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Strukturne i funkcionalne promene parastitastih zlezda i bubrega nakon primene
steroida, izoflavona i kalcijuma u animalnom modelu andropauze

REZIME

Postepeno smanjenje koncentracije testosterona u cirkulaciji tokom procesa starenja,
koje je u ¢vrstoj vezi sa povecanom ucestaloS¢u nastanka kardiovaskularnih oboljenja,
benignih i malignih oboljenja prostate i osteoporoze, oznacava se kao andropauza.
Terapije steroidnim hormonima, kao i konvencionalna terapija Vit D i kalcijumom, koje
se primenjuju u prevenciji i tretmanu menopauzalnih i andropauzalnih simptoma kod
oba pola, ispoljavaju i neZeljena dejstava 1 povecavaju rizik od nastanka
kardiovaskulanih oboljenja, hiperfosfaturije, hipertrofije prostate benignog karaktera,
kancera dojke i prostate. Zbog brojnih negativnih efekata primenjivanih terapija, u
poslednje vreme sve je veci broj istrazivanja koja teZe pronalaZzenju reSenja sa ciljem
prevazilazenja navedenih problema. Veliku paznju privlace izoflavoni soje, genistein i
daidzein, koji su predmet istrazivanja brojnih studija, prvenstveno zbog svog
blagotvornog efekta na simptome starenja kod oba pola.

Cilj ovog istrazivanja bio je rasvetljavanje dejstava steroida, izoflavona i kalcijuma na
kljuéne regulatore homeostaze Ca** i Pi u animalnom modelu andropauze, i utvrdivanje
njihovog potencijalnog efekta u o¢uvanju metabolizma minerala koji je narusen tokom
procesa starenja.

MuZjaci pacova Wistar soja, starosti 15 meseci, su orhidektomisani (Orx) i lazno
operisani (SO) u ketaminskoj anestaziji (15 mg/kg b.w.). Dve nedelje nakon operacije
Orx Zzivotinje su podeljene u eksperimentalne grupe (n=8), kojima su subkutano
aplikovani testosteron-propionat (5mg/kg t.m.; TP), estradiol-dipropionat (0.625 mg/kg
t.m.; EDP), vitamin D (50 pg/kg t.m.; Vit D), genistein (30 mg/kg t.m.; G), daidzein (30
mg/kg t.m.; D) i intramuskularno kalcijum (28.55 mg/kg t.m.; Ca), svakog dana tokom
3 nedelje. Svaka tretirana grupa je imala svoje kontrolne SO i1 Orx grupe za poredenje,
kojima je aplikovan odgovaraju¢i volumen adekvatnog rastvarata. Tokom izvodenja
eksperimenta, Zivotinjama su bile slobodno dostupne voda i laboratorijska hrana, koja
nije sadrzala sastojke soje ni leguminoza, sa kazeinom kao izvorom proteina. Zivotinje

su dekapitovane 24h nakon poslednjeg tretmana, paraStitaste zlezde i levi bubrezi su



izolovani, izmereni i pripremljeni za tehnike svetlosne i elektronske mikroskopije, dok
su desni bubrezi zamzrnuti u te€nom azotu i ¢uvani na -80°C do kori$éenja i izolacije
RNK. Analiza tkiva je izvrSena koris¢enjem svetlosne mikroskopije, tehnike
imunohistohemijskog bojenja i metoda stereoloSke analize, te transmisione elektronske
mikroskopije, a ekspresija gena je odredena reakcijom lan¢anog umnozavanja u
realnom vremenu. Biohemijskim metodama odredene su koncentracije PTH, Ca®* Pii
kreatinina u serumu, kao i koncentracije Ca**, Pi i kreatinina u urinu. Dobijeni podaci su
statisticki obradeni.

Volumen parastitastih zlezda znacajno je povecan kod Orx pacova u odnosu na SO
grupu. Kod Orx zivotinja tretiranih TP-om, EDP-om ili Vit D volumen parastitastih
Zlezda je znacajno smanjen u poredenju sa Orx pacovima. Volumenska gustina glavnih
¢elija je znaCajno smanjena, dok je volumenska gustina intersticijuma znacajno
poveéana nakon tretmana EDP-om u odnosu na Orx grupu Zzivotinja. Tretman
genisteinom je uzrokovao znacajno povecanje volumena paraStitastin zlezda, dok je
tretman daidzeinom znacajno smanjio volumen paraStitastin Zlezda, u poredenju sa
istom vredno$¢u kod Orx pacova. Tretmani genisteinom ili daidzeinom su statisticki
znacajno smanjili volumensku gustinu glavnih ¢elija, u poredenju sa Orx grupom
zivotinja. Nakon tretmana genisteinom i daidzeinom, volumenska gustina intersticijuma
je znacajno povecana u odnosu na Orx grupu zivotinja. Kod Zivotinja tretiranih
kalcijumom, volumen parastitastih Zlezda je znacajno smanjen, dok je volumenska
gustina intersticijuma znacajno povecana, u poredenju sa Orx pacovima. Kod Orx
zivotinja nivo PTH u serumu je znacajno povecan u odnosu na SO grupu, dok je nivo
PTH nakon tretmana TP-om, EDP-om, Vit D, izoflavonima ili kalcijumom znacajno
smanjen u poredenju sa Orx Zivotinjama. Intezitet NaPi 2a signala je redukovan kod
Orx Zzivotinja, u odnosu na SO grupu. Tretmani TP-om, Vit D, genisteinom ili
daidzeinom su znacajno povecali nivo ekspresije iIRNK za NaPi 2a 1 jacinu
imunofluorescentnog signala za NaPi 2a na apikalnoj membrani ¢elija proksimalnih
tubula, u poredenju sa Orx grupom. Tretman EDP-om je znaCajno smanjio nivo iRNK
za NaPi 2a, kao 1 prisustvo kotransportera na apikalnoj membrani ¢elija proksimalnih
tubula, u odnosu na Orx pacove. JaCina imunofluorescentnog signala za PTHIR je
poveéana nakon Orx, u poredenju sa SO grupom. Nakon tretmana EDP-om signal za

PTHI1R je neznato promenjen u odnosu na Orx Zivotinje, dok su tretmani TP-om, Vit D,



genisteinom, daidzeinom ili kalcijumom znacajno smanjili ja¢inu imunofluorescentnog
signala za PTH1R, u odnosu na Orx zivotinje. Ekspresija FGFR i Klotho receptora nije
znacajno promenjena kod Orx grupe u poredenju sa SO pacovima. Tretman EDP-om je
znacajno povecao nivo ekspresije FGFR 1 Klotho receptora u odnosu na Orx kontrolnu
grupu. Tretmani genisteinom ili daidzeinom su znac¢ajno smanjili ekspresiju FGFR, dok
je ekspresija Klotho receptora poveéana nakon genisteina, odnosno smanjena nakon
daidzeinskog tretmana, u poredenju sa Orx zivotinjama. Koncentracije Ca® i Pi u
serumu su znadajno smanjenjene nakon Orx, dok su koncentracije Ca** i Pi u urinu
povecane, u poredenju sa SO kontrolnom grupom zivotinja. Nakon tretmana TP-om,
EDP-om, Vit D, genisteinom, daidzeinom ili kalcijumom koncentracije Ca** u serumu
su povecane u odnosu na isti parametar kod Orx pacova. Koncentracija Pi u serumu je
povecana nakon tretmana TP-om, genisteinom, daidzeinom 1 kalcijumom, u poredenju
sa Orx kontrolom. Aplikovanje TP, EDP, Vit D, genisteina, daidzeina ili kalcijuma je
uzrokovalo sniZavanje koncentracije Ca?* u urinu, u odnosu na Orx Zivotinje. Tretmani
Vit D, genisteinom, daidzeinom ili kacijumom su snizili koncentraciju Pi u urinu, dok je
tretman EDP-om povecao koncentraciju Pi u urinu, u poredenju sa Orx grupom.

Dobijeni rezultati pokazuju da tretmani andropauzalnih muzjaka pacova steroidima,
izoflavonima i kalcijumom ispoljavaju izvesne razlike u jacini istosmernih efekata na
kljuéne regulatore homeostaze Ca”* i Pi, kod orhidektomisanih muZjaka pacova
srednjeg zivotnog doba. Naime, tretmani izoflavonima ispoljavaju jaci stimulatoran
efekat na ekspresiju NaPi 2a kotransportera, intenzivnije sniZzavaju stepen zastupljenosti
PTHI1R, prisustvo i ekspresija FGFR u tubulima bubrega su izrazenije redukovani, a
promene u smanjenju koncentracija Ca** i Pi u urinu, odnosno poveéanju koncentracija
Ca®" i Pi u serumu su vise izraZene, u poredenju sa blazim efektima tretmana steroidnim
hormonima i kalcijumom. Navedene promene mogu ponovno uspostaviti homeostazu

narusenu procesom starenja.

Kljuéne reci: andropauza, steroidi, izoflavoni, kalcijum, parastitastezlezde, NaPi 2a,
PTHIR, FGFR, Klotho receptor.

Naucna oblast: Biologija
UZa nau¢na oblast: Endokrinologija

UDK broj: 577.6+547.926+612.126]:[612.447+612.46]:591.139 (043.3)



Structural and functional changes of parathyroid glands and kidneys after
treatment with steroids, isoflavones and calcium in an animal model of the

andropause

ABSTRACT

Andropause is defined as a gradual decline of serum testosterone concentration during
ageing, which is related to an increased incidence of cardiovascular diseases, benign and
malignant prostate diseases and osteoporosis. Using steroid hormones, as well as
vitamin D and calcium in the treatment of osteoporosis and other ageing symptoms, in
both genders, have some undesirable side effects, such as increased risk of
cardiovascular diseases, hyperphosphaturia and prostate cancer.Taking into account the
potentially harmful aspects of the hormone replacement therapy, an increasing emphasis
is placed on the alternative, plant-originated therapeutics for osteoporosis.
Accumulating evidence suggests that soy isoflavones may represent a promising
alternative remedy for aging symptoms in both genders.

This study aimed to examine the effects of steroids, isoflavones and calcium on the
structural and functional changes in parathyroid glands and specific functional proteins
in the kidney tubules, responsible for Ca and Pi regulation, in an animal model of the
andropause, and to determine their potential impact in the preservation of mineral
metabolism impaired with ageing.

Fifthteen-month-old Wistar rats were orchidectomised (Orx) or sham (SO) operated
under ketamine anesthesia. After 2 weeks of recovery, Orx animals were divided into
experimental groups and treated subcutaneously with testosterone-propionate (5 mg/kg
b.w.; TP), estradiol-dipropionate (0.625 mg/kg b.w.; EDP), vitamine D (50 pg/kg b.w.;
Vit D), genistein (30 mg/kg b.w.; G), daidzein (30 mg/kg b.w.; D) or calcium
intramuscularly (28.55 mg/kg b.w.; Ca) every day, for 3 weeks. Every treated group had
a coresponding SO and Orx control groups treated with the proper amount of vehicle,
following the same regime. Animals were fed a soy-free diet with corn oil as the fat
source. The rats were decapitated 24h after the last injection, parathyroid glands and left
kidneys were excised, their weight was measured and they was processed for light and
electron microscopic examinations. Techniques of histochemical staining and

immunohistochemical labeling, transmission electron microscopy, and stereological



analyses were performed. Gene expression levels were determined with Real-time PCR.
Concentrations of PTH, Ca®*, Pi and creatinin levels in serum and concentrations of
Ca®*, Pi and creatinin in urine were determined biochemically. The obtained data were
statistically processed.

The volume of parathyroid glands in Orx rats was increased compared to the SO group.
After treatments with TP, EDP or Vit D the parathyroid glands volumes were decreased,
when compared to Orx animals. The volume density of chief cells after treatment with
EDP was decresed, while the volume density of interstitium was increased, comparing
to Orx rats. Treatment with genistein led to an increase of parathyroid gland volume,
while treatment with daidzein decreased the same parameter, with regards to Orx group.
The volume densities of chief cells were decreased after treatments with genistein or
daidzein, while the volume densities of interstitium were increased, in comparison with
Orx animals. Administration of calcium to Orx rats provoked the reduction of
parathyroid glands volume, while the volume density of interstitium after same
treatment was increased, comparing to the Orx rats. The lack of steroid hormones,
provoked by Orx, led to the increment of serum PTH, when compared to the SO control
group, while treatments with TP, EDP, Vit D, genistein, dadizein or calcium decreased
the mentioned parameter, comparing to the Orx group. NaPi 2a expression in Orx
animals was reduced in regards to its abundance in SO animals, although it was
increased in TP, Vit D, genistein or daidzein groups, compared to the Orx rats. The
treatment with EDP attenuated NaPi 2a expression, in comparison with Orx group. In
Orx rats, the staining for PTH1R was stronger when compared to SO group, while the
treatments with TP, Vit D, genistein, daidzein or calcium induced reduction of the
PTH1R immunofluorescence, compared to Orx animals. The intensity of the PTH1R
signal after EDP treatment was slightly reduced in regards to its abundance in Orx
group. FGFR and Klotho receptor expression weren’t significantly changed in Orx
animals, when compared to the SO controls. After treatment with EDP, the expression
of FGFR and Klotho receptors was increased, when compared to the Orx rats.
Administration of genistein or daidzein caused the decrease in FGFR expression level,
compared to Orx animals. Genistein treatment of Orx rats induced enhancement of
Klotho receptor expression level, while daidzein treatment decrease it, in comparison

with Orx rats. In Orx animals, Ca®>* and Pi serum concentrations were decreased, while



urine Ca®* and Pi content was increased, in comparison with the SO control. After
treatments with TP, EDP, Vit D, genistein, daidzein or calcium serum
Ca’*concentrations were increased, when compared to Orx animals. Treatments with
TP, genistein, daidzein or calcium induced the increment of Pi serum concentrations,
with regards to Orx rats. Aplication of TP, EDP, Vit D, genistein, daidzein or calcium to
Orx rats led to decrease Ca®* urine concentrations, comparing to Orx animals. Urine Pi
concentrations after treatment with Vit D, genistein, daidzein or calcium were
decreased, while EDP treatment induced enhancement of Pi urine concentration, with
regards to Orx rats.

Our results showed that the treatments with steroids, isoflavones and calcium of
andropausal male rats demonstrate some differences in the level of the same direction
effects, demarcating widespread, commonly used therapies and alternative approaches
in the regulation of Ca®* and Pi homoestasis. Application of isoflavones led to the
stronger increment in abundance and the expression level of NaPi 2a cotransporter,
intensively decreased the presence of PTH1R, abundance and expression of FGFR in
the kidney tubules was noticeable reduced, and decreased the concentrations of Ca®*
and Pi in urine, as well as more pronouncely increased the concentrations of Ca>* and Pi
in the serum, when compared to the milder effects of treatments with steroids and
calcium. The listed changes may reestablish mineral homeostasis, disturbed by the

aging process.

Keywords: andropause, steroids, isoflavones, calcium, parathyroid gland, NaPi 2a,
PTHI1R, FGFR, Klotho receptor.
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1.1. Andropauza

Andropauza, kao kulminirajuéa faza starenja kod muskog pola, u ¢vrstoj je vezi sa
smanjenjem koncentracije testosterona u cirkulaciji, koju prati povec¢ana ucestalost
nastanka kardiovaskularnih oboljenja, benignih i malignih oboljenja prostate i
osteoporoze (Vance, 2003). Precizno definisanje pojma andropauze odredilo bi je kao
sindrom okarakterisan mnostvom simptoma koji nalikuju simptomima hipogonadizma
kod mladih muskaraca, i ukljuc¢uju seksualnu disfunkciju, izrazeno deponovanje
abdominalnog masnog tkiva, smanjenje mase misi¢nog tkiva, kao i odredene psihicke
promene (Sampson i sar., 2007). Imajuc¢i u vidu Siroku lepezu fizioloSkih promena
tokom starenja, ocigledno je da ono predstavlja multifaktorijalni proces koji ne treba
posmatrati samo kao posledicu sniZzavanja koncentracije androgena, posebno
testosterona i dehidroepiandrosterona (DHEA) u cirkulaciji (Sampson i sar., 2007).
Naime, starenje kod muskog pola prac¢eno je i1 snizenjem hormona rasta, insulinu slicnog
faktora rasta | (IGFI), tiroksina (T4) i melatonina (Morales, 2004; Chahal i Drake,
2007).

Slobodan testosteron u cirkulaciji predstavlja samo 2% od ukupnog testosterona,
dok je 80% ovog hormona vezano za testosteron-vezujuci globulin (od eng. sex
hormone binding globuline - SHBG), a ostatak testosterona je vezan za albumin i druge
proteine plazme. Veza testosterona i albumina je 1000 puta slabija nego ona sa SHBG,
zbog Cega testosteron brzo disosuje, postaje slobodan i lako dostupan tkivima. Tokom
starenja koncentracija ukupnog testosterona se smanjuje u rasponu od 0.4 do 1%
godisnje (Wu i sar., 2008). Postepeno smanjenje koncentracije ukupnog testosterona
praceno je progresivnim rastom koncentracije SHBG, S$to uzrokuje smanjenje nivoa

slobodnog testosterona u odnosu na nivo ukupnog testosterona. Pored testosterona, kao
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glavnog steroidnog hormona kod muskog pola, tokom procesa starenja sniZzavaju se i
nivoi androgena kore nadbubrezne Zlezde, DHEA i dehidroepiandrosteron sulfata
(DHEAS). Uzrok sniZzavanja koncentracije testosterona u cirukalciji nije u potpunosti
objasnjen, ali je poznato da tokom procesa starenja dolazi do disfunkcije Lajdigovih
¢elija i smanjenja sekrecije testosterona, kao i do smanjenja sekrecije luteiniziraju¢eg
hormona (LH) Sto za posledicu ima smanjenu funkciju testisa (Kaufman i Vermeulen,
2005; Veldhuis, 2008).

Aktivno$c¢u enzima Sa-reduktaze od testosterona nastaju dihidrotestosteron (DHT)
i androstenedion, koji zajedno sa testosteronom imaju klju¢nu ulogu u regulaciji
spermatogeneze, metabolizma kostiju, odrzavanju misi¢ne mase i funkcije miSica.
Dejstvom enzima aromataze testosteron se prevodi u estradiol. Kod miSeva oba pola je
pokazano da usled nedostatka gena za aromatazu dolazi do povecanog gubitka koStanog
tkiva, zbog povecanog stepena resorpcije kostiju (Fisher i sar., 1998; Miyaura i sar.,
2001). Kod muskaraca nedostatak aromataze, usled mutacije gena za aromatazu,
uzrokuje osteoporozu i odlozeno sazrevanje koStanog tkiva, Sto biva normalizovano
nakon terapije estrogenom (Bilezikian i sar., 1998), i ukazuje na esencijalnu ulogu
estrogena u odrzavanju koStane mase.

Orhidektomisani (Orx) muzjaci pacova, srednjeg zivotnog doba, predstavljaju
dobar animalni model andropauze, koji je na pocetku koris¢en za utvrdivanje promena
na nivou kosStanog tkiva (Vanderschueren i sar., 1992; Vandenput i sar., 2002), a kasnije
i za utvrdivanje promena na drugim tkivima, uzrokovanih nedostatkom androgena
(Soﬁié-JurjeVié i sar., 2007; Filipovi¢ 1 sar., 2007; Ajdzanovic i sar., 2011; MiloSevi¢ i
sar., 2012). Brojne studije koriste Orx pacove u istrazivanjima potencijalnih terapijskih

pristupa andropauzalnim simptomima (Ke i sar., 2001; Filipovi¢ i sar., 2010; 2013), sa
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svrhom razumevanja regulacionih mehanizama remodeliranja kostanog tkiva (Gill i sar.,
1998; Proell i sar., 2009). Literaturni podaci o regulaciji homeostaze Ca®* i Pi u
animalnim modelima andropauze za sada se svode na pionirske studije (Panteli¢ i sar.,
2013).

1.2. Steroidni hormoni - mehanizmi delovanja

Estrogeni 1 androgeni imaju klju¢nu ulogu u regulaciji remodeliranja koStanog
tkiva i odrzavanju koStane mase. Njihova koncentracija se smanjuje tokom menopauze i
andropauze Sto uzrokuje povecanje stepena resorpcije koStanog tkiva. Pokazano je da
supstituciona terapija estrogenom ima ulogu u prevenciji gubitka kostanog tkiva kod
pacijenata sa postmenopauzalnom osteoporozom (Matsumoto i sar., 2006). Poznato je
da svoje dejstvo estrogeni i androgeni mogu ispoljiti vezivanjem za estrogenske i
androgenske receptore. Molekularni mehanizmi delovanja estrogena mogu se ostvariti
njihovim vezivanjem za jedarne estrogenske receptore o i B (ERa i ERB) (Segars i
Driggers, 2002), kao i za membranski estrogenski receptor (receptor kuplovan sa G-
proteinom 30 - GPR30) (Revankar i sar., 2005). Vezivanje liganda za ER u citoplazmi
uzrokuje konformacionu promenu receptora i ulazak formiranog kompleksa u jedro
¢elije (Maruvada i sar., 2003). Kompleks ER-ligand povecava ili smanjuje ekspresiju
odredenih gena interakcijom sa specificnim sekvencama DNK molekula, ozna¢enim
kao DNK-vezuju¢i domen (DBD) i koregulatornim proteinima koji stimuliSu
(koaktivatori) ili inhibiraju (korepresori) transkripciju specificnih gena (Parker, 1998;
Kumar i Thompson, 1999). Kao i ostali ¢lanovi superfamilije steroidnih receptora, ER
se sastoji od nekoliko funkconalnih domena, od kojih svaki nosi svoju specificnu ulogu
(Beato i sar., 1995). Od NH,- ka -COOH-terminusu smeSteni su N-terminalni domen,

DBD domen, ,,Sarka* (hinge) domen, ligand vezuju¢i domen (LBD) i -COOH terminus
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(Sema 1). Na N-terminalnom domenu nalazi se aktivaciono-funkcionalni region 1
(AF1) dok se u LBD nalazi aktivaciono-funkcionalni region 2 (AF2), koji imaju klju¢nu
ulogu u regulaciji transkripcije nakon vezivanja liganda i aktivacije estrogenskih
receptora (Beato, 1989). Stepen homologije u DBD je izuzetno visok izmedu ERP i
ERa (vise od 95% amino kiselina je identi¢no), dok je procenat homologije u LBD
izmedu ERpB i ERa oko 55% (Kuiper i sar., 1997; Cowley i sar., 1997). D domen se
nalazi nizvodno od DBD i oznacen je kao ,Sarka“ region koji je odgovoran za
lokalizaciju u jedru i za povezivanju DBD i LBD domena (Kumar i sar., 2011).

ERa

NH, [ DBD(©) [ ) | LBD (E) | &) }-coon
1 180 263 302 552 595
AF1 hinge AF2
l"RP'
NH, LBD (E) [ }-coon
504 530
AR2
(a)

ER, + estradiol ERg + estradiol

Sema 1. a) Organizacija sekvenci izoformi ERa i ERB. N-terminalni domen - obelezen
crvenom bojom, DBD - obelezen zelenom bojom, D -,,Sarka* domen - obeleZzen plavom
bojom, LBD - obeleZzen Zutom bojom, F region lokalizovan na C-terminusu -obelezen
sivom bojom. b) DNK vezuju¢i domen estrogenskog receptora (DBD) u kompleksu sa
DNK-ERE (DNK-estrogen vezuju¢a mesta). ¢) 3D strukturni prikaz interkacije ERa
(levo) i ERP (desno) sa estradiolom. Preuzeto od Kumar i sar., 2011.

Nakon LBD nalazi se F domen u C-terminusu, koji se sastoji od 42 amino-kiseline
i ima ulogu u moduliranju genske traskripcije u zavisnosti od promotora, liganda i ¢elije
(Montano i sar., 1995; Koide i sar., 2007), kao i efekat na dimerizaciju receptora (Yang

i sar., 2008, Sema 1).
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Mehanizam delovanja estrogena moZe biti ostvaren i preko GPR30, membranskog
estrogenskog receptora, koji nakon vezivanja liganda stimuliSe aktivaciju sekundarnih
glasnika u ¢elijama - CAMP, inozitol-tri-fosfata (IP3) i Ca®* (Filardo i Thomas, 2005).
Potvrdeno je da je aktivacija GPR30 nezavisna od aktivacije jedarnih estrogenskih
receptora, i da vezivanje liganda za GPR30 aktivira signalne puteve ERK 1/2 (od eng.
extracellular-regulated kinases 1/2), fosfatidil inozitol 3-OH kinaze (PI3K) i protein
kinaze B/AKT (Filardo i Thomas, 2005).

