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POPIS KRATICA

8-PN 8-prenilnaringenin

AB 3-amiloid peptid

Arc arkuatna jezgra (engl. arcuate nucleus)

CA Amonov rog (struktura hipokampusa, lat. cornu Ammonis)

CcC zuljevito tijelo (lat. corpus callosum)

CPu prugasto tijelo (engl. caudate putamen, lat. corpus striatum)

DAB 3,3’-diaminobenzidin

DG nazubljena vijuga (engl. dentate gyrus)

GABA gama-aminomaslacna kiselina (engl. gamma aminobutyric acid)

GFAP fibrilarni Kiseli protein glije (engl. glial fibrillary acidic protein)

ER estrogenski receptor

HRP peroksidaza iz hrena (engl. horse radish peroxidase)

M1 primarna motoricka kora

MAP mikrotubulima pridruzeni protein (engl. microtubule-associated protein)
PBS fosfatni pufer (engl. phosphate-buffered saline)

Pe periventrikularna jezgra hipotalamusa

RANKL ligand receptora aktivatora nuklearnog ¢imbenika kappa-f (engl. receptor

activator of nuclear factor kappa p ligand)

S1BF ,bacvasto“ polje primarnog somatosenzornog Kkorteksa (engl. primary

somatosensory cortex, barrel field )

SERM selektivni modulator estrogenskih receptora (engl. selective estrogen receptor
modulator)

SNr retikularni dio crne tvari (lat. substantia nigra pars reticulata)

SuG povrsinski sivi sloj gornjih kolikula (engl. superficial grey layer of the superior

colliculus)
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1. uvoD

1.1.  Ziv&ano tkivo

Ziv&ani sustav ¢ovjeka graden je od integrirane komunikacijske mreZe koju tvori vise od 100
milijuna neurona podupiranih glija-stanicama (1). Neuroni su stanice specijalizirane za
medustani¢nu komunikaciju i prenoSenje podrazaja u ziv€anom sustavu (2). Svaki neuron
povezan je s tisucama drugih neurona, a rasporedeni su u neuronske krugove koji uzajamnim
djelovanjem vrse odredenu funkciju (1). Potporne stanice koje se nazivaju neuroglija ili glija-
stanice vazne su za prezivljavanje i1 funkciju neurona. One se dijele na astrocite,

oligodendrocite, mikroglija stanice, Schwannove stanice i ependimske stanice (2).

1.1.1. Neuroni

Neuron je osnovna strukturna i funkcionalna jedinica ziv€anog sustava. Oni stvaraju, primaju i
prenose zivéane impulse uzrokovane razli¢itim podrazajima iz samog organizma ili okoline
organizma (3). Vecina neurona zivi mnogo dulje od glija-stanica i imaju brz metabolizam kako
bi imali dovoljnu koli¢inu energije potrebnu za stvaranje Sirenje akcijskih potencijala. Unatoc¢
ustaljenom uvjerenju da neuroni gube moguénost dijeljenja u ranoj postnatalnoj dobi,
istrazivanja provedena u zadnja dva desetlje¢a dokazala su da neke regije mozga imaju
sposobnost stvaranja novih neurona tijekom cijelog Zivota. Kod odraslih sisavaca uocena je
neurogeneza u subgranularnoj zoni nazubljene vijuge (engl. dentate gyrus, DG) hipokampusa

te u subventrikularnoj zoni lateralnih ventrikula (4-6).

1.1.2. Morfoloska obiljezja neurona

lako se neuroni medusobno razlikuju funkcijom 1 izgledom, posjeduju nekoliko zajednickih
morfoloskih obiljeZja koja ih razlikuju od svih ostalih stanica. Svi neuroni imaju tijelo (soma)
od kojeg odlaze stani¢ni nastavci (jedan akson i jedan ili viSe dendrita) te presinapticke
aksonske zavrSetke. Tijelo neurona obuhvaca jezgru neurona i okolnu citoplazmu. Akson
zapocCinje aksonskim brezuljkom 1 u vecini slucajeva ima pobo¢ne ogranke, a zavrSava
zavr$nim razgranjenjem. Presinapticki aksonski zavrSetak koji zavrSava zavrsnim odebljanjem,

pojedinacni je ogranak zavrSnog razgranjenja. Zavrsna odebljanja u bliskom su odnosu s
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postsinaptickim dijelom membrane drugog neurona ili drugih ciljnih stanica te tako nastaje

sinapsa koja je glavno mjesto interakcije neurona (2,3).

1.1.3. Vrste i funkcija neurona

Duljina aksona neurona usko je povezana s funkcijom neurona. Kratki aksoni granaju se u
neposrednoj blizini neurona. Takve stanice su posrednici u prijenosu signala izmedu neurona.
Dugi aksoni udaljavaju se od tijela stanice. U mozgu se takvi aksoni projiciraju iz jednog u
drugo mozdano podrucje pa govorimo o projekcijskim (aferentnim ili eferentnim),
asocijacijskim i komisurnim neuronima ovisno o podrucjima koje akson povezuje. Najpoznatije
vrste aferentnih ili osjetnih neurona su primarni neuron osjetnog puta i talamokortikalni
neuroni. Primarni ili prvi neuroni osjetnog puta su pseudounipolarni neuroni osjetnih ganglija
mozdanih i mozdinskih Zzivaca, bipolarni neuroni vestibularnog i slusnog ganglija, njusnog
sustava te fotoreceptori mreznice, dok su zavrsni neuroni slusnog, vidnog i somatosenzibilnog
puta talamokortikalni neuroni (3). Osjetni receptori mogu se svrstati u tri skupine: interoceptori
nadgledaju kardiovaskularni, reproduktivni, probavni, respiratorni i mokraéni sustav;
eksteroceptori daju informacije o temperaturi, atmosferskom tlaku i osjetilima, a proprioceptori
registriraju kretanje i poziciju skeletnih misica i zglobova (2). Motoricki ili eferentni neuroni
za zadac¢u imaju prijenos informacija iz srediSnjeg zZiv€anog sustava do perifernih tkiva i
organskih sustava. Najpoznatije vrste motori¢kih neurona su: piramidni neuroni motori¢kih
polja mozdane kore (gornji motoneuroni) koji oblikuju voljni motoricki put, alfa-motoneuroni
ventralnog roga kraljeznicne mozdine (donji motoneuroni) koji inerviraju poprec¢noprugaste
misice i Purkinjeove stanice malog mozga koje su u kori malog mozga jedini projekcijski

neuroni (3).

1.1.4. Interneuroni

Vecina interneurona nalazi se u mozgu i lednoj mozdini dok su ostali smjeSteni unutar
autonomnih ganglija. Interneuroni djeluju u lokalnim neuronskim krugovima, stoga je primarna
funkcija interneurona integracija informacija. Interneuroni se jo$ nazivaju ,,umetnutim‘
stanicama jer nalaze izmedu aferentnih 1 eferentnih neurona. Oni nose osjetilne informacije 1
reguliraju motori¢ku aktivnost (1,3). Tipican osjetni ili motori¢ki mozdani put nastaje kad se
izmedu osjetnih ili motorickih neurona umetne projekcijski neuron umjesto inhibicijskog

interneurona. Klju¢no obiljezje otvorenog neuronskog kruga je postojanje lanca sinapticki

2



1. UVOD

povezanih neurona Koji nisu vezani povratnim aksonskim Kkolateralama s prethodnim
neuronima u nizu. Zatvoreni ili pravi neuronski krug sastoji se od eferentnog neurona koji
rekurentnom kolateralom svog aksona ekscitira interneuron, a interneuron potom inhibira
eferentni neuron s kojim je u doticaju. Interneuron zatvara krug zato Sto sluzi kao povratna veza
koja je usmjerena na prethodni neuron u nizu. Glavni neurotransmiter inhibicijskih interneurona
u srediSnjem ziv€anom sustavu je GABA (engl. gamma aminobutyric acid) (3). Inhibicijski
interneuroni koji odasilju akcijske potencijale velikom ucestalos¢u sadrze parvalbumin koji
puferira kalcijeve ione. U neuronima, signali kalcijevih iona igraju kljuénu ulogu u
ekscitabilnosti membrane, transkripciji gena i oslobadanju neurotransmitera (7). Puferiranjem
kalcijevih iona sprjecava se aktivacija kalijevih kanala ovisnih o kalciju, koji bi svojom
aktivacijom smanjili ekscitabilnost i produljili refrakterno razdoblje. Osim parvalbumina, ulogu
u puferiranju kalcijevih iona imaju kalretinin i kalbindin. Neurotransmiter ekscitacijskih
interneurona mozdane kore je glutamat, a neurotransmiter krupnih interneurona strijatuma i
specificnih skupina neurona, koji imaju vaznu ulogu procesima budnosti, pozornosti, u¢enja i
pamcenja, je acetilkolin (3). Gubitak ili disfunkcija interneurona tijekom razvoja mijenja
ravnotezu izmedu ekscitacije 1 inhibicije neurona, §to moze pridonijeti nastanku raznih

neuroloskih poremecaja (8,9).

1.1.5. Glija stanice

U mozgu sisavaca glija-stanice brojnije su od neurona. One okruzuju tijelo i stani¢ne nastavke
neurona kako bi osigurale mikrookoli$ prikladan ziv€anoj funkciji. Glija-stanice dijele se na
astrocite, oligodendrocite, mikroglija stanice, Schwannove stanice i ependimske stanice. Glija-
stanice nemaju aksone, imaju jednu vrstu stani¢nih nastavaka i ne stvaraju akcijski potencijal.
Astrociti su zvjezdolike stanice koje imaju puno dugih izdanaka. Uz svoju potpornu ulogu,
astrociti imaju ulogu u kontrolnim funkcijama srediSnjeg ziv€anog sustava. Oni posjeduju
aminokiselinske 1 adrenergi¢ne receptore koji im omogucuju odgovaranje na razlicite
podrazaje. OdrZavaju homeostazu iona i pH vrijednost izvanstani¢ne teku¢ine mozdanog tkiva.
Mijenjaju sastav izvanstani¢ne teku¢ine tako S$to apsorbiraju viSak neurotransmitera i
oslobadaju neuroaktivne molekule. Kada dode do oSteCenja ziv€anog sustava, astrociti
proliferiraju 1 pretvaraju se u ,,reaktivnu gliju“ koja na mjestu ostecenja stvara ,,glijalni oziljak*.
Fetalna vrsta astrocita, koja se naziva radijalna glija, ima ulogu vodi¢a migrirajuc¢ih neurona od
proliferacijske zone neurona do njihovih kona¢nih odredista. Oligodendrociti su male stanice

koje obavijaju aksone svojim nastavcima te izgraduju mijelinsku ovojnicu Cija je zadaca
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elektricna ,,izolacija® aksona u sredi$njem Ziv€anom sustavu, ¢ime se ubrzava prijenos
akcijskog potencijala. Mikroglija stanice su malene, izduzene stanice s kratkim nepravilnim
nastavcima. One su rezidentni makrofagi mozga koji tijekom bolesti ili ozljede mozdanog tkiva
gube svoje nastavke 1 poprimaju morfoloske znacajke makrofaga i ulogu fagocita. Mikroglija
stanice izlucuju mnoge imunoregulacijske citokine te uklanjaju suvi$ne ostatke tkiva nakon
oStecenja u ziv€anom sustavu. Schwannove stanice su glija-stanice koje stvaraju mijelinske
ovojnice oko aksona u perifernom zivéanom sustavu. Jedna Schwannova stanica moze stvoriti
mijelinsku ovojnicu samo oko jednog perifernog aksona, za razliku od oligodendrocita koji
mogu mijelinizirati viSe aksona u srediSnjem zivéanom sustavu. Ependimske stanice su epitelne
stanice kubi¢na oblika koje oblazu ventrikule mozga i sredi$nji kanal kraljeznicne mozdine.
Vecina ih posjeduje trepetljike koje svojim kretanjem pridonose gibanju cerebrospinalne

tekucine (1,3).

