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Hipofizno-ovarijalni sistem pacova od fetalnog do peripubertalnog perioda

Zivota nakon intrauterinog izlaganja deksametazonu

Rezime

Tokom fetalnog razvica organizam prolazi kroz “kriticne periode”, tokom kojih se
desavaju intenzivne Celijske deobe, razvijanje i sazrevanje tkiva, organa i organskih sistema.
Sredina u kojoj fetus raste i razvija se u velikoj meri odreduje kvalitet razvojnog procesa, a
svaka promena uslova dovodi do citavog niza poremecaja, koji mogu biti pracent
smanjenjem fetalnog rasta ili IUGR (eng. Intrauterine growth retardation). Posledice IUGR
su dugotrajne 1 ispoljavaju se u vidu razlic¢itth metabolickih i1 kardiovaskularnih oboljenja u
kasnijem zivotu. Fetalno okruzenje na taj nacin odreduje adultni fenotip, a njthova
povezanost proucava se u okviru koncepta programiranja. Najcesée koriséeni
eksperimentalni pristupi u proucavanju programiranja i efekta IUGR su dijeta majke koja
vodi pothranjenosti, izazivanje stresne reakcije kod majke ili primena antenatalne terapije
glukokortikoidima. Svaki od ovih eksperimentalnih modela razlicitim mehanizmima dovodi
do izlaganja fetusa povecanoj koncentraciji glukokortikoida, koji u velikoj meri mogu da
poremete fizioloski tok razvojnog procesa.

Cilj ove studije je bio da se ustanovi da li je izlaganje fetusa pacova od 16. do 18.
dana gestacije sintetickom glukokortikoidu deksametazonu programiralo razvoj i funkciju
hipofizno-ovarijalnog sistema od fetalnog do peripubertalnog perioda zivota.

Predmet istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji bili su fetusi i zenke pacova koje
su od 16. do 18. dana gestacije izlozeni deksametazonu.

Gravidne Zenke pacova su tri uzastopna dana (od 16. do 18. dana gestacije)
subkutano tretirane deksametazonom (Dexamethasonis phosphat - Dx, Krka, p.o., Novo

Mesto) rastvorenom u fizioloskom rastvoru (0.9% NaCl), u dozi od 1.0, 0.5 1 0.5 mg Dx/kg



tm./dan. Kontrolna grupa gravidnih zenki primala je u istom periodu, adekvatnu
zapreminu fizioloskog rastvora.

Potomci gravidnih Zenki koje su primale deksametazon (Dx), odnosno fizioloski
rastvor (K) zrtvovani su u fetalnom (19. i 21. fetalni dan), neonatalnom (5. dan),
infantilnom (16. dan) i peripubertalnom (38. dan) periodu Zivota. Za obelezavanje
gonadotropnih (FSH i LH) ¢elija hipofize koris¢eno je imunocitohemijsko bojenje, dok su
preseci jajnika bojeni histoloskim bojenjem hematoksilin & eozin. Obojeni preseci hipofiza
1 jajnika stereoloski i morfometrijski su analizirani, uz pomo¢ newCast stereoloskog
softverskog paketa. Dobijene su vrednosti volumena hipofize i jajnika, kao i apsolutni broj
FSH 1 LH ¢elija, njthov volumen, volumenska i numericka gustina. Koncentracija FSH 1
LH u cirkulaciji odredena je biohemijskom RIA metodom. Pored volumena, u fetalnom
jajniku odreden je 1 apsolutni broj zdravih 1 degenerisanih germinativnih Celija, a u jajniku
zenki u postnatalnom periodu broj zdravih 1 atreticnih primordijalnih, primarnih,
viseslojnih 1 antralnih folikula, kao i broj zutih tela. Dobijeni rezultati su statisticki obradeni.

Intrauterino izlaganje deksametazonu izazvalo je IUGR (eng. intrauterine growth
retardation) koje se manifestuje znacajno smanjenom (p<<0.05) telesnom masom kod fetusa
starih 21 dan, a znacajno smanjenje (p<<0.05) telesne mase zabelezeno je 1 u postnatalnim
periodima

Volumen hipofize 1 adenohipoze znacajno su smanjeni (p<<0.05) u fetalnom,
neonatalnom, infantilnom i peripubertalnom periodu zivota.

Analizirani stereoloski parametri su se po istom obrascu menjali i kod FSH i kod
LH celija, kod zenki pacova intrauterino izlozenih deksametazonu u odnosu na kontrolu.
Tako je broj gonadotropnih celija znacajno smanjen (p<0.05) od fetalnog, preko

neonatalnog, infantilnog do peripubertalnog perioda Zivota, a volumen je znacajno smanjen



(p<0.05) samo 19. fetalnog dana. Volumenska i numericka gustina gonadotropnih celija
znacajno su smanjene (p<0.05) u neonatalnom i infantilnom periodu Zivota.

Koncentracije FSH 1 LH su znacajno smanjene (p<<0.05) u neonatalnom,
infantilnom 1 peripubertalnom periodu zivota kod Zenki intrauterino izlozenih
deksametazonu u odnosu na kontrolu..

Nakon intrauterinog izlaganja deksametazonu volumen jajnika se znacajno smanjio
(p<0.05) u svim ispitivanim periodima zivota u odnosu na kontrolne vrednosti.

Jajnik zenki pacova u fetalnom periodu nema definitivhu histolosku organizaciju,
tako da se u njima uocava prisustvo zdravih i degenerisanih germinativnih celija, i
somatskih celija. Kvantifikacijom germinativnih ¢elija, ustanovljeno je da je deksametazon u
jajniku 19 dana starih fetusa uticao na znacajno povecéanje (p<<0.05) broja degenerisanih na
racun zdravih germinativnih ¢elija, dok ukupan broj germinativnih ¢elija nije promenjen u
odnosu na kontrolu. U jajniku 21 dan starith fetusa, deksametazon je uticao na znacajno
smanjenje (p<0.05) ukupnog broja germinativnih celija, kao i na znacajno smanjenje broja
zdravih, a povecanje broja degenerisanih germinativnih éelija (p<<0.05).

U jajniku 5 1 16 dana starih zenki pacova intrauterino izlozenih deksametazonu
prisutne su iste klase zdravih i atreticnih folikula kao i kod kontrolnih Zivotinja, odnosno
primordijalni, primarni i viseslojni folikuli, ali u znacajno smanjenom broju (p<<0.05).

Za razliku od jajnika kontrolnih peripubertalnih zenki, u kojima su prisutna zuta
tela, u jajnicima peripubertalnih Zzenki intrauterino izlozenih deksametazonu jos uvek ih
nema. Broj zdravih primordijalnih 1 primarnih folikula je znacajno smanjen (p<0.05), dok je
broj analiziranih klasa zdravih i atreticnih viseslojnih i antralnih folikula znacajno povecan
(p<0.05) u odnosu na kontrolne vrednosti.

Rezultati ove studije nedvosmisleno pokazuju da je reproduktivni potencijal zenki

koje su tokom fetalnog razvoja bile izlozene deksametazonu smanjen, a polno sazrevanje



odlozeno. S obzirom da je deksametazon uticao u kljuénom momentu razvoja hipofize i
jajnika u fetalnom periodu, promene koje je izazvao su trajne, i bitno odreduju kvalitet
reproduktivnog zivota zenki. Ovakav rezultat ima veliki znacaj i primenu u humanoj
medicini, s obzirom da su uslovi koji do njega mogu dovesti deo svakodnevnog zivota

savremene zene i buduce majke.

klju¢ne reci: deksametazon, fetusi, potomci, gonadotropne Celije, jajnik, germinativne Celije,

folikuli
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Pituitary-ovarian axis of rats from fetal to peripubertal period of life after

intrauterine exposure to dexamethasone

Abstract

During fetal development an organism undergoes “critical periods” of intensive cell
division as well as the growth and maturation of tissues, organs and organ systems. The
fetal environment principally determines the quality of the developmental process, while
variation of conditions may lead to a range of disorders followed by intrauterine growth
retardation (IUGR). The consequences of IUGR are long-lasting and manifest through
various metabolic and cardiovascular issues in later life. Thus, the fetal environment
prejudices the adult phenotype, while their intertwining is elaborated with the programming
concept. The most widely exploited experimental approaches in the field of programming
and IUGR effects are maternal diet leading to offspring malnutrition, provoking stress to
mother and antenatal glucocorticoid therapy. Each of these experimental approaches via
different mechanisms leads to fetal exposure to elevated glucocorticoid levels, which may
disrupt to a great extent the physiology of the developmental process.

The aim of this study was to establish whether the exposure of rat fetuses to
synthetic glucocorticoid dexamethasone, during the period between days 16 and 18 of
gestation, programmed the development and function of the pituitary-ovarian system,
starting from the fetal to the peripubertal period of life.

The subject of this doctoral thesis investigation were rat fetuses and females exposed to
dexamethasone from the 16" to the 18" gestational day.

During three consecutive days (16—18 days of gestation) pregnant rat females were
subcutaneously treated with dexamethasone (Dexamethasonis phosphate — Dx, Krka, p.o.,

Novo Mesto) dissolved in saline (0.9% NaCl), in doses of 1.0, 0.5 and 0.5 mg Dx/kg



b.w./day. During the same period a control group of pregnant females received an
adequate volume of saline.

The offspring of pregnant rat females which received dexamethasone (Dx) or saline
(K) were sacrificed during the fetal (19™ and 21" fetal day), neonatal (5" day), infantile (16"
day) and peripubertal (38" day) period of life. Gonadotropic (FSH and L.H) pituitary cells
were immunocytochemically labeled, while the ovary sections were histologically stained
with hematoxylin and eosin. Thus prepared pituitary and ovary sections were stereologically
and morphometrically analyzed using the newCast stereological software package. The
values of pituitary and ovary volume were obtained, as well as the absolute number of FSH
and LH cells, their volume, volume density and numerical density. FSH and LH blood
levels were biochemically (RIA) determined. Besides volume, the absolute numbers of
healthy and degenerated cells in the fetal ovary were determined, while the numbers of
healthy and atretic primordial, primary, secondary and antral follicles as well as corpora lutea
were determined in the postnatal female ovaries. The obtained data were statistically
processed.

Intrauterine exposure to dexamethasone caused IUGR, manifested with significantly
(p<0.05) decreased body weight of 21 days old fetuses, but a significant (p<<0.05) decrease
of the same parameter was also observed during the postnatal period.

Pituitary and its adeno- fraction volumes were significantly (p<0.05) decreased in
the fetal, neonatal, infantile and peripubertal period of life.

Compared to the controls, the analyzed stereological parameters demonstrated the
same pattern of changes in both FSH and LH cells in the female rats exposed 7z utero to
dexamethasone. Thus, the number of gonadotropic cells was significantly (p<<0.05)
decreased starting from the fetal, during the neonatal, infantile to the peripubertal period of

life, while their volume was significantly (p<0.05) decreased only at fetal day 19. The



volume and numerical density of gonadotropic cells were significantly (p<<0.05) decreased
in neonatal and infantile periods of life.

Compared to the controls, the FSH and LH blood levels were significantly
(p<0.05) decreased in neonatal, infantile and peripubertal periods of life in the female rats
exposed 2 utero to dexamethasone.

After intrauterine exposure to dexamethasone, the ovary volume was significantly
(p<0.05) decreased in all the examined periods of life, compared to the control values.

Female rat ovary, in the fetal period of development, does not have a definitive
histological organization; therefore the presence of healthy and degenerated germinative
cells, as well as somatic cells can be observed. Quantification of germinative cells showed
that, in the ovaries of 19 days old fetuses, dexamethasone caused a significant (p<<0.05)
increase in degenerated cells number at the expense of the healthy germinative cells pool,
while the total number of germinative cells was not changed in comparison with the
controls. In the ovaries of 21 days old fetuses, dexamethasone caused a significant (p<<0.05)
decrease of germinative cells total number, as well as a significant (p<<0.05) decrease of
healthy and increase of degenerated cells number.

In the ovaries of 5 and 16 days old female rats exposed 7z utero to dexamethasone
the same categories of healthy and atretic follicles were present as in the controls, ze.
primordial, primary and secondary follicles, but in a significantly (p<0.05) reduced number.
Unlike the control, peripubertal female ovaries which possess corpora lutea are still missing in
the ovaries of peripubertal females exposed iz wutero to dexamethasone. The number of
healthy primordial and primary follicles was significantly (p<0.05) decreased, while the
number of the analyzed categories of healthy and atretic secondary and antral follicles was

significantly (p<0.05) increased, compared to the control values.



The results of this study definitely indicate that the reproductive potential of
females exposed 7 utero to dexamethasone is decreased, while their sexual maturation is
delayed. Considering that dexamethasone realized its effects at the crucial moment of
pituitary and ovary development during the fetal period, the changes caused are permanent,
and determine substantially the quality of female reproductive life. Such a result is very
important and is applicable in human medicine, since the elaborated conditions are

entwined with the everyday life of the modern woman and future mother.

Key words: dexamethasone, fetus, offspring, gonadotropic cells, ovary, germinative cells,

follicles
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1. UVOD

1.1. Hipofiza

Hipofiza je izgradena od epitelnih i neuralnih elemenata, nalazi se ventralno od
hipotalamusa sa kojim je povezana hipofiznom drskom, infundibulumom. Smestena je u
dorzalnom udubljenju sfenoidne kosti koje je oznaceno kao tursko sedlo (sella turcica).
Hipofiza ima klju¢nu ulogu u regulisanju funkcije drugih endokrinih Zlezda i cesto se
oznacava kao glavni organ endokrinog sistema. U okviru komplesnih kontrolnih sistema
povratne sprege, hipofizna zlezda prenosi signale od hipotalamusa ka ciljnim organima i
tkivima oslobadajuéi troficke hormone. Kompenzatorni mehanizmi, koji ukljucuju
regulaciju genske ekspresije, hormonske sekrecije i celiske proliferacije, omogucéuju hipofizi
da reaguje na promenljive potrebe u oraganizmu. Na ovaj nacin hipofiza utice na mnoge
vitalne fizioloske procese kao §to su rast, reprodukcija, metabolicka homeostaza, odgovor
na stres 1 laktacija (Cushman i Camper, 2001).

Hipofizu ¢ine neurohipofiza i adenohipofiza, delovi koji se medusobno razlikuju po
strukturi, embrionalnom poreklu i produktima sekrecije.

Neurohipofiza obuhvata eminenciju medijanu (EM), infundibulum 1 pars nervosa.
Neuralnu komponentu cine aksoni koji ispustaju neurosekrete u primarni hipotalamo-
hipofizni kapilarni pleksus 1 aksoni koji prolaze i formiraju infundibulum. Vaskularnu
komponentu ¢ine primarni kapilarni splet i venski portalni sistem. U pars nervosa prisutne su
1 pituicite koje nemaju funkciju neurosekrecije, kao i potporne i ependimske celije koje
oblazu zidove tre¢e mozdane komore. Eminencija medijana predstavlja strukturu smestenu
na bazi hipotalamusa u kojoj se odvija neurosekrecija hormona iz parvocelularnih neurona
nukleusa paraventrikularisa (NPV) 1 nukleusa supraoptikusa (NSO) hipotalamusa u mrezu

fenestrovanih kapilara. Oslobodeni hipofizeotropni hormoni dospevaju do adenohipofize i



reguliu sintetsku aktivnost zlezdano-epitelnih celija. Neurovaskularni kompleks EM
oznacava se kao spoljasnja zona (zona externa). Unutrasnju zonu (zona interna) EM
formiraju aksoni magnocelularnih hipotalamic¢nih nervnih puteva koji se produzavaju u
infundibulum 1 zavr$avaju u pars nervosa. Infundibulum obrazuje anatomsku i funkcionalnu
vezu hipofize sa hipotalamusom. Cine ga supraopticki i tuberoinfundibularni nervni putevi.
Magnocelularni neuroni NPVa i NSOa, ¢iji se aksoni zavrSavaju u pars nervosa, sintetisu
oksitocin, vazopresin, kao i neurofizin I 1 II. Neurohormoni sintetisani u neuronima
hipotalamusa, izlucuju se u perivaskularane prostore fenestrovanih kapilara pars nervosa, a ne
u prostore sinaptickih pukotina izmedu dva neurona. Organizacija neurohipofize upravo je
karakteristicha po tome §to neurohormoni dospevaju u sistemsku cirkulaciju zaobilazeéi
krvno-mozdanu barijeru (Ross, 1997).

Adenohipofiza je gradena od zlezdano-epitelnih Celija, koje predstavljaju efektorske
elemente neuroendokrinog sistema. Ove celije sintetiSu peptidne hormone kao odgovor na
neuroendokrine signale koji dolaze iz hipotalamusa. Celije adenohipofize nalaze se u bliskoj
vezi sa bogatom mrezom fenestrovanih kapilara tako da mogu veoma brzo da oslobode
sintetisane hormone u cirkulaciju. Razlikuju se tri dela adenohipofize. Pars distalis zauzima
najve¢i deo adenohipofize, a nastaje od prednjeg zida Ratkeovog dzepa. Pars intermedia
nastaje od zadnjeg zida Ratkeovog dzepa, a nalazi se izmedu pars nervosa 1 pars distalis, ¢ine ga
bazofilne c¢elije, hromofobe i koloidne ciste koje su ostatak Ratkeovog dzepa. U pars
intermedia se sintetiSe melanocitni stimuliSuéi hormon (MSH), koji stimuliSe sintezu
melanina. Pars tuberalis predstavlja supraselarni deo adenohipofize koji nepotpuno obuhvata
infundibulum, nastaje od prednjeg i boc¢nih zidova Ratkeovog dzepa. U njemu se nalazi deo
primarnog  hipotalamo-hipofiznog  kapilarnog spleta, zavrseci aksona pojedinih

hipotalamicnih nukleusa, kao i pojedinacne gonadotropne i tireotropne ¢elije (Ross, 1997).



1.1.1. Razvoj hipofize fetusa

1.1.1.1. Razvoj neurobipofize fetusa

Tokom embrionalnog razvoja pacova ventralni deo diencefalona tj. buduci
hipotalamus formira nabor, evaginaciju, koja raste ventralno, “na dole”, formirajuci
infundibulum, zacetak neurohipoize. Istovremeno dorzalni evaginacija ektoderma krova
usne duplje obrazuje rudamentaran Ratkeov dzep, odnosno zacetak adenohipofize.
Kontakt izmedu zacetka adenohipofize, Ratkeovog dzepa i buduce neurohipofize, struktura
koje rastu iz suprotnih pravaca, zapaza se od 13. dana fetalnog razvoja. Pod trece mozdane
komore u tom periodu ¢ini Sest do deset slojeva okruglih i ovalnih celija koje svojom
proliferacijom obezbeduju rast i izduzivanje zacetaka neurohipofize ka Ratkeovom dzepu
(Svalander, 1974). Kapilarna mreza, koja pocinje da se formira izmedu dva primordijuma i
to anteriornog dela ventralnog diencefalona i Ratkeovog dzepa zajedno sa aksonima
neurona cija su tela smestena u jedrima hipotalamusa, predstavljaja buducu spoljasnju zonu
EM. Endotelne celije kapilara odlikuje samo nekoliko fenestara, dok su pinocitotske
vezikule Ceste. Nastavci ependimskih celija trece mozdane komore imaju bitnu ulogu u
orijentaciji aksona neurosekretnih celija hipotalamusa, a time i u uspostavljanju strukture
unutrasnje zone EM. Dugacki nastavci neurosekretnih celija jo§ nemaju definitivu
strukturu, a karakteristicne mikrotubule 1 sekretne granule zastupljene su u veoma malom
broju (Cannata i Tramezzani, 1977; Page, 1994). Spoljasnja i unutrasnja zona EM i
infundibuluma mogu se raspoznavati od 16. dana fetalnog razvoja. Tokom naredna dva
dana fetalnog razvoja pacova povecava se broj aksona koji ulaze u sastav EM,
infundibulum se izduzuje, a kapilarni pleksusi izmedu EM i pars distalis adenohipofize
uspostavljaju  definitivhu  strukturu, tako da omogucavaju dostavljanje hormona
hipotalamusa do ¢elija buduce adenohipofize (Page, 1994). Nemijelinizirani silazni nervni

putevi, supraoptickohipofizealni i paraventrikulohipofizealni, formiraju infundibulum 1



zavrsavaju se u pars nervosa gde svoje neurosekretne produkte oslobadaju u krvotok.
Osnovna struktura neurohipofize uspostavlja se 18. dana fetalnog razvoja pacova. Neuralni

karakter ova komponenta hipofize zadrzava tokom celog zivota (Page, 1994).

1.1.1.2. Razvoj adenobipofize fetusa

Adenohipofiza se razvija tokom fetalnog perioda evaginacijeom Ratkeovog dzepa.
Proliferacija celija Ratkeovog dzepa obezbeduje rast i izduzivanje u pravcu budude
neurohipofize tj. evaginacije diencefalona, kao i kontakt neuralnog 1 epitelnog pupoljka,
delova koji rastu iz suprotnih pravaca. Dorzalni deo zadnjeg, posteriornog, zida Ratkeovog
dzepa koji stupa u kontakt sa buduéim pars neurvosa postaje pars intermedia. Dok Celije
posteriornog dela zaostaju u pogledu proliferativne aktivnosti, brojne celijske deobe
karakteristicne su za prednji zid Ratkeovog dzepa, koji ¢e se diferencirati u buduéi pars
distalis. Ostatak lumena usne duplje odvaja pars intermedia i pars distalis. Pars tuberalis ¢ine
dva ili tri sloja kontinuirano rasporedenih epitelnih celija, koje se razvijaju od lateralnih
zidova Ratkeovog dZepa. Celije ovog regiona se dele i migtiraju u anteriornom praveu,
obavijajuci infundibulum i EM (Sasaki 1 Nishioka, 1998; Hori 1 sar., 1999).

Ratkeov dzep 13. dana fetalnog razvoja sastavljen je od celija cilindricnog i
poligonalnog oblika koje se intenzivno dele. Kontakt sa usnom dupljom i dalje postoji. U
ovom periodu celije odlikuju relativno krupni nukleusi, nekoliko ovalnih mitohondrija,
slabo razvijen granulirani endoplazmin retikulum (ER), retki ribozomi prisutni u citoplazmi
ili na membranama cisterni ER. Nekoliko diktiozoma formira Goldzijev aparat, a sekretne
granule nisu prisutne u citoplazmi. Pukotinaste meducelijske veze zadrzavaju se 1 prilikom
deoba celija. Kontakt izmedu zacetka adenohipofize i neurohipofize je uspostavljen 13.
fetalnog dana (Svalander, 1974). U slede¢im danima, 14. i 15. dana razvoja fetusa, veza

Ratkeovog dzepa i usne duplje zadobija izgled kraniofaringealnog kanala koji se postepeno



suzava, 1 na kraju iSc¢ezava. Medutim, grupacije Ccelija koje su nekada formirale
kraniofaringealni kanal zadrzavaju se na pojedinim mestima i tokom adultnog perioda (Hori
1 sar., 1999). Dorzalno-posteriorni deo buduce adenohipofize koji je u kontaktu sa
buduc¢om neurohipofizom, predstavlja zacetak pars intermedia i ¢ine ga Celije koje zadrzavaju
cilindri¢ni oblik. Celije ventralnog dela i dalje se intenzivno dele i formiraju manje medijalne
1 veée lateralne delove buduceg pars distalis. Ove Celije su i dalje malih dimenzija, ovalnog
oblika i1 sa malo citoplazme, dok se broj mitohondrija kao i ribozoma u citoplazmi i na
membranama cisterni ER povecava. Primordijum pars tuberalis nastaje od proliferativno
aktivnih celija prednjeg zida buduée adenohipofize, i to njegovih ventralnih 1 lateralnih
delova koji se izduzuju i migriraju u anteriornom praveu. Celije su okruglog i poligonalnog
oblika i nalezu na buduéu EM 1 infundibulum. Izmedu ove dve strukture, epitelne i
neuralne, nalazi se vaskularizovan mezenhim (Svalander, 1974).

Sledeceg, 16. dana razvoja fetusa pacova znacajno se povecava velicina buduce
hipofize. Primordijume pars intermedia 1 neurohipofize medusobno razdvajaju podepitelske
lamine. Pars intermedia je gradena od dva do tri reda cilindri¢nih ¢elija, nervni zavrseci nisu
prisutni, sintetski aparat celija se diferencira i razvija tako da su granulirani ER i polizomi
znacajno zastupljeni u citoplazmi. Diferencijacija éelijskih organela odvija se paralelno sa
deobama celija 1 u buduéem pars distalis. Pojavljuju se i folikulo-zvezdaste Celije izmedu
kojih je smesten karakteristican lumen. Celije marginalnog sloja koje okruzuju ostatak
lumena usne duplje zadrzavaju cilindri¢ni oblik. Bogata kapilarna mreza se formira izmedu
¢elija buduceg pars distalis, endotelne Celije imaju tanku podepitelsku laminu, a fenestri jos
nisu formirani. Celije zacetka pars tuberalis se dalje umnozavaju. Ultrastrukturu ovih Celija
odlikuje prisustvo lizozoma 1 sitnth granula sa gustim elektronskim sadrzajem, dok
prisustvo granuliranog ER i diktiozoma Goldzijevog aparata nije znacajno (Schulze-

Bonhage 1 Wittkowski, 1990).



Povecanje volumena hipofize narocito je izrazeno 17. 1 18. dana fetalnog razvoja.
Pars distalis 1 pars intermedia histoloski se jasno razlikuju. Ostatak lumena usne duplje dobija
izgled pukotine. U pars distalis Celije se diferenciraju u sekretne, skladiste¢i u citoplazmi
brojne sekretne granule razlicitog dijametra. Pars distalis odlikuju brojne Celijske deobe, kao 1
dalji razvoj guste kapilarne mreze. Sazrevanje i povecanje broja organela odvija se i u
¢elijama pars tuberalis, koje formira sloj celija smesten ventralno od EM i infundibuluma
(Svalander, 1974; Page, 1994; Taniguchi 1 sar., 2000).

Definitivan oblik hipofize pacova uspostavlja se 19. dana razvoja fetusa. Osnovna
organizacija hipofize ostaje nepromenjena ali se proliferacija Celija nastavlja, kao 1 razvoj

vaskularne mreze (Svalander, 1974; Carbajo-Perez i sar., 1989; Page, 1994).

1.1.1.3. Redosled pojavljivanja Celija koje sintetisu bormone kod fetusa

Razvojne studije kod mnogih vrsta otkrile da su interakcije izmedu embrionalnog
ventralnog diencefalona i Ratkeovog dzepa neophodne za normalan razvoj hipofize
(Gleiberman i sar., 1999). Molekularni i geneticki eksperimenti dokazali su prisustvo
signalnih molekula, odnosno transkripcionih faktora, uklju¢enih u kontrolu proliferacije 1
diferencijacije Celija hipofize u razvoju, koje kasnije postaju hormon produkujuce celjje,
karakteristicne za zrelu i funkcionalnu hipofizu (Treirer i sar, 1998, 2001). Ovi signalni
proteini ukljuc¢uju FGFs (‘eng. fibroblast growth factors), BMP4 (eng. bone morphogenetic
protein 4) 1 WNT5 koji poticu iz ventralnog diencefalona, kao i BMP2 (eng. bone
morphogenetic protein 4) 1 WNT4 poreklom iz Ratkeovog dzepa. SHH (eng. Sonic
hedgehog) igra vodeéu ulogu u ogranicavanju regiona koji formira Ratkeov dzep, a ukljucen
je i u aktivaciju transkripcionih faktora tokom ranog razvoja hipofize (Treirer i sar., 1998,

2001). Postoje i druge klase signalnih molekula veoma znacajnih za embrionalni razvoj



hipofize. Dickman i sar. (1997) ukazuju na veliki znacaj retinoida u ovom procesu, jer su
kod pacovskih embriona koji su deficijentni za retinoicnu kiselinu primetili poremecaj u
formiranju Ratkeovog dzepa.

Sintetska aktivnost primordijalnih éelije adenohipofize kao i njthova diferencijacija
tokom perioda fetalnog razvoja takode su pod kontrolom transkipcionih faktora.
Transkripcioni faktori odreduju ekspresiju pojedinih gena determinisuéi na taj nacin tipove
celija adenohipofize koje ce sintetisati specifican troficki hormon (Savage i sar., 2003).
Jedan od najpoznatijih je Pit-1 (eng. pituitary-specific transcription factor), koji je
odgovoran za diferencijaciju 1 proliferaciju somatotropnih, laktotropnih 1 tireotropnih ¢elija
u hipofizi. Transkripcioni faktor SF-1 (eng. steroidogenic factor-1), cija se ekspresija javlja u
hipofizi 13. dana fetalnog razvoja utice na ekspresiju velikog broja gena koji su ukljuceni u
determinaciju i diferencijaciju gonadotropne Celijske loze (Zhu i sar., 2007). Najpoznatiji
transkripcioni faktor koji odreduje diferencijaciju i proliferaciju kortikotropnih ¢elija je Ptx-
1 (eng. pituitary homeo box 1 factor, Lamonerie 1 sar., 1996).

Koris¢enjem imunocitohemijskih metoda pokazano je da kortikotropne celije prvi
tip Celija koji dostize terminalnu diferencijaciju i otpocinje hormonsku sintetezu, u periodu
kada jos nije uspostavljena definitivna, adultna organizacija hipofize. Adrenokortikotropni
hormon (ACTH) je imunocitohemijski obelezen najpre u ¢elijama buduceg pars tuberalis, 13.
dana razvoja fetusa pacova, a zatim u pars distalis 14. dana fetalnog razvoja (Chatelain i sar.,
1979).

Tireotropne (TSH) celije se diferenciraju nakon kortikotropnih celija. Pozitivna
imunoreakcija u Celijama pars tuberalis javlja se 16. dana gestacije, a nekoliko pojedinac¢nih
tireotropnih celija je prisutno u pars distalis 17.5 dana fetalnog Zivota (Chatelain i sar., 1979;

Schulze-Bonhage 1 Wittkowski, 1990).



Gonadotropne ¢elije u kojima je prisutan luteiniziraju¢i hormon (LH) pojavljuju se
17. dana gestacije u pars distalis, nesto su brojnije 18. dana graviditeta, a do kraja perioda
fetalnog razvoja njihova brojnost se znatno uveéava. Celije koje sintetisu
folikulostimuliraju¢i hormon (FSH) pojavljuju se nesto kasnije, 19. i 20. dana razvoja 7
utero. FSH 1 LH ¢elije vode poreklo od zajednickih prekursorskih ¢elija (Pope 1 sar., 2000), i
u ovom periodu fetalnog razvica ¢esto su bihormonalne, sto ukazuje da se FSH sintetise u
¢elijama u kojima je LH ve¢ prisutan (Setalo i Nakane, 1976; Watanabe i Daikoku, 1979).
Poput kortikotropnih i somatotropnih, tokom organogeneze hipofize u fetalnom periodu, 1
gonadotrone celije se povezuju u velike éelijske mreze, ¢ime se postize integrisan i mnogo
efikasniji Celijski odgovor. Za sada nije dokazano postojanje posebnog transkripcionog
faktora odgovornog za diferencijaciju gonadotropnih éelija (Budry i sar., 2011).

Somatotropne (GH) celije se pojavljuju 18. dana razvoja fetusa u pars distalis, a
prolaktinske (PRL) celije su poslednji tip celija koji se diferencira. Mogu se
imunocitohemijski detektovati od 18.5 dana gestacije. (Chatelain i sar., 1979; Watanabe i
Haraguchi, 1994).

Pored diferenciranih Zlezdanih epitelnih Celija, u pars distalis se nalaze i
nediferencirane celije. Po osobini ovih éelija da se ne boje histoloskim bojama, dobile su
naziv hromofobe. Ovoj grupi celija pripadaju progenitorske celije adenohipofize,
malobrojne maticne Celije 1 folikulo-stelatne celije (Rinehart 1 Farquhar, 1953; Kagayama,
1965).

Kontrola funkcije adenohipofize obuhvata tri nivoa. Prvi nivo je hipotalamusna
kontrola koja se odvija preko adenohipofiziotropnih hormona sekretovanih u portalni
sistem hipofize. Oni se direktnho vezuju za membranske receptore na celijama
adenohipofize, visoko selektivne i specificne za svaki od hipotalamusnih hormona, i

izazivaju stimulatoran ili inhibitoran uticaj na sintezu i sekreciju hipofiznih hormona. Drugi



nivo kontrole predstavljaju periferni hormoni, produkti sekrecije ciljnih zlezda ili organa
adenohipofiznih hormona, koji uglavnom preko negativhe povratne sprege regulisu
funkciju zlezdano-epitelnih celija. Treci nivo kontrole su autokrini i parakrini faktori kojt

lokalno regulisu sopstvenu 1 funkciju susednih ¢elija (Melmed 1 Kleinberg, 2002).

1.1.2. Gonadotropne celije

Gonadotropne celije pripadaju grupi bazofilnih zlezdano-epitelnih Celija pars distalis.
Pozitivne su na PAS bojenje, Sto ukazuje na prisustvo ugljenih hidrata u citoplazmi.
Gonadotropne ¢elije su wuglavhom krupnije od ostalih Zlezdano-epitelnih  celija
adenohipofize. Rasporedene su po celom zlezdanom parenhimu pars distalis, pojedinacno ili
u grupama i uglavnom su lokalizovane uz krvne sudove. Jedro im je okruglo, cesto
ekcentri¢no postavljeno. U citoplazmi se nalaze dobro razvijene organele ukljucene u
sintetske procese, $to se posebno odnosi na Goldzijev aparat. Sekretorne granule su brojne
1 rasporedene po Ccitavoj citoplazmii u kojima se nalazi osmiofilan sadrzaj. Precnik
sekretornih granula se krece izmedu 200 1 400 nm (Horvath 1 Kovacs, 1988).

Gonadotropne celije nazvane su po svojoj endokrinoj funkciji, sintetisanju i
sekreciji dva gonadotropna hormona, neophodnih za regulaciju reproduktivne funkcije —
folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH) i luteiniziraju¢eg hormona (LH). Bilo je pokusaja da
se gonadotropne celije, na nivou svetlosne 1 elektronske mikroskopije, u izmenjenim
fizioloskim uslovima (gonadektomija), odvoje na one koje luce FSH i one koje lu¢e LH
(Farquhar 1 Rinehart, 1954; Purves 1 Griesbach, 1954). Medutim, uvodenjem
imunocitohemijskih metoda ranih sedamdesetih godina proslog veka, utvrdeno je da se
antigeni oba hormona nalaze u istim celijama (Nakane, 1970; Moriarty, 1975), ¢ime je
opovrgnuta hipoteza "jedna Celija - jedan hormon". Childs i sar. (1987) navode da je u

vreme maksimalnog sintetisanja 1 deponovanja FSH i LH kod Zenki pacova, 70%



gonadotropnih ¢elija bihormonalno, t.j. da u citoplazmi sadrze i FSH 1 LH antigene. Ovaj
procenat se smanjuje nakon maksimalne sekrecije u estrusu. Medutim, utvrdeno je i
prisustvo monohormonalnih éelija bez obzira na fiziolosko stanje organizma, pa se moze

izvudi zakljucak da je populacija gonadotropnih celija heterogena (Childs, 1997).

