su i 17 puta vece od
normalnih. U tom periodu njegova najvaznija uloga jeste da pripremi dojke za
laktaciju. Prisustvo prolaktina je takode od kljunog znacaja za biosintezu
progesterone u trudno¢i i hipertrofiju lutealnih ¢elija (18).

Reproduktivno ponasanje

Brojni su podaci u literaturi koji ukazuju na ulogu prolaktina u obrascu ponasanja
,roditeljstva®. Pravljenje gnezda, sastavljanje, grupisanje, ¢iSéenje, dojenje, briga i
ucenje mladih, pripisuje se u manjoj ili vecoj meri dejstvu prolaktina (39,40). U
razli¢itim eksperimentalnim modelima je potvrdeno da kontakt sa mladuncetom
indukuje transkripciju dugacke forme PRLR mRNK u mozgu zenki i da se ovaj
efekat gubi kod ovariotomisanih i hipofizektomisanih zivotinja (41).

B. Homeostaza
Prolaktin, regulacijom imunoloskog sistema, osmotskog balansa, prometa kalcijuma i
angiogeneze, igra znac¢ajnu ulogu u odrzavanju konstantnosti unutrasnje sredine.

1.

Imunoloski odgovor

U imuno-neuro-endokrinoj mrezi, gde nervni, endokrini i imuni sistem neprestano
komuniciraju, prolaktin se vrlo ¢esto nalazi u ulozi medijatora (42). Ovaj hormon
utice na humoralni i celularni imuni odgovor kako u fizioloSkim tako i u patoloskim
stanjima, kao $to su autoimune bolesti (43, 44). Prolaktin stimuliS§e mitogenezu
normalnih T limfocita (45), ali i ¢elija Nb2 limfoma (46). Aktivacija T limfocita
interleukinom 2 (IL-2) zhateva prisustvo prolaktina (47). Stavovi o ulozi prolaktina u
hematopoezi ipak nisu uniformni. Ciljano izazvani poremecaji na nivou prolaktinskog
gena ne dovode do znacajne izmene u ekspresiji antigena B i T celija (33). Takvi
rezultati idu u prilog pretpostavci da uloga prolaktina u primarnoj diferencijaciji
limfocita nije nezamenljiva 1 da moZe biti kompenzovana aktivnos¢u drugih faktora.

Osmoregulacija

Jedna od najamanje poznatih bioloskih funkcija prolaktina jeste uticaj ovog hormona
na transport soli i vode kroz celijske membrane (48). Imajuéi u vidu laktogene
osobenosti prolaktina, prva zapazanja su bila na nivou mamarnih epitelnih ¢elija, gde
je dokazano da ovaj hormon smanjuje transport natrijuma 1 povecava transport
kalijuma kod zeCeva tretiranih bromokriptinom (49,50). Prolaktin takode uti¢e na

transport vode kroz amnio-membranu, stimuliSe ga kod eksperimentalnih Zivotinja
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(51) i inhibisSe kod humanog amniona (52). Na nivou membrane intestinalnih
epitelnih Celija prolaktin je odgovoran za transport te¢nosti, natrijuma i hlorida (53).
Na nivou proksimalnih tubula PRL inhibira aktivnost Na-K-ATP-aze ¢ime dovodi do
povecane natriumureze (54). Inhibicijom intrarenalne produkcije dopamina,
natriumureticki efekat PRL nestaje (55). Neophodnost intaktne renalne produkcije
dopamina, za natrijumureticki efekat PRL dokaz je permisivno-sinergisticke uloge
dopamina na PRL (54, 55).

Homeostaza kalcijuma

U poslednjoj deceniji, sve je viSe podataka kojima se prolaktinu pripisuje uloga
regulatora homeostaze kalcijuma. U uslovima in vivo i vitro prolaktin stimulie
intestinalnu apsorpciju kalcijuma, povecava kostani ,turnover” i redukuje renalnu
ekskreciju kalcijuma.

Intraperitonealno dat, prolaktin, znaCajno povecava pasivnu apsorpciju Ca u
duodenumu (56). Tokom trudnoée i laktacije (stanja fizioloSke hiperprolaktinemije)
endogeni prolaktin utice na povecan unos hrane, povecava frakcionusanu apsorpciju
kalcijuma u uti¢e na kos$tani ,,turnover” (57). Tokom rasta i razvoja, fizioloska je
uloga prolaktina da stimulacijom apsorpcije kalcijuma omogucava potrebnu
koncentraciju kalcijuma za formiranje koStanog sistema (58). Imajuci u vidu da se
ukupni aktivni transport kalcijuma moze podeliti na: voltazno zavistan, hemijski i
transcelularni aktivni transport, mnogi eksperimenti su sporovedeni u cilju ispitivanja
uloge prolaktina u svakom vidu kalcijumskog transporta zasebno. Ova ispitivanja su
potvrdila da je duodenum ,.target™ organ prolaktina koji podsti¢e hemijski transport i
transcelularni aktivni transport kalcijuma, ali nema uticaja na voltazno zavistan
transport kalcijuma (59,60). Mehanizam, kojim prolaktin dovodi do pojacanog
aktivnog transporta kalcijuma u duodenumu, je direktno dejstvo ovog hormona na
povecanu aktivnost Na(+)K(+)-ATP-aze i Ca(2+)-ATP-aze u epitelijalnim ¢éelijama
duodenuma (61). Sve brojniji dokazi o direktnom uticaju prolaktina na apsorpciju
kalcijuma i intenzivna ekspresija mRNK PRLR u digestivnom traktu otvorila su nova
polja istrazivanja, obzirom da postreceptorni mehanizmi delovanja prolaktina na
PRLR u digestivnom traktu jo§ uvek nisu razjas$njena (27,62,63).

Otkrivanje PRLR u c¢elijama osteosarkoma, navelo je brojne autore na ispitivanje
direktnog dejstva prolaktina na kostani sistem (28). Dalja istrazivanja otkrila su
ekspresiju PRLR mRNK u osteoblastima i odsustvo u osteoklastima, in vitro i in vivo
(29,64). U eksperimentalnom modelu PRLR , knockout® utvrdeno je da nepostojanje
PRLR dovodi do usporenog formiranja kosti i manje osteopenije (29). Davanje
prolaktina (akutno i u trajanju od 2 nedelje) utiCe na promet kalcijuma kako u
kompaktnim tako i trabekularnim kostima (65). Inhibicija endogenog PRL
bromokriptinom, tokom laktacije, dovodi do smanjenog odlaganja kalcijuma, ali i

smanjene resorpcije u femuru, tibii, prSljenovima i1 sternumu, S§to potvrduje da
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prolaktin ima ulogu u ko$tanom ,,turnoveru“ tokom laktacije (66). Efekat prolaktina
na povecano odlaganje kalcijuma u trabekularne kosti, van perioda laktacije, se gubi
nakon ovariektomije (67). Dijeta sa poveéanim unosom Kkalcijuma, uz
eksperimentalno  izazavanu umerenu hiperprolaktinemiju  (poput fizioloske
hiperprolaktinemije) kod mladih pacova, zna¢ajno povecava sadrzaj kalcijuma u tibii,
za razliku od odraslih, gde ga smanjuje (30). Tokom trudnoce, povecava se koStana
gustina femura i prs§ljenova, dok dugotrajna laktacija vodi gubitku gustine
trabekularnih kostiju (68). Po svoj prilici, uticaj prolaktina na koStani sistem, zavisi
od zivotne dobi, od fizioloSkih stanja (trudnoca, laktacija), unosa kalcijuma 1 razlicit
je na nivou kortikalnih i trabekularnih kostiju.

4. Angiogeneza
Intaktnom prolaktinu, placentalnom laktogenu i hormonu rasta pripisuje se uloga
aktivatora angiogeneze (69). S druge strane, proteoliticki fragment nativnog
prolaktina, (16kDa prolaktinski fragment) inhibira razvoj novih krvnih sudova (70,
71). Tako fizioloski znacéaj ovih suprotnih efekata jo§ uvek nije razjasnjen, nazire se
mogucnost terapijske primene niskomolekularnih fragmenata prolaktina kao lokalnih
inhibitora angiogeneze.

2.1.4. Neurohumoralna regulacija sekrecije prolaktina

Opste je prihvaceno misljenje da laktotropne ¢elije hipofize imaju spontano visoku
sekretornu aktivnost. Iz tog razloga je sekrecija prolaktina pod stalnom toni¢kom
inhibicijom hipotalamusa. Ovakav stav proizilazi iz sledecih ¢injenica: 1) hirurska sekcija
pituitarnog stalka rezultuje postepenim porastom koncentracije prolaktina, koji postiZze
plato u okviru nedelju dana od hirurske intervencije (72), 2) nakon transplatacije prednjeg
reznja hipofize ispod bubrezne kapsule, javlja porast koncentracije PRL u serumu (73), 3)
u uslovima in vitro, kultura pituitarnih ¢éelija pokazuje sposobnost spontane sekrecije
prolaktina (74).

Medutim, postoje brojne situacije u kojima uklanjanje inhibitornog dejstva hipotalamusa
nije dovoljno za postizanje potrebne koncentracije prolaktina, te je neophodno delovanje
stimulatornih faktora.

A. Prolaktin inhibirajudi faktori

Najznacajniju ulogu u inhibiranju sinteze i sekrecije prolaktina, ima dopamin, ali se
izvesna inhibitorna svojstva pripisuju i somatostatinu, kalcitoninu i samom prolaktinu
(mehanizam kratke negativne-povratne sprege).



1. Dopamin
Glavni inhibitorni hormon prolaktina je dopamin (75,76,77). On se stvara u
paraventrikularnim i arkuatnim jezgrima hipotalamusa (78,79). Aksonima putuje do
eminencije medijane (tuberoinfundibularnim dopaminergickim putem) gde se
oslobada u portalnu cirkulaciju kojom stize do adenohipofize. Nakon $to je dopamin
dopremljen prednjem reznju hipofize, vezuje se za dopaminske receptore smestene na
povrsini laktotropa (80,81). Veoma vazna postreceptorna karika je blokiranje cAMP i
sinteze fosfoinozitola koji su neophodni za influks kalcijumskih jona u laktotrope
(82,83). Dopamin, vezujuéi se za dopaminske receptore u hipofizi, blokira sintezu
CAMP-a i ulaz kalcijuma u laktotrope, inhibiraju¢i na taj nacin sintezu i sekreciju
PRL (84).

2. Somatostatin
Od otkrivanja somatostatina, pokazalo se da ovaj hipotalamic¢ki hormon ne inhibise
samo sekreciju hormona rasta ve¢ i prolaktina, TSH i ACTH (85,86,87).
Identifikacija somatostatinskih receptora u laktotrofima, somatotrofima i tireotrofima,
pokazala je da se radi jedinstvenoj klasi receptora (88). Njihovo prisustvo je veoma
Zesto i u tumorskim éelijama koje produkuju prolaktin (89). Cinjenica da normalne
laktotrofne celije, kao 1 tumorske c¢elije mamosomatotrofnog porekla, pokazuju
ekspresiju somatostatinskih receptora navodi na zakljuak da somatostatin ima
izvesno mesto u regulaciji laktotrofa kako u fizioloskim tako i u patoloskim stanjima.

3. Kalcitonin

Kalcitonin, sintetisan u parafolikularnim ¢elijama tireoidne zlezde, je primarno opisan
kao hormon koji snizava koncentraciju kalcijuma u plazmi. Medutim, pokazalo se da
ovaj polipeptidni hormon moze da inhibira sekreciju PRL (90). Imunoreaktivnost
kalcitonina je detektovana u CNS-u i laktotropima prednjeg reznja hipofize (91). U
uslovima in vitro, kalcitonin inhibira bazalnu i TRH-stimulisanu sekreciju PRL, ne
pokazujuéi pri tom uticaj na GH, LH, FSH i TSH (92,93). Kalcitoninu sli¢ni peptidi
sinizavaju sekreciju prolaktina izazvanu stersom, u uslovima in vivo (94). Vezujuci se
za svoje receptore na laktotropnim celijama, kalcitonin dovodi do smanjene
produkcije inozitol fosfata i redukcije slobodnih Ca** u citozolu, §to posledi¢no
smanjuje sintezu i sekreciju prolaktina (95).

4. Prolaktin-mehanizam kratke negativne povratne sprege
Sam prolaktin utice na sopstvenu sintezu i sekreciju mehanizmom kratke negativne
povratne sprege (96). Povisena koncentracija prolaktina povaéava sintezu
hipotalamickog dopamina i koncentraciju dopamina u hipotalamo-hipofiznoj
portalnoj cirkulaciji (97). Nakon hipofizektomije ili nakon duze terapije
bromokriptinom, sinteza hipotalamickog dopamina se znacajno zmanjuje (98).
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Otkrivanje PRLR u svim subpopulacijama dopaminergickih neurona, dalo je 1
funkcionalnu i anatomsku potvrdu postajanja kratke negativne povratne sprege
prolaktina (99).

B. Prolaktin stimuliSuéi faktori
Mada jo$ nije identifikovan specifi¢an hormon koji oslobada prolaktin, utvrdeno je da
njegovu sekreciju stimulisu brojni hormoni i supstance.

1. Tireooslobadajuéi hormon (TRH)

Nakon §to je izvrSena identifikacija TRH iz hipotalamusa, pripisana mu je osnovna
uloga u stimulaciji tireostimuliSu¢eg hormona (TSH) adenohipofize. Vrlo brzo se
pokazalo da je TRH sposoban da stimuliSe i oslobadanje PRL iz laktotropnih ¢elija, u
uslovima in vitro i in vivo (100,101). Receptori TRH su pronadeni na vecini
pituitarnih ¢elija, a posebno na laktotropima (102). Vezujuéi se za svoje receptore,
TRH aktivira membransku fosfolipazu C, poveéava stvaranje inozitol-3-fosfata i
mobilizaciju kalcijuma, neophodnog za sintezu i sekreciju PRL (103).

Medutim oslobadanje prolaktina i TSH su pod nezavisnom kontrolom pri razli¢itim
fizioloskim stanjima. Laktacija neCe dovesti do podizanja nivoa TSH (104), a
primarna hipotireoza nije uvek udruZena sa hiperprolaktinemijom. Cinjenica da
tranzitorno povlacenje dopamina pojacava stimulativni efekt TRH (105) nije dovoljna
da se TRH smatra jedinim autenti¢cnim stimulatorom PRL, ve¢ potvrduje dominaciju
dopamina u regulaciji prolaktinske sekrecije.

2. Oksitocin

Oksitocin se sintetiSe u paraventrikularnim 1 supraoptickim nukleusima i aksonima se
transportuje do neurohipofize, gde se kratkotrajno skladira. Sekretuje se u portalnu
cirkulaciju hipofize, gde dostize 10-15 puta vecu koncentraciju u odnosu na perifernu
cirkulaciju (106) i pokazuje veliki afinitet za oksitocinske receptore u prednjem
reznju hipofize. U uslovima in vitro, potentnost oksitocina, kao PRL oslobadajuceg
faktora, je vrlo mala (107). Visoke doze oksitocina, podizu nivo prolaktina kod
muskih ili ovariektomisanih pacova (108). Antagonizovanje oksitocina, u uslovima in
vivo, redukuje prolaktin u laktaciji (107), blokira endogeni ritam prolaktina kod Zzenki
pacova i skok prolaktina izazvan parenjem (109). Uporedivsi koncentraciju oksitocina
u adenohipofizi i neurohipofizi, otkrivena je bimodalna sekrecija oksitocina u
adenohipofizi koja se podudara sa pikovima sekrecije prolaktina (110).U izvesnim
fizioloskim stanjima (ali ne svim) u uslovima in vivo, oksitocin, moze da deluje kao
PRL oslobadajuc¢i faktor.



3. Vazopresin
Sli¢no oksitocinu, vazopresin se sintetiSe u paraventrikularnim i supraoptickim
jedrima. Doprema se aksonima do neurohipofize, gde se skladisti. Do adenohipofize
moze doéi preko dugackog ili kratkog portalnog sistema (111). Prisutan je u portalnoj
cirkulaciji u visokoj koncentraciji (112), a vazopresinski receptori su detektovani u
adenohipofizi (113). lako u uslovima in vitro ne uti¢e na sekreciju PRL (114),
vazopresin indukuje oslobadanje prolaktina in vivo (115).

4. Vazoaktivni intestinalni peptid (VIP)

VIP je primarno izolovan iz tankog creva (116). Tek kasnijim ispitivanjima,
dokazano je njegovo prisustvo u paraventrikularnim jedrima hipotalamusa i
eminenciji mediani (117,118). Stimulacija oslobadanja prolaktina, pod dejstvom VIP-
a dokazana je u uslovima in vivo i in vitro (119,120). Inhibicijom VIP-a (pasivna
imunizacija, kojom se neutraliSe VIP u plazmi) u potpunosti se blokira pojacano
oslobadanje PRL izazvano stersom (121), a parcijalno laktacijom (122). Ovakvi
rezultati idu u prilog hipotezi da endogeni VIP ima ulogu hipotalami¢nog
neurohormona koji stimuliSe laktotrofe na pojacanu sekreciju PRL. Obzirom da je
pokazano da sami laktorofi imaju sposobnost oslobadanja VIP-a, to ovom polipeptidu
daje i ulogu autokrinog regulatora PRL sekrecije (123).

5. Angiotenzin Il (ANG I1)

Jo§ pocetkom devedesetih godina utvrdeno je da su sve komponente renin-
angiotenzin sistema prisutne u hipofizi (124). Specificni ANG Il receptori, subklase
AT1, identifikovani su prvenstveno u laktotofima, a u manjoj meri u kortikotrofima
(125). Aplikovan direktno na pituitarne ¢elije, u uslovima in vitro, ANG 11, dovodi do
oslobadanja prolaktina, deluju¢i jace i specifi¢nije od TRH, obzirom da ne pokazuje
svoj uticaj na druge pituitarne hormone (126).

Nakon vezivanja ANG II za svoje specificne receptore u adenohipofizi, raste
aktivnost fosfolipaze C i povecava se sinteza inozitol-3-fosfata (127) Sto se smatra
najznacajnijom postreceptornom reakcijom. Pod dejstvom inozitol-3fosfata dolazi do
oslobadanja Ca®* jona koji su skladisteni u endoplazmati¢nom retikulumu (inicijalna
mobilizacija Ca*"), a zatim je za postizanje i odrzavanje platoa koncentracije Ca?*
neophodan influks Ca®* kroz voltazno osetljive kalcijumove kanale (128). Pove¢ana
sinteza 1 sekrecija prolaktina, pod dejstvom ANG II je upravo omogucena
zahvaljujuéi poveéanoj koncentraciji Ca?* u laktotropnim éelijama (129).

6. Serotonin
Mada su serotoninski receptori identifikovani u adenohipofizi (130) u uslovima in
vitro, serotonin ne povecava sekreciju prolaktina (131) $to navodi na zakljucak da
serotonin stimuliSe sintezu i sekreciju PRL prevashodno kao neurotransmiter, a ne
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kao neurohormon. Intravenska infuzija serotonina ili njegovog prekursora, 5-
hidroksitriptofana rezultuje porastom nivoa PRL u plazmi, kako kod eksperimentalnih
zivotinja (132) tako i u humanoj populaciji (133). Inhibicija sinteze serotonina u
potpunosti obustavlja oslobadanje PRL u laktaciji (134). Isti efekat se postize
davanjem malih doza metisergida (blokator serotoninskih receptora) (135). Takode je
pokazano da stimulativno dejstvo serotonina ne zavisi od koncentracije dopamina u
portalnoj cirkulaciji (136). Dopaminska infuzija ne moze da spreci stimulativno
dejstvo serotonina na PRL (137).

7. Opioidi
Nivo prolaktina raste u raznim stresnim situacijama (138). Obzirom da se taj porast
blokira antagonistima opijata, poput naloksona, moze se zakljuciti da u stresnom tipu
izluéivanja prolaktina ucestvuju endogeni opioidi (139,140,141).
Endogeni opioidi mogu u izvesnoj meri da antagonizuju efekat dopamina na nivou
pituitarne Zlezde i da samim tim ucestvuju u regulaciji sekrecije PRL (142).

2.1.5. Klasifikacija hiperprolaktinemije

Hiperprolaktinemija je veoma ¢&est endokrinoloski poremecaj hipotalamo-hipofizne
regije. Sama po sebi nije nista drugo do abnormalan "laboratorijski rezultat” koji ukazuje
na prisustvo nekog patofizioloskog procesa (143). Moze biti uzrokovana bilo kojim
procesom koji utice na sintezu dopamina, njegov transport do pituitarne Zlezde ili na
dopaminske receptore u laktotropima (144).

Imajuéi  u  vidu kompleksnost razli¢itth  etiopatogenetskih  mehanizama,
hiperprolaktinemija se moze klasifikovati u Cetiri kategorije: A. Fizioloska, B. Patoloska,
C. Medikamentna i D. Funkcionalna hiperprolaktinemija.

A. FizioloSka hiperprolaktinemija

Brojna su fizioloSka stanja koja dovode do ocekivanog porasta koncentracije prolaktina u
serumu. NajceSc¢a 1 najpoznatija su svakako trudnoca i laktacija. Pored njih, kratkotrajni
porast prolaktina se javlja tokom sna, koitusa, stresa, uzimanja hrane, a manje amplitude
su zabeleZene 1 prilikom izlaganja svetlosnim, zvu¢nim 1 olfaktornim stimulusima. Stanja
fizioloske hiperprolaktinemije ne zahtevaju dalju dijagnostiku, ni terapiju, jer se ostavlja
prostor za ispoljavanje normalne bioloske aktivnosti prolaktina.

1. Trudnoca
Od pete nedelje trudnoce koncentracija prolaktina u krvi se neprekidno povecava sve
do porodaja, zahvaljuju¢i visokim koncentracijama estrogena koje stimuliSu rast i
deobu hipofiznih laktotropa (145).
Glavna uloga prolaktina u ovom periodu je pripremanje dojki za predstojec¢i period
laktacije (32,33). Ono §to posebno karakteriSe hiperprolaktinemiju tokom trudnoce
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jeste odsustvo galaktoreje. Do porodaja se obicno luc¢i svega nekoliko mililitara
teCnosti dnevno. Po svom sastavu to je kolostrum, koji u osnovi sadrzi istu koli¢inu
belancevina i laktoze kao i mleko, ali prakticno nema masti. NajéeSée se 0dsustvo
galaktoreje pripisuje visokim koncentracijama estrogena i progesterona. Naime
estrogen i progesteron, u domenu rasta i diferencijacije dojki pokazuju sinergizam sa
prolaktinom, ali i veoma izrazeno antagonisticko dejstvo prolaktinu u pokretanju
laktacije.

Povecane potrebe za kalcijumom tokom trudnoce, zarad rapidne mineralizacije
neonatalnog skeleta, predstavljaju znacajan stres za homeostazu kalcijuma maj¢inog
organizma. Sve je viSe podataka koji otkrivaju da tokom trudnoce,
hiperprolaktinemija povecava resorpciju kalcijuma iz duodenuma i direktno utice na
kostani sistem majke, sprecavajuci negativan bilans kalcijuma (57, 66, 67,68).

Laktacija

Neposredno nakon rodenja deteta i ekspulzije placente dolazi do naglog pada
koncentracije estrogena, $to ¢e omoguciti da prolaktin iz majéine hipofize preuzme
svoju laktogenu ulogu. U postpartalnom periodu dolazi postepeno do pada
koncentracije prolaktina, i normalizacije u periodu izmedu 3. i 7. nedelje
puerperijuma. Medutim period laktacije moze trajati znatno duze. Za vreme dojenja,
mehani¢ki stimulansi koji nastaju u dojkama, prenose se poput nervnih impulsa iz
bradavica do hipotalamusa izazivajuci talas visestruko pojacane sekrecije prolaktina,
koja traje oko jednog sata. Ovaj prolaktin deluje na dojke i obezbeduje stvaranje
mleka za naredni podoj. Koncentracija prolaktina poc¢inje da raste 1-3min od pocetka
dojenja, dostize pik za 10min, ostaje konstantno povisena sve vreme dojenja i pada
¢im se podoj zavrsi (146). Period laktacije moze trajati i nekoliko godina, ako dete
neprekidno sisa, ali se po pravilu luenje mleka znatno smanji nakon 7 do 9 meseci.
Mehanizam kontrole pulsativne sekrecije prolaktina, tokom laktacije, nije u
potpunosti razjasnjen. Delimi¢no se moZe objasniti padom tonicke inhibicije
uzrokovane mehani¢kom stimulacijom bradavica tokom dojenja (147). Medutim,
koli¢ina oslobodenog prolaktina je daleko veca od one koja se moZe posti¢i padom
dopamina, pa se opravdano daje znacaj prolaktin oslobadaju¢im faktorima poput
TRH, vazopresina i oksitocina. Obzirom da se ova sekrecija moze blokirati
serotoninskim antagonistima, poput metisergida, moze se zakljuciti da je u periodu
laktacije seekrecija prolaktina pod serotoninergickom kontrolom (134,135).

Stres

Uticaj stresa na sekreciju prolaktina ispitivan je u razli¢itim stresnim situacijama:
stres izazvan etrom, zatvaranjem eksperimentalnih Zivotinja (148), promenom
temperature (149), hemoragijom (150), socijalnim konfliktom (151). U svakom od
ovih eksperimentalnih modela, potvrden je znacajan porast sekrecije prolaktina, ali
jedinstven obrazac nastanka ovog porasta, nije utvrden.

Obzirom da brojne ,,stresne* situacije uticu na povecanu sekreciju prolaktina, on se
moze smatrati 1 ,,stres hormonom®.
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4. San
Koncentracije prolaktina rastu tokom spavanja, naroito u ranoj fazi sna. Ovaj
fenomen se moze objasniti jedino porukama, koje tokom sna, viSi centri Salju
hipotalamusu.

5. Ostali uzroci fizioloske hiperprolaktinemije
Konstantna izlozenost svetlu, rezultuje gubitkom cikli¢nosti estrogena i prolaktina
dovode¢i do hiperprolaktinemije, kod pacova (152). Zvuk gladnih novorodencadi
(153), kao i miris (154) dovodi do porasta koncentracije prolaktina kod Zenskih
pacova.

B. PatoloSka hiperprolaktinemija

Patoloska hiperprolaktinemija podrazumeva postojanje patoloskog supstrata koji
razli¢itim mehanizmima moze da uzrokuje povisenu koncentraciju prolaktina u serumu.
Najces¢e se radi o primarnim i sekundardnim tumorima, zapaljenskim procesima,
nespecificnim granulomatozama, zracenju, traumi ili vaskularnim abnormalnostima. U
zavisnosti od lokalizacije patoloskog supstrata do hiperprolaktinemije mogu dovesti: 1.
Lezije u predelu hipotalamusa, 2. Lezije u predelu stalka hipofize, 3. Lezije na nivou
same hipofize i 4. Ostali uzroci patoloske hiperprolaktinemije (poput primarne
hipotireoze, hroni¢ne bubrezne slabosti, ciroze jetre, epilepticnih napada ili povreda
grudnog kosa).

1. Lezije u predelu hipotalamusa

Najces¢i uzroci koji dovode do oStec¢enja hipotalamusa jesu tumori, granulomatozne
promene, upalni procesi, kao i metabolicke i degenerativne bolesti CNS-a. Bez obzira
na etiologiju, organske lezije u hipotalamusu, uzrokuju gubitak inhibitorne kontrole
hipotalamusa. Smanjena sinteza i sekrecija dopamina, doves¢e do porasta
koncentracije prolaktina. Ovako uzrokovana hiperprolaktinemija retko se javlja kao
izolovani poremecaj, a znatno ceS¢e je udruZena sa drugim poremecajima endokrine
funkcije hipotalamusa i oSteenjem razli¢itih neurometaboli¢kih procesa. Ispadi u
endokrinoj funkciji hipotalamusa prezentovace se pozajmljenom klinickom slikom
izolovanog, parcijalnog ili panhipopituitarizma, ne retko sa prisutnim insipidnim
dijabetesom. Poremecaji neurometabolickih procesa, prezentovace se razliCitim
psihi¢kim poremecajima, promenom li¢nosti, fluktuacijama u telesnoj temperaturi,
poremecajem spavanja i ishrane.

2. Lezije u predelu stalka hipofize
Organske lezije u samom stalku hipofize ili u njegovoj neposrednoj blizini, oSte¢ujuci
tuberoinfundibularni dopaminergi¢ki put, smanjuju toni¢ku inhibiciju dopamina
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prema prolaktinu, $to rezultuje hiperprolaktinemijom. Normalni dijametar stalka
hipofize je 2-3mm. Svako proS$irenje se smatra patoloSkim stanjem.

Tumorski procesi u kranijumu mogu dovesti do pomeranja polozaja peteljke. U
veoma niskom procentu kod ljudi ekscentri¢no postavljena hipofiza ima izvijenu
peteljku. U svim ostalim slucajevima, devijacija hipofiznog stalka predstavlja veoma
vazan znak u neuroradioloskoj dijagnostici koji ukazuje na ekspanzivni proces.

