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1. UVODISVRHA RADA

1.1 NEPLODNOST I ZENSKI SPOLNI SUSTAV

1.1.1 Neplodnost

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) neplodnost definira kao bolest spolnog
sustava karakteriziranu izostankom trudnoée nakon 12 ili viSe mjeseci redovnih
nezasti¢enih spolnih odnosa. Neplodnost parova sve je prisutniji problem danasnjeg
drustva. Spolni sustav zene i musSkarca vrlo je osjetljiv te mnogobrojni ¢imbenici
utjeCu na smanjenje njegove funkcionalnosti. Razne preboljene bolesti, infekcije,
lijekovi, nezdrav nacin zivota, neadekvatna prehrana, zagadenje zraka, vode i hrane,
namjerni i spontani pobacaji, mijenjaju i smanjuju funkcionalnost spolnog sustava.
Suvremeni nacin zivota koji ukljuCuje odgadanje majcinstva 1 ocCinstva takoder
pridonosi tom negativnom trendu porasta neplodnosti iz jednostavnog razloga §to ono
daje vremena navedenim ¢imbenicima da produljeno djeluju kako na zdravlje tako 1
na plodnost zena i muskaraca. Prema studijama provedenima od strane Svjetske
zdravstvene organizacije koje su obuhvatile razdoblje od 1990. do 2010. god., 1,9 %
Zena spada u grupu primarne neplodnosti (nisu uspjele nijednom zanijeti), dok 1,5 %
zena spada u grupu sekundarne neplodnosti (nisu uspijevale ostvariti ponovnu
trudnoc¢u). (1). Ukoliko se podaci promatraju to¢no prema definiciji u strogom
vremenskom periodu od 12 mjeseci, nailazimo na vrlo visok postotak (10 — 15 %)
parova koji zbog nemoguénosti zaceca traze lije¢nicku pomo¢ (1). Uzrok neplodnosti
obi¢no se trazi u anatomskim i funkcionalnim poremecajima pojedinih organa
spolnog sustava. Dok jajovodi i maternica najeS¢e pokazuju anatomske poremecaje
(stecene ili razvojne), poremecaji jajnika ¢esto su endokrinoloske prirode i mogu biti
posljedica poremecaja rada hipotalamo-hipofiznog sustava. Upravo zbog navedenog,
neplodnost se u mnogim sluc¢ajevima moze uspjesno lijeciti kirur§kim intervencijama
i/ili hormonskim terapijama. Znacajan, ali u istrazivanju i lije¢enju neplodnosti vrlo
zanemaren Cimbenik plodnosti Zene, je vrat maternice koji uz brojne funkcije,
proizvodi i cervikalnu sluz. Ispitivanje funkcionalnosti vrata maternice Cesto se
zaobilazi, vjerojatno zbog Ccinjenice da se problem nedostatka odgovarajuce
cervikalne sluzi moze premostiti jednostavnim postupkom asistirane inseminacije, te

bilo kojim drugim postupkom in vitro oplodnje. Upravo zbog navedenog, nije



rijetkost da se Zenama s poremecajem funkcionalnosti vrata maternice dijagnosticira

idiopatska neplodnost.
1.1.2  Zenski spolni sustav - grada spolnog sustava

Zenski spolni sustav graden je od vanjskih i unutarnjih organa. Vanjski spolni organi
nalaze se izvan male zdjelice i1 ¢ine ih predvorje rodnice sa Zlijezdama, Venerin
brezuljak, velike i male usne te erektivni organi. Unutarnji spolni organi smjesteni su
unutar zdjelice, zaSti¢eni njenim kostima i ¢ine ih rodnica, maternica (cerviks i

