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Odgovor hipotalamo-hipofiznog sistema pacova ndzone soje: morfofunkcionalna
studija

Rezime

Izoflavoni soje, genistein i daidzein, se sve vieriste u preventivi i
alternativnoj terapiji raztitih patoloSkih stanja. Uticaj izoflavona soje na
neuroendokrini sistem bio je, a i danas je, predstedzivanja razéitih studija. Veliki
broj literaturnih podataka govori o uticaju izoftma soje na reproduktivni sistem, s
obzirom na njihovu estogensku i anti-estrogenskiiviasst. Ipak, podaci o njihovom
uticaju na somatotropni i adrenokortikotropni sisteskudni su, a neophodni, iméju
u vidu zn&aj ovih sistema za normalan razvoj i funkcionisaoiganizma. Takde,
mnogobrojnein vitro studije obezh#uju samo limitirane informacije o potencijalnim

efektimain vivo.

Cilj ove studije je bio da se ispita uticaj hramh tretmana estradiol-
diproprionatom, genisteinom i daidzeinom na histkéy stereoloSke i biohemijske
parametre somatotropnog i adrenokortikotropnogesiat orhidektomisanih adultnih

pacova.

Na paetku eksperimenta adultni pacovi Wistar soja, farieseca, su podeljeni
u dve eksperimentalne grupe: lazno orhidektomig&iam) i orhidektomisanu (Orx)
grupu. Dve nedelje nakon sham operacije ili orhidekje pacovi su podeljeni u sedam
eksperimentalnih grupa. Prvu (Shaml) grupu singevale sham operisane Zivotinje
subkutano (s.c.) tretirane odgovart@m zapreminom steriinog maslinovog ulja,
medijumom estradiol-diproprionata (medijum ). Dou@Orx1) grupu su sajavale
orhidektomisane Zivotinje s.c. tretirane odgovatajn zapreminom medijuma |. U
trecoj (Orx1+E) grupi orhidektomisane Zivotinje su s.tretirane estradiol-
dipropionatom u medijumu | (0,6 mg/kg t.mQetvrta (sham operisana - Sham2) i peta
(orhidektomisana - Orx2) grupa s.c. su tretirangoodrajiom zapreminom mesavine
alkohola i sterilnog maslinovog ulja, medijumom m&ina i daidzeina (u odnosu 1:2;

medijum 1l). Sestu (Orx2+G) grupu suéBgavale orhidektomisane Zivotinje s.c.



tretirane genisteinom u medijumu 1l (30 mg/kg t,nddk je sedma (Orx2+D) grupa
orhidektomisanih pacova s.c. tretirana daidzeinoistam medijumu (30 mg/kg t.m.).
Sve grupe Zivotinja su dobijale tretman tokom tedelje (hronian tretman), a
Zrtvovane su 24 h nakon poslednje primljene doze. ge&etka i nakon zavrSenog
tretmana izmerene su telesne mase zivotinja s\8pegkmentalnih grupa, dok su mase
hipofiza izmerene nakon Zrtvovanja. Za lokalizacijarkuatnog (Arc) i
periventrikularnog (Pe) jedra, paravenrikularnodrge (PVN) i eminencije medijane
(ME) kori&eno je histolosko bojenje krezil-ljut@istom bojom. Za obeleZzavanje
oslobaajucin hormona hipotalamus@slobatajuceg hormona hormona rasta—GHRH,
somatostatina-SS, kortikotropnog osléamceg hormona-CRH) ¢éelija adenohipofize
(somatotropnih—GH i adrenokortikotropnih-ACTH) I&eno je imunohistohemijsko
bojenje. HistoloSki i imunohistohemijski obojeni egeci hipotalamusa, kao i
imunohistohemijski obojeni preseci hipofiza steos&l su analizirani, uz pomo
newCAST stereoloskog softverskog paketa. Dobijengrednosti: volumena Arc i Pe
jedra i PVN, volumenske gustine SS neurona, volanbipofize, volumenske i
numertke gustine GH i ACTHelija, apsolutnog broja i volumena GH i ACTddlija.
Koncentracija GH i ACTH u cirkulaciji oddena je biohemijskim metodama. Dobijeni
podaci su statistki obraieni.

Orhidektomija je dovela do zé@nog smanjenja (p<0.05) telesne mase adultnih
pacova u odnosu na Sham grupu pacova. Kaoniretman estradiol-diproprionatgm
doveo do zn&jnog smanjenja (p<0.05) telesne mase u odnosuxiaddupu pacova.
Hronican tretman genisteinom ili daidzeinom nije doveopdomene telesnih masa u
odnosu na Orx2 grupu pacova. Orhidektomija adulpabova je dovela do smanjenja
(p<0.05) apsolutne mase hipofize, dok je volum@otze ostao nepromenjen u odnosu
na Sham grupu pacova. Tretman estradiol-diproptarnaje doveo do povanja
(p<0.05) apsolutne mase i volumena hipofize u odmasOrx1 grupu pacova. Tretman
genisteinom je pov@o (p<0.05) apsolutnu masu i volumen hipofize uosdnna Orx2
grupu pacova. Tretman daidzeinom nije doveo do praarmase i volumena hipofize u

odnosu na Orx2 grupu pacova.

Orhidektomija je dovela do zéanog povéanja (p<0.05) volumena Arc jedra; i

do zn&ajnog smanjenja (p<0.05): imunoobojenosti GHRH asekreta u ME,



volumenske gustine SS neurona u Pe jedru, imunenbsii SS neurosekreta u ME kao
I volumenske i numetke gustine GHcelija; a nije uticala na volumen Pe jedra,
apsolutni broj, volumen i intenzitet obojenosti GHlija i nivo GH u cirkulaciji, u
odnosu na odgovardje parametre Sham grupe pacova. Nakon tretmanadiestra
diproprionatom doslo je do poéenja (p<0.05Nolumena Arc i Pe jedra, volumenske
gustine SS neurona Pe jedra, intenziteta obojeig$tneurosekreta u ME, inteziteta
obojenosti GHcelija i nivoa GH u cirkulaciji; i do smanjenja (p£€®) volumenske i
numertke gustine GHelija; dok tretman nije uticao na intenzitet obasth GHRH
neurosekreta u ME, apsolutni broj i volumen Gélija; sve u odnosu na odgovarégu
parametre Orx grupe. Hramin tretman genisteinom je doveo do p@arga (p<0.05):
volumena Arc jedra, intenziteta obojenosti GHRH rosekreta u ME, volumenske
gustine SS neurona Pe jedra, &ole SS neurosekreta u ME, volumenske i nutkeri
gustine GHc¢elija, apsolutnog broja i intenziteta obojenosti @lija i nivoa GH u
cirkulaciji; a nije uticao na volumen Pe jedra ilwmen GH¢elija; sve u odnosu na
odgovarajge parametre Orx grupe. Hréan tretman daidzeinom je doveo do
poveanja (p<0.05): intenziteta obojenosti GHRH neurosiek u ME, volumenske
gustine GHecelija, volumena i intenziteta obojenosti Glija; do smanjenja (p<0.05)
numertke gustine i apsolutnog broja Gidlija; a nije uticao na volumen Arc i Pe jedra,
volumensku gustinu SS neurona Pe jedra, intenaitefenosti SS neurosekreta u ME i

nivo GH u cirkulaciji; sve u odnosu na odgovatajparametre Orx2 grupe.

Orhidektomija je dovela do z&anog povéanja (p<0.05): volumena PVN,
volumenske gustine CRH neurona i duplo obelezeritHCFos neurona u PVN,
intenziteta obojenosti CRH neurosekreta u ME i aivACTH u cirkulaciji; do
zna&ajnog smanjenja (p<0.05) volumenske i nuwileri gustine ACTH celija i
intenziteta obojenosti ACTH; dok apsolutni broj plwmen ACTH c¢elija nisu
promenjeni; sve u odnosu na odgovafajparametre Sham grupe pacova. Hfami
tretman estradiol-diproprionatom doveo do éajaog povéanja (p<0.05)\volumenske
gustine CRH/cFos neurona, intenziteta obojenosti @Burosekreta u ME, apsolutnog
broja ACTH ¢elija i nivoa ACTH u cirkulaciji; do zn&jnog smanjenja (p<0.05)
volumenske i numetke gustine i intenziteta obojenosti ACTlija; dok nije uticao na
volumen PVN, volumensku gustinu CRH neurona i vaamACTH celija; sve u
odnosu na odgovaraje parametre Orx1 grupe. Hréan tretman genisteinom je doveo



do poveéanja (p<0.05):volumenske gustine CRH/cFos neurona PVN, volumenske
gustine i apsolutnog broja ACTKelija i nivoa ACTH u cirkulaciji; do smanjenja
(p<0.05) numetike gustine i intenziteta obojenosti ACTédtlija; dok nije uticao na
volumen PVN, volumensku gustinu CRH neurona PVNennitet obojenosti CRH
neurosekreta u ME i volumen ACTétlija; sve u odnosu na odgovar&guparametre
Orx2 grupe. Hrordan tretman daidzeinom gooveo do pov&anja (p<0.05) volumenske
gustine CRH/cFos neurona i nivoa ACTH u cirkulagjnanjenja (p<0.05) volumenske
gustine CRH neurona; dok nije uticao na volumen PYftenzitet obojenosti CRH
neurosekreta u ME, volumensku i nunikd gustinu, apsolutni broj, volumen i

intenzitet obojenosti ACTHelija; sveu odnosu na odgovardgl parametre Orx2 grupe.

Rezultati dobijeni u ovoj studiji ukazuju na stilatorni efekat genisteina na
histoloSke, stereoloSke i biohemijske parametreagotropnog i adrenokortikotropnog
sistema, dok daidzein pokazuje neSto manje izrabemnulatorni efekat na pomenute
sisteme. Ova studija predstavlja solidnu osnovudaha istrazivanja mehanizama
delovanja genisteina, odnosno daidzeina na soroatoti adrenokortikotropni sistem,
kao i za njihovu potencijalnu terapijsku korisnost.

klju¢ne rei: genistein, daidzein, GHRH, SS, GHlije, CRH, ACTHc¢elije
nawna oblast: biologija
uza nadna oblast: endokrinologija
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Effects of soy isoflavones on the hypothalamic-faty system in rats: a
morphofunctional study

Summary

The soy isoflavones genistein and daidzein aregoeised increasingly as
preventive or alternative therapeutics in varioathplogical conditions. The effects of
soy isoflavones on the neuroendocrine system wane, still are, the subject of
numerous studies. Literature data predominantlyusoon their effects on the
gonadotrophic axis, considering the soy isoflavorestablished estrogenic and
antiestrogenic mode of action. However, data alibetr potential effects on the
somatotrophic and adrenocorticotrophic systemsatheer scarce, but nevertheless very
meaningful, considering the importance of thesdesys for the normal development
and function of an organism. Furthermoie,vitro studies provide only limited data,
that cannot be fully extrapolateditovivo conditions.

The aim of this study was to investigate the effeaf chronically applied
estradiol dipropionate, genistein and daidzein lo@ histological, stereological and
biochemical parameters of somatotrophic and adaetiootrophic systems in

orchidectomized adult rats.

Initially, adult (three months old) Wistar rats needivided into two groups:
sham operated (Sham) and orchidectomized (Orx). Weeks after the surgery, the rats
were subdivided into seven experimental groups. flifs¢ group (Shaml) included
sham operated rats subcutaneously (s.c.) treatbcawiadequate volume of sterile olive
oil, the medium for estradiol dipropionate (mediymn the second group (Orx1) were
orchidectomized rats s.c. treated with an adequatene of medium I. The third group
(Orx1+E) was comprised of orchidectomized ratstseated with estradiol dipropionate
in medium | (0.6 mg/kg b.w.). The fourth (sham @ted — Sham?2) and fifth
(orchidectomized — Orx2) group of rats were s.eated with adequate volumes of
absolute ethanol and sterile olive oil mixture, thedium for genistein or daidzein
(mixing ratio was 1:2; medium II). In the sixth gy (Orx2+G) were orchidectomized
rats s.c. treated with genistein in medium Il (3@/kg b.w.), while the seventh group

(Orx2+D) included orchidectomized rats s.c. treatéith daidzein in the same medium



(30 mg/kg b.w.). All the groups of animals receivbd treatment during three weeks
(chronic treatment), and were sacrificed 24 h dfterlast injected dose. All the animals
were weighed before and after the treatment, whaepituitary weights were measured
after sacrificing. For the localization of arcuaférc), periventricular (Pe) and
paraventricular (PVN) nuclei, as well as for medieaminence (ME) cresyl violet
histochemical staining was used. Hypothalamic s#tgphormones (growth hormone
releasing hormone — GHRH, somatostatin — SS, cbrtiphin releasing hormone —
CRH) and pituitary cells (somatotrophic — GH andeadcorticotrophic — ACTH) were
immunohistochemically (peroxidase-antiperoxidass)eled. Histochemically stained
and immunohistochemically labeled hypothalamic isest as well as
immunohistochemically labeled pituitary sectionsr@vetereologically analysed, using
newCast stereological software package. The foligwialues were obtained: the Arc,
Pe and PVN nuclei volumes, volume density of SSoras, volumes of the pituitaries,
the volume and numerical density of GH and ACTHIscehs well as the absolute
numbers and volumes of GH and ACTH cells. The tatoug GH and ACTH were

determined biochemically. The obtained data weatissically processed.

Orchidectomy significantly (p<0.05) decreased lbely weight of adult rats in
comparison to Shaml operated group. Chronic tredtwéh estradiol dipropionate
caused a significant (p<0.05) decrease in body hweigmpared to the Orx1 group of
rats. There were no changes in the same paramiéer chronic treatments with
genistein or daidzein, in comparison to Orx2 grddphidectomy of adult rats led to a
decrease (p<0.05) in absolute pituitary weight,levithe pituitary volume remained
unchanged compared to Sham1 group. Treatment withdiol dipropionate increased
(p<0.05) absolute pituitary weight and volume, omparison to Orx1 group of rats.
Genistein treatment increased (p<0.05) absolutetg@iy weight and volume compared

to Orx2 group, while the same parameters remainetianged after daidzein treatment.

Orchidectomy provoked a statistically significamiaggement (p<0.05) of the
Arc nucleus volume; a decrease (p<0.05) of: the GHRRd SS amounts in MEhe
volume density of SS neurons in Pe nucleus, themweland numerical density of GH
cells, while orchidectomy did not affect: the voleirof Pe nucleus, the absolute number,

volume and intensity of staining of GH cells and @Wel in blood, all corresponding to



the appropriate parameters of Sham group. Admatistr of estradiol dipropionate to
orchidectomized rats provoked an enhancement (px@@ Arc and Pe nucleus
volume, the volume density of SS neurons in Peaus;lthe SS amount in ME, the
intensity of staining of GH cells and GH level ilodd; and a decrease (p<0.05) of the
volume and numerical density of GH cells; while tineatment did not affect: the
GHRH amount in ME, the absolute number and volum@le cells, all corresponding
to the appropriate parameters of Orx group. Genidteatment caused an increase
(p<0.05) in: Arc nucleus volumdghe GHRH and SS amounts in ME, the volume
density of SS neurons in Pe nucleus, the volumenanterical density of GH cells, the
absolute number and intensity of staining of GHs¢cebH level in blood; while the
treatment did not affect: the Pe nucleus volume aontime of GH cells, all
corresponding to the appropriate parameters ofgfoup. Daidzein treatment caused an
increase (p<0.05) in: the GHRH amount in ME, thluwee density of GH cells, volume
and intensity of staining of GH cells; and a deseegp<0.05pf: numerical density and
absolute number of GH cells, while the treatmexl bt affect: Arc and Pe nucleus
volume, the volume density of SS neurons in Peaus;lthe SS amount in ME and GH

level in blood, all corresponding to the approgripairameters of Orx group.

Orchidectomy provoked a statistically significamiaggement (p<0.05) of: the
PVN volume, the volume density of CRH and CRH/clResirons in PVN, the CRH
amount in ME and ACTH level in blood; a decrease0Q(p5) of. the volume and
numerical density and intensity of staining of ACTElls; while the treatment did not
affect the absolute number and volume of ACTH c¢edll corresponding to the
appropriate parameters of Sham group. Administmabd estradiol dipropionate to
orchidectomized rats provoked an enhancement (px@D the volume density of
CRH/cFos neurons in PVN, the CRH amounts in ME,rttmber of ACTH cells and
ACTH level in blood; a decrease (p<0.GH): the volume and numerical density and
intensity of staining of ACTH cells; while the ttezent did not affect: PVN volume, the
volume density of CRH neurons in PVN and voluméGfTH cells, all corresponding
to the appropriate parameters of Orx group. Thatriment with genistein caused an
increase (p<0.05) in: the volume density of CRH&Reurons in PVN, the volume
density and absolute number of ACTH cells and ACiérel in blood; a decrease
(p<0.05)of: the numerical density and intensity of stainmfigACTH cells; while the



treatment did not affect: PVN volume, the volumesity of CRH neurons in PVN, the
CRH amounts in ME and volume of ACTH cells, all remponding to the appropriate
parameters of Orx group. Daidzéieatment caused an increase (p<0.05) in: the v®lum
density of CRH/cFos neurons in PVN and ACTH leveblood; a decrease (p<0.05) of
the volume density of CRH neurons in PVN; while treatment did not affect: PVN
volume, the CRH amounts in ME, the stereologicalapeeters of ACTH cells, all

corresponding to the appropriate parameters ofg@oup.

These results indicate stimulatory effects of gemson the majority of
examined histological, stereological and biochempzarameters of the somatotropic
and adrenocorticotrophic systems, while daidzeis hess pronounced stimulatory
effects on the examined parameters. This studesepts a solid basis for some further
investigations aimed at establishing the preciseeha@sms of genistein/daidzein
actions on the somatotropic and hypothalamic—pityadrenal systems and their

potential therapeutic usefulness.

key words: genistein, daidzein, GHRH, SS, GH c€RH, ACTH cells
academic expertise: biology

major in: endocrinology
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1. UVOD

1.1. Neuroendokrini sistem

Interakcija nervnog i endokrinog sistema obezipe efikasno funkcionisanje
homeostatskih i regulatornih procesa jedinke i adj& vrste. Méusobno povezivanje
pomenutih sistema ostvareno je na nivou hipotalamesinog od filogenetski najstarih

delova centralnog nervnog sistema.

1.1.1. Hipotalamus

Hipotalamus (od gkih reci yp&ispod’, dalauoc-bratna loznica, spava soba)
zauzima svega 1% ukupnog volumena mozga, ali negbega zné&jno prevazilazi
njegovu veléinu. On igra kljgnu ulogu u integrisanju Sirokog spektra odgovora na
zahteve kako spoljasne, tako i unutrasSnje sredirge u cilju odrzanja homeostaze i
reprodukcije.

Odgovori hipotalamusa su ukfieni u regulaciju: metabolizma, telesne
temperature, sanog rada, krvnog pritiska, dnevnoénog ritma, unosa hrane i
tecnosti, odbranu od predatora i drugih pretnji, kdwigu o potomstvu. Gotovo svaki
region centralnog (CNS) i perifernog (PNS) nervnsgtema komunicira sa
hipotalamusom, tako da on predstavlja centar amoiog nervnog, neuroendokrinog i

limbickog sistema (Soderman 2006).

Crtez 1.1. Sematski prikaz poloZaja hipotalamusavpcs.worthpublishers.com)



Tokom embrionalnog razéa hipotalamus nastaje od prednjeg dela
embrionalnogprosencefalon-aozn&enog kao embrionalrdiencefalon(meiumozak).
Pojavljuje se kao najnize od tri zadebljanj&mg zida trée mozdane komore, odvojen
od epitalamusa i talamusa (druga dva zadebljaogiuidinalnim (uzduznim) Zljebom,
tj. hipotalamusnim sulkusom. Hipotalamus i talansesrazvijaju u lateralne zidove
meiumozga, sa tom razlikom Sto se talamus razvijasndjesaradnji sa korteksom, a
hipotalamus ne. Potom se centralna Supljina d&zmmgih postepeno transformise udume
mozdanu komoru. Krov tée mozdane komore formira jedan sloj ependimsikilija
pokrivenin  mezenhimom, koji je bogat kapilarima.khtha invaginacija kapilara
zajedno sa ependimskielijama formira horoidni pleksus tre mozdane komore
(Soderman 2006).

3rd wentricle
diencephalon

optic chiasm
neurchypophysis
adenohypophysis

ft Rathke's pouch &

Crtez 1.2. Sematski prikaz razvoja hipotalamuspafize (Soderman 2006)

Razvojna perspektiva odigje kasniji polozaj hipotalamusa tj. on se nalazi u
bazi me&umozga, ispod talamusa od koga je razdvojen higoiasnim sulkusom, koji
ograntava dorzalni deo hipotalamusa sa obe strané€e tremozdane komore.
Konvencialno uzeta rostralna granica hipotalamadamina terminalis dok kaudalnu
granicu predstavlja zamisljena linija koja se prestspod kaudalne graniceorpus
mammilaris (mamilarnih tela), a iznacdommissure.Kaudalne i rostralne granice
hipotalamusa nisu jasno definisane te se na mikpEdm presecima hipotalamusai
da je on spojen sa okolnim delovima CNS. Tako s&ratmi deo hipotalamusa
produzava u preoki prostor 6eptal areai substantia perforata anteripr Prednja
zona lateralnog (Wmog) hipotalamusa spaja se sabstantia innominatagdok se
kaudalno naslanja nimternal capsule(dorzolateralno) iglobus pallidus(lateralno i
ventralno). Kaudalno se hipotalamus nastavlja naralu sivu masu tegmentum
mezencefalona Bazalna povrSina hipotalamusa definisana je absir opttkom
hijazmom, a kaudalno mamilarnim telima. Na sagaaimpreseku mozga hipotalamus je

lokalizovan iza i iznad optke hijazme. Izméu je siva masatiber cinereumdeo



hipotalamusa) koja zajedno sa infundibulumom hifformira hipofiznu drSku.
Eminencija medijana (ME) lezi u osnovi hipotalamusaoma je vazna u komunikaciji
hipotalamusa i hipofize (Soderman 2006)

U komunikaciji izméu nervnog i endokrinog sistemaiastvuju dva tipa
neurosekretornih ¢elija hipotalamusa. Neuroendokrini magnocelularneunoni,
oslobalaju vazopresin (arginin-vazopresin, AVP) i oksitoe neurohipofize u krvne
sudove, dok parvocelularni neuroni osléd@ neurosekret u hipotalamo-hipofizni
portalni krvotok i tako kontroliSu oslotianje hormona adenohipofize.

Grupecelija u hipotalamusu nisu jasno diferencirané seodvojene difuznim
vlaknima nervnog sistema. Crosby i Woodburne (1940&dlozili su podelu
hipotalamusa na periventrikularnu, medijalnu i dakeu zonu. U sastav
periventrikularne zone ulazi $®a neurona koji hormone oslatsgu u hipotalamo-
hipofizni portalni krvotok i tako &estvuju u regulaciju sekrecije hipofiznih hormona.
Medijalnu zonucine rostro-kaudalno organizovani nizovi réitlh neuronskih grupa
koje dobijaju informacije, najvem delom, iz limbékih struktura telencefalona (prednji
mozak) kao Sto jeeptumi amigdalg dok su neuroni laterarne zone hipotalamusa rasuti
izmedu vlakna prednjeg mozga (Paxinos 2004). S drugmetrLe Gros Clark (1938)
predlaze rostro-kaudalnu podelu hipotalamusa naopgitku, supraoptku (ili
anteriornu), tuberalnu i mamailarnu zonu.

Vec¢ je pomenuto da gotouviitava kontrola sinteze i sekrecije hormona hipofize
zavisi od sekrcije neurona periventrikularne zoMearkakis i Swanson 1997), koji su
ozna&enih kao motoneuroni neuroendokrog sistema, poogijalsa motoneuronima
kicmene mozdine. lzuzetak su supradigii jedro kogacine magnocelularni neuroni
koji tokom razvéa migriraju iz periventrikularne zone, kao i gontdpin (GnRH)
oslobataju¢i neuroni koji su poreklom iz olfaktornog epitela.

Periventrikularna zona hipotalamusa obuhvata 4oregipreoptiki, anteriorni,
tuberalni i posteriorni (mamilarni). Preogki region obuhvata medijalno preatko
jedro (MnPo), koje kontroliSe kardiovaskularne faid, odnosno homeostazu telesnih
tecnosti. S obzirom na svoju ulogu ovo jedro dobij@Are inpute iz subforniksa i
parabranhijalnog jedra, a projektuje se na parakedrno (PVN) i dorzomedijalo
jedro (Saper i Levisohn 1983; Saper 2003). Antentredno periventrikularno (AVPV)

jedro okupira ventralni deo periventrikularne zonekontroliSe sekreciju GnRH



(Wiegand i Terasawa 1982) kao i cirkadijalni ritafimteriorno periventrikularno (PeA)
jedro predstavlja kaudalnu ekstenziju periventaknbg preoptikog jedra sa kojim je i
morfoloSki sltano i nalazi se u anteriornom regionu periventakog zone
hipotalamusa. U ovom regionu nalaze se i dva nghadtljiva jedra hipotalamusa,
suprahijazmatino jedro (SCh) i PVN. SCh jedro podeljeno je nazdaredijalni i
ventrolateralni region, i ima ulogu u kontroli cadijalnog ritma glodara. PVN ima
centralnu ulogu u odgovoru organizma na stres, rai unos hrane i taosti. Najvéi
deo tuberalne zone zauzima intermedijalno periiararno (Pe) jedro koje se
nastavlja na anteriorno periventrikularno jedrorogtire do arkuatnog (Arc) jedra,
izmedu ostalog odgovorno za kontrolu sekrecije somatiostaSS). Posteriorni deo
periventrikularne zone okupiran je posteriornim iaEmtrikularnim jedrom koje
okruzuje donji kraj trée mozdane komore. Ova difuzialijska masa dorzalno je
ograntena dorzomedijalnim jedrom, a ventralno Arc jedrafako njegovecelije
podséaju nacelije Arc jedracesto je predstavljen kao deo ovog jedra, dok pasmat
neurohemijski viSe podéa na grupu periventrikularnih jedara. Arc jedromsestire
¢itavom duzinom imfundibularnog udubljenja. Izdoeostalogéelije Arc jedra sintetiSu
oslobatajuci hormon hormon rast@GHRH) (Simerly 2004).

Medijalna zona hipotalamusa obuhvata grupe velgdara koji imaju ulogu u
inicijaciji motivacionog ponaSanja (kopulatornoggra@sivnog, apetita). lako je
funkcionalni zndaj lateralne zone hipotalamusa najmanje poznasZzistinja upduju
na ulogu ove zone hipotalamusa u motivacionom mmagSimerly 2004).

Veze hipotalamusa ostvaraju se c¢edje poma@u nemijeliniziranih ili
polumijeliniziranih nervnih vlakana. Poréo svojih aferentnih i eferentnih projekcija
hipotalamus je u prvom redu povezan sa filogenetskiim delovima kore velikog
mozga i sa amigdaloidnim jedrima. Tako aferentneevieipotalamusa pgti iz kore
prednjeg mozga, subkortikalnih jedara, talamusdjkularne formacije, jedara
kranijalnih zivaca i kimene mozdine. Eferentne veze hipotalamusa se agivareko
nishodnih i ushodnih mamilotaladkih projekcija (Pa%i 1993).
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Crtez 1.3. Sematski prikaz hipotalamusa (www. cdoredu)

1.1.2. Eminencija medijana

Eminencija medijana je jedan od sedam cirkumveuiaikih organa u mozgu,
tako nazvanih zato Sto leze izvan krvno-mozdanegjeloar Sastoji se od tri zone
ependimske, unutrasnjeana intern i spoljasnje fona eksternazone. Ependimska
zona formira pod tie mozdane komore i uglavnom se sastoji od gusferrbicelija
kako bi se spkglo meSanje sadrzaja komore i ME. U okviru ependlimsielija
izdvajaju se visoko specijalizovanéelije tanicite karakteristhe po mehurastim
izbotinama uronjenim u cerebrospinalnu ¢rtest trée mozdane komore i
citoplazmattnim nastavcima koji ulaze u ME. Tanicite su pototalije i fagociti, a
poseduju i niz drugih vaznih bioloskih funkcija.nieite su bogate dejodinazom tipa-2,
enzimom koji prevodi tiroksin u bioloski aktivnijdiormu trijodtironin te postoji
mogunost da ovde nastao trijodtironirtastvuju u mehanizmu povratne regulacije
sekrecije tireostimulirajgeg hormona. Unutrasnja zona ME leZi ispod epeninmiske
prvenstveno se sastoji od nemijeliziranin aksonpotialamus-hipofiznog sistema.
Spoljasnja zona ME se sastoji od nervnih zarSetaikaicita (astroglija neurohipofize
koja okruzuje neurosekretorne aksone;one bukvakiaiservne zavrsetke u bazalnim
uslovima i relaksirju kada postoji zahtev za osti@imge neurosekreta), nastavaka
tanicita i kapilara. Spoljasnja zona ME podeljerang retikularni i palisadni sloj.
Retikularni sloj lezi izméu unutrasSnje zone i palisadnog slojéine ga ependimski i

glijalni nastavci i aksoni parvicelularnog sistema. Palisadna zona Iemeiu



retikularne i ventralne povrSine ME, karaktetisl je po upravnom polozaju glijalnih
nastavaka i tanicita u odnosu na ventralnu povr&ifundibularnog ulegnta, kao i po

snopovima aksona i zavrSetaka izim&apilara ME (Neill 2005).

1.1.3. Hipofiza

Hipofiza, koju ¢ine neurohipfiza i adenohipofiza, razvija se u tesnerivsa
hipotalamusom. Neurohipofiza, nastaje kao evagaasegiumozga, dok adenohipofiza
nije neuronskog porekla i nastaje od ektodermathiegrtikuluma primarne usne duplje
- Ratkeovog dzepa. Ovaj divertikulum se izduzugpaja sa infundibulumom te gubi
kontakt sa primitivnom usnom dupljon@elije adenohipofize se grupidu duZ i oko
hipofizne drSke i formirajypars tuberalis.Tako neurohipofiza ima direktan kontakt sa

hipotalamusom, dok adenohipofiza preko bogate \aske mreze, portalnog krvotoka,

komuncira sa hipotalamusom (Hamilton and Mossma?2;1Bandel i sar. 2000).

mamilarna tela
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pars intermediaf~ adenohipofiza

neurohipofiza

Crtez 1.4. a) Sematski prikaz sagitalnog presepafizie (www. mhhe.com) b) pophe

presek hipofize

Adenohipofiza je kompleksna endokrina Zlezda kaasastoji od raalitih
populacija c¢elija koje sintetiSu hormone (hormonproduligtHP celije) i
folikulostelatnih¢elija. Zajedno sa neurohipofizogmi hipofizu, strukturu izgrédenu od
epitelnih i neuralnih elemenata, smestenu sa Meetsdrane hipotalamusa, a sa kojim je
povezana infundibulumom. Kao odgovor na stimulatarmhibitorne neuroendokrine
signale koji dolaze iz hipotalamusalije adenohipofize sintetiSu peptidne hormone
(Melmed i Kleinberg 2002).

Hipofiza je smeStena u dorzalnom udubljenju sfemeillosti koje je ozri@no
kao tursko sedlosglla turcicg. Ima kljunu ulogu u regulisanju funkcija drugih
endokrinih zlezda. Funkcija i z&a hipofize pdinju da se rasvetljavaju polovinom 19.



veka, mada se za njeno postojanje zna viSe od godiha. Klod Bernar je 1853.
godine pretpostavio da produkti hipofizecutna sve drugéelije u telu, ali na druggi
natin od nervnog sistema.

Celije adenohipofize nalaze se u bliskoj vezi saabmg mrezom fenestriranih
kapilara tako da mogu veoma brzo da oslobode matet hormone u cirkulaciju.
Razlikuju se tri dela adenohipofizears distaliszauzima najv@& deo adenohipofize, a
nastaje od prednjeg zida Ratkeovog dZzdpars intermedianastaje od zadnjeg zida
Ratkeovog dZepa, a nalazi se idmears nervosai pars distalisa. Pars tuberaris
predstavlja deo adenohipofize koji nepotpuno obtdwafundibulum, a nastaje od
prednjeg i bonih zidova Ratkeovog dzepa. U njemu se nalazi demgpnog
hipotalamo-hipofiznog spleta, zavrSeci aksona pojed hipotalaménin jedara i
pojedine gonadotropne i tireotropéeije (Melmed i Kleinberg 2002).

PokuSaji da se HEelije adenohipofize klasifikuju su stari viSe o@ gfodina.
Jedna od zrajnijin je Herlant-ova klasifikacija (1964), po kgjsu celije na nivou
svetlosne mikroskopije podeljene na one koje se bog histoloskim bojama
(hromofobnecelije) i na one koje se boje histoloSkim bojamaothofilne celije).
Hromofilne celije se boje kiselim (acidofilne) ili baznim bojam(bazofilne).
Adrenokortikotropne (ACTH) ¢elije, tireotropne (TSH) ¢elije i gonadotropne
(folikulostimulirajuce i luteinizirajute; FSH i LH)¢elije su svrstane u grupu bazofilnih
¢elija, dok somatotropne (GH) i prolaktinske (PRiglije pripadaju grupi acidofilnih
¢elija hipofize.

Proporcija razhitih tipova HP celija se dinamiki menja u zavisnosti od
endokrinih zahteva organizma (Vankelecom 2007; ¥&dom i Gremeaux 2010).
Ranije se smatralo da odeni tip HP¢elija sintetiSe samo jedan hormon i prema tom
principu ¢elije su okarakterisane kao somatotropne, mamodoptireotropne,
gonadotropne i adrenokortikotropne. d&ém, kada je u sekretornim granulama
odraienog tipa HRelija otkriveno viSe hormona, prihéan je plurihormonalni koncept
funkcionisanja HP¢elija. Pokazano je da oko 30% Hielija adenohipofiza pacova,
miSeva i majmuna eksprimiraju informacionu riboraikbku kiselinu (iRNK) za
razlicite hormone (Hauspie i sar. 2003), ali iz ekspeesijih IRNK ne proizilaze uvek
funkcionalni proteini (Roudbaraki i sar. 1999). Wvije vreme identifikovani su i

specifini transkripcioni faktori (TF) koji odiduju diferencijaciju HRéelija u smislu da



dominantno produkuju jedan hormon, a pod ddrém uslovima mogia je njihova
transdiferenciacija u drugi tigelija (Asa i Ezzat 1999; Villalobos i sar. 2004). U
somatotropnim, tireotropnim i mamotropniéelijama prisutan je pit-1 transkripcioni
faktor. (Haugen i sar. 199Asa i Ezzat 1999).

Kontrola funkcije adenohipofize obuhvata tri nivéavi nivo je hipotalamusna
kontrola koja se odvija preko hormona, sekretovaniportalni sistem hipofize, koji
stimuliSu, odnosno inhibiraju sintezu hormona adgpafize. Oni se direktno vezuju za
membranske receptore n&lijama adenohipofize, visoko selektivne i speoi
molekule za svaki od hipotalamusnih hormona, iiaga stimulatoran ili inhibitoran
uticaj na transkripciju gena i sekreciju hormongafize. Drugi nivo kontrole se
realizuje posredstvom perifernih  hormona, produkatekrecije ciljnih tkiva
adenohipofiznih hormona, koji uglavhom preko negadi povratne sprege reguliSu
funkciju zlezdanih epitelniléelija. Treti nivo kontrole su autokrini i parakrini faktori
koji lokalno reguliSu kako sopstvenu tako i funkcisusednihc¢elija (Melmed i
Kleinberg 2002).

Neurohipofizu ¢ine aksonska vlakn&ija su neuronska tela smeStena u
nukleusima hipotalamusa. Neurohipofiza obuhvata MEindibulum ipars nervosa
Infundibulum obrazuje anatomsku i funkcionalnu veipofize sa hipotalamusor@ine
ga supraoptki i tuberoinfundibularni nervni putevi. Magnocedahi neuroni PVN i
supraopttkog jedra ¢iji se aksoni zavrSavaju pars nervosa,sintetiSu oksitocin,
vazopresin, kao i neurofizin I i Il. Neurohormoimtgtisani u neuronima hipotalamusa,
izlucuju se u perivaskularne prostore fenestriranihl&ggpars nervosaa ne u prostore
sinaptékih pukotina izmdu dva neurona. Organizacija neurohipofize upravo je
karakteristtna po tome Sto neurohormoni dospevaju u sistemskulaciju zaobilazéi

krvno-moZzdanu barijeru (Melmed i Kleinberg 2002).

1.1.4. Hipofizni krvotok

Od unutraSnje karotidne arterije polazi superiotmpofizna arterija koja
snabdeva krvlju ME i infundibulum, i inferiorna tufizna arterija koja snabdeva krvlju
neurohipofizu i u manjoj meri infundibulum. Supena hipofizna arterija se grana
¢ine¢i primarni kapilarni pleksus, koji snabdeva krvIME i infundibulum. Zatim

kapilari primarnog kapilarnog pleksusa formiraju nge koje se pruzaju do



adenohipofize gde formiraju sekundarni kapilarneksus. Ovaj portalni hipofizni
krvotok je od velikog zn@mja jer kroz njega neurohormoni iz ME dolaze do
adenohipofize i kontroliSu sekrecifelija adenohipofize. Jos jedna vazna karakteristika
portalnog krvotoka je struktura karaktemisi za periferne, a ne za centralne krvne
sudove. Endotel kapilara portalnog krvotoka je &nean, te se ME nalazi izvan krvno-
mozdane barijere. Nekoliko venskih sudova vrse aiterhipofize i napustaju lobanju
preko jugularne vene, dok su prisutne i brojne vkoge povezuju neurohipofizu sa
sinusom kavernozumom. Smatra se da glavna dremiErelipofize ide preko kratkih

portalnih vena neurohipofiznog kapilarnog pleksu®atok krvi, koja je bogata
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Crtez 1.5. Shematski prikaz arterija i vena hipotalsa i hipofize (edoctoronline.com)

hormonima adenohipofize, moze biti regulisan faktartj. hormonima koji kontroliSu
kapilarni pleksus, te pravac protoka venske krvienda varira u raalitim fizioloSkim
stanjima (Krieger i Hughes 1980; Palkovits 1982).