Tumori hipofiznog stalka su izuzetno retki. Primarni tumori ¢es¢i su od sekundarnih.
Od primarnih se mogu sresti germinomi, horistiomi, pituicitomi. Ukoliko su
dimenzija manjih od 3mm mogu pro¢i asimptomatski. U vrlo niskom procentu su
sluajan nalaz na autopsijama. Metastaze u peteljci hipofize mogu se javiti kod
karcinoma plu¢nog parenhima, karcinoma bronha i karcinoma dojke (155). Postoje
prikazi vrlo retkih slucajeva gde prva manifestacija primarnog karcinoma pluc¢a bude
posledica paraselarnih metastaza i invazije hipotalamusa (156).

ZraCenje primenjeno u terapijske svrhe zbog prisustva intrakranijalniih tumora takode
moze biti uzrok oste¢enja tuberoinfundibularnog dopaminergi¢kog puta.

Presecanje peteljke hipofize nastaje naj¢e$¢e kao posledica traume. Pored
nepovoljnog endokrinoloskog statusa, koji se prezentuje razliitim stepenom
hipopituitarizma uz hiperprolaktinemiju, anamnesticki podatak o povredi glave je
Cesto presudan za dalje dijagnosticke procedure i viizuelizaciju prekida peteljke
hipofize.

Zapaljenski procesi, metabolicke i degenerativne bolesti CNS-a, kao i
granulomatozne bolesti vrlo retko se mogu naéi izolovano u peteljci hipofize. Takode
je raritet zahvacenost stalka i zadnjeg reznja hipofize inflamatornim procesom, koji se
manifestuje insipidnim dijabetesom i hiperprolaktinemijom, naziva se infundibularni
neurohipofizitis (157).

Vaskularne abnormalnosti, narocito aneurizme karotidne arterije, retki su uzroci
hiperprolaktinemije i uglavnom su prezentovani kao sporadi¢ni slucajevi. Karotidna
aneurizma moze biti uzrok reverzibilne pituitarne disfunkcije, a da prateca
hiperprolaktinemija navede najpre na pomisao o prisustvu prolaktinoma. Normalan
CT nalaz, kao 1 vracanje prolaktina u normalu nakon hirur§kog reSavanja aneurizme
isklju¢uju mogucnost koegzistiranja prolaktinoma (158). Intrakavernozusne
aneurizme, mada vrlo retke, mogu se dijagnostickim procedurama zameniti za
hipofizni tumor, pa to zahteva posebnu operznost u preoperativnoj dijagnostici. U
tom slucaju ono $to se CT-om moze predstaviti kao selarna masa sa supraselarnom
propagacijom, NMR i arteriografija prikazuju kao kavernoznu aneurizmu i samim
tim omogucuju izbor odgovarajuceg hirur§kog pristupa koji je dijametralno razlicit za
hipofiznu tumorsku masu i aneurizmu (159). Ispitivanje svakog slucaja pituitarne
apopleksije treba i¢i i u pravcu eventualnog postojanja vaskularne abnormalnosti, jer
upravo iznenadna ruptura aneurizme karotidne arterije moze biti uzrok pituitarne
apopleksije (160).
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3. Lezije u predelu same hipofize

Ptoloske promene na nivou hipofize takode mogu biti veoma raznolike, ali su najces¢i
pituitarni adenomi (161).

Tumori hipofize su obi¢no sporo-rastucée, benigne, monoklonalne neoplazme, ali ipak
povezane sa signifikantnim morbiditetom i preranim mortalitetom. Pituitarni adenomi
dolaze do klinickog izrazaja zahvaljujuéi efektu "mase" Sto rezultuje osStecenjem
okolnih struktura, ili zahvaljuju¢i manifestacijama koje su posledica ekscesa ili
insuficijencije pituitarnih hormona (162). Godi$nja incidenca tumora hipofize iznosi
iznosi od 0,5 do 7,4 na 100 000 u zavisnosti od pola i starosti, sa najviSom
incidencom u zena zivotne dobi izmedu 15 1 44 god. (163). U poredenju sa drugim

neoplazmama, pituitarni adenomi se javljaju ¢eS¢e u popilaciji mladih pacijenata.
Relativno niska godiSnja incidenca dijagnostikovanih tumora hipofize i veoma duga
istorija bolesti ovih neoplazmi otezavaju pracenje klinickih rezultata u
signifikantnom broju pacijenata. Stavise, razliiti tipovi tumora moraju se evaluirati
odvojeno, obzirom da svaki ima jedinstvenu frekvencu, patologiju, terapijske pristupe
i prognozu (164).

1. Prolaktinomi su sekretorni tumori laktotropnih ¢elija hipofize. Vise od 70%
adenoma hipofize za koje se ranije smatralo da su nefunkcionalni, zapravo su
lem) i makroprolaktinome (iznad lcm). Mikroadenomi mogu pro¢i kao nemi
"pituitarni adenomi" $to potvrduje i podatak da se na autopsijama nade oko 11%
mikroadenoma, nedijagnostikovanih tokom zivota (165). Nivo prolaktina u serumu
je u korelaciji sa dimenzijom tumora i §to je adenom veci to je i koncentracija
prolaktina viSa. Prema morfoloskim karakteristikama mogu se razlikovati gusto
granulisani i retko granulisani prolaktinomski tumori. Gusto granulisani adenomi
sastoje se od okruglih ili poligonalnih ¢elija, bogatih citoplazmom u kojoj se nalaze
gusto rasporedene sekretorne granule. Retko granulisani prolaktinomi sastoje se od
okruglih ili poligonalnih ¢elija sa retkim malim granulama, koje se osim u
citoplazmi nalaze i1 na spoljasnjoj strani celijske membrane. Lu¢e mnogo vece
koli¢ine prolaktina, ¢e$¢i su u odnosu na gusto granulisane prolaktinome i vrlo
dobro reaguju na terapiju agonistima prolaktina. Makroadenomi se ceSce
dijagnostikuju u populaciji pacijenata muskog pola 1 sa znatno viSim
koncentracijama prolaktina. Ovo se moze objasniti ne$to oskudnijom
simptomatologijom, koja ostavlja viSe vremena za napredovanje tumorske mase 1
kasnije otkrivanje bolesti.

Pseudoprolaktinomi su pituitarni tumori kod kojih nije mogucée identifikovati
povisenu sintezu i sekreciju nekog hormona, pa se jo§ nazivaju i klinicki
nefunkcionalni tumori (KNFT). Najces¢e nastaju od celija gonadotropne regije.
Imunohistohemijski je dokazano kod veéine ovih bolesnika pozitivno bojenje na
LH, FSH ili najmanje jednu glikoproteinsku subjedinicu (166). Ce3¢i su u Zenskoj
populaciji, sliéno prolaktinomima (164). Za razliku od prolaktinoma, KNFT se
dijagnostikuju u pacijenata posle 40-e godine, kao makroadenomi, upravo zbog
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siromasne simptomatologije. Kompletna fenomenologija ovih adenoma izazvana je
pritiskom tumorske mase, sa znacima endokrinoloSkog deficita ili bez njih. Do
hiperprolaktinemije dovode ili:

e ometaju¢i dopaminergicku inhibiciju prolaktina, pritiskom na stalak

hipofize, zbog supraselarne propagacije, ili
e povecanjem intraselarnog pritiska, koji deluje stimulativno na laktotropne
¢elije (167).

Mesoviti sekretorni adenomi sastavljeni su od laktotrofnih i somatotrofnih ¢elija u
kom slucaju lu¢e HR i prolaktin ili, mada znatno rede od kotikotropnih i
laktotropnih  ¢elija  stvarajuéi u veéem obimu ACTH 1 prolaktin.
Hiperprolaktinemija koja prati akromegaliju nije iznenadujuéi nalaz i verifikuje se
u tre¢ine pacijenata sa akromegalijom. ObjaSnjava se ¢injenicom da somatotrofne 1
laktotrofne celije poti¢u od zajednicke progenitorne celije "mamosomatotrofa”
(168).
Sekundarni_tumori hipofize su veoma retki. Po pravilu se radi 0 metastazama
karcinoma pluéa i neSto rede karcinoma dojki. Morita A i sar. (1998) u svojoj
studiji pokazuju da se u 56% pacijenata najpre javljaju simptomi pituitarnih
metastaza, a da je proosecno prezivljavanje nakon postavljene dijagnoze prisutnih
meta u hipofizi, 180 dana (155). Ima prikaza slucajeva, mada su veoma retki, da
inicijalna klinicka manifestacija mikrocelularnog karcinoma plu¢a, bude
metastatski zahvacena parotidna zlezda, sa kasnijim zahvatanjem pituitarne zlezde
(169). Indirektni znaci koji mogu posluziti za diferencijalnu dijagnozu primarnih
od sekundardnih tumora hipofize jesu slede¢i: kod metastatskih tumora su znatno
Ces¢e okulomotorne pulsacije (42%) u odnosu na adenome hipofize (5%); kod
metastatskih tumora je Cesto javljanje insipidnog dijabeta (33%) prema 1% sa
dijagnostikovanim adenomom hipofize (170).

Sindrom prazne sele (empty sella syndrome) je netumorsko uvecanje sele koje se

moze biti primarno i sekundarno.

1.

N>

Primarni ,.empty sella“ sindrom nastaje kao posledica urodene slabosti dijafragme
sele sa prodorom moZzdanih ovojnica i likvora kroz otvor dijafragme u unutrasnjost
turskog sedla. U opStoj populaciji se smatra veoma cestim neuroradioloSkim
nalazom, koji moze uzrokovati hipopituitarizam (171). lako se sela vizuelizuje kao
uvecana, volumen hipofize je obino normalan $to je od posebne vaznosti za
diferencijalno dijagnostikovanje u odnosu na sekundarni sindrom prazne sele.
Vecina bolesnika sa primarnim sindromom prazne sele su gojazne viSerotkinje, sa
glavoboljama. Oko 30% njih ima hipertenziju. Endokrini poremecaji su relativno
retki. Hiperprolaktinemija je retka prezentacija ovog sindroma (172) a
najverovatnije je uzrokovana istezanjem peteljke.

Sekundarni ,.empty sella“ sindrom posledica je lezije same hipofize. NajceSce se
radi o spontanoj nekrozi tumora hipofize, apopleksiji pituitarne regije, operativnom
ili radijacionom le¢enju pituitarnog tumora. Do sekundarne, parcijalne empty selle
moze dovesti dugotrajna upotreba doping sredstava (hormona rasta, testosterona i
tireoidnog hormona) za koje se pretpostavlja da dovode do porasta intrakranijalnog
pritiska i manifestacije ,.empty sella® sindroma (173). Osim $to je povecan
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volumen sele, u sekundarnom sindromu empty selle, izrazito je povecan i volumen
same hipofize.
Hipofizitis. Inflamatorne lezije pituitarne zlezde, hipofizitisi, mogu se podeliti na
primarne i sekundarne.
1. Primarni ili idiopatski hipofizitis odnosi se na zapaljenski proces hipofize
nepoznate etiologije. Danas se smatra najc¢es¢om formom pituitarne inflamacije.
Do sada su poznata tri histopatoloska oblika primarnog hipofizitisa: limfocitni
hipofizitis, granulomatozni hipofizitis i ksantomatozni hipofizitis (174).
Sekundarni _hipofizitis podrazumeva zapaljenski proces uzrokovan poznatim
etioloS§kim uzro¢nikom ili sistemskom boles¢u (175). Bio je znatno ¢es¢i u proslosti
nego danas. Opisani su bakterijski, virusni i gljivicni uzro€nici. Sistemske
inflamatorne bolesti koje mogu zahvatiti hipofizu jesu sarkoidoza (176),
Wegenerova granulomatoza (177), Takajasijeva bolest (178), Kronova bolest
(179) i histiocitoza (180). Lakse se dijagnostikuje od primarnog hipofizitisa, jer
pacijenti po pravilu imaju i druge sistemske manifestacije osnovne bolesti. U
odsustvu sistemskih manifestacija, vrlo Cesto predstavljaju ,,zaboravljen* uzrok
hiperprolaktinemije.

N

4. Ostali uzroci patoloSke hiperprolaktinemije
Hronicna bubrezna insuficijencija. UremiCni pacijenti imaju razli¢ite endokrine
poremecaje poput sekundarnog hiperparatireoidizma, tireoidne disfunkcije,
azospermije, amenoreje, infertiliteta, pa i hiperprolaktinemije. Patogeneza ovih
poremecaja je kompleksna. U njenoj osnovi je izmenjen metabolizam i ekskrecija
hormona, ali takode i promenjeno stvaranje i metabolizam hormona.
Primarni hipotireoidizam. Kod pojedinih pacijenata sa primarnom hipotireozom
moze se javiti hiperprolaktinemija. Mehanizam nastanka poviSene koncentracije
prolaktina objaSnjava se stimulativnim efektom TRH ne samo na tireotrofne, ve¢ in a
laktotrofne Celije hipofize (100,101). Primarni hipotireoidizam i prate¢i sindrom
hiperprolaktinemije, mogu dovesti i do tranzitornog pituitarnog uvecanja (181,182).
Ovakvo uvecanje hipofize, koje se vizuelizuje i NMR-om, mozZe se objasniti
hiperplazijom pituitarnih tirotrofa i/ili laktotrofa (183). Supstituciona terapija
tireoidnih hormona dovodi do potpune normalizacije svih klini¢kih, biohemijskih,
radioloskih i endokrinih abnormalnosti.
Ciroza jetre. Kako se najveéi deo prolaktina metaboliSe u jetri, razumljivo je da ¢ée
svaka insuficijencija jetre, bez obzira na etiopatogenezu, dovesti do sporije razgradnje
prolaktina, duzeg zadrzavanja u cirkulaciji 1 sledstvene hiperprolaktinemije.
Trauma zida grudnog kosa. HirurSke intervencije, povrede, herpes zoster grudne

lokalizacije, pa ¢ak i opekotine grudnog koSa (184) mogu biti pracene galaktorejom
i/ili amenorejom usled poviSenih koncentracija prolaktina. Ova '"neurogena
hiperprolaktinemija" nastaje stimulacijom odgovaraju¢ih dermatoma. Hroni¢na
stimulacija nervnih zavrSetaka u grudnom koSu, koji cCine aferentni luk do
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hipotalamo-hipofizne regije uslovaljava hiperprolaktinemiju (185) koja se
normalizuje interkostalnom nervnom blokadom i bromokriptinskom terapijom.
Epilepticni napadi. Koncentracija prolaktina u serumu raste nakon generalizovanog
toni¢no-kloni¢nog epi napada, nakon slozenih parcijalnih napada i nakon nekih
jednostavnih parcijalnih epi napada. Apsensi i miokloni¢ni epi napadi ne uticu na
nivo prolaktina u serumu (186). Prevalenca hiperprolaktinemije je povecana kod Zena
sa epilepsijom (187) naroCito u slucaju zahvaéenosti temporalnog lobusa (188).
Ponavljani epilepti¢ni napadi i primenjena elektrokonvulzivna terapija, postepeno
dovode do sve manjeg porasta prolaktina (186).

C. Medikamentna hiperprolaktinemija

Farmakoloska ili medikamentna hiperprolaktinemija predstavlja nezeljeno dejstvo
primenjenog leka u terapijskoj dozi.

Brojni su lekovi koji mogu dovesti do hiperprolaktinemije. Mnogi od njih su indikovani u
le¢nju hroni¢nih bolesti i zahtevaju dugotrajnu primenu. Sve se viSe paznje posvecuje
Cinjenici da prolongirana medikamentna hiperprolaktinemija nosi sa sobom brojne
posledice. Neke od njih su: smanjena funkcija gonada, infertilnost, pad libida, atrofija
uterusa i vaginalne mukoze, recidivantni nepuerperalni mastitisi, gubitak koStane mase.
Na osnovu mehanizma kojim uzrokuju hiperprolaktinemiju, farmakoloski agensi se mogu
podeliti na : 1. Antegoniste dopaminskih receptora, 2. Agense koji izazivaju depleciju
dopamina i 3. Ostale medikamente koji mogu dovesti do hiperprolaktinemije.

1. Antagonisti dopaminskih receptora
Antidopaminergici svoje dejstvo ispoljavaju vezivanjem i blokadom dopaminskih
(D2) neuroreceptora. Oni obuhvataju 1. antipsihotike i 2. prokinetike.

1. Antipsihotici
Prva generacija antipsihotika (konvencionalni antipsihotici)
Na osnovu hipoteze da mezolimbicki dopaminergicki sistem zauzima glavno
mesto u nastanku psihoti¢nih simptoma, generisani su brojni antipsihotici sa
cillem da svoje efekte ispolje upravo u ovom sistemu. Njihove zajednicke
karakteristike su blokiranje dopaminskih D, neuroreceptora i uzrokovanje
neurolepti¢nog sindroma (psihomotorno kocenje i afektivna indiferentnost). Oni
predstavljaju prvu generaciju antipsihotika (konvencionalni antipsihotici) i
obuhvataju fenotiazine, butirofenone i tioksantene.
Fenotiazini. Najpoznatiji fenotiazini su: hlorpromazin, flufenazin, levopromazin,
trifluperazin i tioridazin.
Butirofenoni. NajceS¢e primenjivani predstavnici ove grupe lekova jesu:
haloperidol, droperidol i penfluridol.
Tioksanteni. Najvazniji predstavnici ove grupe lekova su hlorprotiksen,
klopentiksol i flupentiksol.
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Svi konvencionalni antipsihotici blokiraju D, receptore na laktotropnim ¢elijama i
sprecavaju  inhibitorno  dejstvo  dopamina na  sekreciju  prolaktina.
Hiperprolaktinemija se javlja nekoliko sati nakon pocetka terapije (189). U
narednih 3-9 nedelja, terapijske doze antipsihotika mogu dovesti i do
desetostrukog uvecéanja prolaktina (190). Koncentracija prolaktina u serumu raste
sa povec¢anjem doze primenjenog neuroleptika (191). Obustavljanje antipsihoti¢ne
terapije rezultova¢e normalizacijom prolaktina u periodu od 3 nedelje do 6
meseci, $to zavisi od poluzivota leka i njegovih metabolita, kao i od deponovanja
u masnom tkivu (192, 193).

Druga generacija antipsihotika (atipi¢ni antipsihotici)

U daljem razvoju antipsihotika, sem teznje da se postigne jaca dopaminska
blokada (194) dosta se paznje posvecivalo i redukciji sporednih efekata izazvanih
blokadom D2 receptora van mezolimbicke regije. Najznacajnije je svakako bilo
suprimirati ekstrapiramidalni sindrom nastao dopaminergi¢kom blokadom u
striatumu (195). Otkrice, da je klozapin efikasniji od hlorpromazina, sa znatno
manjim ekstrapiramidalnim simptomima, smatra se po¢etkom druge generacije
antipsihotika (196). Druga generacija antipsihotika, naziva se atipicnim
antipsihoticima, jer svoje dejstvo ispoljavaju ne samo preko dopaminskih, ve¢ i
preko drugih neuroreceptora. Ovoj grupi pripadaju: klozapin, olanzapin,
risperidon, ziprasidon, amisulprid.

Atipi¢ni antipsihotici u manjoj meri dovode do hiperprolaktinemije. Razlog tome
moze biti veéi afinitet za druge neuroreceptore u odnosu na dopaminske, ili brza i
razli¢ita dinamika u vezivanju D, receptora (brze vezivanje i brza disocijacija)
(197).

Klozapin i olanzapin mogu uzrokovati porast koncentracije prolaktina u serumu,
ali umereno i tranzitorno (198, 199). Risperidon i amisulprid po pravilu dovode
do znacajne hiperprolaktinemije, koja se odrzava sve dok terapija ovim
antipsihoticima traje (200, 201).

Prokinetici

Antidopaminergicki gastrointestinalni prokinetici predstavljaju grupu lekova koji
imaju Siroku klinicku primenu kod poremecaja motaliteta gornjeg digestivnog
trakta, ukljucuju¢i funkcionalnu dispepsiju, stazu Zeluca razliitog porekla i
povracanje (202). Vezivanjem za periferne D, receptore (u gastrointestinalnom
traktu) ispoljavaju prokineticko dejstvo (203), dok blokadom centralnih D,
receptora (u postremalnoj regiji) deluju kao antiemetici (204). Antiemeticki efekt
prokinetika zavisice od permeabilnosti krvno-mozdane barijere za odredeni
preparat. Obzirom da se pituitarna zlezda nalazi van ove barijere,
hiperprolaktinemija ¢e se javiti kod svih antidopaminergickih prokinetika. U
najveéem broju slucajeva, do porasta prolaktina u serumu dolazi nakon 3 dana do
2 nedelje od pocetka terapije (205). Stepen hiperprolaktinemije opada sa
prolongiranom primenom antidopaminergickih prokinetika, a nedelju dana nakon
obustave terapije, galaktorea se povlaci (202). Najc¢e$¢e primenjivani prokinetici
su: domperidon, levosulpirid, bromoprid i metoklopramid.
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2. Agensi koji izazivaju depleciju dopamina

1. Metildopa. Metidopa je inhibitor DOPA-dekarboksilaze, enzima koji pomaze
nastajanje dopamina iz 1-DOPA (dihidroksi-fenil-alanin). Usled ovakvog
delovanja nastaje depresija biosinteze kateholamina, smanjuje se inhibitorni
dopaminergicki ucinak na sintezu 1 sekreciju prolaktina i dolazi do
hiperprolaktinemije.

2. Rezerpin. Mehanizam dejstva reserpina jeste da prazni depoe kateholamina u

adrenergickim nervnim strukturama centralnog i perifernog nervnog sistema. Na
isti na¢in deluje 1 na nivou tuberoinfundibularnog dopaminergickog puta gde
snizavajuci koncentraciju dopamina, dovodi do hiperprolaktinemije.

3. Ostali medikamenti koji mogu dovesti do hiperprolaktinemije
Antidepresivi sa serotoninergickim dejstvom, kao $to su inhibitori monoamino
oksidaze (MAO inhibitori), ticikli¢ni antidepresivi, pa ¢ak i selektivni inhibitori
serotoninskog preuzimanja (SSRI) mogu da uzrokuju umerenu hiperprolaktinemiju
(206). Starije generacije antideprsiva, ispoljavaju svoje dejstvo  preko
serotonergickog, dopaminergickog i noradrenergickog sistema. Upravo ova
neselektivnost ~moze  objasniti  hiperprolaktinemiju  (smanjenje  tonicke
dopaminergicke inhibicije).
Veéina antidepresiva (kako ticikli¢ni antidepresivi tako i mianserin, antidepresiv Il
generacije) inhibiSe enzim triptofan-pirolazu u jetri, uzrokuje porast koncentracije
triptofana, c¢ime povecavaju sintezu serotonina U mozgu. Posledi¢na
hiperprolaktinemija se moze objasniti direktnim stimulativnim dejstvom serotonina
na sekreciju prolaktina (132,133) ili moze biti rezultat povecane sekrecije
vazoaktivnog intestinalnog peptida (VIP) i oksitocina pod dejstvom serotonina (207).
Novije generacije antidepresiva se karakteriSu ve¢im stepenom selektivnog dejstva na
serotoninergicki sistem, pa se opravdano ocekivala 1 manja ucestalost
hiperprolaktinemije, kao nezeljenog dejstva. SSRI (selective serotonin reuptake
inhibitors) svoje terapijske efekte postizu blokiranjem presinaptickih receptora
serotonina, nedozvoljavanjem ponovnog preuzimanja serotonina (,,reuptake) na nivou
presinapsi i povecanjem koncentracije serotonina u samim sinapsama (208). Mada
pojedini SSRI agensi interaguju sa drugim neurotransmiterskim sistemima
(ukljucujuéi i dopaminergicki) stimulacija prolaktina je najverovatnije uzrokovana
serotoninergickim mehanizmom (209, 210) koji joS uvek nije u potpunosti razjasnjen.
NajceS¢e koriS¢eni SSRI su: sertralin, fluoksetin, paroksetin, fluvoksamin i
citalopram. Svi mogu dovesti do hiperprolaktinemije (211) izuzev citaloprama Kkoji je
jedini SSRI preparat bez statisti¢ki znacajne hiperprolaktinemije.
Estrogen je dobro poznat modulator sinteze i sekrecije prolaktina. Svakodnevno
uzimanje estrogenskih preparata, dovodi do stimulacije sekrecije prolaktina veé
nakon 2-3 dana od pocetka terapije (212). Svoje dejstvo ispoljava direktno, vezujuci
se za estrogenske receptore na laktotrofnim celijama (dovodi do povecane
transkripcije PRL gena) (213), i indirektono, preko hipotalamusa, gde utice na
hipotalamicki VIP (214) i gensku ekspresiju oksitocina (215).
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Opijati. Karakteristika svih opijata jeste da smanjuju oslobadanje velikog broja
neurotransmitera poput acetilholina, noradrenalina, serotonina, supstance P i
dopamina. Hiperprolaktinemija nastaje upravo zbog smanjene tonicke inhibicije
dopamina.

Verapamil pripada grupi blokatora kalcijumovih kanala. Mehanizam njegovog
delovanja ogleda se u selektivnom vezivanju za voltazne kalcijumske kanale.
Blokiranjem kalcijumovih kanala, verapamil, dovodi do porasta prolaktina tako $to na
nivou hipotalamusa smanjuje stvaranje dopamina, te slabi inhibitorni dopaminergicki
efekt hipotalamusa (216). Blokada kalcijumovih kanala pod dejstvom ovih lekova je
delimi¢no reverzibilan proces, jer se povecanjem koncentracije kalcijuma moze
delimi¢no ili potpuno otkolniti. Antagonizovanje ovog bloka moguce je i pomocu
adrenergickih antagonista koji povecavaju transmembranski prolaz kalcijuma.
Inhibitori proteaze, koriste se u aktivnoj antiretrovirusnoj terapiji i u profilakti¢ne
svrhe, nakon ekspozicije. U izvesnog broja pacijenata, zabeleZena je galaktoreja, kao
posledica hiperprolaktinemije. Etiopatogenetski mehanizam povrasta prolaktina nije u
potpunosti razjasnjen. Jedna je moguénost da je ova reakcija na primenjenu teerapiju
posledica direktnog efekta inhibitora proteaze. A druga, da inhibitori proteaze
ookupiraju¢i kompleks enzima citohrom P450, potenciraju efekte dopaminskih
antagonista (217).

D. Funkcionalna hiperprolaktinemija

Hiperprolaktinemija, ¢iji uzrok ostane nepoznat i pored opseznih dijagnostickih pretraga,
klasifikuje se kao “idiopatska” ili funkcionalna hiperprolaktinemija (218). U zavisnosti
od tehnicke opremljenosti dijagnostickih centara, a vrlo ¢esto i od upornosti kojom se
trazi uzrok hiperprolaktinemije, procenat idiopatske hiperprolaktinemije iznosi 8,5-40%.
Kod izvesnog broja pacijenata sa funkcionalnom hiperprolaktinemijom, moguce je
prisustvo mikroadenoma hipofize, koji se zbog izuzetno malih dimenzija ne moze
vizuelizovati NMR-om.

Brojni su podaci koji idiopatsku hiperprolaktinemiju pokusavaju da objasne kao
autoimuni proces. Antiprolaktinska autoantitela (IgG) vezuju se za prolaktin i stvaraju
kompleks PRL-PRLAL, koji se znatno sporije uklanja iz cirkulacije, tu se akumulira i
dovodi do hiperprolaktinemije. lako je koncentracija prolaktina u serumu povecana,
kompleks PRL-PRLAt ne moze da dospe do hipotalamusa (zbog nemoguénosti da prode
barijeru kapilarnog zida) tako da negativna povratna sprega na nivou hipotalamusa
izostaje (10, 219, 220).

Kao moguci etiopatogenetski mehanizam funkcionalne hiperprolaktinemije, razmatra se i
povecana sinteza i sekrecija prolaktina van laktotropnih ¢elija. Produkcija prolaktina je
zapazena u CNS-u i to: hipotalamusu, telencefalonu, kori velikog mozga i hipokampusu
(221). Negravidan uterus se takode pokazao kao moguée mesto sinteze prolaktina. U
miometriumu neskotnih pacova, identifikovan je prolaktin, koga nije bilo moguce
razlikovati od pituitarnog (222).
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2.2. Metabolizam kalcijuma
Kalcijum je jedan od najzastupljenijih elemenata u organizmu coveka. Prisutan je u
kolicini od oko 1000g kod odraslih. Igra klju¢nu ulogu u skeletnoj mineralizaciji, kao i u
Sirokom spektru bioloskih funkcija. Ovaj esencijalni element je organizmu dostupan
isklju¢ivo putem unosa hranom. Aktuelne preporuke za dnevni unos kalcijuma, u
zavisnosti od starosne dobi, iznose 1000-1500 mg/d (223).

2.2.1. Distribucija kalcijuma

Veéina ukupnog kalcijuma u organizmu (>99%) nalazi se u skeletu kao kompleks
kalcijum-fosfata, primarno hidroksiapatita, koji je odgovoran za mnoge karakteristike
kostanog sistema (224). Dve su osnovne uloge kalcijuma u kostima: 1. obezbeduje
¢vrstinu skeleta i 2. omogucuje dinamiku skeletnog kalcijumskog pula, neophodnu za
odrzavanje intra- i ekstracelularnog kalcijuma.

