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UTICAJ EKSPERIMENTALNOG AUTOIMUNSKOG ENCEFALOMIJELITISA NA 
HIPOTALAMO-HIPOFIZNO-GONADNU OSU KOD DARK AGOUTI PACOVA OBA POLA 

 

SAŽETAK 

Multipla skleroza (MS) je hronič na inflamatorna bolest čentralnog nervnog sistema koja se 
prevashodno javlja tokom reproduktivnog perioda, č es č e kod z ena. Buduč i da MS moz e remetiti 
reproduktivni kapačitet, čilj ove disertačije je bio ispitivanje promena duz  hipotalamo-hipofizno-
gonadne ose u modelu bolesti, eksperimentalnom autoimunskom enčefalomijelitisu (EAE), na 
Dark Agouti pačovima oba pola. 

Monofazni EAE izazvan imunizačijom kod z enki se razvija ranije, a kod muz jaka pokazuje več u 
maksimalnu tez inu. Smanjenje končentračije luteinizirajuč eg hormona (LH) u serumu, kod pačova 
oba pola, u skladu je sa polno-spečifič nim promenama ekspresije Gnrh1 i Kiss1 u hipotalamusu. 
Kod pačova oba pola, tokom EAE-a, poveč ava se ekspresija markera inflamačije u hipotalamusu. 
Tokom EAE-a se uoč avaju polne razlike u promenama ekspresije gena spečifič nih za gonadotrope. 
Kapačitet za sekrečiju LH potpuno je oč uvan kod z enki, a delimič no kod muz jaka na vrhunču EAE-
a. Smanjenje končentračije testosterona u serumu muz jaka prati smanjenje ekspresije 
komponenata steroidogene mas inerije testisa, ali njihov steroidogeni kapačitet ostaje oč uvan na 
vrhunču EAE-a. Porast končentračije progesterona u serumu muz jaka ne potič e iz testisa več  iz 
nadbubrega. Kod z enki, zastoj u estrusnom čiklusu, produz eno odrz avanje z utih tela i poveč ana 
končentračija progesterona u serumu i ovarijumima tokom EAE-a ukazuju na stanje slič no 
pseudotrudnoč i. Smanjenje ekspresije CYP17A1 na vrhunču EAE-a u skladu je sa smanjenjem 
končentračije testosterona i estradiola u ovarijumu, iako je končentračija estradiola u serumu 
nepromenjena. 

Rezultati ove disertačije pokazuju da tokom akutnog EAE-a, kod pačova oba pola, dolazi do 
privremenog zastoja u reproduktivnom kapačitetu koji je zasnovan na polno-spečifič nim 
mehanizmima. 
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THE EFFECTS OF EXPERIMENTAL AUTOIMMUNE ENCEPHALOMYELITIS ON THE 
HYPOTHALAMIC-PITUITARY-GONADAL AXIS IN DARK AGOUTI RATS OF BOTH SEXES 

 

ABSTRACT 

Multiple sčlerosis (MS) is a čhronič inflammatory disease of the čentral nervous system mostly 
oččuring during the reprodučtive period, more frequently in women. Given that MS čan affečt 
reprodučtive čapačity, the aim of this disseration was to investigate the čhanges along the 
hypothalamič-pituitary-gonadal axis in a disease model, experimental autoimmune 
enčephalomyelitis (EAE), in Dark Agouti rats of both sexes. 

Immunization-indučed monophasič EAE oččurs earlier in females, but presents a higher maximal 
severity in males. The dečrease in luteinizing hormone (LH) serum levels, observed in both sexes, 
is čorrelated with sex-spečifič čhanges in Gnrh1 and Kiss1 expression in the hypothalamus. In rats 
of both sexes, hypothalamič expression of inflammation markers is elevated during EAE. During 
EAE, sex-spečifič shanges of gonadotrope-čharačteristič genes are observed. The čapačity of LH 
sečretion is čompletely preserved in females, while partially preserved in males. The dečline in 
serum testosterone levels in males reflečts a dečrease of steroidogenič mačhinery čomponents in 
testes, but the testičular steroidogenič čapačity is preserved at the peak of EAE. The inčrease in 
serum progesterone čončentration in males stems from the adrenal glands, and not the testes. In 
females, the estrous čyčle arrest , prolonged maintenanče of the čorpora lutea, and elevated serum 
and ovarian progesterone levels indičate a pseudopregnančy-like state during EAE. The CYP17A1 
downregulation at the peak of EAE is in line with dečreased levels of testosterone and estradiol in 
ovaries, in spite of unčhanged serum estradiol levels. 

The results of this dissertation demonstrate a temporary arrest in reprodučtive čapačity during 
ačute EAE in rats of both sexes, arising from sex-spečifič mečhanisms. 
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Skraćenice 

 

17β-HSD – 17β-hidroksisteroid-dehidrogenaza  

3β-HSD – 3β-hidroksisteroid-dehidrogenaza/Δ5-4-izomeraza 

5αR – 5α-reduktaza 

AC – adenilat-čiklaza 

APĆ – antigen prezentujuč e č elije 

APS – amonijim-persulfat 

AR – androgenski rečeptor 

Arc – luč no jedro (lat. nucleus arcuatus) 

AVPV – anteroventralno periventrikularno jedro 

BA – buserelin ačetat 

BCA – bičinhoninska kiselina (engl. bicinchonic acid) 

BSA – albumin iz seruma goveč eta (engl. bovine serum albumin) 

CaMKII – kalčijum-kalmodulin-zavisna kinaza (engl. Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II) 

cAMP – čiklič ni adenozin monofosfat 

CCL2 – hemokin CC ligand 2 (engl. chemokine (C-C motif) ligand 2) 

cDNK – komplementarna dezoksiribonukleinska kiselina 

CFA – kompletan Frojndov adjuvans (engl. complete Freund’s adjuvant) 

CNS – čentralni nervni sistem 

CRE – elementi koji su efektori čAMP-a (engl. cAMP-responsive element) 

CYP11A1 – čitohrom P450-oksidaza (engl. cytochrome P450) familija 11, podfamilija A, polipeptid 
1  

CYP17A1 - steroid 17-α hidroksilaza/17,20 liaza 

CYP19A1 – aromataza  

DA – Dark Aguti 

DAB – 3, 3´- diaminobenzidin-tetrahlorid 

DEPC – dietilpirokarbonat (engl. diethylpirocarbonate) 

DHT - dihidrotestosteron 

DMEM – Dulbekov modifikovani Iglov medijum (engl. Dulbecco’s modified Eagle medium)  

DNK – dezoksiribonukleinska kiselina 

EAE – eksperimentalni autoimunski enčefalomijelitis 

EDTA – etilen diamin-tetrasirč etna kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid) 

EGTA – etilen glikol-tetrasirč etna kiselina (engl. ethyleneglycoltetraacetic acid) 



 

 

ELISA – enzimski imunotest (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) 

EM – sredis nje uzvis enje (lat. eminentia mediana) 

ERK – kinaze regulisane vanč elijskim signalima (engl. extracellular signal-regulated kinases) 

FSH – folikulostimulis uč i hormon 

FSHR – rečeptor za FSH (engl. follicle-stimulating hormone receptor) 

GAPDH - gličeraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza (engl. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 

GFAP – glijski fibrilarni kiseli protein (engl. glial fibrilary acidic protein) 

GnRH – gonadotropin-oslobađajuč i hormon (engl. gonadotropin-releasing hormone) 

GnRHR – rečeptor za GnRH (engl. gonadotropin-releasing hormone receptor) 

GPR54 – rečeptor za kispeptin (engl. G-protein coupled receptor 54) 

hCG – humani horionski gonadotropin (engl. human chorionic gonadotropin) 

HPA osa - hipotalamo-hipofizno-adrenalna osa (engl. hypothalamic-pituitary-adrenal) 

HPG osa – hipotalamo-hipofizno-gonadna osa (engl. hypothalamic-pituitary-gonadal) 

HRP – peroksidaza rena (engl. horseradish peroxidase) 

IL-12 – interleukin 12 

IL-1β – interleukin 1 beta 

IL-23 – interleukin 23 

IL-4 – interleukin 4 

IL-6 – interleukin 6 

INSL3 – faktor slič an insulinu 3 (engl. insulin-like factor 3) 

iRNK  - informačiona  ribonukleinska kiselina 

JNK –kinaze N-terminalnog domena proteina č-Jun (engl. c-Jun N-terminal kinases) 

KM – kič mena moz dina 

KMB – krvno-moz dana barijera 

KNDy - kispeptin-neurokinin B-dinorfin (engl. kisspeptin-neurokinin B-dynorphin)  

Kp10 – kispeptin-10 

KTB – krvno-testisna barijera 

LĆ – Lajdigove č elije 

LH – luteinizirajuč i hormon 

LHR – rečeptor za LH (engl. luteinizing hormone receptor) 

LPS – lipopolisaharid 

MHC – glavni kompleks tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex) 

MS – multipla skleroza 

OD – optič ka gustina (engl. optical density) 



 

 

OVLT – vaskularizovani organ zavrs ne ploč e (lat. organum vasculosum laminae terminalis) 

PBS – fiziolos ki rastvor sa fosfatnim puferom (engl. phosphate buffered saline) 

PFA – paraformaldehid 

PKA – protein-kinaza A 

PKC – protein-kinaza C 

PPMS – primarno-progresivna multipla skleroza 

PVDF – poliviniliden-fluorid 

qPCR – lanč ana reakčija polimeraze u realnom vremenu (engl. real-time quantitative polymerase 
chain reaction) 

RNK – ribonukleinska kiselina 

RP3V – rostralna preoptič ka oblast oko treč e moz dane komore (engl. rostral preoptic area of the 
3rd ventricle) 

rPOA – rostralna preoptič ka oblast (engl. rostral preoptic area) 

RRMS – relapsno-remitentna multipla skleroza 

SDS – natrijum-dodečil-sulfat (engl. sodium dodecyl sulphate) 

SDS-PAGE – natrijum-dodečil-sulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (engl. sodium dodecyl 
sulphate polyacrilamide gel electrophoresis) 

SEM -  standardna gres ka (engl. standard error of mean) 

SPMS – sekundarno-progresivna multipla skleroza 

SR-B1  - rečeptor za lipidne kapi visoke gustine (engl. scavenger receptor class B type 1) 

StAR – steroidni akutni regulatorni protein 

TEMED – tetrametiletilendiamin  

Th – pomoč nič ki T limfočit (engl. T helper cell) 

TNF – faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor) 

upH2O – ultrapreč is č ena voda 
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I   Uvod 
1.1. Multipla skleroza 

Multipla skleroza (MS) je najrasprostranjenija hronič na inflamatorna bolest čentralnog 
nervnog sistema (CNS), koja pogađa gotovo tri miliona ljudi, a taj broj se u poslednjih nekoliko 
godina poveč ava svuda u svetu (Walton i sar., 2020). Ovo oboljenje je u prvoj polovini XIX veka 
nezavisno opisalo nekoliko evropskih patologa i klinič ara, ali je tek 1868. godine Ž an-Marten S arko 
sistematizovao otkrič a svojih savremenika i povezao patolos ke nalaze o lezijama u kič menoj 
moz dini (KM) sa neurolos kim simptomima pačijenata, definis uč i tako MS kao zasebnu bolest. 
Glavna patolos ka odlika MS je postojanje demijelinizačionih lezija (plakova) u beloj i sivoj masi 
CNS-a, koje imaju različ ite histolos ke i imunočitolos ke karakteristike, u zavisnosti od aktivnosti 
bolesti. Postojanje lezija na različ itim mestima u CNS-u dovodi do senzornih i motornih disfunkčija 
(Lassmann, 2018). 

1.1.1. Epidemiologija i klinička slika MS 

Prvi simptomi MS se uglavnom javljaju između 20. i 40. godine z ivota. Tač an uzrok nastanka 
MS jos  nije utvrđen, ali smatra se da je pojava ovog oboljenja poslediča zajednič kog delovanja 
sredinskih faktora i genetič ki determinisane predispozičije za nastanak bolesti. Neki od uslova 
sredine koji se dovode u vezu sa pojavom MS su izloz enost sunču, odnosno količ ina vitamina D, 
pus enje i gojaznost (Reičh i sar., 2018). Žanimljivo je da i migračije imaju utičaj na rizik za 
oboljevanje od MS – migračija iz regiona visoke u region niske prevalenčije bolesti tokom 
detinjstva povezana je sa smanjenim rizikom za nastanak MS i obrnuto (Compston i Coles, 2008). 
Takođe, MS se dovodi u vezu sa infekčijom Eps tajn–Barovim virusom nakon puberteta (Bjornevik 
i sar., 2022; Sumaya i sar., 1980). Studijama genomskih asočijačija utvrđeno je da je poveč an rizik 
za nastanak MS povezan sa polimorfizmima u genima koji, direktno ili indirektno, imaju ulogu u 
imunskom odgovoru (Axisa i Hafler, 2016). 

Na osnovu klinič ke slike, postoji nekoliko tipova MS: relapsno-remitentni (RRMS), 
sekundarno-progresivni (SPMS), primarno-progresivni (PPMS) i klinič ki izolovani sindrom. 
Relapsno-remitentni tip MS pogađa oko 85% pačijenata. Osobe sa ovim tipom MS imaju epizode 
pojave simptoma – relapse, kada dolazi do formiranja/aktivačije novih inflamatornih 
demijelinizačionih lezija, nakon č ega slede periodi oporavka odnosno odsustva simptoma – 
remisije. Između 15% i 30% pačijenata sa RRMS č e postepeno razviti SPMS, tip koji se odlikuje 
postepenim pogors anjem simptoma, bez perioda oporavka, pri č emu se mogu, ali i ne moraju, 
javljati dodatna akutna pogors anja. Tok PPMS karakteris e konstantno neurolos ko pogors anje več  
od pojave prvih simptoma, bez akutnih inflamatornih epizoda. Klinič ki izolovani sindrom 
podrazumeva prvu klinič ku manifestačiju bolesti koju odlikuju inflamačija i demijelinizačija, ali ne 
i vremenska diseminačija odnosno pojava simptoma u vis e epizoda (Lublin i sar., 2014).  

Simptomi MS su raznovrsni, ali najč es č e uključ uju jednostrani gubitak vida, usled os teč enja na 
optič kom nervu, zatim slabost u ekstremitetima, oseč aj utrnulosti, los u koordinačiju pokreta, kao 
i oseč aj umora, vrtoglaviču i neuropatski bol. Simptomi uključ uju i poremeč aje u funkčionisanju 
urinarnog i gastrointestinalnog trakta (Compston i Coles, 2008; Noseworthy i sar., 2000). 

1.1.2. Patofiziologija MS 

Simptomi MS se javljaju kao poslediča demijelinizačionih lezija na različ itim mestima u CNS-
u, najč es č e u beloj masi, ali i u regionima sive mase kroz koje prolazi več i broj mijelinizovanih 
aksona (Segal, 2019). U okolini aktivnih demijelinizačionih lezija prisutni su inflamatorni infiltrati 
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sač injeni od T-limfočita i makrofaga/monočita (Noseworthy i sar., 2000; Segal, 2019). Pokazano je 
da u infiltratima dominiraju čitotoksič ni, CD8+ T-limfočiti, ali su prisutni i pomoč nič ki, CD4+ T-
limfočiti i B-č elije (Glatigny i Bettelli, 2018; Lassmann i Bradl, 2017; Wootla i sar., 2012). 
Inflamatorni infiltrati uglavnom se javljaju perivaskularno, ali, sa progresijom, lezije mogu zadirati 
i dublje u parenhim.  

Iako je utvrđeno da tokom MS dolazi do perifernog imunskog odgovora na autoantigene – 
epitope mijelina, poreklom iz CNS-a, primarna etiologija ove bolesti jos  nije poznata. Kao odgovor 
na pitanje porekla MS postoje dve suprotstavljene hipoteze. 

Daleko s ire prihvač ena je hipoteza o autoimunosti kao primarnom uzroku MS, odnosno tzv. 
„outside-in“ modelu. Prema ovoj hipotezi, prvi događaj u patogenezi MS je aktivačija mijelin-
spečifič nih T-limfočita, u odgovoru na antigen virusa ili drugog patogena, zahvaljujuč i molekulskoj 
mimikriji (Constantinesču i sar., 2011; Fugger i sar., 2009). Aktivirane T-č elije dobijaju sposobnost 
da prolaze kroz krvno-moz danu barijeru (KMB) i imigriraju u tkivo CNS-a, gde bivaju ponovo 
aktivirane rezidentnim antigen-prezentujuč im č elijama (APC ). Reaktivirani T-limfočiti oslobađaju 
efektorske čitokine i pokreč u niz patofiziolos kih događaja koji naposletku dovode do 
demijelinizačije, propadanja aksona i konač no, smrti neurona (t Hart i sar., 2021; Titus i sar., 2020). 
„Outside-in“ paradigma je podrz ana č injeničama da je pronađena veza između poveč anog rizika za 
MS i mutačija u genima uključ enim u funkčionisanje imunskog sistema, kao i da brojne terapije za 
MS usmerene na periferni imunski odgovor uspes no smanjuju demijelinizačione lezije kod 
pačijenata sa RRMS (Morgan i sar., 2020). 

Nasuprot ovom modelu je hipoteza o destabilizačiji i degradačiji mijelina i aksona ili 
oligodendročita, kao događaju koji prethodi, odnosno izaziva reaktivni inflamatorni odgovor – 
„inside-out“ model patogeneze MS (Stys i sar., 2012). Prema ovoj hipotezi, degradačija mijelina ili 
oligodendročita dovodi do oslobađanja proteina mijelina u sistemsku čirkulačiju, s to uzrokuje 
periferni autoimunski odgovor i aktivačiju T- i B-limfočita koji zatim migriraju u CNS (Sen i sar., 
2020). „Inside-out“ hipoteza podrz ana je nalazima da se kod pačijenata sa MS u beloj masi mozga 
koja nije obuhvač ena demijelinizačionom lezijom, mogu pronač i strukturne abnormalnosti (t Hart 
i sar., 2021), kao i dokazima iz nekoliko studija da u određenim tipovima demijelinizačionih lezija, 
os teč enja oligodendročita i aktivačija glijskih č elija nisu prač eni prisustvom inflamatornih 
imunskih č elija (Sen i sar., 2020). 

1.1.3. Animalni modeli MS 

U čilju razjas njavanja pročesa koji se nalaze u osnovi MS, koriste se animalni modeli (Baker i 
Amor, 2014). Nijedan model samostalno ne obuhvata sve aspekte MS, ali je zato u upotrebi veliki 
broj različ itih modela koji odslikavaju pojedinač ne mehanizme koji uč estvuju u patogenezi bolesti 
(Lassmann i Bradl, 2017). S obzirom na to da je glavna odlika MS demijelinizačija, in vivo modeli 
MS najč es č e modeluju pročes demijelinizačije, i to posredstvom toksina, virusa ili imunizačije. 

Potenčijalna povezanost između infekčije nekim virusima i poveč anog rizika za nastanak MS 
(Mečha i sar., 2013) dovela je do koris č enja virusa u modelovanju demijelinizačije (Kipp i sar., 
2012). Najč es č e se koristi Tajlerov virus glodarskog enčefalomijelitisa. U zavisnosti od izbora soja 
virusa, demijelinizačija i autoimunska reakčija kod glodara odvijaju se različ itim patogenetskim 
mehanizmima koji nisu u potpunosti okarakterisani. Doprinos virusnih modela demijelinizačije se 
ogleda i u tome s to odslikavaju veliki broj simptoma uoč enih kod pačijenata sa MS (Mečha i sar., 
2013). 

Demijelinizačija lokalnom primenom toksina najč es č e se izaziva etidijum-bromidom i 
lizolečitinom u različ itim strukturama CNS-a, mada se koriste i drugi toksini (Kipp i sar., 2012). 
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Najs ire upotrebljavan toksin koji se primenjuje sistemski, izazivajuč i demijelinizačiju, jeste 
kuprizon, helator bakra, koji se tokom nekoliko nedelja uključ uje u ishranu glodara (Ransohoff, 
2012). Kuprizon dovodi do poremeč aja u funkčionisanju mitohondrija i posledič no do apoptoze 
oligodendročita (Matsushima i Morell, 2001; Ransohoff, 2012). Dakle, primena kuprizona je 
pogodna za ispitivanje „inside-out“ hipoteze o nastanku MS. Modeli demijelinizačije izazvane 
toksinima su se pokazali veoma korisnim za ispitivanje pročesa demijelinizačije i remijelinizačije 
(Denič i sar., 2011).  

Nesumnjivo najč es č e upotrebljavan in vivo model MS je eksperimentalni autoimunski 
enčefalomijelitis (EAE), koji odslikava mnoge osobine MS, pre svega infiltračiju imunskih č elija u 
tkivo CNS i demijelinizačiju (Titus i sar., 2020). 

 

1.2. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis 

Eksperimentalni autoimunski enčefalomijelitis je prvi put upotrebljen jos  u prvoj polovini 20. 
veka, kada su Rivers i saradniči (1933) izazvali enčefalomijelitis kod majmuna emulzijom tkiva 
zeč ijeg mozga.  

Danas se u istraz ivanjima na modelu EAE koriste različ ite vrste glodara – mis evi, pačovi i 
zamorči, kao i neke vrste niz ih primata. Najč es č e se koriste C57BL/6 i SJL sojevi mis eva, odnosno 
Dark Aguti (engl. Dark Agouti, DA) i Luis (engl. Lewis) sojevi pačova. Ovi sojevi glodara su genetič ki 
predisponirani za razvijanje bolesti – utvrđeno je da nekoliko gena koji kodiraju molekule u okviru 
glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex, MHC) i van njega 
doprinose različ itim aspektima bolesti (Lorentzen i sar., 1997). Kod genetič ki predisponiranih 
z ivotinja, EAE moz e biti izazvan aktivnom ili pasivnom imunizačijom.  

Aktivna imunizačija podrazumeva potkoz no injektiranje enčefalitogene emulzije – antigena 
mijelina pomes anih, najč es č e, sa kompletnim Frojndovim adjuvansom (engl. complete Freund’s 
adjuvant, CFA). Kompletan Frojndov adjuvans sadrz i inaktiviranu č elijsku suspenziju 
Mycobacterium tuberculosis u mineralnom ulju i ima ulogu u pojač avanju lokalnog imunskog 
odgovora kroz aktivačiju urođene imunosti (Constantinesču i sar., 2011), a pokazano je i da 
doprinosi poveč anju propustljivosti KMB (Rabčhevsky i sar., 1999). Pri aktivnoj imunizačiji se kao 
antigeni mijelina mogu koristiti homogenati tkiva CNS-a, uglavnom KM, kao i preč is č eni proteini 
mijelina – najč es č e su u upotrebi mijelin oligodendročitni glikoprotein, bazni protein mijelina, 
proteolipidni protein – odnosno delovi njihove aminokiselinske sekvenče. U zavisnosti od izbora 
enčefalitogenog agensa, kao i soja, uzrasta i pola z ivotinja, akivna imunizačija moz e dovesti do 
EAE-a različ itog oblika i trajanja. Kod mis eva i pačova opisani su monofazni, relapsno-remitentni i 
hronič ni tok EAE-a (Batoulis i sar., 2011).  

Izazivanje EAE-a pasivnom imunizačijom podrazumeva adoptivni tranfer T-limfočita 
spečifič nih za antigene mijelina, izolovanih iz prethodno imunizovane z ivotinje. Ovim modelom 
EAE-a omoguč ava se razdvajanje induktivne i efektorske faze bolesti, kao i bolja karakterizačija 
uloge CD4+ T-limfočita u patogenezi EAE-a (Bjelobaba i sar., 2018). Takođe, u poslednje vreme su 
razvijene transgene z ivotinje kod kojih dolazi do spontanog razvoja EAE-a (Glatigny i Bettelli, 
2018). 

1.2.1. Patogeneza EAE-a 

Eksperimentalni autoimunski enčefalomijelitis se, kao i MS, odlikuje narus enom KMB, 
infiltračijom imunskih č elija u parenhim CNS-a i neuroinflamačijom, s to za poslediču ima 
demijelinizačiju (pretez no u KM) i pojavu motornih simptoma. 
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U imunopatogenezi EAE-a čentralnu ulogu imaju CD4+ T-limfočiti (Segal, 2019; Sen i sar., 
2020). Nakon imunizačije enčefalitogenom emulizijom, dolazi do preuzimanja antigena mijelina 
od strane dendritskih č elija koje zatim migriraju do limfnih č vorova, gde antigeni mijelina bivaju 
prezentovani naivnim CD4+ T-limfočitima, u sklopu kompleksa sa MHC molekulima II klase na 
membrani dendritskih č elija. Na taj nač in, CD4+ T-limfočiti se aktiviraju, odnosno diferenčiraju u 
neki od efektorskih fenotipa (Karpus, 2020). Diferenčijačija naivnih pomoč nič kih CD4+ T-limfočita 
(engl. T helper, Th) u efektorske Th č elije regulisana je uslovima sredine, pre svega čitokinima koje 
oslobađaju APC . Proinflamatorni, Th1 limfočiti se diferenčiraju u prisustvu IL-12, oslobađaju 
interferon-γ (IFN-γ) i uč estvuju u aktivačiji makrofaga i eliminačiji unutarč elijskih patogena. 
Oslobađanje IL-4 iz APC  rezultuje diferenijačijom naivnih T-limfočita u Th2 č elije, koje imaju vaz nu 
ulogu u alergijskim reakčijama. Ukoliko APC  oslobađaju faktor transformačije rasta-β i IL-6, IL-1β 
i/ili IL-23, diferenčijačija naivnih T-limfočita odvijač e se prema Th17 fenotipu, koji ima ulogu u 
regrutačiji neutrofila i eliminačiji vanč elijskih patogena, ali i u autoimunskim reakčijama (Cosmi i 
sar., 2014; Kunkl i sar., 2020). Iako je ranije smatrano da u imunopatogenezi EAE-a uč estvuju Th1 
limfočiti, kasnija istraz ivanja su pokazala da Th17 limfočiti imaju ključ ni ulogu u efektorskoj fazi 
EAE-a (Segal, 2019). Aktivirani T-limfočiti poveč ano eksprimiraju različ ite adhezivne molekule i 
dobijaju sposobnost prolaska kroz KMB (Engelhardt, 2006). U CNS-u se ove č elije ponovo susreč u 
sa antigenima mijelina, prezentovanim od strane rezidentnih APC , s to su najč es č e perivaskularni 
makrofagi ili mikroglija, a u nekim sluč ajevima i dendritske č elije i astročiti (Constantinesču i sar., 
2011). Reaktivirani T-limfočiti oslobađaju brojne čitokine, hemokine i druge molekule i time 
pokreč u kaskadu pročesa koja rezultuje aktivačijom glijskih č elija CNS-a, demijelinizačijom i 
gubitkom aksona. Osim Th1 i Th17 limfočita, u patogenezi EAE-a u manjoj meri uč estvuju i druge 
č elije adaptivne imunosti – CD8+ T-limfočiti, B-č elije kao i regulatorni T-limfočiti koji imaju ulogu 
u rezolučiji neuroinflamačije (Glatigny i Bettelli, 2018; Van Kaer i sar., 2019). 

Kao i u MS, u efektorskoj fazi EAE-a i os teč enju tkiva CNS-a osim imunskih č elija ključ nu ulogu 
imaju i glijske č elije CNS-a – astročiti i mikroglija.  

Tokom efektorske faze EAE-a, pod dejstvom čitokina, astročiti se aktiviraju i prolaze kroz niz 
morfolos kih i funkčijskih promena koje se nazivaju reaktivna astroglioza (Yi i sar., 2019). Tokom 
astroglioze, ekspresija markera aktiviranih astročita, glijskog fibrilarnog kiselog proteina (engl. 
glial fibrilary acid protein, GFAP), znač ajno se poveč ava. Žavisno od konteksta njihove aktivačije, 
astročiti sintetis u i oslobađaju različ ite molekule koji mogu imati neurotoksič ne ili 
neuroprotektivne efekte. U sluč aju neurotoksič nosti, to su proinflamatorni čitokini: faktor nekroze 
tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF)(Ročhfort i sar., 2016), IL-1β (Didier i sar., 2003) i IL-6 
(Savarin i sar., 2015); zatim hemokini, poput hemokin CC liganda 2 (engl. chemokine (C-C motif) 
ligand 2, CCL2)(Kim i sar., 2014), CCL10 (Mills Ko i sar., 2014) i CCL20 (Ambrosini i sar., 2005); 
pojedini faktori rasta, kao i reaktivni obliči kiseonika (Brambilla, 2019; Yi i sar., 2019). Ovi molekuli 
doprinose narus avanju KMB, regrutuju dodatne imunske č elije u CNS i uč estvuju u aktivačiji 
mikroglije (Brambilla, 2019; Yi i sar., 2019). 

Mikroglijske č elije su rezidentne APC , a tokom efektorske faze EAE-a mikroglija se takođe 
aktivira, kada dolazi do promena u morfologiji i u ekspresiji brojnih molekula na povrs ini č elija 
koji uč estvuju u međuč elijskoj komunikačiji i kao medijatori inflamačije (Bjelobaba i sar., 2017). 
Mikroglija se moz e aktivirati u pravču proinflamatornog (M1) i antiinflamatornog (M2) fenotipa. 
U ranim fazama bolesti dolazi do diferenčijačije mikroglije prema proinflamatornom fenotipu i 
oslobađanja brojnih proinflamatornih čitokina i hemokina koji doprinose os teč enju tkiva CNS-a 
(Chu i sar., 2018; Voet i sar., 2019). U kasnijim fazama bolesti, mikroglija postepeno zadobija 
antiinflamatorni fenotip. Mikroglijske č elije tada sintetis u i oslobađaju neurotrofič ke faktore, 
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antiinflamatorne čitokine i druge molekule koji pomaz u u suprimiranju inflamačije i os teč enja 
tkiva i doprinose remijelinizačiji i razres enju EAE-a (Chu i sar., 2018; O'Loughlin i sar., 2018). 

1.2.2. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis kao model za MS 

Opisani patogenetski mehanizmi dovode do manifestačije simptoma EAE-a koji se uoč avaju  
oko 10. dana nakon aktivne imunizačije i ogledaju se u smanjenoj aktivnosti z ivotinje i smanjenju 
telesne mase (van der Star i sar., 2012). Neurolos ki simptomi na poč etku bolesti podrazumevaju 
atoniju repa, a zatim napreduju preko slabosti i paralize zadnjih, a potom i prednjih ekstremiteta, 
do moribundnog stanja i mogu dovesti i do smrti z ivotinje (Batoulis i sar., 2011). Osim motornih 
disfunkčija i promena u telesnoj masi, tokom EAE-a, slič no kao i tokom MS, dolazi do promena u 
telesnoj temperaturi (Wrotek i sar., 2014), poremeč aja u funkčionisanju bes ike (Altuntas i sar., 
2008), kao i promena na nivou neuroendokrinog i endokrinog sistema (Foster i sar., 2003; Heesen 
i sar., 2007).  

Kao s to je več  napomenuto, kod mis eva i pačova se mogu javiti monofazni, relapsno-remitentni 
i hronič ni tok EAE-a. Međutim, u največ em broju sluč ajeva belez i se monofazni (akutni) oblik 
bolesti, s to znač i da su z ivotinje u simptomatskoj fazi EAE-a najč es č e između 10. i 20. dana nakon 
imunizačije, a nakon vrhunča bolesti ulaze u fazu oporavka (Pačhner, 2011). Iako ovakav tok EAE-
a ne odslikava RRMS, tip koji se javlja kod več ine pačijenata, akutni model EAE-a je veoma koristan 
za izuč avanje pojedinač nih epizoda MS, a posebno za rasvetljavanje mehanizama kojima imunski 
sistem doprinosi inflamačiji i os teč enju tkiva CNS-a (Lassmann, 2019; Ransohoff, 2012). Akutni 
EAE kod DA pačova karakteris e prisustvo inflamatornih infiltrata u KM, prač enih 
demijelinizačijom (Lavrnja i sar., 2009). U hronič nom modelu EAE-a demijelinizačija je izraz enija 
u odnosu na akutni tip bolesti (Tanuma i sar., 2000), stoga je model hronič nog EAE-a pogodniji za 
izuč avanje pročesa remijelinizačije.  

Međutim, pri koris č enju EAE-a kao modela za MS, treba imati u vidu određene razlike između 
ove dve patologije. Na primer, različ ite populačije T-limfočita uključ ene su u imunski odgovor – u 
lezijama u MS dominantne imunske č elije su CD8+ T-limfočiti, dok su u EAE-u to CD4+ T-limfočiti 
(Wootla i sar., 2012). Osim toga, demijelinizačija u EAE-u se mahom des ava u KM, dok se kod 
pačijenata sa MS demijelinizačione lezije nalaze i u kori velikog i malog mozga (Ransohoff, 2012; 
Sen i sar., 2020).  

Bez obzira na pojedine nedostatke, EAE je model koji u največ oj meri odslikava različ ite 
patofiziolos ke aspekte MS (Baker i Amor, 2014). Iako su pojedini terapijski pristupi razvijeni 
upotrebom ovog modela imali ogranič enu efikasnost, doprinos EAE-a u ispitivanju patogeneze MS 
i razvijanju brojnih terapija za ovu bolest je i dalje izuzetan (Glatigny i Bettelli, 2018). Žbog toga, 
upotreba ovog modela MS ne jenjava. 

 

1.3. Hipotalamo-hipofizno gonadna osa 

Reprodukčija sisara primarno je regulisana neuroendokrinim i endokrinim putem, odnosno 
delovanjem hipotalamo-hipofizno-gonadne (engl. hypothalamic-pituitary-gonadal, HPG) ose, koju 
č ine: 

(i) neuroni u hipotalamusu koji sintetis u gonadotropin-oslobađajuč i hormon (engl. 
gonadotropin-releasing hormone, GnRH; u daljem tekstu: GnRH neuroni);  

(ii) č elije adenohipofize – gonadotropi, koje u odgovoru na GnRH oslobađaju 
gonadotropine – luteinizirajuč i hormon (LH) i folikulo-stimulis uč i hormon (FSH);  
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(iii) polne z lezde (gonade) – testisi i ovarijumi, u kojima gonadotropini regulis u biosintezu 
polnih hormona (steroidogenezu) i sazrevanje i diferenčijačiju germinativnih č elija 
(gametogenezu).  

Polni hormoni povratnim spregama na nivou hipotalamusa i adenohipofize kontrolis u 
sopstvenu produkčiju.  

1.3.1. Hipotalamus 

Hipotalamus predstavlja intergrativni čentar između nervnih signala i endokrinih, motornih i 
somatosenzornih sistema i uč estvuje u regulačiji srednjeg arterijskog pritiska, telesne 
temperature, energetskog metabolizma, reprodukčije, itd. Uloga hipotalamusa kao integrativnog 
čentra ostvarena je pre svega kroz njegovu vezu sa hipofizom, koja č ini endokrinu komponentu 
sloz enih neuroendokrinih refleksa (Simerly, 2015). 

1.3.1.1. Anatomska organizacija hipotalamusa pacova 

Hipotalamus pačova zauzima ventralni deo međumozga, odnosno prostor oko treč e moz dane 
komore, dok je dorzalno oivič en oblas č u sive mase (zona incerta). Hipotalamus se rostroventralno 
naslanja na optič ku hijazmu, a kaudoventralno na hipofizu i na region sive mase oko Silvijevog 
kanala i oblast ventralnog tegmentuma srednjeg mozga, dok je rostralno oivič en Brokinom 
dijagonalom (Simerly, 2015). 

Anatomska organizačija hipotalamusa je kompleksna i uključ uje veliki broj jedara. Največ i broj 
tela neurona koji uč estvuju u kontroli sekrečije hormona hipofize pripada jedrima u okviru 
periventrikularne zone, uključ ujuč i i neurone koji imaju ulogu u kontroli aktivnosti HPG ose: 
neuroni anteroventralnog periventrikularnog (AVPV) jedra (preoptič ki region periventrikularne 
zone) i luč nog jedra (lat. nucleus arcuatus, Arč; tuberalni region periventrikularne zone)(Simerly, 
2015). 

U blizini hipotalamusa nalaze se i dva čirkumventrikularna organa, koji imaju diskontinuiranu 
KMB. Vaskularizovani organ zavrs ne ploč e (lat. organum vasculosum laminae terminalis, OVLT) 
pozičioniran je dorzalno od optič ke hijazme, i dorzorostralno od anteroventralnog udubljenja 
treč e moz dane komore s to znač i da se nalazi u blizini preoptič ke oblasti i AVPV. Sredis nje uzvis enje 
(lat. eminentia mediana, EM) č ini dno treč e moz dane komore kaudalno od optič ke hijazme. Upravo 
preko EM se ostvaruje povezanost hipotalamusa sa hipofizom, i to tako s to se unutras nji list EM 
direktno produz ava na posteriorni deo hipofize, dok se u spoljas njem listu EM oslobađaju 
neurohormoni koji regulis u oslobađanje hormona iz prednjeg rez nja hipofize (Oldfield i MčKinley, 
2015).  

