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Odgovor hipotalamo-hipofiznog sistema pacova na izoflavone soje: morfofunkcionalna 

studija 

 

Rezime 

 

 Izoflavoni soje, genistein i daidzein, se sve više koriste u preventivi i 

alternativnoj terapiji različitih patoloških stanja. Uticaj izoflavona soje na 

neuroendokrini sistem bio je, a i danas je, predmet istraživanja različitih studija. Veliki 

broj literaturnih podataka govori o uticaju izoflavona soje na reproduktivni sistem, s 

obzirom na njihovu estogensku i anti-estrogensku aktivnost. Ipak, podaci o njihovom 

uticaju na somatotropni i adrenokortikotropni sistem oskudni su, a neophodni, imajuću 

u vidu značaj ovih sistema za normalan razvoj i funkcionisanje organizma. Takoñe, 

mnogobrojne in vitro studije obezbeñuju samo limitirane informacije o potencijalnim 

efektima in vivo. 

 Cilj ove studije je bio da se ispita uticaj hroničnih tretmana estradiol-

diproprionatom, genisteinom i daidzeinom na histološke, stereološke i biohemijske 

parametre somatotropnog i adrenokortikotropnog sistema orhidektomisanih adultnih 

pacova. 

 Na početku eksperimenta adultni pacovi Wistar soja, stari 3 meseca, su podeljeni 

u dve eksperimentalne grupe: lažno orhidektomisanu (Sham) i orhidektomisanu (Orx) 

grupu. Dve nedelje nakon sham operacije ili orhidektomije pacovi su podeljeni u sedam 

eksperimentalnih grupa. Prvu (Sham1) grupu su sačinjavale sham operisane životinje 

subkutano (s.c.) tretirane odgovarajućom zapreminom sterilnog maslinovog ulja, 

medijumom estradiol-diproprionata (medijum I). Drugu (Orx1) grupu su sačinjavale 

orhidektomisane životinje s.c. tretirane odgovarajućom zapreminom medijuma I. U 

trećoj (Orx1+E) grupi orhidektomisane životinje su s.c. tretirane estradiol-

dipropionatom u medijumu I (0,6 mg/kg t.m.). Četvrta (sham operisana - Sham2) i peta 

(orhidektomisana - Orx2) grupa s.c. su tretirane odgovarajućom zapreminom mešavine 

alkohola i sterilnog maslinovog ulja, medijumom genisteina i daidzeina (u odnosu 1:2; 

medijum II). Šestu (Orx2+G) grupu su sačinjavale orhidektomisane životinje s.c. 



tretirane genisteinom u medijumu II (30 mg/kg t.m.), dok je sedma (Orx2+D) grupa 

orhidektomisanih pacova s.c. tretirana daidzeinom u istom medijumu (30 mg/kg t.m.). 

Sve grupe životinja su dobijale tretman tokom tri nedelje (hroničan tretman), a 

žrtvovane su 24 h nakon poslednje primljene doze. Pre početka i nakon završenog 

tretmana izmerene su telesne mase životinja svih eksperimentalnih grupa, dok su mase 

hipofiza izmerene nakon žrtvovanja. Za lokalizaciju arkuatnog (Arc) i 

periventrikularnog (Pe) jedra, paravenrikularnog jedra (PVN) i eminencije medijane 

(ME) korišćeno je histološko bojenje krezil-ljubičastom bojom. Za obeležavanje 

oslobañajućih hormona hipotalamusa (oslobañajućeg hormona hormona rasta–GHRH, 

somatostatina-SS, kortikotropnog oslobañajućeg hormona-CRH) i ćelija adenohipofize 

(somatotropnih–GH i adrenokortikotropnih-ACTH) korišćeno je imunohistohemijsko 

bojenje. Histološki i imunohistohemijski obojeni preseci hipotalamusa, kao i 

imunohistohemijski obojeni preseci hipofiza stereološki su analizirani, uz pomoć 

newCAST stereološkog softverskog paketa. Dobijene su vrednosti: volumena Arc i Pe 

jedra i PVN, volumenske gustine SS neurona, volumena hipofize, volumenske i 

numeričke gustine GH i ACTH ćelija, apsolutnog broja i volumena GH i ACTH ćelija. 

Koncentracija GH i ACTH u cirkulaciji odreñena je biohemijskim metodama. Dobijeni 

podaci su statistički obrañeni.  

 Orhidektomija je dovela do značajnog smanjenja (p<0.05) telesne mase adultnih 

pacova u odnosu na Sham grupu pacova. Hroničan tretman estradiol-diproprionatom je 

doveo do značajnog smanjenja (p<0.05) telesne mase u odnosu na Orx1 grupu pacova. 

Hroničan tretman genisteinom ili daidzeinom nije doveo do promene telesnih masa u 

odnosu na Orx2 grupu pacova. Orhidektomija adultnih pacova je dovela do smanjenja 

(p<0.05) apsolutne mase hipofize, dok je volumen hipofize ostao nepromenjen u odnosu 

na Sham grupu pacova. Tretman estradiol-diproprionatom je doveo do povećanja 

(p<0.05) apsolutne mase i volumena hipofize u odnosu na Orx1 grupu pacova. Tretman 

genisteinom je povećao (p<0.05) apsolutnu masu i volumen hipofize u odnosu na Orx2 

grupu pacova. Tretman daidzeinom nije doveo do promena mase i volumena hipofize u 

odnosu na Orx2 grupu pacova.  

Orhidektomija je dovela do značajnog povećanja (p<0.05) volumena Arc jedra; i 

do značajnog smanjenja (p<0.05): imunoobojenosti GHRH neurosekreta u ME, 



volumenske gustine SS neurona u Pe jedru, imunoobojenosti SS neurosekreta u ME kao 

i volumenske i numeričke gustine GH ćelija; a nije uticala na volumen Pe jedra, 

apsolutni broj, volumen i intenzitet obojenosti GH ćelija i nivo GH u cirkulaciji, u 

odnosu na odgovarajuće parametre Sham grupe pacova. Nakon tretmana estradiol-

diproprionatom došlo je do povećanja (p<0.05) volumena Arc i Pe jedra, volumenske 

gustine SS neurona Pe jedra, intenziteta obojenosti SS neurosekreta u ME, inteziteta 

obojenosti GH ćelija i nivoa GH u cirkulaciji; i do smanjenja (p<0.05) volumenske i 

numeričke gustine GH ćelija; dok tretman nije uticao na intenzitet obojenosti GHRH 

neurosekreta u ME, apsolutni broj i volumen GH ćelija; sve u odnosu na odgovarajuće 

parametre Orx grupe. Hroničan tretman genisteinom je doveo do povećanja (p<0.05): 

volumena Arc jedra, intenziteta obojenosti GHRH neurosekreta u ME, volumenske 

gustine SS neurona Pe jedra, količine SS neurosekreta u ME, volumenske i numeričke 

gustine GH ćelija, apsolutnog broja i intenziteta obojenosti GH ćelija i nivoa GH u 

cirkulaciji; a nije uticao na volumen Pe jedra i volumen GH ćelija; sve u odnosu na 

odgovarajuće parametre Orx grupe. Hroničan tretman daidzeinom je doveo do 

povećanja (p<0.05): intenziteta obojenosti GHRH neurosekreta u ME, volumenske 

gustine GH ćelija, volumena i intenziteta obojenosti GH ćelija; do smanjenja (p<0.05) 

numeričke gustine i apsolutnog broja GH ćelija; a nije uticao na volumen Arc i Pe jedra, 

volumensku gustinu SS neurona Pe jedra, intenzitet obojenosti SS neurosekreta u ME i 

nivo GH u cirkulaciji; sve u odnosu na odgovarajuće parametre Orx2 grupe.  

 Orhidektomija je dovela do značajnog povećanja (p<0.05): volumena PVN, 

volumenske gustine CRH neurona i duplo obeleženih CRH/cFos neurona u PVN, 

intenziteta obojenosti CRH neurosekreta u ME i nivoa ACTH u cirkulaciji; do 

značajnog smanjenja (p<0.05) volumenske i numeričke gustine ACTH ćelija i 

intenziteta obojenosti ACTH; dok apsolutni broj i volumen ACTH ćelija nisu 

promenjeni; sve u odnosu na odgovarajuće parametre Sham grupe pacova. Hroničan 

tretman estradiol-diproprionatom doveo do značajnog povećanja (p<0.05) volumenske 

gustine CRH/cFos neurona, intenziteta obojenosti CRH neurosekreta u ME, apsolutnog 

broja ACTH ćelija i nivoa ACTH u cirkulaciji; do značajnog smanjenja (p<0.05) 

volumenske i numeričke gustine i intenziteta obojenosti ACTH ćelija; dok nije uticao na 

volumen PVN, volumensku gustinu CRH neurona i volumen ACTH ćelija; sve u 

odnosu na odgovarajuće parametre Orx1 grupe. Hroničan tretman genisteinom je doveo 



do povećanja (p<0.05): volumenske gustine CRH/cFos neurona PVN, volumenske 

gustine i apsolutnog broja ACTH ćelija i nivoa ACTH u cirkulaciji; do smanjenja 

(p<0.05) numeričke gustine i intenziteta obojenosti ACTH ćelija; dok nije uticao na 

volumen PVN, volumensku gustinu CRH neurona PVN, intenzitet obojenosti CRH 

neurosekreta u ME i volumen ACTH ćelija; sve u odnosu na odgovarajuće parametre 

Orx2 grupe. Hroničan tretman daidzeinom je doveo do povećanja (p<0.05) volumenske 

gustine CRH/cFos neurona i nivoa ACTH u cirkulaciji; smanjenja (p<0.05) volumenske 

gustine CRH neurona; dok nije uticao na volumen PVN, intenzitet obojenosti CRH 

neurosekreta u ME, volumensku i numeričku gustinu, apsolutni broj, volumen i 

intenzitet obojenosti ACTH ćelija; sve u odnosu na odgovarajuće parametre Orx2 grupe.  

 Rezultati dobijeni u ovoj studiji ukazuju na stimulatorni efekat genisteina na 

histološke, stereološke i biohemijske parametre somatotropnog i adrenokortikotropnog 

sistema, dok daidzein pokazuje nešto manje izražen stimulatorni efekat na pomenute 

sisteme. Ova studija predstavlja solidnu osnovu za dalja istraživanja mehanizama 

delovanja genisteina, odnosno daidzeina na somatotropni i adrenokortikotropni sistem, 

kao i za njihovu potencijalnu terapijsku korisnost. 
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Effects of soy isoflavones on the hypothalamic-pituitary system in rats: a 

morphofunctional study 

Summary 

 The soy isoflavones genistein and daidzein are being used increasingly as 

preventive or alternative therapeutics in various pathological conditions. The effects of 

soy isoflavones on the neuroendocrine system were, and still are, the subject of 

numerous studies. Literature data predominantly focus on their effects on the 

gonadotrophic axis, considering the soy isoflavones established estrogenic and 

antiestrogenic mode of action. However, data about their potential effects on the 

somatotrophic and adrenocorticotrophic systems are rather scarce, but nevertheless very 

meaningful, considering the importance of these systems for the normal development 

and function of an organism. Furthermore, in vitro studies provide only limited data, 

that cannot be fully extrapolated to in vivo conditions.  

 The aim of this study was to investigate the effects of chronically applied 

estradiol dipropionate, genistein and daidzein on the histological, stereological and 

biochemical parameters of somatotrophic and adrenocorticotrophic systems in 

orchidectomized adult rats. 

 Initially, adult (three months old) Wistar rats were divided into two groups: 

sham operated (Sham) and orchidectomized (Orx). Two weeks after the surgery, the rats 

were subdivided into seven experimental groups. The first group (Sham1) included 

sham operated rats subcutaneously (s.c.) treated with an adequate volume of sterile olive 

oil, the medium for estradiol dipropionate (medium I). In the second group (Orx1) were 

orchidectomized rats s.c. treated with an adequate volume of medium I. The third group 

(Orx1+E) was comprised of orchidectomized rats s.c. treated with estradiol dipropionate 

in medium I (0.6 mg/kg b.w.). The fourth (sham operated – Sham2) and fifth 

(orchidectomized – Orx2) group of rats were s.c. treated with adequate volumes of 

absolute ethanol and sterile olive oil mixture, the medium for genistein or daidzein 

(mixing ratio was 1:2; medium II). In the sixth group (Orx2+G) were orchidectomized 

rats s.c. treated with genistein in medium II (30 mg/kg b.w.), while the seventh group 

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



(30 mg/kg b.w.). All the groups of animals received the treatment during three weeks 

(chronic treatment), and were sacrificed 24 h after the last injected dose. All the animals 

were weighed before and after the treatment, while the pituitary weights were measured 

after sacrificing. For the localization of arcuate (Arc), periventricular (Pe) and 

paraventricular (PVN) nuclei, as well as for median eminence (ME) cresyl violet 

histochemical staining was used. Hypothalamic releasing hormones (growth hormone 

releasing hormone – GHRH, somatostatin – SS, corticotrophin releasing hormone – 

CRH) and pituitary cells (somatotrophic – GH and adrenocorticotrophic – ACTH) were 

immunohistochemically (peroxidase-antiperoxidase) labeled. Histochemically stained 

and immunohistochemically labeled hypothalamic sections, as well as 

immunohistochemically labeled pituitary sections were stereologically analysed, using 

newCast stereological software package. The following values were obtained: the Arc, 

Pe and PVN nuclei volumes, volume density of SS neurones, volumes of the pituitaries, 

the volume and numerical density of GH and ACTH cells, as well as the absolute 

numbers and volumes of GH and ACTH cells. The circulating GH and ACTH were 

determined biochemically. The obtained data were statistically processed.  

 Orchidectomy significantly (p<0.05) decreased the body weight of adult rats in 

comparison to Sham1 operated group. Chronic treatment with estradiol dipropionate 

caused a significant (p<0.05) decrease in body weight compared to the Orx1 group of 

rats. There were no changes in the same parameter after chronic treatments with 

genistein or daidzein, in comparison to Orx2 group. Orchidectomy of adult rats led to a 

decrease (p<0.05) in absolute pituitary weight, while the pituitary volume remained 

unchanged compared to Sham1 group. Treatment with estradiol dipropionate increased 

(p<0.05) absolute pituitary weight and volume, in comparison to Orx1 group of rats. 

Genistein treatment increased (p<0.05) absolute pituitary weight and volume compared 

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

Orchidectomy provoked a statistically significant enlargement (p<0.05) of the 

Arc nucleus volume; a decrease (p<0.05) of: the GHRH and SS amounts in ME, the 

volume density of SS neurons in Pe nucleus, the volume and numerical density of GH 

cells, while orchidectomy did not affect: the volume of Pe nucleus, the absolute number, 

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



the appropriate parameters of Sham group. Administration of estradiol dipropionate to 

orchidectomized rats provoked an enhancement (p<0.05) of: Arc and Pe nucleus 

volume, the volume density of SS neurons in Pe nucleus, the SS amount in ME, the 

intensity of staining of GH cells and GH level in blood; and a decrease (p<0.05) of the 

volume and numerical density of GH cells; while the treatment did not affect: the 

GHRH amount in ME, the absolute number and volume of GH cells, all corresponding 

to the appropriate parameters of Orx group. Genistein treatment caused an increase 

(p<0.05) in: Arc nucleus volume, the GHRH and SS amounts in ME, the volume 

density of SS neurons in Pe nucleus, the volume and numerical density of GH cells, the 

absolute number and intensity of staining of GH cells, GH level in blood; while the 

treatment did not affect: the Pe nucleus volume and volume of GH cells, all 

corresponding to the appropriate parameters of Orx group. Daidzein treatment caused an 

increase (p<0.05) in: the GHRH amount in ME, the volume density of GH cells, volume 

and intensity of staining of GH cells; and a decrease (p<0.05) of: numerical density and 

absolute number of GH cells, while the treatment did not affect: Arc and Pe nucleus 

volume, the volume density of SS neurons in Pe nucleus, the SS amount in ME and GH 

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

Orchidectomy provoked a statistically significant enlargement (p<0.05) of: the 

PVN volume, the volume density of CRH and CRH/cFos neurons in PVN, the CRH 

amount in ME and ACTH level in blood; a decrease (p<0.05) of: the volume and 

numerical density and intensity of staining of ACTH cells; while the treatment did not 

affect the absolute number and volume of ACTH cells, all corresponding to the 

appropriate parameters of Sham group. Administration of estradiol dipropionate to 

orchidectomized rats provoked an enhancement (p<0.05) of: the volume density of 

CRH/cFos neurons in PVN, the CRH amounts in ME, the number of ACTH cells and 

ACTH level in blood; a decrease (p<0.05) of : the volume and numerical density and 

intensity of staining of ACTH cells; while the treatment did not affect: PVN volume, the 

volume density of CRH neurons in PVN and volume of ACTH cells, all corresponding 

to the appropriate parameters of Orx group. The treatment with genistein caused an 

increase (p<0.05) in: the volume density of CRH/cFos neurons in PVN, the volume 

density and absolute number of ACTH cells and ACTH level in blood; a decrease 

(p<0.05) of: the numerical density and intensity of staining of ACTH cells; while the 



treatment did not affect: PVN volume, the volume density of CRH neurons in PVN, the 

CRH amounts in ME and volume of ACTH cells, all corresponding to the appropriate 

parameters of Orx group. Daidzein treatment caused an increase (p<0.05) in: the volume 

density of CRH/cFos neurons in PVN and ACTH level in blood; a decrease (p<0.05) of 

the volume density of CRH neurons in PVN; while the treatment did not affect: PVN 

volume, the CRH amounts in ME, the stereological parameters of ACTH cells, all 

corresponding to the appropriate parameters of Orx group. 

These results indicate stimulatory effects of genistein on the majority of 

examined histological, stereological and biochemical parameters of the somatotropic 

and adrenocorticotrophic systems, while daidzein has less pronounced stimulatory 

effects on the examined parameters. This study represents a solid basis for some further 

investigations aimed at establishing the precise mechanisms of genistein/daidzein 

actions on the somatotropic and hypothalamic–pituitary–adrenal systems and their 

potential therapeutic usefulness. 
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1. UVOD 

 

 

1.1. Neuroendokrini sistem 

Interakcija nervnog i endokrinog sistema obezbeñuje efikasno funkcionisanje 

homeostatskih i regulatornih procesa jedinke i održanje vrste. Meñusobno povezivanje 

pomenutih sistema ostvareno je na nivou hipotalamusa, jednog od filogenetski najstarih 

delova centralnog nervnog sistema.  

 

1.1.1. Hipotalamus 

Hipotalamus (od grčkih reči ÿpó-ispod’, θάλαµος-bračna ložnica, spavaća soba) 

zauzima svega 1% ukupnog volumena mozga, ali njegova uloga značajno prevazilazi 

njegovu veličinu. On igra ključnu ulogu u integrisanju širokog spektra odgovora na 

zahteve kako spoljašne, tako i unutrašnje sredine, a sve u cilju održanja homeostaze i 

reprodukcije. 

Odgovori hipotalamusa su uključeni u regulaciju: metabolizma, telesne 

temperature, srčanog rada, krvnog pritiska, dnevno-noćnog ritma, unosa hrane i 

tečnosti, odbranu od predatora i drugih pretnji, kao i brigu o potomstvu. Gotovo svaki 

region centralnog (CNS) i perifernog (PNS) nervnog sistema komunicira sa 

hipotalamusom, tako da on predstavlja centar autonomnog nervnog, neuroendokrinog i 

limbičkog sistema (Soderman 2006). 

 

 

Crtež 1.1. Šematski prikaz položaja hipotalamusa (www.bcs.worthpublishers.com) 
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Tokom embrionalnog razvića hipotalamus nastaje od prednjeg dela 

embrionalnog prosencefalon-a, označenog kao embrionalni diencefalon (meñumozak). 

Pojavljuje se kao najniže od tri zadebljanja bočnog zida treće moždane komore, odvojen 

od epitalamusa i talamusa (druga dva zadebljanja) logitudinalnim (uzdužnim) žljebom, 

tj. hipotalamusnim sulkusom. Hipotalamus i talamus se razvijaju u lateralne zidove 

meñumozga, sa tom razlikom što se talamus razvija u tesnoj saradnji sa korteksom, a 

hipotalamus ne. Potom se centralna šupljina izmeñu njih postepeno transformiše u treću 

moždanu komoru. Krov treće moždane komore formira jedan sloj ependimskih ćelija 

pokrivenih mezenhimom, koji je bogat kapilarima. Lokalna invaginacija kapilara 

zajedno sa ependimskim ćelijama formira horoidni pleksus treće moždane komore 

(Soderman 2006). 

 

 

Crtež 1.2. Šematski prikaz razvoja hipotalamusa i hipofize (Soderman 2006) 
 

Razvojna perspektiva odreñuje kasniji položaj hipotalamusa tj. on se nalazi u 

bazi meñumozga, ispod talamusa od koga je razdvojen hipotalamusnim sulkusom, koji 

ograničava dorzalni deo hipotalamusa sa obe strane treće moždane komore. 

Konvencialno uzeta rostralna granica hipotalamusa je lamina terminalis, dok kaudalnu 

granicu predstavlja zamišljena linija koja se prostire ispod kaudalne granice corpus 

mammilaris (mamilarnih tela), a iznad commissure. Kaudalne i rostralne granice 

hipotalamusa nisu jasno definisane te se na mikroskopskim presecima hipotalamusa čini 

da je on spojen sa okolnim delovima CNS. Tako se rostralni deo hipotalamusa 

produžava u preoptički prostor (septal area i substantia perforata anterior). Prednja 

zona lateralnog (bočnog) hipotalamusa spaja se sa substantia innominata, dok se 

kaudalno naslanja na internal capsule (dorzolateralno) i globus pallidus (lateralno i 

ventralno). Kaudalno se hipotalamus nastavlja na centralnu sivu masu i tegmentum 

mezencefalona. Bazalna površina hipotalamusa definisana je rostralno optičkom 

hijazmom, a kaudalno mamilarnim telima. Na sagitalnom preseku mozga hipotalamus je 

lokalizovan iza i iznad optičke hijazme. Izmeñu je siva masa (tuber cinereum, deo 
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hipotalamusa) koja zajedno sa infundibulumom hipofize formira hipofiznu dršku. 

Eminencija medijana (ME) leži u osnovi hipotalamusa i veoma je važna u komunikaciji 

hipotalamusa i hipofize (Soderman 2006). 

U komunikaciji izmeñu nervnog i endokrinog sistema učestvuju dva tipa 

neurosekretornih ćelija hipotalamusa. Neuroendokrini magnocelularni neuroni, 

oslobañaju vazopresin (arginin-vazopresin, AVP) i oksitocin iz neurohipofize u krvne 

sudove, dok parvocelularni neuroni oslobañaju neurosekret u hipotalamo-hipofizni 

portalni krvotok i tako kontrolišu oslobañanje hormona adenohipofize.  

Grupe ćelija u hipotalamusu nisu jasno diferencirane već su odvojene difuznim 

vlaknima nervnog sistema. Crosby i Woodburne (1940) predložili su podelu 

hipotalamusa na periventrikularnu, medijalnu i lateralnu zonu. U sastav 

periventrikularne zone ulazi većina neurona koji hormone oslobañaju u hipotalamo-

hipofizni portalni krvotok i tako učestvuju u regulaciju sekrecije hipofiznih hormona. 

Medijalnu zonu čine rostro-kaudalno organizovani nizovi različitih neuronskih grupa 

koje dobijaju informacije, najvećim delom, iz limbičkih struktura telencefalona (prednji 

mozak) kao što je septum i amigdala, dok su neuroni laterarne zone hipotalamusa rasuti 

izmeñu vlakna prednjeg mozga (Paxinos 2004). S druge strane, Le Gros Clark (1938) 

predlaže rostro-kaudalnu podelu hipotalamusa na: preoptičku, supraoptičku (ili 

anteriornu), tuberalnu i mamailarnu zonu. 

Već je pomenuto da gotovo čitava kontrola sinteze i sekrecije hormona hipofize 

zavisi od sekrcije neurona periventrikularne zone (Markakis i Swanson 1997), koji su 

označenih kao motoneuroni neuroendokrog sistema, po analogiji sa motoneuronima 

kičmene moždine. Izuzetak su supraoptičko jedro koga ćine magnocelularni neuroni 

koji tokom razvića migriraju iz periventrikularne zone, kao i gonadotropin (GnRH) 

oslobañajući neuroni koji su poreklom iz olfaktornog epitela.  

Periventrikularna zona hipotalamusa obuhvata 4 regiona: preoptički, anteriorni, 

tuberalni i posteriorni (mamilarni). Preoptički region obuhvata medijalno preoptičko 

jedro (MnPo), koje kontroliše kardiovaskularne funkcije, odnosno homeostazu telesnih 

tečnosti. S obzirom na svoju ulogu ovo jedro dobija snažne inpute iz subforniksa i 

parabranhijalnog jedra, a projektuje se na paraventrikularno (PVN) i dorzomedijalo 

jedro (Saper i Levisohn 1983; Saper 2003). Anteroventralno periventrikularno (AVPV) 

jedro okupira ventralni deo periventrikularne zone i kontroliše sekreciju GnRH 
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(Wiegand i Terasawa 1982) kao i cirkadijalni ritam. Anteriorno periventrikularno (PeA) 

jedro predstavlja kaudalnu ekstenziju periventrikularnog preoptičkog jedra sa kojim je i 

morfološki sličano i nalazi se u anteriornom regionu periventrikularne zone 

hipotalamusa. U ovom regionu nalaze se i dva najbolje uočljiva jedra hipotalamusa, 

suprahijazmatično jedro (SCh) i PVN. SCh jedro podeljeno je na dorzomedijalni i 

ventrolateralni region, i ima ulogu u kontroli cirkadijalnog ritma glodara. PVN ima 

centralnu ulogu u odgovoru organizma na stres, ali i na unos hrane i tečnosti. Najveći 

deo tuberalne zone zauzima intermedijalno periventrikularno (Pe) jedro koje se 

nastavlja na anteriorno periventrikularno jedro i prostire do arkuatnog (Arc) jedra, 

izmeñu ostalog odgovorno za kontrolu sekrecije somatostatina (SS). Posteriorni deo 

periventrikularne zone okupiran je posteriornim periventrikularnim jedrom koje 

okružuje donji kraj treće moždane komore. Ova difuzna ćelijska masa dorzalno je 

ograničena dorzomedijalnim jedrom, a ventralno Arc jedrom. Kako njegove ćelije 

podsećaju na ćelije Arc jedra često je predstavljen kao deo ovog jedra, dok posmatrano 

neurohemijski više podseća na grupu periventrikularnih jedara. Arc jedro se prostire 

ćitavom dužinom imfundibularnog udubljenja. Izmeñu ostalog ćelije Arc jedra sintetišu 

oslobañajući hormon hormon rasta (GHRH) (Simerly 2004). 

Medijalna zona hipotalamusa obuhvata grupe velikih jedara koji imaju ulogu u 

inicijaciji motivacionog ponašanja (kopulatornog, agresivnog, apetita). Iako je 

funkcionalni značaj lateralne zone hipotalamusa najmanje poznat, istraživanja upućuju 

na ulogu ove zone hipotalamusa u motivacionom ponašanju (Simerly 2004). 

Veze hipotalamusa ostvaraju se najčešće pomoću nemijeliniziranih ili 

polumijeliniziranih nervnih vlakana. Pomoću svojih aferentnih i eferentnih projekcija 

hipotalamus je u prvom redu povezan sa filogenetski starim delovima kore velikog 

mozga i sa amigdaloidnim jedrima. Tako aferentne veze hipotalamusa potiču iz kore 

prednjeg mozga, subkortikalnih jedara, talamusa, retikularne formacije, jedara 

kranijalnih živaca i kičmene moždine. Eferentne veze hipotalamusa se ostvaruju preko 

nishodnih i ushodnih mamilotalamičkih projekcija (Pašić 1993). 
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Crtež 1.3. Šematski prikaz hipotalamusa (www. colorado.edu))  
 

1.1.2. Eminencija medijana 

 Eminencija medijana je jedan od sedam cirkumventrikularnih organa u mozgu, 

tako nazvanih zato što leže izvan krvno-moždane barijera. Sastoji se od tri zone 

ependimske, unutrašnje (zona interna) i spoljašnje (zona eksterna) zone. Ependimska 

zona formira pod treće moždane komore i uglavnom se sastoji od gusto zbijenih ćelija 

kako bi se sprečilo mešanje sadržaja komore i ME. U okviru ependimskih ćelija 

izdvajaju se visoko specijalizovane ćelije tanicite karakteristične po mehurastim 

izbočinama uronjenim u cerebrospinalnu tećnost treće moždane komore i 

citoplazmatičnim nastavcima koji ulaze u ME. Tanicite su potporne ćelije i fagociti, a 

poseduju i niz drugih važnih bioloških funkcija. Tanicite su bogate dejodinazom tipa-2, 

enzimom koji prevodi tiroksin u biološki aktivniju formu trijodtironin te postoji 

mogućnost da ovde nastao trijodtironin učestvuju u mehanizmu povratne regulacije 

sekrecije tireostimulirajućeg hormona. Unutrašnja zona ME leži ispod epenimske i 

prvenstveno se sastoji od nemijeliziranih aksona hipotalamus-hipofiznog sistema. 

Spoljašnja zona ME se sastoji od nervnih zaršetaka, pituicita (astroglija neurohipofize 

koja okružuje neurosekretorne aksone;one bukvalno stežu nervne završetke u bazalnim 

uslovima i relaksirju kada postoji zahtev za oslobañanje neurosekreta), nastavaka 

tanicita i kapilara. Spoljašnja zona ME podeljena je na retikularni i palisadni sloj. 

Retikularni sloj leži izmeñu unutrašnje zone i palisadnog sloja i čine ga ependimski i 

glijalni nastavci i aksoni parvicelularnog sistema. Palisadna zona leži izmeñu 
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retikularne i ventralne površine ME, karakteristična je po upravnom položaju glijalnih 

nastavaka i tanicita u odnosu na ventralnu površinu infundibularnog ulegnuća, kao i po 

snopovima aksona i završetaka izmeñu kapilara ME (Neill 2005).  

 

1.1.3. Hipofiza 

Hipofiza, koju čine neurohipfiza i adenohipofiza, razvija se u tesnoj vezi sa 

hipotalamusom. Neurohipofiza, nastaje kao evaginacija meñumozga, dok adenohipofiza 

nije neuronskog porekla i nastaje od ektodermalnog divertikuluma primarne usne duplje 

- Ratkeovog džepa. Ovaj divertikulum se izdužuje i spaja sa infundibulumom te gubi 

kontakt sa primitivnom usnom dupljom. Ćelije adenohipofize se grupišu duž i oko 

hipofizne drške i formiraju pars tuberalis. Tako neurohipofiza ima direktan kontakt sa 

hipotalamusom, dok adenohipofiza preko bogate vaskularne mreže, portalnog krvotoka, 

komuncira sa hipotalamusom (Hamilton and Mossman 1982; Kandel i sar. 2000). 

                

Crtež 1.4. a) Šematski prikaz sagitalnog preseka hipofize (www. mhhe.com) b) poprečni 

presek hipofize 

 

Adenohipofiza je kompleksna endokrina žlezda koja se sastoji od različitih 

populacija ćelija koje sintetišu hormone (hormonprodukujuće-HP ćelije) i 

folikulostelatnih ćelija. Zajedno sa neurohipofizom čini hipofizu, strukturu izgrañenu od 

epitelnih i neuralnih elemenata, smeštenu sa ventralne strane hipotalamusa, a sa kojim je 

povezana infundibulumom. Kao odgovor na stimulatorne i inhibitorne neuroendokrine 

signale koji dolaze iz hipotalamusa ćelije adenohipofize sintetišu peptidne hormone 

(Melmed i Kleinberg 2002). 

Hipofiza je smeštena u dorzalnom udubljenju sfenoidne kosti koje je označeno 

kao tursko sedlo (sella turcica). Ima ključnu ulogu u regulisanju funkcija drugih 

endokrinih žlezda. Funkcija i značaj hipofize počinju da se rasvetljavaju polovinom 19. 
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veka, mada se za njeno postojanje zna više od 2000 godina. Klod Bernar je 1853. 

godine pretpostavio da produkti hipofize utiču na sve druge ćelije u telu, ali na drugačiji 

način od nervnog sistema.  

Ćelije adenohipofize nalaze se u bliskoj vezi sa bogatom mrežom fenestriranih 

kapilara tako da mogu veoma brzo da oslobode sintetisane hormone u cirkulaciju. 

Razlikuju se tri dela adenohipofize. Pars distalis zauzima najveći deo adenohipofize, a 

nastaje od prednjeg zida Ratkeovog džepa. Pars intermedia nastaje od zadnjeg zida 

Ratkeovog džepa, a nalazi se izmeñu pars nervosa i pars distalis-a. Pars tuberaris 

predstavlja deo adenohipofize koji nepotpuno obuhvata infundibulum, a nastaje od 

prednjeg i bočnih zidova Ratkeovog džepa. U njemu se nalazi deo primarnog 

hipotalamo-hipofiznog spleta, završeci aksona pojedinih hipotalamičnih jedara i 

pojedine gonadotropne i tireotropne ćelije (Melmed i Kleinberg 2002).  

Pokušaji da se HP ćelije adenohipofize klasifikuju su stari više od sto godina. 

Jedna od značajnijih je Herlant-ova klasifikacija (1964), po kojoj su ćelije na nivou 

svetlosne mikroskopije podeljene na one koje se ne boje histološkim bojama 

(hromofobne ćelije) i na one koje se boje histološkim bojama (hromofilne ćelije). 

Hromofilne ćelije se boje kiselim (acidofilne) ili baznim bojama (bazofilne). 

Adrenokortikotropne (ACTH) ćelije, tireotropne (TSH) ćelije i gonadotropne 

(folikulostimulirajuće i luteinizirajuće; FSH i LH) ćelije su svrstane u grupu bazofilnih 

ćelija, dok somatotropne (GH) i prolaktinske (PRL) ćelije pripadaju grupi acidofilnih 

ćelija hipofize. 

Proporcija različitih tipova HP ćelija se dinamički menja u zavisnosti od 

endokrinih zahteva organizma (Vankelecom 2007; Vankelecom i Gremeaux 2010). 

Ranije se smatralo da odreñeni tip HP ćelija sintetiše samo jedan hormon i prema tom 

principu ćelije su okarakterisane kao somatotropne, mamotropne, tireotropne, 

gonadotropne i adrenokortikotropne. Meñutim, kada je u sekretornim granulama 

odreñenog tipa HP ćelija otkriveno više hormona, prihvaćen je plurihormonalni koncept 

funkcionisanja HP ćelija. Pokazano je da oko 30% HP ćelija adenohipofiza pacova, 

miševa i majmuna eksprimiraju informacionu ribonukleinsku kiselinu (iRNK) za 

različite hormone (Hauspie i sar. 2003), ali iz ekspresije ovih iRNK ne proizilaze uvek 

funkcionalni proteini (Roudbaraki i sar. 1999). U novije vreme identifikovani su i 

specifični transkripcioni faktori (TF) koji odreñuju diferencijaciju HP ćelija u smislu da 
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dominantno produkuju jedan hormon, a pod odreñenim uslovima moguća je njihova 

transdiferenciacija u drugi tip ćelija (Asa i Ezzat 1999; Villalobos i sar. 2004). U 

somatotropnim, tireotropnim i mamotropnim ćelijama prisutan je pit-1 transkripcioni 

faktor. (Haugen i sar. 1994; Asa i Ezzat 1999). 

Kontrola funkcije adenohipofize obuhvata tri nivoa. Prvi nivo je hipotalamusna 

kontrola koja se odvija preko hormona, sekretovanih u portalni sistem hipofize, koji 

stimulišu, odnosno inhibiraju sintezu hormona adenohipofize. Oni se direktno vezuju za 

membranske receptore na ćelijama adenohipofize, visoko selektivne i specifične 

molekule za svaki od hipotalamusnih hormona, i izazivaju stimulatoran ili inhibitoran 

uticaj na transkripciju gena i sekreciju hormona hipofize. Drugi nivo kontrole se 

realizuje posredstvom perifernih hormona, produkata sekrecije ciljnih tkiva 

adenohipofiznih hormona, koji uglavnom preko negativne povratne sprege regulišu 

funkciju žlezdanih epitelnih ćelija. Treći nivo kontrole su autokrini i parakrini faktori 

koji lokalno regulišu kako sopstvenu tako i funkciju susednih ćelija (Melmed i 

Kleinberg 2002). 

Neurohipofizu čine aksonska vlakna čija su neuronska tela smeštena u 

nukleusima hipotalamusa. Neurohipofiza obuhvata ME, infundibulum i pars nervosa. 

Infundibulum obrazuje anatomsku i funkcionalnu vezu hipofize sa hipotalamusom. Čine 

ga supraoptički i tuberoinfundibularni nervni putevi. Magnocelularni neuroni PVN i 

supraoptičkog jedra čiji se aksoni završavaju u pars nervosa, sintetišu oksitocin, 

vazopresin, kao i neurofizin I i II. Neurohormoni sintetisani u neuronima hipotalamusa, 

izlučuju se u perivaskularne prostore fenestriranih kapilara pars nervosa, a ne u prostore 

sinaptičkih pukotina izmeñu dva neurona. Organizacija neurohipofize upravo je 

karakteristična po tome što neurohormoni dospevaju u sistemsku cirkulaciju zaobilazeći 

krvno-moždanu barijeru (Melmed i Kleinberg 2002). 

 

1.1.4. Hipofizni krvotok 

Od unutrašnje karotidne arterije polazi superiorna hipofizna arterija koja 

snabdeva krvlju ME i infundibulum, i inferiorna hipofizna arterija koja snabdeva krvlju 

neurohipofizu i u manjoj meri infundibulum. Superiorna hipofizna arterija se grana 

čineći primarni kapilarni pleksus, koji snabdeva krvlju ME i infundibulum. Zatim 

kapilari primarnog kapilarnog pleksusa formiraju vene, koje se pružaju do 
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adenohipofize gde formiraju sekundarni kapilarni pleksus. Ovaj portalni hipofizni 

krvotok je od velikog značaja jer kroz njega neurohormoni iz ME dolaze do 

adenohipofize i kontrolišu sekreciju ćelija adenohipofize. Još jedna važna karakteristika 

portalnog krvotoka je struktura karakteristična za periferne, a ne za centralne krvne 

sudove. Endotel kapilara portalnog krvotoka je fenestriran, te se ME nalazi izvan krvno-

moždane barijere. Nekoliko venskih sudova vrše drenažu hipofize i napuštaju lobanju 

preko jugularne vene, dok su prisutne i brojne vene koje povezuju neurohipofizu sa 

sinusom kavernozumom. Smatra se da glavna drenaža adenohipofize ide preko kratkih 

portalnih vena neurohipofiznog kapilarnog pleksusa. Protok krvi, koja je bogata 

 

Crtež 1.5. Shematski prikaz arterija i vena hipotalamusa i hipofize (edoctoronline.com) 

hormonima adenohipofize, može biti regulisan faktorima tj. hormonima koji kontrolišu 

kapilarni pleksus, te pravac protoka venske krvi može da varira u različitim fiziološkim 

stanjima (Krieger i Hughes 1980; Palkovits 1982).  