Manje od 1% ukupnog kalcijuma u organizmu pripada ,,nekostanom* kalcijumu (= 10g
kod odraslih). On je odgovoran za brojne esencijalne funkcije, ukljucujuci transmisiju
nervnih impulsa, ekstra- i intracelularnu signalizaciju i misi¢ne kontrakcije (225, 226). U
stalnoj je 1 brzoj razmeni sa razli¢itim ,,pulovima® kalcijuma. Opseg referentnih vrednosti
ukupnog kalcijuma u serumu je vrlo uzan i iznosi 2,20-2,65 mmol/l. Njega ¢ine: slobodni
jonizovani kalcijum (= 51%), kompleks Kkalcijum-protein (= 40%) i kompleksi
jonizovanog kalcijuma (= 9%) (227). Da bi se izbegla toksi¢nost kalcijuma, koncentracije
jonizovanog kalcijuma se moraju odrzavati u fizioloSkiom okviru od 1-1,35mmol/l.
Nejonizovani kalcijuma se vezuje za razli€ite proteine i anjone, kako u ekstracelularnoj,
tako i u intracelularnoj sredini. Najvazniji kalcijum-vezujuéi proteini u serumu, su
albumini i globulini, a intracelularno kalmodulin. Najzastupljeniji kompleksi jonizovanog
kalcijuma u serumu su kalcijum-fosfat, kalcijum-karbonat i kalcijum-oksalat.

2.2.2. Bilans kalcijuma
Bilans kalcijuma predstavlja stanje kalcijumskih depoa u organizmu, posmatrano u
duzem vremenskom periodu (dani, nedelje ili meseci). Rezultat je odnosa intestinalne
resorpcije kalcijuma 1 ekskrecije kalcijuma putem bubrega, intestinuma 1 znojnih Zlezdi.
Obzirom da je skeletni sistem najvece skladiSte kalcijuma, promene u bilansu kalcijuma
¢e se najpre odraziti na koStani kalcijum. Kostani kalcijumski bilans mozZe biti pozitivan,
neutralan ili negativan. On zavisi od brojnih faktora, kao §to su rast, starenje, steCene i
nasledne bolesti. Tokom razli¢itih Zivotnih doba, kostani bilans kalcijuma je podlozan
promenama, ali uvek zavisi od odnosa kostane formacije i resorpcije. Pozitivan kostani
bilans je prisutan u de¢ijem dobu (formacija > resorpcije) Sto omogucava normalan rast
skeleta. Zdrava, mlada odrasla populacija se karakteriSe neutralnim koStanim bilansoma
(formacija = resorpcija) koji pokazuje da je postignut pik koStane mase. Kod starijih
individua tipi¢an je negativan koStani bilans (formacija < resorpcije) koji vodi gubitku
kosStane mase. Faktori koji mogu dovesti do pozitivnog koStanog bilansa kod odraslih
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jesu fizicka aktivnost, anabolici i1 antiresorptivna terapija. Patoloska stanja, poput
sindroma ,,gladnih kostiju® i osteoblasticnog kancera prostate, mogu takode uticati na
povecanu kostanu formaciju u odnosu na resorpciju, pa samim tim mogu dovesti do
pozitivnog kostanog bilansa. S druge strane, imobilizacija, gubitak na telesnoj tezini kao 1
deficit polnih steroida, mogu uzrokovati negativan kostani bilans kod odraslih.

2.2.3. Metode merenja bilansa kalcijuma

Obzirom da je kalcijum u najvecoj meri skladiSten u koStanom sistemu, razvijene su
mnogobrojne vizuelizacione tehnike merenja koStanog mineralnog sastava, na 0snovu
kojih se moZe proceniti stanje ukupnog kalcijuma u organizmu. Kako kostani sistem ne
predstavlja inertan organ, ve¢ ga odlikuje stalna formacija i resorpcija kostanog tkiva,
koriste se i mnoge biohemijske analize za procenu kostanog metabolizma.

A. Vizuelizacione tehnike

Vizuelizacione tehnike, kao §to su dual x-ray apsorptimetrija (DXA), kompijuterizovana
tomografija (CT) i nuklearna magnetna rezonanca (NMR) mere¢i mineralni sastav
koStanog sistema, obezbeduju dobru procenu ukupnog kalcijuma u organizmu.
Ponavljana merenja koStanog mineralnog sastava (najeS¢e jednom godisnje) pokazuju
bilans kalcijuma u duZzem vremenskom periodu. Kostana gustina raste tokom detinjstva
(228), dostize pik u doba adolescenicije (229), ostaje relativno konstantna u mladem,
odraslom zivotnom dobu (230) i opada sa starenjem.

Longitudinalna merenja kosStane gustine verifikuju nastale promene u skeletnom sistemu,
ali ne daju objaSnjenje kako su one nastale.

B. Biohemijski markeri koStanog metabolizma
Odredivanje biohemijskih markera koStanog metabolizma je veoma vaZan dodatak
vizuelizacionim tehnikama, zarad boljeg razumevanja promena u skeletnom sistemu
(231).
Smenjivanje kostane formacije i resorpcije, tokom c¢itavog Zivotnog veka, rezultuje
remodelovanjem kosti. Ovaj dinami¢ni metabolicki proces ima dva osnovna cilja: 1.
prilagodavanje koStane arhitekture mehanickim potrebama 1 2. odrZavanje nivoa
kalcijuma. Remodelovanje se odigrava u svim kostima, bilo da su one kortikalne ili
trabekularne, ali je znatno brZe i izrazenije u trabekularnim kostima. Metaboli¢ki aktivne
¢elije kosStanog sistema, u kojima se odvijaju procesi formacije i resorpcije, jesu
osteoblasti i osteoklasti. Osteoblasti su poreklom iz mezenhimalne stem celije koStane
srzi. Mesto su formiranja (sinteze) nove kosti i zasluzne su za oblikovanje skeleta kako bi
pruzio optimalnu performansu. Osteoklasti su poreklom iz hematopoeti¢ne stem celije,
resorbuju kost i doprinose odrzavanju mineralne homeostaze. Produkti ovih metaboli¢kih
procesa naci ¢e se u cirkulaciji. Odredivanjem njihove koncentracije u serumu, dobijaju
se znacajni podaci o koStanom metabolizmu.
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Mada su kostana resorpcija i formacija nove kosti, usko povezani procesi, biohemijski
parametri koStanog metabolizma su podeljeni u dve grupe: 1. Markere kostane formacije
i 2. Markere kosStane resorpcije.

1. Markeri kostane formacije. Produkti osteogeneze (koStane formacije) ili faktori
sekretovani od strane osteoblasta daju znacajne podatke o stepenu kostane formacije.
Najces¢e koriS¢eni markeri koStane formacije (sinteze) su: alkalna fosfataza,
osteokalcin, amino- i karboksi-terminalni propeptid prokolagena tip I. Indirektni su
pokazatelji osteoblastne aktivnosti.

1.

N

Alkalna fosfataza. Najstariji marker kostane formacije, koji se i danas koristi, je
merenje enzimske aktivnosti alkalne fosfataze (AP). Alkalna fosfataza je
ektoenzim, vezan za membranu, koji dovodi do hidrolize monofosfatnih estara u
baznoj sredini (pH 8-10) (232). U kostima ucestvuje u inicijaciji koStane
mineralizacije. Dovodi do hidrolize pirofosfata i obezbeduje fosfat neophodan za
mineralizaciju. PoviSene vrednosti AP u serumu pokazatelj su povecane
osteoblastne aktivnosti. Ono $to joj se najviSe zamera jeste niska senzitivnost i
specifi¢nosti. Naime, alkalna fosfataza u serumu moze biti poreklom iz kostiju, ali

1 drugih tkiva kao §to su jetra, gastrointestinalni trakt, bubrezi, placenta, pa cak i
pojedinih tumorska tkiva. Obzirom da je struktura proteina alkalne fosfataze iz
razlicitih tkiva veoma sli¢na (ako ne i identi¢na) nije moguée kvantifikovati
enzimsku aktivnost alkalne fosfataze iz kostiju u odnosu na druga tkiva.
Odredivanje aktivnosti AP i danas se koristi kao znacajan klinicki test za pracenje
bolesti u kojima je veoma izrazena osteoblastna aktivnost. Pacijenti Sa
Paget’ovom boles¢u, osteomalacijom, renalnom osteodistrofijom, uznapredovalim
hiperparatireoidizmom, imace zna¢ajno povisene vrednosti AP.

Kod pacijenata sa manje dramati¢nim biohemijskim promenama skeleta, kao §to
je osteoporoza, merenje aktivnosti AP je od malog znacaja (233).

Osteokalcin. Osteokalcin (OC) je kostani, specifican, nekolagenski protein.
Sastoji se od 49 aminokiselina i sintetiSe se iskljuivo u osteoblastima i
odontoblastima (234). Za njegovu aktivnost su od najveéeg znacaja tri ostatka
glutamic¢ne kiseline, koja modifikuje y-glutamil karboksilaza (235). Ova y-
karboksilacija osteokalcina, daje mu visok afinitet za mineralne jone, omogucava
privlacenje jona kalcijuma i njihovu ugradnju u kristale hidroksiapatita, koji ¢ini
priblizno 70% kostanog tkiva (236). Osteokalcin se smatra vitamin K-zavisnim
proteinom, iz razloga $to je vitamin K kofaktor y-glutamil karboksilaze, enzima
neophodnog za karboksilaciju OC (235,236). Poznat je jo§ pod nazivom kos$tani
GLA protein (GLA: y-karboksi-glutaminska kiselina). Najve¢i deo OC se odlaze

u ekstracelularni matriks kostiju, a mala koli¢ina dospeva u cirkulaciju.
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Osteokalcin je senzitivan 1 specifican marker osteoblasti¢ne aktivnosti i njegov
nivo u serumu odraz je kosStane formacije. EliminiSe se putem bubrega, Sto znaci
da nivo osteokalcina delom zavisi od bubrezne funkcije.

Koncentracija OC bice povecana kod razlicitih bolesti skeleta u €ijoj je osnovi
povecana osteoblasticna aktivnost. Moze se koristiti za pra¢enje osteomalacije,
osteitis fibrosa-e, kostanih metastaza, ali i za bolesti sa umerenijim biohemijskim
promenama poput osteoporoze.

Kod pacijenata sa renalnom osteodistrofijom, pouzdanost koncentracije OC je
smanjena zbog bubrezne slabosti i duzeg zadrzavanja OC u cirkulaciji (237). U
Paget’ovoj bolesti osteokalcin pokazuje veoma malu senzitivnost (238).

Povisene koncentracije OC se javljaju u hipertircozi, akromegaliji i
hipervitaminozi D (239, 240).

Pad koncentracije OC zabeleZen je prilikom davanja kalcitonina, glukokortikoida
I estrogena (241). Obzirom da je genska ekspresija OC direktno regulisana
kortikosteroidima i 1,25 OH D3, koncentraciju OC, kod pacijenata tretiranih ovim
hormonima treba oprezno interpretirati (242).

Menopauza, razli¢ite faze menstrualnog ciklusa i trudno¢a takode utiCu na
koncentraciju OC u serumu, $to treba imati u vidu prilikom analize rezultata (243,
244). Mada je interpretacija osteokalcina limitirana u ovim stanjima, on ipak
ispunjava sve karakteristike pouzdanog kostanog markera: 1. specifi¢an je za kost,
2. raste sa porastom kostane formacije 1 3. brzo odgovara (u okviru nekoliko sati)
na promene skeletne homeostaze (245).

Peptidi prokolagena tip I. Kolagen tip | je glavni produkt osteoblasta, koji ¢ini
90% svih kostanih proteina (233). Nastaje iz prokolagena tip I. Delovanjem
specificnih proteaza, u ekstracelularnom prostoru, od prokolagena tip I nastaje
kolagen tip I. Tokom ove konverzije, od prokolagena se odvajaju propeptidi koji
se zavrSavaju amino- ili karboksi grupom. Odatle su i dobili naziv prokolagen tip
| amino terminalni propeptid (P1NP) i prokolagen tip | karboksi terminalni
propeptid (P1CP). Kada je konverzija prokolagena u kolagen povecana, ovi
propeptidi se otpustaju u cirkulaciju, tako da se mogu Kkoristiti kao markeri
koStane formacije.

Koncentracije PINP-a i P1CP-a ¢e biti povecéane u poremecajima koji se
karakteriSu ubrzanim koStanim metabolizmom, kao $to su: hiperparatireoidizam,
hipertireoza, osteomalacija, Paget’ova bolest i metastaze u kostima.

Odredivanje P1CP-a je od manjeg znacaja u osteoporozi (246) za razliku od
P1NP-a koji se pokazao kao vrlo senzitivan marker kostane formacije, u razlicitim
situacijama, ukljucujuci i monitoring terapijskog efekta PTH u osteoporozi (247).
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2. Markeri kosStane resorpcije. Produkti osteolize, ili faktori sekretovani od strane
osteoklasta, pruzaju uvid u stepen kosStane resorpcije. Mnogi od njih zavise od
dijetarnog unosa kalcijuma i1 hrane bogate kolagenom. Njihovo odredivanje u urinu je
vrlo Cesto nepouzdano zbog razliitog stepena reapsorpcije na nivou bubreznih
tubula. Medutim, kako koStana resorpcija prethodi kostanoj formaciji, odredivanjem
markera koStane resorpcije mogu se detektovati najranije promene u koStanom
metabolizmu. Kao markeri kosStane resorpcije mogu se Koristiti: odredivanje
kalcijumureze, merenje koncentracije hidroksiprolina i hidroksilizina u urinu, merenje
aktivnosti  kisele  fosfataze 1  odredivanje = koncentracije  piridinolina,
dezoksipiridinolina, karboksi- i amino-telopeptida kolagena tip I.

1. Kalcijum u urinu. Merenje kalcijumureze je jedna od najstarijih 1 najjeftinijih
metoda, koja se moze koristiti za procenu stepena kostane resorpcije. U velikoj
meri, ekskrecija kalcijuma zavisi od bubrezne funkcije i unosa kalcijuma hranom,
pa je senzitivnost ove metode vrlo mala.

[~

Hidroksiprolin u urinu. Hidroksiprolin je jedna od amino kiselina kolagena. Njena
koncentracija u urinu bife poviSena u svim stanjima povecane razgradnje
kolagena tokom ubrzane koStane resorpcije. Medutim, najveéi deo
hidroksiprolina, nastalog razgradnjom kolagena, reapsorbuje se na nivou
bubreznih tubula i razgraduje se u jetri. Samo 10% hidroksiprolina se ekskretuje
putem bubrega. Poveéan unos hrane bogate kolagenoma, poput mesa, takode
dovodi do porasta koncentracije hidroksiprolina u urinu. Zbog svega toga,
hidroksiprolin nije idealan marker koStane resorpcije, ali moze pruziti korisne

informacije, ako se korektno odreduje.

|

Hidroksilizin u urinu. Hidroksilizin je druga amino kiselina kolagena. U urinu se
mogu detektovati dve glikozidne forme hidroksilizina. Jedna od njih je galaktozil-
hidroksilizin koja je prili¢no specifican marker degradacije koStanog kolagena.

Obzirom da se ne reapsorbuje na nivou bubreZnih tubula 1 da ne zavisi od
dijetarnog rezima, senzitivnija je od hidroksiprolina u urinu.

|

Kisela fosfataza. Kisela fosfataza je lizozomalni enzim, prisutan u kostima,
hrskavici, prostati, trombocitima, eritrocitima i slezini. lako ima brojne
izoenzime, odredivanje aktivnosti izoenzima specificnog za kosti, moze se
koristiti kao indirektni pokazatelj kostane resorpcije. Osteoklasti sekretuju aktivni
enzim (kiselu fosfatazu) nakon vezivanja za povrSinu kosti. Enzim dospeva u
cirkulaciju, gde se inaktiviSe 1 razgraduje. Merenje kataliticke aktivnosti kisele

fosfataze u cirkulaciji, reflektovace stoga, skoro otpusten enzim kao rezultat

kostane resorpcije. U poredenju sa hidroksiprolinom u urinu, senzitivnost kisele
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2.2.4.
Homeostaza kalcijuma podrazumeva hormonalnu regulaciju transporta kalcijuma u
organizmu (254). Metabolizam kalcijuma ¢itavog organizma kontrolisu tri target mesta,
intestinum, bubreg i kosti, sa zajednickim ciljem da odrZe nivo serumskog kalcijuma u
vrlo uzanom fizioloskom opsegu (255). U hormonalnom sistemu, koji reguliSe
homeostazu kalcijuma, najznaajnije mesto zauzimaju paratireoidni hormon (PTH),
1,25(0OH);D i sam serumski jonizovani kalcijum (256, 257, 258). Medutim, na
metabolizam kalcijuma uticu 1 tireoidni hormon, hormon rasta, insulinu sli¢an faktor rasta
| (IGF-I), estrogen, testosteron, prolaktin (259). Pojedini efekti ovih hormona su rezultat

fosfataze, kao markera koStane resorpcije se ipak dovodi u pitanje (248), a
pojedini autori smatraju da kisela fosfataza reflektuje broj osteoklasta, pre nego
njihovu aktivnost (249).

Piridinolin i dezoksipiridinolin. Piridinolin (PYD) i dezoksipiridinolin (DPD)
nastaju posttranslacionom modifikacijom lizina i hidroksilizina. Njihova osnovna
uloga jeste stabilizacija kolagena tip 1. Peptidni lanac kolagena na svojim
krajevima ima karboksi- i amino grupu. Za ove zavrSetke se vezuju teleopeptidni

lanci. Unakrsna veza izmedu kolagena i teleopeptida se ostvaruje uz pomo¢ PYD-
a i DPD-a. Za vreme koStane resorpcije, PYD i DPD se oslobadaju iz kosti u
odnosu 3:1, kao slobodni molekuli (20%) ili vezani za fragmente kolagena (250).
IzIucuju se nepromenjeni putem bubrega (251). Njihova koncentracija u urinu je
blisko vezana za stepen koStane resorpcije. Unos kolagena hranom ne uti¢e na
koncentraciju PYD-a i DPD-a. Mada mogu bit poreklom i iz vezivnog tkiva,
najveéim delom su skladiSteni u koStanom, $to posebno vazi za DPD, Kkoji je
skoro isklju¢ivo kostanog porekla (252).

Teleopeptidi kolagena tip |. Zreo peptidni lanac kolagena tip 1 zavrSava se
karboksilnom (C-terminal) i amino (N-terminal) grupom. Za ove krajeve su
unakrsnim vezama (cross-linked) vezani teleopeptidni lanci, koji su tako i
nazvani: C-terminalni teleopeptid kolagena tip | (CTX) i N-terminalni teleopeptid
kolagena tip I (NTX). Tokom kostane resorpcije CTX i NTX se oslobadaju i
prelaze u cirkulaciju, gde predstavljaju znacajne pokazatelje kostane razgradnje
(249). Produkti razgradnje kolagena su razli¢ite veli¢ine i mogu se dodatno

razgradivati na nivou jetre ili bubrega. Mada se kolagen moze stvarati i u drugim
tkivima, osteoklastni fragmenti njegove razgradnje se razlikuju od fragmenata
razgradnje kolagena u neskeletnom tkivu (253). Moze se odredivati koncentracija
CTX 1 NTX u serumu i urinu, ali su eseji za odredivanje u serumu pouzdaniji i sa
manjim stepenom varijabilnosti (253). Poredec¢i ova dva teleopeptida kolagena tip
I, NTX pokazuje vecu kostanu specifi¢nost (253).

Homeostaza kalcijuma
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direktnog delovanja na target mesta kalcijumskog transporta, a drugi su inderektni (preko
metabolizma vitamina D) (259).

A. Paratireoidni hormon u homeostazi kalcijuma

Paratireoidni hormon (PTH) se smatra najvaznijim regulatorom homeostaze kalcijuma.
Glavni stimulator njegove povecane sekrecije je pad serumskog kalcijuma. OtpusSten u
cirkulaciju, PTH, se ukljuuje u nekoliko vaznih etapa metabolizma kalcijuma: 1.
povecava reapsorpciju kalcijuma na nivou bubreznih tubula, 2. stimuliSe osteoklastnu
aktivnost i samim tim ko$tanu resorpciju i 3. povecava efikasnost apsorpcije kalcijuma u
intestinumu. Dejstvo PTH na nivou bubrega i skeleta je direktno i ostvaruje se
vezivanjem PTH za PTH-receptore (PTHR). Njegova uloga na nivou intestinuma je dugo
smatrana isklju¢ivo indirektnom i posredovanom povecanim nivoom 1,25(OH),D.
Naime, na nivou bubrega PTH stimuli$e transkripciju gena renalnog enzima CYP27B1 i
inhibise renalnu 24-hidroksilazu (CYP24) stvaraju¢i uslove za povecanu sintezu
1,25(0H),D (260, 261). Povecan nivo serumskog 1,25(OH),D ¢e aktivirati receptore
vitamina D (VDR) na nivou digestivnog trakta i povecati apsorpciju kalcijuma. Medutim,
detektovanje PTH receptora u bazolateralnoj membrani intestinalnih epitelnih ¢elija (262)
navelo je na razmis$ljanje o moguéem direktnom uticaju PTH na intestinalnu apsorpciju
kalcijuma. U uslovima in vitro, tretiranje izolovanih enterocita paratireoidnim
hormonom, rezultuje poveéanim nivoom cAMP, §to omogucava prolaz kalcijuma kroz
kalcijumske kanale (263, 264). Ispitivanja direktnog uticaja PTH na apsorpciju
kalcijuma, u uslovima in vivo, zahtevala bi generisanje eksperimentalnog modela sa
ciljanom delecijom intestinalnih PTHR (259).

B. Vitamin D u homeostazi kalcijuma

Uloga vitamina D u homeostazi kalcijuma je najvaznija u domenu intestinalne apsorpcije.
Smanjeni unos Kkalcijuma, predstavlja najjac¢i stimulans za povecanu apsorpciju
kalcijuma, tako Sto dovodi do povecane renalne produkcije aktivne, hormonske forme
vitamina D, 1,25 dihidroksi-vitamina D (1,25(OH),D) (265). Svoje dejstvo, 1,25(0H),D,
ispoljava vezujuci se za svoje receptore (vitamin D-receptori, VDR) u digestivnom traktu
(266). U duodenumu, 1,25(0OH),D, povecava transcelularnu apsorpciju kalcijuma, koja
podrazumeva kretanje kalcijuma od mukozne do serozne strane intestinalne barijere,
suprotno koncentracijskom gradijentu (267). U nizim partijama digestivnog trakta, uloga
vitamina D u apsorpciji kalcijuma je znatno manja. Ipak, postoje podaci o stimulativnoj
ulozi 1,25(0OH),D na pasivnu apsorpciju kalcijuma u ileumu (268).

Za razliku od brojnih dokaza, da 1,25(OH),D povecava intestinalnu apsorpciju kalcijuma
(267, 268, 269, 270), podaci o uticaju 25-hidroksivitamina D (25(OH)D), su vrlo
kontradiktorni. Rezultati pojedinih studija pokazali su da visi nivo 25(OH)D nije u
korelaciji sa pove¢anom intestinalnom apsorpcijom kalcijuma kod dece i odraslih (271,

272). S druge strane, grupa autora je dokazala da Cetvoro-nedeljni tretman sa 50ug
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25(0OH)D/dnevno, povecava apsorpciju kalcijuma za 25%, a kod post-menopauzalnih
zena i do 65% (273, 274). Ovakvi rezultati idu u prilog hipotezi da je enzim neophodan
za konverziju 25(OH)D u 1,25(0OH)2D, prisutan u intestinumu (275, 276).

C. Tireoidni hormoni u homeostazi kalcijuma

Tireoidni hormoni, tiroksin (T4) i trijodtironin (T3) primarno se smatraju regulatorima
metabolizma. Hipertireoidizam se medutim, povezuje sa hiperkalcemijom i ubrzanim
prometom kalcijuma u kostima, $to moze dovesti do osteopenije (277). Eksperimentalna
istrazivanja su pokazala da je apsorpcija kalcijuma u duodenumu hipertireoidnih pacova
ve¢a U odnosu na hipotireoidne (278). Ovakvi rezultati navode na razmiSljanje da
tireoidni hormoni moduliraju intestinalnu apsorpciju kalcijuma.

Obzirom da terapija tireoidnim hormonima povecava nivo PTH i 1,25(OH),D, smatra se
da tireoidni hormoni svoje efekte na metabolizam kalcijuma, ispoljavaju indirektno,
preko PTH-vitamin D osovine.

D. Hormon rasta i IGF-1 u homeostazi kalcijuma

Tokom perioda rasta i razvoja, u detinjstvu i adolescentnom dobu, hormon rasta (GH) i
njegov fizioloski medijator, insulinu sli¢an faktor rasta | (IGF-1) imaju glavnu ulogu u
linearnom ko$tanom rastu i sticanju koStane mase (279). Na nivou bubrega, GH aktivira
enzim CYP27B1 i dovodi do porasta 1,25(0OH),D (280). Ovaj mehanizam objaSnjava
indirektno dejstvo GH na povecanje intestinalne apsorpcije kalcijuma. Medutim, postoje
rezultati koji pokazuju stimulativan efekat GH na intestinalnu apsorpciju, bez znacajnog
povecéanja koncentracije 1,25(OH),D (281). Obzirom da tretman GH sprecava gubitak
VDR kod ovariektomisanih pacova (282), alternativni mehanizam kojim bi GH mogao da
poveca apsorpciju kalcijuma, jeste regulacija receptora vitamina D (VDR) i porast
¢elijske senzitivnosti na nepromenjene vrednosti 1,25(OH),D.

Uloga koju GH ima u apsorpciji kalcijuma se odvija preko medijatora IGF-1 i postoje
dokazi da se radi o vitamin D nezavisnom mehanizmu. Intestinalna apsorpcija kalcijuma
pozitivno Kkorelira sa IGF-1. Starenje dovodi do pada IGF-1 i znafajnog negativnog
uticaja na apsorpciju kalcijuma, sto se ne moze objasniti samom redukcijom 1,25(OH),D
u serumu (283). Ipak, vitamin D-nezavisan mehanizam kojim GH/IGF-1 imaju u
regulaciji metabolizma kalcijuma, jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjen.

E. Steroidi u homeostazi kalcijuma
1. Estrogen. Hormoni reproduktivnog sistema Zene igraju veoma vaznu ulogu u
homeostazi kalcijuma, ispoljavaju¢i svoje efekte na sva tri target mesta: skelet,
bubreg i intestinum. Na nivou koStanog tkiva, estrogen odrzava balansiran odnos
kostane formacije i resorpcije (284). On smanjuje formiranje i aktivnost ostoeklasta,
ubrzava osteoklastnu apoptozu i samim tim skracuje njihov zivotni vek (285). Mada
je dejstvo estrogena na osteoblastnu aktivnost diskutabilna, postoje podaci da
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estrogen povecava formiranje osteoblasta, njihovu diferencijaciju, proliferaciju i
funkciju (286). Postmenopauzalni deficit estrogena dovodi do znacajnog porasta
kalcijumureze, uzrokujué¢i negativan bilans kalcijuma (287). Gubitak estrogena
redukuje nivo 1,25(0OH),;D i utiCe na smanjenu intestinalnu apsorpciju kalcijuma
(288). Moguc¢i mehanizmi ovakvog dejstva estrogena, jesu Smanjena sinteza
1,25(0H),D (289), ili redukcija VDR u intestinumu (282). Detektovanje estrogenskih
receptora (ER) u intestinumu (289) navelo je brojne autore na ispitivanje direktnog
dejstva estrogena na apsorpciju kalcijuma (289, 290, 291).

. Testosteron. Glavna uloga testosterona na nivou kostanog tkiva je redukcija kostane
resorpcije (292). Smatra se, da je najve¢i deo ovakve aktivnosti testosterona
indirektan, i da je posledica aromatizacije testosterona u estrogen (293). Obzirom da
su androgeni receptori prisutni na koStanim ¢elijama, ne moze mu se osporiti izvesna
direktna uloga u fiziologiji skeleta (294, 295). Hipogonadizam kod muskaraca
uzrokuje smanjenu kostanu gustinu (296) sto se pripisuje nedovoljnoj stimulaciji
osteblasta od strane testosterona, preko androgenskih receptora na osteoblastima
(297). Testosteronu se pripisuje i izvestan uticaj na apsorpciju kalcijuma. Kod dec¢aka,
porast koncentracije testosterona, povecava intestinalnu apsorpciju kalcijuma za 61%
(298). Medutim, kako se tom prilikom znacajno povecava koncentracija IGF-1, ne
moze se doneti pouzdan zaklju¢ak o direktnom dejstvu testosterona. Smanjena
intestinalna apsorpcija kalcijuma, vezana za proces starenja, u korelaciji je sa padom
dihidroepiandrosterona (DHEAS): sulfatne forme testosteronskog prohormona
(DHEA) (299). Ove promene su nezavisne od nivoa 1,25(0OH);D, §to ide u prilog
direktnom uticaju androgena na homeostazu kalcijuma, nezavisno od metabolizma
vitamina D.