Androgenski receptor (AR), kao i ER pripada superfamiliji streoidnih receptora.
AR funkcioniSe kao ligand-zavisni transkripcioni faktor sa sposobno$¢u vezivanja za
veliki broj gena koji kodiraju proteine i regulatorne mikro-RNK molekule (Narayanan i
sar., 2010). Nakon vezivanja liganda u citoplazmi, AR ostvaruje svoj efekat u jedru
interakcijom sa specificnim androgen-vezuju¢im sekvencama (AREs) molekula DNK 1
na taj naéin stimuliSe ili inhibira ekspresije ciljnih gena (Mangelsdorf i sar., 1995).
Pored opisanog genomskog mehanizma delovanja androgena, mogu¢ je i negenomski
nac¢in delovanja. Skorasnja istrazivanja (Bennett i sar., 2009; Lamont i Tindall, 2011)
su pokazala da se negenomski mehanizam delovanja androgena moze ostvariti
posredstvom membranskih  androgenskih receptora ukljuenih u aktivaciju
unutraéelijskih signalnih puteva, dakle direktnim efektom na prenosioce signala i/ili
aktivacijom kinaza (Matsumoto i sar., 2013). Molekularna stuktura membranskog
androgenskog receptora nije joS uvek poznata, ali se spekulise o nekoliko mogucih
reSenja. Pod membranske androgenske receptore moze se svrstati grupa unutracelijskih
AR lokalizovana blizu i/ili pridruzena ¢elijskoj membrani, koja posreduje u brzim
efektima androgena sa odsustvom transkripcije (Freeman i sar., 2005), ili do sada

neidentifikovan receptor kuplovan sa G-proteinom koji ucestvuje u aktivaciji razlicitih
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signalnih puteva koji rezultuju u povecanju koncentracije Ca®" unutar ¢elija 1 sintezi IP3
(Papadopoulou i sar., 2008).

Pored estrogena i androgena, bitnu ulogu u razvoju i odrzavanju koStanog tkiva
kao i u regulaciji homeostaze Ca®* ima aktivna forma vitamina D-1,25(OH), (Vit D).
Vit D se vezuje sa receptor za Vit D (VDR) koji pripada familiji steroidnih receptora i
reguliSe transkripciju ciljnih gena. Vit Du interakcijom sa VDR stimuliSe apsorpciju
Ca®* u crevima i reapsorpciju Ca®* u bubrezima (Healy i sar., 2005). Poznato je da Vit D
reguliSe ekspresije VDR u paraStitastim Zlezdama i bubrezima, dok je uticaj na
ekspresiju VDR u crevima minimalan (Brown i sar., 1995). Pokazano je da tretman Vit
D smanjuje rizik od nastanka preloma kostiju kod pacijenata sa osteoporozom
(Gallagher i Goldgar, 1990), a njegovo kori$¢enje u prevenciji i terapiji osteoporoze je
Siroko rasprostranjeno. Dnevna preporucena doza je 1000 IU na dan (Geller i Adams,
2008). Zbog smanjenja koncentracije Ca®* u cirkulaciji kod starih osoba (Nuti, 2012),
uzrokovane smanjenjem unosenja Ca** i snizenom apsorpcijom u crevima, u prevenciji i
leCenju osteoporoze koristi se kalcijum sam ili u kombinaciji sa Vit D (Tang i sar.,
2007).

Pored korisnih efekata terapije steroidnim hormonima na koStano tkivo kao i
konvencionalih terapija Vit D i kalcijumom, postoje i nezeljena dejstava njihove
primene kako kod muskaraca tako i kod zena. Naime, klinicke studije su pokazale da
terapije steroidnim hormonima i terapije Vit D i kalcijumom povecavaju rizik od
nastanka kardiovaskulanih oboljenja, kancera dojke, hiperfosfaturije i holecistitisa kod
zena (Grodstain i sar., 1994; Uemura i sar., 2000; Rossouw i sar., 2002; Nuti, 2012;).
Kod musSkaraca nakon terapije steroidnim hormonima povecan je rizik od nastanka

hipertrofije prostate benignog karaktera, kancera prostate, hiperfosfaturije,
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hepatotoski¢nog efekta, hiperviskoznosti krvi, eritrocitoze i oStecenja srca (Tenover,
1999; Bassil i sar., 2009; Meng i sar., 2010).

Zbog brojnih negativnih efekata primenjivanih terapija u tretmanu andopauzalnih
I menopauzalnih simptoma u poslednje vreme sve je veéi broj studija koje traze reSenje
za prevazilazenje navedenih problema. Brojne studije ukazuju da kori$¢enje supstanci
biljnog porekla ima znacajan efekat u otklanjanju simptoma i blagotvoran uticaj na
kvalitet Zivota muskaraca u andropauzi.

1.3. Izoflavoni - mehanizmi delovanja

Tokom poslednje dve decenije, izoflavoni soje (naroCito genistein i daidzein) su
predmet istrazivanja brojnih studija, prvenstveno zbog svog blagotvornog efekta na
simptome starenja kod oba pola. Brojni literaturni podaci svedoce o korisnom efektu
izoflavona soje u tretmanu kancera dojke i prostate, osteoporoze, sr¢anih oboljenja, kao
i psiholoskih simptoma koji su povezani sa starenjem (Casini i sar., 2006; Messina,
2010a; Messina i sar., 2010a; Andres i sar., 2011). Po hemijskoj strukturi izoflavoni su
tricikli¢na bifenolna jedinjenja, koja su u prirodnim izvorima uglavnom prisutna u vidu
glikozilovanih formi.

Potvrdeno je da izoflavoni soje ostvaruju brojna bioloska dejstva, koja je Barnes
(2010) Klasifikovao u nekoliko grupa: vezivanje za jedarne steroidne receptore,
inhibicija tirozin kinaza i1 enzima ukljuenih u biosintezu steroidih hormona,
antioksidativno delovanje, uticaj na imunski sistem i inhibitorni efekat na Sirenje
metastaza. Preciznija, mehanicisticka klasifikacija dejstava izoflavona soje ukazuje na
¢injenicu da oni svoje efekte ostvaruju i kroz regulaciju ¢elijskog ciklusa i indukovanje

apoptoze (Zhang i sar., 2001; Dixon i Ferreira, 2002), zatim na funkcionisanje
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mitohondrija (Duluc i sar., 2012), gensku ekspresiju, funkcionisanje signalnih puteva i

aktivaciju enzima usled povec¢anja koncentracije cAMP (Sema 2).

GENOMSKO NEGENOMSKO
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Sinteza proteina
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Sema 2. Prikaz moguéih mehanizama delovanja fitoestrogena. AHR - aril hidrokarbnski
receptor, ARNT - AHR jedarni translokator, ER - estrogenski receptor, ERE - estrogen
vezujuée sekvence elementi, CAMP - cikli¢ni adenozin monofosfat, Ca®* - jon
kalcijuma, GPER/GPR30 - G protein kuplovani estrogenski receptor 1, MAPK/ERK -
mitogen aktiviraju¢e protein kinaze/vancelijskim signalima regulisane kinaze, NF-kB -
(od eng. nuclear factor kappa of activated B cells), PI3K - fosfatidilinozitol 3 kinaze,
PPAR - (od eng. peroxisome-proliferator activating receptor), RXR retinoidni receptor
X. Modifikovano od Woclawek-Potocka i sar., 2013.

Usled strukturne sli¢nosti sa 17p estradiolom, izoflavoni se vezuju za ERa i ERP
(Kuiper i sar., 1997), kao i za androgenski i progesteronski receptor (Beck i sar., 2005;
Kalaiselvan i sar., 2010). Takode, izoflavoni soje se vezuju i za nesteroidne jedarne
receptore kao Sto su PPAR (od eng. peroxisome-proliferator activating receptor)
(Mezei i sar., 2003) i orphan receptor (Hirvonen i sar., 2011). Izoflavoni mogu
stimulisati ili inhibirati ekspresije nekoliko bitnih klasa gena odgovornih za regulaciju
transkripcije, signalne transdukcije, imunskog odgovora kao i drugih regulatornih

funkcija (Aalinkeel 1 sar., 2010). Do danas nije utvrdeno vezivanje izoflavona za
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glukokortikoidni receptor i tiroidne al i B1 receptore (Takeuchi i sar., 2009). Potvrdeno
je da izoflavoni inhibiraju: translokaciju NF-«xB (od enlg. nuclear factor kappa of
activated B cells) iz citoplazme u jedro ¢elije (Li i sar., 2011), aktivnost matriksnih
metaloproteinaza-2 i -9 (MMP-2 i -9) (Huang i sar., 2005; Li i sar., 2006), tirozin- i
Akt-kinaza (Akiyama i sar., 1987; Li i sar., 2011), 3B-HSD i citohrom P-450 21-
hidroksilaze (Ohno i sar., 2002, 2003), i tiroperoksidaze (Divi i sar., 1997); stimuliSu
aktivaciju protein kinaze A (Liu i sar., 2006), te mogu dvojako delovati na aktivnost
kinaze fokalnih adhezija (FAK) (Sawai i sar., 2005; Azios i Dharmawardhane, 2005), a
inhibiraju aktivnost Ca®* - kanala (Yokoshiki i sar., 1996). Bifenolna struktura
izoflavona omogucava heliranje tranzicionih metala (Arora i1 sar., 2000), kao 1
uklanjanje slobodnih radikala (Chen i sar., 2002; Kruk i sar., 2005) Sto predstavlja
osnovu antioksidativnog delovanja izoflavona.

Izoflavoni geinistein i daidzein su prepoznati kao veoma delotvorni alternativni
terapeutici kancera, kardiovaskularnih oboljenja i osteoporoze, te kao eliminatori
oksidativnog stresa. Dakle nalaze svoju ulogu u ublazavanju brojnih simptoma koji
karakteriSu andropauzu i menopauzu (Vitale i sar., 2013).

Peterson i Barnes (1996) su u svojoj studiji pokazali da genistein ima inhibitorno
dejstvo na rast ¢elija kancera dojke nakon stimulacije estogenom. Takode je utvrdeno da
genistein ostvaruje inhibitorni efekat i na éelije kancera dojke koje ne poseduju ER, sto
ukazuje da genistein moze svoju aktivnost ispoljiti i receptorskim i ne-receptorskim
mehanizmima (Banerjee i sar., 2008). Anti-kancerogeno delovanje genisteina potvrdeno
je na razli¢itim animalnim modelima i tumorskim C¢elijskim linijama leukemija,
limfoma, kancera jajnika i grlica materice, melanoma, neuroblastoma, karcinoma

zeluca, pankreasa, dojki i prostate (Jamadar-Shroff i sar., 2009; El Touny i Banerjee,
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2009). Svoje anti-kancersko delovanje genistein ostvaruje inaktivacijom NF-kB preko
smanjenja kinazne aktivnosti MEKK1, inhibicijom ERK1/2, smanjivanjem stepena
fosforilacije p90ORSK i Akt signalnih puteva, regulacijom ekpresije proteina uklju¢enih
u proces apoptoze kao Sto su Bcl-2, Bel-xL, BAX, i inhibicijom aktivnosti proteozoma
(Gong i sar., 2003; Banerjee i sar., 2005; Kang i sar., 2007; Li i sar., 2008a, 2008b;
Gwin i sar., 2011). Takode, ekspresija telomerazne reverzne transkriptaze, iRNK za c-
myc i MDM2 onkogena, te MMP-2 i -9 je smanjena pod dejstvom genisteina, dok je
iRNK za p21 povecana u DU-145 i LNCaP ¢elijskim linijama kancera prostate (Huang i
sar., 2005; Ouchi i sar., 2005; Li i sar., 2005; Li i sar., 2006; Xu i Bergan, 2006).
Aplikovani izoflavoni mogu u znacajnoj meri regulisati lipidni status, jer je
pokazano da sniZzavaju koncentraciju lipida i lipoproteina u plazmi kod musSkaraca i
Zena, i izazivaju vazodilataciju krvnih sudova ¢ime olakSavaju protok krvi (Clarkson,
2002). Studija Sogié-Jurjevié i saradnika (2007) pokazuje da je kod Orx muzjaka pacova
nivo holestreola u serumu smanjen nakon primene izoflavona, ali da je nivo triglicerida
poveéan. Genistein uzrokuje azot oksid (NO)-zavisnu dilataciju krvnih sudova, zbog
¢ega se moze smatrati novim potencijalnim terapeutikom u lecenju hipertenzije, i u
primarnoj i sekundarnoj prevenciji ateroskleroze (Walker i sar., 2001). Daidzein, sa
druge strane, uzrokuje vazorelaksaciju poveéavajuéi provodljivost Ca®*-zavisnih K*-
kanala u glatkim miSiénim ¢éelijama zida krvnih sudova (Zhang i sar., 2010). Studija
Ajdzanovi¢ 1 saradnika (2010) pokazuje da genistein smanjuje fluidnost membrane
eritrocita u povrSinskom regionu, dok daidzein povecava fluidnost u dubini membrane,
Sto za posledicu ima negativne (genistein) i pozitivne (daidzein) efekte na reoloske

karakteristike eritrocita i viskoznost krvi.
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Pored direktnog antioksidativnog delovanja izoflavona, usled dominacije fenolnih
prstenova u njihovoj strukturi, olicenog u uklanjanju slobodno-radikalskih vrsta
kiseonika i smanjivanju oksidativnog stresa, poznato je da genistein antioksidativni
efekat ostvaruje i stimulacijom aktivacije ERK 1/2 signalnog puta i ekspresije gena za
Mn-superoksid dismutazu (MnSOD) u MCF-7 ¢elijskoj liniji kancera dojke (Borras i
sar., 2006). Ekvol, bioloski aktivna forma daidzeina koja nastaje aktivno$c¢u crevne flore
(Setchell i sar., 2003), smanjuje oksidativni stres i povecava aktivnost Katalaze i
superoksid dismutaze (SOD) u jetri miSeva (Choi, 2009). Takode, inhibitoran efekat
ekvola na produkciju NO ostvaruje se preko aktivacije Akt 1 inhibicije NFkB signalnih
puteva (Kang i sar., 2007).

Protektivan efekat genistein ispoljava i na kosStano tkivo kako kod
ovarijektomisanih Zenki pacova, tako i kod postmenopauzalnih Zena. Ovaj efekat
genistein ostvaruje inhibicijom aktivnosti osteoklasta i stimulacijom osteoblasta
(Morabito i sar., 2002; Bitto i sar., 2008). De Wilde i saradnici (2006) su pokazali da
daidzein moze ostvariti svoj efekat na kosti aktivacijom signalnih puteva nezavisnih od
ERP. Naime, tretman Ccelijske kulture osteoblasta daidzeinom uzrokovao je brzu
fosforilaciju i aktivaciju ERK 1/2 signalnog puta i promene u aktinskom citoskeletu, Sto
sugeriSe o stimulatornom efektu daidzeina na diferencijaciju i proliferaciju osteoblasta
(De Wilde i sar., 2006). U animalnom modelu osteoporoze, tretman daidzeinom deluje
stimulatorno na aktivnost C ¢elija Stitnjace i ima protektivan efekat na kosStano tkivo
kod Ovx i Orx pacova (Somjen i sar., 2008; Filipovic i sar., 2010).

Uticaj izoflavona na kljuéne regulatore homeostaze Ca®* i Pi u animalnom modelu
andropauze je slabo istrazen, o ¢emu svedo¢e malobrojne studije (Panteli¢ i sar., 2013).

Literaturni podaci ukazuju na Stetne efekte koris¢enje terapije steroidnim hormonima,
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kao i kombinacijom Vit D i kalcijuma u prevenciji i tretmanu simptoma andropauze
(Bassil i sar., 2009; Meng i sar., 2010), te stoga izoflavoni predstavljaju perspektivna
pomoc¢na lekovita sredstva. Uzimaju¢i u obzir potvrdene mehanizme delovanja
izoflavona opravdana je pretpostavka o njthovom mogucem efektu na strukturu i
funkciju organa i receptora ukljudenih u regulaciju homeostaze Ca" i Pi.

1.4. Parastitaste zlezde

Parastitaste Zlezde nastaju od endodermalnih Zdrelnih dZepova, kod ljudi od tre¢eg
i Cetvrtog, dok kod miSeva samo od treCeg zdrelnog dZepa (Okabe i Graham, 2004).
Studije na miSevima su pokazale da je transkripcioni factor Gem-2 kljucni regulator
embrionalnog razvoja parastitastih zlezda. Ekspresija ovog gena ogranicena je samo u
parastitastim zlezdama, i u sluc¢aju njegove mutacije ne dolazi do formiranja ovih Zlezda
(Kim i sar., 1998; Gunther i sar., 2000; Gordon i sar., 2001). Medutim, kod riba ne
postoje parastitaste Zlezde i parathormon (PTH), jer ove Zivotinje Ca** usvajaju sa
vodom iz spoljasnje sredine. Prelaz iz akvati¢ne u terestricnu Zivotnu sredinu namece
nove kontrolne mehanizme regulacije homostaze Ca?*, pa je stoga evolucija
parastitastin Zlezda i stvaranje PTH kljucni dogadaj koji je olakSao tranziciju iz
akvati¢ne u terestricnu sredinu (Okabe i Graham, 2004). Studija ovih autora je pokazala
da Skrge i paraStitaste zlezde imaju isto evolutivno poreklo, naime oba organa
eksprimiraju Gem-2 (koji je neophodan za pravilan razvoj), PTH i CaSR, Sto sugeriSe da
su od Skrga verovatno nastale paraStitaste zlezde tetrapoda.

Parastitaste zlezde su parni endokrini organi. Kod pacova je prisutan jedan par,
dok kod ljudi postoji dva para paraStitastih Zlezda, oznaCenih kao gornje i donje.
Smestene su u lobusima Stitaste Zlezde, ali su sopstvenom vezivnom kapsulom odvojene

od okolnog tkiva. Svaka parastitasta zlezda kod ¢oveka je duzine oko 5 mm, Sirine 3
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mm i debljine 1-2 mm, a njena tezina iznosi oko 130 mg. Veli¢ina Zlezde je odredena,
osim uzrastom, i metaboli¢kim statusom Ca®* u organizmu.

Strukturno posmatrano, parastitaste Zlezde se sastoje od strome i parenhima.
Stromu zlezda ¢ine kapsula, izgradena od umereno gustog vezivnog tkiva, i vezivne
septe koje se uvlace duboko u parenhim Zzlezde. Kapsula i septe nose krvne sudove i
nervna vlakna. Paranhim zlezde grade dva tipa ¢elija: glavne 1 oksifilne ¢elije.

Glavne c¢elije parastitatsih Zlezda su najées¢e organizovane u trake ili grupe, uz i

oko krvnih kapilara fenestrovanog tipa (Sema 3).

Stitna Zlezda

Paratitaste

Sema 3. Elektronske mikrografije glavnih ¢elija parastitastih Zlezda. A) Organizacija
glavnih ¢elija parastitastih Zlezda oko krvnog suda, bar-10um. B) Ultrastruktura glavnih
¢elija parastitastih zlezda, bele strelice - interdigitacije ¢elijske membrane, crna strelica
- mitohondrije, crvena strelica - granulisani endoplazmin retikulum (gER), zelena
strelica-Goldzi kompleks, n-nukleus, KS-krvni sud; bar-2um.

Medusobno su povezane pukotinastim spojevima i dezmozomima, ovalnog su
oblika, sa centralno postavljenim okruglim ili izduzenim jedrom. Membrana glavnih
¢elija formira mnogobrojne interdigitacije i uvrate koji prema Coleman-u i Silberman-u
(1978) predstavljaju odraz njihove aktivnosti i sekrecije PTH. U citoplazmi se uocavaju
dobro razvijen granulisani endoplazmin retukulum (gER) i Goldzi komlpeks, kao i
brojne mitohondrije (Sema 3). U uzanim perikapilarnim prostorima nalaze se retka

kolagena i retikularna vlakna, kao i zavrSeci nemijelinizovanih nervnih vlakana.
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Oksifilne celije su vece od glavnih Celija parastitaste zlezde, poliginalnog su
oblika i imaju centralno postavljeno okruglo jedro. Citoplazma im je izrazito acidifilna
zbog velikog broja mitohondrija i njihovih enzima, a izmedu mitohondrija se nalaze u
manjoj meri slobodni ribozomi, granule glikogena, malobrojni lizozomi i slabo razvijeni
gER i Goldzijev aparat. Oksifilne ¢elije se retko nalaze pre puberteta i njihov broj se
povecava sa starenjem. Ove celije ne sekretuju hormon i njihova funkcija nije jasna.
Smatra se da predstavljaju odredeni stepen diferencijacije glavnih celija, odnosno da
nastaju njihovim starenjem. Kod pacova oksifilne c¢elije nisu prisutne tako da
parastitaste zlezde imaju samo jednu ¢elijsku populaciju, glavne Celije.

PTH (90 kD) je peptidni hormon koji se sastoji od 84 amino-kiseline i njegov
poluzivot u citoplazmi je izuzetno kratak. Hormon se sintetiSe u formi prepro-PTH od
koga nastaje pro-PTH koji ima 6 aminokiselina u visku na N-terminusu u odnosu na
kranji produkt. Konverzija pro-PTH u PTH molekul se deSava 15-20 minuta nakon
sinteze, kada pro-PTH dospe do Goldzi kompleksa. Gen za PTH je izolovan i odredena
mu je sekvenca kod 10 zivotinjskih vrsta, a nalazi se na malom kraku hormozoma 11.
On poseduje dva introna koji imaju istu poziciju kod svih vrsta, a razdvajaju ih tri
egzona koji kodiraju prepro-PTH. PTH je evolutivho visoko konzerviran hormon
poredeci sekvencu njegovog molekula medu razli¢itim vrstama. Prepro-PTH se teSko
detektuje u glavnim c¢elijama parastitastih Zlezda (Bell i sar., 2005). Sa starenjem
koncentracija PTH u cirkulaciji se povecava kod ljudi i pacova, kao i volumen
parastitastih Zlezda, Sto izaziva gubitak koStane mase i pogoduje razvoju osteoporoze
(Halloran i sar., 2002).

Paragtitaste Zlezde imaju kljuénu ulogu u regulaciji homeostaze vancelijskog Ca**,

$to je od izuzetnog znacaja jer je Ca®* neophodan za odvijanje brojnih fizioloskih
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procesa, poput miSi¢ne kontrakcije, koagulacije krvi, 1 sinapticke aktivnosti. Ove zlezde
detektuju promene u koncentraciji Ca** u krvi pomoc¢u receptora osetljivog za Ca*
(CaSR) koji reguliSe sekreciju parathormona (PTH) (Brown, 2001).
1.4.1. Regulacija funkcije parastitastih zlezda

Sinteza i sekrecija PTH regulisane su nivoom Ca** u krvi i aktivno$éu lizozoma u
glavnim éelijama parastitastih Zlezda. Naime, nizak nivo Ca®* stimuli$e sekreciju PTH,
dok se kod visokog nivoa Ca?* u krvi PTH ne sekretuje. Kao odgovor na visok nivo
Ca®*, lizozomski enzimi u glavnim ¢elijama vrSe digestiju granula (krinofagija), ¢ime se
sprecava oslobadanje PTH. Parathormon ima klju¢nu ulogu u odrZavanju homeostaze
Ca®* i Pi u cirkulaciji tako $to stimulie oslobadanje Ca®*" i Pi iz kostiju, smanjuje
ekskreciju Ca®* u bubregu, povec¢ava ekskreciju Pi u bubregu i stimuliSe aktivnost 1,0-
hidroksilaze, enzima koji uéestvuje u sintezi aktivne forme vitamina D u bubregu.

Paradtitaste Zlezde detektuju male promene u koncentraciji Ca**, koji aktivira
CaSR, transmembranski receptor kuplovan sa G-proteinom (Brown i sar., 1999). CaSR
poseduje veliki vanéelijski domen pomoéu koga detektuje promene u koncentraciji Ca**
zahvaljujuéi kiselim aminokiselinskim ostacima. Ca** vezan za CaSR pokreée kaskadu
unutaréelijskih odgovora, koji ne samo da imaju ulogu u inhibiciji sekrecije nego i
ucestvuju u razgradnji sintetisanog PTH (Habener i Potts, 1990). Kada je koncentracija
Ca’* u cirkulaciji niska, CaSR se nalazi u relaksiranom stanju i tada se PTH veoma brzo
sekretuje iz glavnih celija parastitastih zlezda. Glavne celije su programirane da
kontinuirano sekretuju PTH, tako da CaSR ima ulogu brane, odnosno predstavlja
barijeru koja zaustavlja ovaj proces. Malobrojne sekretorne granule koje sadrze PTH u
citoplazmi glavnih ¢elija, u poredenju sa ostalim tipovima endokrinih ¢elija, idu u prilog

hipotezi o kontinuiranoj sekreciji (Habener, 1981; Wernerson i sar., 1991). Veliki udeo
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u regulaciji aktivnosti glavnih c¢elija parastitastih Zlezda odnosi se na degradaciju
formiranog PTH u ¢elijama. U uslovima hiperkalcemije, viSe od 90% PTH se degraduje
u glavnim ¢elijama, $to rezultuje nastankom -COOH terminalnih fragmenata koji se
mogu otpustiti u citoplazmu ili se degradovati u ¢elijama, pri cemu se reciklirane
amino- kiseline poreklom iz PTH Kkoriste u sintezi drugih proteina u ¢eliji (Chu i sar.,
1973).

