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

SAZETAK

Multipla skleroza (MS) je hroni¢na inflamatorna bolest centralnog nervnog sistema koja se
prevashodno javlja tokom reproduktivnog perioda, ¢eS¢e kod Zena. Budu¢i da MS moZe remetiti
reproduktivni kapacitet, cilj ove disertacije je bio ispitivanje promena duZz hipotalamo-hipofizno-
gonadne ose u modelu bolesti, eksperimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu (EAE), na
Dark Agouti pacovima oba pola.

Monofazni EAE izazvan imunizacijom kod Zenki se razvija ranije, a kod muZjaka pokazuje vecu
maksimalnu teZinu. Smanjenje koncentracije luteiniziraju¢eg hormona (LH) u serumu, kod pacova
oba pola, u skladu je sa polno-specificnim promenama ekspresije Gnrh1 i Kiss1 u hipotalamusu.
Kod pacova oba pola, tokom EAE-a, povecava se ekspresija markera inflamacije u hipotalamusu.
Tokom EAE-a se uocavaju polne razlike u promenama ekspresije gena specifi¢nih za gonadotrope.
Kapacitet za sekreciju LH potpuno je ocuvan kod Zenki, a delimi¢no kod muZjaka na vrhuncu EAE-
a. Smanjenje koncentracije testosterona u serumu muZjaka prati smanjenje ekspresije
komponenata steroidogene masinerije testisa, ali njihov steroidogeni kapacitet ostaje ocuvan na
vrhuncu EAE-a. Porast koncentracije progesterona u serumu muZjaka ne potice iz testisa vec iz
nadbubrega. Kod Zenki, zastoj u estrusnom ciklusu, produZeno odrZavanje Zutih tela i pove¢ana
koncentracija progesterona u serumu i ovarijumima tokom EAE-a ukazuju na stanje sli¢no
pseudotrudnoc¢i. Smanjenje ekspresije CYP17A1 na vrhuncu EAE-a u skladu je sa smanjenjem
koncentracije testosterona i estradiola u ovarijumu, iako je koncentracija estradiola u serumu
nepromenjena.

Rezultati ove disertacije pokazuju da tokom akutnog EAE-a, kod pacova oba pola, dolazi do
privremenog zastoja u reproduktivnom kapacitetu koji je zasnovan na polno-specificnim
mehanizmima.

Kljucne reci: eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis, multipla skleroza, hipotalamo-
hipofizno-gonadna osa, luteiniziraju¢i hormon, testosteron, progesteron, estradiol,
neuroinflamacija

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Neuroendokrinologija



THE EFFECTS OF EXPERIMENTAL AUTOIMMUNE ENCEPHALOMYELITIS ON THE
HYPOTHALAMIC-PITUITARY-GONADAL AXIS IN DARK AGOUTI RATS OF BOTH SEXES

ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system mostly
occuring during the reproductive period, more frequently in women. Given that MS can affect
reproductive capacity, the aim of this disseration was to investigate the changes along the
hypothalamic-pituitary-gonadal axis in a disease model, experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), in Dark Agouti rats of both sexes.

Immunization-induced monophasic EAE occurs earlier in females, but presents a higher maximal
severity in males. The decrease in luteinizing hormone (LH) serum levels, observed in both sexes,
is correlated with sex-specific changes in Gnrh1 and Kiss1 expression in the hypothalamus. In rats
of both sexes, hypothalamic expression of inflammation markers is elevated during EAE. During
EAE, sex-specific shanges of gonadotrope-characteristic genes are observed. The capacity of LH
secretion is completely preserved in females, while partially preserved in males. The decline in
serum testosterone levels in males reflects a decrease of steroidogenic machinery components in
testes, but the testicular steroidogenic capacity is preserved at the peak of EAE. The increase in
serum progesterone concentration in males stems from the adrenal glands, and not the testes. In
females, the estrous cycle arrest, prolonged maintenance of the corpora lutea, and elevated serum
and ovarian progesterone levels indicate a pseudopregnancy-like state during EAE. The CYP17A1
downregulation at the peak of EAE is in line with decreased levels of testosterone and estradiol in
ovaries, in spite of unchanged serum estradiol levels.

The results of this dissertation demonstrate a temporary arrest in reproductive capacity during
acute EAE in rats of both sexes, arising from sex-specific mechanisms.

Key words: experimental autoimmune encephalomyelitis, multiple sclerosis, hypothalamic-
pituitary-gonadal axis, luteinizing hormone, testosterone, progesterone, estradiol,
neuroinflammation

Research area: Biology

Research field: Neuroendocrinology



Skracenice

17B-HSD - 17B-hidroksisteroid-dehidrogenaza

3B-HSD - 3(3-hidroksisteroid-dehidrogenaza/A5-4-izomeraza

5aR - 5a-reduktaza

AC - adenilat-ciklaza

APC - antigen prezentujuce celije

APS - amonijim-persulfat

AR - androgenski receptor

Arc - lucno jedro (lat. nucleus arcuatus)

AVPV - anteroventralno periventrikularno jedro

BA - buserelin acetat

BCA - bicinhoninska kiselina (engl. bicinchonic acid)

BSA - albumin iz seruma goveceta (engl. bovine serum albumin)
CaMKII - kalcijum-kalmodulin-zavisna kinaza (engl. Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase II)
cAMP - cikli¢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 - centralni nervni sistem

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

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

CYP17A1 - steroid 17-a 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 encefalomijelitis

EDTA - etilen diamin-tetrasiréetna kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)

EGTA - etilen glikol-tetrasircetna kiselina (engl. ethyleneglycoltetraacetic acid)



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

EM - srediSnje uzvisenje (lat. eminentia mediana)

ERK - kinaze regulisane vancelijskim signalima (engl. extracellular signal-regulated kinases)
FSH - folikulostimuliSu¢i hormon

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

GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza (engl. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
GFAP - glijski fibrilarni kiseli protein (engl. glial fibrilary acidic protein)

GnRH - gonadotropin-oslobadaju¢i hormon (engl. gonadotropin-releasing hormone)
GnRHR - receptor za GnRH (engl. gonadotropin-releasing hormone receptor)

GPR54 - receptor 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-1p - interleukin 1 beta

IL-23 - interleukin 23

IL-4 - interleukin 4

IL-6 - interleukin 6

INSL3 - faktor sli¢an insulinu 3 (engl. insulin-like factor 3)

iRNK - informaciona ribonukleinska kiselina

JNK -kinaze N-terminalnog domena proteina c-Jun (engl. c-Jun N-terminal kinases)
KM - ki¢mena moZzdina

KMB - krvno-mozdana barijera

KNDy - kispeptin-neurokinin B-dinorfin (engl. kisspeptin-neurokinin B-dynorphin)
Kp10 - kispeptin-10

KTB - krvno-testisna barijera

LC - Lajdigove celije

LH - luteiniziraju¢i hormon

LHR - receptor za LH (engl. luteinizing hormone receptor)

LPS - lipopolisaharid

MHC - glavni kompleks tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex)
MS - multipla skleroza

OD - opticka gustina (engl. optical density)



OVLT - vaskularizovani organ zavrsne ploce (lat. organum vasculosum laminae terminalis)
PBS - fizioloSki 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

gPCR - lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (engl. real-time quantitative polymerase
chain reaction)

RNK - ribonukleinska kiselina

RP3V - rostralna preopticka oblast oko trece mozdane komore (engl. rostral preoptic area of the
3rd ventricle)

rPOA - rostralna preopticka oblast (engl. rostral preoptic area)
RRMS - relapsno-remitentna multipla skleroza
SDS - natrijum-dodecil-sulfat (engl. sodium dodecyl sulphate)

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

SEM - standardna gresSka (engl. standard error of mean)

SPMS - sekundarno-progresivna multipla skleroza

SR-B1 - receptor za lipidne kapi visoke gustine (engl. scavenger receptor class B type 1)
StAR - steroidni akutni regulatorni protein

TEMED - tetrametiletilendiamin

Th - pomo¢nicki T limfocit (engl. T helper cell)

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

upH:20 - ultrapreciS¢ena voda



Sadrzaj

G 1o 1o T |
1.1 MUIEIPIA SKIETOZA w.covvueereneereeureteiseeeceseesess et ssesse s sss b ss s ess bbb a e bbb bbb 1
1.1.1. Epidemiologija i KliniCKa SIIKa MS.......oerereeieeiseesssesssesssessssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssessssssssees 1
1.1.2. PatOfiZi0lOZIja MS....coiereeesecereeeseessessesseessssssse st s s s sssss s ss s b s b s b b 1
1.1.3. Animalni MOl MS..... e sees e s sess s s s s s s s s ssess s snees 2
1.2. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis ... sessssessesssssessees 3
1.2.1. Patogeneza EAE-a ... bbb s 3
1.2.2. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis kao model za MS.........oovermrnnensrnsensennenssnsesnns 5
1.3. Hipotalamo-hipofizZno 0Nadna 0S@ .......erererieneeneeneiseeseisessseessessssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssasessees 5
1.3, 1. HIPOTAIAIMUS w.cevreucerieereeceareeseesseiseessessesssess s s seesse s es s £ e R e et bbb 6
1.3.1.1. Anatomska organizacija hipotalamusa PACOVA.......ccureerneerreensesseesserseesseessese s sessesssssssenns 6
1.3.1.2. Distribucija i morfologija neurona koji sintetiSu GNRH .......ccouuonineenneenneeineenecneeiseiseesesssseennees 6
1.3.1.3. Regulacija oslobadanja GIRH ... eesssessssssessseesssessssssesssesssssssssssssssessssssssees 7
1.3.2. AdeNOhiPOfiZa PACOVA ceuiereeeeemeeseesseerseesssesssees s e ssseessse s sssess s sessss s sssess s sssess s sssesssesssnees 9
1.3.2.1. Kontrola sinteze i oslobadanja gonadotropnih hormona.........cennreneensenecneenseseenseeseens 10
1.3.3. POINe ZI€ZAE MUZJAKA ..uvveerrrerereerseisesrsssess s st sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssasessssaes 12
1.3.3.1. Morfologija i grada teStiSA PACOVA .....eeeeeemeeseeseesmesssessseeseessssssssssesssssssssssesssesssssssssssesssssssssssseens 12
1.3.3.1.1. Intersticijalne Celije testiSa PACOVA ....cuerrcenreenmeereeireeiseeese e sess s sssssssssssseses 13
1.3.3.2. BiOSINtEZA ANATOZENA ....curieuereesereessersesseessessesssessesssessssssesssessesssessessssssssss st s ssse s ssss s sesssessssasessssans 14
1.3.3.3. Kontrola endokrine funkCije teStiSa ... rrmeermermeesreesseeseessessessseesssessessseessesssssssssssessssessssssseens 15
1.3.4. POINE ZIEZA@ ZENKI ..covveeuerereeeeerreereeeseemeeseesseessesssesssesssessseessss s sssess e s sssessseessessssssssssssesssessssssssesssessssesssesans 17
1.3.4.1. Morfologija i grada ovarijuma PaCoVa.....eesneeeessssesessesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssesss 18
1.3.4.2. Biosinteza ZensKih polnih hormona.....sssss s ssssssaes 19
1.3.4.3. Kontrola endokrine funkcije OVarijumai.....ceeeneeeseeesersesseessessessseessessssessssssesssssssssssseess 20
1.3.4.3.1. Estrusni CiklUuS ZeNKi PACOVA.....errereeeseerserseesseesseessssssssssesssessssesssesssesssssssssssesssesssssssssssseens 22
1.3.4.3.1. 1. PTO@SIIUS .ottt bbb bbb 22

S 20 08 /2 D] o 23

IS 20 05 700 G T D ) 113 0 o D PP 23

IS 20 05 00 0 D) 123 0 oD PP 23

1.4. Polne razlike i uloga polnih hormona u MS i EAE-U...ceeseseeseecssessesse e ssssesessseseens 24
1.4.1. Polne specificnosti u prevalenciji i toKU MS ... ssssessessssses 24
1.4.2. PoOINi NOTIMONT T MS .ot sess s s sssess st sssesssees s sse s s ssssssssssssssans 24
1.4.2.1. Uticaj nivoa polnih hormona na patologiju MS........neeeeeseeseeeesseessesseseesssees 24
1.4.2.2. Uticaj MS na nivo polnih ROrmoOna. ... sessssessesssssesseans 25
1.4.2.3. Primena polnih hormona u terapiji MS...... o eeeesseseessessessseessesssssssssssessssssssessseess 26
1.4.3. Polne specifi¢nosti u incidenciji i toKU EAE-a ... seesseeesseesesssessseesseesssesssesssessseesnns 27
1.4.4. Polni hormoni i EAE ...t ssss s s sssss s ssssssssssssssans 27
1.4.4.1. Uticaj nivoa polnih hormona na tok EAE-a ... sssseas 27
1.4.4.2. Terapijski potencijal polnih hormona u EAE modelu.......coenenneeeenecneeseeseeseeeseeeneens 28
1.4.4.3. Uticaj EAE-2 N8 HPG OSU. ..o sesses s ss s sssssssssessesasesssssns 29

) G 081 )= 7 . 1|
III Materijal i metode. ... —————— 31
1 TR0 L = =) | O 31
3.1 1. HEMUKAIJE covueereeeieeeeeeece ettt ees e see s es s s e e R bR e 31
31,2, ZAVOUINJ crouvusseeeesseeseeeeesssssssssssssssssssssessesessssssssssssssssssssssessessssssssssssssssssssssssssessessssssssssssssssssssssssessesssssssssssssssees 35

T\ (=1 (0 Yo = 35



3.2.1. Indukcija i evaluacija EAE-a ... s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 35

3.2.2. Utvrdivanje faze esStrusnog CIKIUSA. ..ot ssess s sesssssssssssessssssssessssssssesssssans 36
3.2.3. HOIMONSKI LTELIMANI covuvrreseeseeseesreesseesseesseessesssesssesssesssessseessessssssssssssesssessssssssesssesssessssssssssssessssssssesssessssesssesass 36
1 J07Z20 TR0 R 1€ 1] 0] 0 ¢ VTP 36
3.2.3.2. BUSEIEliN @CETAL ...ouuruireiriisisssssssssss s s s 37
3.2.3.3. Humani horionski goNadotroPin ... eeeceeerssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssans 37
3.2.4. UZOTKROVAN]E KIVI 1 TRIVA ettt isesssesecssessssss bbbt sanens 37
3.2.5. 1zolacija intersticijalnih Celija tESTISA. .ottt ssss e ss s sass s eees 37
R IZCTRN U0 b= ot § - 0 9 1\ OO 38
3.2.7. ReVerzna tranSKIiPCIa . sssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssasees 38
3.2.8. Lancana reakcija polimeraze U realnom VICMENU .......ccceeereeuseenesseesesssessessesssessssssssssssssssssssssssssees 39
3.2.9. 1Z0]aCH]A PIOLEINA. ..ureuceriereeeesreereesretseesseesse e esse b ets b s s bbb s R bbb e s 40
3.2.10. Merenje KONCeNntracije ProteiNa. .. sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 40
3.2.11. Elektroforetsko razdvajanje proteina i vestern bIot ... 40
3.2.12. Ekstrakcija Steroida iz tKIVAa ... ssesssesssssssesssssssssssesssssssessssesssssssessans 41
3.2.13. ENzZimsKi IMUNOTEST....iis s s sssssssssssans 42
3.2.14. Priprema tkiva za histoloska i imunohistohemijska bojenja .......nnneneenneenneeseesseeenne 42
3.2.15. Histoloska bojenja tkivnih presekan.. .. ceeeeeeessesseessesssessessssessesssessssesssesssessssssseesans 42
3.2.16. Morfometrijska analiza tkivnih preseka....... e eeeessseeeeesssesssessseesseeseeenns 42
3.2.17. Imunohistohemijsko i imunofluorescentno obeleZavanje tkivnih preseka.........ccoueneceneeenn. 43
3.2.18. Statisticka obrada podataka i prezentacija rezZultata ..., 44
| VA 2T A D L 1 o Y 11
4.1. Tok EAE-a kod MuZjaKka i ZENKi PACOVA ...ciurrereeereeereriseisessseessssssesssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 45
4.2. Dinamika eStrusnog CIKIUSA ... cereeeeeseesseessees e secseessesssessseessssssesssesssesssessssssssssssessssssssssssesssessssssssssssessaees 46
4.3. Koncentracija LH U SEIUIMU ... eeresseesesssssessesssssssesssesssssssssssssesssesssssssssssssssssssssssssssesssessssasessssanes 47
4.4. Obrazac eKSPreSije KiSST 1 GNINT e esee s ssessss s st s ssssss s sssss s ssssssssses 48
4.5. Ekspresija markera inflamacije u hipotalamusSu ... ssessens 49
4.6. Genska ekspresija gonadotropinskih subjedinica i GNRHR ... 51
4.7. Koncentracija LH u serumu nakon tretmana kispeptinom i agonistom GnRHR.......ccccovuerennennee 52
4.8. Masa testisa, semenih vezikula i broj intersticijalnih €elija ... 53
4.9. Histoloski prikaz poprecnog preseka testiSa PaCOVa. ..o e reessseensessessseesssessesssessseessessssessessens 55
4.10. Koncentracija testosterona i progesterona u Serumu MUZJaKa ......cocceeeeseesseesmerseesseesseesssessessens 56
4.11. Ekspresija Insl3 i LACGT U LESTISIIMA ....c.ucuieurieeereeecereeecse st sesssesssesss s sssssssssssssssssssssssssssasessssanes 57
4.12. Ekspresija gena i nivo proteina u€esnika procesa steroidogeneze u intersticijalnim celijama
LTS - PPN 57
4.13. Imunohistohemijsko obeleZavanje proteina StAR u tKivu testisa ....ccceeeneernreeneesneesseersnessenens 60
4.14. Ispitivanje ekspresije markera inflamacije u tkivu teStiSa .......curnrereenrerneeserneeseeneeseessesseesesseenes 61
4.15. Koncentracija progesterona u ekstrahovanim steroidima iz testisa i nadbubrega..........cccoec..c. 62
4.16. Koncentracija testosterona u serumu nakon tretmana kispeptinom, buserelin acetatom i
humanim horionskim gonadotropinOm ... —————————— 62
4.17. Ekspresija komponenata steroidogene masinerije u intersticijalnim ¢elijama nakon tretmana
T O €0 oo OO PN 64
4. 18. MASQ OVATTJUINIA....crureruresreeesrerseesseeseessesssessesssessesssessssssssseessesssessssssessesssesssssssssessesssessesasessesssessssssessssssssssssesasessssanes 66
4.19. Histoloski prikaz ovarijuma i morfometrijski parametri.......coconeneenreeneenseensesenecseensesseessesseenes 66
4.20. Koncentracije polnih hormona u SEerumu ZenKi .........ceenenencensenneensesseesssesssessseesssssssesssssssssens 67
4.21. Genska ekspresija i nivo proteina komponenata steroidogene maSinerije u tkivu ovarijuma68
4.22. Imunohistohemijsko obeleZavanje StAR na presecima ovarijuma .........oeeeeeseesseesssesssessens 71
4.23. Imunofluorescentno obelezZavanje CYP17A1 na presecima ovarijuma......ceenmeenneennees 72
4.24. Koncentracija polnih hormona u ekstraktima steroida ovarijuma.........cooeneesenecseenseseessesseennes 73
4.25. Koncentracija progesterona u nadbubrezima ZenKi .......ceeeneeenneeseeeensessessesseesseesssessessens 74

4.26. Koncentracija kortikosterona u serumu muZjaka i ZENKi .....ccoceveereeeneeenneenseeneenseennesseesseesseessessessens 75



V Diskusija...
VI Zakljucci ...

VII Literatura



I Uvod
1.1. Multipla skleroza

Multipla skleroza (MS) je najrasprostranjenija hroni¢na inflamatorna bolest centralnog
nervnog sistema (CNS), koja pogada gotovo tri miliona ljudi, a taj broj se u poslednjih nekoliko
godina povecava svuda u svetu (Walton i sar., 2020). Ovo oboljenje je u prvoj polovini XIX veka
nezavisno opisalo nekoliko evropskih patologa i klini¢ara, ali je tek 1868. godine Zan-Marten Sarko
sistematizovao otkrica svojih savremenika i povezao patoloSke nalaze o lezijama u ki¢menoj
moZzdini (KM) sa neuroloSkim simptomima pacijenata, definiSuci tako MS kao zasebnu bolest.
Glavna patoloska odlika MS je postojanje demijelinizacionih lezija (plakova) u beloj i sivoj masi
CNS-a, koje imaju razlicite histoloske i imunocitoloske karakteristike, u zavisnosti od aktivnosti
bolesti. Postojanje lezija na razli¢itim mestima u CNS-u dovodi do senzornih i motornih disfunkcija
(Lassmann, 2018).

1.1.1. Epidemiologija i klini¢ka slika MS

Prvi simptomi MS se uglavnom javljaju izmedu 20. i 40. godine Zivota. Ta¢an uzrok nastanka
MS joS$ nije utvrden, ali smatra se da je pojava ovog oboljenja posledica zajednickog delovanja
sredinskih faktora i geneticki determinisane predispozicije za nastanak bolesti. Neki od uslova
sredine koji se dovode u vezu sa pojavom MS su izloZenost suncu, odnosno koli¢ina vitamina D,
puSenje i gojaznost (Reich i sar., 2018). Zanimljivo je da i migracije imaju uticaj na rizik za
oboljevanje od MS - migracija iz regiona visoke u region niske prevalencije bolesti tokom
detinjstva povezana je sa smanjenim rizikom za nastanak MS i obrnuto (Compston i Coles, 2008).
Takode, MS se dovodi u vezu sa infekcijom EpStajn-Barovim virusom nakon puberteta (Bjornevik
i sar., 2022; Sumaya i sar., 1980). Studijama genomskih asocijacija utvrdeno je da je povecan rizik
za nastanak MS povezan sa polimorfizmima u genima koji, direktno ili indirektno, imaju ulogu u
imunskom odgovoru (Axisa i Hafler, 2016).

Na osnovu klinicke slike, postoji nekoliko tipova MS: relapsno-remitentni (RRMS),
sekundarno-progresivni (SPMS), primarno-progresivni (PPMS) i klini¢ki izolovani sindrom.
Relapsno-remitentni tip MS pogada oko 85% pacijenata. Osobe sa ovim tipom MS imaju epizode
pojave simptoma - relapse, kada dolazi do formiranja/aktivacije novih inflamatornih
demijelinizacionih lezija, nakon cega slede periodi oporavka odnosno odsustva simptoma -
remisije. Izmedu 15% i 30% pacijenata sa RRMS ¢e postepeno razviti SPMS, tip koji se odlikuje
postepenim pogorSanjem simptoma, bez perioda oporavka, pri ¢emu se mogu, ali i ne moraju,
javljati dodatna akutna pogorsanja. Tok PPMS karakteriSe konstantno neurolosko pogorsanje veé
od pojave prvih simptoma, bez akutnih inflamatornih epizoda. Klinicki izolovani sindrom
podrazumeva prvu klinicku manifestaciju bolesti koju odlikuju inflamacija i demijelinizacija, ali ne
i vremenska diseminacija odnosno pojava simptoma u viSe epizoda (Lublin i sar., 2014).

Simptomi MS su raznovrsni, ali najéesce ukljucuju jednostrani gubitak vida, usled oSte¢enja na
optickom nervu, zatim slabost u ekstremitetima, osecaj utrnulosti, loSu koordinaciju pokreta, kao
i ose¢aj umora, vrtoglavicu i neuropatski bol. Simptomi ukljucuju i poremecaje u funkcionisanju
urinarnog i gastrointestinalnog trakta (Compston i Coles, 2008; Noseworthy i sar., 2000).

1.1.2. Patofiziologija MS

Simptomi MS se javljaju kao posledica demijelinizacionih lezija na razli¢itim mestima u CNS-
u, najcesSce u beloj masi, ali i u regionima sive mase kroz koje prolazi veci broj mijelinizovanih
aksona (Segal, 2019). U okolini aktivnih demijelinizacionih lezija prisutni su inflamatorni infiltrati

1



sacinjeni od T-limfocita i makrofaga/monocita (Noseworthy i sar., 2000; Segal, 2019). Pokazano je
da u infiltratima dominiraju citotoksi¢ni, CD8* T-limfociti, ali su prisutni i pomo¢nicki, CD4+ T-
limfociti i B-Celije (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.

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

Daleko Sire prihvacena je hipoteza o autoimunosti kao primarnom uzroku MS, odnosno tzv.
youtside-in“ modelu. Prema ovoj hipotezi, prvi dogadaj u patogenezi MS je aktivacija mijelin-
specifi¢nih T-limfocita, u odgovoru na antigen virusa ili drugog patogena, zahvaljujuci molekulskoj
mimikriji (Constantinescu i sar., 2011; Fugger i sar., 2009). Aktivirane T-Celije dobijaju sposobnost
da prolaze kroz krvno-moZdanu barijeru (KMB) i imigriraju u tkivo CNS-a, gde bivaju ponovo
aktivirane rezidentnim antigen-prezentujuéim éelijama (APC). Reaktivirani T-limfociti oslobadaju
efektorske citokine i pokrecu niz patofizioloskih dogadaja koji naposletku dovode do
demijelinizacije, propadanja aksona i konacno, smrti neurona (t Hartisar., 2021; Titusisar., 2020).
,Outside-in“ paradigma je podrzana ¢injenicama da je pronadena veza izmedu povecanog rizika za
MS i mutacija u genima uklju¢enim u funkcionisanje imunskog sistema, kao i da brojne terapije za
MS usmerene na periferni imunski odgovor uspesno smanjuju demijelinizacione lezije kod
pacijenata sa RRMS (Morgan i sar., 2020).

Nasuprot ovom modelu je hipoteza o destabilizaciji i degradaciji mijelina i aksona ili
oligodendrocita, kao dogadaju koji prethodi, odnosno izaziva reaktivni inflamatorni odgovor -
sinside-out” model patogeneze MS (Stys i sar., 2012). Prema ovoj hipotezi, degradacija mijelina ili
oligodendrocita dovodi do oslobadanja proteina mijelina u sistemsku cirkulaciju, Sto uzrokuje
periferni autoimunski odgovor i aktivaciju T- i B-limfocita koji zatim migriraju u CNS (Sen i sar.,
2020). ,Inside-out" hipoteza podrZana je nalazima da se kod pacijenata sa MS u beloj masi mozga
koja nije obuhvacena demijelinizacionom lezijom, mogu pronaci strukturne abnormalnosti (t Hart
isar.,, 2021), kao i dokazima iz nekoliko studija da u odredenim tipovima demijelinizacionih lezija,
oStecenja oligodendrocita i aktivacija glijskih celija nisu praceni prisustvom inflamatornih
imunskih celija (Sen i sar., 2020).

1.1.3. Animalni modeli MS

U cilju razjaSnjavanja procesa 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 razli¢itih modela koji odslikavaju pojedina¢ne mehanizme koji ucestvuju u patogenezi bolesti
(Lassmann i Bradl, 2017). S obzirom na to da je glavna odlika MS demijelinizacija, in vivo modeli
MS najcesée modeluju proces demijelinizacije, i to posredstvom toksina, virusa ili imunizacije.

Potencijalna povezanost izmedu infekcije nekim virusima i povecanog rizika za nastanak MS
(Mecha i sar., 2013) dovela je do koriS¢enja virusa u modelovanju demijelinizacije (Kipp i sar,,
2012). Najcesce se koristi Tajlerov virus glodarskog encefalomijelitisa. U zavisnosti od izbora soja
virusa, demijelinizacija i autoimunska reakcija kod glodara odvijaju se razli¢itim patogenetskim
mehanizmima koji nisu u potpunosti okarakterisani. Doprinos virusnih modela demijelinizacije se
ogleda i u tome Sto odslikavaju veliki broj simptoma uocenih kod pacijenata sa MS (Mecha i sar.,
2013).

Demijelinizacija lokalnom primenom toksina najces¢e se izaziva etidijum-bromidom i
lizolecitinom u razlic¢itim strukturama CNS-a, mada se koriste i drugi toksini (Kipp i sar., 2012).
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Najsire upotrebljavan toksin koji se primenjuje sistemski, izazivaju¢i demijelinizaciju, jeste
kuprizon, helator bakra, koji se tokom nekoliko nedelja ukljucuje u ishranu glodara (Ransohoff,
2012). Kuprizon dovodi do poremecaja u funkcionisanju mitohondrija i posledi¢no do apoptoze
oligodendrocita (Matsushima i Morell, 2001; Ransohoff, 2012). Dakle, primena kuprizona je
pogodna za ispitivanje ,inside-out” hipoteze o nastanku MS. Modeli demijelinizacije izazvane
toksinima su se pokazali veoma korisnim za ispitivanje procesa demijelinizacije i remijelinizacije
(Denicisar., 2011).

Nesumnjivo najceS¢e upotrebljavan in vivo model MS je eksperimentalni autoimunski
encefalomijelitis (EAE), koji odslikava mnoge osobine MS, pre svega infiltraciju imunskih ¢elija u
tkivo CNS i demijelinizaciju (Titus i sar., 2020).

1.2. EKksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis je prvi put upotrebljen joS u prvoj polovini 20.
veka, kada su Rivers i saradnici (1933) izazvali encefalomijelitis kod majmuna emulzijom tkiva
zeCijeg mozga.

Danas se u istrazivanjima na modelu EAE koriste razlicite vrste glodara - misevi, pacovi i
zamorci, kao i neke vrste nizih primata. Najcesce se koriste C57BL/6 i S]L sojevi miSeva, odnosno
Dark Aguti (engl. Dark Agouti, DA) i Luis (engl. Lewis) sojevi pacova. Ovi sojevi glodara su geneticki
predisponirani za razvijanje bolesti — utvrdeno je da nekoliko gena koji kodiraju molekule u okviru
glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex, MHC) i van njega
doprinose razli¢itim aspektima bolesti (Lorentzen i sar., 1997). Kod geneticki predisponiranih
zZivotinja, EAE moZe biti izazvan aktivnom ili pasivnom imunizacijom.

Aktivna imunizacija podrazumeva potkoZno injektiranje encefalitogene emulzije — antigena
mijelina pomesanih, najc¢esée, sa kompletnim Frojndovim adjuvansom (engl. complete Freund’s
adjuvant, CFA). Kompletan Frojndov adjuvans sadrZi inaktiviranu C¢elijsku suspenziju
Mycobacterium tuberculosis u mineralnom ulju i ima ulogu u pojacavanju lokalnog imunskog
odgovora kroz aktivaciju urodene imunosti (Constantinescu i sar.,, 2011), a pokazano je i da
doprinosi povecanju propustljivosti KMB (Rabchevsky i sar., 1999). Pri aktivnoj imunizaciji se kao
antigeni mijelina mogu koristiti homogenati tkiva CNS-a, uglavnom KM, kao i preciS¢eni proteini
mijelina - naj¢eS¢e su u upotrebi mijelin oligodendrocitni glikoprotein, bazni protein mijelina,
proteolipidni protein — odnosno delovi njihove aminokiselinske sekvence. U zavisnosti od izbora
encefalitogenog agensa, kao i soja, uzrasta i pola Zivotinja, akivna imunizacija moZe dovesti do
EAE-a razli¢itog oblika i trajanja. Kod miSeva i pacova opisani su monofazni, relapsno-remitentni i
hronic¢ni tok EAE-a (Batoulis i sar., 2011).

[zazivanje EAE-a pasivhom imunizacijom podrazumeva adoptivni tranfer T-limfocita
specificnih za antigene mijelina, izolovanih iz prethodno imunizovane Zivotinje. Ovim modelom
EAE-a omogucava se razdvajanje induktivne i efektorske faze bolesti, kao i bolja karakterizacija
uloge CD4+ T-limfocita u patogenezi EAE-a (Bjelobaba i sar., 2018). Takode, u poslednje vreme su
razvijene transgene Zivotinje kod kojih dolazi do spontanog razvoja EAE-a (Glatigny i Bettelli,
2018).

1.2.1. Patogeneza EAE-a

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis se, kao i MS, odlikuje naruSenom KMB,
infiltracijom imunskih ¢elija u parenhim CNS-a i neuroinflamacijom, Sto za posledicu ima
demijelinizaciju (pretezno u KM) i pojavu motornih simptoma.



U imunopatogenezi EAE-a centralnu ulogu imaju CD4* T-limfociti (Segal, 2019; Sen i sar.,
2020). Nakon imunizacije encefalitogenom emulizijom, dolazi do preuzimanja antigena mijelina
od strane dendritskih celija koje zatim migriraju do limfnih ¢vorova, gde antigeni mijelina bivaju
prezentovani naivnim CD4* T-limfocitima, u sklopu kompleksa sa MHC molekulima II klase na
membrani dendritskih ¢€elija. Na taj nacin, CD4+ T-limfociti se aktiviraju, odnosno diferenciraju u
neki od efektorskih fenotipa (Karpus, 2020). Diferencijacija naivnih pomo¢nickih CD4+ T-limfocita
(engl. T helper, Th) u efektorske Th ¢elije regulisana je uslovima sredine, pre svega citokinima koje
oslobadaju APC. Proinflamatorni, Th1 limfociti se diferenciraju u prisustvu IL-12, oslobadaju
interferon-y (IFN-y) i ucestvuju u aktivaciji makrofaga i eliminaciji unutaréelijskih patogena.
Oslobadanje IL-4 iz APC rezultuje diferenijacijom naivnih T-limfocita u Th2 éelije, koje imaju vaznu
ulogu u alergijskim reakcijama. Ukoliko APC oslobadaju faktor transformacije rasta-f i IL-6, IL-1p
i/ili IL-23, diferencijacija naivnih T-limfocita odvijace se prema Th17 fenotipu, koji ima ulogu u
regrutaciji neutrofila i eliminaciji vancelijskih patogena, ali i u autoimunskim reakcijama (Cosmi i
sar., 2014; Kunkl i sar., 2020). Iako je ranije smatrano da u imunopatogenezi EAE-a uc¢estvuju Th1
limfociti, kasnija istraZivanja su pokazala da Th17 limfociti imaju klju¢ni ulogu u efektorskoj fazi
EAE-a (Segal, 2019). Aktivirani T-limfociti poveéano eksprimiraju razli¢ite adhezivne molekule i
dobijaju sposobnost prolaska kroz KMB (Engelhardt, 2006). U CNS-u se ove ¢elije ponovo susrecu
sa antigenima mijelina, prezentovanim od strane rezidentnih APC, $to su naj¢e$cée perivaskularni
makrofagi ili mikroglija, a u nekim sluc¢ajevima i dendritske Celije i astrociti (Constantinescu i sar.,
2011). Reaktivirani T-limfociti oslobadaju brojne citokine, hemokine i druge molekule i time
pokrecu kaskadu procesa koja rezultuje aktivacijom glijskih celija CNS-a, demijelinizacijom i
gubitkom aksona. Osim Th1 i Th17 limfocita, u patogenezi EAE-a u manjoj meri ucestvuju i druge
Celije adaptivne imunosti - CD8* T-limfociti, B-Celije kao i regulatorni T-limfociti koji imaju ulogu
u rezoluciji neuroinflamacije (Glatigny i Bettelli, 2018; Van Kaer i sar., 2019).

Kao i u MS, u efektorskoj fazi EAE-a i oStec¢enju tkiva CNS-a osim imunskih éelija klju¢nu ulogu
imaju i glijske ¢elije CNS-a - astrociti i mikroglija.

Tokom efektorske faze EAE-a, pod dejstvom citokina, astrociti se aktiviraju i prolaze kroz niz
morfoloskih i funkcijskih promena koje se nazivaju reaktivna astroglioza (Yi i sar., 2019). Tokom
astroglioze, ekspresija markera aktiviranih astrocita, glijskog fibrilarnog kiselog proteina (engl.
glial fibrilary acid protein, GFAP), znacajno se povecava. Zavisno od konteksta njihove aktivacije,
astrociti sintetiSu i oslobadaju razlicite molekule koji mogu imati neurotoksicne ili
neuroprotektivne efekte. U slu€aju neurotoksi¢nosti, to su proinflamatorni citokini: faktor nekroze
tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF)(Rochfort i sar., 2016), IL-1 (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 oblici kiseonika (Brambilla, 2019; Yiisar., 2019). Ovi molekuli
doprinose narusavanju KMB, regrutuju dodatne imunske celije u CNS i ucestvuju u aktivaciji
mikroglije (Brambilla, 2019; Yi i sar., 2019).