Glikokortikoidi. Svoju najvazniju ulogu u metabolizmu kalcijuma, glikokortikoidi
ispoljavaju na nivou kostanog tkiva. Oni suprimiraju ko§tnu formaciju, u uslovima in
vivo 1 in vitro, indukujué¢i apoptozu osteoblasta (300, 301, 302). Uticaj
glikokortikoida na osteoklaste, ogleda se na produzavanje zivotnog veka zrelih
osteoklasta, ali nije dokazano da uticu na osteoklastnu diferencijaciju (303). Sem
direktne inhibicije osteblasta, novija istraZivanja su pokazala da glikokortikoidi
smanjuju koStanu formaciju i indirektno, preko osteoklasta, Naime, oni remete
citoskeletnu organizaciju osteokalsta i inhibiraju osteoklastnu resorptivnu aktivnost.
Ovako smanjena resorpcija kosti, dodatno ¢e usporiti koStanu formaciju (304).

F. Prolaktin u homeostazi kalcijuma
Par decenija unazad, brojni autori svojim rezultatima dokazuju da su fizioloska i

patoloSka hiperprolaktinemija povezane sa promenama u koStanom sistemu.
Hiperprolaktinemija uzrokovana tumorom kod ljudi (305, 306, 307, 308, 309, 310) i kod
pacova (311) udruzena je sa osteopenijom. PoviSena koncentracija PRL u serumu
uzrokovana neurolepticima (medikamentozna hiperprolaktinemija) takode dovodi do
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osteopenije (312, 313, 314, 315). U stanjima fizioloSke hiperprolaktinemije kao §to su
trudnoca 1 laktacija, znaCajan transfer kalcijuma iz tela majke u fetus i odojce, koji je
neophodan za rapidnu mineralizaciju neonatalnog skeleta, predstavlja svojevrstan stres
homeostaze kalcijuma maj¢inog organizma, koji moze rezultovati smanjenjem koStane
gustine (57, 66, 316).

Obzirom da je hiperprolaktinemija vrlo Cesto udruzena sa hipogonadizmom, veéina
autora je zakljucila da je uloga prolaktina u metabolizmu kalcijuma i njegov uticaj na
kosStani sistem, indirektni (317, 318). Eksperimentalna istrazivanja su pokazala da
dodavanje estrogena u periodu laktacije samo delimi¢no inhibiSe gubitak koStane mase,
Sto bi znacilo da deficit estrogena u hiperprolaktinemiji, nije jedini faktor koji dovodi do
osteopenije (319). Klini¢ka ispitivanja su pokazala da je koStana gustina smanjena i kod
pacijenata sa hiperprolaktinemijom bez sekundarnog hipogonadizma (310). Identifikacija
PRLR u ¢elijama osteosarkoma, osteoblastima, kortikalnim i trabekularnim kostima
(27,28,29,30, 64) dala je osnovu za ispitivanje direktnog delovanja prolaktina na koStani
sistem.

Obzirom da je dokazano da prolaktin stimulise 1,25(OH),D, dugo je uticaj prolaktina na
povecanu apsorpciji kalcijuma, smatran indirektnim (320). Medutim, pokazano je da
infuzija prolaktina, dovodi do porasta intestinalne apsorpcije kalcijuma za 30%, ¢ak i kod
deficita vitamina D (321). Rezultati brojnih eksperimentalnih studija su zatim dokazali
direktno dejstvo prolaktina u stimulaciji apsorpcije kalcijuma u intestinumu (59, 60, 322,
323) poveéanjem aktivnosti Ca’*ATP-aze (61) i stimulisanjem transepitelijalnog
transporta kalcijuma u duodenumu (62).

Ekskrecija kalcijuma preko bubrega znacajno se menja u periodu trudnoée i laktacije
(stanja fizioloSke hiperprolaktinemije). Urinarna ekskrecija kalcijuma raste tokom
trudnoce i opada u periodu laktacije (324, 325). lako su PRLR dokazani u tkivu bubrega
(26), nema podataka u literaturi da li izmenjena genska ekspresija PRLR, u stanju
fizioloske hiperprolaktinemije, korelira sa evidentno izmenjenom kalcijumurezom.
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3. NAUCNA HIPOTEZA

Imaju¢i u vidu znaCaj prolaktina za metabolizam Kkalcijuma, ¢injenicu da fizioloSka
hiperprolaktinemija dovodi do tranzitornih, reverzibilnih promena u koStanom sistemu i da se
prolongirana patoloSka i medikamentozna hiperprolaktinemija sve viSe dovode u vezu sa
smanjenjem koStane gustine, postavljene su sledece naucne hipoteze:

U stanjima hiperprolaktinemije (kako fizioloske tako i medikamentne) dolazi do izmene u
genskoj ekspresiji PRLR u duodenumu, kostanom tkivu i bubrezima, Sto uticajem na
apsorpciju kalcijuma, njegov promet u kostima i nivo urinarne ekskrecije, objasnjava
direktne efekte prolaktina na homeostazu kalcijuma.

U fizioloskoj hiperprolaktinemiji dolazi do porasta genske ekspresije PRLR (ushodna
regulacija) u duodenumu, Sto omogucava povecanu resorpciju kalcijuma i sprecava
negativni kalcijumski bilans.

U medikamentnoj hiperprolaktinemiji, posebno prolongiranoj, izostaje ushodna
regulacija genske ekspresije PRLR, Sto rezultira pojavom osteopenije.

32



4. CILJ ISTRAZIVANJA

Iz navedenih hipoteza postavljeni su slede¢i ciljevi rada:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Utvrditi da 1i postoji razlika u genskoj ekspresiji PRLR u zavisnosti od zivotne dobi
eksperimentalnih Zivotinja.

Korelirati gensku ekspresiju PRLR u duodenumu, bubregu i kostima u stanju fizioloske i
medikamentozne hiperprolaktinemije.

Ispitati da li postoji pozitivna korelacija izmedu genske ekspresije PRLR u bubrezima i
urinarne ekskrecije Ca u fizioloSkoj i medikamentoznoj hiperprolaktinemiji.

Utvrditi da 1i postoji pozitivna korelacija izmedu genske ekspresije PRLR u kostima i
biohemijskih markera osteosinteze: alkalne fosfataze, osteokalcina i proterminalnog N
peptida, u fizioloskoj i medikamentoznoj hiperprolaktinemiji.

Ispitati da li se genska ekspresija PRLR menja u zavisnosti od duzZine trajanja
medikamentozne hiperprolaktinemije.

Ispitati znaCaj suplementne terapije Ca 1 vitamina D u medikamentoznoj
hiperprolaktinemiji.
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5. MATERIJAL | METODE

Eksperimentalno istrazivanje pod nazivom: ,,Komparativha analiza homeostaze kalcijuma u
uslovima fizioloske i medikamentne hiperprolaktinemije “ izvedeno je u Centru za biomedicinska
istrazivanja Medicinskog Fakulteta, Univerziteta u Nisu od 2010 i 2012 godine.

5.1. Eksperimentalne Zivotinje

Ispitivanje je izvedeno na pacovima Wistar soja uzgojenih na Farmi laboratorijskih zivotinja,
na Torlaku, u okviru instituta za medicinska istrazivanja VMA, Beograd. U eksperimentu su
kori§¢eni pacovi zenskog pola, starosne dobi 5 i 18 i 21 nedelja. Tezina mladih pacova
kretala se od 130-150g, a odraslih od 290-340g. Zivotinje su ¢uvane u &eli¢nim kavezima,
hranjene laboratorijskom hranom normalnog sadrzaja kalcijuma (1,0% w/w Ca) pojene
komunalnom vodom, uz smenjivanje svetla i mraka na 12h. Sobna temperatura je odrzavana
od 23-25°C, a relativna vlaznost vazduha se kretala izmedu 50-60%. Sve eksperimentalne
zivotinje su ¢uvane u skladu sa principima i preporukama Etickog Komiteta, Medicinskog
fakulteta, Univerziteta u Nisu.

5.2. Eksperimentalne grupe

Zivotinje su podeljene u sledece grupe:
Grupa A — 10 eksperimentalnih Zivotinja, pacova Zenskog pola, starosne dobi 5 nedelja.
Grupa C — 10 skotnih eksperimentalnih zivotinja, starosne dobi 18 nedelja (u trecoj nedelji
graviditeta). Prilikom Zrtvovanja ove eksperimentalne grupe, utvrdeno je da C4 nije skotna.
Uzorci krvi, urina i tkiva ove eksperimentalne Zivotinje nisu odvajani za dalje analize. Svi
rezultati grupe C, bazirani su na preostalih 9 Zivotinja.
Grupa D — 10 eksperimentalnih zivotinja, zrelih pacova zenskog pola, starosne dobi 18
nedelja, kod kojih je medikamentna hiperprolaktinemija izazvana sulpiridom u trajanju od 3
nedelje. Sulpirid je davan dva puta dnevno, intramuskularno, u dozi od 10mg/kg telesne
tezine.
Grupa E - 10 eksperimentalnih zivotinja, zrelih pacova Zenskog pola, starosne dobi 18
nedelja, kod kojih je medikamentna hiperprolaktinemija izazvana sulpiridom u trajanju od 6
nedelja. Sulpirid je davan dva puta dnevno, intramuskularno, u dozi od 10mg/kg telesne
tezine. U vreme zZrtvovanja, eksperimentalne Zivotinje bile su starosne dobi 21 nedelja.
Grupa F - 10 eksperimentalnih zivotinja, zrelih pacova zenskog pola, starosne dobi 18
nedelja, kod kojih je medikamentna hiperprolaktinemija izazvana sulpiridom u trajanju od 6
nedelja, s tim $to je nakon prve tri nedelje uvedena suplementna terapija Ca i vitamina D.
Sulpirid je davan dva puta dnevno, intramuskularno, u dozi od 10mg/kg telesne tezine.
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Tableta Sumeceg kalcijuma od 500mg (Ca Sandoz) rastvarana je u 200ml vode. Svakoj
eksperimentalnoj Zivotinji grupe F, davano je po 20ml rastvora dnevno. Takode je svim
zivotinjama grupe F davana 1-2 kapi uljanog rastvora holekalciferola dnevno (,,Vigantol)
§to je ¢inilo 500-1000 iU vitamina D dnevno. U vreme zrtvovanja, eksperimentalne Zivotinje
bile su starosne dobi 21 nedelja.

Obzirom da sazrevanje skeleta i homeostaza kalcijuma zavise od starosne dobi, kori§¢ene su
dve kontrolne grupe:

Grupa B — 10 eksperimentalnih Zivotinja, pacova zenskog pola, nulipara, starosne dobi 18
nedelja, koje su predstavljale kontrolu eksperimentalnim grupama C i D.

Grupa B2 — 7 eksperimentalnih Zivotinja, pacova zenskog pola, nulipara, starosne dobi 21
nedelja, koje su predstavljale kontrolu eksperimentalnim grupama E i F.

5.3. Tehnika Zrtvovanja eksperimentalnih Zivotinja

Sve Zivotinje jedne grupe Zrtvovane su istog dana. Da bi se odredila 24h kalcijum i
fosfoureza, eksperimentalne Zivotinje su ¢uvane u metabolickom kavezu (Slike 1. i 2.) 24h
pre Zrtvovanja.

Slika 1. Eksperimentalne Zivotinje u metabolickom kavezu, 24h pre Zrtvovanja.
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Slika 2. Skupljanje urina za odredivanje 24h kalcijum- i fosfoureze.

Zrtvovanje i uzorkovanje krvi izvedeno je na slede¢i nagin:

Zivotinje su uvodene u anesteziju intramuskularnim ubrizgavanjem (u prednji trbusni zid)
po 0,3ml 10%-og rastvora ketamin-hidrohlorida (hemijski naziv: cikloheksilamin),
derivata fenciklidina (zasticeno ime: Ketamidor®, proizvoda¢ "Richter Pharma",
Austrija).

Nakon medijalne torakofrenolaparotomije (slike 3. i 4.) i ekspozicije srca (slika 5.) leva
komora miokarda punktirana je iglom spojenom sa brizgalicom (Spricem) ¢iji su zidovi
prethodno oblozeni uvlacenjem 0,3-0,5ml rastvora antikoagulansa heparin-natrijuma za
intravensku primenu (1ml rastvora sadrzi 5000i.j. heparina u obliku heparin-Na,
proizvodac: Galenika a.d., SCG)("heparinizirani" S$pric) i njime je iz leve komore preko
igle in situ izvlacena krv do prestanka rada sréanog miSica, ¢ime su eksperimentalne
Zivotinje zrtvovane (slika 6.).
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Slika 3. Priprema eksperimentalne Zivotinje za medijalnu torakofrenolaparatomiju.

Slika 4. Medijalna torakofrenolaparatomija gravidne eksperimentalne Zivotinje.
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Slika 6. Punktiranje leve komore miokarda.
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Prosecno je dobijano 5,5ml krvi (u opsegu od 3-6,5ml), koja je stavljana u klasi¢nu
laboratorijsku epruvetu kapaciteta 10ml uz dodatak oko 0,1-0,3ml istog rastvora
heparina. Ovako uzeti uzorci krvi odmah su noseni u Centar za medicinsku biohemiju KC
Nis, gde su obavljane zaplanirane biohemijske analize. Izolovana tkiva duodenuma,
bubrega, femura i prsljena Cuvana su na -80°C u RNALatter (20mg tkiva u 200 uL
RNALatter)

5.4. Biohemijske analize

Kod svih eksperimentalnih zivotinja odredivani su slede¢i biohemijski parametri u serumu:
urea, kreatinin, ukupni proteini (TP), fosfor (P), ukupni i jonizovani kalcijum (Ca, Ca™).
Takode su u svim eksperimentalnim i kontrolnim grupama merene koncentracije
biohemijskih markera osteosinteze: alkalne fosfataze (ALP), osteokalcina (OC). Odredivan je
ukupni 25-hidroksivitamin D. U urinu je odredivana 24-¢asovna kalcijumureza i fosfoureza.
Urea. Za odredivanje uree u serumu koris¢en je komercijalni kit za kineticki UV test na
analizatoru Beckman Coulter AU-680, Beckman Coulter Inc; Brea, California, USA.
Kreatinin. Za kvantitativno odredivanje kreatinina u serumu kori¢en je komercijalni kit za
kineticki kolor test (Jaffe metoda) na analizatoru Beckman Coulter AU-680, Beckman
Coulter Inc; Brea, California, USA.

Ukupni proteini. Kvantitativno odredivanje ukupnih proteina u serumu vrSeno je
fotometrijskim kolor testom, na analizatoru Beckman Coulter AU-680, Beckman Coulter Inc;
Brea, California, USA.

Fosfor. Za odredivanje neorganskog fosfata u serumu koris¢en je fotometrijski UV test
(analizator Beckman Coulter AU-680, Beckman Coulter Inc; Brea, California, USA).

Ukupni kalcijum meren je koris¢enjem fotometrijskog kolor testa (analizator Beckman
Coulter AU-680, Beckman Coulter Inc; Brea, California, USA).

Jonizovani kalcijum. Za odredivanje jonizovanog kalcijuma kori$¢ena je potenciometrijska
metoda (merenje razlike u elektrohemijskom potencijalu izmedu kalcijum jon-selektivne
elektrode i referentne elektrode, obe uronjene u uzorak).

Alkalna fosfataza. Aktivnost alkalne fosfataze odredivana je kinetickim kolor testom
(analizator Beckman Coulter AU-680, Beckman Coulter Inc; Brea, California, USA).
Osteokalcin. Kvantitativno odredivanje osteokalcina u serumu vrSeno je koris¢enjem
elektrohemiluminiscentnog imunoeseja ,,ECLIA* na Cobas e 411 imunoesejskom analizatoru
(Cobas e 411, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

Vitamin D. Ukupni 25-hidroksivitamin D, meren je koris¢enjem elektrohemiluminiscentnog
imunoeseja ,,ECLIA“ na Cobas e imunoesejskom analizatoru (Cobas e 411, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

Kalcijumureza odredivana je fotometrijskim kolor testom, a fosfoureza fotometrijskim UV
testom (analizator Beckman Coulter AU-680, Beckman Coulter Inc; Brea, California, USA).
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5.5. Elisa testovi

Svim eksperimentalnim i kontrolnim zivotinjama elisa metodom odredivane su koncentracija
prolaktina (PRL) i proterminalnog N peptida (P1NP).

Prolaktin. Koncentracija prolaktina u serumu merena je kori§¢enjem enzim-vezanog
imunosorbentskog kita za prolaktin. Kit je ,sendvi¢“ enzim imunoesej za in vitro
kvantitativno merenje prolaktina (Uscnk, Life Science Inc.).

Proterminalni N peptid odredivan je koriS¢enjem enzim vezanog imunosorbentskog kita za
PINP. Kit je ,,sendvi¢® enzim imunoesej za in vitro kvantitativno merenje PINP (Uscnk,
Life Science Inc.).

5.6. Metodologija odredivanja ekspresije gena za prolaktinski receptor

Izolacija RNK

Totalna RNK iz 20 mg uzorka koji je ¢uvan na -80 u 200 uL. RNALatter (bubreg, prsljen i
duodenum) izolovana je RNeasy Mini Kit-om (Qiagen, Nemacka) prema uputsvu
proizvida¢a u RNaza —free uslovima. Izolacijom je dobijeno po 60 pL uzorka RNK koji je
alikvotiran u dva dela po 30 pL.

Uzorci izolovane RNK tretirani su DNazom | (Applichem-Biochemica Gmbh, USA) pre
reverzne transkripcije. Ovaj tretman se sastojao u dodavanju 10% zapremine izolata (6 puL)
Dnaza i pufera i 1 uL Dnaze I izolovanoj RNK, posle ¢ega je uzorak inkubiran u trajanju od
15 minuta na 37°C. Delovanje Dnaze I prekinuto je dodavanjem DNaza I inhibitora u koli¢ini
od 6,15 ul (10% od zepremine smese). Zatim je uzorak centrifugiran, 1 minut na 10 000 rpm
¢ime je odvajan DNaza inhibitor, a RNK je prebacivana u RNaza-free tubice.

Koncentracija RNK odredivana je fluorometrijski Qubit'™ Fluorometer-om (Invitrogen,
SAD) pomocu Qubit® RNA Assay Kit-a, dok je njen kvalitet proveravan elektroforezom na
2% agaroznom gelu. Izolovana RNK ¢uvana je u zamrzivadu na -80°C do upotrebe.

Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija 50 ng svake RNK izolovane iz bubrega i duodenuma je izvodena u
zapremini od 20 pl. ¢cDNK je dobijena pomocu kita za reverziju High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, SAD), koji je sadrzao reverznu
transkriptazu, 10x RT pufer, dNTP miks, random primers i RNaza inhibitor (Applied
Biosystems, SAD) i RNaza-free vodu.

Reverzna transkripcija 20 ng svake RNK izolovane iz kosti je izvodena u zapremini od 20 pl.
cDNK je dobijena pomocu kita za reverziju Sensiscript Kit-a (Qiagen, Nemacka) po uputstvu
proizvodaca. Pored navedenog kita u toku reakcije reverzne transkripcije koriS¢eni su RNase
inhibitor (Applied Biosystems, SAD) i Random hexamers (Applied Biosystems, SAD).

Reverzna transkripcija izvodena je u zapremini od 20 pl.
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Odnos i koncentracija reagenasa, tokom reakcije reverzne transkripcije, prikazani u Tabeli 1.

Tabela 1. Odnos i koncentracija reagenasa tokom reakcije reverzne transkripcije u
bubregu, duodenumu i kostima.

Reverzna transkripcija- Reverzna transkripcija-
bubreg i duodenum kosti
(volumen/reakcija) (volumen/reakcija)

10X RT Buffer 2ul 2 ul

dNTP miks 0.8 ul 2ul

Random hexamers 2 ul 1 ul

RNase inhibitor 0.5 ul 0.5 ul

MultiScribe™Reverzna transcriptaza 1ul /

Sensiscript Reverzna transcriptaza / 1 ul

Rnase-free voda Promenljiv Promenljiv

RNK Promenljiv Promenljiv

Ukupni volumen 20 pl 20 ul

Uzorci 1 reagensi su tokom pripreme reakcione smeSe drzani na ledu, a sama reakcija
reverzne transkripcije izvodena je u aparatu Mastercycleru ep Gradient S (Eppendorf,
Nemacka). Za reakciju reverzne transkripcije u bubregu i duodenumu koriséen je sledeci
termalni profil: 10min na 25°C, 120min na 37°C i 5 min na 85°C. Termalni profil reakcije
reverzne transkripcije za kosti bio je slede¢i: 60min na 37°C i 5min na 95°C.

Po obavljenoj reverznoj transkripciji, cDNK je smestena na -800C do dalje upotrebe.

Relativna kvantifikacija ekspresije gena za prolaktinski receptor na RealTime PCR-u
Kvantifikacija genske ekspresije dobijena je metodom kvantitativne analize lan¢ane reakcije
polimeraze (engl. Quantitative real time polimerase chain reaction, gqRT-PCR), pomoc¢u
KAPA Universal SYBR® FAST gPCR Master Mix (2X) (Kapa Biosystems, SAD)
kompleta. KAPA Universal SYBR® FAST qPCR Master Mix se isporucuje kao 2X Master
Mix sa integrisanim antitelo-posredovanim hot start-om, SYBR® Green | fluorescentnom
bojom, MgCl,, dNTP-ovima i stabilizatorima. Rox referentna boja nije uklju¢ena u Master
Mix, ali se dostavlja uz njega.

Nivo relativne ekspresije ciljnog gena odredivana jee poredenjem ekspresije tog istog gena u
kontrolnom uzorku- kalibratoru.

Pored kalibratora neophodno je bilo definisati endogenu kontrolu, koju predstavljaju geni sa
konzistentnim nivoom ekspresije u svim eksperimentalnim uzorcima. Na ovaj nacin izvr§ena
je normalizacija relativne kvantifikacije, tj eliminiSe se varijabilnost u inicijalnoj
koncentraciji 1 kvalitetu RNK. U ovom eksperimentu koris¢en je B2 mikroglobulin kao
houskeeping gen. Za amplifikaciju endogene kontrole i ciljnog gena koris¢eni su
komercijalni RNK specifi¢ni prajmeri prikazani u Tabeli 2.
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Tabela 2. Komercijalni RNK specifi¢ni prajmeri koriS$éeni u eksperimentu.

Naziv gena QuantiTect Primer Assay Detektovani transkript
(Qiagen, Nemacka)

B2 mikroglobulin Rn_B2m_1_SG, NM_012512
QT00176295

Prolaktinski receptor Rn_Prir_vb.1_SG, NM_001034111
QT01169518

Amplifikacija je pra¢ena na Stratagene Mx3005P System (Agilent Technologies, SAD)
RealTime PCR-u. gRT-PCR je izveden koris¢enjem 1 cDNK, specifi¢nih prajmera i gPCR
Master Mixa (Kapa Biosystems, SAD) u ukupnoj zapremini reakcije od 10 pl. Odnosi
reagenasa kori$¢enih u reakciji amplifikacije prikazani su u Tabeli 3.

Tabela 3. Odnosi reagenasa koriS¢enih u reakciji amplifikacije.

Reagensi Volumen/reakcija
KAPA SYBR® FAST Universal 2X gPCR Master Mix 5ul

ROX- referentna boja 0.2 ul

QuantiTect Primer Assay 1.1l

Rnase-free voda 2.7 ul

cDNK 1 ul

Ukupni volumen 10 pl

Reakcija amplifikacije izvodena je po slede¢em termalnom profilu: aktivacija enzima 3min
na 95°C; amplifikacija 3sek na 95°C, 20sek na 55°C, 1sek 72°C (x40 ciklusa); disocijacija
1min na 95°C, 30sek na 55°C, 30sek na 95°C.

Analiza rezultata RealTime PCR-a

Specifi¢nost produkta odredivana je na 2% agaroznom gelu i analizom krive topljenja (engl.
melting curve analysis). Dobijeni podaci su analizirani MxPro TM QPCR softwer-om
(Agilent Technologies, SAD).

Ekspresiji ciljnog gena u kalibratoru, gde kalibrator predstavlja netretiranu grupu, dodeljena
je vrednost 0. Relativna ekspresija gena predstavlja odnos izmedu ekspresije ciljne RNK u
tretiranom uzorku i ekspresije ciljne RNK u kalibratoru i njene vrednosti izraZzene su kao
Log>.
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5.7. Statisticka obrada podataka

Unos, tabelarno i graficko prikazivanje podataka obavljeno je koris¢enjem MS Office Excel
programa, a statistiCki proracuni su vrSeni programom SPSS, verzija 15.0. Rezultati
statistiCke analize prikazani su tabelarno i graficki.

Kontinualni (merljivi) parametri su predstavljeni srednjim vrednostima (X) i standardnim
devijacijama (SD), medijanom (Md), maksimalnim (Max) i minimalnim (Min) vrednostima.
Normalnost raspodele parametara utvrdivana je utvrdivana je Shapiro-Wilk testom.
Studentovim t-testom nezavisnih uzoraka (pri normalnim raspodelama) i Mann-Whitney U
testom (pri raspodelama parametara koje odstupaju od normalne) vrSeno je testiranje
statistiCke znacajnosti razlike vrednosti kontinualnih parametara izmedu dveju grupa.
Studentovim t-testom zavisnih (uparenih) uzoraka (pri normalnim raspodelama) i Wilcoxon
testom (pri raspodelama koje odstupaju od normalne) vrSeno je testiranje statisticke znacajnosti
razlike vrednosti kontinualnih parametara na poc¢etku 1 kraju istrazivanja.

Za statistiCku obradu podataka dobijenih RealTime PCR-om koriS¢en je programski paket
SPSS v. 15.0. ANOVA analizom utvrdivano je postojanje statisticki znacajne zavisnosti
dobijenih vrednosti parametara u okviru eksperimentalne grupe kada je bilo vise od dve
podgrupe.

Na osnovu rezultata testiranja homogenosti varijansi Levene-ovim metodom, za naknadnu
Post-hoc analizu multiplih poredenja koris¢eni su Tukey-ov ili Dunnett-ov test radi
utvrdivanja statisticki znacajnih razlika izmedu srednjih vrednosti Za statisti¢ki znacajan nivo
smatrano je p<0,05.

Studentov t-test, uz testiranje homogenosti varijansi Levene-ovim metodom korisc¢en je kada
je eksperimentalna grupa imala samo dve podgrupe.
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6. REZULTATI

6.1.

Rezultati koncentracije prolaktina

Rezultati srednje vrednosti PRL u ispitivanim grupama, prikazani su na Grafikonu 1.
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Grafikon 1. Srednja vrednost PRL u ispitivanim grupama.

Grupa A: starosha dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju

kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.1.1. Koncentracija PRL kod gravidnih eksperimentalnih Zivotinja

U tre¢oj nedelji trudnoce, koncentracija PRL, u grupi C, bila je signifikantno veéa u
odnosu na kontrolnu grupu B (181,80+29,65 pg/mL vs. 105,38+28,34 pg/mL; p<0,001)
¢ime je potvrdena fizioloska hiperprolaktinemija kod gravidnih eksperimentalnih

zivotinja (Tabela 4).

Tabela 4. Koncentracija PRL u eksperimentalnim grupama C i B.

PRL(pg/mL) N Me Min— Max
X+SD
Grupa C 181,80+29,65 ° 9 175,46 131,22- 216,72
Grupa B 105,38+28,34 10 99,97  62,36- 146,16

Grupa C:fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa; * C vs B, p<0,001
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6.1.2. Koncentracija PRL kod eksperimentalnih Zivotinja tretiranih Sulpiridom
Eksperimentalne Zivotinje grupe D, tertirane Sulpiridom tri nedelje, pokazale su
statistiCki znaCajan porast koncentracije PRL u odnosu na starosno odgovarajucu
kontrolnu grupu B (182,03+57,80 pg/mL vs. 105,38+28,34 pg/mL; p<0,001). Zivotinje
eksperimentalnih grupa E 1 F, tretirane 6 nedelja Sulpiridom, takode su pokazale
signifikantan porast koncentracije PRL u odnosu na starosno odgovarajuc¢u kontrolnu
grupu B2 (E vs. B2: 148,92+20,46 pg/mL vs. 112,01+11,92 pg/mL; p<0,001 i F vs. B2:
148,38+27,25 pg/mL vs. 112,01+11,92 pg/mL; p<0,01). Sobzirom da je u svim grupama
tretiranim Sulpiridom, vrifikovan statistiCki znacajan porast koncentracije PRL,
potvrdeno je stanje medikamentne hiperprolaktinemije (Tabela 5).

Tabela 5. Koncentracija PRL u eksperimentalnim grupama D, E, F, B i B2.