1.2.Somatotropni sistem

Somatotropni sistem igra vitalnu ulogu u hormonskegulaciji postnatalnog
rasta i razuwia sisara. Obuhvata regulaciju sekrecije hormonaard§&SH) iz
somatotropnih (GH)¢elija hipofize, njegovu distribuciju i aktivhost perifernim
tkivima, interakciju sa speciinim receptorima hormona rasta (GHR), kao i endakrin
parakrini i autokrini odgovor, od kojih su mnogigsedovani putem insulinskog faktora
rasta (IGF).



Crtez 1.6. Shema somatotropnog sistema (www.playsselect.co.uk )

Somatotropnom  sistemu pripadaju  hipotalamusni  edguii  centri,
adenohipofiza, periferni ciljni organi i zatim rgxteri i signalni molekuli (Giustina i
Veldihus 1998; Le Roith i sar. 2001). Brojne intarige izmeiu komponenata
somatotropnog sistema moduliSoeurotransmiteri i neuropeptidi, polni steroidi,
kortikosteroidi, tiroksin, i metabaki signali. GH utée na veliki broj ciljnih tkiva i
organa, kao Sto su jetra, bubrezi, koStano tkivozak, ml€éne zlezde, jajnik, testis,
srce, skeletni misi, gastrointestinalni trakt, slezina, timus, ko&anz i koZza (Veldhuis
i sar. 2005). Somatotropni sistem ima veoma vaggulatornu ulogu u metabolizmu
proteina, ugljenih hidrata i lipida (Daughaday 1p32ormon rasta stimuliSe biosintezu
IGF-1 u jetri, preko koga se odvija nagvebroj efekata ovog hormona na rast
(Haymond i Mauras 1996; Le Roith i sar. 2001).dMtm, u nekim tipovimaselija, kao
Sto su hondrocite i zrele adipocite, GH deluje nesze od IGF-1, a u mnogim tkivima i
organima reguliSe gensku ekspresiju IGklsitu (Hwa i sar. 1999)Na aktivnost
somatotropnog sistema &i faktori Zivotne sredine, metab&ki i hormonski faktori
ukljucujuci glad, gojaznost, bolesti, povrede, seksualnuvakst, glukokortikoide,
aktivnost Stitne Zlezde. Ovi faktori ne reguliSumsa sintezu i oslokkanje GH
delovanjem na nivou hipotalamusa¢v@ogu menjati i odgovor ciljnih tkiva na GH
(Giustina i Veldhuis 1998).

Koncentracija GH u krvi se menja u toku dana sai$amn ta&kom u prvih
nekoliko sati sna. Pored toga, sekrecija GH je gililee prirode, i neophodna je za

normalan rast. Osnovni regulatori sekrecije GH e loipotalamusna hormona, GHRH
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I SS. Prisustvo raglite koncentracije GHRH i SS u portalnom krvotokudivda
razlicitoj koncentraciji GH u sistemskom krvotoku, taka se GH osloka u prisustvu
niske koncentracije SS i visoke koncentracije GHRH portalnom krvotoku
(Tannenbaum i Ling 1984; Plotsky i Vale 1985). Mahkam, kojim ova dva
neuropeptida reguliSu oslatenje GH, uklj¢uje adenilat ciklaza/ciktni adenozin
monofosfata (CAMP) put i promene intracelularnog? CéBilezikjian i Vale 1983;
Frohman i Jansson 1986; Lussier i sar. 1991a). foye nivoa cAMP vodi ka
otvaranju N4 kanala, depolarizacije membrane i influks&'Gaoz L-tip C&'kanala
(Lussier i sar. 1991b; Naumov i sar. 1994). Ovogdamje intracelularnog Ca2+ vodi ka
oslobaanju GH procesom egzocitoze. Produkcija cAMP i loatanje GH zavisi od
dodatnih signalnih mehanizama ukijju¢i protein kinazu C, tirozin kinazu (Tyr
kinaza), diacilglicerol i fosfolipazu (Cronin i sat986; Ogiwara i sar.1997). Tala
postoje podaci o uticaju GHRH na transkripciju Gehg cAMP-zavisnim procesom
(Clayton i sar. 1986). Tée hormon ukljgen u regulaciju GH sekrecije je grelin,
izgraien od 28 amino kiselinbvan der Lely i sar. 2004). Dominantno se sintetiSe
Zelucu, dok su znatno nize koncentracije detektevwanrevima, pankreasu, bubrezima,
imunom sistemu, placenti, testisima, hipofizi, quoa i hipotalamusu (Korbonits i sar.
2001; Lu i sar. 2001). Deluje sinergisli sa GHRH stimuliséi sekreciju GH,
posredstvom GH sekratagognog receptora (Kojima.il€99). Sekrecija GH je i pod
uticajem negativne povratne sprege somatomedinexita IGF-1, kao i kratke

negativne povratne sprege samog GH (Giustina iikie$d1998)

1.2.1. Arkuatno jedro hipotalamusa i oslobdajuéi hormon hormona rasta

Arc jedro okruzuje ventralni deo te mozdane komore. Na histoloskim
presecima anteriornog dela tubelarnog regiona fojavse kao grupacija neurona
retrohijazmatine oblasti oko srednje linije hipotalamusa, isp@det mozdane komore.
Intermediajalni deo tubelarnog regiona karaktedgkro vidljivo bilateralno simettno
jedro, jasno odvojeno od ventromedijalnog i dorzdijaénog jedra. U kaudalnom delu
tuberalnog regiona hipotalamusa Arc jedro se pugSiventralno i bilateralnaelijska
agregacija se spaja, a zatim dalje u kaudalnomcprgadro se progresivno smanjuje.
Ovakav opis anatomije Arc jedra u skladu je sa zapjana jedne grupe autofean
den Pol i Cassidy 1982; Chronwall 1985; Everitai.s1986; Selemon i Sladek 1986),
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dok druga grupa autora nastoji da na osnovu neorviggieh karakteristika mamilarni
deo Arc jedra prikljdgiti posteriornom Pe jedru (Sawchenko i sar. 198ai$son 1992).
U okviru Arc jedra izdvaja se populacija neuroemittik i centralno-projektovanih
neurona. Podela Arc jedra moZe biti i na dorzo-jaédi region koji sadrzi male
neurone i vé& ventro-lateralni region u kome su neuroni sredu@icine. Mnogi
neuroni Arc jedra ispoljavaju specificne neuroenduakfenotipove (Everitt i sar. 1986),
kao GHRH neuroni koji zauzimaju ventro-lateralniod&rc jedra (Fodor i sar. 1994;
Ishikawa i sar. 1987; Kawano i Daikoku 1988). Nameal5 neurotransmitera i
neuropeptida je identifikovano u Arc jeddamedu ostalih, neuroni Arc jedra sintetiSu
neuropeptid Y (NPY) i inhibitorni neuropeptid GAB#]ji su vazni u regulaciji apetita,
i njihovo lucenje stimuliSe grelin, a inhibira insulin i lep{ikawano i Daikoku 1988).
Kod pacova, GHRH imunopozitivni neuroni prisutniisu supraoptikom (SO),
PVN i dorzomedijalnom jedru hipotalamusmedijalnom perifornikalnom regionu
lateralnog hipotalamusa, bazo lateralnom hipotatamuu medijalnim i lateralnim
granicama ventromedialnog jedra (VMN) (Muller i .s4099). GHRH je prisutan i u
limbickim strukturama, cerebralnom korteksu, kao i ukdtmama perifernog nervnog
sistema, gastrointestinalnom traktu, hipofizi, gtaraa, nadbubreznim i Stitastoj zlezdi,
pluéima i bubrezima. Kod pacova, nafee koncentracija GHRH imunopozitivnih
neuronskih tela i GHRH iRNK nalazi se u ventrolaleom delu Arc (Muller i sar.
1999; Mayo i sar. 1995). GHRH neuroni mogu sin&tis druga jedinjenja poput
galanina, enkefalina, neurotensimamelanotropnog hormona, SS, NPY, supstance P,
tirozin hidroksilaze, kao i1 neurotransmitere dopamacetilholin i yaminobuternu
kiselinu (GABA) (Sawchenko i sar. 1985; Meistear.s1986; Niimi i sar. 1990, 1991).
Prvi put izolovan 1982. godine, GHRH (Guillemin ars 1982; Rivier i sar.
1982) zajedno sa vazoaktivnim intestinalnim peptidgVIP), pripada sekretin-
glukagon proteinskoj familiji. Obe izolovane form@HRH, (GHRH-[1-44]NH;
GHRH-[1-40]OH) nastaju od istog prekurskog molekptepro-GHRH procesom post-
translacione obrade (Boulanger i sar. 1992). PR8haminokiselinskih jedinica obe
izolovane forme imaju punu bioloSku aktivnost. d&eizolovana forma GHRH-[1-
37]0OH prisutna je jedino u neuroendokrinim tumorikad pacijenata obolelih od
akromegalije. GHRH gen, lokalizovan na hromozomuk®@ ljudi i 3 kod pacova,

prostire se na oko 10 kilobaznih parovdijree ga 5 egzona (egzon 1 sadrigion koji
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se ne prevodi, egzoni 2-4 kodiraju pre-pro GHRHedap sa egzonom 5). Razlike
izmedu humanog i pacovskog GHRH prisutne su na introndj.4na C-terminusu

humanog i pacovskog GHRH prekursqiayo i sar.1995). Pacovski GHRH ima

slobodan C terminus, a u ostalih vrsta prisutridHe grupa. Glukokortikoidi i estrogen,

kao fizioloski regulatori GHRH gena, dovode do ptamga iRNK za GHRH receptor
dok ovarektomija i adrenalektomija p@a&ju nivo GHRH (Lam i sar. 1996).

Homebox proteinGSH-1 (kodiran hombox sekvencom DNK, neophodan u
procesu morfogeneze i razvoja) tokom embrionalnagvika odreduje formiranje
GHRH neurona, te tako GSH-1 homozigot mutanti imegte€en razvoj GHRH
neurona Sto se odrazava i u smanjenom broju sompth i laktotropnihéelija
hipofize (Li i sar. 1996). Takie je pokazano da je GSH-1 ukign u tkivno speciéinu
ekspresiju GHRH gena kod adultnih jedinki (Mutsugar. 2001).

Arc jedro je organizovano tako da komunicira prreeso sa hipofizom,
hipotalamusom, limldkim sistemom, odi@nim jedrima talamusa, kao i autonomnim
jedrima mozdanog stabla. Inervacija GHRH neurona jadra, kao i SS neurona Pe
jedra veim delom realizuje se preko glutaminairgh aksona. Kiss i sar. (2006) govore
0 prisustvu vezikularnogglutaminergtnog transporterdipa 2 u aksonima koji se
zavrSavaju na GHRH i SS neuronima Arc i Pe jedtdRE neuroni pored sinagiih
kontakta ostvarenih sa ME, ostvaruju kontakte idsadritima i neuronskim telima
drugih GHRH neurona (Horvath i Palkovits 1988), k&5 neuronima (Daikoku i sar.
1988; Liposits i sar. 1988; Willoughby i sar. 1988). Takde, treba pomenuti
inervaciju GHRH neurona tireotropin-oslaagucim hormonom (Shioda i sar. 1987),
kao i enkefalinom (Daikoku i sar. 1988).

Smanjenje sekrecije GHRH uslovljeno GH (negativnmorratnom spregom) i
to posredstvom SS i NPY oslatzgucih neurona koji sadrze GH recept@manjenje
sekrecije moze biti regulisano i IGF 1 na nivoudiipe i hipotalamusa (Muller i sar.
1999).

GHRH iRNK nivo, kao i broj imunopozitivnh GHRH neama smanjuje se
tokom zivotnog ciklusa (DeGennaro i sar. 1989; Koara i sar. 2004a,b). Novija
studija (McArthur i sar. 2011) navodi prisustvo mabl razlika u broju GHRH neurona
Arc jedra. Naime, broj GHRH neurona dewa se 3-4 puta tokom prvih deset dana

postnatalnog Zivota kod oba potane se u ovom periodu ne naruSava prisutna polna
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razlika u broju GHRH neurona (broj GHRH neurona lduje veii kod muzjaka u
odnosu na Zenke). Od tog perioda broj neurona samjsje kod muzjaka, a pot@va
kod Zenki, tako da polne razlike u broju GHRH n@areznendujuce nestaju tokom
ranog i kasnog puberteta Sto je pokazala studifai8avima (McArthur i sar. 2011).

GHRH receptor (molekulska tezina 26kDa) pripadgygraceptora kuplovanih
G-proteinom Sto podrazumeva prisustvo sekundarANR, guanozin monofosfata
(cGMP) i Ca-fosfolipidnog sistema. Aktivator ovihagnika su Ca-jonski kanali,
adenilat ciklaza i fosfatidilinozitol (Harvey 1993 ontinuirana administracija GHRH
smanjuje odgovor hipofize i dovodi do nishodne tZdown” regulacije GHRH
receptora. GHRH receptori su receptori sa visokiimitatom i malim kapacitetom, a
detektovani su u hipotalamusu i adenohipofizi.

Kratka povratna sprega na nivou hipofize i hipmtalisa podrazumeva jedan od
vidova regulacije sekrecije GHRH, te hipofizektaaniglovodi do powsanja GHRH
genske ekspresije (Muller i sar. 1990).

1.2.2. Periventrikularno jedro hipotalamusa i somadstatin

Periventrikularno jedro je lokalizovano u periveékitarnoj zoni hipotalamusa
uz zidove trée mozdane komore. Prostire se duz rostalnog, nhealjja kaudalnog
regiona hipotalamausa. Mala gustina neurona jeajemth karakteristika ovog jedra.
Neuroni koji oslobdaju SS kod pacova smeSteni su u rostralnom i sijedisregionu
Pe jedra, tako da je SS imunoreaktivnost prisutbaliggkim telima i aksonima unutar
uske zone uz tée mozdanu komoru (Fodor i sar. 1994; Ishikawa i $887; Kawano i
Daikoku 1988). Rostro-kaudala distribucija SS nearsltna je u oba pola pacova, ali
je ukupan broj neurona, kao i nivo SS iRNKMeod muzjaka (Muller i sar. 1999; Van
Vugt i sar. 2008). SS neuroni, kogestvuju u regulaciji GH sekrecije lokalizovasi u
anteriornoj zoni Pe jedr@.iposits i sar. 1993). Neuroni srediSnjeg regidfa jedra
pored SS sintetiSu TSH, leptin, gastrin i NPY, kabHRH kod primata. Kaudalni
region Pe jedradestvuje u regulaciji simpa&kog nervnog sistema.

SS, izolovan 1968. (Krulich i sar. 1968), je aikii peptid od 14 amino-kiselina
sa dva disulfidna mosta, koji inhibiracknje hormona rasta (Brazeau i sar. 1973). Pored
SS-a sa 14 aminokiselina (SS-14), u epitelu creRedayrol i sar. 1980) i u

hipotalamusu (Schally i sar. 1980) identifikovanS8 sa 28 aminokiselinskih ostataka
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(SS-28), koji predstavlja dupliran SS-14 na NH2jkr&S-14 je dominantno prisutan u
mozdanim strukturama, pankreasu i zelucu, dok S8e?8inira u gastrointestinalnom
traktu, te je SS-28 potentniji u inhibiciji insulike sekrecije nego SS-14 (Reichlin,
1983). Oba peptida podjednako efikasno inhibirajdegu i sekreciju hormona rasta
(Francais i sar. 1990). Kélnski odnos dva osnovna molekulska oblika SS-18-28 u
portalnoj krvi ME je 70:30% (Moyse i sar. 1984).

Kod sisara SS nastaje transkripcijom jednog gendpldjena iRNK sluzi za
sintezu pre-prosomatostatina (166 aminokiselinadygekursorskog molekula) koji se
cepa dajui prosomatostatin. Obradom prosomatostatimastaju SS-14 i SS-28
(Montminy i sar. 1984). U pojedinim tkivima SS-l4astaje cepanjem SS-28
(Galanopoulou i sar. 1993; Cone i sar. 2002). $in@sprostranjenost SS u mozdanim
strukturama: poput neurokorteksa (Maurer i sar5)9@potalamusa (Kwok i sar. 1992)
amigdala (Leroux i sar. 1985), talamusa (Maurean. 4985), striatuma (Vincent i
Krosigk 1988) i hipokampalnog girusa (Martinez-Guip i sar. 1993) ukazuje na
njegovu ne samo neurohormonskw veneuromodulatornu ulogu. U mozdanoj kori i
hipokampusu, SS bi mogao da ima ulogu u kognitiviitmkcijama i nastanku
Alchajmerove demencije (Lipponi i sar. 1990). Poselpaznja je usmerena i na
izucavanje strijatuma, gde verovatno ima ulogu u kdntpokreta i nastanku
Parkinsonove bolesti (Muller i sar. 1999). SS iragulatornu ulogu u reproduktivnoj
funkciji, cirkadijalnom ritmu, uzimanju hrane kaauiodrzavanju telesne temperature
(Muller i sar. 1999).

Sekrecija SS je pod uticajem r&#ih jona, neuropeptida, neurotransmitera,
hormona, faktora rasta i citokina. Glukagon, GHRRkkurotenzin, kortikotropni
oslobataju¢i hormon (CRH) i bombesin su potencijalni stimutateekrecije SS, dok
opijati i GABA inhibiraju sekreciju SS. Glukokortkdi u malim dozama stimuliSu, dok
u velim inhibiraju sekreciju somatostatina. Insulin gfilie oslobdanje
hipotalamékog somatostatina, a inhibira osldbaje crevnog somatostatina (Patel
1999).

Najveti deo SS projekcija anteriornog Pe jedra dolaziMie, dok ostali SS
neuroni sinaptike kontakte ostvaruju sa drugim SS neuronima (Addnsar. 1985) ili
GHRH neuronima (Willoughby i sar. 1989b). Prisus8® neurona potieno je i u Arc

jedru. Neuroanatomske studije pokazmjalu povezanosBHRH i SS neurona. Studija
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Toth i Palkovits (1998) ukazuje da se mali brojno@a Pe jedra projektuje na Arc
jedro, vé& se oni dominantno (78%) i direkno projektuju na Eawano i Daikoku
1988) bez povezivanja sa GHRH neuronima, a svegaGB#RH neurona Arc jedra
komunicira sa neuronima Pe jedra (Fodor i sar. L9¢kdutim, GHRH neuroni Arc
jedra sadrze somatostatingkeeptore (SSR} obzirom na visoku koncentraciju SSR1 i
SSR2 iRNK u Arc jedru, i najverovatnije su oni meani SS neuronima samog Arc
jedra (Daikoku i sar. 1988; Liposits i sar. 198&aBdet i sar. 1995; Breder i sar. 1992;
Dournaud i sar. 1996). Literaturni podaci ukazujuai sinaptike veze SS neurona Pe
jedra sa GABA (Willoughby i sar. 1987; Kakucskaar.s1988), CRH (Horvath i
Palkovits 1988) i NPY osloldaju¢cim neuronima (Hisano i sar. 1990).

Maksimalan nivo sekrecije SS ostvaren je tokom aajs sekrecije GH, a
najnizi pri piku GH sekrecije kod muzjaka pacovéo(fki i Vale 1985; Zeitler i sar.
1991). Prisustvo direktne kontrole SS sekrecije GHoguwena je prisustvom GH
receptora na SS neuronima (Burton i sar. 1992egrtli i sar. 1996).

Odnos broja SS | GHRH neurona veoma je bitan zenalor rast i raz\ie. Za
ranije periode Zivota karakteri&tia je brofana dominacija GHRH neurona u odnosu na
SS neurone. Studije Kuwahara i sar. (2004a,b) pokada se sa starenjem odnos broja
GHRH i SS neurona menja, tako Sto dolazi do smanjemjnosti GHRH neurona dok
se brojnost SS neurona zago ne menja.

SSR je membranski receptor sa sedam transmembnamkknena Sto je
karakteristika superfamilije receptora kuplovanéh G proteinom. Vezivanjem SS za
receptor aktivira se jedan od pet puteva prenogaal uz neizostavnocelke G

proteina, a mogil putevi su: vezivanje receptora za adenilat cikjazezivanje

receptora za K kanale; vezivanje receptora za+(JfakanaIe; vezivanje receptora za
egzocitozne vezikule; vezivanje receptora za fasfi@n tirozin fosfatazu. SS je poznat
I kao inhibitor mitogenom aktivirane protein kinag@lAPK) kaskadnih putevdija
aktivacija ima zn&jnu ulogu ucelijskoj proliferaciji (Seger i Krebs 1995), te wim
sluicaju SS ispoljava svoju antiproliferativnu karakséku. SSR je prisutan u mozdanim
strukturama, gastrointestinalnom traktu, hipofiziitastoj i nadbubreznim zlezdama,
endokrinom i egzokrinom pankreasu, bubreziméelijama imunog sistema (Patel
1999). Do danas je otkriveno 6 tipova SS receptgrase kodirajii geni nalaze na

razlicitim hromozomima (Yamada i sar. 1992). latuepodtipova SSR uena je
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SSR2, a pacovski i humani SSR4 idémitsu u 88% sekvence.

1.2.3. Somatotropne&elije hipofize i hormon rasta

Somatotropnetelije su kruznog ili elipsoidnog oblika sa izrazenokruglim
jedrom koje jecesto ekscenitno postavljeno weliji (MiloSevi¢ i sar. 1998, 2005,
2012a). U pacovskoj hipofizi utdena je morfoloSka heterogenost populacije &&hja,
koje se méusobno razlikuju po valini sekretornih granula u citoplazmi (Kurosumi i
sar. 1986). Sekretorne granule mogu biti velikeijangetra 250-350 nm i male —
dijametra 100-150 nm. Moga je razlikovati tri tipa GHelija: tip | — u citoplazmi ovih
¢elija se nalaze velike sekretorne granule; tip Ul eitoplazmi se nalaze i velike i male
sekretorne granule; tip Ill — u citoplazmi se nalazale sekretorne granule. GHlija
tipa | i 1l su klaséne somatotropnéelije, ovalnog ili elipsoidnog oblika, sa sié&rm
eksentréno postavljenim jedrom. Granulirani endoplaziatretikulum i Goldzi aparat
su umereno razvijeni, dok su lizozomi spoéadi Citoplazma ovilcelija je ispunjena
sekretornim granulama, adaju se i degranulisanglije. GH celije tipa Ill sucesto
nepravilnog oblika sa kratkim citoplazmatim nastavcima i obho manjih dimenzija
od celija tipa 1 i 1l. U citoplazmi se nalazi veliki by sekretornih granula (Takahashi
1991). Pretpostavlja se da &lije tipa | zrela, &elije tipa Ill nezrela forma GHelija.
Celije tipa Il bi predstavijale prelaznu formu izduwe nezrelih i zrelih GHéelija
(Takahashi 1991).

Heterogenost u okviru populacije somatotroptélija nije u@ena samo u
pacovskoj hipofizi. Castano i sar. (1997) su naowanrazltite gustine GHc¢elija
(nakon centrifugiranja u "Percoll" gradijentu) idiékovali dva tipacelija u svinjskoj
hipofizi. Prvom tipu pripadaju GHelije male gustine (low density; LD), a drugom
¢elije velike gustine (high density; HD). Ova dvadicelija se razlikuju kako po
ultrastrukturnim tako i po funkcionalnim karaktéiama. U citoplazmi LDcelija se
nalazi mali broj sekretornih granula, a granulirandopazmatni retikulum je veoma
dobro razvijen. Sa druge strane, citoplazma Kifija je ispunjena sekretornim
granulama sa retkim cisternama granuliranog endo@#&nog retikuluma (Castano i
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sar. 1997). U primarndjelijskoj kulturi HD ¢elije sekretuju daleko vise GH u donosu
na LD ¢elije (Castano i sar. 1996).

U adenohipofizi velikog broja vrsta, ukfuju¢i pacova, miSa icoveka
identifikovane sucelije u cijoj se citoplazmi sintetiSu GH i prolaktin, te siazvane
somatomamotropnéelije. Somatomamotropneelije prisutne su kod jedinki oba pola,
kao i kod Zenki pacova tokom laktacije (Horvath ouacs 1988Takahashi 1991).
Somatomamotropnecelije se, takde, mogu podeliti u dva tipa. Tip |
somatomamotropnilielija poseduje veliki broj sekretnih granula gustdgktronskog
sadrzaja, malih dimenzija, dijametra od 100 do 8@ Ove granule mogu sadrzati
samo jedan od spomenutih hormona, a identifikov@ne granule koje istovremeno
sadrze i prolaktin (PRL) i GH. Somatomamotrogabje tipa Il poseduju granule &
dimenzija, vezikularne strukture, koje su prisutn&tavoj citoplazmi. Hormon rasta i
PRL prisutni su u raalitim ili u istim granulama u okviru jednéeelije. Nakon dvojnog
imunobojenja manje oblasti citoplazme mogu istowwembiti imunopozitivne na PRL i
na GH, dok je v&@ deo citoplazme pozitivho obojen na PRL. Prisusbrganela u
citoplazmi oba tipa opisanih somatomamotropiehja nije izrazeno (lwama i Sasaki
1989).

GH je polipeptidni hormon, izgden od jednog lanca aminokiselina (kod ljudi
191 aminokiselina), a molekulska tezina mu je 22kE& (Goffin i sar. 1996). U
cirkulaciji najzastupljeniji su monomeri GH, a prige su i oligomerne glikolizovane,
fosforilisane forme kao produkti spajanja tokom qa®a translacije (Lewis 1992).
Poluzivot hormona je oko 6 minuta kod pacova (Badgar. 1991).

GH utice na metabolizam ciljnih tkiva, jetre i miaj delujéi preko svojih
receptora (Karter-Su i sar 1996). GHR je jedn&dan protein (620 aminokiselina; 70
kDa), koji se sastoji iz intracelularnog (-COOHprtsmembranskog i ekstracelularnog
(NH2) domena, i pripada klasi | velike familije citokko-hematopoetinskih receptora
(Leung i sar. 1997). Nalazi se u gotovo svim tkigig®imard i sar. 1996). Vezudjuse
za receptor GH izaziva kaskadu fosforilacligK/STAT puta (Carter-Su i sar. 1996).
Dimerizacija receptora je neophodna za brzu akijivairozin kinaze JAK2, koja
dovodi do fosforilacije STAT proteina. Fosforilisa®TAT proteini direktno prelaze u
nukleus gde izazivaju ekspresiju odieain gena vezuiii se za dezoksiribonukleinsku
kiselinu (DNK) (Xu i sar. 2004).

18



v

se da se uticaj GH na rast ostvaruje upravo préke1, iako sam GH ima direktan
efekat na proliferaciju, rast i diferencijacijielija vezuj¢i se za GHR (Spagnoli i
Rosenfeld 1996). IGF-1 se sintetiSe u mnogim tkajima endokrini ili parakrini r&n
utice na metabolizam preko svog ili insulinskog receptas obzirom na stinost
insulina i IGF-1 (Cohick i Clemmons 1993). IGF-2 wkaie sintetiSe u mnogim
tkivima, ali je njegov efekat na metabolizaslija manje poznat.

Mnogi autori su udili seksualni dimorfizam somatotropne ose, koji se
prvenstveno ogleda u rastioj Semi pulseva kod jedinki Zzenskog i muskog pola
Medutim, izraZene razlike nde vrstama onemoguju jasan zakljtiak o mehanizmima
koji dovode do seksualnog dimorfizma. Kod primatdsja vrednost koncentracije GH
je veta kod jedinki zenskog, a manja kod jedinki musSkagap dok je kod ostalih
sisarskih vrsta obrnuto (Gatford i sar. 1998). dgenda do razlike nd&i polovima u
pulsatilnoj sekreciji i koncentraciji GH dolazi wkiu i nakon puberteta, pa se sa
sigurnogu moze tvrditi da polni steroidi¢estvuju u regulaciji somatotropne ose
(Argente i Choven 1993).

Pulsativha sekrecija, kao i dnevna variranja sejereGH neophodne su za
normalan rast. Kod ljudi je koncentracija GH u phzkao i amplituda osloldanja
veca kod Zena nego kod muskaraca, za razliku od pdamv&ojih je koncentracija GH
kao i amplituda njegovog oslofenja véa kod muzjaka u podenju sa Zenkama
(Gatford i sar. 1998). Ipak, frekvencija osldbaja hormona viSa je u zenki nego u
muZzjaka kako kod ljudi tako i kod pacoyRincus i sar. 1996). Kod adultnih pacova
primetene su visoke amplitude i visok puls oskidiga GH (nha svaka téasa), a ujedno
i nizak bazalni nivo GH. NiZze amplitude, éz&enepravilna &estalost kao i viSi bazalni
nivo karakteristine su za GH osloldanje kod zenki pacov@Eden 1979; Clark i sar.
1987; Gatford i sar. 1998Kod Zenki pacova GH osloianje pokazuje dnevni ritam:
GH nivo u plazmi i destalost oslohtanja raste tokom spavanja, dok je kod muzjaka
pacova nezavisna od doba dana (Clark i sar. 19@¢u®i sar. 1996; Veldhuis i sar.
2003). Takde, razltitost u telesnoj masi, metabolizmu steroida, dows®liu vezu sa
razlikama u sekreciji GH (Eden 1979; Mode i sar8Z9Clark i sar. 1985). Tokom
puberteta nivo sekrecije GH raste, dostize svojsimakm pred sam kraj puberteta, a

potom se smanjuje sa starenjem jedinke (Ho i Hafift203).
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1.3 Adrenokortikotropni sistem

Hipotalamo-hipozni-adrenokortikalni sistem (HHAtsi®) je ukljien u brojne,
Zivotno zn@ajne, homeostatske i alostatske mehanizme odgaraterne i eksterne
stresore. Ovaj sistem karakteriSe postojanje ditleenimreze mehanizama povratne
sprege sa cirkadijalnom ritdno%u i pulsativnom sekrecijom neurohormona
(Bergendahl i sar. 2000). Osnovne metaid@lii endokrine funkcije zahtevaju pazljivo
kontrolisan model funkcionisanja HHA sistema u @fgu stresa, kako bi u uslovima
stresa organizam pruzio adekvatan odgovor. Sistbohvata neuralne puteve Koji
kontroliSu oslobdanje kateholamina iz srzi nadbubreznih zlezda etalamo-hipofiznu
kontrolu produkcije i oslohtanja adrenokortikotropnog hormona (ACTH), odgovgrno
za regulaciju sinteze glukokortikoida u kori nadie#mih Zlezda (Chrousos 1992;
Tsigos i Chrousos 1994). Oslaamje ACTH u najvéoj meri je stimulisano
kortikotropni oslobdajucim hormonom (CRH) (Melmed i Kleinberg 2002).

hipotalamus

CRH

hipofiza -

ACTH

nadbubrezne
Zzlezdea

<L N

kKortikosteron

Crtez 1.7. Sema HHA sistema (www.aic.cuhk.edu.hk)

1.3.1. Paraventrikularno jedro hipotalamusa i kortikotropni oslobadajuéi hormon
PVN pacova je parno jedr&oje sa nalazistrana trée mozdane komore
medijalnog dela anteriornog hipotalamuB&gioni sa malim brojeréelija na obodima
ventralne, dorzalne i kaudalne strane PVN jasn@ragavaju ovo jedro. Na osnovu
morfologije i eferntnih veza vw&a neurona PVN pripadaju trima osnovnim
kategorijamatelija. Zajedno sa SO jedrom ono sadrziima magnocelularnih neurona
koji sintetiSu i oslobdaju vazopresin (antidiurékog hormona), oksitocin (hormon

ukljucen u sekreciji mleka, pordajne kontrakcije, kao i ejakulaciju). Aksoni ovih

20



neurona projektuju se u zadnji rezanj hipofize dd&zi do oslobdanja hormonalnog
sadrzaja direktno u sistemsku cirkulaciju. PVN zadeliku populaciju parvocelularnih
neurosekretniltelija u koje spadaju neuroni koji sintetiSu CRHo k& RH koji regulise
rad Stithe Zlezde te g na metabolizam (Kiss 1988). Parvocelularni neuRWIN
oslobataju u manjoj meri vazoaktivni intestinalni peptid/IR), holecistokinin,
supstancu P, neurotenzin, atriopeptin, GHRH, aagoh Il (Kiss i sar. 1983; Kiss,
1988). Tréa populacijacelija u PVN su tzv. autonomneelije koje se projektuju na
mozdano stablo i kEmenu moZzZdinu. Neuronska vlakna ovifelija putuju do
motoneurona (motornog jedra) nerva vagusa i intdiod®rzalnih puteva kmene
mozdine te inerviSu parasimp®e i simpatéke pregangliskecelije. Ovi neuroni
inerviSu regione autonomnog nervnog sistema, jeslbtarnog trakta, Edinger-
Vestpalovo jedro, parabranhijalno jedro, kao i ®ena jedro trigeminusasubstantia
gelatinosalednog roga kimene mozdine. Neuroni ovih projekcija su male dalsje
velicine, smesSteni u dorzalnom i kaudalnom delu P\, aksoni ¢ine 30% svih
aksona koji napustaju hipotalamus. Veliki broj oailtonomnihtelija sadrzi oksitocin i
vazopresinCelije PVN preko svojih projekcija ug na kardiovaskularni sistem, unos
hrane i vode, gastrointestinalne funkcije, kao simezu melatonina u pinealnoj zlezdi.
Prisustvo magnocelularnih i parvocelularnih, autanth ¢elija, kao konstituenta tri
homeostatska sistema, u jednom jedru predstadjageyenu pojavu u hipotalamusu, te
Swanson i Kuypers (1980) karakteriSu PVN kao ddjuaktor integracije autonomne i
neuroendokrine funkcije.

Kiss i sar. (1991) PVN dele u najmanje osam ¢&&ili ¢elijskih grupa. To su
magnocelularna grupa neurona, dve grupe medioceialmeurona, kao i pet grupa
parvocelularnih neurona. Magnocelulaalijsku populacijuiine kompaktno grupisani
krupni neuroni (dijametara>12 um), koji predstguljd9% celijske populacije PVN.
Pored krupnih neurona magnocelularna grupa obuhvaturone srednjeg i malog
dijametra. Dorzalna i posteriorna mediocelularnalgsgapa neurona obuhvata 26%
¢elijske populacije PVN. Dorzalnu podgrugine horizontalno orijentisani neuroni
srednjeg diametra, dok posteriornu podgrame difuzno raspoeni neuroni razéite
velicine. Izmeiu tretie mozdane komore i kompaktne mase magnocelulaeiinona
lezi masa sitnih parvocelularnih neurona koja padm 53%:celijske populacije PVN.

Celije periventrikularne podgrupe parvocelularnepgrieze duz tie mozdane
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Slika 1.8. Sema frontalnog preseka centralnog B¥ld, pv-periventrikularna
parvocelularna, dp-dorzalna parvocelularna, Iprédite parvocelularna, pm-posteriorna
magnocelularna grupa neurona (Larsen i sar. 1994)

komore, izduzenog su oblika i orijentisane paralehdu komore. Ova podgrupa se
prostire duz celog PVN, Sto nije 8k sa ostalim podgrupama parvocelularne
populacije, te tako uslovljava relativno veliku jmmast ¢elija ove podgrupe, oko 2700
¢elija, nasuprot njihovoj maloj gustini. Lateralnd periventrikularne grupe nalazi se
medijalna parvocelularna grupa koja obuhvé&ttiri podgrupe, anteriornu, medijalnu,
lateralnu, kaudalnuCelije malog (44-48%), srednjeg(38-45%) i velikog (6-11%)
zastuplene su u svetiri podgrupe (Kiss i sar. 1991).

Postoji tendencija grupisanalija koje sintetiSu iste hormone, te je anatomska
podela PVN dopunjena i podelom u zavisnosti od ofeemijskog sadrzaja neurona.
Tako paraventrikularni dovodni inputi inerviSu neoe odrdene grupe.
Noradrenergine inervacije mozdanog stabla sglavhom usmerne na magnocelularne
neurone koji sintetiSu vazopresiglicno tome, ACTH-imunoreaktivnih inputi izgleda
da inerviSu periventrikularni i kaudalni region, kdosu ovi inputi oskudno
rasprostranjeni u CRH parvocelularnim neuronima PMBsuprot tome, nervna vlakna
koja oslobdaju adrenalin zavrSavaju se na CRH neuronima kao i neuronima
projektovanim na mozdano stablo. Adrenalinom boghksioni se ne projektuju jedino
na CRH neurone, ¥ese adrenalinski aksoni nalaze Sirom PVN, ali sujengustine.
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Podela na osnovu prisutnosti odieaih neurotransmitera u zonama PVN nije strikno
odraz anatomske podele ovog jedra (Kiss 1988; Eveétokfelt 1990).

Medijalna periventrikularna i medijalna lateraln&NP podgrupa sadrzi oko
polovinu svih CRH neurona prisutnin u PVN od kopblaze brojne projekcije do
spoljasnje zone ME. Oko 15% svih CRH obelezenih roreu pripada grupi
magnocelularnih koji mahom sitetiSu i oksitocino8kpolovna CRH pozitivnih aksona
koja se zavrSava na ME se intenzivno boji na AMMRZopresin-neurofizin, a CRH i
derivati pro-AVP se nalaze u istim neurosekretorngaikulama (Engler i sar. 1999).
Nizi nivo ekspresije CRH prisutan je i u SO, prexgkom i Pe jedru hipotalamusa
(Kawata i sar. 1983).

Snop aksona parvocelularnin neurona izlazi iz PVNateralnom pravcu,
zajedno sa magnocelularnim hipotalamo-hipofizniaktiom. Snop aksona pruza se oko
forniksa, te delimino ulazi u lateralni hipotalamus odakle se ulakik kroz lateralnu
retrohijazmatinu oblast (Palkovits 1984).