1.1.3. Gonadotropni hormoni

Gonadotropni hormoni su po hemijskoj strukturi glikoproteini i zajedno sa
tireostimuliraju¢im hormonom (TSH) 1 horiogonadotropnim hormonom (CG) ¢ine familiju
glikoproteinskih hormona. Svaki od njih izgraden je od dve, nekovalentno vezane

subjedinice a i [, koje su produkt dva razli¢ita gena. Alfa (0) subjedinica je gotovo

identi¢na kod svakog ¢lana ove familije, dok je [ razlicita, i nosilac je hormonske
specificnosti  (Pierce 1 Parsons, 1981). Obe subjedinice poseduju ugljienohidratnu
komponentu. Translacija iRNK o i [ subjedinice odvija se na fribozomima odakle
sintetisani polipeptid prelazi u cisterne rapavog endoplazminog retikuluma, a zatim prelazi
u vezikule Goldzijevog aparata, u kojima se obavlja postranslaciona obrada transkripata 1
dodavanje ugljenih hidrata. Sintetisani hormoni se nalaze u sekretornim vezikulama i na
stimulus se egzocitozom oslobadaju u vancéelijski prostor (Kurosumi, 1991).

Osnovna uloga gonadotropnih hormona je u regulaciji egzokrine i endokrine
funkcije gonada. Folikulostimuliraju¢i hormon wu jajnicima stimuliSe rane faze
folikulogeneze, dok je LH odgovoran za sazrevanje folikula, luteinizaciju 1 odrzavanje zutog
tela. Pored procesa folikulogeneze, FSH stimuliSe aromatizaciju androgena. Takode,
delujuci zajedno sa estrogenom, stimuliSe pojavu LH receptora. Uloga LH je uglavnom
orijentisana na stimulaciju sinteze steroidnih hormona.

Receptori za gonadotropne hormone se nalaze na povrsini membrane ciljnih éelija i

pripadaju superfamiliji receptora vezanih za G protein (GTP-vezujudi regulatorni protein).
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Izgradeni su od intracelularnog (COOH) domena, sedam transmembranskih, 1
ekstracelularnog (NH,) domena koji se nalazi na povrsini Celijske membrane. Medutim,
receptori za glikoproteinske hormone se od ostalih receptora vezanih za G protein razlikuju
po izuzetno dugom NH,-terminalnom delu i ¢ine posebnu podgrupu. Receptori za FSH 1
LH strukturno su veoma slicni, tako da im je 50% ekstracelularnog 1 89%
transmembranskog domena identicno (Sprengel 1 sar., 1990). Pored ovoga, LH i CG su
sposobni za vezivanje za isto receptorno mesto (Roche i Ryan, 1985). Nakon vezivanja
hormona za receptor, dolazi do povecanja aktivnosti adenilat ciklaze i akumulacije ciklicnog
adenozin monofosfata (cAMP; Ryan, 1982).

Model stimulacije sinteze estrogena u jajniku gonadotropnim hormonima naziva se
"dve Celije - dva gonadotropina” i predlozen je jos 1979. godine (Armstrong i sar., 1979).
Osnovne postavke ovog modela su sledece: 1) granuloza celjje, ali ne 1 teka Celije jajnika,
poseduju FSH receptore na Celijskoj membrani; 2) teka Celije, ali ne i nezrele granuloza
¢elije, poseduju receptore za LH; 3) FSH stimuliSe aktivhost enzima aromataze, a ne
sintezu androgena u granuloza celijama; i 4) LH stimuliSe sintezu androgena, a ne aktivnost
aromataze u teka celijama. Sinteza polnih steroida od holesterola do androgena je LH
stimulisana 1 odvija se u celijama teke i intersticijumu jajnika, dok se aromatizacija
androgena odvija u granuloza ¢elijama preovulatornih folikula. Ovaj proces stimulise FSH.
Pocetni model "dve éelije - dva gonadotropina", medutim, nije primenljiv za sve faze
folikulogeneze. Uticaj LH na granuloza celije zavisi od prisustva LH receptora na njihovoj
membrani. U toku sazrevanja folikula, FSH u sinergizmu sa estrogenom stimulise
ekspresiju LH receptora na membranama granuloza ¢elija (Shima 1 sar., 1987). Stoga, u toku
terminalnog rasta folikula LH izaziva identican odgovor kao 1 FSH u granuloza celijama,

ukljucujudi aromatizaciju androgena (Zeleznik i Hillier, 1984).
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1.2. Jajnik

Jajnici (ovarijumi) su parne zlezde ovalnog oblika. Izgradeni su od kore (cortex) 1
stzi (medulla), ali jasna granica medu njima se teSko uocava. Na povrsini jajnika se nalazi
germinativni epitel izgraden od jednog sloja kuboidalnih éelija. Ove Celije karakterise
krupno jedro, okruglog do nepravilnog oblika 1 veliki broj granula u citoplazmi. Ispod
germinativnog epitela nalazi se tanak sloj gustog vezivnog tkiva, funica albuginea i
neorganizovano rastresito vezivno tkivo. Tunica albuginea izgradena je od pet do sedam
slojeva fibroblasta i kolagenih vlakana i formira ¢vrst omota¢ oko celog jajnika. Unutar
vezivne strome korteksa smesten je parenhim ovarijuma koga cine folikuli u razli¢itim
fazama folikulogeneze, folikuli u propadanju (atreticni folikuli) i Zuta tela (corpora lutea).
Medulu jajnika ¢ini rastresito neorganizovano vezivno tkivo u kome se nalaze brojni krvni i
limfni sudovi, kao i nervi. Stroma jajnika je izgradena od tri osnovna tipa Celija: Celija
vezivnog tkiva, kontraktilnih éelija 1 intersticijalnih ¢elija (Guraya, 1977).

Osnovna funkcija jajnika je diferencijacija i oslobadanje jajne Celije zrele za
oplodenje i time uspesna propagacija vrste. Pored ove uloge, u jajnicima se produkuju
steroidni hormoni, koji omogucavaju razvoj sekundarnih seksualnih karakteristika i

odrzavnje trudnoce. Stoga, jajnici pripadaju i egzokrinim 1 endokrinim Zzlezdama.

1.2.1. Razvoj jajnika u fetalnom periodu

Delovi buduéeg jajnika sisara pocinju da se formiraju ve¢ u prvim danima
intrauterinog zivota. Kod misa primordijalne germinativne celije uocene su sredinom
gastrulacije, tacnije 7.25 fetalnog dana kod misa kao grozdovi (eng. clusters) celija koje
pokazuju intenzivnu alkalno fosfataznu aktivnost. Ove Ccelije su smeStene na bazi
zumancetne kese. Njihovim uklanjanjem, razvijali su se fetusi koji uopste nisu posedovali

germinativne Celije, a transplantacijom se postizala proliferacija germinativnih celija. Ovako
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je pokazano da alkalna fosfataza moze biti koris¢ena kao marker za linije germinativnih
celija jos od 7.25 fetalnog dana (Ginsburg 1 sar., 1990). Odsustvo alkalne fosfataze nije
uticalo na broj primordijalnih germinativnih celija, niti na njthovu migraciju (MacGregor i
sar., 1995). Brojna istrazivanja bavila su se pitanjem faktora koji su ukljuceni u formiranje i
sudbinu primordijalnih germinativnih celija (Saga, 2008). Knockout modeli su znacajno
pomogli da se definisu ¢lanovi familije BMP 2, BMP 4 i BMP 8 (eng. bone morphogenetic
protein 2, 4, 8) koji su kljuéni za rano odvajanje prekursora primordijalnih germinativnih
¢elija od somatskih ¢elija embriona. Smatra se da ovi faktori pocinju da deluju izmedu 5. 1 6.
fetalnog dana na pluripotentne celije proksimalnog epiblasta (buduceg embriona)
stimulisu¢i ih da se razvijaju kao prekursori primordijalnih germinativnih celija (Lawson i
sar., 1999; Ying 1 sar., 2000, 2001). Prva zivotna faza ovih ¢elija naziva se crevna faza, kada
su uglavnom lokalizovane uz ventralnu stranu creva, gde su rasute izmedu epitelijalnih
celija zida creva, bez kontakta sa intestinalnim lumenom. Druga zivotna faza primordijalnih
germinativnih Celija je migratorna faza, tokom koje ameboidnim pokretima ove ¢elije kroz
mezentere ili preko krvotoka dospevaju do genitalnih nabora. Genitalni nabori se formiraju
zadebljanjem celomskog epitela i mezenhima, a ove dve komponente participiraju u
formiranju jajnika (Guraya, 1977). Okida¢ koji inicira migraciju do genitalnog nabora, 1
hemoatraktanti koji reguliSu usmereno kretanje primordijalnih germinativnih celija do
genitalnog nabora jos uvek nisu poznati (Edson 1 sar., 2009). Treca faza podrazumeva
naseljavanje genitalnih nabora, $to se desava izmedu 10. 1 11. fetalnog dana kod misa
(McLaren, 2000). Nakon dospevanja do genitalnih nabora pocinje mitotska proliferacija
primordijalnih germinativnih Celija (Tam i Snow, 1981).

Pre ulaska u genitalne nabore, Zenske (XX) i muske (XY) primordijalne
germinativne Celije imaju identicne karakteristike u svim aspektima. To ukazuje da ne

postoje polne razlike u formiranju, migraciji 1 ulasku primordijalnih germinativnih celija u
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genitalne nabore 1 da polni hromozomi nisu ukljuceni u taj proces. To je posledica
inaktivacije jednog od dva X hromozoma kod zenki, $to je jedan od najranijih dogadaja u
embrionalnom razvicu. Desava se u fazi zigota, na dvocelijskom stadijumu i time se postize
izjednacavanje transkripcionih nivoa kod Zenskih i muskih zigota (Sarraj 1 Drummond,
2012). Klju¢ni dogadaj u razdvajanju sudbina XX 1 XY primordijalnih germinativnih celija u
genitalnim naborima je reaktivacija neaktivnog X hromozoma u zenskim germinativnim
¢elijama. Nakon reaktivacije X hromozoma sudbine Zenskih i muskih germinativnih celija
se odvajaju. Dok XY germinativne Celije ostaju “zarobljene” u mitozi, 1 tek postnatalno, u
pubertetu nastavljaju da se dele kao spermatogonije, XX germinativne ¢éelije nastavljaju da
se dele, i1 tada se oznacavaju kao oogonije. Proces oogeneze dalje se nastavlja ulaskom
oogonija u mejozu. Mnoge od njih na putu umnozavanja i sazrevanja bivaju degenerisane i
eliminisane. Ovakav sled dogadaja je fizioloski za fetalni razvoj jajnika kod vecine sisarskih
vrsta (Edson 1 sar., 2009).

Genitalni nabori su identi¢ni i za zenski i za muski pol, i ostaju bipolarni sve do
11.5 fetalnog dana kod misa. U njima su tada prisutni i Mullerian-ov i Wolffian-ov kanal. 1z
Mullerianovog kanala se razvijaju jajovodi, materica, grli¢ 1 gornji delovi vagine, dok se
Wolffianov kanal diferencira u epididimis, vas deferens i semene kanali¢e. U odsustvu Sry
gena (eng. sex-determining region of the Y chromosome), koji se eksprimira u somatskim
¢elijama XY gonada izmedu 10.5 1 12. fetalnog dana i kodira transkripcioni fakor koji deluje
kao geneticki regulator razvoja testisa, i u prisustvu FOXL2, WNT4 i FST gena bipolarne
gonade se diferenciraju u jajnik. Medutim, danas se smatra da je formiranje 1 Zenskih
gonada aktivan proces. Nakon polne determinacije, Mullerianov kanal se zadrzava u jajniku,
dok Wolffianov podleze regresiji (Sarraj i Drummond, 2012).

Germinativne Celije su najvece Celije u fetalnom jajniku, najcesée okruglog oblika.

Imaju veliko, ovalno, ekcentricno postavljeno jedro, potisnuto citoplazmom, koja se

-14 -



akumulira na suprotnom polu celije U neposrednom kontaktu sa germinativnim celijama
nalaze se 1 somatske celije, koje poticu od nediferenciranih mezenhimskih celija ili od
celomskog epitela. U ranoj fazi formiranja genitalnog nabora, bazalna membrana
celomskog epitela puca i epitelijalni derivati dospevaju u nabor. Smatra se da su te Celije
prekursori granuloza ¢elija (Karl 1 Capel, 1998). Ove celije su obi¢no manjih dimenzija i
nepravilnog oblika u odnosu na germinativne Celije, a znacajne su zato §to obezbeduju
egzogene izvore energije, koji su neophodni za rast i Celijske deobe germinativnih ¢elija
(Guraya, 1977).

Razvoj jajnika u fetalnom periodu podrazumeva grupisanje germinativnih i
somatskih Celija u klastere, koji se nazivaju i cistama germinativnih celija. Ciste su jedne od
drugih odvojene nizovima mezenhimskih celija, koje se zrakasto Sire iz centralnog dela
jajnika. Zasto se germinativne i somatske Celije organizuju u ciste tokom fetalnog razvoja
jajnika jo$ uvek je nejasno. Nicolas i sar. (2010) ukazuju da je ovakva struktura fetalnog
jajnika neophodna za pravilan razvoj oocita. Ako bi se germinativne Celije iz razorene ciste,
jajnika fetusa miSeva izmedu 13.5 1 15.5 fetalnog dana, transplantirale ispod bubrezne
kapsule imunodeficijentnih miseva, to bi rezultiralo smanjenjem broja germinativnih celija.
Ova studija ukazuje na znacaj intaktne strukture jajnika izmedu 13.51 16.5 fetalnog dana za
programiranje prezivljavanja germinativnih celija u folikulima misa nakon rodenja.

U toku fetalnog razvoja pacova oogonije se intenzivno mitotski dele tako da od
15.5 do 17.5. fetalnog dana njihov broj se sa 12000 povecéa na 71000, kada veliki broj celija
ulazi u profazu I mejoze. Mitotska proliferacija oogonija pracena je nekompletnom
citokinezom, tako da cerke Ccelije ostaju povezane meducelijskim mostovima. Iako
meducelijski mostovi predstavljaju evolutivnho konzervirane strukture, koje povezuju
germinativne Celije od insekata do sisara, jo§ uvek nije dokazano da su neophodni za

formiranje folikula niti razvoj fertiliteta (Edson 1 sar., 2009). Oogonije koje ulaze u profazu
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I mejoze nazivaju se primarne oocite. Pocetak leptotena profaze I kod vecine primarnih
oocita, poklapa se sa naglim smanjenjem broja oogonija koje se mitotski dele. Do 19.
fetalnog dana najveci broj oocita ulazi u fazu zigotena, da bi oko 21. fetalnog dana nastupila
faza pahitena. Primarne oocite u fazi diplotena uglavnom se vidaju tek drugog postnatalnog
dana, gde ostaju “zarobljene” sve do puberteta (Beaumont i Mandl, 1961). Tada se zavrsava
mejoza I, tokom koje se primarne oocite dele na dve haploidne éelije koje su nejednake
velicine: krupnu sekundarnu oocitu (sadrzi skoro svu citoplazmu) i sicusnu polocitu I (prvo
polarno telasce ili primarna polocita). U mejozi II, koja se deSava neposredno pred
oplodenje obe ove celije se podele i to tako $to od sekundarne oocite opet nastaju Celije
nejednake velicine: krupna ootida i sitna polocita II, a polocita I se podeli na dve polocite
II. Tako, krajnji rezultat mejoze je da od jedne primarne oocite nastane krupna ootida, koja
predstavlja jajnu Celiju (funkcionalna ¢elija) i tri nefunkcionalne polocite.

Dugo se smatralo da se proliferacija oogonija iskljucivo desava u fetalnom periodu,
1 da ta¢no odreden broj oogonija biva transformisan u primarne oocite, “zarobljene ” u
diplotenu profaze prve mejoticke deobe. Ulaskom u mejozu, oocite gube sposobnost dalje
proliferacije. Tako da od tog trenutka, njthov broj postaje definitivan i po dogmama
reproduktivne biologije predstavlja kompletan reproduktivni potencijal jedinke. Broj oocita
tokom fetalnog i postnatalnog zivota se samo smanjuje kroz procese degeneracije, kasnije
atrezije folikula 1 eventualne ovulacije (Greenwald 1 Roy, 1994). Medutim, na osnovu
rezultata savremenih istrazivanja uvodi se koncept neo-oogeneze. Neo-oogeneza
podrazumeva produkovanje novih oocita iz mati¢nih germinativnih celija koje su prisutne u
povirsinskom epitelu jajnika adultnih miseva, a pod uticajem Celija kostane srzi (Johnson i
sar., 2004., 2005). De Felici (2010) ukazuje na ¢injenicu da adultni sisarski jajnik sadrzi elije
sa karakteristikama maticnih Celija, koje su ili originalne primordijalne germinativne ¢elije, ili

nediferencirane ¢elije koje vode direktno poreklo od njih, i koje i nakon fetalnog perioda,
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pod odredenim uslovima mogu nastaviti mejozu i dati nove oocite. Ovakvi rezultati ¢e u
buducénosti sigurno imati primenu u borbi protiv steriliteta, koji postaje akutni problem
savremene zene.

Propadanje (degeneracija) germinativnih celija uocava se tokom oogeneze u
fetalnom 1 ranom postnatalnom periodu. Javljaju se tri talasa celijske smrti germinativnih
¢elija. Prvi talas zahvata oogonije koje se mitotski dele i dostize svoj vrhunac 19. fetalnog
dana kod pacova, kada je frekvencija normalnih mitotskih deoba relativho niska. Za ove
oogonije kaze se da su “zarobljene u mitozi”. Drugi talas zahvata germativne Celije koje su
u profazi I mejoticke deobe, najéesée u fazi zigotena ili pahitena. Celije zahvaéene ovim
tipom degeneracije prepoznaju se po izrazito kondenzovanim hromozomima i
prosvetljenom citoplazmom, a najbrojnije su 21. fetalnog dana kod pacova. Treci talas
degeneracije zahvata germinativne Celije koje su u fazi diplotena profaze I, i obi¢no se javlja
drugog neonatalnog dana (Beaumont 1 Mandl, 1961). Degeneracija germinativnih celija
tokom oogeneze je kontinuiran proces, tokom koga se broj germinativnih ¢elija redukuje za
oko 65% (McClellan i sar., 2003).

Degeneracija germinativnih Celija tokom oogeneze pokazuje karakteristike
programirane Celijske smrti. To je Celijska smrt koja se javlja na predvidenom mestu, a to je
fetalni jajnik, i u predvideno vreme, a to je kasna gestacija, i rezultira u eliminaciji znatnog
broja germinativnih ¢elija, bez ikakve inflamatorne reakcije. Iako programirana celijska smrt
germinativnih celija tokom oogeneze pokazuje karakteristike apoptoze (Lobascio 1 sar.,
2007), uzroci 1 molekularni mehanizmi koji se nalaze u osnovi ovog procesa jos uvek nisu u
potpunosti shvaéeni (Morita 1 Tilly, 1999; Tilly, 2001; De Felici i sar., 2005). Postoje dve
glavne hipoteze koje objasnjavaju procese celijske smrti germinativnih celija u fetalnom
jajniku. Germinativne celije, kao i vecina ostalih Celijskih tipova prezivljavaju u prisustvu

faktora rasta, od kojih su najznacajniji KL (eng. kit ligand) 1 LIF (eng. leukemia inhibitiry
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factor, De Felici, 2000). Pored njih direktan ili indirektan anti-apoptotski efekat ispoljavaju 1
IGF-I (eng. insulin growth factor I), Interleukini o i B, neurotropin 4 1 5, 1 BDNFs (eng.
brain-derived neurotrophic factors). Ogranicenost ovih faktora determiniSe apoptozu
germinativnih éelija (Morita i Tilly, 1999; Tilly, 2001; De Felici i sar., 2005). Po drugoj
hipotezi apoptoza zahvata germinativne Celije kod kojih postoje defekti u hromozomskom
krosingoveru, ¢cime se postize kontrola kvaliteta germinativnih celija (Kneitz i sar., 2000). U
prilog ovoj teoriji idu 1 zapazanja da se kod miseva kojima nedostaje jedan X hromozom
(XO), u fetalnom jajniku uocava znatno povecan broj degenerisanih germinativnih celija u
odnosu na XX miseve (Burgoyne i Baker, 1985). Nedostajanje jednog X hromozoma kod
ljudi (Tarnerov sindrom, XO) povezano je sa masivhom apoptozom germinativnih ¢elija u
fetalnom jajniku (Modi 1 sar., 2003).

Ravnoteza izmedu prezivljavanja 1 smrti germinativnih ¢éelija u fetalnom jajniku je
kriticna tacka koja obezbeduje pravilnu oogenezu, razvoj jajnika i garantuje reproduktivni

uspeh (Albamonte i sar., 2008).

1.2.2. Fizioloski procesi u jajniku Zenki u postnatalnom periodu

Folikulogeneza podrazumeva rast i razvoj folikula kroz seriju koordinisanih koraka
koji dovode do morfoloskih i funkcionalnih promena u folikulu, u osnovi kojih su ¢elijska
diferencijacija i razvoj oocite. U skladu sa razvojnim procesima i uticaju gonadotropnih
hormona na njih, folikulogeneza se moze podeliti na tri faze. Prva faza podrazumeva
formiranje primordijalnih folikula od prvobitnih germinativnih cisti, i dalji rast do
primarnog, odnosno sekundarnog stupnja. Ova faza u folikulogenezi je nezavisna od uticaja
gonadotropnih hormona. Druga faza predstavlja tranziciju iz preantralne do rane antralne
faze, koja je takode nezavisna od gonadotropnih hormona. Prva i druga faza folikulogeneze

su prvenstveno kontrolisane intraovarijalnim regulatorima kao $to su faktori rasta 1 citokini.
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Treca faza folikulogeneze prati rast folikula od rane antralne faze pa sve do zrelih, De
Grafovih folikula. Odvijanje ove faze moguée je jedino u prisustvu gonadotropnih
hormona (Craig i sar., 2007).

I u postnatalnom periodu u jajniku se nastavljaju degenerativni procesi. Propadanje
ovarijalnih folikula naziva se atrezija. Atrezija je univerzalni fenomen i javlja se 1 kod sisara i
kod nizih ki¢cmenjaka. Procenjeno je da oko 99.9% folikula prisutnih na rodenju nikada svoj
rast 1 razvoj ne zavrsi ovulacijom. Mnogo je ces¢a sudbina folikula da budu zahvaceni
atrezijom (Markstrém i sar., 2002). Pritom, atrezija moze nastupiti u bilo kom stadijumu
folikulogeneze, u folikulima koji su zapoceli rast 1 razvoj, ali i u mirujuéim, primordijalnim
folikulima (Ingram, 1962). Jos uvek nisu poznati svi faktori koji iniciraju ovaj proces, ali se
sa sigurnos¢u moze re¢i da atrezija nastupa kada se folikul nalazi u sredini koja po
endokrinim i parakrinim uslovima nije odgovarajuca za diferencijaciju granuloza celija i
nastavak rasta folikula (Markstrém i sar., 2002). Proces atrezije zahvata sve tri osnovne
komponente koje strukturno grade jedan folikul: granuloza sloj, oocitu i teka sloj. Opste je
prihvaceno misljenje da propadanje granuloza celija u toku atrezije ima sve karakteristike
programirane Celijske smrti, apoptoze (Hsueh i sar., 1996; Tilly, 1998).

Ovulacija u jajniku sisara predstavlja specifican bioloski fenomen, koji obuhvata
pucanje zdravog tkiva na povrsini jajnika i oslobadanje oocite. Za ovulaciju je neophodan
preovulatorni talas LH koji izaziva veliki broj biohemijskih, biofizickih i molekularnih
promena u funkciji folikularnih éelija: nastavak mejoticke deobe oocite i njeno sazrevanje;
sazrevanje Celija kumulusa; i na kraju pucanje folikula i oslobadanje zrele oocite; a potom
luteinizaciju granuloza Celija preovulatornog folikula i njegovu transformaciju u zuto telo.

Ovulacija je veoma kompleksan proces, nalik akutnoj zapaljenskoj reakciji. Talas
gonadotropina otpocinje sekvencionalnu transkripciju velikog broja specificnih gena u

granuloza celijama, celijama kumulusa i samoj oociti. Smatra se da u jajniku u toku
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ovulatornog procesa dolazi do diferancijalne ekspresije (ili su stimulisani ili su inhibirani)
oko 100 gena. U svakom slucaju ovulatorni proces obuhvata kaskadu veoma dobro
orkestrirane genske ekspresije, kako prostorno, tako i vremenski, i to sve kao odgovor na
stimulaciju jednim jedinim hormonom (Espey i Richards, 2002).

Zuto telo — CL (Corpus Luteum) je prolazna, endokrina Zlezda, koja u okviru
jajnika raste, sazreva i nestaje u toku svakog estrusnog, odnosno menstrualnog ciklusa i
trudnoce. Nastaje od ovuliranog folikula i1 luc¢i veliku kolicinu steroidnih hormona,
uglavnom progesterona 1 nesto estrogena. Progesteron je neophodan za implantaciju
blastocista, blokadu uterusnih kontrakcija 1 odrzavanje intrauterine sredine povoljnom za
razvoj embriona. Ukoliko ne dode do oplodenja i implantacije, CL nestaje, a novi folikuli se

razvijaju (Finn i Booth, 1977).

1.3. Regulacija gonadotropnog sistema pacova

1.3.1. Regulacija gonadotropnog sistema u toku fetalnog perioda

Hipotalamo-hipofizno-ovarijalni (HPO) sistem, c¢ija funkcija zauzima centralno
mesto u reproduktivnoj fiziologiji, formira se tokom fetalnog perioda. Sazrevanje i
diferencijacija ovog sistema kod fetusa podrazumeva pocetak sinteze gonadotropnog-
oslobadaju¢eg hormona (GnRH) u hipotalamusu, pristup GnRH hipotalamo-hipofiznoj
cirkulaciji, pojavu GnRH receptora na membranama hipofiznih ¢elija i pocetak sinteze i
sekrecije gonadotropnih hormona. Ovo bi bio logi¢an sled dogadaja u sazrevanju
hipotalamo-hipofizno-ovarijalnog sistema, ali dosadasnji podaci ukazuju na izvesne
nelogicnosti u njihovom vremenskom poretku. Naime, sinteza gonadotropina u hipofizi
pocinje pre nego sto je GnRH u mogucnosti da na nju deluje.

Razvoj hipotalamo-hipofiznog sistema pocinje sintezom GnRH u olfaktornom

bulbusu, pocetnoj lokaciji GnRH neurona. To se desava 11. embrionalnog dana kod misa
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(Schwanzel-Fukuda 1 Pfaff, 1989), dok kod pacova vreme pocetka sinteze GnRH jos uvek
nije tacno odredeno. U mozgu i u amnionskoj tecnosti, GnRH se moze detektovati izmedu
11.5112.5 dana fetalnog razvoja pacova (Aubert 1 sar., 1985; Nemeskeri i sar., 19806; Jennes,
1989), ali se u olfaktornom bulbusu GnRH-reaktivni neuroni pojavljuju tek oko 15. dana
(Jennes, 1989). Ovaj raskorak moze biti objasnjen nemoguénoscu neurona da deponuju
GnRH, ve¢ ga oslobadaju u nazalnu Supljinu i amnionsku tecnost.

GnRH neuroni migriraju sa zadnjeg zida nazalne Supljine ka hipotalamusu izmedu
17.1 19., a njithovi aksoni dosezu eminenciju medijanu 19. fetalnog dana (Jennes, 1990).
Medutim, sinteza LH u hipofizi pocinje 17. dana gestacije (Setalo i Nakane, 1976; Watanabe
1 Daikoku, 1979) i to verovatno bez ikakve hipotalamusne kontrole. Druga nelogicnost
vezana za pocetak sinteze gonadotropina je pojava receptora za GnRH na membranama
gonadotropnih celija 13. fetalnog dana pacova, daleko pre pojave GnRH u eminenciji
medijani (Jennes, 1989). Kod GnRH deficijentnih hipogonadalnih miseva utvrdeno je
prisustvo niske ali merljive koncentracije gonadotropnih hormona, $to dokazuje moguénost
sinteze FSH 1 LH bez prisustva GnRH (Cattanach i sar., 1977). Medutim, sinteza dovoljne
kolicine LH je ipak zavisna od hipotalamusne stimulacije, jer se do 19. fetalnog dana ne
dostizu fizioloski znacajne koncentracije LH (Huhtaniemi 1 sar., 1996).

Fetalni jajnik nije osetljiv na gonadotropne hormone. Metodom PCR dokazano je
da se u janiku 14.5 dana starih fetusa pacova javlja iRNK za ekstracelularni domen LH
receptora, koji nije funkcionalan. Kompletan LH receptor je u jajniku detektovan tek 7.
postnatalnog dana (Sokka i Huhtaniemi, 1990). Ekspresija iRNK ekstracelularnog domena
FSH receptora detektovana je u janiku fetusa starih 20.5 dana, a receptora pune duzine 3.
dana zivota (Sokka i Huhtaniemi, 1990). Medutim, ukoliko se fetalnim jajnicima u kulturi
dodaju cAMP ili aktivatori adenilat ciklaze, dolazi do stimulacije aromatazne aktivnosti.

Ovo sugerise da neki drugi faktori, koji ne uklju¢uju gonadotropne hormone, imaju
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mogucnost aktivacije funkcije jajnika, ¢ak pre otpocinjanja folikulogeneze. Smatra se da to
mogu biti razli¢iti neurotransmiteri i/ili neutrofini, buduéi da se simpaticka inervacija

jajnika razvija pre formiranja prvih primordijalnih folikula (Ahmed i sar., 19806).

1.3.2. Regulacija gonadotropnog sistema tokom neonatalnog perioda

U toku neonatalnog perioda zivota (od 1. do 7. dana) koncentracija gonadotropnih
hormona u plazmi postepeno raste i znatno je veéa u odnosu na vrednosti kod adulta
(Herath i sar., 2001). Kod misa se od 7. do 8. postnatalnog dana belezi pik LH
koncentracije, koja kasnije znacajno fluktuira (Michael i sar., 1980). Hipofizno-ovarijalna
povratna sprega nije aktivna u toku neonatalnog perioda zivota. Visoka koncentracija alfa
fetoproteina (AFP), koji vezuje estrogen u cirkulaciji, u neonatalnom periodu odgovorna je
za smanjenje bioaktivnosti estrogena (Meijs-Roelofs i Kramer, 1979). Pored toga,
pretpostavlja se da je sekrecija gonadotropina u neonatalnom periodu Zivota vise pod
androgenom kontrolom (Andrews i Ojeda, 1981).

U mleku pacova utvrdeno je postojanje supstanci slicnth GnRH, koje se po
karakteristikama utvrdenim metodom tecne hromatografije (HPLC) ne razlikuju od GnRH
iz hipotalamusa (Amarant i sar., 1982; White 1 Ojeda, 1981). Sadrzaj zeluca neonatalnih

pacova je nakon sisanja imunohistohemijski pozitivan na GnRH, koji prolazi
gastroinetstinalno-epitelsku barijeru, ulazi u krvotok, 1 njegova koncentracija u krvi pocinje
da raste. U zx vitro uslovima, GnRH iz mleka stimulise oslobadanje gonadotropnih hormona
iz hipofize (Smith i Ojeda, 1984; Baram i sar., 1977) i inhibira stimulisano oslobadanje
estrogena i progesterona iz jajnika (Smith i Ojeda 1984). Vezujudi se za svoje receptore u

neonatalnom jajniku, GnRH iz mleka, kontinuirano prisutan u cirkulaciji, ogranicava njegov

razvoj (Dalkin 1 sar., 1981, Smith i Ojeda, 1984).
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Jajnik neonatalnih zenki, kao 1 jajnik fetusa, nije osetljiv na stimulaciju LH, budu¢i
da se kompletna forma njegovog receptora javlja tek 7. postnatalnog dana (Sokka i
Huhtaniemi, 1990). Jajnici neonatalnih pacova ne pocinju sekreciju estrogena do kraja prve
nedelje zivota (Lamprecht i sar., 1970).

Imunoreaktivni inhibin je detektovan u jajnicima pacova od 5. dana Zivota. Herath i
sar.(2001) smatraju da sintezu 1 sekreciju inhibina stumuliSe FSH, bududi da je u i vitro
uslovima dokazano da je FSH najvazniji stumulator sinteze inhibina u granuloza celijama

(Lanuza i sar., 1999; Welt 1 Schneyer, 2001).