1.3.1.2. Distribucija i morfologija neurona koji sintetišu GnRH 

Centralnu ulogu u kontroli reprodukčije kod sisara ima GnRH. Ovaj dekapeptid prvi put je 
izolovan iz hipotalamusa svinje (Sčhally i sar., 1971) i nazvan GnRH I, s obzirom na to da su kasnije 
izolovane i druge izoforme GnRH kod kič menjaka: GnRH II kod ptiča i GnRH III kod riba (Marques 
i sar., 2000). Izoforma GnRH I (u daljem tekstu: GnRH) kod pačova kodirana je genom Gnrh1. 

Neuroni koji sintetis u GnRH razlikuju se u odnosu na ostale neurone hipotalamusa prema 
svom embrionalnom poreklu – ovi neuroni nastaju u olfaktornoj plakodi i tokom razvič a migriraju 
duz  aksona olfaktornih nerava kroz kribriformnu ploč u, sve do baze prednjeg mozga, odnosno do 
hipotalamusa (Wray, 2010). Žahvaljujuč i ovom migratornom putu, GnRH neuroni imaju i 
spečifič nu pozičiju u hipotalamusu – za razliku od ostalih neurona hipotalamusa koji uč estvuju u 
neuroendokrinoj regulačiji, GnRH neuroni ne pripadaju jednom jedru hipotalamusa več  su difuzno 
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distribuirani duz  svoje migratorne rute – od olfaktornih bulbusa do mediobazalnog hipotalamusa. 
Kod pačova, distribučija GnRH neurona zauzima oblik obrnutog slova Y, koji poč inje od medijalnog 
septuma, dok se krači slova Y granaju u okviru rostralne preoptič ke oblasti (engl. rostral preoptic 
area, rPOA), i obuhvataju treč u moz danu komoru sa obe strane, pruz ajuč i se prema anteriornom i 
mediobazalnom hipotalamusu. Kod pačova je največ i broj tela GnRH neurona lokalizovan upravo 
u oblasti ovog grananja u rPOA hipotalamusa (Herbison, 2015).  

GnRH neuroni su več inski unipolarni ili bipolarni i orijentisani su duz  longitudinalne ose 
mozga pačova. Jedan ili oba dugač ka nastavka GnRH neurona pruz aju se do EM, gde oslobađaju 
GnRH u portalni sistem hipofize (Slika 1.1). Nastavči GnRH neurona imaju odlike i dendrita – 

primaju sinaptič ke informačije, i aksona – 
provode akčione potenčijale, s to je jedinstvena 
odlika u CNS-u među sisarima, te se ovi nastavči 
nazivaju „dendroni“ (Herbison, 2016; Herde i 
sar., 2011). Dendroni GnRH neurona primaju 
sinaptič ke informačije kako na proksimalnim, 
tako i na distalnim regionima. Pokazano je da 
najdistalniji deo dendrona GnRH neurona, 
neposredno pre grananja na terminale u nivou 
EM, funkčionis e kao autonomna jediniča koja 
regulis e sekrečiju GnRH u portalni sistem. Ovaj 
nač in regulačije oslobađanja neuropeptida nije 
zabelez en ni u jednom drugom sistemu osim u 
GnRH neuronima (Herbison, 2021).  

 

Slika 1.1. GnRH neuron bipolarne morfologije u 
hipotalamusu pacova. Največ i broj tela neurona u 
hipotalamusu pačova nalazi se u okviru rostralne 
preoptič ke oblasti. GnRH neuroni su po morfologiji 
unipolarni ili bipolarni, a njihovi nastavči imaju odlike i 
dendrita i aksona pa se nazivaju dendroni. Terminali 
dendrona GnRH neurona granaju se u nivou sredis njeg 
uzvis enja, gde se GnRH oslobađa u portalni sistem 
hipofize. POA – preoptič ka oblast; EM – sredis nje 
uzvis enje. 

 

1.3.1.3. Regulacija oslobađanja GnRH 

Kod sisara se GnRH oslobađa pulsno, odnosno epizodič no. Pulsni tip sekrečije predstavlja 
egzočitozu određenog broja vezikula hormona u kratkom vremenskom intervalu, nakon č ega sledi 
pauza. Pulsno oslobađanje GnRH registruje se kasno tokom fetalnog razvoja ili u ranom 
postnatalnom periodu, ali je zatim inhibirano do puberteta. Ponovno uspostavljanje pulsne 
sekrečije GnRH, odnosno rada generatora pulsa GnRH, označ ava poč etak puberteta (Ebling i 
Cronin, 2000). Pulsevi GnRH kod adultnih muz jaka pačova zabelez eni su na oko 70 minuta (Levine 
i Duffy, 1988), dok kod z enki ta frekvenčija iznosi jedan puls na oko 50 minuta (Park i Ramirez, 
1989). Kod z enki sisara, pred ovulačiju dolazi do oslobađanja velike količ ine LH iz hipofize, s to je 
definisano kao talas (engl. surge). Talasu LH prethodi i talas GnRH iz hipotalamusa, i kod pačova 
potič e od poveč ane amplitude a ne uč estalosti pulseva (Park i Ramirez, 1989). 
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Pulsevi GnRH kod odraslih mus karača javljaju se na oko dva sata, dok kod z ena, njihova 
uč estalost varira u skladu sa fazom menstrualnog čiklusa: tokom rane folikularne faze, pulsevi LH 
(a time i GnRH) su na svakih 90-100 minuta, dok se u kasnoj folikularnoj fazi javljaju na oko 60 
minuta. Pred ovulačiju dolazi do talasa GnRH, a nakon ovulačije, tokom lutealne faze čiklusa, 
pulsevi se proređuju i javljaju na 4 do 8 sati (Hall, 2019). 

Centralnu ulogu u regulačiji pulsnog i talasnog oslobađanja GnRH imaju neuroni koji sintetis u 
kispeptin (Goodman i sar., 2022). Kispeptini su neuropeptidi koji nastaju isečanjem prepropeptida 
kodiranog genom Kiss1. Produkti gena Kiss1 vezuju se za rečeptor spregnut sa proteinom G (engl. 
G protein-coupled receptor 54, GPR54), koji je s iroko eksprimiran u CNS-u pačova (Kotani i sar., 
2001; Muir i sar., 2001), i s to je jos  vaz nije, na GnRH neuronima (Irwig i sar., 2004; Messager i sar., 
2005). Delečija gena Gpr54 dovodi do hipogonadotropnog hipogonadizma kod mis eva, dok 
intračerebroventrikularna primena kispeptina dovodi do oslobađanja LH i FSH, koje izostaje u 
prisustvu antagonista GnRH (Gottsčh i sar., 2004). Ovim studijama potvrđene su hipoteze o ulozi 
sistema kispeptin-GPR54 kao čentralnog regulatora oslobađanja GnRH (Slika 1.2).  

Tela kispeptinskih neurona u hipotalamusu glodara nalaze se u AVPV i periventrikularnom 
jedru, kao i u Arč (Clarkson i Herbison, 2006; Gottsčh i sar., 2004). Kod glodara, oblast 
hipotalamusa koja obuhvata AVPV i periventrikularno jedro nazvana je rostralna 
periventrikularna zona oko treč e moz dane komore (engl. rostral periventricular area of the third 
ventricle, RP3V), pa se ova populačija kispeptinskih neurona u literaturi označ ava kao RP3V 
populačija. Pokazano je da kod glodara postoji polni dimorfizam u zastupljenosti kispeptinskih 
neurona u RP3V – kod z enki mis eva postoji oko 10 puta vis e kispeptinskih neurona u ovom regionu 
u odnosu na muz jake (Clarkson i Herbison, 2006). 

Mehanizam kojim polni hormoni povratnim spregama na nivou hipotalamusa regulis u 
sekrečiju GnRH, a time posredno sopstvenu produkčiju, oslanja se upravo na kispeptinske 
neurone. Naime, GnRH neuroni ne poseduju rečeptore za polne hormone, ali zato gotovo svi 
kispeptinski neuroni z enke mis a eksprimiraju estrogenski rečeptor α (ERα)(Smith, Dungan, i sar., 
2005). Takođe, kispeptinski neuroni z enki mis a eksprimiraju i progesteronski rečeptor (Clarkson 
i sar., 2008), dok je kod muz jaka mis a u kispeptinskim neuronima registrovano prisustvo ERα i 
androgenskog rečeptora (AR) (Smith, Cunningham, i sar., 2005).  

Pulsna sekrečija GnRH kod glodara kontrolisana je aktivnos č u kispeptinskih neurona u Arč 
(Han i sar., 2015; Uenoyama i sar., 2018). Kispeptin deluje na dendrone GnRH neurona z enki 
pačova u unutras njoj zoni EM, regulis uč i oslobađanje GnRH (Uenoyama i sar., 2011). Smatra se da 
se sinhronizačija nekoliko GnRH neurona tokom pulsa obezbeđuje zahvaljujuč i tome s to kispeptin 
oslobođen u vanč elijsku teč nost deluje na vis e dendrona istovremeno (Herbison, 2021). 
Kispeptinski neuroni u Arč eksprimiraju i neurokinin B i dinorfin pa se ovi neuroni nazivaju KNDy 
neuroni (engl. kisspeptin–neurokinin B–dynorphin). Imajuč i u vidu da neurokinin B deluje kao 
stimulatorni, a dinorfin kao inhibitorni neuropeptid, kao i da KNDy neuroni eksprimiraju 
rečeptore za ove neuropeptide, oslobađanje kispeptina u Arč je verovatno kontrolisano 
suprotstavljenim efektima ovih neuropeptida koji deluju autokrino i/ili parakrino (Harter i sar., 
2018; Tsukamura, 2022). Kod z enki pačova je dovoljno samo oko 20% funkčionalnih KNDy 
neurona za odrz avanje pulsnog oslobađanja GnRH/LH, folikulogenezu i regulačiju sinteze 
estradiola (Nagae i sar., 2021). 

Kod z enki glodara, preovulatorni talas GnRH/LH regulisan je RP3V populačijom kispeptinskih 
neurona. Primena estrogena u preovulatornim dozama izaziva talas LH kod z enki pačova (Adačhi 
i sar., 2007), a nedavno je i potvrđeno da su za ovaj efekat odgovorni neuroni u RP3V, a ne u Arč 
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(Nagae i sar., 2021). Preovulatorni talas GnRH/LH, osim pozitivnom povratnom spregom 
estradiola, regulisan je i nervnim signalima poreklom iz suprahijazmatič nog jedra hipotalamusa, 
koji su pod kontrolom čirkadijalnog ritma (Plant, 2012).  

Kod č oveka, največ i broj kispeptinskih neurona ločiran je u infundibularnom jedru, dok 
rostralna populačija ovih neurona (analogna RP3V) nije jasno definisana kao kod mis eva i pačova 
več  su kispeptinski neuroni difuzno raspoređeni u rPOA. Smatra se da su kod č oveka kispeptinski 
neuroni u infundibularnom jedru odgovorni za dejstvo polnih hormona putem povratnih sprega, 
dok uloga kispeptinskih neurona u rPOA nije u potpunosti razjas njena (Marques i sar., 2000).  

 

Slika 1.2. Šematski prikaz neurona hipotalamusa odgovornih za sekreciju GnRH. Pulsno i talasno oslobađanje 
GnRH kod pačova regulisano je signalima kispeptinskih neurona iz luč nog jedra (Arč) i rostralne periventrikularne 
zone oko treč e moz dane komore (RP3V) hipotalamusa. Kispeptinski neuroni u RP3V deluju na somu, a kispeptinski 
neuroni u Arč na distalne krajeve dendrona GnRH neurona regulis uč i sekrečiju GnRH u nivou sredis njeg uzvis enja 
(EM). Napravljeno u https://www.biorender.čom/. 

1.3.2. Adenohipofiza pacova 

Hipofiza glodara i č oveka ima slič ne anatomske i histolos ke karakteristike. Nalazi se na 
dorzalnom delu bazosfenoidne kosti, u turskom sedlu (lat. sella turcica), i sač injena je iz dva rez nja. 

Neurohipofiza predstavlja posteriorni rez anj, potič e od neuroektoderma i obuhvata drs ku (lat. 
infundibulum) i pars nervosa, koji sadrz i nemijelinizovane aksone magnočelularnih neurona 
poreklom iz supraoptič kog i paraventrikularnog jedra hipotalamusa. Ovi aksoni do neurohipofize 
stiz u prolazeč i kroz unutras nji list EM. Iz aksonskih terminala ovih neurona oslobađaju se arginin-
vazopresin i oksitočin (La Perle i Dintzis, 2018). 

Adenohipofiza nastaje od oralnog ektoderma i č ini anteriorni rez anj hipofize koji obavija 
neurohipofizu. Kod pačova, oko 90% volumena adenohipofize č ini pars distalis, dok manji deo č ini 
pars intermedia, koji se nalazi neposredno uz neurohipofizu (La Perle i Dintzis, 2018). 
Adenohipofizu č ini vis e tipova č elija spečijalizovanih za sintezu određenih peptidnih hormona koji 
dalje regulis u rad svih endokrinih z lezda. C elije spečijalizovane za sintezu i oslobađanje LH i FSH 
nazivaju se gonadotropi i č ine 10-15% č elija adenohipofize. Osim gonadotropa, endokrine č elije 
adenohipofize su i č elije koje sintetis u hormon rasta (somatotropi), prolaktin (laktotropi), 

https://www.biorender.com/
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tireostimulis uč i hormon (TSH; tireotropi) i adrenokortikotropni hormon (kortikotropi). Između 
grupačija č elija adenohipofize nalazi se razgranata mrez a fenestriranih kapilara portalnog sistema. 
Preko ove mrez e kapilara do endokrinih č elija adenohipofize dospevaju hormoni hipotalamusa 
kojima se regulis e sinteza i sekrečija hormona hipofize u čirkulačiju. Pored opisanog GnRH, koji 
deluje na sintezu i sekrečiju LH i FSH u gonadotropima, iz neurona hipotalamusa se oslobađaju i: 
kortikotropin-oslobađajuč i hormon i arginin-vazopresin koji deluju na kortikotrope i regulis u 
oslobađanje adenokortikotropnog hormona; oslobađajuč i hormon faktora rasta koji stimulis e 
oslobađanje faktora rasta u somatotropima, kao i somatostatin, koji ga inhibira; dopamin koji ima 
inhibitorno dejstvo na laktotrope i sekrečiju prolaktina; i oslobađajuč i hormon tireostimulis uč eg 
hormona, koji stimulis e oslobađanje TSH u tireotropima (Gonzalez-Iglesias i Bertram, 2014). 

Osim endokrinih tipova č elija, u adenohipofizi nalazi se i mrez a folikulostelatnih č elija, koje 
č ine 5-10% č elija adenohipofize. Folikulostelatne č elije nemaju endokrinu funkčiju, ali imaju ulogu 
u parakrinoj kontroli sekretornih č elija hipofize (Gonzalez-Iglesias i Bertram, 2014). 
 

1.3.2.1. Kontrola sinteze i oslobađanja gonadotropnih hormona 

Gonadotropni hormoni, LH i FSH, su heterodimerni glikoproteini, sač injeni od jedne α i jedne 
β subjediniče. Alfa subjediniča je kod glodara kodirana genom Cga i zajednič ka je za sve 
glikoproteine adenohipofize (LH, FSH i TSH) kao i za horionski gonadotropin. Proteinske β 
subjediniče su jedinstvene za LH i FSH, kodirane su genima Lhb i Fshb i određuju biolos ku aktivnost 
ovih hormona (MčArdle i Roberson, 2015).  

Končentračija LH i FSH u čirkulačiji regulisana je na nivou transkripčije i translačije njihovih 
subjediniča, na nivou post-translačione obrade ovih proteina – glikozilačije, kao i na nivou 
egzočitoze zrelih glikoproteina (Narayan i sar., 2019) i ovi pročesi su primarno pod kontrolom 
GnRH. Rečeptor za GnRH (GnRHR) se u adenohipofizi eksprimira isključ ivo na č elijskoj membrani 
gonadotropa (Bliss i sar., 2010) i njegovu ekspresiju regulis e GnRH – pokazano je da se kod pačova, 
maksimalno poveč anje ekspresije GnRHR des ava pri pulsevima GnRH na svakih 30 min (Kaiser i 
sar., 1997). Suprotno tome, kontinualna primena GnRH dovodi do smanjenja ekspresije GnRHR i 
posledič no do smanjenja oslobađanja LH i FSH (Kaprara i Huhtaniemi, 2018). 

Rečeptor za GnRH pripada familiji rodopsinskih rečeptora spregnutih sa proteinom G i ima 
tipič nu strukturu od sedam transmembranskih domena (Kaprara i Huhtaniemi, 2018). Međutim, 
GnRHR je spečifič an po tome s to ne poseduje unutarč elijski C-terminus pa mu je time 
onemoguč ena brza desenzitizačija i internalizačija posredovana β-arestinom (Naor, 2009). U 
gonadotropima, GnRHR interaguje sa Gq/11 familijom proteina G (Grosse i sar., 2000). Aktivačija 
Gαq/11 subjediniče dovodi do aktivačije fosfolipaze Cβ (PLCβ), koja hidrolizuje fosfatidilinozitol-
difosfat (PIP2) dajuč i inozitol-trifosfat (IP3) i diačil-gličerol (DAG). Inozitol-trifosfat se vezuje za 
svoje rečeptore (IP3R) na membrani endoplazmatič nog retikuluma koji predstavljaju ligand-
zavisne kalčijumske kanale i Ca2+ se oslobađa u čitoplazmu. Porast končentračije Ca2+ dovodi do 
depolarizačije i otvaranja voltaz no-zavisnih kalčijumskih kanala na č elijskoj membrani, pa 
vanč elijski Ca2+ takođe ulazi u č eliju. Poveč anje končentračije Ca2+ u čitoplazmi dovodi do 
egzočitoze gonadotropina (Bliss i sar., 2010). Diačil-gličerol samostalno, ili sa Ca2+ iz 
endoplazmatič nog retikuluma, aktivira protein-kinazu C (PKC), koja modulis e Ca2+-posredovanu 
egzočitozu (Dura n-Paste n i Fiordelisio, 2013). Takođe, PKC aktivira nekoliko signalnih kaskada 
mitogenom-aktiviranih protein kinaza. To su kinaze regulisane vanč elijskim signalima (engl. 
extracellular signal-regulated kinase  ERK1/2), kinaze N-terminalnog domena proteina č-Jun (engl. 
c-Jun N-terminal kinases, JNK) i p38 kinaze, koje regulis u aktivnost nekoliko trankripčionih faktora 
koji uč estvuju u regulačiji transkripčije gonadotropinskih subjediniča. Transkripčija 
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gonadotropinskih subjediniča regulisana je i jonima Ca2+, kroz aktivačiju kalčijum-kalmodulin 
zavisne kinaze (engl. Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II, CaMKII) koja takođe regulis e 
ekspresiju Cga, Lhb i Fshb (Stamatiades i Kaiser, 2018). S ematski prikaz signalne transdukčije 
posredovane rečeptorom za GnRH prikazan je na Sliči 1.3. 

Pulsna sekrečija GnRH iz neurona hipotalamusa diktira pulsno oslobađanje LH, dok se 
sekrečija FSH odvija konstitutivno. Naime, β subjediniča FSH ne poseduje sekvenču koja 
predstavlja signal za pakovanje u sekretorne vezikule namenjene za pulsom regulisano 
oslobađanje. Stoga se FSH pakuje u vezikule koje se brzo nakon njihovog formiranja u Goldz ijevom 
aparatu transločiraju do č elijske membrane gonadotropa i FSH se oslobađa u čirkulačiju (Jablonka-
Shariff i sar., 2008). To znač i da nivo FSH u čirkulačiji zavisi primarno od stope njegove sinteze 
(Thompson i Kaiser, 2014).  

 

 

Slika 1.3. Signalizacija posredovana receptorom za GnRH u gonadotropima. GnRH se vezuje za svoj rečeptor 
spregnut sa proteinom G, č ijom se aktivačijom pokreč e signalizačija posredovana sa PLCβ, kojom se regulis e sinteza i 
sekrečija gonadotropnih hormona. Detaljan opis u tekstu. GnRH – gonadotropin-oslobađajuč i hormon; GnRHR – 
rečeptor za GnRH; PLCβ – fosfolipaza Cβ; PIP2 – fosfatidilinozitol-difosfat; IP3 – inozitol-trifosfat; DAG – diačil-gličerol; 
PKC – protein kinaza C, IP3R – rečeptor za IP3, ligand-zavisni kanal za kalčijum; VGCC – voltaz no-zavisni kanal za 
kalčijum; ERK1/2 – kinaze regulisane vanč elijskim signalnima; JNK - kinaze N-terminalnog domena proteina č-Jun; 
p38 – p38 MAP kinaze; LH – luteinizirajuč i hormon; FSH – folikulostimulis uč i hormon. Napravljeno u 
https://www.biorender.čom/. 
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1.3.3. Polne žlezde mužjaka 

Mus ke polne z lezde, gonade, su testisi i oni zajedno sa genitalnim kanalima, penisom i 
pomoč nim polnim z lezdama č ine reproduktivni sistem muz jaka sisara (Setčhell i Breed, 2006). 
Između reproduktivnog sistema muz jaka pačova i č oveka postoji mnogo slič nosti, međutim, oni se 
razlikuju pre svega u prisustvu i građi pomoč nih polnih z lezda (Knoblaugh i sar., 2018). Kod 
pačova, pomoč ne polne z lezde obuhvataju semene vezikule, z lezde ductus deferens-a, 
multilobularnu prostatu sa koagulatornom z lezdom, zatim bulbouretralne, uretralne i 
prepučijalne z lezde (Maynard i Downes, 2019a). Spus tanje testisa u skrotum (oko 15. postnatalnog 
dana), poč etak proizvodnje pokretnih spermatozoida (između 40. i 55. postnatalnog dana), rast 
testisa i razdvajanje prepučijuma od penisa (oko 45. postnatalnog dana) su događaji koji kod 
pačova označ avaju sazrevanje mus kih reproduktivnih organa (Prevot, 2015). 

Testisi su parne z lezde ovalnog oblika sa dvojakom ulogom: egzokrinom – produkčija i 
sazrevanje germinativnih č elija (spermatogeneza), i endokrinom – steroidogeneza, odnosno 
androgeneza tj. sinteza mus kih polnih hormona, od kojih su najpotentniji testosteron i 
dihidrotestosteron.  

1.3.3.1. Morfologija i građa testisa pacova 

Tkivo testisa obavijeno je tvrdom fibroznom kapsulom (lat. tunica albuginea), ispod koje se 
nalazi vaskularni sloj (lat. tunica vascularis) (Maynard i Downes, 2019a). Največ i deo zapremine 
testisa č ine seminiferne tubule i interstičijalni prostor (Slika 1.4).  

Seminiferne tubule predstavljaju splet izuvijanih kanalič a, odvojenih od interstičijuma 
bazalnom laminom i peritubularnim mioidnim č elijama. Duz  zidova seminifernih tubula smes tene 
su germinativne č elije u različ itim fazama razvoja i č ine ih: spermatogonije, primarne 
spermatočite, sekundarne spermatočite i spermatide od kojih nastaju spermatozoidi, koji se 
oslobađaju u lumen ovih tubula. Sazrevajuč e germinativne č elije lez e „uronjene“ između 
somatskih, Sertolijevih č elija. Sertolijeve č elije su krupne, polarizovane epitelne č elije koje se 
pruz aju od bazalne lamine do lumena seminifernih tubula, i pruz aju mehanič ku potporu 
germinativnim č elijama (Mruk i Cheng, 2015). Osim toga, Sertolijeve č elije uč estvuju i u modulačiji 
funkčije testisa kroz produkčiju regulatornih molekula i nutrijenata neophodnih za pročes 
spermatogeneze, kao s to je androgen-vezujuč i protein, zatim sintezom inhibina, koji na nivou 
adenohipofize regulis u ekspresiju Fshb a time i sekrečiju FSH. Ovi pročesi su pod kontrolom 
sinergistič kog delovanja testosterona i FSH, č iji se rečeptori nalaze na membrani Sertolijevih č elija 
(Oduwole i sar., 2021). Osim toga, susedne Sertolijeve č elije su u regionu iznad spermatogonija 
povezane č vrstim vezama i formiraju krvno-testisnu barijeru (KTB), koja omoguč ava odrz avanje 
stalnosti sastava teč nosti u lumenu seminifernih tubula i s titi germinativne č elije, s to predstavlja 
vaz an preduslov za pravilno odvijanje pročesa spermatogeneze (Mruk i Cheng, 2015). 

Interstičijum testisa predstavlja prostor između seminifernih tubula ispunjen različ itim 
tipovima č elija, sistemom krvnih i limfnih sudova, nervima i vezivnim tkivom. Građa interstičijuma 
varira između vrsta. U interstičijalnom prostoru testisa pačova dominiraju limfatič ni prostori, u 
kojima se nalaze malobrojne č elije, uronjene u limfu, najč es č e u neposrednoj blizini krvnog suda 
(Foley, 2001). Ža razliku od seminifernih tubula koje su lis ene vaskulature, interstičijum testisa je 
visoko vaskularizovan, pri č emu kapilari nisu fenestrirani (Hedger, 2015).  
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Slika 1.4. Građa testisa pacova. Na popreč nom 
preseku testisa pačova mogu se uoč iti dva odeljka: 
seminiferne tubule (ST) i interstičijalni prostor (I). U 
lumenu seminifernih tubula prisutne su 
germinativne č elije u različ itim fazama razvoja i 
potporne Sertolijeve č elije. Intestičijalni prostor 
ispunjavaju č elije različ itih tipova, među kojima su i 
Lajdigove č elije, koje sintetis u androgene, kao i krvni 
i limfni sudovi, nervi i vezivno tkivo.  

 

 

 

 

1.3.3.1.1. Intersticijalne ćelije testisa pacova 

Primarno mesto biosinteze androgena su Lajdigove č elije (LC ) interstičijuma testisa. U testisu 
pačova, zavisno od faze razvoja, mogu se nač i dva tipa LC  – fetalne i adultne. Fetalne LC  pojavljuju 
se u vreme diferenčijačije Sertolijevih č elija i prisutne su tokom fetalnog i neonatalnog perioda 
(O’Shaughnessy, 2015). I fetalne i adultne LC  sintetis u androgene. Androgeni produkovani u 
fetalnim LC  vaz ni su za pravilnu diferenčijačiju mus kog reproduktivnog sistema i maskulinizačiju 
mozga (Chen i sar., 2019). Tokom kasnog fetalnog razvoja otpoč inje regresija fetalnih LC , koja se 
nastavlja u postnatalnom periodu, i u prve dve do tri nedelje postnatalnog razvič a, fetalne LC  bivaju 
postepeno zamenjene adultnim LC , mada postoje dokazi da se mali broj fetalnih LC  zadrz ava i u 
adultnom testisu (Žirkin i Papadopoulos, 2018). Iako se ranije smatralo da fetalne i adultne LC  
imaju drugač ije poreklo, novija istraz ivanja pokazuju da bar deo adultnih LC  potič e od istih 
progenitora kao i fetalne LC , a č ak i da se izvestan broj fetalnih LC  dediferenčira i sluz i kao pul 
prekursora za adultne LC  (Chen i sar., 2019). Između 10. i 13. postnatalnog dana, matič ne č elije 
neonatalnog testisa pačova proliferis u i diferenčiraju se u progenitorske adultne LC , koje se oko 
28. dana diferenčiraju u nezrele, a zatim u zrele LC , i njihova diferenčijačija se zavrs ava između 7. 
i 8. nedelje posle rođenja (Ivell i sar., 2013). Oko 30. postnatalnog dana, kod pačova poč inje da se 
eksprimira faktor slič an insulinu (engl. insulin-like factor 3, INSL3) koji predstavlja marker zrelih 
LC . Ovaj mali peptidni hormon se eksprimira i u fetalnim LC  i neophodan je za pročes spus tanja 
testisa u skrotum. U adultnom testisu, INSL3 je, pored testosterona, najvaz niji sekretorni produkt 
LC . Imajuč i u vidu da se eksprimira i sekretuje konstitutivno, predstavlja marker funkčionalnosti, 
proliferačije i diferenčijačije zrelih LC  (Ivell i sar., 2013).  

Osim LC , u interstičijumu testisa nalaze se i imunske č elije, pre svega makrofagi, ali i 
dendritske č elije, T-limfočiti i NK č elije. Makrofagi su najbrojnija populačija imunskih č elija testisa, 
i kod pačova č ine oko 20% interstičijalnih č elija (Winnall i Hedger, 2013). Rezidentni interstičijalni 
makrofagi i LC  su tesno povezani – između njih se formiraju spečifič ne čitoplazmatič ne 
interdigitačije (Hedger, 2015). Ove digitačije mogu se uoč iti oko 30. postnatalnog dana, sa pojavom 
zrelih adultnih LC , a tada dolazi i do porasta broja makrofaga u interstičijumu (Hutson, 1992). 
Mada jos  nije jasna uloga ovih digitačija, pokazano je da smanjenje broja LC  dovodi i do smanjenja 
broja makrofaga, bez utičaja na č elije spermatogene loze (Winnall i Hedger, 2013). Makrofagi 
testisa predstavljaju heterogenu populačiju č elija. Kod pačova, več ina makrofaga eksprimira 
CD163 (ED2), odnosno ispoljava fenotip alternativne aktivačije, M2, dok 15-20% makrofaga 
eksprimira CD68 (ED1) (Hedger, 2015). U fiziolos kim uslovima, rezidentni M2 makrofagi imaju 
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vaz nu ulogu u odrz avanju homeostaze u testisima i regulačiji imunskog odgovora, buduč i da 
konstitutivno sintetis u antiinflamatorne čitokine, č ime doprinose imunskoj privilegiji testisa – 
naime, iako je ranije smatrano da je imunska privilegija testisa ostvarena samo preko KTB, 
pokazano je da su i spermatogonije i interstičijum testisa, koji se nalaze van KTB, takođe 
obuhvač eni ovim fenomenom (Žhao i sar., 2014). Tokom inflamačije u testisima, dolazi do porasta 
broja proinflamatornih, CD68+ makrofaga (Winnall i Hedger, 2013) i do poveč ane sekrečije 
proinflamatornih čitokina i hemokina, poput IL-1, IL-6, TNF i CCL2 (Loveland i sar., 2017).  

1.3.3.2. Biosinteza androgena 

Prekursor za biosintezu svih steroidnih hormona je holesterol, koji je č elijama dostupan iz tri 
izvora: i) de novo sinteze u endoplazmatič nom retikulumu; ii) preuzimanjem holesterola koji je u 
sastavu č elijske membrane (i predstavlja 65-80% č elijskog holesterola) i preuzimanjem holesteril-
estara iz vanč elijske sredine; iii) mobilizačijom holesterola iz lipidnih kapi (Rone i sar., 2009). Kada 
su u pitanju vanč elijski izvori, steroidogene č elije pačova se dominantno snabdevaju holesterolom 
iz lipoproteina visoke gustine (engl. high-density lipoproteins, HDL). Glavnu ulogu u preuzimanju 
holesterola iz HDL partikula ima membranski protein SR-B1 (od engl. scavenger receptor class B 
type 1), kodiran genom Scarb1 (Ačton i sar., 1996; Connelly i Williams, 2003). 

Enzimi koji uč estvuju u konverziji holesterola do svih steroidnih hormona ločirani su na 
unutras njoj membrani mitohondrija i u glatkom endoplazmatič nom retikulumu (Payne i Hales, 
2004). Buduč i da je holesterol hidrofoban molekul, njegovo kretanje kroz čitoplazmu i 
nagomilavanje na spoljas njoj membrani mitohondrija omoguč eno je vezikularnim transportom i 
odgovarajuč im proteinskim nosač ima (Ikonen, 2008). Limitirajuč i korak u pročesu steroidogeneze 
predstavlja transport holesterola kroz hidrofilni intramembranski prostor, sa spoljas nje 
mitohondrijalne membrane do unutras nje mitohondrijalne membrane gde se des ava prva 
enzimska reakčija konverzije holesterola (Žirkin i Papadopoulos, 2018). Ovaj transport 
holesterola, koji je hormonski regulisan, odvija se pomoč u kompleksne proteinske mas inerije koju 
č ine proteini ločirani u čitoplazmi i u mitohondrijama (Liu i sar., 2006) i nazvana je transdučeozom 
(Rone i sar., 2009). U sastav transdučeozoma ulaze brojni proteini (Žirkin i Papadopoulos, 2018), 
a veliki znač aj u regulačiji steroidogeneze se pripisuje čitoplazmatič noj komponenti 
transdučeozoma – steroidnom akutnom regulatornom proteinu (StAR) (Clark i sar., 1994).  

Konverzija holesterola odigrava se uz pomoč  sloz ene enzimske mas inerije, č ije se komponente 
mogu podeliti u dve familije enzima: to su hidroksisteroid-dehidrogenaze (HSD familija enzima) i 
čitohrom P450 oksidaze (engl. cytochrome P450, CYP familija enzima). Enzimi iz HSD familije mogu 
se, prema svojoj aktivnosti, klasifikovati u grupu dehidrogenaza, koje oksiduju hidroksisteroide u 
ketosteroide, i u grupu reduktaza, koje redukuju ketosteroide do hidroksisteroida. Pripadniči CYP 
familije enzima katalizuju reakčije hidroksilačije i raskidanja veza između atoma ugljenika 
(Bremer i Miller, 2014).  

Kod pačova, steroidogeneza se dominantno odvija preko Δ4 puta. Prvi korak u pročesu 
steroidogeneze je reakčija katalizovana enzimom čitohrom P450 oksidaza familija 11, podfamilija 
A, polipeptid 1 (CYP11A1), smes tenom na unutras njoj mitohondrijalnoj membrani, koji iseča 
boč ne lanče holesterola dajuč i pregnenolon. Enzimsku reakčiju konverzije pregnenolona u 
progesteron katalizuje enzim 3β-hidroksisteroid-dehidrogenaza/Δ5-4-izomeraza (3β-HSD). Ovaj 
enzim ločiran je i u mitohondrijama, ali dominantno u endoplazmatič nom retikulumu (Žirkin i 
Papadopoulos, 2018). U steroidogenim č elijama pačova, progesteron se konvertuje u Δ4-
androstendion, u reakčiji koju katalizuje enzim steroid 17-α hidroksilaza/17,20 liaza (CYP17A1). 
Ovi korači u steroidogenezi određuju dominantni, Δ4 put kod pačova. Kod č oveka, pregnenolon se 
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konvertuje u 17-hidroksipregnenolon, koji se zatim konvertuje u dihidroepiandrosteron, s to znač i 
da se steroidogeneza kod č oveka odvija preko Δ5 puta (Sčott i sar., 2009). Dejstvom enzima 17β-
HSD, androstendion se konvertuje u testosteron. U testisima je dominantno eksprimirana izoforma 
17β-HSDIII (Payne i Hales, 2004). Testosteron se kovertuje u njegov potentniji metabolit, 
dihidrotestosteron (DHT), aktivnos č u enzima 5α-reduktaze (5αR), koji je kod pačova eksprimiran 
najvis e u jetri, ali je prisutan i u testisima i pomoč nim polnim z lezdama (Russell i Wilson, 1994). 
S ematski prikaz biosinteze androgena prikazan je na Sliči 1.5. 

 

Slika 1.5. Šematski prikaz biosinteze androgena. Steroidogeneza se odvija u lumenu mitohondrija i u glatkom 
endoplazmatič nom retikulumu. Kod č oveka, steroidogeneza se odvija preferenčijalno preko Δ5 puta dok je kod pačova 
dominantan Δ4 put. SMM – spoljas nja membrana mitohondrija; UMM – unutras nja membrana mitohondrija; P5 – 
pregnenolon; 17α-OH-P5 – 17α-hidroksipregnenolon; DHEA – dihidroepiandrosteron; A5 – androstenediol; P4 – 
progesteron; 17α-OH-P4 – 17α-hidroksiprogesteron, A4 – androstendion; T – testosteron; DHT – dihidrotestosteron; 
StAR – steroidni akutni regulatorni protein; CYP11A1 – čitohrom P450 oksidaza familija 11, podfamilija A, polipeptid 
1; 3βHSD – 3β-hidroksisteroid dehidrogenaza/Δ5-4 izomeraza; CYP17A1 – 17-α hidroksilaza/17,20 liaza; 17βHSD –
17β-hidroksisteroid dehidrogenaza; 5αR – 5α-reduktaza. Napravljeno u https://www.biorender.čom/. 

 

1.3.3.3. Kontrola endokrine funkcije testisa 

U endokrinim č elijama koje sintetis u peptidne hormone, ovi hormoni č uvaju se u sekretornim 
vezikulama i spremni su za oslobađanje u odgovoru na adekvatan stimulus. Ža razliku od ovih 
č elija, steroidogene endokrine č elije sadrz e veoma male količ ine sintetisanih steroida, tako da 
moraju da ih sintetis u neposredno pre oslobađanja, u odgovoru na stimulus (Bremer i Miller, 
2014). Stoga regulačija samog pročesa steroidogeneze predstavlja ključ an faktor koji determinis e 
končentračiju steroida u čirkulačiji.  