Region oko PVN bogato je inervisan limkim strukturama i ima uticaja u
regulaciji aktivnosti HHA sistema (Herman i sar02). Pojedine studije su pokazale da
regioni koji inerviSu subPVN skoro po pravilu se meojektuju na medijalni
parvocelularni region PVN (Herman i sar. 2002). l&di parvocelularni neuroni PVN
su ogranieni gustom dendritskom mrezom te ligldiinputi ne kontaktiraju sa njima
ve¢ deluju indirektno, preko neurona subPVN-a dominanBABA-ergtnog fenotipa
(Bovers i sar. 1998). Istrazivanja Bovers i sa®9@) pokazuju da je ¢@a PVN-
projektovanih neurona pozitivna na iRNK dekarbaa# glutaminske kiseline (GAD).
SubPVN region posebno je bogat GABA neuronima, gitoyanim na PVN, koji
reaguju na stres pot@om sintezom GABA (Bovers i sar. 1998) i péa@om cFos
imunoreaktivno&u (Culinan i sar. 1996).

Jedna od kljénih struktura u regulaciji sekrecije CRH je i Aedjo. Preciznije,
neuroni Arc uspostavljaju direktan sinagti kontakt sa CRH neuronima PVN
(Sawchenko i sar. 1982; Bai i sar. 1985), a dakee projektuju na ME i @il na
oslobatanje CRH iz nervnih zavrSetaka (Haas and Georg®;1®8egand and Price
1980; Mezey i sar. 1985).

CRH je hormon koji se sastoji od 41 aminokiselinposeduje visok stepen

strukturne homologije (>80%) rde vrstama, a prvi put je izolovan 1981. kao supstan
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koja povéava Iienje ACTH iB-endorfina ucelijskoj kulturi hipofize pacova (Vale i
sar. 1981; Lovejoy i Balment 1999). Uklanjanje osamino-kiselina sa -N terminusa
dovodi do gubitka aktivnosti molekula CRH, dok m&d peptid ipak zadrzava
moguenost vezivanja za hipofizni CRH receptor.

Tokom evolucije uloga peptida koji stimuliSu sintezsekreciju ACTH bila je
vezana za procese osmoregulacije i diureze, a viemeovi peptidi stiu nove uloge
povezane sa odgovorom organizma na stres, kontrmsta, regulaciom metabékih
procesa, vazoregulacijom i termoregulacijom. CRKeut na komponentu ponasanja
organizma u stresu (Weninger i sar. 1999). | zaBRH je obeleZen u oblastima mozga
koji kontroliSu oséanja straha i anksioznosti (amigdaloidna jedragposozenije i
emocije (noradrenergni i serotonergini neuroni lokusa ceruleusa i rafe nukleusa).
Prisustvo CRH dokazano je i u delovilma mozdanaglatkoji upravljaju autonomnim
funkcijama (Phelix i Paull 1990). CRH snaznocetii na funkciju imunog sistema,
indirektno aktiviranjem HHA sistema, i direktnomgrgacijom inflamatornog svojstva
tkiva (Chrousos 1995; Elenkov i sar. 199®ove&anjem sinteze ACTH i dalje
glukokortikoida smanjuje se imuni odgovor. CRH airam i autokrinim delovanjem
utice na tkiva imunog sistema i inflamatornog tkiva i@e i sar. 1991). Tako ovaj
hormon stimuliSe sekreciju glukokortikoida, katedralna, i perifernih CRH, a deluje i
na sintezu regulatornim citokina (npr., 1L-12, IENE-2, IL-4 i IL-10) i histamina
(Elenkov i sar 1999). CRH deluje i kao neuromoduiat neurotransmiter (Dunn i
Beridge 1990). Prisustvo CRH dokazano je u intenor@ma kore velikog mozga i kori
malog mozga. Klinika ispitivanja ukazuju da se poretag u ekspresiji CRH povezani
sa nizom psihijatriskih (anksioznost, depresijapraksija, bolesti zavisnosti) (Scott i
Dinan 1998), endokrinih (KuSingov sindrom) (Howletsar. 1985), autoimunih
(reumatoidni artritis, sistemski lupus eritematgzuéStraub i Cutolo 2001),
neurodegenerativnih (Alchajmerova bolest) (Willergoesar. 2000), kardio-vaskularnih
(Goncharuk i sar. 2002) bolesti.

Znxajna koltina CRH prisutna je i u perifernim tkivima: hipafiz
nadbubreznim Zlezdama, bubrezima, jetri¢pha i gastrointestinalnom traktu (Dotzer i
sar. 2004). CRH koji je sintetisan u koZiestvuje u regulaciji lokalne homeostaze
(Crofford i sar. 1995; Slominski i sar. 2001). CRikhibira proliferaciju keratocita,
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takade reguliSe adheziju molekula i citokina (Pisarchidominski 2001; Zbytek i sar.
2002).

CRH svoje delovanje ostvaruje vezivanjem za dva tipceptora CRHR1 i
CRHRZ2, kodiranih razitim genima (Turnbull i Rivier 1997). To su transmigranski
receptori, grdeni od sedam transmembranskih domena, koji imajuktsiru alfa
heliksa, a kuplovani su sa GTP-vezuim proteinima. Nakon vezivanja liganda za oba
tipa receptora dolazi do aktiviranja adenilat cldai povéanja nivoa cAMP-a
(Grigoriadis i sar. 2001). CRHR1, dominantan u adhgpofizi, ima visoki afinitet
vezivanja CRH kao i aktivacije POMC transkripcijdktivhost ovih receptora
modulisana je bivalentnim katjonima, kao i guanikleotidom, dok se smanjenje broja
receptora (down-regulacija) javlja kao odgovor nareaalektomiju, tretman
glukokortikoidima i hrontan stres. Nasuprot tome pomenute promene/intefeenci
nemaju uticaj na broj receptora u mozgu. Poredkeetastupljenosti yars tuberalis
hipofize, vée kolicine CHRH1 prisutne su kori velikog mozga, hipokasiguArc
jedru, amigdalama. CRHR2 su prisutni u perifernkinitma, nadbubreznim Zlezdama,

srcu, prostati, crevima, jetri, bubrezima i testigi(Wong i sar. 1994).

1.3.2. Adrenokortikotropne éelije hipofize i adrenokortikotropni hormon

Kao odgovor na osloldanje CRH, ACTHcelije, identifikovane 1967 (Yamada
I Yamashita), sitetiSu i osloiaju ACTH. Kori€enjem imunocitohemijskih metoda
pokazano je da su ACTEtlije prvi tip ¢elija koji pctinje da sintetiSe hormone tokom
fetalnog razvoja, u periodu kada joS nije ni uspdgna definitivna adultna
organizacija hipofize. ACTH je imunocitohemijskialbzen najpre Gelijama buddeg
pars tuberalis 13. dana razvoja fetusa pacova, a zatim u patalidi 14. dana fetalnog
razvoja, a oko 17. dana fetalnog razvojpars intermedia(Chatelain i sar. 1979;
Manojlovi¢ i sar. 2007).

ACTH celije su nepravilnog oblika, sa citoplazntatm produzecima izn
drugih ¢elija, uglavnom izméu GH c¢elija (MiloSevi i sar. 2012b). Dijametar njihovih
sekretornih granula iznosi oko 200 nm i smeStenaasyeriferiji citoplazme, dok se
mitohondrije, endoplazmai retikulum i Goldzijev kompleks nalaze u blizmikleusa
(Horvath i Kovacs 1988).
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ACTH celije sintetiSu produkte proopiomelanokortinskog@®C) gena i to
ACTH, B-lipotropin i endorfine. 4,5-kDa ACTH polipeptid seastoji od 39
aminokiselina i veoma se malo razlikuje kod primadeugih vrsta (svega u dve amino-
kiseline: na 31. i 33. poziciji) (Melmed i Kleintggr2002). Prvi produkt translacije
POMC je lanac dug 266 aminokiselina, koji je prekurza adrenokortikotropne,
opioidne i melanotropne peptide. Daljom obradonmajasACTH koji se moZe prevesti
u a-melanocitni oslobdaju¢i hormon ili intermedijarni peptid slan kortikotropinu.
CRH, citokini (IL-1, IL-2, IL-6), vazopresin, katelamini i VIP zajedno aktiviraju
gensku ekspresiju POMC, dok je glukokortikoidi imihaju (Melmed i Kleinberg,
2002).

ACTH receptori (ACTHR) brojni su na membranatedija kore nadbubreznih
Zlezda, gde dovode do p@amja sinteze i osloldanja glukokortikoida, dok u manjem
stepenu stimuliSu produkciju mineralokortikoida ndaogena (Gantz i sar. 1993).
ACTH signal preko adenilat ciklaze reguliSe tramsiju citohrom P450 enzima
(Melmed i Kleinberg 2002). Deludiipozitivno na sintezu sopstvenog receptora ACTH
je u moguénosti da kontroliSe i sopstvenu sintezu. PrisusiRdlK za ACTHR
dokazano je u ACTHelijama adenohipofize. Inhibitorni uticaj glukokikdida na
ACTH sintezu i sekreciju izostaje u nekim &jevima, uslovima hrotinog stresa i
KusSingovog sindroma (Morris i sar. 2003).

U sinergizmu sa CRH stimulacija sekrecije ACTH peoieana je AVP-om,
oksitocinom, angiotenzinom Il, noradrenalinom iedalinom (Baird i sar. 1982; Gillies
I sar. 1982), dok sam AVP ima malu ACTH sekretagogitivnost (Scott i Dinan
1998). Pozitivha reciptma interakcija izméu CRH i AVP (jedan hormon stimuliSe
oslobatanje drugog) prisutna je na nivou hipotalamusa. s8poost stimulacije
oslobatanja ACTH iz ACTHcelija hipofize imaju urotenzin, urokortin i sovagkoji se
I mogu vezati za CRH receptore. Cirkadijalni rit&d@TH sekrecije generiSe Sch jedro,
a kortikosteroidi utiu kako na cirkadijalni tako i ultradijalni ritam lsecije ACTH.
Stres, endogenog ili egzogenog porekla, delujerakeat, povéavajui amplitudu
sekrecije ACTH, dok kortikosteroidi deluju na sugan&in.
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1.4.Estrogeni i fitoestrogeni-izoflavoni soje
1.4.1.Estrogeni

Zna&ajan pomak u razvoju reproduktivne biologije veparza kasne dvadesete
godine proslog veka, a ogledao se u objavljivagpiova o supstancama kojecutina
reprodukciju, a lte ih gonade. Prvi izolovani hormon je bio estroorelom iz urina
trudnice, a izolovali su ga Doisy i sar. 1929. gediSimoni i sar. 2002).

Estrogeni pripadaju porodici steroidnih hormonagbzirom da je za njihovu
sintezu neophodan holester@lelije koje sintetiSu steroidne hormone, pouk novo
sinteze, unose holesterol vezan sa proteinima ikwhipoproteina. Nakon ulaska
lipoproteina u ¢eliju aktivira se acil-CoA-holesterol transferazaj&k omoggava
esterifikaciju i skladiStenje holesterola u oblikpidnih kapi. Katalittkom aktivhogu
holesterol esteraze, od holesterola, koji je ukoblestra, dobija se deesterifikovan
holesterol koji ulazi u mitohondrije. UzevsSi u obgzinjenicu da testosteron i estradiol
imaju manji broj C atoma od holesterola, prva fazsintezi steroidnih hormona je
uklanjanje fragmenta od Sest C atoma izrnmgy lanca holesterola, p¢emu nastaje
pregnenolon. U tom procesu prvo dolazi do hidreksi¢ holesterola nafgatomu, a
zatim na Gyatomu, u cilju raskidanja veze izmedjuod Cyratoma, a reakciju
katalizuje enzim dezmolaza (citohrom P450side-chain cleavagdi CYP 11A1).
Pregnenolon izlazi iz mitohondrija i u citoplazmg prisustvo enzimskog kompleksa,
moze biti metabolisan na dvadaa, odnosno duz dva biohemijska puta (Voet i Voet,
2004). Prema prvom putu, od pregnenolona se u dva korakatiSe progesteron,
oksidacijom 3-OH grupe pregnenolona u 3'-keto grufzomerizacijomaA®-dvogube
veze uA “dvogubu vezu, reakcijama koje katalizuje enzAm3p-hidroksisteroid
dehidrogenaza A°>* — izomeraza (BHSD). Progesteron je prekursor u biosintezi
androgena i estrogena. Njihova biosinteza @tpe hidroksilacijom progesterona na
C,7-atomu od strane enzimad-hidroksilaza/17, 20aze (CYP17), prcemu se dobija
17a-hidroksiprogesteron, koji se transformiSe u androgndrostenedion eliminacijom
botnog lanca koji se sastoji od,f& Cy-atoma. Redukcijom {-keto grupe
androstenediona pod uticajem piffidroksisteroid dehidrogenaze nastaje testosteron.
Aromatizacijom prstena A i gubitkomi&metil grupe testosterona nastaje estradiol.
Ovu reakciju katalizuje enzim aromataza P450 (C9R Meiutim, od androstenediona

uz prisustvo CYP 19 moZze nastati i estron, a awesatuz prisustvo J¥#hidroksisteroid
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dehidrogenaze, nastaje tdkol-estradiol (Voet i Voet, 2004). Prema drugom putu,
uz prisustvo enzima CYP17, pregnenolon prelaziarfidroksipregnenolon, a od &7
hidroksipregnenolona nastaje DHEA. Od DHEA, uz ysigo enzima BHSD nastaje
androstenedion. Od androstenediona kao i premarppudu, nastaju testosteron, estron
I estradiol. 1B-estradiol i estron nastaju od testosterona i astdnediona u
agranulisanom endoplazmatom retikulumu, procesom aromatizacij®e facto
aromatizacija je proces hidroksilacije i gubitkatingrupe na C-19 i eliminacija 1. i 2.
vodonika u A prstenu uzase CYP19 (Voet i Voet 2004).

Primarni izvor 1B-estradiola, bioloSki najaktivnijeg estrogena, &uigi, dok su
aromataze, neophodne za njegovu sintezu, zastapljgnmasnom i mishom tkivu,
testisima (Ghayee i Auchus 2007). Svi pomenuti ranzipotrebni za konverziju
holesterola u estrogen, prateai su u mozdanom tkivu (Micevych i Mermelstein 800
te mozak moze funkcionisati i kao autonomni steygehi organ. Bioloski slabiji
estrogeni (estron, estriol) se uglavnom formirajjetni i placenti. U krvi se estrogeni
nalaze vezani za transportne globuline i albumensyega 2-3% je slobodno i bioloski
aktivno. Razlaganje estrogena odvija se u jetrseéeizliEuju urinom ili kroz zu
uglavnom u obliku estriola. léenje estrogena regulisano je GnRH hipotalamusa koji
stimuliSe l&enje FSH i LH (Pardridge 1986; Ghayee i Auchus 2007

1.4.1.1.Celiski mehanizmi delovanja estrogena

Kako su estrogeni rastvorljivi u lipidima ¢€eliju ulaze prostom difuzijom.
Estrogeni mogu da deluju genomskim i ne genomskehanizmima.

Sve do 1960. godine verovalo se da estrogeni delajuenzimske procese
(Jensen i Jordan 2003). Jensen i Jacobsen (19¢iksazali da u nekim tkivima dolazi
do koncentracije radioaktivnog estradiola nasugratlijentu koncentracije, Sto ukazuje
na prisustvo intracelularnog hormon-vezigg proteina. Zajedno sa drugom grupom
istrazivaa (Toft i Gorski 1966) ovaj efekat pripisan je pgt/u estrogenog receptora
(ER) koji pripada superfamiliji jedarnih receptoi®ored ER ovoj familiji pripadaju
glukokortikoidni, mineralokortikoidni te progestiisreceptori, receptori za vitamin A,
D, prostaglandine i tiroidne hormone (Pavao i Trél801). U ovu familiju se ubrajaju i
receptori za koje ligandi jo$ nisu identifikovat@kozvani receptori sit@d (orphan

receptors). Nakon vezivanja hormona za receptgegave transformacije, kompleks
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receptor-ligand se vezuje za DNK spetie elemente tzv. ,hormone response
elements” i na taj ri@n regulisSu transkripciju ciljnih gena (Tsai i O'Mey 1994). Kada
ER nije vezan za svoje ligande stabilizovan je ganina toplotnog Soka u jedru ili
citoplazmi.

Do sada su identifikovana dva tipa receptora zeogsh: alfa (ER) i beta
(ERB). Gen za estrogenski receptoridentifikovana je 1985, dok je gen za [ER
otkriven desetak godina kasnije (Walter i sar. 19Bace i sar. 1997). BRse
dominantno nalaze u speéiiim organima kao Sto su nilea Zlezda, materica i vagina,
a ukljueeni su u regulaciju reprodukcije (Kuiper i Gustaf$sl997). ER se pored
reproduktivnog trakta nalaze i u CNS, kardiovaskwan, imunom, urinarnom i
digestivnhom sistemu i u ptima. Ovaj receptor vezuje estradioksim afinitetom kao i
ERa (Kuiper i sar. 1997; 1998). Kada se u istom tknalaze ER i ERB, vezivanje
liganda za ER je dominantnije (Kuiper i Gustafsson 1997). ERERB kuplovani
ligandima imaju sposobnost da se za promotorskbmegilinog gena vezu u obliku
homo i hetero-dimera: ER homodimer, ER homodimer i ER/ERB heterodimer
(Pavao i Traish 2001).

Kloniranjem gena koji kodira E&Rkod ljudi i razlgitih vrsta Zivotinja utudeno
je postojanje 6 regiona (A, B, C, D, E, F) koji zeau sastav ER. Sekvence
aminokiselina u ovim regionima se razlikuju u zaasti od vrste Zivotinja (Kumar i
sar. 1987). Funkcionalna analiza d&Rpokazuje postojanje regiona sa ré&sin
funkcijama i to: region za vezivanje sa DNK, regiaa vezivanje sa ligadom-
hormonom, region za formiranje dimera, region zaiwanje proteina i region za
aktivaciju transkripcije (Tjian i Maniatis 1994; dmblay i sar. 1997). HRje kloniran
kod pacova (Kuiper i sar. 1996), a nakon toga kadan{Mosselman i sar. 1996;
Enmark i sar. 1997) i ljudi (Tremblay i sar. 199Knd ljudi gen za ER je lokalizovan
na 14. hromozomu, dok je gen zadERKkalizovan na 6. hromozomu (Enmark i sar.
1997; Enmark i Gustafsson 1999). IstraZivanjg3B&d ljudi ukazuju na postojanje
nekoliko izoformi ovog receptora (Mosselman i s896; Moore i sar. 1998; Ogawa i
sar. 1998).
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Crtez 1.9. Struktura estrogenog receptora (wwwipeitlia.org)

Mozak, kao i periferne organe karakteriSe prisugi® Autoradiografske studije
ukazuju na mozdanu distribuciju ER (Stumpf i Sar@)9 dok je tana lokalizacija u
odreienim mozdanim strukturama ufema nakon imunohistohemijskih studija.
Mozdane stukture pokazuju heterogenost u distgbdeR. Kod glodara ER je
lokalizovan ne samo u neuronimaéue glijalnim (Jung-Testas i sar. 1992; Platania i
sar. 2003; Mhyre i Dorsa 2006heuralnim stentelijama(Brannvall i sar. 2002). ER
dominira u hipotalamusu, hipokampusu i pregkmj oblasti, viSe ili manje zastuljen je
u korteksu i malom mozgu, dok je BRprisutan korteksu, malom mozagu, septumu,
preopttkoj oblasti, talamusu, u odtenim jedrima mozdanog stabla (Shughrue i sar.
1997a,b) U pojedinim oblastima, npr. preogitb); oblasti, oba tipa receptora
podjednako su zastupliena (Shughrue i Merchenth20€x1). Koltina ER varira u
odnosu na koncentraciju estrogena u cirkulacijiotokestrusnog ciklusa. Tako je u
optickiom region koléina ER mRNA je niska u period visoke koncentraegtrogena,
dok se u arkuathom jedru deSava suprotno (Shughrear. 1992). Dosadasnja
istraZzivanja pokazuju prisustvo iskijyo ERa u ventromedijalnom nukleusu, dok je
ERB . prvenstveno zastuplien u SO, PVN, Sch i tubelarnediru hipotalamusa.
Ekspresija oba receptorska tipa prisutna je u meow@ Arc jedra (Kuiper i sar. 1997a;
Shughrue i sar. 1997&hu i Fuller 1997 aflamme i sar. 1998).

Aktivacija ER estrogenima dovodi do p@esja sinteze proteina za nekoliko
minuta do sataS druge strane estrogeni mogu izmeniti eléktriaktivnost neurona u
sekundi (Kelly i sar. 1976), povati CAMP u materici za 15 sekundi (Szego i Davis
1967), Sto predstavlja vremenski suviSe kratakopeiza de novosintezu protein.
Razlkiti autori su identifikovali skréenu formu hER od 46 kDa, koju su kroz razite
eksperimentalne pristupe povezali sa membranskigowatom razlkitih tkiva na

estrogen, ali njegova uloga u negenomskoj sigrajizas nije definitivno potvdena
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(Monje i Boland 1999; Flouriot i sar. 2000kgleda da se signalizacija estrogenima
odvija i negenomskim mehanizmima, koji ne zavisgpadustva jedarnih ER, i veoma

brzo dovode do efekta, Sto verovatno uklije prisustvo membranskog receptora
(Segars i Driggers 2002) ili interagovanje ovihrhona sa drugim signalnim putevima

(cross-talk) pre svega sa SRCyr kinazama i MAP-kinaznim putevima signalne
transdukcije.

1.4.2. Fitoestrogeni-izoflavoni soje

Upotreba odréenih biljnin vrsta tokom prosSlosti, a i danas, kaeo
tradicionalne medicine i folklora naroda, izdneostalog se dovodi u vezu sa njihovim
estrogenskim dejstvom. Tako je konzumiranje nangepwano sa plodnoa (Price i
Fenwick 1985), dok je biljkePueraria mirifica koriS¢ena za podmtiivanje i kao
afrodizijak (Bradbury i White 1954). Zanimljivo jda je srednjevekovno katdhio
svesStenstvo verovalo da se libido moze smanjitizkomacijom hmelja (Fuhrmann
1986). Prvi dokaz da biljni ekstrakti mogu imatiregeno dejstvo patu iz tridesetih
godina XX veka, a sedamdesetih se govori o stotinbifjaka koja sadrze jedinjenja sa
estrogenim efektomCetrdesetin godina kao uzrok neplodnosti ovaca uadagj
Australiji navodi se ishrana, tj. ispasSa ovacaiwadama bogatim detelinofBennetts i
sar. 1946). Folman i Pope (1966) ukazuju na pag@mjeompeticije izméu aplikovanih
fitoestrogena i endogenih steroida, kao i na tonglaov relativni odnos determiniSe
estrogensku, odnosno antiestrogensku aktivnostm®é& mozZe objasniti dominantan
estrogenski efekat fitoestrogena zapazen kod owatrapsno antiestrogenski prisutan
kod ljudi, kod kojih je koncentracija cirkuligin estrogena relativno visokacektalost
javljanja odrdenih bolesti kod ljudi mozZe se dovesti u vezu sénaen ishrane. U
Azijskih naroda wijoj su ishrani visoko zastupljeni sojini proizvasinanjen je rizik od
karcinoma dojke, prostate kao i od kardiovaskularbolesti (Adlercreutz i Mazur
1997).

Estrogenske efekte ispoljavaju réith jedinjenja poreklom iz Zivotinja, biljaka i
mikroorganizama. Taki®, pojedina industrijski dobijena jedinjenja iliggiukti njihove
degradacije poseduju estrogensko delovanje. Taksticmk i insekticidi sadrze
jedinjenja sa estrogenskom aktivios koja se Kklasifikuju kao ksenoestrogeni.

Potencijalno Stetno dejstvo ksenoestrogena danaposeno prati, s obzirom na
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oskudnost podataka o njihovom dugotrajnom dejstauzivi svet (Davis i Bradlow
1995).

Termin fitoestrogeni obuhvata jedinjenja sa henoijgkstrukturom i bioloSkom
aktivnoZu slicnom 1P estradiolu. U fitoestrogene ubrajamo i jedinjek@a sein
vivo transformiSu u jedinjenja gha estrogenima (Setchell 1985) ili prouzrokuju efek
koji bi se mogli @éekivati kao posledica egzogene aplikacije estrog&ugper i sar.
1998). Najzastupljenija klasifikacija obuhvata tglavne grupe fitoestrogena:
izoflavonoide u koje spadaju izoflavoni i kumestdmnane i ostale (Murkies i sar.
1998). Prisutni su kako u biljkama tako i u njihmvseemenima. Pojeditiaa biljka
obi¢cno sadrzi viSe od jedne grupe fitoestrogena. Takano soje bogato izoflavonima,
dok klica soje obiluje kumestrolom, najzastupljgnijkumestanom (Price i Fenwick
1985).

Fitoestrogeni su nalaze u velikom broju biljnih tarkoje se svakodnevno
koriste kako u ljudskoj tako i u Zivotinjskoj isimiaz&ini (luk, mirodija, kim, persun),
mahunarke (soja, graSak, detelina), zrnevlje (J&tam, raz, piring, ovas), powe
(Sargarepa, krompir), ¥e (jabuka, Sljiva, kruska, gréé, urma, treSnja) kao i ¢a
(pivo, kafa) (Kurzer i Xu 1997). Zanimljivo je ddolela biljka (napadnuta insektima i
gliivicama) Medicago sativa(alfalfa) produkuje fitoestrogene (kumestrol, wétitd),
dok zdrava biljka sadrzi veoma male Koie istih (Loper i sar. 1968). Proizvodi od
soje, bilo prehrambeni (sojino mleko, sojin joguttfu, soja sos) bilo u vidu
suplemenata u ishrani ili medicinskih preparatadptavljaju dominantan komercijalni

izvor izoflavona za savremendgveka.

" 0

genistein b

Crtez 1.10. Plod biljke soje i strukturna formukngsteina i daidzeina (www.
viable-herbal.com)
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Veliki procenat izoflavona zastupljen je u biljobjis Najpoznatiji izoflavoni:
genistein, daidzein i glicitein koji se nalaze yi @ hemijskoj strukturi su tricikéini
bifenolni aglikani. U soji genistein je najzast@pljja, a ujedno i najaktivnija
komponenta, dok se daidzein i glicitein nalaze unjgra procentu. Kompleksne
strukture iz kojih se izvode genistein, daidzeinglicitein su, zapravo, njihove
glikozilovane forme. Genistin, '80—-malonil genistin i 6-0-acetil genistin su
glikozilovane forme genisteina, dok su glikoziloearforme daidzeina daidzin,
6'-0—malonil daidzin i 6-O-acetil daidzin. Glikozilovane forme gliciteina su
predstavljene glicitinom, '60-malonil glicitinom 1 6-0-acetil glicitinom.
Malonil—glikozidi genisteina su najzastupljenija forma lagbna u soji (Kulling i sar.
2002). Procesima digestije glikozilovane forme seimatski prevode u crevima u
bifenolne aglikane, jedinjenja strukturnoc¢sl estrogenu (Setchell i sar. 1984). Kao
krajnji produkt metabolizma daidzeina nastaje molekisoko potentnog ekvola
(Setchell i sar. 2002). Apsorbovani u crevima iaefini ulaze u enterohepé&tu
cirkulaciju i mogu biti ekskretovani putem &u nakon dekonjugacije
gastrointestinalnom florom, reapsorbovani, rekoauami u jetri i ekskretovani urinom
(Axelson i Setchell 1981; Adlercreutz i sar. 1986pncentracija lignana i izoflavona
moze biti izmerena u urinu, krvnoj plazmi, fecegwi, salivi i mleku (Adlercreutz i
sar. 1987)Cak i pri kontrolisanom doziranju izoflavona prisetsu Siroke individualne
razlike u njihovoj koncentraciji. Metabolizam izaflona, i uopste fitoestrogena, unetih
per osodreiuje gastrointestinalna flora, te ga unoSenje aotika i bolesti creva mogu
izmeniti (Setchell i sar. 1984). Masi® u ishrani, proteini, alkohol, raiii
mikronutrijenti, v&e, povée, odnosno hrana bogata celuloznim viaknima znatida

na metabolizam izoflavona (Tew i sar. 1996; Hutshisar. 1995; Lu i sar. 1996a,b).

1.4.2.1.Celijski mehanizmi delovanja fitoestrogena-izoflavoa soje

Mehanizam delovanja fitoestrogena joS uvek nij@etden u potpunosti. Danas
sa sigurno& govorimo o viSe raalitih mehanizama njihovog delovanja éalijskom
nivou.

Sojini izoflavoni imaju slabo estrogensko dejskaje ostvaruju vezujti se za
ERa i . Kostelac i sar. (2003) su pokazali da se gemistezuje s v&m afinitetom od

daidzeina za oba tipa ER, kao i to da se oba osffaizona vezuju sa mnogo &im
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afinitetom za ERB: 50% efikasnosti aktivacije (k&g ERa odgovara 0.03imol-a 1P
estradiola, za genistein ta kilia iznosi 1pimol—a, a za daidzein >3Qfhol-a. EGyza
ERB odgovara 0.0dmol-u 1P estradiola, 0.03mol-u genisteina i 0.03Bnol—u
daidzeina. Ova svojstva daju genisteinu i daidzestatus selektivnih modulatora
estrogenskih receptora (SERM), Sto @nda oni u nekim tkivima mogu delovati kao
agonisti ili agonisti/antagonisti, kompetirdjusa endogenim estradiolom za mesto
vezivanja i, u skladu sa tim, mogu da stimuliSwaiitagoniziraju (blokiraju) delovanje
178 estradiola. Patisual (2005) navodi da se izoflauonivo podjednako dobro vezuju
I za ERa i B, dokin vitro pokazuju véi afinitet vezivanja za ER Da li ¢e izoflavoni
delovati kao agonisti ili antagonisti estogena gaviod koline izoflavona tj. efekat
izoflavona dozno je zavistan (Setchell i Cassid92)9

Istrazivanja reproduktivnhog ponaSanja ovaca (Beanesar. 1946) pokazuju
estrogensko dejstvo izoflavona. Takvo delovanjeramagmeva hipertrofije uterusa na
Sta ukazuju istrazivanja Price i Fenwick (1985pflevoni se generalno vezuju za ER
koji su slobodni (pri niskom nivou endogenih estng) i estrogenski efekat je
potenciran aplikovanjem nizih doza izoflavona (Adteutz i sar. 1997), a inhibiran
usled kompeticije, aplikovanjem visSih doza izoflaao Niske koncentracije genisteina
[10°-107] stimulatorno deluju na rast MCF-7 humatedijske linije karcinoma dojke,
dok vise [10*-10°] koncentracije deluju inhibitorno, pokazalaifievitro studija (Wang i
sar. 1996). Tretman sojinim izoflavonima péaea produkciju SHBGEsex hormone
binding globulir) u jetri i na taj n&n umanjuje efekte polnih hormona s obzirom da
SHBH, vezujéi se za receptore n@elijskoj povrsini, reguliSéi dostupnost ili dejstvo
polnih hormona na veoma selektivartina(Adlercreutz i sar. 1987; Hammond 1995).
Zajedntki tretman genisteinom i estradiolom smanjuje pm@anje estradiola u
uterusu, te u ovom siaju govorimo o anti-estrogenskom delovanju gemstei
(Messina 1994).

Jedan od mogih mehanizama delovanja estogena i izoflavona geje
kuplovanje sa androgenim receptorom (AR). AR, d&kpoznat kao NR3C4 (nuklearni
receptori podfamilija 3, grupa Clan 4), pripada grupi nuklearnih receptora (Lurn. sa
2006) i aktivira se vezivanjem testosterona iliidiibtestosterona (DHT) (Roy i sar.
1999a) u citoplazmi, a potom se ovaj receptor-kijkompleks translocira u jedro gde

ucestvuje u regulaciji genske transkripcije. Blizakpgrogesteronskom receptoru téeve
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doze progesterona mogu dovesti do blokade AR (Bardar. 1983; Raudrant i Rabe
2003). Kao ER, AR interaguje sa proteinima signahamsdukcije u citoplazmi Sto
dovodi do brzih promena uelijskoj funkciji nezavisno od genske transkripcije
(Heinlein i Chang 2002; Fix i sar. 2004). Endogesiradiol se vezuje za AR skoro
istim afinitetoma kao i DHT dok se genistein i dagth vezuju sa nesSto manjim (Wang i
sar. 2010). U reproduktivnim organima muzjaka pacbrojnost AR je velika, dok je u
bubrezima, jetri, kori nadbubreznih Zlezda, hipofercu glatkoj muskulaturi manja.
Prisustvo AR potuteno je ucelijama CNS, tako je PVN jedro pozitivano na prisas
AR, te androgeni mogu direkno uticati na sinteziHd®d ljudi (Bao 2006).

Izoflavoni soje i njihovi metaboliti u organizmusara mogu delovati i drugim
mehanizmima nezavisno od receptora (Barnes i €80)2 Tako deluju na aktivnost
enzima, proteinsku sinez¢gelijsku proliferaciju, angiogenezu, transport kiigia, N&/
K* adenozin trifosfatazu, faktore rasta, oksidacijasty i ¢elijsku diferencijaciju
(Knight i Eden 1996;Adlercreutz i Mazur 1997). Njihovo delovanje na iemz je
viSedimenziono.

Genistein i daidzein direktno inhibiraju neke odjznaajnijih enzima
ukljucenih u sintezu i metabolizam steroida, te na téjmianoduliSu bioloSku aktivnost
endogenih estrogena, testosterona i glukokortik@ide i sar. 1998; Whitehead i sar.
2002; Holzbeierlein i sar. 2005; Ohno i sar. 20@2nistein je, potentan inhibitor Tyr
kinaza, enzima koji imaju kljtnu ulogu u signalnim putevimeelijske proliferacije i
rasta (Akiyama i sar. 1987), dok je ovakvo dejstladzeina mnogo slabije izrazeno
(Yokoshiki i sar. 1996). Scholar i Toews (1994) makazali da visoke koncentracije
daidzeinan vitro znaajno inhibiraju invazijutelija karcinoma dojke posredovanu Tyr
kinzama. In vitro studije Zhang i sar. (2001) su pokazale da geanisiehibira
proliferaciju adenohipofizniitelija pacova. Genistein ta#e inhibira enzime DNK

topoizomeraze, kao i histidin kinazu (Adlercreudazur 1997).

1.4.2.2. Bioloski efekti izoflavona soje

U sklopu ili mimo vezivanja za estrogenske receptftj. estrogenskog,
antiestrogenskog i ostalih mehanizama), sojini l@&ani mogu delovati
antioksidativno, antikarcinogeno, antiaterogenqohpidemijski, osteoprotektivno i
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imunosupresivno. Brojni su podaci koji ukazuju ngave metabolike efekte, kako
sistemske tako i néelijskom nivou.

Antioksidativno dejstvo je fundamentalna karaldita izoflavona iz koje
proizlazi citav niz bioloSkih dejstava, ukljujuci: antibakterijsko, antiviralno,
antiinflamatorno, antialergijsko, antitrombotskontimmutageno, antikarcinogeno i
vazodilatatorno (Rao i sar. 199FMuang i sar. 1999). Izoflavoni soje antioksidativho
dejstvo ispoljavaju direktno, vezufjui uklanjajui slobodne radikale iz medijuma ili
indirektno, aktivirajéi enzime antioksidativne zasStite ili menj&ju fluidnost
membrana.

Hemijska struktura izoflavona, odnosno prisustwirdksilnih grupa kao supstituenata
na aromatinim prstenovima je odgovorna za njihovu sposobdosktnog uklanjanja
slobodnih radikala (Heijnen i sar. 200E)me biva spréena ili odlozena oksidacija
drugih molekula putem spfavanja inicijacije ili propagacije u oksidativhoranktu.
Neka istraZzivanja ukazuju da je za uklanjanje dimito radikala iz medijuma
izoflavonima bitniji polozaj hidroksilnih grupa agjihovog broja (Chen i sar. 2002).
Ista studija sugeriSe da su hidroksilne grupertino- polozaju prstena B (kakav je
slieaj kod genisteina) najztiajnije aktivne grupe i da sa slobodnim radikalima
ucestvuju u formiranju intramolekulske vodoéne veze pricemu nastaje stabilna,
rezonantna ortho-benzokvinonska struktura. Ovakva antioksidativn&tivaost
izoflavona je utwtena kako un vivo, tako i uin vitro studijama, u véoj ili manjoj
meri, za slobodne radikale razte hemijske prirode: superoksid anjon, vodonik
peroksid, hidroksil, peroksil, peroksinitril, gahgksil i difenilpikrilhidrazil radikal
(Mitchell i sar. 1998; Guo i sar. 2002). Genistpmsvemu sudeci moze i da stimuliSe
produkciju superoksid dismutaze, izuzetnocajeog enzima antioksidativne zastite u
neutralisanju slobodnih radikala (Takekawa i sBQ& Borras i sar. 2006).

Indirektnim putem izoflavoni ispoljavaju svoje aksidativno dejstvo
aktivirajwi enzime antioksidativne zastite ili menjé&jdluidnost membrana. Wei i sar.
(1995) navode da je genistein potentan inhibitodpkcije vodonikperoksida u HL60
¢elijama, i inhibitor geneze superoksid anjona prekaima ksantin oksidaze. Pored
toga, genistein kod miSeva p@a®a aktivnost antioksidativnih enzim&atalaze,
superoksid dizmutaze, glutation peroksidaze i gltareduktaze (Mitchell i sar.

1998). Takde, utvdeno je da pojedini izoflavoni, gho holesterolu in-tokoferolu,
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ugradnjom unutar hidrofobnog jezgra membrane uzwkzrazeno snizenje lipidne
fluidnosti u tom regionu membrane i njenu stabdiga (Guo i sar. 2002). Nasuprot
tome rezultati naSe laboratorije ukazuju na éalidistribuciju genisteina i daidzeina u
¢elijskoj membrani. Genistein smanjuje fluidnost nibgame u povrSinskom regionu
membrane, a daidzein pd@ava fluidnost u dubini membrane (Ajdzanovsar. 2010).