Mikroglijske ¢elije su rezidentne APC, a tokom efektorske faze EAE-a mikroglija se takode
aktivira, kada dolazi do promena u morfologiji i u ekspresiji brojnih molekula na povrsSini celija
koji ucestvuju u meducelijskoj komunikaciji i kao medijatori inflamacije (Bjelobaba i sar., 2017).
Mikroglija se moze aktivirati u pravcu proinflamatornog (M1) i antiinflamatornog (M2) fenotipa.
U ranim fazama bolesti dolazi do diferencijacije mikroglije prema proinflamatornom fenotipu i
oslobadanja brojnih proinflamatornih citokina i hemokina koji doprinose oSteéenju tkiva CNS-a
(Chu i sar.,, 2018; Voet i sar., 2019). U kasnijim fazama bolesti, mikroglija postepeno zadobija
antiinflamatorni fenotip. Mikroglijske celije tada sintetiSu i oslobadaju neurotroficke faktore,
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antiinflamatorne citokine i druge molekule koji pomaZu u suprimiranju inflamacije i oSteéenja
tkiva i doprinose remijelinizaciji i razreSenju 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 manifestacije simptoma EAE-a koji se uocavaju
oko 10. dana nakon aktivne imunizacije i ogledaju se u smanjenoj aktivnosti Zivotinje i smanjenju
telesne mase (van der Star i sar., 2012). Neuroloski simptomi na pocetku 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 Zivotinje (Batoulis i sar., 2011). Osim motornih
disfunkcija i promena u telesnoj masi, tokom EAE-a, slicno kao i tokom MS, dolazi do promena u
telesnoj temperaturi (Wrotek i sar., 2014), poremecaja u funkcionisanju besSike (Altuntas i sar.,
2008), kao i promena na nivou neuroendokrinog i endokrinog sistema (Foster i sar., 2003; Heesen
isar., 2007).

Kao Sto je ve¢ napomenuto, kod miseva i pacova se mogu javiti monofazni, relapsno-remitentni
i hroni¢ni tok EAE-a. Medutim, u najveem broju slucajeva belezi se monofazni (akutni) oblik
bolesti, Sto znaci da su Zivotinje u simptomatskoj fazi EAE-a najc¢es¢e izmedu 10. i 20. dana nakon
imunizacije, a nakon vrhunca bolesti ulaze u fazu oporavka (Pachner, 2011). lako ovakav tok EAE-
a ne odslikava RRMS, tip koji se javlja kod vecine pacijenata, akutni model EAE-a je veoma Koristan
za izucavanje pojedinacnih epizoda MS, a posebno za rasvetljavanje mehanizama kojima imunski
sistem doprinosi inflamaciji i oSte¢enju tkiva CNS-a (Lassmann, 2019; Ransohoff, 2012). Akutni
EAE kod DA pacova KkarakteriSe prisustvo inflamatornih infiltrata u KM, praéenih
demijelinizacijom (Lavrnja i sar., 2009). U hronicnom modelu EAE-a demijelinizacija je izraZenija
u odnosu na akutni tip bolesti (Tanuma i sar., 2000), stoga je model hroni¢nog EAE-a pogodniji za
izuCavanje procesa remijelinizacije.

Medutim, pri koriS¢enju EAE-a kao modela za MS, treba imati u vidu odredene razlike izmedu
ove dve patologije. Na primer, razlicite populacije T-limfocita ukljucene su u imunski odgovor - u
lezijama u MS dominantne imunske celije su CD8* T-limfociti, dok su u EAE-u to CD4+ T-limfociti
(Wootla i sar., 2012). Osim toga, demijelinizacija u EAE-u se mahom deSava u KM, dok se kod
pacijenata sa MS demijelinizacione 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 najvecoj meri odslikava razlicite
patofizioloSke aspekte MS (Baker i Amor, 2014). Iako su pojedini terapijski pristupi razvijeni
upotrebom ovog modela imali ogranicenu efikasnost, doprinos EAE-a u ispitivanju patogeneze MS
i razvijanju brojnih terapija za ovu bolest je i dalje izuzetan (Glatigny i Bettelli, 2018). Zbog toga,
upotreba ovog modela MS ne jenjava.

1.3. Hipotalamo-hipofizno gonadna osa

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

(i) neuroni u hipotalamusu koji sintetiSu gonadotropin-oslobadaju¢i hormon (engl.
gonadotropin-releasing hormone, GnRH; u daljem tekstu: GnRH neuroni);
(ii)  celije adenohipofize - gonadotropi, koje u odgovoru na GnRH oslobadaju

gonadotropine - luteiniziraju¢i hormon (LH) i folikulo-stimuliSué¢i hormon (FSH);
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(iii) polne Zlezde (gonade) - testisi i ovarijumi, u kojima gonadotropini reguliSu biosintezu
polnih hormona (steroidogenezu) i sazrevanje i diferencijaciju germinativnih celija
(gametogenezu).

Polni hormoni povratnim spregama na nivou hipotalamusa i adenohipofize kontroliSu
sopstvenu produkciju.

1.3.1. Hipotalamus

Hipotalamus predstavlja intergrativni centar izmedu nervnih signala i endokrinih, motornih i
somatosenzornih sistema i ucestvuje u regulaciji srednjeg arterijskog pritiska, telesne
temperature, energetskog metabolizma, reprodukcije, itd. Uloga hipotalamusa kao integrativnog
centra ostvarena je pre svega kroz njegovu vezu sa hipofizom, koja ¢ini endokrinu komponentu
sloZzenih neuroendokrinih refleksa (Simerly, 2015).

1.3.1.1. Anatomska organizacija hipotalamusa pacova

Hipotalamus pacova zauzima ventralni deo medumozga, odnosno prostor oko tre¢e moZzdane
komore, dok je dorzalno oivi¢en oblas¢u sive mase (zona incerta). Hipotalamus se rostroventralno
naslanja na opticku hijazmu, a kaudoventralno na hipofizu i na region sive mase oko Silvijevog
kanala i oblast ventralnog tegmentuma srednjeg mozga, dok je rostralno oivicen Brokinom
dijagonalom (Simerly, 2015).

Anatomska organizacija hipotalamusa je kompleksna i ukljucuje veliki broj jedara. Najve(¢i broj
tela neurona koji ucestvuju u kontroli sekrecije hormona hipofize pripada jedrima u okviru
periventrikularne zone, ukljucujuéi i neurone koji imaju ulogu u kontroli aktivnosti HPG ose:
neuroni anteroventralnog periventrikularnog (AVPV) jedra (preopticki region periventrikularne
zone) i lu¢nog jedra (lat. nucleus arcuatus, Arc; tuberalni region periventrikularne zone)(Simerly,
2015).

U blizini hipotalamusa nalaze se i dva cirkumventrikularna organa, koji imaju diskontinuiranu
KMB. Vaskularizovani organ zavr$ne ploce (lat. organum vasculosum laminae terminalis, OVLT)
pozicioniran je dorzalno od opticke hijazme, i dorzorostralno od anteroventralnog udubljenja
trece mozdane komore Sto znaci da se nalazi u blizini preopticke oblasti i AVPV. SrediSnje uzvisenje
(lat. eminentia mediana, EM) Cini dno tre¢e moZdane komore kaudalno od opticke hijazme. Upravo
preko EM se ostvaruje povezanost hipotalamusa sa hipofizom, i to tako Sto se unutrasnji list EM
direktno produzava na posteriorni deo hipofize, dok se u spoljasnjem listu EM oslobadaju
neurohormoni koji reguliSu oslobadanje hormona iz prednjeg reznja hipofize (Oldfield i McKinley,
2015).

1.3.1.2. Distribucija i morfologija neurona koji sintetiSu GnRH

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

Neuroni koji sintetiSu GnRH razlikuju se u odnosu na ostale neurone hipotalamusa prema
svom embrionalnom poreklu - ovi neuroni nastaju u olfaktornoj plakodi i tokom razvi¢a migriraju
duZz aksona olfaktornih nerava kroz kribriformnu plocu, sve do baze prednjeg mozga, odnosno do
hipotalamusa (Wray, 2010). Zahvaljuju¢i ovom migratornom putu, GnRH neuroni imaju i
specifi¢nu poziciju u hipotalamusu - za razliku od ostalih neurona hipotalamusa koji ucestvuju u
neuroendokrinoj regulaciji, GnRH neuroni ne pripadaju jednom jedru hipotalamusa ve¢ su difuzno
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distribuirani duz svoje migratorne rute - od olfaktornih bulbusa do mediobazalnog hipotalamusa.
Kod pacova, distribucija GnRH neurona zauzima oblik obrnutog slova Y, koji poc¢inje od medijalnog
septuma, dok se kraci slova Y granaju u okviru rostralne preopticke oblasti (engl. rostral preoptic
area, rPOA), i obuhvataju tre¢u moZdanu komoru sa obe strane, pruzajuci se prema anteriornom i
mediobazalnom hipotalamusu. Kod pacova je najvedi broj tela GnRH neurona lokalizovan upravo
u oblasti ovog grananja u rPOA hipotalamusa (Herbison, 2015).

GnRH neuroni su vecinski unipolarni ili bipolarni i orijentisani su duZ longitudinalne ose
mozga pacova. Jedan ili oba dugacka nastavka GnRH neurona pruzaju se do EM, gde oslobadaju
GnRH u portalni sistem hipofize (Slika 1.1). Nastavci GnRH neurona imaju odlike i dendrita -
primaju sinapticke informacije, i aksona -
provode akcione potencijale, Sto je jedinstvena
odlika u CNS-u medu sisarima, te se ovi nastavci
nazivaju ,dendroni“ (Herbison, 2016; Herde i
sar., 2011). Dendroni GnRH neurona primaju
sinapticke informacije kako na proksimalnim,
tako i na distalnim regionima. Pokazano je da
najdistalniji deo dendrona GnRH neurona,
neposredno pre grananja na terminale u nivou
EM, funkcioniSe kao autonomna jedinica koja
regulisSe sekreciju GnRH u portalni sistem. Ovaj
nacin regulacije oslobadanja neuropeptida nije
zabeleZen ni u jednom drugom sistemu osim u
GnRH neuronima (Herbison, 2021).

Slika 1.1. GnRH neuron bipolarne morfologije u
hipotalamusu pacova. Najveéi broj tela neurona u
hipotalamusu pacova nalazi se u okviru rostralne
preopticke oblasti. GnRH neuroni su po morfologiji
unipolarni ili bipolarni, a njihovi nastavci imaju odlike i
dendrita i aksona pa se nazivaju dendroni. Terminali
dendrona GnRH neurona granaju se u nivou srediSnjeg
uzviSenja, gde se GnRH oslobada u portalni sistem
hipofize. POA - preopticka oblast; EM - srediSnje
uzvisenje.

1.3.1.3. Regulacija oslobadanja GnRH

Kod sisara se GnRH oslobada pulsno, odnosno epizodi¢no. Pulsni tip sekrecije predstavlja
egzocitozu odredenog broja vezikula hormona u kratkom vremenskom intervalu, nakon cega sledi
pauza. Pulsno oslobadanje GnRH registruje se kasno tokom fetalnog razvoja ili u ranom
postnatalnom periodu, ali je zatim inhibirano do puberteta. Ponovno uspostavljanje pulsne
sekrecije GnRH, odnosno rada generatora pulsa GnRH, oznacava pocetak puberteta (Ebling i
Cronin, 2000). Pulsevi GnRH kod adultnih muzjaka pacova zabeleZeni su na oko 70 minuta (Levine
i Duffy, 1988), dok kod Zenki ta frekvencija iznosi jedan puls na oko 50 minuta (Park i Ramirez,
1989). Kod Zenki sisara, pred ovulaciju dolazi do oslobadanja velike koli¢ine LH iz hipofize, Sto je
definisano kao talas (engl. surge). Talasu LH prethodi i talas GnRH iz hipotalamusa, i kod pacova
potice od povecane amplitude a ne ucestalosti pulseva (Park i Ramirez, 1989).



Pulsevi GnRH kod odraslih muskaraca javljaju se na oko dva sata, dok kod Zena, njihova
ucCestalost varira u skladu sa fazom menstrualnog ciklusa: 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 ovulaciju dolazi do talasa GnRH, a nakon ovulacije, tokom lutealne faze ciklusa,
pulsevi se proreduju i javljaju na 4 do 8 sati (Hall, 2019).

Centralnu ulogu u regulaciji pulsnog i talasnog oslobadanja GnRH imaju neuroni koji sintetisu
kispeptin (Goodman i sar., 2022). Kispeptini su neuropeptidi koji nastaju isecanjem prepropeptida
kodiranog genom Kiss1. Produkti gena Kiss1 vezuju se za receptor spregnut sa proteinom G (engl.
G protein-coupled receptor 54, GPR54), koji je Siroko eksprimiran u CNS-u pacova (Kotani i sar.,
2001; Muirisar., 2001), i Sto je joS vaznije, na GnRH neuronima (Irwig i sar., 2004; Messager i sar.,
2005). Delecija gena Gpr54 dovodi do hipogonadotropnog hipogonadizma kod miSeva, dok
intracerebroventrikularna primena kispeptina dovodi do oslobadanja LH i FSH, koje izostaje u
prisustvu antagonista GnRH (Gottsch i sar., 2004). Ovim studijama potvrdene su hipoteze o ulozi
sistema kispeptin-GPR54 kao centralnog regulatora oslobadanja GnRH (Slika 1.2).

Tela kispeptinskih neurona u hipotalamusu glodara nalaze se u AVPV i periventrikularnom
jedru, kao i u Arc (Clarkson i Herbison, 2006; Gottsch i sar., 2004). Kod glodara, oblast
hipotalamusa koja obuhvata AVPV i periventrikularno jedro nazvana je rostralna
periventrikularna zona oko tre¢e moZdane komore (engl. rostral periventricular area of the third
ventricle, RP3V), pa se ova populacija kispeptinskih neurona u literaturi oznacava kao RP3V
populacija. Pokazano je da kod glodara postoji polni dimorfizam u zastupljenosti kispeptinskih
neurona u RP3V - kod Zenki miSeva postoji oko 10 puta viSe kispeptinskih neurona u ovom regionu
u odnosu na muzjake (Clarkson i Herbison, 2006).

Mehanizam kojim polni hormoni povratnim spregama na nivou hipotalamusa reguliSu
sekreciju GnRH, a time posredno sopstvenu produkciju, oslanja se upravo na kispeptinske
neurone. Naime, GnRH neuroni ne poseduju receptore za polne hormone, ali zato gotovo svi
kispeptinski neuroni Zenke miSa eksprimiraju estrogenski receptor a (ERa)(Smith, Dungan, i sar.,
2005). Takode, kispeptinski neuroni Zenki misa eksprimiraju i progesteronski receptor (Clarkson
i sar., 2008), dok je kod muzjaka miSa u kispeptinskim neuronima registrovano prisustvo ERa i
androgenskog receptora (AR) (Smith, Cunningham, i sar., 2005).

Pulsna sekrecija GnRH kod glodara kontrolisana je aktivnoS¢u kispeptinskih neurona u Arc
(Han i sar., 2015; Uenoyama i sar., 2018). Kispeptin deluje na dendrone GnRH neurona Zenki
pacova u unutrasnjoj zoni EM, regulisuci oslobadanje GnRH (Uenoyama i sar., 2011). Smatra se da
se sinhronizacija nekoliko GnRH neurona tokom pulsa obezbeduje zahvaljujuéi tome Sto kispeptin
osloboden u vancelijsku tec¢nost deluje na viSe dendrona istovremeno (Herbison, 2021).
Kispeptinski neuroni u Arc eksprimiraju i neurokinin B i dinorfin pa se ovi neuroni nazivaju KNDy
neuroni (engl. kisspeptin-neurokinin B-dynorphin). Imajuci u vidu da neurokinin B deluje kao
stimulatorni, a dinorfin kao inhibitorni neuropeptid, kao i da KNDy neuroni eksprimiraju
receptore za ove neuropeptide, oslobadanje kispeptina u Arc je verovatno kontrolisano
suprotstavljenim efektima ovih neuropeptida koji deluju autokrino i/ili parakrino (Harter i sar.,
2018; Tsukamura, 2022). Kod Zenki pacova je dovoljno samo oko 20% funkcionalnih KNDy
neurona za odrzavanje pulsnog oslobadanja GnRH/LH, folikulogenezu i regulaciju sinteze
estradiola (Nagae i sar., 2021).

Kod Zenki glodara, preovulatorni talas GnRH/LH regulisan je RP3V populacijom kispeptinskih
neurona. Primena estrogena u preovulatornim dozama izaziva talas LH kod Zenki pacova (Adachi
i sar., 2007), a nedavno je i potvrdeno da su za ovaj efekat odgovorni neuroni u RP3V, a ne u Arc
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(Nagae i sar., 2021). Preovulatorni talas GnRH/LH, osim pozitivnom povratnom spregom
estradiola, regulisan je i nervnim signalima poreklom iz suprahijazmati¢nog jedra hipotalamusa,
koji su pod kontrolom cirkadijalnog ritma (Plant, 2012).

Kod coveka, najveci broj kispeptinskih neurona lociran je u infundibularnom jedru, dok
rostralna populacija ovih neurona (analogna RP3V) nije jasno definisana kao kod miSeva i pacova
ve¢ su Kispeptinski neuroni difuzno rasporedeni u rPOA. Smatra se da su kod ¢oveka kispeptinski
neuroni u infundibularnom jedru odgovorni za dejstvo polnih hormona putem povratnih sprega,
dok uloga kispeptinskih neurona u rPOA nije u potpunosti razjaSnjena (Marques i sar., 2000).

GnRH I
nc:'uron %\%)% . g\%\iyKiss
%

TONE EM

neuron

Slika 1.2. Sematski prikaz neurona hipotalamusa odgovornih za sekreciju GnRH. Pulsno i talasno oslobadanje
GnRH kod pacova regulisano je signalima kispeptinskih neurona iz lu¢nog jedra (Arc) i rostralne periventrikularne
zone oko tre¢e mozdane komore (RP3V) hipotalamusa. Kispeptinski neuroni u RP3V deluju na somu, a kispeptinski
neuroni u Arc na distalne krajeve dendrona GnRH neurona reguliSu¢i sekreciju GnRH u nivou srediSnjeg uzviSenja
(EM). Napravljeno u https://www.biorender.com/.

1.3.2. Adenohipofiza pacova

Hipofiza glodara i coveka ima slicne anatomske i histoloske karakteristike. Nalazi se na
dorzalnom delu bazosfenoidne kosti, u turskom sedlu (lat. sella turcica), i saCinjena je iz dva reznja.

Neurohipofiza predstavlja posteriorni rezanj, potice od neuroektoderma i obuhvata drsku (lat.
infundibulum) i pars nervosa, koji sadrZi nemijelinizovane aksone magnocelularnih neurona
poreklom iz supraoptickog i paraventrikularnog jedra hipotalamusa. Ovi aksoni do neurohipofize
stiZzu prolazed¢i kroz unutrasnji list EM. [z aksonskih terminala ovih neurona oslobadaju se arginin-
vazopresin i oksitocin (La Perle i Dintzis, 2018).

Adenohipofiza nastaje od oralnog ektoderma i ¢ini anteriorni reZanj hipofize koji obavija
neurohipofizu. Kod pacova, oko 90% volumena adenohipofize ¢ini pars distalis, dok manji deo €ini
pars intermedia, Kkoji se nalazi neposredno uz neurohipofizu (La Perle i Dintzis, 2018).
Adenohipofizu Cini viSe tipova Celija specijalizovanih za sintezu odredenih peptidnih hormona koji
dalje regulisu rad svih endokrinih Zlezda. Celije specijalizovane za sintezu i oslobadanje LH i FSH
nazivaju se gonadotropi i ¢ine 10-15% celija adenohipofize. Osim gonadotropa, endokrine celije
adenohipofize su i Celije koje sintetiSu hormon rasta (somatotropi), prolaktin (laktotropi),
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tireostimuliSu¢i hormon (TSH; tireotropi) i adrenokortikotropni hormon (kortikotropi). Izmedu
grupacija Celija adenohipofize nalazi se razgranata mreZa fenestriranih kapilara portalnog sistema.
Preko ove mrezZe kapilara do endokrinih ¢elija adenohipofize dospevaju hormoni hipotalamusa
kojima se reguliSe sinteza i sekrecija hormona hipofize u cirkulaciju. Pored opisanog GnRH, koji
deluje na sintezu i sekreciju LH i FSH u gonadotropima, iz neurona hipotalamusa se oslobadaju i:
kortikotropin-oslobadaju¢i hormon i arginin-vazopresin koji deluju na kortikotrope i regulisu
oslobadanje adenokortikotropnog hormona; oslobadaju¢i hormon faktora rasta koji stimuliSe
oslobadanje faktora rasta u somatotropima, kao i somatostatin, koji ga inhibira; dopamin koji ima
inhibitorno dejstvo na laktotrope i sekreciju prolaktina; i oslobadaju¢i hormon tireostimuliSuceg
hormona, koji stimuliSe oslobadanje TSH u tireotropima (Gonzalez-Iglesias i Bertram, 2014).

Osim endokrinih tipova €elija, u adenohipofizi nalazi se i mreza folikulostelatnih celija, koje
¢ine 5-10% celija adenohipofize. Folikulostelatne ¢elije nemaju endokrinu funkciju, ali imaju ulogu
u parakrinoj kontroli sekretornih Celija hipofize (Gonzalez-Iglesias i Bertram, 2014).

1.3.2.1. Kontrola sinteze i oslobadanja gonadotropnih hormona

Gonadotropni hormoni, LH i FSH, su heterodimerni glikoproteini, sacinjeni od jedne a i jedne
B subjedinice. Alfa subjedinica je kod glodara kodirana genom Cga i zajednicka je za sve
glikoproteine adenohipofize (LH, FSH i TSH) kao i za horionski gonadotropin. Proteinske 8
subjedinice su jedinstvene za LH i FSH, kodirane su genima Lhb i Fshb i odreduju bioloSku aktivnost
ovih hormona (McArdle i Roberson, 2015).

Koncentracija LH i FSH u cirkulaciji regulisana je na nivou transkripcije i translacije njihovih
subjedinica, na nivou post-translacione obrade ovih proteina - glikozilacije, kao i na nivou
egzocitoze zrelih glikoproteina (Narayan i sar., 2019) i ovi procesi su primarno pod kontrolom
GnRH. Receptor za GnRH (GnRHR) se u adenohipofizi eksprimira iskljucivo na ¢elijskoj membrani
gonadotropa (Blissisar., 2010) i njegovu ekspresiju reguliSe GnRH - pokazano je da se kod pacova,
maksimalno povecanje ekspresije GnRHR desSava pri pulsevima GnRH na svakih 30 min (Kaiser i
sar., 1997). Suprotno tome, kontinualna primena GnRH dovodi do smanjenja ekspresije GnRHR i
posledi¢no do smanjenja oslobadanja LH i FSH (Kaprara i Huhtaniemi, 2018).

Receptor za GnRH pripada familiji rodopsinskih receptora spregnutih sa proteinom G i ima
tipi¢nu strukturu od sedam transmembranskih domena (Kaprara i Huhtaniemi, 2018). Medutim,
GnRHR je specifican po tome Sto ne poseduje unutarcelijski C-terminus pa mu je time
onemogucena brza desenzitizacija i internalizacija posredovana (-arestinom (Naor, 2009). U
gonadotropima, GnRHR interaguje sa Gq/11 familijom proteina G (Grosse i sar., 2000). Aktivacija
Gag/11 subjedinice dovodi do aktivacije fosfolipaze Cf (PLCPB), koja hidrolizuje fosfatidilinozitol-
difosfat (PIP2) dajudi inozitol-trifosfat (IP3) i diacil-glicerol (DAG). Inozitol-trifosfat se vezuje za
svoje receptore (IP3sR) na membrani endoplazmati¢nog retikuluma koji predstavljaju ligand-
zavisne kalcijumske kanale i Ca%* se oslobada u citoplazmu. Porast koncentracije Ca2* dovodi do
depolarizacije i otvaranja voltazno-zavisnih kalcijumskih kanala na c¢elijskoj membrani, pa
vancelijski Ca%* takode ulazi u celiju. Povecanje koncentracije Ca%* u citoplazmi dovodi do
egzocitoze gonadotropina (Bliss i sar., 2010). Diacil-glicerol samostalno, ili sa Ca%* iz
endoplazmati¢nog retikuluma, aktivira protein-kinazu C (PKC), koja moduliSe Ca%*-posredovanu
egzocitozu (Durdn-Pastén i Fiordelisio, 2013). Takode, PKC aktivira nekoliko signalnih kaskada
mitogenom-aktiviranih protein kinaza. To su kinaze regulisane vancelijskim signalima (engl.
extracellular signal-regulated kinase ERK1/2), kinaze N-terminalnog domena proteina c-Jun (engl.
c-Jun N-terminal kinases, ]NK) i p38 kinaze, koje regulisSu aktivnost nekoliko trankripcionih faktora
koji ucCestvuju u regulaciji transkripcije gonadotropinskih subjedinica. Transkripcija
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gonadotropinskih subjedinica regulisana je i jonima Ca2*, kroz aktivaciju kalcijum-kalmodulin
zavisne kinaze (engl. Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase II, CaMKII) koja takode regulise
ekspresiju Cga, Lhb i Fshb (Stamatiades i Kaiser, 2018). Sematski prikaz signalne transdukcije
posredovane receptorom za GnRH prikazan je na Slici 1.3.

Pulsna sekrecija GnRH iz neurona hipotalamusa diktira pulsno oslobadanje LH, dok se
sekrecija FSH odvija konstitutivno. Naime, [ subjedinica FSH ne poseduje sekvencu koja
predstavlja signal za pakovanje u sekretorne vezikule namenjene za pulsom regulisano
oslobadanje. Stoga se FSH pakuje u vezikule koje se brzo nakon njihovog formiranja u GoldZijevom
aparatu translociraju do ¢elijske membrane gonadotropa i FSH se oslobada u cirkulaciju (Jablonka-
Shariff i sar., 2008). To znaci da nivo FSH u cirkulaciji zavisi primarno od stope njegove sinteze
(Thompson i Kaiser, 2014).

p38

Slika 1.3. Signalizacija posredovana receptorom za GnRH u gonadotropima. GnRH se vezuje za svoj receptor
spregnut sa proteinom G, ¢ijom se aktivacijom pokrece signalizacija posredovana sa PLC[3, kojom se reguliSe sinteza i
sekrecija gonadotropnih hormona. Detaljan opis u tekstu. GnRH - gonadotropin-oslobadaju¢i hormon; GnRHR -
receptor za GnRH; PLCP - fosfolipaza CB; PIP: - fosfatidilinozitol-difosfat; IPs - inozitol-trifosfat; DAG - diacil-glicerol;
PKC - protein kinaza C, IPsR - receptor za IP3, ligand-zavisni kanal za kalcijum; VGCC - voltaZno-zavisni kanal za
kalcijum; ERK1/2 - kinaze regulisane vancelijskim signalnima; JNK - kinaze N-terminalnog domena proteina c-Jun;
p38 - p38 MAP kinaze; LH - luteinizirajuéi hormon; FSH - folikulostimuliSu¢i hormon. Napravljeno u
https://www.biorender.com/.
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1.3.3. Polne Zlezde muzjaka

Muske polne Zlezde, gonade, su testisi i oni zajedno sa genitalnim kanalima, penisom i
pomo¢nim polnim Zlezdama cine reproduktivni sistem muzjaka sisara (Setchell i Breed, 2006).
Izmedu reproduktivnog sistema muzjaka pacova i coveka postoji mnogo sli¢nosti, medutim, oni se
razlikuju pre svega u prisustvu i gradi pomoc¢nih polnih Zlezda (Knoblaugh i sar., 2018). Kod
pacova, pomoc¢ne polne Zlezde obuhvataju semene vezikule, Zlezde ductus deferens-a,
multilobularnu prostatu sa koagulatornom Zlezdom, zatim bulbouretralne, uretralne i
prepucijalne Zlezde (Maynard i Downes, 2019a). Spustanje testisa u skrotum (oko 15. postnatalnog
dana), pocetak proizvodnje pokretnih spermatozoida (izmedu 40. i 55. postnatalnog dana), rast
testisa i razdvajanje prepucijuma od penisa (oko 45. postnatalnog dana) su dogadaji koji kod
pacova oznacavaju sazrevanje muskih reproduktivnih organa (Prevot, 2015).

Testisi su parne Zlezde ovalnog oblika sa dvojakom ulogom: egzokrinom - produkcija i
sazrevanje germinativnih Celija (spermatogeneza), i endokrinom - steroidogeneza, odnosno
androgeneza tj. sinteza muskih polnih hormona, od kojih su najpotentniji testosteron i
dihidrotestosteron.

1.3.3.1. Morfologija i grada 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). Najve¢i deo zapremine
testisa ¢ine seminiferne tubule i intersticijalni prostor (Slika 1.4).

Seminiferne tubule predstavljaju splet izuvijanih kanali¢a, odvojenih od intersticijuma
bazalnom laminom i peritubularnim mioidnim ¢elijama. DuZ zidova seminifernih tubula smeStene
su germinativne Celije u razli¢itim fazama razvoja i c¢ine ih: spermatogonije, primarne
spermatocite, sekundarne spermatocite i spermatide od kojih nastaju spermatozoidi, koji se
oslobadaju u lumen ovih tubula. Sazrevajuce germinativne Celije leZe ,uronjene“ izmedu
somatskih, Sertolijevih celija. Sertolijeve Celije su krupne, polarizovane epitelne celije koje se
pruZaju od bazalne lamine do lumena seminifernih tubula, i pruzaju mehanicku potporu
germinativnim €elijama (Mruki Cheng, 2015). Osim toga, Sertolijeve Celije uCestvuju i u modulaciji
funkcije testisa kroz produkciju regulatornih molekula i nutrijenata neophodnih za proces
spermatogeneze, kao Sto je androgen-vezujuci protein, zatim sintezom inhibina, koji na nivou
adenohipofize reguliSu ekspresiju Fshb a time i sekreciju FSH. Ovi procesi su pod kontrolom
sinergistickog delovanja testosterona i FSH, ¢iji se receptori nalaze na membrani Sertolijevih ¢elija
(Oduwole i sar., 2021). Osim toga, susedne Sertolijeve Celije su u regionu iznad spermatogonija
povezane ¢vrstim vezama i formiraju krvno-testisnu barijeru (KTB), koja omogucava odrzavanje
stalnosti sastava te¢nosti u lumenu seminifernih tubula i Stiti germinativne celije, Sto predstavlja
vaZan preduslov za pravilno odvijanje procesa spermatogeneze (Mruk i Cheng, 2015).

Intersticijum testisa predstavlja prostor izmedu seminifernih tubula ispunjen razli¢itim
tipovima ¢elija, sistemom krvnih i limfnih sudova, nervima i vezivnim tkivom. Grada intersticijuma
varira izmedu vrsta. U intersticijalnom prostoru testisa pacova dominiraju limfati¢ni prostori, u
kojima se nalaze malobrojne Celije, uronjene u limfu, najéeS¢e u neposrednoj blizini krvnog suda
(Foley, 2001). Za razliku od seminifernih tubula koje su liSene vaskulature, intersticijum testisa je
visoko vaskularizovan, pri cemu kapilari nisu fenestrirani (Hedger, 2015).

12



Slika 1.4. Grada testisa pacova. Na poprecnom
preseku testisa pacova mogu se uociti dva odeljka:
seminiferne tubule (ST) i intersticijalni prostor (I). U
lumenu  seminifernih  tubula  prisutne su
germinativne Celije u razli¢itim fazama razvoja i
potporne Sertolijeve Ccelije. Intesticijalni prostor
ispunjavaju celije razlic¢itih tipova, medu kojima su i
Lajdigove Celije, koje sintetiSu androgene, kao i krvni
i limfni sudovi, nervi i vezivno tkivo.

1.3.3.1.1. Intersticijalne celije testisa pacova

Primarno mesto biosinteze androgena su Lajdigove ¢elije (LC) intersticijuma testisa. U testisu
pacova, zavisno od faze razvoja, mogu se naéi dva tipa LC - fetalne i adultne. Fetalne LC pojavljuju
se u vreme diferencijacije Sertolijevih ¢elija i prisutne su tokom fetalnog i neonatalnog perioda
(O’Shaughnessy, 2015). I fetalne i adultne LC sintetiSu androgene. Androgeni produkovani u
fetalnim LC vazni su za pravilnu diferencijaciju muskog reproduktivnog sistema i maskulinizaciju
mozga (Chen i sar., 2019). Tokom kasnog fetalnog razvoja otpocinje regresija fetalnih LC, koja se
nastavlja u postnatalnom periodu, i u prve dve do tri nedelje postnatalnog razvi¢a, fetalne LC bivaju
postepeno zamenjene adultnim LC, mada postoje dokazi da se mali broj fetalnih LC zadrZava i u
adultnom testisu (Zirkin i Papadopoulos, 2018). Iako se ranije smatralo da fetalne i adultne LC
imaju drugacije poreklo, novija istraZivanja pokazuju da bar deo adultnih LC poti¢e od istih
progenitora kao i fetalne LC, a ¢ak i da se izvestan broj fetalnih LC dediferencira i sluZi kao pul
prekursora za adultne LC (Chen i sar., 2019). Izmedu 10. i 13. postnatalnog dana, mati¢ne éelije
neonatalnog testisa pacova proliferi$u i diferenciraju se u progenitorske adultne LC, koje se oko
28. dana diferenciraju u nezrele, a zatim u zrele LG, i njihova diferencijacija se zavrsava izmedu 7.
i 8. nedelje posle rodenja (Ivell i sar., 2013). Oko 30. postnatalnog dana, kod pacova pocinje da se
eksprimira faktor sli¢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 proces spustanja
testisa u skrotum. U adultnom testisu, INSL3 je, pored testosterona, najvazniji sekretorni produkt
LC. Imajuéi u vidu da se eksprimira i sekretuje konstitutivno, predstavlja marker funkcionalnosti,
proliferacije i diferencijacije zrelih LC (Ivell i sar., 2013).

Osim LC, u intersticijumu testisa nalaze se i imunske ¢elije, pre svega makrofagi, ali i
dendritske ¢elije, T-limfociti i NK ¢elije. Makrofagi su najbrojnija populacija imunskih Celija testisa,
i kod pacova €ine oko 20% intersticijalnih ¢elija (Winnall i Hedger, 2013). Rezidentni intersticijalni
makrofagi i LC su tesno povezani - izmedu njih se formiraju specifiéne citoplazmati¢ne
interdigitacije (Hedger, 2015). Ove digitacije mogu se uociti oko 30. postnatalnog dana, sa pojavom
zrelih adultnih LC, a tada dolazi i do porasta broja makrofaga u intersticijumu (Hutson, 1992).
Mada jos nije jasna uloga ovih digitacija, pokazano je da smanjenje broja LC dovodi i do smanjenja
broja makrofaga, bez uticaja na Celije spermatogene loze (Winnall i Hedger, 2013). Makrofagi
testisa predstavljaju heterogenu populaciju ¢elija. Kod pacova, ve¢ina makrofaga eksprimira
CD163 (ED2), odnosno ispoljava fenotip alternativne aktivacije, M2, dok 15-20% makrofaga
eksprimira CD68 (ED1) (Hedger, 2015). U fizioloskim uslovima, rezidentni M2 makrofagi imaju
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vaznu ulogu u odrZavanju homeostaze u testisima i regulaciji imunskog odgovora, budu¢i da
konstitutivno sintetiSu antiinflamatorne citokine, ¢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 intersticijum testisa, koji se nalaze van KTB, takode
obuhvaceni ovim fenomenom (Zhao i sar., 2014). Tokom inflamacije u testisima, dolazi do porasta
broja proinflamatornih, CD68* makrofaga (Winnall i Hedger, 2013) i do povecane sekrecije
proinflamatornih citokina 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 ¢elijama dostupan iz tri
izvora: i) de novo sinteze u endoplazmati¢nom retikulumu; ii) preuzimanjem holesterola koji je u
sastavu Celijske membrane (i predstavlja 65-80% celijskog holesterola) i preuzimanjem holesteril-
estara iz vancelijske sredine; iii) mobilizacijom holesterola iz lipidnih kapi (Rone i sar., 2009). Kada
su u pitanju vancelijski izvori, steroidogene Celije pacova 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 (Acton i sar., 1996; Connelly i Williams, 2003).