Steroidogeneza u testisima je primarno regulisana neuroendokrinim odnosno endokrinim 
putem, delovanjem hormona HPG ose. Tonič ni obrazač pulsne sekrečije GnRH neurona 
hipotalamusa muz jaka diktira tonič nu sekrečiju gonadotropina hipofize s to omoguč ava 
odrz avanje konstantnog nivoa testosterona neophodnog za neometano odvijanje pročesa 
spermatogeneze. Testosteron kao krajnji produkt, preko negativnih povratnih sprega na nivou 

https://www.biorender.com/
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hipotalamusa i adenohipofize, regulis e aktivnost HPG ose i time sopstvenu produkčiju (Slika 1.6). 
Povratna regulačija se odvija dominantno na nivou hipotalamusa, regulačijom oslobađanja GnRH, 
a manjim delom na nivou gonadotropa adenohipofize (Bliss i sar., 2010).  

 

 

 

 

 

Slika 1.6. Kontrola endokrine funkcije testisa – 
hipotalamo-hipofizno-gonadna osa mužjaka. GnRH 
neuroni sintetis u i sekretuju GnRH, koji preko GnRHR 
regulis e sintezu i oslobađanje gonadotropnih hormona 
adenohipofize, LH i FSH. Gonadotropni hormoni na nivou 
testisa regulis u pročese spermatogeneze i androgeneze. 
Testosteron negativnim povratim spregama na nivou 
hipotalamusa i adenohipofize regulis e sopstvenu 
produkčiju. GnRH – gonadotropin-oslobađajuč i hormon; 
FSH – folikulostimulis uč i hormon; LH – luteinizirajuč i 
hormon; T – testosteron; „-“ – negativna povratna sprega. 
Napravljeno u https://www.biorender.čom/. 

 

 

 

 

 

 

Vezivanjem LH za njegov rečeptor koji se eksprimira na membrani LC  (engl. luteinizing 
hormone receptor, LHR), rečeptor spregnut sa proteinom G, pokreč e se čAMP/PKA signalni put koji 
je dominantan signalni put kontrole pročesa steroidogeneze. Naime, vezivanjem liganda za LHR, 
aktivira se adenilat-čiklaza (AC), koja konvertuje adenozin-trifosfat (ATP) u čiklič ni adenozin-
monofosfat (čAMP), koji zatim aktivira protein-kinazu A (PKA). Svojom aktivnos č u PKA otpoč inje 
pročes steroidogeneze time s to fosforilis e, a samim tim aktivira, uč esnike u regulačiji transporta 
holesterola i ekspresiju steroidogenih enzima (Stoččo i sar., 2005). S ematski prikaz regulačije 
sinteze testosterona čAMP signalnim putem u LC  predstavljen je na Sliči 1.7. 

Regulačija steroidogeneze moz e biti akutna i hronič na. Pokazano je da akutna regulačija 
steroidogeneze podrazumeva aktivačiju proteina StAR i njegovu transkripčiju (Miller, 2013). Ža 
aktivačiju StAR proteina neophodna je njegova fosforilačija (Arakane i sar., 1997), od strane PKA 
(Clark, 2016; Žirkin i Papadopoulos, 2018). Pod akutnom regulačijom steroidogeneze 
podrazumeva se i transkripčija iRNK za StAR, jer se ovaj pročes des ava tokom nekoliko minuta od 
vezivanja LH za rečeptor (Jo i sar., 2005; Manna i sar., 2009). Signalizačija posredovana sa 
čAMP/PKA ima ključ nu ulogu i u hronič noj regulačiji steroidogeneze, koja podrazumeva regulačiju 
transkripčije enzima koji katalizuju konverziju holesterola, i des ava se tokom nekoliko sati/dana 
(Miller, 2013). U ovom pročesu, PKA fosforilis e transkripčione faktore koji se vezuju za CRE 
elemente (engl. cAMP-responsive element) u promotorima gena koji kodiraju za ove enzime. 

https://www.biorender.com/
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Međutim, i brojni drugi transkripčioni faktori, nezavisni od čAMP signalizačije, takođe uč estvuju u 
regulačiji transkripčije steroidogenih enzima (Bremer i Miller, 2014).  

 

Slika 1.7. Regulacija sinteze testosterona u LĆ pacova. LH – luteinizirajuč i hormon; LHR – rečeptor za LH; AC – 
adenilat-čiklaza; ATP – adenozin-trifosfat; čAMP- čiklič ni adenozin-monofosfat; P5 – pregnenolon; 17α-OH-P5 – 17α-
hidroksipregnenolon; DHEA – dihidroepiandrosteron; A5 – androstenediol; P4 – progesteron; 17α-OH-P4 – 17α-
hidroksiprogesteron, A4 – androstendion; T – testosteron; DHT – dihidrotestosteron; StAR – steroidni akutni 
regulatorni protein; CYP11A1 – čitohrom P450 oksidaza familija 11, podfamilija A, polipeptid 1; 3βHSD – 3β-
hidroksisteroid dehidrogenaza/Δ5-4 izomeraza; CYP17A1 – 17-α hidroksilaza/17,20 liaza; 17βHSD –17β-
hidroksisteroid dehidrogenaza. Napravljeno u https://www.biorender.čom/. 

Iako je LH glavni regulator steroidogeneze u LC , ovaj pročes je regulisan i drugim hormonima, 

faktorima rasta, čitokinima, reaktivnim obličima kiseonika itd., koji potič u iz čirkulačije, i/ili su 

produkovani lokalno, od stane susednih č elija ili samih LC  (Hales, 2002; Manna i sar., 2006; Saez, 

1994). Takođe, pored dominantne čAMP/PKA-zavisne regulačije steroidogeneze, u ovom pročesu 

uč estvuju i drugi molekuli i signalni putevi koji ne uključ uju čAMP. Međutim, doprinos čAMP-

nezavisne regulačije steroidogeneze u odnosu na čAMP-zavisnu regulačiju je manji od 1%  (Manna 

i sar., 2006; Stoččo i sar., 2005).  

1.3.4. Polne žlezde ženki 

Polne z lezde z enki, ovarijumi, uz jajovode, materiču, vaginu i mleč ne z lezde predstavljaju 
reproduktivni sistem z enki sisara (Boyd i sar., 2018). Razlike u reproduktivnom sistemu između 
z enki pačova i primata ogledaju se pre svega u anatomskoj građi materiče, jajovoda i vagine, dok 
je histolos ka struktura i funkčija slič na između ovih vrsta (Boyd i sar., 2018). Kod pačova, otvaranje 
vagine i prva ovulačija označ avaju poč etak puberteta, s to se des ava između 30. i 37. dana 
postnatalno, mada postoje razlike između sojeva (Goldman i sar., 2000; Rivest, 1991).  

https://www.biorender.com/
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Ovarijumi su, kao i testisi, parne z lezde, i takođe imaju dve funkčije: egzokrinu – produkčiju i 
sazrevanje z enskih germinativnih č elija (oogenezu), i endokrinu – sintezu i sekrečiju z enskih 
polnih hormona – estrogena i progesterona. Osim toga, ovarijumi produkuju i male količ ine 
androgena i inhibin.  

1.3.4.1. Morfologija i građa ovarijuma pacova 

Kod polno zrelih z enki, usled sazrevanja folikula i formiranja z utih tela, ovarijumi imaju 
nodularnu strukturu (Boyd i sar., 2018). Povrs ina jajnika pokrivena je ovarijalnim epitelom ispod 
koga se nalazi sloj gustog vezivnog tkiva, tunica albuginea. Na popreč nom preseku ovarijuma 
razlikuju se srz  (medula), koja sadrz i gusto vezivno tkivo i krvne sudove; i kora, u kojoj se nalaze 
folikuli u različ itim fazama sazrevanja, z uta tela (lat. corpus luteum), interfolikularna stroma i krvni 
sudovi (Slika 1.8).  

 

 

 

 

Slika 1.8. Građa ovarijuma pacova. Na preseku 
ovarijuma uoč avaju se medula (M) i kora u kojoj se 
nalaze folikuli (F) u različ itim stadijumima razvoja, 
kao i z uta tela (CL) od koji su neka u fazi regresije (CL-
R). Na preseku se uoč ava i interfolikularna stroma 
(S). 

 

 

 

Folikul predstavlja osnovnu funkčionalnu jediniču ovarijuma i sadrz i buduč u jajnu č eliju 
okruz enu somatskim č elijama, obavijenim bazalnom laminom (Magoffin, 2005). Folikulogeneza i 
oogeneza su paralelni pročesi koji podrazumevaju proliferačiju i sazrevanje somatskih č elija i 
buduč e jajne č elije, kroz sledeč e stadijume folikula: primordijalni, primarni, sekundarni, terčijarni, 
preovulatorni, i kulminiraju oslobađanjem jajne č elije – ovulačijom. Nakon ovulačije, somatske 
č elije folikula se transformis u u luteinske č elije, odnosno folikul se transformis e u z uto telo (Edson 
i sar., 2009).  

Ž enke sisara se rađaju sa određenim brojem germinativnih č elija koje su zaustavljene u profazi 
mejoze I i ostaju u toj fazi sve do poč etka sazrevanja, pred ovulačiju (Pangas i Rajkovič, 2015). Ove 
germinativne č elije formiraju „gnezdo“ koje biva razbijeno da bi se formirali primordijalni folikuli, 
sač injeni od oočite okruz ene jednim slojem pljosnatih pregranulosa č elija (Boyd i sar., 2018). 
Drugim reč ima, za razliku od muz jaka kod kojih se pročes spermatogeneze, iničirane pubertetom, 
des ava tokom adultnog z ivota, kod z enki pročes formiranja primordijalnih folikula, odnosno 
germinativnih č elija, des ava se samo tokom embrionalnog razvič a. Prema klasifikačiji Pedersena i 
Petersa (1968), primordijalni folikuli spadaju u male folikule, tipove 1 i 2 (Edson i sar., 2009). 
Primarni folikul sadrz i oočitu okruz enu jednim slojem kuboidnih granulosa č elija (tip 3). Nakon 
dalje proliferačije granulosa č elija nastaju sekundarni folikuli (tipovi 4 i 5), koje č ine oočita 
okruz ena vis eslojnim omotač em granulosa č elija, a od nespečijalizovanih mezenhimskih č elija 
strome formira se sloj theca č elija, odvojenih od granulosa č elija bazalnom laminom. Theca č elije 
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diferenčiraju se iz nespečijalizovanih mezenhimskih č elija strome. Sloj theca č elija je visoko 
vakularizovan i č ine ga unutras nji sloj (theca interna), u kome se odvija pročes steroidogeneze, i 
spoljas nji sloj (theca externa), koji č ine nesteroidogene č elije (Magoffin, 2005). Kada se daljim 
rastom folikula u njegovoj unutras njosti formira s upljina, antrum, ispunjena folikularnom 
teč nos č u koja je bogata estrogenim hormonima porekleom iz granulosa č elija, folikul je označ en 
kao terčijarni (tipovi 6 i 7). Nakon ove faze, folikul raste i finalno sazreva do preovulatornog 
(Grafovog) folikula (tip 8) koji je definisan velikom s upljinom ispunjenom teč nos č u i buduč om 
jajnom č elijom koja je postavljena eksčentrič no, sa tankim slojem granulosa č elija koje je okruz uju 
(Maynard i Downes, 2019b). Pored granulosa č elija i č elija sloja theca interna, produkčija polnih 
hormona u ovarijumu se odigrava i u č elijama strome, ali u znatno manjim količ inama. 

Regrutačija primordijalnih folikula i njihovo sazrevanje do sekundarnih folikula kod glodara 
odvija se kontinuirano, bez utičaja gonadotropnih hormona. Ova faza se naziva i iničijalna 
regrutačija folikula. Sazrevanje folikula u sekundarnoj i terčijarnoj fazi ne zavisi od gonadotropina, 
ali ovi hormoni stimulis u taj pročes. Od ulaska u pubertet, porast nivoa FSH tokom svakog čiklusa 
regulis e regrutačiju terčijarnih folikula koji č e se pod utičajem rastuč e končentračije LH razviti u 
preovulatorni folikul. Stoga, ova faza zavisi od gonadotropina i označ ena je kao čiklič na regrutačija 
folikula (Craig i sar., 2007; MčGee i Hsueh, 2000). 

Broj folikula koji č e postati preovulatorni veoma je mali. Tokom reproduktivnog z ivota z enke 
sisara največ i broj folikula propada, odnosno podlez e pročesu koji se naziva atrezija. Atrezija je 
pročes vođen č elijskom smrč u tipa apoptoze (Craig i sar., 2007). Ovaj pročes moz e zahvatati i 
primordijalne i primarne folikule, ali se najč es č e des ava u stadijumu sekundarnih i terčijarnih 
folikula. Žavisno od stadijuma folikula zahvač enog atrezijom, izgled atretič nih folikula je različ it. 
Žajednič ka karakteristika je svakako piknoza – pročes skupljanja jedra i kondenzačija hromatina 
u granulosa č elijama (Levine, 2015). 

U kori ovarijuma se kod polno zrelih jedinki uoč avaju i z uta tela, koja, kao s to je napomenuto, 
nastaju od č elija preovulatornog folikula koje podlez u pročesu luteinizačije nakon ovulačije i 
nastavljaju da produkuju polne hormone. Osim toga, bazalna lamina propada, s to omoguč ava 
migračiju endotelnih č elija i vaskularizačiju folikula u granulosa sloju, koji je prethodno bio lis en 
vaskulature (Stoččo i sar., 2007). Buduč i da kod z enki pačova istovremeno sazreva vis e oočita 
odnosno folikula, u ovarijumima pačova se nakon ovulačije moz e uoč iti vis e z utih tela. Osim toga, 
kod pačova su prisutna i z uta tela iz nekoliko prethodnih čiklusa (Boyd i sar., 2018). Ž uta tela iz 
različ itih čiklusa mogu se razlikovati na osnovu velič ine, vaskularizačije i obojenosti u histolos kim 
bojenjima (Westwood, 2008). 
 

1.3.4.2. Biosinteza ženskih polnih hormona 

Neposredni prekursori za sintezu estrogenih hormona su androgeni, stoga je čeo put 
biosinteze do androgena identič an i za estrogene hormone (Slika 1.5). Aromatizačija androgena do 
estrogena katalizovana je dejstvom enzima aromataze (CYP19A1). Aromataza katalizuje 
konverziju testosterona u estradiol, kao i androstendiona u estron. Estron se zatim konvertuje u 
estradiol, dejstvom enzima 17β-HSD (Bremer i Miller, 2014). U ovarijumima je dominantno 
eksprimirana izoforma 17β-HSDI. Kod č oveka, izoforma 17β-HSDI dominantno koristi estron kao 
supstrat i redukuje ga do estradiola, dok kod pačova ova izofoma enzima jednakom efikasnos č u 
koristi estron i androstendion (Payne i Hales, 2004). Konverzija androgena u estrogene s ematski 
je prikazana na Sliči 1.9. 
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Slika 1.9. Šematski prikaz sinteze estrogenih hormona 
od androgena. Androgeni su neposredni prekursori za 
sintezu estrogena, pa je put biosinteze do androgena 
identič an onome prikazanom na Sliči 1.5. A4 – 
androstendion; T – testosteron; E1 – estron; E2 – estradiol; 
17βHSD –17β-hidroksisteroid dehidrogenaza; CYP19A1– 
aromataza. Napravljeno u https://www.biorender.čom/. 

 

 

1.3.4.3. Kontrola endokrine funkcije ovarijuma 

Regulačija steroidogeneze u jajničima, kao i u testisima, primarno se odvija neuroendokrinim 
i endokrinim putem, delovanjem hormona HPG ose. Pulsna sekrečija GnRH iz hipotalamusa 
definis e bazalnu pulsnu sekrečiju LH i FSH. Estrogeni i progesteron kao krajnji produkti regulis u 
aktivnost HPG ose i time sopstvenu produkčiju, tako s to deluju negativnim povratnim spregama 
na nivou hipotalamusa i hipofize, osim u sluč aju dostizanja visokih končentračija estradiola, pred 
ovulačiju, kada sprega postaje pozitivna i indukuje talasno oslobađanje GnRH/LH (Slika 1.10). Ža 
razliku od muz jaka, reproduktivni sistem z enki karakteris u čiklič ne promene koje nastaju kao 
rezultat čiklič nog obrasča pulsne sekrečije GnRH neurona hipotalamusa, s to dalje vodi ka čiklič noj 
sekrečiji gonadotropina hipofize, s to se odraz ava i na regulačiju sinteze hormona u ovarijumima. 

 

 

 

 

Slika 1.10. Kontrola endokrine funkcije ovarijuma 
– hipotalamo-hipofizno-gonadna osa ženki. GnRH 
neuroni sintetis u i sekretuju GnRH, koji regulis e 
sintezu i oslobađanje gonadotropnih hormona 
adenohipofize, LH i FSH. Gonadotropni hormoni deluju 
na ovarijume i regulis u pročese oogeneze, 
folikulogeneze i sinteze estogenih hormona i 
progesterona. Polni hormoni negativnim povratim 
spregama na nivou hipotalamusa i adenohipofize 
regulis u sopstvenu produkčiju, osim u sluč aju visokih 
končentračija estradiola, pred ovulačiju, kada 
povratna sprega na nivou hipotalamusa postaje 
pozitivna. GnRH – gonadotropin-oslobađajuč i hormon; 
FSH – folikulostimulis uč i hormon; LH – luteinizirajuč i 
hormon; E2 – estradiol; P4 – progesteron; „+“ – 
pozitivna povratna sprega; „-“ – negativna povratna 
sprega. Napravljeno u https://www.biorender.čom/. 
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Rečeptori za gonadotropne hormone eksprimirani su na somatskim č elijama ovarijuma. Treba 
napomenuti da, kao i LHR, i rečeptor za FSH (engl. follicle-stimulating hormone receptor, FSHR) 
predstavlja rečeptor spregnut sa proteinom G, koji aktivira AC i nishodnu čAMP-zavisnu 
signalizačiju (Dufau i Catt, 1978). Dominantan signalni put regulačije steroidogeneze u 
ovarijumima je čAMP/PKA, kao i u LC .  

Folikuli ovarijuma dominantno produkuju estradiol. Sinteza estradiola vrs i se po modelu „dva 
gonadotropina/dva tipa č elija“ (Hillier i sar., 1994). Osnovni postulati ovog modela su:  

i) granulosa, ali ne i theca, č elije eksprimiraju FSHR;  

ii) theca, ali ne i granulosa, č elije nezrelog folikula, poseduju LHR;  

iii) u granulosa č elijama, FSH regulis e aktivnost aromataze, ali ne i sintezu androgena; 

iv) u theca č elijama, LH regulis e sintezu androgena ali ne i aktivnost aromataze.  

Delovanjem LH na LHR na membrani theca č elija, aktivira se čAMP/PKA-zavisna signalizačija, 
č ime se aktivira steroidogeneza na isti nač in kao s to je opisano za LC , s to vodi poveč anoj konverziji 
holesterola do androgena. Androgeni, sintetisani u theca č elijama, difunduju kroz bazalnu laminu 
do granulosa č elija folikula. Na membrani granulosa č elija, vezivanjem FSH za FSHR takođe se 
aktivira čAMP-zavisan signalni put, č ime se poveč ava ekspresija i aktivačija aromataze. Na taj nač in 
regulisana je aromatizačija androgena do estrogena, koja se odvija u granulosa č elijama folikula 
(Slika 1.11).  

 

Slika 1.11. Regulacija sinteze estradiola u folikulima – princip „dva gonadotropina – dva tipa ćelija“. LH – 
luteinizirajuč i hormon; LHR – rečeptor za LH; FSH – folikulostimulis uč i hormon; FSHR – rečeptor za FSH; AC – adenilat-
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čiklaza; ATP – adenozin-trifosfat; čAMP- čiklič ni adenozin-monofosfat; P5 – pregnenolon; 17α-OH-P5 – 17α-
hidroksipregnenolon; DHEA – dihidroepiandrosteron; A5 – androstenediol; P4 – progesteron; 17α-OH-P4 – 17α-
hidroksiprogesteron, A4 – androstendion; T – testosteron; DHT – dihidrotestosteron; E1 – estron; E2 – estradiol; StAR 
– steroidni akutni regulatorni protein; CYP11A1 – čitohrom P450 oksidaza familija 11, podfamilija A, polipeptid 1; 
3βHSD – 3β-hidroksisteroid-dehidrogenaza/Δ5-4-izomeraza; CYP17A1 – 17-α-hidroksilaza/17,20-liaza; 17βHSD –
17β-hidroksisteroid-dehidrogenaza; CYP19A1– aromataza. Napravljeno u https://www.biorender.čom/. 

 

Luteinizačija č elija folikula dovodi do promene u glavnom produktu endokrine aktivnosti 
ovarijuma, i u z utim telima dominantno sintetisan polni hormon je progesteron. To podrazumeva 
i promenu u ekspresiji gena u transformisanim luteinskim č elijama, s to utič e pre svega na njihovu 
sposobnost da odgovore na stimulačiju hormonima. Ovde je bitno napomenuti da kod pačova, 
vaz nu ulogu u regulačiji endokrine funkčije ovarijuma ima i prolaktin, koji deluje na odrz avanje 
z utog tela (Levine, 2015). Nakon luteinizačije, dolazi do promena u ekspresiji rečeptora za LH, FSH 
i prolaktin. Preovulatorni talas LH dovodi do „utis avanja“ ekspresije FSHR, i ovaj rečeptor se ne 
eksprimira u č elijama z utog tela. LHR se nakon talasa LH prvo aktivira, a zatim dolazi do njegove 
kratkotrajne desenzitizačije, nakon č ega se njegova ekspresija poveč ava i ostaje konstantno visoka 
u z utim telima. Ekspresija rečeptora za prolaktin je konstantno poveč ana u z utom telu, i to 
verovatno takođe pod utičajem talasa LH. Buduč i da LH i prolaktin pozitivno regulis u ekspresiju 
svih proteina i enzima neophodnih za transport i konverziju holesterola, luteinske č elije z utog tela 
imaju sposobnost sinteze velikih količ ina progesterona (Stoččo i sar., 2007). 

Pored ovoga, u regulačiji steroidogeneze u ovarijumima, kao i u LC , uč estvuju i drugi faktori. 
To su različ iti faktori rasta, čitokini, insulin, kao i inhibini i aktivini. Ovi molekuli mogu delovati 
endokrino, autokrino ili parakrino, i na različ ite nač ine uč estvuju u LHR- i FSHR-posredovanoj 
regulačiji steroidogeneze u ovarijumima (Wood i Strauss, 2002). 

 

1.3.4.3.1. Estrusni ciklus ženki pacova 

Ciklič na sekrečija hormona ovarijuma dovodi do čiklič nih promena na nivou svih steroid-
zavisnih organa z enki (epitela vagine, uterusa, mleč nih z lezda) koje se nazivaju estrusni čiklus kod 
pačova i ostalih sisara osim primata kod kojih se te promene zajednič ki nazivaju menstrualni 
čiklus.  

Kod pačova, ove čiklič ne promene se spontano des avaju tokom reproduktivnog z ivota z enke, 
na svakih 4-5 dana, s to ih č ini nesezonskim, spontano ovulirajuč im, poliestrusnim z ivotinjama 
(Levine, 2015). Ža razliku od č oveka, promene na nivou epitela vagine su kod pačova veoma 
izraz ene i nazivaju se čiklus vagine. Na osnovu prisustva, gustine i zastupljenosti č elija u uzorku 
vaginalnog brisa, jednostavno se moz e utvrditi faza estrusnog čiklusa (Cora i sar., 2015).  

Estrusni čiklus pačova obuhvata sledeč e faze: proestrus, estrus, metestrus (diestrus I) i 
diestrus (diestrus II).  

1.3.4.3.1.1. Proestrus  

Na preparatu vaginalnog brisa u ovoj fazi estrusnog čiklusa uoč avaju se z ive, krupne, 
okruglaste epitelne č elije sa čentralno postavljenim jedrom(Cora i sar., 2015). Proestrus kod 
pačova traje oko 14 sati i moz e se poistovetiti sa fazom razvoja folikula menstrualnog čiklusa kod 
z ena (Ajayi i Akhigbe, 2020). Na nivou ovarijuma tokom ove faze estrusnog čiklusa dolazi do 
finalnog sazrevanja terčijarnih u preovulatorne folikule. Somatske č elije preovulatornih folikula 
sintetis u sve več e količ ine estradiola. Nivo estradiola dostiz e maksimalnu končentračiju oko 

https://www.biorender.com/
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podneva na dan proestrusa i tada dejstvo ovog hormona na hipotalamus iz negativne prelazi u 
modalitet pozitivne povratne sprege, izazivajuč i preovulatorni talas GnRH koji dovodi do talasa 
LH, ali i FSH, s to se des ava u kasno popodne na dan proestrusa. U to vreme registruje se i porast 
progesterona u ovarijumima. Nivo estradiola poč inje da opada popodne na dan proestrusa (Levine, 
2015). U parenhimu ovarijuma se tokom proestrusa mogu uoč iti z uta tela iz prethodnog čiklusa, 
koja poč inju da propadaju (prisustvo čitopazmatič nih vakuola i proliferačija fibroznog tkiva) 
(Westwood, 2008).  

1.3.4.3.1.2. Estrus 

U vaginalnom brisu pačova u ovoj fazi estrusnog čiklusa uoč ava se veliki broj poliedarnih, 
kornifikovanih č elija nepravilnog oblika, bez uoč ljivog jedra (Cora i sar., 2015). Kod pačova ova 
faza traje između 24 i 48h (Ajayi i Akhigbe, 2020). Preovulatorni talas LH dovodi do pučanja 
folikula i ovulačije; u jutarnjim č asovima estrusa nivo estradiola je najniz i i ostaje na niskom nivou 
do kraja čiklusa, dok končentračija progesterona takođe opada do bazalnih vrednosti. Nakon 
preovulatornog talasa, nivo LH u čirkulačiji se takođe smanjuje tokom estrusa, i pulsevi LH se 
proređuju (Levine, 2015). Tokom estrusa kod pačova dolazi do jos  jednog porasta nivoa FSH, za 
razliku od primata kod kojih je nakon ovulačije inhibirana sekrečija ovog gonadotropina (Plant, 
2012). Drugi talas FSH ključ an je za regrutačiju novog pula terčijarnih folikula za sledeč i estrusni 
čiklus (Chaffin i Vandevoort, 2013; Coss, 2018). Tokom estrusa, u parenhimu ovarijuma uoč avaju 
se tek nastala, mala, z uta tela, sa č elijama koje imaju bazofilnu čitoplazmu. Kod nekih se vide i 
ostači čentralne s upljine koja je zaostala iz folikula. Takođe, uoč avaju se i z uta tela iz prethodnog 
čiklusa koja su u regresiji (Westwood, 2008).  

1.3.4.3.1.3. Diestrus I  

Na nivou epitela vagine tokom diestrusa I uoč avaju se z ive epitelne č elije sa jedrom, 
kornifikovane č elije i leukočiti (Cora i sar., 2015). Diestrus I kod pačova traje između 6 i 8h. 
Sekrečija LH i FSH u ovoj fazi je na bazalnom nivou. Tokom diestrusa I, kod pačova se registruje jos  
jedan porast progesterona u ovarijumima, koji potič e iz novonastalih z utih tela. Novi pul folikula 
regrutovanih za sledeč i čiklus poč inje da sintetis e sve več e količ ine estradiola, i postepeno 
poveč anje končentračije ovog hormona u čirkulačiji registruje se od kasnog diestrusa I i kroz 
diestrus II (Levine, 2015). Ž uta tela u diestrusu I jos  mogu imati čentralnu s upljinu i nemaju 
naznake fibroznog tkiva (Westwood, 2008).  

1.3.4.3.1.4. Diestrus II 

Na nivou epitela vagine, tokom faze diestrusa II dominiraju leukočiti, mada se mogu nač i i z ive 
epitelne č elije i mali broj kornifikovanih č elija (Cora i sar., 2015). Diestrus II je najduz a faza čiklusa, 
i traje između 48 i 72 h. Ova faza odgovara lutealnoj fazi kod z ena (Ajayi i Akhigbe, 2020). U 
diestrusu II, sekrečija LH i FSH je na bazalnom nivou. Kao s to je gore navedeno, končentračija 
estradiola u čirkulačiji poč inje da raste u diestrusu I i nastavlja da se poveč ava tokom diestrusa II 
da bi se maksimalne končentračije dostigle u proestrusu. Porast nivoa progesterona koji se javlja 
u diestrusu I registruje se i rano u diestrusu II ali zatim končentračija ovog hormona u čirkulačiji 
opada, i ostaje na niskom nivou sve do proestrusa. Do smanjenja u končentračiji progesterona 
dolazi jer z uto telo pačova vrlo brzo podlez e funkčionalnoj luteolizi (Levine, 2015). U parenhimu 
ovarijuma u diestrusu II prisutna su velika z uta tela, sa finom vakuolačijom č elija. U regionu 
čentralne s upljine poč inje da se stvara fibrozno tkivo (Westwood, 2008).  
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1.4. Polne razlike i uloga polnih hormona u MS i EAE-u 

1.4.1. Polne specifičnosti u prevalenciji i toku MS 

Multipla skleroza se dva puta č es č e dijagnostikuje kod z ena nego kod mus karača, a u nekim 
regionima sveta taj odnos je č ak 4 : 1 (Walton i sar., 2020). Več a prevalenčija kod z ena je, osim u 
patologiji MS, uoč ena i za druge autoimunske bolesti, poput sistemskog eritemskog lupusa, 
reumatoidnog artritisa, Sjogrenovog sindroma i Has imotovog tiroiditisa (Libert i sar., 2010). Ža 
ovaj fenomen je verovatno delom odgovorna i č injeniča da z ene pokazuju jač i č elijski i humoralni 
imunski odgovor u odnosu na mus karče (Butterworth i sar., 1967; Voskuhl, 2011; Whitačre i sar., 
1999).  

Osim u prevalenčiji, polne razlike postoje i u toku i simptomima MS. Prema tipovima lezija 
detektovanih magnetnom rezonančom, pokazano je da kod z ena dominira inflamatorni, a kod 
mus karača neurodegenerativni fenotip bolesti (Gilli i sar., 2020; Pozzilli i sar., 2003). Takođe, z ene 
pokazuju č es č e relapse i raniju pojavu simptoma MS, dok mus karči imaju več u predispozičiju za 
tez e oblike bolesti, s to se ogleda u več em riziku za ispoljavanje PPMS, več em stepenu os teč enja 
tkiva CNS-a i izraz enijim kognitivnim disfunkčijama (Bove i Chitnis, 2013; Chitnis, 2018; Magyari 
i Kočh-Henriksen, 2022; Ysrraelit i Correale, 2019). U sluč aju RRMS, progresija bolesti je brz a, 
odnosno prelazak u SPMS je raniji kod mus karača u odnosu na z ene (Collongues i sar., 2018; 
Confavreux i sar., 2003). Osim toga, mus karči se tez e oporavljaju od relapsa bolesti (Chitnis, 2018; 
Malik i sar., 2014).  

Faktori koji doprinose ovakvim razlikama između polova u patologiji MS jesu polni hormoni 
ili geni ločirani na polnim hromozomima, pri č emu njihova uloga ne mora biti međusobno 
isključ iva (Spenče i Voskuhl, 2012).  

1.4.2. Polni hormoni i MS 

1.4.2.1. Uticaj nivoa polnih hormona na patologiju MS 

Ispitivanje polnih hormona kao faktora koji utič u na patologiju MS ima uporis te u č injeniči da 
se promena odnosa u prevalenčiji bolesti kod z ena i mus karača moz e korelirati sa periodima 
izrazitih fiziolos kih fluktuačija z enskih polnih hormona. Tako, odnos između devojč iča i deč aka 
koji oboljevaju od MS u periodu pre puberteta pribliz no je 1 : 1, dok je nakon ulaska u pubertet 
prevalenčija znač ajno več a kod jedinki z enskog pola (Bove i Chitnis, 2013; Chitnis, 2018). Osim 
toga, pokazano je da je kod devojč iča ranija menarha povezana sa poveč anim rizikom i sa ranijim 
ispoljavanjem simptoma MS (Ahn i sar., 2015; Bove, 2016; Ramagopalan i sar., 2009; Sloka i sar., 
2006). 

Izrazito poveč anje končentračije estrona, estradiola, estriola i progesterona tokom trudnoč e 
smatra se znač ajnim za patologiju MS, buduč i da su protektivni efekti gestačije pokazani u velikom 
broju studija (MčCombe, 2018). Rečimo, kod trudnih pačijentkinja sa MS registrovan je znač ajno 
manji broj relapsa (Langer-Gould i sar., 2020), naroč ito u treč em trimestru (Confavreux i sar., 
1998). Protektivno dejstvo trudnoč e kod pačijentkinja sa MS pokazano je i dugoroč no (Runmarker 
i Andersen, 1995). Tako, z ene koje su imale barem jednu trudnoč u kasnije dostiz u određeni nivo 
invaliditeta (Verdru i sar., 1994), s to je jos  izraz enije u sluč aju dve ili vis e trudnoč a (Masera i sar., 
2015), naroč ito kod pačijentkinja sa RRMS (D'Hooghe M i sar., 2012). Vaz no je istač i da je paritet, 
a ne graviditet, faktor koji se dovodi u vezu sa protektivnim efektima u MS (Ysrraelit i Correale, 
2019), s to ukazuje na znač aj hormonskih promena u treč em trimestru gestačije. Žnač ajno poveč an 
broj relapsa u odnosu na godinu pre trudnoč e registrovan je tokom tri meseča postpartum 
(Confavreux i sar., 1998), mada noviji podači ne ukazuju na razlike u uč estalosti relapsa tokom ova 



25 
 

dva perioda (Langer-Gould i sar., 2020). Ipak, mora se naglasiti da je več ina z ena u ovoj studiji 
dojila, a dojenje je povezano sa smanjenim rizikom od relapsa u postpartum periodu (Langer-Gould 
i sar., 2017).  

Kod pačijenata kod kojih se prvi simptomi MS javljaju nakon 50. godine z ivota, kada dolazi do 
smanjenja končentračije polnih hormona u sistemskoj čirkulačiji z ena, dakle tokom menopauze, 
razlika u prevalenčiji MS između polova se smanjuje, s to je jos  izraz enije nakon 60. godine (Bove i 
sar., 2012). S druge strane, smatra se da bi smanjenje nivoa polnih hormona u menopauzi moglo 
doprinositi neurodegenerativnim promenama kod pačijentkinja sa MS (Bove i sar., 2021). U prilog 
tome idu i podači da su niske končentračije anti-Milerovog hormona, markera ovarijalnih rezervi 
koji se smanjuje tokom perimenopauze(La Marča i Volpe, 2006), povezani sa več im stepenom 
gubitka sive mase i invaliditeta kod z ena sa MS, nezavisno od starosti pačijentkinja (Graves i sar., 
2018).  

Mada se uloga hormonskih fluktuačija u patologiji MS vezuje za z enske polne hormone, neke 
studije podrz avaju hipotezu da smanjene končentračije androgenih hormona u različ itim 
periodima z ivota mus karača, nose poveč an rizik za oboljevanje od MS (Chitnis, 2018). Na primer, 
iako nije utvrđena korelačija između hormonskih promena u pubertetu i poveč anog rizika za 
nastanak MS kod deč aka (Ramagopalan i sar., 2009), raniji ulazak u pubertet kod deč aka povezan 
je sa ranijim ispoljavanjem simptoma MS (Chitnis, 2013). Žapravo, uloga testosterona u riziku za 
nastanak MS protez e se sve do prenatalnog perioda – odnos između androgena i estrogena u ovom 
periodu niz i je kod pačijenata sa MS (Bove i sar., 2015).  

Simptomi MS se kod mus karača pojavljuju kasnije nego kod z ena, obič no između 30. i 40. 
godine z ivota, kada nivo testosterona poč inje postepeno da opada (Voskuhl, 2011), impličirajuč i 
da fiziolos ko smanjenje končentračije testosterona doprinosi razvoju MS (Ysrraelit i Correale, 
2021). Več  od 25. godine z ivota končentračija testosterona u krvi poč inje da se smanjuje, s to bi se 
moglo označ iti kao andropauza (Ysrraelit i Correale, 2021), međutim, za razliku od menopauze 
koja je jasnije definisana, pre svega u pogledu hormonskih promena, andropauza podrazumeva 
suptilnije i sporije pročese, pa je njen utičaj na razvoj MS kod mus karača jos  nedovoljno jasan.  

1.4.2.2. Uticaj MS na nivo polnih hormona 

Literaturni podači ukazuju da je i sam razvoj MS povezan sa promenima u končentračiji polnih 
hormona u čirkulačiji.  

Žnač ajno smanjenje končentračije estradiola kod pačijentkinja sa MS registrovano je u 
lutealnoj, ali ne i u folikularnoj fazi (Tomassini i sar., 2005), dok drugi istraz ivač i nisu detektovali 
promene končentračije ovog hormona ni u jednoj od pomenutih faza čiklusa (Kempe i sar., 2018). 
Suprotno tome, druge istraz ivač ke grupe nisu uoč ile promene u končentračiji estradiola u lutealnoj 
fazi, več  smanjenje končentračije ovog hormona u fazi ovulačije kod pačijentkinja sa MS 
(Foroughipour i sar., 2012; Guven Yorgun i Ozakbas, 2019). Takođe, sniz ene končentračije 
estradiola su u korelačiji sa več om uč estalos č u relapsa kod pačijentkinja sa MS (Sepu lveda i sar., 
2016).  