Utvrdeno je da izoflavoni inhibiraju lipidnu peroksidgcii moduliraju
produkciju prostaglandina i leukotrijena ukdgnih u karcinogenezu, te tako snizavaju
rizik pojave maligne proliferacijéelija (King i McCay 1983). Westalost karcinoma,
zavisnih od koncentracije hormona, je niza u zemdjaAzije i Ist@ne Evrope nego u
zapadnim zemljama (Adlercreutz 1990) kao i kod v&ganaca (Hunter i sar. 1996).
Poreienjem podataka o ishrani i stopi smrtnosti u t#iin zemljama, karcinomi
dojke, ovarijuma, prostate i debelog creva pokanggativhu korelaciju sa unosom
izoflavona (Rose i sar. 1986). Predlozeno je n&kolmehanizama za moggi
antikancerogeno dejstvo izoflavona. Oni u&ljju inhibiciju enzima ukljgenih u
biosintezu estradiola (lbrahim i Abul-Hajj 199Be¢lissero i sar. 1996), inhibiciju Tyr
kinaza (Ullrich i Schlessinger 1990), inhibiciju BNopoizomeraze 1i Il (Yamashita i
sar. 1990), kao i inhibiciju angiogeneze (Fotsarn. 1997).

Postoje podaci koji ukazuju da izoflavoni inhilbito uticu na sekreciju
gonadotropina (Cassidy i sar. 1995), Sto se nagatndrazava na nivo estradiola i
progesterona u plazmi, a i ¢ na duzinu menstrualnog ciklusa (Lu i sar. 1996a).
Snizenje nivoa estradiola u plazmi moZe biti dinekposledica inhibicije aromataze, ili
indirektna, snizenjem koncentracije gonadotropina plazmi. Pored aromataze,
izoflavoni inhibiraju joS dva enzima uklgna u biosintezu estradiola, -3
hidroksisteroid dehidrogenazu i fhidroksisteroid oksidoreduktazu 1. Ovi efekti
izoflavona smanjuju rizik pojave karcinoma dojker, se smanjenjem nivoa estradiola
gubi i jak stimulus za proliferaciju maligniéelija. Genistein inhibira rast malignih
¢elija karcinoma dojke kakadn vitro tako i in vivo (Peterson i Barnes 1991;
Constantinou i sar. 1995). Utieno je da u Severnoj Americi imigrantkinje iz Jagan
ce&e obolevaju od karcinoma dojke nego Sto je tédsglkod Zena koje zive u Japanu
(Shimizu i sar. 1991). Ista studija ukazuje datgoa karcinoma dojke imigrantkinja iz
Japana nakon dugogodisnjeg zivota u Severnoj Am&#o i njihovihéerki gotovo ista

kao kod autohtonih Amerikanki. Ovakve studije ukazona zn#aj ishrane (koja u
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Japanu obiluje proizvodima od soje) u etiologijirdtaoma dojke. Naravno, uprkos
svim ovim pozitivnim efektima izoflavona na snizenjzika obolevanja od karcinoma
dojke, treba imati na umu da oni imaju slabo estns§o dejstvo i dée, pod odréenim
eksperimentalnim uslovima, uvek stimuliséglijsku proliferaciju i ekspresiju gena
zavisnih od estrogendMakela i sar. 1994). Pored inhibicije prolifera&cigelija
karcinoma dojke, genistein ima &b dejstvo | kod karcinoma prostate. Studije,
izvedene na muskarcima Japanskog porekla kojiriviElavajima, su ukazale na snizen
rizik obolevanja od karcinoma prostate kao poskdshrane bogate proizvodima od
soje (Severson i sar. 1989). Druge, pak, vrSengapanskim imigrantima u Severnoj
Americi, govore o powsanoj stopi karcinoma prostate u kratkom perioduonak
imigracije (Baghurst i Rohan 1994), ukaztijma zn&aj ishrane u genezi ove vrste
karcinoma. Utwieno je da genistein inhibira rast kako androgenismdy, tako i
androgen nezavisnih malignéelija karcinoma prostate u kultutelija (Rokhlin i sar.
1995). Da bi se postigao ovaj efekat, potrebne isake doze genisteina (Peterson i
Barnes 1993). Utdeno je, takde, sniZzenje nivoa intracelularnih, prostata-spé&mifi
antigena (PSA) u kultudelija humanog karcinoma prostate nakon dodavamegna

u medijum (Adlercreutz i sar. 1995). Smatra se @migein snizava konverziju
testosterona udbdihidrotestosteron, i na taj &ia redukuje intracelularne androgene
efekte u prostati te usporava rast maligigdija (Evans i sar. 1995). Matim,
razmatrajdi genistein kao potencijalni terapeutik kod obdletid karcinoma prostate,
teSko je evaluirati rezultate dobijeme vitro i izvrSiti njihovu ekstrapolaciju na Zivi
sistem, pogotovo Sto rezultati dobijeni u naSojotaboriji ukazuju na ekstremno
poveanje lienja DHEA iz zona reticulariskore nadbubrezne zlezde pacova nakon
tretmana genisteinom (Ajdzanévi sar. 2009). Kod tumora testisa i prostate, koiji
zavisni od prisustva androgena, takvo njegovo dejsti bilo kontraproduktivno i
opasno.

Pojedine epidemiolosSke studije sprovedene u Japkamuju na smanjen rizik
obolevanja od karcinoma debelog creva na pguna uwestale konzumacije tofua
(prehrambeni proizvod od soje) (Watanabe i Koed983). Utvideno je takde da
genistein inhibira proliferaciju maligniéelija jednjaka, Zeluca i debelog crewavitro
(Yanagihara i sar. 1993). Uzevsi u obainjenicu da su ER prodani u normalnoj

mukozi, adenomatoznim polipima i maligno transfaamim ¢elijama debelog creva
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(Xu i Thomas 1995) i da njihova koncentracija odg@vonoj u normalnom tkivu dojke
(Singh i Langman 1995), predpostavka je da gemisteoje antikancerogeno dejstvo
ispoljava mehanizmom kuplovanja sa estrogenskimptecima.

U procesu karcinogeneze veoma vaznu ulogu ima graoegiogeneze.
Preduslov za formiranje novih kapilara je razardrgealne membrane m&tih krvnih
sudova, Sto je posledica finog balansa produkcieplitickih enzima i njihovih
inhibitora, a préeno je migracijom endotelijalnikcelija na mesto destrukcije
membrane (Pepper i sar. 1990). Proteiddéidegradacija ekstracelularnog matriksa pod
dejstvom endotelijalniktelija kontrolisana je faktorima angiogeneze, koydukuju
produkciju plazminogenskog aktivatora urokinaznipg,t kao i produkciju njegovog
fizioloSkog inhibitora (Pepper i sar. 1990). Pokazaje da genistein redukuje
produkciju kako plazminogenskog aktivatora, takgegovog inhibitora u kloniranim
govelim endotelijalnim¢elijama krvnih kapilara (Fotsis i sar. 1993). Td&pgenistein
inhibira migraciju endotelijalnikeelija, stimulisanu bFGFbpvine fibroblast growth
factor), na mestu povrede sloja endotelijalriglija, i kati neke rane dogkaje u
procesu angiogeneze. Mehanizam antiangiogenetskjgjva genisteina moze se
ostvariti preko inhibicije Tyr kinaza, inhibicije 6Skinaze, kao i inhibicije DNK
topoizomeraze |i Il (Yamashita i sar. 1990).

Postoje podaci koji govore u prilog hipotezi dafiavoni, poreklom iz hrane,
uticu na smanjenje rizika obolevanja od kardiovaskiitanolesti u Azijskim zemljama
I kod vegetarijanaca, te se moze smatrati da imaedioprotektivno dejstvo
(Adlercreutz 1990). Odavno je poznato da konzungranjinih proizvoda snizava nivo
lipida u plazmi. Logian zakljiak koji se iz ovoga moze izvesti je da su izoflavan
soje, bar delintino, odgovorni za ovaj efekat (Adlercreutz 1990udga, sprovedena
na muzjacima i zenkamRhesusnajmunacija se ishrana bazirala na soji, je pokazala
za 30%-40% nize vrednosti koncentracija lipoprotaske gustine-(LDL) i lipoprotein
veoma niske gustine-(VLDL) holesterol u krvi, priorpienju sa kontrolnim
vrednostima (Anthony i sar. 1996). Pri tom, nivpolprotein visoke gustine (HDL)
holesterola je povan za oko 50% kod Zenki, odnosno za oko 20% kodjakaZz
Prethodno je r@no da je genistein snazan antioksidant, te kaavtakhibira
oksidaciju LDL, Sto je utveno uin vitro studijama (Tikkanen i sar. 1998). Sam

mehanizam, m#utim, joS nije rasvetljen. Izoflavoni s@i@vaju formiranje plaka u
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krvnim sudovima obolelih od ateroskleroze i inhalpir adhezijuitelija, te i na taj n&n
deluju antiaterogeno (Raines i Ross 1995). &#mp je da genistein inhibira agregaciju
trombocitain vitro i to, verovatno, zahvaljufi, inhibiciji (Gaudette i sar. 1990).
Takaie je pokazano da genistein i daidzein mogu inhibagregaciju trombocita
delujui kao antagonisti za tromboksanski A2 receptor @éhkma i sar. 1991). Zbog
svega ovoga je zaklieno da izoflavoni iz soje imaju veliki potencijal prevenciji
kardiovaskularnih oboljenja. Metim, uzevsi u obzir prethodno navedene podatke o
snizavaniju fluidnosti membrana (p@aaju njihove krutosti) usled ugradnje genisteina
u povrSinske hidrofobne slojeve membrane eritro@jazanovt i sar. 2010) trebalo
bi biti veoma obazriv sa njihovom primenom, n@®@ kod hipertondara. Naime,
protok krvi kroz suzene lumene krvnih sudova (uskedjomilavanja ateromatoznih
plaka) moZe biti otezan pot@njem krutosti eritrocitnih membrana i poviSenjem
viskoznosti krvi (AjdZzanowi i sar. 2010) nakon primene genisteina. Rezultafen
istraziva&ke grupe, pored snizenja nivoa holesterola u serwkazuju na povisenje
nivoa triglicerida kod muzjaka pacova nakon tretenagenisteinom i daidzeinom
(Sose-Jurjevi i sar. 2007) $to moZze da smanji entuzujazam b@wiji primenu.

Pojedine studije ukazuju na maguulogu sojinih izoflavona u metabolizmu
kostiju i prevenciji osteoporoze. Naime, kod postomauzalnih zena je doSlo do
pove&anja mineralnog sadrzaja u kostima usled unosa ahlebogéenog
komponentama soje u pdenju sa kontrolnom grupom Zena koje su u ishraniskle
obican, pSenini hleb (Dalais i sar. 1998). Koé&nje soje u ishrani predugdrge
gubitak koStane mase kod ovarijektomisanih pacéwm@ndi i sar. 1996). Stavise,
utvrdeno je da genistein inhibira aktivnost osteoklastase na taj rién smanjuje
gubitak koStane mase u ovarijektomisanih pacovail(Bkar. 1996). Genistein snizava
nivo alkalne fosfataze u serumu, te i na tafimaspoljava svoje osteoprotektivno
dejstvo (Filipove i sar. 2010).

Sojini izoflavoni ispoljavaju svoje dejstvo i n&vau imunog sistema. Tako je
utvrdeno da genistein inhibira produkciju azot oksidanekrofagima, te pokazuje
modulatoran efekat u imunom odgovoru (Krol i sa®93). Pokazano je néno
imunosupresivno dejstvo genisteina u inhibiciji fama Téelijske proliferacije
stimulisane CB; monoklonskim antitelima (Atluru i Gudapaty 1998)vrdeno je da
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genistein inhibira sintezu interleukina-2 i ekspremterleukinskog receptora, kao i da
inhibira produkciju leukotrijena B (Reddy i Cohe®8b).

Tokom poslednjih petnaestak godina, dérmo je da genistein &g i na
endokrinu funkciju pankreasa. Sorenson i sar. (1994 pokazali da inkubacija
Langerhansovih ostrvaca, izolovanih iz tri i penasstarih pacova, sa genisteinom
znatno pojéava sekreciju insulina indukovanu 10 mM glukozoonak i sar. (1995) su
utvrdili da efekat genisteina na osldbaje insulina nije bio pt@n promenama u
koncentracijama ATP-a, cAMP-a i dRinozitol 1, 4, 5-trifosfat) u Langerhansovim
ostrvcima. Paradoksalno, bila je smanjena intrd@ela koncentracija G§ 3to je
efekat koji, obino, obustavlja osloldanje hormona. Pojano oslobdanje insulina
stimulisano genisteinom bilo je suprimirano diazdksn (agensom koji otvara ATP-
zavisne kalijumove kanale), te je zakimo da je u pitanju vanreceptorski mehanizam
delovanja, nezavisan od efekta na tirozin-kinazgorkbls navedenimin vitro
rezultatimajn vivo studije pokazuju da genistein ne samo da negawenivo insulina
u krvi, nego ga smanjuje (Cheng i sar. 2004), telefaitivno i iscrpno misljenje o
efektima sojinih izoflavona na endokrinu funkcijankreasa jos$ uveleka.

U poslednje vreme, mnoga istrazivanja su usmeran@gulaciju unosa hrane
sojinim izoflavonima. Pokazano je snizenje nivgatilea u krvi, kao i snizenje telesne
mase i mase belog masnog tkiva kod muzjaka pacakannunosa izoflavona hranom
(Lephart i sar. 2004). Izoflavoni su, u ovom ¢slju, izazvali promene na nivou
hipotalamusa, doveli su do p@amja nivoa neuropeptida Y, i uslovili paamje unosa
hrane i vode. Uzevsi u obziinjenicu da nakon tretmana genisteinom, nivo imsuli
kod pacova ne raste, hipoleptinemijski efekat enxdha moze biti rezultat njihovog
direktnog dejstva na adipocite. Ufeno je da se to dejstvo ne ogleda u inhibiciji
aktivnosti protein kinaze A, ni u pos&nju produkcije CAMP kao Sto je to 8hj u
nekim drugim tipovimatelija, ve& u inhibiciji glukoznog metabolozma (Szkudelski i
sar. 2005). Mimo efekata na insulin i leptin, izefbni mogu izazvati brojne
metaboléke promene koje doprinose smanjenju telesne maasaz Nsar. (2003) su
utvrdili da genistein inhibira ekspresiju gena gaoprotein lipazu u masnom tkivu
ovarijektomisanih Zzenki miSeva. Ovakvo njegovo tgsse ogleda u smanjenom
intenzitetu deponovanja masti u adipocitima. Ekispenti sa izolatima jetre iz

ovarijektomisanih pacova ukazuju na mégost direktnog dejstva genisteina na lipidni
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metabolizam u ovom organu (Nogowski i sar. 1998im, dodavanje genisteina u
perfuzioni medijum zn&jno snizava lipogenezu u jetri, determinisanu lesayom
glukoze u totalne lipide. Paralelno sa tim procesartucivanje slobodnih masnih
kiselina je intenzivirano, ukazujuna lipoliticku aktivnost genisteina u jetri (Nogowski
I sar. 1998). Naposletku, studije na izolovaninpaditima ukazuju na jos jedno veoma
zn&ajno dejstvo genisteina, inhibiciju glukoznog tpamda (Smith i sar. 1993).
Pomenuta istrazivka grupa je utvrdila da genistein obustavlja tramsmlukoze
indukovan insulinom, zahvaljuju konformacionim promenama membranskih
transportera GLUT4 i bez z&gnog snizenja njihovog broja. Treba napomenuti da
postoje podaci i 0 poviSenju telesne mase nakdmama genisteinom (Penza i sar.
2006) kao i o izostanku efekta na telesnu masui(Fagr. 2004) Sto je verovatno
uslovljeno razlkitim eksperimentalnim uslovima i protokolima.

Brojne studije ukazuju na goitrogene (goiter-gusayvefekte sojinih izoflavona
(Doerge i Sheehan, 2002). U mnogimc¢sievima koncentracija tiroidnih hormona u
krvi je nepromenjena, ali je guSavost povezanaos@&enim nivoom TSH. Utdeno je
jos da genistein inhibira aktivnost tiroidne peldkze koja katalizuje jodinaciju
tiroglobulina i oksidativho kuplovanje sa dijodtmMoom Sto rezultuje formiranjem
tiroksina (T;) (Divi i sar. 1997).

Tretmanom gravidnih Zenki pacova genisteinom ¢@ngem njegovog prisustva
u krvi potomaka Doerge i sar. (2001) dokazuju spaosst prolaza genisteina kroz
placentu. Kouki i sar. (2003) pokazuju da neonatabtman genisteinom dovodi do
ranijeg vaginalnog otvaranja kao i do produzetkeusa, dok tretman daidzeinom nema
efekata.

Konano, ne bi trebalo zanemariti blagotvoran efekaingojizoflavona na
simptome Kkoji prate menopauzu, poput talasacimeu (,hot flushes”), gubitka
vaginalne sekrecije, loSeg sha i nervozetgma pojdanim lwenjem hormona stresa.
Ukazuje se na de javljanje menopauzalnih simtoma kod Japanki wedsmu sa
Kanatankama, verovatno usled ishrane bogate sojininzyodima (Adlercreutz i sar.
1995). Takde, rezultati naSe istraZitlee grupe (AjdZzanovii sar. 2009), koji istiu
drasttno snizenje nivoa hormona stresa kod starih pacakan tretmana genisteinom,

mogli bi poveati interes za njegovom primenom u andropauzi.
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1.5. Delovanje estrogena i izoflavona soje réalije hipotalamusa

Kao Sto je vé receno polni hormoni determiniSu reproduktivnu anajami
fiziologiju, kao i razvoj polno specifnog ponasanja (McLusky i Naftolin 1981). Zenke,
izloZene estrogenima ili androgenima podloznim atiraciji, tokom krittnog perioda
polnog razvoja CNS, postaju anovulatorne kao adtétipokazuju modus sekrecije
GnRH i obrasce ponaSanja karaktetisti za muzjake (McEwen 1980oran-Allerand
1984). Jos su Faber i Hughes (1991) pretpostaaiupstance sa estrogenim dejstvom,
dostupne iz Zivotne sredine, duti na androgenizaciju mozga. Lovekamp-Swan i sar.
(2007) navode da visok nivo soje u ishrani obéafee korisne efekte u mozgu, &ie
efektima niskih doza estrogena koje &&sto koriste u tretmanu postmenopauzalnih
Zena. Tako, genistein deluje kao estrogen tokomnsusgke diferencijacije (dovodi do
maskulinizacije mozga), pokazuje studija Koukin. ¢2003) na neonatalnim pacovima.

Unutar preoptike oblasti nalazi se polno dimorfno jedro koje stadlja
morfoloSki marker polne diferencijacije CNS, s abm da je ovo jedro 3-5 putadee
kod muzjaka nego kod Zenki (Gorski 1978). U polmoaifnom jedru testosteron se
konvertuje u estradiol aromatizacijom i deluje mreERn na promenu moZzdanih
struktura i funkcija (McCarthy 2008). Kmu ulogu u generisanju preovulatornog
talasa sekrecije GnRH ima AVPV jedro hipotalamusge ke manje kod muzjaka nego
kod zenki, dok su dopamine&gi neuroni u ovom jedru 3-4 puta zastupleniji kod
Zenki. Polne razlike kao i sposobnost da se gemngmgovulatorni talas zavise od
postnatalne izloZenosti polnim steroidima i prisasERy (Simerly 2002). Nedavna
studija Waters i Simerly (2009) je pokazala daasstl, deluj¢i direktno nacelije
AVPV jedra dovodi do gubitka dopaminetgih neurona ovog jedra. VMN,
odgovorano za modulaciju reprodukcije kod Zenkitajeaie region hipotalamusa koji
je osetljiv na estrogene, tretman estrogenom dovodi to zagmog povéanja
proenkefalin iRNK u ovom jedru. Starenjem uticajregena na proenkefalin iRNK
opada u VMN jedru (Li i sar. 1997). O delovanjuregena na GHRH iRNK postoje
razliciti podaci. Senaris i sar. (1992) navode redukcHRH IRNK posle
estrogenskog tretmana. S druge strane GHRH iIRNKpipmenjena gonadektomijom
i hormonskom terapijom kako muzjaka tako i zenkiqe navodi pak druga grupa
nawnika (DeGennaro i sar.1989; Maiter i sar. 1991)eBdoga, raztite studije na

Zenkama pacova pokazuju da se nivo SS u ME metgarésneno sa promenama
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estrogena u plazmi (Estupina i sar. 1996; Freen®@4;1Knuth sar. 1983; Zorilla i sar.
1991), Sto pokazuje da estrogenceitna sintezu i oslokdanje SS (MiloSewi i sar.
2012b). Protavajuii efekat estrogena na adrenokortikotropni sisteh jealinki koje
su bile izlozene stresu Figueiredo i sar. (2007)az do podataka 0 smanjenju
sekretorne aktivnostielija PVN jedra. Polni steroidi preko receptorskiiehanizama
promovisu opstanak neurona, smanjujitestalost njinove smrti (Forger 2006), dok se
0 uticaju estrogena na apoptozu manje zna.

Literaturni podaci o delovanju sojinih izoflavonaa nmorfofunkcionalne
karakteristiketelija hipotalamusa, kao i na sistemske posledige izonjega proistiu,
su tokom poslednje decenije u fokusu mnogih ista¥a.Utvrdeno je da visoka doza
genisteina, aplikovana tokom neonatalnog periodaka®a pacova, dovodi do
izrazitog povéanja volumena hipotaladkog polno dimorfnog jedra i smanjenja
hipofizne osetljivosti na GnRH (Faber i Hughes 199dteresantno je istada je 10
puta manja doza genisteina imala dijametralno fopr@fekte na volumen polno
dimorfnog jedra i hipofiznu osetljivost na gonadpine. Intracerebroventrikularni
tretman ovarjektomisanih ovaca genisteinom imaajdioa sekretornu aktivnost GnRH
neurona, kao i na oslot@nje LH iz hormon sekretujth celija hipofize (Wojcik-
Gladysz i sar. 2005). Ishrana bogata sojinim iz@ifama dovodi da zrajnog
smanjenja volumena AVPV jedra (Lephart i sar. 200003). Daljim istrazivanjima o
uticaju isoflavona na AVPV. Bu i Lephard (2007) paliju da ishrana bogata sojinim
izoflavonima intenzivira procese apoptozecelijama AVPV, preciznije dovodi do
gubitka ERB imunoreaktivnih neurona pomenutog jedra mozga \@acd akale i
odsustvo normalne polne diferencijacije AVPV jedi@Sava se nakon neonatalnog
tretmana genisteinom (Patisaul i sar. 2007). Uughai ili odsustvu 1f¥ estradiola,
genistein nema efekta na kotiu receptora za oksitocin u VM{Patisaul 2002).
Genistein povéava ERB iRNK u PVN, dok estradiol deluje suprotno, te sengnom
ove doze (500ppmarts per millior) ispoljava antiestrogenski efekat genisteina u PVN
via ERp (Patisaul 2002).

1.6. Delovanje estrogena i izoflavona soje réalije hipofize

178 estradiol nije samo odgovoran za regulatornu fijnke reproduktivnom

sistemu, vé je zn&ajan fizioloSki regulator sekretorne aktivnostidfige (Kitay 1963).
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On, naime, reguliSe sintezu i sekreciju r&@h hormona hipofize néelijsko-speciféan

I promotor-specifian n&in (Schreihofer i sar. 2000). Pod mehanizmdaelijske
specifinosti se podrazumeva diferencijalna ekspresijaidiibl izoformi ER, dok
promotorska specifnost ukljituje regulaciju ekspresije odienih gena. Ovaj steroid
pokazuje pozitivhe i negativne efekte na osltarge gonadotropina i stimuliSe sintezu,
deponovanje i osloldanje prolaktina (Gharib i sar. 1990, Gourdji i Lenere, 1994).
17B-estradiol je takde ukljien u mehanizme koji determiniSu wahu i broj
prolaktinskih¢elija (Ellerkmann i sar. 1991). Rasti efekti nacelije hipofize mogu biti
prisutni u isto vreme. Na primer, i-éstradiol stimuliSe proliferaciju prolaktinskih
¢elija i sintezu prolaktina, dok istovremeno inh&éisekreciju gonadotropina vivo
(Lieberman i sar. 1978, Nedvidkova i sar. 1998)onRstor-specifini mehanizmi
delovanja 1B-estradiola se odvijaju uzceXe ER (Mangelsdorf i sar. 1995).
Imunocitohemije i autoradiografije studije su podazprisustvo ER u gonadotropnim,
somatotropnim i prolaktinskingéelijama hipofize (Morel i sar. 1981). Najmanje tri
razlicite izoforme ER je prisutno u hipofizi pacova ukljju¢i ERa, ERB i specifiénu
formu ERux (truncated estrogen receptor productlERP)¢ija je ekspresija ograiena
isklju¢ivo na hipofizu (Mitchner i sar. 1998). Paamje nivoa progesteronskog
receptora, koje predstavlja tfjpn odgovor na 1¥ estradiol, nije zapazeno kod
prolaktinskih ¢elija (Gasc i Baulieu 1988Sprangers i1 sar. 1990). Za transkripciju
prolaktinskog gena u pacova, koji eksprimiraju pktihske i somatomamotropielije,

je pokazano da je pod multihormonskom kontrolom n(Benathan i Liu 1992).
Regulacija transkripcije prolaktinskog gend Eatradiolom podrazumeva najmanje dva
mehanizma (Shull i Gorski 1985). Prvi, indirektnse odnosi na modulaciju
hipotalamékih faktora. Drugi ukljduje brzu i direktnu stimulaciju ekspresije
prolaktinskog gena, preko ER posto prolaktinski gadrzi sekvencu, za koju se vezuje
kompleks hormon-receptor u okviru promotora (ERd&), strogo zavisi od prisustva
hipofizno-speciftnog faktora Pit-1 (Gourdji i Laverriere 1994). NolaLevy (2006) u
svojoj studiji ukazuju da estrogeni, egzogenog Kklareili lokalno nastali
aromatizacijom aplikovanog testosterona, kod kastith pacova znatno poseaju
mitotsku aktivnost ¢elija adenohipofize. Childs i sar. (2005) navode dide
koncentracije estrogen zfgno povéevaju procenatcelija koje eksprimiraju GH

antigen i GH iRNK, dok vise nemaju efekta ili smgnjiRNK. Estrogeni imaju izvesne
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efekte i na ACTHcelije. Kod ovarijektomisanih zenki pacova, estrddsaprimira
ekspresiju POMC gena, smanjuje sadrzaj raspoloZMO@H i snizava nivo odgovora
na ponovljeni toplotni stres (Redei i sar. 1994).

In vivo rezultati o delovanju sojinih izoflavona elije hiopofize kontradiktorni
su. Prema nekim autorima genistein nije uticao nRIsindukovan puls LH osloldanja
(McGarvey i sar. 2001). Nasuprot njima, Hughes n. $4991) su pokazali potpunu
blokadu GnRH indukovanog LH osatamja genisteinom i tvrdilicak, da je genistein u
tom smislu potentniji od estradiola. Aplikacija isdlj izoflavona utée na sekreciju
prolaktina i GH. Genistein indukuje oslatzaje prolaktina i stimuliSe rast estrogen-
zavisnih malignih¢elija hipofize u kulturi, vezujti se za ER (Stahl i sar. 1998). Kod
ovarijektomisanih ovaca, koncentracija prolaktinplazmi je znatno viSa tokom i nakon
intracerebroventrikularne infuzije genisteina (Rowaicz i sar. 2004). Koré&njem
tehnikacelijske kulture, inkorporacije radioaktivnog timmdi i elektronske mikroskopije
je utvideno da genistein inhibira proliferacifielija prednjeg reznja hipofize u pacova
(Zhang i sar. 2001). Utdeno je da genistein blokira proliferacijelija adenohipofize u
Go/G; | G/M fazama i zn&jno povéava stopu apoptoze tielija (Zhang i sar. 2001).
Predpostavlja se da su i ovi efekti genisteinagzbeh inhibitornog delovanja na tirozin-
kinaze. Genistein pajava GHRH stimulisano oslotianje GH kod pacova, i to preko
inhibicije Tyr kinaza (Ogiwara i sar. 1997). Ovaragivatka grupa je utvrdila da je
tirozin-kinazni put ukljgen u kontrolu oslohltanja GH i da genistein dovodi do
akumulacije cAMP-a. Literaturni podaci o delovangenisteina na ACTHcelije
adenohipofize nisu brojni. Zna se da su tazlicitokini, generisani tokom stresa,
ukljuéeni u regulaciju HHA sistemaiime je utvden koncept imunoneuroendokrine
interakcije (Besedovsky i sar. 1996). Preciznijger®, oni su ukljéeni u regulaciju
sekrecije ACTH i moze se dieda postoji izvestan stepen sinergizma idmeitokina i
CRH u stimulaciji ekspresije POMC gena (Besedovsar. 1996, Katahira i sar. 1998).
Kao maan inhibotor tirozin-kinaza, genistein naruSavanalgu kaskadu i inhibira
stimulatorne efekte citokina na ekspresiju POMCagenvitro (Katahira i sar. 1998).
Skorasnje toksikoloSke studije, koje su podrazuheewhigotrajno hranjenje pacova
genisteinom, ukazuju na indukciju maligne transfacije ¢elija hipofize (Shelby 2008).

Predpostavlja se da je vezivanje za estrogenslept@e odgovorno za ovakav rezultat.

46



Interesantno je da do karcinogeneze dolazi i&kipu kod Zenki pacova, ali ne i kod

muzjaka.

a7



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Izoflavoni soje genistein i daidzein se sve viSeidte kao dodaci ishrani,
pomaina lekovita sredstva, te kao preventiva i terapgalicitin patoloskih stanja.
Uticaj izoflavona soje na neuroendokrini sistemjBica i danas je, predmet istrazivanja
razlicitih studija. Veliki broj literaturnih podataka gow o uticaju izoflavona soje na
reproduktivni sistem, s obzirom na njihovu estogens anti-estrogensku aktivnost.
Ipak, podaci o njihovom uticaju na somatotropndreaokortikotropni sistem oskudni
su, a neophodni, imaju u vidu zn&aj ovih sistema za normalan razvoj i
funkcionisanje Zivih sistema. Ta® mnogobrojnen vitro studije obezb#uju samo
limitirane informacije o potencijalnim efektima vivo.

Uzimajwi u obzir navedeneiinjenice definisani su ciljevi ove doktorske
disertacije, koji su podrazumevali kvantifikacijtomena:

- telesnih masa, masa i volumena hipofiza adulfmalcova nakon orhidektomije i
hroninih tretmana estradiol-diproprionatom, genisteindindaidzeinom u odnosu na
odgovarajde kontrole,

- stereoloskih, histoloskih i biohemijskih paramataomatotropnog sistema pacova
eksperimentalnih grupa u odnosu na odgovéeakontrole, Sto obuhvata utiwanje
promena: 1) volumena Arc i Pe jedra hipotalamu¥aofimenske gustine SS neurona
Pe jedra, 3) intenzitet imunoobojenosti GHRH i @8msekreta u ME; 4) volumenske i
numertke gustine GHselija hipofize, 5) apsolutnog broja Gé¢lija, 6) volumena GH
¢elija i 7) koncentracije GH u cirkulaciji eksperintalnih grupa u odnosu nha
odgovarajde kontrole,

- stereoloskih, histoloskih i biohemijskih paranmataadrenokortikotropnog sistema
pacova eksperimentalnih grupa u odnosu na odgaxargiontrole, Sto obuhvata
utvrdivanje promena: 1) volumena PVN jedra hipotalamuayolumenske gustine
CRH i aktiviranih CRH neurona PVN jedra, 3) intdekiimunoobojenosti CRH
neurosekreta u ME, 4) volumenske i numericke gas#CTH celija hipofize, 5)
apsolutnog broja, 6) volumena ACTé&tlija i 7) koncentracije ACTH u cirkulaciji

ispitivanih eksperimentalnih grupa u odnosu na edgaLce kontrole.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1.Laboratorijsko odrzavanje zivotinja

KoriS¢enje zivotinja i eksperimentalni protokol za izrachwe doktorske
disertacije odobrio je Kiki komitet Instituta za bioloSka istrazivanja “SaiStankow’
(IBISS) u Beogradu. Postupanje sa eksperimentaivotinjima bilo je u skladu sa
regulativom objavljenom u “European Convention fbe Protection of Vertebrate
Animals used for Experimental and Other Scienfffirposes (ETS no. 123 Appendix
A)”. Tokom studije korigeni su muzjaci pacova Wistar soja, starosti 3 nesec
prosé&ne telesne mase 300-400g (posle zavrSenog tretm&a&pvi su gajeni u
vivarijumu IBISS-a, a uslovi su ispunjavali stardiae zahteve: po dve zivotinje su bile
u plasténim kavezima sa prostirkama od sterilne strugotineslovima konstantne
temperature prostorije (22 2°C) i na svetlostom rezimu 12h dan / 12k¢,namale su

slobodan pristup vodi i hrarfeastav hrane je bio sledeci:

Tabela 1. Sastav hrane bez prisustva soje kojwiszukmirali muzjaci pacova
Sastojci hrane g/100g hrane
Proteini Kazeirt 20.3
Kukuruzno
. 45
Ugljeni hidrati brasng
Saharoza 20
Mast Kukuruzno uljé 5.2
Celuloza, mikrokristalria 3.7
Vitaminsko/Mineralni premiks 15
di-Ca-fosfat (CaHPg)? 3.3
Kreda (CaC®)? 1
So (NaCl, jodirana sa 38mg KJ/kg) 0.5

Nabavljeno od:'Alfa Aesar, Johnson Matthey GmbH & Co.KG, Karlsrut@ermany;
’PKB INSHRA, Beograd, Srbija.
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UzevSi u obzir da su dve grupe Zzivotinja bile itegte izoflavonima soje,
genisteinom i daidzeinom, kojim u glikozilovanomlikb, obiluju soja i leguminoze,
laboratorijska hrana nije sadrzala komponente je, oni sastojke leguminoza, kako bi
se izbeglo eventualno prisustvo genisteina i dadze njoj. Receptura za pripremu
laboratorijske hrane, koja kao jedini izvor protesadrzi kazein, preuzeta je od Picherit
i sar. (2000).

3.2 Eksperimentalni protokol i tretmani

Svi operativni zahvati na zivotinjama izieni su u ketaminskoj anesteziji
(15mg/kg t.m. ketamin hidrohlorid, Richter pharnvdels, Austria). Eksperimentalni
protokol podrazumevao je orhidektomiju ili laznuhgds) operaciju, dvonedeljni
oporavak, naknadno formiranje sedam eksperimehtajnipa sa po Sest zivotinja, i
odgovarajde tretmane.

Eksperimentalne grupe:

* Shaml grupu su sanjavale lazno (sham) operisane Zivotinje subkutdee.)
tretirane odgovarafiom zapreminom sterilnog maslinovog ulja, medijumestradiol-
diproprionata (medijum I);

* Orxl grupu su sdnjavale orhidektomisane (orx) Zivotinjes.c tretirane
odgovarajgom zapreminom medijuma ;

* Orx1+E grupu su cinile orhidektomisane Zivotinje s.c. tretirane adtol-
dipropionatom (E) u medijumu | ( 0,6 mg/kg t. m.IEN Galenika, Beograd, Srbija);
* Sham2 grupu su sé@njavale lazno operisane zivotinje s.c tretirangaarajiom
zapreminom meSavine alkohola i sterilnog maslinoufg, medijumom genisteina i
daidzeina (u odnosu 1:2; medijum II);

* Orx2 grupu su s@njavale orhidektomisane Zzivotinje s.c tretiranegedarajiom
zapreminom medijuma ll;

* Orx2+G grupu su sanjavale orhidektomisane Zzivotinje s.c tretiranetvarenim
genisteinom (G) (30 mg/kg t. m. G; Nutraceutica,ntéwenzio, Italy);

* Orx2+D grupu su s@njavale orhidektomisane Zivotinje s.c tretiranstvarenim
daidzeinom (30 mg/kg t. m. D; Nutraceutica, Montere, Italy);

Sve grupe Zivotinja su dobijale tretman svakog d@asam nedelje), tokom ftri

nedelje.
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3.3. Uzimanije i priprema tkiva za analizu

Dvadeset cetiri ¢asa nakon poslednjeg tretmana zivotinje su Zzrtvevan
dekapitacijom. Nakon Zrtvovanja izolovani su hipataus i hipofiza, fiksirani u Bouin-
ovom fiksativu, dehidrirani u rastim koncentracijama alkohola, prosvetljeni u ksilolu
ukalupljeni u parafinu (Histowax; Histolab Produ&B, Goteborg, Sweden).
Hipotalamusi i hipofize su serijski &mni na rotacionom mikrotomu (Leica
Microsystems GmbH, Weltzar, Germany) na presekdjideld um (hipotalamus) i 3
um (hipofiza) i montirani na mikroskopskim gioama Preseci su posle susenja

pripremljeni za histoloSka i imunohistohemijskadma.

3.3.1. HistoloSko bojenje hipotalamusa

Za histoloSko bojenje hipotalamusa kéesa je boja krezil-ljuldasto (krezyl-
violet). Ovo bojenje se koristi za identifikacijgrvnih neuronskih struktura u mozgu.
Boja krezil-ljubiasto detektuje Nislovu supstancu u citoplazmi neekcetornihcelija,

i pri tome je boji ljubtasto-plavo. Za neurosekretortelije je karakteristino, da se
osnovna masa bazofilnih granula (Nislova supstanw@pzi u perifernom delu
citoplazme, i da je visoka bazofilija uslovljendikem kolicinom RNA.

Procedura bojenja obuhvata deparafinizaciju u ksilpotom rehidrataciju u
seriji alkohola, inkubaciju u 0,1% rastvoru krdpibicaste boje 15 min, potom ispranje
u destilovanoj vodi, dehidrataciju u seriji alkohalastidée koncentracije i montiranje
DPX-om (Fluka, Buchs, Switzerland).