CaSR koji je aktiviran visokom koncentracijom, prenosi informaciju do
sekretorne masinerije za PTH pomocu fosfolipaze C (PLC), a potom indirektno i do
fosfolipaza D (PLD) i A, (PLA;) (Kifor i sar., 1997). PLD deluje na fosfolipide i
uzrokuje oslobadanje bioloski aktivnog jedinjenja fosfatidinske kiseline. PLA, deluje na
membranske fosfolipide i dolazi do oslobadanja arahidonske kiseline (AA) koja se
metaboliSe do aktivnih leukotrijena koji inhibiraju sekreciju PTH (Silver i sar., 2002).
Bourdeau i saradnici (1992; 1994) su pokazali da visoka koncentracija vancelijskog
Ca’*poveéava stepen oslobadanja AA iz glavnih éelija paragtitastih Zlezda i da
dodavanje AA ili njenih metabolite ima inhibitoran efekat na sekreciju PTH. Kifor i
saradnici (2001) su u svojim istrazivanjima proucavali efekat CaSR na aktivaciju
MAPK signalnog puta. Svoja istrazivanja sproveli su na glavnim ¢éelijama parastitastih
zlezda goveceta i na HEK293 (Human Embryonic Kidney cells 293) celijama
transfekovanim sa CaSR. CaSR aktivira Gg1-fosfatidilinozitol-PLC signalni put, koji
stimuliSe aktivaciju protein kinaze C (PKC), kao i G; signalni put Sto uzrokuje
smanjenje aktivnosti protein kinaze A (PKA) i aktivaciju tirozin kinaze. Povecana
vancelijska koncentracija Ca®* glavni je aktivacioni signal CaSR-a, koji uzrokuje
fosforilaciju i1 aktivaciju ERK 1/2 signalnog puta. Koris¢enjem specifi¢nih inhibitora

potvrdeno je da je efekat CaSR na aktivaciju MAPK signalnog puta posredovan preko
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G; tirozin kinaze i preko Ggi-fosfatidilinozitol-PLC signalnih puteva (Kifor isar.,
2001). Takode, ista istrazivacka grupa je pokazala da se -COOH domen CaSR vezuje za
filamin A, Sto sugeriSe da je ovaj receptor lokalizovan u kaveolama, povezan sa
aktinskim citoskeletom i da ucestvuje u aktivaciji MAPK (od eng. mitogen activated
protein kinase) signalnog puta (Hjalm i sar., 2001).

Fundamentalna studija Ben-Dov i saradnika (2007) prva je ukazala na postojanje
povratne sprege izmedu koStanog tkiva 1 parastitastih Zlezda, u kojoj su parastitaste
Zlezde okarakterisane kao novi ciljni organ za fibroblastni faktor rasta 23 (FGF23).
Osteoblasti i osteociti sintetiSu i sekretuju FGF23 kao odgovor na visoku koncentraciju
Pi u serumu (Riminucci i sar., 2003; Liu i sar., 2006; Pereira i sar., 2009). Ulogu u
regulaciji funkcije glavnih ¢elija parastitastih zlezda FGF23 ostvaruje vezivanjem za
kompleks FGF receptorlc-Klotho receptor (FGFR-Klotho). Ekspresija Klotho
koreceptora odrazava tkivnu specificnost za FGF23. Klotho transmembranski protein se
nalazi u paraStitastim zlezdama, distalnim tubulima bubrega, hipofizi i sinoatrijalnom
¢voru srca (Takeshita i sar., 2004). Ben-Dov i saradnici (2007) su pokazali da
parastitaste zlezde eksprimiraju Klotho protein i da FGF23 deluje inhibitorno na
transkripciju IRNK za PTH, kao i na sekreciju PTH. Vezivanje FGF23 za FGFR-Klotho
receptor kompleks izaziva inhibitoran efekat na sintezu i sekreciju PTH, koji se
ostvaruje aktivacijom MAPK i ERK 1/2 signalih puteva (Ben-Dov i sar., 2007). Kod
pacijenata na hemodijalizi nivo FGF23 u cirkulaciji moze dosti¢i ekstremne vrednosti
(Larsson i sar., 2003; Gutierrez i sar., 2005) iako je koncentracija PTH takode visoka,
Sto ukazuje da FGF23 i nije toliko potentan u inhibiciji sinteze i sekrecije PTH.
Medutim, Canalejo i saradnici (2010) u svojoj studiji o uticaju FGF23 na funkciju

parastitastih zlezda, kod normalnih i uremi¢nih muzjaka pacova, pokazuju da je za
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izostanak inhibitornog efekta FGF23 na sintezu i sekreciju PTH kod uremi¢nih Zivotinja
odgovorna izuzetno smanjena ekspresija FGFR 1 Klotho receptora u glavnim ¢elijama
paraStitastih Zlezda.

Prisustvo ER u glavnim c¢elijama parastitastin Zlezda i dalje je kontroverzno
pitanje (Naveh-Many i sar., 1992; Carillo-Lopez i sar., 2009). Prema studiji Carillo-
Lopez i saradnika (2009) parastitatste Zlezde ne eksprimiraju ER, ali je funkcija ovih
Zlezda regulisana estrogenom. Naime, terapija estrogenom sniZzava koncentraciju PTH
kod postmenopauzalnih Zlezda i stimuliSe formiranje koStanog tkiva (Khosla i sar.,
1997; Stock i sar., 1985). SkoraSnja studija sugeriSe da je efekat estrogena na
paraStitaste Zlezde indirektan i da je posredovan verovatno FGF23 (Carillo-Lopez i sar.,
2009).

Vit D reguliSe aktivnost parastitastih zlezda vezuju¢i se za VDR u glavnim
¢elijama 1 na taj nacin u velikoj meri inhibira sintezu iRNK za PTH (Silver i sar., 1986).
Povecana koncetracija Vit D deluje stimulatorno na ekspresiju VDR u glavnim ¢elijama

parastitastih zlezda (Naveh-Many i sar., 1990).

1.5. Bubrezi

Bubrezi su parni organi, smesSteni retroperitonealno na zadnjem zidu abdomena.
Svaki bubreg se sastoji od kore (cortex) i srzi (medulla) u kojoj se uoc¢avaju medularne
piramide. Osnovna strukturna i funkcionalna jedinica bubrega je nefron, koga Cine
bubrezno telaSce, proksimalni izuvijanu tubul, debeli i tanki delovi Henleove petlje i
distalni izuvijani tubul. Sabirni kanali¢i ne smatraju se sastavnim delovima nefrona

(Junqueira i Carneiro, 2005).
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Bubrezno telaSce se sastoji od glomerula, klupka krvnih kapilara, okruzenog
dvoslojnom epitelnom kapsulom koja se zove glomerularna Boumanova kapsula.
Izmedu dva lista Boumanove kapsule nalazi se urinarni prostor u koji se kroz zid
kapilara i visceralni list filtrira krvna plazma. Svako bubrezno telaSce renalni korpuskul
ima vaskularni pol gde ulazi aferentna i izlazi eferentna arteriola, i urinarni pol od kojeg
polazi proksimalni izuvijani tubul.

Na urinarnom polu glomerula plocast epitel parijetalnog lista Boumanove kapsule
prelazi u cilindriCan epitel proksimalnog izuvijanog tubula. Apikalni region celija
proksimalnih tubula sadrzi brojne mikrovili koji ¢ine ¢etkastu pokrovnu ivicu. Apikalna
citoplazma sadrzi brojne vezikule izmedu baza mikrovila, koje povecavaju kapacitet
tubularnih éelija za apsorpciju makromolekula. Celije ovih tubula imaju acidofilnu
citoplazmu jer sadrZze brojne izduzene i vertikalno usmerene mitohondrije lokalizovane
U bazalnom delu, u uvratima c¢elijske membrane. Ovakav polozaj mitohondrija i
poveéanje povrSine cCelijske membrane mnogobrojnim invaginacijama predstavljaju
karakteristike celija koje ucestvuju u aktivnom transportu jona. Glomerularni filtrat
ulazi u proksimalni izuvijani tubul u kome se obavlja reapsorpcija aminokiselina i
glukoze, Pi i Ca?*, vode i natrijum-hlorida (Junqueira i Carneiro, 2005).

Priblizno 1/7 svih nefrona bubrega je smeStena blizu kortikalnomedularne granice,
te se stoga nazivaju jukstamedularni nefroni, a ostali nefroni su kortikalni nefroni.
Jukstamedularni nefroni su najvazniji za stvaranje hipertoni¢og urina, jer imaju vrlo
dugacke Henleove petlje koje se protezu duboko u medulu. Henleova petlja ima oblik
latiniénog slova U i sastoji se od debelog nishodnog, tankog nishodnog, tankog
ushodnog i debelog ushodnog dela na koji se nastavlja distalni tubul (Junqueira i

Carneiro, 2005).
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Distalni izuvijani tubul obloZen je jednoslojnim kockastim epitelom, a ¢elije ovih
tubula su manje od celija proksimalnih tubula, nemaju Cetkastu ivicu i ne poseduju
apikalne vezikule. U svom toku distalni izuvijani tubul dolazi u kontakt sa vaskularnim
polom bubreznog telaSca svog nefrona. Na mestu ovog kontakta distalni tubul se
modifikuje kao 1 aferentna arteriola. U ovom jukstamedularnom podrucju Ccelije
distalnog tubula postaju cilindri¢ne, a njihova jedra blisko priblizena jedno uz drugo i
formiraju strukturu koja se zbog izgleda pod svetlosnim mikroskopom oznacava kao
macula densa. Na distalni tubul nastavlja se sabirni kanali¢ (Junqueira i Carneiro,
2005).

Jukstaglomerularni aparat se sastoji od izmenjenih glatkih miSiénih ¢elija tunike
medije aferentne arteriole koje se nazivaju jukstamedularne ¢elije (Junqueira i Carneiro,
2005). Ove celije sintetiSu i sekretuju renin, enzim koji deluje na angiotenzinogen,
protein plazme koji se sintetiSe u jetri, a pod dejstvom renina konvertuje u inaktivni
dekapeptid nazvan angiotenzin |. Dejstvom angiotenzin-konvertuju¢eg enzima, koga
sintetiSu endotelne ¢elije pluca, angiotenzin I gubi dve amino-kiseline i prelazi u aktivan
oktapeptid angiotenzin II. Angiotenzin II povecava krvni pritisak na dva nacina:
direktnom konstrikcijom perifernih krvnih sudova ili indirektnim mehanizmom, tj.
stimulacijom zone glomeruloze kore nadbubreznih Zzlezda koja reaguje lucenjem
aldosterona. Aldosteron poveéava eliminaciju jona K" i reapsorpciju jona Na* i vode u
distalnom izuvijanom tubulu, te se poveéava volumen cirkuliSuc¢e krvi i krvni pritisak
(Junqueira 1 Carneiro, 2005). Skorasnji podaci ukazuju na postojanje CaSR u
jukstaglomerularnim ¢elijama i da akitvacija CaSR deluje inhibitorno na sekreciju
renina tako Sto smanjuje aktivnost adenilat ciklaze i stimuliSe aktivaciju

kalcijum/kalmodulin fosfodiesteraze (Ortiz-Capisano i sar., 2007).
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1.5.1. Reapsorpcija Pi u bubregu

Regulacija homeostaze Pi se postize balansom unosenja Pi hranom i gubljenjem
tj. izbacivanjem Pi urinom i fecesom, najviSe u procesu regulisane aktivne reapsorpcije
Pi iz glomerularnog filtrata. U fizioloSkim uslovima oko 80% filtriranog Pi se
reapsorbuje u proksimalnim tubulima, dok za reapsorbciju Pi u distalnim tubulima i
dalje nema jasnih dokaza, tako da proksimalni tubuli predstavljaju glavno kontrolno
mesto regulacije homoestaze Pi (Biber i sar., 2013). Ukupna koli¢ina Pi koji se
reapsorbuje duz proksimalnog tubula odredena je brojem razlicitih kotransportera koji
se nalaze u oblasti Cetkaste ivice epitelnih Celija, i razlikuju se u zastupljenosti kao i
pojedinaénom doprinosu reapsorpciji Pi (Biber 1 sar., 2013). Reapsorpcija Pi je
regulisana brojnim hormonalnim i metaboli¢kim faktorima, koji pojedinac¢no ili
sinhronizovano, menjaju broj natrujum-fosfatnih kotransportera (NaPi) na apikalnoj
membrani epitelnih Celija proksimalnih tubula bubrega. Signalni putevi ukljuceni u
regulaciju NaPi kotransportera razlikuju se u zavisnosti od aktivatora tj. modulatora
aktivnosti NaPi kotansportera. Transport Pi kroz apikalnu membranu epitelnih celija
proksimalnih tubula bubrega zahteva prisustvo jona Na® (Sema 4). Transport Pi uz
elektrohemijski gradijent zavisi od transporta Na* niz elektrohemijski gradijent (Forster
I sar., 2006; Biber i sar., 2009).

Na*-zavisni kotransporteri Pi, koji se nalaze na apikalnoj strani epitelnih ¢elija
proksimalnih tubula, pripadaju SLC34 (SLC34A1 ili NaPi 2a, SLC 43A3 ili NaPi 2¢) ili
SLC20 (SCL20A2 ili PiT-2) familiji nosada (Sema 4). Bazolateralno lokalizovani
proteini koji su odgovorni za efluks Pi iz epitelnih ¢elija proksimalnih tubula bubrega

nisu do sada okarakterisani (Biber i sar., 2013).
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Sema 4. Distribucija i lokalizacija transportnih proteina Pi u nefronu. a) popreéni presek
bubrega (levo) i imunofluoroscentno obelezeni PiT-2, NaPi 2a i NaPi 2c (umetak
desno). Umetak dole - imunofluorescenim bojenjem potvrdeno je da je NaPi 2a
kotransporter lokalizovan celom duzinom proksimalnog tubula kortikalnih i
jukstamedularnih nefrona, dok su NaPi 2c i PiT lokalizovani pretezno u S1 segmentu
proksimalnih tubula. b) PiT-2, NaPi 2a i NaPi 2c¢ su kolokalizovani na cetkastoj
pokrovnoj membrani. PiT-2, NaPi 2a, i NaPi 2c (obelezeni zeleno), aktin (obelezen
crveno). Panel niZe sumira put reapsorpcije Pi u epitelnim ¢elijama proksimalnih tubula
bubrega. NaPi 2a i NaPi 2c transportuju divalentni Pi (HPO4%), dok PiT-2 transportuje
jednovalentni  Pi  (H2PO4). Bazolateralni transporter Pi nije identifikovan.
Bazolateralno lokalizovana Na-K-ATPaza odrzava gradijent jona Na' u éelijama
proksimalnih tubula koji omogucava transport. Preuzeto od Biber i sar., Annu Rev
Physiol 75: 535-50, 2013.
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NaPi 2a je najzastupljeniji u jukstamedularnim nefronima, i njegova ekspresija se
smanjuje duz proksimalnog tubula, dok su NaPi 2c i PiT 2 najviSe zastupljeni u S1
segmentu tubula (Sema 4). Proteini SLC34 familije nosa¢a mogu se podeliti na osnovu
sposobnosti generisanja elektriénog potencijala, pri ¢emu je NaPi 2a elektrogen, dok je
NaPi 2c elektroneutralan kotransporter. NaPi 2a u svakom ciklusu transporta u epitelne
éelije ubacuje katjon Na* u visku koji uti¢e na generisanje membranskog potencijala.
NaPi 2a transportuje 3Na* i jedan HPO4?~ u istom smeru (Forster i sar., 1999). Kinetika
NaPi 2c kotransportera ne utice na membranski potencijal, nema dodatnog punjenja
pozitivnim jonima Na, i transportuju se 2Na* i jedan HPO4™ u epitelne ¢elije (Bacconi
i sar., 2005). Ghezzi i saradnici (2009) su u svojoj studiji pokazali da NaPi 2c interaguje
sa tri jona Na', ali samo dva jona Na* se transportuju u citoplazmu epitelnih éelija.

Raspored otpustanja vezanih jona unutar epitelnih ¢elije nije poznat (Biber i sar., 2013).

1.5.1.1. Regulacija ekspresije NaPi 2a kotransportera

Ekspresija NaPi 2a kotransportera je regulisana brojnim humoralnim i
metaboli¢kim faktorima ukljuc¢uju¢i PTH, FGF23 i Klotho, Pi unet hranom, Vit D i
glukokortikoide. Smatra se da nedostatak polnih steroida, narocCito estrogena, ima
kljuénu ulogu u gubitku koStane mase u postmenopauzalnoj osteoporozi (Pacifici, 1996;
Weitzmann i Pacifici, 2006). Ipak, efekat polnih steroida na regulaciju reapsorcije Pi u
bubreznim tubulima nije u potpunosti rasvetljen (Faroqui i sar., 2008). Klinicke studije
su pokalaze da Zene koje primaju terapiju estradiolom imaju hipofosfatemiju (Adami i
sar., 1992; Castelo-Branco i sar., 1992; Uemura i sar., 2000). U pojedinim studijama

uocena je redukcija reapsorpcije Pi u proksimalnim tubulima (Uemura i sar., 2000).
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Mehanizam delovanja PTH na NaPi 2a kotransporter, kao 1 prate¢i signalni
mehanizam na Celijskom nivou detaljno je opisan. Kod miSeva i pacova PTH deluje
stimulatorno na apikalno i bazolateralno lokalizovan receptor tipa 1 za PTH (PTH1R), i
za nekoliko minuta izaziva smanjenje ekspresije NaPi 2a kotransportera na apikalnoj
membrani (Picard i sar., 2010). NaPi 2a se brzo povla¢i sa apikalne membrane
endocitozom koja je posredovana Klatrinom i degraduje u lizozomima (Bacic i sar.,
2006). PTH vezivanjem za svoj receptor PTHI1R, aktivira PKA i PKC signalne puteve
(Traebert i sar., 2000). Medutim, Nagai i saradnici (2011) u prvi plan isti¢u aktivaciju
signalnog puta cCAMP/PKA kao vaznijeg u inhibiciji ekspresije NaPi 2a kotransportera
posredovane od strane PTH. Aktivacija oba predloZena puta rezultuje u fosforilaciji
proteina pridruzenih NaPi 2a kotransporteru, koji imaju ulogu u odrZzavanju NaPi 2a na
apikalnoj membrani (Weinman i sar., 2010). Fosforilacija pridruZenih proteina smanjuje
jaCinu veze sa NaPi 2a i povlacenje sa apikalne celijske membrane, Sto rezultuje
poveéanjem koncentracije Pi u urinu (Weinman i sar., 2010). Uprkos razli¢itim
inicijalnim koracima u signalnim putevima, apikalni i bazolateralni PTH1R aktiviraju
iste nishodne efektorne molekule. Pokazano je da inhibitori MAPK signalog puta
delimic¢no ili potpuno ponistavaju efekat aktivacije PKA i PKC, §to sugerise da PKC i
PKA aktiviraju MAPK i ERK 1/2 signalne puteve (Bacic i sar., 2003). U proksimalnim
tubulima bubrega potvrdeno je prisustvo CaSR u subapikalnom regionu epitelnih ¢elija
(Riccardi i sar., 1998) koji pored uloge u detekciji promena koncentracije Ca®*
ucestvuje u regulaciji ekskrecije Pi posredovane PTH (Ba i sar., 2003). Ekspresija CaSR
u epitelnim ¢elijama proksimalnih tubula regulisana je Vit D, PTH i koncentracijom Pi

u cirkulaciji (Canaff i sar., 2002; Riccardi i sar., 2000).
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Kao i PTH, visoka koncentracija Pi u ishrani uzrokuje smanjenje ekspresije NaPi
2a kotransportera (Levi i sar., 1994; Lotscher i sar., 1997). | ako ovaj proces nije tako
detaljno ispitan kao efekat PTH na kontransporter, utvrdeno je takode da dolazi do
endocitoze i degradacije NaPi 2a kotransportera u lizozomima (Keusch i sar., 1998;
Pfister i sar., 1998).

Povecana koncentracija Pi u cirkulaciji stimulatorno deluje na sintezu i sekreciju
FGF23 (Shimada i sar., 2001), koji ima inhibitoran efekat na reapsorpciju Pi u epitelnim
¢elijama proksimalnih tubula bubrega i inhibira aktivnost NaPi 2a kotransportera
(Gatteneni i sar., 2009; Razzaque, 2009). Klotho transmembranski protein i FGFR se
eksprimira u epitelnim Celijama distalnih tubula bubrega (Liu i sar., 2008). Takode,
ekspresija Klotho proteina pokazana i u epitelnim ¢elijama proksimalnih tubula, ali u
znatno manjem stepenu u odnosu na epitelne ¢éelije distalnih tubula (Hu i sar., 2010).
Interakcija proksimalnih i distalnih tubula, koja omogucava efekat FGF23, preko
FGFR-Klotho kompleksa, na regulaciju metabolizma Pi, predstavlja veoma atraktivnu
oblast istrazivanja (Huang i Moe, 2011). Studija Farrow i saradnika (2009) pokazuje da
aplikovanje FGF23 izaziva snaznu aktivaciju ERK1/2 kinaza u epitelnim ¢elijama
distalnih izuvijanih tubula, samo kada je sa FGFR1 eksprimiran i Klotho receptor. Hu i
saradnici (2010) u svojoj studiji pokazuju direktan inhibitoran efekat Klotho proteina na
aktivnost NaPi 2a kotranspotera, koji se verovatno ostvaruje glukuronidaznom
enzimskom aktivnos$cu solubilnog Klotho proteina.

Efekat Vit D na ekspresiju NaPi 2a kotrasportera nije u potpunosti razjasnjen
(Murer i sar., 2000). Vit D ispoljava stimulatoran efekat na ekspresiju NaPi 2a
kotransportera, ali nije utvrdeno da li je posredi direktan ili indirektan mehanizam

delovanja. Usled inhibitornog delovanja na sintezu i sekreciju PTH, Vit D neposredno
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stimulatorno deluje na ekspresiju i aktivnost NaPi 2a kotransportera u epitelnim
¢elijama proksimalnih tubula (Kurnik i Hruska, 1984; 1985). Posto je koncentracija Vit
D u tesnoj vezi sa koncentracijom Ca®* i PTH in vivo, tesko je razlikovati direktan od
indirektnog efekta Vit D na eskpresiju i aktivnost NaPi 2a kotransportera (Murer i sar.,
2000). Glukokortikoidi stimuliSu ekskreciju Pi inhibitornim delovanjem na NaPi 2a
kotransporter, efektom nezavisnim od koncentracije PTH (Biber i sar., 2009).
1.5.2. Reapsorpcija Ca** u bubregu

Nakon identifikacije CaSR u govedim parastitastim Zlezdama (Brown i sar.,1993),
koji ima esencijalnu ulogu u regulaciji aktivnosti glavnih Celija, isti istrazivacki tim je
pretpostavio da bi slican mehanizam koji bi omogucavao detektovanje malih promena u
koncentraciji jona Ca®*, mogao postojati i u bubregu. Nekoliko godina kasnije, Riccardi
i saradnici (1995) su klonirali CaSR iz bubrega pacova. Ista grupa istrazivaca (Riccardi i
sar., 1996) je svojom naknadnom studijom pokazala da se CaSR u bubregu ne nalazi
samo u debelom ushodnom kraku Henleove petlje, kako se do tada smatralo, ve¢ i u
regionima nefrona za koje se nije znalo da imaju ulogu u metabolizmu jona Ca?*.
Naposletku, imunocitohemijskom metodom je utvrdena distribucija CaSR i uocena
njegova specificna lokalizacija, u proksimalnim tubulima bubrega i u sabirnim
kanali¢ima receptor je lokalizovan na ¢elijskoj membrani epitelnih ¢éelija okrenutoj ka
lumenu tubula-apikalni polozaj, dok u debelom ushodnom kraku Henleove petlje
receptor ima bazolateralan polozaj (Riccardi i sar., 1998).

Razli¢ite lokalizacije receptora u odredenim delovima nefrona ukazuju na
sposobnost CaSR da detektuje promene koncentracije jona ne samo u urinu, nego i u

intersticijumu bubrega (Riccardi i Brown, 2010). Istrazivanja sprovedena u prethodnoj
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deceniji jasno su pokazala da CaSR ima bitnu ulogu u homeostazi divalentnih katjona
posto modulira efekat PTH na tkivo bubrega (Riccardi i Brown, 2010).