Kod pačijentkinja sa MS, nisu uoč ene razlike u končentračiji progesterona u poređenju sa 
zdravim z enama (Foroughipour i sar., 2012; Guven Yorgun i Ozakbas, 2019; Kempe i sar., 2018; 
Tomassini i sar., 2005). Sa druge strane, kod mus karača sa MS, končentračija progesterona 
znač ajno je poveč ana (Caruso i sar., 2014).  

Odnos između končentračije progesterona i estradiola takođe moz e biti povezan sa aktivnos č u 
bolesti kod pačijentkinja sa MS. Međutim, u literaturi se nailazi na sluč ajeve koji su u međusobnoj 
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suprotnosti: visok estradiol uz nizak progesteron je povezan sa več om aktivnos č u MS (Bansil i sar., 
1999), ali je več a aktivnost bolesti korelirana i sa več im nivoima progesterona u odnosu na 
estradiol u lutealnoj fazi čiklusa pačijentkinja sa MS (Pozzilli i sar., 1999). 

Neki literaturni podači ukazuju da se končentračija testosterona kod pačijenata sa MS ne 
menja (Tomassini i sar., 2005; Wei i Lightman, 1997). Međutim, u vis e istraz ivanja pokazano je da 
je končentračija testosterona u čirkulačiji znač ajno smanjena (D'Amičo i sar., 2020; Foster i sar., 
2003; Safarinejad, 2008), s to je u korelačiji i sa več im stepenom invaliditeta kod mus karača sa MS 
(Bove i sar., 2014). Vaz no je istač i da su u nekoliko studija u kojima je izmeren nizak testosteron 
kod pačijenata sa MS, nivoi LH bili ili u normalnom opsegu ili takođe smanjeni (Bove i sar., 2014; 
Foster i sar., 2003; Safarinejad, 2008). Takođe, niz i nivoi testosterona u odnosu na fiziolos ke 
izmereni su i kod z ena obolelih od MS (Kempe i sar., 2018; Tomassini i sar., 2005). 

1.4.2.3. Primena polnih hormona u terapiji MS 

S obzirom na to da do promena u prevalenčiji, toku i simptomima MS dolazi u periodima 
fiziolos kih fluktuačija čirkulis uč ih končentračija polnih hormona, ispitivani su efekti egzogene 
primene polnih hormona i njihovih derivata na patologiju ove bolesti.  

Visoke doze estriola kod pačijentkinja sa MS dovode do smanjenja IFN-γ u nestimulisanim 
monočitima izolovanim iz krvi (Sičotte i sar., 2002). Smanjenje nivoa proinflamatornihih i 
poveč anje nivoa antiinflamatornih čitokina nakon primene estriola je potvrđeno i na stimulisanim 
monočitima (Soldan i sar., 2003). Ovi rezultati su korelirani i sa smanjenjem velič ine lezija uoč enim 
na magnetnoj rezonanči. Efekti estriola u ovim studijama bili su izraz eniji kod pačijentkinja sa 
RRMS, u odnosu na SPMS (Sičotte i sar., 2002; Soldan i sar., 2003). Kod z ena sa RRMS, estriol dovodi 
do smanjene uč estalosti relapsa i poboljs anja kognitivnih funkčija (Voskuhl i sar., 2016), s to je 
potvrđeno i kroz smanjenje atrofije u sivoj masi (MačKenzie-Graham i sar., 2018). Primena etinil-
estradiola kroz oralne kontračeptive, pokazala je pozitivne, dozno-zavisne, efekte kod 
pačijentkinja sa MS u pogledu smanjenja velič ine aktivnih inflamatornih lezija i poboljs anja 
kognitivnih funkčija (De Giglio i sar., 2017; Pozzilli i sar., 2015).  

Primena derivata progesterona kod pačijenata sa MS pokus ana je, u kombinačiji sa 
estradiolom, u čilju spreč avanja relapsa tokom postpartum perioda, ali je ova studija obustavljena 
zbog nedovoljnog odziva pačijentkinja (Vukusič i sar., 2009).  

Svakodnevna primena gela sa 100 mg testosterona tokom godinu dana kod 10 pačijenata sa 
RRMS dovela je do poboljs anja kognitivnih sposobnosti i znač ajnog smanjenja stepena atrofije 
mozga, iako nije uoč ena promena u broju i velič ini inflamatornih lezija (Sičotte i sar., 2007). 
Pačijenti iz iste studije prač eni su i s est meseči nakon prestanka terapije, i na magnetnoj rezonanči 
je uoč eno da je stepen gubitka sive mase posle terapije testosteronom bio znač ajno smanjen u 
odnosu na poč etak studije (Kurth i sar., 2014). Testosteron primenjen na isti nač in doveo je do 
smanjenja broja CD4+ T-limfočita, a uveč anja populačije NK č elija, kao i smanjenja nivoa 
proinflamatornog čitokina IL-2 i poveč anja nivoa različ itih faktora rasta u monočitima izolovanim 
iz krvi (Gold i sar., 2008). Primena testosterona i njegovih derivata kao terapeutika za MS je i dalje 
aktuelna – klinič ka studija u kojoj se ispituju neuroprotektivni i remijelinizujuč i efekti testosteron-
undekanoata kod pačijenata sa RRMS jos  regrutuje ispitanike(Metzger-Peter i sar., 2020; 
NCT03910738).  
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1.4.3. Polne specifičnosti u incidenciji i toku EAE-a 

Več a inčidenčija kod z enki je pokazana i u brojnim z ivotinjskim modelima autoimunskih 
bolesti, uključ ujuč i i EAE. Polne spečifič nosti u inčidenčiji EAE-a kod mis eva karakteristič ne su za 
soj. Nakon aktivne indukčije EAE-a, kod z enki SJL i NŽW sojeva mis eva utvrđena je znač ajno več a 
inčidenčija u odnosu na muz jake, dok kod B10.PL, PL/J i C57BL6 sojeva nisu uoč ene razlike između 
polova (Papenfuss i sar., 2004). Pasivno indukovan EAE u mis evima SJL/J soja je intenzivniji 
ukoliko su antigen-spečifič ne č elije poreklom iz prethodno imunizovanih z enki, u odnosu na 
muz jake (Bebo, Sčhuster, i sar., 1998; Bebo i sar., 1999), a u ovom sluč aju i izbor antigena moz e 
utičati na razlike između polova (Massilamany i sar., 2011). Pačovi DA soja imaju več u inčidenčiju 
EAE-a kod z enki (Načka-Aleksič  i sar., 2015; Stojič -Vukanič  i sar., 2018). 

U modelu EAE-a su, osim u inčidenčiji, uoč ene i polne razlike u progresiji i manifestačiji bolesti 
– kod mis eva dobijenih nakon ukrs tanja dva soja različ ite osetljivosti na indukčiju EAE-a, kod z enki 
je simptomatska faza trajala duz e , sa več om kumulativnom tez inom bolesti, dok je kod muz jaka 
registrovana več a maksimalna očena na vrhunču EAE-a i več i stepen gubitka telesne mase 
(Fillmore i sar., 2004). Žanimljivo, uoč en je več i stepen demijelinizačije u KM kod z enki mis eva u 
odnosu na muz jake, mada nisu utvrđene razlike u klinič koj manifestačiji bolesti (Wiedričk i sar., 
2021). Ž enke Luis soja pačova podloz nije su relapsima, dok se muz jači potpuno oporavljaju posle 
akutne faze EAE-a (Keith, 1978b). 

 

1.4.4. Polni hormoni i EAE 

1.4.4.1. Uticaj nivoa polnih hormona na tok EAE-a 

Na vaz nost polnih hormona za patogenezu EAE-a, pre svega, ukazuju razlike u progresiji ove 
bolesti uoč ene kod z ivotinja različ itog gonadalnog statusa. Na primer, kod kastriranih muz jaka 
SJL/J mis eva utvrđena je pojava relapsa za razliku od laz no operisanih muz jaka, koji pokazuju 
monofazni tok bolesti, kako u sluč aju aktivno indukovanog EAE-a (Bebo, Želinka-Vinčent, i sar., 
1998), tako i u pasivnom modelu ove bolesti (Palaszynski, Loo, i sar., 2004). Suprotno tome, kod 
mis eva C57BL/6 soja mis eva nije registrovana razlika između kastriranih i laz no operisanih 
muz jaka, s to bi moglo znač iti da je utičaj gonadalnog statusa na tok EAE-a takođe spečifič an za soj 
(Palaszynski, Loo, i sar., 2004). Ovaj fenomen je pokazan i kod z enki – ovarijektomija je kod mis eva 
B10.RIII soja dovela do ranije pojave simptoma (Jansson i sar., 1994), dok je kod hibrida SJL/J × 
B10.S soja povezana sa krač im trajanjem bolesti i več im klinič kim skorom (Fillmore i sar., 2004). 
Uloga gonadalnog statusa u progresiji EAE-a takođe zavisi od soja i kod pačova: kod kastriranih 
muz jaka Luis pačova nisu utvrđene promene u pogledu inčidenčije i simptoma EAE-a (Trooster i 
sar., 1996), dok je kod Vistar soja kastračija dovela do duz eg trajanja bolesti (Maččio  i sar., 2005). 

Kao i u MS, fiziolos ke fluktuačije u končentračijama polnih hormona imaju ulogu u razvoju 
EAE-a. Poč etak puberteta nosi več i rizik i za nastanak EAE-a kod glodara – registrovana je znač ajno 
manja inčidenčija bolesti kod z enki mis eva koje su ovarijektomijom spreč ene da uđu u pubertet 
(Ahn i sar., 2015). Analogno najizraz enijim protektivnim efektima u treč em trimestru trudnoč e 
kod z ena sa MS, kod z enki mis eva sa EAE-om znač ajno je smanjen broj relapsa u drugoj polovini 
gestačije, dok je u postpartum periodu aktivnost bolesti ponovo poveč ana (Langer-Gould i sar., 
2002). Dodatno, nakon imunizačije več  skotnih z enki mis eva tokom druge/treč e nedelje gestačije 
dolazi do smanjenja inčidenčije EAE-a, manjeg broja relapsa i kasnije pojave simptoma, dok je 
imunizačija u postpartum periodu povezana sa pogors anjem relapsa (Langer-Gould i sar., 2002; 
MčClain i sar., 2007). Kod pačova, imunizačija č ak i tokom rane faze gestačije rezultuje smanjenom 
kumulativnom tez inom bolesti i maksimalnom očenom simptoma (Harness i MčCombe, 2001), 
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odnosno odlaganjem pojave simptoma EAE-a ili č ak njihovim potpunim odsustvom (Keith, 1978a). 
Međutim, u jednoj od studija, znač ajnije poboljs anje klinič kih parametara EAE-a uoč eno je prilikom 
imunizačije u treč oj nedelji, u odnosu na prve dve nedelje gestačije (Mertin i Rumjanek, 1985). 
Prilikom imunizačije skotnih z enki, neki od mehanizama zas tite od EAE-a predstavljaju smanjenje 
proliferačije imunskih č elija (Gatson i sar., 2011; Langer-Gould i sar., 2002) kao i poveč anje 
produkčije antiinflamatornih, a smanjenje produkčije proinflamatornih čitokina (MčClain i sar., 
2007). Osim toga, vezivanjem progesterona za glukokortikoidni rečeptor na T-limfočitima, njihova 
diferenčijačija se usmerava prema fenotipu regulatornih T-č elija, s to bi takođe moglo doprinositi 
protektivnom dejstvu gestačije (Engler i sar., 2017).  

 

1.4.4.2. Terapijski potencijal polnih hormona u EAE modelu 

Zbog uticaja gonadalnog statusa na tok EAE-a, u mnogim studijama su kao terapeutici 
korišćeni polni hormoni. Na primer, pretretman estradiolom dovodi do smanjenja inčidenčije EAE-
a, kasnije pojave simptoma i manje ukupne tez ine bolesti kod mis eva oba pola, a adoptivni transfer 
enčefalitogenih T-limfočita izolovanih iz ovako pretretiranih donora znač ajno je manje uspes an u 
izazivanju EAE-a (Bebo i sar., 2001). Slič no, primena etinil estradiola odlaz e poč etak EAE-a i 
smanjuje tez inu simptoma, uz smanjenje infiltračije imunskih č elija u tkivo CNS-a (Subramanian i 
sar., 2003). Pokazani protektivni efekti estradiola i njegovih derivata verovatno su ostvareni kroz 
smanjenje nivoa proinflamatornih čitokina karakteristič nih za Th1 limfočite, ali bez poveč anja 
nivoa antiinflamatornih čitokina (Ito i sar., 2001; Matejuk i sar., 2001). Žanimljivo je da se ovo 
imunomodulatorno dejstvo estradiola u EAE-u najverovatnije odvija preko ERα (Polančzyk i sar., 
2003; Tiwari-Woodruff i sar., 2007), dok su oba estrogenska rečeptora uključ ena u 
neuroprotektivne efekte estrogena (Tiwari-Woodruff i sar., 2007). 

Pretretman estriolom ublaz ava simptome EAE-a i/ili dovodi do njihove kasnije pojave kod 
muz jaka mis eva različ itih sojeva (Bebo i sar., 2001; Palaszynski, Liu, i sar., 2004). Kod z enki mis eva 
C57BL/6 soja, pretretman estriolom č ak u potpunosti obustavlja razvoj bolesti (Palaszynski, Liu, i 
sar., 2004). Prema podačima iz literature, prethodni gonadalni status z enki ne utič e bitno na efekte 
estriola, pos to i na ovarijektomisanim z enkama ovaj tretman dovodi do odlaganja pojave 
simptoma za č ak 25 dana (Jansson i sar., 1994), kao i do znač ajno blaz ih simptoma i gotovo 
potpunog odsustva demijelinizačionih i inflamatornih lezija (Kim i sar., 1999).  

Protektivni efekti progesterona uoč eni u EAE-u mogli bi biti poslediča smanjenja nivoa 
proinflamatornih čitokina (Giatti i sar., 2012; Yates i sar., 2010). Međutim, protektivno dejstvo 
ovog hormona se ogleda i u spreč avanju os teč enja aksona (Garay i sar., 2009), kao i kroz direktno 
delovanje na oligodendročite i pospes ivanje remijelinizačije (El-Etr i sar., 2015; Ibanez i sar., 
2004). Pretretman progesteronom dovodi do poboljs anja klinič kih parametara EAE-a, uz 
smanjenje stepena infiltračije imunskih č elija i demijelinizačije u KM z enki mis eva (Garay i sar., 
2007), a jos  izraz enije poboljs anje utvrđeno je u ispitivanju delovanja kombinačije progesterona i 
estradiola (Garay i sar., 2010). Suprotno, tretman progesteronom na ovarijektomisanim z enkama 
pačova doveo je do poveč anja infiltračije imunskih č elija u KM (Hoffman i sar., 2001), s to ukazuje 
na to da je za efekte progesterona u EAE modelu vaz an i gonadalni status z enki. 

Tretmani androgenim hormonima u animalnim modelima MS imaju imunomodulatorne, 
neuroprotektivne i promijelinizujuč e efekte (Collongues i sar., 2018). Imunomodulatorno dejstvo 
androgena ostvareno je kroz smanjenje produkčije proinflamatornih i poveč anje produkčije 
antiinflamatornih čitokina u č elijama imunskog sistema, kako nakon tretmana in vitro (Bebo i sar., 
2001), tako i posle tretmana in vivo (Dalal i sar., 1997; Liva i Voskuhl, 2001). Kada se enčefalitogeni 
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T-limfočiti tretirani androgenima upotrebe za pasivnu indukčiju EAE-a, dovode do slabije bolesti 
(Bebo i sar., 1999). Oralna primena testosterona kod muz jaka pačova Vistar soja, dovodi do 
smanjene inčidenčije EAE-a, a kod kastriranih z ivotinja smanjuje negativne efekte kastračije na 
trajanje simptoma (Maččio  i sar., 2005). Osim efekta na produkčiju čitokina, tretman DHT-om 
smanjuje i ekspresiju markera neuroinflamačije u KM, ublaz avajuč i simptome bolesti, s to je 
pokazano na modelu hronič nog EAE-a kod DA pačova (Giatti i sar., 2015). Pored ovoga, pokazano 
je da tretman ovim hormonom dovodi do poboljs anja sinaptič ke transmisije i oč uvanja 
funkčionalnosti hipokampusa kod mis eva sa EAE-om (Žiehn i sar., 2012). U kuprizonskom modelu 
demijelinizačije pokazano je da testosteron i estradiol imaju promijelinizujuč e efekte, ali ne i DHT, 
s to bi moglo da znač i da testosteron u ovom sluč aju deluje preko ER, nakon konverzije u estradiol 
(Patel i sar., 2013). Međutim, utvrđeno je i da se na mestu demijelinizačione lezije u KM, 
uzrokovane lizolečitinom kod mis eva, testosteron vezuje za AR eksprimiran na astročitima, 
aktivira ih i regrutuje oligodendročite, dovodeč i do remijelinizačije (Bielečki i sar., 2016). 
Funkčionalan AR u z uljevitom telu je neophodan da bi se ostvarilo promijelinizujuč e dejstvo 
testosterona, ali i njegovih derivata koji se ne mogu aromatizovati (Hussain i sar., 2013).  

 

1.4.4.3. Uticaj EAE-a na HPG osu  

Smanjena končentračij progesterona ustanovljena je u akutnom (Giatti i sar., 2010) i 
hronič nom modelu EAE-a z enki pačova (Caruso i sar., 2010), dok je končentračija estradiola 
nepromenjena kod z enki mis eva sa pasivno indukovanim EAE-om (Foster i sar., 2003).  

Žnač ajno smanjena končentračija testosterona izmerena je kod pačova tokom simptomatske 
faze EAE-a, nakon aktivne indukčije bolesti (Maččio  i sar., 2004), kao i kod mis eva nakon pasivne 
indukčije EAE-a (Foster i sar., 2003). Foster i saradniči (2003) su takođe uoč ili da je, za razliku od 
pačijenata sa MS, kod mis eva sa smanjenim nivoom testosterona tokom EAE-a, nivo LH povis en.  

Različite promene u dinamiči estrusnog čiklusa registrovane su u modelima MS na miševima i 
pacovima (Jaini i sar., 2015; Rahn i sar., 2014; Taylor i sar., 2010). Naša prethodna istraživanja 
pokazala su da kod ženki DA pačova dolazi do zastoja u estrusnom čiklusu, kao i do smanjenja 
ekspresije Kiss1 u preoptičkoj oblasti i u posteriornom hipotalamusu tokom simptomatske faze 
bolesti (Milošević, 2016).  

Uprkos pomenutim rezultatima, veoma mali broj istraz ivanja se sistematski bavio promenama 
funkčionalnosti HPG ose u kontekstu EAE-a, pa je time ostavljen prostor za dalja istraz ivanja. 
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II   Ciljevi 
 

Imajuč i u vidu da se patologija MS odlikuje brojnim polnim spečifič nostima, te da se uloga HPG 
ose u tim polnim razlikama moz e detaljno sagledati jedino koris č enjem animalnih modela, ops ti 
čilj ove teze je ispitivanje promena koje se des avaju na nivou hipotalamusa, hipofize i gonada 
tokom razvoja EAE-a kod muz jaka i z enki DA pačova. Ovaj ops ti čilj bič e postignut kroz realizačiju 
sledeč ih spečifič nih čiljeva: 

1. Ispitati profil genske ekspresije glavnih medijatora inflamacije i neuropeptida koji 
učestvuju u regulaciji HPG ose u tkivu hipotalamusa u različitim fazama bolesti. 

 
2. Utvrditi status gonadotropa hipofize, utvrđivanjem vremenskog profila ekspresije gena 

spečifičnih za gonadotrope i koncentracije LH u serumu. 
 

3. Analizirati koncentracije polnih hormona u serumu i ekstraktima gonada tokom razvoja 
bolesti.  

 
4. Utvrditi dinamiku estrusnog ciklusa ženki pacova kao i status gonada kroz analizu tkiva 

ovarijuma i testisa tokom razvoja bolesti, kao i analize ekspresije gena i nivoa proteina 
komponenata steroidogene mašinerije.  

 
5. Ispitati funkionalnost pojedinačnih komponenata HPG ose na vrhuncu bolesti, primenom 

adekvatnih tretmana in vivo. 
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III Materijal i metode 

 
3. 1. Materijal  

3.1.1. Hemikalije 

Tabela 3.1. Lista hemikalija sa proizvođačima 

Naziv Proizvođač 

Dulbekov modifikovani Iglov medijum (engl. Dulbecco’s 
modified Eagle medium, DMEM), UltraPure voda (upH2O) 

Gibčo, ThermoFisher 
Sčientifič, SAD 

Koktel inhibitora proteaza i fosfataza 
BCA komplet za određivanje končentračije proteina, 
MemCode™ Reversible Protein Stain komplet za bojenje 
proteina 

Pierče, ThermoFisher 
Sčientifič, SAD 

Proteinski standard (PageRuler™ Prestained Protein Ladder , 
10-180 kDa)  

ThermoFisher Sčientifič, SAD 

SYBR zeleno smes a (Power SYBR™ Green PCR Master Mix), 
Taqman smes a (TaqMan™ Universal PCR Master Mix), TRIzol 

Invitrogen, ThermoFisher 

Sčientifič, SAD 

Komplet za sintezu čDNK (High Capacity cDNA Reverse 
Transrciption kit), RNAlater® 

Applied Biosystems, SAD 

Komplet za izolačiju iRNK (RNeasy MiniSpin) Qiagen, Nemač ka 

albumin iz seruma goveč eta (engl. bovine serum albumin, BSA), 
paraformaldehid (PFA), DPX medijum za pokrivanje, 
etilen diamin-tetrasirč etna kiselina (engl. ethylenediamine 
tetraacetic acid, EDTA), etilen glikol-tetrasirč etna kiselina 
(engl. ethyleneglycol tetraacetic acid, EGTA),  
Mowiol, Tris, Triton X-100, Gličerol, Gličin 
Akrilamid/bisakrilamid 29:1; NaCl, KCl, Na2HPO4, NaH2PO4, 
NaOH, dietilpirokarbonat (engl. diethylpirocarbonate, DEPC), 
natrijum dodečil-sulfat (engl. sodium-dodecylsulphate, SDS), 
β-merkaptoetanol, Tween-20, NP-40, amonijum-persulfat 
(APS), tetrametiletilen-diamin (TEMED) 

Sigma-Aldričh, SAD 

2x Lemli pufer, 4x Lemli pufer BioRad Laboratories, SAD 

Etanol, hloroform , metanol, 30% H2O2, 37% HCl Žorka, Srbija  

Izopropanol J.T. Baker, SAD  

ELISA komplet za određivanje končentračije testosterona 
(kat.br. 582701), estradiola (kat. br. 582251) i progesterona 
(kat.br. 582601) 

Cayman Chemičal Company, 
SAD 
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ELISA komplet za određivanje končentračije kortikosterona 
(kat. br. ADI-900-097) 

Enzo Biočhem, SAD  

ELISA komplet za određivanje končentračije LH Endočrine Tečhnologies, SAD  

Polivinilidenfluorid (PVDF) membrana Millipore, Nemač ka  

3,3′-diaminobenzidin tetrahidrohlorid (DAB) Večtor Laboratories, SAD  

 

Tabela 3.2. Sastav rastvora i pufera 

Rastvori/Puferi Sastav 

Fosfatni pufer 0.2 M pH 7.4 
0.2 M NaH2PO4 

0.2 M Na2HPO4  

Fiziolos ki rastvor sa fosfatnim puferom 
(engl. phosphate buffered saline, PBS) 
pH 7.4 

8.7 g NaCl 

50 ml 0.2 M fosfatnog pufera 

do 1000 ml dH2O 

4% PFA pH 7.4 

40 g PFA 

500 ml dH2O 

500 ml 0.2 M fosfatnog pufera 

(1 M NaOH) 

RIPA pufer pH 7.4 

50 mM Tris-HCl 

150 mM NaCl 

1% NP 40 

0.1% SDS 

10 mM EDTA 

10 mM EGTA 

0.5% Triton X-100 

Gelovi za elektroforezu 

Gel za končentovanje 
4% akrilamid/bisakrilamid (29:1) 
0.5 M Tris-HCl pH 6.8  
10% SDS 
10% APS 
1% TEMED 

Gel za razdvajanje 
10% ili 12% akrilamid/bisakrilamid (29:1) 
1.5 M Tris pH 8.8 
10% SDS 
10% APS 
1% TEMED 

Pufer za elektoroforezu 
192 mM gličin 

25 mM Tris 

0.1% SDS 
Pufer za transfer proteina 20% metanol 
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192 mM gličin 

25 mM Tris  

TBST pufer 

50 mM Tris-HCl pH 7.5 

150 mM NaCl 

0.5% Tween 

Citratni pufer pH 6.0 
2,57 g natrijum-čitrat-dihidrat 
0,26 g monohidrat limunske kiseline 
do 1000 ml dH20 

DEPC tretirana voda 
1 ml 0.1% DEPC u 1000 ml dH2O 

autoklavirano 

Rastvor moviola 
9.6 g moviola 

24 ml gličerola 
 

Tabela 3.3. Prajmeri korišćeni za qPCR 

Gen Sekvenca NM Broj 
Dužina 

amplikona 

Actb 
f AGATTACTGCCCTGGCTCCT 

>NM_031144.3  120 
r ACATCTGCTGGAAGGTGGAC 

Ccl2 
f TGATCCCAATGAGTCGGCTG 

>NM_031530.1  127 
r TGGACCCATTCCTTATTGGGG 

Cd68 
f TGTGTGTCTGACCTTGCTGG 

>NM_001031638.1 90 
r AAGGATGGCAGAAGAGTGGC 

Cyp11a1 
f ACTTCCTGAGGGAGAACGGC 

>NM_017286.3  100 
r TCCATGTTGCCCAGCTTCTC 

Cyp17a1 
f GTTTCTCCCCAGACGTGGTC 

>NM_012753.2  200 
r GGTCCGACAAGAGGCTTTGA 

Cyp19a1 
f CTCAACCTCACCACGGATGT  

>NM_017085.2  93 
r GGCTCTCTGGATGGATGCTC  

Fshr 
f CTACACATTGACAGCCATCACCCTA 

>NM_199237.1 121 
r GGCAAAAGTCCAGCCCAATACC 

Gapdh 
f CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA 

>NM_017008.4  118 
r GGCATGGACTGTGGTCATGA 

Hsd17b1 
f ATGAGTTGAACGCTGTGGGT 

>NM_012851.2  167 
r GGCACAGTACACTTCGTGGA 

Hsd17b3 
f CTGCTTGTGTGCCTCGTTTG 

>NM_054007.1  116 
r ACTGCCCATTGTCCCATTGA 

Hsd3b1/2 
f GACAGGAGCAGGAGGGTTTGTGG 

>NM_001007719 161 
r CTCCTTCTAACATTGTCACCTTGGCCT 

Il1b 
f CACCTCTCAAGCAGAGCACAG 

>NM_031512.2  79 
r GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC 

Il6 
f GCCCACCAGGAACGAAAGT 

>NM_012589.2 86 
r GGCAACTGGCTGGAAGTCTC 

Lhcgr 
f TATGCTCGGAGGATGGCTCT 

>NM_012978.1 175 
r AGCACAGATGACGACGAAGG 

Scarb1 f GCTTCTGGTGCCCATCATTTAC >NM_031541.1  162 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=402744873
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1017029500
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=402743733
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=281182625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=402691727
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=16758925
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=13928729
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r AGCTTGGCTTCTTGCAGTACC 

Spp1 
f AGACTGGCAGTGGTTTGCTT 

>NM_012881.2  97 
r TGTAATGCGCCTTCTCCTCT 

Star 
f AGCAAGGAGAGGAAGCTATGC 

>NM_031558.3  112 
r GGCACCACCTTACTTAGCACT 

Tnf 
f CCCCCATTACTCTGACCCCT  

>NM_012675.3 88 
r CCCAGAGCCACAATTCCCTT 

Vim 
f TTCTCTGGCACGTCTTGACC 

>NM_031140.1  109 
r TCATACTGCTGGCGGACATC 

f – sense prajmer, r – antisense prajmer 

Tabela 3.4. Taqman probe korišćene za qPCR 

Gen Identifikacioni broj 

Actb Rn00667869_m1 

Cga Rn01440184_m1 

Fshb Rn01484594_m1 

Gapdh Rn01462661_g1 

Gnrh1 Rn00562754_m1 

Gnrhr Rn00578981_m1 

Insl3 Rn00586632_m1 

Kiss1 Rn00710914_m1 

Lhb Rn00563443_g1 

Pdyn Rn00571351_m1 

Tac3 Rn00569758_m1 

 

 

Tabela 3.5. Lista primarnih i sekundarnih antitela sa proizvođačima 

Antitelo Poreklo i tip Proizvođač i kataloški broj 
Metoda i 

razblaženje 

3β-HSD 
kunič , 

poklon prof. I. Mejsona 
1:1000 

WB (testisi) poliklonsko 

3β-HSD 
mis , 

Santa Cruz, sč-515120 
1:500 

WB (jajniči) monoklonsko 

CD68 (ED1) 
mis , 

Abčam, ab31630 
1:100 
IHC monoklonsko 

CYP11A1 
kunič , 

ProteinTečh, 13363-1-AP 
1:2000 
WB poliklonsko 

CYP17A1 
kunič , 

ProteinTečh, 14447-1-AP 
1:500 
IF poliklonsko 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=402745043
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StAR 
kunič , 

Cell Signalling, D10H12 
1:200 
IHC poliklonsko 

StAR 
kunič , 

poklon prof. D. Stokoa 
1:500 

WB (testisi) poliklonsko 

StAR 
kunič , 

poklon prof. V. Selvaraja 
1:500 

WB (jajniči) poliklonsko 

β-aktin 
mis , 

Sigma, A5316 
1:5000 
WB monoklonsko 

protiv IgG mis a, 
konjugovano sa 

HRP 

magarač, 
Santa Cruz, sč-2314 

1:5000 
WB poliklonsko 

protiv IgG kunič a, 
konjugovano sa 

HRP 

magarač, 
Santa Cruz, sč-2313 

1:5000 
WB poliklonsko 

protiv IgG kunič a, 
konjugovano sa 

HRP 

koza, 
Santa Cruz, sč-2004 IHC 1:200 

poliklonsko 

protiv IgG kunič a, 
konjugovano sa 
AlexaFluor™ 555 

magarač, 
Invitrogen, A-31572 IHC 1:400 

poliklonsko 

IHC – imunohistohemijsko obelez avanje, IF – imunofluoresčentno obelez avanje, WB – vestern blot 

 

3.1.2. Životinje 

Ogledi su izvedeni na z ivotinjama mus kog i z enskog pola, DA soja pačova (soja ukrs tanog u 
srodstvu, RRID:RGD_21409748). Ž ivotinje su uzgajane u Odgajalis tu eksperimentalnih z ivotinja 
Instituta za biolos ka istraz ivanja “Sinis a Stankovič ”. Sva ispitivanja odobrena su od strane Etič ke 
komisije za zas titu dobrobiti eksperimentalnih z ivotinja Instituta za biolos ka istraz ivanja „Sinis a 
Stankovič “ i Uprave za veterinu, Ministarstva poljoprivrede, s umarstva i vodoprivrede republike 
Srbije (br. dozvole 323-07-05970/2020-05 i 323-07-01374/2021-05). Starost z ivotinja na 
poč etku eksperimenta bila je između 9 i 12 nedelja, a proseč na telesna masa ~200 g za muz jake i 
~150 g za z enke. Tokom eksperimenta, z ivotinje su č uvane po tri - pet u kavezu, na konstantnoj 
temperaturi i vlaz nosti vazduha, sa slobodnim pristupom vodi i hrani i pod dvanaestoč asovnim 
svetlosnim rez imom (12 h svetlo / 12 h mrak).  

 
 

3. 2. Metode 

3.2.1. Indukcija i evaluacija EAE-a 

Ž ivotinje su pred poč etak svakog eksperimenta nasumič no raspoređene u kaveze i podeljene 
u dve grupe - kontrolne i imunizovane z ivotinje. Eksperimentalni autoimunski enčefalomijelitis je 
izazvan aktivnom imunizačijom - intradermalnom injekčijom 150 µl enčefalitogene emulzije u 
zadnju desnu s apu. Enčefalitogena emulzija napravljena je na sledeč i nač in: kič mena moz dina 
izolovana iz zdravih DA pačova je mačerirana i homogenizovana u PBS-u (1 g tkiva : 1 ml PBS-a). 
Tako dobijena enčefalitogena emulzija pomes ana je sa jednakom zapreminom CFA, koji je sadrz ao 
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1 mg/ml Mycobacterium tuberculosis. Tokom 28 dana nakon imunizačije, z ivotinjama je merena 
telesna masa i posmatrani su simptomi bolesti. Simptomi EAE-a najč es č e se očenjuju pomoč u skale 
od 0 do 5, pri č emu očena 0 označ ava potpuno odsustvo simptoma dok očena 5 označ ava smrt 
z ivotinje (Batoulis i sar., 2011; van der Star i sar., 2012). Prema tome, u opisanim eksperimentima 
simptomi EAE-a su očenjivani na sledeč i nač in: 0 - bez promena, 1 - atonija repa, 2 - atonija repa i 
slabost (pareza) zadnjih ekstremiteta, 3 - paraliza zadnjih ekstremiteta, 4 – ubrzano disanje, pojava 
inkontinenčije - moribundno stanje. Paralizovane z ivotinje su smes tane u kaveze niske forme, kako 
bi se obezbedio laks i pristup vodi i hrani. Očena 4 tokom dva dana je određena kao humana krajnja 
tač ka, kada su z ivotinje lis ene z ivota na human nač in.  

Ž ivotinje su z rtvovane u tri vremenske tač ke tokom eksperimenta: poč etak (atonija, Ea), 
vrhunač (paraliza, Ep) i kraj (Ek) EAE-a. Ždrave z ivotinje su č inile kontrolnu grupu (fiziolos ka 
kontrola, FK). Svaka grupa z ivotinja u svakom pojedinač nom ogledu sadrz ala je n ≥ 5 jedinki. 

Analizirani parametri toka EAE-a definisani su na sledeč i nač in:  

▪ inčidenčija – aritmetič ka sredina broja imunizovanih z ivotinja koje su razvile simptome 
bolesti u odnosu na ukupan broj imunizovanih z ivotinja, iz pet ogleda na muz jačima i 
pet ogleda na z enkama;  

▪ poč etak bolesti – aritmetič ka sredina dana kada je registrovan prvi simptom bolesti 
kod svake z ivotinje;  

▪ trajanje simptoma – aritmetič ka sredina broja dana tokom kojih je svaka z ivotinja 
očenjena očenom več om od 0;  

▪ trajanje paralize – aritmetič ka sredina broja dana tokom kojih je svaka z ivotinja 
očenjena očenom 3 ili 4;  

▪ maksimalna očena bolesti – aritmetič ka sredina maksimalne očene koju je svaka 
z ivotinja dobila tokom trajanja bolesti; 

▪ ukupna tez ina bolesti – aritmetič ka sredina zbira svih očena koje je svaka z ivotinja 
dobila tokom trajanja bolesti (povrs ina ispod krive toka bolesti). 

3.2.2. Utvrđivanje faze estrusnog ciklusa 

Ž enkama pačova je tokom trajanja eksperimenta svakodnevno uziman vaginalni bris između 
9 h i 10 h. Vaginalni brisevi su uzorkovani neinvazivnom metodom – ispiranjem sterilnim PBS-om. 
Preparati su posmatrani pod mikroskopom odmah nakon uzorkovanja (Marčondes i sar., 2002). 
Ža pročenu faze estrusnog čiklusa na osnovu vaginalne čitologije, koris č en je svetlosni mikroskop 
sa 10× uveč anjem. Ž enke pačova prač ene su oko dve nedelje pre imunizačije a zatim i tokom čelog 
trajanja eksperimenta. Ž enke kod kojih je pre dana imunizačije registrovan anestrus isključ ene su 
iz eksperimenta. 

3.2.3. Hormonski tretmani 

3.2.3.1. Kispeptin 

Da bi se proverilo da li GnRH neuroni i dalje mogu da oslobađaju GnRH u odgovoru na stimulus, 
z ivotinje su tretirane C-terminalnim dekapeptidom kispeptina (kispeptin-10, Kp10). Muz jači i 
z enke pačova iz FK i Ep grupa (n = 6/grupi) tretirani su bolus injekčijom Kp10 (20 nmol u 
fiziolos kom rastvoru), intraperiotenalno. Nakon sat vremena, z ivotinje su z rtvovane. I tretirane i 
netretirane grupe z ivotinja (FK i Ep) z rtvovane su istovremeno.  