korpus), jajovodi i jajnici. (2)
1.1.2.1 Vanjski spolni organi

Stidnica je pocetni dio vanjskih spolnih organa, prekrivena stidnim dlakama. Na
prednjem dijelu nalazi se otvor mokraéne cijevi (lat. urethra), straga otvor debelog
crijeva (lat. anus), a sa spolnim organima ga povezuje medica (lat. perineum). Velike
(vanjske) 1 male (unutrasnje) usne su kozni nabori koji prekrivaju i stite otvor rodnice.
Male usne smjeStene su unutar velikih, a spajaju se u podrucju brezuljka koji
nazivamo Venerin brezuljak (lat. mons pubis), nalazi se ispred stidne kosti i graden je
od nakupine masnog tkiva. Klitoris ili drazica (erektilni organ) nalazi se u
neposrednoj blizini vrha malih usana. Graden je od spuzvastog tkiva kao i glavi¢
penisa, te je vrlo osjetljiv i prokrvljen. Klitoris povezujemo s pruzanjem seksualnog
uzitka. Kod Zena koje nisu stupile u spolni odnos na ulazu u rodnicu nalazi se tkivni
nabor - himen ili djevi¢njak. Oblik mu je najéesce prstenast ili polumjesecast, a u
sredini himenalnog prstena obi¢no se nalazi otvor kroz koji iscjedak i menstruacijska

krv izlaze iz rodnice. (2)



Venerin brezuljak

klitoris

uretra (otvor mokraéne cijevi)

predvorje vagine
male usne

karunkuli

otvori gl. Bartholini

perinealni nabor (raphe)

¢émar (anus)

Slika 1: prikaz vanjskih spolnih organa zZene

(preuzeto: https://www.britannica.com/science/vulva)

1.1.2.2 Unutarnji spolni organi

Jajnici

Jajnik (lat. ovarium) je parna spolna Zlijezda smjeStena u maloj zdjelici u dijelu koji
se naziva lat. fossa ovarica, lateralno od maternice prema zidu zdjelice. Uloga jajnika
je periodi¢no otpustanje jajne stanice i stvaranje steroidnih hormona (estrogena i
progesterona). U reproduktivno zrele Zene ima oblik badema, dug oko 3 cm i Sirok
oko 1,5 cm. Graden je od tri neostro ogranicena dijela: vanjska zona ili kora, srediSnja
mozdina ili srz te hilus. Jajnici su s maternicom spojeni Sirokom maternicnom svezom

(lat. ligamentum latum uteri), dok su s jajovodom u jako bliskom doticaju.



Rodnica, maternica i jajovodi

Rodnica (lat. vagina) je misi¢na cijev smjestena u zdjelici. Cine ju prednja i straznja
stijenka te se proteze od himena do maternice. Prosjecno je duga 11 cm i ima oblik
sagitalno spljostene cijevi koja u presjeku daje oblik slova «H». Histoloski je gradena
od vezivnog i miSi¢nog sloja, lamine proprije i epitela. Tri osnovne funkcije rodnice
su: odvodnja menstruacijske krvi iz organizma, seksualna funkcija te kao dio

porodajnog kanala.