3.3.2. Lokalizacija jedara hipotalamusa

bregma -0.24 mm:.
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Slika 3.1. Lokalizacija jedara (1-16) i pojedina jedra (aHi)otalamusa na frontalnim
krezil-ljubi¢asto obojenim presecima (ac-prednja komisura, 8satmozdana komora;
och-opttka  hijazma, acer-krvni sud, f-forniks, AVPe-antezntrikularno
periventrikularno jedro MnPO-median preggtb jedro, VMPO ventro medijalno
preopttko jedro, MPO medijalno preopko jedro, Sch-suprahijazmatio jedro, SO-
supraoptiko jedro, PVN-paraventrikularno jedro, Arc-arkuatngdro, VMN-
ventromedijalno jedro, opt-ogki trakt, DM-dorzomedijalno jedro, SOR-supracfb
retrohijazmattno jedro, ME-eminencija medijanMEE- eksterna, MEl-interna; slika
1-16, bar-40Qm; slika a-h, bar-50m.

Jedra hipotalamusa su lokalizovana na frontalnirasgrima hipotalamusa

pomau atlasa pacovskog mozg®akinos 2004)Lokalizacija moZdanih struktura,
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jedara hipotalamusa, vrSena je u odnosu na bregmast¢ spajanjéeone i parijetalne
kosti).

3.3.3 Imunohistohemijsko obelezavanje osloh#aju¢ih hormona hipotalamusa
Imunohistohemijsko bojenje je proces lokalizacijeotpina u celiji na

preparatima tkiva, koje se zasniva na principinakcge antitelo-antigen. Vizuelizacija
ove interakcije antitelo-antigen se moze realizowat viSe razliitih natina. U ovoj
studiji je kori€eno imunoperoksidazno (PAP) bojenje, gde je primaamtitelo
neobelezeno, a sekundarno je konjugovano sa pdexdsn rena, koja moze da
pokrene bojenu reakciju. Kao hromogen za ovakavréigkcije je kori&en 3,3'-
diaminobenzidine tetrahidrohlorid (DAB), koji nakeazlaganja enzimom peroksidaze
rena razvija specifnu braon boju. Takie, raieno je imunofluorescentno bojenje, gde
se na primarno neobeleZzeno antitelo veZze sekundamidelo konjugovano sa
fluorescentnom bojom.

Za bolju detekciju antigena, pre postupka imunaotisiije, korigena je
tehnika demaskiranja antigena (antigen retrieviabja ima za cilj bolje otkrivanje
antigena, jer u toku fiksacije tkiva dolazi do foramja kovalentnih veza izrda
aldehida iz fiksativa i antigena. Ovaj postupakjgenostavan i zahteva tretiranje
preparata 0.05M citratnim puferom (pH 6) u mikratadoj pénici na 700W, dva puta
po deset minuta.

3.3.3.1. Imunohistohemijsko obeleZzavanje osloliajué¢ih hormona hipotalamusa u
periventrikularnom i paraventrikularnom jedru i emi nenciji medijani

Za imunohistohemijsko obelezavanje somatostatin®) (& oslobdajuceg
hormona hormona rasta (GHRH) hipotalamusa kena je metoda peroksidaze—
antiperoksidaze (PAP; Sternberger i sar. 1970jav postupak se odvija na sobnoj
temperaturi, osim inkubacije u primarnim antitelirk@ja se odvija na 4°C. Nakon
deparafinizacije i rehidratacije preparata blokarga aktivnost endogene peroksidaze
inkubacijom preseka u 0.3%,8, u metanolu tokom 15 minuta. Nakon ispiranja u
0.01M fosfatnom puferu (Phosphate Buffer Saline PB$ 7.6; 2x5 min.), redukcija
nespeciftnog bojenja postignuta je inkubacijom preseka umadmom serumu svinje
(Normal swine serumDako Dakopatts, Denmark; razblazenja 1:10 u 0,2%0iu x-
100 (SIGMA Steinheim, Germany) u PBS),¢&s. Potom su se nanosila primarna
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poliklonska antitela, anti-GHRH (Rabbit anti-GHRBAbcam, razblazenja 1:500 u 2%
Tritonu x-100 u PBS), odnosno anti-SS (Rabbit &8iAbd serotec, razblazenja 1:500
u 2% Tritonu x-100 u PBS). Inkubacija u anti-GHRHigelu bila je 48 sati, a u anti-SS
antitelu 72 sata na 4°C. Po ispiranju u PBS-u (2x%) preseci su inkubirani das u
sekundarnom konjugovanom antitelu (Policlonal swamd rabbit IgG (HRP), Dako
Dakopatts, Denmark; razblazenje 1:200 u PBS). Nagoinanja u PBS-u, vizualizacija
je omogudena primenom DAB-a (Liquid DAB substrate chromogarstem, Dako,
Dakopatts, Denmark). Kontrastiranje je obavljeno ybtaovim hematoksilinom
(Merck-Alkaloid, Alkaloid, Skoplje BJR Makedonijajiehidratacija rastom serijom

etanola, a montiranje DPX-om.

3.3.3.2. Imunoflurescentno obelezavanje oslofiajucih hormona
paraventrikularnog jedra i eminencije medijane
a) Duplo imunoflurescentno obelezavanje kortikotmoposlobaajuéih neurona
paraventrikularnog jedra

Aktivnost kortikotropin oslobdajucih (CRH) neurona paraventrikularnog jedra
(PVN) hipotalamusa oddena je duplim imunofluorescentnim bojenjer@itav
postupak se odvija na sobnoj temperaturi, osimbakije u primarnom antitelu koja se
odvija na +4°C. Nakon deparafinizacije, rehidragéacispiranja u 0.01M fosfatnom
puferu (Phosphate Buffer Saline PBS; pH 7.6; 10)mpnistupilo se demaskiranju
antigena (2 x 10 min inkubiranja u 0.05M citratnpuferom (pH 6) u mikrotalasnoj
petnici na 700W; sa htenjem izmedju 2 inkubiranja). Preseci su ispirarPBS-u
(3x20 min) i inkubirani u normalnom serumu magafiwarmal donkey serunSigma;
razblazenje 1:10 u 0,2 % Tritonu x-100 u PBS) 3(uta sa cillem blokiranja
nespeciftnog bojenja.Preseci se potom nisu ispirali, vsu se nanosila primarna
antitela; poliklonska anti-cFos (goat anti-cFos yptunal 1gG, Santa Cruz
Biotechnology; razblazenje 1:50 u 2 % Tritonu x-10BBS) koja su stajala prekodno
na +£C. Sledéeg dana viSak antitela je ispran u PBS-u (3x10 mimd preseke je
nanoSeno sekudarno antitelo, koje je obeleZenaefieentnom bojom; konjugovana
anti-kozja (donkey anti-goat Alexa fluor 555 Ig@yitrogen; razblazenje 1:200 u PBS-
u) u trajanju od 2 sata. Zatim su preseci ispit@iBS-u (3x10 min) i inkubirani u

normalnom serumu magarca (normal donkey seisigma; razblazenje 1:10 u 0,2 %
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Tritonu x-100 u PBS)Nakon toga je usledila inkubacija u primarnim plaiskim
antitelima; anti-CRH (rabbit anti-CRH, Abcam; raabtnja 1:500 u 0,2 % Tritonu x-
100 u PBS) preko red na +4°C. Nakon ispiranja u PBS-u (5x5 min), odgaycte
sekundarno antitelo je naneto na preseke; konjugp\anti-zec (donkey anti-rabbit,
Alexa fluor 488 IgG, Invitrogen; razblazenje 1:200PBS-u). Montiranje preseka
moviolom (Calbiochem) izvrSeno je posle ispiranjRBS-u. Fluorescentna boja Alexa
fluor 555 se pobduje na 550 nm, emituje signal na 570 nm u crvenein dpektra a
vidljiva je pod zelenim filterom, dok boja Alexaufir 488 se pohiuje na 492 nm i
uocava se na 510 nm u zelenom delu spektra.

Procedura duplog imunoflurescentnog bojenja podnexala je odsustvo
reakcije izmdu sekundarnih antitela, tj. u odvojenim eksperinmeatkonstatovano je
da izmeiu sekundarnih antitela nema reakcije.

Preparati su analizirani i fotografisani kéesjem Zeiss Axiovert flurescentnog
mikroskopa opremnjenim kamerom i EC Plan-Apochreamat
b) Imunoflurescentno obelezavanje somatostatimainenciji medijani

Nakon deparafinizacije, rehidratacije, ispiranj@.01M PBS (10 min) prseci su
inkubirani u normalnom serumu magarca (normal dgnderum Sigma; razblazenje
1:10 u 0,2 % Tritonu x-100 u PBS). Potom su se side@rimarna antitela anti-SS
(Abd serotec, razblazenja 1:500 u 0,2 % Tritonu 8-LOPBS). Inkubacija u anti-SS
antitelu trajala je 72 sata na 4°C. Po ispiranRB&®-u (2x5 min) preseci su inkubirani 2
¢as u sekudarnom antitelu, koje je obelezeno floem@mom bojom konjugovanom
anti-zec sekundarnom antitelu (donkey anti-rabhlgxa fluor 488 IgG, Invitrogen;
razblazenje 1:200 u PBS-u). Montiranje preseka oiom (Calbiochem) izvrSeno je
posle ispiranja u PBS-u (5x5min). Fluorescentna lfdpxa fluor 488 se polduje na
492 nm i ugava se na 510 nm u zelenom delu spektra. Preparatinalizirani i
fotografisani na fluorescentnom mikroskopu Zeisseomjenim kamerom i EC Plan-

Apochromat.

3.3.4. Imunohistohemijsko obelezavanjéelija hipofize
Za imunohistohemijsko obelezavanje ACTH i GElija hipofize korigena je
metoda peroksidaze—antiperoksidaze (PAP; Sternbeigesar. 1970). Nakon

deparafinizacije i rehidratacije preparata prvo heokirana aktivnost endogene
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peroksidaze inkubacijom preseka u 0.3%ku metanolu, tokom 15 minuta. Redukcija
nespeciitnog bojenja postignuta je inkubacijom preseka umadmom serumu svinje
(Normal swine serumbDako Dakopatts, Denmark; razblaZzenje 1:10 u PB&om 1
¢asa. Ovako pripremljeni preseci se ostavljaju pne# na 4°C u primarnom antitelu.
Primarna antitela kord&na u ovoj studiji su poliklonska anti-ACTH ili a@&GH (anti-
human ACTH Dako Dakopatts, Denmark; koncentrovano; rabbit-anthan growth
hormone (hGH) (MiloSevii sar. 1998), razblazenja 1:200 u PBS). Po ispirarPBS-u
(3x5 min.) preseci su inkubirani fas u sekundarnom konjugovanom antitelu
(Policlonal swine anti rabbit IgG (HRP)), Dako Dalatts, Denmark; razblazenja 1:200
u PBS).Posle ispiranja u PBS-u vizualizacija je omégua primenom DAB-a (Dako).
Kontrastiranje je obavljeno Mayer-ovim hematoksiim (Merck-Alkaloid, Alkaloid,
Skoplje BJR Makedonija), dehidratacija r&ston serijom etanola, a montiranje DPX-
om.

Specifénost svih antitela je potd#ena izostankom primarnog antitela tokom

imunocitohemijske procedure, Sto je rezultiraloguoim gubitkom imunoreakcije.

3.4. StereoloSka merenja

Stereologija (od gkih re¢ stereos- solidan, trodimenzionalanlogos- nauka)
postupcima iz dvodimenzionalnih preseka tela kvatiNno procenjuje njihova
trodimenzionalna unutrasnja gea(Howard i Reed 2005).

Stereoloska analiza je dena uz pom® newCAST stereoloSkog softverskog
paketa (VIS — Visiopharm Integrator System, ver2al?.1.0; Visiopharm; Denmark).
Mikroskop (Olympus BX-51) je opremljen sa motoriaoum st@icem (Prior) sa
preciznogu pomeranja po x-y osi od dm. Pomeranje sto¢a poz osi kontrolisano je
mikrokatorom (Heidenhain MT1201) sa precizéood 0.2 um. Za mikroskop je
vezana CCD video kamera (PixeLink). Pri analizii&ani su planahromatski objektivi
visoke numertike aperture, uM@nja 4x, 20x i 100x. NewCast stereolosSki sistem je
generisao interaktivnu stereolosSku mrezicu i stesdo disektorski ram.

Kako bi bila odrdena stvarna debljina preseka (3ufh, odnosno 5,Qum)
koris¢en je metod napredovanja bloka (block advance rde#y (Dorph-Petersen i

sar. 2001). Ovaj metod se sastoji u stede parafinski blok tkiva se s&k na
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mikrotomu pri¢emu dolazi do smanjenja visine parafinskog blokakdbi utvrdili
pros€nu debljinu preseka treba &seveliki broj preseka parafinskog bloka i izmeriti
promene u visini bloka. Izmerena promena visindedesa brojem preseka i iztianava
se stvarna debljina pojeditreog preseka. Koriste BA metod ustanovljeno je da je
stvarna deblina preseka ne odstupa od nominalngingglone koja je nazkana na

mikrotomu (3,0um, odnosno 5,(m).

Slika 3.2. Mikroskop (Olympus BX-51) sa newCAST strereoloSksoftverskim
paketom.

3.4.1. StereoloSka merenja struktura hipotalamusa
3.4.1.1. Volumen jedara hipotalamusa

Kako bi smo odredili volumen Pe i Arc jedra, ka®VN bilo je neophodno
lokalizovati pomenute strukture hipotalamusa (sBKB).

Prvi krezil-ljubicasto obojen presek ukfan u analizu volumena Pe jedra bio je
presek sa jasno dgivim strukturama: tréom mozdanom komorom i
anteroventrikularno-periventrikularnim jedrom (AVPeregma —0.12 mm; slika 3.1).
Rastojanje izmdu dva susedna analizirina preseka bilo jeui#b Poslednji deo Pe jedra
ukljucen u analizu bio je deo u kome infundibularna drpké&nje da se odvaja od
hipotalamusa (bregma -3.12 mm,; slika 3.1). Sredwjaednost ukupnog broja
analiziranih preseka Pe jedra bila je 23, i na swakreseku analizirano je 50% tkiva.

Arc jedro se pojavljuje kaudalno, u retrohijazratij oblasti, kao skup neurona

duz srednje linije (bregma —-1.72 mm; slika 3.1).st@mnje izmédu dva susedna
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analizirina preseka iznosilo je 30n. Poslednji deo Arc jedra uktjian u analizu bio je
deo u kome infundibularna drskadnge da se odvaja od hipotalamusa (bregma —3.12
mm; slika 3.1), odnosno presek koji oza@a i kraj analize volumena Pe jedra. Srednja
vrednost ukupnog broja analiziranih preseka Arcgddla je 20, a na svakom preseku
analizirano je 50% tkiva.

Treca mozdana komora i forniks su mozdane struktureedmmkojih je
lokalizovano PVN. Prvi krezil-ljuldiasto obojen presek ukfen u analizu volumena
PVN bio je presek sa dljivim skupom neurona, rostralno sa stranadrenozdane
komore (bregma —1.20 mm; slika 3.1), tj. na meskome suprahijazmaino jedro vise
nije vidljivo. Rastojanje izmi#u dva susedna analizirina preseka bilo jprB0OPoslednji
presek ukljgen u analizu je presek udaljen od bregme —2.16 Bmednja vrednost
ukupnog broja analiziranih preseka PVN bila je 4&a svakom preseku analizirano je
50% tkiva.

Volumen jedara hipotalamusa ode® je pomdéu Kavalijerijevog principa
(Gundersen 1986; Gundersen i Jensen 1987). Araalifgr svaki deseti presek Arc jedra
I PVN, kao i svaki petnaesti presek Pe jedra. Naitoo pri kong&nom uveléanju
150x (uveltanje objektiva 4x) definisano je tkivo od interdgajedro hipotalamusa
koje je predmet analize i na njiga je postavljenaraktivha stereoloSka mrezica
(mreZica 5x6 t&aka; jedna tka zauzima povrsinu od 14913,4n%). Dalje se
pristupilo brojanju pogodaka koji padaju unutarvékiod interesa na ko&r@om
uvelicanju 750x (uvelianje objektiva 20x). Volumen jedara hipotalamusacimat je
po formuli:

_ n
V =a(p) (BAOY Pi
i=1
gde je a (p) povrSina koja pripada svakajkitauzorkovanja tj. jednom pogotku koji
pada na analiziranu fazu (14913,0d°), BA srednja vrednost iznda dva uzastopno
analizirana preseka (50m, odnosno 7%um) koja se izracunava mnozenjem stvarne
debljine preseka i njihovog broja (presek&Hi suma pogodaka koji padaju na fazu

ispitivanog jedra hipotalamusa.
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3.4.1.2. Volumenska gustina somatostatinskih neuranperiventrikularnog jedra
hipotalamusa
Prvi presek Pe jedra ukfjan u analizu procentualne zastupljenosti SS neurona

ovog jedra bio je presek sa jasno vidljivim Schrged, dok je poslednji presek bio
presek sa jasno ugvim PVN, s obzirom da je pomenuti region Pe b&S
imunopozitiman. Na presecima je definisana povr&idainteresa odnosno Pe jedro.
Stereoloski sistem je generisao interaktivhu stedd@ mreZzicu i pristupilo se brojanju
pogodaka koji padaju na imunohistohemijski obelez&% neurone i na ostatak u
okviru definisanog tkiva od ineresa. Deljenjem adwe vrednosti i njihovim mnozenjem
sa 100 dobijana je procenatulana zastupljenostaftunescentno obelezenih neurona t;.

njihova volumenska gustinu.

3.4.1.3. Volumenska gustina imunofluorescentno olelenih neurona hipotalamusa
Volumenska gustina CRH obelezenih neurona PVN l&ens-obelezenih CRH
neurona odrdena je u ovoj studiji. Imunofluorescentno obelezaeiseci hipotalamusa
su fotografisani kamerom Zeiss fluorescentnog nskopa i mikrografije su
importovane u Vis program. KoriSene su fotomikrdiggarazlicitin nivoa analiziranog
jedra. Analiza PVN jedra obuhvatila je analizu migrafija sa tri nivoa jedra.
Mikrografijama su predstavljeni isti nivoi jedrapbitalamusa raglitih zivotinja. Zatim
je na importovanim mikrografijama definisana pownesod interesa tj. jedro. Stereoloski
sistem je generisao interaktivhu stereoloSku meekgipristupilo se brojanju pogodaka
koji padaju na fluorescentno obelezene (CRH, zglénduplofluorescentno obelezene
(CRH-cFos, oker) neurone kao i na pogotke koji pada neobelezeno tkivo u okviru
definisanog jedra. Deljenjem ove dve vrednostihajim mnozZzenjem sa 100 dobijen je

procenat imunofluorescentno obelezenih neuromgiltova volumenska gustinu.

3.4.1.4. Analiza fluorescentno obelezenih oslodajué¢ih hormona u eminenciji
medijani

Prisustvo imunopozitivnog signala u ME je u korgiasa kolicinom
neurosekreta koji se oslatmiz aksonskih zavrSetaka neurafiia su neuronska tela
pozicionirana u analiziranim jedrima hipotalamula. osnovu kvalitativne histoloSke

analize serijskih preseka (intenzitet obojenostiragekreta i imunopozitivha povrsina
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ME) procenjivana je katina oslobdenog neurosekreta u hipotalamo-hipofizno

kapilarnom spletu.

3.4.2. StereoloSka merenja hipofize
3.4.2.1. Volumen hipofize

Volumen hipofize odrden je primenom Kavalijerijevog principa (Gundersen
1986; Gundersen i Jensen 1987). Analiziran je seledeseti imunohistohemijski
obojen presek hipofize. Presek od ki otpa&eti analiza, izabran je poréw tablice
nasuménih brojeva. Na monitoru, kotaog uveléanja 150x (uvedianje objektiva 4x)
definisan je okvir tkiva od interesa-povrsina ariadinog tkiva u okviru hipofize (slika
3.3). Stereoloski sistem je generisao interaktigtereoloSku mrezicu i pristupilo se
brojanju pogodaka koji padaju unutar okvira anedizog tkiva pri uvelianju 750x

(uvelicanje objektiva 20x) (slika 3.3).

Slika 3.3 a) Definisanje tkiva od interesa hipofize; b)elatktivna stereoloSka mrezZica.

Povrsina jednog pogotka koji pada na analizirarau faila je 26,7363864m?

(a(p)), BA 6Qum. Volumen hipofize izreunat je po formuli:

_ n
V =a(p)BALY Pi
i=1
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3.4.2.2. Volumenska gustina ACTH i GHelija

Ukupni volumen ACTH, odnosno GéEklija odreien je brojanjem pogodaka na
na imunohistohemijski obelezene ACTH ili GEtlije. Ukupan volumen ACTH,
odnosno GHecelija podeljen sa volumenom hipofize i pomnozenl68 predstavlja

volumensku gustinu ACTH odnosno GkHlija.

3.4.2.3. Apsolutni broj ACTH i GH ¢elija

Broj ACTH i GH c¢elija odreien je kombinacijom frakcionatora i fiékog
disektora (Miller i sar. 19971999; Manojlovi¢ i sar. 2010), analiziranjem svakog
dvadesetog (ACTHelije), odnosnaetrdesetog preseka (Gielije) hipofize. U okviru
frakcionatora tkivo je uzorkovano na sistematskifarman n&in na dva nivoa, pri
c¢emu je poetak uzorkovanja bio nasutan (Gundersen i Jensen 198Vreford 1995;
Miller i sar. 1997; 1999). U prvom nivou uzorkovargnaliziran je svaki 20-ti i 21-ti
(ACTH c¢elije), odnosno 40-ti i 41-ti (GHelije) presek, budii da GH¢elija brojnije u
odnosu na ACTHcelije. Preseci analizirani za dobijanje broja ACDdnosno GH
¢elija su isti kao i preseci kodéni pri odréivanju volumena hipofize. Prvi presek u
serijskom nizu parafinskih preseka bio je ddme kori€enjem tablice nasurnih
brojeva. Preseci koji su odkeni kao disektorski par su prvo skenirani uz pémax-51
mikroskopa i motorizovanog stiéa. Jedan od preseka iz para imenovan je kao
referentni a drugi kao kontrolni (“look up”) preseRotom je brojanje obavljeno u
suprotnom pravcu, tj. kontrolni presek postaje nexfni i obrnuto. Na ovaj @
duplirana je prva frakcija uzorkovanja sa 1/20, @gho 1/40 na 1/10, odnosno 1/20
(1(f1) = 1/20=0.1; 1/20=0.05).

Za izra&unavanje broja ACTH/GHelija kori¥ena su dva odvojena nepristrasna
rama (“unbiased stereological frame” Mayers i 2804). Cilj dizajna je da po hipofizi
jedne zivotinje bude izbrojano 100 — 200 ACTH/Ge&lija. Dimenzije nepristrasnog
rama za brojanjéelija ACTH/GH bili su 35 x 35um (1225pum?). Nakon definisanja
dimenzija ramova, opcijom “meander sampling” nasunmije uzorkovano 1%  tkiva
hipofize (pod kontrolom newCAST softvera). Dakleigl uzorkovana frakcija zelije
hipofize bila je 0.01 (f2=0.01).

Brojanje ACTH/GH ¢elija obavljeno je uz pongouljanog objektiva uwE&anja

100x visoke numetke aperture, preemu je kon&no uveanje na monitoru iznosilo
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3750x. Poréenje referentnog i kontrolnog preseka je ondegw opcijom newCAST
softvera. Prvo je izabrana pozicija na referentrieseku, a zatim &nar pomera
motorizovani stéi¢ do iste pozicije na kontrolnom preseku.¢Raar na kontrolnom
preseku skenira Siroko polje od 4 mikrografije. Hg§im spajanjem, lako se nalazi
vidno polje koje odgovara onom na referentnom pgaesReferntna partikula u brojanju
¢elija je jedro ¢elije. Metod fiztkog disektora podrazumeva brojanje referentnih
partikula primenom pravila brojanja. Broje &lije koje se nalazi unutar nepristrasnog
rama za brojanje tj. ne seku zabranjene, crveiije lepristrasnog rama, i kod kojih je
referentna partikula tj. jedrcelije prisutno na kontrolnom a nije prisutno na
refernetnom preseku (Gundersen 1986).

Dobijeni broj (Q )¢elija pomnozen je sa recigmim vrednostima frakcija

uzorkovanja i na taj in je odreien apsolutni broj ACTH/GHelija po hipofizi.

Slika 3.4 Referentni presek i kontrolni “look up” presela kojima se jasno @avaju
nepristrasni stereoloSki ramovi za brojanje ACTH/¢lija.

3.4.2.4. Volumen ACTH i GH¢éelija
Volumen pojedinénih c¢elija odrelen je deljenjem totalnog volumena
ACTH/GH ¢elija sa njihovim brojem (de Lima et al. 2007).
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3.5. Biohemijske analize
3.5.1. Priprema krvne plazme i seruma

Odreiivanje koncentracije ACTH vrSeno je iz krvne plazpaeova. U ohldéene
epruvete sa EDTA (koji je imao funkciju antikoagrtitanog sredstva; 1mg/ml)
sakupljani su pojedigai uzorci krvi. Odvajanje&elijskih elemenata od plazme vrSeno
je centrifugiranjem u hladnoj centrifugi (Tehtnicdelezniki, LC-321, Slovenija) na
3000 obrtaja u trajanju od 5 minuta. Nakon togadgeiha plazma je odvajana u mikro
epruvete i zamrzavana na -70°C (deepfreeze, R&I&A).

Odretivanje koncentracija GH vrSeno je iz krvnog serupearova, koji je
prikupljan uvek u isto vreme. U staklenim epruvesgonikupljani su pojedinai uzorci
krvi, koji su ostavljani na sobnoj temperaturi. Makkoagulacije izdvojeni serum je
centrifugiran na 3000 obrtaja u trajanju od 15 rnanuPreciSceni serum je izdvajan u

mikro epruvete Euvan na -70°C.

3.5.2. Odrdlivanje koncentracije GH

Koncentracija GH je oddi&vana pomou “sendvié” ELISA testa (Rat/Mouse
Growth hormone ELISA; Millipore) u nekoliko etag@rvo se uzorak seruma nepoznate
koncentracije inkubira sa anti-GH poliklonskim aglima, nakoncega sledi ispiranje
nevezanog materijala iz uzorka. Dalja procedurargmgneva vezivanje drugog
biotiniliziranog anti-GH poliklonskog antitela, tgponovno ispiranje nevezanog
materijala. U sledem koraku se peroksidaza rena konjuguje sa vezanim
biotiniliziranim antitelima nakortega sledi ispiranje slobodnog enzimskog kompleksa.
Kvantifikacija vezanog antitelo-enzim kompleksa erm& je préenjem aktivnosti
peroksidaze rena u prisustvu 3,3',5,5' tetrametdigtna. Enzimska aktivnost je merena
spektrofotometrijski, pov@njem absorbance na 450 nm. S obzirom da jeépoye
absorbance direktno proporcionalno Ekwoli vezanog GH uzorka nepoznate
koncentracije, konstrukcijom standardne krive (gawusti apsorbance od koncentracije
GH standarda) i uporedivanjem vrednosti dobijerghuzorak ¢itava se nepoznata
koncentracija GH u serumu. Anatita senzitivnost testa je 0,07 ng/ml kada se koristi
uzorak zapremine 10. Varijacija unutar eseja iznosi 4,3% za sredrgudentraciju GH

od 2,7 ng/ml.
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3.5.3. Odrdlivanje koncentracije ACTH

Kvantitativno odredivanje nivoa ACTH u plazmi vrSie sekvencijalnim,
dvostepenim, hemiluminiscentnim imunomékim testom (DPC IMMULITE ACTH
assay). Monoklonska miSija ACTH antitela inkubirage sa uzorcima nepoznate
koncentracije. Tom prilikom dolazi do speéribg vezivanja ACTH iz uzorka za
monoklonska anti-ACTH antitela. Nevezani viSak sgra centrifugiranjem. Zatim se
uvode poliklonska zZgja anti-ACTH antitela obeleZzena alkalnom fosfatazdrilikom
inkubacije dolazi do spectinog vezivanja za ¥eformirane antigen-antitelo komplekse.
Nakon ovoga nevezani enzimski konjugat se odstianfoledéi korak je uvodenje
hemiluminiscentnog substrata tj. fosfatnog estranaghtil dioksetana. Ovaj substrat u
prisustvu alkalne fosfataze podleze hidrolizi iniina nestabilni intermedijerni produkt.
Kontinuirana produkcija ovog nestabilnog intermexdj rezultuje u stalnoj emisiji
svetla. Fotonska emisija se belezi luminometromrapprcionalna je koncentraciji
ACTH u serumu. Konstrukcijom standardne krive (gawsti koncentracije ACTH
standarda i emisije fotona) i uporedivanjem vretindsbijenih za uzorak @tava se
nepoznata koncentracija ACTH u plazmi. Anaké senzitivhost testa je 0,07 ng/mi
kada se koristi uzorak zapreminepl.OVarijacija unutar eseja iznosi 9,6%. za srednju

koncentraciju ACTH od 2,7 ng/ml.

3.6. Statisttka analiza podataka

Dobijeni podaci su statigii obradeni. Pri statistikoj obradi prvo je urdena
analiza normalne distribucije podataka uz périolmogorov—Smirnov testa. Utana
je analiza varijanse (ANOVA), a zatim je Dunkanesttkori§en za post hoc patenje
izmedu grupa. Statistki znaajnom se smatra razlika ukoliko je verovamaazlike
p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Telesne mase adultnin pacova nakon orhidektomije hroniénih tretmana
estradiol-diproprionatom, genisteinom ili daidzeinam

Telesna masa lazno orhidektomisanih adultnih pad¢etaanih medijumom |
(Sham1 grupa) iznosila je 222,0 + 23,3 g prégpka tretmana, odnosno 361,0 £ 17,1 g
posle zavrSenog tretmana. Ova grupa Zivotinja edbalje prirast telesne mase od 63%
u toku pet nedelja. Telesna masa orhidektomisardhltrah pacova tretiranih
medijumom | (Orx1 grupa) iznosila je 213,0 £ 21,9m@ pdetka tretmana, odnosno
316,0 + 18,3 g posle zavrSenog tretmana. Pomemugeage imala prirast telesne mase
od 50%, Sto je statiski znaajno (p<0,05) maniji prirast telesne mase u odnasu n
Shaml grupu. Telesna masa orhidektomisanih adujpaidova tretiranih estradiol-
dipropionatom (Orx1+E grupa) iznosila je 265,0 +£22) pre poetka tretmana,
odnosno 391,3 + 25,9 g posle zavrSenog tretmamasPtelesne mase od 12% u ovoj
grupi zivotinja predstavlja statigki znatajno (p<0,05) manji prirast u palenju sa
prirastom telesne mase u Orx1 grupi (Histogram4.1.

Telesna masa lazno orhidektomisanih adultnih pat@taanih medijumom I
(Sham2 grupa) iznosila je 215,0 + 18,1 g préepka tretmana, odnosno 362,4 + 36,3 g
posle zavrSenog tretmana, Sto pokazuje da je ptekesne mase bio 48% u ovoj grupi.
Telesna masa orhidektomisanih adultnih pacovadreti medijumom Il (Orx2 grupa)
iznosila je 225,0 + 25,1 g pre gaika tretmana, odnosno 330,4 + 32,3 g posle zavgsen
tretmana. Ova grupa je zabelezila prirast telesagenod 34%, Sto predstavlja statisti
zn&ajno (p<0,05) smanjenje u odnosu na Sham2 grupulesii@ masa
orhidektomisanih, adultnih pacova, tretiranih gereom (Orx2+G grupa), iznosila je
213,7 £ 21,3 g pre getka tretmana, odnosno 320,0 £+ 30,0 g posle zavgsSeatmana.
Telesna masa orhidektomisanih adultnih pacovadreli daidzeinom (Orx2+D grupa)
iznosila je 231,7 = 21,4 g pre ¢®ika tretmana, odnosno 318,7 + 27,8 g posle zavgSen
tretmana. U Orx2+G grupa belezi se prirast telesase od 34%, dok u Orx2+D grupi
prirast telesne mase iznosi 32% (Histogram 4.1.).
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Histogram 4.1. Promene prirasta telesne mase adultnih pacovannaitudektomije
(Orx1 i Orx2) i hronénih tretmana estradiolom-diproprionatom (Orx1+E9nigteinom
(Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shaml i Sham2raZrhidektomisane Zivotinje.

4.2. Masa i volumen hipofiza adultnih pacova nakon orhigktomije i hroniénih
tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ilidaidzeinom
Proséna masa hipofize iznosila je 13,5 = 1,6 mg, odno$6gl £ 1,7 mg u
Shaml i Orx1 eksperimentalnoj grupi. Masa hipofixx1 grupe statistki znaajno
(p<0,05) je povéana za 18% u potenju sa odgovaragom vredno&u Shaml grupe.
Masa hipofize Orx1+E grupe iznosila je 34,4 £ 2,9,n8to predstavlja statigki
(p<0,05) zn&ajno povéanje od 110% u odnosu na Orx1 grupu (Histogram 4.2)
Pros€éne mase hipofize u grupama Sham2 i Orx2 iznosilaz® + 1,1 mg,

odnosno 14,9 + 1,1 mg. Masa hipofize Orx2 grupdissigki znatajno (p<0,05) je

poveana za 16 % u paienju sa odgovaragim vrednostima kod Sham2 grupe. Masa

hipofize Orx2+G grupe iznosila je 19,0 = 0,8 mg) predstavlja statistki znaajno

(p<0,05) povéanje od 27% u podenju sa Orx2 grupom. Masa hipofize Orx2+D grupe

iznosila je 14,8 + 0,8 mg, Sto predstavlja statistznatajno (p<0,05) smanjenje od

22% u pordenju sa masom hipofize Orx2+G grupe (Histogram.4.2)
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Histogram 4.2. Mase hipofiza adultnih pacova nakon orhidektoni@ex1 i Orx2) i
hroniknih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), igeginom (Orx2+G) ili
daidzeinom (Orx2+D); Shaml i Sham2 lazno orhideksame Zivotinje.
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Histogram 4.3.Volumen hipofiza adultnih pacova nakon orhidekjenf©Orx1 i Orx2) i
hroniknih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), ig@inom (Orx2+G) ili
daidzeinom (Orx2+D); Shaml i Sham2 lazno orhideksame Zivotinje
Morfometrijskim merenjem izgkanati su prosai volumeni hipofiza. Volumeni
hipofiza Shaml i Orx1 grupe, iznosili su 5,8 + @Bn°, odnosno 6,2 + 0,4 min
Volumen hipofize Orx1+E grupe statiti znatajno (p<0,05) je pov&an za 44 % u

odnosu na isti parametar Orx1 grupe, i iznosioljd ¥ 1,0 mm (Histogram 4.3).
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Proséni volumeni hipofiza Sham2 i Orx2 grupe bili su %9,6 mnt, odnosno
6,1 + 0,6 mm. Nakon tretmana genisteinom dolazi do statistznatajnog (p<0,05)
pove&anja volumena hipofize pacova za 21% u odnosu 2 Qrupu, dok se nakon
tretmana daidzeinom belezi statiktiznatajno (p<0,05) smanjenje volumena za 22%
(Histogram 4.3).

4.3. Somatotropni sistem adultnin pacova nakon orhidektomije i hroniénih
tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ilidaidzeinom

4.3.1. HistoloSke karakteristike arkuatnog jedra, mriventrikularnog jedra i
eminencije medijane

4.3.1.1. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana lazno

orhidektomisanih adultnih pacova (Sham1l grupa)

Arkuatno jedro (Arc) Shaml grupe pacova nalazi stheralnom regionu
medijalnog hipotalamusa, i ograano je tréom mozdanom komorom s mediljalne
strane i regionom koji je oskudaelijskim elementima sa lateralne strane. Ovo jedro
¢ine sitne celije vretenastog ili okruglog oblika, koji predefjaju ujedno i deo
parvicelularnog hipotalamo-hipofiznog sistema (&lik.1a). Od neurona Arc jedra
polaze nervna vlakna ka spoljasnjoj zoni eminenojedijane (ME) u kojoj dolazi,
izmedu ostalog, i do izleivanja oslobdajuceg hormona hormona rasta (GHRH) u

hipotal

Slika 4.1. a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamiggao orhidektomisanih
adultnih pacova (Shaml), krezil-lj@asto, bar-20@um; b) GHRH imunoreaktivnost na
frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME Shamip@rpacova, bar-50m; 3V-
treca mozdana komora.
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Periventrikularno (Pe) jedro Shaml grupe pacovpamo jedro anteriornog i
tuberalnog hipotalamusa koje se prostire u tanktmu eriventrikularne zone tée
mozdane komoreCine ga véinom sitni neuronigija se nervna vlaknima pruzaju
paralelno s tr@m mozdanom komorom. Somatostatinski (SS) neurasufmi su u
intermedijalnoj zoni Pe jedra, (Slika 4.2b). NerzavrSecielija Pe jedra projektuju se
na spoljasnju zonu ME gde osldagu SS (Slika 4.2c).

Sham1

Slika 4.2.a) Frontalni presek u nivou Pe jedra lazno orhioi@ksanih adultnih pacova
(Shaml), krezil-ljuhiasto, bar 2@m; b) Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom
preseku intermedijalne zone Pe jedra Shaml grupmvpa bar-10um; c) SS
imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusaivou ME Shaml grupe
pacova, bar-10Qm; 3V-trecéa mozdana komora.

4.3.1.2. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana
orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1 grupa)

HistoloSkom analizom u@no je povéanje povrSine Arc jedra Orx1 grupe u
porelenju sa povrSinom jedra u Shaml grupi (Slika 4.38prvna vlakna
parvicelularnog hipotalamo-hipofiznog sistema Agdrp pruzaju se do spoljasnje zone
ME gde oslobdaju neurosekret. Intenzitet obojenosti GHRH neldeta Orx1 grupe
smanjen je u odnosu na Shaml grupu pacova (si#g.4.