 

1.2.Somatotropni sistem 

Somatotropni sistem igra vitalnu ulogu u hormonskoj regulaciji postnatalnog 

rasta i razvića sisara. Obuhvata regulaciju sekrecije hormona rasta (GH) iz 

somatotropnih (GH) ćelija hipofize, njegovu distribuciju i aktivnost u perifernim 

tkivima, interakciju sa specifičnim receptorima hormona rasta (GHR), kao i endokrini, 

parakrini i autokrini odgovor, od kojih su mnogi posredovani putem insulinskog faktora 

rasta (IGF). 
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Crtež 1.6. Shema somatotropnog sistema (www.physiciansselect.co.uk ) 

 

Somatotropnom sistemu pripadaju hipotalamusni regulatorni centri, 

adenohipofiza, periferni ciljni organi i zatim receptori i signalni molekuli (Giustina i 

Veldihus 1998; Le Roith i sar. 2001). Brojne interakcije izmeñu komponenata 

somatotropnog sistema modulišu neurotransmiteri i neuropeptidi, polni steroidi, 

kortikosteroidi, tiroksin, i metabolički signali. GH utiče na veliki broj ciljnih tkiva i 

organa, kao što su jetra, bubrezi, koštano tkivo, mozak, mlečne žlezde, jajnik, testis, 

srce, skeletni mišići, gastrointestinalni trakt, slezina, timus, koštana srž i koža (Veldhuis 

i sar. 2005). Somatotropni sistem ima veoma važnu regulatornu ulogu u metabolizmu 

proteina, ugljenih hidrata i lipida (Daughaday 1992). Hormon rasta stimuliše biosintezu 

IGF-1 u jetri, preko koga se odvija najveći broj efekata ovog hormona na rast 

(Haymond i Mauras 1996; Le Roith i sar. 2001). Meñutim, u nekim tipovima ćelija, kao 

što su hondrocite i zrele adipocite, GH deluje nezavisno od IGF-1, a u mnogim tkivima i 

organima reguliše gensku ekspresiju IGF-1 in situ (Hwa i sar. 1999). Na aktivnost 

somatotropnog sistema utiču faktori životne sredine, metabolički i hormonski faktori 

uključujuči glad, gojaznost, bolesti, povrede, seksualnu aktivnost, glukokortikoide, 

aktivnost štitne žlezde. Ovi faktori ne regulišu samo sintezu i oslobañanje GH 

delovanjem na nivou hipotalamusa, već mogu menjati i odgovor ciljnih tkiva na GH 

(Giustina i Veldhuis 1998). 

Koncentracija GH u krvi se menja u toku dana sa najvišom tačkom u prvih 

nekoliko sati sna. Pored toga, sekrecija GH je pulsatilne prirode, i neophodna je za 

normalan rast. Osnovni regulatori sekrecije GH su dva hipotalamusna hormona, GHRH 
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i SS. Prisustvo različite koncentracije GHRH i SS u portalnom krvotoku vodi ka 

različitoj koncentraciji GH u sistemskom krvotoku, tako da se GH oslobaña u prisustvu 

niske koncentracije SS i visoke koncentracije GHRH u portalnom krvotoku 

(Tannenbaum i Ling 1984; Plotsky i Vale 1985). Mehanizam, kojim ova dva 

neuropeptida regulišu oslobañanje GH, uključuje adenilat ciklaza/ciklični adenozin 

monofosfata (cAMP) put i promene intracelularnog Ca2+ (Bilezikjian i Vale 1983; 

Frohman i Jansson 1986; Lussier i sar. 1991a). Povećanje nivoa cAMP vodi ka 

otvaranju Na+ kanala, depolarizacije membrane i influksa Ca2+ kroz L-tip Ca2+kanala 

(Lussier i sar. 1991b; Naumov i sar. 1994). Ovo povećanje intracelularnog Ca2+ vodi ka 

oslobañanju GH procesom egzocitoze. Produkcija cAMP i oslobañanje GH zavisi od 

dodatnih signalnih mehanizama uključujući protein kinazu C, tirozin kinazu (Tyr 

kinaza), diacilglicerol i fosfolipazu (Cronin i sar. 1986; Ogiwara i sar.1997). Takoñe, 

postoje podaci o uticaju GHRH na transkripciju GH gena cAMP-zavisnim procesom 

(Clayton i sar. 1986). Treći hormon uključen u regulaciju GH sekrecije je grelin, 

izgrañen od 28 amino kiselina (van der Lely i sar. 2004). Dominantno se sintetiše u 

želucu, dok su znatno niže koncentracije detektovane u crevima, pankreasu, bubrezima, 

imunom sistemu, placenti, testisima, hipofizi, plućima i hipotalamusu (Korbonits i sar. 

2001; Lu i sar. 2001). Deluje sinergistički sa GHRH stimulišući sekreciju GH, 

posredstvom GH sekratagognog receptora (Kojima i sar. 1999). Sekrecija GH je i pod 

uticajem negativne povratne sprege somatomedina, naročito IGF-1, kao i kratke 

negativne povratne sprege samog GH (Giustina i Veldihus 1998) 

 

1.2.1. Arkuatno jedro hipotalamusa i oslobañajući hormon hormona rasta  

Arc jedro okružuje ventralni deo treće moždane komore. Na histološkim 

presecima anteriornog dela tubelarnog regiona pojavljuje se kao grupacija neurona 

retrohijazmatične oblasti oko srednje linije hipotalamusa, ispod treće moždane komore. 

Intermediajalni deo tubelarnog regiona karakteriše dobro vidljivo bilateralno simetrično 

jedro, jasno odvojeno od ventromedijalnog i dorzomedijalnog jedra. U kaudalnom delu 

tuberalnog regiona hipotalamusa Arc jedro se proširuje ventralno i bilateralna ćelijska 

agregacija se spaja, a zatim dalje u kaudalnom pravcu jedro se progresivno smanjuje. 

Ovakav opis anatomije Arc jedra u skladu je sa zapažanjima jedne grupe autora (van 

den Pol i Cassidy 1982; Chronwall 1985; Everitt i sar. 1986; Selemon i Sladek 1986), 
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dok druga grupa autora nastoji da na osnovu neurohemijskih karakteristika mamilarni 

deo Arc jedra priključiti posteriornom Pe jedru (Sawchenko i sar. 1985; Swanson 1992). 

U okviru Arc jedra izdvaja se populacija neuroendokrinih i centralno-projektovanih 

neurona. Podela Arc jedra može biti i na dorzo-medijalni region koji sadrži male 

neurone i veći ventro-lateralni region u kome su neuroni srednje veličine. Mnogi 

neuroni Arc jedra ispoljavaju specificne neuroendokrine fenotipove (Everitt i sar. 1986), 

kao GHRH neuroni koji zauzimaju ventro-lateralni deo Arc jedra (Fodor i sar. 1994; 

Ishikawa i sar. 1987; Kawano i Daikoku 1988). Najmanje 15 neurotransmitera i 

neuropeptida je identifikovano u Arc jedru. Izmeñu ostalih, neuroni Arc jedra sintetišu 

neuropeptid Y (NPY) i inhibitorni neuropeptid GABA koji su važni u regulaciji apetita, 

i njihovo lučenje stimuliše grelin, a inhibira insulin i leptin (Kawano i Daikoku 1988). 

Kod pacova, GHRH imunopozitivni neuroni prisutni su i u supraoptičkom (SO), 

PVN i dorzomedijalnom jedru hipotalamusa, medijalnom perifornikalnom regionu 

lateralnog hipotalamusa, bazo lateralnom hipotalamusu i u medijalnim i lateralnim 

granicama ventromedialnog jedra (VMN) (Muller i sar. 1999). GHRH je prisutan i u 

limbičkim strukturama, cerebralnom korteksu, kao i u strukturama perifernog nervnog 

sistema, gastrointestinalnom traktu, hipofizi, gonadama, nadbubrežnim i štitastoj žlezdi, 

plućima i bubrezima. Kod pacova, najveća koncentracija GHRH imunopozitivnih 

neuronskih tela i GHRH iRNK nalazi se u ventrolateralnom delu Arc (Muller i sar. 

1999; Mayo i sar. 1995). GHRH neuroni mogu sintetisati i druga jedinjenja poput 

galanina, enkefalina, neurotensina, α melanotropnog hormona, SS, NPY, supstance P, 

tirozin hidroksilaze, kao i neurotransmitere dopamin, acetilholin i γaminobuternu 

kiselinu (GABA) (Sawchenko i sar. 1985; Meister i sar. 1986; Niimi i sar. 1990, 1991). 

Prvi put izolovan 1982. godine, GHRH (Guillemin i sar. 1982; Rivier i sar. 

1982) zajedno sa vazoaktivnim intestinalnim peptidom (VIP), pripada sekretin-

glukagon proteinskoj familiji. Obe izolovane forme GHRH, (GHRH–[1-44]NH2; 

GHRH-[1-40]OH) nastaju od istog prekurskog molekula prepro-GHRH procesom post-

translacione obrade (Boulanger i sar. 1992). Prvih 29 aminokiselinskih jedinica obe 

izolovane forme imaju punu biološku aktivnost. Treća izolovana forma GHRH-[1-

37]OH prisutna je jedino u neuroendokrinim tumorima kod pacijenata obolelih od 

akromegalije. GHRH gen, lokalizovan na hromozomu 20 kod ljudi i 3 kod pacova, 

prostire se na oko 10 kilobaznih parova, a čine ga 5 egzona (egzon 1 sadrži ' region koji 
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se ne prevodi, egzoni 2-4 kodiraju pre-pro GHRH zajedno sa egzonom 5). Razlike 

izmeñu humanog i pacovskog GHRH prisutne su na intronu 4, tj. na C-terminusu 

humanog i pacovskog GHRH prekursora (Mayo i sar.1995) . Pacovski GHRH ima 

slobodan C terminus, a u ostalih vrsta prisutna je NH2 grupa. Glukokortikoidi i estrogen, 

kao fiziološki regulatori GHRH gena, dovode do povećanja iRNK za GHRH receptor 

dok ovarektomija i adrenalektomija povećavju nivo GHRH (Lam i sar. 1996).  

Homebox protein GSH-1 (kodiran hombox sekvencom DNK, neophodan u 

procesu morfogeneze i razvoja) tokom embrionalnog razvića odreduje formiranje 

GHRH neurona, te tako GSH-1 homozigot mutanti imaju oštećen razvoj GHRH 

neurona što se odražava i u smanjenom broju somatotropnih i laktotropnih ćelija 

hipofize (Li i sar. 1996). Takoñe je pokazano da je GSH-1 uključen u tkivno specifičnu 

ekspresiju GHRH gena kod adultnih jedinki (Mutsuga i sar. 2001). 

Arc jedro je organizovano tako da komunicira prvenstveno sa hipofizom, 

hipotalamusom, limbičkim sistemom, odreñenim jedrima talamusa, kao i autonomnim 

jedrima moždanog stabla. Inervacija GHRH neurona Arc jedra, kao i SS neurona Pe 

jedra većim delom realizuje se preko glutaminergičnih aksona. Kiss i sar. (2006) govore 

o prisustvu vezikularnog glutaminergičnog transportera tipa 2 u aksonima koji se 

završavaju na GHRH i SS neuronima Arc i Pe jedra. GHRH neuroni pored sinaptičkih 

kontakta ostvarenih sa ME, ostvaruju kontakte i sa dendritima i neuronskim telima 

drugih GHRH neurona (Horvath i Palkovits 1988), kao i SS neuronima (Daikoku i sar. 

1988; Liposits i sar. 1988; Willoughby i sar. 1989,a,b). Takoñe, treba pomenuti 

inervaciju GHRH neurona tireotropin-oslobañajućim hormonom (Shioda i sar. 1987), 

kao i enkefalinom (Daikoku i sar. 1988).  

Smanjenje sekrecije GHRH uslovljeno GH (negativnom povratnom spregom) i 

to posredstvom SS i NPY oslobañajućih neurona koji sadrže GH receptor. Smanjenje 

sekrecije može biti regulisano i IGF 1 na nivou hipofize i hipotalamusa (Muller i sar. 

1999). 

GHRH iRNK nivo, kao i broj imunopozitivnh GHRH neurona smanjuje se 

tokom životnog ciklusa (DeGennaro i sar. 1989; Kuwahara i sar. 2004a,b). Novija 

studija (McArthur i sar. 2011) navodi prisustvo polnih razlika u broju GHRH neurona 

Arc jedra. Naime, broj GHRH neurona uvećava se 3-4 puta tokom prvih deset dana 

postnatalnog života kod oba pola, čime se u ovom periodu ne narušava prisutna polna 
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razlika u broju GHRH neurona (broj GHRH neurona duplo je veći kod mužjaka u 

odnosu na ženke). Od tog perioda broj neurona se smanjuje kod mužjaka, a povećava 

kod ženki, tako da polne razlike u broju GHRH neurona iznenañujuće nestaju tokom 

ranog i kasnog puberteta što je pokazala studija na miševima (McArthur i sar. 2011). 

GHRH receptor (molekulska težina 26kDa) pripada grupi receptora kuplovanih 

G-proteinom što podrazumeva prisustvo sekundarnih cAMP, guanozin monofosfata 

(cGMP) i Ca-fosfolipidnog sistema. Aktivator ovih glasnika su Ca-jonski kanali, 

adenilat ciklaza i fosfatidilinozitol (Harvey 1995). Kontinuirana administracija GHRH 

smanjuje odgovor hipofize i dovodi do nishodne tzv. ”down” regulacije GHRH 

receptora. GHRH receptori su receptori sa visokim afinitetom i malim kapacitetom, a 

detektovani su u hipotalamusu i adenohipofizi.  

 Kratka povratna sprega na nivou hipofize i hipotalamusa podrazumeva jedan od 

vidova regulacije sekrecije GHRH, te hipofizektomija dovodi do povećanja GHRH 

genske ekspresije (Muller i sar. 1990). 

 

1.2.2. Periventrikularno jedro hipotalamusa i somatostatin 

Periventrikularno jedro je lokalizovano u periventrikularnoj zoni hipotalamusa 

uz zidove treće moždane komore. Prostire se duž rostalnog, medijalnog i kaudalnog 

regiona hipotalamausa. Mala gustina neurona je jedna od karakteristika ovog jedra. 

Neuroni koji oslobañaju SS kod pacova smešteni su u rostralnom i središnjem regionu 

Pe jedra, tako da je SS imunoreaktivnost prisutna u ćelijskim telima i aksonima unutar 

uske zone uz treću mozdanu komoru (Fodor i sar. 1994; Ishikawa i sar. 1987; Kawano i 

Daikoku 1988). Rostro-kaudala distribucija SS neurona slična je u oba pola pacova, ali 

je ukupan broj neurona, kao i nivo SS iRNK veći kod mužjaka (Muller i sar. 1999; Van 

Vugt i sar. 2008). SS neuroni, koji učestvuju u regulaciji GH sekrecije lokalizovani su u 

anteriornoj zoni Pe jedra (Liposits i sar. 1993). Neuroni središnjeg regiona Pe jedra 

pored SS sintetišu TSH, leptin, gastrin i NPY, kao i LHRH kod primata. Kaudalni 

region Pe jedra učestvuje u regulaciji simpatičkog nervnog sistema.  

SS, izolovan 1968. (Krulich i sar. 1968), je ciklični peptid od 14 amino-kiselina 

sa dva disulfidna mosta, koji inhibira lučenje hormona rasta (Brazeau i sar. 1973). Pored 

SS-a sa 14 aminokiselina (SS-14), u epitelu creva (Pradayrol i sar. 1980) i u 

hipotalamusu (Schally i sar. 1980) identifikovan je SS sa 28 aminokiselinskih ostataka 
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(SS-28), koji predstavlja dupliran SS-14 na NH2 kraju. SS-14 je dominantno prisutan u 

moždanim strukturama, pankreasu i želucu, dok SS-28 dominira u gastrointestinalnom 

traktu, te je SS-28 potentniji u inhibiciji insulinske sekrecije nego SS-14 (Reichlin, 

1983). Oba peptida podjednako efikasno inhibiraju sintezu i sekreciju hormona rasta 

(Francais i sar. 1990). Količinski odnos dva osnovna molekulska oblika SS-14 i SS-28 u 

portalnoj krvi ME je 70:30% (Moyse i sar. 1984). 

Kod sisara SS nastaje transkripcijom jednog gena, a dobijena iRNK služi za 

sintezu pre-prosomatostatina (166 aminokiselina dugog prekursorskog molekula) koji se 

cepa dajući prosomatostatin. Obradom prosomatostatinа nastaju SS-14 i SS-28 

(Montminy i sar. 1984). U pojedinim tkivima SS-14 nastaje cepanjem SS-28 

(Galanopoulou i sar. 1993; Cone i sar. 2002). Široka rasprostranjenost SS u moždanim 

strukturama: poput neurokorteksa (Maurer i sar. 1985), hipotalamusa (Kwok i sar. 1992) 

amigdala (Leroux i sar. 1985), talamusa (Maurer i sar. 1985), striatuma (Vincent i 

Krosigk 1988) i hipokampalnog girusa (Martinez-Guijarro i sar. 1993) ukazuje na 

njegovu ne samo neurohormonsku već i neuromodulatornu ulogu. U moždanoj kori i 

hipokampusu, SS bi mogao da ima ulogu u kognitivnim funkcijama i nastanku 

Alchajmerove demencije (Lipponi i sar. 1990). Posebna pažnja je usmerena i na 

izučavanje strijatuma, gde verovatno ima ulogu u kontroli pokreta i nastanku 

Parkinsonove bolesti (Muller i sar. 1999). SS ima regulatornu ulogu u reproduktivnoj 

funkciji, cirkadijalnom ritmu, uzimanju hrane kao i u održavanju telesne temperature 

(Muller i sar. 1999). 

Sekrecija SS je pod uticajem različitih jona, neuropeptida, neurotransmitera, 

hormona, faktora rasta i citokina. Glukagon, GHRH, neurotenzin, kortikotropni 

oslobañajući hormon (CRH) i bombesin su potencijalni stimulatori sekrecije SS, dok 

opijati i GABA inhibiraju sekreciju SS. Glukokortikoidi u malim dozama stimulišu, dok 

u većim inhibiraju sekreciju somatostatina. Insulin stimuliše oslobañanje 

hipotalamičkog somatostatina, a inhibira oslobañanje crevnog somatostatina (Patel 

1999). 

Najveći deo SS projekcija anteriornog Pe jedra dolazi do ME, dok ostali SS 

neuroni sinaptičke kontakte ostvaruju sa drugim SS neuronima (Alonso i sar. 1985) ili 

GHRH neuronima (Willoughby i sar. 1989b). Prisustvo SS neurona potvrñeno je i u Arc 

jedru. Neuroanatomske studije pokazuju malu povezanost GHRH i SS neurona. Studija 
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Toth i Palkovits (1998) ukazuje da se mali broj neurona Pe jedra projektuje na Arc 

jedro, već se oni dominantno (78%) i direkno projektuju na ME (Kawano i Daikoku 

1988) bez povezivanja sa GHRH neuronima, a svega 3% GHRH neurona Arc jedra 

komunicira sa neuronima Pe jedra (Fodor i sar. 1994). Meñutim, GHRH neuroni Arc 

jedra sadrže somatostatinske receptore (SSR), s obzirom na visoku koncentraciju SSR1 i 

SSR2 iRNK u Arc jedru, i najverovatnije su oni inervisani SS neuronima samog Arc 

jedra (Daikoku i sar. 1988; Liposits i sar. 1988; Beaudet i sar. 1995; Breder i sar. 1992; 

Dournaud i sar. 1996). Literaturni podaci ukazuju i na sinaptičke veze SS neurona Pe 

jedra sa GABA (Willoughby i sar. 1987; Kakucska i sar. 1988), CRH (Horvath i 

Palkovits 1988) i NPY oslobañajućim neuronima (Hisano i sar. 1990). 

Maksimalan nivo sekrecije SS ostvaren je tokom najmanje sekrecije GH, a 

najniži pri piku GH sekrecije kod mužjaka pacova (Plotski i Vale 1985; Zeitler i sar. 

1991). Prisustvo direktne kontrole SS sekrecije GH omogućena je prisustvom GH 

receptora na SS neuronima (Burton i sar. 1992; Pellegrini i sar. 1996).  

Odnos broja SS i GHRH neurona veoma je bitan za normaln rast i razviće. Za 

ranije periode života karakteristična je brojčana dominacija GHRH neurona u odnosu na 

SS neurone. Studije Kuwahara i sar. (2004a,b) pokazuje da se sa starenjem odnos broja 

GHRH i SS neurona menja, tako što dolazi do smanjenja brojnosti GHRH neurona dok 

se brojnost SS neurona značajno ne menja. 

SSR je membranski receptor sa sedam transmembranskih domena što je 

karakteristika superfamilije receptora kuplovanih sa G proteinom. Vezivanjem SS za 

receptor aktivira se jedan od pet puteva prenosa signala uz neizostavno učešće G 

proteina, a mogući putevi su: vezivanje receptora za adenilat ciklazu; vezivanje 

receptora za K
+

 kanale; vezivanje receptora za Ca
++

 kanale; vezivanje receptora za 

egzocitozne vezikule; vezivanje receptora za fosfoprotein tirozin fosfatazu. SS je poznat 

i kao inhibitor mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK) kaskadnih puteva čija 

aktivacija ima značajnu ulogu u ćelijskoj proliferaciji (Seger i Krebs 1995), te u ovim 

slučaju SS ispoljava svoju antiproliferativnu karakteristiku. SSR je prisutan u moždanim 

strukturama, gastrointestinalnom traktu, hipofizi, štitastoj i nadbubrežnim žlezdama, 

endokrinom i egzokrinom pankreasu, bubrezima i ćelijama imunog sistema (Patel 

1999). Do danas je otkriveno 6 tipova SS receptora ćiji se kodirajući geni nalaze na 

različitim hromozomima (Yamada i sar. 1992). Izmeñu podtipova SSR uočena je 
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iznanañujuća specijska strukturna konzerviranost. Humani, pacovski i mišiji SSR1 su 

identični u 94-99% sekvence, 93-96% identični su pacovski, mišiji, svinjski i kravlji 

SSR2, a pacovski i humani SSR4 identični su u 88% sekvence.  

 

1.2.3. Somatotropne ćelije hipofize i hormon rasta 

Somatotropne ćelije su kružnog ili elipsoidnog oblika sa izraženim okruglim 

jedrom koje je često ekscentrično postavljeno u ćeliji (Milošević i sar. 1998, 2005, 

2012a). U pacovskoj hipofizi utvrñena je morfološka heterogenost populacije GH ćelija, 

koje se meñusobno razlikuju po veličini sekretornih granula u citoplazmi (Kurosumi i 

sar. 1986). Sekretorne granule mogu biti velike – dijametra 250-350 nm i male – 

dijametra 100-150 nm. Moguće je razlikovati tri tipa GH ćelija: tip I – u citoplazmi ovih 

ćelija se nalaze velike sekretorne granule; tip II – u citoplazmi se nalaze i velike i male 

sekretorne granule; tip III – u citoplazmi se nalaze male sekretorne granule. GH ćelija 

tipa I i II su klasične somatotropne ćelije, ovalnog ili elipsoidnog oblika, sa sferičnim 

eksentrično postavljenim jedrom. Granulirani endoplazmatični retikulum i Goldži aparat 

su umereno razvijeni, dok su lizozomi sporadični. Citoplazma ovih ćelija je ispunjena 

sekretornim granulama, a viñaju se i degranulisane ćelije. GH ćelije tipa III su često 

nepravilnog oblika sa kratkim citoplazmatičnim nastavcima i obično manjih dimenzija 

od ćelija tipa I i II. U citoplazmi se nalazi veliki broj sekretornih granula (Takahashi 

1991). Pretpostavlja se da su ćelije tipa I zrela, a ćelije tipa III nezrela forma GH ćelija. 

Ćelije tipa II bi predstavljale prelaznu formu izmeñu nezrelih i zrelih GH ćelija 

(Takahashi 1991). 

 Heterogenost u okviru populacije somatotropnih ćelija nije uočena samo u 

pacovskoj hipofizi. Castano i sar. (1997) su na osnovu različite gustine GH ćelija 

(nakon centrifugiranja u "Percoll" gradijentu) identifikovali dva tipa ćelija u svinjskoj 

hipofizi. Prvom tipu pripadaju GH ćelije male gustine (low density; LD), a drugom 

ćelije velike gustine (high density; HD). Ova dva tipa ćelija se razlikuju kako po 

ultrastrukturnim tako i po funkcionalnim karakteristikama. U citoplazmi LD ćelija se 

nalazi mali broj sekretornih granula, a granulirani endopazmatični retikulum je veoma 

dobro razvijen. Sa druge strane, citoplazma HD ćelija je ispunjena sekretornim 

granulama sa retkim cisternama granuliranog endoplazmatičnog retikuluma (Castano i 
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sar. 1997). U primarnoj ćelijskoj kulturi HD ćelije sekretuju daleko više GH u donosu 

na LD ćelije (Castano i sar. 1996). 

U adenohipofizi velikog broja vrsta, uključujući pacova, miša i čoveka 

identifikovane su ćelije u čijoj se citoplazmi sintetišu GH i prolaktin, te su nazvane 

somatomamotropne ćelije. Somatomamotropne ćelije prisutne su kod jedinki oba pola, 

kao i kod ženki pacova tokom laktacije (Horvath i Kovacs 1988; Takahashi 1991). 

Somatomamotropne ćelije se, takoñe, mogu podeliti u dva tipa. Tip I 

somatomamotropnih ćelija poseduje veliki broj sekretnih granula gustog elektronskog 

sadržaja, malih dimenzija, dijametra od 100 do 200 nm. Ove granule mogu sadržati 

samo jedan od spomenutih hormona, a identifikovane su i granule koje istovremeno 

sadrže i prolaktin (PRL) i GH. Somatomamotropne ćelije tipa II poseduju granule većih 

dimenzija, vezikularne strukture, koje su prisutne u čitavoj citoplazmi. Hormon rasta i 

PRL prisutni su u različitim ili u istim granulama u okviru jedne ćelije. Nakon dvojnog 

imunobojenja manje oblasti citoplazme mogu istovremeno biti imunopozitivne na PRL i 

na GH, dok je veći deo citoplazme pozitivno obojen na PRL. Prisustvo organela u 

citoplazmi oba tipa opisanih somatomamotropnih ćelija nije izraženo (Iwama i Sasaki 

1989).  

GH je polipeptidni hormon, izgrañen od jednog lanca aminokiselina (kod ljudi 

191 aminokiselina), a molekulska težina mu je 22-23 kDa (Goffin i sar. 1996). U 

cirkulaciji najzastupljeniji su monomeri GH, a prisutne su i oligomerne glikolizovane, 

fosforilisane forme kao produkti spajanja tokom procesa translacije (Lewis 1992). 

Poluživot hormona je oko 6 minuta kod pacova (Badger i sar. 1991).  

GH utiče na metabolizam ciljnih tkiva, jetre i mišića, delujući preko svojih 

receptora (Karter-Su i sar 1996). GHR je jednolančani protein (620 aminokiselina; 70 

kDa), koji se sastoji iz intracelularnog (-COOH), transmembranskog i ekstracelularnog 

(NH2) domena, i pripada klasi I velike familije citokinsko-hematopoetinskih receptora 

(Leung i sar. 1997). Nalazi se u gotovo svim tkivima (Simard i sar. 1996). Vezujući se 

za receptor GH izaziva kaskadu fosforilacije JAK/STAT puta (Carter-Su i sar. 1996). 

Dimerizacija receptora je neophodna za brzu aktivaciju tirozin kinaze JAK2, koja 

dovodi do fosforilacije STAT proteina. Fosforilisani STAT proteini direktno prelaze u 

nukleus gde izazivaju ekspresiju odreñenih gena vezujući se za dezoksiribonukleinsku 

kiselinu (DNK) (Xu i sar. 2004).  
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U jetri, mišićima i drugim tkivima, GH izaziva sintezu i sekreciju IGF-1. Smatra 

se da se uticaj GH na rast ostvaruje upravo preko IGF-1, iako sam GH ima direktan 

efekat na proliferaciju, rast i diferencijaciju ćelija vezujući se za GHR (Spagnoli i 

Rosenfeld 1996). IGF-1 se sintetiše u mnogim tkivima, na endokrini ili parakrini način 

utiče na metabolizam preko svog ili insulinskog receptora, s' obzirom na sličnost 

insulina i IGF-1 (Cohick i Clemmons 1993). IGF-2 se takoñe sintetiše u mnogim 

tkivima, ali je njegov efekat na metabolizam ćelija manje poznat.  

Mnogi autori su uočili seksualni dimorfizam somatotropne ose, koji se 

prvenstveno ogleda u različitoj šemi pulseva kod jedinki ženskog i muškog pola. 

Meñutim, izražene razlike meñu vrstama onemogućuju jasan zaključak o mehanizmima 

koji dovode do seksualnog dimorfizma. Kod primata srednja vrednost koncentracije GH 

je veća kod jedinki ženskog, a manja kod jedinki muškog pola, dok je kod ostalih 

sisarskih vrsta obrnuto (Gatford i sar. 1998). Jasno je da do razlike meñu polovima u 

pulsatilnoj sekreciji i koncentraciji GH dolazi u toku i nakon puberteta, pa se sa 

sigurnošću može tvrditi da polni steroidi učestvuju u regulaciji somatotropne ose 

(Argente i Choven 1993).  

Pulsativna sekrecija, kao i dnevna variranja sekrecije GH neophodne su za 

normalan rast. Kod ljudi je koncentracija GH u plazmi, kao i amplituda oslobañanja 

veća kod žena nego kod muškaraca, za razliku od pacova kod kojih je koncentracija GH 

kao i amplituda njegovog oslobañanja veća kod mužjaka u poreñenju sa ženkama 

(Gatford i sar. 1998). Ipak, frekvencija oslobañanja hormona viša je u ženki nego u 

mužjaka kako kod ljudi tako i kod pacova (Pincus i sar. 1996). Kod adultnih pacova 

primećene su visoke amplitude i visok puls oslobañanja GH (na svaka tri časa), a ujedno 

i nizak bazalni nivo GH. Niže amplitude, veća nepravilna učestalost kao i viši bazalni 

nivo karakteristične su za GH oslobañanje kod ženki pacova (Eden 1979; Clark i sar. 

1987; Gatford i sar. 1998). Kod ženki pacova GH oslobañanje pokazuje dnevni ritam: 

GH nivo u plazmi i učestalost oslobañanja raste tokom spavanja, dok je kod mužjaka 

pacova nezavisna od doba dana (Clark i sar. 1987; Pincus i sar. 1996; Veldhuis i sar. 

2003). Takoñe, različitost u telesnoj masi, metabolizmu steroida, dovodi se u vezu sa 

razlikama u sekreciji GH (Eden 1979; Mode i sar. 1982; Clark i sar. 1985). Tokom 

puberteta nivo sekrecije GH raste, dostiže svoj maksimum pred sam kraj puberteta, a 

potom se smanjuje sa starenjem jedinke (Ho i Hoffman 1993). 
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1.3. Adrenokortikotropni sistem  

Hipotalamo-hipozni-adrenokortikalni sistem (HHA sistem) je uključen u brojne, 

životno značajne, homeostatske i alostatske mehanizme odgovora na interne i eksterne 

stresore. Ovaj sistem karakteriše postojanje dinamičke mreže mehanizama povratne 

sprege sa cirkadijalnom ritmičnošću i pulsativnom sekrecijom neurohormona 

(Bergendahl i sar. 2000). Osnovne metaboličke i endokrine funkcije zahtevaju pažljivo 

kontrolisan model funkcionisanja HHA sistema u odsustvu stresa, kako bi u uslovima 

stresa organizam pružio adekvatan odgovor. Sistem obuhvata neuralne puteve koji 

kontrolišu oslobañanje kateholamina iz srži nadbubrežnih žlezda i hipotalamo-hipofiznu 

kontrolu produkcije i oslobañanja adrenokortikotropnog hormona (ACTH), odgovornog 

za regulaciju sinteze glukokortikoida u kori nadbubrežnih žlezda (Chrousos 1992; 

Tsigos i Chrousos 1994). Oslobañanje ACTH u najvećoj meri je stimulisano 

kortikotropni oslobañajućim hormonom (CRH) (Melmed i Kleinberg 2002). 

 

Crtež 1.7. Šema HHA sistema (www.aic.cuhk.edu.hk)  

 

1.3.1. Paraventrikularno jedro hipotalamusa i kortikotropni oslobañajući hormon 

PVN pacova je parno jedro koje sa nalazi strana treće moždane komore 

medijalnog dela anteriornog hipotalamusa. Regioni sa malim brojem ćelija na obodima 

ventralne, dorzalne i kaudalne strane PVN jasno ograničavaju ovo jedro. Na osnovu 

morfologije i eferntnih veza većina neurona PVN pripadaju trima osnovnim 

kategorijama ćelija. Zajedno sa SO jedrom ono sadrži većinu magnocelularnih neurona 

koji sintetišu i oslobañaju vazopresin (antidiuretičkog hormona), oksitocin (hormon 

uključen u sekreciji mleka, poroñajne kontrakcije, kao i ejakulaciju). Aksoni ovih 
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neurona projektuju se u zadnji režanj hipofize gde dolazi do oslobañanja hormonalnog 

sadržaja direktno u sistemsku cirkulaciju. PVN sadrži veliku populaciju parvocelularnih 

neurosekretnih ćelija u koje spadaju neuroni koji sintetišu CRH, kao i TRH koji reguliše 

rad štitne žlezde te utiče na metabolizam (Kiss 1988). Parvocelularni neuroni PVN 

oslobañaju u manjoj meri vazoaktivni intestinalni peptid (VIP), holecistokinin, 

supstancu P, neurotenzin, atriopeptin, GHRH, angiotenzin II (Kiss i sar. 1983; Kiss, 

1988). Treća populacija ćelija u PVN su tzv. autonomne ćelije koje se projektuju na 

moždano stablo i kičmenu moždinu. Neuronska vlakna ovih ćelija putuju do 

motoneurona (motornog jedra) nerva vagusa i intermediodorzalnih puteva kičmene 

moždine te inervišu parasimpatičke i simpatičke pregangliske ćelije. Ovi neuroni 

inervišu regione autonomnog nervnog sistema, jedro solitarnog trakta, Edinger-

Vestpalovo jedro, parabranhijalno jedro, kao i senzorno jedro trigeminusa, substantia 

gelatinosa leñnog roga kičmene moždine. Neuroni ovih projekcija su male do srednje 

veličine, smešteni u dorzalnom i kaudalnom delu PVN, čiji aksoni čine 30% svih 

aksona koji napuštaju hipotalamus. Veliki broj ovih autonomnih ćelija sadrži oksitocin i 

vazopresin. Ćelije PVN preko svojih projekcija utiče na kardiovaskularni sistem, unos 

hrane i vode, gastrointestinalne funkcije, kao i na sintezu melatonina u pinealnoj žlezdi. 

Prisustvo magnocelularnih i parvocelularnih, autonomnih ćelija, kao konstituenta tri 

homeostatska sistema, u jednom jedru predstavlja jedinstvenu pojavu u hipotalamusu, te 

Swanson i Kuypers (1980) karakterišu PVN kao ključni faktor integracije autonomne i 

neuroendokrine funkcije.  

Kiss i sar. (1991) PVN dele u najmanje osam različitih ćelijskih grupa. To su 

magnocelularna grupa neurona, dve grupe mediocelularnih neurona, kao i pet grupa 

parvocelularnih neurona. Magnocelularnu ćelijsku populaciju čine kompaktno grupisani 

krupni neuroni (dijametara>12 µm), koji predstavljaju 19% ćelijske populacije PVN. 

Pored krupnih neurona magnocelularna grupa obuhvata i neurone srednjeg i malog 

dijametra. Dorzalna i posteriorna mediocelularna podgrupa neurona obuhvata 26% 

ćelijske populacije PVN. Dorzalnu podgrupu čine horizontalno orijentisani neuroni 

srednjeg diametra, dok posteriornu podgrupu čine difuzno rasporeñeni neuroni različite 

veličine. Izmeñu treće moždane komore i kompaktne mase magnocelularnih neurona 

leži masa sitnih parvocelularnih neurona koja predstavlja 53% ćelijske populacije PVN. 

Ćelije periventrikularne podgrupe parvocelularne grupe leže duž treće moždane 
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Slika 1.8. Šema frontalnog preseka centralnog dela PVN, pv-periventrikularna 
parvocelularna, dp-dorzalna parvocelularna, lp-lateralna parvocelularna, pm-posteriorna 

magnocelularna grupa neurona (Larsen i sar. 1994) 
 

komore, izduženog su oblika i orijentisane paralelno zidu komore. Ova podgrupa se 

prostire duž celog PVN, što nije slučaj sa ostalim podgrupama parvocelularne 

populacije, te tako uslovljava relativno veliku brojnost ćelija ove podgrupe, oko 2700 

ćelija, nasuprot njihovoj maloj gustini. Lateralno od periventrikularne grupe nalazi se 

medijalna parvocelularna grupa koja obuhvata četiri podgrupe, anteriornu, medijalnu, 

lateralnu, kaudalnu. Ćelije malog (44-48%), srednjeg (38-45%) i velikog (6-11%) 

zastuplene su u sve četiri podgrupe (Kiss i sar. 1991).  

 Postoji tendencija grupisanja ćelija koje sintetišu iste hormone, te je anatomska 

podela PVN dopunjena i podelom u zavisnosti od neurohemijskog sadržaja neurona. 

Tako paraventrikularni dovodni inputi inervišu neurone odreñene grupe. 

Noradrenergične inervacije moždanog stabla su uglavnom usmerne na magnocelularne 

neurone koji sintetišu vazopresin. Slično tome, ACTH-imunoreaktivnih inputi izgleda 

da inervišu periventrikularni i kaudalni region, dok su ovi inputi oskudno 

rasprostranjeni u CRH parvocelularnim neuronima PVN. Nasuprot tome, nervna vlakna 

koja oslobañaju adrenalin završavaju se na CRH neuronima kao i neuronima 

projektovanim na moždano stablo. Adrenalinom bogati aksoni se ne projektuju jedino 

na CRH neurone, već se adrenalinski aksoni nalaze širom PVN, ali su manje gustine. 
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Podela na osnovu prisutnosti odreñenih neurotransmitera u zonama PVN nije strikno 

odraz anatomske podele ovog jedra (Kiss 1988; Everitt i Hokfelt 1990). 