Vrat maternice (grli¢ ili cerviks) donji je dio maternice koji se nastavlja na tijelo.
Sastoji se od rodnic¢kog dijela (egzocerviks, porcija ili lat. portio vaginalis uteri) koji
prominira u rodnicu 1 supravaginalnog dijela (endocerviks ili lat. portio
supravaginalis cervicis uteri) koji je preko istmusa spojen s tijelom maternice.
Povrsina egzocerviksa je okrugla i blago izbo¢ena (konveksna), a u centru se nalazi
vanjsko us¢e (lat. orificium uteri externum) cervikalnog kanala (lat. canalis
cervicalis). Cervikalni kanal pruza se kroz cijelu duzinu vrata maternice u duzini 2 -
3 cm do unutarnjeg usca (lat. orificium uteri internum) gdje se nastavlja na Supljinu
maternice. U Zena koje nisu radale porcija je koni¢na, a vanjsko usée okruglo, dok je
u zZena koje su radale cilindri¢no i poprecno rascijepljeno. Maternica (lat. uterus) je
Suplji, neparni kruskoliki organ koji je spljosten sagitalno, s vchom okrenutim prema
dolje. Gradena je od dijela koji se naziva trup (lat. corpus), na koji se nastavlja suzeni
dio (/at. isthmus) 1 najdonji dio (ranije opisani), vrat maternice (/at. cervix). U odrasle
zene ukupna duzina maternice s cerviksom je oko 7,5 cm. Debljina stijenke varira od
2,5 cm u predjelu trupa do 1 cm u predjelu vrata. Smjestena je u maloj zdjelici izmedu
mokraénog mjehura i zavr$nog dijela debelog crijeva. Histoloski je gradena od triju
slojeva: potrbusnice (perimetrij), misiénog sloja (miometrij) 1 sluznice (endometriy)
koja se svaki ciklus mijenja pod utjecajem hormona. U materni¢noj Supljini se smjesta
zametak, a ukoliko tijekom menstruacijskog ciklusa ne dode do oplodnje, endometrij
se odljusti te izlazi kroz rodnicu. Jajovod (lat. tuba uterina) je parna i pokretljiva
miSi¢na cijev koja omogucéava komunikaciju jajnika i1 maternice. Jajovodi su
prosje¢no dugi 10 - 12 cm. Gradeni su od cetiri dijela: proksimalni (intramuralni),
suzeni (istmicni), prosireni (ampularni) 1 zavrs$ni dio (infundibulum) koji zavrsava
otvorom (lat. ostium abdominale tubae uterine). Zavrsni dio obrubljen je naborima na

koje se nastavljaju trepetljike (lat. fimbriae) koje imaju funkciju prihvacanja jajne



stanice nakon ovulacije i prosljedivanja iste u jajovod. Histoloski razlikujemo takoder
Cetiri sloja stijenke jajovoda: seroznu ovojnicu, subserozni sloj, miSi¢ni sloj i
sluznicu. Fizioloska uloga jajovoda je viSestruka: od prihvacanja jajne stanice,
kapacitacije spermija, oplodnje te prijenosa zametka do materni¢ne Supljine gdje se

nastavlja daljnji razvoj ploda (2).

Ovarijske —A |
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jajovod
ampularni dio
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Slika 2: prikaz unutarnjih spolnih organa Zene

(preuzeto:https://quizlet.com/290892577/female-internal-reproductive-organs-diagram/)

1.2 CIKLICKE PROMJENE U ZENSKOM SPOLNOM SUSTAVU

1.2.1 Ovarijski ciklus

U jajniku se dogadaju dvije vrlo znacajne funkcije cjelokupnog menstruacijskog
ciklusa, stvaranje spolnih hormona te razvoj folikula i gametogeneza. Upravo tim
procesima tj. njihovom uskladenos¢u definiran je jedan od najvaznijih procesa u
ljudskoj biologiji. Prema promjenama koje se dogadaju u jajniku za vrijeme
mestruacijskog ciklusa razlikujemo tri faze, folikularnu i luteinsku fazu, izmedu kojih

se smjestila ovulacija.



U folikularnoj fazi zbiva se rast i sazrijevanje folikula. Ona pocinje prvim danom
krvarenja, u trenutku kada je razina FSH-a u krvi dovoljno visoka da potakne folikule
na aktivnost, a zavrSava sazrijevanjem jajne stanice i ovulacijom. Trajanje folikularne
faze je varijabilno, a obi¢no traje 14 dana. U ovoj fazi FSH stimulira rast grupe
folikula u jajniku poticuéi proizvodnju estrogena. Produkcija estrogena dovodi 1 do
zadebljanja endometrija, a samo ¢e jedan od 20 do 30 folikula, koji su zapoceli sa
rastom prvog dana menstruacijskog ciklusa sazrijeti 1 stvoriti jajnu stanicu.
Neposredno prije ovulacije dolazi do skokovitog porasta vrijednosti LH-a, Sto dovodi

do rupture folikula i ovulacije tj. izbacivanja zrele jajne stanice u jajovod.