1.3.3. Regulacija gonadotropnog sistema tokom infantilnog perioda

U toku infantilnog perida zivota kod Zenki pacova (od 8. do 21. dana) koncentracija
gonadotropnih hormona, i FSH i LH, je povecana u odnosu na adultne vrednosti (Dohler i
Wauttke, 1975; Ojeda 1 Ramirez, 1972). Dvanaestog postnatalnog dana, u nivou FSH u
plazmi se belezi dvostruko do trostruko povecanje. Wilson i Handa (1997) navode da
nakon ovog povecanja dolazi do naglog opadanja nivoa FSH do 15. dana zivota, dok
Herath i sar. (2001) beleze opadanje FSH do 25. dana Zivota. Ekspresija FSHf3 iRNK je u
korelaciji sa nivoom FSH u cirkulaciji. Uocena korelacija ukazuje da je regulacija FSH u
infantilnom periodu na nivou ekspresije iRNK. Medutim, nije poznato da li je povecanje
FSH iRNK u hipofizi u toku infantilnog petioda, i njenog pika 12. dana, rezultat pojacane
transkripcije ili povecanja stabilnosti iIRNK (Wilson i Handa, 1997). Nivo LH u plazmi
infantilnih Zenki pacova, takode, je poveéan u odnosu na adultni period zivota, a
karakteriSe ga znacajna promenljivost (Ojeda i Ramirez, 1972). Ekspresija LHf3 iRNK u
hipofizi se postepeno povecava u toku infantilnog perioda i nije u korelaciji sa

koncentracijom LH u cirkulaciji. Wilson i Handa (1997) su ustanovili da se postepeno
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povecanje LHf3 iRNK desava u vreme vec povecane koncentracije LH u plazmi. Moguce je
da se od 8. do 12. dana Zivota oslobada velika koli¢ina LH iz depoa gonadotropnih celija, a
da se ekspresija LHf3 iRNK postepeno povecava kao odgovor na iskoriscene depoe. Jedan
od razloga varijabilnog luc¢enja LH u toku infantilnog perioda zivota je taj sto se GnRH iz
hipotalamusa ne oslobada u ravnomernim pulsevima kao kod adulta. Druga mogucénost je
nezrelost transdukcije GnRH signala u hipofizi infantilnih zenki, s obzirom da se vezivanje
GnRH za receptor u toku infantilnog perioda konstantno povecava do svog maksimuma
oko 20. dana zivota (Chan i sar., 1981). Osetljivost gonadotropnih c¢elija na GnRH
stimulaciju je najvec¢a od 10. do 15. dana (Ojeda 1 sar., 1977). Broj receptora za GnRH je u
korelaciji sa osetljivoscu hipofize u ovom periodu, ali ova korelacija prestaje nakon 15. dana
zivota, jer se osetljivost smanjuje, a broj receptora nastavlja da raste (Wilson i Handa,
1997). Pokazano je da u toku infantilnog perioda zivota GnRH stimuliSe oslobadanje FSH i
LH, ali nije odgovoran za njthovu selektivnu regulaciju. Ekspresija iRNK za aktivin,
folistatin i aktivinski receptor je utvrdena u hipofizi infantilnih Zzenki. Takode, iRNK za
aktivinski receptor je detektovana u celijima koje sintetiSu FSH, pa se kao moguci
diferencijalni regulator gonadotropnih hormona pominje aktivin (Wilson i Handa, 1998a).
U infantilnom periodu zivota zenki pacova sekrecija gonadotropnih hormona je
diferencijalno regulisana, ali u odsustvu inhibitornih uticaja (Wilson i Handa, 1997).
Endogeni estrogen ne utice negativhom povratnom spregom na hipofizu do 15.
dana zivota zbog visokog nivoa AFP (Meijs-Roelofs i Kramer, 1979), dok egzogeni
sinteticki estrogeni inhibiraju gonadotropne ¢elije (Lovren i sar., 1997). Tek nakon 20. dana
zivota, kada nivo AFP u cirkulaciji opadne, dolazi do uspostavljanja negativne povratne
sprege estrogena na gonadotropne hormone (Ojeda 1 Urbanski, 1994). Inhibin, takode, nije
fizioloski znacajan do 20. dana Zivota, jer imunoneutralizacija inhibina, koja kod adulta

dovodi do znacajnog skoka FSH, nema efekata u periodu od 10. do 15. dana (Rivier i Vale,
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1987). Blokadom efekata estrogena i androgena 7z vivo kod zenki pacova dokazano je da
ovarijalni steroidi direktno pozitivho uticu na sekreciju FSH 1 LH od 8. do 14. dana kod
zenki pacova (Wilson i Handa, 1998b). Vezivanje 17 estradiola u hipofizi znacajno raste
od 10. do 15. dana (MacLusky i sat., 1979), i broj B receptora za estrogen je daleko veci u
odnosu na adultni period (Wilson i sar., 1998). Takode, moguce je da estrogen u toku
razvoja stimuliSe aktivin, jer je njegov stimulatoran uticaj na sintezu i sekreciju aktivina
dokazan u granuloza celijama (Tate i1 sar., 1996), a pored toga uti¢e 1 na folistatin
(Halvorson i sar., 1994).

U drugoj nedelji zivota, u jajnicima zenki pacova pocinje rast i razvoj duplo veceg
broja folikula nego kod adultnih Zenki. Pretpostavlja se da pik FSH u ovom periodu zivota
upravo ima ulogu u inicijaciji rasta prvog talasa folikula u jajniku (Ojeda 1 Urbanski, 1994).
Proces folikulogeneze u jajnicima zenki pacova do 20. dana zivota dolazi do stupnja
preantralnih folikula, a tek nakon ovog perioda dolazi do formiranja velikih antralnih
folikula (Herath i sar., 2001). Preovulatorni folikuli se u jajnicima uocavaju tek u vreme
puberteta (Ojeda 1 Urbanski, 1994). Herath 1 sar. (2001) su pokazali da se u jajnicima
infantilnih Zenki produkuje inhibin, kao i da su ovarijumu mesto sinteze i sekrecije polnih
steroida, androgena 1 estrogena, cija se povecana koncentracija belezi u ovom periodu

zivota.

1.3.4. Regulacija gonadotropnog sistema tokom puberteta

Pubertet se moze definisati kao prelazan period izmedu detinjstva i odraslog doba
kod ljudi, ili od polne nezrelosti do polne zrelosti kod zivotinja. U toku puberteta dolazi do
uspostavljanja reproduktivne funkcije, odnosno sazrevanja gonada i oslobadanje prvih
zrelih polnih celija. Pubertet je odreden velikim brojem medusobno povezanih dogadaja,

od kojih neki zapocinju u toku infantilnog perioda zivota.
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Kod Zenki pacova pubertet nastupa oko 38. dana zivota. Znak otpocinjanja
puberteta je otvaranje vagine, koja je uglavnom pracena prvim ovulacijama. Prva
hormonska manifestacija koja nedvosmilseno pokazuje da pubertalno sazrevanje pocinje je
dnevna varijacija oslobadanja LH, koja se uoc¢ava nakon 4. nedelje Zivota (Ojeda i Urbanski,
1994). Meijs-Roelofs 1 sar. (1983) su detektovali prepubertalno poveéanje koncentracije LH
u krvi 8 do 9 dana pre nastupanja puberteta, koja je u toku popodneva bila ve¢a u odnosu
na onu merenu ujutru. Detaljnijom analizom krvi svakih pet minuta, konstatovano je
povecanje i bazalnog nivoa i amplitude pulseva LH u popodnevnim c¢asovima u poredenju
sa jutarnjim (Urbanski i sar., 1984). Dokazano je da dnevni ritam lucenja LH ima izuzetan
znacaj u funkcionalnom sazrevanju jajnika peripubertalnih zenki. Perfuzijom jajnika
koncentracijama LH sli¢cnim popodnevnim ustanovljena je znacajnija sekrecija estrogena i
progesterona, u odnosu na one izazvane znatno nizim (jutarnjim) koncentracijama
(Urbanski i Ojeda, 1985). Dnevni ritam luc¢enja LH u peripubertalnom periodu ne zavisi od
steroidnih i/ili peptidnih hormona jajnika, s obzirom da se kod peripubertalnih zenki 48 h
nakon ovarijektomije, takode, belezi popodnevno povecanje LH koncentracije (Urbanski i
Ojeda, 1987). Dnevne promene u pubertalnom pulsatilnom oslobadanju LH zavise dakle
od aktivacije GnRH sekrecije (Ojeda 1 Urbanski, 1994).

Sisk i sar. (2001) su kod Zenki pacova u periodu od 30. do 47. dana Zivota
detektovali znacajno ubrzanje frekvencije GnRH pulseva, ali bez povecanja njihove
amplitude. Najizrazenije povecanje frekvencije zabeleZeno je nakon otvaranja vagine.
Pubertalno povecanje frekvencije GnRH pulseva moze dovesti do povecanja amplitude LH
pulseva stimuliSuci ekspresiju iRNK za sopstveni receptor u gonadotropnim celijama
(Tutgeon i sar., 1996) i/ili favorizujuéi sintezu LH u odnosu na FSH (Shupnik, 1996).

Dakle, promena u lucenju LH je rezultat hipotalamusne stimulacije (Ojeda i1

Urbanski, 1994), pa se postavlja pitanje "$ta okida pubertalno povecanje sekrecije GnRH?"
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Povecanje GnRH iRNK u GnRH neuronima kod nezrelih Zenki pacova (izmedu 20. 1 30.
dana Zivota) moze biti stimulisano aktivacijom receptora za ekcitatornu aminokiselinu N-
metil-D-aspartat (Gore i sar., 19906), pa je moguce da je pubertalno povecanje frekvencije
pulseva GnRH, i samim tim povecanje sekrecije gonadotropina, rezultat elektrofizioloske
aktivacije GnRH neurona (Sisk i sar., 2001). Mozda se upravo ekscitabilnost GnRH
neurona povecava kod peripubertalnih Zivotinja. U ovom procesu ucestvuju mnogi faktori
kao sto su ekstrahipotalamusni, t.j. metabolicki 1 senzorni signali. Poznato je da je
energetski balans jedan od kljucnih faktora, buduéi da gladovanje sprecava nastupanje
puberteta kod Zenki pacova (Bronson, 1986). Do sada nije u potpunosti jasno kako
metabolicki faktori uticu na sazrevanje generatora GnRH pulseva, ali su u ovaj proces
sigurno ukljuceni leptin (Cunningham i sar., 1999), insulin (Bucholtz, 2000), GH (Wilson,
1992), IGF-1 (Hiney i sar., 19906) i glukoza (Medina 1 sar., 1998).

U jajnicima pubertalnih Zenki pacova prvi put se uocavaju veliki antralni folikuli u
terminalnoj fazi rasta, kao i preovulatorni folikuli. Talasi LH u ovom periodu izazivaju prve

ovulacije, $to rezultuje pojavom prvih zutih tela (Ojeda i Urbanski, 1994).

1.4. Glukokortikoidni hormoni

Glukokortikoidni hormoni su steroidni hormoni koji se sintetiSu u gona fasciculata
kore nadbubrezne zlezde. Njihovu sintezu i sekreciju regulisu kortikotropni oslobadajuci
hormon CRH, odnosno ACTH, a i glukokortikoidi negativhom povratnom spregom,
reguliSu sopstvenu sekreciju. Ovi hormoni su derivati holesterola, i kao i ostali steroidni
hormoni, imaju ciklopentanoperhidrofenantrensko jezgro, sa 17 ugljenikovih atoma i 4
prstena. Najzastupljeniji glukokortikoid kod coveka, macke, goveceta, ovce 1 majmuna je
kortizol, koji na C-17 ima hidroksilnu grupu, a kod pacova, misa i ptica zastupljen je

uglavnom kortikosteron, koji ima hidroksilnu grupu na C-11. Ulazak holesterola iz
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cirkulacije u parenhimske Celije zome fasciculata, 1 pretvaranje holesterola u pregnenolon, su
prvi koraci u biosintezi glukokortikoida, koje podstice ACTH.

Sa mesta biosinteze, glukokortikoidi se cirkulacijom prenose do svojih ciljnih ¢éelija
vezani za alfa globuline plazme (transkortin). Hormon u vezanom obliku je neka vrsta
rezerve, odakle se po potrebi oslobada. Transkortin, takode Sstiti celije od visoke
koncentracije hormona u stresnim situacijama. Glukokortikoidi zahvalju¢i svojoj
lipofilnosti, prolaze kroz membrane ciljnih ¢elija difuzijom, i tako ulaze u citoplazmu.

Ulaskom u ciljnu ¢eliju, hormoni se reverzibilno vezuju za glukokortikoidne receptore, koji

posreduju u njthovom delovanju, prenoseci hormonski signal do genoma.

1.4.1. Glukokortikoidni receptor

Glukokortikoidni receptor (GR) je protein, koji je prvi put otkriven u limfocitima
pacova (Munck i Brink-Johnsen, 1968), a njegovo prisustvo je kasnije konstatovano u
skoro svim tkivima. Postoje velika (9S) i mala (4S) forma ovog receptora. Velika forma GR,
koja se nalazi u citoplazmi, u stvari je multiproteinski kompleks, koji pored jednog
molekula GR, sacinjavaju 1 proteini toplotnog soka - Hsp90, Hsp70, imunofilin Hsp56 1
mali protein p23. U ovakvom obliku GR nema sposobnost vezivanja za DNK. Tu
sposobnost zadobija u procesu transformacije, odnosno konverzijom 9S u 4S oblik, poznat
u literaturi pod nazivom »transformisani GR« Jedino u 9S obliku, receptor moze da veze
ligand - hormon, sto dovodi do transformacije 9S u 4S oblik, a asosovani proteini
omogucavaju odrzavanje receptora u konformaciji neophodnoj za taj proces (Pratt, 1993).

GR moze da se javlja u dva osnovna stanja, neaktivhom-defosforilisanom i
aktivhom-fosforilisanom, a do fosforilacije dolazi nakon vezivanje hormona za receptor.

Dakle, interakcija hormon - receptor dovodi do znacajnih konformacionih promena

receptorskog molekula sa funkcionalnim posledicama. Takva promena je disocijacija Hsp90
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iz kompleksa, bez moguénosti reasocijacije (Tsai i O'Malley, 1994). Time je omoguéeno
oslobadanje hormon-vezuju¢eg domena (HBD) i transformacija receptora. Asocijacija
receptora sa ovim proteinom je odlucujuéi faktor za njegovo odrzavanje u transkripciono
neaktivnhom stanju. Takode, znacajna promena je i hiperfosforilacija receptora, odnosno
njegova aktivacija (Bodwell 1 sar., 1993).

Nakon vezivanja hormona za GR, i njegove transformacije i aktivacije na njemu
mozemo razlikovati tri funkcionalna domena:
C - terminalni, odnosno domen koji je odgovoran za vezivanje hormona. U okviru ovog
domena nalaze se i sekvence odgovorne za vezivanje Hsp (Pratt, 1993), translokaciju u
jedro (Picard i Yamamoto, 1987), dimerizaciju (Dahlman-Wright 1 sar., 1994),
transaktivaciju (Lanz 1 Rusconi, 1994), 1 inaktivaciju receptora u odsustvu hormona
(Hollenberg i sar., 1987).
DNK - vezujuéi domen nalazi se u centralnom delu receptornog molekula. Ovo je
evolutivno veoma konzerviran domen u okviru cele receptorske superfamilije. Ovaj domen
sastoji se od dva nezavisna subdomena, koji se razlikuju strukturno i funkcionalno. Oba
subdomena sadrze po jedan atom cinka, koordinativho vezan za Cetiri cisteinska ostatka.
Prvi subdomen je odgovoran za precizno prepoznavanje DNK sekvenci, odnosno
odgovarajucih genskih regulatornih elemenata, koji odgovaraju na glukokortikoide. Drugi
subdomen stabilizuje interakciju receptor - DNK.
N - terminalni, odnosno imunogeni domen, sadrzi sekvence odgovorne za aktivaciju
specificnih  ciljnih gena i/ili interakciju sa komponentama transkripcionog aparata
(Dahlman-Wright i sar., 1994). Ovaj domen se verovatno nalazi na povrsini molekula.

Dakle, nakon vezivanja hormona za njegov specifi¢an receptor, i transformacije 1
aktivacije receptora, hormon - receptor kompleks se transportuje u jedro, gde se vezuje za

specificnu DNK sekvencu (GRE - glucocorticoid responsive element). Sledeéi korak je
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inicijacija transkripcije, koja dovodi do aktivacije ili inhibicije ekspresije gena u ciljnim
¢elijama.

Ulaskom u jedro, aktivirani receptor moze da modulise transkripciju vezivanjem
za specificnu DNK sekvencu, ili interakcijom sa drugim transkripcionim faktorima bez
direktnog vezivanja za DNK. GRE se nalaze u promotorskom regionu gena koje aktiviraju
glukokortikoidi, i njegova interakcija sa receptorom ima za posledicu modulaciju
transkripcije. U promotoru mnogih gena, koji kodiraju metabolicki vazne proteine,
prisutan je GRE, koji ima uocljiv efekat na transkripciju, kao odgovor na hormonski signal
(Roesler 1 Park, 1998).

U promotorima nekih gena, vezivanje aktiviranog kompleksa hormon - receptor za
tzv. negativne glukokortikoid responsive elements (nGRE), dovodi do inhibicije
transkripcije, mada u interakciji sa drugim transkripcionim faktorima moze dovesti i do

stimulacije transkripcionog procesa (Drouin i sar., 1993).

1.4.2. Metabolicki efekti glukokortikoidnih hormona

Glukokortikoidi svoje bioloske efekte ostvaruju regulacijom razlicitih metabolickih
procesa u velikom broju tkiva i organa. Promene metabolizma pod uticajem
glukokortikoida obuhvataju anabolicke efekte u jetri i brojne katabolicke efekte u misi¢ima,
vezivnom tkivu, limfaticnom tkivu ukljucujuéi i mozak.

Glukokortikoidi deluju tako Sto suprimiraju ulazak i iskoriS¢avanje glukoze u éeliji,
dovodeci do povecanja njene koncentracije u plazmi (Simpson 1 Cushman, 1980).

U metabolizmu ugljenih hidrata, glukokortikoidi deluju anabolicki, odnosno
stimuli$u proces glukoneogeneze u jetri, ¢ime se povecava i deponovanje glikogena u jetri.
Ovaj efekat glukokortikoidi ostvaruju na nivou gena za fosfoenolpiruvat karboksikinazu i

drugih enzima glukoneogeneze (Imai i sar., 1990).
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Glukokortikoidi stimuliSu katabolizam masnih kiselina iz masnog tkiva, njihovu
oksidaciju u ¢elijama, i povec¢avaju nivo lipida u krvi, kao i katabolizam proteina u misi¢ima,
(Meyer, 1985).

Svojim delovanjem glukokortikoidi omogucavaju da se energetski depoi prevode u
lako dostupne oblike, koji u svakom trenutku mogu da se iskoriste, sto je od velikog
znacaja za organizam izloZen stresorima, jer mu je za vradanje u stanje ravnoteze
neophodna energija.

Pored ovih metabolickih efekata, za glukokortikoide je karakteristicno i snazno
antiinflamatorno 1 imunosupresivno dejstvo. Antiinflamatorni efekat glukokortikoida
zasniva se na inhibiciji transkripcije velikog broja molekula, koji su ukljuceni u procese
inflamacije, kao $to su citokini, hemokini, endotelini i1 adhezioni molekuli. Takode
inhibitorno deluju na sintezu prostaglandina, ali stimuliSu produkciju antiinflamatornih
proteina, kao Sto je lipokortin (van der Velden, 1998). Ovi steroidni hormoni mogu da
izazovu apoptozu u Celijama hematopoeti¢nog sistema, koje su ukljucene u inflamatornu
reakciju kao §to su monociti, makrofage i T limfociti (Amsterdam 1 sar., 2002). Inace je
poznato snazno apoptotsko dejstvo glukokortikoida na Celije razlicitih tkiva, na timocite,
normalne i1 neoplasti¢ne limfocite, granulocite, zatim na epitelijalne celije, germinativne
Celije, osteoblaste i neurone (Riccardi i sar., 1999). Uloga glukokortikoida u inicijaciji
apoptoze, ogleda se pre svega u aktivaciji transkripcije familije Bcl-2 gena, koji kodiraju
sintezu nekih proapoptoti¢nih (Bcl-xg, Bad, Bax, Bid) ali i nekih antiapoptoticnih (Bel-x;
Bcl-2, Mcl-1) proteina (Nagata, 1997).

Glukokortikoidi kao i ostali hormoni HPA (hipotalamo-hipofizno-adrenalnog)
sistema pokazuju imunosupresivni efekat, (Bateman 1 sar., 1989), sto se ogleda u redukcijt
broja cirkulisu¢ih makrofaga 1 monocita, inhibiciji produkcije interleukina (IL-1 i IL-2),

tumor necrosis factor-a i y- interferona, blokiranju aktivnosti fosfolipaze A2 i uticaju na
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povecano propadanje nezrelih T-Celija (Harbuz 1 Linghtman, 1992). Zbog ovakvog efekta,
glukokortikoidi se ¢esto primenjuju u terapeutske svrhe u odgovarajuc¢im stanjima.

U mozgu glukokortikoidi imaju dvostruko dejstvo: s jedne strane sastavni su deo
neuroendokrinih puteva u odgovoru na razlicite stimuluse, dok s druge strane odreduju
sudbinu hormon senzitivnih neurona, i modifikuju morfologiju i biohemiju ovih celija
tokom celog zivota (Meyer, 1985). Takode, uticu na jonsku provodljivost neuronske
membrane, na efikasnost transmiterskog sistema u mozgu 1 na metabolicke osobine i

¢elijsku morfologiju neurona (Joels i de Kloet, 1994).

1.4.3. 113-hidroksisteroid dehidrogenaza 2 (113-HSD2)

Prvi, kritican korak u aktivaciji GR je pod kontrolom dve izoforme enzima 1183-
HSD. 113-HSD-1 je NADPH-zavisna forma enzima, koja kod ljudi prevodi kortizon u
bioaktivni kortizol, a 11-dehidrokortikosteron u kortikosteron kod pacova. 113-HSD-2 je
NAD-zavisna forma enzima i katalizuje prevodenje kortizola i kortikosterona u neaktivne
11-keto forme - cortizon i 11-dehidrokortikosteron (Edwards, 1996). Ovi enzimski sistemi
prisutni su u vecini fetalnih tkiva, gde modulisu pristup liganda GR.

118-HSD-2 je visoko eksprimiran u placenti, 1 selektivho reguliSe prolaz
glukokortikoida iz cirkulacije majke u cirkulaciju fetusa (Waddell, 1998). S obzirom da je
nivo glukokortikoida u cirkulaciji fetusa znatno nizi nego kod majke, 113-HSD-2 ima ulogu
enzimske placentalne barijere Stite¢i na taj nacin osetljiva fetalna tkiva od visokih nivoa
glukokortikoida Medutim, ovaj enzim funkcionalan je samo u fizioloskim uslovima. Kada
su glukokortikoidi majke znacajno poviseni, kao u uslovima stresa, glukokortikoidi
“izbegavajuéi” placentalnu barijeru dospevaju do fetusa (Seckl, 1997). Smanjena aktivnost
ovog placentalnog enzima za posledicu ima izlaganje fetusa povecanoj koncentraciji

glukokortikoida u odnosu na fizioloske vrednosti, sto izaziva IUGR 1 programira sklonost
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ka razlicitim poremecajima kasnije u zivotu. Sinteticki glukokortikoidi nesmetano prolaze

placentalnu barijeru, tako da se mogu koristiti u terapeutske ali i u eksperimentalne svrhe.

1.4.4. Uloga glukokortikoida u fetalnom razvicu

U fizioloskim uslovima sinteza glavnog adrenalnog glukokortikoida kod pacova -
kortikosterona pocinje 13. fetalnog dana (Mitani 1 sar., 1999). Od tada je i iRNK za
glukokortikoidni receptor prisutna u tkivnim derivatima sva tri klicina lista 1 njena
koncentracija se postepeno povecava tokom fetalnog razvica (Kitraki i sar., 1997). Ove
¢injenice ukazuju da glukokortikoidi sintetisani u adrenalnim Zlezdama fetusa imaju
znacajnu ulogu u fetalnom rastu i razvicu (Miller, 1998). Fiziolosko povecanje koncentracije
glukokortikoida majke i fetusa, i smanjenje aktivnosti placentalnog enzima 11 B-HSD2 u
poslednjim danima trudnode, ima veliki stimulatorni uticaj na sazrevanje mnogih fetalnih
tkiva 1 organa, narocito onih koji su neophodni za prezivljavanje u neonatalnom periodu.
Delujuéi na celijskom i molekularnom nivou, glukokortikoidi indukuju promene u rastu i
diferencijaciji tkiva direktnim 1 indirektnim mehanizmima. Povecanje koncentracije nativnih
glukokortikoida dovodi do promena na nivou receptora, enzima, jonskih kanala i
transportera, kao i do promene ekspresije razlicitih faktora rasta, proteina citoskeleta i
proteinskih komponenti intracelularnih signalnih puteva u razli¢itim tipovima celija. Sve
ove promene doprinose regulaciji elijskog rasta, stepenu njthove proliferacije 1 terminalne
diferencijacije i imaju maturacioni efekat. Ovim adaptibilnim procesima postizu se
maksimalne $anse za prezivljavanje iz ufero i na rodenju (Fowden i Forhead, 2004). Na
primer cirkuliSuéi glukokortikoidi indukuju sazrevanje pluca fetusa i sintetzu pluénih
surfaktanata, stimuliSu diferencijaciju celija mozga i procese sinaptogeneze, stimuliSu
produkciju enzima glukoneogeneze u jetri, uticu na razvice 3 Celija pankreasa i kolicinu

insulina, na razvijanje bubrega i imunog sistema. Metabolicke, kardiovaskularne i
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imunoloske adaptacije pod uticajem glukokortikoida su neophodne za uspesno
prevazilazenje stresa pri rodenju i za postnatalne adaptacije na novonastale uslove sredine
(Fowden i Forhead, 1998).

Dakle, iako neophodni za regulaciju fetalnog razvica, intrauterino izlaganje
povecanim koncentracijama endogenih ili egzogenih glukokortikoida u nepovoljnimm
zivotnim uslovima, ili kroz odredene eksperimentalne pristupe moze imati Stetne efekte i
dovesti do smanjenog rasta u intrauterinoj sredini-IUGR (eng. intrauterine growth

retardation) 1 razvojnog programiranja organa i organskih sistema sa dugotrajnim

posledicama (Manojlovi¢, Nestorovi¢ 1 Milosevi¢, 2012).

1.5. Programiranje

Tokom razvic¢a organizam prolazi kroz “kriticne periode” tokom kojih se desavaju
intenzivne Celijske deobe, razvijanje i sazrevanje organa i organskih sistema. Ovi periodi su
kratki, za razli¢ite organske sisteme javljaju se u razli¢ito vreme, i uglavnom traju i
zavrSavaju se tokom intrauterinog zivota. Nakon rodenja kod vecine sisarskih vrsta samo
mozak, jetra 1 imuni sistem zadrzavaju plasti¢cnost. Tokom ovih osetljivih razvojnih perioda
svaka promena uslova koji vladaju u materici moze biti klju¢na za odredivanje toka kojim
¢e se odvijati procesi razvica i diferencijacije. Tako, na primer smanjena oksigenacija,
smanjen dotok hranljivih materija ili promene u hormonskom statusu mogu rezultirati
razvojnim adaptacijama, koje trajno menjaju strukturu, fiziologiju i metabolizam. Ovakve
promene delotvorne su u datom trenutku, jer omogucavaju prezivljavanje, ali mogu biti
uzrok brojnih patoloskih stanja koja se ispoljavaju kasnije u zivotu. Dakle, dogadaji tokom
intrauterinog razvoja na taj nacin uticu na celokupni zivotni ciklus i sudbinu organizma.

Ovakva zapazanja doprinela su nastanku koncepta “programiranja”, koji govori o
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povezanosti promena nastalih tokom fetalnog razvoja, i pojave niza oboljenja u kasnijem
periodu zivota (Barker, 2012).

Mnoge epidemioloske studije na ljudima su pokazale da IUGR i smanjena tezina na
rodenju mogu biti povezani sa hipertenzijom, intolerancijom na glukozu, rezistencijom na
insulin, dijabetesom tipa 2, gojaznoséu i reproduktivnim poremecajima u adultnom dobu
(Barker, 2004). Tome najcesée vodi pothranjenost trudnice, izlozenost stresu ili
terapeutskim glukokortikoidima, koji u organizmu fetusa izazivaju usporavanje celijskih
deoba i smanjenje broja celija u svakom organu. Promenjena koncentracija faktora rasta i
insulina se odrazava na metabolicku aktivhost organa (Barker, 1995).

Takozvana holandska glad je “ratni eksperiment” tokom koga su zbog ratnih uslova
1 okupacije, od oktobra 1944. godine do aprila 1945. godine Holandani na jednom delu
teritorije ziveli u uslovima gladi. S obzirom da se radi o populaciji ljudi koji su pre
iznenadnog nastupanja gladi, imali normalne navike u ishrani, da se zna ta¢no vreme
gladovanja 1 da je u tom periodu medicinska dokumentacija vrlo pedantno vodena, glad,
kao jedinstvena paralela animalnim modelima potvrdila je da smanjena ishrane majke
tokom trudnoce i IUGR vode rodenju potomaka sa smanjenom tezinom, kod kojih se sa
vecom verovatnocom razvijaju metabolicki sindrom, kardiovaskularni 1 reproduktivni
poremecaji (Roseboom i sar., 20006).

Kod potomaka majki koje su u toku trudnoce bile izlozene stresnim situacijama,
takode je prisutan IUGR, te se radaju sa smanjenom telesnom tezinom, sa umanjenim
motornim, verbalnim i socijalnim vestinama, i predispozicijom za niz metabolickih i
reproduktivnih poremecaja u kasnijem zivotu (Weinstock, 1988).

Koncept programiranja eksperimentalno je testiran kod mnogih vrsta, gde je
kori§c¢en Sirok spektar eksperimentalnih pristupa, da bi se postigao IUGR. Neki od najcesée

koris¢enih eksperimentalnih modela su dijeta majke, insuficijencija placente, izazivanje
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stresne reakcije kod majke, tretiranje majke sintetickim glukokortikoidima ili inhibicija
enzima 11 3-HSD2 (Nathanielsz, 20006). Svaki od ovih eksperimentalnih pristupa razlicitim
mehanizmima doveo je do izlaganja fetusa povecanoj koncentraciji glukokortikoida, $to je

izazvalo ITUGR.

1.5.1. Stres tokom trudnoce, pothranjenost trudnice i antenatalna terapija

IzloZenost stresu tokom trudnoce direktno je povezana sa poremecajima u
ponasanju, povecanoj sklonosti potomaka ka razvijanju razli¢itth metabolickih i
reproduktivnih poremecaja, i izmenjenom odgovoru na stres u adulthom dobu. Mada
mehanizmi kojima stres tokom trudnoce moze uticati na fetalni razvoj, jo$ uvek nisu u
potpunosti jasni, poveéan nivo glukokortikoida majke u stresnim uslovima moze dovesti do
poremecaja u razvicu fetalnih organa i organskih sistema, i programiranja odredenih
fizioloskih 1 psihijatrijskih poremecaja kod potomaka (Williams i sar., 1999).

Enzim 11 B-HSD2, visoko eksprimiran u placenti, predstavlja prirodnu barijeru, 1
stiti nezna fetalna tkiva od glukokortikoida majke, cije se koncentracije fizioloski
povecavaju u drugoj polovini trudnoce (Edwards i sar., 1993). Medutim, kada se kao
odgovor hipotalamo-hipofizno-adrenalnog (HHA) majke na stresne faktore, cirkuliSuce
koncentracije glukokortikoida viSestruko povecaju u odnosu na fizioloske vrednosti,
glukokortikoidi prolaze placentu bez enzimske inaktivacije 1 dospevaju do fetusa. Izlaganje
fetusa povecanoj koncentraciji glukokortikoida, redukuje fetalni rast i uzrokuje
programiranje ¢itavog niza poremecaja u adultnom dobu (Williams i sar., 1999).

Pothranjenost majke tokom trudnoce, narocito usled izlaganja niskoproteinskim
dijetama, dovodi do smanjenja rasta placente 1 smanjenja intrauterinog rasta potomaka, koji

na svet dolaze sa smanjenom telesnom tezinom. Smanjen fetalni rast i u ovim okolnostima

nastaje kao posledica izlaganja fetalnih tkiva povecanim koncentracijama glukokortikoida,
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samo §to su u ovom slucaju glukokortikoidi fetalnog porekla. Pothranjenost trudnice usled
smanjenog unosa proteina dovodi do aktivacije HHA sistema fetusa i povecane sinteze
fetalnih glukokortikoida, kao 1 do smanjenja nivoa jednog od klju¢nih fetalnih faktora rasta,
IGF2( eng. insulin-like growth factor 2'). Smanjenje fetalnog rasta u takvim okolnostima sa
sobom nosi povecan rizik od kardiometabolickih, neuropsihijatrijskih i reproduktivnih
poremecaja u adulthom dobu (Cottrell i sar., 2012).

S obzirom na dobro poznate efekte glukokortikoida na rast i sazrevanje brojnih
tkiva 1 organa tokom fetalnog perioda, a i na njihovu regulatornu ulogu u ¢itavom nizu
fizioloskih procesa, njihovi sinteticki analozi danas se siroko primenjuju u klinickoj praksi.
Antenatalna terapija podrazumeva tretiranje majke sintetickim glukokortikoidima u
slucajevima kada postoji rizik od prevremenog porodaja. Deksametazon, betametazon 1
prednisolon, najcesce koriséeni sineticki glukokortikoidi, nesmetano prolaze placentalnu
barijeru 1 dospevaju do fetusa, gde ispoljavaju svoj veoma potentan maturacioni efekat na
fetalne organe i organske sisteme, ¢ime se smanjuje rizik od neonatalnog mortaliteta i
morbiditeta. Antenatalnom terapijom glukokortikoidima danas se uglavnom sprovodi
prevencija respiratornog distres sindroma (RDS), koji se zbog nezrelosti respiratornog
sistema 1 nedoststka alveolarnog surfaktanta javlja kod prevremeno rodene dece. Medutim
glukokortikoidi se daju tokom trudnoée 1 u drugim klinickom stanjima majke i fetusa, kao
alergije, astma i kongenitalna adrenalna hiperplazija (CAH). Posledice ovakve terapije
ogledaju se u smanjenoj telesnoj tezini novorodene dece kao i povecanoj sklonosti ka
¢itavom nizu fizioloskih i psiholoskih poremecaja u kasnijem zivotu, tako da je pitanje vece
koristi ili rizika prenatalne terapije sintetickim glukokortikoidima jo§ uvek otvoreno

(Tegethoff 1 sar., 2009).
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2. CILJ ISTRAZIVAN]JA

Fetalni razvoj predstavlja kritican deo zivotnog ciklusa, tokom koga se desavaju
intenzivne celijske deobe, razvijanje i sazrevanje tkiva, organa i organskih sistema. Svaka
promena uslova u materici, sredini gde fetus raste i razvija se moze da poremeti fizioloski
tok ovog procesa, odrazi se na adultni fenotip i celokupni zivotni ciklus jednog organizma.
Povezanost promena nastalih tokom fetalnog razvoja 1 citavog niza poremecaja koji se
ispoljavaju kasnije u zivotu, proucava se u okviru koncepta programiranja. Neki od najcesce
koris¢enih eksperimentalnih modela u proucavanju programiranja su dijeta majke,
izazivanje stresne reakcije kod majke, tretiranje majke sintetickim glukokortikoidima-
antenatalna terapija, Insuficijencija placente i inhibicija enzima 113-hidroksisteroid
dehidrogenaze (11 3-HSD2). Svaki od ovih eksperimentalnih pristupa predstavlja paralelu
realnih 1 Cestih zivotnih situacija, u kojima se trudnica savremenog doba moze nadi, i
razlicitim  mehanizmima dovodi do izlaganja fetusa povecanoj koncentraciji
glukokortikoida.

S obzirom da je poznato da izlaganje fetusa povecanim koncentracijama
glukokortikoida u odnosu na fizioloske vrednosti vodi razvijanju citavog niza metabolickih
i kardiovaskularnih poremecaja u adultnom dobu, a da su podaci o efektima na
reproduktivni sistem oskudni,
cilj ove disertacije bio je da se ustanovi da li je i na koji nacin izlaganje fetusa pacova
sintetickom glukokortikoidu deksametazonu u najosetljivijem periodu za indukovanje
promena u razvoju, od 16. do 18. fetalnog dana uticalo na programiranje razvoja i funkcije
hipofizno-ovarijalnog sistema u fetalnom, neonatalnom, infantilnom i peripubertalnom
periodu Zivota.