Medijalna periventrikularna i medijalna lateralna PVN podgrupa sadrži oko 

polovinu svih CRH neurona prisutnih u PVN od kojih polaze brojne projekcije do 

spoljašnje zone ME. Oko 15% svih CRH obeleženih neurona pripada grupi 

magnocelularnih koji mahom sitetišu i oksitocin. Skoro polovna CRH pozitivnih aksona 

koja se završava na ME se intenzivno boji na AVP i vazopresin-neurofizin, a CRH i 

derivati pro-AVP se nalaze u istim neurosekretornim vezikulama (Engler i sar. 1999). 

Niži nivo ekspresije CRH prisutan je i u SO, preoptoičkom i Pe jedru hipotalamusa 

(Kawata i sar. 1983). 

Snop aksona parvocelularnih neurona izlazi iz PVN u lateralnom pravcu, 

zajedno sa magnocelularnim hipotalamo-hipofiznim traktom. Snop aksona pruža se oko 

forniksa, te delimično ulazi u lateralni hipotalamus odakle se ulazi u ME kroz lateralnu 

retrohijazmatičnu oblast (Palkovits 1984). 

Region oko PVN bogato je inervisan limbičkim strukturama i ima uticaja u 

regulaciji aktivnosti HHA sistema (Herman i sar. 2002). Pojedine studije su pokazale da 

regioni koji inervišu subPVN skoro po pravilu se ne projektuju na medijalni 

parvocelularni region PVN (Herman i sar. 2002). Medijalni parvocelularni neuroni PVN 

su ograničeni gustom dendritskom mrežom te limbički inputi ne kontaktiraju sa njima 

već deluju indirektno, preko neurona subPVN-a dominantno GABA-ergičnog fenotipa 

(Bovers i sar. 1998). Istraživanja Bovers i sar. (1998) pokazuju da je većina PVN-

projektovanih neurona pozitivna na iRNK dekarboksilaze glutaminske kiseline (GAD). 

SubPVN region posebno je bogat GABA neuronima, projektovanim na PVN, koji 

reaguju na stres povećanom sintezom GABA (Bovers i sar. 1998) i povećanom cFos 

imunoreaktivnošću (Culinan i sar. 1996). 

Jedna od ključnih struktura u regulaciji sekrecije CRH je i Arc jedro. Preciznije, 

neuroni Arc uspostavljaju direktan sinaptički kontakt sa CRH neuronima PVN 

(Sawchenko i sar. 1982; Bai i sar. 1985), a takoñe se projektuju na ME i utiču na 

oslobañanje CRH iz nervnih završetaka (Haas and George 1989; Wiegand and Price 

1980; Mezey i sar. 1985). 

CRH je hormon koji se sastoji od 41 aminokiseline i poseduje visok stepen 

strukturne homologije (>80%) meñu vrstama, a prvi put je izolovan 1981. kao supstanca 
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koja povećava lučenje ACTH i β-endorfina u ćelijskoj kulturi hipofize pacova (Vale i 

sar. 1981; Lovejoy i Balment 1999). Uklanjanje osam amino-kiselina sa -N terminusa 

dovodi do gubitka aktivnosti molekula CRH, dok preostali peptid ipak zadržava 

mogućnost vezivanja za hipofizni CRH receptor. 

Tokom evolucije uloga peptida koji stimulišu sintezu i sekreciju ACTH bila je 

vezana za procese osmoregulacije i diureze, a vremenom ovi peptidi stiču nove uloge 

povezane sa odgovorom organizma na stres, kontrolom rasta, regulaciom metaboličkih 

procesa, vazoregulacijom i termoregulacijom. CRH utiče i na komponentu ponašanja 

organizma u stresu (Weninger i sar. 1999). I zaista, CRH je obeležen u oblastima mozga 

koji kontrolišu osećanja straha i anksioznosti (amigdaloidna jedra), raspoloženje i 

emocije (noradrenergični i serotonergični neuroni lokusa ceruleusa i rafe nukleusa). 

Prisustvo CRH dokazano je i u deloviIma moždanog stabla koji upravljaju autonomnim 

funkcijama (Phelix i Paull 1990). CRH snažno utiče i na funkciju imunog sistema, 

indirektno aktiviranjem HHA sistema, i direktnom regulacijom inflamatornog svojstva 

tkiva (Chrousos 1995; Elenkov i sar. 1999). Povećanjem sinteze ACTH i dalje 

glukokortikoida smanjuje se imuni odgovor. CRH parakrinim i autokrinim delovanjem 

utiče na tkiva imunog sistema i inflamatornog tkiva (Karalis i sar. 1991). Tako ovaj 

hormon stimuliše sekreciju glukokortikoida, kateholamina, i perifernih CRH, a deluje i 

na sintezu regulatornim citokina (npr., IL-12, IFN-, IL-2, IL-4 i IL-10) i histamina 

(Elenkov i sar 1999). CRH deluje i kao neuromodulator i neurotransmiter (Dunn i 

Beridge 1990). Prisustvo CRH dokazano je u interneuronima kore velikog mozga i kori 

malog mozga. Klinička ispitivanja ukazuju da se poremećaji u ekspresiji CRH povezani 

sa nizom psihijatriskih (anksioznost, depresija, anoreksija, bolesti zavisnosti) (Scott i 

Dinan 1998), endokrinih (Kušingov sindrom) (Howlet i sar. 1985), autoimunih 

(reumatoidni artritis, sistemski lupus eritematozus) (Straub i Cutolo 2001), 

neurodegenerativnih (Alchajmerova bolest) (Willenberg i sar. 2000), kardio-vaskularnih 

(Goncharuk i sar. 2002) bolesti. 

Značajna količina CRH prisutna je i u perifernim tkivima: hipofizi, 

nadbubrežnim žlezdama, bubrezima, jetri, plućima i gastrointestinalnom traktu (Dotzer i 

sar. 2004). CRH koji je sintetisan u koži učestvuje u regulaciji lokalne homeostaze 

(Crofford i sar. 1995; Slominski i sar. 2001). CRH inhibira proliferaciju keratocita, 
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takoñe reguliše adheziju molekula i citokina (Pisarchik i Slominski 2001; Zbytek i sar. 

2002). 

CRH svoje delovanje ostvaruje vezivanjem za dva tipa receptora CRHR1 i 

CRHR2, kodiranih različitim genima (Turnbull i Rivier 1997). To su transmembranski 

receptori, grañeni od sedam transmembranskih domena, koji imaju strukturu alfa 

heliksa, a kuplovani su sa GTP-vezujućim proteinima. Nakon vezivanja liganda za oba 

tipa receptora dolazi do aktiviranja adenilat ciklaze i povećanja nivoa cAMP-a 

(Grigoriadis i sar. 2001). CRHR1, dominantan u adenohipofizi, ima visoki afinitet 

vezivanja CRH kao i aktivacije POMC transkripcije. Aktivnost ovih receptora 

modulisana je bivalentnim katjonima, kao i guanil-nukleotidom, dok se smanjenje broja 

receptora (down-regulacija) javlja kao odgovor na adrenalektomiju, tretman 

glukokortikoidima i hroničan stres. Nasuprot tome pomenute promene/intervencije 

nemaju uticaj na broj receptora u mozgu. Pored velike zastupljenosti u pars tuberalis 

hipofize, veće količine CHRH1 prisutne su kori velikog mozga, hipokampusu, Arc 

jedru, amigdalama. CRHR2 su prisutni u perifernim tkivima, nadbubrežnim žlezdama, 

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

 

1.3.2. Adrenokortikotropne ćelije hipofize i adrenokortikotropni hormon  

Kao odgovor na oslobañanje CRH, ACTH ćelije, identifikovane 1967 (Yamada 

i Yamashita), sitetišu i oslobañaju ACTH. Korišćenjem imunocitohemijskih metoda 

pokazano je da su ACTH ćelije prvi tip ćelija koji počinje da sintetiše hormone tokom 

fetalnog razvoja, u periodu kada još nije ni uspostavljena definitivna adultna 

organizacija hipofize. ACTH je imunocitohemijski obeležen najpre u ćelijama budućeg 

pars tuberalis, 13. dana razvoja fetusa pacova, a zatim u pars distalis 14. dana fetalnog 

razvoja, a oko 17. dana fetalnog razvoja u pars intermedia (Chatelain i sar. 1979; 

Manojlović i sar. 2007).  

ACTH ćelije su nepravilnog oblika, sa citoplazmatičnim produžecima izmeñu 

drugih ćelija, uglavnom izmeñu GH ćelija (Milošević i sar. 2012b). Dijametar njihovih 

sekretornih granula iznosi oko 200 nm i smeštene su na periferiji citoplazme, dok se 

mitohondrije, endoplazmatični retikulum i Goldžijev kompleks nalaze u blizini nukleusa 

(Horvath i Kovacs 1988).  
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ACTH ćelije sintetišu produkte proopiomelanokortinskog (POMC) gena i to 

ACTH, β-lipotropin i endorfine. 4,5-kDa ACTH polipeptid se sastoji od 39 

aminokiselina i veoma se malo razlikuje kod primata i drugih vrsta (svega u dve amino-

kiseline: na 31. i 33. poziciji) (Melmed i Kleinberg, 2002). Prvi produkt translacije 

POMC je lanac dug 266 aminokiselina, koji je prekursor za adrenokortikotropne, 

opioidne i melanotropne peptide. Daljom obradom nastaje ACTH koji se može prevesti 

u α-melanocitni oslobañajući hormon ili intermedijarni peptid sličan kortikotropinu. 

CRH, citokini (IL-1, IL-2, IL-6), vazopresin, kateholamini i VIP zajedno aktiviraju 

gensku ekspresiju POMC, dok je glukokortikoidi inhibiraju (Melmed i Kleinberg, 

2002).  

ACTH receptori (ACTHR) brojni su na membranama ćelija kore nadbubrežnih 

žlezda, gde dovode do povećanja sinteze i oslobañanja glukokortikoida, dok u manjem 

stepenu stimulišu produkciju mineralokortikoida i androgena (Gantz i sar. 1993). 

ACTH signal preko adenilat ciklaze reguliše transkripciju citohrom P450 enzima 

(Melmed i Kleinberg 2002). Delujući pozitivno na sintezu sopstvenog receptora ACTH 

je u mogućnosti da kontroliše i sopstvenu sintezu. Prisustvo iRNK za ACTHR 

dokazano je u ACTH ćelijama adenohipofize. Inhibitorni uticaj glukokortikoida na 

ACTH sintezu i sekreciju izostaje u nekim slučajevima, uslovima hroničnog stresa i 

Kušingovog sindroma (Morris i sar. 2003).  

U sinergizmu sa CRH stimulacija sekrecije ACTH potencirana je AVP-om, 

oksitocinom, angiotenzinom II, noradrenalinom i adrenalinom (Baird i sar. 1982; Gillies 

i sar. 1982), dok sam AVP ima malu ACTH sekretagognu aktivnost (Scott i Dinan 

1998). Pozitivna recipročna interakcija izmeñu CRH i AVP (jedan hormon stimuliše 

oslobañanje drugog) prisutna je na nivou hipotalamusa. Sposobnost stimulacije 

oslobañanja ACTH iz ACTH ćelija hipofize imaju urotenzin, urokortin i sovagin, koji se 

i mogu vezati za CRH receptore. Cirkadijalni ritam ACTH sekrecije generiše Sch jedro, 

a kortikosteroidi utiču kako na cirkadijalni tako i ultradijalni ritam sekrecije ACTH. 

Stres, endogenog ili egzogenog porekla, deluje centralno, povećavajući amplitudu 

sekrecije ACTH, dok kortikosteroidi deluju na suprotan način. 
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1.4.Estrogeni i fitoestrogeni-izoflavoni soje  

1.4.1.Estrogeni 

Značajan pomak u razvoju reproduktivne biologije vezan je za kasne dvadesete 

godine prošlog veka, a ogledao se u objavljivanju radova o supstancama koje utiču na 

reprodukciju, a luče ih gonade. Prvi izolovani hormon je bio estron, poreklom iz urina 

trudnice, a izolovali su ga Doisy i sar. 1929. godine (Simoni i sar. 2002).  

Estrogeni pripadaju porodici steroidnih hormona, s obzirom da je za njihovu 

sintezu neophodan holesterol. Ćelije koje sintetišu steroidne hormone, pored de novo 

sinteze, unose holesterol vezan sa proteinima u obliku lipoproteina. Nakon ulaska 

lipoproteina u ćeliju aktivira se acil-CoA-holesterol transferaza koja omogućava 

esterifikaciju i skladištenje holesterola u obliku lipidnih kapi. Katalitičkom aktivnošću 

holesterol esteraze, od holesterola, koji je u obliku estra, dobija se deesterifikovan 

holesterol koji ulazi u mitohondrije. Uzevši u obzir činjenicu da testosteron i estradiol 

imaju manji broj C atoma od holesterola, prva faza u sintezi steroidnih hormona je 

uklanjanje fragmenta od šest C atoma iz bočnog lanca holesterola, pri čemu nastaje 

pregnenolon. U tom procesu prvo dolazi do hidroksilacije holesterola na C20-atomu, a 

zatim na C22-atomu, u cilju raskidanja veze izmedju C20 i C22-atoma, a reakciju 

katalizuje enzim dezmolaza (citohrom P450scc, side-chain cleavage ili CYP 11A1). 

Pregnenolon izlazi iz mitohondrija i u citoplazmi, uz prisustvo enzimskog kompleksa, 

može biti metabolisan na dva načina, odnosno duž dva biohemijska puta (Voet i Voet, 

2004). Prema prvom putu, od pregnenolona se u dva koraka sintetiše progesteron, 

oksidacijom 3'-OH grupe pregnenolona u 3'-keto grupu i izomerizacijom ∆5-dvogube 

veze u ∆ 4-dvogubu vezu, reakcijama koje katalizuje enzim ∆∆∆∆5-3β-hidroksisteroid 

dehidrogenaza / ∆5-4 – izomeraza (3βHSD). Progesteron je prekursor u biosintezi 

androgena i estrogena. Njihova biosinteza otpočinje hidroksilacijom progesterona na 

C17-atomu od strane enzima 17α-hidroksilaza/17, 20 liaze (CYP17), pri čemu se dobija 

17α-hidroksiprogesteron, koji se transformiše u androgen androstenedion eliminacijom 

bočnog lanca koji se sastoji od C20-i C21-atoma. Redukcijom C17-keto grupe 

androstenediona pod uticajem 17β-hidroksisteroid dehidrogenaze nastaje testosteron. 

Aromatizacijom prstena A i gubitkom C19-metil grupe testosterona nastaje estradiol. 

Ovu reakciju katalizuje enzim aromataza P450 (CYP 19). Meñutim, od androstenediona 

uz prisustvo CYP 19 može nastati i estron, a od estrona uz prisustvo 17β-hidroksisteroid 
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dehidrogenaze, nastaje takoñe 17β-estradiol (Voet i Voet, 2004). Prema drugom putu, 

uz prisustvo enzima CYP17, pregnenolon prelazi u 17α-hidroksipregnenolon, a od 17α-

hidroksipregnenolona nastaje DHEA. Od DHEA, uz prisustvo enzima 3βHSD nastaje 

androstenedion. Od androstenediona kao i prema prvom putu, nastaju testosteron, estron 

i estradiol. 17β-estradiol i estron nastaju od testosterona i androstenediona u 

agranulisanom endoplazmatičnom retikulumu, procesom aromatizacije. De facto 

aromatizacija je proces hidroksilacije i gubitka metil grupe na C-19 i eliminacija 1. i 2. 

vodonika u A prstenu uz učešće CYP19 (Voet i Voet 2004).  

Primarni izvor 17β-estradiola, biološki najaktivnijeg estrogena, su jajnici, dok su 

aromataze, neophodne za njegovu sintezu, zastupljene i u masnom i mišićnom tkivu, 

testisima (Ghayee i Auchus 2007). Svi pomenuti enzimi, potrebni za konverziju 

holesterola u estrogen, pronañeni su u moždanom tkivu (Micevych i Mermelstein 2008), 

te mozak moze funkcionisati i kao autonomni steroidogeni organ. Biološki slabiji 

estrogeni (estron, estriol) se uglavnom formiraju u jetri i placenti. U krvi se estrogeni 

nalaze vezani za transportne globuline i albumine, a svega 2-3% je slobodno i biološki 

aktivno. Razlaganje estrogena odvija se u jetri te se izlučuju urinom ili kroz žuč 

uglavnom u obliku estriola. Lučenje estrogena regulisano je GnRH hipotalamusa koji 

stimuliše lučenje FSH i LH (Pardridge 1986; Ghayee i Auchus 2007). 

 

1.4.1.1. Ćeliski mehanizmi delovanja estrogena 

Kako su estrogeni rastvorljivi u lipidima u ćeliju ulaze prostom difuzijom. 

Estrogeni mogu da deluju genomskim i ne genomskim mehanizmima. 

Sve do 1960. godine verovalo se da estrogeni deluju na enzimske procese 

(Jensen i Jordan 2003). Jensen i Jacobsen (1962) su pokazali da u nekim tkivima dolazi 

do koncentracije radioaktivnog estradiola nasuprot gradijentu koncentracije, što ukazuje 

na prisustvo intracelularnog hormon-vezujućeg proteina. Zajedno sa drugom grupom 

istraživača (Toft i Gorski 1966) ovaj efekat pripisan je prisustvu estrogenog receptora 

(ER) koji pripada superfamiliji jedarnih receptora. Pored ER ovoj familiji pripadaju 

glukokortikoidni, mineralokortikoidni te progestinski receptori, receptori za vitamin A, 

D, prostaglandine i tiroidne hormone (Pavao i Traish 2001). U ovu familiju se ubrajaju i 

receptori za koje ligandi još nisu identifikovani, takozvani receptori siročad (orphan 

receptors). Nakon vezivanja hormona za receptor i njegove transformacije, kompleks 



 

 29

receptor-ligand se vezuje za DNK specifične elemente tzv. „hormone response 

elements“ i na taj način regulišu transkripciju ciljnih gena (Tsai i O’Malley 1994). Kada 

ER nije vezan za svoje ligande stabilizovan je proteinima toplotnog šoka u jedru ili 

citoplazmi.  

Do sada su identifikovana dva tipa receptora za estrogen: alfa (ERα) i beta 

(ERβ). Gen za estrogenski receptor α identifikovana je 1985, dok je gen za ERβ 

otkriven desetak godina kasnije (Walter i sar. 1985; Pace i sar. 1997). ERα se 

dominantno nalaze u specifičnim organima kao što su mlečna žlezda, materica i vagina, 

a uključeni su u regulaciju reprodukcije (Kuiper i Gustafsson 1997). ERβ se pored 

reproduktivnog trakta nalaze i u CNS, kardiovaskularnom, imunom, urinarnom i 

digestivnom sistemu i u plućima. Ovaj receptor vezuje estradiol sličnim afinitetom kao i 

ERα (Kuiper i sar. 1997; 1998). Kada se u istom tkivu nalaze ERα i ERβ, vezivanje 

liganda za ERβ je dominantnije (Kuiper i Gustafsson 1997). ERα i ERβ kuplovani 

ligandima imaju sposobnost da se za promotorski region ciljnog gena vežu u obliku 

homo i hetero-dimera: ERα homodimer, ERβ homodimer i ERα/ERβ heterodimer 

(Pavao i Traish 2001). 

Kloniranjem gena koji kodira ERα kod ljudi i različitih vrsta životinja utvrñeno 

je postojanje 6 regiona (A, B, C, D, E, F) koji ulaze u sastav ER. Sekvence 

aminokiselina u ovim regionima se razlikuju u zavisnosti od vrste životinja (Kumar i 

sar. 1987). Funkcionalna analiza ERα pokazuje postojanje regiona sa različitim 

funkcijama i to: region za vezivanje sa DNK, region za vezivanje sa ligadom-

hormonom, region za formiranje dimera, region za vezivanje proteina i region za 

aktivaciju transkripcije (Tjian i Maniatis 1994; Tremblay i sar. 1997). ERβ je kloniran 

kod pacova (Kuiper i sar. 1996), a nakon toga kod miša (Mosselman i sar. 1996; 

Enmark i sar. 1997) i ljudi (Tremblay i sar. 1997). Kod ljudi gen za ERβ je lokalizovan 

na 14. hromozomu, dok je gen za ERα lokalizovan na 6. hromozomu (Enmark i sar. 

1997; Enmark i Gustafsson 1999). Istraživanja ERβ kod ljudi ukazuju na postojanje 

nekoliko izoformi ovog receptora (Mosselman i sar. 1996; Moore i sar. 1998; Ogawa i 

sar. 1998). 
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Crtež 1.9. Struktura estrogenog receptora (www. wikipedia.org) 
 

Mozak, kao i periferne organe karakteriše prisustvo ER. Autoradiografske studije 

ukazuju na moždanu distribuciju ER (Stumpf i Sar 1976), dok je tačna lokalizacija u 

odreñenim moždanim strukturama utvrñena nakon imunohistohemijskih studija. 

Moždane stukture pokazuju heterogenost u distribuciji ER. Kod glodara ER je 

lokalizovan ne samo u neuronima već u glijalnim (Jung-Testas i sar. 1992; Platania i 

sar. 2003; Mhyre i Dorsa 2006) i neuralnim stem ćelijama (Brannvall i sar. 2002). ERα 

dominira u hipotalamusu, hipokampusu i preoptičkoj oblasti, više ili manje zastuljen je 

u korteksu i malom mozgu, dok je ERβ prisutan korteksu, malom mozagu, septumu, 

preoptičkoj oblasti, talamusu, u odreñenim jedrima moždanog stabla (Shughrue i sar. 

1997a,b). U pojedinim oblastima, npr. preoptičkoj oblasti, oba tipa receptora 

podjednako su zastupljena (Shughrue i Merchenthaler 2001). Količina ER varira u 

odnosu na koncentraciju estrogena u cirkulaciji tokom estrusnog ciklusa. Tako je u 

optičkiom region količina ER mRNA je niska u period visoke koncentracije estrogena, 

dok se u arkuatnom jedru dešava suprotno (Shughrue i sar. 1992). Dosadašnja 

istraživanja pokazuju prisustvo isključivo ERα u ventromedijalnom nukleusu, dok je 

ERβ prvenstveno zastupljen u SO, PVN, Sch i tubelarnom jedru hipotalamusa. 

Ekspresija oba receptorska tipa prisutna je u neuronima Arc jedra (Kuiper i sar. 1997a; 

Shughrue i sar. 1997a; Chu i Fuller 1997; Laflamme i sar. 1998).  

Aktivacija ER estrogenima dovodi do povećenja sinteze proteina za nekoliko 

minuta do sata. S druge strane estrogeni mogu izmeniti električnu aktivnost neurona u 

sekundi (Kelly i sar. 1976), povećati cAMP u materici za 15 sekundi (Szego i Davis 

1967), što predstavlja vremenski suviše kratak period za de novo sintezu protein. 

Različiti autori su identifikovali skraćenu formu hERα od 46 kDa, koju su kroz različite 

eksperimentalne pristupe povezali sa membranskim odgovorom različitih tkiva na 

estrogen, ali njegova uloga u negenomskoj signalizaciji još nije definitivno potvrñena 
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(Monje i Boland 1999; Flouriot i sar. 2000). Izgleda da se signalizacija estrogenima 

odvija i negenomskim mehanizmima, koji ne zavise od prisustva jedarnih ER, i veoma 

brzo dovode do efekta, što verovatno uključuje prisustvo membranskog receptora 

(Segars i Driggers 2002) ili interagovanje ovih hormona sa drugim signalnim putevima 

(cross-talk), pre svega sa SRC Tyr kinazama i MAP-kinaznim putevima signalne 

transdukcije.  

 

1.4.2. Fitoestrogeni-izoflavoni soje 

Upotreba odreñenih biljnih vrsta tokom prošlosti, a i danas, kao deo 

tradicionalne medicine i folklora naroda, izmeñu ostalog se dovodi u vezu sa njihovim 

estrogenskim dejstvom. Tako je konzumiranje nara povezivano sa plodnošću (Price i 

Fenwick 1985), dok je biljka Pueraria mirifica korišćena za podmlañivanje i kao 

afrodizijak (Bradbury i White 1954). Zanimljivo je da je srednjevekovno katoličko 

sveštenstvo verovalo da se libido može smanjiti konzumacijom hmelja (Fuhrmann 

1986). Prvi dokaz da biljni ekstrakti mogu imati estrogeno dejstvo potiču iz tridesetih 

godina XX veka, a sedamdesetih se govori o stotinama biljaka koja sadrže jedinjenja sa 

estrogenim efektom. Četrdesetih godina kao uzrok neplodnosti ovaca u Zapadnoj 

Australiji navodi se ishrana, tj. ispaša ovaca na livadama bogatim detelinom (Bennetts i 

sar. 1946). Folman i Pope (1966) ukazuju na postojanje kompeticije izmeñu aplikovanih 

fitoestrogena i endogenih steroida, kao i na to da njihov relativni odnos determiniše 

estrogensku, odnosno antiestrogensku aktivnost. Ovim se može objasniti dominantan 

estrogenski efekat fitoestrogena zapažen kod ovaca, odnosno antiestrogenski prisutan 

kod ljudi, kod kojih je koncentracija cirkulišućih estrogena relativno visoka. Učestalost 

javljanja odreñenih bolesti kod ljudi može se dovesti u vezu sa načinom ishrane. U 

Azijskih naroda u čijoj su ishrani visoko zastupljeni sojini proizvodi smanjen je rizik od 

karcinoma dojke, prostate kao i od kardiovaskularnih bolesti (Adlercreutz i Mazur 

1997).  

Estrogenske efekte ispoljavaju različita jedinjenja poreklom iz životinja, biljaka i 

mikroorganizama. Takoñe, pojedina industrijski dobijena jedinjenja ili produkti njihove 

degradacije poseduju estrogensko delovanje. Tako pesticidi i insekticidi sadrže 

jedinjenja sa estrogenskom aktivnošću koja se klasifikuju kao ksenoestrogeni. 

Potencijalno štetno dejstvo ksenoestrogena danas se pomno prati, s obzirom na 
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oskudnost podataka o njihovom dugotrajnom dejstvu na živi svet (Davis i Bradlow 

1995). 

Termin fitoestrogeni obuhvata jedinjenja sa hemijskom strukturom i biološkom 

aktivnošću sličnom 17β estradiolu. U fitoestrogene ubrajamo i jedinjenja koja se in 

vivo transformišu u jedinjenja slična estrogenima (Setchell 1985) ili prouzrokuju efekte 

koji bi se mogli očekivati kao posledica egzogene aplikacije estrogena (Kuiper i sar. 

1998). Najzastupljenija klasifikacija obuhvata tri glavne grupe fitoestrogena: 

izoflavonoide u koje spadaju izoflavoni i kumestani, lignane i ostale (Murkies i sar. 

1998). Prisutni su kako u biljkama tako i u njihovim semenima. Pojedinačna biljka 

obično sadrži više od jedne grupe fitoestrogena. Tako je zrno soje bogato izoflavonima, 

dok klica soje obiluje kumestrolom, najzastupljenijim kumestanom (Price i Fenwick 

1985). 

Fitoestrogeni su nalaze u velikom broju biljnih vrsta koje se svakodnevno 

koriste kako u ljudskoj tako i u životinjskoj ishrani: začini (luk, miroñija, kim, peršun), 

mahunarke (soja, grašak, detelina), zrnevlje (žito, ječam, raž, pirinač, ovas), povrće 

(šargarepa, krompir), voće (jabuka, šljiva, kruška, grožñe, urma, trešnja) kao i pića 

(pivo, kafa) (Kurzer i Xu 1997). Zanimljivo je da obolela biljka (napadnuta insektima i 

gljivicama) Medicago sativa (alfalfa) produkuje fitoestrogene (kumestrol, sativil itd), 

dok zdrava biljka sadrži veoma male količine istih (Loper i sar. 1968). Proizvodi od 

soje, bilo prehrambeni (sojino mleko, sojin jogurt, tofu, soja sos) bilo u vidu 

suplemenata u ishrani ili medicinskih preparata, predstavljaju dominantan komercijalni 

izvor izoflavona za savremenog čoveka. 

 

Crtež 1.10. Plod biljke soje i strukturna formula genisteina i daidzeina (www. 
viable-herbal.com)  
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Veliki procenat izoflavona zastupljen je u biljci soji Najpoznatiji izoflavoni: 

genistein, daidzein i glicitein koji se nalaze u soji po hemijskoj strukturi su triciklični 

bifenolni aglikani. U soji genistein je najzastupljenija, a ujedno i najaktivnija 

komponenta, dok se daidzein i glicitein nalaze u manjem procentu. Kompleksne 

strukture iz kojih se izvode genistein, daidzein i glicitein su, zapravo, njihove 

glikozilovane forme. Genistin, 6′−0−malonil genistin i 6′−0−acetil genistin su 

glikozilovane forme genisteina, dok su glikozilovane forme daidzeina daidzin, 

6′−0−malonil daidzin i 6′−0−acetil daidzin. Glikozilovane forme gliciteina su 

predstavljene glicitinom, 6′−0−malonil glicitinom i 6′−0−acetil glicitinom. 

Malonil−glikozidi genisteina su najzastupljenija forma izoflavona u soji (Kulling i sar. 

2002). Procesima digestije glikozilovane forme se enzimatski prevode u crevima u 

bifenolne aglikane, jedinjenja strukturno slična estrogenu (Setchell i sar. 1984). Kao 

krajnji produkt metabolizma daidzeina nastaje molekul visoko potentnog ekvola 

(Setchell i sar. 2002). Apsorbovani u crevima izoflavoni ulaze u enterohepatičku 

cirkulaciju i mogu biti ekskretovani putem žuči nakon dekonjugacije 

gastrointestinalnom florom, reapsorbovani, rekonjugovani u jetri i ekskretovani urinom 

(Axelson i Setchell 1981; Adlercreutz i sar. 1986). Koncentracija lignana i izoflavona 

može biti izmerena u urinu, krvnoj plazmi, fecesu, žuči, salivi i mleku (Adlercreutz i 

sar. 1987). Čak i pri kontrolisanom doziranju izoflavona prisutne su široke individualne 

razlike u njihovoj koncentraciji. Metabolizam izoflavona, i uopšte fitoestrogena, unetih 

per os odreñuje gastrointestinalna flora, te ga unošenje antibiotika i bolesti creva mogu 

izmeniti (Setchell i sar. 1984). Masnoće u ishrani, proteini, alkohol, različiti 

mikronutrijenti, voće, povrće, odnosno hrana bogata celuloznim vlaknima znatno utiču 

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

 

1.4.2.1. Ćelijski mehanizmi delovanja fitoestrogena-izoflavona soje 

Mehanizam delovanja fitoestrogena još uvek nije rasvetljen u potpunosti. Danas 

sa sigurnošču govorimo o više različitih mehanizama njihovog delovanja na ćelijskom 

nivou.  

 Sojini izoflavoni imaju slabo estrogensko dejstvo koje ostvaruju vezujući se za 

ER α i β. Kostelac i sar. (2003) su pokazali da se genistein vezuje s većim afinitetom od 

daidzeina za oba tipa ER, kao i to da se oba ova izoflavona vezuju sa mnogo većim 
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afinitetom za ER β: 50% efikasnosti aktivacije (EC50) ERα odgovara 0.03 µmol–a 17β 

estradiola, za genistein ta količina iznosi 15µmol–a, a za daidzein >300µmol–a. EC50 za 

ERβ  odgovara 0.01µmol-u 17β estradiola, 0.03µmol–u genisteina i 0.035µmol–u 

daidzeina. Ova svojstva daju genisteinu i daidzeinu status selektivnih modulatora 

estrogenskih receptora (SERM), što znači da oni u nekim tkivima mogu delovati kao 

agonisti ili agonisti/antagonisti, kompetirajući sa endogenim estradiolom za mesto 

vezivanja i, u skladu sa tim, mogu da stimulišu ili antagoniziraju (blokiraju) delovanje 

17β estradiola. Patisual (2005) navodi da se izoflavoni in vivo podjednako dobro vezuju 

i za ER α i β, dok in vitro pokazuju veći afinitet vezivanja za ERβ. Da li će izoflavoni 

delovati kao agonisti ili antagonisti estogena zavisi i od količine izoflavona tj. efekat 

izoflavona dozno je zavistan (Setchell i Cassidy 1999).  

 Istraživanja reproduktivnog ponašanja ovaca (Bennetts i sar. 1946) pokazuju 

estrogensko dejstvo izoflavona. Takvo delovanje podrazumeva hipertrofije uterusa na 

šta ukazuju istraživanja Price i Fenwick (1985). Izoflavoni se generalno vezuju za ER 

koji su slobodni (pri niskom nivou endogenih estrogena) i estrogenski efekat je 

potenciran aplikovanjem nižih doza izoflavona (Adlercreutz i sar. 1997), a inhibiran 

usled kompeticije, aplikovanjem viših doza izoflavona. Niske koncentracije genisteina 

[10-5-10-8] stimulatorno deluju na rast MCF-7 humane ćelijske linije karcinoma dojke, 

dok više [10-4-10-5] koncentracije deluju inhibitorno, pokazala je in vitro studija (Wang i 

sar. 1996). Tretman sojinim izoflavonima povećava produkciju SHBG (sex hormone 

binding globulin) u jetri i na taj način umanjuje efekte polnih hormona s obzirom da 

SHBH, vezujući se za receptore na ćelijskoj površini, regulišući dostupnost ili dejstvo 

polnih hormona na veoma selektivan način (Adlercreutz i sar. 1987; Hammond 1995). 

Zajednički tretman genisteinom i estradiolom smanjuje preuzimanje estradiola u 

uterusu, te u ovom slučaju govorimo o anti-estrogenskom delovanju genisteina 

(Messina 1994). 

 Jedan od mogućih mehanizama delovanja estogena i izoflavona soje je 

kuplovanje sa androgenim receptorom (AR). AR, takoñe poznat kao NR3C4 (nuklearni 

receptori podfamilija 3, grupa C, član 4), pripada grupi nuklearnih receptora (Lu i sar. 

2006) i aktivira se vezivanjem testosterona ili dihidrotestosterona (DHT) (Roy i sar. 

1999a) u citoplazmi, a potom se ovaj receptor-ligand kompleks translocira u jedro gde 

učestvuje u regulaciji genske transkripcije. Blizak je progesteronskom receptoru te veće 
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doze progesterona mogu dovesti do blokade AR (Bardin i sar. 1983; Raudrant i Rabe 

2003). Kao ER, AR interaguje sa proteinima signalne transdukcije u citoplazmi što 

dovodi do brzih promena u ćelijskoj funkciji nezavisno od genske transkripcije 

(Heinlein i Chang 2002; Fix i sar. 2004). Endogeni estradiol se vezuje za AR skoro 

istim afinitetoma kao i DHT dok se genistein i daidzein vezuju sa nešto manjim (Wang i 

sar. 2010). U reproduktivnim organima mužjaka pacova brojnost AR je velika, dok je u 

bubrezima, jetri, kori nadbubrežnih žlezda, hipofizi, srcu glatkoj muskulaturi manja. 

Prisustvo AR potvrñeno je u ćelijama CNS, tako je PVN jedro pozitivano na prisustvo 

AR, te androgeni mogu direkno uticati na sintezu CRH kod ljudi (Bao 2006). 

Izoflavoni soje i njihovi metaboliti u organizmu sisara mogu delovati i drugim 

mehanizmima nezavisno od receptora (Barnes i sar. 2000). Tako deluju na aktivnost 

enzima, proteinsku sinezu, ćelijsku proliferaciju, angiogenezu, transport kalcijuma, Na+/ 

K+ adenozin trifosfatazu, faktore rasta, oksidaciju masti, i ćelijsku diferencijaciju 

(Knight i Eden 1996; Adlercreutz i Mazur 1997). Njihovo delovanje na enzime je 

višedimenziono. 

Genistein i daidzein direktno inhibiraju neke od najznačajnijih enzima 

uključenih u sintezu i metabolizam steroida, te na taj način modulišu biološku aktivnost 

endogenih estrogena, testosterona i glukokortikoida (Kao i sar. 1998; Whitehead i sar. 

2002; Holzbeierlein i sar. 2005; Ohno i sar. 2002). Genistein je, potentan inhibitor Tyr 

kinaza, enzima koji imaju ključnu ulogu u signalnim putevima ćelijske proliferacije i 

rasta (Akiyama i sar. 1987), dok je ovakvo dejstvo daidzeina mnogo slabije izraženo 

(Yokoshiki i sar. 1996). Scholar i Toews (1994) su pokazali da visoke koncentracije 

daidzeina in vitro značajno inhibiraju invaziju ćelija karcinoma dojke posredovanu Tyr 

kinzama. In vitro studije Zhang i sar. (2001) su pokazale da genistein inhibira 

proliferaciju adenohipofiznih ćelija pacova. Genistein takoñe inhibira enzime DNK 

topoizomeraze, kao i histidin kinazu (Adlercreutz i Mazur 1997). 

 

1.4.2.2. Biološki efekti izoflavona soje 

U sklopu ili mimo vezivanja za estrogenske receptore (tj. estrogenskog, 

antiestrogenskog i ostalih mehanizama), sojini izoflavoni mogu delovati 

antioksidativno, antikarcinogeno, antiaterogeno, hipolipidemijski, osteoprotektivno i 
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imunosupresivno. Brojni su podaci koji ukazuju na njihove metaboličke efekte, kako 

sistemske tako i na ćelijskom nivou. 

 Antioksidativno dejstvo je fundamentalna karakteristika izoflavona iz koje 

proizlazi čitav niz bioloških dejstava, uključujući: antibakterijsko, antiviralno, 

antiinflamatorno, antialergijsko, antitrombotsko, antimutageno, antikarcinogeno i 

vazodilatatorno (Rao i sar. 1997; Huang i sar. 1999). Izoflavoni soje antioksidativno 

dejstvo ispoljavaju direktno, vezujući i uklanjajući slobodne radikale iz medijuma ili 

indirektno, aktivirajući enzime antioksidativne zaštite ili menjajući fluidnost 

membrana.  

Hemijska struktura izoflavona, odnosno prisustvo hidroksilnih grupa kao supstituenata 

na aromatičnim prstenovima je odgovorna za njihovu sposobnost direktnog uklanjanja 

slobodnih radikala (Heijnen i sar. 2001), čime biva sprečena ili odložena oksidacija 

drugih molekula putem sprečavanja inicijacije ili propagacije u oksidativnom lancu. 