Nakon histoloSke analize serije preseka Pe jedsd @Qrupe udeno je da ne
postoje zn&jne razlike u odnosu na Shaml grupu.cdd@ju se sitni neuroni u
periventrikularnoj zoni tr& mozdane komore (Slika 4.4a). Nakon orhidektomije

brojnost imunopozitivnih SS neurona u intermedgg@lmoni Pe jedra je smanjena u
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odnosu na Shaml grupu zivotinja (Slika 4.4b), kaontenzitet obojenosti SS
neurosekreta u spoljasnjoj zoni ME (Slika 4.4c).

Slika 4.3.a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamad@dektomisanih adultnih
pacova (Orx1), krezil-ljuldasto, bar-200um; b) GHRH imunoreaktivnost na

frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME OrxJlpgrpacova, bar-5am; 3V-treta
mozdana komora.

Slika 4.4. a) Frontalni presek u nivou Pe jedra orhidektonitsaadultnih pacova
(Orx1), krezil-ljubtasto, bar 2Qum; b) Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom
preseku intermedijalne zone Pe jedra Orx1l grupeov@gc bar-10 um; c) SS
imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa/ou ME Orx1 grupe pacova,
bar-100um; 3V-treta mozdana komora.

4.3.1.3. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana nakon
hroniénog tretmana estradiol-diproprionatom orhidektomisanih adultnih pacova
(Orx1+E grupa)

Hronican tretman orhidektomisanih adultnih pacova estradiptoprionatom

uticao je na histoloSku sliku oba jedra somatotogpsistema. Analizom serijskih
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preseka Arc jedro Orx1+E grupe (Slika 4.5ajara je véa povrSina jedra u odnosu na
Orx1 grupu. Nakon hrotiog tretmana estradiol-dipropionatom razlike u nateetu

obojenosti GHRH neurosekreta u ME u odnosu na @rufiu nisu udene (Slika 4.5b).

s
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Slika 4.5.a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamad@dektomisanih adultnih
pacova hroriino tretiranih estradiol-diproprionatom (Orx1+E)eki-ljubicasto, bar-
200 um; b) GHRH imunoreaktivnost na frontalnom presekotalamusa u nivou ME
Orx1+E grupe pacova, bar-pin; 3V-treca mozdana komora.

PovrSina Pe jedra Orx1+@fupe je povéana u odnosu na povrsinu jedra Orx1l
grupe (Slika 4.6a). Brojnost imunopozitivnih SS maa intermedijarne zone Pe jedra,
kao i intenzitet obojenosti SS neurosekkreta ujapojoj zoni ME povéan je u Orx1+E

grupi u odnosu na Orx1 grupu pacova (Slika 4.6b, c)

\

Orx1+E

Slika 4.6 a) Frontalni presek u nivou Pe jedra orhidektamis adultnin pacova
hronino tretiranih estradiol-diproprionatom (Orx1+E)eki-ljubi¢asto, bar 2@m; b)
Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom presekermijalne zone Pe jedra Orx1+E
grupe pacova, bar-0m; c) SS Imunoreaktivnost na frontalnom presekwtailamusa
u nivou ME Orx1+E grupe pacova, bar-10@; 3V-treéa mozdana komora.
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4.3.1.4. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana lazno
orhidektomisanih adultnih pacova (Shamz2 grupa)

Arc jedro Sham2 grupe pacova pozicionirano je uetalmom regionu
hipotalamusa sa obe strane proSirenjgetremozdane komore (Slika 4.7a). Nervna

vlakna Arc jedra dosezu do ME u koju osldam GHRH neurosekret (Slika 4.7b).
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Slika 4.7.a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamiggano orhidektomisanih

adultnih pacova (Sham?2), krezil-lj@aisto, bar-20@um; b) GHRH imunoreaktivnost na

frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME Shamipgrpacova, bar-50m; 3V-
treca mozdana komora.

Slika 4.8.a) Frontalni presek u nivou Pe jedra lazno orhioi@ksanih adultnih pacova
(Sham?2), krezil-ljubiasto, bar 2@m; b) Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom
preseku intermedijalne zone Pe jedra Sham2 grupmvpa bar-10pum; c) SS
imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusaivou ME Sham2 grupe
pacova, bar-10Qlm; 3V-treéa mozdana komora.

Periventrikularno jedro Sham2 grupe Zzivotinja ptad§eno je nizovima

parvocelularnih neurona duz ¢ee mozdane komore anteriornog i tuberalnog
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hipotalamusa (Slika 4.8a). U intermedijalnoj zoei jBdra lokalizovani su SS neuroni.
(Slika 4.8b). Nervna vlakna SS neurona dosezu dbagmje zone ME gde oslobau

neurosekret (Slika 4.8c).

4.3.1.5. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana
orhidektomisanih adultnih pacova (Orx2 grupa)
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Slika 4.9 a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamuoghidektomisanih adultnih
pacova (Orx2), krezil-ljuldasto, bar-200um; b) GHRH imunoreaktivnost na
frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME OrxZ2pgrpacova, bar-5am; 3V-treta
mozdana komora.

(Orx2), krezil-ljubtasto, bar 2@m; b) Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom
preseku intermedijalne zone Pe jedra Orx2 grupeovyagc bar-10 um; c) SS
imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa/ou ME Orx2 grupe pacova,
bar-100um; 3V-treta mozdana komora.
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Orhidektomija izaziva histoloSke promene Arc jedPac jedro Orx2 grupe
pacova zauzima e povrSinu u odnosu nha Sham2 grupu pacova, (Slga)4dok je
intenzitet obojenosti GHRH neurosekreta u spol@sSapni ME kod Orx2 grupe
smanjen u odnosu na Sham2 grupu (Slika 4.9b).

Nakon orhidektomije pacova nisu zapazenecame histoloSke promene Pe
jedra u odnosu na Sham2 grupu pacova (Slika 4.80&)je brojnost imunopozitivnih
SS neurona intermedijarne zone Pe jedra smanjeliiea ($.10b) Sto je pi@no |

smanjenom kodinom imunoflurescentno obeleZzenog SS neurosekristi.u

4.3.1.6. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana nakon
hroniénog tretmana genisteinom orhidektomisanih adultnih pacova (Orx2+G
grupa)

HistoloSkom analizom serijskih preseka Arc jedraxZ®G grupe udeno je
poveanje povrSine Arc jedra u odnosu na Orx2 grupukéS.11a). Tretmana

genisteinom rezultira povanjem intenziteta obojenosti GHRH neurosekreta u

Slika 4.11. a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamwsaidektomisanih
adultnih pacova hrotmo tretiranih genisteinom (Orx2+G), krezil-ljg¢hsto, bar-200
pm; b) GHRH imunoreaktivnost na frontalnom presekpotalamusa u nivou ME
Orx2+G grupe pacova, bar-pin; 3V-tretéa mozdana komora.

Pe jedro Orx2+G grupéne nizovi parvocelularnih neurona duzéeemozdane
komore (Slika 4.12a). Brojnost imunopozitivnin S8urona Pe jedra Orx2+G grupe
povetana je u odnosu na Orx2 grupu (Slika 4.12b), adale konstatovano | po¥anje
intenziteta obojenosti SS neurosekreta u ME nakamnofluresentnog bojenja (Slika

4.12¢).
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Slika 4.12 a) Frontalni presek u nivou Pe jedra orhidektamis adultnih pacova
hronikcno tretiranih genisteinom (Orx2+G), krezil-ljgbsto, bar 2Q@m; b)
imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom presekarmiedijalne zone Pe jedra Orx2+G
grupe pacova, bar-10m; c) SS imunoreaktivnost na frontalnom presekwtailamusa
u nivou ME Orx2+G grupe pacova, bar-10f; 3V-treéa mozdana komora.

4.3.1.7. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana nakon
hroniénog tretmana daidzeinom orhidektomisanih adultnin @mcova (Orx2+D
grupa)

HistoloSkom analizom Arc nukleusa pacova h&apitretiranih daidzeinom nisu
utvrdene znd&ajne promene u odnosu na Orx2 grupu (Slika 4.1%al, je intenzitet
obojenosti GHRH neurosekreta blago p&areu pordenju sa intenzitetom obojerias

koji je prisutn u Orx2 grupi (Slika 4.13b).

Slika 4.13. a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamusaidektomisanih
adultnih pacova hrotimo tretiranih daidzeinom (Orx2+D), krezil-ljuaisto, bar-200
pum; b) GHRH imunoreaktivnost na frontalnom presekpotalamusa u nivou ME
Orx2+D grupe pacova, bar-0n, 3V-treéa mozdana komora.
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Orx2+D

| (F fike i Deen a2
Slika 4.14 a) Frontalni presek u nivou Pe jedra hipotalanareadektomisanih adultnih
pacova hrorino tretiranih daidzeinom (Orx2+D) krezil-violet, ro&204um; b)
Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom presekarimiedijalne zone Pe jedra Orx2+D
grupe pacova, bar-10m; c) SS imunoreaktivnost na frontalnom presekwtailamusa
u nivou ME Orx2+D grupe pacova, bar-10@, 3V-tre&éa mozdana komora

Nakon hroninog tretmana daidzeinom orhidektomisanih pacovau nis
konstatovane promene povrSine koju zauzima Pe ,jdmoynosti imunopozitivnin SS
neurona intermedijalne zone Pe jedra, kao ni premenntenzitetu obojenosti SS
neurosekreta u ME (Slika 4.14a, b, c).

4.3.2. StereoloSke karakteristike arkuatnog jedra,periventrikularnog jedra i
eminencije medijane adultnih pacova nakon orhidektmije i hroniénih
tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ilidaidzeinom

4.3.2.1. Volumen arkuatnog i periventrikularnog jeda

Proséan volumen Arc jedra u Shaml grupi iznosio je 0,499,007 mm.

Nakon orhidektomijre doSlo je do statédi znatajnog (p<0,05) pouanja volumena

Arc jedra (0,255 + 0,022 minza 30% u odnosu na Sham1 grupu. Tretman estradiol

diproprionatom dodatno je uticao na statlstznatajno (p<0,05) powsanje volumena

Arc jedra za 23% u odnosu na volumen Arc jedra Qgedpe, a vrednost praseg

volumena jedra ove grupe je iznosila 0,314 + 0,086 (Histogram 4.4).

Pros€na vrednost volumena Arc jedra Sham2 i Orx2 grupsin0,175 + 0,017
mm®, odnosno 0,262 + 0,023 nimOrhidektomija je dovela do statisti znaajnog

(p<0,05) povéanja volumena Arc jedra za 46%. Prggevolumen Arc jedra kod
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pacova hrorino tretiranih genisteinom statigti znatajno (p<0,05) je pov@an za 25%
u odnosu na odgovargjuparametar Orx2 grupe i iznosio je 0,326 + 0,01®°ndok
tretman daidzeinom nije rezultirao statiktiznatajnom razlkom. Progei volumen Arc
jedra pacova hrosio tretiranih daidzeinom bio 0,271 + 0,013 frdto je statistki
(p<0,05) zn&ajno smanjenje od 17% u odnosu na odgovérgarametar Orx2+G
grupe (Histogram 4.4).

VOLUMEN Arc JEDRA

mm?*

0.4 - * * * * *

0,34

wlith

Sham1 Orx1 Orx1+E Sham?2 Orx2 Orx2+G Orx2+D

Histogram 4.4. Promene volumena Arc jedra hipotalamusa adult@bopa nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hrognih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shamil Sham2 lazno
orhidektomisane Zivotinje.

Srednje vrednosti volumena Pe jedra Shaml i Orypegiznosile su 0,274 +
0,021 mnd, odnosno 0,270 * 0,015 mimHronian tretman estradiol-diproprionatom
doveo je do statisiki zn&ajnog (p<0,05) pouanja volumena Pe jedra za 16% u
odnosu na Orx1l grupu, a vrednost volumena jedriresila 0,313 + 0,022 min
(Histogram 4.5).

Srednje vrednosti volumena Pe jedra Sham2 i Orypeayiznosile su 0,259 +
0,014 mm, odnosno 0,231 + 0,014 ninProseéni volumeni Pe jedra Orx2+G i Orx2+D
grupa iznosili su 0,263 + 0,021 mnodnosno 0,223 + 0,031 mnBtatistéki znaajno
smanjenje volumena Pe jedra (p<0,05) od 15% zadtefe u Orx2+D grupi pacova u
odnosu na Orx2+G grupu (Histogram 4.5).
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Histogram 4.5. Promene volumena Pe jedra adultnih pacova nakbrdektomije
(Orx1 i Orx2) i hronénih tretamana estradiol-diproprionatom (Orx1+E)nig&inom
(Orx2+@G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shaml i Sham2riaorhidektomisane Zivotinje.

4.3.2.2. Volumenska gustina SS neurona u Pe jedru

Volumenska gustin&S neurona u Pe jedru Shaml grupe pacova iznestd®j
*+ 0,8 %. Nakon orhidektomije vrednost ovog paramernosila je 4,6 + 0,4%, Sto
predstavlja statistki znatajno smanjenje (p<0,05) od 49% u odnosu na odgméara
parametar Shaml grupe. Hréam tretman estradiol-diproprionatom poéae je
procentualnu zastupljenost SS neurona u Pe jedib@%, u odnosu na Orx1 grupu, a
njena vrednost je bila 11,5 + 0,9% (Histogram 4.6).

Vrednosti procentualne zastupljenost SS neuron& je®hu u Sham2 i Orx2
grupi Zivotinja iznosile su 7,9 = 0,8%, odnosno 4,60,2%. Statistiki znaajno
smanjenje (p<0,05) procentualne zastupljenosti &&ama od 43% zabelezeno je u
Orx2 grupi u odnosu na Sham2 grupu pacova. S dstugme statistki zna&ajno
poveanje (p<0,05) od 145% zabelezeno je u Orx2+G gwgkojoj je vrednost
pomenutog parametra iznosila 11,0 £ 1,2%. U odnusuOrx1l grupu procentualna
zastupljenost SS neurona u Orx2+D nije promenjeradsila je 4,6 £ 0,3%, dok je u
odnosu na Orx2+G grupu zabelezeno stékisznaiajno smanjenje (p<0,05) od 60%

(Histogram 4.6).
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Histogram 4.6. Volumenska gustina SS neurona Pe jedra adultndovaa nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hrotnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shami Sham2 lazno
orhidektomisane Zivotinje.

4.3.3.HistoloSke karakteristike somatotropnih (GH) ¢elija hipofiza

4.3.3.1. GHe¢elije lazno orhidektomisanih adultnih pacova (ShamXQrupa)

L B B o BEIRY ¢ T Y .

Slika 4.15 Imunoreaktivhe GHelije u adenohipofizi lazno orhidektomisanih adilitn
pacova (Shaml) a) bar-1Qf; b) bar-1Qum.

Na presecima hipofiza sham operisanin muzjaka padoeji su tretirani
medijumom | (Shaml grupa) Gétlije su jasno udjive nakon imunohistohemijskog
bojenja. Prisustvo GH imunopozitivndelija u centralnim i perifernim regioninmaars
distalis je ujednaeno. GH celije su najeXe grupisane, ali se tavaju i kao
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pojedin&ne (Slika 4.15a). Obno su kruznog ili elipsoidnog oblika, mada séawaju i
GH ¢elije nepravilnog oblika, sa citoplazmatim nastavcima koje se pruzaju izioe
ostalih hormon sekretujih celija. Jedro GH¢elija je krupno i okruglo,cesto
ekscentrino postavljeno (Slika 4.15b).

4.3.3.2. GHéelije orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1 grupa)

= o N Ay e

pacova (Orx1) a) bar-10@m; b) bar-1@um.

HistoloSka slika adenohipofize i Gé¢lija adultih pacova promenjena je nakon
orhidektomije. Naime, GH ¢elije hipofiza orhidektomisanih adultnin pacova
malobrojnije su u podenju sa Shaml grupom (Slika 4.16a). Tdkoudljive su
krupne, verovatno gonadotropréelije koje se prostiru iznide GH celija. Nakon
orhidektomije nisu ugene promene oblika, véine i intenziteta obojenosti GEtlija u

odnosu na Sham1 grupu (Slika 4.16b).

4.3.3.3. GH c¢elije nakon hroniénog tretmana estradiol-diproprionatom
orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1+E grupa)

U hipofizama Orx1+E grupe pacovaceoo je znéajno smanjenje brojnosti GH
¢elija u poréenju sa Orx1 grupom pacova (Slika 4.17a). Bakai@ljivi su i dilatirani
krvni sudovi. Oblik GHc¢elija je sferéan, veltina nepromenjena, a imunopozitivhost
izraZzenija u odnosu na Orx1 grupu (Slika 4.17b).
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Slika 4.17. Imunoreaktivne GHcelije u adenohipofizi orhidektomisanih adultnih
pacova hroriino tretiranih estradiol-diproprionatom (Orx1+E) lzgr 100um; b) bar

10um.

4.3.3.4. GHeéelije lazno orhidektomisanih adultnih pacova (Sham2jrupa)

Somatotropnecelije u hipofizama lazno orhidektomisanih adultnilacova
tretiranih medijumom Il ravhomerno su raspiaee upars distalisizmedu drugih¢elija
koje sekretuju hormone. Gétlije su grupisane, ali prisutne su i kao pojedimsielije
koje nalezu na krvne kapilare (Slika 4.18a). Obbkkja je kruZzan do elipsoidan. Imaju
krupno, okruglo, ekscentno postavlijeno jedro, oko koga je ravnomerno olmjen
citoplazme (Slika 4.18Db).

Slika 4.18.Imunoreaktivhe GHelije u adenohipofizi lazno orhidektomisanih adilitn
pacova (Shamz2) a) bar 1Q@a; b) bar-1Qum.
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4.3.3.5. GHe¢elije orhidektomisanih adultnih pacova (Orx2 grupa)
Nakon orhidektomije brojnost GKelija zn&ajno je smanjena u patenju sa

Sham2 grupom pacova. HistoloSkom analizontanaju se krupneelije, verovatno
gonadotropne, izndel GH celija (Slika 4.19a). Oblik i vetina GH c¢elija nije
promenjena, dok je intenzitet obojenoéélija smanjen u odnosu na Sham2 grupu
Zivotinja (Slika 4.19b).

Slika 4.19. Imunoreaktivhe GHelije u adenohipofizi orhidektomisanih adultnih
pacova (Orx2) a) bar-10@m; b) bar-1@um.

4.3.3.6. GH ¢elije nakon hroniénog tretmana genisteinom orhidektomisanih
adultnih pacova (Orx2+G grupa)

Slika 4.20. Imunoreaktivhe GHelije u adenohipofizi orhidektomisanih adultnih
pacova hrorino tretiranih genisteinom (Orx2+G) a) bar-108; b) bar-1gm.
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Hronican tretman genisteinom zizgno je uticao na histolosku sliku Gi¢lija.
Naime, brojnost GHcelija pove&ana je u odnosu na Orx2 grupu pacova. Nakon
orhidektomije zapaZaju se izrazitno krupfedje, verovatno gonadotroprielije, koje
nisu imunocitohemjski obeleZzene (Slika 4.20a). Zapa je i povéanje veltine GH
¢elije u ovoj eksperimentalnoj grupi u odnosu na Diyrupu. HistoloSka analiza
pokazuje intenzivniju imunopozitivnost GKelija pacova tretiranih genisteinom u
odnosu na Orx2 grupu (Slika 4.20Db).

4.3.3.7. GH ¢éelije nakon hroniénog tretmana daidzeinom orhidektomisanih
adultnih pacova (Orx2+D grupa)

HistoloSka slika somatotropnielija izmenjena je nakon tretmana daidzeinom u
odnosu narx2 adultne pacove. Naime, Gidlije adultnih pacova hromo tretiranih

daidzeinom mnogobrojnije su u pdemju sa Orx2 grupom (Slika 4.21a). Nacem

uvelicanju vidljive su kruzne i elipsoidenglije razliite velicine, pri ¢emu krupnije
¢elije dominiraju (Slika 4.21b).

Slika 4.21 Imunoreaktivne GHc¢elije u adenohipofizi orhidektomisanih adultnih
pacova hroriino tretiranih daidzeinom (Orx2+D) a) bar 10y, b) bar-1(um.
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4.3.4. StereoloSke karakteristike GH ¢elija hipofiza adultnin pacova nakon
orhidektomije i hroni ¢nih tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinomili
daidzeinom

4.3.4.1. Volumenska gustina GHelija

VOLUMENSKA GUSTINA GH CELIJA
50 - [ | *
40 A
30 -
20 -
10 4
0 ! ! ! ! ! !
Sham1 Orx1 Orx1+E Sham?2 Orx2 Orx2+G Orx2+D

Histogram 4.7. Volumenska gustina GHelija hipofiza adultnih pacova nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hrognih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shamil Sham2 lazno
orhidektomisane zivotinje.

Volumenska gustina GHelija Shaml1 grupe iznosila je 37,7 1,9 %. Nakon
orhidektomije volumenska gustina (ddlija je statistiki znatajno (p<0,05) smanjena
za 9 % u odnosu na Shaml i iznosila je 34,4 + 0,8&tumenska gustina GHelija
posle tretmana estradiol-diproprionatom iznosila 1j8,7 £ 0,9%, Sto predstavlja
statistéki znatajno smanjenje (p<0,05) od 46% u odnosu na odgméarparametar
Orx1 grupe (Histogram 4.7).

Vrednost volumenske gustine GHlija u Sham2 grupi iznosila je 23,8 + 0,87%,
a u Orx2 grupi 20,1 + 1,15%. Statiti znatajno poveéanje (p<0,05) volumenske
gustine GHcelija od 41% zabelezeno je u Orx2+G grupi u odnaguOrx2 grupu, a
njena vrednost je iznosila 28,4 £ 2,7%. Volumenglatina GHcelija Orx2+D grupe
smanjena je za 28% u pdsenju sa Orx2 grupom i iznosila je 25,6 = 2,4% (blggam
4.7).
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4.3.4.2. Numeréka gustina GH ¢elija

NUMERICKA GUSTINA GH CELIJA
N, (mm)?3
*
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Histogram 4.8. Numeritka gustina GH ¢elija hipofiza adultnin pacova nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hrognih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shamil Sham2 lazno
orhidektomisane zivotinje

Numeritka gustina (N) Sham1 grupe iznosila je 17,9 + 0,8 ¥ iim>, a Orx1
13,6 + 0,8 x 16 mm?, odnosno nakon orhidektomije dolazi do statfi$tznasajno
smanjenja (p<0,05) ovog parametra od 24% u odn@sibimaml grupu. Statiski
zn&ajno smanjenje (p<0,05)\NGH ¢elija od 39% zabeleZzeno je u Orx1+E grupi u
odnosu na Orx1 grupu , a vrednost je iznosila 838 14 mm? (Histogram 4.8).

Ny GH ¢elija Sham2 grupe je iznosila je 16,4 + 1,4 X >, Vrednost istog
parametra u Orx1 grupi iznosila je 16,8 + 2,1 % &n>, a u Orx2+G grupi bila je 18,3
+ 2,8 x 10 mm?® Nakon tretmana daidzeinom orhidektomisanih pac®eh2+D
grupa), u kojoj je vrednost pomenutog parametrasita 10,8 + 0,6 x 1Omm?, doslo
je do statistiki znatajnog (p<0,05) smanjenje zastupljenosti Glija u odnosu na
Orx2 grupu za 36%, kao i za 41% u odnosu na Orx@rt@u (Histogram 4.8).

4.3.4.3. Apsolutni broj GH éelija

Apsolutni broj GH ¢elija Sham1 grupe je iznosio 7,6 + 0,11 x°,160k je
apsolutni broj GH:elija Orx1 grupe je bio 7,1 + 0,5 x 10vrednost apsolutnog broja
GH ¢elija u Orx1+E grupi iznosila je 8,2 + 0,01 x°Blistogram 4.9).
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Apsolutni broj GHéelija Sham?2 grupe iznosio je 7,0 + 0,3 X, 1®apsolutni broj
GH c¢elija Orx2 grupe bio je 7,6 + 0,9 x 10Statistéki znasajno (p<0,05) pow&nje
apsolutnog broja GHelija za 35 % u odnosu na Orx2 grupu zabeleZzenoQex2+G
grupi, i vrednost je iznosila 10,3 + 1,2 x°1@tatistéki znasajno (p<0,05) smanjenje
apsolutnog broja GHelija za 27 % i 45 % u odnosu na Orx2 grupu, odad@mx2+G
grupu zabeleZeno je u Orh2+D grupi, a dmmata vrednost je bila 5,6 + 0,8 x°10
(Histogram 4.9).

X105 APSOLUTNI BROJ GHCELIJA
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[ [ |
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0 ! ! ! ! ! !
Sham1 Orx1 Orx1+E Sham2 Orx2 Orx2+G Orx2+D

Histogram 4.9. Apsolutni broja GH ¢elija hipofiza adultnih pacova nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroginih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shamil Sham2 lazno

orhidektomisane Zivotinje.

4.3.4.4. Volumen GHeéelija

Volumeni GH ¢éelija Sham1 i Orx1 grupe bili su 2121,2 + 6246, odnosno
2533,2 + 153,um’>, dok je u Orx1+E grupi isti parametar imao vrednus 2319,1 +
357,0um? (Histogram 4.10).

Volumeni GHéelija Sham2 i Orx2 grupe bili su 1498,0 + 10@2°, odnosno
1203,8 + 174,9um°. Volumeni GHéelija Orx2+G i Orh2+D grupe bili su 1527,4 +
150,1 pm°, odnosno 2172,6 + 110,8m°. Statisttki zna*ajno poveéanje (p<0,05)
volumena GHcelija od 80 % i 42 % zabeleZzeno je kod Orx2+D grupednosu na

Orx2, odnosno Orx2+G grupu, (Histogram 4.10).
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Histogram 4.10. Volumena GHecelija hipofiza adultnih pacova nakon orhidektomije
(Orx1 i Orx2) i hronénih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), ig&nom
(Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shaml i Sham2raZrhidektomisane Zivotinje.

4.3.5. Koncentracija GH u cirkulaciji

KONCENTRACIJA GH U CIRKULACIJI

ng/ml
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Histogram 4.11. Promene koncentracije GH u cirkulaciji adultnincpaa nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hrotinih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) i daidzeinom (Orx2+D); Shan8ham?2 lazno orhidektomisane
Zivotinje.

Koncentracije GH u cirkulaciji Sham1l i Orx1 grugeesili su 11,8 £ 1,0 ng/ml,
odnosno 12,5 + 1,7 ng/ml. Stattsi znatajno povéanje (p<0,05) nivoa GH od 161%
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zabelezeno je nakon hrénbg tretmana estradiol-diproprionatom, a vrednasametra
je iznosila 11,8 £ 1,0 ng/ml (Histogram 4.11).

U Sham2 i Orx2 grupi vrednosti koncentracije Gklinkulaciji su iznosile 3,6
0,4 ng/ml, odnosno 2,6 = 0,5 ng/ml. Tretman gemsi®a doveo je do statigki
zn&ajnog povéanja (p<0,05) koncentracije GH od 127% u odnos®nédl grupu, a
njena vrednost je bila 5,9 £ 0,3 ng/ml. Vrednostdentracije GH u Orx2+D grupi bila
je 2,9 £ 0,3 ng/ml, Sto predstavlja statiktiznatajno smanjenje (p<0,05) od 51% u

poreienju sa Orx2+G grupom (Histogram 4.11).

4.4. Adrenokortikotropni sistem adultnih pacova nakon orhidektomije i hroniénih
tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ilidaidzeinom

4.4.1. HistoloSke karakteristike paraventrikularnogjedra i eminencije medijane

4.4.1.1. Paraventrikularno jedro i eminencija mediana lazno orhidektomisanih

adultnih pacova (Shaml grupa)

: Shamj}\'

Slika 4.22. a) Frontalni presek hipotalamusa u nivou PVN labmbidektomisanih
pacova (Shaml), krezil-ljuéasto, bar-20Qum.

PVN prostire se u medijalnoj zoni anteriornog hg@musa. To je parno jedro
koje je ogranieno tréom mozdanom komorom i regionom koji je karaktetesti po
izuzetno malom (siromasnom) prisustéelijskin elemenata (Slika 4.22a). PVdihe
krupni magnocelularni neuroni, koji su predominantgrupisani u lateralnom delu
jedra. Oni predstavljaju deo hipotalamo-hipofiznmggnocelularnog sistema koji se

projektuje do neurohipofize gde dolazi do oslidga oksitocina i vazopresina u
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sistemsku cirkulaciju. Sitni parvocelularni neuragupisani su naj\@mn delom u

medijalnom podr&u jedra i deo su hipotalamo-hipofiznog parvicetnlzy sistema.

Slika 4.22.b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno obojeémdije ozn&ene glavom
strelice); 2-imunoreaktivni cFos neuroni (crvenoojne celije ozn&ene glavom
strelice); 3-imunoreaktivni CRH/cFos neuroni nanfiadinom preseku medijalne zone
PVN Shaml grupe pacova, barg®®, c) CRH imunoreaktivnost na frontalnom preseku
hipotalamusa u nivou ME Sham1 grupe pacova, bprb@V-treca mozdana komora.
CRH imunoreaktivnost prisutna je uéa celija PVN, dok je manji broj CRH
¢elija aktivan tj. pokazuje imunopozitivhost na cK8ska 4.22b). Aksoni ovog sistema
dosezu do ME, gde izrde ostalih hormona, oslotiaju kortikotropni oslobdajuwi

hormon (CRH) u spoljasnju zonu ME (Slika 4.22c).

4.4.1.2. Paraventrikularno jedro i eminencija mediana orhidektomisanih adultnih
pacova (Orx1 grupa)
HistoloSkom analizom serijskih frontalnih preseRdNPOrx1 grupe udena je

veca povrsina koje ovo jedro zauzima u odnosu na paviBVN u Shaml grupi (Slika
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4.23a). Brojnost imunofluorescentno obelezenin CRBRH/cFos neurona nakon
orhidektomije povéana je u odnosu na brojnost pomenutih neurona m$hgupi
(Slika 4.23b) Pove&ana CRH imunopozitivhost se zapaza u spoljasSnjaj lekic, mestu
gde se CRH oslolda iz aksonskih zavrSetaka i prelazi u hipotalanpmfizni kapilarni
sistem (Slika 4.23c).

Slika 4.23.a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa akidmisanih pacova
(Orx1), krezil-ljubtasto, bar-200um; b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno
obojene ¢elije ozn#&ene glavom strelice), 2-imunoreaktivni cFos neur¢eriveno
obojenecelije ozn&ene glavom strelice), 3-imunoreaktivni CRH/cFos roau (zuto-
narandzasto obojenlije ozn&ene strelicom) na frontalnom preseku medijalne zone
PVN Orx1 grupe pacova; bar; 3V-treca mozdana komora.
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Slika 4.23.c) CRH imunoreaktivnost na frontalnom preseku taf@musa u nivou ME
Orx1 grupe pacova, bar-%0n, 3V-tre&éa mozdana komora.
4.4.1.3. Paraventrikularno jedro i eminencija medigna nakon hroninog tretmana
estradiol-diproprionatom orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1+E grupa)
Nakon hroninog tretmana estradiol-diproprionatom dolazi do gawja
povrSine PVN u odnosu na Orx1 grupu (Slika 4.2Ki&toloSkom analizom je utdeno
da brojnost CRH neurona PVN nije promenjena nakoetm@na estradiol-
diproprionatom (Slika 4.24b-1), dok je aktivnost i€Reurona pow&ana uzevsi u obzir
povetan broj duplo-imunofluorescentno obelezenih CRHéclReurona u odnosu na
brojnost CRH/cFos neurona u Orx1 grupi (slika 4:3%bTakale je zapazeno i
poveanje intenziteta obojenosti CRH neurosekreta u ja&fmbj zoni ME nakon

tretman estradiol-diproprionatom (slika 4.24c).

Slika 4.24.a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa akidmisanih pacova
hronicno tretiranih estradiol-diproprionatom (Orx1+E)eki-ljubicasto, bar-20@um.
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Slika 4.24.b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno obojéedje, obelezene glavom
strelice), 2-imunoreaktivni cFos neuroni (crvenoojebe celije, obelezene glavom
strelice), 3-imunoreaktivni CRH/cFos neuroni (zuerandzasto obojeneselije,
obelezene strelicom) na frontalnom preseku medjatone PVN Orx1+E grupe
pacova, bar-50m; ¢) CRH imunoreaktivhost na frontalnom presekpotalamusa u
nivou ME Orx1+E grupe pacova, bar-gth; 3V-treéa mozdana komora.

4.4.1.4. Paraventrikularno jedro i eminencija mediana lazno orhidektomisanih
adultnih pacova (Shamz2 grupa)

U anteriornonom hipotalamusu Sham2 u PVNIjio su krupni magnocelularni
I sitni parvicelularni neuroni (Slika 4.25a). CRRunpozitivnost ugava se u oba tipa
neurona (Slika 4.25b-1). Na osnhovu prisustva duplanofluorescentno obelezenih
CRH/cFos neurona zapaza se maniji broj aktivanih Qidrona u poreEnju sa
ukupnim brojem CRH neurona (Slika 4.25b-3). Nerviakna parvicelularnih neurona
PVN doseZu do spoljasSnje zone ME, gde ostapa CRH neurosekret u hipotalamo-
hipofizni kapilarni splet (Slika 4.25c).
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Slika 4.25. a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa labmbidektomisanih
pacova (Sham?2), krezil-ljubasto, bar-200um; b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni
(zeleno obojene&celije, obelezene glavom strelice), 2-imunoreaktiwiios neuroni
(crveno obojenéelije, obelezene glavom strelice), 3-imunoreakt@®H/cFos neuroni
(Zuto-narandzasto obojekelije, obelezene strelicom) na frontalnom preseledifalne
zone PVN Sham2 grupe pacova, bap®) c) CRH imunoreaktivnost na frontalnom

preseku hipotalamusa u nivou ME Sham2 grupe padm@ara50um; 3V-treéa mozdana
komora.
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4.4.1.5. Paraventrikularno jedro i eminencija medigna orhidektomisanih adultnih
pacova (Orx2 grupa)

HistoloSka slika PVN je promenjena nakon orhidekjenadultnih pacova, u
smislu povéanja povrSine jedra na serijskim presecima u odmas&ham2 grupu. U
medijalnoj zoni ovog jedra jasno su djwi sitni i krupni neuroni (Slika 4.26a).
Brojnost imunopozitivnih CRH i CRH/cFos neurona medde zone PVN pov@&na je
nakon orhidektomije adultnih pacova (Slika 4.260 poveéanje brojnosti i aktivnosti
CRH neurona pkgeno je povéanim sadrzajem CRH neurosekreta u ME Orx2 grupe u

poreienju sa Sham2 grupom pacova (Slika 4.26c¢).

£ (

Slika 4.26.a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa akidmisanih pacova
(Orx1), krezil-ljubtasto, bar-200pm; b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno
obojene ¢elije, obelezene glavom strelice), 2-imunoreaktiwiios neuroni (crveno
obojenecelije, obelezene glavom strelice), 3-imunoreakti@iH/cFos neuroni (Zuto-
narandzasto obojertelije, obeleZene strelicom) na frontalnom preseladifalne zone
PVN Orx2 grupe pacova, bar{at; 3V-treéa mozdana komora.
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Slika 4.26.c) CRH imunoreaktivnost na frontalnom preseku taf@musa u nivou ME
Orx2 grupe pacova, bar-30n; 3V-treta mozdana komora.

4.4.1.6. Paraventrikularno jedro i eminencija mediana nakon hroninog tretmana
genisteinom orhidektomisanih adultnih pacova (Orx26 grupa)

Hronican tretman genisteinom nije doveo docajae promene povrsine PVN u
odnosu na povrSinu jedra u Orx2 grupi (Slika 4.27@)¢avaju se magnocelularni
neuroni u lateralnoj, kao i parvocelularni neuranmedijalnoj zoni PVN (Slika 4.27a).
Nakon tretmana genisteinom brojnost imunoobeleZ€mtkl i CRH/cFos neurona PVN
poveana je u pordenju sa brojem neurona Orx2 grupe (Slika 4.27byviNe viakna
parvicelularnog sistema oslat®gu CRH neurosekret u ME. Intenzitet obojenosti CRH
neurosekreta u ME nije promenjen nakon tretman&ggnom u odnosu na Orx2 grupu
(Slika 4.27c).

Slika 4.27.a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa akidmisanih pacova
hroniéno tretiranih genisteinom (Orx2+G), krezil-ljdbsto, bar-20Qm.
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Slika 4.27.b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno obojeméije, ozn&ene glavom
strelice), 2-imunoreaktivni cFos neuroni (crvenoojebe celije, oznaene glavom
strelice), 3-imunoreaktivni CRH/cFos neuroni (Zaerandzasto obojergelije, strelica)

na frontalnom preseku medijalne zone PVN Orx2+Gegrpacova, bar-50n; c) CRH

imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusaivou ME Orx2+G grupe
pacova, bar-5Qim, 3V-tre&a mozdana komora.