Da bismo realizovali ovaj cilj ispitivali smo:
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1. Efekat intrauterinog izlaganja deksametazonu na gonadotropne celije hipofize u fetalnom
(19.121. dan) 1 klju¢nim postnatalnim periodima u razvoju hipofizno-ovarijalnog sistema.
2. Efekat intrauterinog izlaganja deksametazonu na jajnike pacova u fetalnom i navedenim

postnatalnim periodima.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Laboratorijsko odrZavanje Zivotinja

Tokom studije koris¢ene su zenke pacova Wistar soja, gajene u vivarijumu Instituta
za bioloska istraZivanja “Siniga Stankovi¢”. Zivotinje su boravile u plastiénim kavezima sa
prostitkom od sterilne strugotine u uslovima konstantne temperature prostotije (22 * 2°C)
i na svetlostom rezimu 12h dan / 12h noé. Standardna laboratorijska hrana i voda bili su
slobodno dostupni zivotinjama tokom izvodenja eksperimenta.

Estrusni ciklus polno zrelih Zenki svakodnevno je pra¢en uzimanjem vaginalnog
brisa. Konstatovanjem faze estrusa, perioda koji traje 24 — 30 sati, Zenke su spajane sa
muzjacima na 24 sata. Nakon 24 sata zenke i muzjaci su odvajani u posebne kaveze, a kod
sperm-pozitivnih zenki dan razdvajanja racunat je kao prvi dan gestacije (duzina gestacije
kod pacova iznosi 22 dana). U eksperimentalnu proceduru su bile ukljuc¢ene gravidne
zenke, a predmet nasih istrazivanja bili su njithovi potomci u odredenom periodu Zivota.

Koriséenje zivotinja 1 eksperimentalni protokol za izradu ove doktorske disertacije
odobrila je Eticka komisija Instituta za bioloska istrazivanja “Sinisa Stankovi¢” (IBISS) u
Beogradu. Postupanje sa eksperimentalnim zivotinjima 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)”.

3.2. Eksperimentalne grupe

Predmet istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji bili su fetusi i zenke pacova koje
su od 16. do 18. dana gestacije izloZzeni deksametazonu.

Gravidne zenke pacova su tri uzastopna dana (od 16. do 18. dana gestacije)

subkutano tretirane deksametazonom (Dexamethasonis phosphat - Dx, Krka, p.o., Novo
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Mesto) rastvorenom u fizioloskom rastvoru (0.9% NaCl), u dozi od 1.0, 0.5 i 0.5 mg Dx/kg

t.m./dan.

Kontrolna grupa gravidnih zenki primala je u istom periodu, adekvatnu zapreminu

fizioloskog rastvora.

Potomci gravidnih Zenki koje su primale deksametazon, odnosno fizioloski rastvor

zrtvovani su u fetalnom (19. 1 21. fetalni dan), neonatalnom (5. dan), infantilnom (16. dan) i

peripubertalnom (38. dan) periodu zivota. Oni su svrstani u grupe sa po 6 zenki na sledeci

nacin:
Period Zivota Grupa Skracenica
19. fetalni dan Kontrolna grupa fetusa fK19
Eksperimentalna grupa fetusa f Dx19
21. fetalni dan Kontrolna grupa fetusa f K21
Eksperimentalna grupa fetusa f Dx21
Neonatalni period Kontrolna grupa zenki K5
(5. dan)
Eksperimentalna grupa zenki _
Infantilni period Kontrolna grupa zenki K16
(16. dan)
Eksperimentalna grupa zenki _
Peripubertalni period Kontrolna grupa zenki K38
(38. dan)
Eksperimentalna grupa zenki Dx38

»Kontrolne grupe fetusa, odnosno Zenki podrazumevaju potomke majki koje su primale

tizioloski rastvor tri uzastopna dana, od 16. do 18. dana graviditeta;

» cksperimentalna grupa fetusa, odnosno Zenki podrazumevaju potomke majki koje su

primale Dx rastvoren u fizioloskom rastvoru u dozi od 1.0, 0.5 1 0.5 mg Dx/kg t.m./dan, u

periodu od 16. do 18. dana graviditeta.
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3.3. Uzimanje i priprema materijala za analizu

Fetusi stari 19 1 21 dan izolovani su iz materice majki, koje su prethodno
dekapitovane. Po izolaciji celi fetusi su fiksirani u Bouen-ovom fiksativu u toku 24 sata, a
zatim sprovodeni kroz seriju alkohola rastu¢e koncentracije - dehidratacija (30% etanol -2x
po 30 min., 50% etanol- 2x po 30 min., 70% etanol — 24 h). Tek nakon sprovodenja kroz
70% etanol izoluju se hipofize i jajnici. Fetalna hipofiza je uzimana zajedno sa sfenoidnom
kosti za koju je pricvrséena vezivnim tkivom, dok su jajnici pojedinac¢no izolovani. Po
izolaciji organa nastavljen je proces dehidratacije (96% etanol - 2x po 60 min i 100%
alkohol - 2x po 60 min), a zatim prosvetljavanja u ksilolu i1 kalupljenja u parafinu
(Histowax; Histolab Product AB, Géteborg, Sweden).

Zenke pacova stare 5, 16 1 38 dana Zrtvovane su dekapitacijom u etarskoj anesteziji,
nakon cega su izolovane hipofize i jajnici. Po izolaciji, organi su bili fiksirani, dehidrirani,
prosvetljeni 1 ukalupljeni, na isti nacin kao i fetalni materijal.

Hipofize i jajnici su serijski seceni na rotacionom mikrotomu (Leica Microsystems

GmbH, Weltzar, Germany) na preseke debljine 3 Um, a jajnici fetusa na preseke debljine 2

Um. Preseci hipofize 1 jajnika montirani su na mikroskopske predmetne plocice i

pripremani za imunohemijska bojenja.

3.4. Hipofiza

3.4.1. Imunohistohemijsko obeleZavanje gonadotropnih celija hipofize

Gonadotropne (FSH 1 LH) celije hipofiza zenki pacova kontrolnih i
ekperimentalnih grupa obelezavane su imunohistohemijskom metodom peroksidaza-
antiperoksidaza (PAP; Sternberger, 1970). Imunohistohemijske metode, t.j. specificna
reakcija izmedu primarnog antitela i antigena omogucava diferencijalno bojenje ¢elija koje

nose specificni antigen, odnosno hormon. Radi izbegavanja nespecifi¢cne imunoreakcije, na
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deparafinisanim 1 rehidriranim presecima hipofiza aktivnost endogene peroksidaze je
inhibirana inkubacijom u 0.3% vodonik peroksidu u metanolu. Nakon toga preseci su
ispirani u PBS-u (pH 7.4) dva puta po 5 minuta. Zatim je sledilo inkubiranje u normalnom
svinjskom serumu (DAKO A/S, Glostrup, Danska) 1h na sobnoj temperaturi u
koncentraciji 1:10 u PBS-u (pH 7.4), radi sprecavanja nespecificnog bojenja. Za detekciju
gonadotropnih celija koris¢ena su primarna anti-FSH (1:300) i anti-LH (1:500) anti-
pacovska antitela (National Institut of Health, Bethesda, Md., USA) rastvorena u PBS-u.
Nakon reakcije antigen - primarno antitelo, svi preseci su prosli istu proceduru: ispiranje u
PBS-u, inkubiranje sa sekundarnim antitelima (svinja-antizec rastvorena u PBS-u—
biotinylated link, LSAB System-HRP, DAKO A/S, Glostrup, Danska) 10 minuta na
sobnoj temperaturi, zatim inkubiranje u Streptavidin-HRP kompleksu (Streptavidin-HRP,
LSAB System-HRP, DAKO A/S, Glostrup, Danska) 10 minuta na sobnoj temperatuti.
Potom sledi ispiranje preseka dva puta po 5 minuta u PBS-u (pH 7.4). Vizuelizacija
kompleksa antigen antitelo obavljena je uz pomo¢ hromogenskog supstrata, 3.3
diaminobenzidin-tetrahlorida (DAB, DAKO A/S, Glostrup, Danska ). Nakon procedure
imunohistohemijskog bojenja, preseci su kontrastirani u Mayer-ovom hematoksilinu
(Merck-Alkaloid, Alkaloid, Skoplje, BJRM), a dechidrirani serijom etanola rastuée
koncentracije. Montiranje je obavljeno DPX-om (Mountant for Histology, Sigma-Aldrich
USA).

Specificnost antitela je potvrdena izostavljanjem primarnog antitela tokom

imunohistohemijske procedure, $to je rezultiralo izostankom imunoreakcije.
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3.4.2. Stereoloska merenja

Stereologija (od grckih re¢ stereos - solidan, trodimenzionalan i /ogos - nauka) je
multidisciplinarna naucna oblast koja podrazumeva koriS¢enje metodologije, cijim se
postupcima iz dvodimenzionalnih preseka tela kvantitativho procenjuje njihova
trodimenzionalna unutra$nja grada (Howard i Reed , 2005).

Stereoloska analiza je radena uz pomo¢ newCAST stereoloskog softverskog paketa
(VIS — Visiopharm Integrator System, version 3.2.7.0. Visiopharm; Denmark). Mikroskop
(Olympus BX-51) je opremljen sa motorizovanim stocicem (Prior) sa preciznoséu
pomeranja po x-y osi od 1 PUm (Slika 1). Pomeranje stoci¢a po z osi kontrolisano je

mikrokatorom (Heidenhain MT1201) sa preciznos$¢u od 0.2 pm. Za mikroskop je vezana
CCD video kamera (PixeLink). Pri analizi koris¢eni su planahromatski objektivi visoke
numericke aperture, uvecanja 4x, 40x i 100x. NewCast stereoloski sistem je generisao
interaktivne stereoloske mrezice i stereoloski disektorske ramove prilikom analize hipofize i
jajnika. Kako bi bila odredena stvarna, debljina preseka (3,0 pm) neophodna u stereoloskoj
analizi, koriscena je metoda napredovanja parafinskog bloka odnosno “ block advance ”
(BA) metoda (Dorph-Petersen i sar., 2001). Ova metoda se sastoji u sledecem: sa secenjem
parafinskog bloka njegova visina se smanjuje, a smanjenje tj. block advance — BA
predstavlja rastojanje za koje je parafinski blok napredovao prema nozu mikrotoma u toku
secenja preseka. Kako bi utvrdili prose¢nu BA treba iseci veliki broj preseka parafinskog
bloka i izmeriti promene u visini bloka. Izmerena promena se deli sa brojem preseka.
Koriste¢i metod BA ustanovljeno je da je stvarna debljina preseka hipofize 1 jajnika jednaka

debljini zadatoj na mikrotomu.
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Slika 1. Mikroskop (Olympus BX-51) sa newCAST strereoloskim softverskim paketom

3.4.3. Stereoloska merenja hipofize

3.4.3.1. Volumen hipofize

Volumen hipofize odreden je primenom Kavalijerijevog principa (Gundersen,
1986). Analiziran je svaki deseti (kod fetusa i neonatalnih zivotinja), dvadeseti (kod
infantilnih Zivotinja) i trideseti (kod peripubertalnih Zivotinja) imunohistohemijski obojen
presek hipofize. Presek od kog ¢e otpoceti analiza, izabran je pomocu tablice nasumicnih
brojeva. Na monitoru, pri konacnom uvelicanju 150x (uvelicanje objektiva 4x) definisan je
okvir analiziranog tkiva pomocu opcije Mask (Slika.2a). Generisane su 3 interaktivne
stereoloske mrezice a) mrezica za neobojenu fazu u okviru adenohipofize; b) mrezica za
obojenu fazu u okviru adenohipofize — FSH i LH ¢elije; ¢) mrezZica za neurohipofizu i pars
intermediju. Potom se pristupilo brojanju pogodaka koji padaju na odredenu fazu unutar

okvira analiziranog tkiva na konacnom uvelicanju 1500x (uvelicanje objektiva 40x), (Slika

2b).
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Slika 2 a) Definisanje tkiva od interesa hipofize, b) interaktivne stereoloske mrezZice

Volumen hipofize izracunali smo kao zbir volumena neobojene faze adenohipofize

V.., volumena obojene faze adenohipofize V,, i volumena neurohipofize i pars intermedije

V..
Viy =Via TV V5
Volumen pojedinacnih faza hipofize izracunat je po formuli:
_ - N
V=a(p)@o) Pi
=1
Gde je a (p) povrsina koja pripada svakoj tacki uzorkovanja tj. jednom pogotku koji
pada na analiziranu fazu, d rastojanje izmedu dva uzastopno analizirana preseka, a JPi je
suma pogodaka koji padaju na analiziranu fazu.

Uslovi pod kojima se meri definiSu se tako da broj pogodaka na svaku od
analiziranih faza bude izmedu 100 1 200. Volumen hipofize je apsolutna stereoloska veli¢ina
koja se izrazava u mm’.

3.4.3.2. Volumenska gustina FSH i LH Celija

Primenom Kavalijerijevog principa u odredivanju volumena hipofize, odreden je i
volumen obojene faze u adenohipofizi, odnosno ukupan volumen koji zauzimaju

imunoobelezene FSH i LH (elije. Volumensku gustinu (Vy) odnosno procentualnu
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zastupljenost FSH odnosno LH ¢éelija u volumenu adenohipofize izra¢unavamo prema
formuli:
V, =V, 1V, +V, 100

Volumenska gustina je relativha, bezdimenziona stereoloska velicina koja se
izrazava u %.

3.4.3.3. Apsolutni broj FSH i LH Celija

Broj FSH i LH ¢elija odreden je pomocu stereoloskog, frakcionator/fizicki disektor
dizajna (Miller i sar., 1997; 1999; Mayers i sar., 2004), analiziranjem svakog desetog (kod
fetusa 1 neonatalnih zivotinja), dvadesetog (kod infantilnih Zivotinja), odnosno cetrdesetog
preseka hipofize (kod peripubertalnih Zivotinja). Fizicki frakcionator podrazumeva
kombinaciju dva stereoloska metoda, frakcionatora i fizickog disektora. U okviru
frakcionatora tkivo je uzorkovano na sistematski uniforman nacin na dva nivoa, pri ¢emu je
pocetak uzorkovanja bio nasumican (Gundersen i Jensen, 1987; Wreford, 1995; Miller i
sar., 1997; Miller i sar., 1999). U prvom nivou uzorkovanja analiziran je svaki 10. 1 11; 20. 1
21. odnosno 40. i 41. presek. Preseci analizirani za dobijanje broja FSH i LH celija su isti
kao 1 preseci koriséeni pri odredivanju volumena hipofize. Prvi presek u serijskom nizu
parafinskih preseka bio je izabran uz pomo¢ tablice nasumicnih brojeva. Preseci koji su
odredeni da predstavljaju disektorski par su prvo skenirani uz pomo¢ BX-51 mikroskopa i
motorizovanog stocica. Na skeniranoj ,super® fotografiji dva preseka, definisani su
pojedinacni preseci i spojeni u parove. Nakon definisanja i spajanja u parove, pomocu
opcije montaze newCast softvera, izvrSeno je poravnavanje preseka. Jedan od preseka iz
para imenovan je kao referentni a drugi kao kontrolni (“look up”) presek (Slika 3). Potom
je brojanje obavljeno u suprotnom pravcu, tj. kontrolni presek postaje referentni i obrnuto.

Na ovaj nacin duplirana je prva frakcija uzorkovanja sa 1/10 na 1/5, tako da je f1 = 0.2 za
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fetuse i neonatalne zivotinje; sa 1/20 na 1/10, tako da je f1 = 0.1 za infantilne zivotinje,
odnosno sa 1/40 na 1/20, tako da je f1 = 0.05 za petipubertalne zivotinje.

Za izracunavanje broja FSH 1 LH celija koriscen je jedan nepristrasan stereoloski
ram (“unbiased stereological frame” Gundersen i Jensen, 1987). Cilj dizajna je da po
hipotizi jedne Zivotinje bude izbrojano 100 — 200 FSH, odnosno LH ¢elija. Dimenzije
nepristrasnog rama za brojanje FSH i LH éelija bile su 40 x 40 pm (1600 pm?). Nakon
definisanja dimenzije rama, opcijom “meander sampling” je uzorkovano 100% tkiva
hipofize kod fetusa, 5% kod neonatalnih i infantilnih Zivotinja, i 4% kod peripubertalnih
zivotinja (pod kontrolom newCAST softvera). Dakle druga uzorkovana frakcija za celije
hipofize bila je f2 = 1 za fetuse, f2 = 0.05 za neonatalne 1 infantilne Zivotinje, f2 = 0.04 za

peripubertalne zivotinje.

| v @[ + % =

Slika 3. Referentni presek i kontrolni “look up” presek, na kojima se jasno uocavaju
nepristrasni stereoloski ramovi za brojanje gonadotropnih celija.

Brojanje gonadotropnih celija obavljeno je uz pomo¢ uljanog objektiva uvecanja
100x visoke numericke aperture, pri cemu je kona¢no uvecanje na monitoru iznosilo 3750x.

Poredenje referentnog i kontrolnog preseka je omogucéeno opcijom newCAST softvera.
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Prvo je izabrana pozicija na referentnom preseku, a zatim racunar pomera motorizovani
stoci¢ do iste pozicije na kontrolnom preseku. Racunar na kontrolnom preseku skenira
siroko polje od 4 mikrografije. Njihovim spajanjem, lako se nalazi vidno polje koje
odgovara onom na referentnom preseku. Referntna partikula u brojanju celija je jedro
celije. Fizicki disektor metod podrazumeva da se broji ona referentna partikula, tj. jedro
celije, koja se nalazi unutar nepristrasnog rama za brojanje, koju ne seku zabranjene linije
(Gundersen, 19806) 1 koja se ne nalazi na kontrolnom preseku.

Dobijeni (pocetni) broj ¢elija pomnozen je i na taj nacin je odreden broj Apsolutan
broj FSH odnosno LH ¢elija po hipofizi dobija se mnozenjem broja ¢elija dobijenog

merenjem (Q) ) sa recipro¢nim vrednostima frakcija uzorkovanja

No = Q_(FSH, LH ¢elija)” 1/f1) - (1/£2)

3.4.3.4. Volumen FSH i LH Celija

Volumen pojedinacnih ¢elija (V¢) odreden kao kolicnik totalnog volumena FSH i
LH éelija i njihovog apsolutnog broja (de Lima et al. 2007), i izraZava se u um’.

V¢ =Voa/No

3.4.3.5. Numericka gustina FSH i LH Celija

Numericka gustina (Ny) je relativna stereoloska velicina koja pokazuje broj FSH ili
LH celija u jedinici zapremine, a izracunava se kao koli¢nik apsolutnog broja FSH ili LH
¢elija 1 volumena adenohipofize. Dimenzija numericke gustine ima eksponent -3.

N, = No/Vahy
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3.5. Jajnik
Za odredivanje broja folikula i zutih tela korisceni su serijski parafinski preseci

(debljine 3 pm) jednog jajnika kontrolnih i pacova iz eksperimentalne grupe u

neonatalnom, infantilnom i peripubertalnom periodu zivota, odnosno 2 PUm u fetalnom

periodu. Broj folikula i Zutih tela odredivan je po jajniku.

3.5.1. Morfometrija i klasifikacija folikula

Za brojanje folikula koris¢ena je klasifikacija folikula po veli¢ini precnika folikula
koju su opisali Gaytan i sar. (1998a) za kategorizaciju malih folikula i Osman (1985) za
kategorizaciju antralnih i atreti¢nih folikula. Na osnovu, toga folikuli su klasifikovani u dve
velike grupe.

I mali folikuli, odnosno folikuli ¢iji je pre¢nik < 275 Um na najsirem preseku i

IT veliki (antralni) folikuli ¢iji je dijametar = 275 Um.

I

Prva grupa je podeljena na Sest klasa:

1. primordijalni folikuli - izgradeni su od oocite oko koje se nalazi 3-5 niskoprizmaticnih
folikularnih celija;

2. primarni folikuli - jedan sloj folikularnih éelija okruzuje oocitu. Primarnim se smatraju
folikuli kod kojith je bar jedna folikularna éelija uvecana, do folikula kod kojih je
kompletan sloj izgraden od prizmati¢nih folikularnih celija;

3. viseslojni folikuli klase a - Va - izgradeni su od oocite i 1-2 sloja folikularnih ¢elija i imaju

precnik <75 Hm;
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4. viseslojni folikuli klase b — Vb - imaju dijametar 76-150 pPm, a izgradeni su od nekoliko
slojeva granuloza ¢elija i oocite. Kod ove klase folikula jasno se uoc¢ava sloj niskoprizma-
ticnih Celija teke;

5. viSeslojni folikuli klase ¢ - Vc - dijametar je 151-200 pm;

6. viseslojni folikuli klase d — Vd - dijametar je 201-275 Pm; Ovoj grupi folikula pripadaju
veliki sekundarni 1 manji antralni folikuli.

II

Druga grupa je grupa velikih, antralnih folikula koji su po dijametru podeljeni u 5 klasa.

1. folikuli klase I - 276-350 Um u dijametru;

2. folikuli klase II - 351-400 Um u dijametru;

3. folikuli klase IIT - 401-450 PUm u dijametru;

4. tolikule klase IV - 451-575 pm u dijametru;

5. folikuli klase V - >575 pUm u dijametru.

Folikuli klase pet po morfofunkcionalnoj klasifikaciji pripadaju preovulatornim folikulima.
Osman (1985) je na nivou svetlosne mikroskopije opisao dva osnovna stadijuma

atrezije antralnih atreti¢nih folikula: Stadijum I sa podstadijumima Ia i Ib, i stadijum II sa

podstadijumima Ila i IIb.

Stadijum I. U ovom stadijumu atrezije, degenerativne promene su uocljive iskljuc¢ivo u sloju

granuloza Celija, koje se ogledaju u skupljanju celija i prisustvu piknoticnih jedara. Po

razmeri ovih promena, stadijum jedan se dalje moze podeliti na:

Ia podstadijum, koji karakteriSu promene granuloza celijja vidljive samo na veéim

uvecanjima, lokalizovane na maloj povrsini granuloza sloja, uglavnom do antralne Supljine;

Ib podstadijum, u kome su degenarativne promene zahvatile kompletan granuloza sloj.
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Stadijum II. Degenerativhe promene se u ovom stadijumu uocavaju i na oociti, koja
pokazuje znake nastavljanja mejoticke deobe, kao sto je propadanje nuklearne membrane sa
ili bez formiranja pseudomaturacionog deobnog vretena. Stadijum II se moze podeliti na:
ITa podstadijum, gde je oocita okruzena Celijama cumulus-a oophorus-a, ili njihovim ostacima;
IIb podstadijum, koga karakterise prisustvo potpuno "gole" oocite koja pliva u folikularnoj
tecnosti.

Zuta tela koja su prisutna u kontrolnim jajnicima peripubertalnih Zenki po svojim
morfoloskim odlikama spadaju u mlada zuta tela, koja po svojoj velicini prevazilaze sva
ostala zuta tela, Celije su bazofilnije, a prisustvo elemenata strome je izuzetno malo.

Broj zdravih primordijalnih i primarnih folikula odreden je pomocu steroloskog,
fizickog frakcionatora (Miller 1 sar., 1997; 1999; Mayers 1 sar, 2004; Risti¢ 1 sar., 2008).
Zdravi i atreticni sekundarni i antralni folikuli su relativho retki u poredenju sa
primordijalnim i primarnim folikulima, tako da se njihov broj ne moze precizno odrediti
pomocu, fizickog frakcionatora (Mayers i sar., 2004; Risti¢ i sar., 2008). Tacan broj
sekundarnih i antralnih folikula (zdravih i atreti¢nih) odreden je brojanjem svakog cetvrtog
preseka, u svakom od parafinskih blokova tkiva na uvecanju od 100x. Prebrojani su samo
oni folikuli u ¢ijim je oocitama uoceno prisustvo jedra (Risti¢ i sar., 2008). Precnik folikula
odredivan je pomocu opcije Diameter. Bududi da oblik folikula nije savrSena kugla, konacni
precnik, na osnovu koga su folikuli svrstavani u kategorije je proracunavan kao polovina

zbira dva precnika koja su normalna jedan na drugi, a oba prolaze kroz centar folikula.

3.5.2. Odredivanje volumena jajnika
Volumeni jajnika odredeni su pomocu Kavalijerijevog principa (Gundersen i
Jensen, 1987). Analiziran je svaki deseti presek iz svakog od parafinskih blokova tkiva (isti

preseci su kasnije upotrebljeni za procenu broja zdravih primordijalnih i primarnih folikula
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folikula pomocu frakcionator/fizicki disektor dizajna. Broj preseka od kog ¢ée otpoceti
analiza, izabran je pomocu tablice nasumi¢nih brojeva. Na monitoru, konacnog uvelicanja
150x omoguéeno je jednostavano i tacano definisanje okvira analizirang tkiva (pomocu
opcije Mask). Kod zivotinja u fetalnom 1 neonatalnom periodu Zivota za odredivanje
volumena jajnika generisana je jedna stereoloska mrezica ( za parenhim jajnika, intersticijum
nije diferenciran). Brojani su pogoci koji su padali unutar definisanog okvira, na kona¢nom
uvelicanju 1500x (uvelicanje objektiva 40x). Volumen jajnika (V) je izracunavan po

formuli:

- - n
V,, =a(p)eo Pi
=1

Gde je a (p) povrsina koja pripada svakoj tacki uzorkovanja tj. jednom pogotku koijt
pada unutar definisanog okvira, d srednja vrednost izmedu dva uzastopno analizirana
preseka (20 pm kod fetusa, a 30 Pm kod neonatalnih zivotinja) 1 2Pi suma pogodaka koji
padaju unutar definisanog okvira.

Za odredivanje volumena jajnika kod infantilnih i peripubertalnih Zzivotinja
generisane su dve interaktivne stereoloske mrezice: a) mrezica za folikularni parenhim i b)
mrezica za intersticijjum. Potom se pristupilo brojanju pogodaka koji padaju na odredenu
fazu unutar definisanog okvira, na konacnom uvelicanju 1500x (uvelicanje objektiva 40x).
Volumen jajnika kod ovih zivotinja izracunava se kao zbir volumena folikularnog

parenhima (V) i volumena intersticijuma (V).

Vov :pr +Vi

Volumen svake od navedenih faza izracunat je po formuli:
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_ _n
V =a(p)wo Pi
i=1

Gde je a (p) povrsina koja pripada svakoj tacki uzorkovanja tj. jednom pogotku koijt
pada na analiziranu fazu, d srednja vrednost izmedu dva uzastopno analizirana preseka (30

Mm, odnosno 20Um za fetalne jajnike) i 2Pi suma pogodaka koji padaju na analiziranu fazu.

3.5.3. Odredivanje broja primordijalnih i primarnih folikula

Za odredivanje broja zdravih primordijalnih 1 primarnih folikula u jajnicima
kontrolnih i eksperimentalnih Zzenki pacova koris¢en je fizicki frakcionator (Mayers i sar.,
2004; Risti¢ i sar., 2008). Frakcionator/fizi¢ki disektor dizajn, podrazumeva kombinaciju
dva stereolocka metoda, frakcionatora i fizickog disektora. U okviru frakcionatora, tkivo je
uzorkovano na sistematski uniforman naéin na dva/tri nivoa, pri ¢emu je pocetak
uzorkovanja bio nasumican (Gundersen i Jensen, 1987; Wreford, 1995; Miller i sar.., 1997;
Miller i sar., 1999; Risti¢ i sar., 2008). U prvom nivou uzorkovanja, analiziran je svaki 10-ti i
11-presek. Prvi presek u serijskom nizu parafinskih preseka bio je izabran, kao 1 u
Kavalijjerijevom principu odredivnja volumena, uz pomo¢ tablice nasumicnih brojeva.
Preseci koji su odredeni da predstavljaju disektorski par, prvo su skenirani uz pomo¢ BX-
51 mikroskopa i motorizovanog stoci¢a. Na skeniranoj ,,super fotografiji dva preseka,
definisani su pojedina¢ni preseci i spojeni u parove. Nakon definisanja i spajanja u parove,
pomocu opcije montaze newCast softvera, izvrseno je poravnavanje preseka. 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
(Slika 4). Na ovaj nacin duplirana je prva frakcija uzorkovanja sa 1/10 na 1/5, tako da je f1

=1/5=0.2.
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Slika 4. Ram za brojanje primarnih folikula, na referentnom i kontrolnom “look up
preseku.

Za izracunavanje broja primordijalnih i primarnih folikula koris¢ena su dva
odvojena nepristrasna rama (“unbiased stereological frame” Mayers i sar., 2004). Cilj
dizajna je da po jajniku jedne Zzivotinje bude izbrojano 100 — 200 folikula. Dimenzije
nepristrasnog rama za brojanje primarnih folikula iznosile su 150 x 150 pm (22 500 pm?),
dok su za brojanje primordijalnih folikula iznosile 94.8 x 94.8 pm (8 987Um?). Nakon
definisanja dimenzija ramova, opcijom “Meander sampling’ nasumicno je uzorkovano 70%
tkiva jajnika (pod kontrolom newCAST softvera). Dakle druga uzorkovana frakcija za
primordijalne i primarne folikule bila je 0.7 (f2 = 0.7). Za primordijalne folikule uzorkovana
je treca frakcija koja je zapravo kolicnik povrsina rama za primarne i primordijalne folikule
(f3=8987/22 500) i iznosila je 0.39 (£3=0.39), (Risti¢ i sat., 2008).

Brojanje folikula je obavljeno uz pomo¢ suvog objektiva uvecanja 40x visoke
numericke aperture, pri cemu je kona¢no uvecanje na monitoru iznosilo 1500x. Poredenje
referentnog 1 kontrolnog preseka je omoguéeno opcijom newCAST softvera. Prvo je

izabrana pozicija na referentnom preseku, a zatim racunar pomera motorizovani stoci¢ do
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iste pozicije na kontrolnom preseku. Racunar na kontrolnom preseku skenira siroko polje
od 4 mikrografije. Njihovim spajanjem, lako se nalazi vidno polje koje odgovara onom na
referentnom preseku.

Referntna partikula u brojanju folikula je jedro oocite, pa je broj folikula izjednacen
sa brojem jedara oocita. Fizicki disektor metod podrazumeva da se broji ona referentna
partikula, tj. jedro oocite, koja se nalazi unutar nepristrasnog rama za brojanje, koju ne seku
zabranjene linije (Gundersen, 19806) i koja se ne nalazi na kontrolnom preseku.

Dobijeni (pocetni) broj (Q ) broj folikula pomnoZen je sa recipro¢nim vrednostima
trakcija uzorkovanja i na taj nacin je odreden broj folikula po jajniku. Konacan broj zdravih
primordijalnih folikula jednak je = Q ¢ moraiuny’ (1/F1) * (1/£2) - (1/£3) = Q - 1/0.2-1/0.7
- 1/(8 987/22 500), a konacan broj zdravih primarnih folikula je = Q_(pﬁmamih)- (1/f1) -
(1/£2=Q -1/0.2-1/0.7.

Jajnik fetusa nema definitivnu histolosku organizaciju, koja podrazumeva prisustvo
zdravih i atreticnih folikula u razli¢itim fazama folikulogeneze, ¢iji bi broj odredivali na
pomenute nacine. U jajnicima fetusa starih 19 i 21 dan uocavamo prisustvo zdravih (Z)
germinativnih celija (oocita), koje su uglavnom u profazi mejoze. U velikom procentu
prisutne su i oocite koje se nalaze u odredenim fazama degeneracije, tacnije one koje su
»zarobljene” u mitozi (D1) i ostale kod kojih se procesi degeneracije javljaju tek nakon
otpocinjanja mejoze (D2). Kvantifikacija zdravih i degenerisanih oocita vrsena je pomocu
fizickog frakcionatora, sa jednim nepristrasnim ramom dimenzije 40 x 40 gm (1600 pm?*).
Brojanje oocita je obavljeno uz pomo¢ uljanog objektiva uvecanja 100x visoke numericke
aperture, pri ¢emu je konac¢no uvecanje na monitoru iznosilo 3750x. Da bi se dobio
apsolutan broj zdravih i1 degenerisanih oocita, dobijeni (pocetni) broj oocita pomnozen je sa
istim frakcijama koje su koris¢ene za dobijanje apsolutnog broja primarnih folikula (f1 =

0.5,2 f2=0.7).
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3.6. Biohemijske analize

3.6.1. Priprema krvnog seruma

Odredivanje koncentracija FSH i LH vrseno je iz krvnog seruma pacova starih 5,
16 i 38 dana. Pojedinacni uzorci krvi ostavljeni su na sobnoj temperaturi. Nakon
koagulacije, izdvojeni serum je centrifugiran na 3000 obrtaja u trajanju od 15 minuta.
Precisceni serum je izdvajan u mikro epruvete i cuvan na -70°C.

Koncentracije FSH 1 LH u serumu utvrdene su RIA metodom, koris¢enjem
specificnih  komercijalnih kitova primenljivih kod pacova (Rat Follicle Stimulating
Hormone (rFSH), Rat Luteinizing Hormone (rLH): [*’I] Biotrak Assay Systems with
Magnetic Separation; Amersham Pharmacia Biotech, UK Ltd, Buckinghamshire, UK).
Koeficijent varijacije unutar eseja za FSH iznosi 4.2%, odnosno za LH je 6.5%. Koeficijent
varijacije izvan eseja za FSH je 7.9%, a za LH iznosi 10.9%. Analiticka senzitivnost

specificnih kitova za FSH i LH iznosi 0.09ng/ tubi.

3.7. Statisticka analiza podataka

Dobijeni stereoloski i biohemijski podaci su statisticki obradeni. Prvo je uradena
analiza normalne distribucije podataka uz pomo¢ Kolmogorov—Smirnov testa. Posto je
utvrdeno da se radi o normalnoj raspodeli koriSéena je 2-way analiza varijanse (ANOVA),
gde su starost zivotinja i tretman korisceni kao faktori analize. Za odredivanje znacajnih
razlika izmedu grupa koriscen je post hoc Bonferoni test. Statisticki znacajnom je smatrana

ona razlika ¢ija je verovatnoca vec¢a od 0.05 (p<0.05).
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4. REZULTATI

4.1. Telesne mase kontrolnih Zenki pacova od fetalnog do peripubertalnog

perioda Zivota

Telesna masa kontrolnih Zenki pacova od fetalnog do peripubertalnog perioda

zivota fizioloski se povecéava. Rezultati su prikazani u Tabeli 1 i na Grafikonu 1.

Tabela 1. Telesna masa (g) kontrolnih (K) i Zenki pacova intrauterino izlozenih
deksametazonu (Dx) u fetalnom (19. i 21. dan), neonatalnom (5. dan), infantilnom (16. dan)
1 peripubertalnom (38. dan) periodu zivota.

Telesne mase (g) | 19. dan (f) | 21.dan (f) | 5. dan 16. dan 38. dan

K 14+£0.07 | 44£07* |11.4£05* |28£1.9* 96 £ 2.9 *

Dx 1.1 +£0.2 31£02* | 55£03* | 22£21+* 82+ 8+
* * * *

Rezultati su prikazani kao "X +SD; p<0.05, * izmedu kontrolne i eksperimentalne grupe, *
izmedu kontrolnih grupa, * izmedu eksperimentalnih grupa.