Neka istraživanja ukazuju da je za uklanjanje slobodnih radikala iz medijuma 

izoflavonima bitniji položaj hidroksilnih grupa od njihovog broja (Chen i sar. 2002). 

Ista studija sugeriše da su hidroksilne grupe u ortho- položaju prstena B (kakav je 

slučaj kod genisteina) najznačajnije aktivne grupe i da sa slobodnim radikalima 

učestvuju u formiranju intramolekulske vodonične veze pri čemu nastaje stabilna, 

rezonantna ortho-benzokvinonska struktura. Ovakva antioksidativna aktivnost 

izoflavona je utvrñena kako u in vivo, tako i u in vitro studijama, u većoj ili manjoj 

meri, za slobodne radikale različite hemijske prirode: superoksid anjon, vodonik 

peroksid, hidroksil, peroksil, peroksinitril, galvinoksil i difenilpikrilhidrazil radikal 

(Mitchell i sar. 1998; Guo i sar. 2002). Genistein po svemu sudeci može i da stimuliše 

produkciju superoksid dismutaze, izuzetno značajnog enzima antioksidativne zaštite u 

neutralisanju slobodnih radikala (Takekawa i sar. 2006; Borras i sar. 2006). 

Indirektnim putem izoflavoni ispoljavaju svoje antioksidativno dejstvo 

aktivirajući enzime antioksidativne zaštite ili menjajući fluidnost membrana. Wei i sar. 

(1995) navode da je genistein potentan inhibitor produkcije vodonik−peroksida u HL60 

ćelijama, i inhibitor geneze superoksid anjona preko enzima ksantin oksidaze. Pored 

toga, genistein kod miševa povećava aktivnost antioksidativnih enzima: katalaze, 

superoksid dizmutaze, glutation peroksidaze i glutation reduktaze (Mitchell i sar. 

1998). Takoñe, utvrñeno je da pojedini izoflavoni, slično holesterolu i α-tokoferolu, 
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ugradnjom unutar hidrofobnog jezgra membrane uzrokuju izraženo sniženje lipidne 

fluidnosti u tom regionu membrane i njenu stabilizaciju (Guo i sar. 2002). Nasuprot 

tome rezultati naše laboratorije ukazuju na različitu distribuciju genisteina i daidzeina u 

ćelijskoj membrani. Genistein smanjuje fluidnost membrane u površinskom regionu 

membrane, a daidzein povećava fluidnost u dubini membrane (Ajdžanović i sar. 2010). 

 Utvrñeno je da izoflavoni inhibiraju lipidnu peroksidaciju i moduliraju 

produkciju prostaglandina i leukotrijena uključenih u karcinogenezu, te tako snižavaju 

rizik pojave maligne proliferacije ćelija (King i McCay 1983). Učestalost karcinoma, 

zavisnih od koncentracije hormona, je niža u zemljama Azije i Istočne Evrope nego u 

zapadnim zemljama (Adlercreutz 1990) kao i kod vegetarijanaca (Hunter i sar. 1996). 

Poreñenjem podataka o ishrani i stopi smrtnosti u različitim zemljama, karcinomi 

dojke, ovarijuma, prostate i debelog creva pokazuju negativnu korelaciju sa unosom 

izoflavona (Rose i sar. 1986). Predloženo je nekoliko mehanizama za moguće 

antikancerogeno dejstvo izoflavona. Oni uključuju inhibiciju enzima uključenih u 

biosintezu estradiola (Ibrahim i Abul-Hajj 1990; Pelissero i sar. 1996), inhibiciju Tyr 

kinaza (Ullrich i Schlessinger 1990), inhibiciju DNK topoizomeraze I i II (Yamashita i 

sar. 1990), kao i inhibiciju angiogeneze (Fotsis i sar. 1997).  

 Postoje podaci koji ukazuju da izoflavoni inhibitorno utiču na sekreciju 

gonadotropina (Cassidy i sar. 1995), što se negativno odražava na nivo estradiola i 

progesterona u plazmi, a i utiče na dužinu menstrualnog ciklusa (Lu i sar. 1996a). 

Sniženje nivoa estradiola u plazmi može biti direktna posledica inhibicije aromataze, ili 

indirektna, sniženjem koncentracije gonadotropina u plazmi. Pored aromataze, 

izoflavoni inhibiraju još dva enzima uključena u biosintezu estradiola, 3β-

hidroksisteroid dehidrogenazu i 17β-hidroksisteroid oksidoreduktazu I. Ovi efekti 

izoflavona smanjuju rizik pojave karcinoma dojke, jer se smanjenjem nivoa estradiola 

gubi i jak stimulus za proliferaciju malignih ćelija. Genistein inhibira rast malignih 

ćelija karcinoma dojke kako in vitro tako i in vivo (Peterson i Barnes 1991; 

Constantinou i sar. 1995). Utvrñeno je da u Severnoj Americi imigrantkinje iz Japana 

češće obolevaju od karcinoma dojke nego što je to slučaj kod žena koje žive u Japanu 

(Shimizu i sar. 1991). Ista studija ukazuje da je stopa karcinoma dojke imigrantkinja iz 

Japana nakon dugogodišnjeg života u Severnoj Americi, kao i njihovih ćerki gotovo ista 

kao kod autohtonih Amerikanki. Ovakve studije ukazuju na značaj ishrane (koja u 
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Japanu obiluje proizvodima od soje) u etiologiji karcinoma dojke. Naravno, uprkos 

svim ovim pozitivnim efektima izoflavona na sniženje rizika obolevanja od karcinoma 

dojke, treba imati na umu da oni imaju slabo estrogensko dejstvo i da će, pod odreñenim 

eksperimentalnim uslovima, uvek stimulisati ćelijsku proliferaciju i ekspresiju gena 

zavisnih od estrogena (Makela i sar. 1994). Pored inhibicije proliferacije ćelija 

karcinoma dojke, genistein ima slično dejstvo i kod karcinoma prostate. Studije, 

izvedene na muškarcima Japanskog porekla koji žive na Havajima, su ukazale na snižen 

rizik obolevanja od karcinoma prostate kao posledica ishrane bogate proizvodima od 

soje (Severson i sar. 1989). Druge, pak, vršene na Japanskim imigrantima u Severnoj 

Americi, govore o povećanoj stopi karcinoma prostate u kratkom periodu nakon 

imigracije (Baghurst i Rohan 1994), ukazujući na značaj ishrane u genezi ove vrste 

karcinoma. Utvrñeno je da genistein inhibira rast kako androgen zavisnih, tako i 

androgen nezavisnih malignih ćelija karcinoma prostate u kulturi ćelija (Rokhlin i sar. 

1995). Da bi se postigao ovaj efekat, potrebne su visoke doze genisteina (Peterson i 

Barnes 1993). Utvrñeno je, takoñe, sniženje nivoa intracelularnih, prostata-specifičnih 

antigena (PSA) u kulturi ćelija humanog karcinoma prostate nakon dodavanja genisteina 

u medijum (Adlercreutz i sar. 1995). Smatra se da genistein snižava konverziju 

testosterona u 5α-dihidrotestosteron, i na taj način redukuje intracelularne androgene 

efekte u prostati te usporava rast malignih ćelija (Evans i sar. 1995). Meñutim, 

razmatrajući genistein kao potencijalni terapeutik kod obolelih od karcinoma prostate, 

teško je evaluirati rezultate dobijene in vitro i izvršiti njihovu ekstrapolaciju na živi 

sistem, pogotovo što rezultati dobijeni u našoj laboratoriji ukazuju na ekstremno 

povećanje lučenja DHEA iz zona reticularis kore nadbubrežne žlezde pacova nakon 

tretmana genisteinom (Ajdžanović i sar. 2009). Kod tumora testisa i prostate, koji su 

zavisni od prisustva androgena, takvo njegovo dejstvo bi bilo kontraproduktivno i 

opasno. 

 Pojedine epidemiološke studije sprovedene u Japanu ukazuju na smanjen rizik 

obolevanja od karcinoma debelog creva na područjima učestale konzumacije tofua 

(prehrambeni proizvod od soje) (Watanabe i Koessel 1993). Utvrñeno je takoñe da 

genistein inhibira proliferaciju malignih ćelija jednjaka, želuca i debelog creva in vitro 

(Yanagihara i sar. 1993). Uzevši u obzir činjenicu da su ER pronañeni u normalnoj 

mukozi, adenomatoznim polipima i maligno transformisanim ćelijama debelog creva 
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(Xu i Thomas 1995) i da njihova koncentracija odgovara onoj u normalnom tkivu dojke 

(Singh i Langman 1995), predpostavka je da genistein svoje antikancerogeno dejstvo 

ispoljava mehanizmom kuplovanja sa estrogenskim receptorima.  

U procesu karcinogeneze veoma važnu ulogu ima proces angiogeneze. 

Preduslov za formiranje novih kapilara je razaranje bazalne membrane matičnih krvnih 

sudova, što je posledica finog balansa produkcije proteolitičkih enzima i njihovih 

inhibitora, a praćeno je migracijom endotelijalnih ćelija na mesto destrukcije 

membrane (Pepper i sar. 1990). Proteolitička degradacija ekstracelularnog matriksa pod 

dejstvom endotelijalnih ćelija kontrolisana je faktorima angiogeneze, koji indukuju 

produkciju plazminogenskog aktivatora urokinaznog tipa, kao i produkciju njegovog 

fiziološkog inhibitora (Pepper i sar. 1990). Pokazano je da genistein redukuje 

produkciju kako plazminogenskog aktivatora, tako i njegovog inhibitora u kloniranim 

goveñim endotelijalnim ćelijama krvnih kapilara (Fotsis i sar. 1993). Takoñe, genistein 

inhibira migraciju endotelijalnih ćelija, stimulisanu bFGF (bovine fibroblast growth 

factor), na mestu povrede sloja endotelijalnih ćelija, i koči neke rane dogañaje u 

procesu angiogeneze. Mehanizam antiangiogenetskog dejstva genisteina može se 

ostvariti preko inhibicije Tyr kinaza, inhibicije S6 kinaze, kao i inhibicije DNK 

topoizomeraze I i II (Yamashita i sar. 1990).  

 Postoje podaci koji govore u prilog hipotezi da izoflavoni, poreklom iz hrane, 

utiču na smanjenje rizika obolevanja od kardiovaskularnih bolesti u Azijskim zemljama 

i kod vegetarijanaca, te se može smatrati da imaju kardioprotektivno dejstvo 

(Adlercreutz 1990). Odavno je poznato da konzumiranje sojinih proizvoda snižava nivo 

lipida u plazmi. Logičan zaključak koji se iz ovoga može izvesti je da su izoflavoni iz 

soje, bar delimično, odgovorni za ovaj efekat (Adlercreutz 1990). Studija, sprovedena 

na mužjacima i ženkama Rhesus majmuna čija se ishrana bazirala na soji, je pokazala 

za 30%-40% niže vrednosti koncentracija lipoprotein niske gustine-(LDL) i lipoprotein 

veoma niske gustine-(VLDL) holesterol u krvi, pri poreñenju sa kontrolnim 

vrednostima (Anthony i sar. 1996). Pri tom, nivo lipoprotein visoke gustine (HDL) 

holesterola je povećan za oko 50% kod ženki, odnosno za oko 20% kod mužjaka. 

Prethodno je rečeno da je genistein snažan antioksidant, te kao takav inhibira 

oksidaciju LDL, što je utvrñeno u in vitro studijama (Tikkanen i sar. 1998). Sam 

mehanizam, meñutim, još nije rasvetljen. Izoflavoni sprečavaju formiranje plaka u 
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krvnim sudovima obolelih od ateroskleroze i inhibiraju adheziju ćelija, te i na taj način 

deluju antiaterogeno (Raines i Ross 1995). Utvrñeno je da genistein inhibira agregaciju 

trombocita in vitro i to, verovatno, zahvaljujući, inhibiciji (Gaudette i sar. 1990). 

Takoñe je pokazano da genistein i daidzein mogu inhibirati agregaciju trombocita 

delujući kao antagonisti za tromboksanski A2 receptor (Nakashima i sar. 1991). Zbog 

svega ovoga je zaključeno da izoflavoni iz soje imaju veliki potencijal u prevenciji 

kardiovaskularnih oboljenja. Meñutim, uzevši u obzir prethodno navedene podatke o 

snižavanju fluidnosti membrana (povećanju njihove krutosti) usled ugradnje genisteina 

u površinske hidrofobne slojeve membrane eritrocita (Ajdžanović i sar. 2010) trebalo 

bi biti veoma obazriv sa njihovom primenom, naročito kod hipertoničara. Naime, 

protok krvi kroz sužene lumene krvnih sudova (usled nagomilavanja ateromatoznih 

plaka) može biti otežan povećanjem krutosti eritrocitnih membrana i povišenjem 

viskoznosti krvi (Ajdžanović i sar. 2010) nakon primene genisteina. Rezultati naše 

istraživačke grupe, pored sniženja nivoa holesterola u serumu, ukazuju na povišenje 

nivoa triglicerida kod mužjaka pacova nakon tretmana genisteinom i daidzeinom 

(Šošić-Jurjević i sar. 2007) što može da smanji entuzujazam za njihovu primenu. 

 Pojedine studije ukazuju na moguću ulogu sojinih izoflavona u metabolizmu 

kostiju i prevenciji osteoporoze. Naime, kod postmenopauzalnih žena je došlo do 

povećanja mineralnog sadržaja u kostima usled unosa hleba obogaćenog 

komponentama soje u poreñenju sa kontrolnom grupom žena koje su u ishrani koristile 

običan, pšenični hleb (Dalais i sar. 1998). Korišćenje soje u ishrani predupreñuje 

gubitak koštane mase kod ovarijektomisanih pacova (Arjmandi i sar. 1996). Štaviše, 

utvrñeno je da genistein inhibira aktivnost osteoklasta te se na taj način smanjuje 

gubitak koštane mase u ovarijektomisanih pacova (Blair i sar. 1996). Genistein snižava 

nivo alkalne fosfataze u serumu, te i na taj način ispoljava svoje osteoprotektivno 

dejstvo (Filipović i sar. 2010). 

 Sojini izoflavoni ispoljavaju svoje dejstvo i na nivou imunog sistema. Tako je 

utvrñeno da genistein inhibira produkciju azot oksida u makrofagima, te pokazuje 

modulatoran efekat u imunom odgovoru (Krol i sar. 1995). Pokazano je moćno 

imunosupresivno dejstvo genisteina u inhibiciji humane T-ćelijske proliferacije 

stimulisane CD28 monoklonskim antitelima (Atluru i Gudapaty 1993). Utvrñeno je da 
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genistein inhibira sintezu interleukina-2 i ekspresiju interleukinskog receptora, kao i da 

inhibira produkciju leukotrijena B (Reddy i Cohen 1986). 

 Tokom poslednjih petnaestak godina, utvrñeno je da genistein utiče i na 

endokrinu funkciju pankreasa. Sorenson i sar. (1994) su pokazali da inkubacija 

Langerhansovih ostrvaca, izolovanih iz tri i pet dana starih pacova, sa genisteinom 

znatno pojačava sekreciju insulina indukovanu 10 mM glukozom. Jonas i sar. (1995) su 

utvrdili da efekat genisteina na oslobañanje insulina nije bio praćen promenama u 

koncentracijama ATP-a, cAMP-a i IP3 (inozitol 1, 4, 5-trifosfat) u Langerhansovim 

ostrvcima. Paradoksalno, bila je smanjena intracelularna koncentracija Ca2+, što je 

efekat koji, obično, obustavlja oslobañanje hormona. Pojačano oslobañanje insulina 

stimulisano genisteinom bilo je suprimirano diazoksidom (agensom koji otvara ATP-

zavisne kalijumove kanale), te je zaključeno da je u pitanju vanreceptorski mehanizam 

delovanja, nezavisan od efekta na tirozin-kinaze. Uprkos navedenim in vitro 

rezultatima, in vivo studije pokazuju da genistein ne samo da ne povećava nivo insulina 

u krvi, nego ga smanjuje (Cheng i sar. 2004), te se definitivno i iscrpno mišljenje o 

efektima sojinih izoflavona na endokrinu funkciju pankreasa još uvek čeka.  

U poslednje vreme, mnoga istraživanja su usmerena na regulaciju unosa hrane 

sojinim izoflavonima. Pokazano je sniženje nivoa leptina u krvi, kao i sniženje telesne 

mase i mase belog masnog tkiva kod mužjaka pacova nakon unosa izoflavona hranom 

(Lephart i sar. 2004). Izoflavoni su, u ovom slučaju, izazvali promene na nivou 

hipotalamusa, doveli su do povećanja nivoa neuropeptida Y, i uslovili povećanje unosa 

hrane i vode. Uzevši u obzir činjenicu da nakon tretmana genisteinom, nivo insulina 

kod pacova ne raste, hipoleptinemijski efekat izoflavona može biti rezultat njihovog 

direktnog dejstva na adipocite. Utvrñeno je da se to dejstvo ne ogleda u inhibiciji 

aktivnosti protein kinaze A, ni u povećanju produkcije cAMP kao što je to slučaj u 

nekim drugim tipovima ćelija, već u inhibiciji glukoznog metabolozma (Szkudelski i 

sar. 2005). Mimo efekata na insulin i leptin, izoflavoni mogu izazvati brojne 

metaboličke promene koje doprinose smanjenju telesne mase. Naaz i sar. (2003) su 

utvrdili da genistein inhibira ekspresiju gena za lipoprotein lipazu u masnom tkivu 

ovarijektomisanih ženki miševa. Ovakvo njegovo dejstvo se ogleda u smanjenom 

intenzitetu deponovanja masti u adipocitima. Eksperimenti sa izolatima jetre iz 

ovarijektomisanih pacova ukazuju na mogućnost direktnog dejstva genisteina na lipidni 
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metabolizam u ovom organu (Nogowski i sar. 1998). Naime, dodavanje genisteina u 

perfuzioni medijum značajno snižava lipogenezu u jetri, determinisanu konverzijom 

glukoze u totalne lipide. Paralelno sa tim procesom, izlučivanje slobodnih masnih 

kiselina je intenzivirano, ukazujući na lipolitičku aktivnost genisteina u jetri (Nogowski 

i sar. 1998). Naposletku, studije na izolovanim adipocitima ukazuju na još jedno veoma 

značajno dejstvo genisteina, inhibiciju glukoznog transporta (Smith i sar. 1993). 

Pomenuta istraživačka grupa je utvrdila da genistein obustavlja transport glukoze 

indukovan insulinom, zahvaljujući konformacionim promenama membranskih 

transportera GLUT4 i bez značajnog sniženja njihovog broja. Treba napomenuti da 

postoje podaci i o povišenju telesne mase nakon tretmana genisteinom (Penza i sar. 

2006) kao i o izostanku efekta na telesnu masu (Faqi i sar. 2004) što je verovatno 

uslovljeno različitim eksperimentalnim uslovima i protokolima. 

Brojne studije ukazuju na goitrogene (goiter-gušavost) efekte sojinih izoflavona 

(Doerge i Sheehan, 2002). U mnogim slučajevima koncentracija tiroidnih hormona u 

krvi je nepromenjena, ali je gušavost povezana sa povišenim nivoom TSH. Utvrñeno je 

još da genistein inhibira aktivnost tiroidne peroksidaze koja katalizuje jodinaciju 

tiroglobulina i oksidativno kuplovanje sa dijodtironinom što rezultuje formiranjem 

tiroksina (T4) (Divi i sar. 1997).  

Tretmanom gravidnih ženki pacova genisteinom i praćenjem njegovog prisustva 

u krvi potomaka Doerge i sar. (2001) dokazuju sposobnost prolaza genisteina kroz 

placentu. Kouki i sar. (2003) pokazuju da neonatalni tretman genisteinom dovodi do 

ranijeg vaginalnog otvaranja kao i do produžetka estrusa, dok tretman daidzeinom nema 

efekata.  

 Konačno, ne bi trebalo zanemariti blagotvoran efekat sojinih izoflavona na 

simptome koji prate menopauzu, poput talasa vrućine („hot flushes”), gubitka 

vaginalne sekrecije, lošeg sna i nervoze praćene pojačanim lučenjem hormona stresa. 

Ukazuje se na reñe javljanje menopauzalnih simtoma kod Japanki u poreñenju sa 

Kanañankama, verovatno usled ishrane bogate sojinim proizvodima (Adlercreutz i sar. 

1995). Takoñe, rezultati naše istraživačke grupe (Ajdžanović i sar. 2009), koji ističu 

drastično sniženje nivoa hormona stresa kod starih pacova nakon tretmana genisteinom, 

mogli bi povećati interes za njegovom primenom u andropauzi. 
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1.5. Delovanje estrogena i izoflavona soje na ćelije hipotalamusa 

Kao što je već rečeno polni hormoni determinišu reproduktivnu anatomiju i 

fiziologiju, kao i razvoj polno specifičnog ponašanja (McLusky i Naftolin 1981). Ženke, 

izložene estrogenima ili androgenima podložnim aromatizaciji, tokom kritičnog perioda 

polnog razvoja CNS, postaju anovulatorne kao adulti, te pokazuju modus sekrecije 

GnRH i obrasce ponašanja karakteristične za mužjake (McEwen 1980, Toran-Allerand 

1984). Još su Faber i Hughes (1991) pretpostavili da supstance sa estrogenim dejstvom, 

dostupne iz životne sredine, utiču na androgenizaciju mozga. Lovekamp-Swan i sar. 

(2007) navode da visok nivo soje u ishrani obezbeñuje korisne efekte u mozgu, slične 

efektima niskih doza estrogena koje se često koriste u tretmanu postmenopauzalnih 

žena. Tako, genistein deluje kao estrogen tokom seksualne diferencijacije (dovodi do 

maskulinizacije mozga), pokazuje studija Kouki i sar. (2003) na neonatalnim pacovima.  

Unutar preoptičke oblasti nalazi se polno dimorfno jedro koje predstavlja 

morfološki marker polne diferencijacije CNS, s obzirom da je ovo jedro 3-5 puta veće 

kod mužjaka nego kod ženki (Gorski 1978). U polno dimorfnom jedru testosteron se 

konvertuje u estradiol aromatizacijom i deluje preko ERα na promenu moždanih 

struktura i funkcija (McCarthy 2008). Ključnu ulogu u generisanju preovulatornog 

talasa sekrecije GnRH ima AVPV jedro hipotalamusa koje je manje kod mužjaka nego 

kod ženki, dok su dopaminergični neuroni u ovom jedru 3-4 puta zastupleniji kod 

ženki. Polne razlike kao i sposobnost da se generiše preovulatorni talas zavise od 

postnatalne izloženosti polnim steroidima i prisustva ERα (Simerly 2002).. Nedavna 

studija Waters i Simerly (2009) je pokazala da estradiol, delujući direktno na ćelije 

AVPV jedra dovodi do gubitka dopaminergičnih neurona ovog jedra. VMN, 

odgovorano za modulaciju reprodukcije kod ženki, je takoñe region hipotalamusa koji 

je osetljiv na estrogene, i tretman estrogenom dovodi to značajnog povećanja 

proenkefalin iRNK u ovom jedru. Starenjem uticaj estrogena na proenkefalin iRNK 

opada u VMN jedru (Li i sar. 1997). O delovanju estrogena na GHRH iRNK postoje 

različiti podaci. Senaris i sar. (1992) navode redukciju GHRH iRNK posle 

estrogenskog tretmana. S druge strane GHRH iRNK nije promenjena gonadektomijom 

i hormonskom terapijom kako mužjaka tako i ženki pacova navodi pak druga grupa 

naučnika (DeGennaro i sar.1989; Maiter i sar. 1991). Pored toga, različite studije na 

ženkama pacova pokazuju da se nivo SS u ME menja istovremeno sa promenama 
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estrogena u plazmi (Estupina i sar. 1996; Freeman 1994; Knuth sar. 1983; Zorilla i sar. 

1991), što pokazuje da estrogen utiče na sintezu i oslobañanje SS (Milošević i sar. 

2012b). Proučavajući efekat estrogena na adrenokortikotropni sistem kod jedinki koje 

su bile izložene stresu Figueiredo i sar. (2007) dolaze do podataka o smanjenju 

sekretorne aktivnosti ćelija PVN jedra. Polni steroidi preko receptorskih mehanizama 

promovišu opstanak neurona, smanjujući učestalost njihove smrti (Forger 2006), dok se 

o uticaju estrogena na apoptozu manje zna.  

Literaturni podaci o delovanju sojinih izoflavona na morfofunkcionalne 

karakteristike ćelija hipotalamusa, kao i na sistemske posledice koje iz njega proističu, 

su tokom poslednje decenije u fokusu mnogih istraživanja. Utvrñeno je da visoka doza 

genisteina, aplikovana tokom neonatalnog perioda ženkama pacova, dovodi do 

izrazitog povećanja volumena hipotalamičkog polno dimorfnog jedra i smanjenja 

hipofizne osetljivosti na GnRH (Faber i Hughes 1991). Interesantno je istaći da je 10 

puta manja doza genisteina imala dijametralno suprotne efekte na volumen polno 

dimorfnog jedra i hipofiznu osetljivost na gonadotropine. Intracerebroventrikularni 

tretman ovarjektomisanih ovaca genisteinom ima uticaja na sekretornu aktivnost GnRH 

neurona, kao i na oslobañanje LH iz hormon sekretujućih ćelija hipofize (Wojcik-

Gladysz i sar. 2005). Ishrana bogata sojinim izoflavonima dovodi da znaćajnog 

smanjenja volumena AVPV jedra (Lephart i sar. 2001, 2003). Daljim istraživanjima o 

uticaju isoflavona na AVPV. Bu i Lephard (2007) pokazuju da ishrana bogata sojinim 

izoflavonima intenzivira procese apoptoze u ćelijama AVPV, preciznije dovodi do 

gubitka ERβ imunoreaktivnih neurona pomenutog jedra mozga pacova. Takoñe i 

odsustvo normalne polne diferencijacije AVPV jedra dešava se nakon neonatalnog 

tretmana genisteinom (Patisaul i sar. 2007). U prisustvu ili odsustvu 17β estradiola, 

genistein nema efekta na količinu receptora za oksitocin u VMN (Patisaul 2002). 

Genistein povećava ERβ iRNK u PVN, dok estradiol deluje suprotno, te se primenom 

ove doze (500ppm parts per million) ispoljava antiestrogenski efekat genisteina u PVN 

via ERβ (Patisaul 2002). 

 

1.6. Delovanje estrogena i izoflavona soje na ćelije hipofize 

17β estradiol nije samo odgovoran za regulatornu funkciju u reproduktivnom 

sistemu, već je značajan fiziološki regulator sekretorne aktivnosti hipofize (Kitay 1963). 
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On, naime, reguliše sintezu i sekreciju različitih hormona hipofize na ćelijsko-specifičan 

i promotor-specifičan način (Schreihofer i sar. 2000). Pod mehanizmom ćelijske 

specifičnosti se podrazumeva diferencijalna ekspresija različitih izoformi ER, dok 

promotorska specifičnost uključuje regulaciju ekspresije odreñenih gena. Ovaj steroid 

pokazuje pozitivne i negativne efekte na oslobañanje gonadotropina i stimuliše sintezu, 

deponovanje i oslobañanje prolaktina (Gharib i sar. 1990, Gourdji i Laverriere, 1994). 

17β-estradiol je takoñe uključen u mehanizme koji determinišu veličinu i broj 

prolaktinskih ćelija (Ellerkmann i sar. 1991). Različiti efekti na ćelije hipofize mogu biti 

prisutni u isto vreme. Na primer, 17β-estradiol stimuliše proliferaciju prolaktinskih 

ćelija i sintezu prolaktina, dok istovremeno inhibira sekreciju gonadotropina in vivo 

(Lieberman i sar. 1978, Nedvidkova i sar. 1998). Promotor-specifični mehanizmi 

delovanja 17β-estradiola se odvijaju uz učešće ER (Mangelsdorf i sar. 1995). 

Imunocitohemije i autoradiografije studije su pokazale prisustvo ER u gonadotropnim, 

somatotropnim i prolaktinskim ćelijama hipofize (Morel i sar. 1981). Najmanje tri 

različite izoforme ER je prisutno u hipofizi pacova uključujući ERα, ERβ i specifičnu 

formu ERα (truncated estrogen receptor product-1; TERP) čija je ekspresija ograničena 

isključivo na hipofizu (Mitchner i sar. 1998). Povećanje nivoa progesteronskog 

receptora, koje predstavlja tipičan odgovor na 17β estradiol, nije zapaženo kod 

prolaktinskih ćelija (Gasc i Baulieu 1988, Sprangers i sar. 1990). Za transkripciju 

prolaktinskog gena u pacova, koji eksprimiraju prolaktinske i somatomamotropne ćelije, 

je pokazano da je pod multihormonskom kontrolom (Ben-Jonathan i Liu 1992). 

Regulacija transkripcije prolaktinskog gena 17β estradiolom podrazumeva najmanje dva 

mehanizma (Shull i Gorski 1985). Prvi, indirektni, se odnosi na modulaciju 

hipotalamičkih faktora. Drugi uključuje brzu i direktnu stimulaciju ekspresije 

prolaktinskog gena, preko ER pošto prolaktinski gen sadrži sekvencu, za koju se vezuje 

kompleks hormon-receptor u okviru promotora (ERE), ali i strogo zavisi od prisustva 

hipofizno-specifičnog faktora Pit-1 (Gourdji i Laverriere 1994). Nolan i Levy (2006) u 

svojoj studiji ukazuju da estrogeni, egzogenog porekla ili lokalno nastali 

aromatizacijom aplikovanog testosterona, kod kastriranih pacova znatno povećavaju 

mitotsku aktivnost ćelija adenohipofize. Childs i sar. (2005) navode da niže 

koncentracije estrogen značajno povećevaju procenat ćelija koje eksprimiraju GH 

antigen i GH iRNK, dok više nemaju efekta ili smanjuju iRNK. Estrogeni imaju izvesne 
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efekte i na ACTH ćelije. Kod ovarijektomisanih ženki pacova, estradiol suprimira 

ekspresiju POMC gena, smanjuje sadržaj raspoloživog ACTH i snižava nivo odgovora 

na ponovljeni toplotni stres (Redei i sar. 1994). 

In vivo rezultati o delovanju sojinih izoflavona na ćelije hiopofize kontradiktorni 

su. Prema nekim autorima genistein nije uticao na GnRH indukovan puls LH oslobañanja 

(McGarvey i sar. 2001). Nasuprot njima, Hughes i sar. (1991) su pokazali potpunu 

blokadu GnRH indukovanog LH osobañanja genisteinom i tvrdili, čak, da je genistein u 

tom smislu potentniji od estradiola. Aplikacija sojinih izoflavona utiče na sekreciju 

prolaktina i GH. Genistein indukuje oslobañanje prolaktina i stimuliše rast estrogen-

zavisnih malignih ćelija hipofize u kulturi, vezujući se za ER (Stahl i sar. 1998). Kod 

ovarijektomisanih ovaca, koncentracija prolaktina u plazmi je znatno viša tokom i nakon 

intracerebroventrikularne infuzije genisteina (Romanowicz i sar. 2004). Korišćenjem 

tehnika ćelijske kulture, inkorporacije radioaktivnog timidina i elektronske mikroskopije 

je utvrñeno da genistein inhibira proliferaciju ćelija prednjeg režnja hipofize u pacova 

(Zhang i sar. 2001). Utvrñeno je da genistein blokira proliferaciju ćelija adenohipofize u 

G0/G1 i G2/M fazama i značajno povećava stopu apoptoze tih ćelija (Zhang i sar. 2001). 

Predpostavlja se da su i ovi efekti genisteina posledica inhibitornog delovanja na tirozin-

kinaze. Genistein pojačava GHRH stimulisano oslobañanje GH kod pacova, i to preko 

inhibicije Tyr kinaza (Ogiwara i sar. 1997). Ova istraživačka grupa je utvrdila da je 

tirozin-kinazni put uključen u kontrolu oslobañanja GH i da genistein dovodi do 

akumulacije cAMP-a. Literaturni podaci o delovanju genisteina na ACTH ćelije 

adenohipofize nisu brojni. Zna se da su različiti citokini, generisani tokom stresa, 

uključeni u regulaciju HHA sistema, čime je utvrñen koncept imunoneuroendokrine 

interakcije (Besedovsky i sar. 1996). Preciznije rečeno, oni su uključeni u regulaciju 

sekrecije ACTH i može se reći da postoji izvestan stepen sinergizma izmeñu citokina i 

CRH u stimulaciji ekspresije POMC gena (Besedovsky i sar. 1996, Katahira i sar. 1998). 

Kao moćan inhibotor tirozin-kinaza, genistein narušava signalnu kaskadu i inhibira 

stimulatorne efekte citokina na ekspresiju POMC gena in vitro (Katahira i sar. 1998). 

Skorašnje toksikološke studije, koje su podrazumevale dugotrajno hranjenje pacova 

genisteinom, ukazuju na indukciju maligne transformacije ćelija hipofize (Shelby 2008). 

Predpostavlja se da je vezivanje za estrogenske receptore odgovorno za ovakav rezultat. 
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Interesantno je da do karcinogeneze dolazi isključivo kod ženki pacova, ali ne i kod 

mužjaka. 
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 
 
 

 
Izoflavoni soje genistein i daidzein se sve više koriste kao dodaci ishrani, 

pomoćna lekovita sredstva, te kao preventiva i terapija različitih patoloških stanja. 

Uticaj izoflavona soje na neuroendokrini sistem bio je, a i danas je, predmet istraživanja 

različitih studija. Veliki broj literaturnih podataka govori o uticaju izoflavona soje na 

reproduktivni sistem, s obzirom na njihovu estogensku i anti-estrogensku aktivnost. 

Ipak, podaci o njihovom uticaju na somatotropni i adrenokortikotropni sistem oskudni 

su, a neophodni, imajuću u vidu značaj ovih sistema za normalan razvoj i 

funkcionisanje živih sistema. Takoñe mnogobrojne in vitro studije obezbeñuju samo 

limitirane informacije o potencijalnim efektima in vivo. 

Uzimajući u obzir navedene činjenice definisani su ciljevi ove doktorske 

disertacije, koji su podrazumevali kvantifikaciju promena: 

- telesnih masa, masa i volumena hipofiza adultnih pacova nakon orhidektomije i 

hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili daidzeinom u odnosu na 

odgovarajuće kontrole, 

- stereoloških, histoloških i biohemijskih parametara somatotropnog sistema pacova 

eksperimentalnih grupa u odnosu na odgovarajuće kontrole, što obuhvata utvrñivanje 

promena: 1) volumena Arc i Pe jedra hipotalamusa, 2) volumenske gustine SS neurona 

Pe jedra, 3) intenzitet imunoobojenosti GHRH i SS neurosekreta u ME; 4) volumenske i 

numeričke gustine GH ćelija hipofize, 5) apsolutnog broja GH ćelija, 6) volumena GH 

ćelija i 7) koncentracije GH u cirkulaciji eksperimentalnih grupa u odnosu na 

odgovarajuće kontrole, 

- stereoloških, histoloških i biohemijskih parametara adrenokortikotropnog sistema 

pacova eksperimentalnih grupa u odnosu na odgovarajuće kontrole, što obuhvata 

utvrñivanje promena: 1) volumena PVN jedra hipotalamusa, 2) volumenske gustine 

CRH i aktiviranih CRH neurona PVN jedra, 3) intenzitet imunoobojenosti CRH 

neurosekreta u ME, 4) volumenske i numericke gustine ACTH ćelija hipofize, 5) 

apsolutnog broja, 6) volumena ACTH ćelija i 7) koncentracije ACTH u cirkulaciji 

ispitivanih eksperimentalnih grupa u odnosu na odgovarajuće kontrole. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

 

3.1. Laboratorijsko održavanje životinja  

Korišćenje životinja i eksperimentalni protokol za izradu ove doktorske 

disertacije odobrio je Etički komitet Instituta za biološka istraživanja “Siniša Stanković” 

(IBISS) u Beogradu. Postupanje sa eksperimentalnim životinjima bilo je u skladu sa 

regulativom objavljenom u “European Convention for the Protection of Vertebrate 

Animals used for Experimental and Other Scientific Purposes (ETS no. 123 Appendix 

A)”. Tokom studije korišćeni su mužjaci pacova Wistar soja, starosti 3 meseca, 

prosečne telesne mase 300-400g (posle završenog tretmana). Pacovi su gajeni u 

vivarijumu IBISS-a, a uslovi su ispunjavali standardne zahteve: po dve životinje su bile 

u plastičnim kavezima sa prostirkama od sterilne strugotine u uslovima konstantne 

temperature prostorije (22 ± 2°C) i na svetlostom režimu 12h dan / 12h noć, i imale su 

slobodan pristup vodi i hrani. Sastav hrane je bio sledeci: 

 Tabela 1. Sastav hrane bez prisustva soje koju su konzumirali mužjaci pacova 

Sastojci hrane g/100g hrane 

Proteini 
Kazein1 20.3 

Ugljeni hidrati 

Kukuruzno 
brašno2 45 

Saharoza2 20 

Masti 
Kukuruzno ulje2 5.2 

Celuloza, mikrokristalna1 3.7 

Vitaminsko/Mineralni premiks2 1.5 

di-Ca-fosfat (CaHPO4)
2 3.3 

Kreda (CaCO2)
2 

1 

So (NaCl, jodirana sa 38mg KJ/kg)2 0.5 

Nabavljeno od: 1Alfa Aesar, Johnson Matthey GmbH & Co.KG, Karlsruhe, Germany; 
2PKB INSHRA, Beograd, Srbija. 
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 Uzevši u obzir da su dve grupe životinja bile tretirane izoflavonima soje, 

genisteinom i daidzeinom, kojim u glikozilovanom obliku, obiluju soja i leguminoze, 

laboratorijska hrana nije sadržala komponente iz soje, a ni sastojke leguminoza, kako bi 

se izbeglo eventualno prisustvo genisteina i daidzeina u njoj. Receptura za pripremu 

laboratorijske hrane, koja kao jedini izvor proteina sadrži kazein, preuzeta je od Picherit 

i sar. (2000).  

3.2. Eksperimentalni protokol i tretmani  

Svi operativni zahvati na životinjama izvoñeni su u ketaminskoj anesteziji 

(15mg/kg t.m. ketamin hidrohlorid, Richter pharma, Wels, Austria). Eksperimentalni 

protokol podrazumevao je orhidektomiju ili lažnu (sham) operaciju, dvonedeljni 

oporavak, naknadno formiranje sedam eksperimentalnih grupa sa po šest životinja, i 

odgovarajuće tretmane. 