1.2.  Osteoporoza

Osteoporoza je najcesc¢i metabolicki poremecaj kostiju karakteriziran smanjenjem koStane mase
i pogorSanjem kostane mikroarhitekture. Posljedica je poveéana krhkost kostiju te povecana
osjetljivost na prijelome (10). Razvoj osteoporoze povezan je s nekoliko riziénih ¢imbenika.
Paratiroidni hormon, vitamin D, kalcitonin i estrogen primarni su endokrini ¢imbenici povezani
S razvojem osteoporoze. Paratiroidni hormon povecava apsorpciju kalcija iz kosti i putem
bubrega i crijeva te povecava aktivnost osteoklasta. Takoder, aktivira vitamin D u njegov
bioaktivni oblik kalcitriol pri ¢emu se potie apsorpcija kalcija u crijevima. Kalcitonin ima
zadacu suprotnu paratiroidnom hormonu i vitaminu D. On se veZe za svoj receptor kako bi
reverzibilno blokirao funkciju osteoklasta i resorpciju kosti. Uz kalcitonin, estrogen u
interakciji s estrogenskim receptorom o (ERa) 1 estrogenskim receptorom 3 (Erf) takoder moze
blokirati resorpciju kosti i povecéati apoptozu osteoklasta (11). IzraZena promjena u
koncentraciji hormona i manjak estrogena nakon menopauze jedan je od razloga veéeg rizika
od razvoja osteoporoze kod Zena, iako je pad spolnih hormona moguce uociti i kod muskaraca
u starijoj dobi. Na veci rizik od prijeloma utjece i porast rizika od pada koji je jedan od rizi¢nih
¢imbenika povezanih sa starenjem. Ostali rizi€ni ¢imbenici za nastanak osteoporoze povezani
su s nacinom zivota — nedostacima u prehrani, nedostatkom tjelesne aktivnosti te puSenjem i
konzumacijom alkohola (12). Osteoporoza se ¢esto ne dijagnosticira prije nego $to dode do
prijeloma kosti. Najées¢i prijelomi vezani uz osteoporozu su prijelomi kuka ili kostiju ruku

(13). Posljedice osteoporoze koje se javljaju uz prijelome i krhkost kostiju su jaka bol u ledima,

4
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problemi s probavom, smanjen apetit te gubitak tezine (9), a bol 1 fizicka ograniCenja te
promjene u nacinu zivota mogu $tetno utjecati na psihicko stanje pa se javljaju depresija,

tjeskoba, strah i bijes (14).

1.2.1. LijeCenje osteoporoze

Strategija za prevenciju i lijeCenje osteoporoze ukljucuje farmakoloSku terapiju te promjene u
prehrani i na¢inu zivota. Farmakoloska terapija preporucuje se onim osobama koje su prethodno
imale prijelome kostiju i osobama koje imaju osteopeniju. Postoji nekoliko vrsta farmakoloske
terapije kojima je cilj inhibicija resorpcije kostiju i povecanje kostane mase (15). Zlatni standard
za lijeCenje osteoporoze su bisfosfonati uz pravilnu prehranu s dodatkom vitamina D 1 kalcija.
Osim bisfosfonata, koriste se denosumab, selektivni modulatori estrogenskih receptora,
estrogen i kalcitonin (12). Oralni bisfosfonati kao $to su alendronat, risedronat i zoledronska
kiselina su uc¢inkoviti i pristupa¢ni (16). Bisfosfonati temelje svoje djelovanje na ometanju
unutarstani¢nih puteva u osteoklastima. Vezu se na kalcij u hidroksiapatitu, kost ih apsorbira,
a Imaju citotosi¢ni uc¢inak na zrele osteoklaste, inhibiraju diferencijaciju osteoklasta te
interferiraju sa strukturnim ¢imbenicima osteoklasta koji su neophodni za resorpciju kosti (11).
Alendronat je lijek prvog izbora u prevenciji i lijeCenju osteoporoze, a prema nekim
istrazivanjima, mogao bi pomoc¢i i u lijeCenju neurodegenerativnih bolesti jer posjeduje rijetku
sposobnost prolaska krvno-mozdane barijere i inhibira aktivnost acetilkolin-esteraze $to je
klju¢no u lijecenju demencija (17,18). Denosumab je prvo potpuno humano monoklonalno
antitijelo koje se specifi¢no veze za humani ligand receptora aktivatora nuklearnog ¢imbenika
kappa-p (engl. receptor activator of nuclear factor kappa p ligand, RANKL) kako bi se
inhibirala i sprijecila resorpcija kosti (19). Denosumab se ne koristi kao lijek prvog izbora za
osteoporozu, osim kod pacijenata koji ne podnose peroralnu terapiju bisfosfonatima (20).
Upotreba nadomjesne terapije estrogenom ili kombinacijom estrogena i progestina ucinkovita
je za prevenciju osteoporoze kod Zena u postmenopauzalnom razdoblju zbog uloge
estrogenskih receptora u apoptozi osteoklasta (21). Medutim, rizik od venske tromboembolije
te karcinoma endometrija i dojki, razlog su smanjenog koriStenja terapije estrogenom u
prevenciji osteoporoze (22). Selektivni modulatori estrogenskog receptora (engl. selective
estrogen receptor modulator, SERM) su nesteroidni lijekovi koji imaju sli¢an ucinak na kosti
kao estrogen, ali uz puno manji rizik od javljanja karcinoma dojke i endometrija (23). Najcesce

koristeni SERM-ovi su raloksifen, lazofoksifen i bazedoksifen (24).
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1.2.2. Ovarijektomijski model osteoporoze

Zivotinjski modeli odgovaraju¢i su alat za proucavanje novih metoda prevencije i lijeGenja
bolesti. Prvi izbor i najCeS¢e koriStena opcija za proucavanje osteoporoze je model
ovarijektomiranih $takora (25). Ovarijektomirani stakorski model osteoporoze oponasa manjak
estrogena koji inducira gubitak koStane mase 1 predstavlja pojavu osteoporoze kod Zena nakon
menopauze (26). Bisfosfonati i SERM-ovi koji se koriste kao lijekovi za osteoporozu prvo su
bili proucavani i ispitivani na ovarijektomiranim Stakorima (25). Ovarijektomijom inducirana
osteoporoza kod Stakora potvrduje se mjerenjem gustoce kostiju i parametara mikroarhitekture
kostiju. Uz to, preporuca se odrediti biokemijske parametre u serumu i urinu te koStane markere.
Metode koje se koriste za potvrdu osteoporoze jednake su kod ljudi i ovarijektomiranih Stakora
(27). Moguca ogranicenja pri koristenju ovarijektomiranih Stakora za model osteoporoze su
odsutnost prirodne krhkosti i lomljivosti kosti te prisutnost uzduznog rasta kostiju kod zrelih

Stakora nakon ovarijektomije (28).

1.3.  Fitoestrogeni

Fitoestrogeni su prirodni biljni spojevi strukturno ili funkcionalno sli¢ni estrogenima (posebno
17B-estradiolu) koje svakodnevno unosimo prehranom. Fitoestrogeni se prema prema
kemijskoj strukturi i na¢inu djelovanja dijele na izoflavone, kumestane, prenilirane flavonoide
1 lignane. Izoflavoni poput genisteina 1 daidzeina mogu se prona¢i u mahunarkama, soji, le¢i i
slanutku. Kumestrol pripada skupini kumestana i nalazi se u biljkama poput graska, djeteline 1
lucerne. Prenilirani flavonoidi, u koje spada 8-prenilaringenin, nalaze se u hmelju i proizvodima
od hmelja poput piva. Resveratrol je polifenolni spoj koji se moZe pronaci u grozdu i crnom
vinu, a lignani se nalaze u mnogim Zitaricama (posebno u sjemenkama lana) te u vocu i povréu
(29). Fitoestrogeni se unutar biljaka obi¢no nalaze kao glikozidi, a ne u svom aktivnom obliku.
U aktivni oblik prelaze u debelom crijevu Covjeka pomocu bakterija koje hidroliziraju glikozid.
Fitoestrogeni pokazuju sposobnost vezanja na estrogenske receptore i induciranja estrogenskih
ili antiestrogenskih ucinaka. Zahvaljujuéi takvom nacinu djelovanja, fitoestrogeni utjecu na
reproduktivni i sredi$nji Ziv€ani sustav te pripadaju skupini selektivnih modulatora

estrogenskog receptora (30).
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1.3.1. KoriStenje fitoestrogena u lijecCenju

Zbog sli¢nosti s estrogenom, mnoge studije pokazale su pozitivne ucinke fitoestrogena kod
postmenopauzalnih simptoma, karcinoma dojke i problema s kostima (31,32). U slucaju
karcinoma dojke, fitoestrogeni i njihovi derivati se vezu za estrogenske receptore. Fitoestrogeni
imaju veci afinitet za estrogenski receptor f (ERP), vezu se i inhibiraju aktivnost estrogenskog
receptora a (ERa). Takoder, povecavaju ekspresiju inhibitora kinaze ovisne o ciklinima (p21,
p27, p57) i tumor supresorskih gena (33). Neka istrazivanja pokazala su neuroprotektivan
ucinak fitoestrogena (34). Dokazano je da fitoestrogeni imaju veliki potencijal u prevenciji
resorpcije kostiju u ovarijektomiranih Stakora (35). Nedavno provedena studija dokazala je
preventivni ucinak izoflavonoida glabrena na osteoporozu kod ovarijektomijom inducirane
osteoporoze Stakora (36). Ekstrakt hmelja sadrzi fitoestrogene 8-prenilnaringenin (8-PN) i
njegov prekursor, flavonoid ksantohumol. U suhom ekstraktu hmelja moze se pronac¢i oko 1 %
ksantohumola, a koli¢ina 8-prenilnaringenina je vise od 10 puta manja (37). Postoje razni
mehanizmi pomocu kojih ksantohumol moze pomo¢i u sprjecavanju razvoja kardiovaskularnih
bolesti, Secerne bolesti i karcinoma (38). Razne studije pokazale su da ksantohumol sprje¢ava
resorpciju kostiju i inducira stvaranje osteoblasta (39). Iako su ucinci ksantohumola u
sprjeCavanju karcinoma dojke povezani s antiestrogenim ucincima, ksantohumol potice
stvaranje osteoblasta vezanjem za estrogenske receptore poput estrogena. Nedavno proucavani
mehanizmi stvaranja osteocita pokazali su da ksantohumol inhibira RANKL put
osteoklastogeneze (40). Sposobnost ksantohumola da poti¢e stvaranje osteoblasta, a bez
povecanja rizika za karcinom dojke mogla bi u lije¢enju osteoporoze izdvojiti ksantohumol
ispred hormonske nadomjesne terapije koja za posljedicu moze imati karcinom dojke i

endometrija (41).