4.1.1. Telesne mase Zenki pacova od fetalnog do peripubertalnog perioda

Zivota nakon intrauterinog izlaganja deksametazonu

Nakon intrauterinog izlaganja deksametazonu telesna masa fetusa starih 19 dana
nije statisticki znacajno promenjena u odnosu na kontrolne fetuse, dok je 21. fetalnog dana
telesna masa statisticki znacajno smanjena u odnosu na kontrolne fetuse iste starosti za
30% (p<0.05). Trend statisticki znacajnog smanjenja telesne mase kod zivotinja iz
eksperimentalne grupe u odnosu na kontrolne zivotinje se nastavlja i u neonatalnom za
51% (p<0.05), infantilnom za 21% (p<0.05) 1 peripubertalnom periodu zivota za 15%
(p<0.05), (Tabela 1, Histogram 1 a, b i Histogram 2 a, b i ¢).
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Grafikon 1. Prirast telesne mase kontrolnih (K) i zenki pacova intrauterino izlozenih
deksametazonu (Dx) od fetalnog (19. 1 21. dana), neonatalnog (5. dana), infantilnog (16.
dana) do peripubertalnog (38. dana) perioda zivota. Rezultati su prikazani kao X + SD;
p<0.05, * izmedu kontrolnih grupa, * izmedu odgovarajucih eksperimentalnih grupa.
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Histogram 1. Telesna masa (g) kontrolnih (K) i Zenki pacova izlozenih deksametazonu

(Dx) 19. i 21. fetalnog dana. Rezultati su prikazani kao X * SD; p<0.05, * izmedu
kontrolne (K) 1 eksperimentalne (Dx) grupe.
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Histogram 2. Telesna masa (g) kontrolnih (K) 1 zenki pacova intrauterino izlozenih
deksametazonu (Dx) u neonatalnom (a), infantilnom (b) i1 peripubertalnom periodu zivota

(©). Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne
(Dx) grupe.

Izlaganje deksametazonu tokom fetalnog perioda uticalo je 1 na promenu prirasta
telesne mase kod zenki pacova iz eksperimentalne grupe u odnosu na trend koiji je zapazen
kod kontrola. Tako je telesna masa zenki pacova izlozenih deksametazonu povecana 2.8
puta (p<0.05) od 19. do 21. fetalnog dana, dok je kod kontrolnih fetusa u istom periodu
telesna masa povecana 3 puta (p<0.05). Od 21. fetalnog do 5. neonatalnog dana, telesna
masa zenki iz eksperimentalne grupe se znacajno povecala 1.8 puta (p<0.05), a kontrolnih
zenki 2.6 puta (p<0.05). Od neonatalnog do infantilnog perioda zivota (od 5. do 16. dana)
telesna masa zenki pacova iz eksperimentalne grupe znacajno se povecala 4 puta (p<0.05),
a kod kontrolnih zenki u istom periodu telesna masa se povecala 2.5 puta (p<<0.05). Telesna
masa zenki pacova iz eksperimentalne grupe povecana je 3.7 puta (p<0.05), a iz kontrolne
grupe 3.4 puta (p<0.05) od infantilnog do peripubertalnog perioda zZivota (od 16. do 38.
dana, Grafikon 1). Telesna masa zenki pacova iz eksperimentalne grupe se od 19. fetalnog
dana do 38. dana zivota ukupno povecala 75 puta, dok je kod kontrolnih Zenki telesna masa

povecana 69 puta.
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4.2.Anatomske karakteristike hipofize Zenki pacova u fetalnom periodu

Na frontalnom preseku glave kontrolne Zenke pacova 19. fetalnog dana uocava se
da mozak zauzima dorzalni polozaj u odnosu na hipofizu, dok se ventralno od hipofize
nalazi sfenoidna kost. Fetalnu hipofizu pacova obrazuju adenohipofiza i neurohipofiza. Na
frontalnom preseku hipofize mogu se zapaziti pars nervosa neurohipofize, kao i delovi
adenohipofize: pars intermedia 1 pars distalis, koji okruzuju ostatak lumena usne duplje (Slika
5). Pars distalis je najveci deo hipofize, formiran od Zlezdano-epitelnih celija, lokalizovanih
oko krvnih sudova; pars intermedia je uzan pojas hipofize smesten izmedu pars nervosa i
ostatka lumena usne duplje, formiran od Zlezdano-epitelnih ¢elija, organizovanih u kruzne

ili folikularne strukture.

|- . . A : A ¥ g2 A e
Slika 5. Frontalni presek glave kontrolne zenke pacova 19. fetalnog dana. 1 — hipotalamus,
2 — III mozdana komora, 3 — sfenoidna kost, 4 — pars distalis, 5 — ostatak lumena usne

duplje, 6 — pars nervosa, T — pars intermedia; bar 320 um.

4.2.1. Folikulostimulirajuce celije
4.2.1.1. Folikulostimulirajuce Celije bipofize pacova 19. fetalnog dana

Hipofiza kontrolnih Zenki pacova 19. fetalnog dana ima definitivan oblik i
histolosku organizaciju. Na frontalnim i sagitalnim presecima srediSnjeg dela hipofize
uocava se pars distalis, koji je bogato vaskularizovan. Izmedu marginalnog sloja epitelskih

celija pars distalis 1 pars intermedie lezi ostatak lumena usne duplje. (Slike 61 7).
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Slika 6. Frontalni presek hipofize kontrolne zenke pacova 19. fetalnog dana. pd - pars
distalis, pi — pars intermedia, pn — pars nervosa, ol — ostatak lumena usne duplje, sk — sfenoidna
kost, strelice — imunocitohemijski obojene FSH ¢éelijje, bar 200 um.

Slika 7. Sagitalni presek hlpoﬁze kontrolne zenke pacva 19. ﬁ fetalnog dana pd - pars
distalis, pi — pars intermedia, ol — ostatak lumena usne duplje, strelice - imunocitohemijski
obelezene FSH ¢elije, bar 160 um.

Celije pars distalis adenohipofize organizovane su u kruzne grupacije i folikularne
strukture. Bogata kapilarna mreza prozima fetalnu hipofizu (Slika 8 a).

FSH ¢elije kontrolnih Zenki pacova 19. fetalnog dana su nepravilnog do okruglog
oblika, sa velikim ekcentricno postavljenim ovalnim jedrom, oko koga se nalazi tanak sloj
citoplazme. Pojedinac¢ne su ili ¢esée u grupama, uglavnom lokalizovane uz kapilare. Ove
celije su heterogene po intenzitetu imunopozitivnosti, pa se razlikuju svetlije 1 tamnije

obojene ¢elije, a FSH imunoreaktivne granule se uocavaju u citoplazmi celija (Slika 8 a)
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FSH ¢elije Zenki pacova 19. fetalnog dana koje su izloZzene deksametazonu su

znatno slabije imunocitohemijski obelezene, a njihov broj i veli¢ina su manji u odnosu na

FSH ¢elije kontrolnih fetusa (Slika 8 b).
w » “)‘. X ; W

&

Slika 8. Imunocitohemijski obelezene FSH éelije hipofize zenki pacova 19. fetalnog dana.
a) kontrolna Zenka, b) Zenk izlozen deksametazonu, bar 10 um, zvezdice - krvni sudovi.
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4.2.1.2. Folikulostimulirajuce Celije hipofize pacova 21. fetalnog dana

Hipofiza zenki pacova 21. fetalnog dana i kod kontrolnih i kod fetusa izlozenih
deksametazonu potpuno je formirana. U odnosu na fetuse stare 19 dana volumen hipofize i
broj ¢elija znatno su povecani. Gonadotropne celije su jasno imunocitohemijski obojene i

uglavnom rasporedene po periferiji pars distalis (Slike 9 a1 9 b).

b)
Slika 9. Frontalni presek hipofize Zenke pacova 21. fetalnog dana a) kontrolne zenke, b)
zenke izlozene deksametazonu; pd - pars distalis, pi — pars intermedia, pn — pars nervosa, ol —
ostatak lumena usne duplje, sk — sfenoidna kost, strelice — imunocitohemijski obojene FSH
¢elije, bar 100 pm.
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U pars distalis hipofize kontrolnih zenki pacova 21. fetalnog dana FSH ¢elije su
rasporedene pojedinac¢no ili u grupama, i ¢esto su u neposrednom kontaktu sa krvnim
sudovima. Ova celijska populacija je heterogena po intenzitetu imunopozitivnosti. Oblik
FSH ¢elija krece se od poligonalnog do ovalnog. U citoplazmi se uocava veliko okruglo
jedro oko koga se nalazi tanak sloj citoplazme. FSH ¢elije hipofize kontrolnih Zenki 21.
fetalnog dana su brojnije i ve¢e u odnosu na FSH ¢elije u hipofizi kontrolnih fetusa starih
19. dana (Slika 10 a)

FSH celije Zenki pacova 21. fetalnog dana koje su izlozene deksametazonu su
zastupljene u znacajno manjem broju, a njihova veli¢ina, raspored kao i intenzitet

imunoreaktivnosti nisu promenjeni u odnosu na kontrolne fetuse (Slika 10 b).

Slika 10. Imunocitohemijski obelezene FSH ¢elije hipofize zenki pacova 21. fetalnog dana.
a) kontrolna zenka, b) Zenka izloZzena deksametazonu, bar 10 um.
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4.2.1.3. Folikulostimulirajuce Celije hipofize pacova u neonatalnom periodu
Zivota

FSH ¢elije hipofize zenki pacova starih 5 dana su ravnhomerno rasporedene po pars

distalis adenohipofize. Pojedinacne su ili u grupama, uglavnom u neposrednom kontaktu sa

krvnim sudovima (Slika 11 a).

Slika 11. Imunocitohemijski obelezene FSH ¢elije hipofize zenki pacova u neonatalnom
periodu zivota a) kontrolna Zenka, b) zenka intrauterino izlozena deksametazonu; bar 20

pm.

Nepravilnog su do ovalnog oblika, sa velikim, ekcentri¢no postavljenim jedrom.
Imunoreaktivnost je neujednacena, tako da se uocavaju svetlije i tamnije obojene Celije.

Tendencija povecanja brojnosti i velicine FSH ¢elija sa rastom nastavlja se i do neonatalnog
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perioda zivota, kada su FSH (elije brojnije i ve¢e u odnosu na FSH (elije fetusa starih 21
dan (Slika 12 a). Za razliku od fetalnog perioda, gde u imunoobelezenim FSH ¢elijama
dominira jedro, oko koga se nalazi tanak sloj citoplazme (Slike 8 a 1 10 a), u FSH celijama
zenki pacova u neonatalnom periodu citoplazma u znatno debljem sloju okruzuje jedro
(Slika 12 a).

U hipofizama zenki pacova nakon intrauterinog izlaganja deksametazonu uocava se
manje FSH imunoobelazenih ¢elija u odnosu na kontrolne zivotinje. Ove Celije su
intenzivnije imunoobelezene u odnosu na kontrolne. Slicno kao i kod kontrola uglavnom
su ovalnog oblika, ravnomerno rasporedene po pars distalis adenohipofize i u neposrednoj

blizini krvnih sudova (Slike 11 bi 12 b).

Slika 12. Imunocitohemijski obelezene FSH celije hipofize zenki pacova u neonatalnom
periodu zivota a) kontrolna zenka, b) zenka intrauterino izlozena deksametazonu; bar 10
(.
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4.2.1.4. Folikulostimulirajuce Celije hipofize pacova u infantilnom periodu
Zivota

FSH celije kod zenki pacova starih 16 dana izuzetno su brojne i ravnomerno
rasporedene po pars distalis. Nalaze se pojedinacno ili u grupi uz krvne kapilare
adenohipofize. U hipofizama infantilnih zenki uocena je veéa tendencija grupisanja FSH
¢elija nego u ostalim ispitivanim periodima zivota (Slika 13 a). Nepravilnog su do okruglog
oblika. U citoplazmi dominira veliko, okruglo jedro, uglavnom ekcentricno postavljeno. Po
intenzitetu imunopozitivnosti FSH ¢elije predstavljaju veoma heterogenu grupu celija, s
obzirom da su prisutne i svetlije 1 tamnije obojene ¢éelije. Uocava se i promena odnosa jedra
i citoplazme u odnosu na fetalni period, u korist citoplazme, kakva je videna i u
neonatalnom periodu (Slika 14 a).

Intrauterino izlaganje deksametazonu, kod potomaka u infantilnom periodu zivota
izazvalo je izrazito smanjenje zastupljenosti FSH celija. Ostale karakteristike FSH celija nisu

znacajno promenjene (Slike 13 b1 14 b).
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Slika 13. Imunocitohemijski obelezene FSH celije hipofize Zenki pacova u infantilnom
periodu zivota a) kontrolna Zenka, b) zenka intrauterino izlozena deksametazonu; bar 20
pm.
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Slika 14. Imunocitohemijski obelezene FSH celije hipofize Zenki pacova u infantilnom
periodu zivota a) kontrolna Zenka, b) zenka intrauterino izlozena deksametazonu; bar 10
pm.

4.2.1.5. Folikulostimulirajuce Celije bipofize pacova u peripubertalnom
periodu Zivota

U adenohipofizama zenki pacova u peripubertalnom periodu zivota (38 dana)

uocavaju se uglavnom pojedinac¢ne imunopozitivne FSH Celije, ravnomerno rasporedene,

cesto u direktnom kontaktu sa krvnim sudovima (Slika 15 a). Nepravilnog su do ovalnog

oblika, sa velikim jedrom (Slika 16 a).
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Intrauterino izlaganje deksametazonu izazvalo je smanjenje broja imunopozitivnih
FSH ¢elija, ali nije uticalo na promenu oblika, volumena, imunoreaktivnosti i raspored FSH

¢elija po pars distalis adenohipofize u odnosu na kontrole (Slike 15 b1 16 b).

Slika 15. Imunocitohemijski obelezene FSH ¢elije hipofize Zenki pacova u
peripubertalnom periodu zZivota a) kontrolna zenka, b) zenka intrauterino izlozena
deksametazonu; bar 20 pm.
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Slika 16. Imunocitohemijski obelezene FSH (celije hipofize Zenki pacova u
peripubertalnom periodu zivota a) kontrolna zenka, b) Zzenka intrauterino izlozena
deksametazonu; bar 10 pm.
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4.2.2. Luteinizirajuce celije hipofize

4.2.2.1. Luteinizirajule Celije bipofize fetusa pacova 19. fetalnog dana

LH ¢elije kontrolnih zenki pacova 19. fetalnog dana su jasno imunocitohemijski
obelezene 1 predstavljaju heterogenu ¢elijsku populaciju po intenzitetu imunopozitivnosti, s
obzirom da se uocavaju svetlije i tamnije obojene ¢elije. U citoplazmi ovih ¢elija uoc¢avaju
se LH imunopozitivne granule. LH ¢elije su ovalnog oblika, sa velikim, jedrom, oko koga se
nalazi tanak sloj citoplazme. Mogu biti pojedinac¢ne, ali su uglavnom grupisane i nalaze se u

neposrednoj blizini krvnih sudova (Slika 17 a).

R s By D ; . DR ; i

Slika 17. Imunocitohemijski obelezene LH celije hipofize zenki pacova 19. fetalnog dana.
a) kontrolna zenka, b) zenka izlozena deksametazonu, bar 10 um, zvezdice - krvni sudovi.
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Nakon izlaganja deksametazonu uocava se manji broj LH ¢celija, njihova velicina je
manja u odnosu na LH ¢celije kontrolnih fetusa. Ove celije su slabije imunocitohemijski
obojene, sa izrazenijom granulacijom citoplazme. Oblik LH celija je vise poligonalan u

odnosu na ovalne LH ¢elije kod kontrolnih zivotinja (Slika 17 b).

4.2.2.2. Luteinizirajuce Celije bipofize fetusa pacova 21. fetalnog dana

U hipofizama kontrolnih zenki pacova 21. fetalnog dana LH éelije su pojedinacne
ili u grupama rasporedene izmedu ostalih Zlezdano — epitelnih tipova Celija pars distalis 1li uz
krvne sudove. Intenzivno imunocitohemijski obojena citoplazma smestena je oko jedra u
tankom sloju, formirajuéi telo celije okruglog do poligonalnog oblika. Jedra su okrugla,
ekcentricno postavljena 1 dominiraju u citoplazmi. LH ¢elije 21 dan starih kontrolnih fetusa,
a brojnije su u odnosu na LH ¢elije kontrolnih fetusa starih 19 dana (Slika 18 a).

Intrauterino izlaganje deksametazonu kod fetusa starth 21 dan vidljivo je smanjilo
broj LH ¢elija, dok ostale karakteristike nisu promenjene u odnosu na kontrolne zivotinje

(Slika 18 b).
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Slika 18. Imunocitohemijski obelezene LH ceh]e hlpoﬁze zenki pacova 21. fetalnog dana.
a) kontrolna zenka, b) Zenka izloZzena deksametazonu, bar 10 um.

4.2.2.3. Luteinizirajuce Celije bipofize pacova u neonatalnom periodu Zivota

U hipofizama kontrolnih Zenki pacova starih 5 dana LH celije su ravnomerno
rasporedene po pars distalis adenohipofize. Uglavhom su pojedinac¢ne, nepravilnog do
ovalnog oblika, ¢esto u kontaktu sa krvnim sudovima (Slika 19 a). U citoplazmi se uocava
veliko i okruglo jedro (Slika 20 a).

Nakon intrauterinog izlaganja deksametazonu kod Zenki pacova starih 5 dana

uocava se manji broj LH celija u adenohipofizi, ¢elije su poligonalnog oblika i manjih
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dimenzija. Lokalizacija kao i intenzitet imunoreakcije nisu promenjeni u odnosu na
kontrole (Slike 19 b i 20 b).

L PN N &
o ) &
? : =

£ Pale, © =2 WSS : b)
Slika 19. Imunocitohemijski obelezene LH (elije hipofize Zenki pacova u neonatalnom
periodu zivota a) kontrolna zenka, b) zenka intrauterino izlozena deksametazonu; bar 20

pm.
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Slika 20. Imunocitohemijski obelezene LH ¢elije hipofize zenki pacova u neonatalnom
periodu zivota a) kontrolna Zenka, b) zenka intrauterino izlozena deksametazonu; bar 10
pm.

4.2.2.4. Luteinizirajule Celije bipofize pacova u infantilnom periodu Zivota

U hipofizama kontrolnih infantilnih zenki (16 dana), LH celije su veoma brojne i
ravnomerno rasporedene po pars distalis. Kao 1 FSH, LH (celije u ovom periodu Zivota
pacova pokazuju vecu tendenciju grupisanja u poredenju sa drugim ispitivanim periodima
zivota (Slika 21 a). Veoma su krupne i jasno imunocitohemijski obojene. Zastupljenost i
velicina LH ¢elija u hipofizi Zenki pacova je najveca u ovom periodu zivota (Slika 22 a)

Nakon intrauterinog izlaganje deksametazonu kod potomaka u infantilnom periodu
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zivota broj LH (elija je manji, dok ostale histoloske karakteristike LH ¢celija nisu

promenjene (Slike 21 b 122 b).

. i B . e BT p)
Slika 21. Imunocitohemijski obelezene LH ¢celije hipofize zenki pacova u infantilnom
periodu zivota a) kontrolna zenka, b) zenka intrauterino izlozena deksametazonu; bar 20
(.
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Slika 22. Imunocitohemijski obelezene LH <¢elije hipofize zenki pacova u infantilnom

periodu zivota a) kontrolna Zenka, b) zenka intrauterino izlozena deksametazonu; bar 10
pm.

4.2.2.5. Luteinizirajuce celije hipofize pacova u peripubertalnom periodu
Zivota

U hipofizama peripubertalnih Zenki pacova, LH ¢elije su ravnhomerno rasporedene

po pars distalis adenohipofize. Intenzivno su imunocitohemijski obojene, a poligonalnog su

do ovalnog oblika (Slika 23 a). U citoplazmi LH (celija uocava se veliko i okruglo,

ekcentri¢no postavljeno jedro (Slika 24 a).
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Nakon intrauterinog izlaganja deksametazonu, kod potomaka u peripubertalnom
periodu zivota uocava se manji broj i velicina LH ¢elija. Ostale karakteristike LH celija nisu
znacajno promenjene (Slike 23 b 124 b).
;.‘ s T @

Slika 23. Imunocitohemijski obelezene LH celije hipofize zenki pacova u peripubertalnom
periodu zivota a) kontrolna Zenka, b) zenka intrauterino izlozena deksametazonu; bar 20
pm.
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Slika 24. Imunocitohemijski obelezene LH celije hipofize zenki pacova u peripubertalnom
periodu zivota a) kontrolna Zenka, b) zenka intrauterino izlozena deksametazonu; bar 10
pm.
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4.3. Stereoloske karakteristike hipofize

4.3.1. Volumen hipofize i adenohipofize kontrolnih Zenki pacova

Sa rastom i razvicem zenki pacova povecava se i volumen hipofize i adenohipofize.

Rezultati su prikazani u Tabeli 2 i Grafikonu 2.

Tabela 2. Volumeni hipofize i adenohipofize kod kontrolnih (K) i Zzenki pacova
intrauterino izlozenih deksametazonu (Dx) u fetalnom (19. i 21. dan), neonatalnom (5.
dan), infantilnom (16. dan) i peripubertalnom (38. dan) periodu zivota.

Vhy (mm’)  19. dan (f) 21.dan (f)  5.dan 16. dan 38. dan
K 0.07 £0.01 0.15 £0.02 0.3£0.003 0.9 *0.08 29+ 04
* x * x
Dx 0.04+0.004  0.09£0.004 0.2 £ 0.008 0.7 £0.04 1.7 £ 0.07
* * % * ok * % * ok
Va (mm”)
K 0.06 £ 0.007 0.1 £0.01 0.2 £0.005 0.8+ 0.08 21£02
* * * *
Dx 0.03 £0.008  0.07 £ 0.0 0.2 £0.007 0.5%0.03 1.26 £ 0.02
* * % * ok * % * ok

Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu kontrolne i eksperimentalne grupe, *
izmedu kontrolnih grupa, * izmedu eksperimentalnih grupa.
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Grafikon 2. Volumeni hipofize (a) i adenohipofize (b) kod kontrolnih (K) i Zenki pacova
intrauterino izlozenih deksametazonu (Dx) u fetalnom (19. 1 21. dan), neonatalnom (5.
dan), infantilnom (16. dan) i peripubertalnom (38. dan) periodu zivota. Rezultati su
prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu kontrolnih grupa, * izmedu odgovarajuéih

eksperimentalnih grupa.
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4.3.2. Volumen hipofize i adenohipofize Zenki pacova nakon intrauterinog

izlaganja deksametazonu

Intrauterino izlaganje deksametazonu statisticki je znacajno (p<<0.05) smanjilo

volumen hipofize i adenohipofize Zenki pacova u svakom od ispitivanih perioda zivota u

odnosu na odgovarajuce kontrolne vrednosti (Histogrami 3 i 4).

Volumen hipofize Volumen adenohipofize
Vhy (mm?') 40%. * Va (mm?') 330, %
0.1 7 [ 005 -
0.08 1 [ 0.07 1 T
0.06
0.06 0.05 |
0.04 1 0.04
0.03
0.02 0.02
0.01
0 0
1 19 fK19 fDx19
Volumen hipofize Volumen adenohipofize
Vhy (mmj’) 370, * Va (mm”’) 7300/0, *
0.2 1 l l
0.18 1 0.14
0.16 7 T 0.12 - i
0.14 1 o1 4
0.12 1
0.1 0.08
0.08 7 0.06 1
0.06 - |
0.04 1 0.04
0.02 - 0.02 1
0 0
K21 fDx21 4o Dot

b)

Histogram 3. Volumeni hipofize i adenohipofize (mm?) kontrolnih (K) i Zenki pacova
intrauterino izlozenih deksametazonu (Dx) 19. (a) i 21. (b) fetalnog dana. Rezultati su

prikazani kao X * SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i ekspetimentalne (Dx) grupe.
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Histogram 4. Volumeni hipofize i adenohipofize (mm’) kontrolnih (K) i Zenki pacova
intrauterino izlozenih deksametazonu (Dx) u neonatalnom (a), infantilnom (b) 1

peripubertalnom periodu Zivota (c). Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu
kontrolne (K) 1 eksperimentalne (Dx) grupe.

Volumen hipofize kod fetusa izlozenith deksametazonu povecao se 2.3 puta
(p<0.05) od 19. do 21. fetalnog dana, dok je kod kontrolnih fetusa povecan 2 puta
(p<0.05). Volumen adenohipofize u ovom periodu kod Zenki iz eksperimentalne grupe
povecan je 2.3 puta (p<0.05), a kod kontrolnih 1.6 puta (p<0.05). Od 21. fetalnog dana do
5. neonatalnog dana volumen hipofize kod Zenki iz eksperimentalne grupe povecan je 2.2
puta (p<<0.05), a kod kontrolnih Zenki 2 puta (p<0.05). Volumen adenohipofize u ovom
periodu kod eksperimentalnih zenki povecéan je 2.9 puta (p<0.05), a kod kontrolnih 2 puta
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(p<0.05). Volumen hipofize od neonatalnog do infantilnog perioda zivota (od 5. do 16.
dana) povecan je 3.5 puta (p<0.05) kod Zenki iz eksperimentalne grupe, a kod kontrolnih
zenki 3 puta (p<0.05). Volumen adenohipofize u ovom periodu kod eksperimentalnih
zenki povecan je 2.5 puta (p<0.05), a kod kontrolnih 4 puta (p<<0.05). Od infantilnog do
peripubertalnog perioda zivota (od 16. do 38. dana) volumen hipofize kod zenki iz
eksperimentalne grupe povecao se 2.4 puta (p<0.05), a kod kontrolnih 3.2 puta (p<0.05).
Volumen adenohipofize Zenki pacova intrauterino izlozenih deksametazonu u ovom
periodu povecan je 2.5 puta (p<0.05), dok je kod kontrolnih Zenki povecan 2.6 puta
(p<0.05). Volumen hipofize kod zenki pacova iz eksperimentalne grupe od 19. fetalnog
dana do 38. dana zivota ukupno se povecao 43 puta, dok je kod kontrolnih povecéan 41 put.
Volumen adenohipofize kod zenki iz eksperimentalne grupe od 19. fetalnog dana do 38.

dana zivota povecan je 42 puta, dok je kod kontrolnih zenki poveéan 35 puta (Tabela 2).
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4.4.Stereoloske karakteristike gonadotropnih ¢Celija hipofize
4.4.1. Folikulostimulirajuc¢e celije kontrolnih Zenki pacova od fetalnog do
peripubertalnog perioda Zivota

Stereoloski parametri imunocitohemijski obelezenih FSH celija menjaju se sa
rastom 1 razvicem od fetalnog, preko neonatalnog i infantilnog do peripubertalnog perioda
zivota. Broj FSH celija se od 19. do 21. fetalnog dana statisticki znacajno povecava 2 puta
(p<0.05). Od 21. fetalnog dana do 5. neonatalnog dana broj FSH ¢elija se povecava 11 puta
(p<0.05). Sa daljim rastom 1 razvicem kontrolnih Zenki pacova od 5. do 16. dana broj FSH
Celija se statisticki znacajno povecava 2.8 puta (p<0.05), a od 16. do 38. dana broj
imunopozitivnih FSH éelija se statisticki znacajno povecava 2.5 puta (p<<0.05). Tako da se
od 19. fetalnog dana do peripubertalnog perioda zivota (38. dan) broj FSH ¢elija povecao
146 puta (Tabela 3, Grafikon 3 a)

Volumen FSH ¢elija nije statisticki znacajno promenjen od 19. do 21. fetalnog dana.
Medutim, od 21. fetalnog dana volumen FSH ¢elija pocinje da se povecava, tako da se do 5.
neonatalnog dana ovaj stereoloski parametar statisticki znacajno povecava za 18%
(p<0.05). Najizrazeniji porast volumena FSH ¢elija zabelezen je u periodu izmedu 5. 1 16.
dana zivota 1 to za 76% (p<0.05). Promena u volumenu imunopozitivnih FSH celija
izmedu 16. 1 38. dana nije statisticki znacajna. Ukupno povecanje volumena FSH celija od
19. fetalnog do 38. dana Zivota je za 49% (p<<0.05, Tabela 3, Grafikon 3 b).

Volumenska gustina imunoobelezenih FSH ¢elija se ne menja od 19. do 21.
fetalnog dana. U neonatalnom periodu Zivota (5. dan), volumenska gustina FSH ¢elija je 6
puta veca (p<0.05) nego kod 21 dan starih fetusa. Do 16. dana zivota volumenska gustina
se poveca za jos 58% (p<0.05) u odnosu na 5. dan. Medutim volumenska gustina
imunoobelezenih FSH ¢elija opada od infantilnog do peripubertalnog perioda zivota za
26% (p<0.05). Tako da se od fetalnog do peripubertalnog perioda zivota procentualna
zastupljenost FSH ¢elija ukupno poveca 7 puta (Tabela 3, Grafikon 4 a).

Numericka gustina FSH celija nije ststisticki znacajno promenjena u fetalnom
periodu (od 19. do 21. dana). U neonatalnom periodu zivota numericka gustina FSH ¢elija
je 5.3 puta (p<0.05) veéa nego u fetalnom periodu. Medutim, 16. dana broj FSH ¢elija po
jedinici zapremine je smanjen za 11% (p<0.05) u odnosu na 5. dan, a trend smanjenja

numericke gustine se nastavlja i do 38. dana i to za 22% (p<0.05) u odnosu na 16. dan.
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Numericka gustina je od fetalnog do peripubertalnog perioda zivota ukupno povecana 4

puta (Tabela 3, Grafikon 4 b).

Tabela 3. Stereoloski parametri FSH ¢elija: Apsolutan broj (No); Volumen FSH celija (V¢-
um’); Volumenska gustina (V- %); Numericka gustina - Ny (mm”) kod kontrolnih (K) i
zenki pacova intrauterino izlozenih deksametazonu (Dx) u fetalnom (19. 1 21. dan),
neonatalnom (5. dan), infantilnom (16. dan) i peripubertalnom periodu zivota.

No 19. dan (f) 21. dan (f) 5. dan 16. dan 38. dan
K 868 £ 5 1632 + 95 1856712079 5126713910 127000%6614
>k >k ES
Dx 548 + 63 1380 =70  13000%435.9 31000%1442 81333+1258
“Vé ()
K 1130 = 210 842 + 27 992 * 43 1749 + 125 1680 + 26
>k >k
Dx 975 *+ 69 793 * 46 1050 = 71 1834 + 100 1625 = 70
_VV (%)
K 1.4 +0.1 1.4+0.2 8.4 1 0.6 13.3+0.2 9.9 £ 0.6
* * *
Dx 1.6 = 0.07 1.5+0.3 7.6 £ 0.6 10.62 = 0.05 10.5+ 0.4
* *
Ny (mm's)
K 14709%£1521 15922+3000 85291%£9048 76066x5588 5952913403
* * *
Dx 139041299 17274 £2636 7264314134 58023+3175 64797%293
* *

Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu kontrolne i eksperimentalne grupe, *
izmedu kontrolnih grupa, * izmedu eksperimentalnih grupa.
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Grafikon 3. a) Apsolutni broj FSH éelija (No), b) Volumen FSH éelija (V¢, pm’) kod

kontrolnih (K) i Zenki pacova intrauterino izlozenih deksametazonu (Dx) od fetalnog (19. i
21. dana), neonatalnog (5. dana), infantilnog (16. dana) do peripubertalnog (38. dana)

perioda zivota. Rezultati su prikazani kao X * SD; p<0.05, * izmedu kontrolnih grupa, *
izmedu odgovarajucih eksperimentalnih grupa.
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Grafikon 4. a) Volumenska gustina FSH celija (Vy, %), b) Numericka gustina FSH ¢elija -
N, (mm”) kod kontrolnih (K) i zenki pacova intrauterino izlozenih deksametazonu (Dx) od
fetalnog (19. i 21. dana), neonatalnog (5. dana), infantilnog (16. dana) do peripubertalnog
(38. dana) perioda zivota. Rezultati su prikazani kao X & SD; p<0.05, * izmedu kontrolnih
grupa, * izmedu odgovarajucih eksperimentalnih grupa.
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4.4.2. Folikulostimuliraju¢e celije Zenki pacova nakon intrauterinog

izlaganja deksametazonu

Izlaganje deksametazonu promenilo je ispitivane stereoloske parametre
imunoobelezenih folikulostimulirajucih celija kod fetusa iz eksperimentalne grupe starih 19
dana u odnosu na odgovarajuce parametre kod kontrolnih Zivotinja. Tako je broj FSH
c¢elija u eksperimentalnoj grupi smanjen za 37% (p<0.05), dok je volumen FSH celija
smanjen za 14% (p<<0.05) u odnosu na odgovarajuce kontrolne vrednosti (Histogram 5 a,
b). Volumenska i numericka gustina FSH ¢elija u eksperimentalnoj grupi nisu statisticki

znacajno promenjene (Histogram 5 c, d).

No Apsolutni broj FSH ¢elija TVE (um?) Volumen FSH ¢elija
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Histogram 5. a) Apsolutni broj FSH éelija (No), b) Volumen FSH ¢éelija (V¢, um’), c)
Volumenska gustina FSH ¢elija (Vy, %), Numericka gustina FSH éelija - Ny (mm™) kod 19
dana starih kontrolnih (K) i fetusa iz eksperimentalne grupe (Dx). X * SD; p<0.05,

* izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.
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Kod fetusa starith 21 dan izlaganje deksametazonu dovelo je do statisticki znacajnog
smanjenja apsolutnog broja FSH ¢elija za 15% (p<<0.05; Histogram 6 a), dok volumen FSH
celija, volumenska gustina i numericka gustina nisu statisticki znacajno promenjene

stereoloske velicine u odnosu na kontrolne vrednosti (Histogram 6 b, c, d).
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Histogram 6. a) Apsolutni broj FSH éelija (No), b) Volumen FSH ¢éelija (V¢, um’), ¢)
Volumenska gustina FSH éelija (Vy, %), Numeric¢ka gustina FSH éelija - N, (mm™) kod 21
dan starih kontrolnih (K) i fetusa iz eksperimentalne grupe (Dx). X £ SD; p<<0.05,

* izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.
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Kod 5 dana starth Zenki pacova koje su intrauterino izloZzene deksametazonu
apsolutni broj FSH ¢elija je smanjen za 30% (p<<0.05) u odnosu na vrednosti izmerene kod
kontrole, dok volumen FSH ¢elija nije statisticki znacajno promenjen (Histogram 7 a, b).
Volumenska gustina FSH celija hipofize 5 dana starth Zenki pacova iz eksperimentalne
grupe je smanjena za 10% (p<0.05) u odnosu na kontrolne vrednosti, a numericka gustina

je takode statisticki znacajno smanjena za 14% (p<<0.05, Histogram 7 c, d).

