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ORIGINALNI NAUCNI RADOVI

ULOGA HIPOTALAMUSNIH LEZIJA' U STERILITETU ZENA
EKSPERIMENTALNO PROUCAVANIJE
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Vladmila BOJANIC, Marko MATIJAS i Snezana JANCIC
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Anovulativni ciklusi i amenoreja u bolesnica sa Cushing-ovim
sindromom, udruZeni sa sterilitetom, kuSingoidni tip gojaznosti u
naSem eksperimentu, kao i kontradiktomi podaci o neplodnosti pacova i
miSeva u identi¢riom eksperimentu, razlozi su za proucavanje funkcije i
moifologije jajnika u Zivotinja tretiranih mononatrijum glutumatom
(MNG).

Eksperimentalna grupa crnih miseva C57BL/6.T soja Zenskog
pola je tretirana intrapeiitonealno rastvorom MNG u dozi od 4.4 mg/g
telesne tezine, od prvog do devetog dana posle rodenja. Parenje
tretiranih Zenki sa netretiranim muZzjacima je izvrSeno nakon 90 dana
starosti; ove Zenke su zrtvovane nakon 120 dana od rodenja. Jajnici su
odstranjeni i fiksirani u rastvoru 10% formaldehida, ru¢no obradeni i
seCeni na mikrotonu. Parafinski preseci su bojeni HE, PAS i Van
Gieson metodama. Identian postupak je primenjen i na kontrolnu
grupu zivotinja, oba pola.

Sve tretirane Zenke su bile sterilne. Ovarijumi su bili uveéani,
cisti¢ni, bez zutih ili albikantnih tela. U kontrolnih Zenki, nadeni su
Graf-ovi folikuli u razli¢itoj fazi sazrevanja, kao i luteinizovana stroma.

U radu je diskutovan poremecaj funkcije hipotalamo-hipofizo-
gonadne ose, uslovljen oSteéenjem hipotalamusnih regija koje
sekretuju razlicite "releasing” hormone.

Kljucne rec¢i: hipotalamusna gojaznost, mononatrijum glutamat,
sterilnost, cisti¢ni ovarijumi

Uvod

Pored smrtnosti, niSta manje znacajan faktor za opstanak jedne nacije
nije ni problem steriliteta. Zahvaljujuéi razvoju medicinske nauke, uzroci
sekundarnog steriliteta danas se sve lakSe i brZe otkrivaju, a samim tim i
uspe$no otklanjaju. Medutim, geneza primarnog steriliteta je Cesto nedo-
kuciva, ¢ak i kada se ovom dijagnostikom bave visokostrune i speci-
jalizovane ginekoloSke ustanove.

Cinjenice daje najéedci uzrok steriliteta Zena poremecaj ovulacije, kao i
da je poremecena funkcijska sinhronizacija izmedu "releasing" faktora



hipotalamusa, gonadotropina hipofize i ovarijalnih hormona (Guyton, 1995),
usmerile su brojne istrazivade ka proucavanju hipotalamo-hipofizo-
ovarijalnih lezija, kako u sterilnih Zena sa anovulativnim ciklusom, tako i u
slicnim eksperimentalnim mode lima (Redding et al., 1971; Ochiet al., 1998).

SaopsStenja o lezijama razliCitih jedara i nerava lipotalamusa u glodara
koji su prvih nekoliko dana od rodenja tretirani mononatrijum glutamatom
(MNG) ukazalasu nabrojne endokrine poremecaje ovih zivotinjau aduitnom
petiodu (Cushing-ov tip gojaznosti, steroidni tip dijabetesa, atrofija
limforetikularnih organa) (Tokuyama i sar., 1989; Katié i sar., 1995), kao i na
sterilitet muZjaka koji je posledica odsutne spermatogeneze (Kati¢ i sar.,

1997).

Cilj rada

Proucavanje funkcije i morfoloSkih promena ovarijuma u miSeva sa
lezijama liipotalamusa, izazvanim mononatrijum glutamatom.