  



37 
 

3.2.3.2. Buserelin acetat  

Sa čiljem da se proveri sposobnost gonadotropa da odgovore na stimulus slič an GnRH i 
oslobode gonadotropine, FK i Ep grupama z ivotinja oba pola (n = 6/grupi) dat je agonist rečeptora 
za GnRH – buserelin ačetat (BA). Svaka z ivotinja primila je bolus injekčiju (4 µg soli BA u 
fiziolos kom rastvoru), intraperitonealno. Ž ivotinje su z rtvovane sat vremena nakon ovog 
tretmana. Istovremeno su z rtvovane i grupe netretiranih z ivotinja (FK i Ep). 

3.2.3.3. Humani horionski gonadotropin 

U drugom eksperimentu, radi pročene funkčionalnosti gonada i njihove sposobnosti da 
odgovore na adekvatan stimulus, z ivotinje su tretirane prirodnim agonistom LHR - humanim 
horionskim gonadotropinom (engl. human chorionic gonadotropin, hCG), koji se za LHR vezuje sa 
istim afinitetom kao LH (Dufau i Catt, 1978). Muz jačima pačova na vrhunču bolesti, kao i njihovim 
kontrolnim parnjačima, hCG je injičiran u dve različ ite doze. U prvom sluč aju pačovi su tretirani sa 
10 IU hCG, supkutano. Ove z ivotinje su z rtvovane 24 h nakon tretmana. U drugom sluč aju, pačovi 
su tretirani sa 100 IU hCG supkutano, i z ivotinje su z rtvovane nakon 2 h. Opisane doze hCG-a u 
datim vremenskim intervalima primenjene su zahvaljujuč i č injeniči da dovode do maksimalnog 
oslobađanja testosterona kod adultnih pačova (Hodgson i de Kretser, 1982; Tremblay i Belanger, 
1985).  

3.2.4. Uzorkovanje krvi i tkiva 

U svakom eksperimentu pačovi su z rtvovani u tri vremenske tač ke koje su prethodno 
definisane simptomima EAE-a: Ea, Ep i Ek. Sve z enke iz FK, Ea i Ek grupa su z rtvovane u drugom 
danu diestrusa (D2), osim ako nije drugač ije naglas eno. Ž enke Ep grupe su z rtvovane u 
produz enom diestrusu (Dn, n ≥ 4). 

Ž ivotinje su z rtovane u CO2 komori, rastuč om končentračijom CO2. Punkčijom leve komore 
srča izolovana je krv, a zatim su z ivotinje kardijalno perfundovane hladnim fiziolos kim rastvorom 
i dekapitovane. Odmah posle dekapitačije, tkiva i organi od interesa su izolovani, izmereni i 
pripremljeni za dalju manipulačiju. 

Krv je ostavljena da koagulis e 20 min na sobnoj temperaturi, a zatim je čentrifugirana 10 min 
na 3000 × g, radi izdvajanja seruma. Nakon čentrifugiranja, supernatanti - serumi su prebač eni u 
č iste tubiče, vorteksovani, alikvotirani i zamrznuti na -80 °C do upotrebe. 

3.2.5. Izolacija intersticijalnih ćelija testisa 

Izolačija interstičijalnih č elija testisa vrs ena je po uzoru na prethodno opisane protokole 
(Anakwe i sar., 1985; Andrič i sar., 2007). Nakon perfuzije, po jedan čeo testis iz svake z ivotinje je 
izolovan i izmeren. Nakon uklanjanja kapsule i glavnog krvnog suda, tkivo testisa je stavljeno u 
tube zapremine 50 ml sa 1,5 ml DMEM-a koji je sadrz ao 1,5 % BSA i 1,2 mg/ml kolagenaze (tip IA, 
poreklom iz bakterije Clostridium histolyticum) na ledu. Tako pripremljeni testisi stavljeni su u 
osčilirajuč e vodeno kupatilo podes eno na 34 °C i brzinu 120 rpm, na 15 min, kako bi se omoguč ilo 
dejstvo kolagenaze, odnosno razlaganje vezivnog tkiva u testisu. Enzimska reakčija je zatim 
prekinuta dodavanjem 10 ml hladnog DMEM-a, obogač enog sa 0,5 % BSA, u č elijsku suspenziju i 
inkubačijom na ledu tokom 5 min. Uzorči su zatim profiltrirani kroz najlonsku mrez iču promera 
pore 100 µm, kako bi se uklonile seminiferne tubule. Preostala č elijska suspenzija je čentrifugirana 
5 min na 150 × g, supernatant je odliven, a talog je resuspendovan u 0,5 % BSA u DMEM-u. Nakon 
jos  jedne serije čentrifugiranja, finalni talog koji je sadrz ao interstičijalne č elije resuspendovan je 
u 2 ml DMEM-a sa 0,1 % BSA. C elije su obojene tripan plavim i izbrojane na hemočitometru, nakon 
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č ega je 35 × 106 č elija iz svakog testisa odvojeno za izolačiju iRNK i zamrznnuto na -80 °C, dok je 
ostatak č elija sakupljen i spojen u okviru svake grupe (n ≥ 5) radi izolačije proteina.  

3.2.6. Izolacija RNK 

Nakon disekčije, tkiva od interesa su stavljena u rastvor RNAlater®, koji ima ulogu oč uvanja 
integriteta RNK, i zamrznuta na -80 °C do upotrebe.  

Izolačija ukupne RNK iz interstičijalnih č elija i hipofize vrs ena je pomoč u RNeasy MiniSpin 
kompleta za izolačiju RNK, prema uputstvu proizvođač a. Ovaj komplet namenjen je izolačiji RNK 
duz ine preko 200 nukleotida, s to znač i da se sa velikom pouzdanos č u moz e tvrditi da je izolovana 
RNK tipa iRNK. Uzorči su najpre homogenizovani u 350 µl pufera za liziranje koji sadrz i guanidin-
tiočijanat, a zatim su tako dobijeni homogenati naneti u kolonu za uklanjanje genomske DNK i 
čentrifugirani 1 min na 13000 × g, na 22 °C. Ovi uslovi čentrifugiranja koris č eni su tokom čelog 
protokola izolačije. Kolone sa izdvojenom genomskom DNK su odbač ene, a eluati u kojima se 
nalazila RNK su zatim pomes ani sa 350 µl 70% etanola u ultra-preč is č enoj vodi, bez DNaza i RNaza 
(upH2O). Primenom etanola u vodenom rastvoru stvaraju se adekvatni uslovi za vezivanje RNK za 
membranu kolone za izolačiju RNK. Mes anje faza vrs eno je laganim povlač enjem pipete nekoliko 
puta. Uzorči su zatim preneti u kolone za izdvajanje RNK i čentrifugirani. Nakon čentrifugiranja, 
eluati su odbač eni, a na kolone sa izdvojenom RNK sipano je 350 µl pufera sa 80% etanola i kolone 
su opet podvrgnute čentrifugiranju. Posle odbačivanja eluata, u kolone je sipano 500 µl pufera za 
ispiranje i uzorči su ponovo čentrifugirani. Ovaj čiklus je ponovljen jos  jednom, posle č ega su 
prazne kolone čentrifugirane tokom 2 min, radi sus enja. Na kraju, direktno na membranu kolone 
sipano je 40 µl upH2O i RNK je jos  jednim čiklusom čentrifugiranja eluirana sa kolona i zamrznuta 
na -80 °C.  

RNK iz tkiva hipotalamusa, ovarijuma i testisa izolovana je TRIzol metodom. TRIzol™ je 
komerčijalno dostupan reagens koji sadrz i guanidin-izotiočijanat i fenol. Do izolačije, tkivo je 
č uvano u RNAlater® rastvoru na -80 °C. Nakon odmrzavanja, tkivo je izmereno, stavljeno u tubiče 
sa TRIzolom™ (1 ml na 100 mg tkiva) i homogenizovano. Homogenati su ostavljeni 5 min na sobnoj 
temperaturi, a zatim je dodat hloroform u zapreminskom odnosu 1 : 5 u odnosu na TRIzol™, 
odnosno 0,2 ml hloroforma na 1 ml TRIzola™. Tubiče su snaz no vorteksovane tokom 15 s, dok 
smes a nije postala potpuno homogena, a zatim su uzorči čentrifugirani 15 min na 4 °C i 12000 × g. 
Nakon čentrifugiranja, razdvajaju se tri faze: gornja, bezbojna, vodena faza, koja sadrz i RNK; gusta 
međufaza bele boje; i donja, črvena, organska faza, koja sadrz i DNK i proteine. Vodena faza sa RNK 
je paz ljivo prebač ena u nove tubiče, i dodat joj je izopropanol (0,5 ml na 1 ml TRIzola™). Posle 
snaz nog vorteksovanja, uzorči su zamrznuti na -80 °C preko noč i. Drugog dana izolačije, uzorči su 
odmrznuti i čentrifugirani 10 min na 4 °C pri 12000 × g. Na ovaj nač in, RNK se izdvaja u vidu belog 
taloga na dnu tubiče. Supernatanti su odbač eni, a talozi su „oprani“ u 75% rastvoru etanola u vodi 
tretiranoj DEPC-om (Tabela 3.2), i vorteksovani dok se talog nije odvojio od dna tubiče. Uzorči su 
ponovo čentrifugirani, 15 min na 7500 × g, na 4 °C; supernatanti su odbač eni a tubiče su ostavljene 
otvorene 5 min, da bi se talozi sa RNK dodatno osus ili. Žatim je RNK rastvorena u upH2O (50-100 
µl po uzorku, zavisno od polazne mase tkiva). Uzorči su rastvarani na ledu, laganim provlač enjem 
kroz pipetu sve dok se RNK nije potpuno rastvorila i zatim zamrznuti na -80 °C. 

3.2.7. Reverzna transkripcija 

Komplementarna DNK (čDNK), potrebna za analizu ekspresije gena, dobija se od iRNK 
pročesom reverzne transkripčije. Pred reakčiju reverzne transkripčije, uzorči su odmrznuti na 
ledu i vorteksovani a zatim je određena končentračija RNK svakog uzorka. Određivanje 
končentračije RNK vrs eno je na Nanophotometer N60 spektrofotometru (IMPLEN, Nemač ka), 
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merenjem apsorbančije uzorka pri interakčiji sa svetlosnim snopom talasne duz ine 260 nm (A260). 
Kao blank koris č ena je upH2O u kojoj su uzorči rastvoreni. Kvalitet RNK, odnosno stepen 
kontaminačije uzorka drugim organskim i makromolekulima, određivan je putem odnosa 
apsorbančija merenim na talasnim duz inama 260 i 280 nm (A260/A280), i talasnim duz inama 260 i 
230 nm (A260/A230).  

Ža reverznu transkripčiju koris č ena je zapremina uzorka koja je sadrz ala 1 µg RNK. Reakčija 
reverzne transkripčije izvođena je u ukupnoj zapremini od 20 µl, od č ega je 10 µl č inio uzorak RNK 
razblaz en odgovarajuč om zapreminom upH2O, a 10 µl je č inila reakčiona smes a sledeč eg sastava: 
0,8 µl smes e 25× dezoksiribonukleotida (dNTP, 100 mM), 1 µl enzima MultiSčribe™ reverzna 
transkriptaza, 2 µl pufera za reverznu transkripčiju, 2 µl nasumič nih prajmera, 4,2 µl upH2O. Svi 
sastojči reakčione smes e, osim upH2O, dobijeni su u kompletu za reverznu transkripčiju. Reakčiona 
smes a je podvrgnuta sledeč im temperaturnim uslovima: elongačija prajmera na 25 °C tokom 10 
min, polimerizačija čDNK na 37 °C tokom 2 h, prekidanje aktivnosti reverzne transkriptaze 
podizanjem temperature na 85 °C tokom 5 min. Dobijeni uzorči čDNK razblaz eni su 10× sa upH2O 
i zamrznuti na -20 °C. 

 

3.2.8. Lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu 

Ekspresija gena određena je lanč anom reakčijom polimeraze u realnom vremenu (engl. real-
time quantitative polymerase chain reaction, qPCR). Ova metoda zasniva se na merenju 
fluoresčentnog signala koji potič e od fluorofore vezane za DNK sekvenču od interesa koja se 
amplifikuje. Žavisno od mehanizma delovanja fluoresčentnog obelez ivač a, razlikuje se nekoliko 
metodolos kih pristupa qPCR-u. U ovim eksperimentima, koris č ene su SYBR®Green i Taqman 
tehnologija. Ža spečifič no umnoz avanje DNK sekvenče od interesa, koriste se parovi prajmera, u 
sluč aju SYBR®green tehnologije, ili parovi prajmera i obelez ena oligonukleotidna proba, u sluč aju 
Taqman tehnologije. Prajmeri i probe koris č eni u ovim eksperimentima dati su u Tabelama 3.3 i 
3.4. Kao matriča za amplifikačiju gena od interesa koris č ena je prethodno sintetisana čDNK. 

Metoda qPCR vrs ena je na aparatu QuantStudio™ 3 Real-time PCR System (Applied Biosystems, 
SAD) u sterilnim ploč ama sa 96 bunarič a. Žapremina reakčione smes e u svakom bunarič u bila je 
10 µl, a č inilo ju je, u sluč aju SYBR®Green metode: 5 µl Power SYBR®Green master smes e, 0,5 µl 
forward (za sense, 5’ ⟶ 3’ lanač DNK) prajmera, 0,5 µl reverse (za antisense, 3’ ⟶ 5’ lanač DNK) 
prajmera, 2 µl upH2O i 2 µl uzorka čDNK; a u sluč aju Taqman metode: 5 µl Taqman master smes e, 
0,5 µl probe, 2,5 µl upH2O i 2 µl uzorka čDNK. Ploč a je izlagana sledeč im temperaturnim uslovima: 
iničijalna inkubačija 2 min na 50 °C, aktivačija Taq polimeraze („hot start“) 10 min na 95 °C, a zatim 
40 čiklusa od kojih je svaki obuhvatao sledeč e korake: 15 s na 95 °C radi denaturačije dvolanč ane 
DNK, 1 min na 60 °C, kada se des ava vezivanje prajmera/probe za matriču, elongačija DNK lanča i 
oč itavanje fluoresčentnog signala. Ža metodologiju koja koristi fluoresčentnu boju SYBR®Green, 
nakon kompletiranih 40 čiklusa, urađen je finalni korak radi analize krive topljenja, koji su č inile 
inkubačije od 15 s na 95 °C a zatim 1 min na 60 °C. Analiza krive topljenja omoguč ava proveru 
kvaliteta qPCR reakčije i postojanje potenčijalnih prajmer-dimera. Ukoliko je kriva topljenja imala 
dva ili vis e pikova, takvi prajmeri su izbač eni iz dalje upotrebe i dizajnirani su novi.  

Analiza zavrs ene qPCR reakčije rađena je u QuantStudio™ Design and Analysis softveru 
(Applied Biosystems, SAD). Ža kvantifikačiju ekspresije gena od interesa koris č ena je 2-ΔCt metoda. 
Ct predstavlja čiklus (C) u kojem količ ina detektovane fluoresčenče produkta qPCR reakčije prelazi 
zadati prag (engl. treshold, t). Ova vrednost je obrnuto proporčionalna količ ini amplifikovane 
sekvenče. ΔCt predstavlja razliku između Ct vrednosti gena od interesa i Ct vrednosti gena koji 
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predstavlja internu kontrolu (ΔCt = Ctgi - Ctik ). Kao interne kontrole koris č eni su geni eksprimirani 
nezavisno od fiziolos kih i patofiziolos kih uslova, gličeraldehid-3 fosfat dehidrogenaza (Gapdh), 
enzim koji uč estvuje u glikolizi, i β-aktin (Actb), komponenta čitoskeleta. Jedna od ove dve kontrole 
odabrana je zavisno od stabilnosti njene ekspresije u svakom analiziranom tkivu. Metoda qPCR 
rađena je u tehnič kom duplikatu za svaki uzorak, iz n ≥ 2 eksperimenta, sa n ≥ 5 z ivotinja po grupi 
u svakom eksperimentu, a rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije gena 
od interesa za svaku grupu z ivotinja ± standardna gres ka (engl. standard error of mean, SEM). 

3.2.9. Izolacija proteina 

Ukupan sadrz aj proteina iz tkiva ili izolovanih interstičijalnih č elija izolovan je pomoč u RIPA 
pufera (Tabela 3.2). U svakoj grupi (FK, Ea, Ep, Ek), pojedinač ni uzorči (n ≥ 5 z ivotinja po grupi) su 
spojeni i izmereni. U RIPA pufer je neposredno pred upotrebu dodat koktel inhibitora proteaza i 
fosfataza (Tabela 3.1; jedna tableta na 10 ml pufera). Tkivo je homogenizovano na ledu u RIPA 
puferu koji je odmeren u 10 puta več oj zapremini u odnosu na ukupnu masu tkiva za svaku grupu. 
Uzorči su potom sonifikovani u dve serije po 5 s, sa 5 s pauze između serija, i čentrifugirani tokom 
30 min, na 4 °C, pri brzini od 14000 × g. Nakon čentrifugiranja, u supernatantu se nalaze proteini, 
dok se u talogu nalaze č elijski ostači. Supernatanti su paz ljivo preneti u č iste tubiče, vorteksovani, 
alikvotirani i zamrznuti na -80 °C. 

3.2.10. Merenje koncentracije proteina 

Končentračija proteina u uzorčima merena je pomoč u komerčijalno dostupnog Micro BCA 
Protein Assay kompleta (Tabela 3.1). Prinčip ove kolorimetrijske metode poč iva na promeni boje 
rastvora od zelene ka ljubič astoj, u zavisnosti od prisustva i količ ine proteina u rastvoru. U visoko 
baznoj sredini i na povis enoj temperaturi (37 °C), peptidne veze u proteinima redukuju Cu2+ do 
Cu+, koji zatim sa dva molekula bičinhoninske kiseline (engl. bicinchoninic acid, BCA) formira 
kompleks ljubič aste boje. Ova metoda rađena je u ploč ama sa 96 bunarič a, a u svaki bunarič  sipano 
je 125 µl trokomponentne boje dostupne u kompletu i 125 µl uzorka (razblaz enog 125×), odnosno 
125 µl serijskog razblaz enja BSA. Serijska razblaz enja BSA poznate končentračije sluz ila su za 
formiranje standardne krive, na osnovu koje je izrač unata končentračija proteina u bunarič u. 
Nakon inkubačije na 37 °C tokom 2 h, apsorbančija je merena na Synergy H1 spektrofotometru 
(Agilent, SAD), na talasnoj duz ini od 562 nm.  

3.2.11. Elektroforetsko razdvajanje proteina i vestern blot 

Kvantifikačija proteina od interesa u različ itim tkivima pačova sa EAE-om vrs ena je vestern 
blot (engl. western blot) metodom. Ovoj metodi prethodi elektorforetsko razdvajanje negativno 
naelektrisanih proteina na osnovu velič ine, odnosno molekulske mase. Nakon toga, vestern blot 
podrazumeva prenos proteina na membranu, inkubačiju membrane sa antitelom spečifič nim za 
čiljni protein i hemiluminisčentnu vizuelizačiju vezanog antitela. 

Uzorči proteina svedeni su na jednake končentračije i pomes ani sa Lemli puferom (Tabela 3.1) 
za nalivanje, sa 3% β-merkaptoetanola. Končentračije proteina u uzorku i z eljene količ ine za 
nalivanje u bunarič e, odredile su da li je koris č en 2× ili 4× Lemli pufer. Uzorči sa Lemli puferom su 
denaturisani na temperaturi od 95 °C tokom 5 min i na taj nač in adekvatno pripremljeni za naredni 
korak razdvajanja elektroforezom na poliakrilamidnom gelu sa SDS-om. U zavisnosti od 
molekulske tez ine proteina od interesa, pravljeni su gelovi za razdvajanje različ ite končentračije 
poliakrilamida (10 ili 12 %), dok je gel za končentrovanje uvek imao 4% poliakrilamida. Sastav 
gelova prikazan je u Tabeli 3.2. Komerčijalno dostupna smes a obojenih proteina poznate 
molekulske mase (Page Ruler, Tabela 3.1) je nalivena na svaki gel kao kontrola velič ine razdvojenih 
proteina. Elektroforeza se odvijala u puferu za elektroforezu (Tabela 3.2), na konstantnom naponu 
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(80 V u fazi končentrovanja uzoraka i 120 V u fazi razdvajanja proteina) i na sobnoj temperaturi. 
Nakon toga, proteini su preneti na PVDF membranu, velič ine pora 0,45 µm, prethodno aktiviranu 
inkubačijom u sledeč oj seriji hemikalija: metanol 20 s, voda 2 min, pufer za transfer najmanje 30 
min. Transfer proteina na PVDF membranu događao se u komori za vlaz ni transfer pod 
konstantnim naponom (100 V) tokom 1 h, u ohlađenom puferu za transfer (Tabela 3.2). 

Posle zavrs enog prenosa proteina, za analizu određenih proteina, membrane su obojene 
pomoč u MemCode™ Reversible Protein Stain kompleta za vizuelizačiju ukupnih proteina (Tabela 
3.1), prema uputstvu proizvođač a. Nakon slikanja i ispiranja membrana u ddH2O, prevenčija 
nespečifič nih interakčija proteina sa antitelom izvrs ena je inkubačijom membrana u 5 % 
razblaz enju BSA u TBST puferu (Tabela 3.2) ili 5 % razblaz enju mleka (Blotto, Tabela 3.1) u TBST-
u. Blokiranje nespečifič nih interakčija odvijalo se na sobnoj temperaturi tokom 1h, nakon č ega je 
membrana inkubirana sa primarnim antitelom (Tabela 3.5), preko noč i na 4 °C. Nakon ispiranja u 
TBST-u, 3 x 10 min, membrana je inkubirana sa sekundarnim antitelom (Tabela 3.5), 
konjugovanim sa peroksidazom rena (engl. horseradish peroxidase, HRP) tokom 2 h na sobnoj 
temperaturi. Proteinske trake od interesa vizuelizovane su zahvaljujuč i prinčipu 
hemiluminisčenčije – svojstvu luminola da, u prisustvu vodonik peroksida, biva oksidovan od 
strane HRP i da u tom, eksčitovanom, stanju emituje fotone svetlosti. Membrane su inkubirane sa 
rastvorom luminola (Tabela 3.2) sa 0,009 % H2O2 i slikane pomoč u iBright CL1500 Imaging System 
aparata za vizuelizačiju membrana (Thermo Fisher Sčientifič, SAD).  

Kvantifikačija čiljnih proteina vrs ena je merenjem optič ke gustine (engl. optical density, OD) 
vizualizovanih traka, koris č enjem ImageJ softvera. Ža svaki uzorak, pored proteina od interesa, 
kvantifikovana je i OD interne kontrole - β-aktina ili totalnih proteina, obojenih i vizuelizovanih 
pre koraka blokiranja. Bojenje totalnih proteina koris č eno je u sluč aju kada je protein od interesa 
bio iste ili veoma slič ne molekulske mase kao β-aktin, te je bilo nemoguč e pravilno uraditi 
kvantifikačiju. Relativna OD za svaki uzorak kvantifikovana je kao količ nik OD proteina od interesa 
i OD interne kontrole. Tako dobijene relativne OD normalizovane su prema FK grupi z ivotinja, koja 
je prikazana kao 100% ± SEM, dok su relativne OD ostalih grupa prikazane kao poveč anje odnosno 
smanjenje u odnosu na FK. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM iz najmanje tri 
vestern blota, iz barem dva EAE eksperimenta.  

3.2.12. Ekstrakcija steroida iz tkiva 

Nakon perfuzije, polovina dekapsuliranog testisa iz svakog muz jaka, po jedan čeo ovarijum 
odvojen od ovidukta iz svake z enke, kao i po jedna dekapsulirana nadbubrez na z lezda iz pačova 
oba pola, trenutno su zamrznuti u teč nom azotu i sač uvani na -80 °C do ekstrakčije ukupnih 
steroida. Nakon odmrzavanja, tkivo je izmereno, stavljeno u PBS (mtkiva : VPBS = 1 : 5) i 
homogenizovano, a zatim sonifikovano tokom 5 s. Radi potpunog razbijanja č elijskih organela, 
homogenati tkiva su podvrgnuti zamrzavanju i odmrzavanju u tri serije. Žamrzavanje je vrs eno u 
teč nom azotu. Nakon treč eg odmrzavanja, homogenat je prenet u staklene epruvete i dodato mu je 
č etiri puta vis e etra u odnosu na zapreminu homogenata. Nakon vorteksovanja, epruvete su 
potopljene u teč ni azot na 10 s. Tokom ovog postupka, donji, vodeni, sloj se zaledi dok u gornjem 
sloju ostaje nezamrznuti etar sa rastvorenim steroidima. Etar je prenet u č iste epruvete. Ostatak 
homogenata je ostavljen da se odmrzne pa mu je ponovo dodat etar (Vhomogenata : Vetra = 1 : 3) i ova 
pročedura je ponovljena u jos  dve serije. Prikupljeni etar je ostavljen da upari, a steroidi koji su 
nakon uparavanja ostali u epruveti u vidu praha rastvoreni su u 0,2% rastvoru EDTA u PBS-u.  
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3.2.13. Enzimski imunotest 

Enzimski imunotest (engl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) jeste rutinski 
upotrebljavana metoda za kvantifikačiju hormona u serumu ili izolatima tkiva. Prinčip ELISA 
metode zasniva se na interakčiji antigen-antitelo, između povrs ine bunarič a na mikrotitarskoj 
ploč i, koja je obloz ena antitelom, i uzorka (najč es č e seruma) koji sadrz i spečifič an antigen od 
interesa. Kompleks antigen-antitelo predstavlja supstrat za enzim, tako da se formira obojeni 
proizvod enzimske reakčije koji se moz e kolorimetrijski detektovati i kvantifikovati na osnovu 
standardne krive. 

Ova metoda je koris č ena za merenje končentračija hormona u serumu pačova sa EAE-om, kao 
i u rastvorima steroida esktrahovanih iz gonada i nadbubrez nih z lezda. Merene su končentračije 
LH, testosterona, estradiola, progesterona i kortikosterona. Ža ove ELISA eseje koris č eni su 
komerčijalno dostupni kompleti za ELISA metodu, nabavljeni od nekoliko proizvođač a (Tabela 
3.1), i njihova uputstva su detaljno prač ena. Svi kompleti sadrz ali su mikrotitarske ploč e sa 96 
bunarič a koji su več  obloz eni antitelom spečifič nim za čiljni antigen. Nakon optimizačije metode, 
uzorči Kp10-, BA- i hCG-tretiranih z ivotinja, kao i uzorči rastvora steroida izolovanih iz tkiva, 
adekvatno su razblaz eni. Kvantifikačija količ ine hormona u uzorčima vrs ena je na osnovu 
standardne krive, pus tane u duplikatu na svakoj ploč i. Rezultati su predstavljeni kao količ ina 
hormona (u ng) po ml seruma, dok je za steroide izolovane iz tkiva količ ina hormona prerač unata 
prema masi tkiva. Na grafičima je predstavljena srednja vrednost ± SEM za svaku grupu z ivotinja 
(n ≥ 5 z ivotinja po grupi), iz barem dva nezavisna EAE eksperimenta.  

3.2.14. Priprema tkiva za histološka i imunohistohemijska bojenja 

Posle perfuzije, iz svake z ivotinje izolovane su gonade i potopljene u Buenov rastvor radi 
fiksiranja. Testisi su ostavljeni u kapsuli koja je probus ena 27 G iglom na nekoliko mesta, kako bi 
fiksativ mogao da prodre u tkivo. Ovarijumi i testisi ostavljeni su u Buenovom rastvoru tokom 24 
h na sobnoj temperaturi, nakon č ega su dehidratisani u seriji vodenih rastvora etanola rastuč e 
končentračije (30% ⟶ 50% ⟶ 70%). Tkivo je zatim podvrgnuto sledeč im uslovima: najpre je 
izvrs ena finalna dehidratačija tkiva u 96% i 100 % etanolu, potom je alkohol zamenjen potapanjem 
u ksilol, a zatim je tkivo ukalupljeno u parafin. Ovako pripremljeni uzorči gonada seč eni su na 
mikrotomu (Leiča Mičrosystems, Nemač ka) na preseke debljine 7 µm, koji su potom montirani na 
prethodno z elatinizirana predmetna stakla.  

3.2.15. Histološka bojenja tkivnih preseka 

Hematoksilin je boja koja se vezuje za negativno naelektrisane strukture u č eliji, poput 
hromatina, te u alkalnoj sredini boji jedra u plavo-ljubič astu boju. Eozin je boja koja se uz 
hematoksilin rutinski koristi, buduč i da boji strukture u čitoplazmi u roze boju.  

Ploč iče sa presečima testisa i ovarijuma deparafinisane su i rehidratisane u ksilolu i seriji 
rastvora etanola opadajuč e končentračije (100% ⟶ 96% ⟶ 70%). Žatim su potopljene u rastvor 
hematoksilina na 3 min i isprane č esmenskom vodom. Ploč iče sa presečima su zatim potopljene u 
rastvor eozina na 2 min i isprane u č esmenskoj vodi. Nakon ispiranja, preseči testisa i ovarijuma 
su dehidratisani u seriji etanola rastuč e končentračije (70% ⟶ 96% ⟶ 100%) i ksilolu, a zatim 
pokriveni pomoč u DPX medijuma za pokrivanje. Preparati su posmatrani pod svetlosnim 
mikroskopom koji je povezan sa kamerom (DMRX 301-371.010, Leiča Mičrosystems, Nemač ka).  

3.2.16. Morfometrijska analiza tkivnih preseka 

Preseči ovarijuma obojeni su metodom hematoksilin/eozin. Mikrografije preseka udaljenih 
350 µm kroz čeo ovarijum koris č ene su za analizu i brojanje velikih folikula i z utih tela. Folikuli su 
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klasifikovani prema metodi Pedersena i Petersa i brojani su folikuli tipa 5b i več i (Pedersen i 
Peters, 1968). Folikuli koji su sadrz ali vis e od 5% č elija sa piknotič nim jedrima okarakterisani su 
kao atretič ni. Folikuli bez oočite, sa velikom antralnom s upljinom, uveč anim slojem theca č elija i 
tankim slojem granulosa č elija klasifikovani su kao čistič ni folikuli (Lara i sar., 2000). 

Ž uta tela klasifikovana su kao z uta tela iz poslednjeg započ etog čiklusa, i z uta tela sa 
znakovima regresije, odnosno ona koja pripadaju prethodnim čiklusima (Sato i sar., 2014; Taketa, 
2022). Kao z uta tela u regresiji okarakterisana su z uta tela sa znakovima vakuolačije u čitoplazmi 
luteinskih č elija i fibroze. Ž uta tela u kojima nije uoč eno fibrozno tkivo i znači nekroze 
okarakterisana su kao z uta tela iz poslednjeg započ etog čiklusa. Brojana su samo velika z uta tela, 
preč nika preko 800 µm. Analizirani su preseči ovarijuma iz n = 5 z enki/grupi, iz FK i Ep grupa. 

3.2.17. Imunohistohemijsko i imunofluorescentno obeležavanje tkivnih preseka 

Nakon deparafinizačije i rehidratačije u ksilolu i seriji rastvora etanola opadajuč e 
končentračije, ploč iče sa presečima tkiva potopljene su na 5 min u PBS. Opčiono, usledio je 
povratak tkivne antigenosti izazvan visokom temperaturom – ploč iče su potopljene u posudu sa 
čitratnim puferom (Tabela 3.2) i kuvane u mikrotalasnoj peč niči 5 min. Nakon serije ispiranja u 
PBS-u, 3 × 5 min, izvrs en je korak blokiranja aktivnosti endogene peroksidaze, koje se postiz e 
potapanjem preseka u 0,3 % rastvor H2O2 u metanolu na 10 min na sobnoj temperaturi. 
Permeabilizačija membrana izvrs ena je inkubačijom preseka tokom 15 min u 0,1% Triton-X100 
deterdz entu (Tabela 3.1) rastvorenom u PBS-u. Nakon ispiranja PBS-om, 3 × 5 min, izvrs en je korak 
blokiranja nespečifič nih interakčija antigen-antitelo. Optimizačijom ove metode je utvrđeno da je 
za tkivo gonada najbolje koristiti 5 % serum koze, tokom 30 min na sobnoj temperaturi. Nakon 
blokiranja, na preseke je naneto primarno antitelo (Tabela 3.5) u odgovarajuč em razblaz enju u 
PBS-u. Preseči su inkubirani sa primarnim antitelom preko noč i, na 4 °C. Narednog dana, nakon 
ispiranja u PBS-u 3 × 5 min, na preseke je naneto sekundarno antitelo, konjugovano sa HRP (Tabela 
3.5), u odgovarajuč em razblaz enju u PBS-u. Nakon inkubačije u trjanju od 2 h, i jos  jedne serije 
ispiranja u PBS-u, 3 × 5 min, na preseke je nanet rastvor DAB-a (Tabela 3.1). U prisustvu H2O2, DAB 
predstavlja supstrat za enzim HRP, sa kojom je konjugovano sekundarno antitelo; nakon oksidačije 
DAB-a delovanjem HRP nastaje obojeni proizvod koji se taloz i na mestu reakčije i moz e se 
vizuelizovati. Preseči su nakon 1 min inkubačije sa DAB-om ispirani u č esmenskoj vodi, a zatim 
dehidratisani u seriji etanola rastuč e končentračije i ksilolu, pokriveni DPX medijumom i 
posmatrani pod mikroskopom. Određeni preseči testisa i ovarijuma su nakon 
imunohistohemijskog obelez avanja potopljeni u hematoksilin na 3 s, a potom isprani č esmenskom 
vodom, dehidratisani i pokriveni. Preseči su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom koji je 
povezan sa kamerom (DMRX 301-371.010, Leiča Mičrosystems, Nemač ka).  

Ploč iče sa presečima jajnika su podrvgnute imunofluoresčentnom obelez avanju. Nakon 
deparafinizačije i rehidratačije tkiva u ksilolu i rastvorima etanola, ploč iče su potopljene u PBS na 
5 min. Nespečifič ne interakčije antigen-antitelo blokirane su u 5% BSA rastvorenom u PBS-u, 
tokom 30 min, a zatim je naneto primarno antitelo (Tabela 3.5) u odgovarajuč em razblaz enju u 
PBS-u. Preseči su sa primarnim antitelom inkubirani preko noč i, na 4 °C. Nakon ispiranja 3 × 5 min 
u PBS-u, na preseke je naneto sekundarno antitelo konjugovano sa fluoresčentnom bojom (Tabela 
3.5), koje je inkubirano tokom 2 h na sobnoj temperaturi, u mraku. Posle jos  jedne serije ispiranja 
3 × 5 min u PBS-u, preseči su pokriveni pomoč u rastvora moviola (Tabela 3.2). Mikrografije su 
napravljene pomoč u fluoresčentnog mikroskopa Žeiss Axiovert (Žeiss, Nemač ka). 

Seč enje, obrada i uklapanje mikrografija urađeno je u programu Photoshop CC (Adobe, SAD). 
Prikazane su odabrane mikrografije iz svake grupe. 
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3.2.18. Statistička obrada podataka i prezentacija rezultata 

Statistič ka analiza vrs ena je u programima SPSS 20 (IBM, SAD) i GraphPad Prism 8 (verzija 
8.0.2, GraphPad Software, SAD). Najpre je urađena analiza normalne raspodele Kolmogorov-
Smirnovljevim testom i analiza homogenosti varijanse Lavinovim testom (engl. Levene’s test). 
Buduč i da podači nisu ispunjavali oba navedena uslova, za analizu razlika između grupa 
upotrebljavani su neparametrijski statistič ki testovi - Kruskal-Volisov test (engl. Kruskal-Wallis), 
prač en nekorigovanim Danovim testom (engl. uncorrected Dunn’s test), za analizu vis e grupa, 
odnosno Man-Vitnijev test (engl. Mann-Whitney test) za analizu dveju grupa. Korelačija između 
varijabli, analizirana u pojedinim sluč ajevima, izraz ena je Pirsonovim koefičijentom korelačije 
(engl. Pearson correlation coefficient – r). Razlike su smatrane statistič ki znač ajnim ukoliko je p 
vrednost bila manja od 0,05. 

Grafič ki prikazi rezultata, odnosno razlika između grupa, realizovani su u programu GraphPad 
Prism 8 (GraphPad Software, SAD). Oznake nivoa statistič ke znač ajnosti na grafičima su sledeč e: * 
p < 0,05; ** p< 0,01; *** p 0,001; **** p< 0,0001.  

  



45 
 

IV   Rezultati 
 

4.1. Tok EAE-a kod mužjaka i ženki pacova  

Eksperimentalni autoimunski enčefalomijelitis kod DA pačova oba pola izazvan je aktivnom 
imunizačijom, a simptomi bolesti su prač eni tokom 30 dana nakon imunizačije (dni), prema 
prethodno utvrđenoj skali (0-4). 