4.4.1.7. Paraventrikularno jedro i eminencija medigna nakon hroninog tretmana
daidzeinom orhidektomisanih adultnih pacova (Orx2+Dgrupa)

Hroni¢can tretman daidzeinom nije doveo do promena hiSkelcslike PVN u
odnosu na Orx2 grupu. PovrSina PVN Orx2+D grupbligno je jednaka povrSini jedra
Orx2 grupe (Slika 4.28a). Brojnost CRH neurona UNPYakon tretmana daidzeinom
smanjena je u odnosu brojnost neurona u Orx2 ($igia 4.28b-1). S druge strane
brojnost duplo-imunopozitivnih CRH/cFos neurona g@na je u odnosu na Orx2
grupu (Slika 4.28b-3). Imunoreaktivnost CRH u sp@ijoj zoni ME priblizno je ista
kao CRH imunoobojenost u Orx2 grupi (Slika 4.28c).
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Slika 4.28.a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa akidmisanih pacova
hronikno tretiranih daidzeinom (Orx2+D), krezil-ljiaisto, bar-200pm; b) 1-
imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno obojedelije, ozn&eni glavom strelice), 2-
imunoreaktivni cFos neuroni (crveno obojeéelije, ozngene glavom strelice), 3-
imunoreaktivni CRH/cFos neuroni (Zuto-narandzastbojene celije, ozng&ene
strelicom) na frontalnom preseku medijalne zone PUMN2+D grupe pacova; bar-
50um, c¢) CRH imunoreaktivnost na frontalnom presekpotalamusa u nivou ME
Orx2+D grupe pacova, bar-%0n; 3V-treca mozdana komora.
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4.4.2. StereoloSke karakteristike paraventrikularn@ jedra hipotalamusa adultnih
pacova nakon orhidektomije i hroninih tretmana estradiol-diproprionatom,
genisteinom ili daidzeinom

4.4.2.1. Volumen paraventrikularnog jedra

Proséni volumen PVN Sham1l grupe iznosio je 0,137 + 0,6%i. Vrednosti
volumena PVN nakon orhidektomije i hrénog tretmana estradiol-diproprionatom
iznosli su 0,161 + 0,012 minodnosno 0,193 + 0,029 nir(Histogram 4.12).

Proséna vrednost volumena PVN Sham2 grupe iznosilaj@3®:+ 0,011 mrh
Orhidektomija je dovela do statigi znatajnog (p<0,05) pov@&nja volumena PVN za
55%, a vrednost je iznosila 0,190 + 0,005 niolumen PVN nakon hrotinog
tretmana genisteinom iznosio je 0,192 + 0,019°miAToséan volumen PVN pacova
hronino tretiranih daidzeinom iznosio je 0,171 + 0,01mMInsto je statistki (p<0,05)
zna&ajno smanjenje za 11% u odnosu na odgovérgparametar Orx2+G grupe
(Histogram 4.12).

mm? VOLUMEN PVN
0,25 -
% *
0,2
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 ! ! ! ! !
Sham1 Orx1 Orx1+E Sham?2 Orx2 Orx2+G Orx2+D

Histogram 4.12.Volumena PVN adultnih pacova nakon orhidektom@ex(l i Orx2) i
hroninih tretamana estradiol-diproprionatom (Orx1+E)nigeinom (Orx2+G) ili
daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lazno orhidelksame zivotinje.
4.4.2.2. Volumenska gustina CRH neurona u PVN

Volumenska gustin€@RH neurona u PVN Sham1 grupe pacova iznosila,jg324
+ 1,96 %. Nakon orhidektomije vrednost ovog paraengnosila je 34,04 = 1,71%, Sto

predstavlja statistki znatajno povéanje (p<0,05) od 40% u odnosu na odgovdiaju
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parametar Shaml grupe. Vrednost navedenog paramak@n hroninog tretmana
estradiol-diproprionatom iznosila je 34,30 + 2,03¥istogram 4.13).

Procentualna zastupljenost CRH neurona u PVN Shgopi je iznosila 22,43
+ 2,69%. Orhidektomija je dovela do statikli znatajnog povéanja (p<0,05)
pomenutog parametra za 19% i on je u Orx2 gruposin 26,78 + 2,11%. Nakon
orhidektomije i hroninog tretmana genisteinom procentualna zastuplje@RH
neurona u PVN iznosila je 29,06 £ 3,77%. Statistznatajno smanjenje (p<0,05)
procentualne zastupljenosti CRH neurona od 11%0%uin 18%, zabeleZeno je u nakon
hroniinog tretmana daidzeinom u odnosu na Orx2, odnosx@+G grupu pacova
(Histogram 4.13).

VOLUMENSKA GUSTINA CRH NEURONA U PVN
%
% *

40 + * *
30 A
20 A

10 -

0 ! ! ! ! !

Sham1 Orx1 Orx1+E Sham?2 Orx2 Orx2+G Orx2+D

Histogram 4.13. Volumenska gustinaCRH neurona PVN adultnih pacova nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hrognih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shamil Sham2 lazno
orhidektomisane zivotinje.
4.4.2.3. Volumenska gustina duplo-imunoobelezenihRH/cFos u PVN

Volumenska gustin€RH/cFos neurona u PVN Sham1l grupe pacova izn@sila
2,44 + 0,22%. Orhidektomija je dovela do statldtiznatajnog povéanja (p<0,05)
volumenske gustine CRH/cFos neurona od 150% i w&tdavog parametra u Orx1
grupi je iznosila 6,10 = 0,33%. Vrednost ovog pasta nakon hrokdnog tretmana
estradiol-diproprionatom bila je 8,72 + 2,03%, $ostatisttki znatajno povéanje
(p<0,05) od 43% u odnosu na odgovaéaparametar u Orx1 grupi (Histogram 4.14).
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Vrednost volumenske gustine CRH/cFos neurona u FSHdm2 grupe je
iznosila 2,21 = 0,44%. Orhidektomija je dovela datisticki znatajnog poveéanja
(p<0,05) pomenutog parametra za 47% i on je u @i iznosio 3,25 = 0,34%.
Nakon hroninog tretmana genisteinom, odnosno daidzeinom vaiskee gustina
CRH/cFos neurona u PVN iznosila je 7,49 = 0,74%nostho 7,60 = 0,88%, Sto
predstavlja statistki zn&ajno povéanje (p<0,05) od 131% odnosno 134% u odnosu na

odgovarajdi parametar Orx2 grupe, (Histogram 4.14)

% VOLUMENSKA GUSTINA CRH/cFos NEURONA U PVN
*
* * * | *
| | [ [y |
9 4
6 4
37 I "
0 ! ! ! ! ! !
Sham1 Orx1 Orx1+E Sham?2 Orx2 Orx2+G Orx2+D

Histogram 4.14.Volumenska gustin€RH/cFos neurona PVN adultnih pacova nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hrognih tretmanh estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shami Sham2 lazno
orhidektomisane Zivotinje.
4.4.3.HistoloSke karakteristike adrenokortikotropnih (ACT H) ¢elija hipofiza
4.4.3.1.ACTH ¢elije lazno operisanih adultnih pacova (Shaml grupa

ACTH celije lazno orhidektomisanih adultnih pacova Shanipe raspokene
Su u grupamaie&e nego pojedinane. Izmeu ovih ¢elija uctljiv je bogat splet krvnih
kapilara. Oblik ACTH¢elija je nepravilan, od elipsoidnog do zvezdoliK&djka 4.29a).
Zvezdolike ¢elije imaju jasno udjive citoplazmaténe produzetke kojim obuhvataju
druge ¢elije ili ih pruzaju izméu njih. U citoplazmi je udjivo ovalno jedro,

ekscentrino postavljeno (Slika 4.29b).
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Slika 4.29 Imunoreaktivne ACTH¢elije u adenohipofizi lazno orhidektomisanih
pacova (Sham1) a) bar 10én b) bar 1gm.
4.4.3.2.ACTH c¢elije orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1 grupa)

HistoloSkom analizom ueno je smanjenje brojnosti ACTHelija nakon
orhidektomije (Slika 4.30a)elije su nepravilnog oblika, dominiraju svetlielije u

oodnosu na intenzitet obojenosti u Sham1 grupkéti30b).

Slika 4.3Q Imunoreaktivne ACTH¢elije u adenohipofizi orhidektomisanih pacova
(Orx1) a) bar 10Qum; b) bar 1um.
4.4.3.3. ACTH ¢elije nakon hroniénog tretmana estradiol-diproprionatom
orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1+E grupa)

Nakon tretmana orhidektomisanih pacova estradigdoegrionatom u®eno je
znaajno smanjenje brojnosti ACTEelija (Slika 4.31a). ACTHelije su nepravilnog

102



oblika i ¢esto naleZzu na krvne kapilare. Intenzitet obojenogiplazme ACTHc¢elija
ove grupe smanjen je u pdenju sa intenzitetom obojenosti ACTddlija Orx1 grupe
(Slika 4.31b).

Slika 4.31 Imunoreaktivne ACTH¢elije u adenohipofizi orhidektomisanih pacova
hronino tretiranih estradiol-diproprionatom (Orx2+E)o@y 100um b) bar 1@m.
4.4.3.4 ACTH ¢elije lazno operisanih adultnih pacova (Sham2 grupa

Imunopozitivne ACTHcelije Sham2 grupe raspdene su relativno ravnomerno
po pars distalis hipofize izm@u razgranate mreze krvnih kapilara (Slika 4.32a).

Intenzivno obojena citoplazma okruzuje eksceéntripostavljeno, ovalno jedro ACTH
¢elija (Slika 4.32b).

Slika 4.32 Imunoreaktivne ACTH¢elije u adenohipofizi lazno orhidektomisanih
pacova (Sham2) a) bar 1f; b) bar 1gm.
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4.4.3.5.ACTH c¢elije orhidektomisanih adulta pacova (Orx2)

ACTH ¢elije hipofize orhidektomisanih pacova ne razlikige zn#&ajno u
pogledu brojnosti i lokalizacije u patenju sa istim tipomelija kod Sham2 grupe
Zivotinja (Slika 4.33a). Zvezdolikog su oblika, daduzenim citoplazmatnim
nastavcima koji se protezu izthe susednih ¢elija. Citoplazma ACTH celija

ravnemerno je obojenagalije sa svetlom citoplazmom dominiraju (Slika 4533

Slika 4.33 Imunoreaktivne ACTHelije u adenohipofizi orhidektomisanih muzjaka
pacova (Orx2) a) bar 1Qm; b) bar 1Qm.

4.4.3.6. ACTH ¢elije nakon hroni¢nog tretmana genisteinom orhidektomisanih

adultnih pacova (Orx2+G grupa)

Slika 4.34 Imunoreaktivne ACTH¢elije u adenohipofizi orhidektomisanih pacova
hronino tretiranih genisteinom (Orx2+G) a) bar 308; b) bar 1¢um.
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Nakon hroninog tretmana genisteinom demo je povéanje brojnosti ACTH
¢elija u odnosu na Orx1l grupu (Slika 4.34a). Citapla veéine ACTH celije nije
ravnomerno obojena, ¥ese udavaju prosvetljeni delovi. Jedro je eksceina
postavljeno (Slika 4.34b).

4.43.7. ACTH ¢elije nakon hroni¢énog tretmana daidzeinom orhidektomisanih
adultnih pacova (Orx2+D grupa)

ACTH ¢elije pacova hrorno tretiranih daidzeinom nepravilnog su oblika,
raspordene kao pojedirtae ili u grupama. Na histoloskoj slici ¢ava se smanjena
brojnost navedenikielija u odnosu na Orx2 grupu (Slika 4.35a). Citapia celija je

ravnomerno imunohistohemijski obojena, a prisutnesignije i krupnijecelije, (Slika
4.35b).

Slika 4.35 Imunoreaktivne ACTH¢elije u adenohipofizi orhidektomisanih pacova

hronino tretiranih daidzeinom (Orx2+D) a) bar 10@; b) bar 1@um.

4.4.4. StereoloSke karakteristike ACTH ¢elija hipofiza adultnih pacova nakon
orhidektomije i hroni ¢nih tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinomili
daidzeinom

4.4.4.1. Volumenska gustina ACTHelija

Volumenska gustina ACTHelija Shaml grupe iznosila je 6,2 + 0,1%. Kod

Orx1 grupe volumenska gustina ACTdlija zn&ajno je smanjena je za 21% (p<0,05)

u odnosu na Shaml gupu i iznosila je 4,9 + 0,2%uMenska gustina ACTHelija
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zn&ajno je smanjenja za 44% (p<0,05) kod grupe pactretiranih estradiol-
diproprionatom u odnosu na Orx1 grupu, i izno®l2 8 + 0,3% (Histogram 4.15)
Vrednost volumenske gustine ACTéglija u Sham2 grupi iznosila je 4,5 +
0,4%, a u Orx2 grupi 4,1 + 0,1%. Statikiiznatajno povéanje (p<0,05) volumenske
gustine ACTHec¢elija od 26% zabelezeno je u Orx2+G grupi u odnws®rx2 grupu, u
kojoj je vrednost pomenutog parametra bila 5,149€,U Orx2+D grupi volumenska
gustina ACTHc¢elija nije promenjena u odnosu na Orx2 grupu, angema je za 19%
(p<0,05) u poréenju sa Orx2+G grupom i iznosila je 4,1 + 0,5% (blggam 4.15).

% VOLUMENSKA GUSTINA ACTH CELIJA
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Histogram 4.15. Volumenska gustina ACTHelija hipofiza adultnih pacova nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hrognih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shami Sham2 lazno
orhidektomisane zivotinje.

4.4.4.2. Numeréka gustina ACTH ¢éelija

Numeritka gustina (N) ACTH ¢elija Sham1 grupe iznosila je 3,10 + 0,06 X 10
mm3, kod Orx1 grupe je iznosila 2,40 + 0,16 x*I@m>, $to predstavlja statiski
zn&ajno snizenje (p<0,05) od 23% u odnosu na Shamfpugr8tatisitki znatajno
snizenje (p<0,05) numeéke gustine ACTHc¢elija od 33% zabelezeno je u Orx1+E
grupi u odnosu na vrednost odgovaéam parametra Orx1l grupe, i iznosila je 1,64 £
0,21 x 1d mm? (Histogram 4.16).

Numeritka gustina Sham2 grupe iznosila je 3,24 + 0,03 % rbfi*, a Orx1
grupe 2,99 + 0,02 x fonm?®. Vrednost pomenutog parametra Orx2+G grupe bila je
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2,89 + 0,02 x 1O mm. Statistéki znasajno (p<0,05) smanjenje NACTH ¢elija od
23%, odnosno 20%, zabelezeno je Orh2+D grupi udeoja sa odgovarafim

parametrom Orx2, odnosno Orx2+G grupe. VredngstARTH ¢elija Orh2+D grupe
bila je 2,31 + 0,02 x T0mmi® (Histogram 4.16).
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Histogram 4.16. Numertka gustina ACTHcelija hipofiza adultnih pacova nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hrognih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shami Sham2 lazno
orhidektomisane Zivotinje.

4.4.4.3. Apsolutni broj ACTH éelija

Apsolutni broj ACTH¢elija Sham1 grupe je iznosio 1,30 + 0,04 X,1dbk je
apsolutni broj ACTH:elija Orx1 grupe iznosio 1,23 + 0,12 x°1&od pacova tretiranih
estradiol-diproprionatom apsolutni broj ACTé&¢lija povean je za 38% (p<0,05) u
odnosu na odgovarajuparametar Orx1 grupe, i njegova vrednost je i#ao4,70 +
0,11x 16 (Histogram 4.17).

Apsolutni broj ACTH ¢elija Sham2 grupe je iznosio 1,44 + 0,05 x°,18
apsolutni broj ACTH:elija Orx2 grupe je iznosio 1,53 + 0,22 x°18tatistéki znasajno
(p<0,05) povéanje apsolutnog broja ACTHKelija za 22% u odnosu na Orx2 grupu
zabeleZeno je u Orx2+G grupi, a njegova vrednosizi®sila 1,86 + 0,05x fO
Vrednost apsolutnog broja ACTétlija Orh2+D grupe iznosila je 1,10 + 0,16 X’ 180
predstavlja nepromenjenu vrednost u odnosu na @mxpu. Statistiki znaajno
(p<0,05) smanjenje apsolutnog broja ACtélija Orh2+D grupi za 41% zabeleZeno je
u odnosu na odgovardjyparametar Orx2+G grupe. (Histogram 4.17).
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Histogram 4.17. Apsolutni broj ACTH ¢elija hipofiza adultnih pacova nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hrognih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shami Sham2 lazno
orhidektomisane Zivotinje.

4.4.4.4. Volumen ACTHeé¢elija
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Histogram 4.18 Volumen ACTHec¢elija hipofiza adultnih pacova nakon orhidektomije
(Orx1 i Orx2) i hronénih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), iggnom
(Orx2+@G) ili daidzeinom (Orx2+D); Shaml i Sham2rlazrhidektomisane Zivotinje.
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Volumeni ACTH ¢éelija Sham1 i Orx1 grupe iznosili su 1973,7 + 388,
odnosno 2026,1 + 201dm®. U Orx1+E grupi pomenuti parametar je imao vretinos
1725,3 + 38,@m° (Histogram 4.18).

Volumeni ACTH ¢elija Sham2 i Orx2 grupe bili su 1406,4 + 26767,
odnosno 1337 + 58,5m°. Volumeni ACTH éelija Orx2+G i Orh2+D grupe bili su
1739,7 + 305,21m°, odnosno 1790 + 3284m° (Histogram 4.18).

4.4.5. Koncentracija ACTH u cirkulaciji

KONCENTRACIJA ACTH U CIRKULACIJI
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Histogram 4.19. Promene koncentracije ACTH u cirkulaciji adultrplacova nakon
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroginih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E),
genisteinom (Orx2+G) i daidzeinom (Orx2+D); Shanf8ham?2 lazno orhidektomisane
Zivotinje.

Koncentracije ACTH u cirkulaciji Shaml grupe izrlasje 26,3 + 3,0 ng/L.
Statisttki znatajno povéanje (p<0,05) nivoa ACTH od 127% zabelezeno je nako
orhidektomije, a nivo ACTH u Orx1 grupi iznosio98,7 £ 4,1 ng/L. Hrorgian tretman
estradiol-diproprionatom je doveo do statistiznatajnog povéanja (p<0,05) nivoa
ACTH u cirkulaciji od 66% u odnosu na nivo navedgmormona u Orx1 grupi, koji je
iznosio 99,2 £ 9,2 ng/L (Histogram 4.19).

Koncentracija ACTH u cirkulaciji Sham2 grupe izitasje 37,3 + 3 ng/L.
Koncentracije navedenog hormona Orx2 grupe izngsil®8,6 + 5,1 ng/L, Sto je

statistéki znatajno poveéanje (p<0,05) od 57% u odnosu na odgovda&igparametar
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Sham2 grupe. Vrednost koncentracije ACTH u Orx2+#Gpgje iznosila 85,0 + 9,2
ng/L, Sto predstavlja statigki znatajno povéanje (p<0,05) od 45% u paienju sa
odgovarajdim parametrom Orx2 grupe. Statéii znatajno povéanje (p<0,05) nivoa
ACTH u cirkulaciji od 39% zabelezZeno je nakon tratra daidzeinom u odnosu na isti

parametar Orx2 grupe, a njegova vrednost iznosi&lj2 + 7,0 ng/L (Histogram 4.19).
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5. DISKUSIJA

5.1. Efekti orhidektomije, tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili
daidzeinom na telesnu masu adultnih pacova

Orhidektomija adultnih (starih tri meseca) pacowvaasjila je prirast telesne
mase u odnosu ha sham operisane Zivotinje. Literigbodaci su pokazali da smanjenje
nivoa cirkuliSueg testosterona moze smanjiti telesnu masu, aii pmbmene mogu
izostati (Ojeda i sar. 2000; Pereira i sar. 200@jsToffersen i sar. 2006; Antonioli i sar.
2007). Poznato je da gonadalni steroidi, posebogkadara, utiu na promene: telesne
mase (nezavisno od unosa hrane), energetskog &alarisnkcionisanja
gastrointestinalnog trakta, stope rasta i telesradeg(Chen i sar. 1995; Cortright i
Koves 2000; Wajchenberg 2000; Asarian i Geary 200@stosteron je anabdhi
hormon koji u najvéoj meri utte na telesnu gda, miSénu masu i distribuciju
adipoznog tkiva kod muzjaka (Marin 1 sar. 1992; Hefison i sar. 1996).
Hipogonadalno stanje kod muzjaka smanjuje skeletnidicnu masu, a po¥ava masu
adipoznog tkiva (Katznelson i sar. 1996; Mauraari $998). Kodtoveka u tom stanju
akumulira se viscelarno adipozno tkivo (Seidellr.s1990; Tsai i sar. 2000; Borst i
Conover 2006), koje kod pacova izostaje (Christeffa i sar. 2006). Asarian i Geary
(2002) su pokazali da orhidektomija smanjuje unasmé. Poznato je da amino kiselina
leucin predstavlja vazan nutritivni signal, kojmaiu ostalog stimuliSe sintezu proteina
u misSicnom tkivu (Kimball i Jefferson 2006). Istrazivardeo i sar. (2009) su pokazala
da hipogonadizam dovodi do smanjene sinteze peotaavisne od leucina, i
poveavane degradacije proteina, Sto vodi smanjenjutmasdnase.

Hronican tretman estradiol-diproprionatomje doveo do smanjenja prirasta
telesne mase orhidektomisanih adultnih pacova wsdma orhidektomisane pacove.
Jedna od mnogih bioloskih aktivnosti estradiolamjedulacija telesne mase. Ranija
istraZivanja su pokazala da tretman estradiolonododo smanjenja prirasta telesne
mase (Winneker i Parsons 1981; Ospina i sar. 2082)ozno-zavistan tim (Brewster
I sar. 1997), kao i do smanjenja unosa hrane (G@a&64), delujdi direktno ili

indirektno na oreksigene peptide. Tako estrogemk@rER receptora, smanjuje
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ekspresiju i osloklfanje NPY i melanin-koncentri8eag hormona (MNC-melanin-
concentrating hormone), bitnih regulatora energejskbalansa. Koncentracija
oreksigenog peptida grelina, poreklom iz gastraiimelnog trakta, je po¢ana tokom
gladovanja i pre jela, te tretman pacova grelinamwodi do povéanja unosa hrane
(Kojima i Kangawa 2008). Estradiol smanjuje sigoaima: grelina, kod oba pola
pacova, te tako smanjuje njegov oreksigeni poteh¢flegg i sar. 2007)Estrogen
deluje i na anoreksigene peptide insulin, leptero®nin i holecistokinin (Brown i
Clegg 2010). On je kligan faktor u determinaciji osetljivosti mozga naadkatlicke
aktivnosti insulina, a koncentracija insulina jelicektnoj korelaciji sa telesnom masom
I procentom adipoznog tkiva (Brown i Clegg 2010¢ptin je hormon adipoznog tkiva
¢ija je koncentracija taki® u korelaciji sa procentom adipoznog tkiva. Paretbgih
uloga u mozgu, leptin predstavlja tam kataboliki signal koji dovodi do inhibicije
unosa hrane. Tretman estradiolom kod muzjaka pagsové&ava senzitivnost mozga na
leptin i dovodi do pové&anja subkutanog adipoznog tkivRoznato je da estrogen
reguliSe ekspresiju iRNK leptinskog receptora,aieotdeluje na regulaciju energetskog
balansa (Brown i Clegg 2010). Poznato je da esthastimuliSii sekreciju serotonina,
poveava anoreksiju i smanjuje hiperfagiju (Asarian ia@e 2006). Holecistokinin
(CCK), poreklom iz tankog creva, se osléadokom obroka i predstavlja signal sitosti.
Tretman estradiolom dovodi do pademja CCK pozitivnih¢elija u jedru tractus
solitarius PVN i centralnom jedru amigdale, te na tajinaitice na smanjen unos hrane
(Geary 2004; Moran 2006 S obzirom na odsustvo efekta estradiola nanalesasu,
unos hrane i obilnost obroka kod &Rokaut Zivotinja, zakljteno je da se pomenuti
efekati estradiola odigravaju aktivacijom &Ravisanog mehanizama (Geary 2004).
Hronican tretman genisteinom ili daidzeinom orhidektomilsaadultnih pacova
nije doveo do promene telesnihasa u odnosu na orhidektomisanu grupu adultnih
pacova. Efekti sojinih izoflavona na telesnu masulezno zavisni (Faqi i sar. 2004;
McClain i sar. 2006; Penza i sar. 2006; Mizushigar. 2007). U studiji Kishida i sar.
(2007) je pokazano da ishrana bogata izoflavoninja se utte na unos hrane kod
muzjaka pacovaNogowski i sar. (2007) navode da tretman genisteizenki pacova
nije doveo do smanjenja telesne mase, iako dolazndanjenja nivoa anoreksigenih
peptida insulina i leptina u krvi i rezervi trigidda u mistima. U nekim animalnim

modelima genistein snizava ekspresiju gena za igiem lipazu u masnom tkivu, Sto
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izaziva smanjenje unosa lipida u adipocite i izoktagojenja (Naaz i sar. 2003). S
druge strane introcerebroventrikularna (ICV) aptifea genisteina izaziva povanje
nivoa cirkuliSiteg GH kod eksperimentalnih Zivotinja (Misztal i.sa007).Odsustvo
promena unosa hrane i telesnih masa nakgimana genisteinom ili daidzeinom moze
biti posledica slabijeg estrogenskog efekta kojiakteriSe izoflavone (Kuiper i sar.
1998). Estrogen svoj efekat na telesnu masu u éexverocentu ostvaruje preko ER
zavisnog mehanizma, dok izoflavoni pokazujudivefinitet za ER, Sto je

najverovatnije i razlog odsustva promena telesralsarposle tretmana izoflavonima.

5.2. Efekti orhidektomije, tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili
daidzeinom na masu i volumen hipofize orhidektomisaih adultnih pacova

Nakon orhidektomije pacova apsolutna masa hipgBzeoveéana. Na nivou
hipofize testosteron reguliSe ekspresiju gena zadotropne hormone direktn@ig
steroid response elemepigndirektno preko specifnih peptida (aktivin B i folistatin)
(Gharib i McCann 1990Roberts i sar. 1989). Pretpostavlja se da je {@wve masa
hipofize posledica proliferacije gonadotropnéelija adenohipofize, s obzirom da
orhidektomija dovodi do povanja mitotske aktivnosti ovitelija (Kitay 1963; Inoue i
sar. 1985). GnRH, LH i FSH stimuliSu sintezu testoma koji pak negativhom
povratnom spregom reguliSe sopstvenu sintezu; smgnpivoa testosterona izazvano
orhidektomijom dovodi do ukidanja negativhe poveasprege zavisne od testosterona,
I brojnosti gonadotropnilielija hipofize se powaava (Kitay 1963; Inoue i sar. 1985).
Nepromenjen volumen hipofize nakon orhidektomijeovatno je posledica smanjenja
volumena i broja drugih hormon sekrettijucelija hipofize, kao teznja organizma ka
homeostazi.

Tretman estradiol-diproprionatom doveo je do @awga mase i volumena
hipofize orhidektomisanih pacova. Studija Nolanevi (2006) pokazala da tretmani
estrogenom ili testosteronom (koji se procesom atacije prevodi u estrogen)
znatno povéavaju mitotsku aktivnostcelija adenohipofize kod orhidektomisanih
pacova. Pomenuta palanja na nivou hipofize posledica su pémee proliferacije
prolaktinskih ¢elija nakon tretmana estrogenima (Kitay 1963; Liatsn i sar. 1978;

MiloSevi¢ i sar. 2007).
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Tretman genisteinom pog&o je masu i volumen hipofize orhidektomisanih
pacova. Delclos i sar. (2001) navode trend pam@ mase hipofize mladunaca pacova
¢ije su majke dobijale visoke doze genisteilugotrajne toksikoloske studije sa
koris¢enjem genisteina u ishrani pacova su pokazaléapma povéanje mase hipofiza
kod zenki pacova (Shelby 2008). Ovakvi rezultatijutujuci i rezultat naSe studije, je
verovatno posledica estrogenskog dejstva genistegngrolaktinsketelije. Genistein
intenzivira i rast malignil€elija hipofize zavisnih od estrogena koje su tréargjrane
pacovima (Fujimoto 2003). Odsustvo razlika u maspiumenu hipofiza kod grupe
pacova tretirane daidzeinom u odnosu na orhideldan@ pacove moze biti posledica
smanjene estrogenske aktivnosti ovog izoflavonagzhbanjeg afinitet daidzeina prema
oba tipa ER (Kostelac i sar. 2003) u odnosu nasgeini

5.3. Efekti orhidektomije, tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili
daidzeinom na somatotropni sistem adultnih pacova

5.3.1. Efekti orhidektomije na somatotropni sistemadultnih pacova

Kao Sto je odavno poznato, a pokazano je i ovondijsm, endogeni ili
egzogeni gonadalni steroidi imaju zagn uticaj na funkcionisanje somatotropnog
sistema, te stoga njihovo uklanjanje gonadektomigiowodi do promena aktivnosti
navedenog sistema. Gonadalni steroidi iz cirkutagticu na aktivnost i razvoj hormon-
senzitivnih neurona u mozgu vezivanjem za spawfireceptore (Simerley i Young
1991). Delovanje testosterona na réi mozdane strukture ostvaruje se ne samo
posredstvom AR, \e i preko ER nakon aromatizacije testosterona uaeistr
(Schleicher i sar. 1986). Dominantan mehanizam v@@@a ukljwtuje direktno ili
indirektno vezivanje (nakon pregenja u B-dihidroksitestosteron; Sar i Stumpf 1977.)
za AR i regulaciju genske ekspresije. Imunohistafgko obeleZavanje AR u
mozdanim strukturama intenzivnije je u jedrima nali@j pacova (Clancy i sar. 1992), a
u citoplazmi zenki pacova (Roselli i sar 1989).0kia koncentracija AR kod muzjaka
prisutna je, izméu ostalog, u ventro medijalnom jedru (VMN), a neBibi nivo je u
Arc jedru i periventrikularnoj oblasti hipotalamu@oselli i sar 1989).

Volumen Arc jedra povw&an je nakon orhidektomije adultnih pacova. Studija
Litteria (1973) je pokazala da nakon orhidektoniggazi do povéanog vezivanjaH-

lizina (indikator povéane aktivnosti neurona) u neuronima hipotalamusktdgija
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cisterni endoplazmatnog retikuluma i pouEnje broja ribozoma uéelijama
hipotalamusa nakon orhidektomije joS jedan su mrarkiperaktivnosti neurona
(Zambrano i Robertis 1968). Promene u dendritskdjitekturi CNS vazna su
komponenta funkcionalne plastosti adultnog CNS. Studije Danzer i sar. (1998120
su pokazale da nakon orhidektomije dolazi do prandandritske arhitekture Arc
neurona kod pacova. Isti autori navode da nakoiuektomije dolazi do pov@nja tela
neurona, duzine i volumena dendrita, $to je direldavezano sa povanjem ukupnog
volumena Arc jedra. S druge strane, Santolaya inz@nmann (1983) su pokazali da
testosteron dovodi do posenja jedaracelija pojedinih zona Arc jedra. Testosteron
reguliSe gensku ekspresiju i organizaciju NPY neardrc jedra (Urban i sar. 1993).
Poveanje volumena Arc jedra, izrile ostalog, je i posledica patanja dijametra
granular filamentougela u neuronima Arc jedra nakon orhidektomijeqeac(Blazquez

I sar. 1995).

VolumenPe jedra nakon orhidektomije adultnih pacova nimenjen. Ranije
studije (Zambrano i Robertis 1968; Litteria 1978)pokazale da orhidektomija pacova
dovodi do povéanje aktivnosti i volumena neurona hipotalamusarovatno, veliki
volumen i mala gustina neurona Pe jedra mogu lailog odsustva promena u
volumenu Pe jedra nakon orhidektomije.

Intenzitet GHRH obojenosti u ME smanjen je nakahidektomije adultnih
pacova. Kod pacova GHRH neuromastupljeni su u Arc, dorzo-medijalnom (DM)
jedru, VMN, PVN hipotalamusa (Merchantheler i sB884). Orhidektomija adultnih
pacova dovela je do smanjenja GHRH iRNK za 35% @iAfMN jedru, a smanjenje je
izostalo ukoliko se injecirao testosteron (Zeitlesar. 1990), Sto je u saglasnosti sa
smanjenim intenzitetom imunoobojenosti GHRH u MEdiBge strane neke studije
(Gabriel i sar. 1989; Hasegawa i sar. 1992; Maiteyar. 1991) su pokazale da
orhidektomija adultnih pacova ne dovodi do promeéBAHRH imunoreaktivnosti.
Prisustvo AR u Arc i VMH jedru sugeriSe na androgeoeptor-zavistan mehanizam
delovanja testosterona u ovim hipotal&km jedrima. lako postoji kolokalizacija u
anatomskoj distribuciji GHRH i AR u neuronima, siarijedna GHRH imunoreaktivna
¢elija mediobazalne oblasti hipotalamusa ne sadRi 8toga, GHRH imunopozitivni
neuroni nisu ciljne strukture u delovanja androgetea je efekat testosterone na

ekspresiju GHRH indirektan, posredstvom drugog alewog ili endokrinog procesa
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(Fodor i sar. 2001). Iznde ostalog, SS neuroni poseduju AR, ali nasuprablbzkoj
povezanosti GHRH i SS neurona, neuroanatomske izergu pomenutih neurona su
malobrojne (Kawano i Daikoku 1988; Willoughby i s&©89b; Toth i Palkovits 1998;
Fodor i sar. 1994). Ipak, izgleda da uticaj SS HRE neurone ne izostaje, s obzirom
da su u podskupovima GHRH neurona zastupljene iRAlISstl i sst2 (Tannenbaum i
sar. 1998). Plotsky i Vale (1985) su pokazali d& l&misnistraacija SS dovodi do
inhibicije GHRH

Volumenska gustina SS neurona u Pe jedru i inteihiaitunopozitivnosti SS u
ME smanjen je nakon orhidektomije adultnih pacdRanije studije navode smanjenje
SS IRNK (Argente i sar. 1990)pre-pro SS iRNK(Zorrilla i sar. 1990) nakon pada
nivoa testosterona u cirkulaciji, Sto je u saglasinea dobijenim rezultatom. Studija
Herbison (1995) je pokazala da je 40% SS neurornjad?a AR pozitivnho, kod muzjaka
pacova, dok je kod Zenki taj procenat daleko maajiosi svega 7%. Rezultati Huang i
Harlan (1994) su pokazali dak 70% SS neurona Pe jedra kolokalizovano sa AR. Ov
rezultati nedvosmisleno sugeriSu da testosterois®aneurone Pe jedra moze uticati
direktno preko AR-zavisnog mehanizma. Tako aplikacitestosterone kod
orhidektomisanih pacova Wa nivo SS iRNK na nivo intaktnih zivotinja (Argentsar.
1990). Aplikacija flutamida, blokatora androgenske aktishodovodi takde do pada
nivoa SS IRNK u hipotalamusu (Pazos i sar. 200@)b&rom da testosteron stimuliSe
sintezu SS, orhidektomija dovodi do pada nivoas&®je i rezultat ove studije.

Efekti orhidektomije préeni su na stereoloSkim parametrima Gidlija
adenohipofize. Volumenska i num#@ gustina GHc¢elija su smanjene nakon
orhidektomije u Orx1 grupi (tretirana medijumon). Imhaslinovim uljem), dok promene
u vrednostima pomenutih parametra izostaju u Omxigtretirana medijumom Il tj.
meSavinom alkohola i maslinovog ulja). Razlike edmostima pomenutih parametara
izmeiu Sham 1 i Sham 2 grupe verovatno su posledicajaticronénog tretmana
alkoholom. Studija Soszynski i sar. (1992a) je zaka da tretman alkoholom ne menja
nivo iRNK za GH, iako dolazi do smanjenja GH u aidciji. Ista studija navodi da
alkohol menja proces translacije i sekrecije GHheautte na gensku ekspresiju ovog
hormona. S obzirom na odsustvo promena nivoa IRMKGH uin vitro studiji
(Soszynski i sar. 1992b) inhibicija GH sekrecijesledica je smanjenja GHRH genske

ekspresije. Ulazak alkohola kroz plazmamembradelije hipofize dovodi do bubrenja
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¢elija i stimulacije hormonske sekrecije (Sato i.s&991). lako trenutno (akutni
tretmani) dolazi do povanja volumenaselija i stimulacije sekrecije, hro¥tan efekat
tretmana alkohola na stereoloSke karakteristike €atija je drugaiji (smanjenje
volumenske gustine i volumena GHlija), pokazala je ova studija.

Smanjenje volumenske i numeke gustine GHcelija nakon orhidektomije u
Orx1 grupi posledica je hipertrofije FSH i LKelija adenohipofize. Naime, nakon
orhidektomije ili aplikacije flutamida dolazi dogertrofije ovih¢elija (Console i sar.
2001). Isti autori su pokazali da je nivo IRNK zHftsubjedinicu povéan tri do deset
puta, dok je IRNK za FSBlbio poveéan dva docetiri puta nakon orhidektomije.
Orhidektomija adultnih pacova nije uticala na b@i celija, Sto je u saglasnosti sa
ranijom studijom (Gonzalez-Parra i sar. 1998). Viodn i intenzitet obojenosti ovih
¢elija takaie nije promenjen. Volumen GEkkelija kod htaka nepromenjen je nakon
orhidektomije na Sta ukazuje studija Hira i sal0OQ®). Androgeni mogu uticati na
sintezu i sekreciju GHelija hipofize direktno, posredstvom receptorskoghanizma
(AR su prisutni u GHelijama, Saeger i sar. 2000), i/ili indirektno, mitatijom GHRH
I SS hipotalamusa (Jansson i sar. 1985). TestostermduliSe nivo Pit-1
transkripcionog faktora (transkripcioni faktor z&dGPRL i TSH) barem delimino na
nivou adenohipofize (ER-zavisnim mehanizmorir). vivo studija je pokazala da
orhidektomija snizava Pit-1, kao i GH iRNK dok io vitro uslovima odsustvuju
promene nivoa GH iRNK, najverovatnije zbog indirelg efekat ovog steroida na
iIRNK via GHRH i SS hipotalamusa (Gonzélez-Parra i sar8)19eceptori za IGF 1
prisutni su u GHelijama te vezivanjem IGF 1 dolazi do inhibicije Gekrecije (Eppler
i sar. 2007), kao i do stimulacije SS sekrecijeof@no i sar. 2008). Orhidektomija
dovodi do pada IGF 1 (Savas i sar. 2003; Gradoseaa. 2012). Aplikacija flutamida
muZzjacima pacova ne 8@ na GH ekspresiju kao ni na GH rezervtelijama hipofize,
a ipak dovodi do smanjenja IGF-I (Pazos i sar. 2008stosteron generise niski bazalni
nivo GH, kao i visinu i trajanje impulsa, ali néekvencu GH pulsa (Jansson i Frohman
1987). Orhidektomija pacova dovodi do smanjenja kkrescije GH, dok su impulsi
neregularni (Painson i sar. 1992). U ovoj studiionGH u cirkulaciji nije promenjen
nakon orhidektomije, Sto je u skladu sa studijormiy@shi i sar. (2002). S druge strane

Ahmed i sar. (1989) opisali su da je nakon orhideije nivo GH u cirkulaciji smanjen.
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5.3.2. Efekti tretmana estradiol-diproprionata na somatotropni sistem
orhidektomisanih adultnih pacova

Imajwéi u vidu brojne signalne puteve koji su modulisasirogenima, kao i
veliki broj mozdanih¢elija osetljivih na pomenute hormone, nije izndujace da
estrogeni imaju dalekosezne morfoloSke i fiziologkekte u mozgu, ne samo tokom
njegovog razvoja, \We i kasnije. lako estrogeni mogu da deluju mehanzai
nezavisnim od ER, estrogensko delovanje prvenstyeravisno od ER, te je njihova
lokalizacija od klj@¢nog interesa za razumevanje efekata estrogenagkodra ER je
lokalizovan ne samo u neuronimacue glijalnim (Jung-Testas i sar. 1992)euralnim
stemcelijama(Brannvall i sar. 2002). Kaudalni deo Arc jedradentifikovan kao deo
najvete osetljivosti na estrogen, s obzirom da svegaakom administracije estradiola
dolazi do njegovog povanja (Zimmermann 1982). 8fo je u@eno i u Pe jedriji
jedra (Van Vugt i sar. 2008). Ova zapazanja podrzavajstganje specitinih
podskupova neurona sa spetifm funkcijama u vezi sa, na primer, regulisanje G
sekrecije (Willoughby i sar. 1989).