PRL(pg/mL) N Me Min— Max
X+SD
Grupa D 182,03+57,80 ° 10 164,21 133,56- 330,84
Grupa B 105,38+28,34 10 99,97 62,36 146,16
Grupa E 148,92+20,46 ° 10 151,11 112,50- 182,16
Grupa F 148,38+27,25 ° 10 148,05 106,56— 190,98
Grupa B2 112,01+11,92 7 109,66 100,84— 134,28

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi D;
Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F: medikamentna
hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju kalcijumom i
vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F; ® D vs B, p<0,001; bE vs B2, p<0,001; °F vs
B2, p<0,01

6.1.3. Koncentracija PRL u kontrolnim grupama razliite starosne dobi

Merenjem koncentracije PRL u grupi A (starosna dob 5 nedelja), grupi B (starosna dob
18 nedelja) i grupi B2 (starosna dob 21 nedelja) nadena je signifikantno visa
koncentracija PRL u mladih pacova u odnosu na starije (A vs. B: 212,06£27,00 pg/mL
vs. 105,38+28,34 pg/mL; p<0,001 i A vs. B2: 212,06£27,00 pg/mL vs. 112,01+11,92
pg/mL; p<0,001). Rezultati srednje vrednosti koncentracije PRL, sa SD, Me i Min-Max
vrednosti, kod eksperimentalnih zivotinja razli¢ite starosne dobi, prikazani su u Tabeli 6.
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Tabela 6. Koncentracija PRL u eksperimentalnim grupama A, B i B2.

Min— Max

PRL (pg/mL) N Me

X+SD
Grupa A 212,06+27,00*> 10 218,52
Grupa B 105,38+28,34 10 99,97
GrupaB2 112,01+11,92 7 109,66

147,96— 238,16
62,36— 146,16

100,84 134,28

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2: kontrola
starosne dobi 21 nedelja; * A vs B, p<0,001; ° A vs B2, p<0,001
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6.2. Rezultati opstih biohemijskih analiza u serumu (urea, kreatinin i ukupni proteini)
6.2.1. Urea

Srednja vrednost koncentracije uree u svim ispitivanim grupama prikazana je na
Grafikonu 2.
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Grafikon 2. Srednja vrednost uree u ispitivanim grupama.

Grupa A: starosnha dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju
kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.2.1.1.  Koncentracija uree u fiziolo§koj hiperprolaktinemiji

Vrednosti uree u serumu kod svih eksperimentalnih Zivotinja grupe C 1 B bile su u
granicama referentnog opsega. Srednja vrednost koncentracije uree u fizioloskoj
hiperprolaktinemiji pokazala se znac¢ajno niza u odnosu na kontrolnu grupu. Rezultati
su prikazani u Tabeli 7.

Tabela 7. Koncentracija uree u fiziolo$koj hiperprolaktinemiji.

Urea (mmol/L) N Me Min— Max

X+SD
GrupaC  5,58+1,39 2 9 4,90 4,50— 8,50
GrupaB  7,30+1,23 10 7,35  5,00- 9,60

Grupa C:fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa; ® C vs B, p<0,05
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6.2.1.2.  Koncentracija uree u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Kod svih eksperimentalnih grupa sa medikamentnom hiperprolaktinemijom,
koncentracija uree u serumu bila je u granicama normale. Statisti¢ki znacajno viSa
koncentracija, verifikovana je u grupi F u odnosu na grupu E i kontrolnu grupu B2 (F
vs. E: 7,67£1,1 mmol/L vs. 6,75+0,76 mmol/L; p<0,05 i F vs. B2: 7,67+1,1 mmol/L
vs. 6,24+0,54 mmol/L; p<0,01). Rezultati su prikazani u Tabeli 8.

Tabela 8. Koncentracija uree u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Urea (mmol/L) N Me Min— Max

X+SD
Grupa B 7,30+1,23 10 7,35 5,00- 9,60
Grupa D 7,05+1,21 10 7,15 5,60— 9,60
Grupa E 6,75+0,76 10 7,05 5,30- 7,60
Grupa F 7,67+1,10%° 10 7,80 6,10— 9,90
Grupa B2 6,24+0,54 7 6,20 5,50 7,30

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi
D; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu
terapiju kalcijumom i vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F; ® F vs B2, p<0,01;
®F vs E, p<0,05

6.2.1.3. Koncentracija uree u razlicitoj starosnoj dobi

Porede¢i srednju vrednost koncentracije uree u starosno razli¢itim kontrolnim
grupama, statisticki zna€ajno viSa koncentracija verifikovana je samo u grupi B (18
nedelja stari pacovi) u odnosu na grupu A (stari 5 nedelja). Sve vrednosti
koncentracije uree bile su u referentnom opsegu. Rezultati su prikazani u Tabeli 9.

Tabela 9. Koncentracija uree u starosno razli¢itim kontrolnim grupama.

Urea (mmol/L) N Me Min— Max

X+SD
Grupa A 6,3340,76 10 6,35 5,40- 7,50
Grupa B 7,30+1,23 ¢ 10 7,35 5,00- 9,60
Grupa B2 6,24+0,54 7 6,20 5,50- 7,30

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2:
kontrola starosne dobi 21 nedelja; * B vs A, p<0,05
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6.2.2. Kreatinin
Srednja vrednost koncentracije kreatinina u svim ispitivanim grupama prikazana je na

Grafikonu 3.
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Grafikon 3. Srednja vrednost kreatinina u ispitivanim grupama.

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloSka hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju
kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.2.2.1. Koncentracija kreatinina u fizioloskoj hiperprolaktinemiji

U fizioloSkoj hiperprolaktinemiji vrednosti koncentracije kreatinina bile su u
granicama normale i bez znacajne razlike u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu grupu.
Rezultati su prikazani u Tabeli 10.

Tabela 10. Koncentracija kreatinina u fiziolo§koj hiperprolaktinemiji

Kreatinin (umol/L) N Me Min— Max
X+SD
Grupa C 65,01+16,66 9 59,60 54,50— 108,40
Grupa B 59,80+4,43 10 59,95 54,20- 66,80

Grupa C:fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa.
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6.2.2.2.  Koncentracija kreatinina u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Kod svih eksperimentalnih Zivotinja sa medikamentnom hiperprolaktinemijom
koncentracija kreatinina bila je u referenthom opsegu. Poredenje srednje vrednosti u
grupi D sa grupom B pokazalo signifikantno visu koncentraciju kreatinina. Znac¢ajna
razlika je uocena i izmedu srednje vrednosti koncentracije kreatinina u grupi D u
odnosu na grupe E i F. Poredeé¢i koncentraciju kreatinina medu samim grupama sa
prolongiranom medikamentnom hiperprolaktinemijom (E i F) i u odnosu na
odgovarajucu kontrolu (B2) nije zabelezena znacajna razlika (Tabela 11).

Tabela 11. Koncentracija kreatinina u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Kreatinin (umol/Il) N Me Min— Max
X+SD
Grupa D 68,19+9,01* "¢ 10 64,70  60,60—91,00
Grupa B 59,80+4,43 10 59,95  54,20-66,80
Grupa E 56,71+4,48 10 55,10 51,80-66,10
Grupa F 59,53+4,70 10 59,30  52,40- 65,50
Grupa B2 58,31+6,76 7 59,00 49,20-67,60

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi
D; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu
terapiju kalcijumom i vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F; ® D vs E, p<0,01;

®D vs B, p<0,01; D vs F, p<0,05

6.2.2.3. Koncentracija kreatinina u razli¢itoj starosnoj dobi
U kontrolnim grupama razli¢ite starosne dobi (5, 18 i 21 nedelja) koncentracija

kreatinina bila je u granicama normale, bez statisti¢ki znac¢ajne razlike (Tabela 12).

Tabela 12. Koncentracija kreatinina u starosno razli¢itim kontrolnim grupama.

Kreatinin (umol/L) N Me Min- Max
X+SD
Grupa A 62,92+7,00 10 60,07  56,90- 78,40
Grupa B 59,80+4,43 10 59,95  54,20-66,80
Grupa B2 58,31+6,76 7 59,00  49,20- 67,60

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2:
kontrola starosne dobi 21 nedelja.
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6.2.3. Ukupni proteini

Srednja vrednost koncentracije ukupnih proteina u svim ispitivanim grupama prikazana je
na Grafikonu 4.
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Grafikon 4. Srednja vrednost ukupnih proteina u ispitivanim grupama.

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloSka hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju
kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.2.3.1. Koncentracija ukupnih proteina u fizioloskoj hiperprolaktinemiji
Vrednosti koncentracije ukupnih proteina u fizioloskoj hiperprolaktinemiji bile su u

granicama normale, bez zaCajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 13).

Tabela 13. Ukupni proteini u fizioloskoj hiperprolaktinemiji

Ukupni proteini (g/L) N Me Min— Max
X+£SD
Grupa B 72,26+2,23 10 72,55 67,70—- 75,00
Grupa C 69,86+7,71 9 7280 50,90- 75,60

Grupa C:fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa.
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6.2.3.2.  Koncentracija proteina u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

U grupama D i E nadena je znacajno viSa koncentracija ukupnih proteina u odnosu na
kontrolu (D vs B: 77,23+3,93 g/L vs. 72,26+2,23 g/L; p<0,01 i E vs B2:
79,95+3,01g/L vs. 73,53+3,36 g/L; p<0,01). Signifikantna razlika je verifikovana i
medu samim grupama sa medikamentnom hiperprolaktinemijom (E vs. F: 79,95+3,01
g/L vs. 74,16£3,76 g/L; p< 0,01). Kod svih eksperimentalnih Zivotinja koncentracija
ukupnih proteina bila je u granicama normale. Rezultati su prikazani u Tabeli 14.

Tabela 14. Ukupni proteini u medikamentnoj hiperprolaktinemiji.

Ukupni proteini (g/L) N Me Min— Max
X+SD
Grupa D 77,23+3,93% 10 7795  70,70-82,30
Grupa B 72,26+2,23 10 7255  67,70-75,00
Grupa E 79,95+3,01°¢ 10 79,20  76,10- 85,20
Grupa F 74,16+3,76 10 74,40  68,40- 82,40
Grupa B2 73,53+3,36 7 7230 70,10-79,70

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi
D; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu
terapiju kalcijumom i vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F; D vs B, p<0,01;

®E vs B2, p<0,01; °E vs F, p<0,01

6.2.3.3. Koncentracija ukupnih proteina u razlicitoj starosnoj dobi
Kod pacova mlade Zivotne dobi utvrdeno je postojanje znacajno niZih vrednosti

ukupnih proteina u odnosu na kontrolne grupe starijih pacova (Tabela 15).

Tabela 15. Ukupni proteini u starosno razli¢itim kontrolnim grupama.

Ukupni proteini (g/L) N Me Min— Max
X£SD
Grupa A 62,41+3,84 10 61,95 55,80-67,70
Grupa B 72,26+2,23° 10 7255  67,70- 75,00
Grupa B2 73,53+3,36° 7 72,30  70,10- 79,70

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2:
kontrola starosne dobi 21 nedelja;*B vs A, p<0,001; *B2 vs A, p<0,001
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6.3. Rezultati koncentracije kalcijuma i fosfora u serumu
6.3.1. Ukupni kalcijum u serumu

Srednja vrednost koncentracije ukupnog kalcijuma u svim ispitivanim grupama prikazana
je na Grafikonu 5.
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Grafikon 5. Srednja vrednost ukupnog kalcijuma u ispitivanim grupama.

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloSka hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju
kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.3.1.1.  Ukupni kalcijum u fizioloSkoj hiperprolaktinemiji
Srednja vrednost koncentracije ukupnog kalcijuma u fizioloskoj hiperprolaktinemiji

nije se znacajno razlikovala u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 16).

Tabela 16. Ukupni kalcijum u fiziolo$koj hiperprolaktinemiji.

Ukupni Ca (mmol/L) N Me Min- Max

X+£SD
Grupa B 2,4940,04 10 2,49 245-2,58
Grupa C 2,39+0,14 9 2,41 2,10-2,58

Grupa C:fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa.
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6.3.1.2.  Ukupni kalcijum u medikamentnoj hiperprolaktinemiji
Nivo ukupnog kalcijuma u fizioloskoj hiperprolaktinemiji kretao se u opsegu

referntnih vrednosti, bez statisticki znacajne razlike izmedu grupa (Tabela 17).

Tabela 17. Ukupni kalcijum u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Ukupni Ca (mmol/L) N Me  Min- Max

X+SD
Grupa D 2,51+0,06 10 251  241-258
Grupa B 2,49+0.04 10 2,49 2,45-2,58
Grupa E 2,56+0,06 10 256  2,48-2,67
Grupa F 2,55+0,08 10 257 2.37-2,68
Grupa B2 2,55+0,07 7 2,52 2,45-2,65

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi
D; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu
terapiju kalcijumom i vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F.

6.3.1.3.  Ukupni kalcijum u razli¢itoj starosnoj dobi
Kod mladih pacova zabelezena je znacajno visa koncentracija ukupnog kalcijuma u
odnosu na grupu B (2,55+0,07 mmol/L vs 2,49+0,04 mmol/L; p<0,05) i pored toga

§to su sve vrednosti bile u referentnom opsegu (Tabela 18).

Tabela 18. Ukupni kalcijum u razli¢itim starosnim dobima.

Ukupni Ca (mmol/L) N Me  Min- Max

X+SD
Grupa A 2,55+0,07 * 10 2,555 2,44-2,66
Grupa B 2,49+0,04 10 249 245-258
Grupa B2 2,55+0,07 7 252 245-2,65

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2:
kontrola starosne dobi 21 nedelja;® A vs B, p<0,05
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6.3.2. Jonizovani kalcijum

Srednja vrednost koncentracije jonizovanog kalcijuma u svim ispitivanim grupama
prikazana je na Grafikonu 6.
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Grafikon 6. Srednja vrednost jonizovanog kalcijuma u ispitivanim grupama.
Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju
kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.3.2.1.  Jonizovani kalcijum u fizioloSkoj hiperprolaktinemiji

Srednje  vrednost jonizovanog Kkalcijuma kod pacova sa fizioloSkom
hiperprolaktinemijom bila je signifikantno niza u odnosu na kontrolnu grupu
(0,50£0,2 mmol/L vs. 1,12+0,04 mmol/L; p<0,001). Rezultati su prikazani u Tabeli
19.

Tabela 19. Jonizovani kalcijum u fizioloskoj hiperprolaktinemiji

Ca"™ (mmol/L) N Me  Min- Max

X+SD
Grupa C 0,50+0,20 * 9 0,41 0,29-0,82
Grupa B 1,12+0,04 10 114 1,04-1,17

Grupa C:fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa; ® C vs B, p<0,001
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6.3.2.2.  Jonizovani kalcijum u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

U svim eksperimentalnim grupama sa medikamentnom hiperprolaktinemijom
zabelezen je porast koncentracije jonizovanog kalcijuma u serumu. Statisticki
znaCajno vise koncentracije verifikovane su u grupi D u odnosu na grupu B
(1,15+0,04 mmol/L vs. 1,12+0,04 mmol/L; p<0,05) i u grupi E u odnosu na grupu F i
B2 (E vs F: 1,21+0,03 mmol/L vs. 1,17+0,03 mmol/L; p<0,01 i E vs B2:
1,21+£0,03mmol/L  vs. 1,15£0,02 mmol/L; p<0,001). Sa prolongiranjem
medikamentne hiperprolaktinemije verifikovan je i signifikantni porast koncentracije
jonizovanog kalcijuma (E vs. D: 1,21+£0,03 mmol/L vs. 1,15+0,04 mmol/L; p<0,001).
Rezultati su prikazani u Tabeli 20.

Tabela 20. Jonizovani kalcijum u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Ca "(mmol/L) N  Me Min-Max

X+SD
Grupa D 1,15+0,04 2 10 1,14 1,09-1,22
Grupa B 1,12+0,04 10 1,14 1,04-117
Grupa E 1,21+0,03 Pe@ 10 121 1,181,225
Grupa F 1,17+0,03 10 1,17 1,12-1,23
Grupa B2 1,15+0,02 7 115 1,12-119

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi
D; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu
terapiju kalcijumom i vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F; ®D vs B, p<0,05; " E
vs F, p<0,01; °E vs B2, p<0,001; 9E vs D, p<0,001

6.3.2.3.  Jonizovani kalcijum u razli¢itoj starosnoj dobi

Srednja vrednost jonizovanog kalcijuma kod mladih pacova bila je znac¢ajno niza u
odnosu na kontrolne grupe starije zivotne dobi (Avs.B: 1,02+0,1 mmol/L vs.
1,12+0,04 mmol/L; p<0,05 i A vs. B2: 1,02+0,1 mmol/L vs. 1,15+£0,02 mmol/L;
p<0,01; Tabela 21).
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Tabela 21. Jonizovani kalcijum u starosno razli¢itim kontrolnim grupama.

Ca™ (mmol/L) N Me  Min- Max

X+SD
Grupa A 1,02+0,10 &P 10 106 0,83-1,11
Grupa B 1,12+0,04 10 1,14 1,04-1,17
Grupa B2 1,15+0,02 7 115 112-119

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2:
kontrola starosne dobi 21 nedelja; *A vs B, p<0,05; ° A vs B2, p<0,01
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6.3.3. Fosfor u serumu

Srednja vrednost koncentracije fosfora u svim ispitivanim grupama prikazana je na
Grafikonu 7.
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Grafikon 7. Srednja vrednost fosfora u ispitivanim grupama.

Grupa A: starosnha dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju
kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.3.3.1.  Fosfor u fizioloskoj hiperprolaktinemiji

Uporedo sa padom jonizovanog kalcijuma u fizioloskoj hiperprolaktinemiji,
zabelezen je 1 statisticki znacajan porast koncentracije fosfata u serumu (2,42+0,46
mmol/L vs. 2,05+0,19 mmol/L; p<0,05). Rezultati ovih analiza prikazani su u Tabeli
22.

Tabela 22. Fosfor u fiziolo$koj hiperprolaktinemiji

P u serumu (mmol/L) N Me Min— Max

X+£SD
Grupa C 2,42+0,46° 9 2,23 2,00- 3,29
Grupa B 2,05+0,19 10 2,05 1,73- 2,46

Grupa C:fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa; ® C vs B, p<0,05
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6.3.3.2.  Fosfor u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Koncentracija fosfora u serumu, kod svih eksperimentalnih Zivotinja sa
medikamentnom hiperprolaktinemijom, bila je u granicama normale. Poredeci srednje
vrednosti koncentracije fosfora u grupama D, E i F sa odgovaraju¢im kontrolama (B i
B2) nije videna statisticki znacajna razlika. Zabelezen je samo znacajan pad
koncentracije fosfora sa prolongiranjem medikamentne hiperprolaktinemije (D vs. E:
2,14+0,48 mmol/L vs. 1,70£0,13 mmol/L; p<0,05; Tabela 23).

Tabela 23. Fosfor u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

P u serumu (mmol/L) N Me Min— Max

X+SD
Grupa D 2,14+0,48 2 10 2,05 1,67- 3,39
Grupa B 2,0540,19 10 2,05 1,73- 2,46
Grupa E 1,70+0,13 10 1,70 1,43-191
Grupa F 1,92+0,16 10 1,87 1,68— 2,22
Grupa B2 1,89+1,89 7 1,87 1,37- 2,32

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi
D; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu
terapiju kalcijumom i vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F; #D vs E, p<0,05

6.3.3.3.  Fosfor u razlicitoj starosnoj dobi

Srednja vrednost koncentracije fosfora u serumu, bila je znac¢ajno viSa u odnosu na
kontrolne grupe starije zivotne dobi (A vs B: 3,29+0,81 mmol/L vs. 2,05+0,19
mmol/L; p<0,001 i A vs. B2: 3,29+0,81 mmol/L vs. 1,89+0,32 mmol/L; p<0,001;
Tabela 24).

Tabela 24. Fosfor u starosno razli¢itim kontrolnim grupama.

P u serumu (mmol/L) N Me  Min- Max

X+SD
Grupa A 3,29+0,81 *° 10 2,93  2,84-549
Grupa B 2,05+0,19 10 2,05 173-246
Grupa B2 1,89+0,32 7 187 1,37-2,32

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2:

kontrola starosne dobi 21 nedelja; ® A vs B, p<0,001; bA vs B2, p<0,001
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6.4. Rezultati kalcijum- i fosfoureze
6.4.1. Kalcijumureza

Rezultati 24-¢asovne kalcijumureze u ispitivanim grupama prikazani su na Grafikonu 8.
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Grafikon 8. Kalcijumureza u ispitivanim grupama.

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju
kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.4.1.1. Kalcijumureza u fizioloSkoj hiperprolaktinemiji

Porede¢i 24-h kalcijumurezu kod gravidnih eksperimentalnih Zivotinja sa kontrolnom
grupom verifikovano je signifikantno vece izlu€ivanje kalcijuma u fizioloSkoj
hiperprolaktinemiji (3,90£0,46 mmol/24h vs. 3,05+0,58 mmol/24h; p<0,01; Tabela
25).

Tabela 25. Kalcijumureza u fiziolo$koj hiperprolaktinemiji.

Ca u urinu (mmol/24h) N Me  Min— Max

X+SD
Grupa C 3,90+0,46 ® 9 406 3,26-454
Grupa B 3,05+0,58 10 3,17 2,28-3,99

Grupa C:fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa; ® C vs B, p<0,01
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6.4.1.2. Kalcijumureza u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

U tronedeljnoj medikamentnoj hiperprolaktinemiji, zapazen je signifikantni porast
kalcijumureze u odnosu na kontrolnu grupu (4,31+1,11 mmol/24h vs. 3,05+0,58
mmol/24h; p<0,01). Sa prolongiranjem hiperprolaktinemije, kalcijumureza znacajno
opada poredeci rezultate grupe D i E (4,31+1,11 mmol/24h vs. 2,88+0,60 mmol/24h;
p<0,01) dok porede¢i grupu E sa starosno odgovarajucom kontrolnom grupom
statistiCki znacajna razlika izostaje (2,88+0,60 mmol/24h vs. 3,37+0,87 mmol/24h).
Dodavanjem suplementne terapije kalcijuma i vitamina D, Zivotinjama sa
medikamentnom hiperprolaktinemijom, dolazi do zna¢ajnog porasta kalcijumureze (F
vs B2: 8,63+£2,08 mmol/24h vs. 3,37+0,87 mmol/24h; p<0,001; F vs. E: 8,63+£2,08
mmol/24h vs. 2,88+0,60 mmol/24h; p<0,001; F vs.D: 8,63+2,08 mmol/24h vs.
4,31+1,11 mmol/24h; p<0,001; Tabela 26).

Tabela 26. Kalcijumureza u medikamentnoj hiperprolaktinemiji.

Ca u urinu (mmol/24h) N Me  Min- Max
X+SD
Grupa D 4,31+1,11%° 10 427 2,81-6,53
Grupa B 3,05+0,58 10 3,17 2,28-3,99
Grupa E 2,88+0,60 10 2,83 2,06-3,83
Grupa F 8,63+2,08 ¢¢ 10 8,88 522-11,40
Grupa B2 3,37+0,87 7 370 1,75-417

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi
D; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu
terapiju kalcijumom i vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F; 2 D vs B, p<0,01; ° D
vs E, p<0,01; °F vs B2, p<0,001; *F vs D, p<0,001; ¢F vs E, p<0,001

6.4.1.3. Kalcijumureza u razli¢itoj Zivotnoj dobi

Kod mladih pacova verifikovana je znafajno niza kalcijumureza u odnosu na
eksperimentalne Zivotinje starije zivotne dobi (A vs. B: 0,70+0,25 mmol/24h vs.
3,05+0,58 mmol/24h; p<0,001 i A vs. B2: 0,70+£0,25 mmol/24h vs. 3,37+0,87
mmol/24h; p<0,001, Tabela 27).
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Tabela 27. Kalcijumureza u starosno razli¢itim kontrolnim grupama.

Ca u urinu (mmol/24h) N Me  Min- Max

X+SD
Grupa A 0,70+0,25 *° 10 066 0,46-1.28
Grupa B 3,05+0,58 10 3,17  2,28-3,99
Grupa B2 3,37+0,87 7 3,70 1,75-417

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2:
kontrola starosne dobi 21 nedelja; ® A vs B, p<0,001; A vs B2, p<0,001
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6.4.2. Fosfoureza

Rezultati 24-¢asovne fosfoureze u ispitivanim grupama prikazani su na Grafikonu 9.
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Grafikon 9. Fosfoureza u ispitivanim grupama.

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju
kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.4.2.1. Fosfoureza u fizioloSkoj hiperprolaktinemiji

Srednja vrednost 24-h fosfoureze, u fizioloskoj hiperprolaktinemiji, bila je
signifikantno visa u odnosu na kontrolnu grupu (141,15+£20,65 mmol/24h vs.
45,54+7,99 mmol/24h; p<0,001, Tabela 28).

Tabela 28. Fosfoureza u fizioloskoj hiperprolaktinemiji

P u urinu (mmol/24h) N Me Min— Max
X+SD
Grupa C 141,15+20,65° 9 140,92 119,86- 191,30
Grupa B 45,54+7,99 10 45,88  33,18-56,08

Grupa C:fizioloSka hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa; * C vs B, p<0,001
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6.4.2.2.  Fosfoureza u medikamentnoj hiperprolaktinemiji
Signifikantno visa fosfoureza zabelezena je u grupi F u odnosu na grupu D
(67,83+16,78 mmol/24h vs. 50,58+9,77 mmol/24h; p<0,05, Tabela 29).

Tabela 29. Fosfoureza u medikamentnoj hiperprolaktinemiji.

P u urinu (mmol/24h) N Me  Min— Max
X+SD
Grupa D 50,58+9,77 10 51,72 35,73- 64,26
Grupa B 45,54+7,99 10 45,88 33,18- 56,08
Grupa E 53,93+14,05 10 52,96 33,57-80,48
Grupa F 67,83+16,78 10 66,54 46,58- 87,51
Grupa B2 55,03+20,37 7 4559 3937-9544

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi
D; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu
terapiju kalcijumom i vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F; *F vs D, p<0,05

6.4.2.3.  Fosfoureza u razlicitoj Zivotnoj dobi
Znacajno viSa fosfoureza zabelezena je samo u grupi mladih pacova u odnosu na
grupu B (53,63£8,12 mmol/24h vs 45,54+7,99 mmol/24h; p<0,05, Tabela 30).

Tabela 30. Fosfoureza u u starosno razli¢itim kontrolnim grupama.

P u urinu (mmol/24h) N Me Min— Max
X+SD
Grupa A 53,63+8,122 10 53,51  40,37- 68,63
Grupa B 45,54+7,99 10 45,88  33,18- 56,08
Grupa B2 55,03+20,37 7 4559  39.37- 9544

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2:
kontrola starosne dobi 21 nedelja; ® A vs B, p<0,05

6.5. Rezultati koncentracije vitamina D

Nivo vitamina D je u svim ispitivanim grupama, izuzev grupe F, bio nemerljivo nizak, pa
samim tim nije bila moguca statisticka obrada podataka.
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6.6. Rezultati nivoa biohemijskih markera kostane formacije
6.6.1. Alkalna fosfataza

Aktivnost alkalne fosfataze u ispitivanim grupama prikazana je na Grafikonu 10.
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Grafikon 10. Aktivnost ALP u ispitivanim grupama.

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju
kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.6.1.1. ALP u fizioloskoj hiperprolaktinemiji
Aktivnost ALP u fizioloskoj hiperprolaktinemiji, nije se znacajno razlikovala u
odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 31).

Tabela 31. Aktivnost ALP u fiziolo§koj hiperprolaktinemiji.

ALP (U/L) N Me  Min- Max

X+SD
Grupa C 63,67+21,19 9 5930 42,20~ 115,70
Grupa B 77,07+22,60 10 81,10  46,80- 119,50

Grupa C:fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa.
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6.6.1.2.  ALP u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Kod svih eksperimentalnih grupa sa medikamentnom hiperprolaktinemijom, aktivnost
ALP bila je neSto niza u odnosu na starosno odgovarajuc¢e kontrolne grupe, ali bez
signifikantne razlike (Tabela 32).

Tabela 32. Aktivnost ALP u medikamentnoj hiperprolaktinemiji.

ALP (U/L) N Me  Min- Max
X+SD
Grupa D 60,92+19,40 10 56,90  32,20- 96,20
Grupa B 77,07422,60 10 81,10  46,80— 119,50
Grupa E 49,61+14,39 10 4420  32,10- 79,80
Grupa F 52,71+19,14 10 4955  27,50- 101,50
Grupa B2 57,36+22,92 7 4800  36,60— 97,00

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi
D; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu
terapiju kalcijumom i vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F.

6.6.1.3.  ALP u razlicitoj starosnoj dobi

Kod mladih pacova nadena je znacajno visa aktivnost ALP u odnosu na grupe starije
zivotne dobi (A vs B: 164,61+42,42 U/L vs. 77,07£22,60 U/L; p<0,001 i A vs. B2:
164,61+42,42 U/L vs. 57,36%£22,92 U/L; p<0,001). lako je aktivnost ALP pokazala
tendenciju pada u grupi B2 (21 nedelja starosti) u odnosu na grupu B (18 nedelja
starosti) signifikantna razlika nije potvrdena (Tabela 33).