Ovulacijska faza traje 1 do 2 dana pri ¢emu se jajna stanica oslobada iz vodeceg
folikula u procesu koji se zove ovulacija. Ovulacija nastupa 36 do 38 sati nakon skoka
vrijednosti LH-a, a dogada se izmedu 10 i 16 dana prije sljedec¢e menstruacije. Nakon
ovulacije jajna stanica zapocinje svoj put kroz jajovod prema materni¢noj Supljini. Na
svom putu moze biti oplodena. Luteinska ili faza Zzutog tijela traje 11 — 16 dana.
Nakon ovulacije, pod utjecajem LH-a od prsnutog folikula nastaje Zuto tijelo (/at.
corpus luteum) koje proizvodi progesteron i estrogene. Djelovanje progesterona i
estrogena poti¢e ranije proliferativno promijenjeni endometrij na pripremu za
implantaciju oplodenog jajasca. Ukoliko nastupi oplodnja, zametak (embrij) zapocinje
s produkcijom humanog korionskog gonadotropina (hCG) koji djeluje na zuto tijelo
produzavaju¢i njegovu funkciju koja ¢e osigurati nesmetani razvoj trudnoce i

izostanak menstruacijskog krvarenja.

Ukoliko ne dode do oplodnje, Zuto tijelo propada i prelazi u tzv. bijelo tijelo (lat.
corpus albicans), a koncentracija estrogena i progesterona pada $to predstavlja signal
hipotalamusu da zapo¢ne s novim menstruacijskim ciklusom. Zbog pada razine
hormona, sloj endometrija se ljusti i gubi s menstruacijskim krvarenjem. Uz sve
nabrojene i opisane promjene u menstruacijskom ciklusu dolazi i do promjene

koli¢ine i konzistencije cervikalne sluzi. (3)



Menstruacijski ciklus

Menstruacija je periodicko krvarenje iz maternice koje normalno traje 3 - 5 dana, a
razdoblje izmedu dva krvarenja nazivamo menstruacijskim ciklusom. Prvim danom
krvarenja (menstruacije) zapo€inje menstruacijski ciklus, dok je kraj ciklusa dan prije
pocetka sljedeceg menstruacijskog krvarenja. Uobicajeni normalni razmak izmedu
menstruacijskih ciklusa je izmedu 21 - 35 dana. Ciklicko krvarenje iz maternice
nastaje kao fizioloska posljedica odljustenja funkcionalnog dijela sluznice maternice
(endometrija) ukoliko nije doslo do oplodnje. Kod izostanka oplodnje razina spolnih
hormona pada §to pokrece kaskadu reakcija s kona¢nim produktom ljustenja sluznice
(endometrija) maternice. Krv i odljusteno tkivo izlaze kroz rodnicu (vaginu). To se
uobicajeno dogada svakih 28 do 29 dana, ali taj razmak mozZze biti razlicit i kretati se

unutar fizioloskih vrijednosti od 21 do 35 dana.

Reproduktivno razdoblje u zZivotu zene je razdoblje u kojem dolazi do periodickog
sazrijevanja i otpustanja jajnih stanica sposobnih za oplodnju. Ono zapoc€inje prvim
menstruacijskim ciklusom koji se pojavljuje u pubertetu. Prva menstruacija naziva se
menarha 1 obi¢no nastupa u dobi izmedu 12 i 13 godina. Menarhom zapocCinje
(plodno) fertilno Zivotno razdoblje Zene koje zavrSava menopauzom. Predmenopauza
je razdoblje koje prethodi menopauzi i karakteriziraju ga nepravilni i sve duzi
intervali izmedu dva krvarenja. Prosje¢na Zivotna dob zene kada nastupa menopauza

je 50 godina.