Enzimi koji ucestvuju u konverziji holesterola do svih steroidnih hormona locirani su na
unutras$njoj membrani mitohondrija i u glatkom endoplazmati¢nom retikulumu (Payne i Hales,
2004). Budu¢i da je holesterol hidrofoban molekul, njegovo kretanje kroz citoplazmu i
nagomilavanje na spoljaSnjoj membrani mitohondrija omoguéeno je vezikularnim transportom i
odgovarajucim proteinskim nosac¢ima (Ikonen, 2008). Limitirajuci korak u procesu steroidogeneze
predstavlja transport holesterola kroz hidrofilni intramembranski prostor, sa spoljasnje
mitohondrijalne membrane do unutrasnje mitohondrijalne membrane gde se deSava prva
enzimska reakcija konverzije holesterola (Zirkin i Papadopoulos, 2018). Ovaj transport
holesterola, koji je hormonski regulisan, odvija se pomo¢u kompleksne proteinske masinerije koju
Cine proteini locirani u citoplazmi i u mitohondrijama (Liu i sar., 2006) i nazvana je transduceozom
(Rone i sar., 2009). U sastav transduceozoma ulaze brojni proteini (Zirkin i Papadopoulos, 2018),
a veliki znacaj u regulaciji steroidogeneze se pripisuje citoplazmaticnoj komponenti
transduceozoma - steroidnom akutnom regulatornom proteinu (StAR) (Clark i sar., 1994).

Konverzija holesterola odigrava se uz pomoc¢ sloZene enzimske masinerije, ¢ije se komponente
mogu podeliti u dve familije enzima: to su hidroksisteroid-dehidrogenaze (HSD familija enzima) i
citohrom 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. Pripadnici CYP
familije enzima katalizuju reakcije hidroksilacije i raskidanja veza izmedu atoma ugljenika
(Bremer i Miller, 2014).

Kod pacova, steroidogeneza se dominantno odvija preko A4 puta. Prvi korak u procesu
steroidogeneze je reakcija katalizovana enzimom citohrom P450 oksidaza familija 11, podfamilija
A, polipeptid 1 (CYP11A1), smeStenom na unutrasnjoj mitohondrijalnoj membrani, koji iseca
bocne lance holesterola daju¢i pregnenolon. Enzimsku reakciju konverzije pregnenolona u
progesteron katalizuje enzim 3(-hidroksisteroid-dehidrogenaza/A5-4-izomeraza (33-HSD). Ovaj
enzim lociran je i u mitohondrijama, ali dominantno u endoplazmati¢nom retikulumu (Zirkin i
Papadopoulos, 2018). U steroidogenim celijama pacova, progesteron se konvertuje u A4-
androstendion, u reakciji koju katalizuje enzim steroid 17-a hidroksilaza/17,20 liaza (CYP17A1).
Ovi koraci u steroidogenezi odreduju dominantni, A4 put kod pacova. Kod ¢oveka, pregnenolon se
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konvertuje u 17-hidroksipregnenolon, koji se zatim konvertuje u dihidroepiandrosteron, Sto znaci
da se steroidogeneza kod coveka odvija preko A5 puta (Scott i sar., 2009). Dejstvom enzima 17(-
HSD, androstendion se konvertuje u testosteron. U testisima je dominantno eksprimirana izoforma
17B-HSDIII (Payne i Hales, 2004). Testosteron se kovertuje u njegov potentniji metabolit,
dihidrotestosteron (DHT), aktivnoS¢u enzima 5a-reduktaze (5aR), koji je kod pacova eksprimiran
najvise u jetri, ali je prisutan i u testisima i pomo¢nim polnim Zlezdama (Russell i Wilson, 1994).
Sematski prikaz biosinteze androgena prikazan je na Slici 1.5.

HOLESTEROL

CYP11 A1J' A5-put

170-0OH-
(o) 0 () 0 e ) 22 (T
CYP17A1 7 a-OH- CYP17A1 17BHSD 5aR
- RGPy R

Slika 1.5. Sematski prikaz biosinteze androgena. Steroidogeneza se odvija u lumenu mitohondrija i u glatkom
endoplazmati¢nom retikulumu. Kod coveka, steroidogeneza se odvija preferencijalno preko A5 puta dok je kod pacova
dominantan A4 put. SMM - spoljasnja membrana mitohondrija; UMM - unutraS$nja membrana mitohondrija; P5 -
pregnenolon; 17a-OH-P5 - 17a-hidroksipregnenolon; DHEA - dihidroepiandrosteron; A5 - androstenediol; P4 -
progesteron; 17a-OH-P4 - 17a-hidroksiprogesteron, A4 — androstendion; T - testosteron; DHT - dihidrotestosteron;
StAR - steroidni akutni regulatorni protein; CYP11A1 - citohrom P450 oksidaza familija 11, podfamilija A, polipeptid
1; 3BHSD - 3B-hidroksisteroid dehidrogenaza/A5-4 izomeraza; CYP17A1 - 17-a hidroksilaza/17,20 liaza; 178HSD -
17B-hidroksisteroid dehidrogenaza; 5aR - 5a-reduktaza. Napravljeno u https://www.biorender.com/.
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1.3.3.3. Kontrola endokrine funkcije testisa

U endokrinim ¢elijama koje sintetiSu peptidne hormone, ovi hormoni ¢uvaju se u sekretornim
vezikulama i spremni su za oslobadanje u odgovoru na adekvatan stimulus. Za razliku od ovih
Celija, steroidogene endokrine cCelije sadrZze veoma male koliCine sintetisanih steroida, tako da
moraju da ih sintetiSu neposredno pre oslobadanja, u odgovoru na stimulus (Bremer i Miller,
2014). Stoga regulacija samog procesa steroidogeneze predstavlja kljuc¢an faktor koji determinise
koncentraciju steroida u cirkulaciji.

Steroidogeneza u testisima je primarno regulisana neuroendokrinim odnosno endokrinim
putem, delovanjem hormona HPG ose. Toni¢ni obrazac pulsne sekrecije GnRH neurona
hipotalamusa muzjaka diktira toni¢nu sekreciju gonadotropina hipofize Sto omogucava
odrzavanje konstantnog nivoa testosterona neophodnog za neometano odvijanje procesa
spermatogeneze. Testosteron kao krajnji produkt, preko negativnih povratnih sprega na nivou
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hipotalamusa i adenohipofize, regulise aktivnost HPG ose i time sopstvenu produkciju (Slika 1.6).
Povratna regulacija se odvija dominantno na nivou hipotalamusa, regulacijom oslobadanja GnRH,
a manjim delom na nivou gonadotropa adenohipofize (Bliss i sar., 2010).

Slika 1.6. Kontrola endokrine funkcije testisa -
hipotalamo-hipofizno-gonadna osa muzjaka. GnRH
neuroni sintetiSu i sekretuju GnRH, koji preko GnRHR
reguliSe sintezu i oslobadanje gonadotropnih hormona
adenohipofize, LH i FSH. Gonadotropni hormoni na nivou
testisa reguliSu procese spermatogeneze i androgeneze.
Testosteron negativnim povratim spregama na nivou
hipotalamusa i adenohipofize reguliSe sopstvenu
produkciju. GnRH - gonadotropin-oslobadajué¢i hormon;
FSH - folikulostimuliSu¢i hormon; LH - luteinizirajuci
hormon; T - testosteron; ,-“ - negativna povratna sprega.
Napravljeno u https://www.biorender.com/.
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Vezivanjem LH za njegov receptor Koji se eksprimira na membrani LC (engl. luteinizing
hormone receptor, LHR), receptor spregnut sa proteinom G, pokrece se cAMP /PKA signalni put koji
je dominantan signalni put kontrole procesa steroidogeneze. Naime, vezivanjem liganda za LHR,
aktivira se adenilat-ciklaza (AC), koja konvertuje adenozin-trifosfat (ATP) u cikli¢ni adenozin-
monofosfat (cCAMP), koji zatim aktivira protein-kinazu A (PKA). Svojom aktivnos$¢éu PKA otpocinje
proces steroidogeneze time Sto fosforiliSe, a samim tim aktivira, ucesnike u regulaciji transporta
holesterola i ekspresiju steroidogenih enzima (Stocco i sar., 2005). Sematski prikaz regulacije
sinteze testosterona cAMP signalnim putem u LC predstavljen je na Slici 1.7.

Regulacija steroidogeneze moZe biti akutna i hroni¢na. Pokazano je da akutna regulacija
steroidogeneze podrazumeva aktivaciju proteina StAR i njegovu transkripciju (Miller, 2013). Za
aktivaciju StAR proteina neophodna je njegova fosforilacija (Arakane i sar., 1997), od strane PKA
(Clark, 2016; Zirkin i Papadopoulos, 2018). Pod akutnom regulacijom steroidogeneze
podrazumeva se i transkripcija iRNK za StAR, jer se ovaj proces desava tokom nekoliko minuta od
vezivanja LH za receptor (Jo i sar., 2005; Manna i sar., 2009). Signalizacija posredovana sa
cAMP/PKA ima klju¢nu ulogu i u hroni¢noj regulaciji steroidogeneze, koja podrazumeva regulaciju
transkripcije enzima koji katalizuju konverziju holesterola, i deSava se tokom nekoliko sati/dana
(Miller, 2013). U ovom procesu, PKA fosforiliSe transkripcione faktore koji se vezuju za CRE
elemente (engl. cAMP-responsive element) u promotorima gena koji kodiraju za ove enzime.
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Medutim, i brojni drugi transkripcioni faktori, nezavisni od cAMP signalizacije, takode ucestvuju u
regulaciji transkripcije steroidogenih enzima (Bremer i Miller, 2014).

;
1"
A

Slika 1.7. Regulacija sinteze testosterona u LC pacova. LH - luteiniziraju¢i hormon; LHR - receptor za LH; AC -
adenilat-ciklaza; ATP - adenozin-trifosfat; cAMP- cikli¢ni adenozin-monofosfat; P5 - pregnenolon; 17a-OH-P5 - 17a-
hidroksipregnenolon; DHEA - dihidroepiandrosteron; A5 - androstenediol; P4 - progesteron; 17a-OH-P4 - 17a-
hidroksiprogesteron, A4 - androstendion; T - testosteron; DHT - dihidrotestosteron; StAR - steroidni akutni
regulatorni protein; CYP11A1l - citohrom P450 oksidaza familija 11, podfamilija A, polipeptid 1; 3HSD - 38-
hidroksisteroid dehidrogenaza/A5-4 izomeraza; CYP17A1 - 17-a hidroksilaza/17,20 liaza; 17BHSD -17f3-

hidroksisteroid dehidrogenaza. Napravljeno u https://www.biorender.com/.

Iako je LH glavni regulator steroidogeneze u LC, ovaj proces je regulisan i drugim hormonima,
faktorima rasta, citokinima, reaktivnim oblicima kiseonika itd., koji poticu iz cirkulacije, i/ili su
produkovani lokalno, od stane susednih Celija ili samih LC (Hales, 2002; Manna i sar., 2006; Saez,
1994). Takode, pored dominantne cAMP /PKA-zavisne regulacije steroidogeneze, u ovom procesu
ucestvuju i drugi molekuli i signalni putevi koji ne uklju¢uju cAMP. Medutim, doprinos cAMP-
nezavisne regulacije steroidogeneze u odnosu na cAMP-zavisnu regulaciju je manji od 1% (Manna
i sar., 2006; Stocco i sar., 2005).

1.3.4. Polne Zlezde Zenki

Polne Zlezde Zenki, ovarijumi, uz jajovode, matericu, vaginu i mle¢ne Zlezde predstavljaju
reproduktivni sistem Zenki sisara (Boyd i sar., 2018). Razlike u reproduktivnom sistemu izmedu
Zenki pacova i primata ogledaju se pre svega u anatomskoj gradi materice, jajovoda i vagine, dok
je histoloska struktura i funkcija slicna izmedu ovih vrsta (Boyd i sar., 2018). Kod pacova, otvaranje
vagine i prva ovulacija oznacavaju pocetak puberteta, Sto se deSava izmedu 30. i 37. dana
postnatalno, mada postoje razlike izmedu sojeva (Goldman i sar., 2000; Rivest, 1991).
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Ovarijumi su, kao i testisi, parne Zlezde, i takode imaju dve funkcije: egzokrinu - produkciju i
sazrevanje Zenskih germinativnih ¢elija (oogenezu), i endokrinu - sintezu i sekreciju Zenskih
polnih hormona - estrogena i progesterona. Osim toga, ovarijumi produkuju i male koli¢ine
androgena i inhibin.

1.3.4.1. Morfologija i grada ovarijuma pacova

Kod polno zrelih Zenki, usled sazrevanja folikula i formiranja Zutih tela, ovarijumi imaju
nodularnu strukturu (Boyd i sar., 2018). Povrsina jajnika pokrivena je ovarijalnim epitelom ispod
koga se nalazi sloj gustog vezivnog tkiva, tunica albuginea. Na poprec¢nom preseku ovarijuma
razlikuju se srZ (medula), koja sadrZi gusto vezivno tkivo i krvne sudove; i kora, u kojoj se nalaze
folikuli u razli¢itim fazama sazrevanja, zuta tela (lat. corpus luteum), interfolikularna stroma i krvni
sudovi (Slika 1.8).

Slika 1.8. Grada ovarijuma pacova. Na preseku
ovarijuma uocavaju se medula (M) i kora u kojoj se
nalaze folikuli (F) u razli¢itim stadijumima razvoja,
kao i zuta tela (CL) od koji su neka u fazi regresije (CL-
R). Na preseku se uocava i interfolikularna stroma

(S).

Folikul predstavlja osnovnu funkcionalnu jedinicu ovarijuma i sadrzi buducu jajnu celiju
okruZenu somatskim ¢elijama, obavijenim bazalnom laminom (Magoffin, 2005). Folikulogeneza i
oogeneza su paralelni procesi koji podrazumevaju proliferaciju i sazrevanje somatskih celija i
buduce jajne Celije, kroz sledece stadijume folikula: primordijalni, primarni, sekundarni, tercijarni,
preovulatorni, i kulminiraju oslobadanjem jajne ¢elije - ovulacijom. Nakon ovulacije, somatske
Celije folikula se transformisu u luteinske €elije, odnosno folikul se transformise u Zuto telo (Edson
isar.,, 2009).

Zenke sisara se radaju sa odredenim brojem germinativnih ¢elija koje su zaustavljene u profazi
mejoze | i ostaju u toj fazi sve do pocetka sazrevanja, pred ovulaciju (Pangas i Rajkovic, 2015). Ove
germinativne Celije formiraju ,gnezdo” koje biva razbijeno da bi se formirali primordijalni folikuli,
sainjeni od oocite okruzene jednim slojem pljosnatih pregranulosa celija (Boyd i sar., 2018).
Drugim rec¢ima, za razliku od muzjaka kod kojih se proces spermatogeneze, inicirane pubertetom,
deSava tokom adultnog Zivota, kod Zenki proces formiranja primordijalnih folikula, odnosno
germinativnih ¢elija, deSava se samo tokom embrionalnog razvi¢a. Prema klasifikaciji Pedersena i
Petersa (1968), primordijalni folikuli spadaju u male folikule, tipove 1 i 2 (Edson i sar., 2009).
Primarni folikul sadrZi oocitu okruZenu jednim slojem kuboidnih granulosa ¢elija (tip 3). Nakon
dalje proliferacije granulosa ¢elija nastaju sekundarni folikuli (tipovi 4 i 5), koje Cine oocita
okruZena viSeslojnim omotacem granulosa celija, a od nespecijalizovanih mezenhimskih celija
strome formira se sloj theca ¢elija, odvojenih od granulosa ¢elija bazalnom laminom. Theca ¢elije
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diferenciraju se iz nespecijalizovanih mezenhimskih ¢elija strome. Sloj theca celija je visoko
vakularizovan i ¢ine ga unutrasnji sloj (theca interna), u kome se odvija proces steroidogeneze, i
spoljasnji sloj (theca externa), koji ¢ine nesteroidogene Celije (Magoffin, 2005). Kada se daljim
rastom folikula u njegovoj unutradnjosti formira Supljina, antrum, ispunjena folikularnom
te¢noScu koja je bogata estrogenim hormonima porekleom iz granulosa Celija, folikul je oznacen
kao tercijarni (tipovi 6 i 7). Nakon ove faze, folikul raste i finalno sazreva do preovulatornog
(Grafovog) folikula (tip 8) koji je definisan velikom Supljinom ispunjenom te¢nos$¢u i budu¢om
jajnom celijom koja je postavljena ekscentri¢no, sa tankim slojem granulosa Celija koje je okruzuju
(Maynard i Downes, 2019b). Pored granulosa ¢elija i Celija sloja theca interna, produkcija polnih
hormona u ovarijumu se odigrava i u ¢elijama strome, ali u znatno manjim koli¢inama.

Regrutacija primordijalnih folikula i njihovo sazrevanje do sekundarnih folikula kod glodara
odvija se kontinuirano, bez uticaja gonadotropnih hormona. Ova faza se naziva i inicijalna
regrutacija folikula. Sazrevanje folikula u sekundarnoj i tercijarnoj fazi ne zavisi od gonadotropina,
ali ovi hormoni stimuliSu taj proces. Od ulaska u pubertet, porast nivoa FSH tokom svakog ciklusa
reguliSe regrutaciju tercijarnih folikula koji ¢e se pod uticajem rastuce koncentracije LH razviti u
preovulatorni folikul. Stoga, ova faza zavisi od gonadotropina i oznacena je kao cikli¢na regrutacija
folikula (Craig i sar., 2007; McGee i Hsueh, 2000).

Broj folikula koji ¢e postati preovulatorni veoma je mali. Tokom reproduktivnog Zivota Zenke
sisara najveci broj folikula propada, odnosno podleZe procesu koji se naziva atrezija. Atrezija je
proces voden ¢elijskom smr¢u tipa apoptoze (Craig i sar., 2007). Ovaj proces moZe zahvatati i
primordijalne i primarne folikule, ali se najceS¢e desava u stadijumu sekundarnih i tercijarnih
folikula. Zavisno od stadijuma folikula zahvac¢enog atrezijom, izgled atreti¢nih folikula je razlicit.
Zajednicka karakteristika je svakako piknoza - proces skupljanja jedra i kondenzacija hromatina
u granulosa ¢elijama (Levine, 2015).

U kori ovarijuma se kod polno zrelih jedinki uocavaju i Zuta tela, koja, kao Sto je napomenuto,
nastaju od celija preovulatornog folikula koje podleZu procesu luteinizacije nakon ovulacije i
nastavljaju da produkuju polne hormone. Osim toga, bazalna lamina propada, Sto omogucava
migraciju endotelnih Celija i vaskularizaciju folikula u granulosa sloju, koji je prethodno bio lisen
vaskulature (Stocco i sar., 2007). Budu¢i da kod Zenki pacova istovremeno sazreva viSe oocita
odnosno folikula, u ovarijumima pacova se nakon ovulacije moZe uociti viSe Zutih tela. Osim toga,
kod pacova su prisutna i Zuta tela iz nekoliko prethodnih ciklusa (Boyd i sar., 2018). Zuta tela iz
razlicitih ciklusa mogu se razlikovati na osnovu velicine, vaskularizacije i obojenosti u histoloskim
bojenjima (Westwood, 2008).

1.3.4.2. Biosinteza Zenskih polnih hormona

Neposredni prekursori za sintezu estrogenih hormona su androgeni, stoga je ceo put
biosinteze do androgena identican i za estrogene hormone (Slika 1.5). Aromatizacija 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 173-HSD (Bremer i Miller, 2014). U ovarijumima je dominantno
eksprimirana izoforma 17(-HSDI. Kod ¢oveka, izoforma 17(3-HSDI dominantno koristi estron kao
supstrat i redukuje ga do estradiola, dok kod pacova ova izofoma enzima jednakom efikasnos$¢u
koristi estron i androstendion (Payne i Hales, 2004). Konverzija androgena u estrogene Sematski
je prikazana na Slici 1.9.
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Slika 1.9. Sematski prikaz sinteze estrogenih hormona
od androgena. Androgeni su neposredni prekursori za
sintezu estrogena, pa je put biosinteze do androgena
identican onome prikazanom na Slici 1.5. A4 -
androstendion; T - testosteron; E1 — estron; E2 - estradiol;
17BHSD -17B-hidroksisteroid dehidrogenaza; CYP19A1-
aromataza. Napravljeno u https://www.biorender.com/.

1.3.4.3. Kontrola endokrine funkcije ovarijuma

Regulacija steroidogeneze u jajnicima, kao i u testisima, primarno se odvija neuroendokrinim
i endokrinim putem, delovanjem hormona HPG ose. Pulsna sekrecija GnRH iz hipotalamusa
definiSe bazalnu pulsnu sekreciju LH i FSH. Estrogeni i progesteron kao krajnji produkti reguliSu
aktivnost HPG ose i time sopstvenu produkciju, tako $to deluju negativnim povratnim spregama
na nivou hipotalamusa i hipofize, osim u slucaju dostizanja visokih koncentracija estradiola, pred
ovulaciju, kada sprega postaje pozitivna i indukuje talasno oslobadanje GnRH/LH (Slika 1.10). Za
razliku od muzjaka, reproduktivni sistem Zenki karakteriSu ciklicne promene koje nastaju kao
rezultat ciklicnog obrasca pulsne sekrecije GnRH neurona hipotalamusa, Sto dalje vodi ka cikli¢noj
sekreciji gonadotropina hipofize, Sto se odrazava i na regulaciju sinteze hormona u ovarijumima.

Slika 1.10. Kontrola endokrine funkcije ovarijuma
- hipotalamo-hipofizno-gonadna osa Zenki. GnRH
neuroni sintetiSu i sekretuju GnRH, koji reguliSe
sintezu i oslobadanje gonadotropnih hormona
adenohipofize, LH i FSH. Gonadotropni hormoni deluju
na ovarijume i reguliSu procese oogeneze,
folikulogeneze i sinteze estogenih hormona i
progesterona. Polni hormoni negativnim povratim
spregama na nivou hipotalamusa i adenohipofize
reguliSu sopstvenu produkciju, osim u slucaju visokih
koncentracija estradiola, pred ovulaciju, kada
povratna sprega na nivou hipotalamusa postaje
pozitivna. GnRH - gonadotropin-oslobadajué¢i hormon;
FSH - folikulostimuliSué¢i hormon; LH - luteinizirajudi
hormon; E2 - estradiol; P4 - progesteron; ,+“ -
pozitivna povratna sprega; ,-“ - negativna povratna
sprega. Napravljeno u https://www.biorender.com/.
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Receptori za gonadotropne hormone eksprimirani su na somatskim ¢elijama ovarijuma. Treba
napomenuti da, kao i LHR, i receptor za FSH (engl. follicle-stimulating hormone receptor, FSHR)
predstavlja receptor spregnut sa proteinom G, koji aktivira AC i nishodnu cAMP-zavisnu
signalizaciju (Dufau i Catt, 1978). Dominantan signalni put regulacije steroidogeneze u
ovarijumima je cAMP/PKA, kao i u LC.

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

i) granulosa, ali ne i theca, Celije eksprimiraju FSHR;

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

iii) u granulosa ¢elijama, FSH reguliSe aktivnost aromataze, ali ne i sintezu androgena;
iv) u theca Celijama, LH reguliSe sintezu androgena ali ne i aktivnost aromataze.

Delovanjem LH na LHR na membrani theca ¢elija, aktivira se cAMP/PKA-zavisna signalizacija,
¢ime se aktivira steroidogeneza na isti nacin kao $to je opisano za LC, $to vodi poveéanoj konverziji
holesterola do androgena. Androgeni, sintetisani u theca Celijama, difunduju kroz bazalnu laminu
do granulosa ¢elija folikula. Na membrani granulosa cCelija, vezivanjem FSH za FSHR takode se
aktivira cAMP-zavisan signalni put, ¢cime se povecava ekspresija i aktivacija aromataze. Na taj nacin
regulisana je aromatizacija androgena do estrogena, koja se odvija u granulosa ¢elijama folikula
(Slika 1.11).

e —— @1 9A1
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Slika 1.11. Regulacija sinteze estradiola u folikulima - princip ,dva gonadotropina - dva tipa ¢elija“. LH -
luteiniziraju¢i hormon; LHR - receptor za LH; FSH - folikulostimuliSu¢i hormon; FSHR - receptor za FSH; AC - adenilat-
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ciklaza; ATP - adenozin-trifosfat; cAMP- ciklicni adenozin-monofosfat; P5 - pregnenolon; 17a-OH-P5 - 17a-
hidroksipregnenolon; DHEA - dihidroepiandrosteron; A5 - androstenediol; P4 - progesteron; 17a-OH-P4 - 17a-
hidroksiprogesteron, A4 - androstendion; T - testosteron; DHT - dihidrotestosteron; E1 - estron; E2 - estradiol; StAR
- steroidni akutni regulatorni protein; CYP11A1 - citohrom P450 oksidaza familija 11, podfamilija A, polipeptid 1;
3BHSD - 3B-hidroksisteroid-dehidrogenaza/A5-4-izomeraza; CYP17A1 - 17-a-hidroksilaza/17,20-liaza; 17HSD -
17B-hidroksisteroid-dehidrogenaza; CYP19A1- aromataza. Napravljeno u https: //www.biorender.com/.

Luteinizacija ¢elija folikula dovodi do promene u glavnom produktu endokrine aktivnosti
ovarijuma, i u Zutim telima dominantno sintetisan polni hormon je progesteron. To podrazumeva
i promenu u ekspresiji gena u transformisanim luteinskim ¢elijama, Sto utice pre svega na njihovu
sposobnost da odgovore na stimulaciju hormonima. Ovde je bitno napomenuti da kod pacova,
vaznu ulogu u regulaciji endokrine funkcije ovarijuma ima i prolaktin, koji deluje na odrzavanje
Zutog tela (Levine, 2015). Nakon luteinizacije, dolazi do promena u ekspresiji receptora za LH, FSH
i prolaktin. Preovulatorni talas LH dovodi do ,utiSavanja“ ekspresije FSHR, i ovaj receptor se ne
eksprimira u ¢elijama Zutog tela. LHR se nakon talasa LH prvo aktivira, a zatim dolazi do njegove
kratkotrajne desenzitizacije, nakon ¢ega se njegova ekspresija povecava i ostaje konstantno visoka
u Zutim telima. Ekspresija receptora za prolaktin je konstantno povecana u Zutom telu, i to
verovatno takode pod uticajem talasa LH. Budu¢i da LH i prolaktin pozitivno reguliSu ekspresiju
svih proteina i enzima neophodnih za transport i konverziju holesterola, luteinske Celije Zutog tela
imaju sposobnost sinteze velikih koli¢ina progesterona (Stocco i sar., 2007).

Pored ovoga, u regulaciji steroidogeneze u ovarijumima, kao i u LC, u¢estvuju i drugi faktori.
To su razliciti faktori rasta, citokini, insulin, kao i inhibini i aktivini. Ovi molekuli mogu delovati
endokrino, autokrino ili parakrino, i na razlicite na¢ine ucestvuju u LHR- i FSHR-posredovanoj
regulaciji steroidogeneze u ovarijumima (Wood i Strauss, 2002).

1.3.4.3.1. Estrusni ciklus Zenki pacova

Cikli¢na sekrecija hormona ovarijuma dovodi do ciklicnih promena na nivou svih steroid-
zavisnih organa Zenki (epitela vagine, uterusa, mlecnih Zlezda) koje se nazivaju estrusni ciklus kod
pacova i ostalih sisara osim primata kod kojih se te promene zajednicki nazivaju menstrualni
ciklus.

Kod pacova, ove cikli¢cne promene se spontano deSavaju tokom reproduktivnog Zivota Zenke,
na svakih 4-5 dana, Sto ih ¢ini nesezonskim, spontano ovuliraju¢im, poliestrusnim Zivotinjama
(Levine, 2015). Za razliku od ¢oveka, promene na nivou epitela vagine su kod pacova veoma
izraZene i nazivaju se ciklus vagine. Na osnovu prisustva, gustine i zastupljenosti ¢elija u uzorku
vaginalnog brisa, jednostavno se moZe utvrditi faza estrusnog ciklusa (Corai sar., 2015).

Estrusni ciklus pacova obuhvata sledeée 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 ciklusa uocavaju se zive, krupne,
okruglaste epitelne Celije sa centralno postavljenim jedrom(Cora i sar., 2015). Proestrus kod
pacova traje oko 14 sati i moZe se poistovetiti sa fazom razvoja folikula menstrualnog ciklusa kod
Zena (Ajayi i Akhigbe, 2020). Na nivou ovarijuma tokom ove faze estrusnog ciklusa dolazi do
finalnog sazrevanja tercijarnih u preovulatorne folikule. Somatske celije preovulatornih folikula
sintetiSu sve vece koliCine estradiola. Nivo estradiola dostiZe maksimalnu koncentraciju oko
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podneva na dan proestrusa i tada dejstvo ovog hormona na hipotalamus iz negativne prelazi u
modalitet pozitivne povratne sprege, izazivajuc¢i preovulatorni talas GnRH koji dovodi do talasa
LH, ali i FSH, Sto se deSava u kasno popodne na dan proestrusa. U to vreme registruje se i porast
progesterona u ovarijumima. Nivo estradiola pocinje da opada popodne na dan proestrusa (Levine,
2015). U parenhimu ovarijuma se tokom proestrusa mogu uociti Zuta tela iz prethodnog ciklusa,
koja pocinju da propadaju (prisustvo citopazmati¢nih vakuola i proliferacija fibroznog tkiva)
(Westwood, 2008).

1.3.4.3.1.2. Estrus

U vaginalnom brisu pacova u ovoj fazi estrusnog ciklusa uocava se veliki broj poliedarnih,
kornifikovanih ¢elija nepravilnog oblika, bez uocljivog jedra (Cora i sar., 2015). Kod pacova ova
faza traje izmedu 24 i 48h (Ajayi i Akhigbe, 2020). Preovulatorni talas LH dovodi do pucanja
folikula i ovulacije; u jutarnjim ¢asovima estrusa nivo estradiola je najniZi i ostaje na niskom nivou
do kraja ciklusa, dok koncentracija progesterona takode opada do bazalnih vrednosti. Nakon
preovulatornog talasa, nivo LH u cirkulaciji se takode smanjuje tokom estrusa, i pulsevi LH se
proreduju (Levine, 2015). Tokom estrusa kod pacova dolazi do jo$ jednog porasta nivoa FSH, za
razliku od primata kod kojih je nakon ovulacije inhibirana sekrecija ovog gonadotropina (Plant,
2012). Drugi talas FSH kljucan je za regrutaciju novog pula tercijarnih folikula za sledeci estrusni
ciklus (Chaffin i Vandevoort, 2013; Coss, 2018). Tokom estrusa, u parenhimu ovarijuma uocavaju
se tek nastala, mala, Zuta tela, sa ¢elijama koje imaju bazofilnu citoplazmu. Kod nekih se vide i
ostaci centralne Supljine koja je zaostala iz folikula. Takode, uo¢avaju se i Zuta tela iz prethodnog
ciklusa koja su u regresiji (Westwood, 2008).

1.3.4.3.1.3. Diestrus |

Na nivou epitela vagine tokom diestrusa [ uocavaju se Zive epitelne celije sa jedrom,
kornifikovane celije i leukociti (Cora i sar., 2015). Diestrus I kod pacova traje izmedu 6 i 8h.
Sekrecija LH i FSH u ovoj fazi je na bazalnom nivou. Tokom diestrusa I, kod pacova se registruje jos
jedan porast progesterona u ovarijumima, koji potice iz novonastalih Zutih tela. Novi pul folikula
regrutovanih za sledeci ciklus pocinje da sintetiSe sve vece koli¢ine estradiola, i postepeno
povecanje koncentracije ovog hormona u cirkulaciji registruje se od kasnog diestrusa I i kroz
diestrus II (Levine, 2015). Zuta tela u diestrusu I jo§ mogu imati centralnu $upljinu i nemaju
naznake fibroznog tkiva (Westwood, 2008).

1.3.4.3.1.4. Diestrus 11

Na nivou epitela vagine, tokom faze diestrusa Il dominiraju leukociti, mada se mogu nacii zive
epitelne ¢elije i mali broj kornifikovanih ¢elija (Coraisar., 2015). Diestrus Il je najduZza faza ciklusa,
i traje izmedu 48 i 72 h. Ova faza odgovara lutealnoj fazi kod Zena (Ajayi i Akhigbe, 2020). U
diestrusu II, sekrecija LH i FSH je na bazalnom nivou. Kao $to je gore navedeno, koncentracija
estradiola u cirkulaciji pocinje da raste u diestrusu I i nastavlja da se povecava tokom diestrusa Il
da bi se maksimalne koncentracije dostigle u proestrusu. Porast nivoa progesterona koji se javlja
u diestrusu I registruje se i rano u diestrusu II ali zatim koncentracija ovog hormona u cirkulaciji
opada, i ostaje na niskom nivou sve do proestrusa. Do smanjenja u koncentraciji progesterona
dolazi jer Zuto telo pacova vrlo brzo podleZe funkcionalnoj luteolizi (Levine, 2015). U parenhimu
ovarijuma u diestrusu II prisutna su velika Zuta tela, sa finom vakuolacijom Ccelija. U regionu
centralne Supljine pocinje 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 specifi¢nosti u prevalenciji i toku MS

Multipla skleroza se dva puta ceSce dijagnostikuje kod Zena nego kod muskaraca, a u nekim
regionima sveta taj odnos je ¢ak 4 : 1 (Walton i sar., 2020). Veca prevalencija kod Zena je, osim u
patologiji MS, uocena i za druge autoimunske bolesti, poput sistemskog eritemskog lupusa,
reumatoidnog artritisa, Sjogrenovog sindroma i HasSimotovog tiroiditisa (Libert i sar., 2010). Za
ovaj fenomen je verovatno delom odgovorna i ¢injenica da Zene pokazuju jaci ¢elijski i humoralni
imunski odgovor u odnosu na muskarce (Butterworth i sar., 1967; Voskuhl, 2011; Whitacre i sar.,
1999).

Osim u prevalenciji, polne razlike postoje i u toku i simptomima MS. Prema tipovima lezija
detektovanih magnetnom rezonancom, pokazano je da kod Zena dominira inflamatorni, a kod
muskaraca neurodegenerativni fenotip bolesti (Gilli i sar., 2020; Pozzilli i sar., 2003). Takode, Zene
pokazuju ceSce relapse i raniju pojavu simptoma MS, dok muskarci imaju vecu predispoziciju za
teZe oblike bolesti, Sto se ogleda u ve¢em riziku za ispoljavanje PPMS, ve¢em stepenu oStecenja
tkiva CNS-a i izraZenijim kognitivnim disfunkcijama (Bove i Chitnis, 2013; Chitnis, 2018; Magyari
i Koch-Henriksen, 2022; Ysrraelit i Correale, 2019). U slu¢aju RRMS, progresija bolesti je brza,
odnosno prelazak u SPMS je raniji kod muskaraca u odnosu na Zene (Collongues i sar., 2018;
Confavreux i sar., 2003). Osim toga, muskarci se teZe oporavljaju od relapsa bolesti (Chitnis, 2018;
Malik i sar., 2014).

Faktori koji doprinose ovakvim razlikama izmedu polova u patologiji MS jesu polni hormoni
ili geni locirani na polnim hromozomima, pri ¢emu njihova uloga ne mora biti medusobno
iskljuciva (Spence i Voskuhl, 2012).

1.4.2. Polni hormoni i MS
1.4.2.1. Uticaj nivoa polnih hormona na patologiju MS

[spitivanje polnih hormona kao faktora koji uticu na patologiju MS ima uporiste u ¢injenici da
se promena odnosa u prevalenciji bolesti kod Zena i musSkaraca moZe korelirati sa periodima
izrazitih fizioloskih fluktuacija Zenskih polnih hormona. Tako, odnos izmedu devojcica i decaka
koji oboljevaju od MS u periodu pre puberteta priblizno je 1 : 1, dok je nakon ulaska u pubertet
prevalencija znacajno veca kod jedinki Zenskog pola (Bove i Chitnis, 2013; Chitnis, 2018). Osim
toga, pokazano je da je kod devojcCica ranija menarha povezana sa povecanim rizikom i sa ranijim
ispoljavanjem simptoma MS (Ahn i sar., 2015; Bove, 2016; Ramagopalan i sar., 2009; Sloka i sar.,
2006).