Tabela 33. Aktivnost ALP u starosno razli¢itim kontrolnim grupama.

ALP (U/L) N Me Min— Max
X+SD
Grupa A 164,61+4242 2P 10 146,45 124,70- 242,50
Grupa B 77,07+22,60 10 81,10 46,80 119,50
Grupa B2 57,36422,92 7 48,00  36,60- 97,00

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2:
kontrola starosne dobi 21 nedelja; ® A vs B, p<0,001; ® A vs B2, p<0,001
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6.6.2. Osteokalcin

Koncentracija osteokalcina u ispitivanim grupama prikazana je na Grafikonu 11.
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Grafikon 11. Koncentracija osteokalcina u ispitivanim grupama.

Grupa A: starosha dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloSka hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju
kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.6.2.1.  OC u fizioloskoj hiperprolaktinemiji

U fizioloSkoj hiperprolaktinemiji utvrdena je znacajno niZza koncentracija OC u
odnosu na kontrolnu grupu (9,01+1,09 ng/mL vs 17,50+2,76 ng/mL; p<0,001, Tabela
34.)

Tabela 34. Koncentracija OC u fiziolo§koj hiperprolaktinemiji

OC (ng/mL) N Me Min- Max
X+SD
Grupa C 9,01+1,09 2 9 9,00 7,18- 10,61
Grupa B 17,50+2,76 10 17,81  13,43-23,16

Grupa C:fizioloka hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa; ®C vs B, p<0,001

6.6.2.2.  OC u medikamentnoj hiperprolaktinemiji
U eksperimentalnim grupama D i E, nije zabeleZena znac¢ajna razlika u koncentraciji
OC u poredenju sa starosno odgovaraju¢im kontrolnim grupama. Dodavanjem
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suplementne terapije (kalcijum i vitamin D) pacovima sa medikamentnom
hiperprolaktinemijom, znacajno se snizava koncentracija OC (F vs B2: 9,90+1,98
ng/mL vs. 16,18+2,0ng/mL; p<0,001; F vs E: 9,90+1,98ng/mL vs. 13,55+342 ng/mL;
p<0,01i F vs. D: 9,90+1,98ng/mL vs. 15,28+2,51ng/mL; p<0,001, Tabela 35).

Tabela 35. Koncentracija OC u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

OC (ng/mL) N Me Min— Max
X+SD
Grupa D 15,28+2,51 10 15,62 11,23- 18,94
Grupa B 17,50+2,76 10 17,81 13,43- 23,16
Grupa E 13,5543,42 10 12,29 8,73— 19,14
Grupa F 9,90+1,98 *P¢ 10 9,43 7.20— 13,07
Grupa B2 16,18+2,00 7 16,41 12,84— 18,99

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi
D; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu
terapiju kalcijumom i vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F; * F vs B2, p<0,001;
®F vs D, p<0,001; °F vs E, p<0,01

6.6.2.3.  OC u razli¢itoj starosnoj dobi

Signifakantno visa koncentracija OC, zabeleZenaje kod mladih pacova u odnosu na
starije eksperimentalne Zivotinje (A vs B: 87,97+£10,0 ng/mL vs. 17,50+2,76 ng/mL;
p<0,001 i A vs B2: 87,97+10,0 ng/mL vs. 16,18+2,0 ng/mL; p<0,001). Najniza
koncentracija OC zabelezena je u najstarijoj eksperimentalnoj grupi (B2) ali bez
znacajne razlike u odnosu na B. Rezultati su prikazani u Tabeli 36.

Tabela 36. Koncentracija OC u starosno razli¢itim kontrolnim grupama.

OC (ng/mL) N Me Min— Max
X+SD
Grupa A 87,97+10,00 2P 10 86,90  69,44— 105,30
Grupa B 17,50+2,76 10 17,81  13,43- 23,16
Grupa B2 16,18+2,00 7 16,41  12,84- 18,99

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2:
kontrola starosne dobi 21 nedelja; * A vs B, p<0,001; bA vs B2, p<0,001
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6.6.3. Prokolagen tip I amino terminalni propeptid

Koncentracija TPINP u ispitivanim grupama prikazana je na Grafikonu 12.
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Grafikon 12. Koncentracija TP1NP u ispitivanim grupama.

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola grupama C i D (starosna dob 18 nedelja);
Grupa C: fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju
od 3 nedelje; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu terapiju
kalcijumom i vitaminom D; Grupa B2: kontrola grupama E i F (starosna dob 21 nedelja).

6.6.3.1. TPINP u fiziolo§koj hiperprolaktinemiji
U eksperimentalnoj grupi sa fizioloskom hiperprolaktinemijom verifikovana je

statisticki znacajno viSa koncentracija TPINP u poredenju sa kontrolom (489,22+
46,77 pg/mL vs 361,90+53,01 pg/mL; p<0,001, Tabela 37).

Tabela 37. Koncentracija TPINP u fizioloskoj hiperprolaktinemiji.

TPINP (pg/mL) N Me Min— Max
X+SD
Grupa C 489,22+46,77 9 474,00  443,00- 596,00
Grupa B 361,90+53,01 10 368,00 278,00 449,00

Grupa C:fizioloska hiperprolaktinemija; Grupa B: kontrolna grupa; ®C vs B, p<0,001

6.6.3.2. ' TP1NP u medikamentnoj hiperprolaktinemiji
Srednja vrednost koncentracije TPINP u grupi D bila je znacajno niZa uodnosu na
kontrolnu grupu (309,60£36,74 pg/mL vs. 361,90+53,01 pg/mL; p<0,05). Sa

69



prolongiranjem medikamentne hiperprolaktinemije, koncentracij TP!NP bila je u
padu, ali bez statisticke znacajnosti. Rezultati su prikazani u Tabeli 38.

Tabela 38. Koncentracija TP1INP u medikamentnoj hiperprolaktinemiji.

TP1NP (pg/mL) N Me Min- Max
X+SD
Grupa D 309,60+36,74 10 318,00  226,00- 365,00
Grupa B 361,90+53,01 10 368,00 278,00 449,00
Grupa E 291,70+71,03 10 320,50  168,00- 363,00
Grupa F 283,70+86,52 10 307,50 85,00— 402,00
Grupa B2 314,86450,99 7 34500  248,00- 362,00

Grupa D: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 3 nedelje; Grupa B: kontrola grupi
D; Grupa E: medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja; Grupa F:
medikamentna hiperprolaktinemija u trajanju od 6 nedelja, uz tronedeljnu suplementnu
terapiju kalcijumom i vitaminom D; B2 grupa: kontrola grupama E i F; * D vs B, p<0,05

6.6.3.3.  TPINP u razlicitoj starosnoj dobi

Koncentracija TPINP kod mladih pacova bila je znacajno viSa u odnosu na starije
eksperimentalne  kontrolne grupe (A vs. B: 692,40+92,68 pg/mL vs.
361,90+£53,01pg/mL; p<0,001 i A vs. B2: 692,40+92,68 pg/mL vs.
314,86+50,99pg/mL; p<0,001). Najniza koncentracija TPINP zabelezena je u
najstarijoj kontrolnoj grupi (B2) ali bez statisticki znacajne razlike u odnosu na B.
Rezultati su prikazani u Tabeli 39.

Tabela 39. Koncentracija TP1NP u starosno razli¢itim kontrolnim grupama.

TP1NP (pg/mL) N Me Min- Max
X+SD
Grupa A 692,40+92,68 &° 10 707,00  516,00- 791,00
Grupa B 361,90+53,01 10 368,00 278,00 449,00
Grupa B2 314,86+50,99 7 34500  248,00- 362,00

Grupa A: starosna dob 5 nedelja; Grupa B: kontrola starosne dobi 18 nedelja; Grupa B2:
kontrola starosne dobi 21 nedelja; * A vs B, p<0,001; A Vs B2, p<0,001
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6.7. Rezultati PCR analize u duodenumu.

6.7.1. Genska ekspresija PRLR u duodenumu eksperimentalnih grupa C, D i B
ANOVA analiza, utvrdila je statisticki znacajno viSu ekspresiju PRLR u grupi C |
znacajno nizu ekspresiju PRLR u grupi D, u odnosu na kontrolnu grupu B (p<0,001).
Logaritam za osnovu 2 bio je najvisi u eksperimentalnoj grupi C.

Sledstvena Post-hock analiza pokazala je da je odnos relativne genske ekspresije PRLR u
fizioloSkoj hiperprolaktinemiji i kontrolnoj grupi, statisticki znacajno visi u poredenju sa
odnosom ekspresije gena za PRLR u medikamentnoj hiperprolaktinemiji i iste kontrolne
grupe (p<0,001). Rezultati su prikazani u Tabeli 40.

Tabela 40. Odnos relativne ekspresije gena PRLR u duodenumu grupa C i D.

N Mean £SD 95% ClI Min Max
log,(C/B) 6 10,02 +1,41* 8,54 -11,50 8,07 11,47
log,(D/B) 4 426 +0,60 3,30 -5,22 3,72 4,90

F=39,13, p = 0,0000 < 0,001
?1og,(C/B) vs log,(D/B), p<0,001

6.7.2. Genska ekspresija PRLR u duodenumu eksperimentalnih grupa E, F i B2
Ekspresija PRLR u grupi E, bila je niza, a ekspresija PRLR u grupi F vi$a, u odnosu na
kontrolnu grupu B2, sa statisticki znacajnom razlikom od p<0,01.

Odnos relativne genske ekspresije PRLR u prolongiranoj hiperprolaktinemiji i starosno
odgovarajuce kontrolne grupe, signifikantno je manji u poredenju sa odnosom ekspresije
gena za PRLR u medikamentnoj hiperprolaktinemiji uz suplementnu terapiju (Ca i
vitamin D) i iste kontrolne grupe (p<0,01). Rezultati su prikazani u Tabeli 41.

Tabela 41. Odnos relativne genske ekspresije PRLR u duodenumu grupa E i F.

N Mean £SD 95% CI Min Max
log,(E/B2) 6 3,34+1,49° 1,78 -4,90 1,67 5,42
log,(F/B2) 5 6,41 +0,74 5,50 -7,33 5,34 7,01

% log,(E/B2) vs log,(F/B2), p<0,01; t-test = 4,19, p = 0,0024 < 0,01
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6.7.3. Genska ekspresija PRLR u duodenumu eksperimentalnih grupa A, B i B2
Ekspresija PRLR u duodenumu grupa A i B bila je niza u odnosu na grupu B2, ali bez
statisticki znacajne razlike.

Relativna ekspresija gena PRLR u duodenumu mladih pacova veca je u odnosu na
gensku ekspresiju PRLR u duodenumu eksperimentalnih Zivotinja starije zivotne dobi, ali
bez statisticke znacajnosti (Tabela 42).

Tabela 42. Odnos relativne genske ekspresije PRLR u duodenumu grupa A i B.

N Mean = SD 95% ClI Min Max
log,(A/B2) 5 -0,85+ 1,92 -3,23-154 -3,78 1,22
log,(B/B2) 5 -1,61+ 0,41 -2,11--1,10 -2,07 -1,28

t-test = 0,87, p = 0,41199

6.8. Rezultati PCR analize u bubregu

6.8.1. Genska ekspresija PRLR u bubregu eksperimentalnih grupa C,D i B
ANOVA analiza je utvrdila statisti¢ki znacajnu nizu ekspresiju PRLR u grupi C i
znacajno visu ekspresiju PRLR u grupi D u poredenju sa kontrolnom grupom B (p<0,01).
Sledstvena Post-hoc analiza pokazala je da je odnos relativne genske ekspresije PRLR u
bubregu, u fizioloskoj hiperprolaktinemiji i kontrolne grupe, signifikantno nizi u
poredenju sa odnosom relativne genske ekspresije PRLR u medikamentnoj
hiperprolaktinemiji i iste kontrolne grupe (p<0,001). Rezultati su prikazani u Tabeli 43.

Tabela 43. Odnos relativne ekspresije gena PRLR u bubregu grupa C i D.

N Mean £ SD 95% ClI Min Max
log,(C/B) 7 -1,23+ 0,36 -1,68 -0,78 -1,66 -0,6
log,(D/B) 8 0,74+ 0,84* 0,04 -1,44 0,15 2,22

F=7,83, p=0,0011 < 0,01
log,(D/B) vs log,(C/B), p<0,001
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6.8.2. Genska ekspresija PRLR u bubregu eksperimentalnih grupa E, F i B2
Ekspresija PRLR u grupama E i F bila je povisena u odnosu na grupu B2, ali bez
statistiCke znacajnosti.

Relativna genska ekspresija PRLR u bubregu pacova sa prolongiranom medikamentnom
hiperprolaktinemijom, nije znacajno izmenjena u odnosu na relativnu ekspresiju PRLR u
bubregu pacova eksperimentalne grupe F. Rezultati su prikazani u Tabeli 44.

Tabela 44. Odnos relativne ekspresije gena PRLR u bubregu grupa E i F.

N Mean+ SD 95% ClI Min Max
log,(E/B2) 5 13,22+ 0,88 12,12 -14,31 12,10 14,25
log,(F/B2) 6 13,05+ 0,71 12,30 -13,79 12,07 13,72

t-test = 0,35, p = 0,7317

6.8.3. Genska ekspresija PRLR u bubregu eksperimentalnih grupa A, B i B2
ANOVA analiza utvrdila je statisticki znacajno viSu ekspresiju PRLR u grupi A i
znacajno nizu ekspresiju u grupi B2 u odnosu na referentnu vrednost B (p<0,01).
Sledstvena Post-hoc analiza pokazala je da je odnos relativne genske ekspresije PRLR u
bubregu najmladih pacova i grupe B, signifikantno visi u poredenju sa odnosom genske
ekspresije PRLR najstarije grupe i iste kontrole (p<0,05). Rezultati su prikazani u Tabeli
45,

Tabela 45. Odnos relativne genske ekspresije PRLR u bubregu najmlade i najstarije
kontrolne grupe.

N Mean + SD 95% Cl Min Max
log2(A/B) 8 1,23+ 222° -0,62 — 3,09 -1,93 3,57
log,(B2/B) 4  -2,33+ 0,58 -3,26 — -1,40 2,74 -1,46

F=7,83, p=0,0011 < 0,01
%log,(A/B) vs log,(B2/B), p<0,05
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6.9. Rezultati PCR analize u prsiljenu

6.9.1. Genska ekspresija PRLR u prsljenu eksperimentalnih grupa C,D i B
ANOVA analiza je utvrdila statisti¢ki znac¢ajno nizu ekspresiju PRLR u prsljenu grupe C
1 znacajno viSu ekspresiju PRLR u grupi D, u odnosu na kontrolnu grupu B (p<0,001).
Logaritam za osnovu 2 bio je najveci u grupi D.

Sledstvena Post-hoc analiza pokazala je da je odnos relativne genske ekspresije PRLR u
medikamentnoj hiperprolaktinemiji i kontrolne grupe B, signifikantno visi u poredenju sa
odnosom relativne genske ekspresije PRLR u fizioloSkoj hiperprolaktinemiji 1 iste
kontrolne grupe (p<0,01). Rezultati su prikazani u Tabeli 46.

Tabela 46. Odnos relativne ekspresije gena PRLR u prsljenu grupa Ci D.

N Mean + SD 95% ClI Min Max
log,(C/B) 5 242+ 183 -4,69 —-0,15 -5,48 -0,70
log,(D/B) 6 1,29+ 1,15° 0,09 -2,50 -0,74 2,69

F=12,58, p = 0,0002 < 0,001
?log,(D/B) vs log,(C/B), p<0,01

6.9.2. Genska ekspresija PRLR u priljenu eksperimentalnih grupa E, F i B2
Genska ekspresija PRLR u prSljenovima grupe E 1 F nije se znaajno razlikovala u
odnosu na kontrolnu grupu B2.

Odnos relativne genske ekspresije PRLR u grupi F i B2, bio je visi u poredenju sa
odnosom genske ekspresije PRLR u grupi E i B2, ali bez statisticke signifikantnosti
(Tabela 47).

Tabela 47. Odnos relativne ekspresije gena PRLR u prsljenu grupa E i F.

N Mean+ SD 95% ClI Min Max
log(E/B2) 5 9,73+ 2,03 7,21-12,25 7,18 12,02
log,(F/B2) 5 1182+ 1,75 9,65 —14,00 9,63 14,40

t-test = 1,75, p =0,1184
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6.9.3. Genska ekspresija PRLR u prsljenu eksperimentalnih grupa A, B i B2
ANOVA analiza je utvrdila statisti¢ki znacajno nizu ekspresiju PRLR u prsljenovima
grupe A i znacajno visu ekspresiju PRLR u grupi B2, u odnosu na kontrolnu grupu B
(p<0,001).

Logaritam za osnovu 2 bio je najmanji u grupi A.

Sledstvena Post-hoc analiza pokazala je da je odnos relativne genske ekspresije PRLR u
prsljenu najmladih pacova i grupe B, signifikantno nizi u poredenju sa odnosom relativne
ekspresije PRLR kod najstarije ispitivane grupe i iste kontrole (p<0,01). Rezultati su
prikazani u Tabeli 48.

Tabela 48. Odnos relativne genske ekspresije PRLR u prsljenu najmlade i najstarije
kontrolne grupe.

N Meantx SD 95% ClI Min Max
log,(A/B) 4 -311+ 1,80° -5,99 —-0,24 -5,07 -1,13
logy(B2/B) 4 1,19+ 0,40 0,56 -1,82 0,74 1,63

F=12,58, p = 0,0002 < 0,001
?log,(A/B) vs log,(B2/B), p < 0,01
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7. DISKUSIJA
7.1. Analiza koncentracije prolaktina u eksperimentalnim grupama

7.1.1. Analiza koncentracije PRL kod gravidnih eksperimentalnih Zivotinja

U humanoj populaciji, od pete nedelje trudnoce, koncentracija prolaktina u krvi se
neprekidno povecava sve do porodaja. Ova fizioloSka hiperprolaktinemija nastaje
zahvaljujuéi visokim koncentracijama estrogena koje stimulisu rast i deobu hipofiznih
laktotropa (145).

Kod Wistar pacova prose¢na duzina trajanja trudnoce iznosi 19-22 dana. Koncentracija
PRL pocinje da raste ve¢ u prvoj nedelji, svoj maksimum dostize u drugoj i ostaje
povisena do porodaja. Signifikantno visa koncentracija PRL kod gravidnih
eksperimentalnih Zivotinja, u odnosu na kontrolnu grupu, oc¢ekivan je rezultat i shva¢ena
je kao fizioloSka hiperprolaktinemija.

7.1.2. Analiza koncentracije PRL kod zZivotinja tretiranih Sulpiridom

Sulpirid pripada drugoj generaciji antipsihotika. Ova grupa je generisana sa ciljem da se
postigne ja¢a dopaminska blokada (194) kojom se uzrokuje neurolepti¢ni sindrom
(psihomotorno kocenje i afektivna indiferentnost) i suprimiranje ekstrapiramidalnog
sindroma, nastalog dopaminergickom blokadom u striatumu (195). U domenu
antipsihotika, Sulprid po pravilu dovodi do znacajne hiperprolaktinemije, koja se odrzava
sve dok terapija traje (200, 201).

Siroku klini¢ku primenu Sulpirid je na$ao i kao antidopaminergicki gastrointestinalni
prokinetik. Indikacije za njegovu primenu su poremecaji motaliteta gornjeg digestivnog
trakta, ukljucujuéi funkcionalnu dispepsiju, stazu Zeluca razli¢itog porekla i povracanje
(202). Vezivanjem za periferne D, receptore (u gastrointestinalnom traktu) Sulpirid
ispoljava prokineticko dejstvo (203), dok blokadom centralnih D, receptora (u
postremalnoj regiji) deluje kao antiemetik (204). Antiemeticki efekt prokinetika zavisi od
permeabilnosti krvno-mozdane barijere za odredeni preparat. Obzirom da se pituitarna
zlezda nalazi van ove barijere, hiperprolaktinemija ¢e se javitti kod svih
antidopaminergickih prokinetika. U najve¢em broju slucajeva, do porasta prolaktina u
serumu dolazi nakon 3 dana do 2 nedelje od pocetka terapije (205).

Statisticki znacajano veca koncentracija PRL kod svih Zzivotinja tretiranih Sulpiridom
(grupe D, E i F) u odnosu na starosno odgovarajuce kontrolne grupe (B i B-II) o¢ekivan
je rezultat i shvacena je kao medikamentna hiperprolaktinemija.

Sa prolongiranjem terapije Sulpiridom (grupe E i F) verifikovan je diskretan pad
koncentracije PRL (u odnosu na grupu D) $to je u skladu sa podacima iz literature da
stepen hiperprolaktinemije opada sa prolongiranom primenom antidopaminergickih
prokinetika (201). Pad koncentracije PRL mogao bi biti posledica ushodne-regulacije D2
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receptora u laktotropima nakon produZenog inhibiraju¢eg efekta Sulpirida ili posledica
postreceptornog pada cCAMP neophodnog za oslobadanje prolaktina (326).

Uvodenje suplementne terapije Ca i vitamin D nije dovelo do znacajne izmene u
koncentraciji PRL.

7.1.3. Analiza koncentracije PRL u kontrolnim grupama razli¢ite starosne dobi
Veoma je oskudan broj podataka u literaturi, koji govori o promeni koncentracije PRL
tokom razli¢itih Zivotnih doba. Verifikovana znacajno visa koncentracija PRL kod
mladih pacova, korelira sa ranijim zapazanjima da sa godinama dolazi do pada
koncentracije PRL u zenskoj populaciji (327, 328). Rezultati novijeg datuma pokazuju da
sa starenjem dolazi do aplatiranja pulsativne sekrecije PRL i pada koncentracije
maksimalnih izmerenih vrednosti u no¢nom piku (329). Starenje je praceno povecanim
stepenom tackaste fibroze, fokalne nekroze i taloZzenjem gvozda u adenohipofizi (330) sto
sve moze dovesti do umerenog smanjenja volumena pituitarne zlezde (331) pa ipak,
ukupni broj laktotropnih ¢elija ostaje nepromenjen. Moguci razlozi za pad koncentracije
PRL sa starenjem su pove¢an dopaminergicki tonus tokom spavanja kod starijih (332)
porast D-1 receptora sa starenjem (333) ili gubitak stimulativnog dejstva leptina (334).
Signifikantno visa koncentracija PRL kod mladih pacova ne mozZe se objasniti kao
posledica majcinog prolaktina u mleku, jer su ispitivani mladi pacovi u 5-0j nedelji
zivota, koji su ve¢ u drugoj nedelji odvojeni od majke. Obzirom da se radi o zdravim,
netretiranim 5-o nedeljnim pacovima, nadena hiperprolaktinemija se moze shvatiti kao
normalna, razvojna i samim tim fizioloska hiperprolaktinemija.

7.2. Analiza rezultata uree, kreatinina i ukupnih proteina

Odredivanje koncentracije azotnih produkata u serumu, prvenstveno je radeno sa ciljem da se
iskljuci postojanje akutne ili hroni¢ne bubreZzne insuficijencije, koja bi mogla uticati na
porast koncentracije PRL kod eksperimentalnih Zivotinja. Kod svih ispitivanih grupa
vrednosti uree i kreatinina bile su u referentnom opsegu, ¢ime je potvrdena normalna
bubrezna funkcija.

7.2.1. Analiza rezultata uree u eksperimentalnim grupama

Tokom trudnoée smanjuje se osmolalnost plazme, raste plazma volumen i stepen

glomerularne filtracije (335). U svetlu ovih dogadanja, pad koncentracije uree kod

gravidnih  eksperimentalnih ~ Zivotinja, moze se objasniti kako ekspanzijom

ekstracelularne tecnosti, tako 1 padom osmolalnosti plazme.

ZnacCajano viSa koncentracija uree u F grupi eksperimentalnih zivotinja, moZe se

delimi¢no pripisati dejstvu sulpirida, koji preko D-2 receptora moze spre€iti porast

glomerularne filtracije i bubrezni plazma protok (336, 337). Obzirom da su ove
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eksperimentalne zivotinje tretirane 1 vitaminom D 1 suplementnom terapijom kalcijuma,
ne moze se sa sigurnoSc¢u tvrditi da je porast koncentracije uree iskljuCivo posledica
dejstva sulpirida, pogotovu §to u E eksperimentalnoj grupi takva promena nije
detektovana.

ZnaCajno niza koncentracija uree kod mladih pacova, takode se moze smatrati
posledicom povecane glomerularne filtracije u mladem zivotnom dobu.

7.2.2. Analiza rezultata kreatinina u eksperimentalnim grupama

Ovim ispitivanjem, utvrdena je znacajno viSa koncentracija kreatinina (ali i dalje u
granicama normale) kod pacova tretiranih Sulpiridom 3 nedelje. Ukoliko je ona posledica
medikamentne hiperprolaktinemije, kartkotrajna je, tranzitorna i reverzibilna, obzirom da
u grupama sa prolongiranom primenom sulpirida (E i F) promene u koncentraciji
kreatinina nisu verifikovane.

7.2.3. Analiza koncentracije ukupnih proteina u eksperimentalnim grupama
Odredivanje ukupnih proteina u serumu vrSeno je sa ciljem da bi se izbegla eventualna
pogreSna interpretacija ukupnog kalcijuma u serumu, u slucajevima hipo ili
hiperproteinemije. U svim eksperimentalnim grupama koncentracija ukupnih proteina
bila je u okviru referentnih vrednosti.

Znacajno visa koncentracija ukupnih proteina u medikamentnoj hiperprolaktinemiji,
moze se objasniti pove¢anim unosom hrane i diskretnim poveéanjem telesne tezine. U
grupi F, koja je uz Sulpirid dobijala suplementnu terapiju Ca i vitamina D, nije
zabelezena izmena u koncentraciji ukupnih proteina.

Signifikantno niZe vrednosti totalnih proteina kod mladih pacova, mogu se smatrati
posledicom manjeg unosa hrane i manje telesne tezine u odnosu na pacove starije Zivotne

dobi.

7.3. Analiza rezultata koncentracije kalcijuma i fosfora u serumu
7.3.1. Ukupni kalcijum u serumu

7.3.1.1.  Analiza ukupnog kalcijuma u fizioloSkoj hiperprolaktinemiji
Homeostaza kalcijuma u maj¢inom organizmu je tokom trudnoce znatno izmenjena
zbog rapidne mineralizacije skeleta ploda i samim tim, vecih potreba fetusa za
kalcijumom.
Da bi organizam majke mogao da odgovori ovim poveanim zahtevima, pribegava
razli¢itim adaptacionim mehanizmima. Ovi adaptacioni mehanizmi se mogu
odigravati na nivou intestinuma, gde rezultuju povecanom intestinalnom resorpcijom
kalcijuma; na nivou bubrega, gde bi se mogla smanjiti urinarna ekskrecija kalcijuma
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ili na nivou koStanog sistema, gde se povecava mobilizacija majCinih koStanih
minerala.

U ranijim istrazivanjima zapazen je pad koncentracije ukupnog kalcijuma tokom
trudnoce (324, 325) i po pravilu je smatran posledicom hemodilucije i snizenih
albumina u serumu (324, 338, 339). Rezultati ovog ispitivanja nisu otkrili znacajnu
razliku u koncentraciji ukupnih proteina izmedu gravidnih pacova i kontrolne grupe.

7.3.1.2.  Analiza ukupnog kalcijuma u medikamentnoj hiperprolaktinemiji
Istrazivanja sprovedena sa ciljem da se utvrdi wuticaj medikamentne
hiperprolaktinemije na skeletni system, najée$¢e su bazirana na parametrima
denzitometrije ili biohemijskim markerima koStanog metabolizma. Vrlo je malo
studija u kojima je odredivana koncentracija kalcijuma i fosfora u medikamentnoj
hiperprolaktinemiji.

Normalne vrednosti ukupnog kalcijuma dobijene su kod svih eksperimentalnih grupa
tretiranih Sulpiridom (D, E i F) bez statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na starosno
odgovarajuce kontrole.

7.3.1.3.  Analiza ukupnog kalcijuma u grupama razli¢ite Zivotne dobi

Bez obzira na brojne podatke o uticaju starenja na izmenu mineralnog sastava
kostanog sistema, koncentracija ukupnog kalcijuma se odrzava u referentnom opsegu
zahvaljujuéi stalnoj i brzoj razmeni serumskog (nekostanog) kalcijuma sa razli¢itim
,pulovima® kalcijuma. Rezultati ovog ispitivanja, potvrdili su normokalcemiju kod
svih kontrolnih grupa, bez obzira na zivotnu dob. Znacajno visa koncentracija
ukupnog kalcijuma kod mladih pacova u odnosu na starije, ocekivan je rezultat,
obzirom da je pozitivan koStani bilans, karakteristika decijeg Zivotnog doba
(formacija > resorpcije) koja omogucava normalan rast skeleta.

7.3.2. Jonizovani kalcijum u serumu

7.3.2.1.  Analiza jonizovanog Kkalcijuma u fizioloSkoj hiperprolaktinemiji

Sa ciljem da se izbegne ,,laZzno* niska koncentracija kalcijuma u serumu, koja bi se
mogla javiti zbog dilucionog efekta, odredivan je 1 nivo jonizovanog kalcijuma.