Apsolutni broj FSH ¢elija Volumen FSH c¢elija
No TVE (um)
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Histogram 7. a) Apsolutni broj FSH éelija (No), b) Volumen FSH ¢éelija (V¢, um’), c)
Volumenska gustina FSH éelija (Vy, %), Numericka gustina FSH éelija - Ny (mm™) kod 5
dana starih kontrolnih (K) i zenki pacova iz eksperimentalne grupe (Dx). X £ SD; p<0.05,
* izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.
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Kod infantilnih Zenki pacova starth 16 dana, nakon intrauterinog izlaganja
deksametazonu apsolutni broj FSH celija se smanjio za 40% (p<0.05) u odnosu na
kontrolne vrednosti, dok se volumen FSH c(elija nije promenio (Histogram 8 a, b).
Volumenska gustina imunoobelezenih FSH ¢elija se smanjila za 20% (p<0.05), a numericka

gustina za 24% (p<0.05) u odnosu na odgovarajuce kontrolne vrednosti (Histogram 8 c, d).
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Histogram 8. a) Apsolutni broj FSH éelija (No), b) Volumen FSH ¢éelija (V¢, um’), c)
Volumenska gustina FSH éelija (Vy, %), Numeri¢ka gustina FSH ¢elija - Ny, (mm”) kod 16
dana starih kontrolnih (K) i zenki pacova iz eksperimentalne grupe (Dx). X £ SD; p<0.05,
* izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.
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Kod 38 dana starih zenki pacova iz eksperimentalne grupe apsolutni broj
imunonobelezenih FSH ¢elija je jedini praceni stereoloski parametar koji je promenjen u
odnosu na kontrolne vrednosti, odnosno smanjen je za 40% (p<0.05), (Histogram 9 a).
Volumen FSH ¢elija, volumenska gustina i numericka gustina nisu znacajno promenjene u

odnosu na kontrolne vrednosti (Histogram 9 b, c, d).
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Histogram 9. a) Apsolutni broj FSH éelija (No), b) Volumen FSH ¢éelija (V¢, um’), c)
Volumenska gustina FSH éelija (Vy, %), Numericka gustina FSH ¢éelija - Ny, (mm”) kod 38
dana starih kontrolnih (K) i zenki pacova iz eksperimentalne grupe (Dx). X £ SD; p<0.05,
* izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.

Ukupan broj FSH ¢elija od fetalnog (19. dan) do peripubertalnog perioda zivota
(38. dan) kod zivotinja iz eksperimentalne grupe se povecao 148 puta (kod kontrola je isti
parametar povecan 146 puta). Ukupno povecanje volumena FSH ¢elija od 19. fetalnog do
38. dana zivota je za 67%, dok je kod kontrola prisutan porast od 49%. Procentualna

zastupljenost FSH celija se u pomenutom periodu zivota ukupno poveca 7 puta, a

numericka gustina 4 puta i u eksperimentalnoj 1 u kontrolnoj grupi.
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4.4.3. Luteiniziraju¢e celije kontrolnih Zenki pacova od fetalnog do

peripubertalnog perioda Zivota

Stereoloski parametri imunocitohemijski obelezenih LH ¢elija takode se menjaju sa
rastom i razviéem od fetalnog, preko neonatalnog i infantilnog do peripubertalnog perioda
zivota kod kontrolnih Zenki. Broj LH ¢elija se od 19. do 21. fetalnog dana povecava za 50%
(p<0.05). Od 21. fetalnog dana do 5. neonatalnog dana broj LH ¢elija se povecava 13 puta
(p<0.05). Sa daljim rastom i razvicem kontrolnih Zzenki pacova od 5. do 16. dana broj LH
celija se statisticki znacajno povecava 3 puta (p<0.05), a od 16. do 38. dana zivota broj
imunopozitivnih LH celija se statisticki znacajno povecava 2.2 puta (p<<0.05). Tako da se
od 19. fetalnog dana do peripubertalnog perioda zivota (38 dan) broj LH celija ukupno
povecao 117 puta (Tabela 4, Grafikon 5 a).

Volumen LH celija se ne manja od 19. do 21. fetalnog dana. Medutim, od 21.
fetalnog dana volumen LH celija pocinje da se povecava, tako da je do 5. neonatalnog dana
volumen LLH ¢elija je statisticki znacajno povecan za 10% (p<0.05). Najizrazenije povecanje
u volumenu LH celija zabeleZzeno je u periodu izmedu 5. 1 16. dana Zivota i to za 76%
(p<0.05). Promena u volumenu imunopozitivnih LH ¢éelija izmedu 16. 1 38. dana nije
statisticki znacajna. Ukupno povecanje volumena LH celija od 19. fetalnog do 38. dana
zivota je za 44% (Tabela 4, Grafikon 5 b).

Volumenska gustina LH ¢elija nije statisticki znacajno promenjena od 19. do 21.
fetalnog dana. Od 21. fetalnog dana do 5. dana neonatalnog zivota volumenska gustina LH
celija je povecana 6 puta (p<0.05). Do infantilnog perioda odnosno 16. dana zivota,
volumenska gustina se povecava za jos§ 56% (p<<0.05). Medutim, od 16. do 38. dana Zivota
volumenska gustina imunopozitivnih LH ¢elija se smanjuje za 31% (p<0.05). Tako da je
volumenska gustina od 19. fetalnog dana do 38. dana Zivota ukupno povecana 6 puta
(Tabela 4, Grafikon 6 a).

Numericka gustina LH celija nije promenjena od 19. do 21. fetalnog dana. Od 21.
fetalnog dana do 5. dana neonatalnog zivota numericka gustina LH celija je poveéana 5.8
puta (p<0.05). Od 5. do 16. dana zivota numericka gustina LH celija nije promenjena, ali
od 16. do 38. dana zivota se smanjuje za 31% (p<0.05). Tako da se numericka gustina od

19. fetalnog dana do 38. dana zivota ukupno povecala 3 puta (Tabela 4, Grafikon 6 b).

-96 -



Tabela 4. Stereoloski parametri LH ¢elija: Apsolutni broj (No); Volumen LH celija (V¢ -
um’); Volumenska gustina (Vy - %); Numericka gustina (N, - mm™) kod kontrolnih (K) i
zenki pacova intrauterino izlozenih deksametazonu (Dx) u fetalnom (19. i 21. dan),
neonatalnom (5. dan), infantilnom (16. dan) i peripubertalnom periodu zivota.

No 19.dan (f) 2l.dan(f) 5.dan 16. dan 38. dan
K 1133 £81 1693 £ 112 21200%£1873  60200£2117 132833£4163
* * * *
Dx 550 +28 1387 £ 88 1460011664 35867 £ 945 86667% 2754
Ve (pm’)
K 1153 + 229 900 £ 8 987 £ 60 1736 + 155 1666 * 41
* S
Dx 832 + 87 863 93 1006 = 114 1876 = 47 1641 * 40
* x *
V(%)
K 1.6 £ 0.1 1.5+03 9.6 0.1 15+ 0.6 10.3 £ 0.6
* * *
Dx 1.6 £ 0.1 1.6 £ 0.04 85%0.3 126 £0.2 11.3£0.4
Ny (mm”~)
K 19267£3137 1677713192 9732216435 89681110170 62354£4767
* *
81765111856 67142£2920 6904111663

Dx 15803+£1186 18932+1586

Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu kontrolne i eksperimentalne grupe, *
izmedu kontrolnih grupa, * izmedu eksperimentalnih grupa.
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Apsolutni broj LH celija ——K
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Grafikon 5. a) Apsolutni broj LH ¢elija (No), b) Volumen LH ¢éelija (V¢, um’) kod
kontrolnih (K) i Zenki pacova intrauterino izlozenih deksametazonu (Dx) od fetalnog (19. 1
21. dana), neonatalnog (5. dana), infantilnog (16. dana) do peripubertalnog (38. dana)
perioda zivota. Rezultati su prikazani kao X * SD; p<0.05, * izmedu kontrolnih grupa, *
1zmedu odgovarajucih eksperimentalnih grupa.
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Grafikon 6. 2) Volumenska gustina LH ¢elija (Vy, %), b) Numericka gustina LH ¢elija -
N, (mm”) kod kontrolnih (K) i zenki pacova intrauterino izlozenih deksametazonu (Dx) od
fetalnog (19. i 21. dana), neonatalnog (5. dana), infantilnog (16. dana) do peripubertalnog
(38. dana) perioda zivota. Rezultati su prikazani kao X £ SD; p<0.05, * izmedu kontrolnih
grupa, * izmedu odgovarajucih eksperimentalnih grupa.
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4.4.4. Luteinizirajuce celije Zenki pacova nakon intrauterinog izlaganja

deksametazonu

Intrauterino izlaganje deksametazonu promenilo je ispitivane stereoloske parametre
imunoobelezenih luteiniziraju¢ih éelija kod fetusa iz eksperimentalne grupe starth 19 dana u
odnosu na odgovarajuce parametre kod kontrolnih Zivotinja. Tako je broj LH ¢elija u
eksperimentalnoj grupi smanjen za 51% (p<0.05), dok je volumen LH celija smanjen za
28% (p<0.05) u odnosu na odgovaraju¢e kontrolne vrednosti (Histogram 10 a, b).
Volumenska gustina imunoobelezenih LH ¢elija u eksperimentalnoj grupi nije promenjena,

dok je numericka gustina statisticki znacajno smanjena za 16% (Histogram 10 c, d).
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Histogram 10. a) Apsolutni broj LH éelija (No), b) Volumen LH ¢elija (V¢, um?), ¢)
Volumenska gustina LH éelija (Vy, %), Numericka gustina LH éelija - Ny (mm”) kod 19
dana starih kontrolnih (K) i fetusa iz eksperimentalne grupe (Dx). X * SD; p<0.05,

* izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.
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Kod fetusa starth 21 dan intrauterino izlaganje deksametazonu dovelo je do
statisticki znacajnog smanjenja apsolutnog broja LH celija za 18% (p<<0.05) u odnosu na
kontrolne vrednosti (Histogram 11 a). Volumen LH celija, kao i volumenska i numericka
gustina u eksperimentalnoj grupi nisu statisticki znacajno promenjeni u odnosu na

kontrolne zivotinje (Histogram 11 b, ¢, d).

o Apsolutni broj LH ¢elija Ve () Volumen LH ¢elija
2000 1200 7
1800 A I *
1600 A 1000 7
1400 ~ 800
1200
1000 600 -

800

600 - 4007

4007 200

200 7

0 0
fK21 fDx21 fK21 fDx21
a) b)
_ Volumenska gustina LH celija Numeri¢ka gustina LH celija

Vy (%) Ny (mm™)

27 25000
1.8 1
1.6 1 I 20000 A I
1.4 1
1.2 1 15000

14
0.8 10000
0.6
0.4 1 5000
0.2 1

0 0

fK21 fDx21 K21 fDx21
c) d)

Histogram 11. a) Apsolutni broj LH ¢elija (No), b) Volumen LH ¢elija (V¢, pm’), ¢)
Volumenska gustina LH éelija (Vy, %), Numericka gustina LH éelija - N (mm™) kod 21
dan starih kontrolnih (K) i fetusa iz eksperimentalne grupe (Dx). X * SD; p<0.05, *
izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.
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Apsolutni broj LH ¢elija kod 5 dana starih zenki pacova iz eksperimentalne grupe je
statisticki znacajno smanjen za 31% (p<<0.05), u odnosu na kontrolne vrednosti, dok se
volumen LH ¢éelija nije promenio (Histogram 12 a, b). Volumenska gustina LH celija
smanjena je za 11% (p<0.05), a numericka gustina je smanjena za 15% (p<0.05),

(Histogram 12 ¢, d), u odnosu na kontrolne vrednosti.
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Histogram 12. a) Apsolutni broj LH éelija (No), b) Volumen LH ¢elija (V¢, pm?), ¢)
Volumenska gustina LH éelija (Vy, %), Numericka gustina LH éelija - N, (mm”) kod 5
dana starih kontrolnih (K) i zenki pacova iz eksperimentalne grupe (Dx). X £ SD; p<0.05,
* izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.
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Kod infantilnih Zenki pacova starth 16 dana, nakon intrauterinog izlaganja
deksametazonu apsolutni broj LH ¢elija se smanjio za 40% (p<0.05) u odnosu na
kontrolne vrednosti, dok se volumen LH celija nije promenio (Histogram 13 a, b).
Volumenska gustina imunoobelezenih LH ¢elija se smanjila za 16% (p<0.05), a numericka
gustina za 26% (p<0.05) u odnosu na odgovarajuce kontrolne vrednosti (Histogram 13 c,

d).
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Histogram 13. a) Apsolutni broj LH éelija (No), b) Volumen LH ¢elija (V¢, pm?), ¢
Volumenska gustina LH éelija (Vy, %), Numericka gustina LH éelija - Ny (mm”) kod 16
dana starih kontrolnih (K) i zenki pacova iz eksperimentalne grupe (Dx). X £ SD; p<0.05,
* izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.
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Kod 38 dana starih zenki pacova iz eksperimentalne grupe apsolutni broj LH ¢elija
je smanjen za 35% (p<<0.05) u odnosu na kontrolne vrednosti, a volumen LH ¢elija nije
promenjen (Histogram 14 a, b). Volumenska gustina je povecana za 10% (p<0.05), a
numericka gustina nije znacajno promenjena u odnosu na vrednosti izmerene kod

kontrolne grupe (Histogram 14 c, d).
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Histogram 14. a) Apsolutni broj LH éelija (No), b) Volumen LH ¢elija (V¢, pm?), ¢)
Volumenska gustina LH éelija (Vy, %), Numericka gustina LH éelija - N (mm”) kod 38
dana starih kontrolnih (K) i zenki pacova iz eksperimentalne grupe (Dx). X £ SD; p<0.05,
* izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.

Ukupan broj LH ¢elija od fetalnog (19. dan) do peripubertalnog perioda Zivota (38.
dan) kod zZivotinja iz eksperimentalne grupe se povecao 158 puta (kod kontrola je isti
parametar uvecan 117 puta). Volumen LH c¢elija od 19. fetalnog do 38. dana zivota povecéan
je za 97%, dok je kod kontrola prisutan porast od 44%. Procentualna zastupljenost LH

¢elija se u pomenutom periodu zivota ukupno poveca 7 puta, a numericka gustina 3 puta 1

u eksperimentalnoj i u kontrolnoj grupi.
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4.5.Koncentracije FSH i LH u serumu pacova

Intrauterino izlaganje deksametazonu dovelo je do statisticki znacajnog smanjenja
koncentracije FSH i1 LH u serumu Zenki pacova od neonatalnog (5. dan) do

peripubertalnog (38. dan) perioda zivota u odnosu na odgovarajuée kontrolne vrednosti

(Histogrami 15 a-c, 16 a-c).

27% -29%

37 | l 51 | l
45
257 * 41

I 5 3351 *
£ £ 34
&5 ERER
o T 27
29 o 1.5
027 oé ]

0 0
K5 Dx5 K16 Dxl6

-45%

—
(3]
|
-

—_
I

FSH (ng/mL)
s o o
~ > o0

=
o

K38 Dx38

o)

Histogram 15. Koncentracija FSH u serumu kontrolnih (K) i eksperimentalnih (Dx) zenki
pacova u neonatalnom (a), infantilnom (b) i peripubertalnom (c) periodu Zivota. Rezultati
su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.
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Histogram 16. Koncentracija LH u serumu kontrolnih (K) 1 eksperimentalnih (Dx) zenki
pacova u neonatalnom (a), infantilnom (b) i peripubertalnom (c) periodu Zivota. Rezultati
su prikazani kao X £ SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.
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4.6.Histoloske karakteristike fetalnog jajnika
4.6.1. Jajnik fetusa pacova 19. fetalnog dana

Na povrsini jajnika kontrolnih fetusa 19. fetalnog dana nalazi se povrsinski epitel,
koji nastaje od celomskog epitela za vreme formiranja genitalnih nabora. Jajnici jo§ uvek
nemaju definitivhu histolosku organizaciju, a u njima se uocava prisustvo brojnih zdravih
germinativnih ¢elija (GC), koje su uglavnom u zigotenu profaze I mejoze. One su znatno
veée od okolnih somatskih celija sa kojima su u neposrednom kontaktu i sa kojima
formiraju grozdove ili klastere. Klasteri su izmedu sebe odvojeni nizovima mezenhimskih
¢elija. Mitotsko deljenje, 1 progresivno umnozavanje germinativnih ¢elija do 19. fetalnog

dana je uglavnom zavrseno (Slika 25 a).

R Tailb)
Slika 25. Jajnici pacova 19. fetalnog dana a) kontrolnog fetusa; b) fetusa izlozenog
deksametazonu; bar 200 pum.
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U jajnicima fetusa 19. fetalnog dana u velikom procentu prisutne su i germinativne
¢elije koje se nalaze u odredenim fazama degeneracije, tacnije one koje su ,,zarobljene” u
mitozi 1 ostale kod kojih se procesi degeneracije javljaju tek nakon otpocinjanja mejoze.

(Slike 26 a1 27 a, b, c).

(O e SN el B RN R Lok e b)

Slika 26. Jajnici pacova 19. fetalnog dana a) kontrolnog fetusa, b) fetusa izlozenog
deksametazonu; narandzaste strelice — zdrave oocite u fazi zigotena; bele strelice — oogonije
zahvadene degeneracijom u fazi mitoze; crne strelice — oocite zahvacene degeneracijom u

fazi zigotena; bar 20 um.
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Slika 27. Zdrave i degenerisane germinativne Celije u jajniku 19. fetalnog dana a) zdrave
oocite u fazi zigotena, b) oocite u zigotenu zahvadene degenerativhim promenama, c)
degenerisana oogonija “zarobljena u mitozi”; bar 10 pm.

Jajnik fetusa 19. fetalnog dana koji su izlozeni deksametazonu znatno je manje
veli¢ine u odnosu na kontrolni jajnik (Slike 25 a i b). Izlaganje deksametazonu nije uticalo
na promenu histoloske organizacije jajnika, ali je povecalo broj degenerisanih, a smanjilo

broj zdravih germinativnih éelija u odnosu na kontrolni jajnik (Slike 26 a i b).

4.6.2. Jajnik fetusa pacova 21. fetalnog dana

Jajnik fetusa pacova 21. fetalnog dana ima slicnu histolosku organizaciju kao i 19.
fetalnog dana. Germinativne i somatske Celije su organizovane u klastere, odvojene
nizovima mezenhimskih ¢elija, u kojima uocavamo izduzena jedra. Dominiraju zdrave
oocite, koje su na prelazu iz zigotena u pahiten u profazi I. U malom broju su prisutne
oogonije “zarobljene u mitozi”, kao i oocite zahvacene degeneracijom u fazi pahitena (Slike

28a, 292a130aib).
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Veli¢ina jajnika pacova 21. fetalnog dana je povecana u odnosu na velicinu 19.
fetalnog dana. Zdrave germinativne celije su zastupljene u znatno vecoj meri, a prisustvo
degenerisanih je smanjeno. Ovakva histoloska slika prati fizioloska deSavanja u zavrinoj

tazi fetalnog razvoja jajnika.

Slika 28. Jajnici pacova 21. fetalnog dana a) kontrolnog fetusa, b) fetusa izlozenog
deksametazonu; bar 200 pum.
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Slika 29. Jajnik pacova 21. fetalnog dana a) kontrolnog fetusa, b) fetusa izloZenog
deksametazonu; narandzaste strelice — zdrave oocite u fazi pahitena; bele strelice — oogonije
zahvacene degeneracijom u fazi mitoze; crne strelice — oocite zahvacene degeneracijom u

fazi pahitena; bar 20 pum.
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Slika 30. Zdrave i degenerisane germinativne Celije u jajniku 21. fetalnog dana a) zdrave
oocite u fazi pahitena, b) oocite u pahitenu zahvacene degenerativnim promenama; bar 10

{m.

Jajnik fetusa 21. fetalnog dana koji su izloZzeni deksametazonu manje je velicine u
odnosu na kontrolni jajnik (Slike 28 a i b). Izlaganje deksametazonu nije uticalo na
promenu histoloske organizacije jajnika, ali je povecéalo broj degenerisanih, a smanjilo broj

zdravih germinativnih ¢elija u odnosu na kontrolni jajnik (Slike 29 a i b).

4.7.Histoloske karakteristike jajnika pacova od neonatalnog do
peripubertalnog perioda Zivota

4.7.1. ]Jajnik fetusa pacova u neonatalnom periodu Zivota

Jajnik kontrolnih Zenki pacova u neonatalnom periodu zivota (5. dan) ima
definitivnu histolosku organizaciju, koja podrazumeva prisustvo zdravih i atreti¢nih folikula
u razli¢itim fazama folikulogeneze. Na centralnim poprecnim presecima jajnika kontrolnih
neonatalnih Zenki folikuli se uocavaju u perifernom regionu, neposredno ispod
germinativnog epitela, gde su u najvecoj meri zastupljeni primordijalni i primarni folikuli, i
u centralnim delovima preseka jajnika gde uo¢avamo brojne viseslojne folikule (Slika 31 a i

32 a).
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Slika 31. Jajnici zenke pacova u neonatalnom periodu a) jajnik kontrolne Zenke, b) jajnik
zenke intrauterino izlozene deksametazonu; bar 20 um.
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Slika 32. Jajnici zenke pacova u neonatalnom period a) jajnik kontrolne ie:k)e, b) jajnik
zenke intrauterino izlozene deksametazonu; bar 20 pm.

Primordijalni ili mirujudi folikuli karakterisu se krupnom sfericnom oocitom u kojoj
se nalazi krupno, okruglo jedro. Oko oocite se nalazi tri do pet plocastih, niskoprizmati¢nih
folikularnih celija rasporedenih u jednom sloju (Slika 33 a). Otpocinjanjem rasta i razvoja,
primordijalni folikuli prelaze u primarne, koje karakteriSe povecanje oocite oko koje se
nalazi jedan sloj prizmati¢nih, kuboidalnih folikularnih celija (Slika 33 b). Nastavljanjem
rasta, folikularne celije se dele, a primarni folikul prelazi u viseslojni a folikul (< 75 pm,

Slika 33 c). Oko primordijalnog, primarnog i viseslojnog a folikula nalaze se ¢éelije strome.
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Daljom deobom granuloza ¢elija i uvec¢anjem oocite, viseslojni a folikuli prelaze u viseslojne

b folikule (76 - 150 pm). Oko Vlseslo]mh b folikula formira se slo] teka ceh)a (Slika 33 c).

,‘\\'_
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Slika 33. Folikuli u razli¢itim fazama folikulogeneze i atrezije prisutni u jajnicima
neonatalnih zenki. a) Primordijalni folikul, b) primarni folikul, ¢) viseslojni folikuli a 1 b,
strelica — Celije teka sloja, d) atreti¢ni primordijalni folikuli, €) atreticni primarni folikuli i f)
atreticni viseslojni folikuli; bar 20 um.

Na poprecnim presecima jajnika 5 dana starih kontrolnih Zenki pacova uocavaju se
i atreti¢ni folikuli u svim opisanim fazama folikulogeneze. Atreticni primordijalni i primarni
folikuli imaju oocite sa piknoticnim jedrima izmenjenog oblika (Slika 33 d i e). Atreticne
viseslojne folikule karakteriSe propadanje granuloza Celija i gubitak kontakta izmedu oocite i

granuloza sloja (Slika 33 f).
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Intrauterino izlaganje deksametazonu nije izmenilo opstu histolosku sliku jajnika 5
dana starih zenki pacova. Veli¢ina jajnika je smanjena, kao i broj zdravih i atreti¢nih folikula
u svim opisanim fazama folikulogeneze karakteristicnim za 5 dana stare zenke (Slika 31 b 1

32 b).

4.7.2. Jajnik pacova u infantilnom periodu Zivota

Na popre¢cnom preseku centralnog dela jajnika kontrolnih Zzenki pacova u
infantilnom periodu zivota (16. dan) uocava se veliki broj malih zdravih, ali i malih
atreti¢nih folikula. U jajnicima 16 dana starih zenki pacova ne uocava se odvajanja korteksa

i medule, pa se folikuli nalaze kako na periferiji, tako i u centralnoj zoni jajnika (Slika 34 a).

_1b)
Slika 34. Jajnik zenke pacova u infantilnom periodu. a) jajnik kontrolne zenke; b) jajnik
zenke intrauterino izlozene deksametazonu; bar 200 um.
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Pored primordijalnih, primarnih, viseslojnih a (< 75 um) i viseslojnih b (76-150 pm)
folikula, koji su prisutni i u jajnicima 5 dana starih zenki, u jajnicima infantilnih zenki
pacova prisutni su i viseslojni folikuli klase ¢ (151-200 pm, Slika 35 a i 36a).

Brojni primordijalni i primarni folikuli kod infantilnih Zenki pacova nalaze se na
periferiji jajnika, ispod germinativnog epitela, kao 1 u hilusnom regionu, dok su viseslojni

folikuli prisutni kako na periferiji, tako i u centralnom delu preseka (Slika 36 a).

i
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Slika 35. Jajnici zenke pacova u infantilnom periodu. a) jajnik kontrolne Zenke, b) jajnik
zenke intrauterino izlozene deksametazonu; bar 200 pum.
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Viseslojni folikuli klase ¢ prvi put su uoceni u infantilnom kontrolnom jajniku, 1
karakteriSe ih velika oocita, okruzena sa nekoliko slojeva granuloza celija (Slika 37 a).

U viseslojnim folikulima klase c, oocita je razdvojena od okolnih granuloza celija
zonom pelucidom (zona pellucida). Zona pelucida je uzan prostor izmedu jajne Celije i
najblizih folikularnih ¢elija. Na parafinskim presecima debljine 3 pm mogu se uociti

citoplazmati¢ni nastavci granuloza Celija koji dosezu do oocite (Slika 306 a).

a)
Slika 36. a) Zdrav viseslojni folikul klase c, b) atretican viseslojni folikul klase ¢ u jajniku
kontrolnih infantilnih ¢enki pacova, bele strelice-citoplazmaticni nastavci granuloza celija,
crne strelice-gubitak kontakta granuloza Celija i oocite; bar 20 pm.

Atreti¢ne promene na folikulima u razlicitim fazama folikulogeneze prisutne su i u
jajniku kontrolnih infantilnih Zenki pacova. Viseslojni folikuli klase ¢ najées¢e propadaju
degeneracijom granuloza Celija, pri cemu se gubi kontakt sa oocitom (Slika 36 b).

Intrauterino izlaganje deksametazonu nije promenilo opstu histolosku sliku jajnika
16 dana starih Zenki pacova, u kojima su prisutni zdravi i atreticni primordijalni, primarni i
viseslojni folikuli klase a, b i c. Velic¢ina jajnika je smanjena, kao 1 broj zdravih 1 atreti¢nih
folikula u svim fazama folikulogeneze karakteristicnih za infantilni period Zivota (Slike 34 b

i35b).

4.7.3. Jajnik pacova u peripubertalnom periodu Zivota

Na poprecnom preseku jajnika kontrolnih peripubertalnih zenki (38. dan) uocavaju
se dva regiona, koja medusobno nisu jasno odvojena: srz (medula) i kora (korteks).

Centralni deo jajnika ¢ini medula, izgradena od rastresitog vezivnog tkiva i intersticijalnih
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¢elija, i u njoj se uocavaju veliki krvni i limfni sudovi. Korteks obavija medulu i u njemu se
nalaze folikuli u razlicitim stadijumima rasta i razvica, atreticni folikuli i Zuta tela. U
interfolikularnim prostorima nalaze se intersticijalne zlezde, kao 1 Celijski elementi strome
jajnika (Slika 37 a).

U jajniku kontrolnih Zenki pacova starih 38 dana, pored malih folikula, nalaze se 1

veliki antralni folikuli i Zuta tela, koja ukazuju na prve ovulacije (Slika 37 a).

b)
Slika 37. Jajnici Zenke pacova u peripubertalnom periodu. a) jajnik kontrolne Zenke; b)
jajnik zenke intrauterino izlozene deksametazonu; bar 200 pm.
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Primordijalni i primarni folikuli su brojni, lokalizovani najve¢im delom na periferiji

jajnika ispod germinativnog epitela (Slika 38).

I . % SR 7w, 7

Slika 38. Primd1]alnj 1 prirni folik jajiku nrolne peripubertalne zenke pacova;
bar 20 pm.

Pored viseslojnih folikula klase a, b 1 ¢ koji su prisutni u jajniku infantilnih Zzenki,
kod peripubertalnih Zenki prisutni su i viseslojni folikuli klase d u kojima se uocava
razmicanje granuloza celija i pocetak stvaranja antruma, koji je ispunjen folikularnom
tecnoscu. Najzastupljeniji nacin propadanja ove klase folikula je degeneracijom granuloza

sloja u kome se vide piknoti¢ne granuloza Celije (Slika 39).

o a’e

Slika 39. Deo jajnika kontrolne peipubertane senke pacova. Vd —Vésojnj d folikul, At
Vd — atretican Vd folikul, strelice primarni folikul 1 intersticijalna zlezda; bar 20 um.
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Histoloskom analizom jajnika peripubertalnih kontrolnih Zenki (38. dan) utvrdeno
je da su pored brojnih malih folikula, prisutni i veliki antralni folikuli (Slika 40). Antralni
folikuli su prema veli¢ini precnika na najsirem preseku, podeljeni na pet klasa. Klasa I (276-
350 um), klasa IT (351-400 pm), klasa III (401-450 pm), klasa IV (451-575 um) i klasa V ili
575 pum).

o~

preovulatorni folikuli (>

-

Slika 40. De jjnik kontrolne perubertane ieke paova. Vb — viseslojni b folikul, At
V atretican folikul u kasnom atadijumu atrezije, I — veliki folikul klase I, A — antrum; bar 20
pm.

Veliki folikuli se nalaze isklju¢ivo u korteksu jajnika i karakterise ih antralna
$upljina, koja je ispunjena folikularnom tec¢nosc¢u. U ovoj fazi folikulogeneze, folikuli rastu
povecanjem antruma, dok je oocita dostigla svoje maksimalne dimenzije. Granuloza celije
se 1 dalje dele, ali su deobe uglavhom lokalizovane na deo oko oocite. Teka sloj je
diferenciran na spoljasnji i unutrasnji, ali je granica izmedu njih nejasna.

Folikuli su veoma brojni u korteksu jajnika kontrolnih peripubertalnih zenki 1 vrlo
cesto su prislonjeni jedan uz drugi (Slika 39 1 40). Izmedu njih se najcesée nalaze elementi
veziva 1 intersticijalne Celjje.

Kod antralnih folikula klase I i II oocita jo§ uvek zadrzava centralni polozaj u
folikulu (Slika 40 i 41). Medutim, daljim rastom antralne Supljine i nagomilavanjem
folikularne tecnosti, oocita biva potisnuta i zauzima ekcentrican polozaj (Slika 42 1 43 a).

Deo granuloza ¢elija neposredno uz oocitu se sada naziva cumulus ogphorus (Slika 43 b).
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Slika 41. Deo jajnika kontrolne peripubertalne venke pacova. II — veliki folikul klase 11, Ve
— viseslojni folikul klase c; bar 20 um.

Slika 42. Deo jajnika kontrolne peripubertalne zenke pacova. IV — veliki folikul klase IV,
Vd — viseslojni folikul klase d; bar 200 um.
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Slika 43. a) Veliki preovulatorm fohkul (klasa \O u jajniku kontrolne zenke stare 38 dana,
b) oocita u preovulatornom folikulu, O — oocita, N — nukleus oocite, n — nukleolus oocite,
CO — cumulus oophorus, A — antrum; a) bar 200 um, b) bar 20 um.

Atreticne promene prisutne su u folikulima u svim fazama folikulogeneze.
Najzastupljeniji vid atrezije kod malih folikula je propadanjem granuloza sloja u kome se
uocavaju brojne piknoticne Celije (Slika 44). Veliki folikuli propadaju prvo degeneracijom
granuloza sloja, a zatim u zadnjim stadijumima atrezije, proces propadanja zahvata i oocitu.

Na slici 44 prikazan je veliki folikul klase I kod koga uocavamo veliki broj piknoti¢nih
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granuloza Celija, kroz ceo granuloza sloj, i pocetak propadanja oocite, odnosno njena

segmentacija. Sloj granuloza celija se jo$ uvek nalazi oko degenerisane oocite.

pm.

Slika 45. Mlado zuto telo u korteksu jajnika kontrolne peripL;bertalne zenke; bar 200 pm.
Detalj — steroidogene ¢elije u mladom zutom telu; bar 20 pm.

U jajniku kontrolnih Zenki pacova starih 38 dana prisutna su i mlada zuta tela
(Corpus Lutenm). Po jajniku prose¢no ima po 4 mlada Zuta tela, koja nastaju nakon ovulacije
u tekuéem estrusnom ciklusu. Zuto telo obrazuju steroidogene celije poreklom od

granuloza i teka Celija ovuliranog folikula, koje formiraju parenhim Zutog tela. Pored
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parenhima, u mladom zutom telu prisutne su i nesteroidogene celije, koje obrazuju stromu
(Slika 45).

Intrauterino izlaganje deksametazonu uticalo je na promenu histoloske slike jajnika
kod Zenki pacova starih 38 dana u odnosu na kontrolne zivotinje. Veli¢ina jajnika Zenki
pacova intrauterino izlozenih deksametazonu je smanjena, cemu u velikoj meri doprinosi
odsustvo zutih tela. Broj viseslojnih i antralnih folikula je povecan u odnosu na jajnik

kontrolne zivotnje (Slika 37 a1 b).
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4.8. Stereoloske i morfometrijske karakteristike jajnika

4.8.1. Volumen jajnika kontrolnih Zenki pacova od fetalnog do
peripubertalnog perioda Zivota
Sa rastom i razviéem zenki pacova povecava se i volumen jajnika. Rezultati su

prikazani u Tabeli 5 i Grafikonu 5.

Tabela 5. Volumen jajnika kod kontrolnih (K) i Zenki pacova intrauterino izlozenih
deksametazonu (Dx) u fetalnom (19. i 21. dan), neonatalnom (5. dan), infantilnom (16. dan)
1 peripubertalnom (38. dan) periodu zivota.

Volumen 19.dan (f) 21.dan(f) 5.dan 16. dan 38. dan

jajnika

(mm’)

K 0.005 £ 0.0064 0.18£0.03 0.87*£0.07 4.20 £ 0.09
0.0001 0.0004 * * * *

Dx 0.0035 * 0.0045 * 0.09£0.03 0.61£003 3.07£0.28
0.00011 * 0.00035 * * A o A

Rezultati su prikazani kao "X +SD; p<0.05, * izmedu kontrolne i eksperimentalne grupe, *
izmedu kontrolnih grupa, * izmedu eksperimentalnih grupa.

Volumen jajnika =

>k

Sk
0 & -
£19d £21d 5d 16d 38d

Grafikon 5. Volumen jajnika kod kontrolnih (K) i Zenki pacova intrauterino izlozenih
deksametazonu (Dx) u fetalnom (19. i 21. dan), neonatalnom (5. dan), infantilnom (16. dan)

i peripubertalnom (38. dan) periodu Zivota. Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, *
izmedu kontrolnih grupa, * izmedu odgovarajucih eksperimentalnih grupa.