Najveéi deo reapsorpcije Ca®* odvija se pasivnim transportom u proksimalnim
tubulima bubrega i debelom nishodnom kraku Henleove petlje (Mensenkamp i sar.,
2006). U distalnom izuvijanom tubulu i u delu tubula koji se nastavlja u sabirni kanali¢,
reapsorbuje se oko 15% Ca”" u odnosu na ukupnu reapsorpciju u celom bubregu kroz
epitelne éelije distalnih tubula (Hoenderop i sar., 2002; 2005). Reapsorpcija Ca®* je
aktivan transcelijski proces koji je regulisan PTH i Vit D. Tako, joni Ca*" ulaze na
apikalnoj strani ¢elija preko epitelnog Ca®* kanala TRPV5 (od eng. Transient Receptor
Potential Vanilloid member 5) i veZu se za kalbindin D28K, koji ih transportuje kroz
¢eliju do bazolateralne strane epitelnih celija distalnih tubula (Hoenderop, 2005). Joni
Ca®" napustaju ¢éeliju preko Na*/Ca®* izmenjivaca tip 1 (NCX1) i Ca** zavisne ATPaze
na ¢elijskoj membrani ozna¢ene kao PMCA 1b. Van Abel i saradnici (2005) su pokazali
da PTH deluje stimulatorno na ekspresije gena ukljucenih u transéelijski transport jona
Ca®*, §to za posledicu ima smanjenje koncentracije Ca** u urinu. Takode, Vit D i
estrogeni deluju stimulatorno na ekspresiju TRPV5 (Prince, 1995; Hoenderop i sar.,
2001; Van Abel i sar., 2002). Postranskripcione modifikacije menjaju aktivnost TRPV5
tako Sto izazivaju konformacione promene proteina i transport TRPV5 do apikalne
membrane epitelnih ¢éelija distalnih tubula, $to izaziva smanjenje reapsorpcije jona Ca?*
iz lumena distalnih tubula bubrega (Van de Graaf i sar., 2003; 2006).

Transmembranski receptor Klotho pod dejstvom proteolitickih enzima ADAM10 i
17 moze odvojiti vancelijski domen koji se otpusta u cirkulaciju i predstavlja
sekretovanu formu (Imura i sar., 2004; Kurosu i sar., 2005). Chang i saradnici (2005) u

svojoj studiji pokazali su da sekretovani Klotho protein ostvaruje glukuronidaznu
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aktivnost, i u distalnim tubulima hidrolizuje vancelijske Se¢erne ostatke na TRPVS5, Sto
stimulatorno uti¢e na aktivnost TRPVS5 1 povecava reapsorpciju jona Ca*" u bubregu.
Pokazano je da Klotho ne ispoljava glukuronidaznu aktivnost na neglikozilovanu
mutiranu formu TRPV5 (Mensenkamp i sar., 2006). Takode, Cha i saradnici (2008) su
pokazali da je zadrzavanje TRPVS transmembranskog proteina na ¢elijskoj membrani
posledica uklanjanja sijalinske kiseline sa TRPVS5, §to omogucava vezivanje galektina-1
za TRPVS5 i povecanje aktivnosti ovog kanala za Ca®*. Imura i saradnici (2007) su
pokazali da vezivanje Klotho proteina za al subjedinicu Na-K-ATPazne pumpe
povecava aktivnost pumpe i stimuliSe izbacivanje Ca® iz epitelnih celija distalnih
tubula preko NCX1.

Tokom starenja gubljenje Ca®* dominira u odnosu na njegovo unosenje (Arnaud i
Sanchez, 1990). Posto je nedostatak Klotho proteina povezan sa simptomima sli¢nim
starenju, moguce da je kod starih osoba usled smanjene ekspresije Klotho proteina
smanjena i aktivnost TRPV5, a kao posledica toga i reapsorpcija Ca’* (Mensenkamp i

sar., 2006).
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Primena steroidnih hormona, vitamina D i kalcijuma Siroko je zastupljena u
humanoj medicini u prevenciji i tretmanu menopauzalnih i andropauzalnih simptoma.
Medutim, upotreba steroidnih hormona sa sobom nosi izvesni rizik za razvoj tumora
koji su povezani sa ovom vrstom terapije. U poslednje vreme veliku paznju privlace
izoflavoni soje, poput genisteina i daidzeina, zbog svog blagotvornog dejstva na
simptome starenja kod oba pola i antiproliferativnog efekta na hormon zavisne kancere.
Medutim, uticaj izoflavona na klju¢ne regulatore homeostaze kalcijuma i1 fosfora u
organizmu jos nije istrazen.

Cilj ove doktorske disertacije je bio da se histoloskom, ultrastrukturnom,
stereoloskim, imunohistohemijskim, molekularno-bioloskim i biohemijskim metoda
ispitaju parastitaste zlezde sa svojim sekretornim ¢elijama i epitelne Celije bubreznih
tubula kao kljucni regulatori homeostaze kalcijuma i fosfora u uslovima nedostatka
polnih hormona izazvanog orhidektomijom i u uslovima naknadnog hroni¢nog tretiranja

steroidima, izoflavonima i kalcijumom.

Zadaci ovih istrazivanja bili su slede¢i:

- da se histoloSki analiziraju poprecni preseci parastitastih zlezda pacova srednjeg
zivotnog doba u uslovima nedostatka polnih hormona izazvanog orhidektomijom kao i
u uslovima naknadnog hroni¢nog tretiranja steroidima, izoflavonima i kalcijumom i
dobijeni rezultati uporede sa histoloskim karakteristikama paraStitastin zlezda
kontrolnih zivotinja;

- da se ultrastrukturno analiziraju glavne celije parastitastih zlezda pacova kod svih
eksperimentalnih grupa i dobijeni rezultati uporede sa ultrastrukturnim karakteristikama

glavnih ¢elija parastitastih zlezda kontrolnih Zivotinja;
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- da se stereoloski kvantifikuju histomorfoloski parametari parastitastih Zlezda (volumen
Zlezde i volumenske gustine glavnih c¢elija i intersticijuma) pacova kod svih
eksperimentalnih grupa i dobijene vrednosti uporede sa vrednostima istih parametara
kontrolnih Zivotinja;

- da se imunohistohemijski obeleze specifi¢ni funkcionalni proteini u epitelnim ¢elijama
bubreznih tubula i uporede razlike u jacCini imunofluorescentnog signala za NaPi 2a
kotransporter i PTHI receptor, odnosno jacini imunoreaktivnosti za FGF 1 Klotho
receptore u bubrezima pacova kod svih eksperimentalnih grupa u poredenju sa jacinom
odredenog imunohistohemijskog signala u epitelnim Celijama bubrega kontrolnih
Zivotinja;

- da se metodom RT-PCR analizira i kvantifikuje relativna ekspresija gena za NaPi 2a
kotransporter, FGF i Klotho receptore kod svih eksperimentalnih grupa i dobijeni
rezultati uporede sa vrednostima ekspresije gena odgovarajuc¢eg specificnog proteina
kod kontrolnih Zivotinja;

- da se biohemijskim analizana kvantifikuju koncentracije PTH, Ca®*, Pi i kreatinina u
serumu, kao i koncentracije Ca**, Pi i kreatinina u urinu pacova svih eksperimentalnih
grupa i dobijeni rezultati uporede sa odgovaraju¢im koncentracijama u serumu i urinu

kontrolnih Zivotinja.
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3.1. Eksperimentalne zivotinje

U istrazivanju su kori$§¢eni muZzjaci pacova Wistar soja, starosti 16 meseci na
kraju eksperimenta (animalni model andropauze), odgajani u vivarijumu Instituta za
bioloSka istrazivanja ,SiniSa Stankovi¢“ u Beogradu. Upotrebu zivotinja i
eksperimentalni protokol za izradu ove doktorske disertacije odobrio je Eticki komitet
IBISS-a. Laboratorijski uslovi su ispunjavali standardne zahteve: Zivotinje su boravile u
plasti¢nim kavezima sa prostirkom od sterilne strugotine, pri konstantnoj temperaturi od
20-22°C i pri rezimu osvetljenja 12 sati svetla, 12 sati mraka, ¢ime je omogucen
dnevno-no¢ni ritam. Tokom izvodenja eksperimenta Zivotinjama su bile slobodno
dostupne voda i laboratorijska hrana, koja nije sadrzala sastojke soje ni leguminoza, sa
kazeinom kao izvorom proteina (Tabela 1; Picherit i sar. 2000). Komponente hrane su
meSane na Katedri za ishranu, Fakulteta veterinarske medicine u Beogradu.

Tabela 1. Sastav hrane koris¢ene u eksperimentalnom modelu.

Sastojci %
Proteini 20.3
Kazein (Alfa Aesar, Johnson Matthey GmbH & Co.KG, Germany)
Ugljeni hidrati 65
Kukuruzno brasno (Corn Product, Srbija)
Celuloza 3.2
Cellulose, microcrystalline (Alfa Aesar, Johnson Matthey GmbH &
Co.KG, Germany)
Masti 5.2
Suncokretovo ulje (Vital, Srbija)
Vitaminska mesavina 1.5
(INSHRA PKB, Srbija)
Mineralna meSavina (di-Ca-fosfat, kreda, NaCl) 4.8
(INSHRA PKB, Srbija)
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3.2.Eksperimentalne grupe

Muzjaci pacova Wistar soja, stari 15 meseci, su podeljeni u eksperimentalne
grupe po osam Zzivotinja u svakoj grupi. Pacovi su lazno (sham) operisani (SO) ili
orhidektomisani (Orx) pod ketaminskom anestezijom (15 mg/kg telesne mase — t.m.,
ketamin hidrohlorid, Richter pharma, Austria). Nakon dvonedeljnog oporavka, usledio
je hroni¢an tretman u trajanju od tri nedelje. Svaka tretirana grupa imala je svoje
kontrolne SO 1 Orx grupe za poredenje, kojima je aplikovan odgovarajuc¢i volumen
adekvatnog rastvaraca. Specifikacija grupa koris¢enih u eksperimentu prikazana je u
Tabeli 2.

Tabela 2. Eksperimentalne grupe.

i Nacin
Naziv grupe Tretman aplikacije
SO? Sterilno maslinovo ulje s.C.
orx? Sterilno maslinovo ulje s.C.
SoP Sterilno maslinovo ulje+apsolutni etanol (odnos 9:1) S.C.
orx° Sterilno maslinovo ulje+apsolutni etanol (odnos 9:1) S.C.
SO° Fizioloski rastvor s.C.
orx‘ Fizioloski rastvor s.C.
Orx+TP 5 mg/kg t.m. (testosteron — propionat - TP, ICN S.C.

TP Galenika, Srbija)
Orx+EDP  0.625 mg/kg t.m. (estradiol-dipropionat - EDP, S.C.
EDP ICN Galenika, Srbija)
Orx+Vit. D 50 pg/kg t.m. (Vitamine D - Vit. D, Sigma Aldrich, S.C.
VitD Germany)
Orx+G 30 mg/kg t.m. (Genistein — G, LC Laboratories, S.C.
G MA, USA)
Orx+D 30 mg/kg t.m. (Daidzein — D, LC Laboratories, S.C.
D MA, USA)
Orx+Ca 28.55 mg/kg t.m. (Ca, Calcium-Sandoz, Novartis, i.m.
Ca Switzerland)

2 EDP, TP i Vit. D su rastvoreni u sterilnom maslinovom ulju; ® G i D su rastvioreni u
mesavini sterilnog maslinovog ulja i apsolutnog etanola u odnosu 9:1; © Ca je inicijalno
rastvoren u fizioloSkom rastvoru.
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Zivotinje su dekapitovane 24h nakon poslednje aplikovane doze, u uzrastu od 16
meseci. Parastitaste zlezde su izolovane i fiksirane u Bouen-ovom fiksativu, levi bubrezi
su fiksirani u 10% puferizovanom formalinu u trajanju od 48h, dok su desni bubrezi
zamzrnuti u teCnom azotu 1 cuvani u zamrzivacu na -80°C do koriS¢enja 1 izolacije
RNK. Nakon fiksacije organi su dehidratisani u seriji etanola rastu¢e koncetracije (30-
100%), prosvetljeni u ksilolu i ukalupljeni u paraplastu (Histowax, Histolab Product
AB, Sweden). Parastitaste zlezde i bubrezi su seCeni na poprecne preseke debljine 3 pm,
rotacionim mikrotomom (Leica Microsystems GmbH, Germany). Nakon suSenja preseci
su pripremljeni za histolosko bojenje ili imunohistohemijsko obelezavanje specificnih
antigena.

3.3. HistoloSko bojenje parastitastih zlezda

Osnovno histolosko bojenje hematoksilin—eozin (H-E) koris¢eno je za
vizuelizaciju  glavnih celija 1 intersticijuma (vezivno tkivo, krvni sudovi, nervi)
parastitastih zlezda. Ovim bojenjem bazofilne strukture u ¢elijama se boje plavo, a
acidofilne strukture se boje roze ili crveno. Nakon deparafinizacije u ksilolu i
rehidratacije preseka u seriji etanola opadajuce koncetracije (100-96-70%), preseci su
bojeni hematoksilinom, pa eozinom u trajanju od 5 minuta. Slede¢i korak je
podrazumevao ispiranje u vodi, zatim dehidrataciju u seriji etanola rastu¢e koncetracije
(96-100%), ksilolu i na kraju montiranje pokrovnog stakla DPX-om (Fluka,
Switzerland).

3.4. Stereoloska merenja parastitastih zlezda

StereoloSka analiza parastitastih zlezda je sprovedena uz pomo¢ newCAST
stereoloSkog softverskog paketa (VIS — Visiopharm Integrator System, version 3.2.7.0.

Visiopharm; Denmark). Mikroskop (Olympus BX-51, Olympus Europa GmbH,
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Germany) je opremljen sa motorizovanim stoci¢em (Prior) sa precizno$¢u pomeranja po
X-y osi od 1um. Pomeranje stoci¢a po z osi kontrolisano je mikrokatorom (Heidenhain
MT1201) sa preciznos¢u od 0.2 um. Za mikroskop je vezana CCD video kamera
(PixeLink). Pri analizi su koriS¢eni planahromatski objektivi visoke numericke aperture,
uvecanja 4x 1 10x. NewCast stereoloSki sistem je generisao interaktivne stereoloSke
mrezice prilikom analize parastitastih Zlezda.
3.4.1 Volumen parastitastih Zlezda

Volumen parastitastih zlezda je odreden primenom Kavalijerijevog principa
(Gundersen, 1986). Analiziran je svaki 30-ti presek paraStitaste Zlezde obojen H-E
metodom. Presek od kog ¢e otpocCeti analiza, izabran je pomocu tablice nasumic¢nih
brojeva. Na monitoru, pri kona¢nom uveliCanju 150x (uveliCanje objektiva 4X),
definisan je okvir analiziranog tkiva pomocu opcije Mask (Slika 1A). Generisana je
stereoloSka mrezica 6x6, a potom su brojani pogodci koji padaju na odredenu fazu
unutar okvira analiziranog tkiva, na kona¢nom uveli¢anju 1500x (uvelicanje objektiva

10x; Slika 1B).

Slika 1. A) Definisan okvir (Mask) za analizu PT; B) StereoloSka mrezica na PT.
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Volumen parastitastih Zlezda je izra¢unat pomoc¢u formule:

V =a(p)-d- S Pi
=1
Gde je a (p) povrsina koja pripada svakoj tacki uzorkovanja tj. jednom pogotku koji
pada na analiziranu fazu, d je rastojanje izmedu dva uzastopno analizirana preseka, a
Y Pi je suma pogodaka koji padaju na analiziranu fazu. Uslovi pod kojima se meri
definisu se tako da broj pogodaka na svaku od analiziranih faza bude izmedu 100 i 200.
3.4.2. Volumenska gustina glavnih éelija i intersticijuma parastitastih Zlezda

Volumenska gustina glavnih Celija (V¢) parastitastih zlezda je izra¢unata po formuli:

V,

Vgé

=V, -100/V,

Volumenska gustina intersticijuma (V\;) paraStitastih Zlezda je prikazana kao
razlika broja 100 i vrednosti volumenske gustine glavnih ¢elija (V) paraStitastih

Zlezda:

V,, =100 — V,

3.5. Elektronska mikroskopija

Lobusi Stitaste Zlezde zajedno sa parastitastom Zzlezdom uzeti su nakon
dekapitacije i brzo na ledu usitnjeni u kapi 4% glutar-aldehida, napravljenog u 0.1 M
fosfatnom puferu (pH 7.4), na sitne komadice. Fiksacija u glutar-aldehidu je trajala 24h,
nakon ¢ega su komadiéi tkiva postfiksirani u osmijum tetraoksidu (OsOy) U trajanju od
1h. Uzorci su dehidratisani u seriji etanola rastuce koncetracije i ukalupljeni u smesi

Araldita i Hardernera. Za secenje polutankih i ultratankih preseka parastitastih zlezda
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koris¢en je LKB ultramikrotom III (tip 8802A, Sweden) sa dijamantskim nozem
(Diatome ultra 45°, Diatome, Switzerland). MreZice sa ultratankim presecima su bojene
uranil acetatom i olovo citratom, i posmatrane pod elektronskim mikroskopom

MORGAGNI 268 (FEI Company, USA).

3.6. Imunohistohemijsko bojenje specifi¢nih anticena

Imunohistohemijsko bojenje podrazumeva lokalizaciju odredenih proteina u
¢eliji na preparatima tkiva, koje se ostvaruje po principu strukturne komplementarnosti,
odnosno reakciji  specifiénog prepoznavanja i vezivanja antigen-antitelo. Za
imunohistohemijsko bojenje koris¢ene su metoda peroksidaza-antiperoksidaza (PAP,
Sternberger, 1970) i imunofluorescentna metoda (IF). Primarna antitela kod primenjenih
metoda su neobeleZena. Sekundarno antitelo predstavlja most jer se vezuje za primarno
antitelo, a sa druge strane je konjugovano sa peroksidazom rena odnosno sa
fluorescentnom bojom. Za vizuelizaciju interakcije antigen-antitelo koris¢en je
hromogenski supstrat 3,3 diaminobenzidin-tetrahlorida (DAB, DAKO A/S, Denmark).
3.6.1. Imunofluorescentno obelezavanje NaPi 2a i PTH1R u tubulima bubrega

Prisustvo natrijum-fosfatnog kotransportera 2a (NaPi 2a) i tipa 1 receptora za
PTH (PTHI1R) u epitelnim ¢elijama proksimalnih tubula bubrega pacova odredeno je IF
bojenjem. Deparafinisani i rehidratisani preseci bubrega su kuvani u 0.1 M citratnom
puferu (pH 6.0) 10 minuta pri snazi mikrotalasne rerne od 750 W, radi demaskiranja
antigena, zatim isprani u PBS i tretirani blokiraju¢im normalnim serumom magarca
(Dako, Denmark), rastvorenim u PBS-u (1:10) u trajanju od 1 ¢as. Nakon blokiranja
nespecifiénog bojenja preseci su inkubirani sa anti-pacovskim primarnim antitelima,
uzgojenim u zecu, za NaPi 2a (1:100, donacija Dr Jirg Biber, Institut za fiziologiju,

Svajcarska) i za PTHIR (1:100, Abcam, UK) preko noéi na sobnoj temperaturi. Posle
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ispiranja u PBS-u preseci su nakapani sekundarnim anti-pacovskim antitelom,
uzgojenim u magarcu, konjugovanim sa Alexa Flour 555 fluorescentnom bojom (1:200,
Molecular Probes, Inc., USA) u trajanju od 2 Casa. Nakon ispiranja 5 x 5 minuta u PBS-
u, montirana su pokrovna stakla Moviol-om 4-88 (Sigma-Aldrich, Co., USA). Rezultati
imunofluorescentnog bojenja praceni su pomocu Carl Zeiss AxioVision mikroskopa
(Zeiss, Germany).
3.6.2. Imunohistohemijsko obelezavanje FGFR i Klotho receptora u tubulima
bubrega

Prisustvo FGFR i Klotho receptora u epitelinim ¢elijama bubreznih tubula
odredeno je imunocitohemijskom PAP metodom. Preseci bubrega su deparafinisani 1
rehidratisani a zatim kuvani u 0.1M citratnom puferu pH 6.0 u trajanju od 10 minuta u
mikrotalasnoj rerni pri snazi od 750 W, radi demaskiranja antigena. Nakon blokiranja
endogene peroksidaze, radi izbegavanja pozadinskog bojenja, preseci su inkubirani sa
normalnim svinjskim serumom (Normal swine serum, Dako Dakopatts, Denmark)
razblazenim u fosfathom puferu (Phosphate Buffer Saline, PBS) u odnosu 1:10 u
trajanju od 1h. Zatim su isprani u PBS-u i inkubirani sa anti-pacovskim primarnim
antitelima, uzgojenim u zecu, za FGFR (1:100, Abcam, UK) i za Klotho receptor
(1:100, Abcam, UK) preko noéi na sobnoj temperaturi. Preseci su isprani u PBS-u i
inkubirani sa sekundarnim antitelom (svinjski-anti-zec¢iji 1gG; Dakopatts, Danska)
razblazenim u PBS-u 1:500, u trajanju od 45 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
ispiranja u PBS-u, vizuelizacija je obavljena pomoc¢u hromogenskog supstrata DAB-om
(DAKO A/S, Denmark). Kontrastiranje je obavljeno Mayer-ovim hematoksilinom
(Merck-Alkaloid, Alkaloid, BJRM), dehidratacija serijjom etanola rastuce

koncentracije, a montiranje DPX-om (Mountant for Histology, Sigma-Aldrich USA).
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Specificnost antitela je potvrdena izostavljanjem primarnog antitela tokom
imunohistohemijske procedure, Sto je rezultiralo izostankom imunoreakcije.

3.7. Analiza ekspresije gena

3.7.1. Priprema uzoraka bubrega za izolaciju totalne RNK

Desni bubrezi su odmrznuti i od svakog je odmereno 100 mg korteksa i
homogenizovano u 1 ml TRizol-a (Life Technologies, USA). Nakon homogenizacije
tkivo je inkubirano na ledu 5 minuta u cilju Sto bolje disocijacije nukleoproteinskog
kompleksa, a zatim je u ependorfe dodato 0.2 ml hloroforma i inkubirano na ledu u
trajanju od 3 min. Nakon centrifugiranja na 12000 g u trajanju od 20 minuta na 4°C u
ependorfama su se jasno izdvojila tri sloja: gornja vodena faza u kojoj se nalazila RNK,
srediSnja faza sa proteinima i lipidima, i donja faza u kojoj je DNK. Gornji, vodeni sloj
je pipetiran u sterilne konusne ependorfe. RNK je precipitirana dodavanjem 500 pl
izopropil-alkohola po uzorku, nakon ¢ega su ependorfe vorteksovane i inkubirane na
ledu 10 minuta. Zatim su ependorfe centrifugirane 20 minuta na 12000 g na 4°C. RNK
je istalozena na dnu, a supernatanti su pipetirani. Slabo vidljiv talog RNK je zatim
ispiran dodavanjem 1 ml 75 % etanola, resuspendovan i centrifugiran dva puta u
trajanju po 5 minuta na 7500 g na 4°C. Potom je odliven etanol, a talog RNK je susen 5
do 10 minuta na sobnoj temperaturi do potpunog isparavanja etanola. Uzorci RNK su
finalno rastvoreni u 50 ul dietilpirokarbonat (DEPC) vode.
3.7.2. Reakcija reverzne transkripcije

Nakon izolacije RNK molekuli su prevedeni u komplementarnu DNK (cDNK)
reakcijom reverzne transkripcije (RT). Za prevodenje RNK u ¢cDNK koris¢en je kit
cDNK (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, USA)

koji se sastoji od: nasumi¢nih heksamernih prajmera, 100 mM rastvora sva Cetiri
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dezoksiribonukleotid-trifostata (ANTP, po 2 mM ATP, TTP, GTP i CTP), pufera za
reverznu transkripciju, enzima reverzne transkriptaze i inhibitora RNaze. Za reakciju
prevodenja RNK u ¢DNK pravljena je originalna mesavina koja se sastoji od 10 ul
uzorka (3 pg RNK rastvorene u DEPC vodi), 2 ul pufera za reverznu transkripciju, 0.8
ul 100 mM rastvora sva Cetiri dezoksiribonukleotid-trifostata, 2 ul nasumiénih prajmera,
1 ul enzima reverzne transkriptaze, 1 ul inhibitora RNaze i 3.2 ul DEPC vode. Uzorci
su inkubirani na 25°C u trajanju od 10 minuta a zatim na 37°C, temperaturi optimalnoj
za funkcionisanje reverzne transkriptaze, u trajanju od 120 minuta. Reakcija je
prekidana inkubacijom uzoraka 5 minuta na 85°C, temperaturi na kojoj dolazi do
inaktivacije enzima reverzne transkriptaze i razdvajanja sintetisanih lanaca cDNK.
Uzorci ¢cDNK su ¢uvani na -20°C do dalje upotrebe.
3.7.3. Reakcija lan¢anog umnoZavanja u realnom vremenu

Reakcija lan¢anog umnozavanja u realnom vremenu (,,Real-time“ PCR) je metoda
koja pored umnozavanja proizvoda omoguéava njegovu kvantifikaciju i Koristi se za
analizu relativne ekspresije gena. U eksperimentima je koris¢ena mikroploca sa 96
bunar¢i¢a, prilagodena za kvantitativni PCR (MicroAmp™  Optical, Applied
Biosystems, CA, USA), u svaki od bunarci¢a je dodavano po 5 ul reakcione smese
SYBR Green PCR Master Mix, koji sadrzi potrebnu fluorescentnu boju SYBR Green,
enzim AmliTaqg Gold koji je DNK polimeraza i dNTP, i po 0.5 ul specifi¢nih prajmera
(finalna koncentracija prajmera je 500 nM) za gen od interesa ili za referentni gen
ciklofilin A. Kori$¢eni parovi prajmera prikazani su u Tabeli 3. Potom je u svaki
bunarci¢a dodavano po 4 pl odgovarajuceg uzorka cDNK. Svi uzorci su radeni u
triplikatima. Bunar¢i¢i su zapecaceni optickim adhezivnim filmom (Applied

Biosystems, CA, USA), ploca je centrifugirana 2 minuta na 1200 g, preneta u termoblok
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aparata za kvantitativni PCR (ABI Prism 7000, Applied Biosystems, CA, USA). Uslovi
amplifikacije bili su slede¢i: 1 minut na 95°C u cilju denaturacije lanaca, a zatim 60
ciklusa koji su obuhvatali 15 sekundi na 95°C za pocetnu denaturaciju lanaca i 1 minut
na 60°C za vezivanje prajmera i elongaciju lanaca. Po zavrSenom umnoZavanju se
postepeno sniZava temperatura termo bloka, uz pradenje smanjenja intenziteta
fluorescence, koje odgovara disocijaciji nastalog proizvoda. Ovaj korak obezbeduje
proveru kontaminacija uzoraka genomskom DNK kao i eventualnog nastanka tzv. dimer
prajmera. Za analizu dobijenih rezultata koris¢en je odgovaraju¢i kompjuterski program
(7500 System software; Applied Biosystems, CA, USA) za kvantitativni PCR. Nivo
ekspresije ispitivanog gena standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za ciklofilin

A detektovanog u istom uzorku i iskazan kao 279

, gde je dCt razlika izmedu Ct
vrednosti gena od interesa i ciklofilina A kao referentnog gena.