Tretman estradiol-diproprionatom doveo je do @avga volumena Arc jedra
orhidektomisanih adultnih pacova. Dobijeni rezujgatl saglasnosti sa ranijom studijom
koja je opisala pov@nje nuklearnog volumena neurona Arc jedra nakagotiajnog
tretmana estradiolom (Hsu i sar. 1998). Studijal®exz i sar. (1996) govori o estradiol
kordiniranim promenama broja akso-somatskih sinapsine glijalnog omotéa, kao i
membranske ultrastrukture tela neurona. Isti autaviode povéanje broja vezikula na
periferiji neurona i povwanje oblozenih sinagkih pukotina, ali i smanjenja akso-
somatskih sinapsi nakon aplikacije estradiola,idéu prilog¢injenici da morfoloSke
promene izazvane estrogenimautna interneuronski transport kao i na neuroglgaln
interakcije.Tretman estradiolom we na GABA-ergine sinapse kojima je bogato Arc
jedro. GABA-ergéni neuroni se projektujma neurone koji sadrze tirozin hidroksilazu
(ograntava dopaminsku sintezu), te se moze zaéitijda estradiol izméu ostalog utie
na sintezu dopamina (van den Pol 1986; Decaveh idean Pol 1992)Efekat estrogena
na neurone Arc jedra nije polno speiafn, te aplikacija estradiola gonadektomisanin
Zivotinjama povéava aktivnost neurona Arc jedra kod oba pola (Shi€an 1996).
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Poveanje aktivnosti neurona Arc jedra nakon estadigskeetmana verovatno je
uslovilo i povéanje njegovog volumena dobijeno u ovoj studiji.

Volumen Pe jedrge povean nakon tretmana estradiol-diproprionatom. Nema
literaturnih podataka o delovanju estrogena na pramarhitekture Pe jedra, te su
najverovatnije promene arhitekture Pe neurona kojeode do powanja volumena
jedra, sléne promenama prisutnim VMN. Neuroni Pe jedra i VM®okalizovani su sa
ERa (Shughrue i sar. 1997)ok ERp nije prisutan u ovim jedrima (Kamegai i sar.
2001). Tretman estrogenom powe je volumen tela i jedara neurona, i promenio
strukturu nukleolusa i granularnog endoplazumatg retikuluma neurona VMN (Jones i
sar. 1985).

Intenzitet GHRH imunoobojenosti u ME nepromenjen nakon tretmana
estradiol-diproprionatom orhidektomisanih adultngacova. Podaci o delovanju
estradiola na kalinu GHRH i GHRH iRNK su kontradiktorni. Jedna gruptrazivaa
navodila je da estrogen inhibira GHRH sintezu ireelu (Fernandez i sar.1992;
Senaris i sar. 1992; Bennett i sar. 1996), dok anayodila odsustvo promena (Maiter i
sar. 1991). Aplikacija estradiola nakon orhidekf@minije imala efekata na
orhidektomijom izazvano smanjenje GHRH iRNK (Zaiflsar. 1990).

Tretman estradiol-diproprionatom p@a® je volumensku gustinu SS neurona
Pe jedra i intenzitet imunoobojenosti SS neurogakueME orhidektomisanih adultnih
pacova. Podaci o delovanju estradiola na SS neusankontradiktorni. U radovima
Estupina i sar. (1996) i Van Vugt i sar. (2008)ikqutija estradiola gonadektomisanim
pacovima nije uticala na SS imunoreaktivnost PeajedstraZzivanja druge grupe
nawnika (Baldino i sar. 1988; Werner i sar. 1988; Hari sar. 1990) su pokazala da
tretman estradiolom anulira efekat orhidektomijeStaneurone Pe jedra (smanjenje SS
IRNK i volumenske gusine SS neurona Pe jedra).llZorisar. (1990) opisali su da
tretman estrogenom gonadektomisanih pacova dowwgiod&€anja pre-pro SS iRNK
za 40%. Svega 5% SS neurona Pe i Arc jedra poséaujelok ERB nije prisutan u Pe
jedru (Shimizu i sar. 2005). Studija Herbison i dtiesis (1993) je pokazala odsustvo
ER imunoreaktivnosti u Pe jedru oba pola pacovesteadiol na Pe neurone deluje
indirektno. Estradiol deluje na SS neurone préd#lija koje se nalaze oko Pe jedra, a

sadrze Ex (Herbison i Augood 1994), i/ili preko estrogen tfjseh GABA-ergicnih
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neurona Pe regiona (Flugge i sar. 1986), koji sgegtuju na SS neurone Pe jedra
(Herbison i Augood 1994; Willoughby i sar. 1987a).

Nakon tretmana estradiol-diproprionatom zabeleZensmanjenje volumenske
gustine GH c¢elija adenohipofize. Prisutno smanjenje moZe bézuitat porasta
volumena i broja drugiltelija hipofize nakon orhidektomije (Carretero i.s4092).
Naime, utvdeno je da 1ff estradiol stimuliSe proliferaciju PRIelija i sintezu
prolaktina (Kitay 1963; Lieberman i sar. 1978) mamstvom ER prisutnih na ovim
¢elijama (Mitchner i sar. 1998Tretman estradiolom moZze delovati na GH sekrdciju
menjati proporciju GHelijskih tipova (Takahashi 1991). Ipak, apsolutrojiGH ¢elija
nije promenjen dok je numeékia gustinacelija smanjena nakon tretmana estradiol-
diproprionatom.In vitro studija je pokazala da estradiol nema efekta woéifgraciju
GH celija (Yamamuro i1 sar. 2001). Smanjenje nuexi gustine GHcelija nakon
tretmana estradiol-diproprionatom rezultat je nepnjenog apsolutnog broja i
poveanja volumena hipofize nakon tretmam@.vivo estradiol stimuliSe Pit-1 iRNK,
dok in vitro nema efekta (Gonzalez-Parra i sar. 1998), Stoujpam dominantan uticaj
estradiola na GHelije posredstvom hipotalamusa. Gidlije intezivnije su obojene
nakon tretmana estradiol-diproprionatom. Nivo GHinkulaciji je pové€an jedan i po
put nakon tretmana estradiol-diproprionatom, Sto gkladu sa navedenim p@éaajem
intenziteta obojenosti GEklija, kao i povéanja nivoa Pit-1 iIRNK hipofize. Poznato je
da estradiol smanjuje pik amplitude, a p@asea bazalni nivo GH (Jansson i sar. 1984;
Painson i sar. 1992 ). Radte studije (Carretero i sar. 1992; Bottner i WattR006)

navode, takde, povéanje GH nivoa nakon estrogenskog tretmana.

5.3.3. Efekti tretmana genisteinom ili daidzeinom na somaitropni sistem
orhidektomisanih adultnih pacova
Genistein i daidzen, kao jedinjenja prirodnog ptadtoja deluju posredstvom
ER ili nezavisno od njih wtu na morfofunkcionalne karakteristike mozdanih ldtita.
Ograntena akumulacija genisteina u mozdanom tkivu odrgsdicova, u podenju sa
ostalim tkivima, moZe biti odraz loSe penetraciefiavona u CNS. Mautim, prisustvo
genisteina (Chang i sar. 2000) i daidzeina (Mari 2810) u mozdanim strukturama
uoceno je nakon periferne aplikacije ovih izoflavohaphart i sar. (2000) ukazuju da je
delovanje izoflavona na mozdane strukture prvemstymsredovano ER mehanizmom.

Distribucija ERx i ERB je razl¢ita u mozdanim strukturama (Shughrue i sar. 199¢éa),
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vezivanje istog liganda za receptore moze dovestirarlcite genske ekspresije.
Izoflavoni mogu uticati i na arhitekturu mozdanitrugtura. Tretman genisteinom
dovodi do promena preopkiog regiona hipotalamusa, tj. do péaaja volumena polno
dimorfnog jedra kod ovarijektomisanih Zenki pacodak je kod intaktnih Zivotinja
doSlo do zanemarljivog smanjenja volumena jedrapliaet i sar. 2002). Volumen
AVPV jedra veéi je kod zenki pacova koje su hranjene fitoestraganbogatom
hranom (fito hrana) u odnosu na muzjake, dok muZjaanjeni fito hranom imaju
manji volumen AVPV jedra od muzjakga hrana nije sadrzala fitoestrogene (Lephart i
sar. 2003). Name se zakljgak da je hormonalni status od presudnogcajsaza
delovanje izoflavona na mozdane strukture. Generamteza proteina u mozdanim
strukturama pov&na je nakon tretmana genisteinom (Lyou i sar. 0@k s druge
strane nivo aromataza kod adultnin pacova nije prgem nakon tretmana
fitoestrogenima (Lephart i sar 2002). Studija Fabdughes (1991) je pokazala da je
tretman genisteinom doveo do péarja osetljivosti hipohize na GnRH kod muzjaka
pacova. Genistein menja sekretornu aktivnost GnRidrana hipotalamusa i LH
sekreciju hipofize ovaca direktnim centralnim depsh (Wojcik-Gladysz i sar. 2005).

Tretman genisteinom po&&o je volumen Arc jedra, dok tretman daidzeinom ne
dovodi do promena volumena jedha.vitro studija nacelijskim linijama hipokampusa
pokazala je da genistein i daidzein p&aeju celijsku proliferaciju i vijabilnost (Pan i
sar. 2012). Vakuolizacija oksitocinskih neurona p®vetana nakon tretmana
genisteinom i daidzeinom (Yoshimura i sar. 201%jldda da je estrogenski efekat
(povetana aktivnost neurona) genisteina, doveo do ¢mvja volumena Arc jedra.
Odsustvo promena nakon tretmana daidzeinom verovgén posledica manjeg
estrogenog dejstva daidzeina.

Eventualne promene u neuronskoj arhitekturi nigcalé na volumen Pe jedra
nakon tretmana genisteinom ili daidzeinom, s olinea mali brojéelija u velikom
volumenu jedra.

Intenzitet imunoobojenostiGHRH u ME povéan je nakon tretmana
genisteinom ili daidzeinom. U Arc jedru dominantje prisutan ER (Dellovade i
Merchenthaler 2004) i 70% GHRH neurona poseduj¢ tgvaeceptora (Kamegai i sar.
2001; Shimizu i sar. 2005). SS taeowestvuje u kontroli GHRH sekrecije s obzirom

na prisustvo somatostatinskih receptora na GHRHoméma (Tannenbaum i sar. 1998).
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Pove&anje intenziteta imunoobojenosti GHRH u ME po svesudéi je posledica
direktnog uticaja genisteina ili daidzeina na oaltaimje GHRH posredstvom ER na
ovim neuronima.

Volumenska gustina SS neurona Pe jedra i intenaiteinoobojenosti SS
neurosekreta u ME po¥ali su se nakon tretmana genisteinom. S obzirorodsastvo
ER u Pe jedru i n&injenicu da izoflavoni u mozgu prvenstveno delupekop ER,
izgleda da genistein stimuliSe sekreciju u SS na@ara prekocelija koje se nalaze oko
Pe jedra, a sadrze ERI/ili preko GABA-erginih neurona koji se projektuju na SS
neurone Pe jedra (Herbison 1995; Herbison i Augb@@4; Willoughby i sar. 1987).
Volumenska gustina i kalina SS neurosekreta u ME nije promenjena nakoméieh
daidzeinom, najverovatnije kao posledica slabijgigogenskog dejstva ovog izoflavona
u odnosu na genistein.

Volumenska i numetka gustina i apsolutni broj GKelija pove&an je nakon
genisteinskog tretmana. P@éamja pomenutih stereoloSkih parametara verovatno su
posledica powane aktivnosti GHc¢elija s obzirom i na povan intenzitet
imunoobojenosti GHRH neurosekreta u ME. U Gdfijama pacova prisutni su &R
Erg (Childs i sar. 2006), te genisteina moze delovatirektno posredstvom ER na
nivou hipofize. Volumen GHelija nije promenjen, dok je intenzitet obojenasih
¢elija veti nakon genisteinskog tretmana. Nivo GH u cirkylatakode je povéan
nakon genisteinskog tretmana, Sto je u saglassastanijom studijom (Misztal i sar.
2007). Volumenska gustina GHelija pove&ana je nakon daidzeinskog tretman.
Numerika gustina i apsolutni brdjelija je smanjen nakon ovog tretmana. Volumen
¢elija i intenzitet obojenosti povan je nakon daidzeiskog tretmana. Nivo GH u
cirkulaciji nije promenjen nakon daidzeinskog tratra. Povéana volumenska gustina
GH c¢elija posledica je povanog volumena pojeditaih GH c¢elija. Smanjena
numertka gustina u korelaciji je sa samanjenim apsolutbnmjem GH¢elija nakon
tretmana. Razlog za dobijeno smanjenje apsolutn@y imoglo bi biti prisustvo
membranskog ER na Géglijama, ¢ijim kuplovanjem sa ligandom dolazi do apoptoze
(Zarate i sar. 2009). Nema podataka u literatugventualnom delovanju daidzeina
posredstvom ovog tipa ER, ali potencijalne efelddntrebalo zanemariti s obzirom na
smanjen broj GHelija. Povéan volumen i intenzitet obojenosti verovatno jelpdisa
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veceg nivoa GHRH u ME. S jedne strane p&aa aktivnost GHelije, s druge strane

smanjen brogelija verovatno je bio uzrok nepromenjenog GH niuaarkulaciji.

5.4. Efekti orhidektomije, tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili
daidzeinom na adrenokortikotropni sistem adultnih pacova

5.4.1. Efekti orhidektomije na adrenokortikotropni sistem adultnih pacova

Nivo polnih steroida u cirkulaciji odgovoran je zmlnu specitnost HPA
sistema, njegovu aktivnost, kao i odgovor ovogesist na stres (Handa i sar. 1994).
Eliminacija testosterona orhidektomijom dovodi dmmena u funkcionisanju HPA
sistema.

U Orx2 grupi orhidektomija adultnih pacova dovedado povéanja volumena
PVN. Volumenska gustina CRH neurona, duplo obei®@Zz€RH/cFos neurona u PVN,
kao i intenzitet imunoobojenosti CRH neurosekretaMiE pove&ani su nakon
orhidektomije. Dobijeni rezultat je ¢ekivan, s obzirom da testosteron deluje kao
inhibitor HPA sistema (Handa i sar. 1994; Evuarkethsar. 2009), te njegovo
uklanjanje dovodi do po¢anja CRH imunoreaktivnosti (Bingaman i sar. 1994n#h i
sar. 1994). Pov@ana aktivnost neurona dovodi do péamja volumenske gustine CRH |
CRH/cFos, sto uslovljava i pos@nje volumena PVN. Seale i sar. (208dukazali da
nearomatizovan androgen-dihidrotestosteron inhithiiRA sistem orhidektomisanih
muzjaka pacova, te se zakljye da testosteron na HPA sistem deluje pufdRa U
PVN muzjaka i Zenki pacova prisutni su AR (Huangl &harlan 1994; Zhou i sar.
1994). Studija Viau i sar. (2001) ukazuje da hipofiiopni neuroni PVN ne poseduju
AR, te treba uzeti u obzir i mehanizme delovanjdragena nezavisne od prisustva AR
u ovim neuronima. Testosteron inhibira HPA sistenovgbanjem broja
glukokortikoidnog receptora (GR) u medijalnom priegiom regionu (Viau i Meaney
1996). Takde, uticaj androgena na ekspresiju iRNK u parvoeetiim neuronima PVN
moze uklj&iti AVP puteve medijalnog jedra amigdale i CRH-AMReuronestria
terminalis(Viau i sar. 2001).

Volumenska i numetka gustina ACTH¢elija hipofize smanjena je nakon
orhidektomije u Orx1l grupi.Smanjenje volumenske gustine ACTEtlija nakon
orhidektomje u Orx1 grupi pacova posledica je hipéife gonadotropnih i

prolaktinskihc¢elija, s obzirom na odsustvo inhibicije testosteranKitay 1963; Inoue i
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sar. 1985). Numetka gustina ACTHc¢elija je smanjena nakon orhidektomije kao
posledica nepromenjenog apsolutni broj ov#lija i pove&anja ukupnog volumena
hipofize. Sakuma i sar. (1984) navode da orhidelgomdultnih pacova ne @& na
mitotsku aktivnost ACTH ¢elija, Sto je u skladu sa dobijenim rezultatom, tj.
nepromenjenim apsolutnim brojem i volumenom ACTElija. Hira i sar. (2001)
takaie, ukazuju da nije doSlo do promena &iek ACTH celija hipfize nakon
orhidektomije h&aka. Dominacija svetlijih (po intenzitetu obojenpsACTH celija
nakon orhidektomije verovatno ufuje na vée oslobdanje ACTH iz celija.
Biohemijski rezultati tj. pov&anje nivoa ACTH u cirkulaciji nakon orhidektomije,
potviduju prethodnu opservaciju (Bingaman i sar. 1994 kakazuje na pov@anu
sintezu i sekreciju ACTH pod uticajem aktiviranilkRB neurona hipotalamusa, Sto je u

saglasnosti sa dobijenim rezultatom.

5.4.2. Efekti tretmana estradiol-diproprionatom na adrenokortikotropni sistem
orhidektomisanih adultnih pacova

Veliki broj studija pokazuje da estrogeni deluju adrenokortikotropni sistem.
Tretman estradiolom smanjuje sposobnost GR daigegsintezu sopstvenog proteina, i
tako modifikuje GR funkciju (Burges and Handa 199tradiol utie na sekreciju
kortikosterona, s obzirom da Zenke pacadig,je nivo estrogena u cirkulaciji visi,
nivo estrogena u cirkulaciji niziSeale i sar. 2004). ERje identifikovan u
neurosekretorningelijama PVN (Bodo i Rissman 2006), te estrogenktine utice na
¢elijsku aktivnost i gensku ekspresiju u PVN. Sprestradrenokortikotropnogistema
da odgovori na razlite stresore je pofana nakon tretmana estrogenima, deimui
zbog smanjene glukokortikoidne negativne povraprege (Patchev i sar. 1995) i/ili
zbog smanjenja inhibitornih GABA-énih inputa u PVN (Bodo i Rissman 2006;
Weiser i Handa 2009).

Administracija estradiol-diproprionata orhidektoangm pacovima povala je
volumensku gustinu CRH/cFos neurona, Sto ukazujepomeanu aktivnost CRH
neurona. Volumen PVN kao i volumenska gustina CRdirona nije promenjena
tretmanom estradiol-diproprionatom. Veliki broj dija ukazuje da administracija
estrogena povava CRH iRNK (Bohler i sar. 1990; Patchev i sar93;9Roy i sar.
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1999b). Parvocelularni CRH neuroni PVN poseduju ERestrogen direktno dé na
gensku ekspresiju ovih neurona (Laflamme 1998).s8poost glukokortikoida da
inhibiraju sopstvenu sekreciju (negativna povrapeega) smanjena je administracijom
estrogena, i to preko ERmehanizma u PVN (Weiser i Handa 2009). Rawge
aktivnosti CRH neurona dovelo je do prisustvéaegeintenziteta imunoobojenosti CRH
neurosekreta u ME nakon tretmana estradiol-dipoogtiom.

Volumenska i numetka gustina ACTH ¢elija nakon tretmana estradiol-
diproprionatom su smanjeni. Smanjenje volumenskemertke gustine ACTHelija
posledica je proliferacije estrogen-zavisnih PRelija (Lieberman i sar. 1978),
posredstvom ER prisutnih u oviéelijama (Mitchner i sar. 1998). Apsolutni broj ACTH
¢elija je povéan. lako su ER prisutni na ACTéglijama (Mitchner i sar. 1998) izgleda
da estrogen deluje indirektno, posredstvom CRil4, je kolicina povéana u ME, s
obzirom da jein vitro studija, pokazala da estrogen nije uticao na sgurécCTH u
hipofizi (Malendowicz 1994). Volumen ACTHelija nije promenjen nakon tretmana
estradiol-diproprionatom Intenzitet obojenosti pleeme ACTH c¢elija slabiji je u
poreienju sa orhidektomisanim zivotinjama, verovatnogzpoveane sekrecije ACTH.
Nivo ACTH je poveéan u cirkulaciji, Sto ukazuje da indukovana aktstndPA sistema
jos intenzivnija nakon tretmana estradiol-dipropdatom. Po svemu sude u
primenjenom eksperimentalnom modelu estradiol-gipomatom prvenstveno deluje
na CNS i pokrée kaskadu dogiaja.

5.4.3. Efekti tretmana genisteinom ili daidzeinom a adrenokortikotropni sistem
orhidektomisanih adultnih pacova

Izoflavoni imaju Sirok spektar dejstva na mozdatmaksure i posredstvom ER,
diferencijalno prisutnih u njima, @i na gensku ekspresiju. Ueno je da genistein
moze doprineti up-regulaciji FRu PVN stimuliSéi IRNK koja ga kodira (Patisaul
2005). Konzumacija ishrane bogate izoflavonima palge je nivo vazopresina u
hipotalamusu pacova (Patisaul 2005), a dovela {® ipovéanja volumen polnog
dimorfnog jedra pacova (Patisaul 2005).

Aktivnost CRH neurona PVN je pog&@na nakon tretmana genisteinom ili
daidzeinom orhidektomisanih pacova. Wd&no je da genistein ili daidzein deluju na

mozdane strukture dominantno posredstvom([EEElamme i sar. 1998)n situ studije,
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bazirane na utdivanju kolicine ER IiRNK, su pokazale da je u PVN dominantno
prisutan E® u odnosu na E®R (LaFlamme i sar. 1998). FRsu identifikovani u
parvocelularnim i magnocelularnim neuronima, i 6808 magnocelularnih CRH
neurona je bilo pozitivno na BERRoy 1999). CRH neurosekret je prisutan u
parvocelularnim i magnocelularnim neuronima PVN ¢Qhsar. 2007). PVN, pored
veze sa neuronima drugih jedara hipotalamusa, pehksarahipotalantne inpute iz
mozdanag stabla, amigdalastria terminalis (Simerly i sar. 1991; LaFlamme i sar.
1998). To su regioni bogati ER i povezani sa kashomergténim neuronima, koji
reguliSu aktivnost HPA sistema (Li i sar. 1993; ¥éeii Hand&2009). Aktivhost CRH
neurona u nasem eksperimentu najverovatnije je ameeusled delovanja koégnih
izoflavona na CRH neurone posredstvom PERali vrlo verovatno i indirektno
posredstvom drugih mozdanih struktura.

Volumenska gustina CRH neurona nije promenjena makoetmana
genisteinom, dok je smanjena nakon tretmana daidamei Volumen PVN jedra nije
promenjen nakon tretmana genisteinom ili daidzeindtokazano je da aktivacija
ERB, dominantno prisutnog u PVN, pomva ekspresiju gena odgovornog za smanjenje
¢elijske proliferacije (Paruthiyil i sar. 2004; Clgansar. 2007), Sto moze biti posledica
nepromenjene, odnosn@ak i smanjene volumenske gustine nakon tretmana
genisteinom, odnosno daidzeinom. Nepromenjeni veluidaVN jedra nakon tretmana
genisteinom je u korelaciji sa odsustvom promenemenske gustine CRH neurona.
lako je aktivhost CRH neurona pa@ama intenzitet imunoobojenosti CRH neurosekreta
u ME nije promenjen nakon oba tretmana.

Tretman genisteinom po¥&o je volumensku gustinu i apsolutni broj ACTH
¢elija. Povéanje navedenih stereoloskih parametara ACSEHja | pored odsustva
promena u kotiini CRH u ME verovatno je posledica sudelovanjagdtunehanizama
regulacije ACTH sekrecije i sinteze: Konzumaciji fhrane dovela je do patanja
nivoa vazopresina, ACTH sekretagoge, u plazmi pad¢blartley i sar. 2003). Mitchner
i sar. (1998) su pokazali da je 35% ACTElija pozitivno na ER, a 25% na ER, te
genistein preko ER moze i direktngestvovati u regulacije ACTH sinteze i sekrecije.
Seuntjens i sar. (2002) su ukazali i na mogst transdiferencijacije pluripotentnih
¢elija kao odgovor na privremeni endokrini zahtewji knoze favorizovati izmdu

ostalih i ACTH ¢elije. Numeréka gustina ACTH celija je smanjena nakon
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genisteinskog tretmana kao posledica gamg@a volumena hipofize. Nepromenjen
volumen i smanjen intenzitet obojenosti ACTddlija nakon tretmana genisteinom,
zajedno sa povanim nivoom ACTH u cirkulaciji verovatno je posledikontinuirane
sinteze i sekrecije ACTH. Dobijeno paamje ACTH u cirkulaciji nakon tretmana
genisteinom u saglasnosti je sa studijom Ohno .i @003) izvedenom na miladim
pacovima.

Nakon tretmana daidzeinom nije doSlo do promeneeaskeSkih parametara
(volumenske i numetke gustine, apsolutnog broja i volumena) AC@eélija. lako su
ER (Mitchner i sar. 1998preko kojih daidzein moze delovati, prisutni u ACTH
¢elijama, maniji afinitet daidzeina za oba tipa EBdmosu na genistein (Kostelac i sar.
2003), moze biti uzrok odsustva promena na nivauestoSkih parametara ACTH
¢elija. Zabelezeno povanje nivoa ACTH u cirkulaciji verovatno je posledlic
delovanja daidzeina na nivou hipotalamusa, prvemstvstimulacije vazopresinskih

neurona, koji su velikom procentu (86%) pozitivailBR3 (Hrabovszky i sar. 2004).
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6. ZAKLJU CClI

Na osnovu rezultata, dobijenih ispitivanjem efekathidektomije i hroninih
tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom dkidzeinom na: telesne mase,
apsolutne mase i volumene hipofiza, stereoloSk&ploske, i biohemijske parametre
somatotropnog sistema (Arc i Pe jedara hipotalam@sicelija hipofize, koncentracije
GH u cirkulaciji) i histoloSke, stereoloSke i biohgske parametre
adrenokortikotropnog sistema (PVN hipotalamusa, KCTcelija hipofize |

koncentracije ACTH u cirkulaciji), adultnih pacovapzemo izvesti slede zakljtke:

- Orhidektomija je smanjnila telesne mase adulpaibova u odnosu na Sham operisanu
grupu pacova. Hrotan tretman estradiol-diproprionatoj@ smanjio telesnu masu u
odnosu na Orx grupu pacova. Hréam tretman genisteinom ili daidzeinom nije doveo

do promene telesnih masa u odnosu na Orx grupwaaco

- Orhidektomije adultnih pacova smanjila je apsmdumase hipofize, dok je volumen
hipofize ostao nepromenjen u odnosu na Sham grgmova. Tretman estradiol-
diproprionatom je izazvao poé&nje apsolutne mase i volumena hipofize u odnosu na
Orx grupu pacova. Tretman genisteinom @aeeje masu i volumen hipofize u odnosu
na Orx grupu pacova. Tretman daidzeinom nije izazpeomene mase i volumena

hipofize u odnosu na Orx grupu pacova.

- Somatotropni sistem

Orhidektomija je izazvala promene stereoloskih tahiskih i biohemijskih
parametara somatotropnog sistema adultnih pacoya,ski préene u odnosu na Sham
operisanu grupu pacova.
* Orhidektomija je povéala volumen Arc jedra, smanijila intenzitet imunojeosti
GHRH u ME, volumensku gustinu SS neurona u Pe jadtanzitet imunoobojenosti
SS u ME, dok nije uticala na volumen Pe jedra.
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*Nakon orhidektomije smanjene su volumenska i nudkar gustina GHcelija, dok
nema promena u apsolutnom broju, volumenu i intehzbbojenosti GHelija.

* Nivo GH u cirkulaciji nije promenjen nakon orhiktemije.

Hronican tretman estradiol-diproprionatom promenio jerestildSke, histoloske i
biohemijske parametare somatotropnog sistema alduttacova, koje su péane u
odnosu na Orx grupu pacova.

* Nakon tretmana estradiol-diproprionatom doSlalge povéanja volumena Arc i Pe
jedra, volumenske gustine SS neurona Pe jedraj k#enziteta imunoobojenosti SS
neurosekreta u ME, a tretman nije uticao na intehzimunoobojenosti GHRH
neurosekreta u ME.

*Hronic¢an tretman estradiol-diproprionatom je smanjio wzdmske i numetke gustine
GH ¢celija, poveéao intezitet obojenosti ovitelija, dok apsolutani broj i volumen GH
¢elija nije promenjen.

* Nivo GH u cirkulaciji je povéan nakon tretmana estradiol-diproprionatom.

Hroni¢ni tretmani genisteinom ili daidzeinom su promersiereoloske, histoloSke i
biohemijske parametarsomatotropnog sistema adultnih pacova, koje sdepe u
odnosu na Orx grupu pacova.

* Hroni¢an tretman genisteinom je pd@a® volumen Arc jedra, intenziteta
imunoobojenosti GHRH u ME, volumenske gustine SSiroma Pe jedra, kao i
intenzitet imunoobojenosti SS neurosekreta u Miijeauticao na volumena Pe jedra.

* Volumenska i numetka gustina, apsolutni broj i intenzitet obojendsti celija je
povean nakon tretmana genisteinom, dok volumen égilja nije promenjen.

* Nivo GH u cirkulaciji je povéan nakon tretmana genisteinom.

* Hronican tretman daidzeinom nije uticao na volumen Areei jedra, volumensku
gustinu SS neurona Pe jedra, intenzitet imunoologfeisS neurosekreta u ME, dok je
poveao intenziteta imunoobojenosti GHRH neurosekreWEu

* Tretman daidzeinom je povao volumensku gustinu, kao i volumen i intenzitet
obojenosti GHelija a smanjio numefku gustinu i apsolutni broj oviéelija.

* Nivo GH u cirkulaciji nije promenjen nakon tretme daidzeinom.
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- Adrenokortikotropni sistem

Orhidektomija je izazvala promene stereoloskih, tahskih 1 biohemijskih
parametara adrenokortikotropnog sistema adultndoye koje su pkgene u odnosu na
Sham grupu pacova.
* Orhidektomija je povéala volumen PVN, volumensku gustinu CRH neuronaglal
obelezenih CRH/cFos neurona u PVN i intenzitet ioolbojenosti CRH neurosekreta u
ME.
* Orhidektomija je smanjenjila volumensku i nund&g gustine ACTHelija hipofize,
kao i intenzitet obojenosti ACTEklija, dok apsolutni broj i volumen ACTEglija nisu
promenjeni.
* Nivo ACTH u cirkulaciji je povéan nakon orhidektomije.
Hronican tretman estradiol-diproprionatom je doveo do nmoa stereoloskih,
histoloSkih i biohemijskih parametara adrenokotti@pnog sistema adultnih pacova
koje su préaene u odnosu na Orx grupu pacova.
* Hronican tretman estradiol-diproprionatom nije uticaovolumen PVN i volumensku
gustinu CRH neurona, dok je navedeni tretman doleepoveéanja volumenske gustine
CRH/cFos neurona i povanja intenziteta imunoobojenosti CRH neurosekrevEu
* Hroni¢an tretman estradiol-diproprionatom je smanjio wodmske i numetke
gustine kao i intenzitet obojenosti ACTddlija, povéao apsolutni broj oviléelija, dok
nije uticao na njihov volumen.
* Nivo ACTH je povean u cirkulaciji nakon tretmana estradiol-dipropatom.
Hronicni tretmani genisteinom ili daidzeinom doveli su doomena stereoloskih,
histoloSkih i biohemijskih parametara adrenokotti@pnog sistema adultnih pacova
koje su praene u odnosu na Orx grupu pacova.
* Hronic¢an tretman genisteinom nije uticao na volumen P¥\ymensku gustinu CRH
neurona i intenzitet imunoobojenosti CRH neurosekeeME, dok je navedeni tretman
poveao volumenske gustine CRH/cFos neurona.
* Hroni¢an tretman genisteinom je p@a® volumensku gustinu i apsolutni broj ACTH
¢elija, smanjio numegku gustinu i intenzit obojenosti ACTEKklija, dok tretman nije
uticao na volumen ovibelija.

* Nivo ACTH je pove&an u cirkulaciji nakon tretmana genisteinom.
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* Hronican tretman daidzeinom nije uticao na volumen PVN intenzitet
imunoobojenosti CRH neurosekreta u ME, ali je smoamplumensku gustinu CRH
neurona i povéo volumensku gustinu CRH/cFos neurona.

* Nakon hronénog tretmana daidzeinom nije dosSlo do promena dcitsskih i
histoloSkih parametara (volumenske i nurlegi gustine, apsolutnog broja i volumena,
intenziteta obojenosti) ACTEelija.

* Nivo ACTH je povean u cirkulaciji nakon tretmana daidzeinom.
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UsjaBa o aytopcTBy

MoTnuncaHw-a CeetnaHa TpudyHosuh

Bpoj ynuca /

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTOpCKa AvcepTaumja nosa HacnoBoMm

Oparoeop XWNOTanamo-xunousHor  cuctema nayosa Ha nsognasoHe  coje:
MoppodyHKUMOHanHa cTyauja

® pPe3yntaT CONcTBeHOor UCTpaxunsadkor pPana,

® #Aa NpeanoxeHa aucepTtauuja y UENUHN HU y AeoBUMa Huje Buna npeanoxeHa
3a fobujawe 6Guno koje gunnome npema cTyaujcKUM nporpamuma OpYyrnx
BMCOKOLLIKONCKUX YCTaHOBa,

* [ Cy pe3ynTaTti KOPEKTHO HaBEAEHM W

* AaHucam Kpwmo/na ayTopcka npasa 1 KopucTro VHTENeKTyarnHy cBojuHy apyrux
niua.
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 nCTOBETHOCTM WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wve n npesnme aytopa CeeTnaHa TpudyHosuh

bpoj ynuca /

Ctyavjcku nporpam /

Hacnos papa: OproBop xunoTanamo-xunocusHor cuctemMa nauoea Ha n3ocnasoHe
coje: MopdhodyHKLUMOHaNHa cTyauja

MenTopu: ap BecHe Koko, ap Munuua MaHojnoeuh-CtojaHocku

MoTnucanu CeeTtnaHa TpudyHosuh

UsjaBrbyjem Aa je WwTamnaHa Bepavja Mor AOKTOPCKOT pafja MCTOBeTHa €I1eKTPOHCKO]
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbMBake Ha noprany [OurutanHor
peno3uTopujyma YHueepauteTa y Beorpaay.

Hoseorbasam fa ce o6jaBe Mojy NMYHU No4aLM Be3aHn 3a nobuvjare akagemMcKkor 3Bama
AOKTOpa HayKa, Kao LUTO Cy UMe W Npe3vuMe, roavHa U MecTo pohera u gatym oabpaqe
paga.

OBM nv4yHM nogaun Mory ce o06jaBUT Ha MPEXHUM CTpaHuuama purutande
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UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepsnTeTtcky Bubnuoteky ,CseTozap Mapkosuh® aa y Ourutanum
penosutopujym YHusepauteta y Beorpapy yHece Mojy LOKTOpcKy AucepTtauumjy nop
Hacnosom:

L}

Oprosop  xunotanamo-xunodumsHor  cuctTema naugosa Ha wu3onasoHe coje:
MopgodyHKUMOHaNHa cTyauja

Koja je Moje ayTopcko geno.

HAucepTaumjy ca cBum npunosuma npegao/na cam Y €NneKTPOHCKOM hopmaTy norogHoM
3a TpajHO apxuBMpame.

Mojy noktopcky auceprauujy noxparseHy y [InrutanHu penosutopujym Yuusepauteta y
beorpaay mory aa KopucTe CBW KOjU NOLUTYjy oApeabe caapxaHe y ogabpaHom Tumy
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.
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3. AytopcTteo — 6es npepage
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(Monumo pa 3aokpyxute camo jegHy op wect noHyfReHux nuueHuw, KpaTtak onuc
nmueHum Aart je Ha nonefuHu nucta).
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Prilog 4.

Eksperimentalni deo ove doktorske tezeiaraje u Odeljenju za citologiju Instituta za
bioloSka istrazivanja ,SiniSa StankoéViu okviru projekta 173009 pod nazivom
“Odgovor neuroendokrinog sistema na odabrane bilglestrakte, fitoestrogene,
steroidne i peptidne hormone* koji finansira Miaistvo prosvete i nauke Republike

Srhije.