Promene u histoloskoj organizaciji jajnika koje prate rast 1 razvice zenki
podrazumevaju i jasnu odvojenost folikularnog parenhima (fp) od ovarijalne strome (os)

kod infantilnih Zenki, i zutih tela (CL) kod peripubertalnih Zenki. Mereni su volumeni svake

-126 -



od navedenih faza u jajniku pojedinacno, a volumen jajnika izrazen je kao zbir volumena

svake faze prisutne u jajniku zenke odredene Zivotne dobi (Tabela 06).

Tabela 6. Volumeni folikularnog parenhima, ovarijalne strome i zutih tela kod kontrolnih
(K) 1 zenki pacova intrauterino izlozenih deksametazonu (Dx) u infantilnom (16. dan) i
peripubertalnom (38. dan) periodu Zivota.

16. dan 38. dan
mm’ Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
folikularnog ovarijalne zutih tela folikularnog ovarijalne
parenhima strome parenhima strome
K 059 £0.05 | 028%£0.02 | 1.85+0.18 | 1.38 £ 0.17* | 0.97 £ 0.05*
Dx 0.39 £ 0.04* | 0.22 £0.03 / 2.0x0.19¢ | 1.07 £0.11

Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu kontrolnih grupa, * izmedu kontrolne
1 eksperimentalne grupe.
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4.8.2. Volumen jajnika Zenki pacova nakon intrauterinog izlaganja
deksametazonu

Intrauterino izlaganje deksametazonu dovelo je do statisticki znacajnog smanjenja

volumena jajnika kod Zenki pacova od fetalnog (19. dan gestacije) do peripubertalnog (38.

dan) perioda zivota u odnosu na odgovarajuce kontrolne vrednosti (Histogram 15 a-e).

Volumen jajnika Volumen jajnika

mm’ 22% mmm?
-30% *
0.005 I 0.008
0.0045 T 0.007 | l
09941 0.006 s
0.0035
0.003 0.005
0.0025 - 0.004
0-002 7 0.003
0.0015 ]
0.001 - 0.002
0.0005 0.001
0 0
K19 Dx19 K21 Dx21

a) b)

P Volumen jajnika Volumen jajnika
309 *
-50% * mm’ 1 30%
1A
0.25 7
l 0.9
0.8
0.2 1 [
0.7
0.15 1 0.6
0.5 1
0.4
0.1 7
0.3
0.05 1 0.2
0.1
)
0 0
K5 Dx5 K16 Dx16
©) d)
Volumen jajnika
mm’ 27% *
45 7 |
M
41
3.5 1
3
2.5 1
51
1.5 7
14
0.5 1
0
K38 Dx38

e

)

Histogram 15. Volumen jajnika (rnms) kontrolnih (K) i Zenki pacova intrauterino izlozenih
deksametazonu (Dx) u fetalnom (a i b), neonatalnom (c), infantilnom (d) 1 peripubertalnom
periodu Zivota (e). Rezultati su prikazani kao X * SDj; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i
eksperimentalne (Dx) grupe.
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Kod Zenki pacova starih 16 dana koje su intrauterino izlozene deksametazonu
volumen folikularnog parenhima je smanjen za 34% (p<<0.05) u odnosu na kontrole, dok
volumen ovarijalne strome nije statisticki znacajno promenjen (Tabela 6). Udeo ovih faza u
volumenu jajnika zenki iz eksperimentalne grupe nije promenjen u odnosu na kontrolni
jajnik (Histogram 16 a).

Kod Zenki starih 38 dana koje su intrauterino izlozene deksametazonu primeceno je
odsustvo zutih tela, na racun kojih je volumen folikularnog parenhima poveéan za 45%
(p<0.05) u odnosu na kontrolne zenke, a volumen ovarijalne strome nije znacajno

promenjen (Tabela 6, Histogram 16 b).

Procentualni odnos zastupljenosti folikularnog ~ Bos Procentualni odnos zastupljenosti merenih fazau ®os
. .. fainik oOd

% patenhima i ovarijalne strome 26 jajniku
Ofp

120 1 100% 1
1007 80% .

80

60% 7

60
40%

40

20 20%

K16 Dx16 K38 Dx38

a) b)

Histogram 16. Procentualni odnosi zastupljenosti folikularnog parenhima, ovarijalne
strome 1 zutth tela u jajnicima kontrolnih (K) i Zenki pacova intrauterino izlozenih
deksametazonu (Dx) u infantilnom (16. dan) i peripubertalnom (38. dan) periodu Zivota.

Volumen jajnika kod fetusa izlozenih deksametazonu povecao se 1.3 puta (p<0.05)
od 19. do 21. fetalnog dana, kao i kod kontrolnih fetusa. Od 21. fetalnog dana do 5.
neonatalnog dana volumen jajnika kod Zenki iz eksperimentalne grupe povecan je 20 puta
(p<0.05), a kod kontrolnih zenki 28 puta (p<0.05). Volumen jajnika od neonatalnog do
infantilnog perioda zivota (od 5. do 16. dana) povecan je 7 puta (p<<0.05) kod Zenki iz
eksperimentalne grupe, a kod kontrolnih Zenki 5 puta (p<0.05). Od infantilnog do
peripubertalnog perioda Zivota (od 16. do 38. dana) volumen jajnika kod Zenki iz
eksperimentalne grupe povecao se 5 puta (p<0.05), kao i kod kontrolnih zenki. Volumen
jajnika kod Zenki pacova iz eksperimentalne grupe od 19. fetalnog dana do 38. dana zivota

ukupno se povecao 877 puta, dok je kod kontrolnih povecan 840 puta. (Tabela 5).
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4.8.3. Broj germinativnih celija u jajnicima kontrolnih fetusa

U jajnicima kontrolnih fetusa starth 19 i 21 dan uocavamo prisustvo zdravih (Z)
germinativnih Celija, koje su uglavnom u profazi mejoze. U velikom procentu prisutne su i
germinativne Celije koje se nalaze u odredenim fazama degeneracije, tacnije one koje su
»zarobljene” u mitozi (D1) i ostale kod kojith se procesi degeneracije javljaju tek nakon

otpocinjanja mejoze (D2), (Tabela 7).

Tabela 7. Apsolutan broj zdravih i degenerisanih germinativnih celija, kao i njihov
procentualni udeo u jajnicima kontrolnih (K) 1 fetusa izlozenih deksametazonu (Dx) 19. i
21. dana gestacije.

FK 19 fDx 19 FK 21 fDx 21
zdrave GC 22094285 | 1266141+ | 1404E82*% | 764436+
Zambl’e_“[‘;f MIOZL | 954438 | 1193+41% | 143+24* | 263+33*
o1isa0° ostale - D2 0204104 | 1404+123% | 114+32% | 2093+52+
Jege? YD 16831117 | 2597+83* | 257+52% | 556+62*
ukupan broj GC | 38924305 | 38631100 | 16611126 | 1320+76*
% zdravih GC 57% 330+ 850 580/

% degenerisanih
GC
Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu kontrolnih grupa, * izmedu

kontrolne i odgovarajuce eksperimentalne grupe.

43% 67%* 15%0* 429/0*

Kod kontrolnih fetusa starith 21 dan ukupan broj germinativnih celija u jajniku
smanjen je za 57% (p<<0.05), u odnosu na isti stereoloski parametar kod 19 dana starih
kontrolnih fetusa. Broj zdravih germinativnih ¢éelija smanjen je za 36% (p<<0.05), a ukupan
broj degenerisanih za 85% (p<0.05). Udeo zdravih GC u ukupnom broju poveéan je u
jajniku 21 dan starih fetusa, dok je udeo degenerisanih smanjen u odnosu na procente
zabelezene kod kontrolnih fetusa starih 19 dana (Grafikon 6, Histogram 17). Navedeni
rezultati u potpunosti oslikavaju fizioloske promene koje se desavaju u fetalnom jajniku

izmedu 19.1 21. dana.

-130 -



Ukupan broj, broj zdravih i degenerisanih GC u
kontrolnim fetalnim jajnicima Sve GC
No —=—7GC
5000 T DGC
4000 ¢
£L
3000 7
2000 - E\E *
1000 1 \ )
0 T #
f19d K f21d K

Grafikon 6. Ukupan broj, broj zdravih i degenerisanih germinativnih celija u jajnicima

kontrolnih fetusa starih 19 i 21 dan. Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu
fetalnih kontrolnih grupa.

Procentualni udeo zdravih i .

degenerisanih GC az

120% 7
100% -
80% -
60%
40%
20% T

0%

f19dK f21dK

Histogram 17. Procentualni udeo zdravih i degenerisanih germinativnih celija u jajnicima
kontrolnih fetusa starih 19 1 21 dan.

4.8.4. Broj germinativnih cCelija u jajnicima fetusa izloZenih deksametazonu

Intrauterino izlaganje deksametazonu izazvalo je promene u broju ispitivanih
kategorija oocita kod fetusa iz eksperimentalne grupe starih 19 dana u odnosu na
odgovarajuce parametre kod kontrolnih Zivotinja. Ukupan broj oocita nije promenjen u
eksperimentalnoj grupi, medutim broj zdravih oocita je smanjen za 43% (p<0.05), a broj
svih degenerisanih oocita je povecan za 54% (p<0.05), (Histogram 18), tako da je

promenjen i procentualni udeo zdravih i degenerisanih oocita u ukupnom broju oocita u
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jajnicima fetusa iz eksperimentalne grupe u odnosu na vrednosti izmerene kod kontrola

(Tabela 7, Histogram 20 a).

Ukupan broj, broj zdravih i degenerisanih

GC 0O fK19d

O fDx19d

No

4500 T
4000 T
3500 T
3000
2500 T
2000 T *
1500
1000

500 A

ukupan broj Z D

Histogram 18. Ukupan broj oocita i broj zdravih i degenerisanih oocita u jajniku 19 dana
starih kontrolnih (K) i fetusa iz eksperimentalne grupe (Dx). Rezultati su prikazani kao X

* SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) 1 eksperimentalne (Dx) grupe.

Numericka gustina zdravih germinativnih celija (broj zdravih germinativnih celija
po jedinici volumena jajnika) kod fetusa starih 19 dana je znacajno smanjena za 26%
(p<0.05) nakon izlaganja deksametazonu. Numericka gustina degenerisanih germinativnih

¢elija nakon izlaganja deksametazonu znacajno je povecana za 98% (p<0.05, Tabela 8).

Tabela 8. Numericka gustina zdravih i degenerisanih germinativnih Celija po volumenu
jajnika kontrolnih (K) i fetusa iz eksperimentalne grupe (Dx) starith 19. dana.

Nv (mm?) fK19 fDx19
zdrave GC 489198+71176 | 36030619455 *
degenerisane GC 372676+34917 | 738346+20697 *

Rezultati su prikazani kao X + SDj; p<0.05, *izmedu kontrolne i eksperimentalne grupe.

Kod fetusa starih 21 dan intrauterino izlaganje deksametazonu smanjilo je ukupan
broj oocita u jajniku za 21% (p<0.05) u odnosu na kontrolne vrednosti. Broj zdravih oocita
u jajnicima fetusa iz eksperimentalne grupe smanjen je za 46% (p<0.05), a broj svih
degenerisanih oocita povecan je 2 puta u odnosu na kontrolne vrednosti (Histogram 19).
Procentualni udeo zdravih i degenerisanih oocita u ukupnom broju oocita takode je
promenjen u eksperimentalnoj grupi u korist degenerisanih oocita (Tabela 7, Histogram 20

b).
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Histogram 19. Ukupan broj oocita i broj zdravih i degenerisanih oocita u jajniku 21 dan

starih kontrolnih (K) i fetusa iz eksperimentalne grupe (Dx). Rezultati su prikazani kao X
+ SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.

Procentualni udeo zdravih i BED Procentualni udeo zdravih i #D
degenerisanih GC u jajniku 19 dana starih 87 degenerisanih GC u jajniku 21 dan starih uz
fetusa fetusa
120% 120% 7
100% 100%
80% 80%
60% 60%
40% 40% 7
20% 20% 7
0% -1 T 1 0% T 1
f19dK f19dDx 21dK f21dDx
a) b)

Histogram 20. Procentualni udeo zdravih i degenerisanih oocita u jajnicima kontrolnih
(K)1i fetusa iz eksperimentalne grupe (Dx) starih 19 (a) 1 21 (b) dan.

Numericka gustina zdravih germinativnih celija kod fetusa starih 21 dan je znacajno
smanjena za 23% (p<0.05) nakon izlaganja deksametazonu. Numericka gustina
degenerisanih germinativnih celija nakon izlaganja deksametazonu znacajno je povecana 3

puta (p<0.05, Tabela 9).

Tabela 9. Numericka gustina zdravih i degenerisanih germinativnih celija u jajniku
kontrolnih (K) i fetusa iz eksperimentalne grupe (Dx) starth 21 dan.

Nv (mm™) fK21 fDx21
zdrave GC 21969020766 | 16851316377 *
degenerisane GC 4036749253 | 122434%15371%

Rezultati su prikazani kao X + SDj; p<0.05, *izmedu kontrolne i eksperimentalne grupe.
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4.8.5. Broj folikula u jajnicima kontrolnih i Zenki pacova intrauterino

izloZenih deksametazonu u neonatalnom periodu Zivota

U jajniku 5 dana starih kontrolnih Zenki pacova prisutni su zdravi i atreti¢ni

primordijalni, primarni i viSeslojni folikuli (Tabela 10).

Tabela 10. Broj primordijalnih, primarnih i viseslojnih zdravih i atreti¢cnih folikula u

jajnicima kontrolnih (K) i Zenki pacova iz eksperimentalne grupe (Dx) starih 5 dana.

Primordijalni | Primarni | Viseslojni Atreti¢ni Atreticni | Atreticni

folikuli folikuli folikuli primordijalni | primarni | viSeslojni
folikuli folikuli | folikuli

K5 1924 £ 271 | 544169 | 144 £ 38 267 £106 | 36 %26 15+ 7

Dx5 1177+ 161 | 254 £ 68 84 + 14 131 £ 69 147 6%2
* * * * * *

Rezultati su prikazani kao X + SDj p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne
(Dx) grupe.

Kod zenki pacova u neonatalnom periodu (5. dan) koje su intrauterino izlozene
deksametazonu prisutne su iste klase i zdravih i atreticnih folikula kao 1 kod Zenki iz
kontrolne grupe, ali u znacajno manjem broju. Tako je kod zenki iz eksperimentalne grupe
broj primordijalnih folikula smanjen za 39% (p<0.05), broj primarnih folikula za 53%
(p<0.05), a broj viSeslojnih folikula takode se smanjuje za 42% (p<<0.05) u odnosu na
kontrolne vrednosti (Tabela 10, Histogram 21 a). Medu atreti¢nim folikulima zapazeno je
smanjenje u odnosu na kontrolne vrednosti. Broj atreti¢nih primordijalnih folikula smanjen
je za 51% (p<0.05), atreticnih primarnih za 61% (p<0.05), a atreticnih viseslojnih folikula

za 60% (p<<0.05) (Tabela 10, Histogram 21 b).

- 134 -



0OK5
B Dx5

2500 7 800 7

700 1
2000 A

600 7
1500 7
400 7

1000 7 300

200 1
500 7

100 7

Primordijalni folikuli Primarni folikuli Viseslojni folikuli

400 1 707 D K5

350 601 B Dx5

300
50 1

250

200
30
150 *

20 1
100 7

*
50 107 i
0

Atreti¢ni primordijalni folikuli Atreticni primarni folikuli Atreticni viseslojni folikuli

b)

Histogram 21. Broj zdravih (a) 1 atreticnih (b) primordijalnih, primarnih i viSeslojnih
folikula u jajnicima 5 dana starih zenki pacova iz kontrolne (K) i eksperimentalne grupe
(Dx). Rezultati su prikazani kao X * SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i
eksperimentalne (Dx) grupe.

U jajnicima kontrolnih zenki, atreticni primordijalni folikuli ¢ine 12%, a u jajnicima
zenki iz eksperimentalne grupe 10% svih primordijalnih folikula (zdravi + atreti¢ni). U
jajnicima kontrolnih Zenki atreti¢ni primarni i viSeslojni folikuli ¢ine 6%, odnosno 9% svih
primarnih 1 viseslojnih folikula. Slican udeo atreti¢cnih u ukupnom broju ovih klasa folikula

uocen je i kod Zenki iz eksperimentalne grupe (5%, odnosno 6%, Histogram 22).
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Histogram 22. Procenat zdravih i atreticnih primordijalnih, primarnih i viSeslojnih folikula

u jajnicima 5 dana starih zenki iz kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.

Numericka gustina primordijalnih, primarnih i viSeslojnih zdravih i atreti¢nih

folikula u jajnicima Zenki starih 5 dana koje su intrauterino izlozene deksametazonu nije

statisticki znacajno promenjena u odnosu na kontrolne zivotinje (Tabela 11).

Tabela 11. Numericka gustina primordijalnih, primarnih i viSeslojnih zdravih i atreticnih
folikula po volumenu jajnika kontrolnih (K) 1 Zenki pacova iz eksperimentalne grupe (Dx)

starih 5 dana.

primordijalni folikuli 10806£1568 1265613368
primarni folikuli 3061+895 2704£827
viseslojni folikuli 7041224 888+173
atreticni primordijalni folikuli 1458+504 14191901
atreticni primarni folikuli 1271152 67184
atreti¢ni viseslojni folikuli 88147 62127

Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne

(Dx) grupe.
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4.8.6. Broj folikula u jajnicima kontrolnih i Zenki pacova intrauterino

izloZenih deksametazonu u infantilnom periodu Zivota

U jajniku 16 dana starih Zenki pacova prisutni su primordijalni i primarni folikuli,
kao 1 visSeslojni folikuli - klase a (Va; <75 pm), klase b (Vb; 76-150 pm) 1 klase ¢ (V¢; 151-
200 um). Veliki viseslojni ili mali preantralni folikuli (Vd; 200-275 pm) nisu prisutni u

jajnicima infantilnih Zenki ni kontrolne ni eksperimentalne grupe (Tabela 12).

Tabela 12. Broj primordijalnih i primarnih zdravih i atreti¢nih folikula (a) i viseslojnih
zdravih 1 atreti¢nih folikula (b) u jajnicima kontrolnih (K) i Zenki pacova iz eksperimentalne
grupe (Dx) starih 16 dana.

Primordijalni | Primarni | Atreticni Atreti¢ni
folikuli folikuli primordijalni | primarni
folikuli folikuli
K16 3228 £ 145 | 684 = 106 61 =11 20t 4
Dx16 1909 £ 156 | 379 £ 31 43 £ 11 9+ 4
* x x *
a)
Atreticni
Va Vb Ve 2V viseslojni
folikuli
K16 105%6 223 £7 32+ 4 360 £ 7 24+ 3
Dx16 77+ 7* 173 £ 14 * 22k 4% 271 £ 16 * 10£3*

b
R)ezultati su prikazani kao X * SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne
(Dx) grupe.

Kod zZenki pacova starth 16 dana, koje su intrauterino izloZzene deksametazonu
prisutne su iste klase 1 zdravih i atreti¢nih folikula kao i kod Zenki iz kontrolne grupe, ali u
znac¢ajno manjem broju. Tako je kod Zenki iz eksperimentalne grupe broj primordijalnih
folikula smanjen za 41% (p<0.05), a broj primarnih za 45% (p<0.05). Broj viSeslojnih
folikula klase a smanjen je za 27% (p<0.05), klase b za 23% (p<0.05), a klase ¢ za 31%
(p<0.05). Ukupan broj viseslojnih folikula smanjen je za 25% (p<0.05). (Tabela 12 a i b,
Histogram 23 a).

Broj atreticnih folikula, u svim analiziranim klasama takode je smanjen u odnosu na
kontrolne vrednosti. Broj atreticnih primordijalnih folikula smanjen je za 30% (p<0.05), a

atreticnih primarnih za 55% (p<<0.05). Sve klase viseslojnih atreti¢nih folikula su sumirane, i
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kod zenki iz eksperimentalne grupe, njihov broj je smanjen za 60% (p<0.05) u odnosu na
kontrolne vrednosti (Tabela 12 a i b, Histogram 23 b).

U jajnicima i kontrolnih i Zenki iz eksperimentalne grupe, atreticni primordijalni
folikuli ¢ine 2% svih primordijalnih folikula (zdravi + atreti¢ni). U jajnicima kontrolnih
zenki primarni ¢ine 3% svih primarnih folikula (zdravi + atreticni), a viseslojni folikuli ¢ine
7% svih viseslojnih folikula (zdravi + atreticni). Slican udeo atreticnih primarnih 1
vieslojnih folikula u ukupnom broju ovih klasa folikula (zdravi + atreticni) uocen je i kod

zenki iz eksperimentalne grupe (2%, odnosno 4%, Histogram 24).
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Histogram 23. Broj zdravih (a) i atreti¢cnih (b) primordijalnih, primarnih i viSeslojnih
folikula u jajnicima 16 dana starih zenki pacova iz kontrolne (K) i eksperimentalne grupe

(Dx). Rezultati su prikazani kao X * SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i
eksperimentalne (Dx) grupe.
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Histogram 24. Procenat zdravih i atreticnih primordijalnih, primarnih i viSeslojnih folikula
u jajnicima 16 dana starih zenki iz kontrolne (K) 1 eksperimentalne (Dx) grupe.

Numericka gustina primordijalnih folikula u jajnicima 16 dana starih zenki pacova
koje su intrauterino izlozene deksametazonu znacajno je smanjena za 16% (p<0.05), a
primarnih folikula za 27% (p<0.05) u odnosu na kontrole. Numericka gustina atreticnih
primordijalnih folikula u jajnicima zenki iz eksperimentalne grupe znacajno je smanjena za
37% (p<0.05), a atreticnih viseslojnih folikula za 38% (p<0.05) u odnosu na kontrolne
vrednosti (Tabela 13 a).

Tabela 13. Numericka gustina (po volumenu jajnika) primordijalnih, primarnih i viseslojnih
zdravih 1 atreticnih folikula u jajnicima kontrolnih (K) i1 zenki pacova iz eksperimentalne
grupe (Dx) starih 16 dana.

primordijalni folikuli 3714£290 3126£147*
primarni folikuli 789£146 022%+71*
viseslojni folikuli 413%27 444+9
atreticni primordijalni folikuli 55+39 53+39
atreticni primarni folikuli 22+5 14+5%
atreticni viseslojni folikuli 2715 17+5%

Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne
(Dx) grupe.

Kada se broj analiziranih klasa zdravih i atreticnih folikula izrazi po volumenu
folikularnog  parenhima jajnika infantilnih  Zenki pacova intrauterino izlozenih

deksametazonu uocava se da je statisticki znacajno smanjen u odnosu na kontrolne
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vrednosti broj atreticnih primarnih folikula za 33% (p<0.05), i broj atreti¢nih viseslojnih

folikula za 35% (p<0.05, Tabela 14).

Tabela 14. Numericka gustina primordijalnih, primarnih i viseslojnih zdravih i atreticnih
folikula po volumenu folikularnog parenhima u jajnicima kontrolnih (K) i zenki pacova iz
eksperimentalne grupe (Dx) starih 16 dana.

primordijalni folikuli 5478+530 48911438
primarni folikuli 11652230 980+199
viseslojni folikuli 609+47 695£67

atreti¢ni primordijalni folikuli 81+£57 86+£68
atreticni primarni folikuli 34+£8 22E7*
atreticni viSeslojni folikuli 40£7 26E06*

Rezultati su prikazani kao X + SDj p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne
(Dx)grupe.
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4.8.7. Broj folikula u jajnicima kontrolnih i Zenki pacova intrauterino

izloZenih deksametazonu u peripubertalnom periodu Zivota

U kori jajnika kontrolnih Zenki pacova starth 38 dana prisutni su zdravi i atreticni
folikuli u svim fazama folikulogeneze, kao i mlada Zuta tela, koja ukazuju na prve ovulacije i

otpocinjanje puberteta (Tabela 15 a, b, c).

Tabela 15. Broj primordijalnih i primarnih zdravih i atreticnih folikula (a), viseslojnih
zdravih 1 atreti¢nih folikula (b) 1 antralnih zdravih i atreticnih folikula u jajnicima kontrolnih
(K) 1 zenki pacova iz eksperimentalne grupe (Dx) starih 38 dana.

Primordijalni | Primarni Atreti¢ni Atreti¢ni
folikuli folikuli primordijalni | primarni
folikuli folikuli
K38 29261132 745121 6919 20%3.6
Dx38 2161195 * 489438 * 64111 18+4
a)
Atreticni
Va Vb Ve vd 2V viseslojni
folikuli
K38 4+1.8 54+4 28+4 19+5 105+12 44+6
Dx38 1244 * 74+11 * 39+10 * 2947 * 154423 * 4945
b)
Atreti¢ni
Klasa I Klasa IT Klasa II1 Klasa IV Klasa V il
folikuli
K38 8+3 9+3 3+1 +0.9 0.25* 0.5 11+4
Dx38 24 =10 * 1219 4+1.5 8 3% 3+4 28 £ 3%
c)

Rezultati su prikazani kao X = SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx)
grupe.

Kod Zenki pacova starih 38 dana, koje su intrauterino izlozene deksametazonu
prisutne su iste klase 1 zdravih 1 atreticnih folikula kao i kod Zenki iz kontrolne grupe, ali
nisu prisutna zuta tela. Odsustvo zutih tela ukazuje na izostanak ovulacija i odlozeno
nastupanje puberteta u odnosu na kontrolne zenke. Kod zenki iz eksperimentalne grupe
broj primordijalnih folikula smanjen za 26% (p<0.05), a broj primarnih za 34% (p<0.05).
Medutim, broj svih ostalih klasa folikula (viSeslojnih i antralnih) u jajnicima zenki iz

eksperimentalne grupe je poveéan u odnosu na kontrolne vrednosti. Broj viseslojnih
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folikula klase a povecan je 3 puta (p<0.05), klase b za 37% (p<0.05), klase ¢ za 39%
(p<0.05), a klase d za 53% (p<0.05) u odnosu na kontrolne vrednosti. Ukupan broj
vieslojnih folikula povecan je za 47% (p<<0.05). Intrauterino izlaganje deksametazonu
dovelo je do povecanja broja svih klasa antralnih folikula u odnosu na kontrolne vrednosti.
Broj folikula klase I povecan je 3 puta (p<0.05), a klase IV 4 puta (p<0.05). Broj folikula
klase II, III 1 V nije statisticki znacajno povecan u odnosu na kontrolne vrednosti (Tabela
15 a, b1 c, Histogram 24 a1 25 a).

Broj atreticnih primordijalnih, primarnih i viseslojnih folikula nije statisticki
znacajno promenjen u jajnicima zenki iz eksperimentalnih u odnosu na kontrolne vrednosti
(Tabela 15 a i b, Histogram 24 b).

Ukupan broj atreti¢nih folikula svih stadijuma atrezije nakon intrauterinog izlaganja
deksametazonu povecan je 2.5 puta (p<0.05), (Histogram 25 b).

U jajnicima i kontrolnih i Zenki iz eksperimentalne grupe, atreticni primordijalni
folikuli ¢ine 2% svih primordijalnih folikula (zdravi + atreti¢ni). U jajnicima kontrolnih
zenki atreti¢ni primarni folikuli ¢ine 3%, a atreti¢ni viseslojni folikuli 30% svih primarnih i
viseslojni folikula (zdravi + atreti¢ni). Slican udeo atreticnih u ukupnom broju ovih klasa
folikula uocen je i kod zenki iz eksperimentalne grupe (4%, odnosno 24%). Antralni
atreticni folikuli ¢ine 33% svih velikih folikula (zdravi + atreti¢ni) u jajnicima kontrolnih

zenki, a 35% u jajnicima zenki iz eksperimentalne grupe (Histogram 206).
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Histogram 24. Broj zdravih (a) i atreticnih (b) primordijalnih, primarnih i viSeslojnih
folikula u jajnicima 38 dana starih zenki pacova iz kontrolne (K) i eksperimentalne grupe

(Dx). Rezultati su prikazani kao X * SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i
eksperimentalne (Dx) grupe.
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Histogram 25. Broj zdravih (a) 1 atreticnih (b) antralnih folikula u jajnicima 38 dana starih

zenki pacova iz kontrolne (K) i eksperimentalne grupe (Dx). Rezultati su prikazani kao X
+ SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx) grupe.
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Histogram 26. Procenat zdravih 1 atreti¢nih primordijalnih, primarnih, viseslojnih i
antralnih folikula u jajnicima 38 dana starih zenki iz kontrolne (K) i eksperimentalne (Dx)

grupe.

U jajnicima 38 dana starith zenki pacova koje su intrauterino izlozene
deksametazonu znacajno su poveéane numericke gustine zdravih viseslojnih (za 97%,
p<0.05) 1 antralnih folikula (3 puta, p<0.05), u odnosu na kontrolne vrednosti. Numericka
gustina atreticnih viseslojnih folikula u jajnicima zenki iz eksperimentalne grupe znacajno je
povecana za 52% (p<<0.05), a atreticnih antralnih folikula 17 puta (p<<0.05) u odnosu na
kontrolne vrednosti (Tabela 16).

Tabela 16. a) Numericka gustina primordijalnih, primarnih i viseslojnih zdravih i atreticnih
folikula po volumenu jajnika kontrolnih (K) i Zenki pacova iz eksperimentalne grupe (Dx)
starih 38 dana.

Nv po volumenu jajnika (mm™) K38 Dx38
primordijalni folikuli 704133 708166
primarni folikuli 179%5 16122
viseslojni folikuli 25+3 50t4*
antralni folikuli 5+1 16x4*
atreticni primordijalni folikuli 17+2 2113
atreticni primarni folikuli 5+1 612
atreticni viseslojni folikuli 11+2 16x1*
atreti¢ni antralni folikuli 3+1 50%4*

Rezultati su prikazani kao X * SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne
(Dx) grupe.

Kada se broj analiziranih klasa zdravih i atreticnih folikula izrazi po volumenu
folikularnog parenhima jajnika peripubertalnih Zenki intrauterino izlozenih deksametazonu
uocava se da je u odnosu na kontrolne vrednosti statisticki znacajno smanjen broj zdravih

primordijalnih folikula za 49% (p<<0.05) 1 zdravih primarnih folikula za 55% (p<0.05), a
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broj zdravih antralnih folikula je povecan za 58% (p<0.05). Broj atreticnih primordijalnih
folikula znacajno je smanjen za 37% (p<<0.05), atreticnih primarnih za 38% (p<<0.05), a
atreticnih viseslojnih za 24 % (p<0.05), dok je broj atreticnih antralnih folikula znacajno

povecan 9.5 puta (p<<0.05, Tabela 17).

Tabela 17. Numericka gustina primordijalnih, primarnih, viseslojnih i antralnih zdravih i
atreti¢nih folikula po volumenu folikularnog parenhima u jajnicima kontrolnih (K) i Zenki
pacova iz eksperimentalne grupe (Dx) starih 38 dana.

Nv po volumenu folikularnog parenhima
(mm™) K38 Dx38
primordijalni folikuli 21361202 1083+£117*
primarni folikuli 545+68 245+32%

viseslojni folikuli 77£15 76X7

antralni folikuli 16+4 25%6*

atreticni primordijalni folikuli 51£12 32+4 *
atreticni primarni folikuli 1514 913 *

atreticni viseslojni folikuli 32*6 25+ 1*

atreti¢ni antralni folikuli 8+3 76E7*

Rezultati su prikazani kao X + SD; p<0.05, * izmedu kontrolne (K) i eksperimentalne
(Dx) grupe
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5. DISKUSIJA
5.1. Uticaj deksametazona na telesnu masu

Telesna masa je rezultat kompleksnih fizioloskih procesa, koji su odredeni
specificnim interakcijama izmedu nutricijenata, hormona i faktora rasta. Zavrsni period
graviditeta je karakteristican po intenzivnom rastu fetusa, a samim tim i povecanju njegove
telesne mase. Izlaganje sintetickom glukokortikoidu deksametazonu, hormonu koji utice na
gotovo sva tkiva, organe i organske sisteme, u ovom kriticnom periodu razvoja dovelo je
do IUGR, koji se ogleda u drastichom smanjenju telesne mase fetusa. Ovo smanjenje se
odrzava 1 postnatalno, sve do peripubertalnog perioda zivota, odnosno pocetka
reproduktivnog sazrevanja.

Zavrsnu  fazu  gestacije  karakteriSe fiziolosko  povecanje  koncentracije
glukokortikoida majke 1 fetusa, i smanjenje aktivnosti placentalnog enzima 113-HSD2.
Glukokortikoidi stimulisu, u tom periodu veoma intenzivne, morfoloske i funkcionalne
promene u fetalnim tkivima, i aktiviraju mnoge biohemijske procese koji u intrauterinom
zivotu nisu od vitalnog znacaja, ali su esencijalni za postnatalno prezivljavanje (Fowden i
sar., 1998). Nakon izlaganja deksametazonu koncentracija glukokortikoida kojima je izlozen
fetus dodatno se povecava, a samim tim i intenzitet svih onih procesa koje oni regulisu.
Smanjenje telesne mase u takvim okolnostima je odraz katabolickog delovanja ovih steroida
(Seckl, 1997). Inhibitoran uticaj glukokortikoida na replikaciju celija uopste, kao 1
stimulacija procesa programirane Celijske smrti — apoptoze, (Schmidt i sar., 2004) takode se
odrazavaju na smanjenje telesne mase fetusa 24 h pred porodaj. Trodnevni tretman
deksametazonom zapravo je onemogucio brz prirast telesne mase fetusa u zavr$nom
periodu graviditeta koji je karakteristican za normalan razvoj.