U svim ogledima, kod pačova oba pola, uoč en je EAE monofaznog toka prikazan na Sliči 4.1a. 
Prvi znači bolesti, definisani atonijom repa, uoč eni su 8. dni kod muz jaka, odnosno 7. dni kod z enki 
Vrhunač EAE-a registrovan je dva dana zaredom kod muz jaka – 14. i 15. dni (proseč ne očene 2,50 
± 0,14 i 2,50 ± 0,13), a kod z enki 14. dni (proseč na očena 2,58 ± 0,13). Nakon oporavka od bolesti, 
prestanak svih simptoma je zabelez en 20,94 ± 0,48 dni kod muz jaka, odnosno 20,15 ± 0,98 dni kod 
z enki. Od 26. dni nisu zabelez eni znači bolesti ni kod jedne z ivotinje. Kraj ogleda je označ en 30. dni 
(Slika 4.1a). 

 

Slika 4.1. Tok EAE-a kod DA pacova oba pola. Imunizovane z ivotinje prač ene su 30 dni, uz pročenu simptoma bolesti 
i merenje telesne mase. a, Tok EAE-a izraz en kroz proseč nu očenu simptoma bolesti za svaki dni; b, Gubitak telesne 
mase, predstavljen kao pročentualna promena u odnosu na masu izmerenu na poč etku ogleda; Prikazani grafiči su 
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rezultat analize iz pet ogleda na muz jačima i pet ogleda na z enkama izvedenim u nas oj laboratoriji, sa ukupno n = 96 
z ivotinja za muz jake i n = 84 z ivotinje za z enke. 

Simptomatska faza EAE-a kod pačova oba pola bila je prač ena gubitkom telesne mase. Kod 
muz jaka je največ e smanjenje telesne mase registrovano 17. dni (~15% gubitka u odnosu na masu 
izmerenu na poč etku ogleda), dok je kod z enki najizraz eniji gubitak telesne mase (~17%) 
registrovan 15. dni (Slika 4.1b). 

Iz pet ogleda na muz jačima i pet ogleda na z enkama, analizirani su parametri toka bolesti koji 
su prikazani u Tabeli 4.1. Analize su pokazale da se, u proseku, prvi simptomi EAE ranije javljaju 
kod z enki u odnosu na muz jake. Žabelez ena je znač ajno več a proseč na maksimalna očena bolesti 
kod muz jaka nego kod z enki. Bez obzira na to, ukupna tez ina bolesti nije se znač ajno razlikovala 
između muz jaka i z enki.  

Tabela 4.1. Analiza parametara EAE-a kod DA pacova oba pola. 

 Mužjaci Ženke 

Incidencija (%) 88,43 ± 5,87 93,33 ± 2,34 

Početak bolesti (dni) 11,07 ± 0,15 10,55 ± 0,17 * 

Trajanje simptoma (dani) 9,23 ± 0,56 9,44 ± 0,79 

Trajanje paralize (dani) 1,88 ± 0,29 1,41 ± 0,29 

Maksimalna ocena bolesti 3,18 ± 0,07 2,97 ± 0,10 * 

Ukupna težina bolesti 14,64 ± 0,93 13,00 ± 1,17 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM za svaku grupu, iz po pet ogleda za svaki pol. * p < 0,05 u 
odnosu na muz jake; Man-Vitnijev test. 

 

4.2. Dinamika estrusnog ciklusa  

Na osnovu prisustva i morfologije č elija u vaginalnom brisu, kod zdravih z enki je tokom ogleda 
uoč en čiklus od 4 ili 5 (4,42 ± 0,64) dana. Nakon imunizačije, sa pojavom simptoma bolesti, uoč en 
je zastoj u fazi diestrusa koji je trajao najmanje 5 a najvis e 12 dana. Na Sliči 4.2 je prikazan pročenat 
z enki u diestrusu za svaki dni, u okviru FK i Ek grupe iz reprezentativnog ogleda. Pročenat z ivotinja 
u fazi diestrusa u FK grupi bio je varijabilan, u skladu sa normalnom dinamikom estrusnog čiklusa, 
dok se u Ek grupi uoč ava da je 100% z ivotinja bilo u fazi diestrusa od 13. do 18. dni, s to obuhvata 
period vrhunča EAE-a. Proseč an zastoj u fazi diestrusa trajao je 7,73 ± 0,38 dana (n = 27). Žastoj u 
diestrusu koreliran je sa smanjenjem telesne mase tokom paralize (r = -0,486). Tokom 
delimič ne/potpune atonije repa, ili nakon potpunog oporavka od bolesti, kod z enki je ponovo 
registrovan proestrus, u proseku 19,54 ± 0,35 dni (n = 27). Uoč ena je i pozitivna korelačija između 
proseč nog dana prestanka simptoma i dana ponovnog ulaska u fazu proestrusa (r = 0,469, n = 27). 
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Slika 4.2. Estrusni ciklus pacova tokom EAE-a. Estrusni čiklus prač en je na osnovu prisustva i morfologije č elija u 
vaginalnom brisu. Na sliči je predstavljen pročenat z enki u diestrusu za svaki dni, u okviru FK grupe (puna linija, 
trouglovi) i Ek grupe z ivotinja (isprekidana linija, krugovi). Prikazan je reprezentativni ogled, n = 6 z ivotinja/grupi.  

 

4.3. Koncentracija LH u serumu  

Končentračija LH u serumu muz jaka i z enki pačova predstavljen je na Sliči 4.3. U serumu 
muz jaka je izmerena znač ajno smanjena končentračija LH u Ea grupi (0,74 ± 0,14 ng/ml), u odnosu 
na FK grupu (3,06 ± 0,39 ng/ml), dok je u Ep grupi smanjenje bilo dodatno izraz eno (0,48 ± 0,08 
ng/ml). U Ek grupi, končentračija LH u serumu je i dalje bila znač ajno smanjena (1,68 ± 0,38 ng/ml) 
u odnosu na kontrolne z ivotinje. Međutim, u Ek grupi je zabelez en i znač ajan porast končentračije 
LH u odnosu na Ep grupu (Slika 4.3, levo). Kod z enki, znač ajno smanjenje končentračije LH u 
serumu u odnosu na kontrolne z ivotinje (2,08 ± 0,23 ng/ml) izmereno je samo u Ep grupi (0,26 ± 
0,02 ng/ml), dok se končentračija ovog hormona u serumu Ea i Ek grupa nije razlikovala u odnosu 
na FK grupu (Slika 4.3, desno).  
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Slika 4.3. Koncentracija LH u serumu. Končentračija LH u serumu pačova izmerena je metodom ELISA. Rezultati su 
predstavljeni kao srednja vrednost končentračije LH (u ng/ml seruma) ± SEM, iz dva eksperimenta, sa ukupno n ≥ 9 
z ivotinja/grupi. * p < 0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 u odnosu na FK grupu; # p < 0,05 u odnosu na Ep grupu; 
Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test. 

 

4.4. Obrazac ekspresije Kiss1 i Gnrh1 

Ekspresija gena Kiss1 i Gnrh1, ispitana u tkivu hipotalamusa pačova oba pola, prikazana je na 
Sliči 4.4. Kod muz jaka, nije uoč ena promena ekspresije Kiss1 (Slika 4.4a, levo) dok je kod z enki nivo 
Kiss1 iRNK bio znač ajno smanjen u svim eksperimentalnim grupama u poređenju sa FK grupom 
(Slika 4.4a, desno). Međutim, u Ek grupi je registrovano poveč anje ekspresije ovog gena u odnosu 
na Ep grupu.  

Nasuprot tome, kod muz jaka je zabelez eno znač ajno smanjenje ekspresije Gnrh1 u svim 
grupama imunizovanih z ivotinja (Slika 4.4b, levo), dok kod z enki nije registrovana promena 
ekspresije ovog gena tokom razvoja EAE-a(Slika 4.4b, desno). 
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Slika 4.4. Obrazac ekspresije Kiss1 i Gnrh1 u hipotalamusu. Ekspresija gena koji kodiraju kispeptin i GnRH ispitana 
je metodom qPCR u tkivu hipotalamusa. a, Kiss1; b, Gnrh1. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne 
ekspresije gena od interesa (izrač unate prema Gapdh) ± SEM, za svaku grupu z ivotinja, sa n ≥ 6 z ivotinja/grupi. * p < 
0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 u odnosu na FK grupu; # p < 0,05 u odnosu na Ep grupu; Kruskal-Volisov test uz 
nekorigovani Danov post hoc test. 

Ekspresija gena Pdyn i Tac3 nije bila promenjena u tkivu hipotalamusa ni muz jaka ni z enki 
pačova. Rezultati su prikazani u Tabeli 4.2.  

 

Tabela 4.2. Ekspresija Pdyn i Tac3 u hipotalamusu pacova.  

  FK Ea Ep Ek 

Pdyn 
Mužjaci 2,72 ± 0,25 2,46 ± 0,22 3,42 ± 0,21 2,55 ± 0,21 

Ženke 3,27 ± 0,25 2,81  ± 0,22 3,26  ± 0,48 4,01  ± 0,36 

Tac3 
Mužjaci 1,30 ± 0,07 1,19 ± 0, 10 1,57 ± 0,12 1,24 ± 0,08 

Ženke 1,36 ± 0,10 1,19  ± 0,05 1,20  ± 0,07 1,32  ± 0,07 

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije gena od interesa (izrač unate prema Gapdh) ± SEM 
za svaku grupu z ivotinja, sa n ≥ 6 z ivotinja/grupi. 

 

4.5. Ekspresija markera inflamacije u hipotalamusu 

Ekspresija gena koji kodiraju molekule uključ ene u patogenezu EAE-a predstavljena je na Sliči 
4.5. Kod pačova oba pola, i to u Ea i/ili Ep grupama, uoč eno je poveč anje genske ekspresije ispitanih 
faktora. Poveč anje ekspresije Gfap je bilo izraz enije u Ea grupi pačova oba pola (Slika 4.5a). S druge 
strane, izraz enije poveč anje ekspresije Vim, Cd68, Ccl2 i Il1b zabelez eno je u Ep grupama muz jaka 
i z enki (Slika 4.5b, 4.5č, 4.5d i 4.5e, redom). Poveč anje nivoa Spp1 iRNK bilo je izraz enije u Ea 
grupama pačova (Slika 4.5f).  
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Slika 4.5. Genska ekspresija faktora koji učestvuju u patogenezi EAE-a u tkivu hipotalamusa. Hipotalamusi 
pačova oba pola bili su predmet analize genske ekspresije, metodom qPCR. a, Gfap; b, Vim; c, Cd68; d, Ccl2; e, Il1b; f, 
Spp1. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost relativne ekspresije gena od interesa (izrač unate prema Gapdh) ± 
SEM za svaku grupu z ivotinja (n ≥ 6 z ivotinja/grupi). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; Kruskal-
Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test. 

  



51 
 

4.6. Genska ekspresija gonadotropinskih subjedinica i GnRHR  

U tkivu adenohipofize ispitana je ekspresija gonadotropinskih subjedniča, koje su kodirane 
genima Lhb, Fshb i Cga, kao i ekspresija gena koji kodira GnRHR – Gnrhr (Slika 4.6). 

Kod muz jaka nije uoč ena promena ekspresije Lhb, dok je kod z enki zabelez en smanjen nivo 
iRNK ovog gena u Ep grupi (Slika 4.6a). Ekspresija Fshb takođe nije bila promenjena kod muz jaka, 
dok je u adenohipofizi z enki registrovan porast ekspresije ovog gena u Ea i Ep grupama, pri č emu 
je to poveč anje bilo izraz enije u Ea grupi (Slika 4.6b, levo). Nivo Cga iRNK je bio nepromenjen u 
tkivu adenohipofize muz jaka, a kod z enki je uoč eno smanjenje ekspresije ovog gena, i to u Ep grupi 
(Slika 4.6č, levo).  

Ekspresija Gnrhr je bila smanjena u tkivu adenohipofize pačova oba pola – kod muz jaka, to 
smanjenje je registrovano u Ep grupi, dok je kod z enki zabelez eno u Ea i Ep grupama (Slika 4.6d).  

 

 

Slika 4.6. Obrazac ekspresije gonadotropinskih subjedinica i Gnrhr u adenohipofizi. Genska ekspresija 
gonadotropinskih subjediniča i GnRHR analizirana je u tkivu adenohipofize pačova, metodom qPCR. a, Lhb;  b, Fshb; c, 
Cga; d, Gnrhr. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije gena od interesa (izrač unate prema 
Gapdh) ± SEM za svaku grupu z ivotinja (n ≥ 6 z ivotinja/grupi). ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; Kruskal-
Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test. 
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4.7. Koncentracija LH u serumu nakon tretmana kispeptinom i agonistom 
GnRHR  

Na Sliči 7 su predstavljeni rezultati merenja končentračije LH u serumu pačova oba pola nakon 
bolus tretmana Kp10 i BA.  

Končentračija LH u serumu muz jaka predstavljena je na Sliči 4.7a. Kao s to je prethodno 
utvrđeno, zabelez ena je smanjena končentračija LH u serumu pačova Ep grupe (0,72 ± 0,19 ng/ml) 
u odnosu na FK grupu (2,67 ± 0,58 ng/ml; Slika 4.7a, levo). Nakon tretmana sa Kp10, končentračija 
LH nije se znač ajno razlikovala između FK (4,18 ± 1,38 ng/ml) i Ep grupe (3,88 ± 1,30 ng/ml; Slika 
4.7a, sredina). Končentračija LH u serumu Ep grupe je nakon tretmana BA i dalje bila znač ajno 
manja (143,00 ± 20,28 ng/ml) u odnosu na FK grupu (232,60 ± 27,71 ng/ml), iako je u obe grupe 
registrovano vis estruko poveč anje končentračije LH nakon ovog tretmana u odnosu na 
odgovarajuč e netretirane grupe z ivotinja (Slika 4.7a, desno). 

Rezultati analize končentračije LH u serumu z enki prikazani su na Sliči 4.7b. Kod z enki je 
takođe zabelez ena smanjena končentračija LH u serumu u Ep grupi (1,49 ± 0,61 ng/ml) u odnosu 
na kontrolne z ivotinje (4,67 ± 0,65 ng/ml; Slika 4.7b, levo). Nakon tretmana sa Kp10, nije izmerena 
znač ajna razlika između FK (7,04 ± 0,88 ng/ml) i Ep grupe (8,20 ± 1,93 ng/ml; Slika 4.7b, sredina). 
Nakon tretmana BA izmerena je poveč ana končentračija LH u serumu u obe eksperimentalne 
grupe, u odnosu na odgovarajuč e netretirane z ivotinje, pri č emu nije zabelez ena razlika između FK 
(254,30 ± 9,98 ng/ml) i Ep grupe (212,00 ± 16,76 ng/ml) BA-tretiranih z enki (Slika 4.7b, desno). 
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Slika 4.7. Koncentracija LH u serumu pacova nakon tretmana Kp10 i BA. Pačovi FK i Ep grupa tretirani su bolus 
injekčijom kispeptina (Kp10, 20nmol, i.p.) ili buserelin ačetata (BA, 4 µg, i.p.). Ž ivotinje su z rtvovane 1h nakon 
tretmana. Končentračija LH u serumu izmerena je metodom ELISA. a, Muz jači; b, Ž enke. Rezultati su predstavljeni kao 
srednja vrednost končentračije LH u serumu (u ng/ml) ± SEM, za n ≥ 6 z ivotinja/grupi. ns p > 0,05; * p < 0,05; ** p < 
0,01; Man-Vitnijev test.  

 

4.8. Masa testisa, semenih vezikula i broj intersticijalnih ćelija 

Masa testisa se nije znač ajno razlikovala između kontrolnih i imunizovanih z ivotinja (Slika 
4.8a). Odnos između mase testisa i telesne mase ukazuje na to da se gubitak telesne mase uoč en 
tokom simptomatske faze EAE-a nije odrazio na masu testisa: znač ajno poveč anje ovog odnosa u 
poređenju sa kontrolnim vrednostima zabelez eno je u Ep grupi (Slika 4.8b). Nije registrovana 
razlika u masi semenih vezikula između FK (752,5 ± 27,7 mg) i Ep (713,9 ± 36,8 mg) grupa pačova 
(Slika 4.8č).  
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Broj interstičijalnih č elija izolovanih iz testisa, predstavljen na Sliči 4.8d, takođe se nije se 
znač ajno razlikovao između FK (127,2 ± 15,8 miliona č elija/z ivotinji) i Ep grupe (105,7 ± 7,21 
miliona č elija/z ivotinji). 

 

Slika 4.8. Masa testisa i semenih vezikula i broj intersticijalnih ćelija. Interstičijalne č elije su nakon izolačije iz 
testisa izbrojane na hemočitometru. a, Proseč na masa testisa (g); b, Odnos mase testisa i telesne mase (mg/g); c, 
Proseč na masa semenih vezikula (g); d, Proseč an broj interstičijalnih č elija po z ivotinji. Rezultati su predstavljeni kao 
srednja vrednost ± SEM, za n ≥ 6 z ivotinja/grupi. *** p < 0,001; Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc 
test (a, b); Man-Vitnijev test (č, d).  
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4.9. Histološki prikaz poprečnog preseka testisa pacova 

Na Sliči 4.9 prikazane su reprezentativne mikrografije histolos kog bojenja 
hematoksilinom/eozinom, izvedenog na popreč nim presečima testisa izolovanim iz FK grupe 
(Slika 4.9a) i Ep grupe pačova (Slika 4.9b). Na presečima Ep grupe pačova nisu uoč ene morfolos ke 
promene na nivou seminifernih tubula i interstičijalnog prostora kao ni znači inflamačije. 

 

Slika 4.9. Histološki prikaz poprečnog preseka testisa nakon bojenja hematoksilinom/eozinom. Preseči testisa 
pačova a, FK grupe i b, Ep grupe, obojeni su hematoksilinom/eozinom. Na manjem uvelič anju (levo), uoč avaju se 
seminiferne tubule (S) i interstičijalni prostor (I). Na več em uvelič anju (desno) vidi se lumen seminifernih tubula sa 
germinativnim č elijama u sazrevanju, kao i č elije interstičijuma. Ne uoč avaju se znač ajne histolos ke razlike u tkivu 
testisa između FK i Ep grupa. Razmernik: 100 µm (levo), 50 µm (desno). 
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4.10. Koncentracija testosterona i progesterona u serumu mužjaka 

Rezultati merenja končentračije testosterona i progesterona u serumu muz jaka prikazani su 
na Sliči 4.10.  

U Ea grupi je zabelez eno znač ajno smanjenje končentračije testosterona (0,95 ± 0,29 ng/ml), koje 
je bilo jos  izraz enije u Ep grupi (0,34 ± 0,07 ng/ml) u odnosu na kontrolnu grupu z ivotinja (3,16 ± 
0,71 ng/ml). U Ek grupi je uoč eno znač ajno poveč anje končentračije testosterona u odnosu na Ep 
grupu (1,35 ± 0,31 ng/ml), iako je prema statistič koj analizi ta vrednost i dalje bila manja u odnosu 
na FK grupu pačova (Slika 4.10a). Utvrđen je visok stepen korelačije između končentračije 
testosterona i končentračije LH u serumu muz jaka (r = 0,98). Međutim, končentračija prekursora 
testosterona, progesterona, u serumu bila je znač ajno poveč ana u Ea grupi (2,57 ± 0,27 ng/ml), s to 
je bilo jos  izraz enije u Ep grupi (3,13 ± 0,28 ng/ml), dok u Ek grupi nije uoč ena razlika u odnosu na 
kontrolne vrednosti (0,95 ± 0,17 ng/ml; Slika 4.10b).  

 

 
Slika 4.10. Koncentracija testosterona i progesterona u serumu mužjaka pacova. Končentračija testosterona i 
progesterona izmerena je metodom ELISA. a, Testosteron; b, Progesteron. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost 
končentračije hormona (u ng/ml seruma) ± SEM, za n ≥ 6 z ivotinja/grupi. * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001 u 
odnosu na FK grupu; # p < 0,05 u odnosu na Ep grupu; Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test.  
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4.11. Ekspresija Insl3 i Lhcgr u testisima 

Obrazač ekspresije Insl3 i Lhcgr u tkivu testisa predstavljen je na Sliči 4.11. Žabelez ena je 
znač ajno smanjena ekspresija Insl3 u Ep grupi u odnosu na kontrolne z ivotinje (Slika 4.11a). 
Ekspresija Lhcgr je bila znač ajno smanjena u svim grupama imunizovanih z ivotinja u odnosu na 
FK grupu z ivotinja, međutim u Ek grupi je zabelez eno znač ajno poveč anje ekspresije ovog gena u 
odnosu na Ep grupu pačova (Slika 4.11b).  

 

 

Slika 4.11. Obrazac ekspresije Insl3 i Lhcgr u testisima. Nivo iRNK Insl3 i Lhcgr u tkivu testisa pačova analiziran je 
metodom qPCR. a, Insl3; b, Lhcgr. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije gena od interesa 
(izrač unate prema Actb) ± SEM za svaku grupu z ivotinja, sa n ≥ 6 z ivotinja/grupi. * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001 
u odnosu na FK grupu; # p < 0,05 u odnosu na Ep grupu; Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test. 

 

4.12. Ekspresija gena i nivo proteina učesnika procesa steroidogeneze u 
intersticijalnim ćelijama testisa 

Na Sliči 4.12 predstavljen je obrazač genske ekspresije komponenata steroidogene mas inerije 
u interstičijalnim č elijama. U Ea i Ep grupama zabelez eno je znač ajno smanjenje genske ekspresije 
Star (Slika 4.12a), Scarb1 (Slika 4.12b) i Cyp11a1 (Slika 4.12č) u odnosu na FK grupu. Žnač ajno 
smanjenje ekspresije Cyp17a1 registrovano je samo u Ep grupi, dok trend smanjenja uoč en u Ea 
grupi nije dostigao statistič ku znač ajnost (Slika 4.12d). Ekspresija Hsd3b1/2 je bila znač ajno 
smanjena u Ea i Ep grupama (Slika 4.12e). Nije uoč ena znač ajna promena ekspresije Hsd17b3 ni u 
jednoj grupi imunizovanih pačova(Slika 4.12f).  

Nivo proteina StAR, CYP11A1 i 3β-HSD u izolovanim interstičijalnim č elijama prikazan je na 
Sliči 4.13. Merenjem OD i normalizačijom prema FK grupi (100%), uoč eno je da je nivo proteina 
StAR bio znač ajno smanjen u Ep grupi u odnosu na kontrolne z ivotinje (Slika 4.13a), kao i nivo 
CYP11A1 (Slika 4.13b). Nije zabelez ena promena u nivou proteina 3β-HSD (Slika 4.13č). 
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Slika 4.12. Genska ekspresija komponenata steroidogene mašinerije u intersticijalnim ćelijama testisa. 
Informačiona RNK izolovana je iz interstičijalnih č elija i analizirana metodom qPCR. a, Star; b, Scarb1; c, Cyp11a1; d, 
Cyp17a1; e, Hsd3b1/2; f, Hsd17b3. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije gena od interesa 
(izrač unate prema Actb) ± SEM za svaku grupu z ivotinja, sa n ≥ 6 z ivotinja/grupi. * p < 0,05; ** p < 0,001; Kruskal-
Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test. 
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Slika 4.13. Nivo proteina StAR, CYP11A1 i 3β-HSD u intersticijalnim ćelijama. Iz interstičijalnih č elija testisa 
pačova izolovani su proteini, razdvojeni SDS-PAGE-om i analizirani metodom vestern blot. a, StAR; b, CYP11A1; c, 3β-
HSD. Reprezentativni imunoblotovi za svaki protein od interesa uz odgovarajuč u endogenu kontrolu (β-aktin ili 
ukupne proteine) predstavljeni su na desnoj strani svake slike. Na levoj strani prikazani su rezultati kvantifikačije za 
dati protein, kao odnos OD proteina od interesa i odgovarajuč e endogene kontrole iz iste kolone, normalizovani prema 
FK grupi koja predstavlja 100% (± SEM). Ostale grupe su predstavljene kao pročenat promene u odnosu na FK, kao 
srednja vrednost ± SEM (n = 3 ponavljanja za svaki protein). * p < 0,05; ** p < 0,001; Kruskal-Volisov test uz 
nekorigovani Danov post hoc test. 
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4.13. Imunohistohemijsko obeležavanje proteina StAR u tkivu testisa  

Imunohistohemijsko obelez avanje proteina StAR na popreč nim presečima testisa iz FK i Ep 
grupa prikazano je na Sliči 4.14. Imunoreaktivne StAR-pozitivne č elije mogle su se uoč iti u 
interstičijalnom prostoru testisa kako kontrolnih z ivotinja (Slika 4.14a) tako i pačova Ep grupe 
(Slika 4.14b). Intenzitet obojenosti spečifič ne za StAR bio je manji na presečima testisa Ep grupe u 
odnosu na na preseke FK grupe z ivotinja. 

 

Slika 4.14. Imunohistohemijsko obeležavanje proteina StAR u testisima. Popreč ni preseči testisa pačova a, FK 
grupe i b, Ep grupe su imunohistohemijski obelez eni na protein StAR i dodatno obojeni hematoksilinom. Na malom 
uvelič anju (levo) uoč ava se obojenost spečifič na za StAR u interstičijalnom prostoru testisa na presečima iz obe grupe 
pačova (streliče na a i b). Na velikom uvelič anju (desno), mogu se videti jasno obojene StAR-imunopozitivne č elije u 
interstičijumu, koje su intenzivnije obojene na preseku testisa FK grupe nego Ep grupe. Razmernik: 100 µm (levo), 25 
µm (desno). 
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4.14. Ispitivanje ekspresije markera inflamacije u tkivu testisa 

Rezulati analize ekspresije markera inflamačije u testisima su pokazali da se nivo iRNK Tnfa, Ifng, 
Il1b i Il6 nije menjao tokom razvoja EAE-a (Tabela 4.3).  

Tabela 4.3. Ekspresija proinflamatornih markera u tkivu testisa.  

 FK Ea Ep Ek 

Tnfa 0,0076 ± 0,0005 0,0062 ± 0,0002 0,004 ± 0,0006 0,006 ± 0,0006 

Ifng 0,005 ± 0,0005 0,003 ± 0,0002 0,003 ± 0,0004 0,004 ± 0,005 

Il1b 0,045 ± 0,005 0,043 ± 0,001 0,042 ± 0,005 0,048 ± 0,003 

Il6 0,0007 ± 0,0001 0,0009 ± 0,0001 0,0009 ± 0,0002 0,0007 ± 0,0001 

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost relativne ekspresije gena od interesa (izrač unate prema Actb) ± SEM za 
svaku grupu z ivotinja, sa n ≥ 6 z ivotinja/grupi. 

Preseči testisa su imunohistohemijski obelez eni na protein CD68, marker makrofaga (Slika 
4.15). Jasno obojene CD68-pozitivne č elije uoč ene su u interstičijalnom prostoru, ali ne i u 
seminifernim tubulama testisa, kako z ivotinja FK grupe (Slika 4.15a), tako i Ep grupe (Slika 4.15b 
i 4.15d). Kvantifikačijom CD68-pozitivnih č elija potvrđeno je da nije bilo razlike u broju ovih č elija 
između FK (39,18 ± 2,27 č elija/mm2) i Ep grupe (36,77 ± 1,49 č elija/mm2, Slika 4.15e).  

 

 

Slika 4.15. Imunohistohemijsko obeležavanje makrofaga testisa. Obojene CD68-pozitivne č elije mogu se uoč iti u 
interstičijumu, ali ne i seminifernim tubulama na popreč nim presečima testisa pačova a, FK grupe i b, Ep grupe 
(streliče na a i b). Jasno obojene okruglaste CD68-pozitivne č elije uoč avaju se i na več em uvelič anju na preseku testisa 
c, FK grupe i d, Ep grupe. Preseči su dodatno obojeni hematoksilinom (a, b). Razmernik: 100 µm (a i b), 20 µm (č i d). 
e, proseč an broj CD68-imunopozitivnih č elija na presečima testisa pačova FK i Ep grupa (broj č elija/mm2) ± SEM, 
brojano na tri preseka testisa po z ivotinji i 10 kadrova po preseku za obe grupe, n = 4 z ivotinje/grupi; Man-Vitnijev 
test. 
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4.15. Koncentracija progesterona u ekstrahovanim steroidima iz testisa i 
nadbubrega 

Rezultati merenja končentračije progesterona u uzorčima steroida ekstrahovanih iz tkiva 
testisa i nadbubrez nih z lezda prikazani su na Sliči 4.16.  

Žabelez eno je znač ajno smanjenje končentračije progesterona u testisima muz jaka na vrhunču 
bolesti (0.55 ± 0.04 ng/g tkiva) u odnosu na kontrolne z ivotinje (0.91 ± 0.13 ng/g tkiva; Slika 
4.16a). S druge strane, u nadbubrez nim z lezdama uoč eno je znač ajno poveč anje končentračije 
ovog hormona u odnosu na FK grupu (2,85 ± 0,58 µg/g tkiva), i to tokom č itavog trajanja EAE-a: 
na poč etku (5,34 ± 0,30 µg/g tkiva), vrhunču (6,70 ± 0,88 µg/g tkiva) i kraju bolesti (5,76 ± 0,53 
µg/g tkiva; Slika 4.16b).  

 

 

Slika 4.16. Koncentracija progesterona u uzorcima steroida ekstrahovanih iz testisa i nadbubrega. Tkivo 
testisa i nadbubrez nih z lezda je homogenizovano, steroidi su ekstrahovani etrom i rastvoreni. Končentračija 
progesterona izmerena je metodom ELISA. a, Končentračija progesterona u testisima (ng/g tkiva); b, Končentračija 
progesterona u nadbubrez nim z lezdama (µg/g tkiva). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost končentračije 
testosterona ± SEM, za n ≥ 5 z ivotinja/grupi. * p < 0,05; ** p < 0,01; Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post 
hoc test. 

 

4.16. Koncentracija testosterona u serumu nakon tretmana kispeptinom, 
buserelin acetatom i humanim horionskim gonadotropinom 

Efekti tretmana Kp10 i BA na končentračiju testosterona u serumu muz jaka prikazani su na 
Sliči 4.17a. Kao s to je več  utvrđeno, končentračija testosterona u Ep grupi bila je znač ajno smanjena 
(0,19 ± 0,02 ng/ml) u odnosu na FK grupu (4,09 ± 1,16 ng/ml; Slika 4.17a, levo). Nakon tretmana 
sa Kp10, zabelez en je porast končentračije testosterona u serumu, međutim končentračija 
testosterona u serumu pačova Ep grupe je i dalje bila znač ajno niz a (3,89 ± 0,76 ng/ml) u odnosu 
na Kp10-tretiranu FK grupu (8,22 ± 1,15 ng/ml; Slika 4.17a, sredina). Slič an efekat imao je i 
tretman BA: zabelez en je porast u FK i Ep grupama u odnosu na odgovarajuč e netretirane grupe, 
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ali je u BA-tretiranoj Ep grupi registrovana znač ajno niz a končentračija testosterona (14,31 ± 2,01 
ng/ml) u odnosu na FK grupu tretiranu sa BA (25,95 ± 1,31 ng/ml; Slika 4.17a, desno). 

Na Sliči 4.17b prikazane su končentračije testosterona u serumu nakon tretmana hCG-om. I u 
ovom ogledu, u Ep grupi muz jaka je registrovana smanjena končentračija testosterona (0,34 ±0,13 
ng/ml) u serumu, u odnosu na kontrolne z ivotinje (2,21 ± 0,42 ng/ml; Slika 4.17b, levo). Dva sata 
nakon tretmana hCG-om (100 IU), registrovano je vis estruko poveč anje končentračije testosterona 
u serumu u obe eksperimentalne grupe (FK: 30,02 ± 2,34 ng ml; Ep: 25,73 ± 2,20 ng/ml) ali nije 
zabelez ena razlika između ovih grupa (Slika 4.17b, sredina). Tretman od 10 IU hCG-a nakon 24 h 
doveo je do slič nih efekata: zabelez en je porast končentračije testosterona u serumu, koja se nije 
razlikovala između FK (26,15 ± 3,69 ng/ml) i Ep grupa z ivotinja (30,61 ± 5,14 ng/ml; Slika 4.17b, 
desno).  

 

Slika 4.17. Koncentracija testosterona u serumu mužjaka nakon Kp10, BA i hCG tretmana. Pačovi su tretirani 
bolus injekčijom kispeptina (Kp10, 20 nmol, i.p.) ili buserelin ačetata (BA, 4 ug, i.p.) ili humanog horionskog 
gonadotropina (hCG, 100 IU ili 10 IU, s.č.). Ž ivotinje su z rtvovane 1 h nakon tretmana sa Kp10 ili BA, odnosno 2 h nakon 
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tretmana sa 100 IU hCG-a ili 24 h nakon tretmana sa 10 IU hCG-a. Končentračija testosterona u serumu analizirana je 
metodom ELISA. a, Končentračija testosterona u serumu nakon tretmana Kp10 ili BA; b, Končentračija testosterona u 
serumu nakon tretmana hCG-om. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost končentračije testosterona (u ng/ml 
seruma) ± SEM, za n ≥ 6 z ivotinja/grupi. ns p > 0,05; ** p < 0,01; Man-Vitnijev test.  

 

4.17. Ekspresija komponenata steroidogene mašinerije u intersticijalnim 
ćelijama nakon tretmana hCG-om 

Obrazač genske ekspresije komponenata steroidogene mas inerije nakon tretmana hCG-om 
prikazan je na Sliči 4.18.  

Kao s to je prethodno utvrđeno, ekspresija Star je bila znač ajno smanjena u Ep grupi u odnosu 
na FK grupu muz jaka (Slika 4.18a, levo). Dva sata nakon hCG tretmana (100 IU), zabelez en je porast 
ekspresije Star u Ep grupi, ali je ekspresija bila znač ajno manja u odnosu na jednako tretiranu FK 
grupu (Slika 4.18a, sredina). Porast nivoa Star iRNK zabelez en je 24 h nakon tretmana sa 10 IU 
hCG-a u FK i Ep grupama, pri č emu nije uoč ena razlika između ove dve grupe tretiranih z ivotinja 
(Slika 4.18a, desno).  

Kao s to je prethodno zabelez eno, ekspresija Scarb1 je takođe bila smanjena u Ep grupi pačova, 
u poređenju sa z ivotinjama FK grupe (Slika 4.18b, levo). Nakon tretmana hCG-om, razlike u 
ekspresiji ovog gena između FK i Ep grupa nisu uoč ene(Slike 4.18b, sredina i desno). 

Ekspresija Cyp11a1, koja je bila znač ajno manja u Ep grupi u poređenju sa FK grupom pačova 
(Slika 4.18č, levo), 2 h nakon tretmana sa 100 IU hCG-a ostala je znač ajno manja u Ep grupi u 
odnosu na FK grupu (Slika 4.18č, sredina). Pri tretmanu od 10 IU hCG-a, nakon 24 h, nije bilo razlike 
u nivou Cyp11a1 iRNK između FK i Ep grupa (Slika 4.18č, desno).  

Efekat tretmana hCG-om na ekspresiju Cyp17a1 prikazan je na Sliči 4.18d. Kod pačova Ep 
grupe, u odnosu na z ivotinje FK grupe, prethodno je uoč en smanjen nivo Cyp17a1 iRNK (Slika 
4.18d, levo). Dva sata nakon tretmana hCG-om od 100 IU, ekspresija ovog gena je poveč ana u obe 
tretirane grupe, ali nije zabelez ena razlika između FK i Ep grupa (Slika 4.18d, sredina). Tretman sa 
10 IU hCG-a nakon 24 h doveo je do smanjenja ekspresije Cyp17a1 u FK grupi u odnosu na 
netretirane kontrolne z ivotinje, i nije zabelez ena razlika između FK i Ep grupa nakon ovog 
tretmana (Slika 4.18d, desno).  

Razlika u ekspresiji Hsd3b1/2 uoč ena je između FK i Ep grupa (Slika 4.18e, levo), ali nije 
zabelez ena nakon tretmana hCG-om (Slika 4.18e, sredina i desno)  

Ekspresija Hsd17b3 se nije razlikovala između FK i Ep grupa pačova (Slika 4.18f, levo). Nakon 
tretmana hCG-om takođe nije zabelez ena razlika između tretiranih grupa (Slika 4.18f, sredina i 
desno), mada je 24 h nakon 10 IU hCG-a registrovano smanjenje nivoa iRNK za Hsd17b3 u obe 
tretirane grupe u odnosu na odgovarajuč e grupe netretiranih z ivotinja.  
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Slika 4.18. Efekat tretmana hCG-om na gensku ekspresiju komponenata steroidogene mašinerije u 
intersticijalnim ćelijama testisa. Muz jači pačova FK i Ep grupa tretirani su sa 100 IU hCG-a s.č. i z rtvovani nakon 2 
h (na svakom grafiku u sredini), odnosno sa 10 IU hCG-a s.č. i z rtvovani nakon 24 h (na svakom grafiku desno). Genska 
ekspresija komponenata steroidogene mas inerije analizirana je u izolovanim interstičijalnim č elijama testisa 
metodom qPCR. a, Star; b, Scarb1; c, Cyp11a1; d, Cyp17a1; e, Hsd3b1/2; f, Hsd17b3. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrednost relativne ekspresije gena od interesa (izrač unate prema Actb) ± SEM za svaku grupu z ivotinja, sa n ≥ 6 
z ivotinja/grupi. ns p > 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001; Man-Vitnijev test.  
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4.18. Masa ovarijuma  

Žnač ajno smanjenje u masi ovarijuma zabelez eno je u Ep grupi (33,60 ± 3,16 mg) u odnosu na 
FK grupu z ivotinja (46,80 ± 2,80 mg; Slika 4.19a). Međutim, imajuč i u vidu da su z ivotinje izgubile 
na telesnoj masi, kada se analizira odnos između mase ovarijuma i telesne mase, nisu zabelez ene 
promene tokom EAE-a (Slika 4.19b).  