[zrazito povecéanje koncentracije estrona, estradiola, estriola i progesterona tokom trudnoce
smatra se znacajnim za patologiju MS, bududi da su protektivni efekti gestacije pokazani u velikom
broju studija (McCombe, 2018). Recimo, kod trudnih pacijentkinja sa MS registrovan je znacajno
manji broj relapsa (Langer-Gould i sar., 2020), narocito u tre¢em trimestru (Confavreux i sar.,
1998). Protektivno dejstvo trudnoce kod pacijentkinja sa MS pokazano je i dugoro¢no (Runmarker
i Andersen, 1995). Tako, Zene koje su imale barem jednu trudnoc¢u kasnije dostiZu odredeni nivo
invaliditeta (Verdru i sar., 1994), Sto je joS izraZenije u slucaju dve ili viSe trudno¢a (Masera i sar.,
2015), narocito kod pacijentkinja sa RRMS (D'Hooghe M i sar., 2012). VaZno je istaci da je paritet,
a ne graviditet, faktor koji se dovodi u vezu sa protektivnim efektima u MS (Ysrraelit i Correale,
2019), Sto ukazuje na znacaj hormonskih promena u tre¢em trimestru gestacije. Znacajno povecan
broj relapsa u odnosu na godinu pre trudnoce registrovan je tokom tri meseca postpartum
(Confavreux i sar., 1998), mada noviji podaci ne ukazuju na razlike u ucestalosti relapsa tokom ova
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dva perioda (Langer-Gould i sar., 2020). Ipak, mora se naglasiti da je ve¢ina Zena u ovoj studiji
dojila, a dojenje je povezano sa smanjenim rizikom od relapsa u postpartum periodu (Langer-Gould
isar., 2017).

Kod pacijenata kod kojih se prvi simptomi MS javljaju nakon 50. godine Zivota, kada dolazi do
smanjenja koncentracije polnih hormona u sistemskoj cirkulaciji Zena, dakle tokom menopauze,
razlika u prevalenciji MS izmedu polova se smanjuje, $to je joS izraZenije 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 pacijentkinja sa MS (Bove i sar., 2021). U prilog
tome idu i podaci da su niske koncentracije anti-Milerovog hormona, markera ovarijalnih rezervi
koji se smanjuje tokom perimenopauze(La Marca i Volpe, 2006), povezani sa ve¢im stepenom
gubitka sive mase i invaliditeta kod Zena sa MS, nezavisno od starosti pacijentkinja (Graves i sar.,,
2018).

Mada se uloga hormonskih fluktuacija u patologiji MS vezuje za Zenske polne hormone, neke
studije podrZavaju hipotezu da smanjene koncentracije androgenih hormona u razli¢itim
periodima Zivota muskaraca, nose povecan rizik za oboljevanje od MS (Chitnis, 2018). Na primer,
iako nije utvrdena korelacija izmedu hormonskih promena u pubertetu i povecanog rizika za
nastanak MS kod decaka (Ramagopalan i sar., 2009), raniji ulazak u pubertet kod decaka povezan
je sa ranijim ispoljavanjem simptoma MS (Chitnis, 2013). Zapravo, uloga testosterona u riziku za
nastanak MS proteZe se sve do prenatalnog perioda - odnos izmedu androgena i estrogena u ovom
periodu nizi je kod pacijenata sa MS (Bove i sar., 2015).

Simptomi MS se kod muskaraca pojavljuju kasnije nego kod Zena, obi¢no izmedu 30. i 40.
godine Zivota, kada nivo testosterona pocinje postepeno da opada (Voskuhl, 2011), implicirajuci
da fizioloSko smanjenje koncentracije testosterona doprinosi razvoju MS (Ysrraelit i Correale,
2021). Vec od 25. godine Zivota koncentracija testosterona u krvi pocinje da se smanjuje, Sto bi se
moglo oznaciti kao andropauza (Ysrraelit i Correale, 2021), medutim, za razliku od menopauze
koja je jasnije definisana, pre svega u pogledu hormonskih promena, andropauza podrazumeva
suptilnije i sporije procese, pa je njen uticaj na razvoj MS kod muskaraca jos nedovoljno jasan.

1.4.2.2. Uticaj MS na nivo polnih hormona

Literaturni podaci ukazuju da je i sam razvoj MS povezan sa promenima u koncentraciji polnih
hormona u cirkulaciji.

Znacajno smanjenje koncentracije estradiola kod pacijentkinja sa MS registrovano je u
lutealnoj, ali ne i u folikularnoj fazi (Tomassini i sar., 2005), dok drugi istrazivaci nisu detektovali
promene koncentracije ovog hormona ni u jednoj od pomenutih faza ciklusa (Kempe i sar., 2018).
Suprotno tome, druge istrazivacke grupe nisu uocile promene u koncentraciji estradiola u lutealnoj
fazi, ve¢ smanjenje koncentracije ovog hormona u fazi ovulacije kod pacijentkinja sa MS
(Foroughipour i sar., 2012; Guven Yorgun i Ozakbas, 2019). Takode, sniZene koncentracije
estradiola su u korelaciji sa ve¢com ucestalos¢u relapsa kod pacijentkinja sa MS (Sepulveda i sar.,
2016).

Kod pacijentkinja sa MS, nisu uocene razlike u koncentraciji progesterona u poredenju sa
zdravim Zenama (Foroughipour i sar., 2012; Guven Yorgun i Ozakbas, 2019; Kempe i sar., 2018;
Tomassini i sar., 2005). Sa druge strane, kod muskaraca sa MS, koncentracija progesterona
znacajno je povecana (Caruso i sar., 2014).

Odnos izmedu koncentracije progesterona i estradiola takode moze biti povezan sa aktivnoScu
bolesti kod pacijentkinja sa MS. Medutim, u literaturi se nailazi na slucajeve koji su u medusobnoj
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suprotnosti: visok estradiol uz nizak progesteron je povezan sa ve¢com aktivno$¢u MS (Bansil i sar.,
1999), ali je veca aktivnost bolesti korelirana i sa ve¢im nivoima progesterona u odnosu na
estradiol u lutealnoj fazi ciklusa pacijentkinja sa MS (Pozzilli i sar., 1999).

Neki literaturni podaci ukazuju da se koncentracija testosterona kod pacijenata sa MS ne
menja (Tomassini i sar., 2005; Wei i Lightman, 1997). Medutim, u viSe istraZivanja pokazano je da
je koncentracija testosterona u cirkulaciji znac¢ajno smanjena (D'Amico i sar., 2020; Foster i sar.,
2003; Safarinejad, 2008), Sto je u korelaciji i sa ve¢im stepenom invaliditeta kod muskaraca sa MS
(Bove i sar., 2014). Vazno je istaci da su u nekoliko studija u kojima je izmeren nizak testosteron
kod pacijenata sa MS, nivoi LH bili ili u normalnom opsegu ili takode smanjeni (Bove i sar., 2014;
Foster i sar., 2003; Safarinejad, 2008). Takode, niZi nivoi testosterona u odnosu na fizioloske
izmereni su i kod Zena 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 prevalenciji, toku i simptomima MS dolazi u periodima
fizioloskih fluktuacija cirkuliSu¢ih koncentracija polnih hormona, ispitivani su efekti egzogene
primene polnih hormona i njihovih derivata na patologiju ove bolesti.

Visoke doze estriola kod pacijentkinja sa MS dovode do smanjenja IFN-y u nestimulisanim
monocitima izolovanim iz krvi (Sicotte i sar., 2002). Smanjenje nivoa proinflamatornihih i
povecanje nivoa antiinflamatornih citokina nakon primene estriola je potvrdeno i na stimulisanim
monocitima (Soldanisar., 2003). Ovi rezultati su korelirani i sa smanjenjem veli¢ine lezija uocenim
na magnetnoj rezonanci. Efekti estriola u ovim studijama bili su izraZeniji kod pacijentkinja sa
RRMS, u odnosu na SPMS (Sicotte i sar., 2002; Soldan i sar., 2003). Kod Zena sa RRMS, estriol dovodi
do smanjene ucestalosti relapsa i poboljSanja kognitivnih funkcija (Voskuhl i sar., 2016), Sto je
potvrdeno i kroz smanjenje atrofije u sivoj masi (MacKenzie-Graham i sar., 2018). Primena etinil-
estradiola kroz oralne kontraceptive, pokazala je pozitivne, dozno-zavisne, efekte kod
pacijentkinja sa MS u pogledu smanjenja veli¢ine aktivnih inflamatornih lezija i poboljSanja
kognitivnih funkcija (De Giglio i sar., 2017; Pozzilli i sar., 2015).

Primena derivata progesterona kod pacijenata sa MS pokuSana je, u kombinaciji sa
estradiolom, u cilju sprecavanja relapsa tokom postpartum perioda, ali je ova studija obustavljena
zbog nedovoljnog odziva pacijentkinja (Vukusic i sar., 2009).

Svakodnevna primena gela sa 100 mg testosterona tokom godinu dana kod 10 pacijenata sa
RRMS dovela je do poboljsanja kognitivnih sposobnosti i znaCajnog smanjenja stepena atrofije
mozga, iako nije uofena promena u broju i veli¢ini inflamatornih lezija (Sicotte i sar., 2007).
Pacijenti iz iste studije praceni su i Sest meseci nakon prestanka terapije, i na magnetnoj rezonanci
je uoceno da je stepen gubitka sive mase posle terapije testosteronom bio znacajno smanjen u
odnosu na pocetak studije (Kurth i sar., 2014). Testosteron primenjen na isti nac¢in doveo je do
smanjenja broja CD4* T-limfocita, a uvecanja populacije NK c¢elija, kao i smanjenja nivoa
proinflamatornog citokina IL-2 i povecanja nivoa razlicitih faktora rasta u monocitima izolovanim
iz krvi (Gold i sar., 2008). Primena testosterona i njegovih derivata kao terapeutika za MS je i dalje
aktuelna - klinicka studija u kojoj se ispituju neuroprotektivni i remijelinizujuci efekti testosteron-
undekanoata kod pacijenata sa RRMS jo$ regrutuje ispitanike(Metzger-Peter i sar., 2020;
NCT03910738).
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1.4.3. Polne specificnosti u incidenciji i toku EAE-a

Veca incidencija kod Zenki je pokazana i u brojnim Zivotinjskim modelima autoimunskih
bolesti, ukljucujuci i EAE. Polne specifi¢nosti u incidenciji EAE-a kod miSeva karakteristi¢ne su za
soj. Nakon aktivne indukcije EAE-a, kod Zenki SJL i NZW sojeva miSeva utvrdena je znacajno veca
incidencija u odnosu na muZzjake, dok kod B10.PL, PL/J i C57BL6 sojeva nisu uocene razlike izmedu
polova (Papenfuss i sar., 2004). Pasivno indukovan EAE u misevima SJL/] soja je intenzivniji
ukoliko su antigen-specificne celije poreklom iz prethodno imunizovanih Zenki, u odnosu na
muZjake (Bebo, Schuster, i sar., 1998; Bebo i sar., 1999), a u ovom slucaju i izbor antigena moze
uticati na razlike izmedu polova (Massilamany i sar., 2011). Pacovi DA soja imaju vecu incidenciju
EAE-a kod Zenki (Nacka-Aleksi¢ i sar., 2015; Stoji¢-Vukani¢ i sar., 2018).

U modelu EAE-a su, osim u incidenciji, uoCene i polne razlike u progresiji i manifestaciji bolesti
- kod miSeva dobijenih nakon ukrstanja dva soja razlicite osetljivosti na indukciju EAE-a, kod Zenki
je simptomatska faza trajala duzZe , sa ve¢om kumulativnom teZinom bolesti, dok je kod muZjaka
registrovana veca maksimalna ocena na vrhuncu EAE-a i veéi stepen gubitka telesne mase
(Fillmore i sar., 2004). Zanimljivo, uocen je veci stepen demijelinizacije u KM kod Zenki miSeva u
odnosu na muZjake, mada nisu utvrdene razlike u klini¢ckoj manifestaciji bolesti (Wiedrick i sar.,,
2021). Zenke Luis soja pacova podloZnije su relapsima, dok se muZjaci 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 vaZnost polnih hormona za patogenezu EAE-a, pre svega, ukazuju razlike u progresiji ove
bolesti uo¢ene kod Zivotinja razli¢itog gonadalnog statusa. Na primer, kod kastriranih muZjaka
SJL/] miSeva utvrdena je pojava relapsa za razliku od laZzno operisanih muZjaka, koji pokazuju
monofazni tok bolesti, kako u slu¢aju aktivno indukovanog EAE-a (Bebo, Zelinka-Vincent, i sar.,
1998), tako i u pasivnom modelu ove bolesti (Palaszynski, Loo, i sar., 2004). Suprotno tome, kod
miSeva C57BL/6 soja miSeva nije registrovana razlika izmedu kastriranih i laZno operisanih
muZjaka, Sto bi moglo znaciti da je uticaj gonadalnog statusa na tok EAE-a takode specifi¢an za soj
(Palaszynski, Loo, i sar., 2004). Ovaj fenomen je pokazan i kod Zenki - ovarijektomija je kod miseva
B10.RIII soja dovela do ranije pojave simptoma (Jansson i sar., 1994), dok je kod hibrida SJL/] x
B10.S soja povezana sa krac¢im trajanjem bolesti i ve¢im klinickim skorom (Fillmore i sar., 2004).
Uloga gonadalnog statusa u progresiji EAE-a takode zavisi od soja i kod pacova: kod kastriranih
muzjaka Luis pacova nisu utvrdene promene u pogledu incidencije i simptoma EAE-a (Trooster i
sar., 1996), dok je kod Vistar soja kastracija dovela do duZeg trajanja bolesti (Maccid i sar., 2005).

Kao i u MS, fizioloSke fluktuacije u koncentracijama polnih hormona imaju ulogu u razvoju
EAE-a. Pocetak puberteta nosi ve(i rizik i za nastanak EAE-a kod glodara - registrovana je znacajno
manja incidencija bolesti kod Zenki miSeva koje su ovarijektomijom sprecene da udu u pubertet
(Ahn i sar., 2015). Analogno najizrazenijim protektivnim efektima u tre¢em trimestru trudnoce
kod Zena sa MS, kod Zenki miSeva sa EAE-om znacajno je smanjen broj relapsa u drugoj polovini
gestacije, dok je u postpartum periodu aktivnost bolesti ponovo povecana (Langer-Gould i sar.,
2002). Dodatno, nakon imunizacije ve¢ skotnih Zenki miSeva tokom druge/trece nedelje gestacije
dolazi do smanjenja incidencije EAE-a, manjeg broja relapsa i kasnije pojave simptoma, dok je
imunizacija u postpartum periodu povezana sa pogorSanjem relapsa (Langer-Gould i sar., 2002;
McClain i sar., 2007). Kod pacova, imunizacija ¢ak i tokom rane faze gestacije rezultuje smanjenom
kumulativnom teZinom bolesti i maksimalnom ocenom simptoma (Harness i McCombe, 2001),
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odnosno odlaganjem pojave simptoma EAE-a ili ¢ak njihovim potpunim odsustvom (Keith, 1978a).
Medutim, u jednoj od studija, znacajnije poboljSanje klinickih parametara EAE-a uoceno je prilikom
imunizacije u trecoj nedelji, u odnosu na prve dve nedelje gestacije (Mertin i Rumjanek, 1985).
Prilikom imunizacije skotnih Zenki, neki od mehanizama zastite od EAE-a predstavljaju smanjenje
proliferacije imunskih celija (Gatson i sar., 2011; Langer-Gould i sar., 2002) kao i povecanje
produkcije antiinflamatornih, a smanjenje produkcije proinflamatornih citokina (McClain i sar.,
2007). Osim toga, vezivanjem progesterona za glukokortikoidni receptor na T-limfocitima, njihova
diferencijacija se usmerava prema fenotipu regulatornih T-Celija, $to bi takode moglo doprinositi
protektivnom dejstvu gestacije (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
kori$¢eni polni hormoni. Na primer, pretretman estradiolom dovodi do smanjenja incidencije EAE-
a, kasnije pojave simptoma i manje ukupne tezine bolesti kod miSeva oba pola, a adoptivni transfer
encefalitogenih T-limfocita izolovanih iz ovako pretretiranih donora znacajno je manje uspesan u
izazivanju EAE-a (Bebo i sar., 2001). Sli¢no, primena etinil estradiola odlaZe pocetak EAE-a i
smanjuje teZinu simptoma, uz smanjenje infiltracije imunskih ¢elija u tkivo CNS-a (Subramanian i
sar., 2003). Pokazani protektivni efekti estradiola i njegovih derivata verovatno su ostvareni kroz
smanjenje nivoa proinflamatornih citokina karakteristicnih za Th1 limfocite, ali bez povecéanja
nivoa antiinflamatornih citokina (Ito i sar., 2001; Matejuk i sar., 2001). Zanimljivo je da se ovo
imunomodulatorno dejstvo estradiola u EAE-u najverovatnije odvija preko ERa (Polanczyk i sar.,
2003; Tiwari-Woodruff i sar., 2007), dok su oba estrogenska receptora ukljucena u
neuroprotektivne efekte estrogena (Tiwari-Woodruff i sar., 2007).

Pretretman estriolom ublazava simptome EAE-a i/ili dovodi do njihove kasnije pojave kod
muZjaka miSeva razlicitih sojeva (Bebo i sar., 2001; Palaszynski, Liu, i sar., 2004). Kod Zenki miSeva
C57BL/6 soja, pretretman estriolom ¢ak u potpunosti obustavlja razvoj bolesti (Palaszynski, Liu, i
sar., 2004). Prema podacima iz literature, prethodni gonadalni status Zenki ne utice bitno na efekte
estriola, poSto i na ovarijektomisanim Zenkama ovaj tretman dovodi do odlaganja pojave
simptoma za ¢ak 25 dana (Jansson i sar., 1994), kao i do znacajno blazih simptoma i gotovo
potpunog odsustva demijelinizacionih i inflamatornih lezija (Kim i sar., 1999).

Protektivni efekti progesterona uoceni u EAE-u mogli bi biti posledica smanjenja nivoa
proinflamatornih citokina (Giatti i sar., 2012; Yates i sar., 2010). Medutim, protektivno dejstvo
ovog hormona se ogleda i u sprecavanju oStecenja aksona (Garay i sar., 2009), kao i kroz direktno
delovanje na oligodendrocite i pospeSivanje remijelinizacije (El-Etr i sar. 2015; Ibanez i sar.,
2004). Pretretman progesteronom dovodi do poboljSanja klinickih parametara EAE-a, uz
smanjenje stepena infiltracije imunskih celija i demijelinizacije u KM Zenki miSeva (Garay i sar.,
2007), a joS izraZenije poboljSanje utvrdeno je u ispitivanju delovanja kombinacije progesterona i
estradiola (Garay i sar., 2010). Suprotno, tretman progesteronom na ovarijektomisanim Zenkama
pacova doveo je do povecanja infiltracije imunskih ¢elija u KM (Hoffman i sar., 2001), Sto ukazuje
na to da je za efekte progesterona u EAE modelu vaZan i gonadalni status Zenki.

Tretmani androgenim hormonima u animalnim modelima MS imaju imunomodulatorne,
neuroprotektivne i promijelinizujuce efekte (Collongues i sar., 2018). Imunomodulatorno dejstvo
androgena ostvareno je kroz smanjenje produkcije proinflamatornih i povecanje produkcije
antiinflamatornih citokina u ¢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 encefalitogeni
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T-limfociti tretirani androgenima upotrebe za pasivnu indukciju EAE-a, dovode do slabije bolesti
(Bebo i sar., 1999). Oralna primena testosterona kod muzjaka pacova Vistar soja, dovodi do
smanjene incidencije EAE-a, a kod kastriranih Zivotinja smanjuje negativne efekte kastracije na
trajanje simptoma (Maccié i sar., 2005). Osim efekta na produkciju citokina, tretman DHT-om
smanjuje i ekspresiju markera neuroinflamacije u KM, ublaZavaju¢i simptome bolesti, Sto je
pokazano na modelu hroni¢nog EAE-a kod DA pacova (Giatti i sar., 2015). Pored ovoga, pokazano
je da tretman ovim hormonom dovodi do poboljsanja sinapticke transmisije i ocuvanja
funkcionalnosti hipokampusa kod miSeva sa EAE-om (Ziehn i sar., 2012). U kuprizonskom modelu
demijelinizacije pokazano je da testosteron i estradiol imaju promijelinizujuce efekte, ali ne i DHT,
Sto bi moglo da znaci da testosteron u ovom slucaju deluje preko ER, nakon konverzije u estradiol
(Patel i sar., 2013). Medutim, utvrdeno je i da se na mestu demijelinizacione lezije u KM,
uzrokovane lizolecitinom kod miSeva, testosteron vezuje za AR eksprimiran na astrocitima,
aktivira ih i regrutuje oligodendrocite, dovodeé¢i do remijelinizacije (Bielecki i sar., 2016).
Funkcionalan AR u Zuljevitom telu je neophodan da bi se ostvarilo promijelinizujuée 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 koncentracij progesterona ustanovljena je u akutnom (Giatti i sar., 2010) i
hronicnom modelu EAE-a Zenki pacova (Caruso i sar., 2010), dok je koncentracija estradiola
nepromenjena kod Zenki miSeva sa pasivno indukovanim EAE-om (Foster i sar., 2003).

Znacajno smanjena koncentracija testosterona izmerena je kod pacova tokom simptomatske
faze EAE-a, nakon aktivne indukcije bolesti (Maccié i sar., 2004), kao i kod miSeva nakon pasivne
indukcije EAE-a (Foster i sar., 2003). Foster i saradnici (2003) su takode uocili da je, za razliku od
pacijenata sa MS, kod miSeva sa smanjenim nivoom testosterona tokom EAE-a, nivo LH poviSen.

Razli¢ite promene u dinamici estrusnog ciklusa registrovane su u modelima MS na miSevima i
pacovima (Jaini i sar., 2015; Rahn i sar., 2014; Taylor i sar., 2010). NaSa prethodna istraZivanja
pokazala su da kod Zenki DA pacova dolazi do zastoja u estrusnom ciklusu, kao i do smanjenja
ekspresije Kiss1 u preoptickoj oblasti i u posteriornom hipotalamusu tokom simptomatske faze
bolesti (MiloSevi¢, 2016).

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

Imajuci u vidu da se patologija MS odlikuje brojnim polnim specificnostima, te da se uloga HPG
ose u tim polnim razlikama moZe detaljno sagledati jedino koriS¢enjem animalnih modela, opSti
cilj ove teze je ispitivanje promena koje se deSavaju na nivou hipotalamusa, hipofize i gonada
tokom razvoja EAE-a kod muzjaka i Zenki DA pacova. Ovaj opsti cilj bi¢e postignut kroz realizaciju
sledecih specifi¢nih ciljeva:

1.

Ispitati profil genske ekspresije glavnih medijatora inflamacije i neuropeptida koji
ucestvuju u regulaciji HPG ose u tkivu hipotalamusa u razli¢itim fazama bolesti.

Utvrditi status gonadotropa hipofize, utvrdivanjem vremenskog profila ekspresije gena
specificnih za gonadotrope i koncentracije LH u serumu.

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

Utvrditi dinamiku estrusnog ciklusa Zenki pacova kao i status gonada kroz analizu tkiva
ovarijuma i testisa tokom razvoja bolesti, kao i analize ekspresije gena i nivoa proteina

komponenata steroidogene masinerije.

[spitati funkionalnost pojedina¢nih komponenata HPG ose na vrhuncu bolesti, primenom
adekvatnih tretmana in vivo.
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Il  Materijal i metode

3. 1. Materijal
3.1.1. Hemikalije

Tabela 3.1. Lista hemikalija sa proizvodacima

Naziv

Proizvodac

Dulbekov modifikovani Iglov medijum (engl. Dulbecco’s
modified Eagle medium, DMEM), UltraPure voda (upH20)

Gibco, ThermoFisher
Scientific, SAD

Koktel inhibitora proteaza i fosfataza

BCA komplet za odredivanje koncentracije proteina,
MemCode™ Reversible Protein Stain komplet za bojenje
proteina

Pierce, ThermoFisher
Scientific, SAD

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

ThermoFisher Scientific, SAD

SYBR zeleno smesa (Power SYBR™ Green PCR Master Mix),
Tagman smesa (TagMan™ Universal PCR Master Mix), TRIzol

Invitrogen, ThermoFisher
Scientific, SAD

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

Applied Biosystems, SAD

Komplet za izolaciju iRNK (RNeasy MiniSpin)

Qiagen, Nemacka

albumin iz seruma goveceta (engl. bovine serum albumin, BSA),
paraformaldehid (PFA), DPX medijum za pokrivanje,

etilen diamin-tetrasiréetna kiselina (engl. ethylenediamine
tetraacetic acid, EDTA), etilen glikol-tetrasir¢etna kiselina
(engl. ethyleneglycol tetraacetic acid, EGTA),

Mowiol, Tris, Triton X-100, Glicerol, Glicin
Akrilamid/bisakrilamid 29:1; NaCl, KCl, NazHPO4, NaH2PO4,
NaOH, dietilpirokarbonat (engl. diethylpirocarbonate, DEPC),
natrijum dodecil-sulfat (engl. sodium-dodecylsulphate, SDS),
B-merkaptoetanol, Tween-20, NP-40, amonijum-persulfat
(APS), tetrametiletilen-diamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, SAD

2x Lemli pufer, 4x Lemli pufer

BioRad Laboratories, SAD

Etanol, hloroform , metanol, 30% H202, 37% HCI

Zorka, Srbija

Izopropanol

J.T. Baker, SAD

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

Cayman Chemical Company,
SAD
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ELISA komplet za odredivanje koncentracije kortikosterona

(kat. br. ADI-900-097) Enzo Biochem, SAD

ELISA komplet za odredivanje koncentracije LH Endocrine Technologies, SAD
Polivinilidenfluorid (PVDF) membrana Millipore, Nemacka
3,3'-diaminobenzidin tetrahidrohlorid (DAB) Vector Laboratories, SAD

Tabela 3.2. Sastav rastvora i pufera

Rastvori/Puferi Sastav
0.2 M NaH:P04

0.2 M Na2HPO4

Fiziolo$Kki rastvor sa fosfatnim puferom | 8.7 g NaCl

(engl. phosphate buffered saline, PBS) 50 ml 0.2 M fosfatnog pufera
pH 7.4 do 1000 ml dH20

40 g PFA

500 ml dH20

500 ml 0.2 M fosfatnog pufera
(1 M NaOH)

50 mM Tris-HCI

150 mM NacCl

1% NP 40

RIPA pufer pH 7.4 0.1% SDS

10 mM EDTA

10 mM EGTA

0.5% Triton X-100

Gel za koncentovanje

4% akrilamid/bisakrilamid (29:1)
0.5 M Tris-HCl pH 6.8

10% SDS

10% APS

1% TEMED

Fosfatni pufer 0.2 M pH 7.4

4% PFApH 7.4

Gelovi za elektroforezu o
Gel za razdvajanje

10% ili 12% akrilamid/bisakrilamid (29:1)
1.5 M Tris pH 8.8

10% SDS

10% APS

1% TEMED

192 mM glicin
Pufer za elektoroforezu 25 mM Tris

0.1% SDS
Pufer za transfer proteina 20% metanol
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192 mM glicin
25 mM Tris

TBST pufer

150 mM Nac(l
0.5% Tween

50 mM Tris-HCl pH 7.5

Citratni pufer pH 6.0

2,57 g natrijum-citrat-dihidrat
0,26 g monohidrat limunske kiseline
do 1000 ml dH20

DEPC tretirana voda

autoklavirano

1 ml 0.1% DEPCu 1000 ml dH20

Rastvor moviola

9.6 g moviola
24 ml glicerola

Tabela 3.3. Prajmeri kori$¢eni za qPCR

Gen Sekvenca NM Broj an?;liii{l:)ana
et ¢ ACATCTGCTGGAMGOTGGAC | ZMMLO3LI%43 | 120
Cds8 | s AnGoATGGCAGANGAGTGGe | ZMML00L031638L | 90
opier | UTICCTSASSOMSE | s | 1w
OP17a1 | GatccoacanGaGeeTTIGA | ZMMO1Z7SiZ | 200
P19 | Geerercrocatacataere | ZMMOUZ052 | 93
|| CHATGCATACT | iy |
oo | TMCTCCTOMGATISIAS | g pomns |
Hsd17b3 S e >NM 054007.1 116
HSII/Z | | creeTTeTAMCATTGTCACCTTGGCeT | ZMML00I007719 | 161
o | TN |z | 7
s  GGCAACTGGCTGGAAGTCTC | ZMM0125892 | 86
g | SRS | s | s
Scarb1 f GCTTCTGGTGCCCATCATTTAC >NM 031541.1 162
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=13928729

r AGCTTGGCTTCTTGCAGTACC
f AGACTGGCAGTGGTTTGCTT
Sppl r TGTAATGCGCCTTCTCCTCT =NM 012881.2 o7
f AGCAAGGAGAGGAAGCTATGC
Star r GGCACCACCTTACTTAGCACT >NM 031558.3 112
f CCCCCATTACTCTGACCCCT
nf r CCCAGAGCCACAATTCCCTT >NM_012675.3 88
. f TTCTCTGGCACGTCTTGACC
vim r TCATACTGCTGGCGGACATC =NM 0311401 109
f - sense prajmer, r - antisense prajmer
Tabela 3.4. Tagman probe koris¢ene za qPCR
Gen Identifikacioni broj
Actb Rn00667869_m1
Cga Rn01440184_m1
Fshb Rn01484594_m1
Gapdh Rn01462661_g1
Gnrhl 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 proizvodacima
Antitelo Poreklo i tip Proizvodac i kataloski broj Metosi at
razblaZenje
kuni¢, 1:1000
3B3-HSD oklon prof. I. Mejsona ..
P poliklonsko P P ) WB (testisi)
mis, 1:500
3B-HSD Santa Cruz, sc-515120 .
P monoklonsko WB (jajnici)
mis, 1:100
CD68 (ED1) monoklonsko Abcam, ab31630 IHC
kunic, _
CYP11A1 cunie ProteinTech, 13363-1-AP 1:2000
poliklonsko WB
kuni¢, ] 1:500
CYP17A1 ) ProteinTech, 14447-1-AP
poliklonsko IF
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kunié, ) . 1:200
StAR . Cell Signalling, D10H12
poliklonsko [HC
kunié, 1:500
StAR oklon prof. D. Stokoa ..
poliklonsko P P WB (testisi)
kunic¢, 1:500
StAR oklon prof. V. Selvaraja .
poliklonsko P P ) WB (jajnici)
. mis, . 1:5000
-aktin Sigma, A5316
P monoklonsko & WB
pI‘Ot-iV [gG misa, magarac, 1:5000
konjugovano sa ] Santa Cruz, sc-2314
HRP poliklonsko WB
protiv IgG kunica, magarac, 1:5000
konjugovano sa ] Santa Cruz, sc-2313
HRP poliklonsko WB
protiv IgG kunica, koza,
konjugovano sa ] Santa Cruz, sc-2004 IHC 1:200
HRP poliklonsko
protiv IgG kunica, magarac,
konjugovano sa ) Invitrogen, A-31572 [HC 1:400
AlexaFluor™ 555 poliklonsko

[HC - imunohistohemijsko obelezavanje, IF - imunofluorescentno obelezavanje, WB - vestern blot

3.1.2. Zivotinje

Ogledi su izvedeni na Zivotinjama muskog i Zenskog pola, DA soja pacova (soja ukrstanog u
srodstvu, RRID:RGD_21409748). Zivotinje su uzgajane u Odgajalitu eksperimentalnih Zivotinja
Instituta za bioloska istrazivanja “SiniSa Stankovi¢”. Sva ispitivanja odobrena su od strane Eticke
komisije za zaStitu dobrobiti eksperimentalnih Zivotinja Instituta za bioloska istrazivanja ,Sinisa
Stankovic¢“ i Uprave za veterinu, Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede republike
Srbije (br. dozvole 323-07-05970/2020-05 i 323-07-01374/2021-05). Starost Zzivotinja na
pocetku eksperimenta bila je izmedu 9 i 12 nedelja, a prosec¢na telesna masa ~200 g za muZjake i
~150 g za Zenke. Tokom eksperimenta, Zivotinje su ¢uvane po tri - pet u kavezu, na konstantnoj
temperaturi i vlaZznosti vazduha, sa slobodnim pristupom vodi i hrani i pod dvanaesto¢asovnim
svetlosnim rezimom (12 h svetlo / 12 h mrak).

3. 2. Metode
3.2.1. Indukcija i evaluacija EAE-a

Zivotinje su pred pocetak svakog eksperimenta nasumi¢no rasporedene u kaveze i podeljene
u dve grupe - kontrolne i imunizovane Zivotinje. Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis je
izazvan aktivhom imunizacijom - intradermalnom injekcijom 150 pl encefalitogene emulzije u
zadnju desnu Sapu. Encefalitogena emulzija napravljena je na sledeéi nacin: kicmena moZdina
izolovana iz zdravih DA pacova je macerirana i homogenizovana u PBS-u (1 g tkiva : 1 ml PBS-a).
Tako dobijena encefalitogena emulzija pomeSana je sa jednakom zapreminom CFA, koji je sadrzao
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1 mg/ml Mycobacterium tuberculosis. Tokom 28 dana nakon imunizacije, Zivotinjama je merena
telesna masa i posmatrani su simptomi bolesti. Simptomi EAE-a najceSce se ocenjuju pomocu skale
od 0 do 5, pri ¢emu ocena 0 oznacava potpuno odsustvo simptoma dok ocena 5 oznacava smrt
Zivotinje (Batoulis i sar., 2011; van der Star i sar., 2012). Prema tome, u opisanim eksperimentima
simptomi EAE-a su ocenjivani na sledeci nacin: 0 - bez promena, 1 - atonija repa, 2 - atonija repa i
slabost (pareza) zadnjih ekstremiteta, 3 - paraliza zadnjih ekstremiteta, 4 — ubrzano disanje, pojava
inkontinencije - moribundno stanje. Paralizovane Zivotinje su smeStane u kaveze niske forme, kako
bi se obezbedio laksi pristup vodi i hrani. Ocena 4 tokom dva dana je odredena kao humana krajnja
tacka, kada su Zivotinje liSene Zivota na human nacin.

Zivotinje su Zrtvovane u tri vremenske tacke tokom eksperimenta: pocetak (atonija, Ea),
vrhunac (paraliza, Ep) i kraj (Ek) EAE-a. Zdrave Zivotinje su cinile kontrolnu grupu (fizioloSka
kontrola, FK). Svaka grupa Zivotinja u svakom pojedina¢nom ogledu sadrzala je n = 5 jedinki.

Analizirani parametri toka EAE-a definisani su na slede¢i nacin:

* incidencija - aritmeticka sredina broja imunizovanih Zivotinja koje su razvile simptome
bolesti u odnosu na ukupan broj imunizovanih Zivotinja, iz pet ogleda na muZzjacima i
pet ogleda na Zenkama;

=  pocetak bolesti - aritmeticka sredina dana kada je registrovan prvi simptom bolesti
kod svake Zivotinje;

* trajanje simptoma - aritmeticka sredina broja dana tokom kojih je svaka Zivotinja
ocenjena ocenom vec¢om od 0;

* trajanje paralize - aritmeticka sredina broja dana tokom kojih je svaka Zivotinja
ocenjena ocenom 3 ili 4;

* maksimalna ocena bolesti - aritmeticka sredina maksimalne ocene koju je svaka
Zivotinja dobila tokom trajanja bolesti;

= ukupna tezZina bolesti - aritmeticka sredina zbira svih ocena koje je svaka Zivotinja
dobila tokom trajanja bolesti (povrsSina ispod krive toka bolesti).

3.2.2. Utvrdivanje faze estrusnog ciklusa

Zenkama pacova je tokom trajanja eksperimenta svakodnevno uziman vaginalni bris izmedu
9 hi 10 h. Vaginalni brisevi su uzorkovani neinvazivnom metodom - ispiranjem sterilnim PBS-om.
Preparati su posmatrani pod mikroskopom odmah nakon uzorkovanja (Marcondes i sar., 2002).
Za procenu faze estrusnog ciklusa na osnovu vaginalne citologije, koris¢en je svetlosni mikroskop
sa 10x uveéanjem. Zenke pacova praéene su oko dve nedelje pre imunizacije a zatim i tokom celog
trajanja eksperimenta. Zenke kod kojih je pre dana imunizacije registrovan anestrus isklju¢ene su
iz eksperimenta.