1.4.  Utjecaj spolnih hormona na mozak

Estrogeni, progesteron i testosteron poznati su steroidni spolni hormoni koji imaju
neuroprotektivno i neurotrofi¢no djelovanje. Spolni hormoni djeluju preko svojih receptora koji
se nalaze u neuronima limbickog sustava, posebice u amigdaloidnim jezgrama. Limbicke
strukture povezane su s reguliranjem ponasanja vaznih za izraZavanje emocija, seksualno
ponasanje te sposobnost pamcenja i ué¢enja (3). Spolni hormoni poznati su po aktivaciji MAPK,
ERK i Akt signalnih puteva povezanih s neuroprotektivnim djelovanjem (42). Estrogeni imaju

pleiotropni uc¢inak. Estrogenski receptori prisutni su u svim stanicama ziv€anog sustava, a



1. UVOD

estrogen regulira vise molekularnih puteva. ERa prevladava u amigdaloidnim jezgrama, dok u
podru¢ju nazubljene vijuge hipokampusa dominira ERB (43). Estrogeni sprjecavaju smrt
neurona povecavanjem endogene sinteze antiapoptotskih molekula (44). U astrocitima,
estradiol pokazuje neurotrofi¢nu aktivnost koja olakSava izlu¢ivanje faktora rasta i potiskuje
ekspresiju kiselog glijalnog fibrilarnog proteina (GFAP). Uz to, smanjuje astrogliozu i potice
oslobadanje glijalnog apolipoproteina E (45-47). Pozitivan uc¢inak estrogena na kognitivne
procese dokazan je utjecajem estrogena na odrzavanje kolinergickih mehanizama poticanjem
stvaranja acetilkolina u bazalnom dijelu prednjeg mozga (48). Osim kolinergi¢nog sustava, u
srediSnjem ziv€anom sustavu, estrogeni utjeCu i na ostale neurotransmiterske sustave (49).
Takoder, estrogeni su antioksidansi, koji stite neurone od p-amiloida koji se akumulira kod
Alzheimerove demencije i uzrokuju neurodegenerativne promjene (50). lako uz pad razine
estrogena menopauza rezultira i padom razine progesterona, manje je proucavan utjecaj
progesterona na mozak. Otkriveno je da progesteron ima veliku ulogu u regulaciji fizioloskih
procesa. Utjece na neuroplasti¢nost neurona i glija-stanica te smanjuje anksioznost i depresivne
osjecaje (51-53). Veéina ucinaka progesterona posredovana je mehanizmima koji preko
njegovih receptora reguliraju proliferaciju, rast i diferencijaciju neurona (54,55). Vazna
funkcija progesterona u srediSnjem ziv€anom sustavu je poticanje mijelinizacije u
oligodendrocitima i Schwannovim stanicama (56,57). U perifernim zivcima, Schwannove
stanice lokalno proizvode progesteron iz pregnenolona kako bi pospjesile stvaranje mijelinske
ovojnice. S obzirom na degradaciju mijelina tijekom starenja, prema nekim izvorima, funkcija
perifernih zivaca mogla bi se poboljsati lijeCenjem progesteronom (58). Testosteron je
androgeni hormon ¢iji su u¢inci posredovani putem androgenih receptora (59). Testosteron ima
vrlo aktivni metabolizam in vivo. On se u tijelu pomocu enzima citokrom P450 aromataze
pretvara u estradiol, potom pomocu enzima 5-reduktaze tip 1 i tip 2 u dihidrotestosteron.
Estradiol koji je nastao pretvorbom testosterona zatim moze doci do ciljanih organa vezanjem
za estrogenske receptore, dok se dihidrotestosteron veze za androgene receptore. Androgeni
receptori $iroko su i selektivno rasprostranjeni po cijelom limbi¢kom sustavu i hipotalamusu te
imaju vaznu ulogu u sredi$njoj regulaciji reproduktivne funkcije i kognitivnih sposobnosti (60).
Dihidrotestosteron ima veci afinitet za androgene receptore od testosterona, stoga se smatra

snaznijim androgenom (61).



1. UVOD

1.5. Regije mozga od interesa za ovo istrazivanje

Regije mozga u kojima je zabiljezena ekspresija imunohistokemijskih biljega interneurona su:
Amonov rog 1-3 (lat. cornu Ammonis 1-3, CA1-3), nazubljena vijuga hipokampusa (engl.
dentate gyrus, DG), arkuatna jezgra (engl. arcuate nucleus, Arc), primarna motori¢ka kora
(M1), periventrikularna jezgra hipotalamusa (Pe), prugasto tijelo (engl. caudate putamen, lat.
corpus striatum, CPu), ,,bacvasto* polje primarnog somatosenzornog korteksa (engl. primary
somatosensory cortex, barrel field, S1BF), retikularni dio crne tvari (lat. substantia nigra pars
reticulata, SNr), povrsinski sloj gornjih kolikula (engl. superficial grey layer of the superior
colliculus, SuG) i zuljevito tijelo (lat. corpus callosum, CC). Veéina neurona Koji se nalaze u
regijama mozga od interesa za ovo istrazivanje su projekcijski neuroni koji su dio inhibicijskog
GABA-ergickog sustava. CA1-3 i DG strukture su koje se nalaze u hipokampusu, sastoje se od
tri sloja mozdane kore i imaju vaznu ulogu u pam¢enju. Najdublji sloj CA graden je od bazalnih
dendrita piramidnih neurona i interneurona. U CA se razlikuju tri citoarhitektonska polja: CAl
koje je podrucje tanjih i manjih piramidnih neurona, CA2 te CA3 u kojem se nalaze krupni,
tamnije obojeni neuroni. DG se morfoloski razlikuje od CA. Ima debeli povrsinski molekularni
sloj, u drugom sloju sadrzi male zrnate neurone, a najdublji sloj sastoji se od interneurona i
piramidnih neurona zbog ¢ega DG izgleda kao zavrSetak CA (3). Arc je regija u hipotalamusu
u obliku luka, smjestena na dnu trece komore, koja ima vaznu ulogu u hranjenju te odrzavanju
metabolicke i koStane homeostaze (62). Ispod zida trece komore nalazi se Pe, regija
hipotalamusa koja ima klju¢nu ulogu u regulaciji reproduktivne funkcije u osi hipotalamus-
hipofiza-Zlijezda (63). M1 se nalazi u frontalnom reznju, sastoji se od 6 slojeva stanica i primjer
je agranularne kore jer ne sadrZi zrnate stanice. M1 je regija koja je odgovorna za upravljanje i
kontrolu voljnih pokreta (3). SIBF je regija u somatosenzornoj kori glodavaca koja je vrlo
dobro organizirana te sluzi za prikupljanje i obradu informacija prikupljenih iz okoline pomocéu
brkova. Tijekom istrazivanja objekata, brkovi glodavaca su pod motornom kontrolom i izvode
brze ritmicke pokrete, stoga je ova regija privlacna za istrazivanje somatosenzornih funkcija
(64,65). CPu je jedna od struktura prugastog tijela koje tvori bazalne ganglije. Uloga CPu je u
raznim moZdanim funkcijama poput ucenja, motoricke kontrole, kognitivnih sposobnosti te
emocionalnih ponasanja (66). Uz prugasto tijelo, SNr oblikuje sustav motorickih bazalnih
ganglija. SNr pripada glavnim izlaznim jezgrama bazalnih ganglija. Zivéana vlakna iz
prugastog tijela su GABA-ergicka i projiciraju se u SNr. Ti projekcijski neuroni inerviraju

talamus, gornje kolikule i srednji mozak (3,67). SuG je povrsinski sloj gornjih kolikula. SuG
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su parne strukture u srednjem mozgu i imaju ulogu u ukljuéivanju vizualnih okoli$nih podrazaja
i koordinaciji pokreta pomicanja o¢iju i glave (68). Zuljevito tijelo struktura je u mozgu §takora
koja se sastoji se od priblizno 200 milijuna mijeliniziranih ziv¢anih vlakana kojima je glavna
funkcija integriranje 1 prijenos informacija s obje mozdane hemisfere za obradu motorickih,

osjetilnih i kognitivnih signala (69).
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2. HIPOTEZA

Primjena ekstrakta hmelja 1 alendronata utjee na izrazaj imunohistokemijskih biljega

interneurona i na morfologiju zivéanih vlakana u mozgu ovarijektomiranih Stakora.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je ispitati utjecaj ekstrakta hmelja, alendronata i njihove kombinacije na:
1) izrazaj imunohistokemijskih biljega interneurona u mozgu Stakora
2) morfologiju Ziv¢anih vlakana mozga Stakora

3) izrazaj mikrotubula u aksonima mozga Stakora
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4.1.  Ustroj studije
Studija je ustrojena kao randomizirani kontrolirani pokus u kojem su tkiva ovarijektomiranih
zenki Stakora tretiranih alendronatom i/ili ekstraktom hmelja usporedivana s tkivom

ovarijektomiranih netretiranih zenki Stakora i zdravih netretiranih Zenki Stakora.

4.2. Materijal

U eksperimentu su koristeni Stakori soja Wistar Zavoda za animalnu fiziologiju Bioloskog
odsjeka Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu. Priblizna dob svih Zivotinja u
istrazivanju bila je 6 mjeseci, a tjelesna masa oko 200 g. Karakteristike Zivotnog prostora
standardizirane su. Kontrolirana je vlaznost zraka, temperatura zraka odrzavana je na +24 °C,
a trajanje svjetlosti i mraka bilo je po 12 sati. Dimenzije kaveza u kojem su boravile Zivotinje
bile su20x32x20 cm. Zivotinje su hranjene komercijalnom hranom (4 RF 21, MucedolaS.R.L.,
Italija) uz slobodan pristup obi¢noj vodi. Istrazivanje je provedeno u skladu sa eti¢kim nacelima
vazec¢im u Republici Hrvatskoj, prema Zakonu o zastiti laboratorijskih zivotinja (NN 19, 1999.)
i prema Vodicu za drzanje i koriStenje laboratorijskih Zivotinja (70). Koristeni ekstrakt hmelja
je XanthoFlav (75 % ksantohumol, 1,7 % 6-prenilnaringenin, 0,4 % izoksantohumol, 0,3 % 8-
PN) koji je za potrebe istraZivanja donirala tvrtka Hopsteiner (New York, SAD). Alendronat je
koristen u obliku lijeka Alendox 70 (Belupo, Hrvatska). Istrazivanje je odobreno od strane
Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek, KLASA: 602-04/21-08/07, URBROJ:
2158-61-07-21-55 i od strane Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske, KLASA:UP/I-
322-01/19-01/115, URBROJ:525-10/1315-20-6.

4.3. Metode

Zivotinje su u ovom istrazivanju podijeljene u 5 skupina od kojih je svaka skupina sadrzavala
10 zivotinja. IzvrSena je bilateralna ovarijektomija uz analgeziju i anesteziju na svim skupinama
osim zdrave kontrolne skupine. Primijenjen je inhalacijski anestetik sevofluran kao Sevorane
(Chicago, Illinois, SAD). Zdrava kontrolna skupina podvrgnuta je operaciji bez odstranjivanja
jajnika (tzv. ,,sham® operacija). Tretman ekstraktom hmelja i alendronatom u trajanju od 2
tjedna zapocet je mjesec dana nakon ovarijektomije. Prije svakog tretmana Zivotinje su
anestezirane sevofluranom. Skupina 1 (skupina Stakora tretirana alendronatom, A) tretirana je

alendronatom u dozi 40 mg/kg jednom dnevno intragastricki. Skupina 2 (skupina Stakora
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tretirana ekstraktom hmelja, H je tretirana ekstraktom hmelja jednom dnevno u dozi 60 mg/kg
intragastricki. Skupina 3 (skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja, AH) je
jednom dnevno naizmjenicno tretirana alendronatom 40 mg/kg ili ekstraktom hmelja 60 mg/kg
intragastricki. Skupina 4 (ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, OVX) i skupina 5
(netretirana zdrava skupina Stakora, K) su jednom dnevno intragastricki primale otapalo za
ekstrakt hmelja, 1 ml propilen glikola. Zivotinje su vagane svaki dan prije poetka tretmana te
prije zrtvovanja. Nakon zavrSetka tretmana, Zivotinje su zrtvovane uz koriStenje anestetika te
je ucinjena kraniotomija i uzorkovan je mozak. Mozgovi su fiksirani 72 sata u 4 %-tnoj
puferiranoj otopini formaldehida te su krioprotektirani u 30 %-tnoj otopini saharoze i 1x
fosfatnom puferu. Nakon krioprotekcije mozgovi su smrznuti u pothladenom izopentanu.
Mozgovi su rezani na kriostatu (LEICA CM3050 S, Leica, Wetzlar, Njemacka) u koronarnoj
ravnini na debljinu 35 pm te su rezovi uronjeni u krioprotektiraju¢u otopinu (30 %-tna saharoza,
40 %-tni glicerol i 0,9 %-tni formaldehid u 1x fosfatnom puferu) za trajno ¢uvanje na -20 °C.
Za prikaz zivéanih vlakana, uzorci su obojeni impregnacijskom metodom zlatom.
Imunohistokemijska bojenja provedena su na slobodno plutajuéim uzorcima (engl. free
floating) nakon ¢ega su uzorci navuceni na predmetna stakla i prekriveni pokrovnim stakalcima.
U svim se otopinama za imunohistokemiju fosfatni pufer (engl. phosphate-buffered saline,
PBS) koristio kao otapalo. Vrijednost pH koristenog fosfatnog pufera iznosila je 7,4.