Eksperimentalne grupe:  

*  Sham1 grupu su sačinjavale lažno (sham) operisane životinje subkutano (s.c.) 

tretirane odgovarajućom zapreminom sterilnog maslinovog ulja, medijumom estradiol-

diproprionata (medijum I);  

*  Orx1 grupu su sačinjavale orhidektomisane (orx) životinje s.c tretirane 

odgovarajućom zapreminom medijuma I; 

*  Orx1+E grupu su činile orhidektomisane životinje s.c. tretirane estradiol-

dipropionatom (E) u medijumu I ( 0,6 mg/kg t. m. E; ICN Galenika, Beograd, Srbija); 

*  Sham2 grupu su sačinjavale lažno operisane životinje s.c tretirane odgovarajućom 

zapreminom mešavine alkohola i sterilnog maslinovog ulja, medijumom genisteina i 

daidzeina (u odnosu 1:2; medijum II); 

* Orx2  grupu su sačinjavale orhidektomisane životinje s.c tretirane odgovarajućom 

zapreminom medijuma II; 

* Orx2+G  grupu su sačinjavale orhidektomisane životinje s.c tretirane rastvorenim 

genisteinom (G) (30 mg/kg t. m. G; Nutraceutica, Monterenzio, Italy); 

* Orx2+D  grupu su sačinjavale orhidektomisane životinje s.c tretirane rastvorenim 

daidzeinom (30 mg/kg t. m. D; Nutraceutica, Monterenzio, Italy); 

Sve grupe životinja su dobijale tretman svakog dana (osim nedelje), tokom tri 

nedelje.  
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3.3. Uzimanje i priprema tkiva za analizu  

Dvadeset četiri časa nakon poslednjeg tretmana životinje su žrtvovane 

dekapitacijom. Nakon žrtvovanja izolovani su hipotalamus i hipofiza, fiksirani u Bouin-

ovom fiksativu, dehidrirani u rastućim koncentracijama alkohola, prosvetljeni u ksilolu i 

ukalupljeni u parafinu (Histowax; Histolab Product AB, Göteborg, Sweden). 

Hipotalamusi i hipofize su serijski sečeni na rotacionom mikrotomu (Leica 

Microsystems GmbH, Weltzar, Germany) na preseke debljine 5 µm (hipotalamus) i 3 

µm (hipofiza) i montirani na mikroskopskim pločicama Preseci su posle sušenja 

pripremljeni za histološka i imunohistohemijska bojenja.  

 

3.3.1. Histološko bojenje hipotalamusa 

Za histološko bojenje hipotalamusa korišćena je boja krezil-ljubičasto (krezyl-

violet). Ovo bojenje se koristi za identifikaciju osnovnih neuronskih struktura u mozgu. 

Boja krezil-ljubičasto detektuje Nislovu supstancu u citoplazmi neurosekretornih ćelija, 

i pri tome je boji ljubičasto-plavo. Za neurosekretorne ćelije je karakteristično, da se 

osnovna masa bazofilnih granula (Nislova supstanca) nalazi u perifernom delu 

citoplazme, i da je visoka bazofilija uslovljena velikom količinom RNA.  

Procedura bojenja obuhvata deparafinizaciju u ksilolu, potom rehidrataciju u 

seriji alkohola, inkubaciju u 0,1% rastvoru krezil ljubičaste boje 15 min, potom ispranje 

u destilovanoj vodi, dehidrataciju u seriji alkohola rastuće koncentracije i montiranje 

DPX-om (Fluka, Buchs, Switzerland).  

 

3.3.2. Lokalizacija jedara hipotalamusa 

_____________________________________________________________________ 
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______________________________________________________________________ 

Slika 3.1. Lokalizacija jedara (1-16) i pojedina jedra (a-h) hipotalamusa na frontalnim 
krezil-ljubičasto obojenim presecima (ac-prednja komisura, 3V-treća moždana komora; 
och-optička hijazma, acer-krvni sud, f-forniks, AVPe-anteroventrikularno 
periventrikularno jedro MnPO-median preoptičko jedro, VMPO ventro medijalno 
preoptičko jedro, MPO medijalno preoptičko jedro, Sch-suprahijazmatično jedro, SO-
supraoptičko jedro, PVN-paraventrikularno jedro, Arc-arkuatno jedro, VMN-
ventromedijalno jedro, opt-optički trakt, DM-dorzomedijalno jedro, SOR-supraoptičko 
retrohijazmatično jedro, ME-eminencija medijana, MEE- eksterna, MEI-interna; slika 
1-16, bar-400µm; slika a-h, bar-50µm.  

 
Jedra hipotalamusa su lokalizovana na frontalnim presecima hipotalamusa 

pomoću atlasa pacovskog mozga (Paxinos 2004) Lokalizacija moždanih struktura, 
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jedara hipotalamusa, vršena je u odnosu na bregmu (mesto spajanje čeone i parijetalne 

kosti).  

3.3.3. Imunohistohemijsko obeležavanje oslobañajućih hormona hipotalamusa  
Imunohistohemijsko bojenje je proces lokalizacije proteina u ćeliji na 

preparatima tkiva, koje se zasniva na principima reakcije antitelo-antigen. Vizuelizacija 

ove interakcije antitelo-antigen se može realizovati na više različitih načina. U ovoj 

studiji je korišćeno imunoperoksidazno (PAP) bojenje, gde je primarno antitelo 

neobeleženo, a sekundarno je konjugovano sa peroksidazom rena, koja može da 

pokrene bojenu reakciju. Kao hromogen za ovakav tip reakcije je korišćen 3,3'–

diaminobenzidine tetrahidrohlorid (DAB), koji nakon razlaganja enzimom peroksidaze 

rena razvija specifičnu braon boju. Takoñe, rañeno je imunofluorescentno bojenje, gde 

se na primarno neobeleženo antitelo veže sekundarno antitelo konjugovano sa 

fluorescentnom bojom.  

Za bolju detekciju antigena, pre postupka imunohistohemije, korišćena je 

tehnika demaskiranja antigena (antigen retrieval), koja ima za cilj bolje otkrivanje 

antigena, jer u toku fiksacije tkiva dolazi do formiranja kovalentnih veza izmeñu 

aldehida iz fiksativa i antigena. Ovaj postupak je jednostavan i zahteva tretiranje 

preparata 0.05M citratnim puferom (pH 6) u mikrotalasnoj pećnici na 700W, dva puta 

po deset minuta. 

 

3.3.3.1. Imunohistohemijsko obeležavanje oslobañajućih hormona hipotalamusa u 

periventrikularnom i paraventrikularnom jedru i emi nenciji medijani  

Za imunohistohemijsko obeležavanje somatostatina (SS) i oslobañajućeg 

hormona hormona rasta (GHRH) hipotalamusa korišćena je metoda peroksidaze–

antiperoksidaze (PAP; Sternberger i sar. 1970). Čitav postupak se odvija na sobnoj 

temperaturi, osim inkubacije u primarnim antitelima koja se odvija na 4ºC. Nakon 

deparafinizacije i rehidratacije preparata blokirana je aktivnost endogene peroksidaze 

inkubacijom preseka u 0.3% H2O2 u metanolu tokom 15 minuta. Nakon ispiranja u 

0.01M fosfatnom puferu (Phosphate Buffer Saline PBS; pH 7.6; 2x5 min.), redukcija 

nespecifičnog bojenja postignuta je inkubacijom preseka u normalnom serumu svinje 

(Normal swine serum, Dako Dakopatts, Denmark; razblaženja 1:10 u 0,2% Tritonu x-

100 (SIGMA Steinheim, Germany) u PBS), 1 čas. Potom su se nanosila primarna 
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poliklonska antitela, anti-GHRH (Rabbit anti-GHRH, Abcam, razblaženja 1:500 u 2% 

Tritonu x-100 u PBS), odnosno anti-SS (Rabbit anti-SS, Abd serotec, razblaženja 1:500 

u 2% Tritonu x-100 u PBS). Inkubacija u anti-GHRH antitelu bila je 48 sati, a u anti-SS 

antitelu 72 sata na 4ºC. Po ispiranju u PBS-u (2x5 min) preseci su inkubirani 1 čas u 

sekundarnom konjugovanom antitelu (Policlonal swine anti rabbit IgG (HRP), Dako 

Dakopatts, Denmark; razblaženje 1:200 u PBS). Nakon ispiranja u PBS-u, vizualizacija 

je omogućena primenom DAB-a (Liquid DAB substrate chromogen system, Dako, 

Dakopatts, Denmark). Kontrastiranje je obavljeno Mayer-ovim hematoksilinom 

(Merck-Alkaloid, Alkaloid, Skoplje BJR Makedonija), dehidratacija rastućom serijom 

etanola, a montiranje DPX-om. 

 

3.3.3.2. Imunoflurescentno obeležavanje oslobañajućih hormona 

paraventrikularnog jedra i eminencije medijane  

a) Duplo imunoflurescentno obeležavanje kortikotropin oslobañajućih neurona 

paraventrikularnog jedra 

Aktivnost kortikotropin oslobañajućih (CRH) neurona paraventrikularnog jedra 

(PVN) hipotalamusa odreñena je duplim imunofluorescentnim bojenjem. Čitav 

postupak se odvija na sobnoj temperaturi, osim inkubacije u primarnom antitelu koja se 

odvija na +4ºC. Nakon deparafinizacije, rehidratacije, ispiranja u 0.01M fosfatnom 

puferu (Phosphate Buffer Saline PBS; pH 7.6; 10 min), pristupilo se demaskiranju 

antigena (2 x 10 min inkubiranja u 0.05M citratnim puferom (pH 6) u mikrotalasnoj 

pećnici na 700W; sa hlañenjem izmedju 2 inkubiranja). Preseci su ispirani u PBS-u 

(3x10 min) i inkubirani u normalnom serumu magarca (normal donkey serum, Sigma; 

razblaženje 1:10 u 0,2 % Tritonu x-100 u PBS) 30 minuta sa ciljem blokiranja 

nespecifičnog bojenja. Preseci se potom nisu ispirali, već su se nanosila primarna 

antitela; poliklonska anti-cFos (goat anti-cFos polyclonal IgG, Santa Cruz 

Biotechnology; razblaženje 1:50 u 2 % Tritonu x-100 u PBS) koja su stajala preko noći 

na +4°C. Sledećeg dana višak antitela je ispran u PBS-u (3x10 min) i na preseke je 

nanošeno sekudarno antitelo, koje je obeleženo fluorescentnom bojom; konjugovana 

anti-kozja (donkey anti-goat Alexa fluor 555 IgG, Invitrogen; razblaženje 1:200 u PBS-

u) u trajanju od 2 sata. Zatim su preseci ispirani u PBS-u (3x10 min) i inkubirani u 

normalnom serumu magarca (normal donkey serum, Sigma; razblaženje 1:10 u 0,2 % 



 

 56

Tritonu x-100 u PBS). Nakon toga je usledila inkubacija u primarnim poliklonskim 

antitelima; anti-CRH (rabbit anti-CRH, Abcam; razblaženja 1:500 u 0,2 % Tritonu x-

100 u PBS) preko noći na +4°C. Nakon ispiranja u PBS-u (5x5 min), odgovarajuće 

sekundarno antitelo je naneto na preseke; konjugovano anti-zec (donkey anti-rabbit, 

Alexa fluor 488 IgG, Invitrogen; razblaženje 1:200 u PBS-u). Montiranje preseka 

moviolom (Calbiochem) izvršeno je posle ispiranja u PBS-u. Fluorescentna boja Alexa 

fluor 555 se pobuñuje na 550 nm, emituje signal na 570 nm u crvenom delu spektra a 

vidljiva je pod zelenim filterom, dok boja Alexa fluor 488 se pobuñuje na 492 nm i 

uočava se na 510 nm u zelenom delu spektra. 

 Procedura duplog imunoflurescentnog bojenja podrazumevala je odsustvo 

reakcije izmeñu sekundarnih antitela, tj. u odvojenim eksperimentima konstatovano je 

da izmeñu sekundarnih antitela nema reakcije. 

Preparati su analizirani i fotografisani korišćenjem Zeiss Axiovert flurescentnog 

mikroskopa opremnjenim kamerom i EC Plan-Apochromat-om.  

b) Imunoflurescentno obeležavanje somatostatina u eminenciji medijani  

Nakon deparafinizacije, rehidratacije, ispiranja u 0.01M PBS (10 min) prseci su 

inkubirani u normalnom serumu magarca (normal donkey serum, Sigma; razblaženje 

1:10 u 0,2 % Tritonu x-100 u PBS). Potom su se nanosila primarna antitela anti-SS, 

(Abd serotec, razblaženja 1:500 u 0,2 % Tritonu x-100 u PBS). Inkubacija u anti-SS 

antitelu trajala je 72 sata na 4ºC. Po ispiranju u PBS-u (2x5 min) preseci su inkubirani 2 

čas u sekudarnom antitelu, koje je obeleženo fluorescentnom bojom konjugovanom 

anti-zec sekundarnom antitelu (donkey anti-rabbit, Alexa fluor 488 IgG, Invitrogen; 

razblaženje 1:200 u PBS-u). Montiranje preseka moviolom (Calbiochem) izvršeno je 

posle ispiranja u PBS-u (5x5min). Fluorescentna boja Alexa fluor 488 se pobuñuje na 

492 nm i uočava se na 510 nm u zelenom delu spektra. Preparati su analizirani i 

fotografisani na fluorescentnom mikroskopu Zeiss opremnjenim kamerom i EC Plan-

Apochromat.  

 

3.3.4. Imunohistohemijsko obeležavanje ćelija hipofize 

Za imunohistohemijsko obeležavanje ACTH i GH ćelija hipofize korišćena je 

metoda peroksidaze–antiperoksidaze (PAP; Sternberger i sar. 1970). Nakon 

deparafinizacije i rehidratacije preparata prvo je blokirana aktivnost endogene 
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peroksidaze inkubacijom preseka u 0.3% H2O2 u metanolu, tokom 15 minuta. Redukcija 

nespecifičnog bojenja postignuta je inkubacijom preseka u normalnom serumu svinje 

(Normal swine serum, Dako Dakopatts, Denmark; razblaženje 1:10 u PBS), tokom 1 

časa. Ovako pripremljeni preseci se ostavljaju preko noći na 4ºC u primarnom antitelu. 

Primarna antitela korišćena u ovoj studiji su poliklonska anti-ACTH ili anti-GH (anti-

human ACTH, Dako Dakopatts, Denmark; koncentrovano; rabbit anti-human growth 

hormone (hGH) (Milošević i sar. 1998), razblaženja 1:200 u PBS). Po ispiranju u PBS-u 

(3x5 min.) preseci su inkubirani 1 čas u sekundarnom konjugovanom antitelu 

(Policlonal swine anti rabbit IgG (HRP)), Dako Dakopatts, Denmark; razblaženja 1:200 

u PBS). Posle ispiranja u PBS-u vizualizacija je omogućena primenom DAB-a (Dako). 

Kontrastiranje je obavljeno Mayer-ovim hematoksilinom (Merck-Alkaloid, Alkaloid, 

Skoplje BJR Makedonija), dehidratacija rastućom serijom etanola, a montiranje DPX-

om. 

Specifičnost svih antitela je potvrñena izostankom primarnog antitela tokom 

imunocitohemijske procedure, što je rezultiralo potpunim gubitkom imunoreakcije. 

 

3.4. Stereološka merenja   

 Stereologija (od grčkih reč stereos - solidan, trodimenzionalan i logos - nauka) 

je multidisciplinarna naučna oblast koja podrazumeva korišćenje metodologije, čijim se 

postupcima iz dvodimenzionalnih preseka tela kvantitativno procenjuje njihova 

trodimenzionalna unutrašnja graña (Howard i Reed 2005).  

 Stereološka analiza je rañena uz pomoć newCAST stereološkog softverskog 

paketa (VIS – Visiopharm Integrator System, version 2.12.1.0; Visiopharm; Denmark). 

Mikroskop (Olympus BX-51) je opremljen sa motorizovanim stočićem (Prior) sa 

preciznošću pomeranja po x-y osi od 1 µm. Pomeranje stočića po z osi kontrolisano je 

mikrokatorom (Heidenhain MT1201) sa preciznošću od 0.2 µm. Za mikroskop je 

vezana CCD video kamera (PixeLink). Pri analizi korišćeni su planahromatski objektivi 

visoke numeričke aperture, uvećanja 4x, 20x i 100x. NewCast stereološki sistem je 

generisao interaktivnu stereološku mrežicu i stereološki disektorski ram.  

Kako bi bila odreñena stvarna debljina preseka (3,0 µm, odnosno 5,0 µm) 

koriščen je metod napredovanja bloka (block advance method-BA) (Dorph-Petersen i 

sar. 2001). Ovaj metod se sastoji u sledećem: parafinski blok tkiva se sekče na 
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mikrotomu pri čemu dolazi do smanjenja visine parafinskog bloka. Kako bi utvrdili 

prosečnu debljinu preseka treba iseći veliki broj preseka parafinskog bloka i izmeriti 

promene u visini bloka. Izmerena promena visine se deli sa brojem preseka i izračunava 

se stvarna debljina pojedinačnog preseka. Koristeći BA metod ustanovljeno je da je 

stvarna deblina preseka ne odstupa od nominalne debljine, one koja je naznačena na 

mikrotomu (3,0 µm, odnosno 5,0 µm).  

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

3.4.1. Stereološka merenja struktura hipotalamusa 

3.4.1.1. Volumen jedara hipotalamusa  

 Kako bi smo odredili volumen Pe i Arc jedra, kao i PVN bilo je neophodno 

lokalizovati pomenute strukture hipotalamusa (slika 3.1).  

 Prvi krezil-ljubičasto obojen presek uključen u analizu volumena Pe jedra bio je 

presek sa jasno uočljivim strukturama: trećom moždanom komorom i 

anteroventrikularno-periventrikularnim jedrom (AVPe; bregma –0.12 mm; slika 3.1). 

Rastojanje izmeñu dva susedna analizirina preseka bilo je 75 µm. Poslednji deo Pe jedra 

uključen u analizu bio je deo u kome infundibularna drška počinje da se odvaja od 

hipotalamusa (bregma –3.12 mm; slika 3.1). Srednja vrednost ukupnog broja 

analiziranih preseka Pe jedra bila je 23, i na svakom preseku analizirano je 50% tkiva. 

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

duž srednje linije (bregma –1.72 mm; slika 3.1). Rastojanje izmeñu dva susedna 
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analizirina preseka iznosilo je 50 µm. Poslednji deo Arc jedra uključen u analizu bio je 

deo u kome infundibularna drška počinje da se odvaja od hipotalamusa (bregma –3.12 

mm; slika 3.1), odnosno presek koji označava i kraj analize volumena Pe jedra. Srednja 

vrednost ukupnog broja analiziranih preseka Arc jedra bila je 20, a na svakom preseku 

analizirano je 50% tkiva. 

Treća moždana komora i forniks su moždane strukture izmeñu kojih je 

lokalizovano PVN. Prvi krezil-ljubičasto obojen presek uključen u analizu volumena 

PVN bio je presek sa uočljivim skupom neurona, rostralno sa strana treće moždane 

komore (bregma –1.20 mm; slika 3.1), tj. na mestu u kome suprahijazmatično jedro više 

nije vidljivo. Rastojanje izmeñu dva susedna analizirina preseka bilo je 50µm. Poslednji 

presek uključen u analizu je presek udaljen od bregme –2.16 mm. Srednja vrednost 

ukupnog broja analiziranih preseka PVN bila je 18, a na svakom preseku analizirano je 

50% tkiva. 

Volumen jedara hipotalamusa odreñen je pomoću Kavalijerijevog principa 

(Gundersen 1986; Gundersen i Jensen 1987). Analiziran je svaki deseti presek Arc jedra 

i PVN, kao i svaki petnaesti presek Pe jedra. Na monitoru pri konačnom uveličanju 

150x (uveličanje objektiva 4x) definisano je tkivo od interesa tj. jedro hipotalamusa 

koje je predmet analize i na njiga je postavljena ineraktivna stereološka mrežica 

(mrežica 5x6 tačaka; jedna tačka zauzima površinu od 14913,04 µm2). Dalje se 

pristupilo brojanju pogodaka koji padaju unutar tkiva od interesa na konačnom 

uveličanju 750x (uveličanje objektiva 20x). Volumen jedara hipotalamusa izračunat je 

po formuli:  

∑

=
⋅= ⋅

n

i
PiBApaV
1

)(  

gde je a (p) površina koja pripada svakoj tački uzorkovanja tj. jednom pogotku koji 

pada na analiziranu fazu (14913,04 µm2), BA srednja vrednost izmeñu dva uzastopno 

analizirana preseka (50 µm, odnosno 75 µm) koja se izracunava množenjem stvarne 

debljine preseka i njihovog broja (preseka) i ΣPi suma pogodaka koji padaju na fazu 

ispitivanog jedra hipotalamusa. 
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3.4.1.2. Volumenska gustina somatostatinskih neurona periventrikularnog jedra 

hipotalamusa  

Prvi presek Pe jedra uključen u analizu procentualne zastupljenosti SS neurona 

ovog jedra bio je presek sa jasno vidljivim Sch jedrom, dok je poslednji presek bio 

presek sa jasno uočljivim PVN, s obzirom da je pomenuti region Pe bio SS 

imunopozitiman. Na presecima je definisana površina od interesa odnosno Pe jedro. 

Stereološki sistem je generisao interaktivnu stereološku mrežicu i pristupilo se brojanju 

pogodaka koji padaju na imunohistohemijski obelezene SS neurone i na ostatak u 

okviru definisanog tkiva od ineresa. Deljenjem ove dve vrednosti i njihovim množenjem 

sa 100 dobijana je procenatulana zastupljenost imunoflurescentno obeleženih neurona tj. 

njihova volumenska gustinu. 

 

3.4.1.3. Volumenska gustina imunofluorescentno obeleženih neurona hipotalamusa  

Volumenska gustina CRH obeleženih neurona PVN kao i cFos-obeleženih CRH 

neurona odreñena je u ovoj studiji. Imunofluorescentno obeleženi preseci hipotalamusa 

su fotografisani kamerom Zeiss fluorescentnog mikroskopa i mikrografije su 

importovane u Vis program. Korišene su fotomikrografije različitih nivoa analiziranog 

jedra. Analiza PVN jedra obuhvatila je analizu mikrografija sa tri nivoa jedra. 

Mikrografijama su predstavljeni isti nivoi jedra hipotalamusa različitih životinja. Zatim 

je na importovanim mikrografijama definisana površina od interesa tj. jedro. Stereološki 

sistem je generisao interaktivnu stereološku mrežicu i pristupilo se brojanju pogodaka 

koji padaju na fluorescentno obeležene (CRH, zeleno) ili duplofluorescentno obeležene 

(CRH-cFos, oker) neurone kao i na pogotke koji padaju na neobeleženo tkivo u okviru 

definisanog jedra. Deljenjem ove dve vrednosti i njihovim množenjem sa 100 dobijen je 

procenat imunofluorescentno obeleženih neurona tj. njihova volumenska gustinu. 

 

3.4.1.4. Analiza fluorescentno obeleženih oslobañajućih hormona u eminenciji 

medijani 

Prisustvo imunopozitivnog signala u ME je u korelaciji sa količinom 

neurosekreta koji se oslobaña iz aksonskih završetaka neurona čija su neuronska tela 

pozicionirana u analiziranim jedrima hipotalamusa. Na osnovu kvalitativne histološke 

analize serijskih preseka (intenzitet obojenosti neurosekreta i imunopozitivna površina 
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ME) procenjivana je količina osloboñenog neurosekreta u hipotalamo-hipofizno 

kapilarnom spletu.  

 

3.4.2. Stereološka merenja hipofize  

3.4.2.1. Volumen hipofize  

Volumen hipofize odreñen je primenom Kavalijerijevog principa (Gundersen 

1986; Gundersen i Jensen 1987). Analiziran je svaki dvadeseti imunohistohemijski 

obojen presek hipofize. Presek od kog će otpočeti analiza, izabran je pomoću tablice 

nasumičnih brojeva. Na monitoru, konačnog uveličanja 150x (uveličanje objektiva 4x) 

definisan je okvir tkiva od interesa-površina analiziranog tkiva u okviru hipofize (slika 

3.3). Stereološki sistem je generisao interaktivnu stereološku mrežicu i pristupilo se 

brojanju pogodaka koji padaju unutar okvira analiziranog tkiva pri uveličanju 750x 

(uveličanje objektiva 20x) (slika 3.3). 

      

Slika 3.3. a) Definisanje tkiva od interesa hipofize; b) Interaktivna stereološka mrežica. 

 

Površina jednog pogotka koji pada na analiziranu fazu bila je 26,7363864 µm2 

(a(p)), BA 60µm. Volumen hipofize izračunat je po formuli:  

∑

=
⋅= ⋅

n

i
PiBApaV
1

)(   

 

 

 

a b 
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3.4.2.2. Volumenska gustina ACTH i GH ćelija 

Ukupni volumen ACTH, odnosno GH ćelija odreñen je brojanjem pogodaka na 

na imunohistohemijski obeležene ACTH ili GH ćelije. Ukupan volumen ACTH, 

odnosno GH ćelija podeljen sa volumenom hipofize i pomnožen sa 100 predstavlja 

volumensku gustinu ACTH odnosno GH ćelija. 

 

3.4.2.3. Apsolutni broj ACTH i GH ćelija 

Broj ACTH i GH ćelija odreñen je kombinacijom frakcionatora i fizičkog 

disektora (Miller i sar. 1997, 1999; Manojlović i sar. 2010), analiziranjem svakog 

dvadesetog (ACTH ćelije), odnosno četrdesetog preseka (GH ćelije) hipofize. U okviru 

frakcionatora tkivo je uzorkovano na sistematski uniforman način na dva nivoa, pri 

čemu je početak uzorkovanja bio nasumičan (Gundersen i Jensen 1987; Wreford 1995; 

Miller i sar. 1997; 1999). U prvom nivou uzorkovanja analiziran je svaki 20-ti i 21-ti 

(ACTH ćelije), odnosno 40-ti i 41-ti (GH ćelije) presek, budući da GH ćelija brojnije u 

odnosu na ACTH ćelije. Preseci analizirani za dobijanje broja ACTH odnosno GH 

ćelija su isti kao i preseci korišćeni pri odreñivanju volumena hipofize. Prvi presek u 

serijskom nizu parafinskih preseka bio je odreñen korišćenjem tablice nasumičnih 

brojeva. Preseci koji su odreñeni kao disektorski par su prvo skenirani uz pomoć BX-51 

mikroskopa i motorizovanog stočića. Jedan od preseka iz para imenovan je kao 

referentni a drugi kao kontrolni (“look up”) presek. Potom je brojanje obavljeno u 

suprotnom pravcu, tj. kontrolni presek postaje referentni i obrnuto. Na ovaj način 

duplirana je prva frakcija uzorkovanja sa 1/20, odnosno 1/40 na 1/10, odnosno 1/20 

(1(f1) = 1/10=0.1; 1/20=0.05). 

Za izračunavanje broja ACTH/GH ćelija korišćena su dva odvojena nepristrasna 

rama (“unbiased stereological frame” Mayers i sar. 2004). Cilj dizajna je da po hipofizi 

jedne životinje bude izbrojano 100 – 200 ACTH/GH ćelija. Dimenzije nepristrasnog 

rama za brojanje ćelija ACTH/GH bili su 35 x 35 µm (1225 µm2). Nakon definisanja 

dimenzija ramova, opcijom “meander sampling” nasumično je uzorkovano 1% tkiva 

hipofize (pod kontrolom newCAST softvera). Dakle druga uzorkovana frakcija za ćelije 

hipofize bila je 0.01 (f2=0.01).  

Brojanje ACTH/GH ćelija obavljeno je uz pomoć uljanog objektiva uvećanja 

100x visoke numeričke aperture, pri čemu je konačno uvećanje na monitoru iznosilo 
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3750x. Poreñenje referentnog i kontrolnog preseka je omogućeno opcijom newCAST 

softvera. Prvo je izabrana pozicija na referentnom preseku, a zatim računar pomera 

motorizovani stočić do iste pozicije na kontrolnom preseku. Računar na kontrolnom 

preseku skenira široko polje od 4 mikrografije. Njihovim spajanjem, lako se nalazi 

vidno polje koje odgovara onom na referentnom preseku. Referntna partikula u brojanju 

ćelija je jedro ćelije. Metod fizičkog disektora podrazumeva brojanje referentnih 

partikula primenom pravila brojanja. Broje se ćelije koje se nalazi unutar nepristrasnog 

rama za brojanje tj. ne seku zabranjene, crvene linije nepristrasnog rama, i kod kojih je 

referentna partikula tj. jedro ćelije prisutno na kontrolnom a nije prisutno na 

refernetnom preseku (Gundersen 1986).  

 Dobijeni broj (Q¯ ) ćelija pomnožen je sa recipročnim vrednostima frakcija 

uzorkovanja i na taj način je odreñen apsolutni broj ACTH/GH ćelija po hipofizi.  

Q (̄ćelija)· (1/f1) · (1/f2) = Q ·̄ 1/0.1 · 1/0.01 

 
 

Slika 3.4. Referentni presek i kontrolni “look up” presek, na kojima se jasno uočavaju 
nepristrasni stereološki ramovi za  brojanje ACTH/GH ćelija. 
 

3.4.2.4. Volumen ACTH i GH ćelija 

 Volumen pojedinačnih ćelija odreñen je deljenjem totalnog volumena 

ACTH/GH ćelija sa njihovim brojem (de Lima et al. 2007). 
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3.5. Biohemijske analize  

3.5.1. Priprema krvne plazme i seruma  

Odreñivanje koncentracije ACTH vršeno je iz krvne plazme pacova. U ohlañene 

epruvete sa EDTA (koji je imao funkciju antikoagulacionog sredstva; 1mg/ml) 

sakupljani su pojedinačni uzorci krvi. Odvajanje ćelijskih elemenata od plazme vršeno 

je centrifugiranjem u hladnoj centrifugi (Tehtnica, Železniki, LC-321, Slovenija) na 

3000 obrtaja u trajanju od 5 minuta. Nakon toga izdvojena plazma je odvajana u mikro 

epruvete i zamrzavana na -70°C (deepfreeze, Revco, USA).  

Odreñivanje koncentracija GH vršeno je iz krvnog seruma pacova, koji je 

prikupljan uvek u isto vreme. U staklenim epruvetama prikupljani su pojedinačni uzorci 

krvi, koji su ostavljani na sobnoj temperaturi. Nakon koagulacije izdvojeni serum je 

centrifugiran na 3000 obrtaja u trajanju od 15 minuta. Precišceni serum je izdvajan u 

mikro epruvete i čuvan na -70°C.  

 

3.5.2. Odreñivanje koncentracije GH 

Koncentracija GH je odreñivana pomoću “sendvič” ELISA testa (Rat/Mouse 

Growth hormone ELISA; Millipore) u nekoliko etapa. Prvo se uzorak seruma nepoznate 

koncentracije inkubira sa anti-GH poliklonskim antitelima, nakon čega sledi ispiranje 

nevezanog materijala iz uzorka. Dalja procedura podrazumeva vezivanje drugog 

biotiniliziranog anti-GH poliklonskog antitela, te ponovno ispiranje nevezanog 

materijala. U sledećem koraku se peroksidaza rena konjuguje sa vezanim 

biotiniliziranim antitelima nakon čega sledi ispiranje slobodnog enzimskog kompleksa. 

Kvantifikacija vezanog antitelo-enzim kompleksa vršena je praćenjem aktivnosti 

peroksidaze rena u prisustvu 3,3',5,5' tetrametilbenzidina. Enzimska aktivnost je merena 

spektrofotometrijski, povećanjem absorbance na 450 nm. S obzirom da je povećanje 

absorbance direktno proporcionalno količini vezanog GH uzorka nepoznate 

koncentracije, konstrukcijom standardne krive (zavisnosti apsorbance od koncentracije 

GH standarda) i uporedivanjem vrednosti dobijenih za uzorak očitava se nepoznata 

koncentracija GH u serumu. Analitička senzitivnost testa je 0,07 ng/ml kada se koristi 

uzorak zapremine 10µl. Varijacija unutar eseja iznosi 4,3% za srednju koncentraciju GH 

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

Kvantitativno odredivanje nivoa ACTH u plazmi vrši se sekvencijalnim, 

dvostepenim, hemiluminiscentnim imunometričkim testom (DPC IMMULITE ACTH 

assay). Monoklonska mišija ACTH antitela inkubiraju se sa uzorcima nepoznate 

koncentracije. Tom prilikom dolazi do specifičnog vezivanja ACTH iz uzorka za 

monoklonska anti-ACTH antitela. Nevezani višak se ispira centrifugiranjem. Zatim se 

uvode poliklonska zečija anti-ACTH antitela obeležena alkalnom fosfatazom. Prilikom 

inkubacije dolazi do specifičnog vezivanja za već formirane antigen-antitelo komplekse. 

Nakon ovoga nevezani enzimski konjugat se odstranjuje. Sledeći korak je uvodenje 

hemiluminiscentnog substrata tj. fosfatnog estra adamantil dioksetana. Ovaj substrat u 

prisustvu alkalne fosfataze podleže hidrolizi i formira nestabilni intermedijerni produkt. 

Kontinuirana produkcija ovog nestabilnog intermedijera rezultuje u stalnoj emisiji 

svetla. Fotonska emisija se beleži luminometrom i proporcionalna je koncentraciji 

ACTH u serumu. Konstrukcijom standardne krive (zavisnosti koncentracije ACTH 

standarda i emisije fotona) i uporedivanjem vrednosti dobijenih za uzorak očitava se 

nepoznata koncentracija ACTH u plazmi. Analitička senzitivnost testa je 0,07 ng/ml 

kada se koristi uzorak zapremine 10µl. Varijacija unutar eseja iznosi 9,6%. za srednju 

koncentraciju ACTH od 2,7 ng/ml. 

 

3.6. Statistička analiza podataka  

 Dobijeni podaci su statistički obrañeni. Pri statističkoj obradi prvo je urañena 

analiza normalne distribucije podataka uz pomoć Kolmogorov–Smirnov testa. Urañena 

je analiza varijanse (ANOVA), a zatim je Dunkanov test korišćen za post hoc poreñenje 

izmeñu grupa. Statistički značajnom se smatra razlika ukoliko je verovatnoća razlike 

p<0,05. 
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4. REZULTATI 

 

 

4.1. Telesne mase adultnih pacova nakon orhidektomije i hroničnih tretmana 

estradiol-diproprionatom, genisteinom ili daidzeinom 

Telesna masa lažno orhidektomisanih adultnih pacova tretiranih medijumom I 

(Sham1 grupa) iznosila je 222,0 ± 23,3 g pre početka tretmana, odnosno 361,0 ± 17,1 g 

posle završenog tretmana. Ova grupa životinja zabeležila je prirast telesne mase od 63% 

u toku pet nedelja. Telesna masa orhidektomisanih adultnih pacova tretiranih 

medijumom I (Orx1 grupa) iznosila je 213,0 ± 21,9 g pre početka tretmana, odnosno 

316,0 ± 18,3 g posle završenog tretmana. Pomenuta grupa je imala prirast telesne mase 

od 50%, što je statistički značajno (p<0,05) manji prirast telesne mase u odnosu na 

Sham1 grupu. Telesna masa orhidektomisanih adultnih pacova tretiranih estradiol-

dipropionatom (Orx1+E grupa) iznosila je 265,0 ± 22,4 g pre početka tretmana, 

odnosno 391,3 ± 25,9 g posle završenog tretmana. Prirast telesne mase od 12% u ovoj 

grupi životinja predstavlja statistički značajno (p<0,05) manji prirast u poreñenju sa 

prirastom telesne mase u Orx1 grupi (Histogram 4.1.). 

Telesna masa lažno orhidektomisanih adultnih pacova tretiranih medijumom II 

(Sham2 grupa) iznosila je 215,0 ± 18,1 g pre početka tretmana, odnosno 362,4 ± 36,3 g 

posle završenog tretmana, što pokazuje da je prirast telesne mase bio 48% u ovoj grupi. 

Telesna masa orhidektomisanih adultnih pacova tretiranih medijumom II (Orx2 grupa) 

iznosila je 225,0 ± 25,1 g pre početka tretmana, odnosno 330,4 ± 32,3 g posle završenog 

tretmana. Ova grupa je zabeležila prirast telesne mase od 34%, što predstavlja statistički 

značajno (p<0,05) smanjenje u odnosu na Sham2 grupu. Telesna masa 

orhidektomisanih, adultnih pacova, tretiranih genisteinom (Orx2+G grupa), iznosila je 

213,7 ± 21,3 g pre početka tretmana, odnosno 320,0 ± 30,0 g posle završenog tretmana. 

Telesna masa orhidektomisanih adultnih pacova tretiranih daidzeinom (Orx2+D grupa) 

iznosila je 231,7 ± 21,4 g pre početka tretmana, odnosno 318,7 ± 27,8 g posle završenog 

tretmana. U Orx2+G grupa beleži se prirast telesne mase 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 pacova nakon orhidektomije 
(Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiolom-diproprionatom (Orx1+E), genisteinom 
(Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno orhidektomisane životinje. 
 

4.2. Masa i volumen hipofiza adultnih pacova nakon orhidektomije i hroničnih 

tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili daidzeinom  

Prosečna masa hipofize iznosila je 13,5 ± 1,6 mg, odnosno 16,4 ± 1,7 mg u 

Sham1 i Orx1 eksperimentalnoj grupi. Masa hipofize Orx1 grupe statistički značajno 

(p<0,05) je povećana za 18% u poreñenju sa odgovarajućom vrednošću Sham1 grupe. 

Masa hipofize Orx1+E grupe iznosila je 34,4 ± 2,9 mg, što predstavlja statistički 

(p<0,05) značajno povećanje od 110% u odnosu na Orx1 grupu (Histogram 4.2). 

Prosečne mase hipofize u grupama Sham2 i Orx2 iznosila je 12,9 ± 1,1 mg, 

odnosno 14,9 ± 1,1 mg. Masa hipofize Orx2 grupe statistički značajno (p<0,05) je 

povećana za 16 % u poreñenju sa odgovarajućim vrednostima kod Sham2 grupe. Masa 

hipofize Orx2+G grupe iznosila je 19,0 ± 0,8 mg, što predstavlja statistički značajno 

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

iznosila je 14,8 ± 0,8 mg, što predstavlja statistički značajno (p<0,05) smanjenje od 

22% u poreñenju sa masom hipofize Orx2+G grupe (Histogram 4.2).            
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Histogram 4.2. Mase hipofiza adultnih pacova nakon orhidektomije (Orx1 i Orx2) i 
hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), genisteinom (Orx2+G) ili 
daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno orhidektomisane životinje. 
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Histogram 4.3. Volumen hipofiza adultnih pacova nakon orhidektomije (Orx1 i Orx2) i 
hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), genisteinom (Orx2+G) ili 
daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno orhidektomisane životinje 
 

Morfometrijskim merenjem izračunati su prosečni volumeni hipofiza. Volumeni 

hipofiza Sham1 i Orx1 grupe, iznosili su 5,8 ± 0,3 mm3, odnosno 6,2 ± 0,4 mm3. 