Upravljanje menstruacijskim ciklusom odvija se na tri razine: hipotalamus-hipofiza,
jajnici 1 maternica. Hipotalamus i hipofiza reguliraju razinu spolnih hormona.
Najvazniji hormoni menstruacijskog ciklusa su hormon koji oslobada gonadotropin
(gonadotrophin-releasing hormon (GnRH)), folikulostimuliraju¢i hormon (FSH) i
luteiniziraju¢i hormon (LH). GnRH je hormon hipotalamusa koji djeluje stimulirajuce
na hipofizu te je potice na stvaranje i otpustanje u krvotok FSH-a i LH-a. PoviSena
razina FSH-a u krvi potice u svakom ciklusu sazrijevanje oko 20 - 30 jajnih stanica u
jajniku, tako Sto ih potice da izlucuju hormon estradiol (E,). Estradiol stimulira rast
endometrija, ¢ime se obnavlja sloj koji je odljusten tijekom menstruacijskog
krvarenja. Napredovanjem ciklusa, raste i razina E,, koja zajedno s nekoliko ostalih

¢imbenika poti¢e lucenje visokih vrijednosti LH-a iz hipofize. Nagli skok vrijednosti



LH-a dovodi do sazrijevanja jajne stanice i ovulacije (otpustanje jajne stanice
sposobne za oplodnju). Uobicajeno se otpusSta samo jedna jajna stanica, ali se moze

otpustiti i viSe njih odjednom.

Nakon ovulacije, od folikula u kojem se nalazila jajna stanica nastaje privremeni
organ - zuto tijelo (lat. corpus luteum) — koje izluCuje hormon progesteron (Ps).
Progesteron djeluje na endometrij, priprema ga da prihvati oplodeno jajasce i stvara
uvjete za daljnji razvoj maternice i dojki ukoliko dode do zaceca. Ukoliko ne dode do
zaceta, zuto tijelo propada i nestaje, a zbog nedostatka progesterona dolazi do

ljustenja endometrija koji odlazi sa menstruacijskom krvlju, oznacavajuci kraj ciklusa.

(3)
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Slika 3: prikaz ovarijskog i menstruacijskog ciklusa Zene

(preuzeto: https://viosfertility.com/blog/the-menstrual-cycle/)



1.3 VRAT MATERNICE, ENDOCERVIKALNE ZLIJEZDE I CERVIKALNA
SLUZ

1.3.1 Vrat maternice i endocervikalne Zlijezde

Vrat maternice, (lat. cervix uteri) distalni je dio maternice graden od vezivnog tkiva.
Nastavlja se na misi¢ni dio maternice (lat. corpus) s kojim je povezan misi¢no-
vezivnim spojem (lat. isthmus). Cerviks je valjkastog izgleda, a moze biti razlicite
duzine ovisno o anatomskim varijacijama. U prosjeku je kod nerotkinja dug oko 3 - 4
cm, a Sirok 2 - 3 cm. Svojim distalnim dijelom cerviks se nalazi u rodnici i taj
vaginalni dio naziva se egzocerviks. Proksimalni dio cerviksa koji se nastavlja na
egzocerviks 1 povezuje ga s istmi¢nim dijelom maternice naziva se joS i
supravaginalni dio, odnosno endocerviks. Cijelom duzinom cerviksa od vanjskog do
unutrasnjeg us¢a prolazi cervikalni kanal kojim je rodnica povezana kavumom
materiSta. Egzocerviks je prekriven mmnogoslojnim plocastim epitelom koji se
nastavlja na plocasti epitel rodnice. Endocervikalni dio kanala prekriven je
jednoslojnim cilindri¢nim epitelom koji se nastavlja na epitel endometrija maternice.
Stijenka cerviksa gradena je od elasticnih i kolagenih vlakana uz malo glatkih
miSiénih stanica (4). Mehanic¢ka funkcija cerviksa iz tog razloga je potporna, a ne
kontraktilna. Osim mehanicke uloge, cerviks ima ulogu u proizvodnji sluzi koja ima
brojne funkcije u reproduktivnom zdravlju i prokreaciji. Sluznica u vratu maternice
(lat. endocervix) sastoji se od uzduznih nabora nalik listovima palme (lat. plicae
palmatae). Nabori se dodatno granaju pri ¢emu se stvaraju sekundarni nabori s
udubljenjima (endocervikalne kripte, lat. cryptae). Na presjeku nabori nalikuju ribljoj
kosti ili prerezanu drvetu. Udubljenja i nabori imaju fiziolosku ulogu skladiStenja i
konzerviranja spermija. Oblaze ih jednoslojni cilindri¢ni epitel koji proizvodi
cervikalnu sluz. S obzirom na Zljezdanu funkciju, endocervikalne kripte nazivamo i
endocervikalnim zljezdama (5). U zdrave Zene reproduktivne dobi cervikalne zlijezde
dnevno proizvode oko 20 do 60 mg sluzi, dok za vrijeme ovulacijskog djela ciklusa