Imunokemijski su prikazani epitopi uz koristenje sljedec¢ih primarnih protutijela:

e Mikrotubulima pridruZeni protein 2 (MAP2) — miS§je monoklonsko protutijelo, oznaka
protutijela: M4403, lot 110M4848, proizvoda¢ Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Sjedinjene Americ¢ke Drzave — biljeg mikrotubula u aksonima

e Kalbindin D28K — zec¢je poliklonsko protutijelo, oznaka protutijela: AB1778, lot
2604827, proizvoda¢: Merck Group, Darmstadt, Njemacka — biljeg interneurona

e Kalretinin — zec¢je poliklonsko protutijelo, oznaka protutijela: AB5054, l0t#2519229,
proizvodac: Merck Group, Darmstadt, Njemacka — biljeg interneurona

e Parvalbumin — misje monoklonsko protutijelo, oznaka protutijela: MAB1572, lot

2649665, proizvodac: Merck Group, Darmstadt, Njemacka — biljeg interneurona

14
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4.3.1. Imunohistokemija

Uzorci su iz otopine za krioprotekciju isprani 3 puta u 1xPBS otopini, 10 minuta po ispiranju.
Dvjema inkubacijama u trajanju od 20 minuta u 1 %-tnom H2O, m/v (Gram-Mol, Zagreb) u
1xPBS-u provedeno je blokiranje endogenih tkivnih peroksidaza. Nakon inkubacija, uzorci su
prebaceni u 1xPBS otopinu na ispiranje. Zatim su uzorci preko no¢i inkubirani u blokirajucoj
otopini s primarnim protutijelom na tresilici pri 125 okreta u minuti na +4 °C u razrjedenjima:
MAP2 1:1000, kalretinin 1:2000, parvalbumin 1:2000, kalbindin 1:2000. Po jedan rez svake
promatrane regije iz svake skupine zivotinja inkubiran je u blokirajucoj otopini te predstavlja
negativnu kontrolu kojom se provjeravao izostanak reakcije sekundarnog protutijela s
epitopima u tkivu. Sljedec¢i dan uzorci su 3 puta ispirani od primarnih protutijela u 1xPBS-u po
10 minuta na tresilici na sobnoj temperaturi. Koristena su sljede¢a sekundarna protutijela: kozja
protu-zec¢ja IgG oznacena biotinom (Jackson-ImmunoResearch, kataloski broj: 111-065-144)
za kalretinin i kalbindin te kozja protu-misja IgG oznacena biotinom (Jackson-
ImmunoResearch, kataloski broj: 111-065-071) za parvalbumin i MAP2. Sekundarna
protutijela razrijedena su u omjeru 1:500 u blokirajucoj otopini. Preparati su inkubirani u
navedenim otopinama 2 sata na sobnoj temperaturi na tresilici. Uzorci su isprani 3 puta po 10
minuta u 1xPBS-u. Slijedilo je prebacivanje u otopinu tercijarnog kompleksa (Vector PK-6100,
Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornija, Sjedinjene Americke Drzave) koji se sastoji od
avidina i biotina konjugiranog s peroksidazom iz hrena (engl. horse radish peroxidase, HRP) u
razrjedenju 1:250. Preparati su se na tresilici inkubirali s tercijarnim kompleksom 1 sat na
sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su slijedila ispiranja, 3 puta po 10 minuta u 1xPBS-u te
razvijanje u 3,3'-diaminobenzidinu (DAB). DAB je supstrat za HRP. Negativne kontrole
inkubirane su jednako dugo u otopini DAB-a kao i ostali uzorci. Otopina za razvijanje
pripremljena je prema uputama proizvodaca (Vector DAB Substrate Kit, Vector Laboratories,
Burlingame, Kalifornija, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Uzorci su stajali u otopini 2 minute,
potom su isprani 2 puta u 1xPBS-u. Rezovi su navuceni na Cista predmetna stakla i pokriveni

medijem Biomount (Biognost, Zagreb) te pokrovnim stakalcem.

4.3.2. Impregnacijska metoda zlatom

Otopina za bojenje pripremljena je od 0,2 %-tne otopine zlatnog klorida (vodikov
tetrakloroaurat trihidrat) otopljenog u 0,02 M neutralnom fosfatnom puferu i 0,9 %-tnoj otopini
natrijevog klorida (71). Uzroci su 3 puta isprani od krioprotektanta u 1xPBS-u i navuéeni na

predmetna stakla, nakon cega su se suSili nekoliko dana. OsuSeni uzroci prebaceni su u
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destiliranu vodu na rehidraciju dva puta po 5 minuta. Uslijedila je impregnacija zlatom u
trajanju od 3 sata u potpunom mraku. Nakon bojenja zlatom preparati su dehidrirani
premjestanjem uzoraka dva puta u 96 %-tni i dva puta u 100 %-tni etanol. Preparati su na kraju
uronjeni u ksilen 2 puta po 5 minuta te pokriveni medijem Biomount (Biognost, Zagreb) i

pokrovnim stakalcem.

4.3.3. Kvantifikacija uzoraka

Uzorci mozgova fotografirani su kamerom Olympus D70 (Olympus, Tokyo, Japan) na
mikroskopu Carl Zeiss Axioscope 2 MOT (Carl Zeiss, Jena, Njemacka). Strukture u
unutra$njosti mozga fotografirane su pod pove¢anjem objektiva 20x%, a strukture kore mozga
pod povecanjem objektiva 10x. Sve regije mozga kvantificirane su pomocu fotografija veli¢ine
4080x3072 piksela te podvrgnute analizi uz pomo¢ javno dostupnog programa za analizu
fotografija ImageJ (verzija 1.53d) (72). Prije kvantifikacije postavljeni su parametri za mjerenje
funckijom Analyze/Set measurments s postavkama za Area, Standard deviation, Min and Max

grey value, Integrated density, Mean grey value.

4.3.4. Kvantifikacija intenziteta obojenja

Pri kvantifikaciji intenziteta obojenja zlatom, fotografije su prvo razdvojene u 8-bitne kanale
funkcijom Image/Colour deconvolution/RGB. Za sljedece korake u kvantifikaciji koristen je
plavi (Colour 3) kanal. Pri kvantifikaciji ekspresije kalretinina, kalbindina, parvalbumina i
MAP2, fotografije su razdvojene u 8-bitne kanale funkcijom Image/Colour deconvolution/H-
DAB. Za sljedece korake u kvantifikaciji koristen je drugi (Colour 2) kanal. Za sve fotografije
pri mjerenju koristen je Rectangle alat povrsine 400x400 piksela uz funkciju Analyze/Measure.
Na svakoj fotografiji, unutar svake regije mozga od interesa, provedeno je po 5 mjerenja.
Dobivene vrijednosti integrirane gusto¢e obojenja su pozitivno korelirane tako §to je vrijednost
dobivena s fotografije oduzeta od maksimalne vrijednosti za danu povrSinu. Maksimalna

vrijednost dobivena je mnozenjem ukupnog broja piksela s fotografije s 255.

4.3.5. Mjerenje debljine zuljevitog tijela
Debljina zuljevitog tijela mjerena je na fotografijama uzoraka impregniranih zlatom. Struktura

zuljevitog tijela fotografirana je pri povecanju objektiva 20x. Pri mjerenju debljine zuljevitog
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tijela koristen je Straight line alat uz funkciju Analyze/Measure na svim fotografijama regije

zuljevitog tijela, po 5 mjerenja.

4.4.  Statisticke metode

Normalnost raspodjele numeri¢kih varijabli testirana je Lilieforsovom ina¢icom Kolmogorov-
Smirnovljenovog testa. Numericki podatci opisani su aritmetiCkom sredinom i standardnom
devijacijom te je koristen jednosmjerna ANOVA test s Tukey dvostranim post hoc testom. Sve
P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na a = 0,05. Za statisti¢ku obradu

podatka koriSten je program Statistica 12 (TIBCO Software, Palo Alto, Kalifornija, SAD).
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5. REZULTATI

Ovo istrazivanje obuhvatilo je 50 Zivotinja podijeljenih u 5 skupina. Od toga je jedna bila
kontrolna, zdrava neovarijeketomirana netretirana skupina od 10 zivotinja (K), a 4 skupine po
10 zivotinja su bile ovarijektomirane Zzenke Wistar Stakora, od kojih je jedna netretirana skupina
(OVX), dok su ostale skupine tretirane alendronatom, ekstraktom hmelja ili kombinacijom
alendronata i ekstrakta hmelja (A, H, AH).

Prikaz obojenih koronarnih presjeka mozgova Wistar Stakora i regije od interesa za OVO
istrazivanje obojene impregnacijskom metodom zlatom te imunohistokemijskim bojenjima

kalretininom, parvalbuminom, kalbindinom D28K i MAP2 nalazi se na slikama 1. i 2.
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Slika 1. Fotografije koronarnih presjeka mozgova obojanih impregnacijskom metodom zlatom i imunohistokemijskim bojenjima (MAP2,
kalretinin, parvalbumin, kalbindin) po skupinama koriStenim u ovom istrazivanju. Fotografirano s ukupnim poveéanjem 16x Popis kratica: MAP2
—mikrotubulima pridruzeni protein 2, K — kontrolna zdrava netretirana skupina, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina, A — ovarijektomirana
skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U ovom presjeku fotografirane su promjene u sljede¢im regijama mozga od interesa: Amonov rog 1-
3 (lat. cornu Ammonis 1-3, CA1-3), nazubljena vijuga (engl. dentate gyrus, DG), primarna motoricka kora (M1), periventrikularna jezgra
hipotalamusa (Pe), arkuatna jezgra (engl. arcuate nucleus, Arc), prugasto tijelo (engl. caudate putamen, lat. corpus striatum, CPu) i ,,bacvasto*

polje primarnog somatosenzornog korteksa (engl. primary somatosensory cortex barrel field, SIBF). Fotografirala autorica.
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Slika 2. Fotografije koronarnih presjeka mozgova obojanih impregnacijskom metodom zlatom i imunohistokemijskim bojenjima (MAP2,
kalretinin, parvalbumin, kalbindin) po skupinama kori$tenim u ovom istrazivanju. Fotografirano s ukupnim poveéanjem 16x. Popis kratica: MAP2
—mikrotubulima pridruzeni protein 2, K — kontrolna zdrava netretirana skupina, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina, A — ovarijektomirana
skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U ovom presjeku fotografirane su promjene u sljede¢im regijama mozga od interesa: retikularni dio
crne tvari (lat. substantia nigra pars reticulata, SNr) i povrsinski sloj gornjih kolikula (engl. superficial grey layer of the superior colliculus, SuG)

Fotografirala autorica.
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5.1 Intenzitet bojenja impregnacijske metode zlatom
Bojenjem uzoraka impregnacijskom metodom sa zlatom prikazana su Zziv€ana vlakna.
Fotografije uzoraka u regijama mozga od interesa obojenih impregnacijskom metodom zlatom

nalaze se na slikama 3. i 4.
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Slika 3. Fotografije uzoraka obojenih impregnacijskom metodom zlatom fotografirane pod
objektivom 20x. Skala u donjem lijevom kutu slike predstavlja duljinu od 200 um. Popis
kratica: K — kontrolna zdrava netretirana skupina stakora, OV X — ovarijektomirana netretirana
skupina S$takora, A — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H -
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja, CA1-3 - Amonov rog 1-3 (lat. cornu
Ammonis 1-3), DG — nazubljena vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), Arc — arkuatna
jezgra (engl. arcuate nucleus), Pe — periventrikularna jezgra hipotalamusa, CPu — prugasto
tijelo (engl. caudate putamen, lat. corpus striatum), SNr — retikularni dio crne tvari (lat.
substantia nigra pars reticulata) i SuG — povrsinski sloj gornjih kolikula (engl. superficial grey

layer of the superior colliculus). Fotografirala autorica.
21



5. REZULTATI

K OoVX A H AH

M1

S1BF

Slika 4. Fotografije uzoraka obojenih impregnacijskom metodom zlatom fotografirane pod
objektivom 10x. Skala u donjem lijevom kutu slike predstavlja duljinu od 200 um. Popis
kratica: K — kontrolna zdrava netretirana skupina stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana
skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H -
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja, M1 — primarna motoricka kora, SIBF —
,bacvasto* polje primarnog somatosenzornog korteksa (engl. primary somatosensory cortex,

barrel field). Fotografirala autorica.