Matcrijal i metode

Crni miSevi C57BL/6.1 soja podeljeni su u dve grupe: kontrolnu i
eksperimentalnu. U svakoj grupi je bilo po 12 miSeva, oba pola.

Novorodene zivotinje su tietirane od prvog do desetog dana rastvorom
MNG potkozno,jedanputdnevno, udoziod4.4mg/gtelesne mase (slika 1).

Slika 1. Novorodeni miSevi



Parenje tretiranih Zenki s kontrolnim (netretiranim) muZjacima je
izvrseno devedesetog dana od rodenja. Nakon $to dvadeset dana su sve
zivotinje Zrtvovane. Jajnici su odstranjeni i fiksirani u rastvoru 10% for-
maldehida, u trajanju od 24 h. Laboratorijska obrada ovanjalnih isecaka je
obavljena ru¢no. Parafinski preseci bojeni su slede¢im metodama:

1. Klasicnom HE metodom, za verifikaciju histolo§kih promena
jajnika;

2. Histohemijskom Van Gieson metodom, za procenu atreti¢nih

folikula;
3. Histohemijskom AB-PAS metodom (AB=pH 2,5), za ispitivanje
sadrzaja u cistama.

Rezultati ispitivanja
Eksperimentalna grupa

Gojaznost zivotinja je evidentna, buffalo-tipa (slika 2).
Tretirane Zenke, nakon parenja sa kontrolnim muZjacima, nisu postale
gravidne.

Slika 2. Upadljivo poveéanje popre¢nog pre¢nika
trupa leve Zivotinje (crtica)



Njihovi ovarijumi sastavljeni su od mnogobrojnih cisti¢cnih formacija
(od 3-5 mm), providnih zidova, ispunjenih bistrom zuckastom tec¢nos$cu;
tanak zid, debljine 1 mm, je sa unutrasnje strane oblozen glatkim, sjajnim,
belicastim epitelom.

Patohistoloski, cisti¢ni folikuli pokriveni su atroficnim granuloznim
slojem (Celija, bez luteinizovane theca internae. Theca externa je slabije
vaskularizovana, gradena od kolagenih vlakana (slika 3).

Slika 3. Cisti¢ni ovarijumi eksperimentalne grupe

Kontrolna grupa

Ovarijumi su sadrzali ovarijalne folikule u razliitoj fazi sazrevanja,
bez cisticnih formacija, sa prisutnim atreticnim folikulima (znak ovulacije)
(slika 4).

Diskusija i zakljuéak

Zahvaljujuéi tesnoj funkcijskoj povezanosti izmedu "releasing" hor-
mona hipotalamusa, FSH i LH hipofize, kao i estrogena i estradiola
ovarijuma, odvija se kompletno sazrevanje samo jednog ovuma u toku
jednog menstrualnog ciklusa i samo 400 u toku reproduktivnog perioda Zene
(Guyton, 1995). Zahvaljujuéi ovoj hormonskoj saradnji, primordijalni folikul
prolazi kroz razliCite faze sazrevanja da bi u periodu ovulacije istisnuo
ovarijalnu déeliju sposobnu za oplodenje. S toga je razumljivo da ¢e se
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Slika 4. Ovarijalni folikul u sazrevanju konlrolne grupc

poremecaj funkcije bilo koje od 3 navedene karike odraziti na ovulaciju, a
samim tim i na plodnost Zene.

Dok uzroci apsolutnog hiperestrogenizma leZze u ovarijumima i s
lako¢om se otkrivaju, dotle se uzroci u hipofizi teZe otkrivaju ijoS teze leCe u
nas$oj zemlji. Medutim, patolo$ke lezije izvora kako stimulativnih, tako i
inhibitornih signala, tj. hipotalamusa, jo§ uvek klini¢ki su nedokudlive
(Cotran i sar., 1994).