Najznacajnija endokrina determinanta fetalnog rasta je IGF sistem (eng. Insulin-like

Growth Factor, Gluckman i Harding, 1997), a njegovo funkcionisanje je u uslovima
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povecane koncentracije glukokortikoida promenjeno (Fowden., 2003). IGF-1 i IGF-2
imaju kljuénu ulogu u regulaciji feto-placentalnog rasta tokom gestacije. Oni ispoljavaju
metabolicke i mitogene efekte, a uticu i na regulaciju procesa diferencijacije u skoro svim
fetalnim tkivima, uklju¢ujuéi i placentu (Jones i Clemmons, 1995). Ekspresija Igf7 i Igf2 gena
desava se u fetalnim tkivima od najranijih faza fetalnog razvoja, pa sve do finalne faze
sazrevanja tkiva i organa neposredno pred rodenje (Fowden i sar., 1998). Oba IGFa su
prisutna u fetalnoj cirkulaciji vtlo rano, ali koncentracija IGF-2 u plazmi je 3-10 puta veca,
nego koncentracija IGF-1 pri kraju gestacije (Daughaday i sar., 1982). Tkivna koncentracija
IGF-2 je mnogo visa u fetalnom nego u neonatalnom 1 adultnom dobu (Gluckman i Butler,
1983). Glavna uloga IGF-2 je u regulaciji placentalnog rasta i funkcije, $to ukazuje na
njegov znacaj u procesu fetalnog rasta. IGF-1 sintetisan u fibroblastima, ili drugim fetalnim
¢elijama mezenhimalnog porekla, iako kod fetusa prisutan u manjoj meri u odnosu na IGF-
2, ispoljava brojne mitogene efekte, koji podrazumevaju stimulaciju éelijskih deoba, rasta i
diferencijacije preko specificnih receptora koji se nalaze na povrsini ciljnih celija (Sara i
Hall, 1990). Deluju¢i anabolicki, povecava iskoris¢avanje glukoze i amino kiselina, a
inhhibira razlaganje proteina Sto ga ¢ini esencijalnim faktorom fetalnog rasta (Turkalj i sar.,
1992). U krvnom serumu i ostalim vancelijskim tecnostima ovi faktori rasta vezani su za
visoko specificne vezujuée proteine (eng. IGF binding proteins- IGFBPs), koji kontrolisu i
reguliSu bioloske funkcije IGF-1 1 IGF-2, a predominantno se sintetiSu u jetri (Straus i sar.,
1991). Kontrola IGF sistema tokom fetalnog perioda nezavisna je od hipofiznog hormona
rasta (eng. Growth Hormone-GH), verovatno zbog nedostatka receptora za GH u vecini
fetalnih tkiva (Fowden i sar., 1998).

Glukokortikoidi uti¢u na ekspresiju oba Igf gena, mada je njthov uticaj i tkivno 1

IGF specifican (Fowden i sar., 1998). Kortizol aplikovan u kasnoj trudnodi, u jetri i

.....
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Igf2 gena u takvim uslovima je uvek smanjena. Kao posladica uocava se smanjenje
koncentracije IGF-1, a sa priblizavanjem termina porodaja smanjenje koncentracije IGF-2
u plazmi (Gluckman i sar., 1983; Fowden i sar., 1996), Sto direktno vodi smanjenom
protoku nutricijenata 1 kiseonika, i redukciji fetalnog rasta (Constancia i sar., 2002).

U uslovima povecanog nivoa glukokortikoida dolazi i do promena u koncentraciji
IGFBPs, koordinatora i regulatora bioloske funkcije faktora rasta. Nakon izlaganja fetusa
deksametazonu, fetalna koncentracija IGFBP-1 se povecava, ¢ime se povecava i njegov
inhibitoran uticaj na parakrino delovanje IGF-1 na placentalni rast i dostupnost
nutricijenata fetusu (Fant 1 sar., 1986), a to vodi ka IUGR (Wang 1 Shard, 1992). Smatra se
da je IGFBP-1 najosetljiviji indikator kvaliteta fetalne ishrane. Hipoinsulinemija koja se
javlja kod smanjenog intrauterinog rasta moze biti odgovorna za povecanje koncentracije
ovog vezujuleg proteina, a ustanovljena je 1 negativha korelacija izmedu fetalne
koncentracije IGFBP-1 i telesne mase na rodenju (Holt, 2002). Smanjena telesna masa na
rodenju povezana je sa smanjenim IGF-1, IGF-2 i IGFBP-3, i povec¢anim nivoima IGFBP-
1 (Boyne 1 sar., 2003).

Odrzavanje smanjene telesne mase 1 u postnatalnom periodu sto, pokazuju nasi
rezultati, moze biti posledica prevremene tranzicije sa IGF-2 na IGF-1 produkciju (Li 1 sar.,
1999), kao i programiranja GH-IGF sistema (Holt i sar., 2002). Neonatalni period Zivota
inace predstavlja tranziciju sa GH nezavisnog fetalnog rasta na GH zavisan rast po rodenju.
Ekspresija Igf2 kod pacova gotovo da potpuno prestaje u skoro svim tkivima, nakon
prestanka dojenja, tako da ga kod adultnih Zivotinja nije moguée detektovati (Singh i sar.,
1991). Medutim, relativno niska koncentracija IGF-1 u fetalnoj plazmi i tkivima naglo se
povecava u neonatalnom periodu, usled GH stimulisane sinteze IGF-1 u jetri (Li i sar.,
1999). IGF-1 ima anabolicke i metabolicke efekte u mnogim celijskim tipovima, delujuéi

preko autokrinih, parakrinih 1 klasicnih endokrinih mehanizama. U cirkulaciji 1 vanéelijskom
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prostoru, IGF-1 je skoro potpuno vezan (>99%) za IGFBPs (Holt, 2002). Preokret u
dominaciji faktora rasta na rodenju doprinosi uspostavljanju novih regulatornih
mehanizama koji omoguéavaju kontrolu procesa rasta u novom zivotnom okruzenju (Allan
1 sar., 2001). Egzogeni kortozol aplikovan u kasnoj trudnoéi moze da inicira prelazak sa
parakrine IGF produkcije iz utero na produkciju endokrinog IGF-1 faktora u jetri, sto je
karakteristicno za postnatalni zivot. Prevremen prelazak sa IGF-2 na IGF-1 produkciju ima
pozitivne efekte na diferencijaciju tkiva, ako se desi prevremeni porodaj. Ali ako ne dode
do prevremenog porodaja, glukokortikoidima indukovan rani prelazak sa fetalnog na
adultni nacin somatotropne regulacije dovodi do neadekvatnih promena u celijskoj
proliferaciji 1 diferencijaciji 7 u#tero sa nepovoljnim posledicama na rast u fetalnom periodu 1
kasnije u zivotu (Fowden, 2003). Smanjena duzina femura i tibije kod infantilnih pacova
koji su prenatalno izlozeni deksametazonu moze biti potvrda navedenoj tezi (Carbone i
sar., 2012).

Izlaganje fetusa povecanoj koncentraciji glukokortikoida moze dovesti do
programiranja GH-IGF sistema kod ljudi. Smanjena telesna masa na rodenju, cesto se
povezuje sa GH 1 IGF-1 rezistencijom u periodu detinjstva, $to rezultira smanjenjem rasta,
ali nema podataka o tome da li ovakve promene ostaju i do adultnog doba (Holt i sar.,
2002).

Leptin se smatra veoma znacajnim hormonskim regulatorom feto-placentalnog
rasta. (Smith 1 Waddell, 2003). Nivo leptina u fetalnoj plazmi raste sa priblizavanjem
porodaja (Kawai i sar., 1997). Fetalni leptin potice iz cirkulacije majke, a transplacenatalni
prolaz ostvaruje se interakcijom leptina sa jednom ili viSe izoformi leptinskog receptora
(Ob-Rs), koji olaksavaju prolaz leptina kroz fizioloske barijere (Kastin i sar., 1999).
Transport leptina od majke ka fetusu povecan je oko 10 puta u poslednjoj treéini gestacije i

pracen je povecanom ekspresijom Ob-Rs proteina u placenti. U ovom periodu leptin ima
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ulogu veoma znacajnog faktora fetalnog rasta, u pozitivnoj je korelaciji sa masom fetusa
(Hassink 1 sar., 1997), a svoje efekte ispoljava nezavisno od IGF sistema (Christou i sar..,
2001). Leptin promovise fetalni rast direktno, preko svojith receptora koji su prisutni u
brojnim fetalnim tkivima (Matsuda 1 sar., 1999), ispoljavajuci i mitogene (Frank i sar., 2000)
1 angiogene efekte (Bouloumie 1 sar., 1998).

Izlaganje deksametazonu u kasnoj gestaciji izaziva smanjen transplacentalni prolaz
leptina od majke ka fetusu (Smith 1 Waddell, 2003), pri ¢emu nivo leptina u cirkulaciji majke
raste, a u fetalnoj opada. Snizavanje nivoa leptina u plazmi fetusa u ovoj fazi gestacije
povezano je sa IUGR (Smith i Waddell, 2002), u prilog ¢emu idu i nasi rezultati.

Telesne mase zenki pacova izlozenih deksametazonu tokom fetalnog razvoja
smanjene su u odnosu na kontrolne zivotinje u svim analiziranim postnatalnim periodima.
Sa procesom rasta, procenat smanjenja telesne mase kod Zenki pacova iz eksperimentalne
grupe u odnosu na kontrolne zenke sve je manji. Veci prirast telesne mase zabelezen je od
neonatalnog do infantilnog i od infantilnog do peripubertalnog perioda, kao i ve¢e ukupno
povecanje telesne mase kod Zenki iz eksperimentalne grupe u odnosu na kontrolne zenke.
Ovakav rezultat moze biti posledica kompenzatornog (eng. catch-up) rasta (Barker, 2012).
Nakon izlaganja fetusa deksametazonu u poslednjoj nedelji gestacije, rodeni su potomci sa
smanjenom telesnom masom, koja je kompenzatornim rastom do adultnog doba,
izjednacena sa telesnim masama kontrolnih Zivotinja (Welberg 1 sar., 2001)

Razvijanje fetusa u nepovoljnim uslovima zivota dovode do IUGR, koji je u
direktnoj vezi sa citavim nizom poremecaja i bolesti koje se ispoljavaju u adulthom dobu
(Barker 1 sar., 1993). Ovakva zapazanja dovela su do definisanja hipoteze o stedljivom
fenotipu (eng. thrifty phenotype) po kojoj se smatra da u odgovoru na neadekvatne uslove
zivotne sredine, fetus razvija dve strategije koje mu omogucavaju prezivljavanje. Prva

podrazumeva favorizovanje rasta odredenih organa, kao $to je recimo mozak, na racun
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drugih, perifernih organa. Druga strategija podrazumeva razvijanje metabolickih adaptacija,
koje obezbeduju bolju iskoriséenost raspolozivih nutritijenata. Ove adaptacije omogucavaju
prezivljavanje fetusa, ali 1 determiniSu kvalitet njegovog buduceg zivota (Hales i Barker,
1992). IUGR je direktna posledica suboptimalnih uslova zivota u intrauterinoj sredini.
Prelazak iz suboptimalnih u optimalne uslove zivota, zahteva i nove adaptacije mladog
organizma, a nosi sa sobom 1 velike rizike. Kod vecine jedinki u takvim uslovima dolazi do
intenzivnog postnatalnog rasta, koji se pozitivnho odrazava na visinu jedinke u adultnom
periodu (Karlberg i sar., 1995) i njeno neurolosko razvijanje (Lundgren i sar., 2001).
Medutim, pored prednosti, kompenzatorni rast se ¢esto dovodi u vezu sa povecanim
rizikom za razvijanje raznih patoloskih stanja kao $to su gojaznost, dijabetes tipa 2 i razna
koronarna oboljenja (Victora i sar., 2001). Cena kompenzatornog rasta moze biti i skracenje

zivotnog veka (Barker, 2011).
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5.2. Uticaj deksametazona na hipofizu

5.2.1. Uticaj deksametazona na razvoj hipofize u fetalnom periodu

Organogeneza hipofize pacova zavrsava se tokom fetalnog perioda. Od formiranja
epitelnog 1 neuralnog primordijuma, koji predstavljaju zacetke buduce adenohipofize i
neurohipofize i njihovog kontakta koji se desava 13. dana fetalnog razvoja pacova, do
zavrsetka razvoja fetusa 1 kocenja koje se odvija 22. dana gestacije, svi tipovi Celija su
diferencirani. Tokom perioda fetalnog razvoja pacova dakle, hipofiza se potpuno formira 1
postaje funkcionalno aktivna. Izlaganje deksametazonu u kritichom periodu razvoja
hipofize izazvalo je promene, koje pokazuju trajan karakter.

U nasem eksperimentu izlaganje fetusa deksametazonu od 16. do 18. dana gestacije
izazvalo je smanjenje volumena hipofize, kao i apsolutnog broja i volumena gonadotropnih
¢elija u fetalnom periodu.

U poslednjoj nedelji gestacije kod pacova, hipofiza, kao i vecina organa i organskih
sistema se intenzivno razvija, raste, a Celijske proliferacije, a potom 1 diferencijacije su na
veoma visokom nivou. Povecanju volumena hipofize u kasnom fetalnom i ranom
neonatalnom periodu doprinose intenzivne proliferacije ve¢ diferenciranih, a mitotski
veoma aktivnih celija koje sintetiSu hormone (Taniguchi i sar., 2001 a, b 1 ¢, 2002). U ovom
periodu intenzivni su i procesi diferencijacije novih hormon produkujuéih celija iz
prekursorskih, ali je njthov udeo u rastu hipofize znatno manji (Taniguchi, 2002). Izlaganje
deksametazonu, koji ima snazno antiproliferativho i apoptotsko delovanje u ovako
osetljivom periodu razvoja neminovno vodi smanjenju broja skoro svih tipova hormon
produkujucih ¢éelija hipofize kao $to su ACTH i TSH (Manojlovi¢ i sar., 2004, 2010) celije, a
nasi rezultati pokazuju i gonadotropnih celija, Sto je u direktnoj vezi sa smanjenjem

volumena cele Zlezde.

-153 -



Smanjenje broja FSH i LH c¢elija u hipofizama fetusa starih 19 i 21 dan, posledica je
supresivnog delovanja deksametazona na mitotsku aktivnost prekursorskih 1 vec
diferenciranih  gonadotropnih ¢elija. U ovako izmenjenim uslovima, i funkcija
gonadotropnih celija je kompromitovana, na sta ukazuje smanjen Celijski volumen 24 h
nakon izlaganja deksametazonu, koji se do 21. fetalnog dana normalizuje. Medutim, s
obzirom da je ukupan broj ¢elija znacajno smanjen, moze se pretpostaviti da je smanjena i

funkcionalna aktivnost cele gonadotropne ¢elijske mreze.

5.2.2. Hipofiza pacova u neonatalnom, infantilnom i peripubertalnom

periodu Zivota, nakon intrauterinog izlaganja deksametazonu

Smanjenje volumena hipofize izazvano izlaganjem deksametazonu tokom fetalnog
razvoja, zadrzava se 1 u postnatalnom zivotu. Od drugog postnatalnog dana pa do adultnog
doba, proliferativni potencijal Celija hipofize postepeno opada, a broj ¢elija koje se dele u
hipofizi je na znatno nizem nivou. Stoga rastu hipofize u vecoj meri doprinosi povecanje
velicine Celija i razvijanja bogate kapilarne mreze (Carbajo-Perez i Watanabe, 1990), nego
povecanje broja celija S obzirom da je intrauterino izlaganje deksametazonu smanjilo
ukupnan celijski potencijal hipofize, a da su ¢elijske deobe u postnatalnom periodu manjeg
intenziteta, smanjenje volumena hipofize u fetalnom, zadrzava se do peripubertalnog
perioda tako da ga mozemo smatrati trajnom posledicom.

Analiziranjem rezultata, u svim prac¢enim uzrasnim dobima uocili smo smanjenje
apsolutnog broja gonadotropnih celija nakon izlaganja deksametazonu. Ovakav rezultat
podrazumeva smanjen odgovor gonadotropne celijske populacije na stimulaciju sinteze i
sekrecije gonadotropnih hormona, tako da su njthove koncentracije snizene u svim

analiziranim postnatalnim periodima zivota.
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Delujuéi direktno, preko glukokortikoidnog receptora koji je u fetalnoj hipofizi
prisutan od 13. fetalnog dana (Kitraki i sar., 1997) deksametazon je izazvao smanjenje broja
gonadotropnih celija u fetalnom dobu. Takav rezultat dobijen i u svim analiziranim
postnatalnim periodima, ukazuje da nije i nece doéi do oporavka, s obzirom na to da je
proliferativni potencijal gonadotropnih éelija u postnatalnom zivotu nizak. Deksametazon
je programirao razvoj 1 funkciju gonadotropnih éelija i hipofize. Iako je procentualno
povecanje merenih stereoloskih parametara gonadotropnih éelija kod Zenki pacova
intrauterino izlozenih deksametazonu vece nego kod kontrola, kontrolne vrednosti nisu
dostignute. Tako da u infantilnom periodu zivota, kada su gonadotropne celije najaktivnije,
s obzirom da se u tom periodu sintetiSe i u plazmi je prisutna najveca kolicina
gonadotropnih hormona u celom zivotnom ciklusu (Ojeda i Ramirez, 1972; Wilson i
Handa, 1997), kod Zenki izloZzenih deksametazonu, broj celija je manji, a koncentracija
gonadotropnih hormona niza u odnosu na kontrolne vrednosti. To nam govori da i u
uslovima kada postoje posebni zahtevi 1 kada se sva energija koristi za njihovo dostizanje,
gonadotropne celije i hipofiza nemaju potencijal da adekvatno odgovore.

Smanjen volumen hipofize, kao i broj gonadotropnih celija, od fetalnog do
peripubertalnog perioda Zivota, nam pokazuju da je funkcija hipofize, odnosno
gonadotropnih celija umanjena, kao posledica delovanja deksametazona u krtitichom
periodu njenog razvoja. Promene u strukturi i funkciji hipofize imaju trajan karakter i u

velikoj meri mogu da odrede funkcionisanje ¢itavog organizma.

- 155 -



5.3. Uticaj deksametazona na jajnik

5.3.1. Uticaj deksametazona na razvoj jajnika u fetalnom periodu

Poslednja nedelja gestacije smatra se kriticnom 1 kada je u pitanju razvoj jajnika. U
to vreme proliferacije germinativnih Celija su intenzivne, a od 19. fetalnog dana veéina
germinativnih éelija ulazi u mejozu. Paralelno sa procesom celijske proliferacije desava se i
propadanje, odnosno degeneracija germinativnih celija (Beaumont i Mandl, 1961).
Ravnoteza izmedu prezivljavanja 1 smrti germinativnih celija u fetalnom jajniku je kriticna
tacka koja odreduje pravilnu oogenezu, razvoj jajnika i obezbeduje reproduktivni uspeh.
Delovanje deksametazona u tom periodu remeti pomenutu ravnotezu u korist celijskog
propadanja, smanjujuéi ukupan broj germinativnih celija, odnosno folikula, §to vodi
smanjenju reproduktivnog potencijala zenke. I na nivou jajnika, mozemo govoriti o trajnim
promenama, koje uti¢u na kvalitet reproduktivnog Zivota.

Izlaganje fetusa deksametazonu od 16. do 18. fetalnog dana, u periodu kada su
mitotske deobe oogonija najintenzivnije (Edson i sar., 2009) vodi smanjenju volumena
jajnika, kao 1 smanjenju broja zdravih, a povecanju broja degenerisanih germinativnih celija
119.121. fetalnog dana.

Glukokortikoidni receptor je prisutan u gonadama pacova jos od 15. fetalnog dana
(Kitraki 1 sar., 1997), tako da deksametazon moze direktno da deluje na germinativne i
somatske celije fetalnog jajnika. U humanom fetalnom jajniku, deksametazon nije uticao na
procese proliferacije oogonija, ali je poremetio fizioloski tok oogeneze izazivajuci
apoptotozu u germinativnim celijama (Poulain 1 sar., 2012). U nasim eksperimentalnim
uslovima apoptotsko delovanje deksametazon pojacalo je veé postojece fiziolosko
propadanje germinativnih celija i doprineo povecanju ukupnog broja degenerisanih, na
racun broja zdravih germinativnih celija 1 19. 1 21. fetalnog dana. Ukupan broj

germinativnih celija u fetalnom jajniku 19. dana nije promenjen, ali je ve¢ 21. dana znacajno
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smanjen. Imaju¢i u vidu centralnu dogmu reproduktivne biologije, po kojoj je broj
germinativnih Celija na rodenju konacan i predstavlja kompletan reproduktivni potencijal
jedinke, smanjenje broja germinativnih celija dobijeno u nasim eksperimentalnim uslovima
neminovno utic¢e na fertilitet Zenki koje su intrauterino izlozene deksametazonu (Poulain 1

sar., 2012).

5.3.2. Jajnik Zenki pacova u neonatalnom, infantilnom i peripubertalnom

periodu Zivota nakon intrauterinog izlaganja deksametazonu

Smanjenje broja germinativnih ¢elija koje je u fetalnom jajniku izazvao
deksametazon, vodi smanjenju broja folikula u jajnicima Zenki u postnatalnom periodu
zivota.

U jajniku Zenki starih 5 dana od prvobitnih germinativnih cisti formiraju se
primordijalni folikuli. Kroz proces folikulogeneze oni dalje rastu do stupnja primarnih,
odnosno viseslojnih folikula. Ova faza u folikulogenezi je nezavisna od uticaja
gonadotropnih hormona.

Volumen jajnika neonatalnih Zenki, intrauterino izlozenih deksametazonu je
smanjen. Proces folikulogeneze je stigao do iste faze kao i kod kontrolnih Zivotinja, ali je
broj folikula svih klasa i zdravih i atreti¢cnih smanjen. Numericke gustine svih klasa folikula
nisu promenjene, $to ukazuje da je smanjenje volumena jajnika direktna posledica
smanjenja broja folikula. Procenat smanjenja broja u svakoj ispitivanoj klasi folikula nije
promenjen, dakle tok folikulogeneze 1 atrezije u neonatalnom jajniku je ostao isti nakon
intrauterinog izlaganja deksametazonu. Dakle, smanjenje broja germinativnih celija, u
fetalnim jajnicima, kao posledica izlaganja deksametazonu u najkriti¢nijem periodu razvoja,

vodi smanjenom broja folikula, a samim tim i volumena jajnika u neonatalnom periodu
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zivota, ukazujuc¢i na potencijalno trajne posledice prenatalnog izlaganja deksametazonu na
reproduktivnu funkciju Zenki.

Intrauterino izlaganje deksametazonu izazvalo je smanjenje volumena jajnika, kod
zenki pacova starth 16 dana, usled smanjenog volumena folikularnog parenhima. Volumen
ovarijalne strome nije promenjen, $to znaci da je deksametazon u fetalnom periodu u vecéoj
meri uticao na germinativne Celije, nego na prekursore stromalnih 1 vaskularnih elemenata
jajnika. Broj svih analiziranih klasa folikula izrazen po jedinici volumena jajnika je smanjen,
a izrazen po volumenu folikularnog parenhima nije promenjen. Smanjenje volumena jajnika
kod infantilnih Zenki pacova nakon intrauterinog izlaganja deksametazonu direktna je
posledica smanjenja volumena folikularnog parenhima, odnosno broja folikula u jajniku,
dok tok folikulogeneze i atrezije nije promenjen. Dakle, posledice intrauterinog izlaganja
deksametazonu traju i do infantilnog perioda.

U fetalnom, neonatalnom i infantilnom periodu zivota, govorimo o kvantitativhim
promenama na nivou jajnika koje su posledica intrauterinog izlaganja deksametazonu.
Medutim, u peripubertalnom periodu zivota detektovane kvantitativhe promene prerastaju
u funkcionalna odstupanja u odnosu na kontrole.

Intrauterino izlaganje deksametazonu promenilo je histolosku sliku jajnika Zenki
pacova starih 38 dana. Uocavamo folikule u svim fazama folikulogeneze kao i u jajnicima
kontrolnih Zenki, medutim Zuta tela nisu prisutna. Odsustvo Zzutih tela, kao i ¢injenica da
nije doslo do vaginalnog otvaranja kod peripubertalnih zenki pacova intrauterino izlozenih
deksametazonu ukazuje na odlozene ovulacije 1 odloZzen pocetak puberteta u odnosu na
kontrolne zivotinje. Volumen jajnika je smanjen zbog odsustva zutih tela, iako je volumen
folikularnog parenhima veéi u odnosu na kontrole. Ovakav rezultat je direktna posledica
odsustva ovulacija, tako da se broj zdravih 1 atreticnih viSeslojnih i antralnih folikula nije

menjao. Broj zdravih i atreticnih primordijalnih 1 primarnih folikula je smanjen, sto je i dalje
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posledica smanjenog broja germinativnih celija u fetalnom jajniku izazvana delovanjem
deksametazona.

Odlaganje puberteta je posledica direktnog delovanja deksametazona na
hipotalamo-hipofizno-ovarijalni sistem u fetalnom periodu (Smith 1 Waddell, 2000). GnRH
neuroni hipotalamusa se razvijaju i migriraju u periodu fetalnog razvoja (Daikoku i Koide,
1998), a kako deksametazon indukuje neuronalnu apoptozu uticao je na smanjenje
njthovog broja, $to se zadrzava do adultnog doba (Reagan i McEwen, 1997). Nasi rezultati
nedvosmisleno pokazuju da je nakon intrauterinog izlaganja deksametazonu broj
gonadotropnih éelija u hipofizi, kao i broj germinativnih ¢elija, odnosno folikula u jajniku
znacajno smanjen od fetalnog do peripubertalnog perioda zivota. Smith i Waddell (2000)
ukazuju na smanjenu osetljivot jajnika na LH u peripubertalnom periodu kao posledicu
izlaganja fetusa povecanim koncentracijama glukokortikoida. Dakle, delujuc¢i na sva tri
nivoa deksametazon je uticao na programiranje razvoja i funkcije hipotalamo-hipofizno-
ovarijalnog sistema, §to je u peripubertalnom periodu rezultiralo odlaganjem vaginalnog
otvaranja 1 prvih ovulacija.

Rezultati savremenih istrazivanja dovode u vezu smanjenu telesnu tezinu na
rodenju sa odlozenim pocetkom puberteta (Iwasa 1 sar., 2010, 2011). U slucaju kada je
smanjena telesna tezina na rodenju posledica pothranjenosti majke, do odlozenog pocetka
puberteta dolazi zbog izmenjenog razvoja i funkcije hipotalamusnog kisspeptin sistema.
Kisspeptin je produkt Kiss 7 gena (Kotani i sar., 2001) i stimuliSe oslobadanje GnRH
(Irwing 1 sar., 2004), tako da je kljucni regulator pocetka puberteta (Funes i sar., 2003).
Leptin se smatra pozitivnim regulatorom hipotalamusnog kisspeptin sistema i u njegovom
odsustvu kod leptin deficijentnih miseva, smanjen je i nivo Kiss7 iRNK (Smith i sar., 2000).
Kod potomaka pothranjenih majki koji na rodenju imaju smanjenu telesnu tezinu, pocetak

puberteta je odlozen. Kiss7 iRNK nivo u peripubertalnom periodu je smanjen, uprkos
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poviSenom nivou leptina (Iwasa, 2010). Ovakva zapazanja su posledica leptinske
rezistencije hipotalamusnog &isspeptin sistema, koja se razvija kao posledica intenzivnog
“catch up” rasta, koji se kod potomaka pothranjenih majki desava u neonatalnom periodu
(Desai 1 sar., 2005).

Medutim, kod potomaka cija je smanjenja telesna tezina na rodenju posledica
intrauterinog izlaganja deksametazonu, odlozen pocetak puberteta javlja se nezavisno od
hipotalamusnog sistema (Iwasa i sar., 2011).

Telesna masa, se takode dovodi u vezu sa pocetkom puberteta. Povecana telesna
masa 1 veci sadrzaj masnog tkiva u telu su znacajniji u odredivanju pocetka puberteta, nego
starost jedinke. Leptin je faktor koji povezuje telesnu masu i polno sazrevanje (Ahima i sar.,
1997). Smanjena telesna masa peripubertalnih zenki intrauterino izlozenih deksametazonu
moze biti prac¢ena snizenim nivoima cirkuliSuéeg leptina, sto doprinosi kasnjenju puberteta.

Pubertet je kompleksan fizioloski proces, regulisan integracijom vise endokrinih
sistema, kao $to su gonadalni, adrenokortikotropni i somatotropni sistem i razli¢itih
mehanizama. Odlaganje njegovog pocetka, moze biti posledica promena na nivou bilo kog
regulatornog mehanizma, a cesto je praceno 1 ubrzanim reproduktivnim starenjem
(Guzman 1 sar., 2000). Izlaganje vecim koncentracijama glukokortikoida od fizioloskih
tokom fetalnog razvoja, dovodi se u vezu sa ¢itavim nizom poremecaja u funkcionisanju
jednog organizma, koji postaju ocigledni tek u adultnom dobu. Nasi rezultati ukazuju na
kvantitativne i funkcionalne promene hipofizno-ovarijalnog sistema pacova, pracene
smanjenim reproduktivnim potencijalom, §to je samo jedan od aspekata koji se moze

odraziti na kvalitet zivota.
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6. ZAKLJUCCI

Rezultati naseg istrazivanja pokazali su:

1) da su volumen hipofize i broj gonadotropnih ¢elija hipofize smanjeni u fetalnom periodu
neposredno nakon izlaganja deksametazonu. Ovo smanjenje se odrzalo do peripubertalnog
perioda zivota. Koncentracije gonadotropnih hormona u postnatalnim periodima Zivota
kod zenki pacova intrauterino izlozenih deksametazonu su smanjene.

2) da su volumen jajnika i broj germinativnih éelija smanjeni u fetalnom periodu zivota, $to
je rezultiralo smanjenjem broja folikula u postnatalnom jajniku. Kod Zenki pacova
intrauterino izlozenih deksametazonu uocen je odlozen pocetak puberteta u odnosu na

kontrolne zenke.

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti da je izlaganje deksametazonu
tokom fetalnog perioda, kriticnog perioda razvoja jednog organizma, uticalo na
programiranje razvoja i funkcije hipofizno-ovarijalnog sistema zenki pacova. Funkcionalni
potencijal hipofizno-ovarijalnog sistema je smanjen, a sami tim i reproduktivna sposobnost
jedinki. Promene su trajne i u velikoj meri mogu kompromitovati fertilitet zenki i odraziti
se na kvalitet njenog zivota. Ovakav rezultat ima veliki znacaj 1 primenu s obzirom da su
uslovi koji do njega mogu dovesti deo svakodnevnog zivota savremene zene i buduce

majke.
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopCcTBY

MoTtnucann-a Hatawa PucTtuh

©poj ynuca

UsjaBrbyjem
[la je AoKTOpCKa AucepTauuja noj Hacnosom

XunodunaHo-oBapujantu cucTemM nawosa o deTanHor Ao nepunybepTanHor nepuoga
XUBOTA HAKOH MHTPAYTEPUHOT U3naraka gekcaMmeTasoHy

e pesynTaT COMCTBEHOr NCTPaXMBaYKor paja,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y UeNuHW HY y AenoBuMma Huje buna npeanoxexa
3a fgobujare OWMNO koje AMNIOME npema CTYAWCKUM nporpamuma apyrux
BMCOKOLLIKONCKMX YCTaHOBA,

e A Cy pe3yntaTtu KOPEKTHO HaBeAeHU U

e [la HUCAM KpLUMO/Na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

Y beorpaay, 02.10.2012.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 ucToBeTHOCTU WITaMMNaHe U eNEeKTPOHCKe
Bep3uvje OOKTOpCKOr paaa

Mme u npesnme aytopa _HaTtawa Puctuh

bpoj ynuca

Cryaunjcku nporpam

Hacnos papa XUnNognsHo-oBapujanHn cucteM nauosa _oa  deTanHor Ao
nepunybepTanHor nepnoaa MBOTa HAKOH UHTPaYTEPUHOT U3Narama AeKCaMeTa3oHy

MenTop ap BecHa Koko, ap Bepuua. Munoluesuh

MNoTnucanu Hatawa Puctunh

U3jaBrbyjem Ada je wramnaHa Bep3uja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHa €MeKTPOHCKO]
BEP3UjU Kojy cam npefao/ma  3a  objaBrbuBame  Ha noptany AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteta y Beorpany.

HossorbaBam fa ce objaBe MOjM NUYHM Mojaun Be3aHu 3a nobunjawbe akagemckor
3Bakba [OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 Npe3ume, rofuHa n MecTo pofersa n aaTym
onbpaHe pajaa.

OBM nuuHM nogaum Mmory ce o6jaBuTu Ha MpexHWM cTpaHuuama aurntanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHCKkoM KaTarnory 1y nybnukaumjama YHuBepauteTa y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa
Y Beorpagy, 02.10.2012.
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Mpunor 3.

U3jaBa o kopuwheky

Oenawhyjem YHuBep3auTeTcky oubnuoteky ,CseTtosap MapkoBuh ga y AdurutanHu
penosuTopujym YHuepauteta y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTauujy noa
HacnoBOM:

XunounsHo-oBapujanHu cuctemM nawuosa of detanHor Ao nepunybepranHor nepuoaa
XKMBOTA HAKOH UHTPAYTEPUHOI n3naraka AekcamMmeTa3oHy

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[ucepTauujy ca cBMM Npuno3vma npeaao/na cam y enekTpoHCKOM dhopmaTy norogHoM
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy AOKTOPCKYy AucepTauujy noxpakweHy y AurutanHu penosvtopujym YHuBep3uTeTa
y beorpany mory Aa Kopucte CBUW Koju NowwTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeqHuLe (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4yuo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjanHo
@yTopCTBo — HekoMepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLUjanHo — AeNUTU NoA UCTUM yCIoBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpPCTBO — AEnUTW NoA4 UCTUM yCNoBMMa

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jeflHy oA LUeCT MOHyReHUX NnuueHuu, kpaTtak onuc
nuueHumn aar je Ha nonehuHn nucTa).

MoTnuc pokTopaHaa

Y beorpagy, 02.10.2012.

Mwa ﬂfaﬂéd'




1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe YMHOXaBare, OUCTPMOYUM)y W jaBHO caomniluTaBawe
aena, n npepage, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HaduH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
UnNn gasaoua nuueHue, Yak n 'y komepuumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja o CBUX
nuueHum.

2. AyTopCcTBO — HEekoMepumjanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, ANCTPUBYLNjy 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOSfbaBa KoMepuwujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [do3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
onctpmbyumjy 1M jaBHO caonwtaBakwe fena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBara Wnu
ynoTpebe gena y cBOM [Jeny, ako ce HaBede MMe ayTtopa Ha HauvH ogpeheH o
CTpaHe aytopa vnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOSfbaBa KomepuwujarnHy
ynoTpeby Aena. Y ogHoOCy Ha CcBe ocTarne nuvueHue, OBOM JMLEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehu o6um npaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuujanHo — AEenuTU Mog UcTuM ycrioBuma. [dosBorbaBate
yMHOXaBahe, AUCTPMOYLIMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce Hasefe
MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of CTpaHe ayTopa WM OaBaoua NULEHLE U ako ce
npepaga AUCTpuUOyvMpa MoA WCTOM WM CRUYHOM JNuvueHuoM. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepape. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUbYLMjy 1 jaBHO
caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBarwa Unn ynotpebe gena y cBom geny,
aKo ce HaBe[e MMe ayTopa Ha HayuH oapeheH of cTpaHe ayTopa wunu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua 403BOrbaBa komepuujandy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - QOenuTM Mo WCTUM ycrnoBuMma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBakbe,
AMCTpubyLMjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, U npepaje, ako ce HaBede UMe aytopa Ha
HauuMH opapeheH o cTpaHe ayTopa WNM gaBaoula fuvUEHUe M ako ce npepaga
aucTpubympa nog WCTOM MNM cnvyHOM nuvueHuom. OBa nuueHua [O03BorbaBa
komepuujanHy ynotpeGy Adena u npepaga. CrnvuyHa je codTBEpCKUMM nuueHuama,
OOHOCHO N1LEHLIamMa OTBOPEHOT KoAa.
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