Rezultati ovog ispitivanja verifikovali su signifikantno niZi jonizovani kalcijum u
grupi gravidnih pacova, $to je u suprotnosti sa ranijim istraZivanjima gde je utvrdena
nepromenjena koncentracija jonizovanog kalcijuma tokom gestacije (340, 341) i u
saglasnosti sa rezultatima nekoliko eksperimentalnih animalnih modela, gde je takode
utvrden pad jonizovanog kalcijuma pri kraju trudnoce (342, 343). Rapidni rast fetusa
u kasnoj trudno¢i moze prevazi¢i kapacitet majcinog organizma da odrzi nivo
serumskog kalcijuma u granicama normale $to ¢e rezultovati padom koncentracije

jonizovanog kalcijuma u serumu majke.
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7.3.2.2.  Analiza jonizovanog kalcijuma u medikamentnoj hiperprolaktinemiji
Rezultati ovog ispitivanja pokazala su da nema znacajne izmene u koncentraciji
jonizovanog kalcijuma tokom medikamentne hiperprolaktinemije kraceg trajanja i
kao takvi, u saglasnosti su sa malobrojnim podacima iz literature (344, 345, 346).

U prolongiranoj hiperprolaktinemiji verifikovan je signifikantni porast koncentracije
jonizovanog kalcijuma $to moze biti rezultat 1. Povecane apsorpcije kalcijuma u
gornjem intestinumu (“apsorptivna hiperkalcemija”) 2. Povecane resorpcije kalcijuma
iz kostiju (“remodeliraju¢a hiperkalcemija”) ili 3. Povecane reapsorpcije kalcijuma na
nivou bubrega (“tubularna reapsorptivna hiperkalcemija”).

U poslednjoj deceniji, sprovedene su mnogobrojne studije kojima je utvrdena veoma
vazna i direktna uloga PRL u regulaciji intestinalne apsorpcije kalcijuma (59, 60, 61,
62, 63). Sva dosadasnja istrazivanja bazirana su na fiziolo$koj hiperprolaktinemiji.
Do sada nije bilo podataka o tome da li medikamentna hiperprolaktinemija takode
dovodi do povecane intestinalne apsorpcije kalcijuma.

Otkrivanje ekspresije  mRNA prolaktinskih receptora (PRLR) u ¢elijama
osteosarkoma (28) u osteoblastima kalvarije (29) u tibiji, femuru i pr§ljenovima kod
normalnih odraslih pacova (30) dovelo je brojne autore na razmisljanje da kosti
takode predstavljaju target za direktno dejstvo PRL. Da li je hiperkalcemija u
prolongiranoj medikamentnoj hiperprolaktinemiji, posledica povecane resorpcije
kalcijuma iz kostiju jo$ uvek je nerazjasnjeno.

Za sada ne postoje podaci u literaturi o genskoj ekspresiji PRLR u bubrezima i
eventualnom uticaju medikamentne hiperprolaktinemije na povecanu tubularnu
reapsorpciju kalcijuma.

Dodavanje vitamin D i Ca, pacovima sa prolongiranom hiperprolaktinemijom,
rezultovalo je padom serumskog jonizovanog kalcijuma u odnosu na grupu E.
Obzirom da je u istoj eksperimentalnoj grupi verifikovan signifikantan porast
serumskog fosfora, diskretan pad Ca ** se moze smatrati posledicom hiperfosfatemije
(347).

7.3.2.3.  Analiza jonizovanog Kkalcijuma u kontrolama razli¢ite starosne dobi
Za razliku od ukupnog kalcijuma, koji je kod mladih pacova bio znacajno visi u
odnosu na eksperimentalne grupe starije zivotne dobi, koncentracija jonizovanog
kalcijuma pokazala se signifikantno niza.
Ukupni kalcijum u serumu ¢ine: slobodni jonizovani kalcijum (= 51%), kompleks
kalcijum-protein (= 40%) i kompleksi jonizovanog kalcijuma (= 9%) (227).
Nejonizovani kalcijum se vezuje za razliCite proteine i anjone, kako u
ekstracelularnoj, tako 1 u intracelularnoj sredini. NajvaZzniji kalcijum-vezujuéi proteini
u serumu, su albumini i globulini, a intracelularno kalmodulin. Najzastupljeniji
kompleksi jonizovanog kalcijuma u serumu su kalcijum-fosfat, kalcijum-karbonat i
kalcijum-oksalat.
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Signifikantno nizi jonizovani kalcijum s jedne strane i znacajno visi ukupni kalcijum,
u mladem zivotnom dobu, moze biti posledica veceg afiniteta jonizovanog kalcijuma
za formiranje kompleksa (kalcijum-fosfata, kalcijum-karbonata ili kalcijum oksalata)
i jaCih veza u okviru ve¢ formiranog kompleksa, ¢ime bi procenat slobodnog
jonizovanog kalcijuma bio smanjen.

7.3.3. Fosfor u serumu

7.3.3.1.  Analiza fosfora u fizioloSkoj hiperprolaktinemiji

Neorganski fosfor se veoma Cesto smatra pasivnim ,,druzbenikom‘ kalcijuma. Studije
koje evaluiraju promet fosfata u fizioloskoj hiperprolaktinemiji (kao $to su trudnoca
ili laktacija) jos su rede od studija koje prate promet kalcijuma.

Koncentracija fosfata u serumu, tokom trudnoce, kako u humanoj populaciji, tako i u
animalnim eksperimentalnim modelima, po pravilu ne trpi velike promene (324, 338).
Rezultati ovog ispitivanja su pak pokazali znacajan porast koncentracije serumskog
fosfora u odmakloj trudnoci. Porast fosfata je u saglasnosti sa padom jonizovanog
kalcijuma, verifikovanog u ovoj eksperimentalnoj studiji. lako koncentracija PTH
nije odredivana, u ranijim eksperimentalnim modelima na pacovima, utvrden je
porast PTH tokom trudnoe, ¢ime se moze objasniti i hipokalcemija i
hiperfosfatemija (338). Povecavajuéi resorpciju kalcijuma na nivou intestinuma (59,
60, 61, 62, 63) fizioloska hiperprolaktinemija mozda istovremeno otvara vrata za
poveéanu resorpciju fosfora, koji se inace apsorbuje skoro dva puta efikasnije od
kalcijuma (254).

7.3.3.2.  Analiza fosfora u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Dokazi da prolongirana hiperprolaktinemija moZe dovesti do smanjene koStane
gustine su u stalnom porastu (315, 345, 348, 349) pa ipak, podaci 0 promenama
koncentracije kalcijuma i fosfora, u ovim stanjima su i dalje malobrojni.

Kod zivotinja tretiranih sulpiridom 3 nedelje, koliko u proseku traje trudnoca kod
pacova, nije verifikovana znacajna izmena koncentracije kalcijuma 1 fosfora u
serumu. Sa prolongiranjem medikamentne hiperprolaktinemije (na 6 nedelja) doslo je
do znaCajnog porasta jonizovanog kalcijuma i1 pada fosfora, Sto je u potpunoj
suprotnosti sa rezultatima dobijenim u stanju fizioloske hiperprolaktinemije (pad
jonizovanog kalcijuma i porast fosfata). Stepen hiperprolaktinemije ne moze biti
odgovoran za ovakvu diskrepancu, iz razloga $to povisene koncentracije PRL nisu
bile znacajno izmenjene u fizioloskoj i medikamentnoj hiperprolaktinemiji. Razli¢ita
duzina izlozenosti medikamentnoj hiperprolaktinemiji ostavlja prostor za razmisljanje
da je tokom tog perioda moglo do¢i do izmene adaptacionih mehanizama na nivou
intestinuma, skeleta i bubrega, $to je rezultovalo promenom koncentracije kalcijuma i

fosfora u serumu.
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U grupi F, koja je pored prolongirane primene Sulpirida tretirana suplementnom
terapijom Ca i vitaminom D, zabeleZen je znacajan porast serumskog fosfora. Imajuéi
u vidu da u grupi E porast fosfata nije zabelezen, malo je verovatno da je
hiperfosfatemija u grupi F posledica prolongirane terapije Sulpiridom. Ovaj porast se
pre moze objasniti uticajem vitamin D na povecanu intestinalnu apsorpciju fosfata
(347, 350).

7.3.3.3.  Analiza fosfora u kontrolama razlicite starosne dobi

Obzirom na usku povezanost prometa kalcijuma i fosfora u organizmu, verifikovana
znacajno visa koncentracija fosfata kod mladih pacova, moze se objasniti kao
kompenzatorna hiperfosfatemija, uslovljena znafajno nizom koncentracijom
jonizovanog kalcijuma u istoj eksperimentalnoj grupi.

7.4. Analiza rezultata kalcijum- i fosfoureze

7.4.1. Analiza kalcijum- i fosfoureze u fiziolo§koj hiperprolaktinemiji

Znacajno povecéana kalcijumureza u kasnoj trudnoci u saglasnosti je sa rezultatima ranijih
istrazivanja (325, 326). Smatra se posledicom povecane apsorpcije kalcijuma na nivou
intestinuma i poveéanim stepenom glomerularne filtracije, sto zajedno moze dovesti do
prevazilazenja reapsorptivnih kapaciteta bubrega (324, 325, 338).

Povecana ekskrecija fosfora urinom, tokom trudnoe moze se objasniti znacajnim
porastom serumskog fosfata verifikovanog ovim ispitivanjem, pove¢anim unosom hrane,
boljom apsorpcijom na nivou intestinuma i povec¢anom glomerularnom filtracijom.

7.4.2. Analiza kalcijum- i fosfoureze u medikamentnoj hiperprolaktinemiji
Znacajno viSa kalcijumureza, verifikovana u grupi zivotinja tretiranih Sulpiridom 3
nedelje, moze biti posledica znacajno poviSene koncentracije serumskog kalcijuma kod
istih eksperimentalnih Zzivotinja. Iako se osmoregulativna uloga PRL rede pominje,
postoje podaci u literaturi koji ukazuju na znacajnu ulogu PRL na nivou proksimalnih
tubula bubrega 1 vrlo jakom natrijumureticCkom efektu (54, 55). Moguce je da porast
koncentracije PRL (pod dejstvom Sulpirida) 1 poviSena natrijumureza, indirektno uti¢u na
povecano izlu€ivanje i kalcijuma putem urina. Renalna tubularna disfunkcija, koja bi
rezultovala gubitkom kalcijuma, kao nezeljeno dejstvo Sulpirida, do sada nije opisana.

Sa prolongiranjem medikamentne hiperprolaktinemije dolazi do signifikantnog pada
kalcijumureze, istovremeno sa perzistiranjem poviSenog serumskog kalcijuma, §to navodi
na razmiSljanje da uzrok ovoj promeni treba traZiti na nivou bubrega. S jedne strane
stepen hiperprolaktinemije opada sa prolongiranom terapijom Sulpirida (201) Sto je
potvrdeno 1 ovom eksperimentalnom studijom. NiZa hiperprolaktinemija moZze biti

pracena smanjenom natijumurezom i indirektno kalcijumurezom. S druge strane ne moze
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se zanemariti ¢injenica da Sulpirid svoje dejstvo ostvaruje upravo preko dopaminskih
receptora, te njegova duza primena mozda uzrokuje izmenu u koncentraciji intrarenalnog
dopamina, sprecavajuci ve¢ dokazano sinergisticko /permisivno dejstvo na PRL.
Znacajan pad kalcijumureze u prolongiranoj hiperprolaktinemiji do sada nije razmatran, a
moze biti rezultat jo§ uvek nepoznatog adaptivnhog mehanizma, ukljucenog da se spreci
dalji gubitak kalcijuma.

U eksperimentalnim grupama D i E, i zmene u fosfourezi, nisu verifikovane.

Dodavanje suplementne terapije Ca i vitamin D, rezultovalo je signifikantnim porastom
kalcijum- i fosfoureze. Hiperkalcurija u monoterapiji vitaminom D ili uz suplementnu
terapiju kalcijumom, vreifikovana je u brojnim istrazivanjima (351, 352, 353)

7.4.3. Analiza kalcijum- i fosfoureze kontrolama razli¢ite starosne dobi

Uz znacajno nizu koncentraciju jonizovanog kalcijuma u serumu i signifikantno vise
vrednosti fosfora, kod mladih pacova, o¢ekivan je rezultat znacajno nize kalcijumureze i
vise fosfoureze. Naime, povecanjem reapsorpcije kalcijuma na nivou tubula bubrega (Sto
¢e rezultovati padom kalcijumureze) istovremeno dolazi do povecanog gubitka fosfata
urinom (povecana fosfoureza) ¢ime se pomaze odrzavanju pozitivnog kalcijumskog
bilansa, neophodnog za normalan rast i razvoj koStanog sistema u detinjstvu.

7.5. Analiza nivoa biohemijskih markera koStane formacije
7.5.1. Analiza aktivnosti alkalne fosfataze

7.5.1.1.  ALP u fizioloskoj hiperprolaktinemiji

Jedan od najstarijih markera koStane formacije, koji se i danas Siroko primenjuje, je
ALP. U literaturi postoje kontradiktorni rezultati o aktivnosti ALP tokom trudnoce.
Pojedini autori su verifikovali pove¢anu aktivnost ALP na pocetku trudnoce (354)
drugi u kasnoj trudno¢i (324) a postoje i rezultati koji pokazuju snizenu aktivnost
ALP u trudnoé¢i (355). Rezultati ovog eksperimentalnog ispitivanja nisu otkrili
znacajnu promenu u aktivnosti ALP kod gravidnih eksperimentalnih Zivotinja.

| pored primamljivih osobina kao $to su jednostavna metodologija i niska cena ove
analize, ALP kao marker osteosinteze ima prili¢no nisku senzitivnost i specifi¢nost.
Alkalna fosfataza u serumu, moze poticati, pored kostiju i iz jetre gastrointestinalnog
trakta, bubrega i placente. Obzirom da je struktura proteina alkalne fosfataze iz
razlicitih tkiva veoma sli¢na (ako ne i identi¢na) nije moguce kvantifikovati enzimsku
aktivnost alkalne fosfataze iz kostiju u odnosu na druga tkiva. Na aktivnost ALP u
trudno¢i mogu uticati frakcija ALP iz placente, hemodilucija i povec¢ana glomerularna
filtracija (338, 339) te stoga ne moze biti pouzdan marker koStane formacije u

trudno¢i.
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7.5.1.2.  ALP u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Rezultati ovog ispitivanja pokazali su snizenu aktivnost ALP u medikamentnoj
hiperprolaktinemiji, ali bez statisticke znacajnosti. U saglasnosti su sa prethodnim
istrazivanjima, koja su pratila aktivnost ALP u razli¢itim terapijskim pristupima
psihijatrijskih poremecaja (345, 356, 357).

lako je tendencija daljeg pada aktivnosti ALP zabelezena u prolongiranoj
hiperprolaktinemiji, statisticka signifikantnost nije evidentirana, te se ovaj rezultat ne
moze smatrati sigurnim dokazom smanjene osteoblastne aktivnosti.

Dodavanjem suplementne terapije Ca i vit.D, zapazen je blagi porast ALP u odnosu
na grupu E. Obzirom da je statisticka signifikantnost izostala, ne moze se sa
sigurnos¢u tvrditi da suplementna terapija u prolongiranoj medikamentnoj
hiperprolaktinemiji poboljSava osteoblastnu aktivnost.

7.5.1.3.  ALP u kontrolnim grupama razlicite starosne dobi
Znacajno visa aktivnost ALP u mladih pacova, oCekivan je rezultat, obzirom na
veoma izrazenu osteosintezu koje ovo zZivotno doba karakteriSe.

7.5.2. Analiza koncentracije osteokalcina

7.5.2.1.  OC u fizioloskoj hiperprolaktinemiji

Znacajno nize vrednosti OC kod gravidnih pacova, dobijene ovi eksperimentalnim
istrazivanjem, U saglasnosti su sa ranijim rezultatima o padu OC u trudno¢i (324, 325,
355, 358). Pad OC u trudno¢i moze biti posledica hemodilucije, doprinosa samog
ploda (325), povecane degradacije na nivou bubrega (358) ili nedostatka optimalnih
referentnih vrednosti u trudno¢i (355).

7.5.2.2.  OC u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Razli¢ita istrazivanja, sprovedena kod Zena sa depresivnim poremecajima, sa ili bez
grani¢nog poremecaja li¢nosti, pre psihotropne terapije, ili tretirane antidepresivima
verifikovala su porast OC (344, 357, 359). Rezultati ove eksperimentalne studije
pokazali su nize vrednosti OC u medikamentnoj hiperprolaktinemiji, ali bez
statistiCke znacajnosti i u granicama referentnog opsega. Kao takvi, u saglasnosti su
sa podacima iz literature, dobijenim ispitivanjem Sizofrenih pacijenata na
antipsihoti¢noj terapiji (356, 357).

U grupi F, koja je pored prolongiranog teretiranja Sulpiridom, dobijala suplement Ca
I vitamina D, verifikovan je signifikantan pad koncentracije OC. Protektivno dejstvo
vitamina D se prevashodno pripisuje povecanoj intestinalnoj apsorpciji kalcijuma
(360) i direktnom delovanju na kostani sistem (361, 362). Podaci iz literature o
uticaju terapije vitaminom D na osteokalcin su kontradiktorni. Rezultati pojedinih

studija pokazuju znacajan porast OC u monoterapiji kalcitriolom $to je od strane
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autora tumaceno kao poboljSanje osteosinteze (363, 364). S druge strane postoje i
podaci o padu OC tokom terapije vitaminom D (365, 366).

Za razliku od markera koStane resorpcije, ¢iji se pad koncentracije, uvek tumaci kao
poboljsanje kostanog metabolizma, interpretacija izmenjenih markera kostane sinteze
nije uvek usaglaSena. Naime, osteosinteza je veoma Cesto odgovor na prethodecu
osteorazgradnju. Pad koncentracije markera kostane sinteze, bi samim tim mogao da
ukazuje na zaustavljenu ili smanjenu koStanu resorpciju (367). Obzirom da markeri
kostane razgradnje nisu radeni u ovom eksperimentu, pad koncentracije OC se ne
moze sa sigurnoSc¢u pripisati protektivnoj ulozi suplementne terapije Ca i vitamina D
u medikamentnoj hiperprolaktinemiji.

7.5.2.3. OC u kontrolnim grupama razlicite starosne dobi

Znacajno povisene vrednosti OC u najmladoj grupi eksperimentalnih Zivotinja odraz
SuU veoma izrazene osteoblastne aktivnosti neophodne za normalan rast i razvoj
skeleta u najmladem zZivotnom dobu.

7.5.3. Analiza koncentracije TP1INP

7.5.3.1. TPINP u fizioloSkoj hiperprolaktinemiji
Do sada je sproveden vrlo mali broj istrazivanja u kojima je pra¢ena koncentracija
P1NP-a u trudno¢i. Studije dizajnirane da prate koncentraciju P1CP-a i P1NP-a na
pocetku trudnoce, verifikovale su nisku koncentraciju ovih markera kostane sinteze
(350, 360). Obzirom da je nivo PINP-a u ovom eksperimentu odredivan u kasnoj
trudno¢i, dobijena signifikantno visa koncentracija, u saglasnosti je sa rezultatima iz
literature koji pokazuju tendenciju rasta PINP-a iznad gornje granice normale, sa
odmicanjem trudnoce (324, 368). Rapidni rast ploda pri kraju trudnoce, svakako je
praten povecanom potrebom fetusa za kalcijumom, neophodnim za ubrzanu
mineralizaciju skeleta. Jedino mesto, gde plod moze ,potraziti“ kalcijum, jeste
organizam majke. Pored povecane resorpcije kalcijuma na nivou intestinuma
maj¢inog organizma, povecana potraznja kalcijuma u odmakloj trudno¢i, omogucena
je ,crpljenjem® kalcijuma iz maj¢inog skeletnog sistema. Proces osteorazgradnje, da
bi se kalcijum oslobodio iz maj¢inog skeleta, po pravilu bude pra¢en procesom
osteosinteze, te se poviSene koncentracije PINP-a pri kraju trudnoée time mogu i
objasniti.
U ovom eksperimentalnom ispitivanju, nadena je izvesna diskrepanca izmedu
koncentracije OC (snizen kod gravidnih eksperimentalnih Zivotinja) i P1NP-a
(poviSen u istoj eksperimentalnoj grupi). lako su OC 1 PINP markeri koStane sinteze,
prilikom tumacenja dobijenih rezultata, mora se imati na umu ¢injenica, da su njihove
serumske koncentracije odraz razliitih aspekata osteoblasticne aktivnosti. Naime
OC se najvecim delom produkuje tokom faze mineralizacije, a prokolageni peptidi
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tokom proliferacije osteoblasta (357). Objasnjenje za snizen OC u trudno¢i, moglo bi
biti da je zbog povecanih potreba ploda za kalcijumom, proces mineralizacije skeleta
majke privremeno usporen ili sasvim obustavljen i da se nesmetano nastavlja nakon
trudnoce, ve¢ u periodu laktacije (324, 357, 369). Porast koncentracije PINP-a pri
kraju trudnoce, ohrabruju¢ je podatak, koji ide u prilog ne samo povecane
osteosinteze ve¢ ukazuje i na povecanu proliferaciju osteoblasta ¢ime se moze
objasniti brzi oporavak gubitka kostane mase, nakon trudnoce i laktacije.

7.5.3.2.  TP1NP u medikamentnoj hiperprolaktinemiji

Do sada nije bilo objavljenih rezultata o promenama koncentracije P1NP-a u
medikamentnoj hiperprolaktinemiji. Rezultati ovog ispitivanja, po prvi put verifikuju
statisticki znacajan pad P1NP-a u hiperprolaktinemiji izazvanoj Sulpiridom. Sa
prolongiranjem terapije, zapazena je dalja tendencija pada koncentracije ovog
markera koStane sinteze.

Tokom ovog eksperimentalnog istrazivanja, verifikovane su nize koncentracije svih
radenih biohemijskih markera osteosinteze (ALP, OC, PINP). Odsustvo statisticke
znaajnosti u aktivnosti ALP 1 OC moZe biti posledica manje senzitivnosti i
specifi¢nosti ovih markera osteosinteze, ali zajedno sa signifikantnim padom P1NP-a
svakako idu u prilog smanjene osteoblastne aktvnosti u medikamentnoj
hiperprolaktinemiji.

Dodavanje suplementne terapije Ca i vitamina D, dovelo je do pada koncentracije
P1INP-a u odnosu na grupu E, ali bez statisticke znacajnosti. U literaturi ne postoje
podaci o efektima terapijske primene vitamina D i Ca u medikamentnoj
hiperprolaktinemiji. Razlog za to je Sto sama medikamentna hiperprolaktinemija jo$
uvek nije prihvacena kao faktor rizika za osteopeniju i osteoporozu. Tumacenje
rezultata markera osteosinteze i u populaciji ovih pacijenata, ne moze se odvojiti od
markera osteorazgradnje. Ukoliko bi se uz pad koncentracije PLNP-a potvrdila i niska
koncentracija markera koStane resorpcije, moglo bi se re¢i da suplementna terapija Ca
1 vitaminom D ima znacajno mesto u prevenciji daljeg siromasenja koStanog sistema
u medikamentnoj hiperprolaktinemiji.

7.5.3.3. TP1NP u kontrolnim grupama razli¢ite starosne dobi

Kao i ostali markeri osteosinteze, odredivani ovim istrazivanjem i PINP je pokazao
znacajno visu koncentraciju kod mladih pacova u odnosu na kontrolne grupe starije
zivotne dobi, $to je joS jedna potvrda ubrzane osteosinteze u detinjstvu i ranoj
mladosti. lako je tendencija pada P1NP-a zabelezena i izmedu druge dve starosne
kontrole (pacovi 18 i 21 nedelja stari) odsustvo signifikantnosti moze biti posledica
nedovoljne starosne razlike izmedu njih.
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7.6. Analiza genske ekspresije PRLR u duodenumu

7.6.1. Analiza odnosa relativne ekspresije PRLR u duodenumu kod pacova sa
fizioloSkom i medikamentnom hiperprolaktinemijom

Prisutvo PRLR je verifikovano takore¢i u celom digestivnom sistemu.
Imunohistohemijskim metodama PRLR su identifikovani u epitelnim celijama jednjaka,
zeluca, duodenuma, jejunuma i pankreaticnim Langerhansovim ¢elijama (370, 371).
Kratka forma PRLR je znac¢ajno zastupljenija u jetri, duga u pankreasu i ezofagusu, dok
su u ostalim delovima digestivnog trakta (zeludac, duodenum, jejunum, ileum 1 kolon)
jednako zastupljene obe forme PRLR. Jedini deo digestivnog trakta, gde PRLR nisu
izolovani i vizuelizovani jeste rektum (27). Relativha genska ekspresija PRLR
odredivana RT-PCR analizama, potvrdila je prisustvo PRLR u jetri, pankreasu (372)
epitelnim Celijama duodenuma, jejunuma (62, 63, 373) i cekuma (374). Rezultati ovog
eksperimentalnog istrazivanja potvrdili su prisustvo genske ekspresije PRLR u
duodenumu gravidnih eksperimentalnih Zzivotinja i Zzivotinja tretiranih Sulpiridom u
trajanju od tri nedelje. Medutim, uporedivanjem odnosa ekspresije PRLR na nivou
duodenuma, u fizioloskoj i medikamentnoj hiperprolaktinemiji, verifikovana je znacajna
razlika. Relativna ekspresija gena za PRLR u duodenumu, bila je signifikantno visa u
fizioloSkoj hiperprolaktinemiji u odnosu na medikamentnu. Porede¢i odnos genske
ekspresije PRLR kod gravidnih pacova sa kontrolnom grupom i odnos genske ekspresije
PRLR kod pacova tretiranih Sulpiridom, moze se izvesti zakljuCak da u uslovima
fizioloske hiperprolaktinemije dolazi do ushodne regulacije PRLR u duodenumu, dok je
uslovima medikamentne hiperprolaktinemije regulacija PRLR nishodna.

U proteklih par decenija, brojna istrazivanja pokazala su znacajnu ulogu PRL u apsorpciji
kalcijuma na nivou intestinuma. Kalcijum se iz lumena intestinuma moZze apsorbovati:
pasivno (paracelularni nacin apsorpcije, koji zavisi prvenstveno od gradijenta kalcijuma,
pa se Cesto naziva 1 voltazno-zavisnim) i aktivno (transcelularni nacin apsorpcije). U
fizioloskim uslovima, kalcijum se prvenstveno apsorbuje paracelularnim putem, dok
transcelularna apsorpcija postaje znacajnija u uslovima povecane potrebe organizma za
kalcijumom, kao §to su trudnoda i laktacija (63, 375). Mehanizam, kojim prolaktin
dovodi do pojacanog aktivnog transporta kalcijuma u duodenumu, je direktno dejstvo
ovog hormona na povecanu aktivnost Na(+)K(+)-ATP-aze i Ca(2+)-ATP-aze u
epitelijalnim ¢elijama duodenuma (61). Psivni transport kalcijuma, stimulisan od strane
PRL, odvija se preko povecane aktivnosti protein-kinaze C (PKC) i ROC-kinaze (RhoA-
associated coiled-coil forming kinasa-ROCK) (376).

Signifikantan porast genske ekspresije PRLR u duodenumu gravidnih pacova, svakako je
preduslov za direktan uticaja PRL na povecéanje duodenalne apsorpcije kalcijuma u stanju
fizioloSke hiperprolaktinemije. Verifikovan pad ekspresije PRLR u duodenumu pacova
tertiranih  Sulpiridom, za posledicu moze imati Smanjenu intestinalnu apsorpciju

kalcijuma. Ovakav rezultat ostavlja prostor za razmiSljanje da je u uslovima
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medikamentne hiperprolaktinemije, apsorpcija kalcijuma smanjena zahvaljujuci
nishodnoj regulaciji PRLR u duodenumu.