Ukoliko se ima na umu Cinjenica da su anovulativni ciklusi odgovorni
za sterilitet u 30% Zena, onda su razumljive teznje mnogih autora i za
eksperimentalno proucavanje funkcijskih i morfoloSkih oSteéenja
hipotalamusa (Olney, 1969; Lechon i sar., 1976; Poon i Cameron, 1978; Ochi
i sar., 1988).

U zizi eksperimentalnih istrazivanja se neprestano nalazi eksperimen-
talni model hipotalamusne gojaznosti, izazvane mononatrijum glutamatom i
to parenteralnim uno$enjem u toku prvih deset dana od rodenja (Kati¢ sar.,
1995; Katié i sar., 1996; Bojanié, 1998).

Na osnovu viSegodi$njeg istrazivanja grupe autora navedene u ovom
radu, a u okviru nauc¢nog projekta koji je finansiralo Ministarstvo za nauku
Srbije (br. 13M17) poslednjih 5 godina, na eksperimentalnom radu u trajanju
od 12 meseci, dokazani su: Cushing-ov tip hipotalamusne gojaznosti, kao i
mnoge klini¢ke karakteristike ovog sindroma (Kati¢ i sar., 1995, 1996a,
1996b, 1997, 1998,2001).
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Znacajna karakteristika Zena sa Cushing-ovim sindromom, amenoreja,
udruzena sa sterilitetom (Guyfon, 1995), takode je patogenetski nedovoljno
proucena. Nasi prethodni rezultati su suprotni od rezultata Olney-a (1969) i
odnose se na atrofiju testisa i na sterilitet muZzjaka (Kati¢ i sar., 1997) Zivotinja
sa hipotalamusnim tipom gojaznosti.

Sterilitet Zenki u ovom radu je udruzen s policisticnim ovarijumima i
pokazatelj je anovulativnih ciklusa. Uzrok ovog funkcijskog poremecaja
ovarijuma nalazi se u multifokalnim nekroti¢nim lezijama hipotalamusa, pre
svega u predelu njegove baze (preoptickih i arkuatnih jedara, kao i neurona
eminencije mediane-nuclei tuberales) (Orhi i sar., 1998; Katié i sar., 2001, u
Stampi). Hipotalamusne lezije ne Stede neurone koji stimuliSu sintezu i
sekreciju gonadotropina dovodeéi do nastajanja anovulativnih ciklusa, poli-
cisti¢nih ovarijuma i steriliteta. Budu¢i da su u hipotalamusu skoncentrisana i
peptidergi¢na vlakna koja sekretuju SRIF (Somatostatin Releasing Inhibiting
Factor) (inhibitor sinteze ACTH), kao i neuroni na Cijim se zavrSecima
sekretuju LH-RH, njihovo razaranje verovatno omogudéuje hipersekreciju
ACTH i nastajanje Cushing-ovog sindroma s jedne strane, kao i hipo-
sekreciju (asekreciju) gonadotropina i nastajanje anovulativnih ciklusa, s
druge strane.

Medutim, da bi se dokazale ove pretpostavke, potrebna su dalja
eksperimentalna istraZivanja na kriostatskim presecima hipotalamusa, kao i
njihovo tretiranje na prisustvo/odsustvo peptidergi¢nih vlakana Kkoji
sekretuju SRIF i onih koji sekretuju LH-RH.

T pored toga sto se MNG koristi u eksperimentalne svrhe za pro-
ucavanje patogeneze hipotalamusne gojaznosti i steriliteta, njegov toksi¢ni
efekat na pojedinajedra i nerve hipotalamusa je dokazan samo pri aplikaciji
odredenim sojevima pacova i miSeva samo u toku prvih 9 dana od rodenja.
Toksi¢ni efekat MNG u periodu novorodencadi objasnjava se propustljivom
hematoencefalnom barijeroin samo u ovom periodu; odrasle Zivotinje, sa
zrelom hematoencefalnom barijeroin, otporne su na efekte MNG na hi-
potalamus (Bojani¢, 1998). Zbog toga se adultne osobe ne moraju odreci
unosenja MNG u organizam, bududi da, kao aditiv (u vegeti), MNG ima
Siroku primenu u prehrambeno-farmaceutskoj industriji.