U CA3 i DG regiji je intenzitet obojenja zlatom bio znacajno veéi u ovarijektomiranoj
netretiranoj skupini od ostalih skupina zivotinja (K, A, H, AH). U M1 regiji je intenzitet
obojenja zlatom bio najveci u skupini Stakora tretiranoj alendronatom, a bio je znacajno veci od
K, OVX i H skupina. U ostalim regijama mozga nije uofena znacajna razlika u intenzitetu

obojenja zlatom izmedu skupina (CA1-2, DG, Arc, Pe, CPu, S1BF, SNr, SuG).

Statisticki znacajni rezultati preparata obojenih impregnacijskom metodom zlatom prikazani su

u obliku grafova na slikama 5. — 7.
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Slika 5. Intenzitet obojenja zlatom u CA3 regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

kratica: CA3 — Amonov rog 3 (lat. cornu Ammonis 3), K — kontrolna zdrava netretirana skupina
Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom
hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U

statistickoj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F , ,.,= 6,394, p <0,001 s post HOC Tukey

(4,41)
HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika,
*p<0,05, ¥ p<0,01, *** p <0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte

s grani¢nicima standardnu devijaciju.

23



5. REZULTATI

* %k

20000000 *EX

%k %k %

18000000

16000000

14000000

12000000

10000000

8000000

6000000

4000000

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

2000000

0
K OoVvX A H AH

Slika 6. Intenzitet obojenja zlatom u DG regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis
kratica: DG — nazubljena vijuga (engl. dentate gyrus), K — kontrolna zdrava netretirana skupina
Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom
hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U

statistickoj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, Fua= 10,37, p < 0,001 s post HOC

Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna
razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a

okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 7. Intenzitet obojenja zlatom u M1 regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis kratica:
M1 — primarna motori¢ka kora, K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora, OVX —
ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana
alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH -
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj

analizi koristena je jednostrana ANOVA, F = 5,951, p < 0,001 s post HOC Tukey HSD

441)
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeti¢ke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.
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5.2.  Ekspresija MAP2
Biljeg mikrotubula u aksonima MAP2 je pokazao ekspresiju u nekim regijama mozga. Na
slikama 8. 1 9. nalaze se fotografije uzoraka u regijama mozga od interesa obojenih s MAP2.
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Slika 8. Fotografije uzoraka obojenih s MAP2 fotografirane pod objektivom 20x. Skala u
donjem lijevom kutu slike predstavlja duljinu od 200 um. Popis kratica: K — kontrolna zdrava
netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i
ekstraktom hmelja, CA1-3 — Amonov rog 1-3 (lat. cornu Ammonis 1-3), DG — nazubljena
vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), Arc — arkuatna jezgra (engl. arcuate nucleus), Pe —
periventrikularna jezgra hipotalamusa, CPu — prugasto tijelo (engl. caudate putamen), SNr —
retikularni dio crne tvari (lat. substantia nigra pars reticulata) i SuG — povrsinski sloj gornjih

kolikula (engl. superficial grey layer of the superior colliculus). Fotografirala autorica.
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Slika 9. Fotografije uzoraka obojenih s MAP2 fotografirane pod objektivom 10x. Skala u
donjem lijevom kutu slike predstavlja duljinu od 200 um. Popis kratica: K — kontrolna zdrava
netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina $takora tretirana alendronatom i
ekstraktom hmelja, M1 — primarna motori¢ka kora, S1BF — ,bacvasto” polje primarnog
somatosenzornog korteksa (engl. primary somatosensory cortex, barrel field). Fotografirala

autorica.

U regijama CAL, CA2 i Arc je ekspresija MAP2 u ovarijektomiranoj netretiranoj skupini bila
znacajno veca od A skupine u kojoj je ekspresija MAP2 bila najmanja. U CPu i M1 regijama,
najveca ekspresija MAP2 uocena je u skupini Stakora tretiranih alendronatom i pokazala se
znacajno vecom od OVX i K. Nije uo¢ena znacajna razlika u ekspresiji MAP2 izmedu skupina

u ostalim regijama mozga (CA3, DG, Pe, S1BF, SuG).

Statisticki znacajni rezultati preparata imunohistokemijski obojenih MAP2 prikazani su u

obliku grafova na slikama 10. — 15.
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Slika 10. Ekspresija bojenja s MAP2 u CA1 regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

kratica: CA1 — Amonov rog 1 (lat. cornu Ammonis 1), K — kontrolna zdrava netretirana skupina
Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina $takora tretirana ekstraktom
hmelja, AH - ovarijektomirana skupina $takora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja.U

statistickoj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F 439)=6,807,p<0,001 s post HOC Tukey

HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika,
*p<0,05, ** p<0,01, *** p <0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte

s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 11. Ekspresija MAP2 u CA2 regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis kratica:

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

CA2 — Amonov rog 2 (lat. cornu Ammonis 2), K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora,
OVX — ovarijektomirana netretirana skupina S$takora, A — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH
- ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj

analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F =4,958, p = 0,0028 s post HOC Tukey HSD

(4,39)
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 12. Ekspresija MAP2 u Arc regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis kratica: Arc

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

— arkuatna jezgra (engl. arcuate nucleus) , K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora,
OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH
- ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj

analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F = 3,747, p = 0,0134 s post HOC Tukey HSD

(4,35)
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji zna€ajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 13. Ekspresija MAP2 u CPu regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis kratica:

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

CPu — prugasto tijelo (engl. caudate putamen, lat. corpus striatum), K — kontrolna zdrava
netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina S$takora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i

ekstraktom hmelja. U statistickoj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F =3,528,p=

(4,42)
0,0015 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih
postoji znacajna razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke

sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 14. Ekspresija MAP2 u M1 regiji ispitivanih skupina Wistar $takora. Popis kratica: M1

Pozitivno korelirana integrirana gusto¢a obojenja

— primarna motoricka kora, K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora, OVX —
ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana
alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH -
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj

analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F = 4,145, p = 0,0069 s post HOC Tukey HSD

(4.42)
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji zna€ajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 15. Ekspresija MAP2 u SNr regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis kratica:

Pozitivno korelirana integrirana gustoc¢a obojenja

SNr — retikularni dio crne tvari (lat. substantia nigra pars reticulata), K — kontrolna zdrava
netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i
ekstraktom hmelja. U statistickoj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F430)= 4,00, p =
0,0109 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih
postoji znacajna razlika, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke

sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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5.3  Ekspresija kalbindina D28K
Kalbindin D28K ima specificnu ekspresiju u nekim regijama mozga kao imunohistokemijski
biljeg interneurona. Fotografije uzoraka po regijama mozga od interesa na kojima je vidljiva

ekspresija kalbindina D28K nalaze se na slikama 16. 1 17.

neg.

kontrola K OVX A H AH

CAl

CA2

CA3

DG

Arc

Pe

CPu

SNr

SuG oo Pcitiay e

Slika 16. Fotografije uzoraka obojenih kalbindinom D28K fotografirane pod objektivom 20x.
Skala u donjem lijevom kutu slike predstavlja duljinu od 200 um. Popis kratica: K — kontrolna
zdrava netretirana skupina §takora, OV X — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i
ekstraktom hmelja, CA1-3 — Amonov rog 1-3 (lat. cornu Ammonis 1-3), DG — nazubljena
vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), Arc —arkuatna jezgra (engl. arcuate nucleus), Pe —
periventrikularna jezgra hipotalamusa, CPu — prugasto tijelo (engl. caudate putamen), SNr —
retikularni dio crne tvari (lat. substantia nigra pars reticulata) i SuG — povrsinski sloj gornjih

kolikula (engl. superficial grey layer of the superior colliculus). Fotografirala autorica.
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neg. K OVX A H AH
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Slika 17. Fotografije uzoraka obojenih kalbindinom D28K fotografirane pod objektivom 10x.
Skala u donjem lijevom kutu slike predstavlja duljinu od 200 um. Popis kratica: K — kontrolna
zdrava netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina $takora tretirana alendronatom i
ekstraktom hmelja, M1 — primarna motori¢ka kora, SIBF — ,bacvasto® polje primarnog
somatosenzornog korteksa (engl. primary somatosensory cortex, barrel field). Fotografirala

autorica.

U DG i Arc regijama najveca ekspresija kalbindina D28K bila je u skupini Stakora tretiranih
alendronatom 1 bila je znaCajno veca od H skupine. U CPu regiji je kod skupine Stakora
tretiranih ekstraktom hmelja i alendronatom uocena znacajno veca ekspresija kalbindina D28K
nego u kontrolnoj zdravoj netretiranoj skupini Stakora. U S1BF regiji znacajno je veca
ekspresija kalbindina D28K u skupini $takora tretiranih alendronatom od skupina OVX i AH.
U SNr i SuG regiji je ekspresija kalbindina D28K bila najmanja u skupini Zivotinja tretiranih
alendronatom u odnosu na sve ostale skupine. Nije uocena znacajna razlika u ekspresiji

kalbindina D28K izmedu skupina u ostalim regijama mozga (CA1-3, M1, Pe).

Statisticki znacajni rezultati preparata imunohistokemijski obojenih kalbindinom D28K

prikazani su u obliku grafova na slikama 18. — 23.
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Slika 18. Ekspresija kalbindina D28K u DG regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gusto¢a obojenja

kratica: DG — nazubljena vijuga (engl. dentate gyrus), K — kontrolna zdrava netretirana skupina
Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina S$takora, A — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom
hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U

statistickoj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F = 3,318, p = 0,0025 s post HOC

(4,35)
Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna
razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a

okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 19. Ekspresija kalbindina D28K u u Arc regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

kratica: Arc — arkuatna jezgra (engl. arcuate nucleus) , K —kontrolna zdrava netretirana skupina
Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina S$takora, A — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom
hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U

statistickoj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F = 5,457, p = 0,0018 s post HOC

(4,36)
Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna
razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a

okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 20. Ekspresija kalbindina D28K u CPu regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

kratica: CPu — prugasto tijelo (engl. caudate putamen, lat. corpus striatum), K — kontrolna
zdrava netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i

ekstraktom hmelja. U statisti¢koj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F =4,485,p=

(4,33)
0,0061 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih
postoji znacajna razlika, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke

sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 21. Ekspresija kalbindina D28K u S1BF regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gusto¢a obojenja

kratica: SIBF — ,bacvasto” polje primarnog sometosenzornog korteksa (engl. primary
somatosensory cortex, barrel field), K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora, OVX —
ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina $takora tretirana
alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH -
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj

analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F = 6,891, p < 0,001 s post HOC Tukey HSD

(4,36)
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 22. Ekspresija kalbindina D28K u SNr regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis
kratica: SNr — retikularni dio crne tvari (lat. substantia nigra pars reticulata), ), K — kontrolna
zdrava netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i
ekstraktom hmelja. U statistickoj analizi koristena je jednostrana ANOVA, F,29) = 9,659, p <
0,001 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih
postoji znacajna razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke

sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 23. Ekspresija kalbindina D28K u SuG regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gustoc¢a obojenja

kratica: SUG — povrsinski sloj gornjih kolikula (engl. superficial grey layer of the superior
colliculus), K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana
netretirana skupina S$takora, A — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj analizi koriStena je
jednostrana ANOVA, Fa,29) = 12,47, p < 0,001 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su
linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, ***
p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu

devijaciju.
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5.4  Ekspresija kalretinina
Imunohistokemijsko bojenje interneurona kalretininom pokazalo je znacajne razlike u regijama
mozga od interesa. Na slikama 24. i 25. nalaze se fotografije uzoraka po regijama mozga od

interesa na kojima je vidljiva ekspresija kalretinina.
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Slika 24. Fotografije uzoraka obojenih kalretininom pod objektivom 20x. Skala u donjem
lijevom kutu slike predstavlja duljinu od 200 um. Popis kratica: K — kontrolna zdrava
netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i
ekstraktom hmelja, CA1-3 — Amonov rog 1-3 (lat. cornu Ammonis 1-3), DG — nazubljena
vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), Arc — arkuatna jezgra (engl. arcuate nucleus), Pe —
periventrikularna jezgra hipotalamusa, CPu — prugasto tijelo (engl. caudate putamen, lat.
corpus striatum), SNr — retikularni dio crne tvari (lat. substantia nigra pars reticulata) i SuG
— povrsinski sloj gornjih kolikula (engl. superficial grey layer of the superior colliculus).