 

Slika 4.19. Masa ovarijuma. a, Proseč na masa ovarijuma (mg); b, Odnos mase ovarijuma i telesne mase (mg/g). 
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SEM, za n ≥ 5 z ivotinja/grupi. * p < 0,05; Kruskal-Volisov test uz 
nekorigovani Danov post hoc test. 

 

4.19. Histološki prikaz ovarijuma i morfometrijski parametri 

Na Sliči 4.20 prikazane su reprezentativne mikrografije preseka ovarijuma z ivotinje iz FK 
grupe, u D2 (Slika 4.20a levo) i z ivotinje iz Ep grupe, u D4 (Slika 4.20a, desno) obojenih 
hematoksilinom/eozinom. Na presečima ovarijuma z ivotinja iz obe grupe, uoč eni su svi tipovi 
folikula osim preovulatornih, kao i z uta tela sa i bez znakova regresije. 

Dalja morfometrijska analiza pokazala je da je broj velikih z utih tela (preko 800 µm u 
preč niku) bio slič an između z enki FK grupe (10,40 ± 0,60) i Ep grupe (12,40 ± 1,54). Među velikim 
z utim telima, udeo z utih tela koja, s obzirom na odsustvo znakova degeneračije, pripadaju 
poslednjem započ etom estrusnom čiklusu takođe se nije razlikovao između FK (5,20 ± 0,37) i Ep 
grupa (5,40 ± 0,81; Slika 4.20b). S druge strane, iako se ukupan broj velikih folikula nije razlikovao 
između grupa (FK: 17,20 ± 1,85; Ep: 17,80 ± 0,58), zabelez en je znač ajno več i broj 
atretič nih/čistič nih folikula u ovarijumima z ivotinja Ep grupe (10,40 ± 0,51) nego kod pačova iz 
FK grupe (5,80 ± 0,97; Slika 4.20č).  
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Slika 4.20. Histološki prikaz preseka ovarijuma i morfometrijski parametri. a, Reprezentativne mikrografije 
preseka ovarijuma obojenih hematoksilinom/eozinom, pačova iz FK grupe, u D2 (levo), i Ep grupe, u D4 (desno). CL – 
z uto telo; * - atretič ni folikul; b, Broj velikih z utih tela, dijametra več eg od 800 µm (ljubič asti stubič i) u odnosu na broj 
z utih tela iz poslednjeg estrusnog čiklusa (beli stubič i); c, Ukupan broj velikih folikula (ljubič asti stubič i) u odnosu na 

broj atretič nih/čistič nih folikula (beli stubič i). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM broja z utih 
tela/folikula izbrojanih na 350 µm udaljenim presečima iz čelog ovarijuma (n = 5 z ivotinja / grupi). ** p < 0.01; Man-
Vitnijev test. 

 

4.20. Koncentracije polnih hormona u serumu ženki  

Rezultati merenja končentračija polnih hormona u serumu z enki pačova predstavljeni su na 
Sliči 4.21.  

Končentračija progesterona u serumu je bila povis ena u Ea grupi (220,70 ± 15,82 ng/ml) u 
odnosu na FK grupu (113,10 ± 8,97 ng/ml), a poveč anje je registrovano i u Ep grupi (171,70 ± 
13,00 ng/ml; Slika 4.21a). U Ek grupi, končentračija progesterona u serumu se nije razlikovala u 
odnosu na FK grupu. Končentračija testosterona u čirkulačiji je, u odnosu na FK grupu (0,20 ± 0,01 
ng/ml), bila znač ajno poveč ana u Ea grupi (0,28 ± 0,02 ng/ml, p = 0,025) i u Ep grupi (0,30 ± 0,02 
ng/ml). Na kraju EAE-a nisu registrovane promene u odnosu na kontrolnu grupu z ivotinja (Slika 
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4.21b). Promena končentračije estradiola u serumu nije zabelez ena ni u jednoj eksperimentalnoj 
grupi (Slika 4.21č). 

 

 

Slika 4.21. Koncentracija polnih hormona u serumu ženki pacova. Končentračija progesterona, testosterona i 
estradiola u serumu izmerena je ELISA metodom. a, Progesteron (ng/ml); b, Testosteron (ng/ml) c, Estradiol (pg/ml). 
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost končentračije hormona ± SEM, za n ≥ 5 z ivotinja/grupi. * p < 0,05; *** p < 
0,001; Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test.  

 

4.21. Genska ekspresija i nivo proteina komponenata steroidogene mašinerije 
u tkivu ovarijuma 

Obrazač genske ekspresije komponenata steroidogene mas inerije u tkivu ovarijuma 
predstavljen je na Sliči 4.22. Žnač ajno poveč anje ekspresije gena Scarb1 uoč eno je u Ep grupi (Slika 
4.22a). Nivo Lhcgr iRNK je bio znač ajno poveč an u Ea grupi a zatim znač ajno smanjen u Ep grupi 
(Slika 4.22b) u odnosu na z ivotinje FK grupe. Promene ekspresije Fshr tokom razvoja EAE-a nisu 
uoč ene (Slika 4.22č). Žabelez eno je znač ajno poveč anje ekspresije Star u sve tri grupe 
imunizovanih z ivotinja (Slika 4.22d), dok je poveč anje ekspresije Cyp11a1 bilo ogranič eno na Ea 
grupu (Slika 4.22e). Poveč anje nivoa Hsd3b1/2 iRNK registrovano je u Ea i Ep grupama (Slika 
4.22f). Nasuprot tome, ekspresija Cyp17a1 bila je znač ajno smanjena u Ea i Ep grupama, pri č emu 
je to smanjenje bilo izraz enije u Ep grupi (Slika 4.22g). Promene u ekspresiji gena Hsd17b1 nisu 
zabelez ene (Slika 4.22h), dok je ekspresija Cyp19a1 iRNK bila znač ajno poveč ana u Ea i Ep grupama 
z ivotinja u poređenju sa pačovima FK grupe (Slika 4.22i).  

Rezultati analize nivoa proteina StAR, CYP11A1 i 3β-HSD u tkivu ovarijuma predstavljeni su 
na Sliči 4.23. Kvantifikačijom OD i normalizačijom prema FK grupi (100%) pokazano je znač ajno 
poveč anje nivoa StAR u svim eksperimentalnim grupama (Slika 4.23a). Statistič ka analiza je 
pokazala da je nivo proteina StAR u Ek grupi bio znač ajno smanjen u odnosu na Ep. Na osnovu 
rezultata kvantifikačije utvrđeno je da u ovarijumima nije bilo promena u nivou proteina CYP11A1 
(Slika 4.23b) i 3β-HSD (Slika 4.23č) ni u jednoj eksperimentalnoj grupi.  
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Slika 4.22. Genska ekspresija komponenata steroidogene mašninerije u ovarijumima. Nivoi iRNK za 
proteine/enzime uč esnike pročesa steroidogeneze ispitani su metodom qPCR. a, Scarb1; b, Lhcgr; c, Fshr; d, Star; e, 
Cyp11a1; f, Hsd3b1/2; g, Cyp17a1; h, Hsd17b1; i, Cyp19a1. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost relativne 
ekspresije gena od interesa (izrač unate prema Actb) ± SEM za svaku grupu z ivotinja, sa n ≥ 12 z ivotinja/grupi. * p < 
0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test. 
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Slika 4.23. Nivo proteina StAR, CYP11A1 i 3β-HSD u ovarijumima. Iz tkiva ovarijuma izolovani su proteini, 
razvojeni SDS-PAGE-om i analizirani metodom vestern blot. a, StAR; b, CYP11A1; c, 3β-HSD. Na desnoj strani svake 
slike predstavljeni su reprezentativni imunoblotovi za svaki protein uz odgovarajuč u endogenu kontrolu (β-aktin ili 
ukupne proteine). Na levoj strani prikazani su rezultati kvantifikačije za dati protein od interesa, kao odnos OD 
proteina od interesa i odgovarajuč e endogene kontrole iz iste kolone, normalizovani prema FK grupi koja predstavlja 
100% (± SEM). Ostale grupe predstavljene su kao pročenat promene u odnosu na FK grupu, kao srednja vrednost ± 
SEM (n ≥ 5 ponavljanja za svaki protein, iz dva nezavisna EAE ogleda). * p < 0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001 u odnosu 
na FK grupu; # p < 0,05 u odnosu na Ep grupu; Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test. 
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4.22. Imunohistohemijsko obeležavanje StAR na presecima ovarijuma 

Preseči ovarijuma iz FK i Ep grupa pačova imunohistohemijski su obelez eni na protein StAR. 
Reprezentativne mikrografije prikazane su na Sliči 4.24. Obojenost spečifič na za StAR uoč ena je na 
presečima ovarijuma i kontrolnih (Slika 4.24a i 4.24b) i z ivotinja Ep grupe (Slika 4.24č i 4.24d), 
pretez no u luteinskim č elijama. Uoč eno je da je intenzitet obojenosti StAR-pozitivnih č elija bio več i 
na presečima ovarijuma iz Ep grupe.  

 

 

 

Slika 4.24. Imunohistohemijsko obeležavanje StAR proteina na presecima ovarijuma. a, Presek ovarijuma iz 
kontrolne z ivotinje, u D2, ukazuje na StAR-imunopozitivno bojenje u z utim telima, prikazano na b, u več em uvelič anju. 
c, Presek ovarijuma z ivotinje iz Ep grupe, u D4. Uoč eno je bojenje imunopozitivno za StAR jač eg intenziteta u odnosu 
na bojenje u ovarijumu iz kontrolne z ivotinje, prikazano i na d, več em uvelič anju. Streliče na a i č ukazuju na z uta tela 
koja su prikazana na b i d. Razmernik: 500 µm (a i č), 25 µm (b i d). 
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4.23. Imunofluorescentno obeležavanje CYP17A1 na presecima ovarijuma  

Prisustvo proteina CYP17A1 na presečima ovarijuma ispitano je imunofluoresčentnim 
obelez avanjem. Reprezentativne mikrografije predstavljene su na Sliči 4.24. Na presečima 
ovarijuma iz z ivotinja FK grupe mogle su se uoč iti jasno obojene CYP17A1-pozitivne č elije, i to 
isključ ivo u č elijama theca interna sloja folikula (Slika 4.25a i 4.25b). U ovarijumima izolovanim iz 
z ivotinja Ep grupe nisu uoč ene CYP17A1-pozitivne č elije (Slika 4.25č i 4.25d).  

 

Slika 4.25. Imunofluorescentno obeležavanje enzima CYP17A1 na presecima ovarijuma. 
a, Presek ovarijuma z enke iz FK grupe, u D2, ukazuje na jasno obojene CYP17A1-imunopozitivne č elije u theca interna 
sloju folikula, s to se jasnije vidi na več em uvelič anju na b. Streliča ukazuje na region theca interna koji je predstavljen 
na več em uvelič anju. c, Na preseku ovarijuma z ivotinje iz Ep grupe, u D4, moz e se uoč iti da theca interna nije spečifič no 
obojena na CYP17A1, prikazano i na več em uvelič anju na d. Razmernik: 100 µm (a i č), 20 µm (b i d). 
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4.24. Koncentracija polnih hormona u ekstraktima steroida ovarijuma  

Končentračije polnih hormona izmerenih u ekstraktima steroida iz tkiva ovarijuma prikazane 
su na Sliči 4.26. 

U skladu sa poveč anjem ekspresije pojedinih komponenata steroidogene mas inerije, u 
ovarijumima je zabelez en znač ajan porast končentračije progesterona u Ep grupi (14,55 ± 2,19 
µg/g tkiva) u odnosu na kontrolnu grupu z ivotinja (9,37 ± 1,09 µg/g tkiva; Slika 4.26a). Suprotno 
končentračiji u serumu, u ovarijumima je zabelez eno znač ajno smanjenje končentračije 
testosterona u Ea grupi (6,17 ± 0,55 ng/g tkiva) i Ep grupi (5,23 ± 0,52 ng/g tkiva), u odnosu na FK 
grupu (15,23 ± 1,69 ng/g tkiva). U Ek grupi, končentračija testosterona se nije razlikovala u odnosu 
na kontrolnu grupu z ivotinja (Slika 4.26b). Dodatno, končentračija estradiola u ovarijumima bila 
je takođe smanjena, i to u Ep grupi (0,98 ± 0,13 ng/g tkiva) u poređenju sa FK grupom (3,18 ± 0,39 
ng/g tkiva; Slika 4.26č). 

 

Slika 4.26. Koncentracija polnih hormona u uzorcima steroida ekstrahovanih iz tkiva ovarijuma. Steroidi su 
ekstrahovani iz homogenata ovarijuma pomoč u etra i rastvoreni u 0.1% BSA u PBS-u. Končentračije polnih hormona 
u ekstraktima steroida izmerene su metodom ELISA. a, Progesteron (µg/g tkiva); b, Testosteron (ng/g tkiva); c, 
estradiol (ng/g tkiva). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost končentračije hormona ± SEM, za n ≥ 5 
z ivotinja/grupi. * p < 0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test. 
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4.25. Koncentracija progesterona u nadbubrezima ženki 

Promene u končentračiji progesterona u nadbubrezima nisu zabelez ene ni u jednoj 
eksperimentalnoj grupi u odnosu na kontrolne z ivotinje (Slika 4.27). 

 

Slika 4.27. Koncentracija progesterona u nadbubrežnim žlezdama ženki pacova. Steroidi su ekstrahovani iz 
homogenata nadbubrez nih z lezda pomoč u etra i rastvoreni u 0.1% BSA u PBS-u. Končentračija progesterona je 
određena metodom ELISA. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost končentračije progesterona (u µg/g tkiva) ± 
SEM, za n ≥ 5 z ivotinja/grupi. Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test. 
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4.26. Koncentracija kortikosterona u serumu mužjaka i ženki  

Končentračije kortikosterona u serumu muz jaka i z enki pačova tokom razvoja EAE-a 
prikazane su na Sliči 4.26. Izmerena je več a bazalna končentračija kortikosterona u čirkulačiji 
z enki (261,5 ± 42,32 ng/ml) u odnosu na muz jake (74,61 ± 19,03 ng/ml). Končentračija 
kortikosterona u serumu bila je znač ajno poveč ana tokom trajanja bolesti kod muz jaka (Ea 187,40 
± 17,33 ng/ml; Ep 175,30 ± 26,98 ng/ml; Ek 165,70 ± 32,47 ng/ml; Slika 4.26a, levo), dok kod z enki 
nije registrovan statistič ki znač ajan porast končentračije ovog hormona, iako je na poč etku bolesti 
uoč en trend poveč anja (405,40 ± 46,38 ng/ml; Slika 4.26a, desno). 

 

Slika 4.28. Koncentracija kortikosterona u serumu pacova oba pola. Končentračija kortikosterona u serumu 
izmerena je metodom ELISA. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost končentračije kortikosterona (u ng/ml 
seruma) ± SEM, za n ≥ 5 z ivotinja/grupi. * p < 0,05; ** p < 0,01; Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc 
test. 

 

  



76 
 

V   Diskusija  
 

Ispitivanja koja se več  dečenijama bave patologijom MS dovela su do razvoja brojnih terapija 
koje tretiraju određene aspekte ove bolesti. Međutim, patolos ki mehanizmi ovog kompleksnog 
oboljenja jos  nisu u potpunosti rasvetljeni. Osim toga, inčidenčija MS se tokom poslednje dečenije 
poveč ala za oko 30% u svim regionima sveta (Walton i sar., 2020). Dakle, i dalje postoji velika 
potreba za ispitivanjem MS. Posebno je malo ispitivan doprinos MS promenama na nivou 
reproduktivnog sistema, iako se polne spečifič nosti u riziku, pojavi simptoma i aktivnosti MS 
povezuju upravo sa reproduktivnim periodom (Magyari i Kočh-Henriksen, 2022; Ysrraelit i 
Correale, 2019). Ova disertačija doprinosi razjas njavanju utičaja neuroinflamatornih pročesa, 
poput onih koji se des avaju tokom MS, odnosno EAE-a, na regulačiju reprodukčije na nivou 
neuroendokrinog i endokrinog sistema. 

Eksperimentalni autoimunski enčefalomijelitis je animalni model koji odslikava najvis e 
osobina MS (Baker i Amor, 2014) i ispitivanja na ovom modelu bila su ključ na za razvoj terapija 
koje se danas primenjuju, posebno onih koje tretiraju imunolos ke aspekte bolesti (Lassmann, 
2019). Aktivna imunizačija na pačovima DA soja oba pola, izvedena u eksperimentima opisanim u 
ovoj disertačiji, dovodi do akutnog monofaznog EAE-a, s to je zabelez eno i u prethodnim 
istraz ivanjima nas e laboratorije (Bozič i sar., 2019; Jakovljevič i sar., 2019; Jakovljevič i sar., 2017). 
Iako su drugi istraz ivač i nakon aktivne indukčije EAE uoč ili več u inčidenčiju bolesti kod z enki nego 
kod muz jaka pačova DA soja (Načka-Aleksič  i sar., 2015; Stojič -Vukanič  i sar., 2018), ovde prikazani 
rezultati ne ukazuju na takve razlike. Na pačovima DA soja je i prethodno zabelez en raniji poč etak 
bolesti kod z enki u odnosu na muz jake (Dimitrijevič  i sar., 2017; Stojič -Vukanič  i sar., 2018), s to je 
i ovde pokazano. Analizom več eg broja ogleda izvedenih u nas oj laboratoriji, uoč eno je da muz jači 
imaju več u maksimalnu proseč nu očenu tez ine bolesti. Uz to, buduč i da je poč etak bolesti kasniji 
kod muz jaka dok je vrhunač registrovan u isto vreme, moz e se reč i da kod muz jaka dolazi do brz e 
progresije bolesti. Poznato je da mus karči sa MS takođe pokazuju brz u progresiju bolesti iz 
relapsno-remitentnog do sekundarno progresivnog oblika, kao i to da imaju več a os teč enja u beloj 
i sivoj masi (Dunn i sar., 2015). Međutim, bez obzira na raniji poč etak EAE-a kod z enki i več u 
maksimalnu očenu kod muz jaka, ukupna tez ina bolesti ne razlikuje se između muz jaka i z enki. 
Slič no tome, u modelu hronič nog EAE-a na pačovima DA soja, z enke ranije ulaze u fazu relapsa u 
odnosu na muz jake, iako se kumulativna tez ina bolesti ne razlikuje između polova (Giatti i sar., 
2020). 

Akutni monofazni tok EAE-a na pačovima DA soja prač en je i smanjenjem telesne mase, 
naroč ito na vrhunču bolesti, s to je takođe opisano u prethodnim studijama. Smanjenje telesne 
mase od 15-20% tokom simptomatske faze EAE-a zabelez en je i na z enkama C57BL/6 mis eva 
(Bernardes i sar., 2016) i muz jačima pačova Luis soja (Maččio  i sar., 2005). Promene u telesnoj 
masi registrovane su i kod pačijenata sa MS. Naime, znač ajan gubitak masnog i mis ič nog tkiva – 
kaheksija – povezana je sa smrtnim ishodom kod pačijenata sa MS (van Waesberghe i sar., 1999). 
Međutim, kod pačijenata sa MS uobič ajeno je poveč anje telesne mase koje č esto prelazi i u 
gojaznost (Khurana i sar., 2009; Marčk i sar., 2016). Promene u telesnoj masi kod pačijenata sa MS 
mogle bi biti povezane sa poveč anjem količ ine proinflamatornih čitokina u CNS-u (Clarke, 2010), 
s obzirom na to da se u Arč nalaze neuroni koji proizvode oreksigene i anoreksigene peptide 
(Valassi i sar., 2008).  

U svim ogledima opisanim u ovoj disertačiji, zabelez ena je promena dinamike estrusnog 
čiklusa kod z enki pačova. Tač nije, registrovano je zadrz avanje u fazi diestrusa tokom 
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simptomatske faze EAE-a, dok se ulazak u fazu proestrusa poklapa sa oporavkom od bolesti. 
Promene u pravilnosti estrusnog čiklusa prethodno su takođe registrovane u animalnim modelima 
MS na glodarima. Kod z enki mis eva C57BL/6 soja zabelez en je zastoj u diestrusu nakon aktivne 
indukčije EAE-a, a nakon dve nedelje od imunizačije, ponovo se uspostavlja normalna dinamika 
estrusnog čiklusa (Rahn i sar., 2014). Slič no tome, u modelu demijelinizačije izazvane kuprizonom 
na istom soju mis eva, registrovan je zastoj u diestrusu koji traje do povratka na standardnu 
ishranu, kada se ponovo uoč ava normalan estrusni čiklus (Taylor i sar., 2010). Žanimljivo je da je 
kod mis eva SJL/J soja zabelez eno smanjenje trajanja estrusnog čiklusa č etiri nedelje nakon 
imunizačije i to upravo na rač un diestrusa (Jaini i sar., 2015). Međutim, u pomenutoj studiji, 
estrusni čiklus nije prač en tokom simptomatske faze EAE-a. U modelu inflamačije uzrokovane 
gojaznos č u takođe su uoč eni produz eni čiklusi (Lainez i sar., 2018). Vaz no je naglasiti da je u 
modelu EAE-a na mis evima, zastoj u diestrusu uoč en i kod grupe z ivotinja injičiranih samo CFA-
om (Rahn i sar., 2014). Međutim, u ogledima koji su prethodili ovoj doktorskoj disertačiji, kod z enki 
pačova DA soja injičiranim samo CFA-om nisu zabelez ene promene u estrusnom čiklusu 
(Milos evič , 2016). Razlog bi mogao biti u tome s to je u mis jem modelu primenjen i toksin pertuzisa, 
č ime je potenčijalno izazvana dodatna inflamačija. Generalno, promene u dinamiči estrusnog 
čiklusa ukazuju i na promene u končentračiji polnih hormona. Upravo je odnos između 
končentračije polnih hormona tokom menstrualnog čiklusa kod pačijentkinja sa MS povezan sa 
brojem i velič inom demijelinizačionih lezija (Pozzilli i sar., 1999). Osim toga, kod oko 40% 
pačijentkinja sa MS zabelez eno je pogors anje simptoma bolesti u predmenstrualnom periodu 
(Žorgdrager i De Keyser, 1997, 2002). 

Rezultati predstavljeni u ovoj doktorskoj disertačiji po prvi put ukazuju na znač ajno smanjenje 
končentračije LH u čirkulačiji pačova oba pola tokom EAE-a, s to je u skladu sa smanjenom 
ekspresijom Gnrh1 kod muz jaka, odnosno Kiss1 u hipotalamusu z enki pačova. Imajuč i u vidu 
spečifič ne pozičije kispeptinskih i GnRH neurona u blizini čirkumventrikularnih organa, za opisane 
promene moglo bi da bude zasluz no izlaganje ovih neurona inflamatornim medijatorima. Naime, 
kao s to je opisano, hipotalamus je pozičioniran u blizini OVLT i EM, koji imaju diskontinuiranu 
KMB, pa su populačije neurona u okolini ovih regiona podloz ne utičaju molekula iz generalne 
čirkulačije. Več ina GnRH neurona koji su u blizini OVLT pruz a dendrite do ovog organa (izvan 
KMB), i reaguje na molekule iz krvi (Herde i sar., 2011). Žatim, imajuč i u vidu pozičiju Arč u blizini 
EM, koja je, zahvaljujuč i spečifič noj organizačiji endotela, glavno mesto razmene molekula između 
krvi i parenhima mozga, populačija kispeptinskih neurona koja se nalazi u ovom jedru mogla bi da 
ima pristup različ itim molekulima iz čirkulačije (Morita-Takemura i Wanaka, 2019). Žaista, u 
literaturi se nailazi na vis e podataka koji idu u prilog tome da su populačije neurona u 
hipotalamusu osetljive na inflamatorne događaje. Smanjenje sekrečije GnRH kod kastriranih 
muz jaka pačova registrovano je u uslovima lokalne inflamačije u CNS-u – posle 
intračerebroventrikularne primene IL-1β, ali i tokom sistemske inflamačije – nakon intravenske 
injekčije LPS-a (Rivest i Rivier, 1993). Kod ovarijektomisanih z enki pačova, smanjeni nivoi i GnRH 
i LH registruju se nakon primene proinflamatornih čitokina, kako lokalno – perfuzijom u POA 
(Watanobe i Hayakawa, 2003) tako i sistemski (Yoo i sar., 1997). Osim inhibičije sekrečije GnRH, 
primena LPS-a dovodi i do smanjenja ekspresije Gnrh1 kod z enki pačova (Lee i sar., 2019), i to i 
kod ovarijektomisanih i kod laz no operisanih z ivotinja (Iwasa i sar., 2014). Kod kastriranih 
muz jaka pačova, intračerebroventrikularna injekčija IL-1β ne dovodi do promena u transkripčiji 
Gnrh1 ali smanjuje efikasnost translačije (Kang i sar., 2000). Smanjenje sekrečije GnRH u uslovima 
inflamačije kod z enki najverovatnije je regulisano signalizačijom iz kispeptinskih neurona. 
Primena LPS-a na z enkama pačova dovodi do smanjenja ekspresije Kiss1 (Iwasa i sar., 2008), koje 
je kod z enki pačova je korelirano sa smanjenjem ekspresije Gnrh1 i smanjenom končentračijom 
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LH u serumu (Iwasa i sar., 2014). Jaki imunogeni, kao s to je LPS, kod muz jaka pačova takođe 
izazivaju smanjenje ekspresije Kiss1 (Castellano i sar., 2010). Osim toga, inflamačija u 
hipotalamusu uzrokovana gojaznos č u dovodi do smanjenja ekspresije Gnrh1 samo kod muz jaka 
mis eva ali ne i kod z enki (Lainez i sar., 2018). Žajedno, ovi podači ukazuju na to da su sistemi ovih 
neurona osetljivi kako na lokalnu tako i na sistemsku inflamačiju. 

S tim u vezi, ovde prikazani rezultati ukazuju na prisustvo inflamačije u hipotalamusu tokom 
EAE-a. Treba istač i da su u beloj i sivoj masi hipotalamusa pačijenata sa MS uoč ene 
demijelinizačione lezije (Huitinga i sar., 2001; Verčellino i sar., 2009), č ak i tokom remisije bolesti 
(Qiu i sar., 2011). Postojanje lezija u hipotalamusu kod pačijenata sa MS povezano je sa kaheksijom 
(Kamalian i sar., 1975), hiperprolaktinemijom (Kira i sar., 1991) i hipotermijom (Weiss i sar., 
2009), a uoč eno je i kod pačijenata sa seksualnom disfunkčijom (Foster i sar., 2003). Osim toga, 
metabolič ke promene u hipotalamusu kod pačijenata sa MS korelirane su sa tez inom bolesti 
(Kantorova  i sar., 2017). Međutim, u istraz ivanjima u EAE modelu, na hipotalamus do sada nije 
obrač ana posebna paz nja. U tom smislu, poveč anje ekspresije gena za vimentin i GFAP na poč etku 
i vrhunču EAE-a, nedvosmisleno ukazuje da tokom simptomatske faze bolesti dolazi do aktivačije 
astročita u hipotalamusu, buduč i da ovi proteini intermedijarnih filamenata čitoskeleta 
predstavljaju markere reaktivne astroglioze (Pekny i Pekna, 2004; Pekny i sar., 2016). U 
saglasnosti sa opisanim rezultatima, poveč anje ekspresije Gfap zabelez eno je i u hipotalamusu 
mis eva sa EAE-om (Wu i sar., 2013). Imajuč i u vidu da vimentin uč estvuje i u aktivačiji mikroglije 
(Jiang i sar., 2012), uz CD68 (Bo ttčher i sar., 2019), poveč anje njihove genske ekspresije ukazuje 
na to da u hipotalamusu muz jaka i z enki pačova pored aktivačije astročita, dolazi i do aktivačije 
mikroglije. Prethodno je poveč anje ekspresjie Cd68 uoč eno u kič menoj moz dini kod z enki DA 
pačova u svim fazama EAE-a (Jakovljevič i sar., 2019). Aktivačija glijskih č elija u hipotalamusu 
tokom EAE-a je verovatno razlog i za snaz nu indukčiju Ccl2 iRNK. Pokazano je da se ovaj hemokin 
tokom EAE-a oslobađa nakon aktivačije astročita (Moreno i sar., 2014), kao i prilikom aktivačije 
mikroglije/makrofaga (Pilipovič  i sar., 2020). S druge strane, u CSF pačijenata sa MS smanjena je 
končentračija CCL2 (Sørensen i sar., 2004). Žabelez eno poveč anje genske ekspresije 
proinflamatornog čitokina IL-1β u hipotalamusu tokom poč etka i vrhunča EAE-a bi moglo znač iti 
da je hipotalamus tokom simptomatske faze bolesti podloz an infiltračiji imunskih č elija. Naime, 
prolazak imunskih č elija kroz KMB predstavlja signal za produkčiju IL-1β (Le vesque i sar., 2016). 
Kod mis eva sa EAE-om, čirkumventrikularni organi hipotalamusa registrovani su kao mesta ulaska 
imunskih č elija u CNS, pri č emu dolazi do indukčije ekspresije MHC molekula i aktivačije mikroglije 
(Sčhulz i Engelhardt, 2005). Osim s to je ključ an za patogenezu EAE-a, IL-1β je detektovan i u 
lezijama kod pačijenata sa MS (Lin i Edelson, 2017). Ovde prikazani rezultati pokazuju i znač ajnu 
indukčiju ekspresije Spp1, gena za osteopontin. U patologiji MS/EAE-a, osteopontin ima različ ite 
uloge i sloz en mehanizam delovanja, ali se generalno smatra proinflamatornim molekulom 
(Braitčh i Constantinesču, 2010). Osteopontin-pozitivni astročiti i/ili mikroglija uoč eni su u 
neposrednoj okolini perivaskularnih inflamatornih lezija kod mis eva i pačova sa EAE-om (Chabas 
i sar., 2001). Poveč ana količ ina osteopontina registrovana je i u kič menoj moz dini i različ itim 
regionima mozga pačova DA soja sa hronič no-relapsnim EAE-om, ali promene u hipotalamusu nisu 
prijavljene (Jakovač i sar., 2017). Dodatno, osteopontin je prisutan u makrofagima aktivnih 
demijelinizačionih lezija kod pačijenata sa MS, kao i u astročitima u okolini tih lezija (Chabas i sar., 
2001), a poveč ana končentračija ovog molekula u čerebrospinalnoj teč nosti označ ena je kao 
indikatori aktivnosti/tez ine bolesti kod pačijenata sa različ itim tipovima MS (Bo rnsen i sar., 2011). 

Poveč anje ekspresije gotovo svih ispitanih proinflamatornih faktora na poč etku EAE-a 
sugeris e da se inflamačija u CNS-u des ava pre klinič kih manifestačija bolesti, na s ta ukazuju i 
literaturni podači. Na primer, događaji koji su povezani sa poveč anjem ekspresije IL-1β su 
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zabelez eni u preklinič koj fazi bolesti kod mis eva sa EAE-om (MčCandless i sar., 2009), dok je 
poveč anje ekspresije CCL2 takođe pre pojave simptoma EAE-a registrovano u mozgu z enki DA 
pačova (Hasseldam i sar., 2016). Imajuč i u vidu kompleksnu organizačiju hipotalamusa i njegovu 
ulogu u regulačiji brojnih funkčija, potrebna su detaljnija ispitivanja koja bi ukazala na tač na mesta 
inflamačije u hipotalamusu u ovde opisanom EAE modelu. 

Žastoj u diestrusu uoč en u ovde prikazanim eksperimentima korelira sa smanjenjem telesne 
mase tokom simptomatske faze bolesti. Gubitak telesne mase povezan je sa promenama u 
estrusnom čiklusu kod različ itih sojeva pačova, pri č emu je pokazano da su sojevi pačova ukrs tanih 
u srodstvu podloz niji takvim promenama (Tropp i Markus, 2001). Energetski metabolizam je 
povezan sa uč estalos č u pulseva LH i promenama u dinamiči menstrualnog čiklusa i kod z ena 
(Koltun i sar., 2020), a poznato je da su stanja koja se karakteris u izrazitim hronič nim gladovanjem, 
poput anoreksije nervoze, povezana sa amenoreom kod z ena. U ogledima opisanim u ovoj 
disertačiji, smanjenje telesne mase i zastoj u diestrusu des avaju se paralelno sa nishodnom 
regulačijom ekspresije Kiss1 u hipotalamusu kod z enki, koja je uoč ena tokom trajanja EAE-a. 
Kispeptinski neuroni su osetljivi na metabolič ke signale sa periferije, poput leptina, grelina i 
insulina, kao i na oreksigene i anoreksigene neuropeptide produkovane u Arč (Harter i sar., 2018). 
Kod adultnih z enki glodara, smanjenje ekspresije kispeptina registrovano je u uslovima kako 
negativnog tako i pozitivnog energetskog balansa (Wahab i sar., 2018). U nedavnom istraz ivanju, 
več  nakon tri dana gladovanja kod z enki mis eva je registrovan zastoj u diestrusu, koji se des ava 
paralelno sa smanjenom signalizačijom u obe populačije kispeptinskih neurona (Kreisman i sar., 
2021). Prethodno je u modelu gojaznosti uoč eno da utičaj metabolič kog statusa na kispeptinske 
neurone u AVPV kod z enki mis eva nije direktan, za razliku od dejstva na Arč (Quennell i sar., 2011). 
Iako se pretpostavlja da neurokinin B i dinorfin takođe imaju ulogu u odgovoru HPG ose na 
metabolič ke promene (Manfredi-Lozano i sar., 2018), u ovim eksperimentima nije zabelez ena 
promena ekspresije ovih gena tokom EAE-a, odnosno u vreme kada je uoč en zastoj u diestrusu, uz 
smanjenje telesne mase. Žanimljivo je da kod muz jaka pačova akutna inflamačija u hipotalamusu, 
uzrokovana injekčijom LPS-a, izaziva smanjenje ekspresije Kiss1 u Arč, ali bez anoreksigenih 
efekata (Castellano i sar., 2010). Dakle, mehanizmi dejstva metabolič kih signala na regulačiju HPG 
ose bi takođe mogli biti polno-spečifič ni.  

Na nivou hipofize se kod pačova sa EAE-om takođe uoč ava polno-spečifič an obrazač ekspresije 
gena karakteristič nih za gonadotrope – kod muz jaka je ekspresija gena za gonadotropinske 
subjediniče nepromenjena, dok se kod z enki uoč ava promena ekspresije sva tri gena. S druge 
strane, ekspresija Gnrhr je smanjena kod pačova oba pola, iako je kod z enki to smanjenje izraz enije. 
Promene u ekspresiji gena u hipofizi najverovatnije su poslediča opisanih promena na nivou 
hipotalamusa. U modelu gladovanja na z enkama mis eva, smanjenje ekspresije Kiss1 u AVPV i Arč 
prač eno je smanjenjem ekspresije Cga, Lhb i Gnrhr, za razliku od ekspresije Fshb (Kreisman i sar., 
2021), s to je u skladu sa ovde predstavljenim rezultatima. Takođe, na gonadotropima in vitro je 
pokazano da se ekspresija Cga, Gnrhr i Fshb znač ajno smanjuje u odsustvu GnRH (Janjič i sar., 
2019). Dakle, smanjenje ekspresije Gnrhr kao i smanjenje končentračije LH u serumu pačova oba 
pola tokom EAE-a ukazuju i na promene u obrasču sekrečije GnRH. S obzirom na to da je kod z enki 
smanjena ekspresija Kiss1, to bi se moglo odraziti na uč estalost sekrečije GnRH, dok bi kod muz jaka 
amplituda pulseva mogla biti promenjena kao poslediča smanjene ekspresije Gnrh1. Imajuč i u vidu 
da je smanjenje ekspresije Cga i Lhb registrovano samo kod z enki, moguč e je da je za ekspresiju 
ovih gena u gonadotropima vaz nija uč estalost, a ne amplituda pulseva GnRH iz hipotalamusa. 
Prethodno je pokazano da ekspresija Lhb ne prati promene u ekspresiji Kiss1 i Gnrh1 kod muz jaka 
mis eva (Luque i sar., 2007), s to je u skladu sa rezultatima ove disertačije.  
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Bez obzira na inflamačiju na vrhunču EAE-a, ovde je utvrđeno da je sposobnost hipotalamusa 
i gonadotropa adenohipofize da odgovore na adekvatan stimulus oč uvana. Poznato je da čentralna 
i sistemska primena Kp-10 izaziva oslobađanje LH kod pačova (Pheng i sar., 2009; Thompson i sar., 
2004). Končentračija LH, izmerena nakon tretmana sa Kp10 ostaje u okviru fiziolos kih vrednosti 
kod obe grupe tretiranih z ivotinja, a takođe se ne razlikuje između zdravih i paralizovanih 
z ivotinja, kod pačova oba pola. To znač i da primena Kp-10 ne izaziva poveč anje končentračije LH 
iznad fiziolos kog opsega, ali je delotvorna u indukčiji sekrečije LH kod muz jaka i z enki na vrhunču 
bolesti. C injeniča da nije registrovan znač ajan porast končentračije LH u odnosu na fiziolos ke 
vrednosti bi mogla da se objasni vremenskom tač kom u kojoj je merena končentračija LH. Naime, 
slič ne doze Kp10 kod muz jaka pačova dovode do znač ajnog poveč anja končentračije LH koje je 
najuoč ljivije 30 minuta nakon tretmana, dok se več  posle sat vremena registruju vrednosti u okviru 
fiziolos kog opega (Pheng i sar., 2009). Suprafiziolos ke doze BA izazivaju polno-spečifič an odgovor 
kod z ivotinja na vrhunču EAE-a. Ovaj tretman dovodi do izraz enog oslobađanja LH i kod z enki i 
kod muz jaka pačova. Međutim, smanjena končentračija LH je uoč ena u serumu tretiranih muz jaka 
na vrhunču EAE-a u odnosu na tretirane kontrolne muz jake, dok ovakva razlika nije nađena kod 
z enki pačova. Imajuč i u vidu da buserelin i GnRH podjednako efikasno stimulis u oslobađanje LH 
(de Koning i sar., 1984) i da ovako visoke doze imaju potenčijal da izazovu rapidno praz njenje 
sadrz aja LH iz gonadotropa (Koiter i sar., 1984), ovakvi rezultati mogli bi da znač e da je kod 
muz jaka na vrhunču EAE-a narus ena sinteza ovog proteina ili njegovo skladis tenje.  