3.2.3. HormonsKki tretmani
3.2.3.1. Kispeptin

Da bi se proverilo da li GnRH neuroni i dalje mogu da oslobadaju GnRH u odgovoru na stimulus,
Zivotinje su tretirane C-terminalnim dekapeptidom kispeptina (kispeptin-10, Kp10). Muzjaci i
Zenke pacova iz FK i Ep grupa (n = 6/grupi) tretirani su bolus injekcijom Kp10 (20 nmol u
fizioloSkom rastvoru), intraperiotenalno. Nakon sat vremena, Zivotinje su Zrtvovane. I tretirane i
netretirane grupe Zivotinja (FK i Ep) Zrtvovane su istovremeno.
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3.2.3.2. Buserelin acetat

Sa ciljem da se proveri sposobnost gonadotropa da odgovore na stimulus slican GnRH i
oslobode gonadotropine, FKi Ep grupama Zivotinja oba pola (n = 6/grupi) dat je agonist receptora
za GnRH - buserelin acetat (BA). Svaka Zivotinja primila je bolus injekciju (4 pg soli BA u
fizioloSkom rastvoru), intraperitonealno. Zivotinje su Zrtvovane sat vremena nakon ovog
tretmana. [stovremeno su Zrtvovane i grupe netretiranih Zivotinja (FKi Ep).

3.2.3.3. Humani horionski gonadotropin

U drugom eksperimentu, radi procene funkcionalnosti gonada i njihove sposobnosti da
odgovore na adekvatan stimulus, Zivotinje 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). MuZjacima pacova na vrhuncu bolesti, kao i njihovim
kontrolnim parnjacima, hCG je injiciran u dve razlicite doze. U prvom slucaju pacovi su tretirani sa
10 IU hCG, supkutano. Ove Zivotinje su Zrtvovane 24 h nakon tretmana. U drugom slucaju, pacovi
su tretirani sa 100 IU hCG supkutano, i Zivotinje su Zrtvovane nakon 2 h. Opisane doze hCG-a u
datim vremenskim intervalima primenjene su zahvaljujuci ¢injenici da dovode do maksimalnog
oslobadanja testosterona kod adultnih pacova (Hodgson i de Kretser, 1982; Tremblay i Belanger,
1985).

3.2.4. Uzorkovanje krvi i tkiva

U svakom eksperimentu pacovi su Zrtvovani u tri vremenske tacke koje su prethodno
definisane simptomima EAE-a: Ea, Ep i Ek. Sve Zenke iz FK, Ea i Ek grupa su Zrtvovane u drugom
danu diestrusa (D2), osim ako nije drugadije naglaseno. Zenke Ep grupe su Zrtvovane u
produZenom diestrusu (Dn, n = 4).

Zivotinje su Zrtovane u CO2 komori, rastu¢om koncentracijom CO2. Punkcijom leve komore
srca izolovana je krv, a zatim su Zivotinje kardijalno perfundovane hladnim fizioloSkim rastvorom
i dekapitovane. Odmah posle dekapitacije, tkiva i organi od interesa su izolovani, izmereni i
pripremljeni za dalju manipulaciju.

Krv je ostavljena da koaguliSe 20 min na sobnoj temperaturi, a zatim je centrifugirana 10 min
na 3000 x g, radi izdvajanja seruma. Nakon centrifugiranja, supernatanti - serumi su prebaceni u
Ciste tubice, vorteksovani, alikvotirani i zamrznuti na -80 °C do upotrebe.

3.2.5. Izolacija intersticijalnih Celija testisa

Izolacija intersticijalnih celija testisa vrSena je po uzoru na prethodno opisane protokole
(Anakwe i sar., 1985; Andric i sar., 2007). Nakon perfuzije, po jedan ceo testis iz svake Zivotinje 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 sadrZzao 1,5 % BSA i 1,2 mg/ml kolagenaze (tip 1A,
poreklom iz bakterije Clostridium histolyticum) na ledu. Tako pripremljeni testisi stavljeni su u
oscilirajuc¢e vodeno kupatilo podeSeno na 34 °C i brzinu 120 rpm, na 15 min, kako bi se omogucilo
dejstvo kolagenaze, odnosno razlaganje vezivnog tkiva u testisu. Enzimska reakcija je zatim
prekinuta dodavanjem 10 ml hladnog DMEM-a, obogacenog sa 0,5 % BSA, u ¢elijsku suspenziju i
inkubacijom na ledu tokom 5 min. Uzorci su zatim profiltrirani kroz najlonsku mreZicu promera
pore 100 pm, kako bi se uklonile seminiferne tubule. Preostala Celijska suspenzija je centrifugirana
5 min na 150 x g, supernatant je odliven, a talog je resuspendovan u 0,5 % BSA u DMEM-u. Nakon
jos$ jedne serije centrifugiranja, finalni talog koji je sadrzao intersticijalne Celije resuspendovan je
u 2 ml DMEM-a sa 0,1 % BSA. Celije su obojene tripan plavim i izbrojane na hemocitometru, nakon
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Cega je 35 x 106 ¢elija iz svakog testisa odvojeno za izolaciju iRNK i zamrznnuto na -80 °C, dok je
ostatak Celija sakupljen i spojen u okviru svake grupe (n = 5) radi izolacije proteina.

3.2.6. Izolacija RNK

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

Izolacija ukupne RNK iz intersticijalnih ¢elija i hipofize vrSena je pomoc¢u RNeasy MiniSpin
kompleta za izolaciju RNK, prema uputstvu proizvodaca. Ovaj komplet namenjen je izolaciji RNK
duZine preko 200 nukleotida, Sto znaci da se sa velikom pouzdano$¢éu moze tvrditi da je izolovana
RNK tipa iRNK. Uzorci su najpre homogenizovani u 350 pl pufera za liziranje koji sadrzi guanidin-
tiocijanat, a zatim su tako dobijeni homogenati naneti u kolonu za uklanjanje genomske DNK i
centrifugirani 1 min na 13000 x g, na 22 °C. Ovi uslovi centrifugiranja koriS¢eni su tokom celog
protokola izolacije. Kolone sa izdvojenom genomskom DNK su odbacene, a eluati u kojima se
nalazila RNK su zatim pomesani sa 350 pl 70% etanola u ultra-precis¢enoj vodi, bez DNaza i RNaza
(upH20). Primenom etanola u vodenom rastvoru stvaraju se adekvatni uslovi za vezivanje RNK za
membranu kolone za izolaciju RNK. MeSanje faza vrSeno je laganim povlacenjem pipete nekoliko
puta. Uzorci su zatim preneti u kolone za izdvajanje RNK i centrifugirani. Nakon centrifugiranja,
eluati su odbaceni, a na kolone sa izdvojenom RNK sipano je 350 ul pufera sa 80% etanola i kolone
su opet podvrgnute centrifugiranju. Posle odbacivanja eluata, u kolone je sipano 500 pl pufera za
ispiranje i uzorci su ponovo centrifugirani. Ovaj ciklus je ponovljen jo$ jednom, posle ¢ega su
prazne kolone centrifugirane tokom 2 min, radi suSenja. Na kraju, direktno na membranu kolone
sipano je 40 pl upH20 i RNK je jo$ jednim ciklusom centrifugiranja eluirana sa kolona i zamrznuta
na -80 °C.

RNK iz tkiva hipotalamusa, ovarijuma i testisa izolovana je TRIzol metodom. TRIzol™ je
komercijalno dostupan reagens koji sadrzi guanidin-izotiocijanat i fenol. Do izolacije, tkivo je
cuvano u RNAlater® rastvoru na -80 °C. Nakon odmrzavanja, tkivo je izmereno, stavljeno u tubice
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™. Tubice su snazno vorteksovane tokom 15 s, dok
smesa nije postala potpuno homogena, a zatim su uzorci centrifugirani 15 min na 4 °Ci 12000 x g.
Nakon centrifugiranja, razdvajaju se tri faze: gornja, bezbojna, vodena faza, koja sadrzi RNK; gusta
medufaza bele boje; i donja, crvena, organska faza, koja sadrzi DNK i proteine. Vodena faza sa RNK
je paZzljivo prebacena u nove tubice, i dodat joj je izopropanol (0,5 ml na 1 ml TRIzola™). Posle
snaznog vorteksovanja, uzorci su zamrznuti na -80 °C preko no¢i. Drugog dana izolacije, uzorci su
odmrznuti i centrifugirani 10 min na 4 °C pri 12000 x g. Na ovaj nacin, RNK se izdvaja u vidu belog
taloga na dnu tubice. Supernatanti su odbaceni, 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 tubice. Uzorci su
ponovo centrifugirani, 15 min na 7500 x g, na 4 °C; supernatanti su odbaceni a tubice su ostavljene
otvorene 5 min, da bi se talozi sa RNK dodatno osusili. Zatim je RNK rastvorena u upH20 (50-100
ul po uzorku, zavisno od polazne mase tkiva). Uzorci su rastvarani na ledu, laganim provla¢enjem
kroz pipetu sve dok se RNK nije potpuno rastvorila i zatim zamrznuti na -80 °C.

3.2.7. Reverzna transkripcija

Komplementarna DNK (cDNK), potrebna za analizu ekspresije gena, dobija se od iRNK
procesom reverzne transkripcije. Pred reakciju reverzne transkripcije, uzorci su odmrznuti na
ledu i vorteksovani a zatim je odredena koncentracija RNK svakog uzorka. Odredivanje
koncentracije RNK vrSeno je na Nanophotometer N60 spektrofotometru (IMPLEN, Nemacka),
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merenjem apsorbancije uzorka pri interakciji sa svetlosnim snopom talasne duZine 260 nm (Aze0).
Kao blank koriS¢ena je upH20 u kojoj su uzorci rastvoreni. Kvalitet RNK, odnosno stepen
kontaminacije uzorka drugim organskim i makromolekulima, odredivan je putem odnosa
apsorbancija merenim na talasnim duzinama 260 i 280 nm (Aze0/A280), i talasnim duzinama 260 i
230 nm (Az60/A230).

Za reverznu transkripciju koriS¢ena je zapremina uzorka koja je sadrzala 1 pg RNK. Reakcija
reverzne transkripcije izvodena je u ukupnoj zapremini od 20 pl, od ¢ega je 10 pl ¢inio uzorak RNK
razblaZen odgovaraju¢om zapreminom upH20, a 10 pl je Cinila reakciona smesSa sledeceg sastava:
0,8 ul smeSe 25x dezoksiribonukleotida (ANTP, 100 mM), 1 ul enzima MultiScribe™ reverzna
transkriptaza, 2 pl pufera za reverznu transkripciju, 2 pl nasumicnih prajmera, 4,2 pl upH20. Svi
sastojci reakcione smese, osim upH:z0, dobijeni su u kompletu za reverznu transkripciju. Reakciona
smesa je podvrgnuta sledeé¢im temperaturnim uslovima: elongacija prajmera na 25 °C tokom 10
min, polimerizacija cDNK na 37 °C tokom 2 h, prekidanje aktivnosti reverzne transkriptaze
podizanjem temperature na 85 °C tokom 5 min. Dobijeni uzorci cDNK razblaZeni su 10x sa upH20
i zamrznuti na -20 °C.

3.2.8. Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu

Ekspresija gena odredena je lancanom reakcijom polimeraze u realnom vremenu (engl. real-
time quantitative polymerase chain reaction, qPCR). Ova metoda zasniva se na merenju
fluorescentnog signala koji potice od fluorofore vezane za DNK sekvencu od interesa koja se
amplifikuje. Zavisno od mehanizma delovanja fluorescentnog obeleZivaca, razlikuje se nekoliko
metodoloskih pristupa qPCR-u. U ovim eksperimentima, koriS¢ene su SYBR®Green i Tagman
tehnologija. Za specificno umnoZavanje DNK sekvence od interesa, koriste se parovi prajmera, u
slucaju SYBR®green tehnologije, ili parovi prajmera i obeleZena oligonukleotidna proba, u slucaju
Tagman tehnologije. Prajmeri i probe koriS¢eni u ovim eksperimentima dati su u Tabelama 3.3 i
3.4. Kao matrica za amplifikaciju gena od interesa koriS¢ena je prethodno sintetisana cDNK.

Metoda qPCR vrSena je na aparatu QuantStudio™ 3 Real-time PCR System (Applied Biosystems,
SAD) u sterilnim plo¢ama sa 96 bunaric¢a. Zapremina reakcione smese u svakom bunaricu bila je
10 pl, a ¢inilo ju je, u slu¢aju SYBR®Green metode: 5 pl Power SYBR®Green master smese, 0,5 pl
forward (za sense, 5’ — 3’ lanac DNK) prajmera, 0,5 pl reverse (za antisense, 3’ — 5’ lanac DNK)
prajmera, 2 pul upH20 i 2 pl uzorka cDNK; a u slu¢aju Tagman metode: 5 pl Tagman master smese,
0,5 ul probe, 2,5 pl upH20 i 2 pl uzorka cDNK. Ploca je izlagana slede¢im temperaturnim uslovima:
inicijalna inkubacija 2 min na 50 °C, aktivacija Taq polimeraze (,hot start”) 10 min na 95 °C, a zatim
40 ciklusa od kojih je svaki obuhvatao sledece korake: 15 s na 95 °C radi denaturacije dvolancane
DNK, 1 min na 60 °C, kada se deSava vezivanje prajmera/probe za matricu, elongacija DNK lanca i
ocitavanje fluorescentnog signala. Za metodologiju koja koristi fluorescentnu boju SYBR®Green,
nakon kompletiranih 40 ciklusa, uraden je finalni korak radi analize krive topljenja, koji su cinile
inkubacije od 15 s na 95 °C a zatim 1 min na 60 °C. Analiza krive topljenja omogucava proveru
kvaliteta qPCR reakcije i postojanje potencijalnih prajmer-dimera. Ukoliko je kriva topljenja imala
dva ili viSe pikova, takvi prajmeri su izbaceni iz dalje upotrebe i dizajnirani su novi.

Analiza zavrSene gPCR reakcije radena je u QuantStudio™ Design and Analysis softveru
(Applied Biosystems, SAD). Za kvantifikaciju ekspresije gena od interesa koriS¢ena je 2-ACt metoda.
Ct predstavlja ciklus (C) u kojem kolic¢ina detektovane fluorescence produkta qPCR reakcije prelazi
zadati prag (engl. treshold, t). Ova vrednost je obrnuto proporcionalna koli¢ini amplifikovane
sekvence. ACt predstavlja razliku izmedu Ct vrednosti gena od interesa i Ct vrednosti gena koji
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predstavlja internu kontrolu (ACt = Ctgi - Ctik ). Kao interne kontrole koriS¢eni su geni eksprimirani
nezavisno od fizioloSkih i patofizioloSkih uslova, gliceraldehid-3 fosfat dehidrogenaza (Gapdh),
enzim koji ucestvuje u glikolizi, i $-aktin (Actb), komponenta citoskeleta. Jedna od ove dve kontrole
odabrana je zavisno od stabilnosti njene ekspresije u svakom analiziranom tkivu. Metoda qPCR
radena je u tehnickom duplikatu za svaki uzorak, iz n =2 2 eksperimenta, sa n 2 5 Zivotinja po grupi
u svakom eksperimentu, a rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije gena
od interesa za svaku grupu Zivotinja * standardna greska (engl. standard error of mean, SEM).

3.2.9. Izolacija proteina

Ukupan sadrZaj proteina iz tkiva ili izolovanih intersticijalnih ¢elija izolovan je pomo¢u RIPA
pufera (Tabela 3.2). U svakoj grupi (FK, Ea, Ep, Ek), pojedinacni uzorci (n = 5 Zivotinja 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 vecoj zapremini u odnosu na ukupnu masu tkiva za svaku grupu.
Uzorci su potom sonifikovani u dve serije po 5 s, sa 5 s pauze izmedu serija, i centrifugirani tokom
30 min, na 4 °C, pri brzini od 14000 x g. Nakon centrifugiranja, u supernatantu se nalaze proteini,
dok se u talogu nalaze Celijski ostaci. Supernatanti su pazljivo preneti u Ciste tubice, vorteksovani,
alikvotirani i zamrznuti na -80 °C.

3.2.10. Merenje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u uzorcima merena je pomoc¢u komercijalno dostupnog Micro BCA
Protein Assay kompleta (Tabela 3.1). Princip ove kolorimetrijske metode pociva na promeni boje
rastvora od zelene ka ljubicastoj, u zavisnosti od prisustva i koli¢ine proteina u rastvoru. U visoko
baznoj sredini i na poviSenoj temperaturi (37 °C), peptidne veze u proteinima redukuju Cu?* do
Cu*, koji zatim sa dva molekula bicinhoninske kiseline (engl. bicinchoninic acid, BCA) formira
kompleks ljubicaste boje. Ova metoda radena je u plo¢ama sa 96 bunarica, a u svaki bunari¢ sipano
je 125 pl trokomponentne boje dostupne u kompletu i 125 pl uzorka (razblazenog 125x), odnosno
125 pl serijskog razblaZenja BSA. Serijska razblaZenja BSA poznate koncentracije sluZila su za
formiranje standardne krive, na osnovu koje je izracunata koncentracija proteina u bunaricu.
Nakon inkubacije na 37 °C tokom 2 h, apsorbancija je merena na Synergy H1 spektrofotometru
(Agilent, SAD), na talasnoj duZini od 562 nm.

3.2.11. Elektroforetsko razdvajanje proteina i vestern blot

Kvantifikacija proteina od interesa u razli¢itim tkivima pacova sa EAE-om vrSena je vestern
blot (engl. western blot) metodom. Ovoj metodi prethodi elektorforetsko razdvajanje negativno
naelektrisanih proteina na osnovu veli¢ine, odnosno molekulske mase. Nakon toga, vestern blot
podrazumeva prenos proteina na membranu, inkubaciju membrane sa antitelom specifi¢nim za
ciljni protein i hemiluminiscentnu vizuelizaciju vezanog antitela.

Uzorci proteina svedeni su na jednake koncentracije i pomesani sa Lemli puferom (Tabela 3.1)
za nalivanje, sa 3% [-merkaptoetanola. Koncentracije proteina u uzorku i Zeljene koli¢ine za
nalivanje u bunarice, odredile su da li je koriS¢en 2x ili 4x Lemli pufer. Uzorci sa Lemli puferom su
denaturisani na temperaturi od 95 °C tokom 5 min i na taj nacin adekvatno pripremljeni za naredni
korak razdvajanja elektroforezom na poliakrilamidnom gelu sa SDS-om. U zavisnosti od
molekulske teZine proteina od interesa, pravljeni su gelovi za razdvajanje razli¢ite koncentracije
poliakrilamida (10 ili 12 %), dok je gel za koncentrovanje uvek imao 4% poliakrilamida. Sastav
gelova prikazan je u Tabeli 3.2. Komercijalno dostupna smeSa obojenih proteina poznate
molekulske mase (Page Ruler, Tabela 3.1) je nalivena na svaki gel kao kontrola veli¢ine razdvojenih
proteina. Elektroforeza se odvijala u puferu za elektroforezu (Tabela 3.2), na konstantnom naponu
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(80 V u fazi koncentrovanja uzoraka i 120 V u fazi razdvajanja proteina) i na sobnoj temperaturi.
Nakon toga, proteini su preneti na PVDF membranu, veli¢ine pora 0,45 um, prethodno aktiviranu
inkubacijom u sledecoj seriji hemikalija: metanol 20 s, voda 2 min, pufer za transfer najmanje 30
min. Transfer proteina na PVDF membranu dogadao se u komori za vlazni transfer pod
konstantnim naponom (100 V) tokom 1 h, u ohladenom puferu za transfer (Tabela 3.2).

Posle zavrSenog prenosa proteina, za analizu odredenih proteina, membrane su obojene
pomoc¢u MemCode™ Reversible Protein Stain kompleta za vizuelizaciju ukupnih proteina (Tabela
3.1), prema uputstvu proizvodaca. Nakon slikanja i ispiranja membrana u ddH20, prevencija
nespecificnih interakcija proteina sa antitelom izvrSena je inkubacijom membrana u 5 %
razblaZenju BSA u TBST puferu (Tabela 3.2) ili 5 % razblaZenju mleka (Blotto, Tabela 3.1) u TBST-
u. Blokiranje nespecifi¢nih interakcija odvijalo se na sobnoj temperaturi tokom 1h, nakon cega je
membrana inkubirana sa primarnim antitelom (Tabela 3.5), preko no¢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 zahvaljuju¢i principu
hemiluminiscencije - svojstvu luminola da, u prisustvu vodonik peroksida, biva oksidovan od
strane HRP i da u tom, ekscitovanom, stanju emituje fotone svetlosti. Membrane su inkubirane sa
rastvorom luminola (Tabela 3.2) sa 0,009 % H202 i slikane pomoc¢u iBright CL1500 Imaging System
aparata za vizuelizaciju membrana (Thermo Fisher Scientific, SAD).

Kvantifikacija ciljnih proteina vrSena je merenjem opticke gustine (engl. optical density, OD)
vizualizovanih traka, koriS¢enjem Image] softvera. Za svaki uzorak, pored proteina od interesa,
kvantifikovana je i OD interne kontrole - 3-aktina ili totalnih proteina, obojenih i vizuelizovanih
pre koraka blokiranja. Bojenje totalnih proteina kori$¢eno je u slucaju kada je protein od interesa
bio iste ili veoma slicne molekulske mase kao [-aktin, te je bilo nemoguce pravilno uraditi
kvantifikaciju. Relativna OD za svaki uzorak kvantifikovana je kao koli¢nik OD proteina od interesa
i OD interne kontrole. Tako dobijene relativne OD normalizovane su prema FK grupi Zivotinja, koja
je prikazana kao 100% * SEM, dok su relativne OD ostalih grupa prikazane kao povecanje 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 muzjaka, po jedan ceo ovarijum
odvojen od ovidukta iz svake Zenke, kao i po jedna dekapsulirana nadbubrezna Zlezda iz pacova
oba pola, trenutno su zamrznuti u tecnom azotu i sacuvani na -80 °C do ekstrakcije ukupnih
steroida. Nakon odmrzavanja, tkivo je izmereno, stavljeno u PBS (mtiva : Vees = 1 : 5) i
homogenizovano, a zatim sonifikovano tokom 5 s. Radi potpunog razbijanja Celijskih organela,
homogenati tkiva su podvrgnuti zamrzavanju i odmrzavanju u tri serije. Zamrzavanje je vrSeno u
te¢nom azotu. Nakon tre¢eg odmrzavanja, homogenat je prenet u staklene epruvete i dodato mu je
Cetiri puta viSe etra u odnosu na zapreminu homogenata. Nakon vorteksovanja, epruvete su
potopljene u te¢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 Ciste epruvete. Ostatak
homogenata je ostavljen da se odmrzne pa mu je ponovo dodat etar (Vhomogenata : Vetra=1: 3) i ova
procedura 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.

41



3.2.13. Enzimski imunotest

Enzimski imunotest (engl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) jeste rutinski
upotrebljavana metoda za kvantifikaciju hormona u serumu ili izolatima tkiva. Princip ELISA
metode zasniva se na interakciji antigen-antitelo, izmedu povrsine bunari¢a na mikrotitarskoj
plo¢i, koja je obloZena antitelom, i uzorka (najceS¢e seruma) koji sadrzi specifican antigen od
interesa. Kompleks antigen-antitelo predstavlja supstrat za enzim, tako da se formira obojeni
proizvod enzimske reakcije koji se moze kolorimetrijski detektovati i kvantifikovati na osnovu
standardne krive.

Ova metoda je korisS¢ena za merenje koncentracija hormona u serumu pacova sa EAE-om, kao
i u rastvorima steroida esktrahovanih iz gonada i nadbubreznih Zlezda. Merene su koncentracije
LH, testosterona, estradiola, progesterona i kortikosterona. Za ove ELISA eseje koriS¢eni su
komercijalno dostupni kompleti za ELISA metodu, nabavljeni od nekoliko proizvodaca (Tabela
3.1), i njihova uputstva su detaljno prac¢ena. Svi kompleti sadrzali su mikrotitarske ploce sa 96
bunarica koji su ve¢ obloZeni antitelom specifi¢nim za ciljni antigen. Nakon optimizacije metode,
uzorci Kp10-, BA- i hCG-tretiranih Zivotinja, kao i uzorci rastvora steroida izolovanih iz tkiva,
adekvatno su razblaZeni. Kvantifikacija koli¢ine hormona u uzorcima vrSena je na osnovu
standardne krive, pustane u duplikatu na svakoj ploci. Rezultati su predstavljeni kao koli¢ina
hormona (u ng) po ml seruma, dok je za steroide izolovane iz tkiva koli¢ina hormona preracunata
prema masi tkiva. Na graficima je predstavljena srednja vrednost + SEM za svaku grupu Zivotinja
(n = 5 Zivotinja po grupi), iz barem dva nezavisna EAE eksperimenta.

3.2.14. Priprema tkiva za histoloska i imunohistohemijska bojenja

Posle perfuzije, iz svake Zivotinje izolovane su gonade i potopljene u Buenov rastvor radi
fiksiranja. Testisi su ostavljeni u kapsuli koja je probuSena 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 ¢ega su dehidratisani u seriji vodenih rastvora etanola rastuce
koncentracije (30% — 50% — 70%). Tkivo je zatim podvrgnuto slede¢im uslovima: najpre je
izvrSena finalna dehidratacija tkiva u 96% i 100 % etanolu, potom je alkohol zamenjen potapanjem
u ksilol, a zatim je tkivo ukalupljeno u parafin. Ovako pripremljeni uzorci gonada seceni su na
mikrotomu (Leica Microsystems, Nemacka) na preseke debljine 7 um, koji su potom montirani na
prethodno Zelatinizirana predmetna stakla.

3.2.15. Histoloska bojenja tkivnih preseka

Hematoksilin je boja koja se vezuje za negativno naelektrisane strukture u celiji, poput
hromatina, te u alkalnoj sredini boji jedra u plavo-ljubicastu boju. Eozin je boja koja se uz
hematoksilin rutinski koristi, buduéi da boji strukture u citoplazmi u roze boju.

PloCice sa presecima testisa i ovarijuma deparafinisane su i rehidratisane u ksilolu i seriji
rastvora etanola opadajuce koncentracije (100% — 96% — 70%). Zatim su potopljene u rastvor
hematoksilina na 3 min i isprane ¢esmenskom vodom. PloCice sa presecima su zatim potopljene u
rastvor eozina na 2 min i isprane u ¢esmenskoj vodi. Nakon ispiranja, preseci testisa i ovarijuma
su dehidratisani u seriji etanola rastuée koncentracije (70% — 96% — 100%) i ksilolu, a zatim
pokriveni pomo¢u DPX medijuma za pokrivanje. Preparati su posmatrani pod svetlosnim
mikroskopom koji je povezan sa kamerom (DMRX 301-371.010, Leica Microsystems, Nemacka).

3.2.16. Morfometrijska analiza tkivnih preseka

Preseci ovarijuma obojeni su metodom hematoksilin/eozin. Mikrografije preseka udaljenih
350 pm kroz ceo ovarijum kori$¢ene su za analizu i brojanje velikih folikula i Zutih tela. Folikuli su
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klasifikovani prema metodi Pedersena i Petersa i brojani su folikuli tipa 5b i ve¢i (Pedersen i
Peters, 1968). Folikuli koji su sadrZali visSe od 5% C¢elija sa piknoti¢nim jedrima okarakterisani su
kao atretic¢ni. Folikuli bez oocite, sa velikom antralnom Supljinom, uveéanim slojem theca ¢elija i
tankim slojem granulosa Celija klasifikovani su kao cistic¢ni folikuli (Lara i sar., 2000).

Zuta tela Klasifikovana su kao Zuta tela iz poslednjeg zapocetog ciklusa, i Zuta tela sa
znakovima regresije, odnosno ona koja pripadaju prethodnim ciklusima (Sato i sar., 2014; Taketa,
2022). Kao Zuta tela u regresiji okarakterisana su Zuta tela sa znakovima vakuolacije u citoplazmi
luteinskih ¢éelija i fibroze. Zuta tela u kojima nije uo¢eno fibrozno tkivo i znaci nekroze
okarakterisana su kao Zuta tela iz poslednjeg zapocetog ciklusa. Brojana su samo velika Zuta tela,
precnika preko 800 pm. Analizirani su preseci ovarijuma iz n = 5 Zenki/grupi, iz FK i Ep grupa.

3.2.17. Imunohistohemijsko i imunofluorescentno obelezavanje tkivnih preseka

Nakon deparafinizacije i rehidratacije u ksilolu i seriji rastvora etanola opadajuce
koncentracije, ploCice sa presecima tkiva potopljene su na 5 min u PBS. Opciono, usledio je
povratak tkivne antigenosti izazvan visokom temperaturom - plocice su potopljene u posudu sa
citratnim puferom (Tabela 3.2) i kuvane u mikrotalasnoj pe¢nici 5 min. Nakon serije ispiranja u
PBS-u, 3 x 5 min, izvrSen je korak blokiranja aktivnosti endogene peroksidaze, koje se postize
potapanjem preseka u 0,3 % rastvor H202 u metanolu na 10 min na sobnoj temperaturi.
Permeabilizacija membrana izvrsena je inkubacijom preseka tokom 15 min u 0,1% Triton-X100
deterdZentu (Tabela 3.1) rastvorenom u PBS-u. Nakon ispiranja PBS-om, 3 x 5 min, izvrSen je korak
blokiranja nespecifi¢nih interakcija antigen-antitelo. Optimizacijom ove metode je utvrdeno 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 odgovaraju¢em razblaZenju u
PBS-u. Preseci su inkubirani sa primarnim antitelom preko no¢i, na 4 °C. Narednog dana, nakon
ispiranja u PBS-u 3 x 5 min, na preseke je naneto sekundarno antitelo, konjugovano sa HRP (Tabela
3.5), u odgovaraju¢em razblaZenju u PBS-u. Nakon inkubacije u trjanju od 2 h, i jo$ jedne serije
ispiranja u PBS-u, 3 x 5 min, na preseke je nanet rastvor DAB-a (Tabela 3.1). U prisustvu H202, DAB
predstavlja supstrat za enzim HRP, sa kojom je konjugovano sekundarno antitelo; nakon oksidacije
DAB-a delovanjem HRP nastaje obojeni proizvod koji se taloZi na mestu reakcije i moze se
vizuelizovati. Preseci su nakon 1 min inkubacije sa DAB-om ispirani u ¢esmenskoj vodi, a zatim
dehidratisani u seriji etanola rastuce koncentracije i ksilolu, pokriveni DPX medijumom i
posmatrani pod mikroskopom. Odredeni preseci testisa i ovarijuma su nakon
imunohistohemijskog obelezavanja potopljeni u hematoksilin na 3 s, a potom isprani ¢esmenskom
vodom, dehidratisani i pokriveni. Preseci su posmatrani pod svetlosnim mikroskopom koji je
povezan sa kamerom (DMRX 301-371.010, Leica Microsystems, Nemacka).

PloCice sa presecima jajnika su podrvgnute imunofluorescentnom obeleZavanju. Nakon
deparafinizacije i rehidratacije tkiva u ksilolu i rastvorima etanola, plocice su potopljene u PBS na
5 min. Nespecificne interakcije antigen-antitelo blokirane su u 5% BSA rastvorenom u PBS-u,
tokom 30 min, a zatim je naneto primarno antitelo (Tabela 3.5) u odgovaraju¢em razblaZenju u
PBS-u. Preseci su sa primarnim antitelom inkubirani preko no¢i, na 4 °C. Nakon ispiranja 3 x 5 min
u PBS-u, na preseke je naneto sekundarno antitelo konjugovano sa fluorescentnom bojom (Tabela
3.5), koje je inkubirano tokom 2 h na sobnoj temperaturi, u mraku. Posle joS$ jedne serije ispiranja
3 x 5 min u PBS-u, preseci su pokriveni pomocu rastvora moviola (Tabela 3.2). Mikrografije su
napravljene pomocu fluorescentnog mikroskopa Zeiss Axiovert (Zeiss, Nemacka).

Secenje, obrada i uklapanje mikrografija uradeno je u programu Photoshop CC (Adobe, SAD).
Prikazane su odabrane mikrografije iz svake grupe.
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3.2.18. Statisticka obrada podataka i prezentacija rezultata

Statisticka analiza vrSena je u programima SPSS 20 (IBM, SAD) i GraphPad Prism 8 (verzija
8.0.2, GraphPad Software, SAD). Najpre je uradena analiza normalne raspodele Kolmogorov-
Smirnovljevim testom i analiza homogenosti varijanse Lavinovim testom (engl. Levene’s test).
Buduéi da podaci nisu ispunjavali oba navedena uslova, za analizu razlika izmedu grupa
upotrebljavani su neparametrijski statisticki testovi - Kruskal-Volisov test (engl. Kruskal-Wallis),
pracen nekorigovanim Danovim testom (engl. uncorrected Dunn’s test), za analizu viSe grupa,
odnosno Man-Vitnijev test (engl. Mann-Whitney test) za analizu dveju grupa. Korelacija izmedu
varijabli, analizirana u pojedinim slucajevima, izraZena je Pirsonovim koeficijentom korelacije
(engl. Pearson correlation coefficient - r). Razlike su smatrane statisticki znacajnim ukoliko je p
vrednost bila manja od 0,05.

Graficki prikazi rezultata, odnosno razlika izmedu grupa, realizovani su u programu GraphPad
Prism 8 (GraphPad Software, SAD). Oznake nivoa statisticke znac¢ajnosti na graficima su sledece: *
p <0,05; ** p<0,01; *** p 0,001; **** p< 0,0001.
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IV Rezultati

4.1. Tok EAE-a kod muzjaka i Zenki pacova

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis kod DA pacova oba pola izazvan je aktivnom
imunizacijom, a simptomi bolesti su praceni tokom 30 dana nakon imunizacije (dni), prema
prethodno utvrdenoj skali (0-4).

U svim ogledima, kod pacova oba pola, uocen je EAE monofaznog toka prikazan na Slici 4.1a.
Prvi znaci bolesti, definisani atonijom repa, uoceni su 8. dni kod muzjaka, odnosno 7. dni kod Zenki
Vrhunac EAE-a registrovan je dva dana zaredom kod muZjaka - 14.1i 15. dni (prosecne ocene 2,50
+0,141 2,50 + 0,13), a kod Zenki 14. dni (prosec¢na ocena 2,58 + 0,13). Nakon oporavka od bolesti,
prestanak svih simptoma je zabeleZen 20,94 + 0,48 dni kod muzjaka, odnosno 20,15 + 0,98 dni kod
Zenki. Od 26. dni nisu zabeleZeni znaci bolesti ni kod jedne Zivotinje. Kraj ogleda je oznacen 30. dni
(Slika 4.1a).
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Slika 4.1. Tok EAE-a kod DA pacova oba pola. Imunizovane Zivotinje pracene su 30 dni, uz procenu simptoma bolesti
i merenje telesne mase. a, Tok EAE-a izraZen kroz prosecnu ocenu simptoma bolesti za svaki dni; b, Gubitak telesne
mase, predstavljen kao procentualna promena u odnosu na masu izmerenu na pocetku ogleda; Prikazani grafici su
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rezultat analize iz pet ogleda na muZzjacima i pet ogleda na Zenkama izvedenim u nasoj laboratoriji, sa ukupno n = 96
Zivotinja za muzjake i n = 84 zivotinje za Zenke.

Simptomatska faza EAE-a kod pacova oba pola bila je pra¢ena gubitkom telesne mase. Kod
muZjaka je najvece smanjenje telesne mase registrovano 17. dni (~15% gubitka u odnosu na masu
izmerenu na pocetku ogleda), dok je kod Zenki najizraZeniji gubitak telesne mase (~17%)
registrovan 15. dni (Slika 4.1b).

Iz pet ogleda na muzjacima i pet ogleda na Zenkama, 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 Zenki u odnosu na muzjake. ZabeleZena je znacajno veca prosecna maksimalna ocena bolesti
kod muzjaka nego kod Zenki. Bez obzira na to, ukupna teZina bolesti nije se znacajno razlikovala
izmedu muZzjaka i Zenki.

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

Muzjaci Zenke
Incidencija (%) 88,43 + 5,87 93,33+ 2,34
Pocetak 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 +0,07 297+0,10*
Ukupna teZzina 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 muzjake; Man-Vitnijev test.