Tabela 3. Parovi prajmera kori$¢eni u ,,Real-time”“ PCR

. . Pristupni broj u bazi
Gen Parovi prajmera podataka
. 5-GCCACTTCTTCTTCAACATC-3'

NaPi 2a 5'-CACACGAGGAGGTAGAGG-3’ NM_013030.1
5 GAAAATGGCTGGTTTGTCTCG -3°

Klotho 5'- CCTGATGGCTTTTAAGCTTTC -3’ NM_024146.1
5"~ ATACCACCGACAAGGAAATG -3'

FCFR L 5 TTCCAGGTACAGAGGTGAGG -3’ NM_024146.1
5"-ACAAGGGCATGGAACATCTGCT-3’

ERbeta o 1CCGCCTCAGGCCTGGCCATCA-S’ IIVEOASE10

CydloA 5 -CAAAGTTCCAAAGACAGCAGAAAAS NM_017101.1

5".CCACCCTGGCACATGAAT-3’

3.8. Biohemijske analize

Nakon dekapitacije prikupljani su uzorci krvi pojedinacnih zivotinja u staklene
epruvete, koji su ostavljani na sobnoj temperaturi da koaguliSu. Nakon koagulacije

izdvojeni serum je centrifugiran na 3000 obrtaja u trajanju od 2 x 15 min. PreciS¢eni
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serum je izdvajan u mikro epruvete i ¢uvan na -70°C. Pojedina¢ni uzorci urina, uzeti pre
dekapitacije, skladiSteni su na temperaturi -70°C.
3.8.1. Odredivanje koncentracije parathormona hormona (PTH)

Koncentracija PTH je odredivana pomocu ,,sendvi¢” ELISA testa (Rat Intact
PTH ELISA Kit, Immunotopics, CA, USA). Uzorak seruma nepoznate koncetracije
PTH se inkubira sa anti-PTH poliklonskim antitelima. Za C-terminus i sredisSnji deo
PTH vezuje se biotinizirano anti-PTH poliklonsko antitelo, pa se zatim ispere viSak
nevezanog materijala iz uzorka. Za N-terminus PTH vezuje se anti-PTH poliklonsko
antitelo konjugovano sa peroksidazom rena, te se ponovo ispira nevezani materijal. U
uzorku se nalazi PTH u sendvic¢u izmedu dva poliklonska antitela. Inkubiranje uzorka sa
3, 3, 5, 5 tetrametilbenzidinom omoguéava kvantifikovanje vezanog antitelo-enzim
kompleksa. Enzimska aktivnost odredena je spektrofotometrijski, merenjem apsorbance
na 450 nm. ZapaZeno povecanje apsorbance je direktno proporcionalno koncetraciji
PTH u uzorku, a konstrukcijom standardne krive i uporedivanjem vrednosti dobijenih za
uzorak ocitava se nepoznata koncetracija PTH u serumu. Analiticka senzitivnost testa je
1.6 pg/ml, dok varijacija unutar eseja iznosi 2.4% za srednju koncetraciju PTH 54
pg/ml.
3.8.2. Odredivanje koncentracije kalcijuma (Ca*") u serumu i urinu

Analiza koncentracije Ca** u serumu i urinu odredena je kolorimetrijskom
metodom, koriS¢enjem Roche kalcijum reagenasa (Pufer + hromogen; Roche
Diagnostics GmbH, Germany) i Roche/Hitachi 912 analizera. Atomski apsorpcioni
spektrometar ~ koriséen je za  odredivanje  koncetracije Ca®*  pomoéu
kompleksometrijskog metoda. Uzorku se dodaje R1 (etanolamin pufer), zatim R2

reagens (hromogen: o-cresolftalein kompleks) i dolazi do formiranja Ca* -o-
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cresoftalein kompleksa. Intenzitet obojenosti dobijenog purpurnog kompleksa meri se
fotometrijski i direktno je proporcionalan koncentraciji Ca®* u uzorku.
3.8.3. Odredivanje koncentracije fosfata (Pi) u serumu i urinu

Koncentracija Pi u serumu i urinu odredena je pomo¢u Roche fosfor reagensa
(Reagens rastvaraC + fosfatrni reagens; Roche Diagnistics GmbH, Germany) i
Roche/Hitachi 912 analizera. Uzorku se dodaje R1 (reagens rastvarac¢: sumporna
kiselina; deterdzent), a zatim R2 (fosfatni reagens: amonujum molibdat). Metoda za
odredivanje neorganskog fosfora zasniva se na reakciji Pi sa amonijum molibdatom
usled Cega nastaje amonijum fosfomolibdat kompleks u prisustvu sumporne kiseline.
Prisustvo kompleksa se utvrduje fotometrijski u opsegu ultravioletne oblasti spektra
(340 nm).
3.8.4. Odredivanje koncentracije kreatinina u serumu i urinu

Enzimsko-kolorimetrijska metoda koriS¢ena je za odredivanje koncentracije
kreatinina u serumu i urinu eksperimentalnih Zivotinja. Oslobadanje vodonik peroksida
nakon enzimskih reakcija kreatinina i kreatininaze, kreatina i kreatinaze, sarkozina i
sarkozin oksidaze meri se spektrofotometrijski Trinderovom reakcijom. Intenzitet
hromogena kvinoneimina direktno je proporcionalan koncentraciji kreatinina u
ispitivanom uzorku. Analiticka osetljivost testa za uzorke seruma je 5 umol/l, dok je za
uzorke urina osetljivost 0.1 mmol/I.

3.9. Statisticka analiza podataka

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SD. Za analizu statisti¢ke znacajnosti
razlike izmedu rezultata kontrolnih (SO i Orx) i tretiranih grupa koriS¢ena je analiza
varijanse (ANOVA), prac¢ena post hoc Dunkan-ovim testom za poredenja izmedu grupa.

Vrednost parametra p manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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Rezultati

4.1. HistoloSke i stereoloSke karakteristike parastitastih Zlezda kontrolnih i

orhidektomisanih pacova nakon tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

4.1.1. Parastitaste Zlezde lazno operisanih i orhidektomisanih pacova

Parastitaste Zlezde kontrolnih, andropauzalnih muzjaka pacova su smestene u
centralnom delu lobusa Stitnjace odvojene su sopstvenom vezivnom kapsulom.
Histolodka analiza H-E obojenih popre¢nih preseka parastitastih Zlezda ukazuje na
okrugle ili izduzene zlezde, sa gusto pakovanim glavnim c¢elijama, organizovanim u
grupe ili trake, oko i duz krvnih kapilara. Kod SO grupe zivotinja se jasno uocava
vezivna kapsula parastitastih Zlezda, kao i delikatne septe vezivnog tkiva i krvni sudovi
izmedu glavnih celija (Slika 2A). Poprecni preseci parastitastih zlezda Orx zivotinja
ukazuju na vece Zlezde 1 brojnije glavne celije, kao 1 na uoc€ljiviji intresticijum u
poredenju sa SO grupom (Slika 2B). Parametri analize histoloSke slike parastitastih
7lezda unutar kontrolne SO grupe (SO SOP i SO°), kao i unutar Orx grupe (Orx?, Orx” i
Orx°) ne pokazuju znadajne razlike u pogledu oblika i veli¢ine Zlezda u okviru SO
odnosno Orx grupe.

Ultratanki preseci glavnih ¢elija parastitastih zlezda SO kontrolne grupe Zivotinja
pokazuju gusto pakovane cCelije, organizovane u trake ili grupe, i uvek rasporedene uz i
oko krvnih kapilara, sa brojnim interdigitacijama celijske membrane (Slika 3A). gER i
Goldzi aparat su umereno razvijeni, a u citoplazmi se uocavaju mitohondrije i izduzeno
jedro, lokalizovano blize apikalnom delu ¢elija (Slika 3A). Nakon Orx, kod glavnih
¢elija je uocljivo krupno centralno postavljeno jedro, interdigitacije ¢elijske membrane
su izrazenije i brojnije, gER i Goldzi aparat su bolje razvijeni, i mitohondrije brojnije u

poredenju sa SO kontrolnom grupom zivotinja (Slika 3B).
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Slika 2. Parastitaste Zlezde andropauzalnih muzjaka pacova. A) SO Zivotinje; B) Orx
Zivotinje. Bele strelice - glavne ¢elije, crne strelice - intersticijum. H-E bojenje. Bar — 80
pm.

Slika 3. Ultratanki preseci glavnih ¢elija parastitastih Zlezda andropauzalnih muzjaka
pacova. A) SO Zivotinje; B) Orx Zivotinje. Bele strelice - gER, crne strelice - Goldzi
kompleks, crvene strelice - mitohondrije, zelene strtelice - interdigitacije celijske
membrane, n - jedro. Bar — 2 pm.

Stereoloskom metodom je utvrdeno da je volumen parastitastih Zlezda (Vpr) SO
grupe Zivotinja iznosio 0.19+0.02 mm?®. Kod Orx® Zivotinja, vrednost Vpr je statisticki
znacajno poveéana za 28% (p<0.05) u odnosu na kontrolnu SO? vrednost (Histogram
1A). Volumenska gustina glavnih Celija (Vye) kod SO? grupe Zivotinja je iznosila
86.46+4.04%. Nakon Orx?, V.4 je povecana, ali ne statisticki zna€ajno u poredenju sa

SO? Zivotinjama. Volumenska gustina intersticijuma (V.;) parastitastih Zlezda kod SO?
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kontrolne grupe je iznosila 15.23+1.16%. Kod Orx® grupe V. je smanjena, ali ne
statisticki znacajno u poredenju sa SO® grupom (Histogram 1B).

Vrednost Vet kod SO Zivotinja je iznosila 0.17+0.02 mm?. Kod Orx® Zivotinja
Vpr je statisticki znadajno povecan za 28% (p<0.05) u poredenju sa SO kontrolnom
grupom pacova (Histogram 1C). Vg SO® kontrolne grupe je iznosila 86.46+0.80%.
Nakon Orx® V,e¢ je poveCana, ali ne statisticki znaCajno u poredenju sa SOP
Zivotinjama. V.; kod SOP grupe Zivotinja je iznosila 13.53+0.80%. Kod Orx” grupe Vy;
je smanjena, ali ova promena nema statisticku znadajnost u odnosu na SO° grupu
(Histogram 1D).

Vpr kontrolne SO° grupe je iznosio 0.21+0.02 mm?®. Kod Orx® grupe, Vpr je
statisti¢ki znacajno povecéan za 13% (p<0.05) u poredenju sa SO° kontrolnom grupom
(Histogram 1E). Vg kod SO° grupe je iznosila 85.69+2.73%. Kod Orx® grupe V. je
povedana, ali ne statisticki zna¢ajno u poredenju sa vredno$éu istog parametra kod SO°
Zivotinja. V,; kod SO° Zivotinja je iznosila 14.31+2.73%, a smanjenje V,; kod Orx*

Zivotinja nije statisticki znac¢ajno u poredenju sa SO° grupom (Histogram 1F).
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Histogram 1. A) Volumen parastitastih zlezda andropauzalnih muzjaka
pacova (Vpr, mm®). B) Volumenska gustina glavnih éelija (Vygs, %) i
intersticijuma  (V.i, %) paraStitastih Zlezda andropauzalnih muzjaka
pacova. LaZzno operisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, SO? lazno
operisane Zivotinje tretirane meSavinom maslinovog ulja i apsolutnog
alkohola, SO®; lazno operisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom,
SO% orhidektomisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, Orx?
orhidektomisane Zivotinje tretirane meSavinom maslinovog ulja i
apsolutnog alkohola, Orx®; orhidektomisane Zivotinje tretirane fizioloskim
rastvorom, Orx°. Prikazane su srednje vrednosti + SD. » p<0.05 u odnosu

na SO.
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4.1.2. Parastitaste Zlezde orhidektomisanih pacova nakon tretmana steroidima,
izoflavonima i kalcijumom

HistoloSka analiza poprecnih preseka parastitastih zlezda orhidektomisanih
muzjaka pacova nakon tretmana TP-om, EDP-om ili Vit D ukazuje na manje Zlezde u
odnosu na Orx grupu Zivotinja (Slike 4A-D). Kod Zivotinja tretiranih TP-om ili EDP-
om, pretezno u centralnom delu parastitastih zlezda, uocava se izrazeniji 1 masivniji

intersticijum od proliferisanog vezivnog tkiva i proSirenih krvnih sudova, u poredenju sa

parastitastim Zlezdama kod Orx Zivotinja (Slike 4B i 4C).

Slika 4. Parastitaste Zlezde andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zivotinje; B) Orx
zivotinje hroni¢no tretirane TP-om; C) Orx zivotinje hroni¢no tretirane EDP-om; D)
Orx zivotinje hroni¢no tretirane Vit D. Bele strelice - glavne celije, crne strelice -
intersticijum. H-E bojenje. Bar — 80 pum.

47



Rezultati

Ultratanki preseci glavnih ¢elija parastitastih Zlezda nakon tretmana TP-om, EDP-
om ili Vit D pokazuju manje brojne interdigitacije ¢elijske membrane, slabije razvijen

gER 1 Goldzi aparat, dok se u citoplazmi uo¢ava manji broj mitohondrija u poredenju sa

glavnim ¢elijama Orx grupe zivotinja (Slika 5SA-D).

Slika 5. Ultratanki preseci glavnih ¢elija parastitastih Zlezda andropauzalnih muzjaka
pacova. A) Orx zivotinje; B) Orx Zivotinje hroni¢no tretirane TP-om; C) Orx Zivotinje
hroni¢no tretirane EDP-om; D) Orx zivotinje hroni¢no tretirane Vit D. Bele strelice -
gER, crne strelice - Goldzi kompleks, crvene strelice - mitohondrije, zelene strelice -
interdigitacije ¢elijske membrane, n - jedro. Bar — 2 pm.

StereoloSka analiza je pokazala da je nakon hroni¢nog tretmana Orx Zivotinja
TP-om Vpr statisti€ki znacajno smanjen za 18% (p<0.05), a nakon tretmana EDP-om za
14% (p<0.05), u poredenju sa Orx® grupom Zivotinja. Tretman Vit D je smanjio Vpr, ali

ova promena nema statistiku zna¢ajnost u odnosu na Orx® grupu (Histogram 2A).
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Nakon tretmana TP-om ili Vit D V4 je smanjena, ali ne statisticki znacajno u
odnosu na istu vrednost kod Orx® pacova. Tretman Orx Zivotinja EDP-om je statisticki
znaajno smanjio Vi, za 8% (p<0.05) u poredenju sa Orx® grupom Zivotinja
(Histogram 2B).

Tretman EDP-om je statisticki znacajno povecao Vi za 52% (p<0.05) u
poredenju sa istom vredno$¢u kod Orx zivotinja. Tretmani TP-om ili Vit D nisu
uzrokovali statisticki znacajne promene V,; u poredenju sa odgovaraju¢im vrednostima

kod Orx® Zivotinja (Histogram 2B).
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Histogram 2. A) Volumen parastitastih Zlezda andropauzalnih muzjaka pacova (Ver,
mm?®). B) Volumenska gustina glavnih éelija (Vvgs, %) 1 intersticijuma (Wi, %)
paraStitastih Zlezda andropauzalnih muzjaka pacova. Orhidektomisane Zivotinje
tretirane maslinovim uljem, Orx? Orx Zivotinje hroni¢no tretirane testosteron-
propionatom, TP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane estradiol-dipropionatom, EDP;
Orx zivotinje hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D. Prikazane su srednje vrednosti
+ SD. * p<0.05 u odnosu na Orx.

HistoloSka analiza paraStitastih Zlezda pacova nakon aplikacije genisteina
pokazuje Zlezde sa jasno uocljivom vezivnom kapsulom 1 izuzetno izrazenom
proliferacijom vezivnog tkiva u odnosu na parastitaste Zlezde Orx zivotinja (Slika 6B).
Nakon tretmana daidzeinom glavne Ccelije parastitastin zlezda su uniformno
organizovane sa umerenije izrazenim septama vezivnog tkiva, u poredenju sa Orx

grupom (Slika 6C).
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Slika 6. Parastitaste Zlezde andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zivotinje, B) Orx
zivotinje hroni¢no tretirane genisteinom; C) Orx zivotinje hroni¢no tretirane
daidzeinom. Bele strelice - glavne ¢elije, crne strelice - intersticijum. H-E bojenje. Bar —
80 um.

Ultratanki preseci glavnih ¢elija parastitastih zlezda zivotinja hroni¢no tretiranih
izoflavonima genisteinom i daidzeinom pokazuju znatno manje izrazene interdigitacije
¢elijske membrane, slabije razvijene gER 1 Goldzi kompleks, kao i manji broj sitnijih
mitohondrija distribuirane po citoplazmi, u poredenju sa glavnim celijama kod Orx

grupe Zivotinja (Slika 7A-C).
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Slika 7. Ultratanki preseci glavnih ¢elija parastitastih zlezda andropauzalnih muzjaka
pacova. A) Orx zivotinje; B) Orx zivotinje hroni¢no tretirane genisteinom; C) Orx
zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom. Bele strelice - gER, crne strelice - Goldzi
kompleks, crvene strelice - mitohondrije, zelene strelice - interdigitacije celijske
membrane, n - jedro. Bar — 2 um.

StreoloSka analiza pokazuje da je hroni¢ni tretman pacova genisteinom
statisticki znacajno povecao Vpr za 32% (p<0.05) u odnosu na vrednost Ver kod Orx®
zivotinja. Tretman daidzeinom je statisticki znacajno smanjio Vpr za 8% (p<0.05) u
poredenju sa istom vrednos¢u kod Orx® pacova (Histogram 3A). Tretmani genisteinom i
daidzeinom su statisticki znacajno smanjili Ve za 3%, odnosno za 2% (p<0.05) u
poredenju sa Orx” grupom Zivotinja. Nakon tretmana genisteinom Vi je statisticki
znacajno povecana za 20% (p<0.05), dok je tretman daidzeinom statisti¢ki znacajno

povecao Vy; za 11% (p<0.05), u odnosu na Orx” grupu Zivotinja (Histogram 3B).
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Histogram 3. A) Volumen parastitastih Zlezda andropauzalnih muzjaka pacova
(Vpr, mm®). B) Volumenska gustina glavnih éelija (Vygs, %) |1 intersticijuma
(Wi, %) parastitastih zlezda andropauzalnih muzjaka pacova. Orhidektomisane
Zivotinje tretirane mes$avinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, Orx;
Orx zivotinje hroni¢no genisteinom, G, Orx zivotinje hroni¢no tretirane
daidzeinom, D. Prikazane su srednje vrednosti + SD. * p<0.05 u odnosu na
Orx.

orxP G D

Nakon hroni¢nog tretmana Orx zivotinja sa kalcijumom histoloska analiza
pokazuje sitnije paraStitaste Zlezde izduzenog oblika, sa izrazenom proliferacijom
vezivnih septi pretezno u centralnom regionu zlezde u poredenju sa Orx grupom (Slika
8B).

Na ultratankim presecima glavnih celija parastitastin zlezda nakon tretmana
kalcijumom uocavaju se manje izrazene interdigitacije celijske membrane, slabije
razvijeni gER i Goldzi kompleks, i manji broj mitohondrija u poredenju sa glavnim

¢elijama Orx Zivotinja (Slika 9B).

52



Rezultati

Slika 8. Parastitaste Zlezde andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zzivotinje, B) Orx
zivotinje hroni¢no tretirane kalcijumom. Bele strelice - glavne celije, crne strelice -
intersticijum. H-E bojenje. Bar — 80 pum.

Slika 9. Ultratanki preseci glavnih ¢elija parastitastih Zlezda andropauzalnih muzjaka
pacova. A) Orx zivotinje; B) Orx zivotinje hroni¢no tretirane kalcijumom. Bele strelice
- gER, crne strelice - GoldzZi kompleks, crvene strelice - mitohondrije, zelene strelice -
interdigitacije ¢elijske membrane, n - jedro. Bar — 2 pm.

Hronic¢ni tretman kalcijumom uzrokovao je statisticki znacajno smanjenje Vpr za
18% (p<0.05) u odnosu na Orx® grupu (Histogram 4A). Nakon ovog tretmana statisticki
je znacajno smanjena Vg za 4% (p<0.05) i statisticki znac¢ajno povecana V,; za 35%

(p<0.05) u odnosu na vrednost ovih parametara kod Orx° Zivotinje (Histogram 4B).
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Histogram 4. A) Volumen parastitastih Zlezda andropauzalnih muZzjaka
pacova (Ver, mm®). B) Volumenska gustina glavnih éelija (Vygs, %) 1
intersticijuma (Vi, %) parastitastih Zlezda andropauzalnih muzjaka pacova.
Orhidektomisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, Orx% Orx
zivotinje hroni¢no tretirane kalcijumom, Ca. Prikazane su srednje vrednosti
+ SD. * p<0.05 u odnosu na Orx.

4.2. Imunohistohemijske karakteristike i analiza relativhe ekpresije gena

specificnih funkcionalnih proteina u bubrezima kontrolnih i orhidektomisanih

pacova nakon tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

4.2.1. Imunofuorescentne karakteristike i analiza relativne ekpresije gena za NaPi
2a kotransporter u bubrezima kontrolnih i orhidektomisanih pacova nakon
tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

Na popreénim presecima bubrega SO Zivotinja se uocava jak imunofluorescentni
signal obojenog NaPi 2a kotransportera u oblasti Cetkaste ivice epitelnih cCelija
proksimalnih tubula (Slika 10A). Nakon Orx intenzitet signala za NaPi 2a je smanjen u
poredenju sa SO Zivotinjama i uocava se prisustvo obeleZzenog NaPi 2a kotransportera u
subapikalnom domenu epitelnih ¢elija proksimalnih tubula bubrega (Slika 10B).

Nakon hroni¢nih tretmana TP-om (Slika 11B) i Vit D (slika 11D), jacina
imunofluorescentnog signala za NaPi 2a kotransporter je neznatno pojacana u

apikalnom domenu epitelnih ¢elija proksimalnih tubula bubrega, u poredenju sa Orx
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zivotinjama. Hroni¢ni tretman EDP-om je uzrokovao smanjenje intenziteta
imunofluorescentnog signala NaPi 2a kotransportera na apikalnom polu epitelnih Celija
proksimalnih tubula bubrega, u odnosu na Orx grupu Zivotinja (Slika 11C).

Hronic¢ni tretman genisteinom znacajno je povecao intenzitet imuofluorescentno
obelezenog signala NaPi 2a kotransportera na Cetkastoj ivici epitalnih cCelija
proksimalnih tubula bubrega u poredenju sa Orx Zivotinjama (Slika 12B). Nakon
hroni¢nog tretmana daidzeinom uocava se znatno intenzivniji imunofluorescentni signal
NaPi 2a kotransportera u apikalnom domenu epitelnih ¢elija, u odnosu na Orx grupu
(Slika 12C).

Hroni¢ni tretman kalcijumom nije znaCajno promenio intenzitet signala
imunofluorescentno obeleZzenog NaPi 2a kotransportera u apikalnom domenu epitelnih

¢elija proksimalnih tubula bubrega, u poredenju sa Orx pacovima (Slika 13B).
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Slika 10. Imunofluorescentno obelezen NaPi 2a kotransporter u epitelnim ¢elijama
proksimalnih tubula bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) SO Zivotinje; B) Orx
zivotinje. Bele strelice - apikalno lokalizovan NaPi 2a kotransporter; zute strelice -
subapikalno lokalizovan NaPi 2a kotransporter. Bar — 10 pm.