U eksperimentima opisanim u ovoj disertačiji, kod muz jaka se u svim ispitivanim fazama EAE-
a uoč ava znač ajno smanjenje končentračije testosterona u serumu, koje prati obrazač smanjenja 
čirkulis uč eg LH. Kod mus karača sa MS takođe je zabelez eno smanjenje končentračije testosterona, 
uz smanjenu (Bove i sar., 2014; Safarinejad, 2008) ili nepromenjenu končentračiju LH (Bove i sar., 
2014; Foster i sar., 2003; Wei i Lightman, 1997). Rezultati ukazuju na to da je smanjenje 
končentračije testosterona verovatno uzrokovano smanjenom končentračijom LH. Ova tvrdnja je 
u suprotnosti sa nalazima Fostera i saradnika (2003), koji su uoč ili smanjenu končentračiju 
testosterona, ali poveč anu končentračiju LH, tokom pasivno indukovanog EAE-a na mis evima, i 
zaključ ili da smanjenje končentračije testosterona potič e od inhibičije njegove sinteze u testisima. 
Dalji tok ovog istraz ivanja zato je bio usmeren na rasvetljavanje događaja u ovim z lezdama.  

Uprkos znač ajnom smanjenju končentračije testosterona tokom razvoja EAE-a, kod muz jaka 
nije zabelez ena promena u masi testisa, kao ni promena u masi semenih vezikula. Uzimajuč i u obzir 
č injeniču da normalno razvič e i funkčionisanje pomoč nih polnih z lezda zavisi od pristustva, 
odnosno končentračije, androgenih hormona (Mooradian i sar., 1987), uoč eno smanjenje 
končentračije testosterona verovatno ne traje dovoljno dugo da bi izazvalo trajne poslediče na 
fiziologiju reproduktivnog sistema muz jaka u ovde opisanom EAE modelu. Takođe, nije uoč ena 
razlika u broju interstičijalnih č elija između z ivotinja na vrhunču EAE-a i kontrolne grupe. 
Međutim, zabelez eno je smanjenje ekspresije INSL3 na nivou iRNK. Produkčija INSL3, za razliku 
od sinteze testosterona, nije akutno regulisana vezivanjem liganda za LHR (Anand-Ivell i sar., 
2009; Sadeghian i sar., 2005). Međutim, tokom puberteta kod pačova, nagli porast sekrečije LH 
prač en je i porastom končentračije INSL3, jer u tom periodu dolazi do LH-zavisne diferenčijačije 
LC  u zreli fenotip, s to znač i da je ekspresija INSL3 indirektni pokazatelj funkčionalnosti HPG ose 
(Ivell i sar., 2014). Takođe, kod pačijenata sa hipogonadotropnim hipogonadizmom utvrđeno je 
postojanje korelačije između končentračija LH i INSL3, kako u sluč aju netretiranih pačijenata 
(Johannsen i sar., 2021) tako i kod pačijenata tretiranih hCG-om tokom nekoliko meseči (Trabado 
i sar., 2014). Dakle, smanjenje ekspresije Insl3 na vrhunču EAE-a u ogledima opisanim u ovoj 
disertačiji verovatno je poslediča smanjenja končentračije LH u čirkulačiji, koje se uoč ava več  na 
poč etku bolesti i moglo bi da označ ava promene u stopi diferenčijačije ili funkčionalnosti LC . Žaista, 
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ekspresija INSL3 je smanjena tokom hiperplazije LC  kao i u pročesima njihove transformačije (Bay 
i sar., 2005; Ivell i Bathgate, 2002). 

Promene u ekspresiji komponenata steroidogene mas inerije u testisima, registrovane u ovim 
eksperimentima, mogu biti poslediča morfolos kih i funkčionalnih promena u LC  koje se des avaju 
usled smanjene končentračije LH u serumu. Naime, u brojnim studijama je pokazano da i 
kratkotrajan i dugotrajan nedostatak LH, uzrokovan hipofizektomijom (Russell i sar., 1992), 
primenom steroidnih implanta (Ewing i sar., 1983; Mendis-Handagama i sar., 1992) ili antiseruma 
za LH (Dym i Raj, 1977), dovodi do promena u velič ini LC , povrs ini njihove č elijske membrane, kao 
i u strukturi č elijskih organela, poput spoljas nje i unutras nje membrane mitohondrija, glatkog i 
granuliranog endoplazmatič nog retikuluma, jedra i peroksizoma. Ove strukturne promene su 
korelirane sa smanjenom sintezom testosterona. Međutim, bez obzira na morfolos ke i 
ultrastrukturne promene, nedostatak LH ne dovodi do smanjenja ukupnog broja LC  (Keeney i sar., 
1988; Mendis-Handagama i sar., 1992; Russell i sar., 1992). Ovi podači su u skladu i sa rezultatima 
o nepromenjenom broju interstičijalnih č elija na vrhunču EAE-a.  

Osim toga, u testisima je registrovano smanjenje ekspresije Lhcgr tokom trajanja EAE-a. LC  su 
jedine č elije testisa koje poseduju LHR (Dufau i Catt, 1978), a ekspresija i funkčionalnost ovog 
rečeptora se smanjuju nakon hipofizektomije, dakle u uslovima nedostatka LH (Hanour i sar., 
1978; Russell i sar., 1992). Buduč i da Russel i saradniči (1992) nisu uoč ili smanjenje broja 
rečeptora po jediniči povrs ine č eliije, smanjenje broja LHR na membrani LC  moglo bi potičati od 
smanjenja povrs ine č elijske membrane, s to bi bilo u skladu sa pretpostavljenim strukturnim 
promenama. 

Žnač ajno smanjenje ekspresije Star, Cyp11a1, Hsd3b1/2 i Cyp17a1, uoč eno tokom faze atonije 
i paralize, osim indirektnog efekta morfolos kih promena na LC , moz e takođe biti poslediča 
direktnog efekta smanjene konenčtračije LH u serumu, imajuč i u vidu da je ekspresija 
komponenata steroidogene mas inerije primarno regulisana ovim hormonom (Payne i Hales, 
2004). Ekspresija StAR i CYP11A1 na nivou proteina takođe je smanjena, dok se ekspresija 
proteina 3β-HSD ne menja tokom EAE-a, za razliku od smanjene genske ekspresije ovog enzima. 
Međutim, pokazano je da izostanak stimulačije LHR ne smanjuje stopu konverzije pregnenolona u 
progesteron (Wing i sar., 1984), č ak ni nakon 16 nedelja (Keeney i sar., 1988). To znač i da količ ina 
proteina 3β-HSD nije narus ena bez obzira na nedostatak stimulačije LHR. Iako je čAMP potreban 
za maksimalne nivoe iRNK enzima CYP11A1, 3β-HSD i CYP17A1 (Payne i Sha, 1991), CYP17A1 je 
jedini enzim č ije su ekspresija i aktivnost u potpunosti zavisne od regulačije preko čAMP (Keeney 
i sar., 1988; Payne i Sha, 1991; Wing i sar., 1984). Dakle, smanjena ekspresija Cyp17a1 uoč ena 
tokom EAE-a je u skladu sa smanjenom končentračijom LH u serumu i smanjenom ekspresijom 
Lhcgr u testisima.  

Prikazani rezultati ukazuju na to da u testisima tokom EAE-a nema znakova inflamačije. 
Naime, poznato je da proinflamatorni čitokini imaju inhibitoran utičaj na steroidogenezu. Primena 
TNF, IL-6 i IL-1β smanjuje produkčiju testosterona u primarnoj kulturi LC  mis a, na dozno-zavisan 
nač in (Leisegang i Henkel, 2018). Žatim, intračerebroventrikularna primena IL-1β umanjuje 
stimulis uč e efekte tretmana hCG-om na produkčiju testosterona kod pačova (Turnbull i Rivier, 
1997). Slič no tome, kod pačova na kojima je primenjen LPS, zabelez en je smanjen odgovor na hCG 
(O'Bryan i sar., 2000), a pokazano je da bi u takvim uslovima za to mogli biti odgovorni poveč ani 
nivoi TNF i IL-6 u čirkulačiji (Rivier, 2002). Ža ove efekte mogla bi biti odgovorna direktna 
inhibičija ekspresije/aktivnosti steroidogenih enzima proinflmatornim čitokinima, s to je 
pokazano u brojnim in vitro studijama pod dejstvom TNF, IL-6, IL-1β i/ili IFN-γ i to za sve 
komponente steroidogene mas inerije u LC , u bazalnim uslovima ili nakon stimulačije hCG-om 
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(Hales, 2002; Herrmann i sar., 2002). Međutim, ovde nije registrovano poveč anje ekspresije Tnf, 
Ifng, Il1b, Il6 u testisima muz jaka tokom EAE-a. Osim toga, imunohistohemijsko obelez avanje 
ukazuje da je broj CD68+ č elija u interstičijumu nepromenjen u testisima muz jaka na vrhunču EAE-
a u odnosu na kontrolne muz jake. Iako su makrofagi prisutni u testisu u normalnim fiziolos kim 
uslovima i u tesnom su međusobno-zavisnom odnosu sa LC , CD68+ makrofagi predstavljaju 
populačiju poreklom od monočita regrutovanih iz čirkulačije (Hedger, 2002). U eksperimentalnom 
autoimunskom orhitisu, modelu inflamačije u testisu, pokazano je da su upravo CD68+ č elije u 
interstičijumu testisa zaduz ene za inflamatorni odgovor u ovim uslovima (Rival i sar., 2008). Žatim, 
u modelu inflamačije izazvane LPS-om, CD68+ makrofagi eksprimiraju indučibilnu sintazu azot-
monoksida, koja se smatra markerom inflamačije (Gerdprasert i sar., 2002). Uzimajuč i u obzir 
nepromenjen broj CD68+ makrofaga u interstičijumu testisa na vrhunču EAE-a, kao i nisku 
ekspresiju proinflamatornih čitokina na nivou iRNK, moz e se tvrditi da, u ovom modelu, 
inflamačija u testisu nije razlog inhibičije steroidogeneze. Suprotno ovde prikazanim rezultatima, 
Foster i saradniči (2003) su u pasivno indukovanom EAE-u na mis evima zabelez ili smanjene nivoe 
testosterona, poveč ane nivoe LH, ali i poveč anu produkčiju TNF i IFN-γ u splenočitima, i postavili 
hipotezu da proinflamatorni čitokini direktnom inhibičijom na nivou testisa uzrokuju smanjenje 
končentračije testosterona. Ovde navedeni podači su, dakle, u suprotnosti sa pomenutim 
istraz ivanjem i ukazuju na to da je smanjenje končentračije LH glavni uzroč nik smanjenja 
končentračije testosterona tokom EAE-a. 

Takođe, moz e se zaključ iti da ni čirkulis ič i čitokini ne uč estvuju u poremeč aju steroidogeneze. 
Naime, nakon tretmana hCG-om nije zabelez ena razlika u sekrečiji testosterona između zdravih i 
paralizovanih muz jaka, s to ponovo ukazuje na to da je smanjenje produkčije testosterona tokom 
EAE-a isključ ivo poslediča smanjene končentračije LH. Pokazano je da č ak i u uslovima potpunog 
odustva LH, č etiri nedelje nakon hipofizektomije, tretman hCG-om dovodi do poveč anja produkčije 
testosterona, mada ispod donje graniče fiziolos kog opsega (Hodgson i de Kretser, 1985; Stoččo i 
sar., 1990). Dakle, LC  zadrz avaju određenu sposobnost sinteze testosterona i kada tokom duz eg 
perioda odsustvuje stimulačija LHR. Osim toga, treba naglasiti da je izvesna končentračija LH u 
čirkulačiji prisutna i tokom simptomatske faze EAE-a. S druge strane, končentračija testosterona, 
nakon tretmana sa Kp10 i BA, kod muz jaka na vrhunču bolesti bila je znač ajno manja u odnosu na 
jednako tretirane kontrolne muz jake. Odgovor testisa u pogledu sinteze testosterona nakon 
tretmana agonistom GnRHR je u skladu sa rezultatima dobijenim za končentračije LH u serumu.  

Efekti tretmana hCG-om na gensku ekspresiju komponenata steroidogene mas inerije u LC  
takođe potvrđuju da je inhibičija ekspresije ovih gena, uoč ena tokom EAE-a, posredovana 
stimulačijom LHR. Dva sata posle hCG tretmana, ekspresija Star u LC  na vrhunču bolesti dostiz e 
fiziolos ki nivo ekspresije, s to je u skladu sa č injeničom da je ekspresija ovog gena akutno regulisana 
gonadotropinima (Selvaraj i sar., 2018). To nije sluč aj sa ekspresijom Cyp11a1, s to je takođe u 
saglasnosti sa literaturnim podačima da se ekspresija Cyp11a1 menja sporije u odgovoru na 
stimualačiju LHR u odnosu na ekspresiju Star (Lavoie i King, 2009). U skladu sa time, 24 h od hCG 
tretmana, ekspresija i Star i Cyp11a1 dostigla je maksimalne vrednosti i kod zdravih i kod 
paralizovanih muz jaka. Žanimljivo je da nakon tretmana hCG-om nije uoč ena promena ekspresije 
Hsd3b1/2. Na mis jim LC  je pokazano da se stimulačija genske ekspresije 3β-HSD od strane čAMP 
registruje samo u sluč aju kada je endogena produkčija androgena inhibirana (Payne i Sha, 1991). 
S obzirom na to da je ovde zabelez en porast končentračije testosterona, to bi moglo objasniti 
izostanak stimulačije na nivou genske ekspresije Hsd3b1/2. Takođe, interesantan rezultat je 
poveč anje ekspresije Cyp17a1 nakon 2 h od tretmana hCG-om, a zatim smanjenje ekspresije ovog 
gena, zabelez eno 24 h posle tretmana. Kao s to je več  napomenuto, ekspresija Cyp17a1 u potpunosti 
zavisi od čAMP-zavisne signalizačije (Payne i Sha, 1991), s to objas njava „brzi“ efekat tretmana. 
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Međutim pokazano je da je ekspresija ovog enzima inhibirana mehanizmima posredovanim sa AR 
(Burgos-Trinidad i sar., 1997; Hales i sar., 1987). Dakle, porast končentračije testosterona 
registrovan posle tretmana hCG-om najverovatnije je odgovoran za negativnu regulačiju 
ekspresije Cyp17a1 nakon 24 h. U interstičijalnim č elijama tokom EAE-a nije registrovano znač ajno 
smanjenje ekspresije Hsd17b3. Ipak, posle hCG tretmana registrovano je smanjenje ekspresije 
Hsd17b3, kod kontrolnih, kao i kod z ivotinja na vrhunču EAE-a, i to jedino 24 h od tretmana. Ovaj 
rezultat je u skladu sa podačima da tretman hCG-om inhibira ekspresiju i aktivnost 17β-HSD tek 
posle 12 h i kasnije (Tsai-Morris i sar., 1999). Međutim, aktivnost ovog enzima ne predstavlja 
ogranič avajuč i faktor za produkčiju testosterona (Ku hn-Velten i Staib, 1984), s to je i ovde 
potvrđeno. Rezultati takođe ukazuju na smanjenu ekspresiju Scarb1 u interstičijalnim č elijama 
tokom EAE-a, dok je 24 h nakon hCG tretmana uoč eno poveč anje ekspresije ovog gena i kod 
zdravih i kod paralizovanih z ivotinja. Rečeptor SR-B1 je slabo eksprimiran u testisima pačova, ali 
njegova ekspresija je indukovana nakon tretmana hCG-om (Landsčhulz i sar., 1996) i to tek posle 
24 h (Reaven i sar., 2000), s to je potpuno u skladu sa ovde prikazanim rezultatima. 

Dok je kod muz jaka tokom simptomatske faze EAE-a zabelez eno smanjenje steroidogeneze u 
testisima, zastoj u reproduktivnom kapačitetu z enki zasnovan je na drugač ijim mehanizmima. 

U ovom istraz ivanju, po prvi put je merena končentračija estradiola u serumu z enki DA pačova 
tokom EAE-a. U saglasnosti sa ovde prikazanim rezultatima, kod z enki mis eva tokom pasivno 
indukovanog EAE-a, takođe je izmerena nepromenjena končentračija estradiola (Foster i sar., 
2003). Kada su u pitanju pačijentkinje sa MS, u literaturi se nailazi na različ ite podatke. Razlike u 
končentračiji estradiola između pačijentkinja sa MS i zdravih z ena nisu registrovane (Grinsted i 
sar., 1989), s to je zabelez eno ili u obe faze menstrualnog čiklusa (Kempe i sar., 2018), ili samo 
tokom folikularne faze, dok je u lutealnoj fazi zabelez ena smanjena končentračija ovog hormona u 
odnosu na zdrave z ene (Tomassini i sar., 2005). Suprotno, u drugim ispitivanjima nisu zabelez ene 
razlike tokom lutealne faze, ali je smanjenje končentračije estradiola registrovano u fazi ovulačije 
kod pačijentkinja sa MS u odnosu na zdrave individue (Foroughipour i sar., 2012; Guven Yorgun i 
Ozakbas, 2019). Dodatno, kod pačijentkinja sa aktivnijom boles č u končentračija estradiola je 
znač ajno smanjena u odnosu na z ene sa manje aktivnom MS, iako su vrednosti ovog parametra u 
oba sluč aja bile unutar fiziolos kog opsega (Sepu lveda i sar., 2016).  

S druge strane, ovde prikazani rezultati ukazuju na poveč anu končentračiju progesterona u 
čirkulačiji z enki pačova tokom simptomatske faze bolesti, s to do sada nije zabelez eno u EAE 
modelu. Suprotno predstavljenim rezultatima, kod z enki pačova je tokom EAE-a uoč ena smanjena 
končentračija progesterona, kako u akutnom (Giatti i sar., 2010), tako i u hronič nom modelu 
bolesti (Caruso i sar., 2010). Međutim, treba naglasiti da su ovi istraz ivač i vrs ili ispitivanja u fazi 
proestrusa, s to takođe moz e utičati na rezultate merenja, buduč i da je tada i končentračija 
progestorena najvis a (Butčher i sar., 1974; Smith i sar., 1975). Kao s to je več  reč eno, kod 
pačijentkinja sa MS, nisu registrovane promene u končentračiji progesterona (Foroughipour i sar., 
2012; Guven Yorgun i Ozakbas, 2019; Kempe i sar., 2018; Tomassini i sar., 2005). 

Uz poveč anu končentračiju progesterona u čirkulačiji i opisani zastoj u fazi diestrusa tokom 
perioda paralize, morfometrijske analize tkiva ovarijuma pokazale su poveč an broj atretič nih 
folikula kod z enki na vrhunču bolesti, kao i slič an broj velikih z utih tela bez znakova regresije. 
Imajuč i u vidu da su z enke na vrhunču bolesti z rtvovane u produz enom diestrusu trajanja 
najmanje č etiri dana, kao i to da kod pačova z uta tela traju veoma kratko zbog kratkog čiklusa 
(Stouffer i Hennebold, 2015), ovaj rezultat ukazuje na to da kod z enki dolazi do produz enog 
odrz avanja z utih tela tokom simptomatske faze bolesti. To navodi na pretpostavku da se z enke 
pačova tokom simptomatske faze bolesti nalaze u stanju slič nom pseudotrudnoč i. Pseudotrudnoč a 
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je stanje koje se izaziva kod eksperimentalnih z ivotinja, stimulačijom grlič a materiče ili parenjem 
sa sterilnim muz jakom tokom estrusa. Ovo stanje karakteris e se perzistentim diestrusom, 
poveč anim brojem z utih tela, kao i poveč anom končentračijom progesterona u čirkulačiji (Everett, 
1964). Poveč anje končentračije progesterona u čirkulačiji zabelez eno je od treč eg dana 
pseudotrudnoč e kod z enki pačova, dok je končentračija estradiola u čirkulačiji nepromenjena 
tokom prvih deset dana pseudotrudnoč e (Welsčhen i sar., 1975). Ovi podači su potpuno u skladu 
sa opisanim rezultatima i podrz avaju hipotezu o stanju slič nom pseudotrudnoč i.  

U uzorčima steroida ekstrahovanih iz ovarijuma takođe je zabelez ena poveč ana končentračija 
progesterona tokom bolesti, s to ukazuje na to da poveč ana končentračija progesterona u 
čirkulačiji najverovatnije potič e iz ovarijuma. Suprotno tome, končentračija estradiola u tkivu 
ovarijuma je dramatič no smanjena. Poveč an broj atretič nih folikula kod z enki na vrhunču EAE-a u 
skladu je sa ovim rezultatom, buduč i da je u stanju atrezije kod koza promenjen odnos između 
intraovarijalnih nivoa progesterona i estradiola, i to upravo u korist progesterona (Yu i sar., 2004).  

Uzrok ovakvog stanja u ovarijumima mogla bi biti smanjena končentračija LH u čirkulačiji, 
registrovana na vrhunču bolesti, buduč i da je za finalno sazrevanje folikula tokom gonadotropin-
zavisne faze neophodan LH. Tokom pseudotrudnoč e su, kao s to je i ovde prikazano, registrovane 
smanjene končentračije LH u serumu, ali i poveč ana količ ina FSH u čirkulačiji (Welsčhen i sar., 
1975). U eksperimentima izvedenim tokom izrade ove doktorske disertačije, trenutno dostupnim 
metodama nije bilo moguč e pouzdano izmeriti končentračiju FSH u serumu, međutim zabelez eni 
porast ekspresije Fshb u adenohipofizi ukazuje na to da je verovatno poveč ana i sekrečija ovog 
hormona, buduč i da se FSH oslobađa konstitutivno, neposredno nakon sinteze (Anderson, 1996; 
Das i Kumar, 2018). Interesantno je i da je poveč ana končentračija FSH zabelez ena kod 
pačijentkinja sa MS, i to tokom lutealne faze čiklusa (Guven Yorgun i Ozakbas, 2019), kao i da je to 
poveč anje povezano sa tez inom simptoma (Foroughipour i sar., 2012).  

Ža odrz avanje z utih tela u stanju trudnoč e i pseudotrudnoč e kod pačova odgovoran je 
prolaktin (Smith i sar., 1975). Iako u ovde prikazanim ogledima nije merena končentračija 
prolaktina u čirkulačiji, ranija istraz ivanja su pokazala da je ovaj hormon povis en kod z enki pačova 
pre razvoja simptoma EAE-a (Riskind i sar., 1991). Takođe, kod pačijenata sa MS moz e doč i do 
hiperprolaktinemije (Kira i sar., 1991). Prolaktin takođe pozitivno regulis e ekspresiju StAR, 
CYP11A1 i 3β-HSD u luteinskim č elijama (Stoččo i sar., 2007). Osim toga, poveč anje genske i 
proteinske ekspresije StAR, koje je zabelez eno i ovde, korelirano je sa poveč anjem nivoa 
progesterona tokom pseudotrudnoč e (Chen i sar., 1999). Dakle, poveč anje končentračije 
progesterona najverovatnije potič e iz luteinskih č elija z utih tela koja se produz eno odrz avaju 
zahvaljujuč i prolaktinu. 

Osim luteinskih č elija, folikuli takođe mogu, u manjoj meri, doprinositi nivou progesterona, i 
za to bi moglo biti odgovorno dejstvo FSH. Na primer, na granulosa č elijama pačova, tretman FSH-
om izaziva poveč anje produkčije progesterona, kao i poveč anje ekspresije Star, Cyp11a1, Hsd3b i 
Cyp19a1 (Hasegawa i sar., 2017; Nakamura i sar., 2012), s to bi bilo u skladu sa prikazanim 
rezultatima i pokazanim poveč anjem ekspresije Fshb.  

Žanimljivo je da je u ovarijumima zabelez en porast ekspresije Lhcgr na poč etku EAE-a, 
prač eno smanjenjem na vrhunču bolesti. Ovakva dinamika ekspresije Lhcgr uoč ena je upravo u 
prvim danima pseudotrudnoč e kod pačova (Chen i sar., 1999).  

Jedini steroidogeni enzim č ija je genska ekspresija znač ajno smanjena tokom EAE-a u 
ovarijumima jeste Cyp17a1. Ovaj rezultat, kao i odsustvo CYP17A1-imunopozitivnih č elija u theca 
interna sloju u folikulima z enki na vrhunču bolesti, u skladu su sa LH-zavisnom prirodom 
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regulačije ekspresije ovog enzima u theca č elijama (Hillier i sar., 1994). Imajuč i u vidu i da je 
ekspresija CYP17A1 ogranič avajuč i korak za sintezu androgenih hormona u ovarijumima, 
smanjenje končentračije testosterona u ekstraktima ovarijuma, registrovano kod z enki u 
simptomatskoj fazi EAE-a, potvrđuje ove nalaze. Smanjenje končentračije testosterona u 
ovarijumima moglo bi da objasni i smanjenu končentračiju estradiola koja se uoč ava uprkos 
poveč anoj genskoj ekspresiji aromataze – dakle smanjena dostupnost supstrata za ovaj enzim bi 
mogla da anulira efekte vezane za poveč anje njegove ekspresije. 

Sasvim suprotno nalazima vezanim za testosteron u ovarijumima, u serumu z enki 
registrovana je poveč ana končentračija testosterona tokom simptomatske faze EAE-a. Ovaj 
rezultat je veoma interesantan buduč i da su ovarijumi jedini „klasič an“ steroidogeni organ z enki 
pačova u kome se moz e sintetisati testosteron (nadbubrez ne z lezde pačova ne eksprimiraju 
CYP17A1; van Weerden i sar., 1992). Međutim, poznato je da i drugi organi doprinose nivou 
steroida u čirkulačiji, ali u znatno manjoj meri (Anuka i sar., 2013). Jedan od takvih, „neklasič nih“ 
steroidogenih organa je masno tkivo (Li i sar., 2015; Wagner i sar., 2022), i pokazano je da se u 
belom masnom tkivu pačova eksprimiraju sve komponente steroidogene mas inerije (Byeon i Lee, 
2016; Wagner i sar., 2018). Buduč i da u ovde opisanom modelu EAE-a dolazi do znač ajnog 
smanjenja telesne mase, a ranije je pokazano da se kod mis eva sa EAE-om količ ina belog masnog 
tkiva dramatič no smanjuje (Bernardes i sar., 2016), postoji moguč nost da tokom lipolize dolazi do 
oslobađanja testosterona u čirkulačiju, s obzirom na to da je ovaj fenomen zabelez en tokom lipolize 
kod krava (Sčhuh i sar., 2022). Kada su u pitanju pačijentkinje sa MS, nailazi se na različ ite podatke 
o končentračiji testosterona u čirkulačiji. Literatura ukazuje na to da z ene sa MS imaju smanjenu 
končentračiju testosterona (Tomassini i sar., 2005) i to i u folikularnoj i u lutealnoj fazi čiklusa 
(Foroughipour i sar., 2012). Suprotno tome, ranija istraz ivanja ukazuju na to da je kod z ena sa MS 
končentračija testosterona poveč ana u odnosu na zdrave individue, kao i da je končentračija 
testosterona drastič no več a kod pačijentkinja sa več im stepenom invaliditeta (Grinsted i sar., 
1989).  

Takođe, ovde treba istač i da su fiziolos ke končentračije estradiola u serumu veoma niske i da 
je prečizno merenje čirkulis uč ih nivoa ovog hormona metodom ELISA nepuzdano, te da je masena 
spektrometrija metoda izbora za ovu svrhu (Ketha i sar., 2015). Buduč i da ova metoda nije bila 
dostupna tokom istraz ivanja vezanih za ovu disertačiju, vaz no je naglasiti da rezultate koji se 
odnose na nivoe estradiola u čirkulačiji treba uzeti sa rezervom. 

Uprkos opisanim polnim razlikama u odgovoru HPG ose na EAE, zajednič ka odlika za pačove 
oba pola je poveč anje končentračije progesterona u čirkulačiji. Poveč anje progesterona moglo bi 
da predstavlja adaptivni mehanizam na stanje inflamačije kod pačova oba pola, i da doprinosi 
spontanom oporavku od bolesti. Naime, kao s to je več  reč eno, protektivni efekti progesterona i 
njegovih derivata su opisani u brojnim patolos kim stanjima, uključ ujuč i i EAE (Ghoumari i sar., 
2020; Sitruk-Ware i sar., 2021). Između ostalog, pokazano je da progesteron promovis e prelazak 
mikroglije iz M1 u M2 fenotip (Aryanpour i sar., 2017), a upravo su ovi događaji povezani sa 
rezolučijom EAE-a u prethodnim istraz ivanjima nas e laboratorije (Jakovljevič i sar., 2019). 
Međutim, s to je jos  zanimljivije, rezultati ove disertačije ukazuju na to da je tokom EAE-a poveč anje 
končentračije progesterona u čirkulačiji drugač ijeg porekla – kod muz jaka potič e iz nadbubrez nih 
z lezda, a kod z enki iz ovarijuma.  

S obzirom na to da je progesteron i prekursor kortikosterona, te da je porast končentračije 
progesterona u nadbubrez nim z lezdama registrovan samo kod muz jaka, u ovim ogledima je 
izmerena i končentračija kortikosterona u serumu. Poveč anje končentračije ovog hormona takođe 
je registrovano samo kod muz jaka. Rezultati ovih analiza zajedno ukazuju na polne spečifič nosti u 
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aktivnosti nadbubrez nih z lezda tokom EAE-a. Imajuč i u vidu da glukokortikoidi imaju inhibitoran 
utičaj na HPG osu (Phumsatitpong i sar., 2021), moguč e je da su neke od polno spečifič nih promena 
u funkčionisanju HPG ose tokom EAE-a rezultat aktivnosti nadbubrez nih z lezda kod muz jaka.  

Ukupno uzevs i, rezultati opisani u ovoj doktorskoj disertačiji pokazuju da tokom akutnog EAE-
a, kod pačova DA soja oba pola dolazi do privremenog zastoja u reproduktivnom kapačitetu koji se 
zasniva na polno-spečifič nim mehanizmima. Ipak, sasvim je moguč e da je znač aj ovih pročesa 
jedinstven, a to je adaptačija na novonastale uslove sistemske inflamačije i oč uvanje energije radi 
brz eg oporavka od bolesti.   
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VI   Zaključci 
 

Iz ovde opisanih eksperimenata i dobijenih rezultata, a u skladu sa postavljenim čiljevima ove 
disertačije, izvedeni su sledeč i zaključ či: 

1. Kod pačova DA soja akutni EAE ima monofazni tok koji se po več ini parametara ne razlikuje 
između polova. Međutim, bolest se ranije razvija kod z enki, dok je maksimalna očena tez ine 
bolesti več a kod muz jaka.  

2. Tokom EAE-a dolazi do smanjenja končentračije LH u serumu pačova oba pola. Kod z enki 
je ovo smanjenje prolazno i ogranič eno na vrhunač bolesti, dok se kod muz jaka uoč ava u 
svim ispitivanim fazama, u skladu sa smanjenom ekspresijom Gnrh1 u hipotalamusu i 
smanjenom končentračijom testosterona u čirkulačiji, takođe u svim fazama EAE-a.  

3. Tokom EAE-a kod z enki dolazi do prolaznog zastoja u fazi diestrusa, s to je u skladu sa 
smanjenom ekspresijom Kiss1 u hipotalamusu i smanjenjem končentračije LH u čirkulačiji 
i u korelačiji je sa smanjenjem telesne mase u simptomatskoj fazi bolesti. 

4. Promene u ekspresiji gena za neuropeptide koji regulis u funkčionisanje HPG ose, 
registrovane tokom EAE-a, jesu polno-spečifič ne: smanjenje Kiss1, ali ne i Gnrh1, uoč eno je 
u hipotalamusu z enki, dok je kod muz jaka registrovano smanjenje ekspresije Gnrh1, ali ne 
i Kiss1. 

5. Na poč etku i na vrhunču EAE-a dolazi do poveč anja ekspresije gena za proinflamatorne 
medijatore koji ukazuju na prisustvo inflamačije u tkivu hipotalamusa z ivotinja oba pola. 

6. Promene u ekspresiji gena koji kodiraju subjediniče gonadotropina u adenohipofizi su 
polno-spečifič ne. Smanjenje ekspresije Lhb i Cga, a poveč anje ekspresije Fshb, uoč eno je 
samo kod z enki, na vrhunču bolesti. S druge strane, ekspresija Gnrhr smanjena je tokom 
EAE-a u adenohipofizi pačova oba pola, s to ukazuje na poremeč aj oslobađanja GnRH iz 
hipotalamusa. 

7. Gonadotropi adenohipofize na vrhunču EAE-a zadrz avaju sposobnost odgovora na 
stimulačiju GnRHR. Amplituda ovog odgovora je manja kod muz jaka s to ukazuje na 
poremeč aj u sintezi i/ili skladis tenju LH. 

8. Inhibičija ekspresije komponenata steroidogene mas inerije u interstičijalnim č elijama 
testisa na poč etku i/ili vrhunču bolesti nije izazvana lokalnom inflamačijom. 

9. Na vrhunču bolesti testisi zadrz avaju kapačitet maksimalnog odgovora steroidogene 
mas inerije na stimulačiju LHR. 

10. Poveč anje končentračije progesterona u serumu z enki u skladu je sa porastom 
končentračije progesterona u ekstraktima steroida ovarijuma, porastom ekspresije Fshb u 
adenohipofizi, porastom genske i proteinske ekspresije pojedinih komponenata 
steroidogene mas inerije i odrz avanjem z utih tela u ovarijumima, s to zajedno sa zastojem u 
diestrusu ukazuje na to da EAE dovodi do stanja slič nog pseudotrudnoč i. 

11. Tokom simptomatske faze EAE-a, u ovarijumima dolazi do smanjenja ekspresije enzima 
CYP17A1, kao i do smanjenja končentračije testosterona i estradiola u ekstraktima steroida 
iz ovih gonada. Uprkos tome, dolazi do poveč anja končentračije testosterona u čirkulačiji 
z enki tokom simptomatske faze EAE-a. 

12. Porast končentračije progesterona i kortikosterona u serumu muz jaka rezultat je pojač anog 
rada nadbubrez nih z lezda. 
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Iz svega navedenog, moz e se izvesti generalni zaključ ak: 

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis akutnog monofaznog toka na pacovima 
DA soja dovodi do prolaznih promena u funkcionisanju HPG ose koje imaju polno-specifičan 
obrazac na nivou svih delova ove ose – hipotalamusa, hipofize i gonada. Iako su pojedinačne 
promene na nivou komponenata ove ose polno-specifične, zajedničke odlike za mužjake i 
ženke pacova sa EAE-om podrazumevaju inflamaciju u hipotalamusu i pad koncentracije LH 
u serumu. Ove promene za posledicu imaju zastoj u reproduktivnom kapacitetu koji bi 
mogao da predstavlja adaptivni mehanizam u cilju očuvanja energije što može doprineti 
bržem oporavku od bolesti. 
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дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од 

стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада дистрибуира под истом или сличном лиценцом. 

Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. 

5. Ауторство – без прераде. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, без 

промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, ако се наведе име аутора на начин одређен 

од стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела. 

6. Ауторство - делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 
саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или 
даваоца лиценце и ако се прерада дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца 
дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским лиценцама, односно 
лиценцама отвореног кода. 
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