4.2. Dinamika estrusnog ciklusa

Na osnovu prisustva i morfologije ¢elija u vaginalnom brisu, kod zdravih Zenki je tokom ogleda
uocen ciklus od 4 ili 5 (4,42 * 0,64) dana. Nakon imunizacije, sa pojavom simptoma bolesti, uocen
je zastoj u fazi diestrusa koji je trajao najmanje 5 a najviSe 12 dana. Na Slici 4.2 je prikazan procenat
Zenki u diestrusu za svaki dni, u okviru FKi Ek grupe iz reprezentativnog ogleda. Procenat Zivotinja
u fazi diestrusa u FK grupi bio je varijabilan, u skladu sa normalnom dinamikom estrusnog ciklusa,
dok se u Ek grupi uocava da je 100% Zzivotinja bilo u fazi diestrusa od 13. do 18. dni, Sto obuhvata
period vrhunca EAE-a. Prosecan zastoj u fazi diestrusa trajao je 7,73 + 0,38 dana (n = 27). Zastoj u
diestrusu koreliran je sa smanjenjem telesne mase tokom paralize (r = -0,486). Tokom
delimi¢ne/potpune atonije repa, ili nakon potpunog oporavka od bolesti, kod Zenki je ponovo
registrovan proestrus, u proseku 19,54 + 0,35 dni (n = 27). UoCena je i pozitivna korelacija izmedu
prosecnog 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 ciklus pracen je na osnovu prisustva i morfologije ¢elija u
vaginalnom brisu. Na slici je predstavljen procenat Zenki u diestrusu za svaki dni, u okviru FK grupe (puna linija,
trouglovi) i Ek grupe zZivotinja (isprekidana linija, krugovi). Prikazan je reprezentativni ogled, n = 6 Zivotinja/grupi.

4.3. Koncentracija LH u serumu

Koncentracija LH u serumu muzjaka i Zenki pacova predstavljen je na Slici 4.3. U serumu
muZjaka je izmerena znacajno smanjena koncentracija 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 izraZeno (0,48 * 0,08
ng/ml). U Ek grupi, koncentracija LH u serumu je i dalje bila znac¢ajno smanjena (1,68 + 0,38 ng/ml)
u odnosu na kontrolne Zivotinje. Medutim, u Ek grupi je zabeleZen i znacajan porast koncentracije
LH u odnosu na Ep grupu (Slika 4.3, levo). Kod Zenki, znacajno smanjenje koncentracije LH u
serumu u odnosu na kontrolne Zivotinje (2,08 + 0,23 ng/ml) izmereno je samo u Ep grupi (0,26 *
0,02 ng/ml), dok se koncentracija 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. Koncentracija LH u serumu pacova izmerena je metodom ELISA. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije LH (u ng/ml seruma) + SEM, iz dva eksperimenta, sa ukupno n = 9
zivotinja/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 pacova oba pola, prikazana je na
Slici 4.4. Kod muzjaka, nije uoCena promena ekspresije Kiss1 (Slika 4.4a, levo) dok je kod Zenki nivo
Kiss1 iRNK bio znacajno smanjen u svim eksperimentalnim grupama u poredenju sa FK grupom
(Slika 4.4a, desno). Medutim, u Ek grupi je registrovano povecanje ekspresije ovog gena u odnosu
na Ep grupu.

Nasuprot tome, kod muZjaka je zabeleZeno znacajno smanjenje ekspresije Gnrh1 u svim
grupama imunizovanih Zivotinja (Slika 4.4b, levo), dok kod Zenki 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 gqPCR u tkivu hipotalamusa. a, Kiss1; b, Gnrh1. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne
ekspresije gena od interesa (izracunate prema Gapdh) + SEM, za svaku grupu Zivotinja, sa n 2 6 Zivotinja/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 muZjaka ni Zenki
pacova. Rezultati su prikazani u Tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Ekspresija Pdyn i Tac3 u hipotalamusu pacova.

FK Ea Ep Ek
Muzjaci 2,72 0,25 2,46 + 0,22 3,42 0,21 2,55+0,21
Pdyn Zenke 3,27 £0,25 2,81 £0,22 3,26 +0,48 4,01 +0,36
Tac3 lj/luiiaci 1,30 £ 0,07 1,19+0,10 1,57 +0,12 1,24+ 0,08
Zenke 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 (izracunate prema Gapdh) + SEM
za svaku grupu Zivotinja, sa n = 6 Zivotinja/grupi.

4.5. Ekspresija markera inflamacije u hipotalamusu

Ekspresija gena koji kodiraju molekule ukljucene u patogenezu EAE-a predstavljena je na Slici
4.5. Kod pacova oba pola, itou Eai/ili Ep grupama, uoceno je povecanje genske ekspresije ispitanih
faktora. Povecanje ekspresije Gfap je bilo izraZenije u Ea grupi pacova oba pola (Slika 4.5a). S druge
strane, izraZenije povecanje ekspresije Vim, Cd68, Ccl2 i I11b zabeleZeno je u Ep grupama muzjaka
i Zenki (Slika 4.5b, 4.5c, 4.5d i 4.5e, redom). Povecéanje nivoa Spp1 iRNK bilo je izraZenije u Ea
grupama pacova (Slika 4.5f).
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Slika 4.5. Genska ekspresija faktora koji ucestvuju u patogenezi EAE-a u tkivu hipotalamusa. Hipotalamusi
pacova oba pola bili su predmet analize genske ekspresije, metodom qPCR. a, Gfap; b, Vim; ¢, Cd68; 4, Ccl2; e, I11b; f,
Spp1. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost relativne ekspresije gena od interesa (izracunate prema Gapdh) *
SEM za svaku grupu zivotinja (n 2 6 Zivotinja/grupi). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; Kruskal-
Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test.
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4.6. Genska ekspresija gonadotropinskih subjedinica i GnRHR

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

Kod muZjaka nije uocena promena ekspresije Lhb, dok je kod Zenki zabeleZen smanjen nivo
iRNK ovog gena u Ep grupi (Slika 4.6a). Ekspresija Fshb takode nije bila promenjena kod muzjaka,
dok je u adenohipofizi Zenki registrovan porast ekspresije ovog gena u Ea i Ep grupama, pri ¢emu
je to povecanje bilo izraZenije u Ea grupi (Slika 4.6b, levo). Nivo Cga iRNK je bio nepromenjen u
tkivu adenohipofize muzjaka, a kod Zenki je uo¢eno smanjenje ekspresije ovog gena, i to u Ep grupi
(Slika 4.6c, levo).

Ekspresija Gnrhr je bila smanjena u tkivu adenohipofize pacova oba pola - kod muZjaka, to
smanjenje je registrovano u Ep grupi, dok je kod Zenki zabeleZeno u Ea i Ep grupama (Slika 4.6d).
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Slika 4.6. Obrazac ekspresije gonadotropinskih subjedinica i Gnrhr u adenohipofizi. Genska ekspresija
gonadotropinskih subjedinica i GnRHR analizirana je u tkivu adenohipofize pacova, metodom qPCR. a, Lhb; b, Fshb; c,
Cga; d, Gnrhr. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije gena od interesa (izracunate prema
Gapdh) + SEM za svaku grupu Zzivotinja (n = 6 zivotinja/grupi). ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001; Kruskal-
Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test.

51



4.7. Koncentracija LH u serumu nakon tretmana Kispeptinom i agonistom
GnRHR

Na Slici 7 su predstavljeni rezultati merenja koncentracije LH u serumu pacova oba pola nakon
bolus tretmana Kp10 i BA.

Koncentracija LH u serumu muZjaka predstavljena je na Slici 4.7a. Kao Sto je prethodno
utvrdeno, zabeleZena je smanjena koncentracija LH u serumu pacova 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, koncentracija
LH nije se znacajno razlikovala izmedu FK (4,18 + 1,38 ng/ml) i Ep grupe (3,88 + 1,30 ng/ml; Slika
4.7a, sredina). Koncentracija LH u serumu Ep grupe je nakon tretmana BA i dalje bila znacajno
manja (143,00 * 20,28 ng/ml) u odnosu na FK grupu (232,60 * 27,71 ng/ml), iako je u obe grupe
registrovano viSestruko povecanje koncentracije LH nakon ovog tretmana u odnosu na
odgovarajuce netretirane grupe Zivotinja (Slika 4.7a, desno).

Rezultati analize koncentracije LH u serumu Zenki prikazani su na Slici 4.7b. Kod Zenki je
takode zabeleZena smanjena koncentracija LH u serumu u Ep grupi (1,49 + 0,61 ng/ml) u odnosu
na kontrolne Zivotinje (4,67 + 0,65 ng/ml; Slika 4.7b, levo). Nakon tretmana sa Kp10, nije izmerena
znacajna razlika izmedu 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 povecana koncentracija LH u serumu u obe eksperimentalne
grupe, u odnosu na odgovarajuce netretirane Zivotinje, pri ¢emu nije zabeleZena razlika izmedu FK
(254,30 £9,98 ng/ml) i Ep grupe (212,00 £ 16,76 ng/ml) BA-tretiranih Zenki (Slika 4.7b, desno).
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Slika 4.7. Koncentracija LH u serumu pacova nakon tretmana Kp10 i BA. Pacovi FK i Ep grupa tretirani su bolus
injekcijom kispeptina (Kp10, 20nmol, i.p.) ili buserelin acetata (BA, 4 pg, i.p.). Zivotinje su Zrtvovane 1h nakon
tretmana. Koncentracija LH u serumu izmerena je metodom ELISA. a, Muzjaci; b, Zenke. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost koncentracije LH u serumu (u ng/ml) * SEM, za n = 6 Zivotinja/grupi. ns p > 0,05; * p < 0,05; ** p <
0,01; Man-Vitnijev test.

4.8. Masa testisa, semenih vezikula i broj intersticijalnih celija

Masa testisa se nije znacajno razlikovala izmedu kontrolnih i imunizovanih Zivotinja (Slika
4.8a). Odnos izmedu mase testisa i telesne mase ukazuje na to da se gubitak telesne mase uocen
tokom simptomatske faze EAE-a nije odrazio na masu testisa: znacajno povecanje ovog odnosa u
poredenju sa kontrolnim vrednostima zabeleZeno je u Ep grupi (Slika 4.8b). Nije registrovana
razlika u masi semenih vezikula izmedu FK (752,5 + 27,7 mg) i Ep (713,9 * 36,8 mg) grupa pacova
(Slika 4.8c).
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Broj intersticijalnih ¢elija izolovanih iz testisa, predstavljen na Slici 4.8d, takode se nije se
znacajno razlikovao izmedu FK (127,2 = 15,8 miliona celija/Zivotinji) i Ep grupe (105,7 + 7,21
miliona ¢elija/Zivotinji).
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Slika 4.8. Masa testisa i semenih vezikula i broj intersticijalnih ¢elija. Intersticijalne celije su nakon izolacije iz
testisa izbrojane na hemocitometru. a, Prosecna masa testisa (g); b, Odnos mase testisa i telesne mase (mg/g); c,
Prosec¢na masa semenih vezikula (g); d, Prosecan broj intersticijalnih ¢elija po Zivotinji. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + SEM, za n = 6 Zivotinja/grupi. *** p < 0,001; Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc
test (a, b); Man-Vitnijev test (c, d).
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4.9. Histoloski prikaz poprecnog preseka testisa pacova

Na Slici 4.9 prikazane su reprezentativne mikrografije histoloSkog bojenja
hematoksilinom/eozinom, izvedenog na popre¢nim presecima testisa izolovanim iz FK grupe
(Slika 4.9a) i Ep grupe pacova (Slika 4.9b). Na presecima Ep grupe pacova nisu uocene morfoloske
promene na nivou seminifernih tubula i intersticijalnog prostora kao ni znaci inflamacije.

Slika 4.9. Histoloski prikaz poprecnog preseka testisa nakon bojenja hematoksilinom/eozinom. Preseci testisa
pacova a, FK grupe i b, Ep grupe, obojeni su hematoksilinom/eozinom. Na manjem uvelicanju (levo), uocavaju se
seminiferne tubule (S) i intersticijalni prostor (I). Na ve¢em uveli¢anju (desno) vidi se lumen seminifernih tubula sa
germinativnim celijama u sazrevanju, kao i ¢elije intersticijuma. Ne uocavaju se znacajne histoloske razlike u tkivu
testisa izmedu FK i Ep grupa. Razmernik: 100 pm (levo), 50 pm (desno).

55



4.10. Koncentracija testosterona i progesterona u serumu muzjaka

Rezultati merenja koncentracije testosterona i progesterona u serumu muzjaka prikazani su
na Slici 4.10.

U Ea grupi je zabeleZeno znacajno smanjenje koncentracije testosterona (0,95 * 0,29 ng/ml), koje
je bilo jos izraZenije u Ep grupi (0,34 + 0,07 ng/ml) u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (3,16
0,71 ng/ml). U Ek grupi je uoceno znacajno povecéanje koncentracije testosterona u odnosu na Ep
grupu (1,35 £ 0,31 ng/ml), iako je prema statistickoj analizi ta vrednost i dalje bila manja u odnosu
na FK grupu pacova (Slika 4.10a). Utvrden je visok stepen korelacije izmedu koncentracije
testosterona i koncentracije LH u serumu muzjaka (r = 0,98). Medutim, koncentracija prekursora
testosterona, progesterona, u serumu bila je znacajno povecana u Ea grupi (2,57 £ 0,27 ng/ml), Sto
je bilo jo§ izraZenije u Ep grupi (3,13 + 0,28 ng/ml), dok u Ek grupi nije uocena razlika u odnosu na
kontrolne vrednosti (0,95 + 0,17 ng/ml; Slika 4.10b).
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Slika 4.10. Koncentracija testosterona i progesterona u serumu muzjaka pacova. Koncentracija testosterona i
progesterona izmerena je metodom ELISA. a, Testosteron; b, Progesteron. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
koncentracije hormona (u ng/ml seruma) * SEM, za n 2 6 Zivotinja/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 InsI3 i Lhcgr u testisima

Obrazac ekspresije Insl3 i Lhcgr u tkivu testisa predstavljen je na Slici 4.11. ZabeleZena je
znacajno smanjena ekspresija Insl3 u Ep grupi u odnosu na kontrolne Zivotinje (Slika 4.11a).
Ekspresija Lhcgr je bila znacajno smanjena u svim grupama imunizovanih Zivotinja u odnosu na
FK grupu Zivotinja, medutim u Ek grupi je zabeleZeno znacajno povecanje ekspresije ovog gena u
odnosu na Ep grupu pacova (Slika 4.11b).
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Slika 4.11. Obrazac ekspresije Insl3 i Lhcgr u testisima. Nivo iRNK [nsl3 i Lhcgr u tkivu testisa pacova analiziran je
metodom qPCR. a, Insl3; b, Lhcgr. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije gena od interesa
(izracunate prema Actb) + SEM za svaku grupu Zivotinja, sa n = 6 Zivotinja/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 ucesnika procesa steroidogeneze u
intersticijalnim ¢elijama testisa

Na Slici 4.12 predstavljen je obrazac genske ekspresije komponenata steroidogene masinerije
u intersticijalnim ¢elijama. U Ea i Ep grupama zabeleZeno je znacajno smanjenje genske ekspresije
Star (Slika 4.12a), Scarb1 (Slika 4.12b) i Cyp11al (Slika 4.12¢) u odnosu na FK grupu. Znacajno
smanjenje ekspresije Cyp17al registrovano je samo u Ep grupi, dok trend smanjenja uocen u Ea
grupi nije dostigao statisticku znacajnost (Slika 4.12d). Ekspresija Hsd3b1/2 je bila znacajno
smanjena u Ea i Ep grupama (Slika 4.12e). Nije uoCena znacajna promena ekspresije Hsd17b3 ni u
jednoj grupi imunizovanih pacova(Slika 4.12f).

Nivo proteina StAR, CYP11A1 i 33-HSD u izolovanim intersticijalnim ¢elijama prikazan je na
Slici 4.13. Merenjem OD i normalizacijom prema FK grupi (100%), uoceno je da je nivo proteina
StAR bio znacajno smanjen u Ep grupi u odnosu na kontrolne Zivotinje (Slika 4.13a), kao i nivo
CYP11A1 (Slika 4.13b). Nije zabeleZena promena u nivou proteina 33-HSD (Slika 4.13c).
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Slika 4.12. Genska ekspresija komponenata steroidogene masinerije u intersticijalnim celijama testisa.
Informaciona RNK izolovana je iz intersticijalnih ¢elija i analizirana metodom qPCR. a, Star; b, Scarb1; c, Cyp11al; d,
Cyp17al;e,Hsd3b1/2; £, Hsd17b3. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost relativne ekspresije gena od interesa
(izracunate prema Actb) + SEM za svaku grupu Zivotinja, sa n 2 6 Zivotinja/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 3B-HSD u intersticijalnim ¢elijama. Iz intersticijalnih ¢elija testisa
pacova izolovani su proteini, razdvojeni SDS-PAGE-om i analizirani metodom vestern blot. a, StAR; b, CYP11A1; c, 3B-
HSD. Reprezentativni imunoblotovi za svaki protein od interesa uz odgovarajucu endogenu kontrolu (B-aktin ili
ukupne proteine) predstavljeni su na desnoj strani svake slike. Na levoj strani prikazani su rezultati kvantifikacije za
dati protein, kao odnos OD proteina od interesa i odgovarajuc¢e endogene kontrole iz iste kolone, normalizovani prema
FK grupi koja predstavlja 100% (* SEM). Ostale grupe su predstavljene kao procenat 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 obeleZavanje proteina StAR u tKkivu testisa

Imunohistohemijsko obeleZavanje proteina StAR na poprecnim presecima testisa iz FK i Ep
grupa prikazano je na Slici 4.14. Imunoreaktivne StAR-pozitivne celije mogle su se uociti u
intersticijalnom prostoru testisa kako kontrolnih Zivotinja (Slika 4.14a) tako i pacova Ep grupe
(Slika 4.14Db). Intenzitet obojenosti specificne za StAR bio je manji na presecima testisa Ep grupe u
odnosu na na preseke FK grupe Zivotinja.

Slika 4.14. Imunohistohemijsko obeleZavanje proteina StAR u testisima. Poprecni preseci testisa pacova a, FK
grupe i b, Ep grupe su imunohistohemijski obelezZeni na protein StAR i dodatno obojeni hematoksilinom. Na malom
uvelic¢anju (levo) uocava se obojenost specificna za StAR u intersticijalnom prostoru testisa na presecima iz obe grupe
pacova (strelice na a i b). Na velikom uveli¢anju (desno), mogu se videti jasno obojene StAR-imunopozitivne Celije u
intersticijumu, koje su intenzivnije obojene na preseku testisa FK grupe nego Ep grupe. Razmernik: 100 um (levo), 25
um (desno).
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4.14. Ispitivanje ekspresije markera inflamacije u tkivu testisa

Rezulati analize ekspresije markera inflamacije u testisima su pokazali da se nivo iRNK Tnfa, Ifng,
I11b i 116 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
111b 0,045 £ 0,005 0,043 £ 0,001 0,042 £ 0,005 0,048 £ 0,003
116 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 (izracunate prema Actb) + SEM za
svaku grupu zivotinja, sa n = 6 Zivotinja/grupi.

Preseci testisa su imunohistohemijski obeleZeni na protein CD68, marker makrofaga (Slika
4.15). Jasno obojene CD68-pozitivne celije uofene su u intersticijalnom prostoru, ali ne i u
seminifernim tubulama testisa, kako Zivotinja FK grupe (Slika 4.15a), tako i Ep grupe (Slika 4.15b
i 4.15d). Kvantifikacijom CD68-pozitivnih ¢elija potvrdeno je da nije bilo razlike u broju ovih ¢elija
izmedu FK (39,18 £ 2,27 ¢elija/mm?) i Ep grupe (36,77 = 1,49 Celija/mm?, Slika 4.15e).
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Slika 4.15. Imunohistohemijsko obeleZavanje makrofaga testisa. Obojene CD68-pozitivne ¢elije mogu se uociti u
intersticijumu, ali ne i seminifernim tubulama na poprec¢nim presecima testisa pacova a, FK grupe i b, Ep grupe
(strelice na aib). Jasno obojene okruglaste CD68-pozitivne Celije uoc¢avaju se i na ve¢em uveli¢anju na preseku testisa
¢, FK grupe i d, Ep grupe. Preseci su dodatno obojeni hematoksilinom (a, b). Razmernik: 100 um (a i b), 20 um (ci d).
e, prosecan broj CD68-imunopozitivnih ¢elija na presecima testisa pacova FK i Ep grupa (broj celija/mm?) + SEM,
brojano na tri preseka testisa po Zivotinji i 10 kadrova po preseku za obe grupe, n = 4 Zivotinje/grupi; Man-Vitnijev
test.
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4.15. Koncentracija progesterona u ekstrahovanim steroidima iz testisa i
nadbubrega

Rezultati merenja koncentracije progesterona u uzorcima steroida ekstrahovanih iz tkiva
testisa i nadbubreZnih Zlezda prikazani su na Slici 4.16.

ZabeleZeno je znacajno smanjenje koncentracije progesterona u testisima muZzjaka na vrhuncu
bolesti (0.55 * 0.04 ng/g tkiva) u odnosu na kontrolne Zivotinje (0.91 * 0.13 ng/g tkiva; Slika
4.16a). S druge strane, u nadbubreZznim Zlezdama uoceno je znacajno povecanje koncentracije
ovog hormona u odnosu na FK grupu (2,85 + 0,58 pg/g tkiva), i to tokom ¢itavog trajanja EAE-a:
na pocetku (5,34 * 0,30 pg/g tkiva), vrhuncu (6,70 * 0,88 pg/g tkiva) i kraju bolesti (5,76 * 0,53
ug/g tkiva; Slika 4.16b).
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Slika 4.16. Koncentracija progesterona u uzorcima steroida ekstrahovanih iz testisa i nadbubrega. Tkivo
testisa i nadbubreznih Zlezda je homogenizovano, steroidi su ekstrahovani etrom i rastvoreni. Koncentracija
progesterona izmerena je metodom ELISA. a, Koncentracija progesterona u testisima (ng/g tkiva); b, Koncentracija
progesterona u nadbubreznim zlezdama (pg/g tkiva). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije
testosterona + SEM, za n = 5 Zivotinja/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 koncentraciju testosterona u serumu muzjaka prikazani su na
Slici 4.17a. Kao $to je ve¢ utvrdeno, koncentracija testosterona u Ep grupi bila je zna¢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, zabeleZen je porast koncentracije testosterona u serumu, medutim koncentracija
testosterona u serumu pacova Ep grupe je i dalje bila znacajno niZa (3,89 * 0,76 ng/ml) u odnosu
na Kp10-tretiranu FK grupu (8,22 * 1,15 ng/ml; Slika 4.17a, sredina). Slican efekat imao je i
tretman BA: zabeleZen je porast u FK i Ep grupama u odnosu na odgovarajuce netretirane grupe,
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ali je u BA-tretiranoj Ep grupi registrovana znacajno niZa koncentracija 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 Slici 4.17b prikazane su koncentracije testosterona u serumu nakon tretmana hCG-om. [ u
ovom ogledu, u Ep grupi muZjaka je registrovana smanjena koncentracija testosterona (0,34 +0,13
ng/ml) u serumu, u odnosu na kontrolne Zivotinje (2,21 * 0,42 ng/ml; Slika 4.17b, levo). Dva sata
nakon tretmana hCG-om (100 IU), registrovano je viSestruko povecanje koncentracije testosterona
u serumu u obe eksperimentalne grupe (FK: 30,02 + 2,34 ng ml; Ep: 25,73 * 2,20 ng/ml) ali nije
zabeleZena razlika izmedu ovih grupa (Slika 4.17b, sredina). Tretman od 10 [U hCG-a nakon 24 h
doveo je do sli¢cnih efekata: zabeleZen je porast koncentracije testosterona u serumu, koja se nije
razlikovala izmedu FK (26,15 * 3,69 ng/ml) i Ep grupa Zivotinja (30,61 * 5,14 ng/ml; Slika 4.17b,
desno).
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Slika 4.17. Koncentracija testosterona u serumu muzjaka nakon Kp10, BA i hCG tretmana. Pacovi su tretirani
bolus injekcijom kispeptina (Kp10, 20 nmol, i.p.) ili buserelin acetata (BA, 4 ug, i.p.) ili humanog horionskog
gonadotropina (hCG, 100 U ili 10 IU, s.c.). Zivotinje su Zrtvovane 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. Koncentracija testosterona u serumu analizirana je
metodom ELISA. a, Koncentracija testosterona u serumu nakon tretmana Kp10 ili BA; b, Koncentracija testosterona u
serumu nakon tretmana hCG-om. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost koncentracije testosterona (u ng/ml
seruma) * SEM, za n = 6 zivotinja/grupi. ns p > 0,05; ** p < 0,01; Man-Vitnijev test.

4.17. Ekspresija komponenata steroidogene masinerije u intersticijalnim
¢elijama nakon tretmana hCG-om

Obrazac genske ekspresije komponenata steroidogene masinerije nakon tretmana hCG-om
prikazan je na Slici 4.18.

Kao Sto je prethodno utvrdeno, ekspresija Star je bila znacajno smanjena u Ep grupi u odnosu
na FK grupu muZjaka (Slika 4.18a, levo). Dva sata nakon hCG tretmana (100 IU), zabeleZen je porast
ekspresije Star u Ep grupi, ali je ekspresija bila zna¢ajno manja u odnosu na jednako tretiranu FK
grupu (Slika 4.18a, sredina). Porast nivoa Star iRNK zabeleZen je 24 h nakon tretmana sa 10 IU
hCG-a u FK i Ep grupama, pri ¢emu nije uocena razlika izmedu ove dve grupe tretiranih Zivotinja
(Slika 4.18a, desno).

Kao Sto je prethodno zabeleZeno, ekspresija Scarb1 je takode bila smanjena u Ep grupi pacova,
u poredenju sa zivotinjama FK grupe (Slika 4.18b, levo). Nakon tretmana hCG-om, razlike u
ekspresiji ovog gena izmedu FK i Ep grupa nisu uo¢ene(Slike 4.18b, sredina i desno).

Ekspresija Cyp11al, koja je bila znac¢ajno manja u Ep grupi u poredenju sa FK grupom pacova
(Slika 4.18c, levo), 2 h nakon tretmana sa 100 IU hCG-a ostala je znacajno manja u Ep grupi u
odnosu na FK grupu (Slika 4.18c, sredina). Pri tretmanu od 10 IU hCG-a, nakon 24 h, nije bilo razlike
u nivou Cyp11al iRNK izmedu FK i Ep grupa (Slika 4.18c, desno).

Efekat tretmana hCG-om na ekspresiju Cyp17al prikazan je na Slici 4.18d. Kod pacova Ep
grupe, u odnosu na zivotinje FK grupe, prethodno je uocen smanjen nivo Cyp17al iRNK (Slika
4.18d, levo). Dva sata nakon tretmana hCG-om od 100 IU, ekspresija ovog gena je povecana u obe
tretirane grupe, ali nije zabeleZena razlika izmedu FK i Ep grupa (Slika 4.18d, sredina). Tretman sa
10 IU hCG-a nakon 24 h doveo je do smanjenja ekspresije Cyp17al u FK grupi u odnosu na
netretirane kontrolne Zivotinje, i nije zabeleZena razlika izmedu FK i Ep grupa nakon ovog
tretmana (Slika 4.18d, desno).

Razlika u ekspresiji Hsd3b1/2 uocena je izmedu FK i Ep grupa (Slika 4.18e, levo), ali nije
zabeleZena nakon tretmana hCG-om (Slika 4.18e, sredina i desno)

Ekspresija Hsd17b3 se nije razlikovala izmedu FK i Ep grupa pacova (Slika 4.18f, levo). Nakon
tretmana hCG-om takode nije zabeleZena razlika izmedu 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 odgovarajuce grupe netretiranih zivotinja.
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Slika 4.18. Efekat tretmana hCG-om na gensku ekspresiju komponenata steroidogene masinerije u
intersticijalnim ¢elijama testisa. MuZzjaci pacova FK i Ep grupa tretirani su sa 100 IU hCG-a s.c. i Zrtvovani nakon 2
h (na svakom grafiku u sredini), odnosno sa 10 IU hCG-a s.c. i Zrtvovani nakon 24 h (na svakom grafiku desno). Genska
ekspresija komponenata steroidogene masinerije analizirana je u izolovanim intersticijalnim ¢elijama testisa
metodom qPCR. a, Star; b, Scarb1; ¢, Cyp11lal; d, Cypl7al; e, Hsd3b1/2; f, Hsd17b3. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost relativne ekspresije gena od interesa (izracunate prema Actb) + SEM za svaku grupu Zivotinja, sa n 2 6
zivotinja/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

Znacajno smanjenje u masi ovarijuma zabeleZeno je u Ep grupi (33,60 * 3,16 mg) u odnosu na
FK grupu Zivotinja (46,80 * 2,80 mg; Slika 4.19a). Medutim, imajudi u vidu da su Zivotinje izgubile
na telesnoj masi, kada se analizira odnos izmedu mase ovarijuma i telesne mase, nisu zabeleZene
promene tokom EAE-a (Slika 4.19b).

a . b 4.

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

4.19. Histoloski prikaz ovarijuma i morfometrijski parametri

Na Slici 4.20 prikazane su reprezentativne mikrografije preseka ovarijuma Zivotinje iz FK
grupe, u D2 (Slika 4.20a levo) i zivotinje iz Ep grupe, u D4 (Slika 4.20a, desno) obojenih
hematoksilinom/eozinom. Na presecima ovarijuma Zivotinja iz obe grupe, uoceni su svi tipovi
folikula osim preovulatornih, kao i Zuta tela sa i bez znakova regresije.

Dalja morfometrijska analiza pokazala je da je broj velikih Zutih tela (preko 800 pm u
precniku) bio sli¢an izmedu Zenki FK grupe (10,40 = 0,60) i Ep grupe (12,40 = 1,54). Medu velikim
Zutim telima, udeo Zutih tela koja, s obzirom na odsustvo znakova degeneracije, pripadaju
poslednjem zapocCetom estrusnom ciklusu takode se nije razlikovao izmedu 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
izmedu grupa (FK: 17,20 + 1,85; Ep: 17,80 * 0,58), zabeleZen je znacajno veli broj
atreti¢nih/cisti¢nih folikula u ovarijumima Zivotinja Ep grupe (10,40 + 0,51) nego kod pacova iz
FK grupe (5,80 + 0,97; Slika 4.20c).
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Broj ukupnih folikula
vs. broj atreti¢nih folikula
A

zutih tela iz poslednjeg ciklusa

Broj velikih Zutih tela vs. broj velikih

FK Ep FK Ep

Slika 4.20. Histoloski prikaz preseka ovarijuma i morfometrijski parametri. a, Reprezentativne mikrografije
preseka ovarijuma obojenih hematoksilinom/eozinom, pacova iz FK grupe, u D2 (levo), i Ep grupe, u D4 (desno). CL -
Zuto telo; * - atreticni folikul; b, Broj velikih Zutih tela, dijametra ve¢eg od 800 um (ljubicasti stubi¢i) u odnosu na broj
zutih tela iz poslednjeg estrusnog ciklusa (beli stubici); ¢, Ukupan broj velikih folikula (ljubicasti stubiéi) u odnosu na

broj atreti¢nih/cisti¢nih folikula (beli stubiéi). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost * SEM broja Zutih
tela/folikula izbrojanih na 350 um udaljenim presecima iz celog ovarijuma (n = 5 Zivotinja / grupi). ** p < 0.01; Man-
Vitnijev test.

4.20. Koncentracije polnih hormona u serumu Zenki

Rezultati merenja koncentracija polnih hormona u serumu Zenki pacova predstavljeni su na
Slici 4.21.

Koncentracija progesterona u serumu je bila poviSena u Ea grupi (220,70 * 15,82 ng/ml) u
odnosu na FK grupu (113,10 * 8,97 ng/ml), a povecanje je registrovano i u Ep grupi (171,70 *
13,00 ng/ml; Slika 4.21a). U Ek grupi, koncentracija progesterona u serumu se nije razlikovala u
odnosu na FK grupu. Koncentracija testosterona u cirkulaciji je, u odnosu na FK grupu (0,20 + 0,01
ng/ml), bila znacajno povecana 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 Zivotinja (Slika
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4.21b). Promena koncentracije estradiola u serumu nije zabeleZena ni u jednoj eksperimentalnoj
grupi (Slika 4.21c).
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Slika 4.21. Koncentracija polnih hormona u serumu Zenki pacova. Koncentracija progesterona, testosterona i
estradiola u serumu izmerena je ELISA metodom. a, Progesteron (ng/ml); b, Testosteron (ng/ml) ¢, Estradiol (pg/ml).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost koncentracije hormona + SEM, za n 2 5 Zivotinja/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 masinerije
u tkivu ovarijuma

Obrazac genske ekspresije komponenata steroidogene masSinerije u tkivu ovarijuma
predstavljen je na Slici 4.22. Znacajno povecanje ekspresije gena Scarb1 uoceno je u Ep grupi (Slika
4.22a). Nivo Lhcgr iRNK je bio znacajno povecéan u Ea grupi a zatim znacajno smanjen u Ep grupi
(Slika 4.22b) u odnosu na zZivotinje FK grupe. Promene ekspresije Fshr tokom razvoja EAE-a nisu
uoCene (Slika 4.22c). ZabeleZeno je znacajno povecanje ekspresije Star u sve tri grupe
imunizovanih Zivotinja (Slika 4.22d), dok je povecanje ekspresije Cyp11al bilo ograniceno na Ea
grupu (Slika 4.22¢). Povecanje nivoa Hsd3b1/2 iRNK registrovano je u Ea i Ep grupama (Slika
4.22f). Nasuprot tome, ekspresija Cyp17al bila je znacajno smanjena u Ea i Ep grupama, pri ¢emu
je to smanjenje bilo izraZenije u Ep grupi (Slika 4.22g). Promene u ekspresiji gena Hsd17b1 nisu
zabeleZene (Slika 4.22h), dok je ekspresija Cyp19a1 iRNK bila znacajno pove¢ana u Eai Ep grupama
Zivotinja u poredenju sa pacovima FK grupe (Slika 4.22i).

Rezultati analize nivoa proteina StAR, CYP11A1 i 33-HSD u tkivu ovarijuma predstavljeni su
na Slici 4.23. Kvantifikacijom OD i normalizacijom prema FK grupi (100%) pokazano je znacajno
povecanje nivoa StAR u svim eksperimentalnim grupama (Slika 4.23a). Statisticka analiza je
pokazala da je nivo proteina StAR u Ek grupi bio znac¢ajno smanjen u odnosu na Ep. Na osnovu
rezultata kvantifikacije utvrdeno je da u ovarijumima nije bilo promena u nivou proteina CYP11A1
(Slika 4.23b) i 33-HSD (Slika 4.23c) ni u jednoj eksperimentalnoj grupi.
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Slika 4.22. Genska ekspresija komponenata steroidogene masninerije u ovarijumima.

proteine/enzime ucesnike procesa steroidogeneze ispitani su metodom qPCR. a, Scarb1; b, Lhcgr; ¢, Fshr; d, Star; e,
Cypllal; f, Hsd3b1/2; g, Cyp17al; h, Hsd17b1; i, Cyp19al. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost relativne

tinja/grupi. * p <

Zivo

212

ekspresije gena od interesa (izracunate prema Actb) + SEM za svaku grupu Zivotinja, sa n

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 3B-HSD u ovarijumima. Iz tkiva ovarijuma izolovani su proteini,
razvojeni SDS-PAGE-om i analizirani metodom vestern blot. a, StAR; b, CYP11A1; ¢, 33-HSD. Na desnoj strani svake
slike predstavljeni su reprezentativni imunoblotovi za svaki protein uz odgovaraju¢u endogenu kontrolu (-aktin ili
ukupne proteine). Na levoj strani prikazani su rezultati kvantifikacije za dati protein od interesa, kao odnos OD
proteina od interesa i odgovarajuce endogene kontrole iz iste kolone, normalizovani prema FK grupi koja predstavlja
100% (+ SEM). Ostale grupe predstavljene su kao procenat promene u odnosu na FK grupu, kao srednja vrednost +
SEM (n 2 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.