Nasa teznja, ovom prilikom, nije bila otkri¢e etioloskih faktora steri-
liteta, ve¢ proucavanje slozenih, hipotalamo-hipofizo-ovarijalnih mehani-
zama, Cestih vinovnika "bele kuge" u mnogim razvijenim zemljama sveta, pa
i u nasoj zemlji.

Na osnovu dobijenih rezultata moZze se zakljuciti da u osnovi
policisti¢nih ovarijuma, anovulativnih ciklusa i steriliteta leZe hipotalamusne
selektivne nekroti¢ne lezije.
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Les cycles anovulalifs et 'amenorrhee chez les malades avec le syndrome de
dishing, associes avec la sterilile, le type de Clashing de ia coipulence dans notre
experiment ainsi que les donnees contradictoires sur l'infecondite des rats et des
souris sont des raisons pour 1 'etude de lafonction etde lamorphologiedes ovairesdes
animaux traites par monosodium glutamate (MSG).

Le groupe experimental des souris noirs C57BL/6J du sexe feminin est traite
intraperitoneaJement par la solution MSG dosee de 4,4 mg/g du poids corporel, du
premier a la neuvieme jour apres la naissance. La copulation des femmes traitees avec
les males non-traites est faite apres 90 jours; ces femelles song sacrifiees apres 120
jours de naissance. Les ovaires sont ablates et fixes dans la solution de 10%
formaldehyde, traites a main et coupes sur microtone. Les coupes de paraffine sont
colorees par la methode de HE, PAS et Van Giesen. Le proces identique est applique
aussi sur le groupe de controle des animaux de deux sexes.

Toutes les femelles traitees ont ete steriles. Les ovaires etaient agrandis, sans
corps jaunes et blanchalres. Chez les femelles dans le groupe de controle on a trouve
des follicules de Graf dans les diverses phases de la maturation ainsi que la strome
luteinisee.

Dans le travail on a discule sur la perturbation de Faxe hypolalamo-hypophiso-
gonadc, conditione par l'endommagement des regions de 1'hypothalamus qui
secrctent les divers "releasing” hormons.

Lex mots vies: Corpulence d'hypothalamus, monosodium glutamate,
ovaires cystiques

THE ROLE OF THE HYPOTHALAMUS LESIONS IN WOMEN'S
STERILITY - AN EXPERIMENTAL STUDY

Vuka KATIC, Stevo NAJMAN, Telena ZIVANOV-CURLIS,
Vladmila BOJANIC, Marko MATIJAS and Snezana JANCIC
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The anovulatory cycles and amenorrhea in the female patients with Cushing's
syndrome, coupled with sterility, the Cushingoid type of obesity in our experiment as
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well as contradictory data about sterility of rats and mice in the identical experiment
represent the reasons for studyng the function and morphology of the ovaries in the
animals treated by monosodium glutamate (MSG).

The experimental group of the black mice C57BL/6.T of the female gender has
been treated by an intraperitoneal solution of MSG in the dose of 4,4 mg/g of the body-
weight from the first to the ninth day after birth. The coupling of the treated females
with the untreated males was done after 90 days of age; these females were sacrificed
120 days after birth. The ovaries were removed and fixed in the solution of 10%
fonnaldehyde, manually treated and cut on the microtone. The paraffin sections were
colored by HE, PAS and Van Giesen methods. The identical procedure was also
appliced to the control group of animals of both sexes.

All the treated animals were sterile. The ovaries were enlarged, cystic, without
yellow or albinic bodies. In the control females, there were Graf follicles found in
various phases of maturation as well as luteinized stroma.

The paper discusses the disturbance of the hypothalamus-hypophysis-gonad
axis caused by the damage of the hypothalamus regions secreting various "releasing”
hormones.

Key words: Hypothalamus obesity, monosodium glutamate, cystic ovaries
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