Slika 11. Imunofluorescentno obeleZzen NaPi 2a kotransporter u epitelnim celijama
proksimalnih tubula bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zivotinje; B) Orx
Zivotinje hroni¢no tretirane TP-om; C) Orx zivotinje hroni¢no tretirane EDP-om; D)
Orx zivotinje hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D. Bele strelice - apikalno
lokalizovan NaPi 2a kotransporter; Zute strelice - subapikalno lokalizovan NaPi 2a
kotransporter. Bar — 10 pm.
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Slika 12. Imunofluorescentno obeleZzen NaPi 2a kotransporter u epitelnim celijama
proksimalnih tubula bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx zivotinje; B) Orx
zivotinje hroni¢no tretirane genisteinom; C) Orx zivotinje hroni¢no tretirane
daidzeinom. Bele strelice - apikalno lokalizovan NaPi 2a kotransporter. Bar — 10 um.

Slika 13. Imunofluorescentno obelezen NaPi 2a kotransporter u epitelnim ¢elijama
proksimalnih tubula bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx zivotinje; B) Orx
zivotinje hroni¢no tretirane kalcijumom. Bele strelice - apikalno lokalizovan NaPi 2a
kotransporter. Bar — 10 pm.
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Analiza relativne ekspresije gena za NaPi 2a kotransporter u tubulima bubrega
andropauzalnih muZjaka pacova pokazuje da je nakon Orx® nivo iRNK za NaPi 2a

neznatno smanjen u poredenju sa SO? Zivotinjama (Histogram 5A).
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Histogram 5. ,,Real-time” PCR analiza iRNK za NaPi 2a kotransporter u tubulima
bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. Lazno operisane Zzivotinje tretirane
maslinovim uljem, SO? laZno operisane Zivotinje tretirane meSavinom maslinovog ulja
i apsolutnog alkohola, SO®; lazno operisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom,
SO orhidektomisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, Orx% orhidektomisane
Zivotinje tretirane meS$avinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, Orx®;
orhidektomisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, Orx®; Orx Zivotinje hroni¢no
tretirane testosteron-propionatom, TP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane estradiol-
dipropionatom, EDP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D; Orx
zivotinje hroni¢no tretirane genisteinom, G; Orx zivotinje hroni¢no tretirane
daidzeinom, D; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane kalcijumom, Ca. Prikazane su srednje
vrednosti + SD. * p<0.05 u odnosu na Orx.

Hronic¢ni tretman TP-om je statisti¢ki znacajno povecao nivo iRNK za NaPi 2a za
63% (p<0.05), a tretman Vit D za 50% (p<0.05), u poredenju sa Orx® grupom

(Histogram 5A). Hroni¢ni tretman EDP-om je statisticki znacajno smanjio nivo iRNK
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za NaPi 2a kotransporter za 31% (p<0.05), u poredenju sa Orx® pacovima (Histogram
5A). Hroni¢ni tretmani genisteinom 1 daidzeinom su statisticki znacajno povecali nivoe
IRNK za NaPi 2a kotransporter za 62% (p<0.05), odnosno za 67% (p<0.05), u
poredenju sa Orx” grupom (Histogram 5B). Nakon tretmana kalcijumom, nivo iRNK za
NaPi 2a kotransporter je poveéan u odnosu na Orx® grupu, ali ova promena nema
statisticku znacajnost (Histogram 5C).
4.2.2. Imunofluorescentne karakteristike PTH1 receptora u proksimalnim
tubulima bubrega kontrolnih i orhidektomisanih pacova nakon tretmana
steroidima, izoflavonima i kalcijumom

Kod kontrolne, SO grupe zivotinja uocava se izrazeno prisustvo PTH1 receptora
na bazolateralnom polu epitelnih ¢elija proksimalnih tubula bubrega, dok je njegova
lokalizacija u Cetkastoj ivici epitelnih ¢elija manje izrazena (Slika 14A). Kod Orx
pacova, intenzitet imunofluorescentno obeleZzenog PTH1 receptora je ja¢i u poredenju
sa SO grupom (Slika 14B). Imunofluorescentni signal se uocava i na apikalnom i
bazolateralnom polu epitelnih ¢elija proksimalnih tubula bubrega Orx pacova (Slika

14B).

Slika 14. Imunofluorescentno obelezen PTH1 receptor u epitelnim Celijama
proksimalnih tubula bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) SO Zivotinje; B) Orx
zivotinje. Zelene strelice - bazolateralno lokalizovan PTH1 receptor. Bar — 10 pum.
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Hroni¢éni tretman TP-om je smanjio intenzitet signala imunofluorescentno
obelezenog PTH1 receptora u poredenju sa Orx pacovima (Slika 15B). Nakon
hroni¢nog tretmana EDP-om uocava se nesto slabiji intenzitet obojenosti nego kod Orx

Zivotinja (Slika 15C). Tretman Vit D je smanjio intenzitet signala imunofluorescentno

obelezenog PTH1 receptora u poredenju sa Orx zivotinjama (Slika 15D).

Slika 15. Imunofluorescentno obelezen PTH1 receptor u epitelnim Celijama
proksimalnih tubula bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zivotinje; B) Orx
zivotinje hroni¢no tretirane TP-om; C) Orx zivotinje hroni¢no tretirane EDP-om; D)
Orx Zivotinje hroni¢no tretirane Vit D. Zelene strelice - bazolateralno lokalizovan PTH1
receptora, Zute strelice apikalno lokalizovan PTH1 receptor. Bar — 10 um.

Nakon hroni¢nog tretmana genisteinom intenzitet imunoflorescentno obelezenog
bazolateralno 1 apikalno lokalizovanog PTHI1 receptora, u epitelnim celijama

proksimalnih tubula bubrega, je smanjen u poredenju sa Orx grupom (Slika 16B) .
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Hroni¢ni tretman daidzeinom je slicno kao i tretman genisteinom smanjio intenzitet
imunofluorescentno obelezenog PTHI1 receptora u epitelnim celijama proksimalnih

tubula bubrega lokalizovanog apikalno i bazolateralno u odnosu na Orx Zivotinje (Slika

16C).

Slika 16. Imunofluorescentno obelezen PTH1 receptor u epitelnim celijama
proksimalnih tubula bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zivotinje; B) Orx
zivotinje hroni¢no tretirane genisteinom; C) Orx zivotinje hroni¢no tretirane
daidzeinom. Zelene strelice - bazolateralno lokalizovan PTHL1 receptor, Zute strelice
apikalno lokalizovan PTH1 receptor. Bar — 10 pm.

Nakon hroni¢nog tretmana kalcijumom, smanjen je intezitet imunofluorescence
u bazolateralnom domenu epitelnih ¢elija proksimalnih tubula bubrega, u poredenju sa

Orx Zivotinjama (Slika 17B).
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Slika 17. Imunofluorescentno obelezen PTH1 receptor u epitelnim Celijama
proksimalnih tubula bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zivotinje; B) Orx
zivotinje hroni¢no tretirane kalcijumom. Zelene strelice - bazolateralno lokalizovan
PTH1 receptor. Bar — 10 pm.

4.2.3. Imunohistohemijske karakteristike i analiza relativne ekpresije FGFR gena
u distalnim tubulima bubrega kontrolnih i orhidektomisanih pacova nakon
tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

Na popre¢nim presecima bubrega SO muzjaka pacova jasno se uocava
imunoreaktivnost FGFR na apikalnom polu epitelnih ¢elija distalnim tubula bubrega.
Takode, prisustvo FGFR se zapaza 1 u subapikalnom 1 bazalnom domenu epitelnih ¢elija
(Slika 18A). Nakon Orx uocen je slican intenzitet obojenosti FGFR, kao i prisustvo
pozitivne imunoreakcije u citoplazmi epitelnih ¢elija distalnih tubula bubrega, u odnosu
na SO Zivotinje (Slika 18B).

Kod Zivotinja hroni¢no tretiranih TP-om, FGFR je imunocitohemijski intezivnije
obelezen u poredenju sa Orx grupom zivotinja, a imunoreaktivnost je ograni¢ena na
apikalni pol epitelnih Celija distalnih tubula bubrega (Slika 19B). Nakon hroni¢nog
tretmana EDP-om, uocCava se povecanje intenziteta obojenosti FGFR u odnosu na Orx
kontrolnu grupu (Slika 19C). Tretman Vit D je znaCajno smanjio intenzitet

imunoreaktivnosti FGFR u poredenju sa Orx grupom (Slika 19D).
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Slika 18. Imunohistohemijski obelezen FGFR u epitelnim ¢elijama distalnih tubula
bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) SO Zivotinje; B) Orx Zivotinje. Bele
strelice - apikalno lokalizovan FGFR. Bar — 13 pm.

Slika 19. Imunohistohemijski obelezen FGFR u epitelnim ¢elijama distalnih tubula
bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zivotinje; B) Orx Zivotinje hroni¢no
tretirane TP-om; C) Orx zivotinje hroni¢no tretirane EDP-om; D) Orx Zivotinje
hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D. Bele strelice - apikalno lokalizovan FGFR, Zute
strelice - subapikalno lokalizovan FGFR. Bar — 13 pm.
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Nakon hroni¢nog tretmana genisteinom intenzitet FGFR imunoreaktivnosti je
smanjen i prisutan pretezno na apikalnom polu epitelnih Celija distalnih tubula bubrega
u poredenju sa Orx grupom (Slika 20B). Intenzitet imuoreaktivnosti FGFR nakon
hroni¢nog tretmana daidzeinom je znatno slabiji u odnosu na Orx Zivotinje i prisutan je

u apikalnom domenu epitelnih ¢elija distalnih tubula bubrega (Slika 20C).

Slika 20. Imunohistohemijski obelezen FGFR u epitelnim ¢elijama distalnih tubula
bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zivotinje; B) Orx Zivotinje hroni¢no
tretirane genisteinom; C) Orx zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom. Bele strelice -
apikalno lokalizovan FGFR. Bar — 13 pum.

Nakon hroni¢nog tretmana sa Ca intenzitet obojenosti FGFR je slabiji u
poredenju sa Orx pacovima i prisutan je pretezno u apikalnom domenu epitelnih celija

distalnih tubula bubrega (Slika 21B).
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Slika 21. Imunohistohemijski obelezen FGFR u epitelnim ¢elijama distalnih tubula
bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zivotinje; B) Orx Zivotinje hroni¢no
tretirane kalcijumom. Bele strelice - apikalno lokalizovan FGFR. Bar — 13 pm.

Analiza ekspresije FGFR gena u tubulima bubrega muzjaka pacova pokazuje da
nedostatak polnih hormona kod svih Orx grupa neznatno povecava nivo FGFR iRNK u
poredenju sa SO kontrolnim zivotinjama (Histogram 6A-C). Nakon hroni¢nog tretmana
TP-om nivo FGFR iRNK je poveéan, ali ne statisticki znac¢ajno u poredenju sa Orx®
grupom (Histogram 6A). Hroni¢ni tretman Orx pacova EDP-om izazavao je statistic¢ki
zna¢ajno povecanje nivoa FGFR iRNK za 92% (p<0.05) u odnosu na Orx® grupu
zivotinja, dok je hroni¢ni tretman Vit D statisticki znac¢ajno smanjio nivo FGFR iRNK
za 34% (p<0.05) u poredenju sa Orx® Zivotinjama (Histogram 6A). Nakon hroni¢nih
tretmana genisteinom i daidzeinom nivoi FGFR iRNK su statisti¢ki zna¢ajno smanjeni
za 21% (p<0.05), odnosno za 44% (p<0.05), u odnosu na Orx® vrednosti (Histogram
6B). Hroni¢ni tretman sa Ca je izazvao statisticki znacajno smanjenje nivoa FGFR

iRNK za 26% (p<0.05) u odnosu na Orx® pacove (Histogram 6C).
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Histogram 6. ,Real-time” PCR analiza FGFR IRNK u tubulima bubrega
andropauzalnih muzjaka pacova. Lazno operisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem,
SO% laZzno operisane Zivotinje tretirane meSavinom maslinovog ulja i apsolutnog
alkohola, SO; laZzno operisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, SO
orhidektomisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, Orx?; orhidektomisane Zivotinje
tretirane meSavinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, Orx"; orhidektomisane
Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, Orx‘; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane
testosteron-propionatom, TP; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane estradiol-dipropionatom,
EDP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D; Orx zivotinje hroni¢no
tretirane genisteinom, G; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom, D; Orx Zivotinje
hroni¢no tretirane kalcijumom, Ca. Prikazane su srednje vrednosti £ SD. * p<0.05 u
odnosu na Orx.
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4.2.4. Imunohistohemijske karakteristike i analiza relativne ekpresije gena za
Klotho receptor u tubulima bubrega kontrolnih i orhidektomisanih pacova nakon
tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

Kod kontrolne SO grupe Zivotinja imunoreaktivnost Klotho receptora uocava se
u apikalnom i subapikalnom domenu epitelnih ¢elija tubula bubrega (Slika 22A). Kod
Orx Zivotinja intenzitet imunoreaktivnosti obelezenog Klotho receptora nije promenjen

u poredenju sa SO Zivotinjama (Slika 22B).

Slika 22. Imunohistohemijski obelezen Klotho receptor u epitelnim ¢elijama tubula
bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) SO Zivotinje; B) Orx Zivotinje. Bele
strelice-apikalno lokalizovan Klotho receptor, Zute strelice - subapikalno lokalizovan
Klotho receptor. Bar — 13 pm.

Nakon hroni¢nog tretmana TP-om intenzitet imunoreaktivnosti Klotho receptora
nije znacajno promenjen u odnosu na Orx grupu zivotinja. Imunoreaktivnost je
ograniCena pretezno na apikalni i subapikalni domen epitelnih ¢elija tubula (Slika 23B).
Hronic¢ni tretman EDP-om je izazvao znacajno povecanje intenziteta imunoreaktivnosti
Klotho receptora u apikalnom i subapikalnom domenu epitelnih ¢elija tubula bubrega, u
poredenju sa Orx pacovima (Slika 23C). Intenzitet obojenosti apikalno lokalizovanog
Klotho receptora epitelnih ¢elija tubula bubrega smanjen je nakon hroni¢nog tretmana

Vit D, u odnosu na Orx Zivotinje (Slika 23D).
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Slika 23. Imunohistohemijski obeleZzen Klotho receptor u epitelnim ¢elijama tubula
bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zivotinje; B) Orx Zivotinje hroni¢no
tretirane TP-om; C) Orx zivotinje hroni¢no tretirane EDP-om; D) Orx Zivotinje
hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D. Bele strelice - apikalno lokalizovan Klotho
receptor, Zute strelice - subapikalno lokalizovan Klotho receptor. Bar — 13 pm.

Nakon hroni¢nog tretmana genisteinom uocava se znacajno povecan i ravhomerno
rasporeden intenzitet obojenosti Klotho receptora, kako u apikalnom 1 bazalnom
domenu tako i u citoplazmi epitelnih ¢elija tubula, u odnosu na Orx grupu Zivotinja
(Slika 24B). Hronic¢ni tretman daidzeinom neznatno je smanjio intenzitet obojenosti
Klotho receptora koji se uocava u apikalnom i subapikalnom domenu epitelnih ¢elija

tubula bubrega, u poredenju sa Orx Zivotinjama (Slika 24C).
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Slika 24. Imunohistohemijski obelezen Klotho receptor u epitelnim ¢elijama tubula
bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx zivotinje; B) Orx Zivotinje hroni¢no
tretirane genisteinom; C) Orx zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom. Bele strelice -
apikalno lokalizovan Klotho receptor, Zute strelice - subapikalno lokalizovan Klotho
receptor. Bar — 13 pum.

Hroni¢ni tretman kalcijumom nije uzrokovao promenu u intenzitetu obojenosti
imunohistohemijski obeleZzenog Klotho receptora lokalizovanog preteZzno u apikalnom

domenu epitelnih ¢elija tubula, u odnosu na Orx zivotinje (Slika 25B).
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Slika 25. Imunohistohemijski obeleZzen Klotho receptor u epitelnim ¢elijama tubula
bubrega andropauzalnih muzjaka pacova. A) Orx Zivotinje; B) Orx zivotinje hroni¢no
tretirane kalcijumom. Bele strelice - apikalno lokalizovan Klotho receptor. Bar — 13 pum.

Analiza ekspresije gena za Klotho receptor u tubulima bubrega andropauzalnih
muZjaka pacova pokazuje da je nakon orhidektomije kod svih Orx grupa Zivotinja nivo
iRNK za Klotho receptor neznatno povecan, ali ne statisticki znacajno u poredenju sa
adekvatnim kontrolnim SO Zivotinjama (Histogram 7A-C). Hroni¢ni tretmani TP-om i
Vit D su smanjili nivo iRNK za Klotho receptor, ali ne statisticki znac¢ajno u poredenju
sa Orx® grupom (Histogram 7A). Nakon hroni¢nog tretmana Orx pacova EDP-om, nivo
iRNK za Klotho receptor je statisti¢cki znacajno povecan za 90% (p<0.05) u odnosu na
Orx® grupu Zivotinja (Histogram 7A). Nakon hroniénog tretmana genisteinom, nivo
iRNK za Klotho receptor je statisticki znafajno povecan za 38% (p<0.05), dok je
hroni¢ni tretman daidzeinom statisti¢ki znacajno smanjio nivo iRNK za Klotho receptor
za 32% (p<0.05), u odnosu na Orx"grupu (Histogram 7B). Hroni¢ni tretman sa Ca nije
izazvao statisticki znacajno smanjenje nivoa iRNK za Klotho receptor u poredenju sa

Orx° Zivotinjama (Histogram 7C).
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Histogram 7. ,,Real-time” PCR analiza iIRNK za Klotho receptor u tubulima bubrega

andropauzalnih muzjaka pacova. Lazno operisane zivotinje tretirane maslinovim uljem,
SO% lazno operisane Zivotinje tretirane meSavinom maslinovog ulja i apsolutnog
alkohola, SO"; lazno operisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, SO
orhidektomisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, Orx?; orhidektomisane Zivotinje
tretirane me$avinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, Orx®; orhidektomisane
Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, Orx‘; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane
testosteron-propionatom, TP; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane estradiol-dipropionatom,
EDP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D; Orx zivotinje hroni¢no
tretirane genisteinom, G; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom, D; Orx Zivotinje
hroni¢no tretirane kalcijumom, Ca. Prikazane su srednje vrednosti £ SD. * p<0.05 u
odnosu na Orx.
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4.3. Biohemijski parametri u serumu i urinu kontrolnih i orhidektomisanih pacova

nakon tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

4.3.1. Koncentracija parathormona u serumu kontrolnih i orhidektomisanih
pacova nakon tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

Koncentracija PTH u serumu kod SO%grupe Zivotinja je iznosila 66.60+5.24 ng/I
(Histogram 8A). Nakon Orx® koncentracija PTH je statisticki znacajno poveéana za
26% (p<0.05), u poredenju sa istom vrednosti kod SO eksperimentalne grupe. Tretman
TP-om je statisticki znacajno smanjio koncentraciju PTH u serumu za 11% (p<0.05), u
odnosu na isti parametar kod Orx® grupe.

Tretman EDP-om je statisticki znacajno smanjio koncentraciju PTH za 10%
(p<0.05), a tretman Vit D za 15% (p<0.05) u odnosu na odgovarajuée vrednosti kod
Orx® grupe (Histogram 8A)).

Koncentracija PTH u serumu SO° kontrolne grupe Zivotinja iznosila je
64.60+1.39 ng/l. Kod Orx® grupe Zivotinja koncentracija PTH u serumu je statisticki
znacajno povecana za 24% (p<0.05), dok su hroni¢ni tretmani genisteinom i daidzeinom
statistiCki znacajno smanjili koncentraciju PTH za 19% (p<0.05), odnosno za 21%
(p<0.05), u poredenju sa Orx” grupom Zivotinja (Histogram 8B).

Kod kontrolne SO° grupe koncentracija PTH u serumu je iznosila 65.96+3.96 ng/l.
Orhidektomija je izazvala statisticki zna¢ajno poveéanje koncentracije PTH kod Orx*
grupe Zivotinja za 14% (p<0.05), u odnosu na SO° vrednost. Nakon tretmana sa Ca
koncentracija PTH u serumu je statisticki znacajno smanjena za 9% (p<0.05) u

poredenju sa koncetracijom kod Orx° Zivotinja (Histogram 8C).
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Histogram 8. Koncentracija parathormona u serumu (PTH; ng/l) andropauzalnih
muzjaka pacova. LaZno operisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, SO?% lazno
operisane Zivotinje tretirane mesavinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, SO;
laZzno operisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, SO° orhidektomisane
Zivotinje tretirane maslinovim uljem, Orx?% orhidektomisane Zivotinje tretirane
mesavinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, Orx®; orhidektomisane Zivotinje
tretirane fizioloskim rastvorom, Orx®; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane testosteron-
propionatom, TP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane estradiol-dipropionatom, EDP; Orx
zivotinje hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D; Orx Zzivotinje hroni¢no tretirane
genisteinom, G; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom, D; Orx zivotinje hroni¢no
tretirane kalcijumom, Ca. Prikazane su srednje vrednosti + SD. * p<0.05 u odnosu na
Orx.

4.3.2. Koncentracija kalcijuma u serumu kontrolnih i orhidektomisanih pacova
nakon tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

Koncentracija Ca®* u serumu kod SO® Zivotinja je iznosila 2.33+0.02 mmol/I,
dok je nakon Orx?® ova koncentracija statisticki zna¢ajno smanjena za 4% (p<0.05) u
poredenju sa SO grupom (Histogram 9A). Nakon tretmana TP-om, koncentracija

Ca’*je statistidki znatajno povecana za 3% (p<0.05), dok je tretman EDP-om statisticki
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znadajno povecao koncentraciju Ca®* u serumu za 7% (p<0.05), u odnosu na
odgovarajuée vrednosti kod Orx® grupe Zivotinja. Tretman Vit D je statisti¢ki znacajno
povecao koncentraciju Ca®* u serumu za 3% (p<0.05) u poredenju sa istom
koncentracijom kod Orx?® Zivotinja (Histogram 9A).

Koncentracija Ca®* u serumu kod SOP Zivotinja je iznosila 2.32+0.03 mmol/l,
dok je nakon Orx" koncentracija Ca*" statisticki znacajno smanjena za 5% (p<0.05)
(Histogram 9B). Hroni¢ni tretmani genisteinom i1 daidzeinom su uzrokovali statisticki
znadajno poveéanje koncentracije Ca®* u serumu za 8% (p<0.05), odnosno 10%
(p<0.05), u poredenju sa odgovarajuéom vrednosti kod Orx” Zivotinja (Histogram 9B).

Koncentracija Ca®* u serumu kod SO° grupe Zivotinja je iznosila 2.32+0.03
mmol/I (Histogram 9C). Kod Orx® grupe koncentracija Ca®* u serumu je statisticki
znacajno smanjena za 3% (p<0.05) u poredenju sa SO° vredno3¢u, dok je hroni¢an
tretman sa Ca uzrokovao statisticki znacajno povecanje koncentracije Ca® u serumu za
3% (p<0.05) u poredenju sa i istom koncentracijom kod Orx® grupe Zivotinja

(Histogram 9C).
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Histogram 9. Koncentracija kalcijuma u serumu (Ca®*; mmol/l) andropauzalnih
muzjaka pacova. LaZno operisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, SO? lazno
operisane Zivotinje tretirane me$avinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, SO®;
laZzno operisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, SO orhidektomisane
Zivotinje tretirane maslinovim uljem, Orx?% orhidektomisane Zivotinje tretirane
mesavinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, Orx® orhidektomisane Zivotinje
tretirane fiziolodkim rastvorom, Orx®; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane testosteron-
propionatom, TP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane estradiol-dipropionatom, EDP; Orx
zivotinje hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D; Orx zivotinje hroni¢no tretirane
genisteinom, G; Orx zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom, D; Orx zivotinje hroni¢no
tretirane kalcijumom, Ca. Prikazane su srednje vrednosti + SD. * p<0.05 u odnosu na
Orx.

75



Rezultati

4.3.3. Koncentracija fosfora u serumu kontrolnih i orhidektomisanih pacova
nakon tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

Koncentracija Pi u serumu kod SO% kontrolne grupe je iznosila 2.19+0.04
mmol/l (Histogram 10A). Nakon Orx?, nivo Pi u serumu je statisti¢ki zna¢ajno smanjen
za 15% (p<0.05) u odnosu na SO? grupu Zivotinja. Koncentracija Pi u serumu nakon
tretmana TP-om je statisticki znacajno poveéana za 12% (p<0.05) u poredenju sa Orx®
grupom. Nakon tretmana EDP-om ili Vit D, koncentracije Pi nisu statisti¢ki znacajno
promenjene u odnosu na Orx? grupu Zivotinja (Histogram 10A).