Fotografirala autorica.
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Slika 25. Fotografije uzoraka obojenih kalretininom pod objektivom 10x. Skala u donjem
lijevom kutu slike predstavlja duljinu od 200 pum. Popis kratica: K — kontrolna zdrava
netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina $takora tretirana alendronatom i
ekstraktom hmelja, M1 — primarna motoricka kora, SIBF — ,bacvasto” polje primarnog
somatosenzornog korteksa (engl. primary somatosensory cortex, barrel field). Fotografirala

autorica.

Znacajna ekspresija kalretinina uo¢ena je u svim regijama mozga od interesa.

U regijama CA1-3, DG i Arc, ekspresija kalretinina bila je najmanja u ovarijektomiranoj
netretiranoj skupini i znacajno manja od skupina Stakora tretiranih alendronatom i skupina
Stakora tretiranih ekstraktom hmelja. U CA3 regiji ekspresija kalretinina bila je znacajno veca
u skupini stakora tretiranih ekstraktom hmelja od AH skupine. Za razliku od prethodno
navedenih regija, u M1 regiji uo¢eno je da je u skupini zivotinja tretiranih kombinacijom
ekstrakta hmelja i alendronata ekspresija kalretinina bila znacajno veca od skupine H. U CPu
regiji najmanja ekspresija kalretinina uocena je u skupini zivotinja tretiranih alendronatom i
bila je znacajno manja od svih ostalih skupina, dok je OVX skupina bila zna¢ajno veca od K i
H skupina. U SN regiji uoceno je da je ekspresija kalretinina najmanja u kontrolnoj zdravoj
netretiranoj skupini, dok je bila znacajno veca u skupini §takora tretiranih alendronatom u
odnosu na AH, OVX i K skupine. Takoder, ekspresija kalretinina je bila znacajno veéa u H
skupini od AH skupine. U SuG regiji ekspresija kalretinina bila je zna¢ajno veca u skupini
Stakora tretiranih ekstraktom hmelja od OVX i K skupina te u skupini Stakora tretiranih

alendronatom u odnosu na OVX skupinu.

Statisti¢ki znacajni rezultati preparata imunohistokemijski obojenih kalretininom prikazani su

u obliku grafova na slikama 26. — 36.
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Slika 26. Ekspresija kalretinina u CALl regiji ispitivanih skupina Wistar $takora. Popis kratica:
CAl - Amonov rog 1 (lat. cornu Ammonis 1), K — kontrolna zdrava netretirana skupina $takora,
OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina $takora tretirana ekstraktom hmelja, AH
- ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj
analizi koristena je jednostrana ANOVA, Fuz3s = 82,19, p < 0,001 s post HOC Tukey HSD
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.

44



5. REZULTATI

* %k *x

25000000

* %k %

%k %k *k

% %k %k

20000000

% %k

%%k %k

15000000

10000000

Pozitivno korelirana integrirana gusto¢a obojenja

5000000

K OovX A H AH

Slika 27. Ekspresija kalretinina u CA2 regiji ispitivanih skupina Wistar $takora. Popis kratica:
CA2 — Amonov rog 2 (lat. cornu Ammonis 2), K — kontrolna zdrava netretirana skupina $takora,
OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina $takora tretirana ekstraktom hmelja, AH
- ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj
analizi koritena je jednostrana ANOVA, Fu36 = 70,77, p < 0,001 s post HOC Tukey HSD
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 28. Ekspresija kalretinina u CA3 regiji ispitivanih skupina Wistar $takora. Popis kratica:
CA3 - Amonov rog 3 (lat. cornu Ammonis 3), K — kontrolna zdrava netretirana skupina $takora,
OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH
- ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statisti¢koj
analizi kori$tena je jednostrana ANOVA, Fu36 = 53,48, p < 0,001 s post HOC Tukey HSD
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 29. Ekspresija kalretinina u DG regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis kratica:
DG — nazubljena vijuga (engl. dentate gyrus), K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora,
OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH
- ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj

analizi koriStena je jednostrana ANOVA, Fiss = 61,72, p < 0,001 s post HOC Tukey HSD

testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeti¢ke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 30. Ekspresija kalretinina u Arc regiji regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

kratica: Arc —arkuatna jezgra (engl. arcuate nucleus), K — kontrolna zdrava netretirana skupina

Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina

Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina $takora tretirana ekstraktom

hmelja, AH - ovarijektomirana skupina §takora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U

statistickoj analizi koristena je jednostrana ANOVA, F

= 13,70, p < 0,001 s post HOC

Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna

razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a

okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 31. Ekspresija kalretinina u M1 regiji regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis
kratica: M1 — primarna motoricka kora, K — kontrolna zdrava netretirana skupina $takora, OVX
—ovarijektomirana netretirana skupina stakora, A — ovarijektomirana skupina §takora tretirana
alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ckstraktom hmelja, AH -
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj

analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F 4 = 0,25, p < 0,001 s post HOC Tukey HSD

testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 32. Ekspresija kalretinina u Pe regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis kratica: Pe

Pozitivno korelirana integrirana gustoc¢a obojenja

— periventrikularna jezgra hipotalamusa, K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora,
OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina $takora tretirana ekstraktom hmelja, AH
- ovarijektomirana skupina $takora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj

analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F =5,121, p < 0,001 s post HOC Tukey HSD

(4,33)
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji zna€ajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 33. Ekspresija kalretinina u CPu regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis kratica:

Pozitivno korelirana integrirana gustoc¢a obojenja

CPu — prugasto tijelo (engl. caudate putamen, lat. corpus striatum), K — kontrolna zdrava
netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i

ekstraktom hmelja. U statistickoj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F =11,23,p<

(4,40)
0,001 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih
postoji znacajna razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke

sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 34. Ekspresija kalretinina u S1BF regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis kratica:
S1BF — ,ba¢vasto* polje primarnog somatosenzornog korteksa (engl. primary somatosensory
cortex, barrel field ), K — kontrolna zdrava netretirana skupina stakora, OVX — ovarijektomirana
netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj analizi koriStena je

jednostrana ANOVA, Fiz6 = 16,18, p <0,001 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su

linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji zna¢ajna razlika, * p <0,05, ** p < 0,01, ***
p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeti¢ke sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu

devijaciju.
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Slika 35. Ekspresija kalretinina u SNr regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis kratica:

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

SNr — retikularni dio crne tvari (lat. substantia nigra pars reticulata), K — kontrolna zdrava
netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom 1

ekstraktom hmelja. U statisti¢koj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F =20,p <

437)
0,001 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih
postoji znacajna razlika, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke

sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 36. Ekspresija kalretinina u SuG regiji ispitivanih skupina Wistar $takora. Popis kratica:

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

SuG — povrsinski sloj gornjih kolikula (engl. superficial grey layer of the superior colliculus),
K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina
Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana
skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina $takora tretirana
alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj analizi koriStena je jednostrana ANOVA,
F@,36 = 5,529, p = 0,0017 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za
skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci

predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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55  Ekspresija parvalbumina
Imunohistokemijsko bojenje interneurona parvalbuminom pokazalo je znacajne razlike u
regijama mozga od interesa. Na slikama 37. i 38. nalaze se fotografije uzoraka po regijama

mozga od interesa na kojima je vidljiva ekspresija parvalbumina.

neg.

OoVvX A H AH
kontrola

CAl
CA2

CA3

. 5 " # Le »
i W ik gl SRR ¢ Yo W ]
DG 7 W T S

Arc

CPu

SNr

SuG

¥, M

Slika 37. Fotografije uzoraka obojenih parvalbuminom pod objektivom 20x. Skala u donjem
lijevom kutu slike predstavlja duljinu od 200 pum. Popis kratica: K — kontrolna zdrava
netretirana skupina Stakora, OVX - ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i
ekstraktom hmelja, CA1-3 — Amonov rog 1-3 (lat. cornu Ammonis 1-3), DG — nazubljena
vijuga hipokampusa (engl. dentate gyrus), Arc —arkuatna jezgra (engl. arcuate nucleus), Pe —
periventrikularna jezgra hipotalamusa, CPu — prugasto tijelo (engl. caudate putamen), SNr —
retikularni dio crne tvari (lat. substantia nigra pars reticulata) i SuG — povrsinski sloj gornjih
kolikula (engl. superficial grey layer of the superior colliculus). Fotografirala autorica.
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Slika 38. Fotografije uzoraka obojenih parvalbuminom pod objektivom 10x. Skala u donjem
lijevom kutu slike predstavlja duljinu od 200 pum. Popis kratica: K — kontrolna zdrava
netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i
ekstraktom hmelja, M1 — primarna motori¢ka kora, SIBF — ,bacvasto® polje primarnog
somatosenzornog korteksa (engl. primary somatosensory cortex, barrel field). Fotografirala

autorica.

Ekspresija parvalbumina uoc¢ena je u svim regijama mozga od interesa. Najveéa ekspresija
parvalbumina uocena je u skupini Stakora tretiranih alendronatom u svim regijama (CA1-3,
DG, Arc, M2, Pe, CPu, SuG) i bila je znacajno veca od svih ostalih skupina (K,OVX, H, AH)
osim u regiji SNr gdje je skupina Stakora tretiranih alendronatom imala najmanju ekspresiju
parvalbumina. Uz to, u regijama CA1-3, DG i Pe ekspresija parvalbumina bila je znacajno veca
u skupini Stakora tretiranih ekstraktom hmelja od skupina AH i K. U regijama M1 i S1BF
takoder je uocena najveca ekspresija parvalbumina u skupini Stakora tretiranih ekstraktom
hmelja i bila je znacajno veca od svih ostalih skupina osim skupine S$takora tretiranih

alendronatom.

Statisti¢ki znacajni rezultati preparata imunohistokemijski obojenih parvalbuminom prikazani

su u obliku grafova na slikama 39. — 49.
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Slika 39. Ekspresija parvalbumina u CA1l regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis
kratica: CA1 — Amonov rog 1 (lat. cornu Ammonis 1), K — kontrolna zdrava netretirana skupina
Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina $takora tretirana ekstraktom
hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U

statistickoj analizi koristena je jednostrana ANOVA, F = 57,24, p < 0,001 s post HOC

(4,38)
Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna
razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a

okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 40. Ekspresija parvalbumina u CA2 regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

AH

kratica: CA2 — Amonov rog 2 (lat. cornu Ammonis 2), K — kontrolna zdrava netretirana skupina
Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom
hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U

statistickoj analizi koristena je jednostrana ANOVA, F =67,3,p<0,001 spost HOC Tukey

(4,38)
HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika,
*p<0,05, ¥* p<0,01, *** p <0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte

s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 41. Ekspresija parvalbumina u CA3 regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

AH

kratica: CA3 — Amonov rog 3 (lat. cornu Ammonis 3), K — kontrolna zdrava netretirana skupina
Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom
hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U

statistickoj analizi koristena je jednostrana ANOVA, F = 55,22, p < 0,001 s post HOC

(4,38)
Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna
razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a

okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 42. Ekspresija parvalbumina u DG regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gustoc¢a obojenja

AH

kratica: DG — nazubljena vijuga (engl. dentate gyrus), K —kontrolna zdrava netretirana skupina
Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom
hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U

statistickoj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F =59,3,p<0,001 spost HOC Tukey

(4,38)
HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika,
*p <0,05, ¥ p<0,01, *** p <0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte

s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 43. Ekspresija parvalbumina u Arc regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis
kratica: Arc — arkuatna jezgra (engl. arcuate nucleus), K —kontrolna zdrava netretirana skupina
Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom
hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U
statisti¢koj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, Fu3s) = 42,56, p < 0,001 s post HOC
Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna
razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a

okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 44. Ekspresija parvalbumina u M1 regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gustoc¢a obojenja

AH

kratica: M1 — primarna motoricka kora, K — kontrolna zdrava netretirana skupina $takora, OVX
— ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana
alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH -
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj

analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F =41,57,p < 0,001 s post HOC Tukey HSD

(4,40)
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeti¢ke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 45. Ekspresija parvalbumina u Pe regiji ispitivanih skupina Wistar §takora. Popis kratica:
Pe — periventrikularna jezgra hipotalamusa, K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora,
OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH
- ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj
analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F,37)= 43,07, p < 0,001 s post HOC Tukey HSD
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.