Volumen hipofize Orx1+E grupe statistički značajno (p<0,05) je povećan za 44 % u 

odnosu na isti parametar Orx1 grupe, i iznosio je 11,1 ± 1,0 mm3 (Histogram 4.3).        
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Prosečni volumeni hipofiza Sham2 i Orx2 grupe bili su 5,5 ± 0,6 mm3, odnosno 

6,1 ± 0,6 mm3. Nakon tretmana genisteinom dolazi do statistički značajnog (p<0,05) 

povećanja volumena hipofize pacova za 21% u odnosu na Orx2 grupu, dok se nakon 

tretmana daidzeinom beleži statistički značajno (p<0,05) smanjenje volumena za 22% 

(Histogram 4.3).         

 
4.3. Somatotropni sistem adultnih pacova nakon orhidektomije i hroni čnih 

tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili daidzeinom  

4.3.1. Histološke karakteristike arkuatnog jedra, periventrikularnog jedra i 

eminencije medijane 

4.3.1.1. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana lažno 

orhidektomisanih adultnih pacova (Sham1 grupa)  

Arkuatno jedro (Arc) Sham1 grupe pacova nalazi se u tuberalnom regionu 

medijalnog hipotalamusa, i ograničeno je trećom moždanom komorom s mediljalne 

strane i regionom koji je oskudan ćelijskim elementima sa lateralne strane. Ovo jedro 

čine sitne ćelije vretenastog ili okruglog oblika, koji predstavljaju ujedno i deo 

parvicelularnog hipotalamo-hipofiznog sistema (Slika 4.1a). Od neurona Arc jedra 

polaze nervna vlakna ka spoljašnjoj zoni eminencije medijane (ME) u kojoj dolazi, 

izmeñu ostalog, i do izlučivanja oslobañajućeg hormona hormona rasta (GHRH) u 

hipotalamo-hipofizni portalni krvotok (Slika 4.1b). 

         

Slika 4.1. a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamusa lažno orhidektomisanih 
adultnih pacova (Sham1), krezil-ljubičasto, bar-200 µm; b) GHRH imunoreaktivnost na 
frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME Sham1 grupe pacova, bar-50 µm; 3V-
treća moždana komora. 
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 Periventrikularno (Pe) jedro Sham1 grupe pacova je parno jedro anteriornog i 

tuberalnog hipotalamusa koje se prostire u tankom sloju periventrikularne zone treće 

moždane komore. Čine ga većinom sitni neuroni, čija se nervna vlaknima pružaju 

paralelno s trećom moždanom komorom. Somatostatinski (SS) neuroni prisutni su u 

intermedijalnoj zoni Pe jedra, (Slika 4.2b). Nervni završeci ćelija Pe jedra projektuju se 

na spoljašnju zonu ME gde oslobañaju SS (Slika 4.2c).  

               
 

Slika 4.2. a) Frontalni presek u nivou Pe jedra lažno orhidektomisanih adultnih pacova 
(Sham1), krezil-ljubičasto, bar 20-µm; b) Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom 
preseku intermedijalne zone Pe jedra Sham1 grupe pacova, bar-10 µm; c) SS 
imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME Sham1 grupe 
pacova, bar-100 µm; 3V-treća moždana komora. 
 

4.3.1.2. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana 

orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1 grupa)  

Histološkom analizom uočeno je povećanje površine Arc jedra Orx1 grupe u 

poreñenju sa površinom jedra u Sham1 grupi (Slika 4.3a). Nervna vlakna 

parvicelularnog hipotalamo-hipofiznog sistema Arc jedra pružaju se do spoljašnje zone 

ME gde oslobañaju neurosekret. Intenzitet obojenosti GHRH neurosekreta Orx1 grupe 

smanjen je u odnosu na Sham1 grupu pacova (slika 4.3b).  

Nakon histološke analize serije preseka Pe jedra Orx1 grupe uočeno je da ne 

postoje značajne razlike u odnosu na Sham1 grupu. Uočavaju se sitni neuroni u 

periventrikularnoj zoni treće moždane komore (Slika 4.4a). Nakon orhidektomije 

brojnost imunopozitivnih SS neurona u intermedijalnoj zoni Pe jedra je smanjena u 
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odnosu na Sham1 grupu životinja (Slika 4.4b), kao i intenzitet obojenosti SS 

neurosekreta u spoljašnjoj zoni ME (Slika 4.4c). 

         

Slika 4.3. a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamusa orhidektomisanih adultnih 
pacova (Orx1), krezil-ljubičasto, bar-200 µm; b) GHRH imunoreaktivnost na 
frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME Orx1 grupe pacova, bar-50 µm; 3V-treća 
moždana komora. 
 

               

Slika 4.4. a) Frontalni presek u nivou Pe jedra orhidektomisanih adultnih pacova 
(Orx1), krezil-ljubičasto, bar 20-µm; b) Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom 
preseku intermedijalne zone Pe jedra Orx1 grupe pacova, bar-10 µm; c) SS 
imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME Orx1 grupe pacova, 
bar-100 µm; 3V-treća moždana komora. 
 

4.3.1.3. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana nakon 

hroničnog tretmana estradiol-diproprionatom orhidektomisanih adultnih pacova 

(Orx1+E grupa) 

 Hroničan tretman orhidektomisanih adultnih pacova estradiol-diproprionatom 

uticao je na histološku sliku oba jedra somatotropnog sistema. Analizom serijskih 
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preseka Arc jedro Orx1+E grupe (Slika 4.5a) uočena je veća površina jedra u odnosu na 

Orx1 grupu. Nakon hroničnog tretmana estradiol-dipropionatom razlike u intenzitetu 

obojenosti GHRH neurosekreta u ME u odnosu na Orx1 grupu nisu uočene (Slika 4.5b). 

         

Slika 4.5. a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamusa orhidektomisanih adultnih 
pacova hronično tretiranih estradiol-diproprionatom (Orx1+E), krezil-ljubičasto, bar-
200 µm; b) GHRH imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME 
Orx1+E grupe pacova, bar-50 µm; 3V-treća moždana komora. 

 

Površina Pe jedra Orx1+E grupe je povećana u odnosu na površinu jedra Orx1 

grupe (Slika 4.6a). Brojnost imunopozitivnih SS neurona intermedijarne zone Pe jedra, 

kao i intenzitet obojenosti SS neurosekkreta u spoljašnjoj zoni ME povećan je u Orx1+E 

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

                 
 

Slika 4.6. a) Frontalni presek u nivou Pe jedra orhidektomisanih adultnih pacova 
hronično tretiranih estradiol-diproprionatom (Orx1+E), krezil-ljubičasto, bar 20-µm; b) 
Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom preseku intermejalne zone Pe jedra Orx1+E 
grupe pacova, bar-10 µm; c) SS Imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa 
u nivou ME Orx1+E grupe pacova, bar-100 µm; 3V-treća moždana komora. 



 

 73

4.3.1.4. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana lažno 

orhidektomisanih adultnih pacova (Sham2 grupa)  

Arc jedro Sham2 grupe pacova pozicionirano je u tuberalnom regionu 

hipotalamusa sa obe strane proširenja treće moždane komore (Slika 4.7a). Nervna 

vlakna Arc jedra dosežu do ME u koju oslobañaju GHRH neurosekret (Slika 4.7b).  

         

Slika 4.7. a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamusa lažno orhidektomisanih 
adultnih pacova (Sham2), krezil-ljubičasto, bar-200 µm; b) GHRH imunoreaktivnost na 
frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME Sham2 grupe pacova, bar-50 µm; 3V-
treća moždana komora. 
 

               

Slika 4.8. a) Frontalni presek u nivou Pe jedra lažno orhidektomisanih adultnih pacova 
(Sham2), krezil-ljubičasto, bar 20-µm; b) Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom 
preseku intermedijalne zone Pe jedra Sham2 grupe pacova, bar-10 µm; c) SS 
imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME Sham2 grupe 
pacova, bar-100 µm; 3V-treća moždana komora. 
 

Periventrikularno jedro Sham2 grupe životinja predstavljeno je nizovima 

parvocelularnih neurona duž treće moždane komore anteriornog i tuberalnog 
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hipotalamusa (Slika 4.8a). U intermedijalnoj zoni Pe jedra lokalizovani su SS neuroni. 

(Slika 4.8b). Nervna vlakna SS neurona dosežu do spoljašnje zone ME gde oslobañaju 

neurosekret (Slika 4.8c). 

 

4.3.1.5. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana 

orhidektomisanih adultnih pacova (Orx2 grupa)  

         

Slika 4.9. a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamusa orhidektomisanih adultnih 
pacova (Orx2), krezil-ljubičasto, bar-200 µm; b) GHRH imunoreaktivnost na 
frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME Orx2 grupe pacova, bar-50 µm; 3V-treća 
moždana komora. 
 

                

Slika 4.10. a) Frontalni presek u nivou Pe jedra orhidektomisanih adultnih pacova 
(Orx2), krezil-ljubičasto, bar 20-µm; b) Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom 
preseku intermedijalne zone Pe jedra Orx2 grupe pacova, bar-10 µm; c) SS 
imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME Orx2 grupe pacova, 
bar-100 µm; 3V-treća moždana komora. 
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Orhidektomija izaziva histološke promene Arc jedra. Arc jedro Orx2 grupe 

pacova zauzima veću površinu u odnosu na Sham2 grupu pacova, (Slika 4.9a), dok je 

intenzitet obojenosti GHRH neurosekreta u spoljašnjoj zoni ME kod Orx2 grupe 

smanjen u odnosu na Sham2 grupu (Slika 4.9b). 

 Nakon orhidektomije pacova nisu zapažene značajne histološke promene Pe 

jedra u odnosu na Sham2 grupu pacova (Slika 4.10a), dok je brojnost imunopozitivnih 

SS neurona intermedijarne zone Pe jedra smanjena (Slika 4.10b) što je praćeno i 

smanjenom količinom imunoflurescentno obeleženog SS neurosekreta u ME. 

 

4.3.1.6. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana nakon 

hroničnog tretmana genisteinom orhidektomisanih adultnih pacova (Orx2+G 

grupa) 

Histološkom analizom serijskih preseka Arc jedra Orx2+G grupe uočeno je 

povećanje površine Arc jedra u odnosu na Orx2 grupu (Slika 4.11a). Tretmana 

genisteinom rezultira povećanjem intenziteta obojenosti GHRH neurosekreta u 

spoljašnjoj zoni ME u odnosu na Orx2 grupu pacova (Slika 4.11b).  

         

Slika 4.11. a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamusa orhidektomisanih 
adultnih pacova hronično tretiranih genisteinom (Orx2+G), krezil-ljubičasto, bar-200 
µm; b) GHRH imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME 
Orx2+G grupe pacova, bar-50 µm; 3V-treća moždana komora. 
 

Pe jedro Orx2+G grupe čine nizovi parvocelularnih neurona duž treće moždane 

komore (Slika 4.12a). Brojnost imunopozitivnih SS neurona Pe jedra Orx2+G grupe 

povećana je u odnosu na Orx2 grupu (Slika 4.12b), a takoñe je konstatovano i povećanje 

intenziteta obojenosti SS neurosekreta u ME nakon imunofluresentnog bojenja (Slika 

4.12c). 
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Slika 4.12. a) Frontalni presek u nivou Pe jedra orhidektomisanih adultnih pacova 
hronično tretiranih genisteinom (Orx2+G), krezil-ljubičasto, bar 20-µm; b) 
imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom preseku intermedijalne zone Pe jedra Orx2+G 
grupe pacova, bar-10 µm; c) SS imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa 
u nivou ME Orx2+G grupe pacova, bar-100 µm; 3V-treća moždana komora. 
 

4.3.1.7. Arkuatno jedro, periventrikularno jedro i eminencija medijana nakon 

hroničnog tretmana daidzeinom orhidektomisanih adultnih pacova (Orx2+D 

grupa) 

Histološkom analizom Arc nukleusa pacova hronično tretiranih daidzeinom nisu 

utvrñene značajne promene u odnosu na Orx2 grupu (Slika 4.13a), dok je intenzitet 

obojenosti GHRH neurosekreta blago povećan u poreñenju sa intenzitetom obojenošću 

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

         

Slika 4.13. a) Frontalni presek u nivou Arc jedra hipotalamusa orhidektomisanih 
adultnih pacova hronično tretiranih daidzeinom (Orx2+D), krezil-ljubičasto, bar-200 
µm; b) GHRH imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME 
Orx2+D grupe pacova, bar-50 µm, 3V-treća moždana komora. 
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Slika 4.14. a) Frontalni presek u nivou Pe jedra hipotalamusa orhidektomisanih adultnih 
pacova hronično tretiranih daidzeinom (Orx2+D) krezil-violet, bar 20-µm; b) 
Imunoreaktivni SS neuroni na frontalnom preseku intermedijalne zone Pe jedra Orx2+D 
grupe pacova, bar-10 µm; c) SS imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa 
u nivou ME Orx2+D grupe pacova, bar-100 µm, 3V-treća moždana komora 
 

 Nakon hroničnog tretmana daidzeinom orhidektomisanih pacova nisu 

konstatovane promene površine koju zauzima Pe jedro, brojnosti imunopozitivnih SS 

neurona intermedijalne zone Pe jedra, kao ni promene u intenzitetu obojenosti SS 

neurosekreta u ME (Slika 4.14a, b, c).  

 

4.3.2. Stereološke karakteristike arkuatnog jedra, periventrikularnog jedra i 

eminencije medijane adultnih pacova nakon orhidektomije i hroni čnih 

tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili daidzeinom 

4.3.2.1. Volumen arkuatnog i periventrikularnog jedra  

Prosečan volumen Arc jedra u Sham1 grupi iznosio je 0,197 ± 0,007 mm3. 

Nakon orhidektomijre došlo je do statistički značajnog (p<0,05) povećanja volumena 

Arc jedra (0,255 ± 0,022 mm3) za 30% u odnosu na Sham1 grupu. Tretman estradiol-

diproprionatom dodatno je uticao na statistički značajno (p<0,05) povećanje volumena 

Arc jedra za 23% u odnosu na volumen Arc jedra Orx1 grupe, a vrednost prosečnog 

volumena jedra ove grupe je iznosila 0,314 ± 0,036 mm3 (Histogram 4.4).      

Prosečna vrednost volumena Arc jedra Sham2 i Orx2 grupe bili su 0,175 ± 0,017 

mm3, odnosno 0,262 ± 0,023 mm3. Orhidektomija je dovela do statistički značajnog 

(p<0,05) povećanja volumena Arc jedra za 46%. Prosečni volumen Arc jedra kod 
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pacova hronično tretiranih genisteinom statistički značajno (p<0,05) je povećan za 25% 

u odnosu na odgovarajući parametar Orx2 grupe i iznosio je 0,326 ± 0,019 mm3, dok 

tretman daidzeinom nije rezultirao statistički značajnom razlkom. Prosečni volumen Arc 

jedra pacova hronično tretiranih daidzeinom bio 0,271 ± 0,013 mm3, što je statistički 

(p<0,05) značajno smanjenje od 17% u odnosu na odgovarajući parametar Orx2+G 

grupe (Histogram 4.4). 

0
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0,3

0,4

Sham1 Orx1 Orx1+E Sham2 Orx2 Orx2+G Orx2+D

VOLUMEN  Arc JEDRA

  *   *   *  *
mm3

  *

 

Histogram 4.4. Promene volumena Arc jedra hipotalamusa adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno 
orhidektomisane životinje. 
 

Srednje vrednosti volumena Pe jedra Sham1 i Orx1 grupe iznosile su 0,274 ± 

0,021 mm3, odnosno 0,270 ± 0,015 mm3. Hroničan tretman estradiol-diproprionatom 

doveo je do statistički značajnog (p<0,05) povećanja volumena Pe jedra za 16% u 

odnosu na Orx1 grupu, a vrednost volumena jedra je iznosila 0,313 ± 0,022 mm3 

(Histogram 4.5).  

Srednje vrednosti volumena Pe jedra Sham2 i Orx2 grupe iznosile su 0,259 ± 

0,014 mm3, odnosno 0,231 ± 0,014 mm3. Prosečni volumeni Pe jedra Orx2+G i Orx2+D 

grupa iznosili su 0,263 ± 0,021 mm3, odnosno 0,223 ± 0,031 mm3. Statistički značajno 

smanjenje volumena Pe jedra (p<0,05) od 15% zabeleženo je 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 nakon orhidektomije 
(Orx1 i Orx2) i hroničnih tretamana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), genisteinom 
(Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno orhidektomisane životinje. 

 

4.3.2.2. Volumenska gustina SS neurona u Pe jedru 

Volumenska gustina SS neurona u Pe jedru Sham1 grupe pacova iznosila je 9,0 

± 0,8 %. Nakon orhidektomije vrednost ovog parametra iznosila je 4,6 ± 0,4%, što 

predstavlja statistički značajno smanjenje (p<0,05) od 49% u odnosu na odgovarajući 

parametar Sham1 grupe. Hroničan tretman estradiol-diproprionatom povećao je 

procentualnu zastupljenost SS neurona u Pe jedru za 150%, u odnosu na Orx1 grupu, a 

njena vrednost je bila 11,5 ± 0,9% (Histogram 4.6). 

Vrednosti procentualne zastupljenost SS neurona u Pe jedru u Sham2 i Orx2 

grupi životinja iznosile su 7,9 ± 0,8%, odnosno 4,6 ± 0,2%. Statistički značajno 

smanjenje (p<0,05) procentualne zastupljenosti SS neurona od 43% zabeleženo je u 

Orx2 grupi u odnosu na Sham2 grupu pacova. S druge strane statistički značajno 

povećanje (p<0,05) od 145% zabeleženo je u Orx2+G grupi u kojoj je vrednost 

pomenutog parametra iznosila 11,0 ± 1,2%. U odnosu na Orx1 grupu procentualna 

zastupljenost SS neurona u Orx2+D nije promenjena i iznosila je 4,6 ± 0,3%, dok je u 

odnosu na Orx2+G grupu zabeleženo statistički značajno smanjenje (p<0,05) od 60% 

(Histogram 4.6). 
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Histogram 4.6. Volumenska gustina SS neurona Pe jedra adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno 
orhidektomisane životinje. 
 

4.3.3. Histološke karakteristike somatotropnih (GH) ćelija hipofiza  

4.3.3.1. GH ćelije lažno orhidektomisanih adultnih pacova (Sham1 grupa)  

    

Slika 4.15. Imunoreaktivne GH ćelije u adenohipofizi lažno orhidektomisanih adultnih 
pacova (Sham1) a) bar-100 µm; b) bar-10 µm. 
 

Na presecima hipofiza sham operisanih mužjaka pacova koji su tretirani 

medijumom I (Sham1 grupa) GH ćelije su jasno uočljive nakon imunohistohemijskog 

bojenja. Prisustvo GH imunopozitivnih ćelija u centralnim i perifernim regionima pars 

distalis je ujednačeno. GH ćelije su najčešće grupisane, ali se uočavaju i kao 
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pojedinačne (Slika 4.15a). Obično su kružnog ili elipsoidnog oblika, mada se uočavaju i 

GH ćelije nepravilnog oblika, sa citoplazmatičnim nastavcima koje se pružaju izmeñu 

ostalih hormon sekretujućih ćelija. Jedro GH ćelija je krupno i okruglo, često 

ekscentrično postavljeno (Slika 4.15b). 

 

4.3.3.2. GH ćelije orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1 grupa)  

    

Slika 4.16. Imunoreaktivne GH ćelije u adenohipofizi orhidektomisanih adultnih 
pacova (Orx1) a) bar-100 µm; b) bar-10µm. 
 

Histološka slika adenohipofize i GH ćelija adultih pacova promenjena je nakon 

orhidektomije. Naime, GH ćelije hipofiza orhidektomisanih adultnih pacova 

malobrojnije su u poreñenju sa Sham1 grupom (Slika 4.16a). Takoñe, uočljive su 

krupne, verovatno gonadotropne ćelije koje se prostiru izmeñu GH ćelija. Nakon 

orhidektomije nisu uočene promene oblika, veličine i intenziteta obojenosti GH ćelija u 

odnosu na Sham1 grupu (Slika 4.16b).  

 

4.3.3.3. GH ćelije nakon hroničnog tretmana estradiol-diproprionatom 

orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1+E grupa)  

 U hipofizama Orx1+E grupe pacova uočeno je značajno smanjenje brojnosti GH 

ćelija u poreñenju sa Orx1 grupom pacova (Slika 4.17a). Takoñe, uočljivi su i dilatirani 

krvni sudovi. Oblik GH ćelija je sferičan, veličina nepromenjena, a imunopozitivnost 

izraženija u odnosu na Orx1 grupu (Slika 4.17b). 
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Slika 4.17. Imunoreaktivne GH ćelije u adenohipofizi orhidektomisanih adultnih 
pacova hronično tretiranih estradiol-diproprionatom (Orx1+E) a) bar 100 µm; b) bar 
10µm. 
 

4.3.3.4. GH ćelije lažno orhidektomisanih adultnih pacova (Sham2 grupa)  

 Somatotropne ćelije u hipofizama lažno orhidektomisanih adultnih pacova 

tretiranih medijumom II ravnomerno su rasporeñene u pars distalis izmeñu drugih ćelija 

koje sekretuju hormone. GH ćelije su grupisane, ali prisutne su i kao pojedinačne ćelije 

koje naležu na krvne kapilare (Slika 4.18a). Oblik ćelija je kružan do elipsoidan. Imaju 

krupno, okruglo, ekscentrično postavljeno jedro, oko koga je ravnomerno obojena 

citoplazme (Slika 4.18b). 

    

Slika 4.18. Imunoreaktivne GH ćelije u adenohipofizi lažno orhidektomisanih adultnih 
pacova (Sham2) a) bar 100-µm; b) bar-10µm. 
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4.3.3.5. GH ćelije orhidektomisanih adultnih pacova (Orx2 grupa)  

Nakon orhidektomije brojnost GH ćelija značajno je smanjena u poreñenju sa 

Sham2 grupom pacova. Histološkom analizom uočavaju se krupne ćelije, verovatno 

gonadotropne, izmeñu GH ćelija (Slika 4.19a). Oblik i veličina GH ćelija nije 

promenjena, dok je intenzitet obojenosti ćelija smanjen u odnosu na Sham2 grupu 

životinja (Slika 4.19b). 

    

Slika 4.19 . Imunoreaktivne GH ćelije u adenohipofizi orhidektomisanih adultnih 
pacova (Orx2) a) bar-100 µm; b) bar-10µm. 
 

4.3.3.6. GH ćelije nakon hroničnog tretmana genisteinom orhidektomisanih 

adultnih pacova (Orx2+G grupa)  

    

Slika 4.20 . Imunoreaktivne GH ćelije u adenohipofizi orhidektomisanih adultnih 
pacova hronično tretiranih genisteinom (Orx2+G) a) bar-100 µm; b) bar-10µm. 
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 Hroničan tretman genisteinom zbačajno je uticao na histološku sliku GH ćelija. 

Naime, brojnost GH ćelija povećana je u odnosu na Orx2 grupu pacova. Nakon 

orhidektomije zapažaju se izrazitno krupne ćelje, verovatno gonadotropne ćelije, koje 

nisu imunocitohemjski obeležene (Slika 4.20a). Zapaženo je i povećanje veličine GH 

ćelije u ovoj eksperimentalnoj grupi u odnosu na Orx2 grupu. Histološka analiza 

pokazuje intenzivniju imunopozitivnost GH ćelija pacova tretiranih genisteinom u 

odnosu na Orx2 grupu (Slika 4.20b). 

 

4.3.3.7. GH ćelije nakon hroničnog tretmana daidzeinom orhidektomisanih 

adultnih pacova (Orx2+D grupa) 

 Histološka slika somatotropnih ćelija izmenjena je nakon tretmana daidzeinom u 

odnosu na Orx2 adultne pacove. Naime, GH ćelije adultnih pacova hronično tretiranih 

daidzeinom mnogobrojnije su u poreñenju sa Orx2 grupom (Slika 4.21a). Na većem 

uveličanju vidljive su kružne i elipsoidene ćelije različite veličine, pri čemu krupnije 

ćelije dominiraju (Slika 4.21b). 

    

Slika 4.21. Imunoreaktivne GH ćelije u adenohipofizi orhidektomisanih adultnih 
pacova hronično tretiranih daidzeinom (Orx2+D) a) bar 100-µm; b) bar-10µm. 
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4.3.4. Stereološke karakteristike GH ćelija hipofiza adultnih pacova nakon 

orhidektomije i hroni čnih tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili 

daidzeinom  

4.3.4.1. Volumenska gustina GH ćelija 
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Histogram 4.7. Volumenska gustina GH ćelija hipofiza adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno 
orhidektomisane životinje. 
 
 Volumenska gustina GH ćelija Sham1 grupe iznosila je 37,7 ±1,9 %. Nakon 

orhidektomije volumenska gustina GH ćelija je statistički značajno (p<0,05) smanjena 

za 9 % u odnosu na Sham1 i iznosila je 34,4 ± 0,5%. Volumenska gustina GH ćelija 

posle tretmana estradiol-diproprionatom iznosila je 18,7 ± 0,9%, što predstavlja 

statistički značajno smanjenje (p<0,05) od 46% u odnosu na odgovarajući parametar 

Orx1 grupe (Histogram 4.7). 

 Vrednost volumenske gustine GH ćelija u Sham2 grupi iznosila je 23,8 ± 0,87%, 

a u Orx2 grupi 20,1 ± 1,15%. Statistički značajno povećanje (p<0,05) volumenske 

gustine GH ćelija od 41% zabeleženo je u Orx2+G grupi u odnosu na Orx2 grupu, a 

njena vrednost je iznosila 28,4 ± 2,7%. Volumenska gustina GH ćelija Orx2+D grupe 

smanjena je za 28% u poreñenju sa Orx2 grupom i iznosila je 25,6 ± 2,4% (Histogram 

4.7). 
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4.3.4.2. Numerička gustina GH ćelija 
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Histogram 4.8. Numerička gustina GH ćelija hipofiza adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno 
orhidektomisane životinje 
 

Numerička gustina (NV) Sham1 grupe iznosila je 17,9 ± 0,8 x 104 mm-3, a Orx1 

13,6 ± 0,8 x 104 mm-3, odnosno nakon orhidektomije dolazi do statistički značajno 

smanjenja (p<0,05) ovog parametra od 24% u odnosu na Sham1 grupu. Statistički 

značajno smanjenje (p<0,05) NV GH ćelija od 39% zabeleženo je u Orx1+E grupi u 

odnosu na Orx1 grupu , a vrednost je iznosila 8,3 ± 0,8 x 104 mm-3 (Histogram 4.8). 

 NV GH ćelija Sham2 grupe je iznosila je 16,4 ± 1,4 x 104 mm-3. Vrednost istog 

parametra u Orx1 grupi iznosila je 16,8 ± 2,1 x 104 mm-3, a u Orx2+G grupi bila je 18,3 

± 2,8 x 104 mm-3. Nakon tretmana daidzeinom orhidektomisanih pacova (Orh2+D 

grupa), u kojoj je vrednost pomenutog parametra iznosila 10,8 ± 0,6 x 104 mm-3, došlo 

je do statistički značajnog (p<0,05) smanjenje zastupljenosti GH ćelija u odnosu na 

Orx2 grupu za 36%, kao i za 41% u odnosu na Orx2+G grupu (Histogram 4.8). 

 

4.3.4.3. Apsolutni broj GH ćelija  

 Apsolutni broj GH ćelija Sham1 grupe je iznosio 7,6 ± 0,11 x 105, dok je 

apsolutni broj GH ćelija Orx1 grupe je bio 7,1 ± 0,5 x 105. Vrednost apsolutnog broja 

GH ćelija u Orx1+E grupi iznosila je 8,2 ± 0,01 x 105 (Histogram 4.9). 
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 Apsolutni broj GH ćelija Sham2 grupe iznosio je 7,0 ± 0,3 x 105, a apsolutni broj 

GH ćelija Orx2 grupe bio je 7,6 ± 0,9 x 105. Statistički značajno (p<0,05) povećanje 

apsolutnog broja GH ćelija za 35 % u odnosu na Orx2 grupu zabeleženo je u Orx2+G 

grupi, i vrednost je iznosila 10,3 ± 1,2 x 105. Statistički značajno (p<0,05) smanjenje 

apsolutnog broja GH ćelija za 27 % i 45 % u odnosu na Orx2 grupu, odnosno Orx2+G 

grupu zabeleženo je u Orh2+D grupi, a izračunata vrednost je bila 5,6 ± 0,8 x 105 

(Histogram 4.9).  
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Histogram 4.9. Apsolutni broja GH ćelija hipofiza adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno 
orhidektomisane životinje. 
 
4.3.4.4. Volumen GH ćelija  

 Volumeni GH ćelija Sham1 i Orx1 grupe bili su 2121,2 ± 62,6 µm3, odnosno 

2533,2 ± 153,0 µm3, dok je u Orx1+E grupi isti parametar imao vrednost od 2319,1 ± 

357,0 µm3 (Histogram 4.10). 

 Volumeni GH ćelija Sham2 i Orx2 grupe bili su 1498,0 ± 109,2 µm3, odnosno 

1203,8 ± 174,9 µm3. Volumeni GH ćelija Orx2+G i Orh2+D grupe bili su 1527,4 ± 

150,1 µm3, odnosno 2172,6 ± 110,8 µm3. Statistički značajno povećanje (p<0,05) 

volumena GH ćelija od 80 % i 42 % zabeleženo je kod Orx2+D grupe, u odnosu na 

Orx2, odnosno Orx2+G grupu, (Histogram 4.10). 
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Histogram 4.10. Volumena GH ćelija hipofiza adultnih pacova nakon orhidektomije 
(Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), genisteinom 
(Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno orhidektomisane životinje. 
 
4.3.5. Koncentracija GH u cirkulaciji  
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Histogram 4.11. Promene koncentracije GH u cirkulaciji adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) i daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno orhidektomisane 
životinje. 
 

Koncentracije GH u cirkulaciji Sham1 i Orx1 grupe iznosili su 11,8 ± 1,0 ng/ml, 

odnosno 12,5 ± 1,7 ng/ml. Statistički značajno povećanje (p<0,05) nivoa GH od 161% 
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zabeleženo je nakon hroničnog tretmana estradiol-diproprionatom, a vrednost parametra 

je iznosila 11,8 ± 1,0 ng/ml (Histogram 4.11).  

 U Sham2 i Orx2 grupi vrednosti koncentracije GH u cirkulaciji su iznosile 3,6 ± 

0,4 ng/ml, odnosno 2,6 ± 0,5 ng/ml. Tretman genisteinom doveo je do statistički 

značajnog povećanja (p<0,05) koncentracije GH od 127% u odnosu na Orx1 grupu, a 

njena vrednost je bila 5,9 ± 0,3 ng/ml. Vrednost koncentracije GH u Orx2+D grupi bila 

je 2,9 ± 0,3 ng/ml, što predstavlja statistički značajno smanjenje (p<0,05) od 51% u 

poreñenju sa Orx2+G grupom (Histogram 4.11). 

 

4.4. Adrenokortikotropni sistem adultnih pacova nakon orhidektomije i hroni čnih 

tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili daidzeinom  

4.4.1. Histološke karakteristike paraventrikularnog jedra i eminencije medijane  

4.4.1.1. Paraventrikularno jedro i eminencija medijana lažno orhidektomisanih 

adultnih pacova (Sham1 grupa)  

.  

Slika 4.22. a) Frontalni presek hipotalamusa u nivou PVN lažno orhidektomisanih 
pacova (Sham1), krezil-ljubičasto, bar-200 µm. 

 

 PVN prostire se u medijalnoj zoni anteriornog hipotalamusa. To je parno jedro 

koje je ograničeno trećom moždanom komorom i regionom koji je karakterističan po 

izuzetno malom (siromašnom) prisustvu ćelijskih elemenata (Slika 4.22a). PVN čine 

krupni magnocelularni neuroni, koji su predominantno grupisani u lateralnom delu 

jedra. Oni predstavljaju deo hipotalamo-hipofiznog magnocelularnog sistema koji se 

projektuje do neurohipofize gde dolazi do oslobañanja oksitocina i vazopresina u 
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sistemsku cirkulaciju. Sitni parvocelularni neuroni grupisani su najvećim delom u 

medijalnom području jedra i deo su hipotalamo-hipofiznog parvicelularnog sistema. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Slika 4.22. b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno obojene ćelije označene glavom 
strelice); 2-imunoreaktivni cFos neuroni (crveno obojene ćelije označene glavom 
strelice); 3-imunoreaktivni CRH/cFos neuroni na frontalnom preseku medijalne zone 
PVN Sham1 grupe pacova, bar-50µm; c) CRH imunoreaktivnost na frontalnom preseku 
hipotalamusa u nivou ME Sham1 grupe pacova, bar-50µm; 3V-treća moždana komora. 
 

CRH imunoreaktivnost prisutna je u većini ćelija PVN, dok je manji broj CRH 

ćelija aktivan tj. pokazuje imunopozitivnost na cFos (Slika 4.22b). Aksoni ovog sistema 

dosežu do ME, gde izmeñu ostalih hormona, oslobañaju kortikotropni oslobañajući 

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

 

4.4.1.2. Paraventrikularno jedro i eminencija medijana orhidektomisanih adultnih 

pacova (Orx1 grupa) 

Histološkom analizom serijskih frontalnih preseka PVN Orx1 grupe uočena je 

veća površina koje ovo jedro zauzima u odnosu na površinu PVN u Sham1 grupi (Slika 

     

b 
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4.23a). Brojnost imunofluorescentno obeleženih CRH i CRH/cFos neurona nakon 

orhidektomije povećana je u odnosu na brojnost pomenutih neurona u Sham1 grupi 

(Slika 4.23b). Povećana CRH imunopozitivnost se zapaža u spoljašnjoj zoni ME, mestu 

gde se CRH oslobaña iz aksonskih završetaka i prelazi u hipotalamo-hipofizni kapilarni 

sistem (Slika 4.23c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4.23. a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa orhidektomisanih pacova 
(Orx1), krezil-ljubičasto, bar-200 µm; b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno 
obojene ćelije označene glavom strelice), 2-imunoreaktivni cFos neuroni (crveno 
obojene ćelije označene glavom strelice), 3-imunoreaktivni CRH/cFos neuroni (žuto-
narandžasto obojene ćelije označene strelicom) na frontalnom preseku medijalne zone 
PVN Orx1 grupe pacova; bar-50µm; 3V-treća moždana komora. 

     

b 
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Slika 4.23. c) CRH imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME 
Orx1 grupe pacova, bar-50 µm, 3V-treća moždana komora.  
 
4.4.1.3. Paraventrikularno jedro i eminencija medijana nakon hroničnog tretmana 

estradiol-diproprionatom orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1+E grupa) 

 Nakon hroničnog tretmana estradiol-diproprionatom dolazi do povećanja 

površine PVN u odnosu na Orx1 grupu (Slika 4.24a). Histološkom analizom je utvrñeno 

da brojnost CRH neurona PVN nije promenjena nakon tretmana estradiol-

diproprionatom (Slika 4.24b-1), dok je aktivnost CRH neurona povećana uzevši u obzir 

povećan broj duplo-imunofluorescentno obeleženih CRH/cFos neurona u odnosu na 

brojnost CRH/cFos neurona u Orx1 grupi (slika 4.24b-3). Takoñe je zapaženo i 

povećanje intenziteta obojenosti CRH neurosekreta u spoljašnjoj zoni ME nakon 

tretman estradiol-diproprionatom (slika 4.24c).  

    

Slika 4.24. a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa orhidektomisanih pacova 
hronično tretiranih estradiol-diproprionatom (Orx1+E), krezil-ljubičasto, bar-200 µm. 
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Slika 4.24. b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno obojene ćelije, obeležene glavom 
strelice), 2-imunoreaktivni cFos neuroni (crveno obojene ćelije, obeležene glavom 
strelice), 3-imunoreaktivni CRH/cFos neuroni (žuto-narandžasto obojene ćelije, 
obeležene strelicom) na frontalnom preseku medijalne zone PVN Orx1+E grupe 
pacova, bar-50µm; c) CRH imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u 
nivou ME Orx1+E grupe pacova, bar-50 µm; 3V-treća moždana komora.  
 

4.4.1.4. Paraventrikularno jedro i eminencija medijana lažno orhidektomisanih 

adultnih pacova (Sham2 grupa) 

U anteriornonom hipotalamusu Sham2 u PVN uočljivi su krupni magnocelularni 

i sitni parvicelularni neuroni (Slika 4.25a). CRH imunpozitivnost uočava se u oba tipa 

neurona (Slika 4.25b-1). Na osnovu prisustva duplo imunofluorescentno obeleženih 

CRH/cFos neurona zapaža se manji broj aktivanih CRH neurona u poreñenju sa 

ukupnim brojem CRH neurona (Slika 4.25b-3). Nervna vlakna parvicelularnih neurona 

PVN dosežu do spoljašnje zone ME, gde oslobañaju CRH neurosekret u hipotalamo-

hipofizni kapilarni splet (Slika 4.25c). 

     

b 
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Slika 4.25. a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa lažno orhidektomisanih 
pacova (Sham2), krezil-ljubičasto, bar-200 µm; b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni 
(zeleno obojene ćelije, obeležene glavom strelice), 2-imunoreaktivni cFos neuroni 
(crveno obojene ćelije, obeležene glavom strelice), 3-imunoreaktivni CRH/cFos neuroni 
(žuto-narandžasto obojene ćelije, obeležene strelicom) na frontalnom preseku medijalne 
zone PVN Sham2 grupe pacova, bar-50µm; c) CRH imunoreaktivnost na frontalnom 
preseku hipotalamusa u nivou ME Sham2 grupe pacova, bar-50 µm; 3V-treća moždana 
komora.  

     

b 
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4.4.1.5. Paraventrikularno jedro i eminencija medijana orhidektomisanih adultnih 

pacova (Orx2 grupa)  

Histološka slika PVN je promenjena nakon orhidektomije adultnih pacova, u 

smislu povećanja površine jedra na serijskim presecima u odnosu na Sham2 grupu. U 

medijalnoj zoni ovog jedra jasno su uoćljivi sitni i krupni neuroni (Slika 4.26a). 

Brojnost imunopozitivnih CRH i CRH/cFos neurona medijalne zone PVN povećana je 

nakon orhidektomije adultnih pacova (Slika 4.26b). Ovo povećanje brojnosti i aktivnosti 

CRH neurona praćeno je povećanim sadržajem CRH neurosekreta u ME Orx2 grupe u 

poreñenju sa Sham2 grupom pacova (Slika 4.26c). 