Vrednost koncentracije Pi u serumu kod SOP grupe Zivotinja je iznosila
2.1620.06 mmol/l (Histogram 10B). Kod Orx" grupe Zivotinja, koncentracija Pi u
serumu je statisticki znacajno smanjena za 10% (p<0.05) u odnosu na SO® vrednost.
Nakon hroni¢nih tretmana genisteinom i daidzeinom koncentracije Pi u serumu su
statisticki znacajno povecane za 12% (p<0.05), odnosno 11% (p<0.05), u poredenju sa
odgovaraju¢om vrednosti Orx” grupe Zivotinja (Histogram 10B).

Koncentracija Pi u serumu kod SO° Zivotinja je iznosila 1.93+0.05 mmol/l.
Nakon Orx°® koncentracija Pi u serumu je statisti¢ki znaajno smanjena za 4% (p<0.05),
dok je tretman sa Ca statisticki znacajno povecao koncentraciju Pi u serumu za 15%
(p<0.05) u odnosu na odgovarajuée vrednosti kod Orx® grupe Zivotinja (Histogram

10C).
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Histogram 10. Koncentracija fosfora u serumu (Pi; mmol/l) andropauzalnih muzjaka
pacova. Lazno operisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, SO?% lazno operisane
Zivotinje tretirane mesavinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, SO°; lazno
operisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, SO°; orhidektomisane Zivotinje
tretirane maslinovim uljem, Orx% orhidektomisane Zivotinje tretirane mes$avinom
maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, Orx”; orhidektomisane Zivotinje tretirane
fiziolodkim rastvorom, Orx®; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane testosteron-propionatom,
TP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane estradiol-dipropionatom, EDP; Orx Zivotinje
hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane genisteinom, G;
Orx zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom, D; Orx zivotinje hroni¢no tretirane
kalcijumom, Ca. Prikazane su srednje vrednosti = SD. * p<0.05 u odnosu na SO, *
p<0.05 u odnosu na Orx.
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4.3.4. Koncentracija kalcijuma u urinu kontrolnih i orhidektomisanih pacova
nakon tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

Koncentracija Ca®* u urinu kod SO* kontrolne grupe Zivotinja je iznosila 1.73 +
0.08 mmol/l (Histogram 11A). Nedostatak polnih hormona izazvan Orx® uzrokovao je
statisticki znaCajno povecanje koncentracije Ca®* u urinu za 58% (p<0.05) u poredenju
sa SO® kontrolnom grupom Zivotinja. Tretman TP-om je statisticki znacajno smanjio
koncentraciju Ca®* u urinu za 27% (p<0.05), a tretman EDP-om za 24% (p<0.05), u
odnosu na odgovarajuée vrednosti kod Orx? Zivotinja. Nakon tretmana Orx Zivotinja Vit
D koncentracija Ca*" u urinu je statisticki znatajno smanjena za 16% (p<0.05) u
poredenju sa Orx® Zivotinjama (Histogram 11A).

Koncentracija Ca?* u urinu kod SO® kontrolnih Zivotinja je iznosila 1.97+0.09
mmol/l (Histogram 11B). Nedostatak polnih hormona izazvan Orx” uzrokovao je
statisticki znaCajno povecanje koncentracije Ca®* u urinu za 32% (p<0.05) u poredenju
sa SO kontrolnom grupom Zivotinja. Nakon hroni¢nih tretmana genisteinom i
daidzeinom koncentracije Ca** u urinu su statisticki znadajno smanjene za 27%
(p<0.05), odnosno 24% (p<0.05), u poredenju sa odgovaraju¢im vrednostima kod Orx”
zivotinja (Histogram 11B).

Koncentracija Ca** u urinu kod kontrolne SO° grupe je iznosila 1.91+0.1 mmol/l
(Histogram 11C). Nakon Orx®, koncentracija Ca’* u urinu je statisticki znaGajno
poveéana za 14% (p<0.05) u poredenju sa istom vrednosti kod SO eksperimentalne
grupe. Tretman sa Ca je statisticki zna¢ajno smanjio koncentraciju Ca®*u urinu za 12%

(p<0.05) u odnosu na isti parametar kod Orx° grupe Zivotinja (Histogram 11C).
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Histogram 11. Koncentracije kalcijuma u urinu (Ca**; mmol/l) andropauzalnih muZjaka
pacova. Lazno operisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, SO?% lazno operisane
Zivotinje tretirane me$avinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, SO; lazno
operisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, SO°; orhidektomisane Zivotinje
tretirane maslinovim uljem, Orx% orhidektomisane Zivotinje tretirane mes$avinom
maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, Orx”; orhidektomisane Zivotinje tretirane
fizioloskim rastvorom, Orx®; Orx Zzivotinje hroni¢no tretirane testosteron-propionatom,
TP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane estradiol-dipropionatom, EDP; Orx Zivotinje
hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane genisteinom, G;
Orx zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom, D; Orx zivotinje hroni¢no tretirane
kalcijumom, Ca. Prikazane su srednje vrednosti = SD. ¢ p<0.05 u odnosu na SO, *

p<0.05 u odnosu na Orx.
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4.3.5. Koncentracija fosfora u urinu kontrolnih i orhidektomisanih pacova nakon
tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

Koncentracija Pi u urinu kod kontrolne SO* grupe Zivotinja je iznosila
34.59+1.57 mmol/l (Histogram 12A). Nakon Orx?, koncentracija Pi u urinu je statisticki
znaGajno poveéana za 12% (p<0.05) u poredenju sa istom vrednosti kod SO?
eksperimentalne grupe. Hroni¢ni tretman TP-om je povecao koncentraciju Pi u urinu u
odnosu na isti parametar kod Orx? grupe, ali ne statisti¢ki zna¢ajno. Tretman EDP-om je
statisticki zna¢ajno povecao koncentraciju Pi u urinu za 3% (p<0.05) dok je hroni¢ni
tretman Vit D statisticki znac¢ajno smanjio koncentraciju Pi u urinu za 3% (p<0.05) u
odnosu na odgovarajuce vrednosti kod Orx® grupe (Histogram 12A).

Vrednost koncentracija Pi u urinu kod kontrolne SO grupe Zivotinja je iznosila
35.53+0.75 mmol/l (Histogram 12B). Nakon Orx” koncentracija Pi u urinu je statisticki
znacajno povecana za 11% (p<0.05) u odnosu na SOP grupu. Hroni¢ni tretmani Orx
zivotinja genisteinom i daidzeinom su statisticki znacajno smanjili koncentraciju Pi u
urinu za 16% (p<0.05), odnosno 14% (p<0.05), u poredenju sa njegovom
koncentracijom u urinu Orx® grupe Zivotinja (Histogram 12B).

Koncentracija Pi u urinu kod kontrolne SO grupe pacova je iznosila 35.22+0.98
mmol/l, dok je nakon Orx® ova koncentracija u urinu statisticki znacajno povecéana za
8% (p<0.05) u odnosu na SO° vrednost (Histogram 12C). Nakon tretmana sa Ca
koncentracija Pi u urinu je statisticki znacajno smanjena za 5% (p<0.05) u poredenju sa

odgovarajuéom vrednosti kod Orx° Zivotinja (Histogram 12C).
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Histogram 12. Koncentracije fosfora u urinu (Pi; mmol/l) andropauzalnih muzjaka
pacova. LaZno operisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, SO?% laZzno operisane
Zivotinje tretirane medavinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, SO°; laZzno
operisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, SO°; orhidektomisane Zivotinje
tretirane maslinovim uljem, Orx% orhidektomisane Zivotinje tretirane mes$avinom
maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, Orx® orhidektomisane Zivotinje tretirane
fiziolodkim rastvorom, Orx®; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane testosteron-propionatom,
TP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane estradiol-dipropionatom, EDP; Orx Zivotinje
hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane genisteinom, G;
Orx zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom, D; Orx zivotinje hronicno tretirane
kalcijumom, Ca. Prikazane su srednje vrednosti + SD. * p<0.05 u odnosu na SO,*
p<0.05 u odnosu na Orx.
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4.3.6. Koncentracija kreatinina u serumu i urinu kontrolnih i orhidektomisanih
pacova nakon tretmana steroidima, izoflavonima i kalcijumom

Promene u koncentraciji kreatinina u serumu kod SO i Orx grupa, kao i grupa
koje su nakon Orx tretirane TP-om, EDP-om, Vit D, genisteinom, daidzeinom ili

kalcijumom nisu pokazale statisticku znacajnost (Histogram 13A-C).
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Histogram 13. Koncentracije kreatinina u serumu (umol/l) andropauzalnih muzjaka
pacova. Lazno operisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, SO?% lazno operisane
Zivotinje tretirane me$avinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, SO lazno
operisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, SO°; orhidektomisane Zivotinje
tretirane maslinovim uljem, Orx% orhidektomisane Zivotinje tretirane mes$avinom
maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, Orx”; orhidektomisane Zivotinje tretirane
fizioloskim rastvorom, Orx®; Orx Zzivotinje hroni¢no tretirane testosteron-propionatom,
TP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane estradiol-dipropionatom, EDP; Orx Zzivotinje
hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane genisteinom, G;
Orx zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom, D; Orx zivotinje hroni¢no tretirane
kalcijumom, Ca. Prikazane su srednje vrednosti = SD. ¢ p<0.05 u odnosu na SO, *
p<0.05 u odnosu na Orx.
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Koncentracije kreatinina u urinu kod svih kontrolnih i tretiranih grupa nisu
pokazale statisticki znaCajne promene u poredenju sa odgovaraju¢im kontrolnim

vrednostima (Histogram 14A-C).
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Histogram 14. Koncentracije kreatinina u urinu (mmol/l) andropauzalnih muzjaka
pacova. LaZno operisane Zivotinje tretirane maslinovim uljem, SO?% laZzno operisane
Zivotinje tretirane medavinom maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, SO°; laZzno
operisane Zivotinje tretirane fizioloskim rastvorom, SO°; orhidektomisane Zivotinje
tretirane maslinovim uljem, Orx% orhidektomisane Zivotinje tretirane meS$avinom
maslinovog ulja i apsolutnog alkohola, Orx® orhidektomisane Zivotinje tretirane
fiziolodkim rastvorom, Orx®; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane testosteron-propionatom,
TP; Orx zivotinje hroni¢no tretirane estradiol-dipropionatom, EDP; Orx Zivotinje
hroni¢no tretirane vitaminom D, Vit D; Orx Zivotinje hroni¢no tretirane genisteinom, G;
Orx zivotinje hroni¢no tretirane daidzeinom, D; Orx zivotinje hronicno tretirane
kalcijumom, Ca. Prikazane su srednje vrednosti = SD. * p<0.05 u odnosu na SO, *
p<0.05 u odnosu na Orx.
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Diskusija

Paratitaste Zlezde imaju centralnu ulogu u regulaciji homoestaze Ca*" i Pi, kao i
metabolizma kosStanog tkiva (Galitzer i sar., 2008). Povecanje koncentracije PTH u
cirkulaciji tokom procesa starenja (Halloran i sar., 2002), zajedno sa postepenim
sniZzavanjem koncentracije testosterona u cirkulaciji, zna¢ajno doprinose gubitku mase
koStanog tkiva i nastanku osteoporoze. Inhibitoran efekat PTH na ekspresiju i aktivnost
NaPi 2a kotransportera rezultuje u ekskreciji Pi, Sto doprinosi narusavanju homoestaze
Pi i intenziviranju procesa resorpcije koStanog tkiva. Tokom procesa starenja smanjuje
se ekspresija Klotho proteina u bubregu $to znacajno doprinosi smanjenoj reapsorpciji
Ca®* i aktivnosti TRPV5 (Mensenkamp i sar., 2006).

KoriS¢enje supstitucione terapije steroidnim hormonima u svrhu ublazavanja
simptoma starenja moZe izazvati hiperfosfaturiju (Uemura i sar., 2000), kao i povecati
rizik od nastanka kancera (Moutsatsou, 2007), pa je stoga neophodno iznalazenje
alternativnih terapeutskih reSenja u leCenju osteoporoze. Kod starih osoba postoji deficit
Ca”*, zbog sniZenog stepena apsorpcije Ca?* u tankom crevu i snizene koncentracije Vit
D u cirkulaciji, te je koris¢enje suplemenata Ca®* i Vit D u terapiji osteoporoze $iroko
rasprostranjeno, mada i ovi medikamenti ispoljavaju nezeljene efekte (Gennari, 2001;
Tang i sar., 2007; Nuti, 2012). Postoje podaci o mehanizmima delovanja izoflavona,
njihovom uticaju i potencijalnoj upotrebi u prevenciji i tretmanu simptoma starenja kod
oba pola (Adlercreutz i Mazur, 1997; Yan i sar., 2011; Li i sar., 2011). Medutim, studije
koje se bave istrazivanjem efekata izoflavona na strukturu i funkciju klju¢nih regulatora
homeostaze Ca”** i Pi su malobrojne. U ovom istraZivanju ispitivano je delovanje
steroidnih hormona, izoflavona i kalcijuma na strukturu i funkciju parastitastih zlezda,

imunocitohemijske karakteristike i relativnu ekspresiju gena specifi¢nih funkcionalnih
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proteina u tubulima bubrega kod Orx muzjaka pacova srednjeg Zivotnog doba, kao
adekvatanog animalnog modela andropauze.

U naSim eksperimentalnim uslovima Orx izaziva znacajno povecanje volumena
parastitastih zlezda 1 povecanje koncentracije PTH u serumu, u poredenju sa lazno
operisanom kontrolnom grupom Zzivotinja. Ultrastrukturnom analizom glavnih celija
parastitastih zlezda Orx pacova uocene su brojne interdigitacije celijske membrane,
dobro razvijen gER i Goldzi kompleks i mnogobrojne mitohondrije u citoplazmi u
odnosu na glavne ¢elije kontrolnih zivotinja. Navedene ultrastrukturne karakteristike
ukazuju na povecanu sekretornu aktivnost glavnih ¢elija parastitastih Zlezda i u skladu
su sa studijom Coleman i Silbermann (1978). Takode, Orx uzrokuje znac¢ajno smanjenje
koncentracije Ca®* u serumu u poredenju sa kontrolnom grupom Zivotinja, §to je u
skladu sa studijom Filipovi¢ i saradnika (2007) i moze predstavljati posledicu smanjene
aktivnosti TRPV5 i povecanog izlu&ivanja Ca®* urinom (Prince, 1994; Hoenderop i sar.,
2002). Usled nedostatka polnih steroida kod Orx Zzivotinja moguée je smanjenje
aktivacionog signala za sintezu i sekreciju FGF23, a kao posledica toga inhibicija
sinteze 1 sekrecije PTH, pa je koncentracija PTH u serumu kod Orx Zivotinja povecana.
Takode, smanjena koncentracija Ca** u serumu nakon Orx moze doprineti poveéanju
koncentracije PTH u cirkulaciji, jer je poznato da je hipokalcemija glavni stimulatorni
faktor sekrecije PTH (Galitzer i sar., 2008). Pored toga, niska koncentracija Ca’* u
serumu reguliSe stabilnost iRNK za PTH na posttranskripcionom nivou, i omogucéava
interakciju RNK-vezujuéih proteina sa iRNK za PTH (Naveh-Many, 2010).

Hroni¢ni tretmani Orx zivotinja TP-om, odnosno EDP-om uzrokovali su zna¢ajno
smanjenje volumena parastitastih zlezda. Tretman EDP-om je znacajno smanjio

volumensku gustinu glavnih ¢elija na raCun povecanja volumenske gustine
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intersticijuma. Analiza ultratankih preseka glavnih Celija paraStitastih Zlezda nakon
tretmana TP-om odnosno EDP-om pokazuje manje zastupljene interdigitacije éelijske
membrane, slabije razvijen gER i GoldZi aparat, i smanjen broj mitohondrija u
poredenju sa glavnim ¢elijama Orx grupe Zivotinja, $to ukazuje na sSmanjenu sekretornu
aktivnost glavnih cCelija paraStitastih zlezda. Sve ove histomorfometrijske 1
ultrastrukturne promene prac¢ene su smanjenjem nivoa PTH u serumu nakon tretmana
TP-om odnosno EDP-om §to sugeriSe inhibitoran efekat polnih hormona na funkciju
paraStitastin Zlezda. Poznato je da su paraStitaste Zlezde ciljni organi delovanja
estrogena, ali je prisutsvo ER u njihovim glavnim ¢elijama i dalje kontroverzno pitanje
(Naveh-Many i sar., 1992, Carrillo-Lopez i sar., 2009). Medutim, efekat estrogena na
paraStitaste Zlezde moZe biti ostvaren indirektno delovanjem FGF23 na sekretornu
aktivnost glavnih ¢elija parastitastih Zlezda koje proizvode PTH (Carrillo-Lopez i sar.,
2009). Takode, Carrillo-Lopez i saradnici (2009) su pokazali da je nivo FGF23 povecan
nakon tretmana osteoblasta estradiolom u vremenski i dozno zavisnom maniru.
Vezivanjem za receptorski kompleks FGFR1-Klotho, FGF23 ostvaruje inhibitoran
efekat na sintezu i sekreciju PTH aktiviraju¢i MAPK i ERK 1/2 signalne puteve (Ben-
Dov i sar., 2007).

Kod Orx zivotinja tretiranih Vit D, volumen parastitastih Zlezda nije smanjen, ali
je koncentracija PTH u serumu snizena u odnosu na Orx grupu. Takode, ultrastrukturna
analiza glavnih celija parastitastih zlezda nakon tretmana Vit D pokazuje manje
zastupljene interdigitacije ¢elijske membrane, slabije razvijene sintetske organele gER i
Goldzi aparat, dok se u citoplazmi uofava manji broj mitohondrija. Inhibitorno
delovanje na sintezu i sekreciju PTH Vit D moze ostvariti direktnim vezivanjem za

VDR u jedru glavnih ¢elija parastitastih zlezda (Silver i sar., 1986; Naveh-Many i sar.,
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1990). Znadajno poveéanje koncentracije Ca®* u serumu u ovim eksperimentalnim
uslovima, nakon tretmana TP-om, EDP-om ili Vit D u poredenju sa Orx zivotinjama,
moZe delovati inhibitorno na sekreciju PTH i u skladu je sa navodima Chu i saradnika
(1973).

Volumen parastitastih zlezda Orx pacova nakon tretmana genisteinom je znacajno
povecéan, dok je tretman daidzeinom znacajno smanjio volumen parastitastih Zlezda, u
odnosu na Orx kontrolnu grupu Zzivotinja. Volumenske gustine glavnih celija su
znacajno smanjene, dok su volumenske gustine intersticijuma znacajno povecane nakon
aplikacije ovih izoflavona. Koncentracija PTH u serumu je znacajno smanjena nakon
tretmana izoflavonima, Sto pokazuje da je povecanje volumena parastitastih zlezda
posledica povecanja volumena nesekretorne faze zlezda. Ultrastrukturna analiza je
potvrdila o¢ekivan nalaz uzrokovan inhibitornim delovanjem izoflavona. Naime, nakon
tretmana genisteinom ili daidzeinom znatno manje su izrazene interdigitacije Celijske
membrane, slabije je razvijen gER 1 Goldzi kompleks, i prisutan je manji broj
mitohondrija u citoplazmi, u odnosu na glavne ¢elije kod Orx grupe. Obzirom na
kontroverzno pitanje postojanja ER u glavnim ¢elijama parastitastih zlezda (Naveh-
Many i sar., 1992, Carrillo-Lopez i sar., 2009) i na moguc¢nost njegovog odsustva,
delovanje genisteina i daidzeina na sintezu i sekreciju PTH je verovatno posredovano
mehanizmom nezavisnim od ER. Takode, mehanizam delovanja genisteina i daidzeina
na aktivnost glavnih ¢elija parastitastih Zlezda moze biti ostvaren i indirektnim putem.
Vezivanje ovih izoflavona za ER u koStanom tkivu (Onoe i sar., 1997) moze stimulisati
sintezu i sekreciju FGF23, koji inhibira sintezu i sekreciju PTH (Ben-Dov i sar., 2007).
Nakon tretmana genisteinom odnosno daidzeinom, povecana je koncentracija Ca* u

serumu Sto dodatno moze delovati inhibitorno na sekreciju PTH usled aktivacije CaSR
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na membrani glavnih Celija parastitastih zlezda (Kifor i sar., 2001). Medutim, precizan
mehanizam delovanja genisteina i daidzeina na strukturne i funkcionalne karakteristike
glavnih ¢elija parastitastih zlezda u animalnom modelu andropauze nije u potpunosti
razjasnjeno 1 ostaje predmet buducih istrazivanja.

Tretman Orx Zivotinja kalcijumom u naSim eksprimentalnim uslovima znacajno je
smanjio volumen parastitastin Zlezda i volumensku gustinu glavnih ¢elija, kao i
koncentraciju PTH u serumu u odnosu na Orx pacove. Volumenska gustina
intersticijuma nakon tretmana kalcijumom je znaCajno povecana u odnosu na Orx
zivotinje, $to dodatno snizava sekretorni potencijal glavnih ¢elija paraStitastin Zlezda.
Ultrastrukturna analiza pokazuje manje izrazene interdigitacije c¢elijske membrane,
slabije razvijeni gER 1 Goldzi kompleks, i manji broj mitohondrija u poredenju sa
glavnim ¢elijama Orx grupe. Inhibitorni efekat tretmana kalcijumom na histomorfoloSke
1 ultrastrukturne karakteristike glavnih ¢elija parastitastih zlezda, zajedno sa o¢ekivanim
poveéanjem koncentracije Ca®* u serumu, moZe biti posledica aktivacije CaSR i
stimulacije MAPK signalnog puta (Kifor i sar., 2001), Sto za posledicu ima snizavanje
koncentracije PTH u serumu koje je pokazano u ovom istrazivanju.

U skladu sa rezutatima prethodnih istrazivanja (Filipovi¢ 1 sar., 2007; 2010), Orx
je u ovom eksperimentu uzrokovala znadajno smanjenje koncentracija Ca®* i Pi u
serumu $to je praceno znadajnim poveéanjem koncentracija Ca®* i Pi u urinu, u odnosu
na lazno operisanu kontrolnu grupu. Objavljeni rezultati ovih istrazivanja prvi put
pokazuju da nedostatak polnih hormona izazavan Orx-om deluje inhibitorno na
ekspresiju gena za NaPi 2a Kkotransporter na pokrovnoj ivici epitelnih celija
proksimalnih tubula bubrega, §to za posledicu ima povecanje koncentracije Pi u urinu u

poredenju sa kontrolnom grupom pacova (Panteli¢ i sar., 2013). Kod Orx Zzivotinja je
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uoCeno znacajno povecanje intenziteta imunofluorescentnog signala za PTHL1R u
epitelnim celijama proksimalnih tubula bubrega u odnosu na lazno operisanu kontrolnu
grupu. Poznato je da PTH vezivanjem za PTHI1R ostvaruje inhibitoran uticaj na
ekspresiju NaPi 2a kotransportera (Kempson i sar., 1995; Bacic i sar., 2006). U prilog
smanjenoj ekspresiji NaPi 2a kotransportera je 1 povecana koncentracija PTH nakon
Orx, koja je detektovana u ovom istraZzivanju. Josifovska i saradnici (2003) su pokazali
da PTH ima stimulatorni uticaj na ekspresiju PTH1R u tubulima bubrega. Inhibitorna
uloga FGF23 na ekspresiju NaPi 2a kotransportera dokumentovana je brojnim studijama
(Gatteneni 1 sar., 2009; Razzaque, 2009; Farrow i sar., 2009). Medutim, postoji
mogucénost da je nedostatak polnih hormona kod Orx zivotinja snizio koncentraciju
FGF23 (Carrillo-Lopez i sar., 2009), pa bi sniZzena ekspresija NaPi 2a kotransportera
mogla biti posledica inhibicije od strane PTH. Takode, u prilog ovoj pretpostavci je i
nepromenjen intenzitet imunoreaktivnosti i nivo ekspresije iRNK za FGFR i Klotho
receptor u tubulima bubrega Orx pacova u poredenju sa kontrolnim vrednostima.
Povecéana koncentracija Ca*" u urinu kod Orx Zivotinja moZe biti posledica izostanka
pozitivnog efekta sekretorne forme Klotho proteina na aktivnost TRPV5 i reapsorpciju
Ca’* iz urina.