63



5. REZULTATI

* %

* %

20000000

18000000 * ok ok

16000000
14000000
12000000 I
10000000
8000000
6000000
4000000

2000000

Pozitivno korelirana integrirana gustoca obojenja

0
K OoVvX A H AH

Slika 46. Ekspresija parvalbumina u CPu regiji ispitivanih skupina Wistar $takora. Popis
kratica: CPu — prugasto tijelo (engl. caudate putamen, lat. corpus striatum), K — kontrolna
zdrava netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina $takora tretirana alendronatom 1
ekstraktom hmelja. U statistickoj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, F40) = 7,083, p
< 0,001 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu
kojih postoji znacajna razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju

aritmeticke sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 47. Ekspresija parvalbumina u S1BF regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gusto¢a obojenja

kratica: S1BF — ,bacvasto“ polje primarnog somatosenzornog korteksa (engl. primary
somatosensory cortex, barrel field ), K — kontrolna zdrava netretirana skupina $takora, OVX —
ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana
alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH -
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom hmelja. U statistickoj
analizi kori$tena je jednostrana ANOVA, Fu39) = 32,46, p < 0,001 s post HOC Tukey HSD
testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znacajna razlika, * p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeti¢ke sredine, a okomite crte s

grani¢nicima standardnu devijaciju.

65



5. REZULTATI

* %k

20000000

15000000
10000000
5000000
0

K OoVvX A H AH

Slika 48. Ekspresija parvalbumina u SNr regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gustoc¢a obojenja

kratica: SNr — retikularni dio crne tvari (lat. substantia nigra pars reticulata), K — kontrolna
zdrava netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora
tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i
ekstraktom hmelja.. U statisti¢koj analizi koriStena je jednostrana ANOVA, Fu30) = 3,801, p
=0,0146 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su linije znacajnosti za skupine izmedu
kojih postoji znacajna razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. Stupci predstavljaju

aritmeticke sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju.
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Slika 49. Ekspresija parvalbumina u SuG regiji ispitivanih skupina Wistar Stakora. Popis

Pozitivno korelirana integrirana gustoc¢a obojenja

kratica: SUG — povrsinski sloj gornjih kolikula (engl. superficial grey layer of the superior
colliculus), K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora, OVX — ovarijektomirana
netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom, H —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH - ovarijektomirana skupina
Stakora tretirana alendronatom 1 ekstraktom hmelja. U statistickoj analizi koriStena je
jednostrana ANOVA, F@,29) = 3,414, p = 0,0023 s post HOC Tukey HSD testom. Prikazane su
linije znacajnosti za skupine izmedu kojih postoji znac¢ajna razlika, * p < 0,05, ** p < 0,01, ***
p < 0,001. Stupci predstavljaju aritmeticke sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu

devijaciju.
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5.6  Mjerenje debljine zuljevitog tijela

Debljina zuljevitog tijela izmjerena je na uzorcima mozga obojenih impregnacijskom metodom
zlatom kojom su dobro prikazana Ziv€ana vlakna.

Nisu uoc¢ene statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina u debljini zuljevitog tijela. Rezultati

mjerenja debljine zuljevitog tijela prikazani su u obliku grafa na slici 50.
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Slika 50. Debljina zuljevitog tijela ispitivanih skupina Wistar $takora. Popis kratica: CC —
zuljevito tijelo (lat. corpus callosum), K — kontrolna zdrava netretirana skupina Stakora, OVX
— ovarijektomirana netretirana skupina Stakora, A — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana
alendronatom, H — ovarijektomirana skupina Stakora tretirana ekstraktom hmelja, AH —
ovarijektomirana skupina Stakora tretirana alendronatom i ekstraktom. Stupci predstavljaju
aritmeticke sredine, a okomite crte s grani¢nicima standardnu devijaciju. Nisu uocene statisticki

znacajne razlike izmedu skupina.
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Fitoestrogeni su biljni spojevi koji zbog svoje strukturne sli¢nosti s estrogenom djeluju na
reproduktivni 1 srediSnji ziv€ani sustav vezanjem za estrogenske receptore. Estrogenski
receptori se U mozgu ve¢inom nalaze u hipofizi, hipotalamusu, kori velikog mozga, amigdali
I hipokampusu (73,74). Fitoestrogeni pripadaju skupini selektivnih modulatora estrogenskog
receptora i pokazuju pozitivan u¢inak problema s kostima i karcinomom dojke. U studiji koja
je proucavala utjecaj fitoestrogena na karcinom dojke, dokazalo se da je unos fitoestrogena u
adolescenciji povezan sa smanjenim rizikom za postmenopauzalni karcinomom dojke (32).
Takoder, fitoestrogeni imaju ulogu u smanjivanju postmenopauzalnih tegoba te u
poboljsavanju kognitivnih sposobnosti i pamcéenja (31,75). Fitoestrogeni, kao i estrogeni,
dokazano povecavaju razinu mozdanog neurotropnog faktora (engl. brain-derived
neurotrophic factor, BDNF) in vitro koji ima kljuénu ulogu u prezivljavanju i diferencijaciji
neurona, ocuvanju neurogeneze u hipokampusu te ima ulogu u u¢enju i pamcenju (76). Nakon
menopauze u zena, zabiljeZzen je znacajan pad razine BDNF u serumu S$to, prema nekim
istrazivanjima, upucuje na to da su razine spolnih hormona i razina BDNF u cirkulaciji
povezani (74). Ekstrakt hmelja sadrzi fitoestrogene 8-PN i njegov prekursor flavonoid
ksantohumol. U¢inci 8-PN i njegova ucinak ublazavanja postenopauzalnih tegoba ispitani su
u nekoliko istrazivanja. U Zivotinjskom modelu valova vruéine (tzv. ,,valunga*) u menopauzi
mjerena je temperatura koZe repa ovarijektomiranih Stakora te su potvrdeni ucinci 8-PN na
vracanje normalne temperature koZe repa nakon terapije. To sugerira da bi se 8-PN mogao

koristiti 1 kod Zena za ublaZavanje tegoba povezanih s valovima vrucine (77).

Sposobnost prolaska neuroaktivnih flavonoida kroz krvno-mozdanu barijeru jedno je od
svojstava zbog kojeg se istrazuje 1 njihov potencijal u sprjeavanju neurodegenerativnih
bolesti i modulaciji funkcije estrogenskih receptora u sredi$njem zivéanom sustavu. Utvrdeno
je da ksantohumol poboljsava kognitivne funkcije kod miseva, u kojih je nakon primjene
otkriven u hipokampusu i mozdanoj kori (78). Takoder, u istrazivanju farmakokinetike i
farmakodinamike 8-PN, zdrave zene u postmenopauzi primale su peroralne doze 8-PN. Doza
od 750 mg znaCajno je smanjila koncentraciju luteiniziraju¢eg hormona S§to upucuje na
prolazak 8-PN kroz krvno-mozdanu barijeru i djelovanje unutar osi hipotalamus-hipofiza
(79). Uz to, istrazivanja su pokazala da ekstrakt hmelja moze sprijeciti razvoj osteoporoze u

ovarijektromiranim Stakorima i da ima preventivno djelovanje na osteoporozu (80,81).
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Prije nekoliko godina otkriveno je da neurodegenerativne bolesti i osteoporoza imaju
zajednickih karakteristika kao §to su povecani rizik od nastanka bolesti u starijoj dobi,
promjene u sintezi kolesterola i prenilaciji proteina (82). Osim $to je lijek prvog izbora u
prevenciji i lijeCenju osteoporoze, alendronat je bisfosfonat koji bi, prema nekim izvorima,
mogao biti koriSten u lijeCenju neurodegenerativnih poremecaja uzrokovanih smanjenom
sintezom neurotransmitera acetilkolina (18). Alendronat posjeduje sposobnost prolaska
krvno-mozdane barijere i inhibira aktivnost acetilkolin-esteraze sto je jedan od vaznih
aspekata u lijeCenju demencija. Istrazivanje provedeno na Stakorima pokazalo je da alendronat
znacajno smanjuje aktivnost acetilkolin esteraze u frontalnom korteksu, koji je podrucje
najve¢e akumulacije B-amiloid peptida (AB) (17). Talozenje AP peptida povezano je sa

smanjenjem kolinergickog prijenosa karakteristicnog za Alzheimerovu bolest (83).

Imunohistokemijski biljezi interneurona koriSteni u ovom istrazivanju bili su proteini
kalbindin D28K, kalretinin i parvalbumin koji su puferi za slobodne citosolne ione kalcija i
sastavni su dio signalizacije i homeostatickih mehanizama kalcija u neuronima sredi$njeg
ziv€éanog sustava. Poremecaji homeostaze iona kalcija u neuronima ukljuceni su u starenje,
ishemiju i razvoj degenerativnih bolesti. Vecina ovih neurona tvori GABA-ergicki inhibicijski
sustav te sadrzi estrogenske i androgene receptore (3,7). U istrazivanju provedenom na
odraslim muzjacima Stakora pokazalo se da fitoestrogeni imaju nepovoljan u¢inak na proteine
koji vezu kalcij u mozgu te da smanjuju njihovu ekspresiju vezanjem na androgene receptore
(84). U rezultatima dobivenim imunohistokemijskim bojenjem kalretininom, kalbindinom
D28K i parvalbuminom uoceno je da su skupine ovarijektomiranih Stakora tretiranih
ekstraktom hmelja i skupine ovarijektomiranih Stakora tretiranih alendronatom pokazale
povecanu ekspresiju ovih proteina u odnosu na ovarijektomiranu skupinu Stakora u veéini
regija mozga od interesa. Neovisno o tretmanu, ovarijektomija smanjuje ekspresiju proteina
reguliranih spolnim hormonima. Ovarijektomijom se uklanjaju spolni hormoni koji reguliraju
kljucne gene te dolazi do preraspodjele neuronskih mreza. Kalretinin, je jedan od gena koji su
pod regulacijom spolnih hormona te je vidljivo da ovarijektomija smanjuje njegovu
ekspresiju. Iz dobivenih rezultata zaklju¢ujemo da tretman alendronatom i ekstraktom hmelja
povecavaju ekspresiju kalretinina u vecini regija mozga od interesa ovarijektomiranih Wistar
Stakora. Imunohistokemijsko bojenje kalbindinom takoder je pokazalo znacajno vecu
imunoreaktivnost u skupini Stakora tretiranih alendronatom u DG, Arc, S1BF, SNr i SuG
regijama u odnosu na skupinu netretiranih ovarijektomiranih Stakora. Uz to, u CPu regiji