1004

3p-HSD / ukupni proteini
opticka gustina (% FK)

FK Ea Ep Ek

70



4.22. Imunohistohemijsko obeleZzavanje StAR na presecima ovarijuma

Preseci ovarijuma iz FK i Ep grupa pacova imunohistohemijski su obeleZeni na protein StAR.
Reprezentativne mikrografije prikazane su na Slici 4.24. Obojenost specifi¢na za StAR uocena je na
presecima ovarijuma i kontrolnih (Slika 4.24a i 4.24b) i Zivotinja Ep grupe (Slika 4.24c i 4.24d),
pretezno u luteinskim ¢elijama. Uoceno je da je intenzitet obojenosti StAR-pozitivnih ¢elija bio veci
na presecima ovarijuma iz Ep grupe.

Slika 4.24. Imunohistohemijsko obeleZavanje StAR proteina na presecima ovarijuma. a, Presek ovarijuma iz
kontrolne Zivotinje, u D2, ukazuje na StAR-imunopozitivno bojenje u Zutim telima, prikazano na b, u ve¢em uvelic¢anju.
¢, Presek ovarijuma Zivotinje iz Ep grupe, u D4. UoCeno je bojenje imunopozitivno za StAR jaceg intenziteta u odnosu
na bojenje u ovarijumu iz kontrolne Zivotinje, prikazano i na d, ve¢em uvelicanju. Strelice na a i c ukazuju na Zuta tela
koja su prikazana na b i d. Razmernik: 500 pm (aic), 25 um (b i d).
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4.23. Imunofluorescentno obeleZavanje CYP17A1 na presecima ovarijuma

Prisustvo proteina CYP17A1 na presecima ovarijuma ispitano je imunofluorescentnim
obeleZavanjem. Reprezentativne mikrografije predstavljene su na Slici 4.24. Na presecima
ovarijuma iz zivotinja FK grupe mogle su se uociti jasno obojene CYP17A1-pozitivne Celije, i to
iskljucivo u Celijama theca interna sloja folikula (Slika 4.25a i 4.25b). U ovarijumima izolovanim iz
Zivotinja Ep grupe nisu uocene CYP17A1-pozitivne Celije (Slika 4.25c i 4.25d).

Slika 4.25. Imunofluorescentno obelezavanje enzima CYP17A1 na presecima ovarijuma.
a, Presek ovarijuma Zenke iz FK grupe, u D2, ukazuje na jasno obojene CYP17A1-imunopozitivne Celije u theca interna
sloju folikula, Sto se jasnije vidi na veéem uvelicanju na b. Strelica ukazuje na region theca interna koji je predstavljen

na ve¢em uveli¢anju. ¢, Na preseku ovarijuma Zivotinje iz Ep grupe, u D4, moZe se uociti da theca interna nije specificno
obojena na CYP17A1, prikazano i na ve¢em uveli¢anju na d. Razmernik: 100 pm (aic), 20 um (b id).
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4.24. Koncentracija polnih hormona u ekstraktima steroida ovarijuma

Koncentracije polnih hormona izmerenih u ekstraktima steroida iz tkiva ovarijuma prikazane
su na Slici 4.26.

U skladu sa povecanjem ekspresije pojedinih komponenata steroidogene masSinerije, u
ovarijumima je zabeleZen znacajan porast koncentracije progesterona u Ep grupi (14,55 * 2,19
pg/g tkiva) u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (9,37 + 1,09 pg/g tkiva; Slika 4.26a). Suprotno
koncentraciji u serumu, u ovarijumima je zabeleZeno znalajno smanjenje koncentracije
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, koncentracija testosterona se nije razlikovala u odnosu
na kontrolnu grupu Zivotinja (Slika 4.26b). Dodatno, koncentracija estradiola u ovarijumima bila
je takode smanjena, i to u Ep grupi (0,98 + 0,13 ng/g tkiva) u poredenju sa FK grupom (3,18 * 0,39
ng/g tkiva; Slika 4.26c¢).
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Slika 4.26. Koncentracija polnih hormona u uzorcima steroida ekstrahovanih iz tkiva ovarijuma. Steroidi su
ekstrahovani iz homogenata ovarijuma pomocu etra i rastvoreni u 0.1% BSA u PBS-u. Koncentracije polnih hormona
u ekstraktima steroida izmerene su metodom ELISA. a, Progesteron (ug/g tkiva); b, Testosteron (ng/g tkiva); c,
estradiol (ng/g tkiva). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije hormona + SEM, za n =2 5
zivotinja/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 Zenki

Promene u koncentraciji progesterona u nadbubrezima nisu zabeleZene ni u jednoj
eksperimentalnoj grupi u odnosu na kontrolne Zivotinje (Slika 4.27).
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Slika 4.27. Koncentracija progesterona u nadbubreznim zlezdama Zenki pacova. Steroidi su ekstrahovani iz
homogenata nadbubreznih Zlezda pomocu etra i rastvoreni u 0.1% BSA u PBS-u. Koncentracija progesterona je
odredena metodom ELISA. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost koncentracije progesterona (u pg/g tkiva) +
SEM, za n = 5 zZivotinja/grupi. Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc test.
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4.26. Koncentracija kortikosterona u serumu muzjaka i Zenki

Koncentracije kortikosterona u serumu muzZjaka i Zenki pacova tokom razvoja EAE-a
prikazane su na Slici 4.26. Izmerena je veéa bazalna koncentracija kortikosterona u cirkulaciji
Zzenki (261,5 * 42,32 ng/ml) u odnosu na muZzjake (74,61 * 19,03 ng/ml). Koncentracija
kortikosterona u serumu bila je znacajno povecana tokom trajanja bolesti kod muzjaka (Ea 187,40
+17,33ng/ml; Ep 175,30 + 26,98 ng/ml; Ek 165,70 + 32,47 ng/ml; Slika 4.26a, levo), dok kod Zenki
nije registrovan statisticki znacajan porast koncentracije ovog hormona, iako je na pocetku bolesti
uocen trend povecanja (405,40 * 46,38 ng/ml; Slika 4.26a, desno).
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Slika 4.28. Koncentracija kortikosterona u serumu pacova oba pola. Koncentracija kortikosterona u serumu
izmerena je metodom ELISA. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost koncentracije kortikosterona (u ng/ml
seruma) + SEM, za n 2 5 zivotinja/grupi. * p < 0,05; ** p < 0,01; Kruskal-Volisov test uz nekorigovani Danov post hoc
test.
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V DisKkusija

[spitivanja koja se ve¢ decenijama bave patologijom MS dovela su do razvoja brojnih terapija
koje tretiraju odredene aspekte ove bolesti. Medutim, patoloSki mehanizmi ovog kompleksnog
oboljenja joS nisu u potpunosti rasvetljeni. Osim toga, incidencija MS se tokom poslednje decenije
povecala 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 specifi¢nosti u riziku, pojavi simptoma i aktivnosti MS
povezuju upravo sa reproduktivnim periodom (Magyari i Koch-Henriksen, 2022; Ysrraelit i
Correale, 2019). Ova disertacija doprinosi razjasnjavanju uticaja neuroinflamatornih procesa,
poput onih koji se deSavaju tokom MS, odnosno EAE-a, na regulaciju reprodukcije na nivou
neuroendokrinog i endokrinog sistema.

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis je animalni model koji odslikava najvisSe
osobina MS (Baker i Amor, 2014) i ispitivanja na ovom modelu bila su klju¢na za razvoj terapija
koje se danas primenjuju, posebno onih koje tretiraju imunoloske aspekte bolesti (Lassmann,
2019). Aktivna imunizacija na pacovima DA soja oba pola, izvedena u eksperimentima opisanim u
ovoj disertaciji, dovodi do akutnog monofaznog EAE-a, Sto je zabeleZeno i u prethodnim
istraZivanjima naSe laboratorije (Bozici sar., 2019; Jakovljevici sar., 2019; Jakovljevici sar., 2017).
lako su drugi istraZivaci nakon aktivne indukcije EAE uocili vecu incidenciju bolesti kod Zenki nego
kod muzjaka pacova DA soja (Nacka-Aleksic¢isar., 2015; Stoji¢-Vukanic¢ i sar., 2018), ovde prikazani
rezultati ne ukazuju na takve razlike. Na pacovima DA soja je i prethodno zabeleZen raniji pocCetak
bolesti kod Zenki u odnosu na muzjake (Dimitrijevi¢ i sar., 2017; Stoji¢-Vukanic i sar., 2018), Sto je
i ovde pokazano. Analizom veceg broja ogleda izvedenih u nasoj laboratoriji, uo€eno je da muZjaci
imaju vecu maksimalnu prosec¢nu ocenu teZine bolesti. Uz to, buduci da je pocetak bolesti kasniji
kod muZjaka dok je vrhunac registrovan u isto vreme, moze se re¢i da kod muzjaka dolazi do brze
progresije bolesti. Poznato je da muskarci sa MS takode pokazuju brZzu progresiju bolesti iz
relapsno-remitentnog do sekundarno progresivnog oblika, kao i to da imaju veca oStecenja u beloj
i sivoj masi (Dunn i sar., 2015). Medutim, bez obzira na raniji poCetak EAE-a kod Zenki i vecu
maksimalnu ocenu kod muZjaka, ukupna teZina bolesti ne razlikuje se izmedu muZjaka i Zenki.
Sli¢no tome, u modelu hroni¢nog EAE-a na pacovima DA soja, Zenke ranije ulaze u fazu relapsa u
odnosu na muzjake, iako se kumulativna teZina bolesti ne razlikuje izmedu polova (Giatti i sar.,
2020).

Akutni monofazni tok EAE-a na pacovima DA soja praden je i smanjenjem telesne mase,
naro€ito na vrhuncu bolesti, Sto je takode opisano u prethodnim studijama. Smanjenje telesne
mase od 15-20% tokom simptomatske faze EAE-a zabeleZen je i na Zenkama C57BL/6 miSeva
(Bernardes i sar., 2016) i muZjacima pacova Luis soja (Macci6 i sar., 2005). Promene u telesnoj
masi registrovane su i kod pacijenata sa MS. Naime, znacajan gubitak masnog i miSi¢nog tkiva -
kaheksija - povezana je sa smrtnim ishodom kod pacijenata sa MS (van Waesberghe i sar., 1999).
Medutim, kod pacijenata sa MS uobicajeno je povecanje telesne mase koje cesto prelazi i u
gojaznost (Khurana i sar., 2009; Marck i sar., 2016). Promene u telesnoj masi kod pacijenata sa MS
mogle bi biti povezane sa povecanjem kolic¢ine proinflamatornih citokina u CNS-u (Clarke, 2010),
s obzirom na to da se u Arc nalaze neuroni koji proizvode oreksigene i anoreksigene peptide
(Valassii sar., 2008).

U svim ogledima opisanim u ovoj disertaciji, zabeleZena je promena dinamike estrusnog
ciklusa kod Zenki pacova. Tacnije, registrovano je zadrZavanje 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 ciklusa prethodno su takode registrovane u animalnim modelima
MS na glodarima. Kod Zenki miSeva C57BL/6 soja zabeleZen je zastoj u diestrusu nakon aktivne
indukcije EAE-a, a nakon dve nedelje od imunizacije, ponovo se uspostavlja normalna dinamika
estrusnog ciklusa (Rahn i sar., 2014). Sli¢no tome, u modelu demijelinizacije izazvane kuprizonom
na istom soju miSeva, registrovan je zastoj u diestrusu koji traje do povratka na standardnu
ishranu, kada se ponovo uocava normalan estrusni ciklus (Taylor i sar., 2010). Zanimljivo je da je
kod miSeva SJL/] soja zabeleZzeno smanjenje trajanja estrusnog ciklusa cetiri nedelje nakon
imunizacije i to upravo na racun diestrusa (Jaini i sar., 2015). Medutim, u pomenutoj studiji,
estrusni ciklus nije pra¢en tokom simptomatske faze EAE-a. U modelu inflamacije uzrokovane
gojaznoSc¢u takode su uoceni produZeni ciklusi (Lainez i sar., 2018). Vazno je naglasiti da je u
modelu EAE-a na miSevima, zastoj u diestrusu uocen i kod grupe Zivotinja injiciranih samo CFA-
om (Rahnisar., 2014). Medutim, u ogledima koji su prethodili ovoj doktorskoj disertaciji, kod Zenki
pacova DA soja injiciranim samo CFA-om nisu zabeleZene promene u estrusnom ciklusu
(Milosevi¢, 2016). Razlog bi mogao biti u tome Sto je u miSjem modelu primenjen i toksin pertuzisa,
¢ime je potencijalno izazvana dodatna inflamacija. Generalno, promene u dinamici estrusnog
ciklusa ukazuju i na promene u koncentraciji polnih hormona. Upravo je odnos izmedu
koncentracije polnih hormona tokom menstrualnog ciklusa kod pacijentkinja sa MS povezan sa
brojem i velicinom demijelinizacionih lezija (Pozzilli i sar., 1999). Osim toga, kod oko 40%
pacijentkinja sa MS zabeleZeno je pogorSanje simptoma bolesti u predmenstrualnom periodu
(Zorgdrager i De Keyser, 1997, 2002).

Rezultati predstavljeni u ovoj doktorskoj disertaciji po prvi put ukazuju na znacajno smanjenje
koncentracije LH u cirkulaciji pacova oba pola tokom EAE-a, Sto je u skladu sa smanjenom
ekspresijom Gnrh1 kod muZjaka, odnosno KissI u hipotalamusu Zenki pacova. Imajuéi u vidu
specifi¢ne pozicije kispeptinskih i GnRH neurona u blizini cirkumventrikularnih organa, za opisane
promene moglo bi da bude zasluZno izlaganje ovih neurona inflamatornim medijatorima. Naime,
kao Sto je opisano, hipotalamus je pozicioniran u blizini OVLT i EM, koji imaju diskontinuiranu
KMB, pa su populacije neurona u okolini ovih regiona podloZne uticaju molekula iz generalne
cirkulacije. Ve¢ina GnRH neurona koji su u blizini OVLT pruza dendrite do ovog organa (izvan
KMB), i reaguje na molekule iz krvi (Herde i sar., 2011). Zatim, imajuci u vidu poziciju Arc u blizini
EM, koja je, zahvaljujuci specifi¢noj organizaciji endotela, glavno mesto razmene molekula izmedu
krvi i parenhima mozga, populacija kispeptinskih neurona koja se nalazi u ovom jedru mogla bi da
ima pristup razli¢itim molekulima iz cirkulacije (Morita-Takemura i Wanaka, 2019). Zaista, u
literaturi se nailazi na viSe podataka koji idu u prilog tome da su populacije neurona u
hipotalamusu osetljive na inflamatorne dogadaje. Smanjenje sekrecije GnRH kod kastriranih
muZjaka pacova registrovano je u uslovima lokalne inflamacije u CNS-u - posle
intracerebroventrikularne primene IL-1f, ali i tokom sistemske inflamacije - nakon intravenske
injekcije LPS-a (Rivest i Rivier, 1993). Kod ovarijektomisanih Zenki pacova, smanjeni nivoi i GnRH
i LH registruju se nakon primene proinflamatornih citokina, kako lokalno - perfuzijom u POA
(Watanobe i Hayakawa, 2003) tako i sistemski (Yoo i sar., 1997). Osim inhibicije sekrecije GnRH,
primena LPS-a dovodi i do smanjenja ekspresije Gnrh1 kod Zenki pacova (Lee i sar., 2019), i to i
kod ovarijektomisanih i kod laZno operisanih Zivotinja (Iwasa i sar., 2014). Kod kastriranih
muzjaka pacova, intracerebroventrikularna injekcija IL-1f3 ne dovodi do promena u transkripciji
Gnrh1 ali smanjuje efikasnost translacije (Kang i sar., 2000). Smanjenje sekrecije GnRH u uslovima
inflamacije kod Zenki najverovatnije je regulisano signalizacijom iz kispeptinskih neurona.
Primena LPS-a na Zenkama pacova dovodi do smanjenja ekspresije KissI (Iwasa i sar., 2008), koje
je kod Zenki pacova je korelirano sa smanjenjem ekspresije Gnrh1 i smanjenom koncentracijom
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LH u serumu (Iwasa i sar., 2014). Jaki imunogeni, kao Sto je LPS, kod muzjaka pacova takode
izazivaju smanjenje ekspresije Kissl (Castellano i sar., 2010). Osim toga, inflamacija u
hipotalamusu uzrokovana gojazno$¢u dovodi do smanjenja ekspresije Gnrh1 samo kod muZjaka
miSeva ali ne i kod Zenki (Lainez i sar., 2018). Zajedno, ovi podaci ukazuju na to da su sistemi ovih
neurona osetljivi kako na lokalnu tako i na sistemsku inflamaciju.

S tim u vezi, ovde prikazani rezultati ukazuju na prisustvo inflamacije u hipotalamusu tokom
EAE-a. Treba ista¢i da su u beloj i sivoj masi hipotalamusa pacijenata sa MS uocene
demijelinizacione lezije (Huitinga i sar., 2001; Vercellino i sar., 2009), ¢ak i tokom remisije bolesti
(Qiuisar., 2011). Postojanje lezija u hipotalamusu kod pacijenata sa MS povezano je sa kaheksijom
(Kamalian i sar., 1975), hiperprolaktinemijom (Kira i sar., 1991) i hipotermijom (Weiss i sar.,
2009), a uoceno je i kod pacijenata sa seksualnom disfunkcijom (Foster i sar., 2003). Osim toga,
metabolicke promene u hipotalamusu kod pacijenata sa MS korelirane su sa teZinom bolesti
(Kantorova i sar., 2017). Medutim, u istrazivanjima u EAE modelu, na hipotalamus do sada nije
obradana posebna paznja. U tom smislu, povecanje ekspresije gena za vimentin i GFAP na pocetku
i vrhuncu EAE-a, nedvosmisleno ukazuje da tokom simptomatske faze bolesti dolazi do aktivacije
astrocita u hipotalamusu, budué¢i da ovi proteini intermedijarnih filamenata citoskeleta
predstavljaju markere reaktivne astroglioze (Pekny i Pekna, 2004; Pekny i sar., 2016). U
saglasnosti sa opisanim rezultatima, povecanje ekspresije Gfap zabeleZeno je i u hipotalamusu
miSeva sa EAE-om (Wu i sar., 2013). Imajudéi u vidu da vimentin ucestvuje i u aktivaciji mikroglije
(Jiang i sar., 2012), uz CD68 (Bottcher i sar., 2019), povecanje njihove genske ekspresije ukazuje
na to da u hipotalamusu muzjaka i Zenki pacova pored aktivacije astrocita, dolazi i do aktivacije
mikroglije. Prethodno je povecanje ekspresjie Cd68 uoceno u ki¢menoj mozdini kod Zenki DA
pacova u svim fazama EAE-a (Jakovljevic i sar., 2019). Aktivacija glijskih ¢elija u hipotalamusu
tokom EAE-a je verovatno razlog i za snaznu indukciju Ccl2 iRNK. Pokazano je da se ovaj hemokin
tokom EAE-a oslobada nakon aktivacije astrocita (Moreno i sar., 2014), kao i prilikom aktivacije
mikroglije/makrofaga (Pilipovi¢ i sar., 2020). S druge strane, u CSF pacijenata sa MS smanjena je
koncentracija CCLZ2 (Sgrensen i sar., 2004). ZabeleZeno povecanje genske ekspresije
proinflamatornog citokina IL-1f u hipotalamusu tokom pocetka i vrhunca EAE-a bi moglo znaciti
da je hipotalamus tokom simptomatske faze bolesti podloZan infiltraciji imunskih ¢elija. Naime,
prolazak imunskih Celija kroz KMB predstavlja signal za produkciju IL-1f (Lévesque i sar., 2016).
Kod miSeva sa EAE-om, cirkumventrikularni organi hipotalamusa registrovani su kao mesta ulaska
imunskih ¢elija u CNS, pri ¢emu dolazi do indukcije ekspresije MHC molekula i aktivacije mikroglije
(Schulz i Engelhardt, 2005). Osim $to je kljucan za patogenezu EAE-a, IL-1f je detektovan i u
lezijama kod pacijenata sa MS (Lin i Edelson, 2017). Ovde prikazani rezultati pokazuju i znacajnu
indukciju ekspresije Spp1, gena za osteopontin. U patologiji MS/EAE-a, osteopontin ima razlicite
uloge i sloZen mehanizam delovanja, ali se generalno smatra proinflamatornim molekulom
(Braitch i Constantinescu, 2010). Osteopontin-pozitivni astrociti i/ili mikroglija uoceni su u
neposrednoj okolini perivaskularnih inflamatornih lezija kod misSeva i pacova sa EAE-om (Chabas
i sar,, 2001). Povecdana koli¢ina osteopontina registrovana je i u kicmenoj moZzdini i razli¢itim
regionima mozga pacova DA soja sa hroni¢no-relapsnim EAE-om, ali promene u hipotalamusu nisu
prijavljene (Jakovac i sar., 2017). Dodatno, osteopontin je prisutan u makrofagima aktivnih
demijelinizacionih lezija kod pacijenata sa MS, kao i u astrocitima u okolini tih lezija (Chabas i sar.,
2001), a povecana koncentracija ovog molekula u cerebrospinalnoj tecnosti oznacCena je kao
indikatori aktivnosti/teZine bolesti kod pacijenata sa razli¢itim tipovima MS (Bérnseni sar., 2011).

Povecanje ekspresije gotovo svih ispitanih proinflamatornih faktora na pocetku EAE-a
sugeriSe da se inflamacija u CNS-u deSava pre klinickih manifestacija bolesti, na Sta ukazuju i
literaturni podaci. Na primer, dogadaji koji su povezani sa povecanjem ekspresije IL-1f3 su
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zabeleZeni u preklinickoj fazi bolesti kod miSeva sa EAE-om (McCandless i sar., 2009), dok je
povecanje ekspresije CCL2 takode pre pojave simptoma EAE-a registrovano u mozgu Zenki DA
pacova (Hasseldam i sar., 2016). Imajuci u vidu kompleksnu organizaciju hipotalamusa i njegovu
ulogu u regulaciji brojnih funkcija, potrebna su detaljnija ispitivanja koja bi ukazala na ta¢na mesta
inflamacije u hipotalamusu u ovde opisanom EAE modelu.

Zastoj u diestrusu uocen u ovde prikazanim eksperimentima korelira sa smanjenjem telesne
mase tokom simptomatske faze bolesti. Gubitak telesne mase povezan je sa promenama u
estrusnom ciklusu kod razlicitih sojeva pacova, pri ¢emu je pokazano da su sojevi pacova ukrstanih
u srodstvu podloZniji takvim promenama (Tropp i Markus, 2001). Energetski metabolizam je
povezan sa ucestalo$¢u pulseva LH i promenama u dinamici menstrualnog ciklusa i kod Zena
(Koltunisar., 2020), a poznato je da su stanja koja se karakteriSu izrazitim hroni¢nim gladovanjem,
poput anoreksije nervoze, povezana sa amenoreom kod Zena. U ogledima opisanim u ovoj
disertaciji, smanjenje telesne mase i zastoj u diestrusu deSavaju se paralelno sa nishodnom
regulacijom ekspresije KissI u hipotalamusu kod Zenki, koja je uocena tokom trajanja EAE-a.
Kispeptinski neuroni su osetljivi na metabolicke signale sa periferije, poput leptina, grelina i
insulina, kao i na oreksigene i anoreksigene neuropeptide produkovane u Arc (Harter i sar., 2018).
Kod adultnih Zenki glodara, smanjenje ekspresije kispeptina registrovano je u uslovima kako
negativnog tako i pozitivnog energetskog balansa (Wahab i sar., 2018). U nedavnom istraZivanju,
ve¢ nakon tri dana gladovanja kod Zenki miSeva je registrovan zastoj u diestrusu, koji se deSava
paralelno sa smanjenom signalizacijom u obe populacije kispeptinskih neurona (Kreisman i sar.,
2021). Prethodno je u modelu gojaznosti uoceno da uticaj metaboli¢kog statusa na kispeptinske
neurone u AVPV kod Zenki miseva nije direktan, za razliku od dejstva na Arc (Quennellisar., 2011).
lako se pretpostavlja da neurokinin B i dinorfin takode imaju ulogu u odgovoru HPG ose na
metabolicke promene (Manfredi-Lozano i sar., 2018), u ovim eksperimentima nije zabeleZena
promena ekspresije ovih gena tokom EAE-a, odnosno u vreme kada je uocen zastoj u diestrusu, uz
smanjenje telesne mase. Zanimljivo je da kod muZjaka pacova akutna inflamacija u hipotalamusu,
uzrokovana injekcijom LPS-a, izaziva smanjenje ekspresije KissI u Arc, ali bez anoreksigenih
efekata (Castellano i sar., 2010). Dakle, mehanizmi dejstva metabolickih signala na regulaciju HPG
ose bi takode mogli biti polno-specifi¢ni.

Na nivou hipofize se kod pacova sa EAE-om takode uocava polno-specifican obrazac ekspresije
gena karakteristicnih za gonadotrope - kod muzjaka je ekspresija gena za gonadotropinske
subjedinice nepromenjena, dok se kod Zenki uoCava promena ekspresije sva tri gena. S druge
strane, ekspresija Gnrhrje smanjena kod pacova oba pola, iako je kod Zenki to smanjenje izraZenije.
Promene u ekspresiji gena u hipofizi najverovatnije su posledica opisanih promena na nivou
hipotalamusa. U modelu gladovanja na Zenkama miSeva, smanjenje ekspresije Kiss1 u AVPV i Arc
praceno je smanjenjem ekspresije Cga, Lhb i Gnrhr, za razliku od ekspresije Fshb (Kreisman i sar.,
2021), sto je u skladu sa ovde predstavljenim rezultatima. Takode, na gonadotropima in vitro je
pokazano da se ekspresija Cga, Gnrhr i Fshb znacajno smanjuje u odsustvu GnRH (Janjic i sar.,
2019). Dakle, smanjenje ekspresije Gnrhr kao i smanjenje koncentracije LH u serumu pacova oba
pola tokom EAE-a ukazuju i na promene u obrascu sekrecije GnRH. S obzirom na to da je kod Zenki
smanjena ekspresija Kiss1, to bi se moglo odraziti na u€estalost sekrecije GnRH, dok bi kod muzZjaka
amplituda pulseva mogla biti promenjena kao posledica smanjene ekspresije Gnrh1.Imajuéi u vidu
da je smanjenje ekspresije Cga i Lhb registrovano samo kod Zenki, moguce je da je za ekspresiju
ovih gena u gonadotropima vaznija ucestalost, a ne amplituda pulseva GnRH iz hipotalamusa.
Prethodno je pokazano da ekspresija Lhb ne prati promene u ekspresiji Kiss1 i Gnrh1 kod muzjaka
miSeva (Luque i sar., 2007), Sto je u skladu sa rezultatima ove disertacije.
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Bez obzira na inflamaciju na vrhuncu EAE-a, ovde je utvrdeno da je sposobnost hipotalamusa
i gonadotropa adenohipofize da odgovore na adekvatan stimulus o¢uvana. Poznato je da centralna
i sistemska primena Kp-10 izaziva oslobadanje LH kod pacova (Phengisar., 2009; Thompson i sar.,,
2004). Koncentracija LH, izmerena nakon tretmana sa Kp10 ostaje u okviru fizioloskih vrednosti
kod obe grupe tretiranih Zivotinja, a takode se ne razlikuje izmedu zdravih i paralizovanih
Zivotinja, kod pacova oba pola. To znaci da primena Kp-10 ne izaziva povecanje koncentracije LH
iznad fizioloSkog opsega, ali je delotvorna u indukciji sekrecije LH kod muZjaka i Zenki na vrhuncu
bolesti. Cinjenica da nije registrovan znacajan porast koncentracije LH u odnosu na fizioloske
vrednosti bi mogla da se objasni vremenskom tackom u kojoj je merena koncentracija LH. Naime,
slicne doze Kp10 kod muzjaka pacova dovode do znacajnog povecanja koncentracije LH koje je
najuocljivije 30 minuta nakon tretmana, dok se vec¢ posle sat vremena registruju vrednosti u okviru
fizioloSkog opega (Pheng i sar., 2009). Suprafizioloske doze BA izazivaju polno-specifican odgovor
kod Zivotinja na vrhuncu EAE-a. Ovaj tretman dovodi do izraZenog oslobadanja LH i kod Zenki i
kod muzjaka pacova. Medutim, smanjena koncentracija LH je uo¢ena u serumu tretiranih muzjaka
na vrhuncu EAE-a u odnosu na tretirane kontrolne muzjake, dok ovakva razlika nije nadena kod
Zenki pacova. Imajudi u vidu da buserelin i GnRH podjednako efikasno stimuliSu oslobadanje LH
(de Koning i sar., 1984) i da ovako visoke doze imaju potencijal da izazovu rapidno prazZnjenje
sadrZaja LH iz gonadotropa (Koiter i sar. 1984), ovakvi rezultati mogli bi da znace da je kod
muZjaka na vrhuncu EAE-a naru$ena sinteza ovog proteina ili njegovo skladiStenje.

U eksperimentima opisanim u ovoj disertaciji, kod muzjaka se u svim ispitivanim fazama EAE-
a uocava znacajno smanjenje koncentracije testosterona u serumu, koje prati obrazac smanjenja
cirkuliSu¢eg LH. Kod muskaraca sa MS takode je zabeleZeno smanjenje koncentracije testosterona,
uz smanjenu (Bove i sar., 2014; Safarinejad, 2008) ili nepromenjenu koncentraciju LH (Bove i sar.,,
2014; Foster i sar., 2003; Wei i Lightman, 1997). Rezultati ukazuju na to da je smanjenje
koncentracije testosterona verovatno uzrokovano smanjenom koncentracijom LH. Ova tvrdnja je
u suprotnosti sa nalazima Fostera i saradnika (2003), koji su uocili smanjenu koncentraciju
testosterona, ali povecanu koncentraciju LH, tokom pasivno indukovanog EAE-a na miSevima, i
zakljucili da smanjenje koncentracije testosterona potice od inhibicije njegove sinteze u testisima.
Dalji tok ovog istraZivanja zato je bio usmeren na rasvetljavanje dogadaja u ovim Zlezdama.

Uprkos znacajnom smanjenju koncentracije testosterona tokom razvoja EAE-a, kod muzjaka
nije zabeleZena promena u masi testisa, kao ni promena u masi semenih vezikula. Uzimaju¢i u obzir
¢injenicu da normalno razvi¢e i funkcionisanje pomoc¢nih polnih Zlezda zavisi od pristustva,
odnosno koncentracije, androgenih hormona (Mooradian i sar., 1987), uofeno smanjenje
koncentracije testosterona verovatno ne traje dovoljno dugo da bi izazvalo trajne posledice na
fiziologiju reproduktivnog sistema muzjaka u ovde opisanom EAE modelu. Takode, nije uocena
razlika u broju intersticijalnih celija izmedu Zivotinja na vrhuncu EAE-a i kontrolne grupe.
Medutim, zabeleZeno je smanjenje ekspresije INSL3 na nivou iRNK. Produkcija INSL3, za razliku
od sinteze testosterona, nije akutno regulisana vezivanjem liganda za LHR (Anand-Ivell i sar.,,
2009; Sadeghian i sar., 2005). Medutim, tokom puberteta kod pacova, nagli porast sekrecije LH
pracen je i porastom koncentracije INSL3, jer u tom periodu dolazi do LH-zavisne diferencijacije
LC u zreli fenotip, $to znadi da je ekspresija INSL3 indirektni pokazatelj funkcionalnosti HPG ose
(Ivell i sar., 2014). Takode, kod pacijenata sa hipogonadotropnim hipogonadizmom utvrdeno je
postojanje korelacije izmedu koncentracija LH i INSL3, kako u slucaju netretiranih pacijenata
(Johannsen i sar., 2021) tako i kod pacijenata tretiranih hCG-om tokom nekoliko meseci (Trabado
i sar,, 2014). Dakle, smanjenje ekspresije Insl3 na vrhuncu EAE-a u ogledima opisanim u ovoj
disertaciji verovatno je posledica smanjenja koncentracije LH u cirkulaciji, koje se uocava ve¢ na
pocetku bolesti i moglo bi da ozna¢ava promene u stopi diferencijacije ili funkcionalnosti LC. Zaista,
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ekspresija INSL3 je smanjena tokom hiperplazije LC kao i u procesima njihove transformacije (Bay
isar., 2005; Ivell i Bathgate, 2002).

Promene u ekspresiji komponenata steroidogene masinerije u testisima, registrovane u ovim
eksperimentima, mogu biti posledica morfoloskih i funkcionalnih promena u LC koje se desavaju
usled smanjene koncentracije 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 veli¢ini LC, povrsini njihove ¢éelijske membrane, kao
i u strukturi Celijskih organela, poput spoljasnje i unutrasnje membrane mitohondrija, glatkog i
granuliranog endoplazmati¢nog retikuluma, jedra i peroksizoma. Ove strukturne promene su
korelirane sa smanjenom sintezom testosterona. Medutim, bez obzira na morfoloske 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 podaci su u skladu i sa rezultatima
o nepromenjenom broju intersticijalnih ¢elija na vrhuncu EAE-a.

Osim toga, u testisima je registrovano smanjenje ekspresije Lhcgr tokom trajanja EAE-a. LC su
jedine Celije testisa koje poseduju LHR (Dufau i Catt, 1978), a ekspresija i funkcionalnost ovog
receptora se smanjuju nakon hipofizektomije, dakle u uslovima nedostatka LH (Hanour i sar.,
1978; Russell i sar.,, 1992). Budu¢i da Russel i saradnici (1992) nisu uocili smanjenje broja
receptora po jedinici povrsine éeliije, smanjenje broja LHR na membrani LC moglo bi poticati od
smanjenja povrsine Celijske membrane, Sto bi bilo u skladu sa pretpostavljenim strukturnim
promenama.

Znacajno smanjenje ekspresije Star, Cyp11al, Hsd3b1/2 i Cyp17al, uoceno tokom faze atonije
i paralize, osim indirektnog efekta morfoloskih promena na LC, moZe takode biti posledica
direktnog efekta smanjene konenctracije LH u serumu, imajué¢i u vidu da je ekspresija
komponenata steroidogene masinerije primarno regulisana ovim hormonom (Payne i Hales,
2004). Ekspresija StAR i CYP11A1 na nivou proteina takode je smanjena, dok se ekspresija
proteina 33-HSD ne menja tokom EAE-a, za razliku od smanjene genske ekspresije ovog enzima.
Medutim, pokazano je da izostanak stimulacije LHR ne smanjuje stopu konverzije pregnenolona u
progesteron (Wing i sar., 1984), ¢ak ni nakon 16 nedelja (Keeney i sar., 1988). To znaci da kolic¢ina
proteina 33-HSD nije narusena bez obzira na nedostatak stimulacije LHR. Iako je cAMP potreban
za maksimalne nivoe iRNK enzima CYP11A1, 33-HSD i CYP17A1 (Payne i Sha, 1991), CYP17A1 je
jedini enzim c¢ije su ekspresija i aktivnost u potpunosti zavisne od regulacije preko cAMP (Keeney
i sar.,, 1988; Payne i Sha, 1991; Wing i sar., 1984). Dakle, smanjena ekspresija Cyp17al uocena
tokom EAE-a je u skladu sa smanjenom koncentracijom LH u serumu i smanjenom ekspresijom
Lhcgr u testisima.