Intenzitet imunofluorescence obelezenog NaPi 2a kotransportera kao i nivo
ekspresije njegove iRNK su pojacani nakon tretmana TP-om i Vit D, dok je signal
imunofluorescentno obelezenog PTH1R smanjen, u odnosu na Orx Zivotinje. Povecan
stepen ekspresije NaPi 2a kotransportera na apikalnoj membrani epitelnih Celija
proksimalnih tubula bubrega, nakon tretmana TP-om, doprineo je povecanju
koncentracije Pi u serumu, u poredenju sa serumom Orx pacova. Smanjenje

koncentracije PTH, kao i smanjenje intenziteta imunofluorescence za PTH1R, nakon
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tretmana Vit D, moze doprineti povecanoj ekspresiji NaPi 2a kotransportera i smanjenoj
koncentraciji Pi u urinu, u odnosu na iste parametre kod Orx grupe. Zastupljenost
imunoobeleZzenog FGFR receptora i nivoi iRNK za ovaj receptor su smanjeni nakon
tretmana Vit D, Sto dovodi do izostanka inhibitornog dejstva FGF23 na aktivnost NaPi
2a kotransportera. Posledica toga moZe biti smanjenje koncentracije Pi u urinu koje je
zabeleZeno nakon tretmana Vit D. Tretman EDP-om znac¢ajno je smanjio kako intenzitet
imunofluorescentno obeleZenog signala, tako i nivo ekspresije IRNK za NaPi 2a, dok je
prisustvo PTH1R neznatno smanjeno, $to je zajedno doprinelo povecanju koncentracije
Pi u urinu. Mehanizam delovanja EDP na regulaciju ekspresije i aktivnosti NaPi 2a
kotransportera nije poznat. Studija Faroqui i saradnika (2008) pokazuju da inhibitoran
efekat tretmana EDP-om na NaPi 2a ekspresiju i aktivnost nije posredovana preko ERa.
Neznatno promenjena zastupljenost PTHIR u epitelnim c¢elija proksimalnih tubula
bubrega, u odnosu na Orx grupu, omogucava veéi stepen inhibitornog delovanja PTH na
ekspresiju NaPi 2a kotransportera, $to rezultuje pove¢anom koncentracijom Pi u urinu,
detektovanom nakon EDP tretmana. Takode, znafajno povecanje intenziteta
imunoreaktivnosti za FGFR i Klotho receptora kao i nivoa iRNK ovih receptora koji su
uoceni nakon tretmana EDP-om, omogucavaju potentan inhibitoran efekat FGF23 na
aktivnost NaPi 2a kotransportera. Carrillo-Lopez i saradnici (2009) su u in vitro studiji
pokazali da estradiol deluje stimulatorno na sintezu i sekreciju FGF23 od strane
osteoblasta, kao i da FGF23 ima stimulatoran efekat na ekspresiju iRNK za Klotho, za
koji pretpostavljaju da maskira ili izjednacava efekat estrogena.

Nakon tretmana izoflavonima intezitet imunofluorescentog signala i nivo
ekspresije iRNK za NaPi 2a kotransporter, su znacajno povecani u odnosu na Orx grupu

zivotinja. Povecana ekspresija i prisustvo NaPi 2a kotransportera na apikalnoj
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membrani epitelnih ¢elija proksimalnih tubula, nakon tretmana genisteinom i
daidzeinom je znacajno smanjila koncentraciju Pi u urinu i povecala njegovu
koncetraciju u serumu, u poredenju sa Orx zivotinjama. Nasi rezultati sugeriSu da je
povecana ekspresija NaPi 2a kotransportera nakon tretmana genisteinom i daidzeinom
verovatno posledica redukovane inhibicije od strane PTH, budu¢i da je njegova
koncentracija u serumu, nakon tretmana izoflavonima snizena. Takode, zastupljenost
imunofluorescentno obelezenog PTHIR nakon tretmana izoflavonima je znaéajno
smanjena u poredenju sa Orx grupom. Kao §to je ve¢ napomenuto, PTH 1 FGF23 deluju
inhibitorno na ekspresiju NaPi 2a kotransportera i svoj efekat ostvaruju aktivacijom
ERK1/2 signalnog puta (Yamashita i sar., 2002; Bacic i sar., 2003). Nesumnjiva
inhibitorna uloga genisteina u regulaciji tirozin kinaza (Akiyama i sar., 1987; Yan i sar.,
2011) sugeriSe njegovo mogucée delovanje na aktivaciju ERK1/2 signalnog puta i
inhibiciju izlu¢ivanja Pi urinom, uzrokovanih PTH-om i FGF23. Pored toga, rezultati
ovog istrazivanja pokazuju da su intenzitet imunoreaktivnosti i ekspresija iRNK za
FGFR smanjeni nakon tretmana izoflavonima. Sa druge strane intezitet obojenosti i nivo
ekspresije iRNK za Klotho receptor su znac¢ajno povecani nakon tretmana genisteinom,
odnosno smanjeni nakon tretmana daidzeinom, u poredenju sa Orx pacovima. Precizni
mehanizam delovanja genisteina i daidzeina na ekspresiju funkcionalno zavisnog
receptorskog kompleksa nisu rasvetljeni 1 trebalo bi da budu predmet buducih
istrazivanja. Utvrdeno je da glukokortikoidi imaju inhibitoran efekat na ekspresiju NaPi
2a kotransportera (Levi i sar., 1995). Medutim, studije AjdZanovi¢ i saradnika (2009a;
2009b; 2011) dokumentuju da je koncentracija kortikosterona kod Orx pacova smanjena
nakon aplikacije genisteina ili daidzeina. lzostanak inhibitornog delovanja

glukokortikoida nakon tretmana izoflavonima moze doprineti povecanju ekspresije

91



Diskusija

NaPi 2a kotransportera na cetkastoj pokrovnoj membrani. Pored toga, moguci
mehanizam delovanja izoflavona mogao bi biti i preko ER. Kao §to je ve¢ pomenuto
Faroqui i saradnici (2008) su pokazali da estradiol ima inhibitoran efekat na ekspresiju
NaPi 2a kotransporter, ali da taj efekat nije regulisan interakcijom sa ERa. Kod Orx
pacova ekspresija ERB je znacajno povecana, dok je nivo ekspresije ERa nepromenjen
(Rogers i sar., 2007). Genistein i daidzein imaju veéi afinitet vezivanja za ERB (Kuiper i
sar., 1997) Sto navvodi na pretpostavku da bi navedeni izoflavoni mogli delovati na
regulaciju ekspresije NaPi 2a kotransportera posredstvom vezivanja za ERB. U svakom
slu¢aju neophodne su dodatne studije koje bi rasvetlile tacan mehanizam delovanja
genisteina i daidzeina na regulaciju ekspresije NaPi 2a kotransportera na apikalnoj
membrani epitelnih ¢elija proksimalnih tubula.

Tretman Orx pacova kalcijumom u naSim eksperimentalnim uslovima uzrokovao
je znacajno povecanje koncentracije Pi u serumu, kao posledicu povecane reapsorpcije
Pi u urinu, zajedno sa blagim pove¢anjem imunofluorescentnog signala i nivoa iRNK za
NaPi 2a u odnosu na Orx pacove. S obzirom da je koncentracija PTH snizena nakon
tretmana kalcijumom, povecana ekspresija NaPi 2a kotransportera je verovatno rezultat
smanjene inhibicije od strane PTH. U prilog ovoj pretpostavci je i smanjen signal
imunofluorescentno obelezenog PTH1R koji je detektovan nakon tretmana kalcijumom.
Poveéana koncentracija Ca®* u serumu nakon tretmana kalcijumom, moZe aktivirati
CaSR u epitelnim ¢elijama proksimalnih tubula i neposredno ponistiti PTH-om izazvan
inhibitorni efekat na ekspresiju NaPi 2a kotransportera (Ba i sar., 2003). Intenzitet
obojenosti i nivo IRNK i za FGFR i Klotho receptore pokazuju slican stepen snizenja
nakon tretmana kalcijumom u odnosu na Orx Zzivotinje. lIzostanak inhibitornog

delovanja FGF23 na ekspresiju NaPi 2a kotransportera takode moZe biti jedan od
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razloga smanjene koncentracije Pi u urinu pacova tretiranih kalcijumom. Mehanizam
delovanja kalcijuma na ekspresiju FGFR i Klotho receptora za sada nije poznat.

Koncentracija Ca?* u urinu nakon Orx u nasim eksperimentalnim uslovima
znacajno je povecana u odnosu na lazno operisanu kontrolnu grupu zivotinja i U
saglasnosti je sa prethodnim literaturnim podacima (Filipovi¢ i sar., 2007; 2010; 2013).
Intenzitet imunoreaktivnosti kao i nivo ekspresije iRNK za Klotho receptor nakon Orx
nisu zna¢ajno promenjeni u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja. Nedostatak polnih
hormona, koji imaju stimulatorni efekat na TRPV5 (Prince, 1995; Van Abel i sar.,
2002), kao i nepromenjeni intenzitet imunoreaktivnosti i ekspresije gena za Klotho
receptor sugerisu inhibitorni uticaj Orx na TRPV5 i izostanak glukuronidazne aktivnosti
sekretovanog Klotho proteina.

Tretmani TP-om ili Vit D su znadajno smanjili koncentraciju Ca®* u urinu, ali
navedeni tretmani nisu uzrokovali znacajne promene u intenzitetu obojenosti i ekspresiji
gena za Klotho receptor u poredenju sa Orx pacovima. Nakon tretmana EDP-om,
intenzitet imunoreaktivnosti i nivo iRNK za Klotho receptor znacajno su povecani u
odnosu na Orx zivotinje. Usled pozitivnog efekta polnih hormona na aktivnost TRPV5,
smanjenje koncentracije Ca’* u urinu je o&ekivano §to nasi rezultati potvrduju. Takode,
povecani intenzitet imunoobelezenog Klotho proteina i ekspresija iRNK za ovaj
receptor nakon tretmana EDP-om stimulatorno deluje na aktivnost TRPV5 i reapsorciju
Ca’* iz urina.

Nakon tretmana genisteinom, stepen obojenosti i nivo IRNK Klotho receptora su
znacajno poveéani u poredenju sa Orx zivotinjama, §to je praeno smanjenjem
koncentracije Ca®" u urinu. Estrogenski efekat koji ispoljava genistein (Kuiper i sar.,

1997) moze biti jedan od razloga njegovog stimulatornog uticaja na ekspresiju iRNK za
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Klotho receptor. Snizena koncentracija Ca** u urinu nakon tretmana genisteinom, moze
biti posledica glukuronidazne aktivnost Klotho proteina i povecane aktivnosti TRPVS
(Chang 1 sar., 2005). Tretman daidzeinom je znacajno smanjio intenzitet
imunoreaktivnosti i nivo iRNK za Klotho receptor, u odnosu na Orx grupu, iako je
koncentracija Ca** u urinu sniZena. SniZena koncentracija Ca>* u urinu nakon tretmana
daidzeinom u skladu je sa novijim literaturnim podacima (Filipovi¢ i sar., 2010) i mogla
bi biti posledica estrogenskog delovanju daidzeina, a samim tim i stumulacije aktivnosti
TRPVS5 i reapsorpciji Ca®* iz urina (Van Abel i sar 2002). U prilog ovome je i dokaz o
povecéanoj zastuljenosti ERB u bubregu pacova nakon Orx (Rogers i sar., 2007), za koji
se daidzein vezuje sa ve¢im afinitetom u odnosu na ERa (Kuiper i sar., 1997). Buduca
istraZivanja mehanizama delovanja izoflavona na regulaciju homeostaze Ca®* i Pi kao i
identifikacija ostalih fizioloskih signala koji uticu na ovaj proces su neophodna radi
boljeg razumevanja mehanizama odgovornih za koordinaciju homeostaze i metabilizma
Ca”™" i Pi.

Intenzitet obojenosti i nivo iIRNK za Klotho receptor nakon tretmana kalcijumom
nije znatajno promenjen nakon Orx, dok je koncentracija Ca** u urinu znacajno sniZena
u poredenju sa Orx zivotinjama. Budu¢i da je koncentracija PTH snizena nakon
tretmana kalcijumom, a ekspresija gena i Klotho proteina nepromenjena, moguce da je
smanjen stimulatorni efekat PTH 1 sekretorne forme Klotho proteina na aktivnost
TRPVS5. Pored toga, povecanje stepena pasivnog transporta Ca®" izmedu epitelnih ¢elija
proksimalnih tubula bubrega moZze biti jedno od objasnjenje dobijenih rezultata.

Precizan mehanizam delovanja bi¢e predmet nasih buduc¢ih studija.

94



6. Zakljucci
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Na osnovu dobijenih rezultata, a u skladu sa postavljenim ciljem i konkretnim

zadacima istrazivanja moguce je izvesti slede¢e zakljucke:

- nedostatak polnih hormona, nakon Orx, stimulisao je porast volumena parastitastih
zlezda, a detektovane ultrastrukturne promene glavnih ¢elija ovih Zlezda znak su
njihove pojacane sintetske aktivnosti §to je praceno povecanjem sekrecije 1 nivoa PTH u
serumu u odnosu na kontrolne vrednosti;

- hroni¢ni tretmani Orx zivotinja TP-om ili EDP-om su zna¢ajno smanjili volumen
parastitastih Zlezda, a inhibitorne promene na ultrastrukturnom nivou glavnih ¢elija 1
smanjenje koncentracije PTH u serumu, svedo¢e o inhibiciji sinteze i sekrecije ovog
hormona u poredenju sa aktivnos¢u glavnih ¢elija kod kontrolnih Orx Zivotinja;

- hroni¢ni tretman Orx zivotinja genisteinom znacajno je povecao volumen parastitatih
Zlezda u kojima je izrazena proliferacija vezivnog tkiva, dok je tretman daidzeinom
smanjio volumen parastitastih Zlezda. Volumen glavnih ¢elija znacajno je smanjen dok
je volumen intersticijuma znacajno povecan nakon tretmana genistinom ili dadizeinom
u odnosu na kontrolne Orx Zivotinje. Analiza ultrastrukturnih karakteristika glavnih
¢elija parasStitastih zlezda ukazuje na inhibitorni efekat tretmana izoflavonima na
njihovu sintezu i sekreciju pa je nivo PTH u serumu znacajno snizen u poredenju sa
kontrolnim vrednostima;

- hroni¢ni tretman Orx zivotinja kalcijumom znacajno je smanjio volumen parastitastih
zlezda, inhibirao sintetsku i sekretornu aktivnost glavnih ¢elija i snizio koncentraciju
PTH u serumu, u poredenju sa kontrolnim Orx Zivotinjama;

- nedostatak polnih hormona nakon Orx, uzrokovao je znacajno smanjenje intenziteta

imunofluorescentno obelezenog NaPi 2a kotransportera 1 pojacanje intenziteta
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obelezenog PTHIR u epitelnim ¢elijama proksimalnih tubula bubrega u poredenju sa
kontrolnim vrednostima;

- hroni¢ni tretmani Orx zivotinja TP-om ili Vit D uzrokovali su znacajno povecanje
zastupljenosti i ekspresije NaPi 2a kotransportera i smanjeno prisustvo PTHL1 receptora,
u poredenju sa kontrolnim vrednostima. Jacina imunoreaktivnosti i stepen ekspresije za
FGF receptor znacajno su smanjeni nakon tretmana Vit D, dok je tretman EDP-om
delovao inhibitorno na zastupljenost i ekspresiju NaPi 2a kotransportera, odnosno
stimulatorno na jac¢inu imunoreaktivnosti i stepen ekspresije FGF i Klotho receptora;

- hroni¢ni tretmani Orx Zivotinja izoflavonima, znacajno su povecali intenzitet
imunofluorescentno obelezenog NaPi 2a kotransportera kao i nivo iRNK za NaPi 23, i
smanyjili zastupljenost PTH1 receptora, u odnosu na kontrolne vrednosti. Ovi tretmani su
smanjili zastupljenost i nivo iRNK za FGF, u poredenju sa kontrolnim vrednostima.
Ja€ina imunoreaktivnosti i stepen ekspresije za Klotho receptor su povecani nakon
tretmana genisteinom, odnosno smanjeni nakon tretmana daidzeinom;

- hroni¢ni tretman Orx Zivotinja kalcijumom smanjio je zastupljenost PTH1 i FGF
receptora u epitelnim ¢elijama proksimalnih tubula u poredenju sa kontrolnim
vrednostima;

- nedostatak polnih hormona, nakon Orx, znacajno je smanjio koncentracije Ca’* i Pi u
serumu, odnosno poveéao koncentracije Ca®* i Pi u urinu, u poredenju sa kontrolnim
vrednostima;

- nakon hroni¢nih tretmana TP-om, EDP-om ili Vit D koncentracije Ca’* u serumu su
povecane, dok je tretman TP-om uzrokovao i poveéanje koncentracije Pi u serumu, u
odnosu na iste parametre kod Orx pacova. Koncentracija Ca®* u urinu znadajno je

smanjena nakon tretmana TP-om, EDP-om ili Vit D, dok je koncentracija Pi u urinu
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znacajno povecana nakon tretmana EDP-om a smanjena nakon tretmana sa Vit D u
odnosu na kontrolne vrednosti;

- hroniéni tretmani genisteinom ili daidzeinom znacajno su poveéali koncentracije Ca**
i Pi u serumu i uzrokovali znadajno smanjenje koncentracija Ca** i Pi u urinu, u
poredenju sa kontrolnim vrednostima;

- hroni&ni tretman kalcijumom znagajno je poveéao koncentracije Ca®* i Pi u serumu,
dok su koncentracije Ca** i Pi u urinu znaGajno smanjene nakon ovog tretmana, u

odnosu na njihove vrednosti kod Orx pacova.

Na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem efekata steroida, izoflavona i kalcijuma u
animalnom modelu andropauze utvrdene su izvesne razlike u dejstvima istog smera
konvencionalnih i alternativnih terapijskih pristupa na homeostazu Ca** i Pi. Naime, u
poredenju sa tretmanima steroidnim hormonima i kalcijumom, tretmani izoflavonima
ispoljavaju jaci stimulatoran efekat na ekspresiju NaPi 2a kotransportera, znacajnije
snizavaju stepen zastupljenosti PTH1R, prisustvo i ekspresija FGFR u tubulima bubrega
je izraZenije smanjena, imaju intenzivniji efekat na smanjenje koncentracija Ca** i Pi u
urinu, odnosno na povecanje koncentracija Ca®* i Pi u serumu. Sve navedene promene

mogu pozitivno regulisati homeostazu koja je narusSena procesom starenja.
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Mpunor 1.

MUsjaBa o aytopcTBY

MoTnucaHu-a JacmuHa XXusaHosuh
Bpoj ynuca CO 070101
UzjaBrbyjem

[la je joKTOpCKa AucepTauuja nog Hacnosom

CTpyKTYpHE 1 (DYHKUMOHANHE NPOMEHE NapallTUTacTUX >Xnesfa UM bybpera HakoH
npuMeHe cTepouaa, u3odnasBoHa W Kanuuiyma vy aHuManHoM  MoAeny
aHgponayse

® pEe3ynTaTt CONCTBEHOr UCTPaXKMBa4YKor paaa,

* [a npeanoxeHa guceprtauuja y UenuHu H1 y Aenoeuma Huje 6una npeanoxexa
3a fobujare GUNO Koje AuNnoMe npema CTYAWCKAM Mporpamuma Apyrux
BUCOKOLLIKONCKUX YCTaHOBa,

e [acy pesynTaTtu KOPeKTHO HaBeEeHU U

* Aa HucaM Kpluuo/na aytopcka npasa W KOPUCTMO WHTEMNEKTyasiHy CBOjUHY
ApYrvx nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 2540 QO’B).
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 ICTOBETHOCTU WITaMNaHe U erneKTpPOHCKe
Bep3unje NOKTOPCKOr paga

Wme u npesnme ayTopa JacmuHa XKusaHosuh
Bpoj ynuca CO 070101
Cryaunjckn nporpam buonoruja henwja u Tkmsa

Hacnos paga CTpykTypHe 1 chyHKUNOHANHE NPOMEHE NapaluTUTACTUX Xe3na u
bybpera HakoH NpuMeHe cTepouaa, M30hNaBOHA W KANLMiyMa Y aHUMAaTHOM Moaeny
angponayse

MeHtop __ap Bpaxko ®ununosuh u ap Maja hakvh-Munowesuh

MNMoTtnucaxu JacmuHa XXuneanosuh

u3jasrbyjem na je wramnaHa Bepauja Mor AOKTOPCKOr pana WCTOBETHa eneKTPOHCKO]
BEpauju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuBare Ha noprany [uMrutanHor
penosuTopujyMa YHueepauteTa y Georpaay.

lNossorbasam aa ce objase MOjU NUYHW MOAaUM Be3aHW 3a nobuvjawe akagemckor
3Baka AOKTOpa Hayka, kao LTO Cy UME W MpesuMe, rofuHa n MecTo pofiersa 1 aatym
onbpaxe papa.

OBM nuYHM nojaum mory ce 06jaBUTU Ha MPexXHUM CTpaHuLaMa AuruTanHe
Bubnuoteke, y enekTpOHCKOM kaTanory u y nybnvkauvjama YHusepauteTa y beorpaay.

MoTnuc gokTtopaHaa
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHusepsutetcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh" Aa y Ourutanniu
penosutopujym YHusepsuteta y Beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBoMm:

CTpYKTYpHE ¥ hyHKLMOHANHE NPOMEHE NapallTUTACTUX nesna v bybpera HaKOH
npumeHe ctepouaa, nsodnasoHa U kanumjyMma y aHuManHoMm Moaeny
asapornayae

Koja je Moje ayTopcko geno.

HAvcepTauujy ca ceum npunosuma npegao/na cam y eneKkTPOHCKOM thopmaTy NoroaHom
3a TpajHoO apxuBMparse.

Mojy AokTopcky aucepTauujy noxparseHy y Jurutantu penosnTopujyMm YHusepauteTa
y Beorpagy mory ga kopucte cBu Koju nowTyjy oapenbe cappaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe sajegruue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uno/na.

1. AyTopcTBO
2. AYTOPCTBO - HEKOMEpPUWjanHO
@AyTOpCTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AYyTOpPCTBO — HEKOMEPLMjanHoO — 4ENUTH NOA UCTAM YCNOBUMA
5. AytopcTtBo — Bes npepage
6. AyTopcTBO — AEnNUTW Nog UCTUM YCroBUMA

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jefHy 04 LWECT MOHyReHWX nuueHuM, KpaTak onuc
nuueHumn aart je Ha nonefuHm nucra).

MoTtnuc pokTopanga

Y Beorpagy, 02540 2075
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1. AyTopctBo - [losBorbaBaTe ymMHOXaBatse, AMCTPUBYUM]Y W jaBHO CaonTaBakke
Aena, n npepaje, ako ce HaBeAe UMe aytopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
wnu fAasaoua nuueHue, Yak u y komepuwjante cepxe. OBo je HajcnobofdHuja oa ceux
NULEHLW.

2. AYTOpCTBO — HekomepuujanHo. [o3sorbasaTe yMHOXKaBaHe, ONCTPUOYLIK)Y 1 jaBHO
caonwrasat-e Aena, v npepage, ako ce Haele ume ayTopa Ha HauuH oapefjeH on
CTpaHe ayTopa unw Aasaoua nuueHue. OBa nuuUeHua He [03BOSbaBa KOMEpUMjanHy
ynoTtpeby gena.

AyTopcTBO - HekoMmepuujanHo — 6es npepage. [lossorbasare YMHOXaBahse,
AnCTpuOyuujy 1 jaBHO caonwTasake fena, 6es npomewa, npeobnukoBawa Wunu
ynotpebe fena y cBOM Aeny, ako ce HaBeae WMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o
CTpaxe ayTtopa uiu Aasaola nuueHue. OBa NuueHUa He 103BOfbasa KoMepuwjanHy
ynotpeby Aena. Y o4HOCY Ha cBe OCTane MMLEHLE, OBOM NULEHLOM Ce orpaHnyasa
Hajsehn obum npaea kopuihewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEepLWjanHO — AEnNUTW Moa WCTUM ycnosuma. [Jo3ssorbaeaTte
yMHOXaBare, AUCTPUOYLMjy 1 jaBHO caoniuTaBare Aena, u npepaje, ako ce Hasege
“Me ayTopa Ha HauuH oApefeH oA cTpaHe ayTopa wnu gaBaolia NULEHLE U ako ce
npepaga AucTpubywpa noA WCTOM WAW CAMYHOM fMUeHUoM. OBa nuueHua He
A03BOMLaBa KoMepuujanHy ynotpedy gena u npepaja.

5. Aytopcteo — 6e3 npepage. [loseorbasate yMHOXKaBae, ancTpubyunjy u jasHo
caonwraeare fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara unK ynotpebe aena y cBoM aeny,
aKo ce Haeeje uMe ayTopa Ha HauwH odpefleH og cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua ao3soreaBa KomMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - [genuTM noA WCTUM ycnosuma. [lossorbaeate YMHOXaBare,
AVCTPUBYLMjy W jaBHO caonwuTaBake Aena, u npepage, ako ce HaBeae ume aytopa Ha
HauMH oapefeH of cTpaHe ayTopa unuM JaBaola NUUEHUE W ako ce npepaga
AucTpubynpa mnoA WCTOM UMM chiudHOM nuueHuoMm. OBa NUUeHua [03BOrbasa
komepuujanHy ynotpeBy aena u npepaga. CrnuuHa je codTBEPCKUM nuueHuama,
OAHOCHO NUUEHLamMa OTBOPEHOr Koaa.
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