ekspresija kalbindina bila je znac¢ajno veca u skupini Zivotinja tretiranih ekstraktom hmelja od
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skupine netretiranih ovarijektomiranih Stakora. Imunohistokemijsko bojenje parvalbuminom
pokazalo je najveci znacaj alendronata i njegovog utjecaja na neurone u regijama mozga od
interesa ovarijektomiranih Wistar Stakora. Ekspresija parvalbumina bila je najvecéa i znacajno
veca u skupini ovarijektomiranih Wistar Stakora tretiranih alendronatom od svih skupina u
svim regijama mozga od interesa u ovom istrazivanju. Ono §to mozemo zakljuciti iz dobivenih
rezultata je da tretmani alendronatom i ekstraktom hmelja povecavaju ekspresiju kalretinina,
kalbindina i parvalbumina u nekim regijama mozga. Za ekstrakt hmelja takvo je djelovanje
ocekivano jer se kasntohumol i 8-PN iz ekstrakta hmelja vezu za estrogenske receptore 1
oponasaju djelovanje estrogena koji je odgovoran za regulaciju ovih proteina. Za alendronat
nisu jasno opisani mehanizmi koji bi objasnili njegovo djelovanje na ekspresiju spomenutih
proteina, ali postoji mogucnost da se neki od metabolita alendronata veze za estrogenski
receptor, Sto bi trebalo dodatno ispitati. Kombinacija tretmana alendronatom i ekstraktom
hmelja pokazala je znacajnu razliku samo u smislu povecane ekspresije kalretinina u M1 regiji
gdje je ekspresija kalretinina bila znac¢ajno veca u toj skupini od skupine Stakora tretiranih
ekstraktom hmelja. Kombinacija tretmana alendronatom i ekstraktom hmelja nije pokazala
znacajne razlike u ve€ini regija mozga od interesa. Moguce je da je do toga doslo zbog
kompeticije alendronata i/ili njegovih metabolita i fitoestrogena iz ekstrakta hmelja za isti
receptor, ili je zbog nekog drugog nepoznatog mehanizma doslo do medusobnog ponistavanja

ucinaka koje su pokazali samostalno.

Najvazniju ulogu u procesima kljuénim za razvoj neurona kao morfoloski i funkcionalno
polarizirane stanice imaju MAP-proteini (engl. microtubule-associated proteins) koji svojim
vezanjem na neurotubule dovode do njihove stabilizacije. MAP2 se nalazi u dendritima i somi
neurona (3). Ekspresija MAP2 visoko je specifi¢na za ziv€ano tkivo buduéi da je visoko
izrazen u ziv€anom tkivu, dok u ostalim tkivima gotovo da nema nikakvu ekspresiju (85). U
ovom istrazivanju, ekspresija MAP2 bila je znafajno veca u skupini Stakora tretiranih
alendronatom u regijama CPu, M1, SNr i u skupini $takora tretiranih ekstraktom hmelja $to je
vidljivo u primarnoj motorickoj kori. To moze ukazivati na odredenu mjeru neuroprotektivnog
ucinka alendronata i ekstrakta hmelja u pojedinim regijama mozga. S druge strane, u nekim
regijama, izraZaj je bio smanjen u svim tretiranim skupinama, stoga je moguce da je uc¢inak

ovisan o regiji mozga, a razlog i znacaj toga jo$ je nepoznat.

Za prikaz Ziv€anih vlakana koriStena je impregnacijska metoda zlatom. Intenzitet obojenja

zlatom bio je znacajno veci za skupinu ovarijektomiranih Stakora tretiranih alendronatom u
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primarnoj motori¢koj kori. Piramidalne stanice i projekcijski neuroni od kojih se sastoji
primarna motoricka kora ¢ine oko 30 % ziv€anih vlakana voljnog motorickog puta (86).
Motori¢ko ucenje povezano je sa strukturnim i funkcionalnim promjenama u M1 regiji.
Dokazano je da neurotransmiter acetilkolin ima klju¢nu ulogu u modulaciji motorickih puteva,
odrzavanju stanja svijesti te procesima ucenja i pamcenja. Alendronat smanjuje razinu
acetilkolin-esteraze (17), stoga je moguce da je alendronat u primarnoj motori¢koj kori

smanjio razgradnju acetilkolina i tako usporio propadanje neurona u ovoj regiji.

Nedavna istrazivanja pokazala su utjecaj fitoestrogena na ocuvanje zrelih oligodendrocita 1
stvaranje mijelina u hipokampusu, $to upucuje na moguci terapeutski potencijal fitoestrogena
u lijeCenju jo§ nekih neuroloSkih bolesti (87). Za odredivanje utjecaja alendronata i/ili
ekstrakta hmelja na mijelinizaciju i samu morfologiju Ziv€anih vlakana izmjerena je debljina
Zuljevitog tijela na svim uzorcima mozgova obojanim impregnacijskom metodom sa zlatom.
Zuljevito tijelo je struktura koja ima najvie mijeliniziranih Zivéanih vlakana, stoga je
posluzilo kao pokazatelj utjecaja alendronata i/ili ekstrakta hmelja na mijelinizaciju. Mjerenje
debljine zuljevitog tijela u ovom istrazivanju nije pokazalo statisticki znacajne rezultate, $to
moze znaCiti da ucinak ispitivanih tvari nije bio dovoljno snazan, da doza nije bila
odgovarajuca ili, §to je s obzirom na kontrolnu skupinu najvjerojatnije, jednostavno nije doslo
do patoloskog procesa demijelinizacije u ovarijektomiranih Zivotinja na koji bi ispitivane tvari

mogle djelovati.

Ovo istrazivanje pokazalo je da 1 alendronat 1 ekstrakt hmelja utjeCu na izrazaj
imunohistokemijskih biljega interneurona te na morfologiju ziv€anih vlakana u mozgu
ovarijektomiranih Wistar Stakora kao modelu osteoporoze. Ukupno gledano, ucinak je bio
varijabilan, ovisno o ispitivanoj regiji mozga, tako da je u ovoj fazi istrazivanja tesko dati
jednoznaéne zakljucke — rezultati s jedne strane ukazuju na postojanje neuroprotektivne uloge
alendronata, odnosno ekstrakta hmelja u pojedinim regijama mozga, no u drugim regijama
uocena je smanjena ekspresija biljega interneurona, $to se moze protumaciti kao negativan
ucinak. U vedini slucajeva kombinacija alendronata i ekstrakta hmelja nije imala zdruZen
ucinak, ve¢ upravo suprotno, stoga na temelju dobivenih podataka terapija njihovom

kombinacijom nije u¢inkovita. Razlog zbog kojeg dolazi do toga potrebno je dodatno istraziti.

Osim ve¢ navedenog, na temelju ovog istrazivanja namecu se nova pitanja koja je potrebno
dodatno istraziti u buduc¢nosti. Na primjer, nije poznato koliko je izmjereni ucinak

primijenjenih tvari doista neuroprotektivan ili Stetan u praksi. To bi se moglo ispitati na
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modelima neurodegenerativnih bolesti. Osim toga, ispitivane doze su preuzete ili definirane
na temelju istrazivanja osteoporoze. Za istrazivanje utjecaja na neurodegenerativne bolesti
neke druge doze ili put primjene mogli bi biti prikladniji. Trebalo bi istraziti i omjer koristi i
rizika takve terapije, kao 1 njene moguce dugorocne posljedice, stoga bi istrazivanja u kojima
bi se simulirala kroni¢na primjena ispitivanih tvari takoder bila vrlo zanimljiva. Mehanizam
na temelju kojeg alendronat djeluje na izrazaj ispitivanih biljega interneurona nije poznat i
vrijedi ga istraziti. Trebalo bi detaljnije promotriti i pojedine regije mozga, zbog Cega se
javljaju razlike u ucincima ispitivane terapije i koji je njihov znacaj za normalnu funkciju 1
razvoj neurona i/ili glija-stanica u tim regijama. U pravilu je u ovom istrazivanju uc¢inak
alendronata bio izrazeniji od utjecaja ekstrakta hmelja, $to ukazuje na prednost farmakoloske
terapije nad ekstraktom hmelja, no, s druge strane, biljni nadomjesci prehrani imaju u pravilu
manje nuspojava od standardne farmakoterapije. S obzirom na sve navedeno, ovo podrucje

ima veliki potencijal za nova istrazivanja u buduénosti.
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Tretman alendronatom i/ili ekstraktom hmelja utjeCe na izrazaj imunohistokemijskih biljega

interneurona u pojedinim regijama mozga ovarijektomiranih Wistar Stakora.

Tretman alendronatom 1i/ili ekstraktom hmelja utjee na morfologiju ziv€anih vlakana u

pojedinim regijama mozga ovarijektomiranih Wistar Stakora.

Tretman ekstraktom hmelja ili alendronatom utjeCe na izrazaj mikrotubula u pojedinim

regijama mozga ovarijektomiranih Wistar Stakora.
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Cilj istrazivanja: Ispitati utjecaj ekstrakta hmelja, alendronata i njihove kombinacije na izrazaj
imunohistokemijskih biljega interneurona u mozgu Stakora, morfologiju ziv€anih vlakana

mozga Stakora i izrazaj mikrotubula u aksonima mozga Stakora.

Ustroj studije: Studija je ustrojena kao randomizirani kontrolirani pokus u kojem je tkivo
mozga ovarijektomiranih Zenki Stakora tretiranih alendronatom i/ili ekstraktom hmelja
usporedivano S tkivom mozga netretiranih ovarijektomiranih Zzenki S$takora i zdravih

netretiranih Zenki $takora.

Ispitanici i metode: U istrazivanje su ukljucena tkiva mozgova 50 zenki Wistar Stakora
podijeljenih u 5 skupina, ovisno o terapiji koju su primili i o tome jesu li ovarijektomirani ili
ne. Koristena je impregnacijska metoda zlatom za prikaz ziv¢anih vlakan i imunohistokemijsko
bojenje, pomocu kojeg su na tkivu mozga prikazani epitopi za MAP2, kalbindin, kalretinin i
parvalbumin. Rezultati su analizirani ratunalnim programom ImagelJ te su statisti¢ki obradeni

programom Statistica.

Rezultati: Tretmani ekstraktom hmelja i/ili alendronatom imali su utjecaj na izrazaj
imunohistokemijskih biljega interneurona, morfologiju ziv€anih vlakana i izrazaj mikrotubula

u aksonima u pojedinim regijama mozga ovarijektomiranih Wistar stakora.

Zakljudak: Primjena ekstrakta hmelja i/ili alendronata utjece na izrazaj imunohistokemijskih
biljega interneurona, na morfologiju zivéanih vlakana i izrazaj mikrotubula u mozgu

ovarijektomiranih Stakora.

Kljuéne rije¢i: alendronat; hmelj, ekstrakt; fitoestrogeni; estrogen; ovarijektomija;
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The effect of hop extract, alendronate and their combination on the expression of
interneuronal immunohistochemical markers and nerve fiber morphology in the brain of

ovariectomized Wistar rats

Objectives: To examine the influence of hop extract, alendronate and their combination on the
expression of interneuron immunohistochemical markers in rat brain, morphology of rat brain

nerve fibers and expression of microtubules in rat brain axons.

Study design: The study was designed as a randomized controlled trial in which brain tissue
of ovariectomized female rats treated with alendronate and/or hop extract was compared to

brain tissues of untreated ovariectomized female rats and with healthy, untreated female rats.

Materials and methods: The study included brain tissues of 50 female Wistar rats divided into
5 groups, depending on the therapy they received and whether they were ovariectomized or not.
An impregnation technique of gold chloride staining was used to display nerve fibers. MAP2,
calbindin, calretinin and parvalbumin were shown using immunohistochemistry. The results

were analyzed with ImageJ software and statistically processed with Statistica software.

Results: Treatments with hop extract and/or alendronate affected the expression of
immunohistochemical markers of interneurons, the morphology of nerve fibers and the

expression of microtubules in axons in certain brain regions of ovariectomized Wistar rats.

Conclusion: Treatments with hop extract and/or alendronate affects the expression of
immunohistochemical markers of interneurons, morphology of nerve fibers and expression of

microtubules in the brain of ovariectomized rats.

Keywords: Alendronate; Hop, Extract; Phytoestrogens; Estrogen; Ovariectomy
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