     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Slika 4.26. a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa orhidektomisanih pacova 
(Orx1), krezil-ljubičasto, bar-200 µm; b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno 
obojene ćelije, obeležene glavom strelice), 2-imunoreaktivni cFos neuroni (crveno 
obojene ćelije, obeležene glavom strelice), 3-imunoreaktivni CRH/cFos neuroni (žuto-
narandžasto obojene ćelije, obeležene strelicom) na frontalnom preseku medijalne zone 
PVN Orx2 grupe pacova, bar-50µm; 3V-treća moždana komora. 
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Slika 4.26. c) CRH imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME 
Orx2 grupe pacova, bar-50 µm; 3V-treća moždana komora. 

 

4.4.1.6. Paraventrikularno jedro i eminencija medijana nakon hroničnog tretmana 

genisteinom orhidektomisanih adultnih pacova (Orx2+G grupa) 

Hroničan tretman genisteinom nije doveo do značajne promene površine PVN u 

odnosu na površinu jedra u Orx2 grupi (Slika 4.27a). Uočavaju se magnocelularni 

neuroni u lateralnoj, kao i parvocelularni neuronu u medijalnoj zoni PVN (Slika 4.27a). 

Nakon tretmana genisteinom brojnost imunoobeleženih CRH i CRH/cFos neurona PVN 

povećana je u poreñenju sa brojem neurona Orx2 grupe (Slika 4.27b). Nervna vlakna 

parvicelularnog sistema oslobañaju CRH neurosekret u ME. Intenzitet obojenosti CRH 

neurosekreta u ME nije promenjen nakon tretmana genisteinom u odnosu na Orx2 grupu 

(Slika 4.27c). 

 

Slika 4.27. a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa orhidektomisanih pacova 
hronično tretiranih genisteinom (Orx2+G), krezil-ljubičasto, bar-200 µm. 
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Slika 4.27. b) 1-imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno obojene ćelije, označene glavom 
strelice), 2-imunoreaktivni cFos neuroni (crveno obojene ćelije, označene glavom 
strelice), 3-imunoreaktivni CRH/cFos neuroni (žuto-narandžasto obojene ćelije, strelica) 
na frontalnom preseku medijalne zone PVN Orx2+G grupe pacova, bar-50µm; c) CRH 
imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME Orx2+G grupe 
pacova, bar-50 µm, 3V-treća moždana komora.  
 

4.4.1.7. Paraventrikularno jedro i eminencija medijana nakon hroničnog tretmana 

daidzeinom orhidektomisanih adultnih pacova (Orx2+D grupa) 

 Hroničan tretman daidzeinom nije doveo do promena histološke slike PVN u 

odnosu na Orx2 grupu. Površina PVN Orx2+D grupe približno je jednaka površini jedra 

Orx2 grupe (Slika 4.28a). Brojnost CRH neurona u PVN nakon tretmana daidzeinom 

smanjena je u odnosu brojnost neurona u Orx2 grupi (Slika 4.28b-1). S druge strane 

brojnost duplo-imunopozitivnih CRH/cFos neurona povećana je u odnosu na Orx2 

grupu (Slika 4.28b-3). Imunoreaktivnost CRH u spoljašnjoj zoni ME približno je ista 

kao CRH imunoobojenost u Orx2 grupi (Slika 4.28c). 

     

 b 
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Slika 4.28. a) Frontalni presek u nivou PVN hipotalamusa orhidektomisanih pacova 
hronično tretiranih daidzeinom (Orx2+D), krezil-ljubičasto, bar-200 µm; b) 1-
imunoreaktivni CRH neuroni (zeleno obojene ćelije, označeni glavom strelice), 2-
imunoreaktivni cFos neuroni (crveno obojene ćelije, označene glavom strelice), 3-
imunoreaktivni CRH/cFos neuroni (žuto-narandžasto obojene ćelije, označene 
strelicom) na frontalnom preseku medijalne zone PVN Orx2+D grupe pacova; bar-
50µm, c) CRH imunoreaktivnost na frontalnom preseku hipotalamusa u nivou ME 
Orx2+D grupe pacova, bar-50 µm; 3V-treća moždana komora. 

     

 b 
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4.4.2. Stereološke karakteristike paraventrikularnog jedra hipotalamusa adultnih 

pacova nakon orhidektomije i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom, 

genisteinom ili daidzeinom 

4.4.2.1. Volumen paraventrikularnog jedra 

Prosečni volumen PVN Sham1 grupe iznosio je 0,137 ± 0,017 mm3. Vrednosti 

volumena PVN nakon orhidektomije i hroničnog tretmana estradiol-diproprionatom 

iznosli su 0,161 ± 0,012 mm3, odnosno 0,193 ± 0,029 mm3 (Histogram 4.12).        

Prosečna vrednost volumena PVN Sham2 grupe iznosila je 0,123 ± 0,011 mm3. 

Orhidektomija je dovela do statistički značajnog (p<0,05) povećanja volumena PVN za 

55%, a vrednost je iznosila 0,190 ± 0,005 mm3. Volumen PVN nakon hroničnog 

tretmana genisteinom iznosio je 0,192 ± 0,019 mm3. Prosečan volumen PVN pacova 

hronično tretiranih daidzeinom iznosio je 0,171 ± 0,017 mm3, što je statistički (p<0,05) 

značajno smanjenje za 11% u odnosu na odgovarajući parametar Orx2+G grupe 

(Histogram 4.12). 
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Histogram 4.12. Volumena PVN adultnih pacova nakon orhidektomije (Orx1 i Orx2) i 
hroničnih tretamana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), genisteinom (Orx2+G) ili 
daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno orhidektomisane životinje. 
 
4.4.2.2. Volumenska gustina CRH neurona u PVN  

Volumenska gustina CRH neurona u PVN Sham1 grupe pacova iznosila je 24,33 

± 1,96 %. Nakon orhidektomije vrednost ovog parametra iznosila je 34,04 ± 1,71%, što 

predstavlja statistički značajno povećanje (p<0,05) od 40% u odnosu na odgovarajući 
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parametar Sham1 grupe. Vrednost navedenog parametra nakon hroničnog tretmana 

estradiol-diproprionatom iznosila je 34,30 ± 2,03%, (Histogram 4.13). 

Procentualna zastupljenost CRH neurona u PVN Sham2 grupe je iznosila 22,43 

± 2,69%. Orhidektomija je dovela do statistički značajnog povećanja (p<0,05)  

pomenutog parametra za 19% i on je u Orx2 grupi iznosio 26,78 ± 2,11%. Nakon 

orhidektomije i hroničnog tretmana genisteinom procentualna zastupljenost CRH 

neurona u PVN iznosila je 29,06 ± 3,77%. Statistički značajno smanjenje (p<0,05) 

procentualne zastupljenosti CRH neurona od 11%, odnosno 18%, zabeleženo je u nakon 

hroničnog tretmana daidzeinom u odnosu na Orx2, odnosno Orx2+G grupu pacova 

(Histogram 4.13). 
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Histogram 4.13. Volumenska gustina CRH neurona PVN adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno 
orhidektomisane životinje. 
 
4.4.2.3. Volumenska gustina duplo-imunoobeleženih CRH/cFos u PVN  

Volumenska gustina CRH/cFos neurona u PVN Sham1 grupe pacova iznosila je 

2,44 ± 0,22%. Orhidektomija je dovela do statistički značajnog povećanja (p<0,05) 

volumenske gustine CRH/cFos neurona od 150% i vrednost ovog parametra u Orx1 

grupi je iznosila 6,10 ± 0,33%. Vrednost ovog parametra nakon hroničnog tretmana 

estradiol-diproprionatom bila je 8,72 ± 2,03%, što je statistički značajno povećanje 

(p<0,05) od 43% u odnosu na odgovarajući parametar u Orx1 grupi (Histogram 4.14). 



 

 101

Vrednost volumenske gustine CRH/cFos neurona u PVN Sham2 grupe je 

iznosila 2,21 ± 0,44%. Orhidektomija je dovela do statistički značajnog povećanja 

(p<0,05) pomenutog parametra za 47% i on je u Orx2 grupi iznosio 3,25 ± 0,34%. 

Nakon hroničnog tretmana genisteinom, odnosno daidzeinom volumenska gustina 

CRH/cFos neurona u PVN iznosila je 7,49 ± 0,74%, odnosno 7,60 ± 0,88%, što 

predstavlja statistički značajno povećanje (p<0,05) od 131% odnosno 134% u odnosu na 

odgovarajući parametar Orx2 grupe, (Histogram 4.14) 
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Histogram 4.14. Volumenska gustina CRH/cFos neurona PVN adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmanh estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno 
orhidektomisane životinje. 
 
4.4.3. Histološke karakteristike adrenokortikotropnih (ACT H) ćelija hipofiza  

4.4.3.1. ACTH ćelije lažno operisanih adultnih pacova (Sham1 grupa)  

ACTH ćelije lažno orhidektomisanih adultnih pacova Sham1 grupe rasporeñene 

su u grupama, ćešće nego pojedinačne. Izmeñu ovih ćelija uočljiv je bogat splet krvnih 

kapilara. Oblik ACTH ćelija je nepravilan, od elipsoidnog do zvezdolikog (Slika 4.29a). 

Zvezdolike ćelije imaju jasno uočljive citoplazmatične produžetke kojim obuhvataju 

druge ćelije ili ih pružaju izmeñu njih. U citoplazmi je uočljivo ovalno jedro, 

ekscentrično postavljeno (Slika 4.29b). 
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Slika 4.29. Imunoreaktivne ACTH ćelije u adenohipofizi lažno orhidektomisanih 
pacova (Sham1) a) bar 100 µm b) bar 10µm. 
  
4.4.3.2. ACTH ćelije orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1 grupa)  

 Histološkom analizom uočeno je smanjenje brojnosti ACTH ćelija nakon 

orhidektomije (Slika 4.30a). Ćelije su nepravilnog oblika, dominiraju svetlije ćelije u 

oodnosu na intenzitet obojenosti u Sham1 grupi (Slika 4.30b). 

      

Slika 4.30. Imunoreaktivne ACTH ćelije u adenohipofizi orhidektomisanih pacova 
(Orx1) a) bar 100 µm; b) bar 10µm. 
 
4.4.3.3. ACTH ćelije nakon hroničnog tretmana estradiol-diproprionatom 

orhidektomisanih adultnih pacova (Orx1+E grupa) 

Nakon tretmana orhidektomisanih pacova estradiolo-diproprionatom uočeno je 

značajno smanjenje brojnosti ACTH ćelija (Slika 4.31a). ACTH ćelije su nepravilnog 
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oblika i često naležu na krvne kapilare. Intenzitet obojenosti citoplazme ACTH ćelija 

ove grupe smanjen je u poreñenju sa intenzitetom obojenosti ACTH ćelija Orx1 grupe 

(Slika 4.31b). 

      

Slika 4.31. Imunoreaktivne ACTH ćelije u adenohipofizi orhidektomisanih pacova 
hronično tretiranih estradiol-diproprionatom (Orx2+E) a) bar 100 µm b) bar 10µm. 
 
4.4.3.4. ACTH ćelije lažno operisanih adultnih pacova (Sham2 grupa)  

 Imunopozitivne ACTH ćelije Sham2 grupe rasporeñene su relativno ravnomerno 

po pars distalis hipofize izmeñu razgranate mreže krvnih kapilara (Slika 4.32a). 

Intenzivno obojena citoplazma okružuje ekscentrično postavljeno, ovalno jedro ACTH 

ćelija (Slika 4.32b). 

      

Slika 4.32. Imunoreaktivne ACTH ćelije u adenohipofizi lažno orhidektomisanih 
pacova (Sham2) a) bar 100 µm; b) bar 10µm. 
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4.4.3.5. ACTH ćelije orhidektomisanih adulta pacova (Orx2)  

 ACTH ćelije hipofize orhidektomisanih pacova ne razlikuju se značajno u 

pogledu brojnosti i lokalizacije u poreñenju sa istim tipom ćelija kod Sham2 grupe 

životinja (Slika 4.33a). Zvezdolikog su oblika, sa izduženim citoplazmatičnim 

nastavcima koji se protežu izmeñu susednih ćelija. Citoplazma ACTH ćelija 

ravnemerno je obojena, a ćelije sa svetlom citoplazmom dominiraju (Slika 4.33b). 

      

Slika 4.33. Imunoreaktivne ACTH ćelije u adenohipofizi orhidektomisanih mužjaka 
pacova (Orx2) a) bar 100 µm; b) bar 10µm. 
 

4.4.3.6. ACTH ćelije nakon hroničnog tretmana genisteinom orhidektomisanih 

adultnih pacova (Orx2+G grupa) 

      

Slika 4.34. Imunoreaktivne ACTH ćelije u adenohipofizi orhidektomisanih pacova 
hronično tretiranih genisteinom (Orx2+G) a) bar 100 µm; b) bar 10µm. 
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 Nakon hroničnog tretmana genisteinom uočeno je povećanje brojnosti ACTH 

ćelija u odnosu na Orx1 grupu (Slika 4.34a). Citoplazma većine ACTH ćelije nije 

ravnomerno obojena, već se uočavaju prosvetljeni delovi. Jedro je ekscentrično 

postavljeno (Slika 4.34b). 

 

4.4.3.7. ACTH ćelije nakon hroničnog tretmana daidzeinom orhidektomisanih 

adultnih pacova (Orx2+D grupa) 

 ACTH ćelije pacova hronično tretiranih daidzeinom nepravilnog su oblika, 

rasporeñene kao pojedinačne ili u grupama. Na histološkoj slici uočava se smanjena 

brojnost navedenih ćelija u odnosu na Orx2 grupu (Slika 4.35a). Citoplazma ćelija je 

ravnomerno imunohistohemijski obojena, a prisutne su sitnije i krupnije ćelije, (Slika 

4.35b). 

      

Slika 4.35. Imunoreaktivne ACTH ćelije u adenohipofizi orhidektomisanih pacova 
hronično tretiranih daidzeinom (Orx2+D) a) bar 100 µm; b) bar 10µm. 
 
4.4.4. Stereološke karakteristike ACTH ćelija hipofiza adultnih pacova nakon 

orhidektomije i hroni čnih tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili 

daidzeinom  

4.4.4.1. Volumenska gustina ACTH ćelija  

 Volumenska gustina ACTH ćelija Sham1 grupe iznosila je 6,2 ± 0,1%. Kod 

Orx1 grupe volumenska gustina ACTH ćelija značajno je smanjena je za 21% (p<0,05) 

u odnosu na Sham1 gupu i iznosila je 4,9 ± 0,2%. Volumenska gustina ACTH ćelija 
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značajno je smanjenja za 44% (p<0,05) kod grupe pacova tretiranih estradiol-

diproprionatom u odnosu na Orx1 grupu, i iznosila je 2,8 ± 0,3% (Histogram 4.15) 

 Vrednost volumenske gustine ACTH ćelija u Sham2 grupi iznosila je 4,5 ± 

0,4%, a u Orx2 grupi 4,1 ± 0,1%. Statistički značajno povećanje (p<0,05) volumenske 

gustine ACTH ćelija od 26% zabeleženo je u Orx2+G grupi u odnosu na Orx2 grupu, u 

kojoj je vrednost pomenutog parametra bila 5,1 ± 0,4%. U Orx2+D grupi volumenska 

gustina ACTH ćelija nije promenjena u odnosu na Orx2 grupu, a smanjena je za 19% 

(p<0,05) u poreñenju sa Orx2+G grupom i iznosila je 4,1 ± 0,5% (Histogram 4.15).  
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Histogram 4.15. Volumenska gustina ACTH ćelija hipofiza adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno 
orhidektomisane životinje. 
 

4.4.4.2. Numerička gustina ACTH ćelija  

 Numerička gustina (NV) ACTH ćelija Sham1 grupe iznosila je 3,10 ± 0,06 x 104 

mm-3, kod Orx1 grupe je iznosila 2,40 ± 0,16 x 104 mm-3, što predstavlja statistički 

značajno sniženje (p<0,05) od 23% u odnosu na Sham1 grupu. Statistički značajno 

sniženje (p<0,05) numeričke gustine ACTH ćelija od 33% zabeleženo je u Orx1+E 

grupi u odnosu na vrednost odgovarajućeg parametra Orx1 grupe, i iznosila je 1,64 ± 

0,21 x 104 mm-3 (Histogram 4.16). 

 Numerička gustina Sham2 grupe iznosila je 3,24 ± 0,03 x 104 mm-3, a Orx1 

grupe 2,99 ± 0,02 x 104 mm-3. Vrednost pomenutog parametra Orx2+G grupe bila je 
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2,89 ± 0,02 x 104 mm-3. Statistički značajno (p<0,05) smanjenje NV ACTH ćelija od 

23%, odnosno 20%, zabeleženo je Orh2+D grupi u poreñenju sa odgovarajućim 

parametrom Orx2, odnosno Orx2+G grupe. Vrednost NV ACTH ćelija Orh2+D grupe 

bila je 2,31 ± 0,02 x 104 mm-3 (Histogram 4.16). 
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Histogram 4.16. Numerička gustina ACTH ćelija hipofiza adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno 
orhidektomisane životinje. 
 
4.4.4.3. Apsolutni broj ACTH ćelija  

 Apsolutni broj ACTH ćelija Sham1 grupe je iznosio 1,30 ± 0,04 x 105, dok je 

apsolutni broj ACTH ćelija Orx1 grupe iznosio 1,23 ± 0,12 x 105. Kod pacova tretiranih 

estradiol-diproprionatom apsolutni broj ACTH ćelija povećan je za 38% (p<0,05) u 

odnosu na odgovarajući parametar Orx1 grupe, i njegova vrednost je iznosila. 1,70 ± 

0,11x 105 (Histogram 4.17). 

 Apsolutni broj ACTH ćelija Sham2 grupe je iznosio 1,44 ± 0,05 x 105, a 

apsolutni broj ACTH ćelija Orx2 grupe je iznosio 1,53 ± 0,22 x 105. Statistički značajno 

(p<0,05) povećanje apsolutnog broja ACTH ćelija za 22% u odnosu na Orx2 grupu 

zabeleženo je u Orx2+G grupi, a njegova vrednost je iznosila 1,86 ± 0,05x 105. 

Vrednost apsolutnog broja ACTH ćelija Orh2+D grupe iznosila je 1,10 ± 0,16 x 105, što 

predstavlja nepromenjenu vrednost u odnosu na Orx1 grupu. Statistički značajno 

(p<0,05) smanjenje apsolutnog broja ACTH ćelija Orh2+D grupi za 41% zabeleženo je 

u odnosu na odgovarajući parametar Orx2+G grupe. (Histogram 4.17). 
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Histogram 4.17. Apsolutni broj ACTH ćelija hipofiza adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno 
orhidektomisane životinje. 
 
4.4.4.4. Volumen ACTH ćelija  
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Histogram 4.18. Volumen ACTH ćelija hipofiza adultnih pacova nakon orhidektomije 
(Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), genisteinom 
(Orx2+G) ili daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno orhidektomisane životinje. 
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Volumeni ACTH ćelija Sham1 i Orx1 grupe iznosili su 1973,7 ± 38,8µm3, 

odnosno 2026,1 ± 201,7 µm3. U Orx1+E grupi pomenuti parametar je imao vrednost 

1725,3 ± 38,8µm3 (Histogram 4.18).  

Volumeni ACTH ćelija Sham2 i Orx2 grupe bili su 1406,4 ± 267,6 µm3, 

odnosno 1337 ± 58,5 µm3. Volumeni ACTH ćelija Orx2+G i Orh2+D grupe bili su 

1739,7 ± 305,2 µm3, odnosno 1790 ± 328,4 µm3 (Histogram 4.18). 

 
4.4.5. Koncentracija ACTH u cirkulaciji  

0

30

60

90

Sham1 Orh1 Orh1+E Sham2 Orx2 Orx2+G Orh2+D

KONCENT RACIJA ACT H U CIRKULACIJI 

 (ng/L)   *   *
  *  *   *

 

Histogram 4.19. Promene koncentracije ACTH u cirkulaciji adultnih pacova nakon 
orhidektomije (Orx1 i Orx2) i hroničnih tretmana estradiol-diproprionatom (Orx1+E), 
genisteinom (Orx2+G) i daidzeinom (Orx2+D); Sham1 i Sham2 lažno orhidektomisane 
životinje. 
 
 Koncentracije ACTH u cirkulaciji Sham1 grupe iznosila je 26,3 ± 3,0 ng/L. 

Statistički značajno povećanje (p<0,05) nivoa ACTH od 127% zabeleženo je nakon 

orhidektomije, a nivo ACTH u Orx1 grupi iznosio je 59,7 ± 4,1 ng/L. Hroničan tretman 

estradiol-diproprionatom je doveo do statistički značajnog povećanja (p<0,05) nivoa 

ACTH u cirkulaciji od 66% u odnosu na nivo navedenog hormona u Orx1 grupi, koji je 

iznosio 99,2 ± 9,2 ng/L (Histogram 4.19). 

 Koncentracija ACTH u cirkulaciji Sham2 grupe iznosila je 37,3 ± 3 ng/L. 

Koncentracije navedenog hormona Orx2 grupe iznosila je 58,6 ± 5,1 ng/L, što je 

statistički značajno povečanje (p<0,05) od 57% u odnosu na odgovarajući parametar 
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Sham2 grupe. Vrednost koncentracije ACTH u Orx2+G grupi je iznosila 85,0 ± 9,2 

ng/L, što predstavlja statistički značajno povećanje (p<0,05) od 45% u poreñenju sa 

odgovarajućim parametrom Orx2 grupe. Statistički značajno povećanje (p<0,05) nivoa 

ACTH u cirkulaciji od 39% zabeleženo je nakon tretmana daidzeinom u odnosu na isti 

parametar Orx2 grupe, a njegova vrednost iznosila je 81,2 ± 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) pacova smanjila je prirast telesne 

mase u odnosu na sham operisane životinje. Literaturni podaci su pokazali da smanjenje 

nivoa cirkulišućeg testosterona može smanjiti telesnu masu, ali i da promene mogu 

izostati (Ojeda i sar. 2000; Pereira i sar. 2006; Christoffersen i sar. 2006; Antonioli i sar. 

2007). Poznato je da gonadalni steroidi, posebno kod glodara, utiču na promene: telesne 

mase (nezavisno od unosa hrane), energetskog balansa, funkcionisanja 

gastrointestinalnog trakta, stope rasta i telesne grañe (Chen i sar. 1995; Cortright i 

Koves 2000; Wajchenberg 2000; Asarian i Geary 2006). Testosteron je anabolički 

hormon koji u najvećoj meri utiče na telesnu grañu, mišićnu masu i distribuciju 

adipoznog tkiva kod mužjaka (Marin i sar. 1992; Katznelson i sar. 1996). 

Hipogonadalno stanje kod mužjaka smanjuje skeletnu i mišićnu masu, a povećava masu 

adipoznog tkiva (Katznelson i sar. 1996; Mauras i sar. 1998). Kod čoveka u tom stanju 

akumulira se viscelarno adipozno tkivo (Seidell i sar. 1990; Tsai i sar. 2000; Borst i 

Conover 2006), koje kod pacova izostaje (Christoffersen i sar. 2006). Asarian i Geary 

(2002) su pokazali da orhidektomija smanjuje unos hrane. Poznato je da amino kiselina 

leucin predstavlja važan nutritivni signal, koji izmeñu ostalog stimuliše sintezu proteina 

u mišićnom tkivu (Kimball i Jefferson 2006). Istraživanja Jiao i sar. (2009) su pokazala 

da hipogonadizam dovodi do smanjene sinteze proteina zavisne od leucina, i 

povećavane degradacije proteina, što vodi smanjenju mišićne mase.  

 Hroničan tretman estradiol-diproprionatom je doveo do smanjenja prirasta 

telesne mase orhidektomisanih adultnih pacova u odnosu na orhidektomisane pacove. 

Jedna od mnogih bioloških aktivnosti estradiola je modulacija telesne mase. Ranija 

istraživanja su pokazala da tretman estradiolom dovodi do smanjenja prirasta telesne 

mase (Winneker i Parsons 1981; Ospina i sar. 2002) na dozno-zavistan način (Brewster 

i sar. 1997), kao i do smanjenja unosa hrane (Geary 2004), delujući direktno ili 

indirektno na oreksigene peptide. Tako estrogen, preko ER receptora, smanjuje 
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ekspresiju i oslobañanje NPY i melanin-koncentrišućeg hormona (MNC-melanin-

concentrating hormone), bitnih regulatora energetskog balansa. Koncentracija 

oreksigenog peptida grelina, poreklom iz gastrointestinalnog trakta, je povećana tokom 

gladovanja i pre jela, te tretman pacova grelinom dovodi do povećanja unosa hrane 

(Kojima i Kangawa 2008). Estradiol smanjuje signalnu moć grelina, kod oba pola 

pacova, te tako smanjuje njegov oreksigeni potencijal (Clegg i sar. 2007). Estrogen 

deluje i na anoreksigene peptide insulin, leptin, serotonin i holecistokinin (Brown i 

Clegg 2010). On je ključan faktor u determinaciji osetljivosti mozga na kataboličke 

aktivnosti insulina, a koncentracija insulina je u direktnoj korelaciji sa telesnom masom 

i procentom adipoznog tkiva (Brown i Clegg 2010). Leptin je hormon adipoznog tkiva 

ćija je koncentracija takoñe u korelaciji sa procentom adipoznog tkiva. Pored mnogih 

uloga u mozgu, leptin predstavlja moćan katabolički signal koji dovodi do inhibicije 

unosa hrane. Tretman estradiolom kod mužjaka pacova povećava senzitivnost mozga na 

leptin i dovodi do povećanja subkutanog adipoznog tkiva. Poznato je da estrogen 

reguliše ekspresiju iRNK leptinskog receptora, te tako deluje na regulaciju energetskog 

balansa (Brown i Clegg 2010). Poznato je da estradiol, stimulišući sekreciju serotonina, 

povećava anoreksiju i smanjuje hiperfagiju (Asarian i Geary 2006). Holecistokinin 

(CCK), poreklom iz tankog creva, se oslobaña tokom obroka i predstavlja signal sitosti. 

Tretman estradiolom dovodi do povećanja CCK pozitivnih ćelija u jedru tractus 

solitarius, PVN i centralnom jedru amigdale, te na taj način utiče na smanjen unos hrane 

(Geary 2004; Moran 2006;). S obzirom na odsustvo efekta estradiola na telesnu masu, 

unos hrane i obilnost obroka kod ERα nokaut životinja, zaključeno je da se pomenuti 

efekati estradiola odigravaju aktivacijom ERα zavisanog mehanizama (Geary 2004).  

Hroničan tretman genisteinom ili daidzeinom orhidektomisanih adultnih pacova 

nije doveo do promene telesnih masa u odnosu na orhidektomisanu grupu adultnih 

pacova. Efekti sojinih izoflavona na telesnu masu su dozno zavisni (Faqi i sar. 2004; 

McClain i sar. 2006; Penza i sar. 2006; Mizushige i sar. 2007). U studiji Kishida i sar. 

(2007) je pokazano da ishrana bogata izoflavonima soje ne utiče na unos hrane kod 

mužjaka pacova. Nogowski i sar. (2007) navode da tretman genisteinom ženki pacova 

nije doveo do smanjenja telesne mase, iako dolazi do smanjenja nivoa anoreksigenih 

peptida insulina i leptina u krvi i rezervi triglicerida u mišićima. U nekim animalnim 

modelima genistein snižava ekspresiju gena za lipoprotein lipazu u masnom tkivu, što 
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izaziva smanjenje unosa lipida u adipocite i izostanku gojenja (Naaz i sar. 2003). S 

druge strane introcerebroventrikularna (ICV) aplikacija genisteina izaziva povećanje 

nivoa cirkulišućeg GH kod eksperimentalnih životinja (Misztal i sar. 2007). Odsustvo 

promena unosa hrane i telesnih masa nakon tretmana genisteinom ili daidzeinom može 

biti posledica slabijeg estrogenskog efekta koji karakteriše izoflavone (Kuiper i sar. 

1998). Estrogen svoj efekat na telesnu masu u najvećem procentu ostvaruje preko ERα 

zavisnog mehanizma, dok izoflavoni pokazuju veći afinitet za ERβ, što je 

najverovatnije i razlog odsustva promena telesnih masa posle tretmana izoflavonima.  

 

5.2. Efekti orhidektomije, tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili 

daidzeinom na masu i volumen hipofize orhidektomisanih adultnih pacova  

Nakon orhidektomije pacova apsolutna masa hipofize je povećana. Na nivou 

hipofize testosteron reguliše ekspresiju gena za gonadotropne hormone direktno (via 

steroid response elements) i indirektno preko specifičnih peptida (aktivin B i folistatin) 

(Gharib i McCann 1990; Roberts i sar. 1989). Pretpostavlja se da je povećana masa 

hipofize posledica proliferacije gonadotropnih ćelija adenohipofize, s obzirom da 

orhidektomija dovodi do povećanja mitotske aktivnosti ovih ćelija (Kitay 1963; Inoue i 

sar. 1985). GnRH, LH i FSH stimulišu sintezu testosterona koji pak negativnom 

povratnom spregom reguliše sopstvenu sintezu; smanjenje nivoa testosterona izazvano 

orhidektomijom dovodi do ukidanja negativne povratne sprege zavisne od testosterona, 

i brojnosti gonadotropnih ćelija hipofize se povećava (Kitay 1963; Inoue i sar. 1985). 

Nepromenjen volumen hipofize nakon orhidektomije verovatno je posledica smanjenja 

volumena i broja drugih hormon sekretujućih ćelija hipofize, kao težnja organizma ka 

homeostazi.  

Tretman estradiol-diproprionatom doveo je do povećanja mase i volumena 

hipofize orhidektomisanih pacova. Studija Nolan i Levy (2006) pokazala da tretmani 

estrogenom ili testosteronom (koji se procesom aromatizacije prevodi u estrogen) 

znatno povećavaju mitotsku aktivnost ćelija adenohipofize kod orhidektomisanih 

pacova. Pomenuta povećanja na nivou hipofize posledica su povećane proliferacije 

prolaktinskih ćelija nakon tretmana estrogenima (Kitay 1963; Lieberman i sar. 1978; 

Milošević i sar. 2007).  
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 Tretman genisteinom povećao je masu i volumen hipofize orhidektomisanih 

pacova. Delclos i sar. (2001) navode trend povećanja mase hipofize mladunaca pacova 

čije su majke dobijale visoke doze genisteina. Dugotrajne toksikološke studije sa 

korišćenjem genisteina u ishrani pacova su pokazale značajno povećanje mase hipofiza 

kod ženki pacova (Shelby 2008). Ovakvi rezultati, uključujući i rezultat naše studije, je 

verovatno posledica estrogenskog dejstva genisteina na prolaktinske ćelije. Genistein 

intenzivira i rast malignih ćelija hipofize zavisnih od estrogena koje su transplantirane 

pacovima (Fujimoto 2003). Odsustvo razlika u masi i volumenu hipofiza kod grupe 

pacova tretirane daidzeinom u odnosu na orhidektomisane pacove može biti posledica 

smanjene estrogenske aktivnosti ovog izoflavona, zbog manjeg afinitet daidzeina prema 

oba tipa ER (Kostelac i sar. 2003) u odnosu na genistein.  

 

5.3. Efekti orhidektomije, tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili 

daidzeinom na somatotropni sistem adultnih pacova 

5.3.1. Efekti orhidektomije na somatotropni sistem adultnih pacova  

Kao što je odavno poznato, a pokazano je i ovom studijom, endogeni ili 

egzogeni gonadalni steroidi imaju značajan uticaj na funkcionisanje somatotropnog 

sistema, te stoga njihovo uklanjanje gonadektomijom dovodi do promena aktivnosti 

navedenog sistema. Gonadalni steroidi iz cirkulacije utiču na aktivnost i razvoj hormon-

senzitivnih neurona u mozgu vezivanjem za specifične receptore (Simerley i Young 

1991). Delovanje testosterona na različite moždane strukture ostvaruje se ne samo 

posredstvom AR, već i preko ER nakon aromatizacije testosterona u estradiol 

(Schleicher i sar. 1986). Dominantan mehanizam delovanja uključuje direktno ili 

indirektno vezivanje (nakon prevoñenja u 5α-dihidroksitestosteron; Sar i Stumpf 1977.) 

za AR i regulaciju genske ekspresije. Imunohistohemijsko obeležavanje AR u 

moždanim strukturama intenzivnije je u jedrima mužjaka pacova (Clancy i sar. 1992), a 

u citoplazmi ženki pacova (Roselli i sar 1989). Visoka koncentracija AR kod mužjaka 

prisutna je, izmeñu ostalog, u ventro medijalnom jedru (VMN), a nešto niži nivo je u 

Arc jedru i periventrikularnoj oblasti hipotalamusa (Roselli i sar 1989).  

 Volumen Arc jedra povećan je nakon orhidektomije adultnih pacova. Studija 

Litteria (1973) je pokazala da nakon orhidektomije dolazi do povećanog vezivanja 3H-

lizina (indikator povećane aktivnosti neurona) u neuronima hipotalamusa. Dilatacija 
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cisterni endoplazmatičnog retikuluma i povećanje broja ribozoma u ćelijama 

hipotalamusa nakon orhidektomije još jedan su marker hiperaktivnosti neurona 

(Zambrano i Robertis 1968). Promene u dendritskoj arhitekturi CNS važna su 

komponenta funkcionalne plastičnosti adultnog CNS. Studije Danzer i sar. (1998; 2001) 

su pokazale da nakon orhidektomije dolazi do promena dendritske arhitekture Arc 

neurona kod pacova. Isti autori navode da nakon orhidektomije dolazi do povećanja tela 

neurona, dužine i volumena dendrita, što je direktno povezano sa povećanjem ukupnog 

volumena Arc jedra. S druge strane, Santolaya i Zimmermann (1983) su pokazali da 

testosteron dovodi do povećanja jedara ćelija pojedinih zona Arc jedra. Testosteron 

reguliše gensku ekspresiju i organizaciju NPY neurona Arc jedra (Urban i sar. 1993). 

Povećanje volumena Arc jedra, izmeñu ostalog, je i posledica povećanja dijametra 

granular filamentous tela u neuronima Arc jedra nakon orhidektomije pacova (Blázquez 

i sar. 1995).  

Volumen Pe jedra nakon orhidektomije adultnih pacova nije promenjen. Ranije 

studije (Zambrano i Robertis 1968; Litteria 1973) su pokazale da orhidektomija pacova 

dovodi do povećanje aktivnosti i volumena neurona hipotalamusa. Verovatno, veliki 

volumen i mala gustina neurona Pe jedra mogu biti razlog odsustva promena u 

volumenu Pe jedra nakon orhidektomije.  

 Intenzitet GHRH obojenosti u ME smanjen je nakon orhidektomije adultnih 

pacova. Kod pacova GHRH neuroni zastupljeni su u Arc, dorzo-medijalnom (DM) 

jedru, VMN, PVN hipotalamusa (Merchantheler i sar. 1984). Orhidektomija adultnih 

pacova dovela je do smanjenja GHRH iRNK za 35% u Arc i VMN jedru, a smanjenje je 

izostalo ukoliko se injecirao testosteron (Zeitler i sar. 1990), što je u saglasnosti sa 

smanjenim intenzitetom imunoobojenosti GHRH u ME. S druge strane neke studije 

(Gabriel i sar. 1989; Hasegawa i sar. 1992; Maiter i sar. 1991) su pokazale da 

orhidektomija adultnih pacova ne dovodi do promena GHRH imunoreaktivnosti. 

Prisustvo AR u Arc i VMH jedru sugeriše na androgen receptor-zavistan mehanizam 

delovanja testosterona u ovim hipotalamičkim jedrima. Iako postoji kolokalizacija u 

anatomskoj distribuciji GHRH i AR u neuronima, skoro nijedna GHRH imunoreaktivna 

ćelija mediobazalne oblasti hipotalamusa ne sadrži AR. Stoga, GHRH imunopozitivni 

neuroni nisu ciljne strukture u delovanja androgena, te je efekat testosterone na 

ekspresiju GHRH indirektan, posredstvom drugog neuralnog ili endokrinog procesa 
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(Fodor i sar. 2001). Izmeñu ostalog, SS neuroni poseduju AR, ali nasuprot fiziološkoj 

povezanosti GHRH i SS neurona, neuroanatomske veze izmeñu pomenutih neurona su 

malobrojne (Kawano i Daikoku 1988; Willoughby i sar. 1989b; Toth i Palkovits 1998; 

Fodor i sar. 1994). Ipak, izgleda da uticaj SS na GHRH neurone ne izostaje, s obzirom 

da su u podskupovima GHRH neurona zastupljene iRNK za sst1 i sst2 (Tannenbaum i 

sar. 1998). Plotsky i Vale (1985) su pokazali da ICV admisnistraacija SS dovodi do 

inhibicije GHRH.  

Volumenska gustina SS neurona u Pe jedru i intenzitet imunopozitivnosti SS u 

ME smanjen je nakon orhidektomije adultnih pacova. Ranije studije navode smanjenje 

SS iRNK (Argente i sar. 1990) i pre-pro SS iRNK (Zorrilla i sar. 1990) nakon pada 

nivoa testosterona u cirkulaciji, što je u saglasnosti sa dobijenim rezultatom. Studija 

Herbison (1995) je pokazala da je 40% SS neurona Pe jedra AR pozitivno, kod mužjaka 

pacova, dok je kod ženki taj procenat daleko manji i iznosi svega 7%. Rezultati Huang i 

Harlan (1994) su pokazali da čak 70% SS neurona Pe jedra kolokalizovano sa AR. Ovi 

rezultati nedvosmisleno sugerišu da testosteron na SS neurone Pe jedra može uticati 

direktno preko AR-zavisnog mehanizma. Tako aplikacija testosterone kod 

orhidektomisanih pacova vraća nivo SS iRNK na nivo intaktnih životinja (Argente i sar. 

1990). Aplikacija flutamida, blokatora androgenske aktivnosti, dovodi takoñe do pada 

nivoa SS iRNK u hipotalamusu (Pazos i sar. 2000). S obzirom da testosteron stimuliše 

sintezu SS, orhidektomija dovodi do pada nivoa SS, što je i rezultat ove studije.  