Prikazani rezultati ukazuju na to da u testisima tokom EAE-a nema znakova inflamacije.
Naime, poznato je da proinflamatorni citokini imaju inhibitoran uticaj na steroidogenezu. Primena
TNF, IL-6 i IL-1p smanjuje produkciju testosterona u primarnoj kulturi LC mi$a, na dozno-zavisan
nacin (Leisegang i Henkel, 2018). Zatim, intracerebroventrikularna primena IL-1f3 umanjuje
stimuliSuce efekte tretmana hCG-om na produkciju testosterona kod pacova (Turnbull i Rivier,
1997). Sli¢no tome, kod pacova na kojima je primenjen LPS, zabeleZen je smanjen odgovor na hCG
(O'Bryan i sar., 2000), a pokazano je da bi u takvim uslovima za to mogli biti odgovorni povecani
nivoi TNF i IL-6 u cirkulaciji (Rivier, 2002). Za ove efekte mogla bi biti odgovorna direktna
inhibicija ekspresije/aktivnosti steroidogenih enzima proinflmatornim citokinima, Sto je
pokazano u brojnim in vitro studijama pod dejstvom TNF, IL-6, IL-1p i/ili IFN-y i to za sve
komponente steroidogene masinerije u LC, u bazalnim uslovima ili nakon stimulacije hCG-om
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(Hales, 2002; Herrmann i sar., 2002). Medutim, ovde nije registrovano povecéanje ekspresije Tnf,
Ifng, 111b, 116 u testisima muzZjaka tokom EAE-a. Osim toga, imunohistohemijsko obeleZavanje
ukazuje da je broj CD68* €elija u intersticijumu nepromenjen u testisima muzjaka na vrhuncu EAE-
a u odnosu na kontrolne muzjake. lako su makrofagi prisutni u testisu u normalnim fizioloskim
uslovima i u tesnom su medusobno-zavisnom odnosu sa LC, CD68* makrofagi predstavljaju
populaciju poreklom od monocita regrutovanih iz cirkulacije (Hedger, 2002). U eksperimentalnom
autoimunskom orhitisu, modelu inflamacije u testisu, pokazano je da su upravo CD68* ¢elije u
intersticijumu testisa zaduZene za inflamatorni odgovor u ovim uslovima (Rival i sar., 2008). Zatim,
u modelu inflamacije izazvane LPS-om, CD68* makrofagi eksprimiraju inducibilnu sintazu azot-
monoksida, koja se smatra markerom inflamacije (Gerdprasert i sar., 2002). Uzimajuci u obzir
nepromenjen broj CD68* makrofaga u intersticijumu testisa na vrhuncu EAE-a, kao i nisku
ekspresiju proinflamatornih citokina na nivou iRNK, moZe se tvrditi da, u ovom modelu,
inflamacija u testisu nije razlog inhibicije steroidogeneze. Suprotno ovde prikazanim rezultatima,
Foster i saradnici (2003) su u pasivno indukovanom EAE-u na miSevima zabeleZili smanjene nivoe
testosterona, povecane nivoe LH, ali i pove¢anu produkciju TNF i IFN-y u splenocitima, i postavili
hipotezu da proinflamatorni citokini direktnom inhibicijom na nivou testisa uzrokuju smanjenje
koncentracije testosterona. Ovde navedeni podaci su, dakle, u suprotnosti sa pomenutim
istraZivanjem i ukazuju na to da je smanjenje koncentracije LH glavni uzro¢nik smanjenja
koncentracije testosterona tokom EAE-a.

.....

Naime, nakon tretmana hCG-om nije zabeleZena razlika u sekreciji testosterona izmedu zdravih i
paralizovanih muzjaka, Sto ponovo ukazuje na to da je smanjenje produkcije testosterona tokom
EAE-a iskljucivo posledica smanjene koncentracije LH. Pokazano je da ¢ak i u uslovima potpunog
odustva LH, Cetiri nedelje nakon hipofizektomije, tretman hCG-om dovodi do povecanja produkcije
testosterona, mada ispod donje granice fizioloSkog opsega (Hodgson i de Kretser, 1985; Stocco i
sar., 1990). Dakle, LC zadrzavaju odredenu sposobnost sinteze testosterona i kada tokom duZeg
perioda odsustvuje stimulacija LHR. Osim toga, treba naglasiti da je izvesna koncentracija LH u
cirkulaciji prisutna i tokom simptomatske faze EAE-a. S druge strane, koncentracija testosterona,
nakon tretmana sa Kp10 i BA, kod muzjaka na vrhuncu bolesti bila je znacajno manja u odnosu na
jednako tretirane kontrolne muzjake. Odgovor testisa u pogledu sinteze testosterona nakon
tretmana agonistom GnRHR je u skladu sa rezultatima dobijenim za koncentracije LH u serumu.

Efekti tretmana hCG-om na gensku ekspresiju komponenata steroidogene masinerije u LC
takode potvrduju da je inhibicija ekspresije ovih gena, uocena tokom EAE-a, posredovana
stimulacijom LHR. Dva sata posle hCG tretmana, ekspresija Star u L na vrhuncu bolesti dostiZe
fizioloski nivo ekspresije, Sto je u skladu sa ¢injenicom da je ekspresija ovog gena akutno regulisana
gonadotropinima (Selvaraj i sar., 2018). To nije slucaj sa ekspresijom Cypl1lal, Sto je takode u
saglasnosti sa literaturnim podacima da se ekspresija CypI11al menja sporije u odgovoru na
stimualaciju LHR u odnosu na ekspresiju Star (Lavoie i King, 2009). U skladu sa time, 24 h od hCG
tretmana, ekspresija i Star i Cypllal dostigla je maksimalne vrednosti i kod zdravih i kod
paralizovanih muzjaka. Zanimljivo je da nakon tretmana hCG-om nije uoCena promena ekspresije
Hsd3b1/2. Na misjim LC je pokazano da se stimulacija genske ekspresije 3B-HSD od strane cAMP
registruje samo u slucaju kada je endogena produkcija androgena inhibirana (Payne i Sha, 1991).
S obzirom na to da je ovde zabeleZen porast koncentracije testosterona, to bi moglo objasniti
izostanak stimulacije na nivou genske ekspresije Hsd3b1/2. Takode, interesantan rezultat je
povecanje ekspresije Cyp17al nakon 2 h od tretmana hCG-om, a zatim smanjenje ekspresije ovog
gena, zabeleZeno 24 h posle tretmana. Kao Sto je ve¢ napomenuto, ekspresija Cyp17al u potpunosti
zavisi od cAMP-zavisne signalizacije (Payne i Sha, 1991), Sto objasnjava ,brzi“ efekat tretmana.
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Medutim pokazano je da je ekspresija ovog enzima inhibirana mehanizmima posredovanim sa AR
(Burgos-Trinidad i sar., 1997; Hales i sar., 1987). Dakle, porast koncentracije testosterona
registrovan posle tretmana hCG-om najverovatnije je odgovoran za negativhu regulaciju
ekspresije Cyp17al nakon 24 h. U intersticijalnim ¢elijama tokom EAE-a nije registrovano znacajno
smanjenje ekspresije Hsd17b3. Ipak, posle hCG tretmana registrovano je smanjenje ekspresije
Hsd17b3, kod kontrolnih, kao i kod Zivotinja na vrhuncu EAE-3, i to jedino 24 h od tretmana. Ovaj
rezultat je u skladu sa podacima da tretman hCG-om inhibira ekspresiju i aktivnost 173-HSD tek
posle 12 h i kasnije (Tsai-Morris i sar.,, 1999). Medutim, aktivnost ovog enzima ne predstavlja
ogranicavajuc¢i faktor za produkciju testosterona (Kiihn-Velten i Staib, 1984), Sto je i ovde
potvrdeno. Rezultati takode ukazuju na smanjenu ekspresiju Scarb1 u intersticijalnim Celijama
tokom EAE-a, dok je 24 h nakon hCG tretmana uoceno povecanje ekspresije ovog gena i kod
zdravih i kod paralizovanih Zivotinja. Receptor SR-B1 je slabo eksprimiran u testisima pacova, ali
njegova ekspresija je indukovana nakon tretmana hCG-om (Landschulz i sar., 1996) i to tek posle
24 h (Reaven i sar., 2000), $to je potpuno u skladu sa ovde prikazanim rezultatima.

Dok je kod muZzjaka tokom simptomatske faze EAE-a zabeleZeno smanjenje steroidogeneze u
testisima, zastoj u reproduktivnom kapacitetu Zenki zasnovan je na drugacijim mehanizmima.

U ovom istrazivanju, po prvi put je merena koncentracija estradiola u serumu Zenki DA pacova
tokom EAE-a. U saglasnosti sa ovde prikazanim rezultatima, kod Zenki miSeva tokom pasivno
indukovanog EAE-a, takode je izmerena nepromenjena koncentracija estradiola (Foster i sar.,
2003). Kada su u pitanju pacijentkinje sa MS, u literaturi se nailazi na razlicite podatke. Razlike u
koncentraciji estradiola izmedu pacijentkinja sa MS i zdravih Zena nisu registrovane (Grinsted i
sar., 1989), sto je zabeleZeno ili u obe faze menstrualnog ciklusa (Kempe i sar., 2018), ili samo
tokom folikularne faze, dok je u lutealnoj fazi zabeleZena smanjena koncentracija ovog hormona u
odnosu na zdrave Zene (Tomassini i sar., 2005). Suprotno, u drugim ispitivanjima nisu zabeleZene
razlike tokom lutealne faze, ali je smanjenje koncentracije estradiola registrovano u fazi ovulacije
kod pacijentkinja sa MS u odnosu na zdrave individue (Foroughipour i sar., 2012; Guven Yorgun i
Ozakbas, 2019). Dodatno, kod pacijentkinja sa aktivnijom boleséu koncentracija estradiola je
znacajno smanjena u odnosu na Zene sa manje aktivnom MS, iako su vrednosti ovog parametra u
oba slucaja bile unutar fizioloskog opsega (Sepulveda i sar., 2016).

S druge strane, ovde prikazani rezultati ukazuju na povecanu koncentraciju progesterona u
cirkulaciji Zenki pacova tokom simptomatske faze bolesti, Sto do sada nije zabeleZeno u EAE
modelu. Suprotno predstavljenim rezultatima, kod Zenki pacova je tokom EAE-a uo¢ena smanjena
koncentracija progesterona, kako u akutnom (Giatti i sar., 2010), tako i u hroni¢nom modelu
bolesti (Caruso i sar., 2010). Medutim, treba naglasiti da su ovi istrazivaci vrsili ispitivanja u fazi
proestrusa, Sto takode moze uticati na rezultate merenja, buduc¢i da je tada i koncentracija
progestorena najviSa (Butcher i sar., 1974; Smith i sar.,, 1975). Kao $to je ve¢ receno, kod
pacijentkinja sa MS, nisu registrovane promene u koncentraciji progesterona (Foroughipouri sar.,
2012; Guven Yorgun i Ozakbas, 2019; Kempe i sar., 2018; Tomassini i sar., 2005).

Uz povecanu koncentraciju progesterona u cirkulaciji i opisani zastoj u fazi diestrusa tokom
perioda paralize, morfometrijske analize tkiva ovarijuma pokazale su povecan broj atreticnih
folikula kod Zenki na vrhuncu bolesti, kao i slican broj velikih Zutih tela bez znakova regresije.
Imajuc¢i u vidu da su Zenke na vrhuncu bolesti Zrtvovane u produZenom diestrusu trajanja
najmanje Cetiri dana, kao i to da kod pacova Zuta tela traju veoma kratko zbog kratkog ciklusa
(Stouffer i Hennebold, 2015), ovaj rezultat ukazuje na to da kod Zenki dolazi do produZenog
odrzavanja Zutih tela tokom simptomatske faze bolesti. To navodi na pretpostavku da se Zenke
pacova tokom simptomatske faze bolesti nalaze u stanju slicnom pseudotrudnoci. Pseudotrudnoc¢a
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je stanje koje se izaziva kod eksperimentalnih Zivotinja, stimulacijom grli¢a materice ili parenjem
sa sterilnim muZjakom tokom estrusa. Ovo stanje karakteriSe se perzistentim diestrusom,
povecanim brojem Zutih tela, kao i pove¢anom koncentracijom progesterona u cirkulaciji (Everett,
1964). Povecanje koncentracije progesterona u cirkulaciji zabeleZeno je od treceg dana
pseudotrudnoce kod Zenki pacova, dok je koncentracija estradiola u cirkulaciji nepromenjena
tokom prvih deset dana pseudotrudnocée (Welschen i sar., 1975). Ovi podaci su potpuno u skladu
sa opisanim rezultatima i podrzavaju hipotezu o stanju slicnom pseudotrudnodi.

U uzorcima steroida ekstrahovanih iz ovarijuma takode je zabeleZena povecéana koncentracija
progesterona tokom bolesti, Sto ukazuje na to da povecana koncentracija progesterona u
cirkulaciji najverovatnije potice iz ovarijuma. Suprotno tome, koncentracija estradiola u tkivu
ovarijuma je dramati¢no smanjena. Povec¢an broj atreti¢nih folikula kod Zenki na vrhuncu EAE-a u
skladu je sa ovim rezultatom, bududéi da je u stanju atrezije kod koza promenjen odnos izmedu
intraovarijalnih nivoa progesterona i estradiola, i to upravo u korist progesterona (Yu i sar., 2004).

Uzrok ovakvog stanja u ovarijumima mogla bi biti smanjena koncentracija LH u cirkulaciji,
registrovana na vrhuncu bolesti, buduci da je za finalno sazrevanje folikula tokom gonadotropin-
zavisne faze neophodan LH. Tokom pseudotrudnoce su, kao Sto je i ovde prikazano, registrovane
smanjene koncentracije LH u serumu, ali i poveéana koli¢ina FSH u cirkulaciji (Welschen i sar.,
1975). U eksperimentima izvedenim tokom izrade ove doktorske disertacije, trenutno dostupnim
metodama nije bilo moguce pouzdano izmeriti koncentraciju FSH u serumu, medutim zabeleZeni
porast ekspresije Fshb u adenohipofizi ukazuje na to da je verovatno povecana i sekrecija ovog
hormona, budu¢i da se FSH oslobada konstitutivno, neposredno nakon sinteze (Anderson, 1996;
Das i Kumar, 2018). Interesantno je i da je povecana koncentracija FSH zabeleZena kod
pacijentkinja sa MS, i to tokom lutealne faze ciklusa (Guven Yorgun i Ozakbas, 2019), kao i da je to
povecanje povezano sa teZinom simptoma (Foroughipour i sar., 2012).

Za odrzavanje zutih tela u stanju trudnoce i pseudotrudnoce kod pacova odgovoran je
prolaktin (Smith i sar, 1975). lako u ovde prikazanim ogledima nije merena koncentracija
prolaktina u cirkulaciji, ranija istraZivanja su pokazala da je ovaj hormon povisen kod Zenki pacova
pre razvoja simptoma EAE-a (Riskind i sar., 1991). Takode, kod pacijenata sa MS moZe do¢i do
hiperprolaktinemije (Kira i sar., 1991). Prolaktin takode pozitivno reguliSe ekspresiju StAR,
CYP11A1 i 33-HSD u luteinskim celijama (Stocco i sar., 2007). Osim toga, povecanje genske i
proteinske ekspresije StAR, koje je zabeleZeno i ovde, korelirano je sa povedanjem nivoa
progesterona tokom pseudotrudnoce (Chen i sar., 1999). Dakle, povecanje koncentracije
progesterona najverovatnije potiCe iz luteinskih ¢elija Zutih tela koja se produZeno odrzavaju
zahvaljujudi prolaktinu.

Osim luteinskih celija, folikuli takode mogu, u manjoj meri, doprinositi nivou progesterona, i
za to bi moglo biti odgovorno dejstvo FSH. Na primer, na granulosa ¢elijama pacova, tretman FSH-
om izaziva povecanje produkcije progesterona, kao i povecanje ekspresije Star, Cyp11al, Hsd3b i
Cyp19al (Hasegawa i sar., 2017; Nakamura i sar., 2012), Sto bi bilo u skladu sa prikazanim
rezultatima i pokazanim povecanjem ekspresije Fshb.

Zanimljivo je da je u ovarijumima zabeleZen porast ekspresije Lhcgr na pocetku EAE-a,
praceno smanjenjem na vrhuncu bolesti. Ovakva dinamika ekspresije Lhcgr uocena je upravo u
prvim danima pseudotrudnoée kod pacova (Chen i sar., 1999).

Jedini steroidogeni enzim cija je genska ekspresija znaCajno smanjena tokom EAE-a u
ovarijumima jeste Cyp17al. Ovaj rezultat, kao i odsustvo CYP17A1-imunopozitivnih éelija u theca
interna sloju u folikulima Zenki na vrhuncu bolesti, u skladu su sa LH-zavisnom prirodom
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regulacije ekspresije ovog enzima u theca Celijama (Hillier i sar., 1994). Imaju¢i u vidu i da je
ekspresija CYP17A1 ogranicavaju¢i korak za sintezu androgenih hormona u ovarijumima,
smanjenje koncentracije testosterona u ekstraktima ovarijuma, registrovano kod Zenki u
simptomatskoj fazi EAE-a, potvrduje ove nalaze. Smanjenje koncentracije testosterona u
ovarijumima moglo bi da objasni i smanjenu koncentraciju estradiola koja se uocava uprkos
povecanoj genskoj ekspresiji aromataze - dakle smanjena dostupnost supstrata za ovaj enzim bi
mogla da anulira efekte vezane za povecanje njegove ekspresije.

Sasvim suprotno nalazima vezanim za testosteron u ovarijumima, u serumu Zenki
registrovana je povecana koncentracija testosterona tokom simptomatske faze EAE-a. Ovaj
rezultat je veoma interesantan buducdi da su ovarijumi jedini ,klasi¢an“ steroidogeni organ Zenki
pacova u kome se moZe sintetisati testosteron (nadbubreZne Zlezde pacova ne eksprimiraju
CYP17A1; van Weerden i sar., 1992). Medutim, poznato je da i drugi organi doprinose nivou
steroida u cirkulaciji, ali u znatno manjoj meri (Anuka i sar., 2013). Jedan od takvih, ,,neklasi¢nih“
steroidogenih organa je masno tkivo (Li i sar., 2015; Wagner i sar., 2022), i pokazano je da se u
belom masnom tkivu pacova eksprimiraju sve komponente steroidogene masinerije (Byeon i Lee,
2016; Wagner i sar., 2018). Budu¢i da u ovde opisanom modelu EAE-a dolazi do znacajnog
smanjenja telesne mase, a ranije je pokazano da se kod miSeva sa EAE-om koli¢ina belog masnog
tkiva dramati¢no smanjuje (Bernardes i sar., 2016), postoji mogu¢nost da tokom lipolize dolazi do
oslobadanja testosterona u cirkulaciju, s obzirom na to da je ovaj fenomen zabeleZen tokom lipolize
kod krava (Schuh i sar., 2022). Kada su u pitanju pacijentkinje sa MS, nailazi se na razlicite podatke
o koncentraciji testosterona u cirkulaciji. Literatura ukazuje na to da Zene sa MS imaju smanjenu
koncentraciju testosterona (Tomassini i sar., 2005) i to i u folikularnoj i u lutealnoj fazi ciklusa
(Foroughipour i sar., 2012). Suprotno tome, ranija istraZivanja ukazuju na to da je kod Zena sa MS
koncentracija testosterona povecana u odnosu na zdrave individue, kao i da je koncentracija
testosterona drasti¢no veca kod pacijentkinja sa veé¢im stepenom invaliditeta (Grinsted i sar.,
1989).

Takode, ovde treba istac¢i da su fizioloSke koncentracije estradiola u serumu veoma niske i da
je precizno merenje cirkuliSuc¢ih nivoa ovog hormona metodom ELISA nepuzdano, te da je masena
spektrometrija metoda izbora za ovu svrhu (Ketha i sar., 2015). Budu¢i da ova metoda nije bila
dostupna tokom istraZivanja vezanih za ovu disertaciju, vazno je naglasiti da rezultate koji se
odnose na nivoe estradiola u cirkulaciji treba uzeti sa rezervom.

Uprkos opisanim polnim razlikama u odgovoru HPG ose na EAE, zajednicka odlika za pacove
oba pola je povecanje koncentracije progesterona u cirkulaciji. Povecanje progesterona moglo bi
da predstavlja adaptivni mehanizam na stanje inflamacije kod pacova oba pola, i da doprinosi
spontanom oporavku od bolesti. Naime, kao Sto je veé receno, protektivni efekti progesterona i
njegovih derivata su opisani u brojnim patoloskim stanjima, ukljucuju¢i i EAE (Ghoumari i sar.,
2020; Sitruk-Ware i sar., 2021). Izmedu ostalog, pokazano je da progesteron promovise prelazak
mikroglije iz M1 u M2 fenotip (Aryanpour i sar., 2017), a upravo su ovi dogadaji povezani sa
rezolucijom EAE-a u prethodnim istrazivanjima naSe laboratorije (Jakovljevic i sar., 2019).
Medutim, Sto je joS zanimljivije, rezultati ove disertacije ukazuju na to da je tokom EAE-a povecanje
koncentracije progesterona u cirkulaciji drugacijeg porekla - kod muzjaka potice iz nadbubreznih
zlezda, a kod Zenki iz ovarijuma.

S obzirom na to da je progesteron i prekursor kortikosterona, te da je porast koncentracije
progesterona u nadbubreZnim Zlezdama registrovan samo kod muzjaka, u ovim ogledima je
izmerena i koncentracija kortikosterona u serumu. Poveéanje koncentracije ovog hormona takode
je registrovano samo kod muzjaka. Rezultati ovih analiza zajedno ukazuju na polne specifi¢nosti u
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aktivnosti nadbubreZnih Zlezda tokom EAE-a. Imajudi u vidu da glukokortikoidi imaju inhibitoran
uticaj na HPG osu (Phumsatitpongisar., 2021), moguce je da su neke od polno specifi¢nih promena
u funkcionisanju HPG ose tokom EAE-a rezultat aktivnosti nadbubreZnih Zlezda kod muzjaka.

Ukupno uzevsi, rezultati opisani u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju da tokom akutnog EAE-
a, kod pacova DA soja oba pola dolazi do privremenog zastoja u reproduktivnom kapacitetu koji se
zasniva na polno-specificnim mehanizmima. Ipak, sasvim je moguce da je znacaj ovih procesa
jedinstven, a to je adaptacija na novonastale uslove sistemske inflamacije i o€uvanje energije radi
brZzeg oporavka od bolesti.
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VI Zakljucci

Iz ovde opisanih eksperimenata i dobijenih rezultata, a u skladu sa postavljenim ciljevima ove
disertacije, izvedeni su slede¢i zakljucci:

1.

10.

11.

12.

Kod pacova DA soja akutni EAE ima monofazni tok koji se po vecini parametara ne razlikuje
izmedu polova. Medutim, bolest se ranije razvija kod Zenki, dok je maksimalna ocena teZine
bolesti ve¢a kod muZjaka.

Tokom EAE-a dolazi do smanjenja koncentracije LH u serumu pacova oba pola. Kod Zenki
je ovo smanjenje prolazno i ograni¢eno na vrhunac bolesti, dok se kod muzjaka uocava u
svim ispitivanim fazama, u skladu sa smanjenom ekspresijom Gnrh1 u hipotalamusu i
smanjenom koncentracijom testosterona u cirkulaciji, takode u svim fazama EAE-a.
Tokom EAE-a kod Zenki dolazi do prolaznog zastoja u fazi diestrusa, Sto je u skladu sa
smanjenom ekspresijom KissI u hipotalamusu i smanjenjem koncentracije LH u cirkulaciji
i u korelaciji je sa smanjenjem telesne mase u simptomatskoj fazi bolesti.

Promene u ekspresiji gena za neuropeptide koji reguliSu funkcionisanje HPG ose,
registrovane tokom EAE-a, jesu polno-specifi¢ne: smanjenje Kiss1, ali ne i Gnrh1, uoceno je
u hipotalamusu Zenki, dok je kod muZjaka registrovano smanjenje ekspresije Gnrh1, ali ne
i Kiss1.

Na pocetku i na vrhuncu EAE-a dolazi do povecanja ekspresije gena za proinflamatorne
medijatore koji ukazuju na prisustvo inflamacije u tkivu hipotalamusa Zivotinja oba pola.
Promene u ekspresiji gena koji kodiraju subjedinice gonadotropina u adenohipofizi su
polno-specifi¢ne. Smanjenje ekspresije Lhb i Cga, a povecanje ekspresije Fshb, uoceno je
samo kod Zenki, na vrhuncu bolesti. S druge strane, ekspresija Gnrhr smanjena je tokom
EAE-a u adenohipofizi pacova oba pola, sto ukazuje na poremecaj oslobadanja GnRH iz
hipotalamusa.

Gonadotropi adenohipofize na vrhuncu EAE-a zadrZavaju sposobnost odgovora na
stimulaciju GnRHR. Amplituda ovog odgovora je manja kod muzjaka Sto ukazuje na
poremecaj u sintezi i/ili skladiStenju LH.

Inhibicija ekspresije komponenata steroidogene masinerije u intersticijalnim celijama
testisa na pocetku i/ili vrhuncu bolesti nije izazvana lokalnom inflamacijom.

Na vrhuncu bolesti testisi zadrzavaju kapacitet maksimalnog odgovora steroidogene
masinerije na stimulaciju LHR.

Poveéanje Kkoncentracije progesterona u serumu zenki u skladu je sa porastom
koncentracije progesterona u ekstraktima steroida ovarijuma, porastom ekspresije Fshb u
adenohipofizi, porastom genske i proteinske ekspresije pojedinih komponenata
steroidogene masinerije i odrzavanjem Zutih tela u ovarijumima, Sto zajedno sa zastojem u
diestrusu ukazuje na to da EAE dovodi do stanja slicnog pseudotrudnodi.

Tokom simptomatske faze EAE-a, u ovarijumima dolazi do smanjenja ekspresije enzima
CYP17A1, kao i do smanjenja koncentracije testosterona i estradiola u ekstraktima steroida
iz ovih gonada. Uprkos tome, dolazi do povecanja koncentracije testosterona u cirkulaciji
Zenki tokom simptomatske faze EAE-a.

Porast koncentracije progesterona i kortikosterona u serumu muzjaka rezultat je pojacanog
rada nadbubreznih Zlezda.
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[z svega navedenog, moZe se izvesti generalni zakljucak:

Eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis akutnog monofaznog toka na pacovima
DA soja dovodi do prolaznih promena u funkcionisanju HPG ose koje imaju polno-specifican
obrazac na nivou svih delova ove ose - hipotalamusa, hipofize i gonada. Iako su pojedinacne
promene na nivou komponenata ove ose polno-specificne, zajednicke odlike za muzjake i
Zenke pacova sa EAE-om podrazumevaju inflamaciju u hipotalamusu i pad koncentracije LH
u serumu. Ove promene za posledicu imaju zastoj u reproduktivnom Kkapacitetu Kkoji bi
mogao da predstavlja adaptivni mehanizam u cilju o¢uvanja energije sto moZe doprineti
brZem oporavku od bolesti.
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Ana se kao master studentkinja 2015. godine prikljucila Laboratoriji za neurohemiju Odeljenja za
neurobiologiju Instituta za bioloska istraZivanja “SiniSa Stankovi¢” - Instituta od nacionalnog
znacaja za Republiku Srbiju. Zaposlena je na Institutu za bioloska istrazivanja “SiniSa Stankovi¢”
od aprila 2018. godine kao istrazivac¢ pripravnik, a zvanje istraZivac¢ saradnik stekla je u februaru
2021. godine. Dobitnica je jednomesecne prakse na Univerzitetu u Torinu, Italija, gde je boravila
tokom februara 2024. godine baveci se metodom masene spektrometrije.

Ana MiloSevic je kao prvi autor objavila tri publikacije (jednu iz kategorije M21a i dve iz kategorije
M21), a kao koautor pet publikacija u medunarodnim casopisima (tri iz kategorije M21 i dve iz
kategorije M22) i jedan revijski rad u vrhunskom nacionalnom c¢asopisu (M51), kao i brojna
kongresna saopstenja na skupovima medunarodnog i nacionalnog znacaja. Dodatno, ucestvovala
je u organizaciji nekoliko dogadaja naucno-popularnog karaktera - Nedelji svesti o mozgu,
Festivalu nauke, No¢i istrazivaca. S tim u vezi, Ana je koautorka naucno-popularne publikacije
ZooMozgologija (2019) u izdanju Drustva za neuronauke Srbije, pripremljene kao deo promocije
kongresa Federacije evropskih drustava za neuronauke. Takode, bila je instruktor na histolosko-
imunohistohemijskoj radionici ,Stain the brain“ odrzanoj na BioloSkom fakultetu u februaru 2019.
godine. Clanica je Drustva za neuronauke Srbije, Federacije evropskih drustava za neuronauke i
Srpskog drustva za molekularnu biologiju.



IIpuor 1,

U3jasa 0 ayTOpCTBY

INoTnucanu-a Aua A.Musomesuh
Opoj uHAeKca B53007/2016
Usjasbyjem

Ja je [OKTOpCKa AucepTalyja 1o HacJ0BOM

YTH1aj ekciepuiMeHTaaHOT aYTOUMMYHCKOT eHlledaJToMUjeTUTHCA Ha

XHHOTaIIaMO-XI’IHOQHBHO-I‘OH&QHY OCy Kon Dark AgOUti naroBa 06a moJsia

® PpE3yJITAaT COIICTBEHOI HCTPAaXUBAYKOT pala,

e JaTMpej/oXeHa AucepTalyja y LieJIMHU HU Y leJIOBMMaA HUje 61/ia NpejjoxeHa 3a fobujame
6110 KOje JUIJIOME ITpeMa CTYAUjCKUM IIPOorpaMUMa APYTHX BUCOKOIIKO/ICKHUX YCTAaHOBA,

® /1a Cy pe3yJTaTH KOPEKTHO HaBeeHH U

° Ja HHCAaM KpILIKO/Jia ayTOpPCcKa MpaBa U KOPUCTHO HHTEEKTYaIHy CBOjHHY APYTHX JIHIA.

IMoTnuc JoKTOpaHzAa

Y Beorpazy, __10.7.2024. Uf(;w;l \/JKM“CWA&/‘L(




IIpusor 2.

HM3jaBa 0 MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE M eJIeKTPOHCKe Bep3Hje
JOKTOPCKOT paja

HMe u npe3ume ayTopa Ana A. Munoumepuh
Bpoj uHaekca 53007/2016
CTyzujckuy nporpam Buojoruja - EkciepuMeHTaaHa Heypobuoioryja

Hac/ioB paja _YTHIaj ekcnepyMeHTaJHOT ayTOMMYHCKOr eHlledaloMHUje/IMTHCa Ha

XUMOTANaMO-XUnodH3HOo-roHaaHy ocy kos Dark Agouti nanosa 06a mosa

MenTopu ap Weana bjeso6a6a u ap Jlanujena JlakeTa

[ToTnucanu/a Axa A. MusomieBuh

W3jaB/byjeM Aa je mTaMIaHa Bep3uja MOT AOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA eJIEKTPOHCKOj BEP3HjH KOjy caM
npejao/sa 3a 06jaB/pHUBake Ha MOpTaly JUruTajJHOr peno3uToOpHMjyMa YHUBep3uTeTa y beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Jia ce o6jaBe MOjH JIMYHH MOJALM Be3aHH 3a JoOujame akaJleMCKOr 3Bama JOKTOpa HayKa,
Kao IITO Cy UMe ¥ ITpe3uMe, FoiMHa U MecTo pohera U JaTyM ob6paHe paja.

OBM JIMYHH IIOJIAI[M MOTY Ce 06jaBUTH Ha MPEXHUM CTPaHULAMa JUTHTa/lHe 6U6/IMOTEKe, y eJIeKTPOHCKOM
KaTtaJory 4y ny6iukaiujama YuuBepsurteta y bBeorpazy.

IloTnuc JoKTOpaHja

2 ~
V Beorpaay, __10.7.2024. /&A_& uﬂff@@@(ﬂd\
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IIpusior 3.

H3jaBa o kopuihemwy

OpaamhyjeM YHHBep3UTeTCKy GubauoTeKy ,CBerosap MapkoBuh“ ga y JlUruTaJHU pPeno3UTOPHjyM
YHuBep3urteTta y beorpazy yHece MOjy LOKTOPCKY AUCEPTALH]y MO HACJ0BOM:

YTHIaj] eKClIepUMeHTaJHOr aYyTOMMYHCKOT eHlledasoMUjeTUTUCA Ha
XUIIOTAJaMO-XUITODU3HO-TOHAAHY ocy K01 Dark Agouti manioBa 06a noJja

KOja je Moje ayTOPCKO [JeJi0.

Jucepranujy ca CBUM IpUJj0O3uMa Ipefao/ja caM y ejeKTPOHCKOM ¢opMaTy MOTOAHOM 32 TpajHO
apxuBHUpame.

Mojy AOKTOPCKY AHCEPTALMjy NOXpatbeHy v JUruTajHu peno3uTopujyM YHuBepsuTera y beorpagy mory
[la KOPUCTe CBU KOjU MOMITYjy oApefde caApxaHe y ofabpaHoM THIy JulleHle KpeaTusHe 3ajegHule
(Creative Commons) 3a K0jy caM ce 0AJ1y4uo/a.

1. AytopcTBoO
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLHjaJIHO
@AyTOpCTBO - HeKoMepLuja/Ho - 6e3 npepaje
4, AyTOpCTBO - HEKOMEpLUjalHO — AeJUTH N10J, UCTUM YCJI0BHMA
5. AytopcTBo - 6e3 npepaze
6. AyTOpCTBO — [EJUTH [0/, UCTUM YCI0BUMA

(MosMMoO J1a 3a0KPYXHUTE CaMO jeIHY OJ LIeCT NOHYDEHHX JIMLIEHIIH, KpaTaK ONUC JIMLEHIM AaT je Ha
noJiehUHU JucTa).

IloTnMc foKTOpaHa

V Beorpany, __10.7.2024. (/%W{ J&f&f? epd




1. AyTopcTBo - /l03Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYIIM]jy U jaBHO CaOllITaBakbe JieJia, U pepajie, ako ce
HaBe/le MMe ayTopa Ha HAa4YWH ojipeheH o/ cTpaHe ayTopa WJIM [jlaBaolia JIUIEHIE, YaK U Y KOMepLUjaJHe
cBpxe. OBO je Hajca1060/1HUja O/ CBUX JIMILIEHIIH.

2. AyTOpCTBO - HEKOMepLHjaTHO. /l03Bo/baBaTe YMHOXKABabe, JUCTPUOYIM]Y U jaBHO CAOMIITABALE JIea,
Y Ipepa/jie, aKko Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH of cTpaHe ayTopa WM AaBaoua JjnneHne. OBa
JIMLIeHIIa He [103B0/baBa KOMepLHja/IHy yrnoTpeby Jea.

3. AyTOpCTBO - HeKoMepIyjasiHO — 6e3 mpepaje. /lo3Bos/baBaTe YMHOXaBakbe, JUCTPUOYIUjY U jaBHO
caoriITaBabe Jiesa, 6e3 MpoMeHa, MpeobJMKOBaba UK YIIOTpebe Jiesia y CBOM JIeJly, aKO Ce HaBeJle NMe
ayTopa Ha HauMH ojpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaola JjulleHie. OBa JIMIeHIIa HE J03BOJbaBa
KOMepIHjaHy ynoTpeby Aesa. Y 0JJHOCY Ha CBe OCTaJle JIMIeHIle, 0BOM JIML[EHIIOM Ce OrpaHUYaBa HajBehu
001M NpaBa Kopuithewa aeJa.

4. AyTopcTBO - HEKOMEpPLHjaJHO - [JeJUTH TI0J HCTUM ycaoBuMa. /lo3Bo/baBaTe yMHOXKABabe,
JYCTPUOYILIUjY U jaBHO caollITaBabe Jiesa, U Ipepajie, ako ce HaBeJie MMe ayTopa Ha HayuH oZApeheH of
CTpaHe ayTOpa WM AaBaola JULEeHIle U aKo ce Ipepaja AUCTPUOyHpa MO/ UCTOM HJIH CIMYHOM JIMLLEHLOM.
OBa JiMLeHLa He [103B0J/baBa KOMePIUja/IHy yIIoTpeby Aesa U pepaja.

5. AytopcTBo - 6e3 npepaze. /lo3Bo/baBaTe yMHOXKaBake, JUCTPUOYIIUjY U jaBHO caolllITaBambe Jiea, 6e3
pOMeHa, IPeo6IMKOBama UM YIIOTpebe /iesia y CBOM JieJly, aKo ce HaBe/Jle UMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH
0/l CTpaHe ayTopa WM JlaBaola JuueHIe. OBa JiMleHIja 103B0/baBa KOMePIUjalHy YIIOTPe6y Aesa.

6. AyTOpCTBO - JEJUTH NOJ UCTUM ycjoBuMA. /lo3BosbaBaTe YMHOXaBakbe, JUCTPUOYIHUJY U jaBHO
caollITaBame Jlesia, U Ipepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauyuH oJipeheH o/ cTpaHe ayTopa HUJIU
JlaBaolla JIMIEHIle U aKo Ce Mpepaja AUCTPUOYHUpA MO UCTOM WJM CJAUYHOM JuleHoM. OBa JiMIeHIa
Jl03BO/baBa KOMepIlHjaJHy ynoTpeby jJesna v npepaga. CivdyHa je cOPTBEPCKUM JIMIEHIIAaMa, OJJHOCHO
JIIleHIlaMa OTBOPEHOT Ko/a.
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