7.6.2. Analiza odnosa relativne ekspresije PRLR u duodenumu kod pacova sa
prolongiranom medikamentnom hiperprolaktinemijom
Brojne eksperimentalne studije o ulozi PRL u intestinalnoj apsorpciji kalcijuma, radene
su u fizioloskim uslovima sa endogenim PRL (377) u stanjima hiperprolaktinemije
izazvane egzogenim davanjem PRL (58, 60, 61) ili pituitarnim graftom (323, 373) i u u
uslovima fizioloske hiperprolaktinemije kao $to su trudnoca i laktacija (57, 63). Za sada,
u literaturi nema podataka o duodenalnoj genskoj ekspresiji PRLR u medikamentnoj
hiperprolaktinemiji, kao ni o uticaju medikamentne hiperprolaktinemije na intestinalnu
apsorpciju kalcijuma.
Rezultati ovog ispitivanja po prvi put pokazuju snizenu gensku ekspresiju PRLR u
duodenumu, kod pacova tertiranih Sulpiridom 6 nedelja, u odnosu na starosno
odgovaraju¢u kontrolnu grupu. Kao posledica nishodne regulacije PRLR na nivou
duodenuma, moze se o€ekivati smanjena intestinalna apsorpcija kalcijuma u uslovima
prolongirane medikamentne hiperprolaktinemije.
Dodavanjem vitamina D i Ca, pacovima sa prolongiranom hiperprolaktinemijom,
verifikovana je signifikantno visa ekspresija PRLR u duodenumu.
Vitamin Dj3 je svakako najvazniji hormon u regulisanju intestinalne apsorpcije kalcijuma
(378). Svoje dejstvo ostvaruje vezivanjem za vitamin D receptore (VDR) i uti¢e na sve tri
etape aktivnog intestinalnog transporta kalcijuma: 1. Ulaz Ca iz intestinalnog lumena u
apikalni deo epitelnih C¢elija intestinuma, kroz apikalne kalcijumske kanale, 2.
Citoplazmatsku translokaciju u enterocitima i 3. Bazolateralnu ekstruziju Ca u plazmu
preko kalcijumske pumpe i Ca?* -ATP-aze (378, 379, 380). Ranija istrazivanja pokazala
su, da u trudno¢i i laktaciji raste koncentracija 1,25(0OH),D3 (381, 382) sto je postavilo
osnovu hipoteze o direktnom stimulativnom efektu PRL na produkciju 1,25(0OH)2D3.
Ova pretpostavka je 1 potvrdena eksperimentalnom studijom Ajibadea DV 1 sar (2010)
koji su dokazali kooperativno dejstvo PRL i vitamina D u intestinalnoj apsorpciji
kalcijuma (383). Naime, eksperimentalne Zivotinje tretirane vitaminom D i PRL pokazale
su da PRL uti¢e na povecanje mRNK tranzitornog receptora vaniloid tip 6 (TRPV6)
neophodnog za apikalni ulaz kalcijuma pod dejstvom vitamina D. Isti autori pokazali su i
direktno dejstvo PRL na povecanu transkripciju gena la-hidroksilaze, neophodnog za
sintezu vitamina D.
Rezultati ovog eksperimenta po prvi put ukazuju da je kooperativno dleovanje PRL i
vitamina D dvosmerno. Ne samo da PRL direktno stimuliSe aktivnost i sintezu vitamina
D, ve¢ i vitamin D dovodi do povecane ekspresije PRLR u duodenumu. Ova ushodna
regulacija PRLR pod dejstvom vitamina D moZe uticati na porast intestinalne apsorpcije
kalcijuma u prolongiranoj medikamentnoj hiperprolaktinemiji. lako su dokazi sve brojniji

da medikamentna hiperprolaktinemija predstavlja svojevrstan faktor rizika za osteopeniju
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1 osteoporozu, studije o evaluaciji suplementne terapije vitaminom D i Ca takore¢i ne
postoje. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da bi blagovremeno uvodenje takve
suplementne terapije bilo od velikog znacaja.

7.6.3. Analiza odnosa relativne ekspresije PRLR u duodenumu pacova razlicite
starosne dobi

U eksperimentalnom modelu na zecevima, imunohistohemijskom metodom, dokazan je
veoma nizak nivo PRLR u intestinalnom epitelu kod tek rodenih zeCeva i umeren kod
zeCeva starih mesec dana. Sa dva meseca, u epitelnim ¢elijama intestinuma, dostignut je
nivo PRLR odraslih zeceva (371). Ovi rezultati idu u prilog pretpostavci da ekspresija
PRLR raste u razvojnom dobu da bi omogucila dovoljnu apsorpciju kalcijuma neophodnu
za ovaj zivotni period ubrzanog rasta i razvoja skeletnog sistema. Sa starenjem,
apsorpcija kalcijuma postepeno opada. Jedna od pretpostavki jeste da je ona uzrokovana
padom koncentracije PRL i gubitkom njegovog dejstva na nivou intestinuma (63, 327,
329). lako rezultati ovog istrazivanja pokazuju nesto visu relativnu ekspresiju PRLR u
duodenumu mladih pacova u odnosu na stariju eksperimentalnu grupu, statisticka
znacajnost je izostala. Obzirom da se radi o vrlo postepenom smanjivanju intestinalne
apsorpcije, moguci razlog za odsustvo statisticki znacajne razlike, je nedovoljna starosna
ralika izmedu eksperimentalnih grupa (5, 18 i 21 nedelja starosti).

7.7. Analiza genske ekspresije PRLR u bubregu

7.7.1. Analiza odnosa relativne ekspresije PRLR u bubregu kod pacova sa
fiziolosSkom i medikamentnom hiperprolaktinemijom
Prisustvo PRL i PRLR verifikovano je u tkivu bubrega razli¢itih zivotinja (384, 385,
386) ali i u humanoj populaciji (26). Imunohistohemijskim metodama vizuelizovani su
PRLR u delovima membrana izolovanih iz bubrega (385). Radioimunoloskim esejima
potvrdeno je da se PRL vezuje za svoje receptore kako u renalnom korteksu tako i u
meduli (387). U hibridizovanim renalnim tubulima in situ, identifikovana je mRNA
PRLR (388). Relativna ekspresija PRLR, odredivana RT-PCR analizom, potvrdila je
prisustvo PRLR u tkivu bubrega, kako u animalnim eksperimentalnim modelima, tako i u
humanoj populaciji (389, 54, 26).
Rezultati ovog eksperimenta potvrduju prisustvo genske ekspresije duge forme PRLR u
tkivu bubrega, kod svih eksperimentalnih grupa.
U domenu osmoregulacije, prolaktinu se najceS¢e pripisuje natrijumureti¢ka uloga. Na
nivou proksimalnih tubula, vezujuéi se za svoje receptore, prolaktin inhibira aktivnost
Na'-K*-ATP-aze i dovodi do natrijumureze (54, 55). Da bi PRL ostvario svoje
natrijumureticko dejstvo, neophodna je dovoljna koncentracija intrarenalnog dopamina,
¢ime je potvrdena permisivna uloga dopamina na PRL (55). Eksperimentalna studija,
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novijeg datuma, otkrila je povecanu aktivnost Ca(2+)-ATP-aze, pod uticajem PRL (390).
Ovaj rezultat bi se mogao tumaciti, da PRL, povecavajuci aktivnost Ca(2+)-ATP-aze u
bubregu, stimuliSe tubularnu reapsorpciju kalcijuma. Obzirom da se radi o
eksperimentalnom modelu na ribama, rezultat o povecanoj aktivnosti Ca(2+)-ATP-aze
pod dejstvom PRL, bi trebalo uzeti sa rezervom prilikom interpretacije tubularne
reapsorpcije Ca kod sisara.
Rezultati ovog eksperimenta, pokazali su znacajan pad relativne genske ekspresije PRLR
u bubregu u fizioloskoj hiperprolaktinemiji u odnosu na tronedeljnu medikamentnu
hiperprolaktinemiju i starosno odgovaraju¢u kontolu. U literaturi se vrlo ¢esto pominje
uticaj PRL na povecanu tubularnu reapsorpciju kalcijuma u trudno¢i i laktaciji (324, 325,
338, 339, 341). Povecana potreba majc¢inog organizma za kalcijumom se zaista moze
obezbediti slede¢im mehanizmima: 1. Povecanom intestinalnom apsorpcijom kalcijuma;
2. Povecanim crpljenjem kalcijuma iz skeleta majke; ili/i 3. Povecanom tubularnom
reapsorpcijom kalcijuma. Mada postoje jasni dokazi o direktnom dejstvu PRL na
poveéanu aktivnost Na(+)K(+)-ATP-aze i Ca(2+)-ATP-aze u duodenum (61) vrlo su
oskudna istrazivanja o uticaju PRL na Ca(2+)-ATP-azu u tubularnom sistemu bubrega
(390). Obzirom da u dostupnoj literaturi, nema podataka na koji na¢in PRL dovodi do
tubularne reapsorpcije kalcijuma, na osnovu rezultata ovog eksperimenta moze se dati
sledece objasnjenje. Ukoliko se pode od pretpostavke da se uz poviSenu natrijumurezu,
indirektno povecava ekskrecija kalcijuma, nishodna regulacija PRLR u bubregu
gravidnih pacova, mogla bi se shvatiti kao kompenzatorni mehanizam. Naime, nishodna
regulacija PRLR, ostaviée manje prostora za delovanje PRL na nivou tubula i rezultovace
padom natijum 1 kalcijumureze. ZabeleZzena povisena kalcijumureza, u istoj
eksperimentalnoj grupi sa fizioloskom hiperprolaktinomijom, moze biti posledica
povecane intestinalne apsorpcije kalcijuma i povec¢ane glomerularne filtracije, $to zajedno
prevazilazi reapsorptivne kapacitete bubrega (324, 325, 338) a ne posledica nishodne
regulacije PRLR.
U grupi eksperimentalnih Zivotinja tretiranih Sulpiridom 3 nedelje, verifikovan je
signifikantan porast genske ekspresije PRLR u bubregu. U dostupnoj literaturi, nema
podataka o uticaju medikamentne hiperprolaktinemije na ekspresiju gena za PRLR, pa je
tumacenje mogucih posledica ove ushodne regulacije PRLR, u bubregu pacova sa
medikamentnom hiperprolaktinemijom, bazirano isklju¢ivo na pretpostavkama. Kod istih
eksperimentalnih Zivotinja, verifikovana je poviSena kalcijumureza. Ona se ne moze
opravdati povecanom intestinalnom apsorpcijom kalcijuma, kao u slucaju fizioloske
hiperprolaktinemije, jer je ekspresija PRLR u duodenumu, tokom medikamentne
hiperprolaktinemije signifikantno sniZena. Ova hiperkalcurija se takode ne moZe objasniti
poveéanom glomerularnom filtracijom, jer ne postoje podaci o takvom efektu Sulpirida.
Ukoliko je povisena kalcijumureza, posledica medikamentne hiperprolaktinemije, ona ¢e
biti rezultat poviSene ekspresije PRLR u bubregu, koje nema u fizioloSkoj
hiperprolaktinemiji. Zasto priblizno iste koncentracije PRL dovode do razli¢ite ekspresije
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PRLR u bubregu, u zavisnosti da li su posledica trudnoce ili medikamenta, za sada ostaje
nepoznato.

7.7.2. Analiza odnosa relativne ekspresije PRLR u bubregu kod pacova sa
prolongiranom medikamentnom hiperprolaktinemijom
Istrazivanja sprovedena do sada, nisu razmatrala problematiku medikamentne
hiperprolaktinemije i ekspresije PRLR u bubregu.
Rezultati ovog eksperimenta, po prvi put pokazuju ushodnu regulaciju PRLR u bubregu,
u prolongiranoj hiperprolaktinemiji. U istoj eksperimentalnoj grupi verifikovan je
znaCajan pad kalcijumureze. Moglo bi se pretpostaviti da je povisena ekspresija PRLR
razlog smanjene kalcijumureze. Medutim, rezultati slede¢e eksperimentalne grupe, F,
ukazuju da bi takav zakljucak bio ishitren. Naime dodavanje vitamina D i suplementa Ca,
pacovima sa prolongiranom hiperprolaktinemijom, rezultovalo je signifikantnim
porastom kalcijumureze, bez znacajne izmene u genskoj ekspresiji PRLR.
Za ispoljavanje natrijumuretickog dejstva, prolaktinu je neophodno prisustvo
intrarenalnog dopamina (54, 55). Dodavanjem antagonista D1 receptora, sasvim se gubi
natrijumureticki efekat PRL (55). Sulpirid pripada dopaminergickim antagonistima, ali
svoje dejstvo ispoljava prevashodno preko D2 receptora. Do sada nije opisano vezivanje
Sulpirida za D1 receptore u proksimalnom tubulu bubrega, ¢ime bi eventualno mogao
dovesti do inhibicije sinteze intrarenalnog dopamina i kompromitovanja natrijumureticke
uloge PRL. Cak iako bi ova pretpostavka bila tatna, ostaje nerazja$njeno da li je
izmenjena kalcijumureza posledica direktnog delovanja Sulpirida ili Sulpiridom
uzrokavane hiperprolaktinemije.

7.7.3. Analiza odnosa relativnhe ekspresije PRLR u bubregu pacova razlicite
starosne dobi

Rezultati ovog eksperimenta, po prvi put otkrivaju znacajno visu ekspresiju PRLR u
tkivu bubrega mladih pacova (5nedelja starosti) u odnosu na stariju eksperimentalnu
grupu (21 nedelja starosti). Poredeé¢i koncentracije PRL u razli¢itim Zivotnim dobima,
rezultati ovog eksperimenta potvrdili su ranije nalaze, da sa starenjem dolazi do pada
koncentracije PRL (327, 328). Da li je pad koncentracije PRL uzrok nishodne regulacije
PRLR u bubregu, ne moze se sa sigurnos¢u tvrditi. U dostupnoj literaturi ne postoje
podaci koji bi jasno ukazivali da pad koncentracije PRL u procesu starenja, dovodi do
izmene homeostaze kalcijuma. Mada je u najstarijoj eksperimentalnoj grupi verifikovana
znaCajno niza koncentracija PRL, signifikantno niza ekspresija PRLR u bubregu i
znacajno visa kalcijumureza, uzro¢no-posledi¢ne veze jos uvek nisu poznate.
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7.8. Analiza genske ekspresije PRLR u prsljenu

7.8.1. Analiza odnosa relativne ekspresije PRLR u prSljenu kod pacova sa
fizioloSkom i medikamentnom hiperprolaktinemijom
Hipoteza o direktnom dejstvu prolaktina na koStani sistem, nastala je verifikovanjem
ekspresije mMRNK prolaktinskih receptora, RT-PCR analizom, u ¢elijama osteosarkoma
(28). Ubrzo nakon toga, u uslovima in vitro, na kulturi ¢elija kalvarije, utvrdeno je
prisustvo ekspresije MRNK PRLR u osteoblastima i odsustvo u osteoklastima (29).
Imunohistohemijskom metodom, ovaj rezultat je potvrden i u uslovima in vivo (64).
Usledilo je otkrivanje ekspresije PRLR, RT-PCR analizama, u razli¢itim kostima poput
tibije, femura i prsljenova (30). Imunohistohemijskim analizama vizuelizovani su PRLR
u osteoblastima tibije (68).
Rezultati ovog eksperimenta, potvrdili su RT-PCR analizom, ekspresiju duge forme
PRLR u lumbalnim prsljenovima (Ls-Lg) pacova svih ispitivanih grupa.
Hormonska regulacija kostanih promena u trudno¢i i laktaciji, nije potpuno razjasnjena.
Sve je viSe dokaza da kalcitropni hormoni poput PTH i vitamina D3, u uslovima
fizioloske hiperprolaktinemije, nisu jedini odgovorni za promene koje se deSavaju u
majc¢inom kostanom sistemu (321, 338, 391, 392).
Ovim eksperimentalnim ispitivanjem po prvi put je verifikovana signifikantno niza
ekspresija PRLR u lumbalnim prsljenovima u trudnod¢i.
U dostupnoj lteraturi, podaci o koStanoj mineralnoj gustini u trudnoc¢i, bazirani na
rezultatima DXA, su kontradiktorni. Pojedini animalni eksperimentalni modeli pokazuju
znacajan pad (393, 394, 395, 396) dok drugi pokazuj porast lumbalne BMD (68). Broj
studija u humanoj populaciji, koje su pratile promenu BMD u trudno¢i, je pak vrlo
oskudan zbog opravdane brige o zracenju ploda primenom DXA. Koris¢enjem tehnika
SPA (single photon apsorptimetrija) DPA (dual-photon apsorptimetrija) i
ultrasonografije, dobijeni su takode razli¢iti rezultati: od znacajno smanjene, do
neizmenjene BMD u trudno¢i (397, 398, 399).
Studije bazirane na histomorfometriji pokazuju da se u kasnoj trudno¢i znacajno istanjuje
kortikalni, povecava trabekularni deo prsljena i smanjuje povrsina osteoblasta (68, 396).
U uslovima in vitro dokazano je da PRL direktno uti¢e na osteoblaste, tako $to znacajno
usporava njihovu diferencijaciju i ukupan broj (400). U osteoblastima, izloZzenim
direktnom dejstvu PRL, u uslovima in vitro, verifikovana je niza ekspresija ALP i mRNK
osteokalcina Sto je rezultovalo smanjenom mineralizacijom (64, 396, 400). Dovodec¢i do
ushodne regulacije ekspresije RANKL (aktivator receptora jedarnog liganda faktora-
kapaB) i nishodne regulacije ekspresije osteoprotegerina (OPG) prolaktin povecava
odnos RANKL/OPG, dovode¢i do povecane osteoklastne kostane resorpcije (396).
U periodu rapidne neonatalne mineralizacije, kostani sistem majke svakako predstavlja
znacajan izvor kalcijuma. Dosadasnji rezultati objasnjavaju na koji nac¢in PRL u trudno¢i
pomaze da se obezbede dovoljne koli¢ine kalcijuma za plod: pove¢anom apsorpcijom
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kalcijuma u intestinumu majke i pove¢anom resorpcijom kalcijuma iz maj¢inog skeleta.
Medutim, rezultati ovog eksperimenta, koji su pokazali znacajno nizu ekspresiju PRLR u
lumbalnim prsljenovima u trudnoéi, navode na zaklju¢ak da se ovom nishodnom
regulacijom PRLR ostavlja manje prostora za resorpivno dejstvo PRL i time §titi majcin
skeletni sistem od daljeg gubitka kalcijuma. Ovaj rezultat moze pruziti objasnjenje zasto
je u uslovima fizioloske hiperprolaktinemije, kao Sto je trudnoca, gubitak kostane mase
umerenog stepena i po pravilu reverzibilan (392, 401).

Kod pacova sa medikamentnom hiperprolaktinemijom, izazvanom Sulpiridom,
verifikovana je signifikantno visa ekspresija PRLR u prsljenovima u odnosu na kontrolnu
grupu i u odnosu na gravidne pacove.

U dostupnoj literaturi nema podataka o ekspresiji PRLR u koStanom sistemu tokom
medikamentno izazvane hiperprolaktinemije.

Hiperprolaktinemija uzrokovana antipsihoticima kod Sizofrenih pacijenata, povezana je
sa smanjenom kos$tanom mineralnom gustinom i povecava rizik za frakturu (402, 403).
Terapija Valproatom i atipi¢énim antipsihoticima, kod pacijenata sa bipolarnim
poremecajima, takode dovodi do pada BMD (345). Kod Zena sa depresivnim sindromom
sa/ili bez grani¢nog poremecaja li¢nosti na terapiji SSRI, verifikovana je niza lumbalna
BMD (359). Ve¢ina autora, uzro¢no-posledicnu vezu izmedu medikamentne
hiperprolaktinemije 1 gubitka koStane gustine, objasnjava sekundarnim hipogonadizmom
i hipoestrogenemijom kod Zena (315, 404, 405). U eksperimentalnom modelu, gde je kod
jedne grupe pacova uzrokovana hiperprolaktinemija pituitarnim graftom (transplatacija
anteriorne pituitarne Zzlezde) i uradena ovariektomija, a kod druge grupe samo
ovariektomija, suplementacja estrogenom nije dovela do poboljSanja osteosinteze kod
pacova sa hiperprolaktinemijom (396). Klini¢ka studija o uticaju hiperprolaktinemije
razli¢itog porekla na BMD, pokazala je snizenu BMD 1 kod pacijenata bez sekundarnog
hipogonadizma (310).

Rezultati ovog eksperimentalnog istraZivanja, signifikantno povisena ekspresija PRLR u
prsljenu, u medikamentnoj hiperprolaktinemiji, potvrduju hipotezu direktnog uticaja PRL
na koStani metabolizam. Ushodna regulacija PRLR u pr$ljenovima otvara prostor za
intenzivnije delovanje PRL, §to rezultuje slabijom diferencijacijom i smanjenim brojem
osteoblasta (400). SniZzena koncentracija PINP-a, u istoj eksperimentalnoj grupi, u
saglasnosti je sa tom hipotezom, obzirom da se prokolageni peptidi u najvecoj meri
proizvode tokom proliferacije osteoblasta (357). U uslovima medikamentne
hiperprolaktinemije, sa poviSenom ekspresijom PRLR u kostima, do¢i ¢e do nishodne
regulacije osteoprotegerina, nize ekspresije ALP i osteokalcina (64, 396, 400) i
posledicnom smanjenom mineralizacijom kostiju. Obzirom da je OC, marker koStane
osteosinteze, koji se prevashodno stvara u procesu mineralizacije (357) sniZena
koncentracija OC u medikamentnoj hiperprolaktinemiji, moZe se smatrati posledicom
direktnog delovanja PRL.
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Razlog za ushodnu regulaciju PRLR u kostima, moze se objasniti na slede¢i nac¢in. U
grupi pacova sa medikamentnom hiperprolaktinemijom, verifikovana je niza ekspresija
PRLR u duodenumu, koja za posledicu ima smanjenu intestinalnu apsorpciju kalcijuma.
Da bi se kompenzovala smanjena intestinalna apsorpcija kalcijuma 1 odrzala
normokalcemija, PRL svoje dejstvo usmerava na kosStani sistem, gde je ushodnom
regulacijom PRLR, omoguéena resorpcija kalcijuma iz skeleta. Da poremecaj apsorpcije
kalcijuma na nivou digestivnog trakta, rezultuje gubitkom koStane mase potvrdeno je i
eksperimentalnim modelima novijeg datuma (406, 407).

Snizena ekspresija PRLR u prsljenu u fizioloSkoj hiperprolaktinemiji i poviSena u
medikamentnoj, moze biti jedan od razloga Sto trudnoca sama po sebi ne predstavlja
faktor rizika za osteopeniju i osteoporozu, dok medikamentna hiperprolaktinemija to
jeste.

7.8.2. Analiza odnosa relativne ekspresije PRLR u priljenu kod pacova sa
prolongiranom medikamentnom hiperprolaktinemijom

U prolongiranoj medikamentnoj hiperprolaktinemiji, ekspresija PRLR u prsljenu bila je
poviSena u odnosu na starosno odgovaraju¢u kontrolnu grupu. Imajuéi u vidu direktan
uticaj PRL na koStani sistem, produzeno trajanje medikamentne hiperprolaktinemije
uzrokovace dalju kostanu resorpciju i gubitak koStane mase. SniZene koncentracije svih
biohemijskih parametara osteosinteze (ALP, OC i P1NP) u ovoj eksperimentalnoj grupi,
potvrduju hipotezu da je odnos kostane sinteze i razgradnje narusen u hiperprolaktinemiji
u korist poveéane kostane resorpcije (396).

Dodavanjem suplementa Ca i vitamina D, pacovima sa prolongiranom medikamentnom
hiperprolaktinemijom, nije do§lo do znacajne izmene u ekspresiji PRLR u priljenu, uz
istovremeno niske koncentracije markera osteosinteze (OC i PINP). Obzirom da je u istoj
grupi eksperimentalnih Zivotinja, verifikovan porast ekspresije PRLR u duodenumu, Sto
bi moglo rezultovati poveéanom intestinalnom apsorpcijom kalcijuma, efekte
suplementne terapije ne treba zanemariti. Da bi se utvrdio pravi znacaj blagovremenog
uvedenja suplementne terapije Ca 1 vitaminom D, u stanju medikamentne
hiperprolaktinemije nedostaju kako eksperimentalna, tako i klinicka i epidemioloska
ispitivanja.

7.8.3. Analiza odnosa relativne ekspresije PRLR u prsljenu pacova razliite
starosne dobi
Rezultati ovg eksperimenta, pokazali su signifikantno nizu ekspresiju PRLR u
prsljenovima najmladih pacova (starih 5 nedelja) u odnosu na najstariju ispitivanu
kontrolnu grupu (21 nedelja starosti).
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Studije o ekspresiji PRLR u tkivu fetusa humane populacije i pacova, pokazale su
prisustvo PRLR u dugim kostima, prsljenovima i rebrima, ukazuju¢i na mogucu ulogu
PRLR ve¢ u embrionalnom razvoju skeletnog sistema (408, 409). Intrauterino dodavanje
PRL, rezultovalo je padom aktivnosti ALP i koncentracije OC, redukovanom
endohondrijalnom osifikacijom i tanjim kostima lobanje novorodenih pacova (64). U
eksperimentalnom modelu PRLR ,knockout miSeva, utvrdeno je da odsustvo PRLR
rezultuje znacajnim smanjenjem kosStane gustine u tibiji kod miSeva starih 4 meseca (29).
Dvonedeljna intraperitonealna administracija PRL, kod odraslih pacova, rezultovala je
povecanom resorpcijom kalcijuma iz femura, tibije, sternuma i prsljenova, dok je kod
mladih pacova zapaZzeno odlaganje kalcijuma u femur, tibiju i sternum (65). Dijetarni
unos kalcijuma, takode je pokazao razliCite efekte na koStani sistem, kod zivotinja
razliite zivotne dobi, sa eksperimentalno izazvanom hiperprolaktinemijom. Povecan
unos kalcijuma je kod mladih pacova sa hiperprolaktinemijom, uzrokovao je povecano
odlaganje kalcijuma na nivou tibije, a kod odraslih smanjeno (30).

Nishodna regulacija PRLR u prsljenovima mladih pacova u saglasnosti je sa pove¢anom
osteoblastnom aktivnoSéu u ovom zivotnom periodu i sa poviSenim markerima
osteosinteze u ovoj eksperimentalnoj grupi (ALP, OC, PINP). Znacajno poviSena
ekspresija PRLR kod najstarijih eksperimentalnih Zivotinja, otvara prostor za intenzivnije
delovanje PRL, koje ¢e rezultovati nadvladavanjem koStane resorpcije nad sintezom
(396, 400) 1 gubitkom kostane mase u procesu starenja.
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8. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata ovog eksperimenta, moze se zakljuciti da je genska ekspresija prolaktinskih
receptora, u ciljnim organima homeostaze kalcijuma, znaCajno razli¢ita u fizioloskoj i
medikamentnoj hiperprolaktinemiji. U fizioloskoj hiperprolaktinemiji potvrdena je signifikantno
viSa ekspresija PRLR u duodenumu, $to je u saglasnosti sa rezultatima dosadasnjih istrazivanja.
Istovremeno je, po prvi put, u uslovima fizioloske hiperprolaktinemije, verifikovana
signifikantno niza ekspresija PRLR u bubregu i priljenovima. U medikamentnoj
hiperprolaktinemiji, istrazivanja u domenu genske ekspresije PRLR do sada nisu sprovedena.
Rezultati ovog eksperimenta, po prvi put, otkrivaju znacajno snizenu ekspresiju PRLR u
duodenumu, a povisenu u bubregu i prsljenovima. Ovako razli¢ita genska ekspresija PRLR, u
target organima metabolizma kalcijuma, u uslovima fizioloske 1 medikamentne
hiperprolaktinemije, objasnjava rezli¢ite mehanizme homeostaze kalcijuma. U stanju fizioloske
hiperprolaktinemije, visa ekspresija PRLR u duodenumu dovodi do poveéane intestinalne
apsorpcije kalcijuma, a snizena ekspresija PRLR u prsljenovima sprecava resorpciju kalcijuma iz
skeletnog sistema. U medikamentnoj hiperprolaktinemiji, niska ekspresija PRLR u duodenumu
pracena je smanjenom apsorpcijom kalcijuma, povisena ekspresija PRLR u bubregu rezultuje
povisenom kalcijumurezom, a viSa ekspresija PRLR u prsljenovima dove$ée do povecane
kostane resorpcije kalcijuma. Kao posledica razli¢ite homeostaze kalcijuma, promene koje trpi
kostani sistem u fizioloskoj hiperprolaktinemiji, su blage i reverzibilne, dok se medikamentna
hiperprolaktinemija moze smatrati znacajnim faktorom rizika za gubitak koStane mineralne
gustine.

Na osnovu postavljenih hipoteza i rezultata ovog eksperimentalnog rada mogu se izvesti sledeci
zakljuccei:

I. U stanju fizioloSke hiperprolaktinemije verifikovana je zna€ajno viSa ekspresija PRLR u
duodenumu, §to omogucuje povecanu intestinalnu apsorpciju kalcijuma. Znacajno niza
ekspresija PRLR u prsljenovima ostavlja manje prostora za resorpivno dejstvo PRL i time
Stiti skeletni sistem od gubitka kalcijuma.

[l. U medikamentnoj hiperprolaktinemiji dolazi do nishodne regulacije ekspresije PRLR u
duodenumu, ¢ime se gubi znacajna uloga prolaktina u apsorpciji kalcijuma iz
intestinuma. Traze¢i drugi izvor kalcijuma, koji bi nadomestio smanjenu intestinalnu
apsorpciju, prolaktin se okre¢e koStanom sistemu, odakle ubrzano crpi kalcijum
zahvaljuju¢i ushodnoj regulaciji PRLR u pr§ljenovima.

1. Blagovremeno ukljucivanje suplementne terapije kalcijumom i vitaminom D, dovodi do
znacajno vise ekspresije PRLR u duodenumu pacova sa prolongiranom
hiperprolaktinemijom, ¢ime se moze oporaviti intestinalna apsorpcija kalcijuma.
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