Efekti orhidektomije praćeni su na stereološkim parametrima GH ćelija 

adenohipofize. Volumenska i numerička gustina GH ćelija su smanjene nakon 

orhidektomije u Orx1 grupi (tretirana medijumom I tj. maslinovim uljem), dok promene 

u vrednostima pomenutih parametra izostaju u Orx2 grupi (tretirana medijumom II tj. 

mešavinom alkohola i maslinovog ulja). Razlike u vrednostima pomenutih parametara 

izmeñu Sham 1 i Sham 2 grupe verovatno su posledica uticaja hroničnog tretmana 

alkoholom. Studija Soszynski i sar. (1992a) je pokazala da tretman alkoholom ne menja 

nivo iRNK za GH, iako dolazi do smanjenja GH u cirkulaciji. Ista studija navodi da 

alkohol menja proces translacije i sekrecije GH, a ne utiće na gensku ekspresiju ovog 

hormona. S obzirom na odsustvo promena nivoa iRNK za GH u in vitro studiji 

(Soszynski i sar. 1992b) inhibicija GH sekrecije posledica je smanjenja GHRH genske 

ekspresije. Ulazak alkohola kroz plazmamembranu u ćelije hipofize dovodi do bubrenja 
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ćelija i stimulacije hormonske sekrecije (Sato i sar. 1991). Iako trenutno (akutni 

tretmani) dolazi do povećanja volumena ćelija i stimulacije sekrecije, hroničan efekat 

tretmana alkohola na stereološke karakteristike GH ćelija je drugačiji (smanjenje 

volumenske gustine i volumena GH ćelija), pokazala je ova studija. 

Smanjenje volumenske i numeričke gustine GH ćelija nakon orhidektomije u 

Оrx1 grupi posledica je hipertrofije FSH i LH ćelija adenohipofize. Naime, nakon 

orhidektomije ili aplikacije flutamida dolazi do hipertrofije ovih ćelija (Console i sar. 

2001). Isti autori su pokazali da je nivo iRNK za LHβ subjedinicu povećan tri do deset 

puta, dok je iRNK za FSHβ bio povećan dva do četiri puta nakon orhidektomije. 

Orhidektomija adultnih pacova nije uticala na broj GH ćelija, što je u saglasnosti sa 

ranijom studijom (González-Parra i sar. 1998). Volumen i intenzitet obojenosti ovih 

ćelija takoñe nije promenjen. Volumen GH ćelija kod hrčaka nepromenjen je nakon 

orhidektomije na šta ukazuje studija Hira i sar. (2001). Androgeni mogu uticati na 

sintezu i sekreciju GH ćelija hipofize direktno, posredstvom receptorskog mehanizma 

(AR su prisutni u GH ćelijama, Saeger i sar. 2000), i/ili indirektno, modulacijom GHRH 

i SS hipotalamusa (Jansson i sar. 1985). Testosteron moduliše nivo Pit-1 

transkripcionog faktora (transkripcioni faktor za GH, PRL i TSH) barem delimično na 

nivou adenohipofize (ER-zavisnim mehanizmom). In vivo studija je pokazala da 

orhidektomija snižava Pit-1, kao i GH iRNK dok u in vitro uslovima odsustvuju 

promene nivoa GH iRNK, najverovatnije zbog indirektnog efekat ovog steroida na 

iRNK via GHRH i SS hipotalamusa (González-Parra i sar. 1998). Receptori za IGF 1 

prisutni su u GH ćelijama te vezivanjem IGF 1 dolazi do inhibicije GH sekrecije (Eppler 

i sar. 2007), kao i do stimulacije SS sekrecije (Giordano i sar. 2008). Orhidektomija 

dovodi do pada IGF 1 (Savas i sar. 2003; Gradosova i sar. 2012). Aplikacija flutamida 

mužjacima pacova ne utiče na GH ekspresiju kao ni na GH rezervu u ćelijama hipofize, 

a ipak dovodi do smanjenja IGF-I (Pazos i sar. 2000). Testosteron generiše niski bazalni 

nivo GH, kao i visinu i trajanje impulsa, ali ne i frekvencu GH pulsa (Jansson i Frohman 

1987). Orhidektomija pacova dovodi do smanjenja pika sekrescije GH, dok su impulsi 

neregularni (Painson i sar. 1992). U ovoj studiji nivo GH u cirkulaciji nije promenjen 

nakon orhidektomije, što je u skladu sa studijom Tomiyoshi i sar. (2002). S druge strane 

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

orhidektomisanih adultnih pacova  

Imajući u vidu brojne signalne puteve koji su modulisani estrogenima, kao i 

veliki broj moždanih ćelija osetljivih na pomenute hormone, nije iznenañujuće da 

estrogeni imaju dalekosežne morfološke i fiziološke efekte u mozgu, ne samo tokom 

njegovog razvoja, već i kasnije. Iako estrogeni mogu da deluju mehanizmima 

nezavisnim od ER, estrogensko delovanje prvenstveno je zavisno od ER, te je njihova 

lokalizacija od ključnog interesa za razumevanje efekata estrogena. Kod glodara ER je 

lokalizovan ne samo u neuronima već u glijalnim (Jung-Testas i sar. 1992) i neuralnim 

stem ćelijama (Brannvall i sar. 2002). Kaudalni deo Arc jedra je identifikovan kao deo 

najveće osetljivosti na estrogen, s obzirom da svega 1h nakon administracije estradiola 

dolazi do njegovog povećanja (Zimmermann 1982). Slično je uočeno i u Pe jedru, čiji 

su medijalni i posteriorni deo osetljiviji na gonadalne steroide u odnosu na prednji deo 

jedra (Van Vugt i sar. 2008). Ova zapažanja podržavaju postojanje specifičnih 

podskupova neurona sa specifičnim funkcijama u vezi sa, na primer, regulisanjem GH 

sekrecije (Willoughby i sar. 1989). 

Tretman estradiol-diproprionatom doveo je do povećanja volumena Arc jedra 

orhidektomisanih adultnih pacova. Dobijeni rezultat je u saglasnosti sa ranijom studijom 

koja je opisala povećanje nuklearnog volumena neurona Arc jedra nakon dugotrajnog 

tretmana estradiolom (Hsu i sar. 1998). Studija Parducz i sar. (1996) govori o estradiol 

kordiniranim promenama broja akso-somatskih sinapsi, visine glijalnog omotača, kao i 

membranske ultrastrukture tela neurona. Isti autori navode povećanje broja vezikula na 

periferiji neurona i povećanje obloženih sinaptičkih pukotina, ali i smanjenja akso-

somatskih sinapsi nakon aplikacije estradiola, što ide u prilog činjenici da morfološke 

promene izazvane estrogenima utiču na interneuronski transport kao i na neuroglijalne 

interakcije. Tretman estradiolom utiče na GABA-ergične sinapse kojima je bogato Arc 

jedro. GABA-ergični neuroni se projektuju na neurone koji sadrže tirozin hidroksilazu 

(ograničava dopaminsku sintezu), te se može zakljućiti da estradiol izmeñu ostalog utiče 

na sintezu dopamina (van den Pol 1986; Decavel i van den Pol 1992). Efekat estrogena 

na neurone Arc jedra nije polno specifičan, te aplikacija estradiola gonadektomisanin 

životinjama povećava aktivnost neurona Arc jedra kod oba pola (Shieh i Pan 1996). 
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Povećanje aktivnosti neurona Arc jedra nakon estadiolskog tretmana verovatno je 

uslovilo i povećanje njegovog volumena dobijeno u ovoj studiji.  

Volumen Pe jedra je povećan nakon tretmana estradiol-diproprionatom. Nema 

literaturnih podataka o delovanju estrogena na promene arhitekture Pe jedra, te su 

najverovatnije promene arhitekture Pe neurona koje dovode do povećanja volumena 

jedra, slične promenama prisutnim VMN. Neuroni Pe jedra i VMN kolokalizovani su sa 

ERα (Shughrue i sar. 1997), dok ERβ nije prisutan u ovim jedrima (Kamegai i sar. 

2001). Tretman estrogenom povećao je volumen tela i jedara neurona, i promenio 

strukturu nukleolusa i granularnog endoplazmatičnog retikuluma neurona VMN (Jones i 

sar. 1985).  

Intenzitet GHRH imunoobojenosti u ME nepromenjen je nakon tretmana 

estradiol-diproprionatom orhidektomisanih adultnih pacova. Podaci o delovanju 

estradiola na količinu GHRH i GHRH iRNK su kontradiktorni. Jedna grupa istraživača 

navodila je da estrogen inhibira GHRH sintezu i sekreciju (Fernandez i sar.1992; 

Senaris i sar. 1992; Bennett i sar. 1996), dok druga navodila odsustvo promena (Maiter i 

sar. 1991). Aplikacija estradiola nakon orhidektomije nije imala efekata na 

orhidektomijom izazvano smanjenje GHRH iRNK (Zaitler i sar. 1990).  

Tretman estradiol-diproprionatom povećao je volumensku gustinu SS neurona 

Pe jedra i intenzitet imunoobojenosti SS neurosekreta u ME orhidektomisanih adultnih 

pacova. Podaci o delovanju estradiola na SS neurone su kontradiktorni. U radovima 

Estupina i sar. (1996) i Van Vugt i sar. (2008) aplikacija estradiola gonadektomisanim 

pacovima nije uticala na SS imunoreaktivnost Pe jedra. Istraživanja druge grupe 

naučnika (Baldino i sar. 1988; Werner i sar. 1988; Zorilla i sar. 1990) su pokazala da 

tretman estradiolom anulira efekat orhidektomije na SS neurone Pe jedra (smanjenje SS 

iRNK i volumenske gusine SS neurona Pe jedra). Zorilla i sar. (1990) opisali su da 

tretman estrogenom gonadektomisanih pacova dovodi do povećanja pre-pro SS iRNK 

za 40%. Svega 5% SS neurona Pe i Arc jedra poseduje Erα, dok ERβ nije prisutan u Pe 

jedru (Shimizu i sar. 2005). Studija Herbison i Theodosis (1993) je pokazala odsustvo 

ER imunoreaktivnosti u Pe jedru oba pola pacova, te estradiol na Pe neurone deluje 

indirektno. Estradiol deluje na SS neurone preko ćelija koje se nalaze oko Pe jedra, a 

sadrže Erα (Herbison i Augood 1994), i/ili preko estrogen osetljivih GABA-ergičnih 
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neurona Pe regiona (Flugge i sar. 1986), koji se projektuju na SS neurone Pe jedra 

(Herbison i Augood 1994; Willoughby i sar. 1987a). 

Nakon tretmana estradiol-diproprionatom zabeleženo je smanjenje volumenske 

gustine GH ćelija adenohipofize. Prisutno smanjenje može biti rezultat porasta 

volumena i broja drugih ćelija hipofize nakon orhidektomije (Carretero i sar. 1992). 

Naime, utvrñeno je da 17β estradiol stimuliše proliferaciju PRL ćelija i sintezu 

prolaktina (Kitay 1963; Lieberman i sar. 1978) posredstvom ER prisutnih na ovim 

ćelijama (Mitchner i sar. 1998). Tretman estradiolom može delovati na GH sekreciju i 

menjati proporciju GH ćelijskih tipova (Takahashi 1991). Ipak, apsolutni broj GH ćelija 

nije promenjen dok je numerička gustina ćelija smanjena nakon tretmana estradiol-

diproprionatom. In vitro studija je pokazala da estradiol nema efekta na proliferaciju 

GH ćelija (Yamamuro i sar. 2001). Smanjenje numeričke gustine GH ćelija nakon 

tretmana estradiol-diproprionatom rezultat je nepromenjenog apsolutnog broja i 

povećanja volumena hipofize nakon tretmana. In vivo estradiol stimuliše Pit-1 iRNK, 

dok in vitro nema efekta (González-Parra i sar. 1998), što ukazuje na dominantan uticaj 

estradiola na GH ćelije posredstvom hipotalamusa. GH ćelije intezivnije su obojene 

nakon tretmana estradiol-diproprionatom. Nivo GH u cirkulaciji je povećan jedan i po 

put nakon tretmana estradiol-diproprionatom, što je u skladu sa navedenim povećanjem 

intenziteta obojenosti GH ćelija, kao i povećanja nivoa Pit-1 iRNK hipofize. Poznato je 

da estradiol smanjuje pik amplitude, a povećava bazalni nivo GH (Jansson i sar. 1984; 

Painson i sar. 1992 ). Različite studije (Carretero i sar. 1992; Bottner i Wuttke 2006) 

navode, takoñe, povećanje GH nivoa nakon estrogenskog tretmana.  

 

5.3.3. Efekti tretmana genisteinom ili daidzeinom na somatotropni sistem 

orhidektomisanih adultnih pacova  

Genistein i daidzen, kao jedinjenja prirodnog porekla koja deluju posredstvom 

ER ili nezavisno od njih utiču na morfofunkcionalne karakteristike moždanih struktura. 

Ograničena akumulacija genisteina u moždanom tkivu odraslih pacova, u poreñenju sa 

ostalim tkivima, može biti odraz loše penetracije izoflavona u CNS. Meñutim, prisustvo 

genisteina (Chang i sar. 2000) i daidzeina (Ma i sar. 2010) u moždanim strukturama 

uočeno je nakon periferne aplikacije ovih izoflavona. Lephart i sar. (2000) ukazuju da je 

delovanje izoflavona na moždane strukture prvenstveno posredovano ER mehanizmom. 

Distribucija ERα i ERβ je različita u moždanim strukturama (Shughrue i sar. 1997a), te 
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vezivanje istog liganda za receptore može dovesti do različite genske ekspresije. 

Izoflavoni mogu uticati i na arhitekturu moždanih struktura. Tretman genisteinom 

dovodi do promena preoptičkog regiona hipotalamusa, tj. do povećanja volumena polno 

dimorfnog jedra kod ovarijektomisanih ženki pacova, dok je kod intaktnih životinja 

došlo do zanemarljivog smanjenja volumena jedra (Lephart i sar. 2002). Volumen 

AVPV jedra veći je kod ženki pacova koje su hranjene fitoestrogenima bogatom 

hranom (fito hrana) u odnosu na mužjake, dok mužjaci hranjeni fito hranom imaju 

manji volumen AVPV jedra od mužjaka čija hrana nije sadržala fitoestrogene (Lephart i 

sar. 2003). Nameće se zaključak da je hormonalni status od presudnog značaja za 

delovanje izoflavona na moždane strukture. Generalno, sinteza proteina u moždanim 

strukturama povećana je nakon tretmana genisteinom (Lyou i sar. 2002), dok s druge 

strane nivo aromataza kod adultnih pacova nije promenjen nakon tretmana 

fitoestrogenima (Lephart i sar 2002). Studija Faber i Hughes (1991) je pokazala da je 

tretman genisteinom doveo do povećanja osetljivosti hipohize na GnRH kod mužjaka 

pacova. Genistein menja sekretornu aktivnost GnRH neurona hipotalamusa i LH 

sekreciju hipofize ovaca direktnim centralnim dejstvom (Wojcik-Gladysz i sar. 2005). 

Tretman genisteinom povećao je volumen Arc jedra, dok tretman daidzeinom ne 

dovodi do promena volumena jedra. In vitro studija na ćelijskim linijama hipokampusa 

pokazala je da genistein i daidzein povećavaju ćelijsku proliferaciju i vijabilnost (Pan i 

sar. 2012). Vakuolizacija oksitocinskih neurona je povećana nakon tretmana 

genisteinom i daidzeinom (Yoshimura i sar. 2011). Izgleda da je estrogenski efekat 

(povećana aktivnost neurona) genisteina, doveo do povećanja volumena Arc jedra. 

Odsustvo promena nakon tretmana daidzeinom verovatno je posledica manjeg 

estrogenog dejstva daidzeina.  

Eventualne promene u neuronskoj arhitekturi nisu uticale na volumen Pe jedra 

nakon tretmana genisteinom ili daidzeinom, s obzirom na mali broj ćelija u velikom 

volumenu jedra.  

Intenzitet imunoobojenosti GHRH u ME povećan je nakon tretmana 

genisteinom ili daidzeinom. U Arc jedru dominantno je prisutan ERα (Dellovade i 

Merchenthaler 2004) i 70% GHRH neurona poseduje ovaj tip receptora (Kamegai i sar. 

2001; Shimizu i sar. 2005). SS takoñe ućestvuje u kontroli GHRH sekrecije s obzirom 

na prisustvo somatostatinskih receptora na GHRH neuronima (Tannenbaum i sar. 1998). 
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Povećanje intenziteta imunoobojenosti GHRH u ME po svemu sudeći je posledica 

direktnog uticaja genisteina ili daidzeina na oslobañanje GHRH posredstvom ER na 

ovim neuronima. 

Volumenska gustina SS neurona Pe jedra i intenzitet imunoobojenosti SS 

neurosekreta u ME povećali su se nakon tretmana genisteinom. S obzirom na odsustvo 

ER u Pe jedru i na činjenicu da izoflavoni u mozgu prvenstveno deluju preko ER, 

izgleda da genistein stimuliše sekreciju u SS neuronima preko ćelija koje se nalaze oko 

Pe jedra, a sadrže ERα, i/ili preko GABA-ergičnih neurona koji se projektuju na SS 

neurone Pe jedra (Herbison 1995; Herbison i Augood 1994; Willoughby i sar. 1987). 

Volumenska gustina i količina SS neurosekreta u ME nije promenjena nakon tretmana 

daidzeinom, najverovatnije kao posledica slabijeg estrogenskog dejstva ovog izoflavona 

u odnosu na genistein. 

Volumenska i numerička gustina i apsolutni broj GH ćelija povećan je nakon 

genisteinskog tretmana. Povećanja pomenutih stereoloških parametara verovatno su 

posledica povećane aktivnosti GH ćelija s obzirom i na povećan intenzitet 

imunoobojenosti GHRH neurosekreta u ME. U GH ćelijama pacova prisutni su ERα i 

Erβ (Childs i sar. 2006), te genisteina može delovati i direktno posredstvom ER na 

nivou hipofize. Volumen GH ćelija nije promenjen, dok je intenzitet obojenosti ovih 

ćelija veći nakon genisteinskog tretmana. Nivo GH u cirkulaciji takoñe je povećan 

nakon genisteinskog tretmana, što je u saglasnosti sa ranijom studijom (Misztal i sar. 

2007). Volumenska gustina GH ćelija povećana je nakon daidzeinskog tretman. 

Numerička gustina i apsolutni broj ćelija je smanjen nakon ovog tretmana. Volumen 

ćelija i intenzitet obojenosti povećan je nakon daidzeiskog tretmana. Nivo GH u 

cirkulaciji nije promenjen nakon daidzeinskog tretmana. Povećana volumenska gustina 

GH ćelija posledica je povećanog volumena pojedinačnih GH ćelija. Smanjena 

numerička gustina u korelaciji je sa samanjenim apsolutnim brojem GH ćelija nakon 

tretmana. Razlog za dobijeno smanjenje apsolutnog broj moglo bi biti prisustvo 

membranskog ER na GH ćelijama, čijim kuplovanjem sa ligandom dolazi do apoptoze 

(Zarate i sar. 2009). Nema podataka u literaturi o eventualnom delovanju daidzeina 

posredstvom ovog tipa ER, ali potencijalne efekte ne bi trebalo zanemariti s obzirom na 

smanjen broj GH ćelija. Povećan volumen i intenzitet obojenosti verovatno je posledica 
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većeg nivoa GHRH u ME. S jedne strane povećana aktivnost GH ćelije, s druge strane 

smanjen broj ćelija verovatno je bio uzrok nepromenjenog GH nivoa u cirkulaciji.  

 

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 za polnu specifičnost HPA 

sistema, njegovu aktivnost, kao i odgovor ovog sistema na stres (Handa i sar. 1994). 

Eliminacija testosterona orhidektomijom dovodi do promena u funkcionisanju HPA 

sistema.  

U Orx2 grupi orhidektomija adultnih pacova dovela je do povećanja volumena 

PVN. Volumenska gustina CRH neurona, duplo obeleženih CRH/cFos neurona u PVN, 

kao i intenzitet imunoobojenosti CRH neurosekreta u ME povećani su nakon 

orhidektomije. Dobijeni rezultat je očekivan, s obzirom da testosteron deluje kao 

inhibitor HPA sistema (Handa i sar. 1994; Evuarherhe i sar. 2009), te njegovo 

uklanjanje dovodi do povećanja CRH imunoreaktivnosti (Bingaman i sar. 1994; Handa i 

sar. 1994). Povećana aktivnost neurona dovodi do povećanja volumenske gustine CRH i 

CRH/cFos, što uslovljava i povećanje volumena PVN. Seale i sar. (2004) su ukazali da 

nearomatizovan androgen-dihidrotestosteron inhibira HPA sistem orhidektomisanih 

mužjaka pacova, te se zaključuje da testosteron na HPA sistem deluje putem AR. U 

PVN mužjaka i ženki pacova prisutni su AR (Huang and Harlan 1994; Zhou i sar. 

1994). Studija Viau i sar. (2001) ukazuje da hipofizotropni neuroni PVN ne poseduju 

AR, te treba uzeti u obzir i mehanizme delovanja androgena nezavisne od prisustva AR 

u ovim neuronima. Testosteron inhibira HPA sistem povećanjem broja 

glukokortikoidnog receptora (GR) u medijalnom preoptičkom regionu (Viau i Meaney 

1996). Takoñe, uticaj androgena na ekspresiju iRNK u parvocelularnim neuronima PVN 

može uključiti AVP puteve medijalnog jedra amigdale i CRH-AVP neurone stria 

terminalis (Viau i sar. 2001). 

Volumenska i numerička gustina ACTH ćelija hipofize smanjena je nakon 

orhidektomije u Orx1 grupi. Smanjenje volumenske gustine ACTH ćelija nakon 

orhidektomje u Orx1 grupi pacova posledica je hipertrofije gonadotropnih i 

prolaktinskih ćelija, s obzirom na odsustvo inhibicije testosteronom (Kitay 1963; Inoue i 
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sar. 1985). Numerička gustina ACTH ćelija je smanjena nakon orhidektomije kao 

posledica nepromenjenog apsolutni broj ovih ćelija i povećanja ukupnog volumena 

hipofize. Sakuma i sar. (1984) navode da orhidektomija adultnih pacova ne utiče na 

mitotsku aktivnost ACTH ćelija, što je u skladu sa dobijenim rezultatom, tj. 

nepromenjenim apsolutnim brojem i volumenom ACTH ćelija. Hira i sar. (2001) 

takoñe, ukazuju da nije došlo do promena veličine ACTH ćelija hipfize nakon 

orhidektomije hrčaka. Dominacija svetlijih (po intenzitetu obojenosti) ACTH ćelija 

nakon orhidektomije verovatno upućuje na veće oslobañanje ACTH iz ćelija. 

Biohemijski rezultati tj. povećanje nivoa ACTH u cirkulaciji nakon orhidektomije, 

potvrñuju prethodnu opservaciju (Bingaman i sar. 1994) koja ukazuje na povećanu 

sintezu i sekreciju ACTH pod uticajem aktiviranih CRH neurona hipotalamusa, što 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 na adrenokortikotropni sistem. 

Tretman estradiolom smanjuje sposobnost GR da reguliše sintezu sopstvenog proteina, i 

tako modifikuje GR funkciju (Burges and Handa 1993). Estradiol utiče na sekreciju 

kortikosterona, s obzirom da ženke pacova, čiji je nivo estrogena u cirkulaciji viši, 

imaju i viši pik dnevne sekrecije kortikosterona u odnosu na mužjake pacova, ćiji je 

nivo estrogena u cirkulaciji niži (Seale i sar. 2004). ER  je identifikovan u 

neurosekretornim ćelijama PVN (Bodo i Rissman 2006), te estrogen direktno utiče na 

ćelijsku aktivnost i gensku ekspresiju u PVN. Spremnost adrenokortikotropnog sistema 

da odgovori na različite stresore je pojačana nakon tretmana estrogenima, delimično 

zbog smanjene glukokortikoidne negativne povratne sprege (Patchev i sar. 1995) i/ili 

zbog smanjenja inhibitornih GABA-eričnih inputa u PVN (Bodo i Rissman 2006; 

Weiser i Handa 2009). 

Administracija estradiol-diproprionata orhidektomisanim pacovima povećala je 

volumensku gustinu CRH/cFos neurona, što ukazuje na povećanu aktivnost CRH 

neurona. Volumen PVN kao i volumenska gustina CRH neurona nije promenjena 

tretmanom estradiol-diproprionatom. Veliki broj studija ukazuje da administracija 

estrogena povećava CRH iRNK (Bohler i sar. 1990; Patchev i sar. 1995; Roy i sar. 
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1999b). Parvocelularni CRH neuroni PVN poseduju ER, te estrogen direktno utiče na 

gensku ekspresiju ovih neurona (Laflamme 1998). Sposobnost glukokortikoida da 

inhibiraju sopstvenu sekreciju (negativna povratna sprega) smanjena je administracijom 

estrogena, i to preko ERα mehanizma u PVN (Weiser i Handa 2009). Povećanje 

aktivnosti CRH neurona dovelo je do prisustva većeg intenziteta imunoobojenosti CRH 

neurosekreta u ME nakon tretmana estradiol-diproprionatom.  

Volumenska i numerička gustina ACTH ćelija nakon tretmana estradiol- 

diproprionatom su smanjeni. Smanjenje volumenske i numeričke gustine ACTH ćelija 

posledica je proliferacije estrogen-zavisnih PRL ćelija (Lieberman i sar. 1978), 

posredstvom ER prisutnih u ovim ćelijama (Mitchner i sar. 1998). Apsolutni broj ACTH 

ćelija je povećan. Iako su ER prisutni na ACTH ćelijama (Mitchner i sar. 1998) izgleda 

da estrogen deluje indirektno, posredstvom CRH, ćija je količina povećana u ME, s 

obzirom da je in vitro studija, pokazala da estrogen nije uticao na sekreciju ACTH u 

hipofizi (Malendowicz 1994). Volumen ACTH ćelija nije promenjen nakon tretmana 

estradiol-diproprionatom Intenzitet obojenosti citoplazme ACTH ćelija slabiji je u 

poreñenju sa orhidektomisanim životinjama, verovatno zbog povećane sekrecije ACTH. 

Nivo ACTH je povećan u cirkulaciji, što ukazuje da indukovana aktivnost HPA sistema 

još intenzivnija nakon tretmana estradiol-diproprionatom. Po svemu sudeći u 

primenjenom eksperimentalnom modelu estradiol-diproprionatom prvenstveno deluje 

na CNS i pokreće kaskadu dogañaja. 

 

5.4.3. Efekti tretmana genisteinom ili daidzeinom na adrenokortikotropni sistem 

orhidektomisanih adultnih pacova 

Izoflavoni imaju širok spektar dejstva na moždane strukture i posredstvom ER, 

diferencijalno prisutnih u njima, utiču na gensku ekspresiju. Utvrñeno je da genistein 

može doprineti up-regulaciji ERβ u PVN stimulišući iRNK koja ga kodira (Patisaul 

2005). Konzumacija ishrane bogate izoflavonima povećala je nivo vazopresina u 

hipotalamusu pacova (Patisaul 2005), a dovela je i do povećanja volumen polnog 

dimorfnog jedra pacova (Patisaul 2005). 

Aktivnost CRH neurona PVN je povećana nakon tretmana genisteinom ili 

daidzeinom orhidektomisanih pacova. Utvrñeno je da genistein ili daidzein deluju na 

moždane strukture dominantno posredstvom ER (LaFlamme i sar. 1998). In situ studije, 
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bazirane na utvrñivanju količine ER iRNK, su pokazale da je u PVN dominantno 

prisutan ERβ u odnosu na ERα (LaFlamme i sar. 1998). ERβ su identifikovani u 

parvocelularnim i magnocelularnim neuronima, i 60%-80% magnocelularnih CRH 

neurona je bilo pozitivno na ERβ (Roy 1999). CRH neurosekret je prisutan u 

parvocelularnim i magnocelularnim neuronima PVN (Cho i sar. 2007). PVN, pored 

veze sa neuronima drugih jedara hipotalamusa, prima ekstrahipotalamične inpute iz 

moždanag stabla, amigdala i stria terminalis (Simerly i sar. 1991; LaFlamme i sar. 

1998). To su regioni bogati ER i povezani sa kateholaminergičnim neuronima, koji 

regulišu aktivnost HPA sistema (Li i sar. 1993; Weiser i Handa 2009). Aktivnost CRH 

neurona u našem eksperimentu najverovatnije je povećana usled delovanja korišćenih 

izoflavona na CRH neurone posredstvom ERβ, ali vrlo verovatno i indirektno 

posredstvom drugih moždanih struktura. 

Volumenska gustina CRH neurona nije promenjena nakon tretmana 

genisteinom, dok je smanjena nakon tretmana daidzeinom. Volumen PVN jedra nije 

promenjen nakon tretmana genisteinom ili daidzeinom. Pokazano je da aktivacija 

ERβ, dominantno prisutnog u PVN, pojačava ekspresiju gena odgovornog za smanjenje 

ćelijske proliferacije (Paruthiyil i sar. 2004; Chang i sar. 2007), što može biti posledica 

nepromenjene, odnosno čak i smanjene volumenske gustine nakon tretmana 

genisteinom, odnosno daidzeinom. Nepromenjeni volumen PVN jedra nakon tretmana 

genisteinom je u korelaciji sa odsustvom promene volumenske gustine CRH neurona. 

Iako je aktivnost CRH neurona povećana intenzitet imunoobojenosti CRH neurosekreta 

u ME nije promenjen nakon oba tretmana. 

Tretman genisteinom povećao je volumensku gustinu i apsolutni broj ACTH 

ćelija. Povećanje navedenih stereoloških parametara ACTH ćelija i pored odsustva 

promena u količini CRH u ME verovatno je posledica sudelovanja drugih mehanizama 

regulacije ACTH sekrecije i sinteze: Konzumacija fito hrane dovela je do povećanja 

nivoa vazopresina, ACTH sekretagoge, u plazmi pacova (Hartley i sar. 2003). Mitchner 

i sar. (1998) su pokazali da je 35% ACTH ćelija pozitivno na ERα, a 25% na ERβ, te 

genistein preko ER može i direktno učestvovati u regulacije ACTH sinteze i sekrecije. 

Seuntjens i sar. (2002) su ukazali i na mogućnost transdiferencijacije pluripotentnih 

ćelija kao odgovor na privremeni endokrini zahtev, koji može favorizovati izmeñu 

ostalih i ACTH ćelije. Numerička gustina ACTH ćelija je smanjena nakon 
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genisteinskog tretmana kao posledica povećanja volumena hipofize. Nepromenjen 

volumen i smanjen intenzitet obojenosti ACTH ćelija nakon tretmana genisteinom, 

zajedno sa povećanim nivoom ACTH u cirkulaciji verovatno je posledica kontinuirane 

sinteze i sekrecije ACTH. Dobijeno povećanje ACTH u cirkulaciji nakon tretmana 

genisteinom u saglasnosti je sa studijom Ohno i sar. (2003) izvedenom na mladim 

pacovima. 

Nakon tretmana daidzeinom nije došlo do promena stereoloških parametara 

(volumenske i numeričke gustine, apsolutnog broja i volumena) ACTH ćelija. Iako su 

ER (Mitchner i sar. 1998), preko kojih daidzein može delovati, prisutni u ACTH 

ćelijama, manji afinitet daidzeina za oba tipa ER u odnosu na genistein (Kostelac i sar. 

2003), može biti uzrok odsustva promena na nivou stereoloških parametara ACTH 

ćelija. Zabeleženo povećanje nivoa ACTH u cirkulaciji verovatno je posledica 

delovanja daidzeina na nivou hipotalamusa, prvenstveno stimulacije vazopresinskih 

neurona, koji su velikom procentu (86%) pozitivni na ERβ (Hrabovszky i sar. 2004).  
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6. ZAKLJU ČCI 

 

 

Na osnovu rezultata, dobijenih ispitivanjem efekata orhidektomije i hroničnih 

tretmana estradiol-diproprionatom, genisteinom ili daidzeinom na: telesne mase, 

apsolutne mase i volumene hipofiza, stereološke, histološke, i biohemijske parametre 

somatotropnog sistema (Arc i Pe jedara hipotalamusa, GH ćelija hipofize, koncentracije 

GH u cirkulaciji) i histološke, stereološke i biohemijske parametre 

adrenokortikotropnog sistema (PVN hipotalamusa, ACTH ćelija hipofize i 

koncentracije ACTH u cirkulaciji), adultnih pacova, možemo izvesti sledeće zaključke: 

 

- Orhidektomija je smanjnila telesne mase adultnih pacova u odnosu na Sham operisanu 

grupu pacova. Hroničan tretman estradiol-diproprionatom je smanjio telesnu masu u 

odnosu na Orx grupu pacova. Hroničan tretman genisteinom ili daidzeinom nije doveo 

do promene telesnih masa u odnosu na Orx grupu pacova. 

 

- Orhidektomije adultnih pacova smanjila je apsolutne mase hipofize, dok je volumen 

hipofize ostao nepromenjen u odnosu na Sham grupu pacova. Tretman estradiol-

diproprionatom je izazvao povećanje apsolutne mase i volumena hipofize u odnosu na 

Orx grupu pacova. Tretman genisteinom povećao je masu i volumen hipofize u odnosu 

na Orx grupu pacova. Tretman daidzeinom nije izazvao promene mase i volumena 

hipofize u odnosu na Orx grupu pacova. 

 

- Somatotropni sistem 

Orhidektomija je izazvala promene stereoloških, histoloških i biohemijskih 

parametara somatotropnog sistema adultnih pacova, koje su praćene u odnosu na Sham 

operisanu grupu pacova.  

* Orhidektomija je povećala volumen Arc jedra, smanjila intenzitet imunoobojenosti 

GHRH u ME, volumensku gustinu SS neurona u Pe jedru, intenzitet imunoobojenosti 

SS u ME, dok nije uticala na volumen Pe jedra.  
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*Nakon orhidektomije smanjene su volumenska i numerička gustina GH ćelija, dok 

nema promena u apsolutnom broju, volumenu i intenzitetu obojenosti GH ćelija.  

* Nivo GH u cirkulaciji nije promenjen nakon orhidektomije.  

Hroničan tretman estradiol-diproprionatom promenio je stereološke, histološke i 

biohemijske parametare somatotropnog sistema adultnih pacova, koje su praćene u 

odnosu na Orx grupu pacova.  

* Nakon tretmana estradiol-diproprionatom došlo je do povećanja volumena Arc i Pe 

jedra, volumenske gustine SS neurona Pe jedra, kao i intenziteta imunoobojenosti SS 

neurosekreta u ME, a tretman nije uticao na intenzitet imunoobojenosti GHRH 

neurosekreta u ME.  

*Hroničan tretman estradiol-diproprionatom je smanjio volumenske i numeričke gustine 

GH ćelija, povećao intezitet obojenosti ovih ćelija, dok apsolutani broj i volumen GH 

ćelija nije promenjen.  

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

Hronični tretmani genisteinom ili daidzeinom su promenili stereološke, histološke i 

biohemijske parametare somatotropnog sistema adultnih pacova, koje su praćene u 

odnosu na Orx grupu pacova.  

* Hroničan tretman genisteinom je povećao volumen Arc jedra, intenziteta 

imunoobojenosti GHRH u ME, volumenske gustine SS neurona Pe jedra, kao i 

intenzitet imunoobojenosti SS neurosekreta u ME, a nije uticao na volumena Pe jedra.  

* Volumenska i numerička gustina, apsolutni broj i intenzitet obojenosti GH ćelija je 

povećan nakon tretmana genisteinom, dok volumen ovih ćelija nije promenjen.  

* Nivo GH u cirkulaciji je povećan nakon tretmana genisteinom.  

* Hroničan tretman daidzeinom nije uticao na volumen Arc i Pe jedra, volumensku 

gustinu SS neurona Pe jedra, intenzitet imunoobojenosti SS neurosekreta u ME, dok je 

povećao intenziteta imunoobojenosti GHRH neurosekreta u ME.  

* Tretman daidzeinom je povećao volumensku gustinu, kao i volumen i intenzitet 

obojenosti GH ćelija a smanjio numeričku gustinu i apsolutni broj ovih ćelija.  

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

Orhidektomija je izazvala promene stereoloških, histoloških i biohemijskih 

parametara adrenokortikotropnog sistema adultnih pacova koje su praćene u odnosu na 

Sham grupu pacova.  

* Orhidektomija je povećala volumen PVN, volumensku gustinu CRH neurona i duplo 

obeleženih CRH/cFos neurona u PVN i intenzitet imunoobojenosti CRH neurosekreta u 

ME.  

* Orhidektomija je smanjenjila volumensku i numeričke gustine ACTH ćelija hipofize, 

kao i intenzitet obojenosti ACTH ćelija, dok apsolutni broj i volumen ACTH ćelija nisu 

promenjeni.  

* Nivo ACTH u cirkulaciji je povećan nakon orhidektomije. 

Hroničan tretman estradiol-diproprionatom je doveo do promena stereoloških, 

histoloških i biohemijskih parametara adrenokortikotropnog sistema adultnih pacova 

koje su praćene u odnosu na Orx grupu pacova.  

* Hroničan tretman estradiol-diproprionatom nije uticao na volumen PVN i volumensku 

gustinu CRH neurona, dok je navedeni tretman doveo do povećanja volumenske gustine 

CRH/cFos neurona i povećanja intenziteta imunoobojenosti CRH neurosekreta u ME.  

* Hroničan tretman estradiol-diproprionatom je smanjio volumenske i numeričke 

gustine kao i intenzitet obojenosti ACTH ćelija, povećao apsolutni broj ovih ćelija, dok 

nije uticao na njihov volumen.  

* Nivo ACTH je povećan u cirkulaciji nakon tretmana estradiol-diproprionatom. 

Hronični tretmani genisteinom ili daidzeinom doveli su do promena stereoloških, 

histoloških i biohemijskih parametara adrenokortikotropnog sistema adultnih pacova 

koje su praćene u odnosu na Orx grupu pacova. 

* Hroničan tretman genisteinom nije uticao na volumen PVN, volumensku gustinu CRH 

neurona i intenzitet imunoobojenosti CRH neurosekreta u ME, dok je navedeni tretman 

povećao volumenske gustine CRH/cFos neurona.  

* Hroničan tretman genisteinom je povećao volumensku gustinu i apsolutni broj ACTH 

ćelija, smanjio numeričku gustinu i intenzit obojenosti ACTH ćelija, dok tretman nije 

uticao na volumen ovih ćelija.  

* Nivo ACTH je povećan u cirkulaciji nakon tretmana genisteinom.  
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* Hroničan tretman daidzeinom nije uticao na volumen PVN i intenzitet 

imunoobojenosti CRH neurosekreta u ME, ali je smanjio volumensku gustinu CRH 

neurona i povećao volumensku gustinu CRH/cFos neurona.  

* Nakon hroničnog tretmana daidzeinom nije došlo do promena stereoloških i 

histoloških parametara (volumenske i numeričke gustine, apsolutnog broja i volumena, 

intenziteta obojenosti) ACTH ćelija.  

* Nivo ACTH je povećan u cirkulaciji nakon tretmana daidzeinom. 
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