proizvodnja moze narasti i do 700 mg na dan (6).



Slika 4:histeroskopski prikaz cervikalnog kanala (kripte)

(s dopustenjem doc. dr. sc. B. Zegura, dr. med., UKC Maribor, Slovenija)
1.3.2 Cervikalna sluz

Cervikalna sluz je glikoproteinski gel ¢ija se biokemijska i biofizicka svojstva
razlikuju ovisno o hormonskoj regulaciji njegove proizvodnje i podru¢ju unutar
endocerviksa u kojem je proizveden. Pri ovulaciji, estrogeni poveéavaju hidrataciju
sluzi, S$to rezultira vodenastim sekretom s niskim viskoelasticitetom. Takva sluz
omogucuje prolaz spermija kroz cervikalni kanal. (7, 8). Tijekom luteinske faze sluz
je oskudna, sadrzi manje vode i osigurava ucinkovitu barijeru za spermije. Cervikalna
sluz ima vaznu ulogu u plodnosti jer prihvaca, hrani i cuva spermije te im pomaze u
prijenosu do jajne stanice kako bi doslo do oplodnje (9, 10). Ona predstavlja barijeru
za ulazak patogena u maternicu, a sluzi i kao zastitni sloj na epitelu vrata maternice i
rodnice. Mehanizam stani¢ne regulacije proizvodnje sluzi razli¢itih svojstava, te
njihova otpustanja u lumen vrata maternice tek je djelomi¢no poznat. Ciklicka
varijabilnost cervikalne sluzi ima presudan utjecaj na plodnost i reproduktivno
zdravlje no njezin utjecaj jo§ uvijek nije do kraja razumljiv. Klini¢ki znacaj sluzi u

istrazivanju neplodnosti ili borbi protiv raznih infekcija ukazuje na potrebu dodatnog



istrazivanja cervikalne sluzi. Zbog vrlo slozene kemijske i1 biofizikalne strukture

cervikalne sluzi, dostupni podaci ¢esto su nepotpuni, a ponekad i proturjecni.

Source: Maxine A. Papadakis, Stephen J. McPhee,
Michael W. Rabow: Current Medical Diagnosis & Treatment 2018
Copyright @ McGraw-Hill Education. All rights reserved.

Slika 5: cervikalna sluz

(preuzeto:https://accessmedicine.mhmedical.com)



1.4 STRUKTURA CERVIKALNE SLUZI

1.4.1 Biokemijska struktura cervikalne sluzi

Biokemijski sastav cervikalne sluzi je vrlo sloZen i mnogo ¢imbenika utjece na njena
biofizikalna svojstva klju¢na za plodnost. Najvazniji ¢imbenici su endokrini status
koji regulira karakteristi¢ne ciklicke promjene, te pH. Cervikalna sluz sadrzi vodu (90
— 98 %) 1 slozenu smjesu anorganskih iona, aminokiselina, kolesterola, lipida,
glukoze, askorbinske kiseline, polisaharida, mucina, plazma proteina, enzima i
baktericidnih proteina (11). Osnovni sastojak sluzi su mucini, slozene glikoproteinske
molekule. Viskoelasticna svojstva sluzi ovise o mucinima, glavnim strukturnim
proteinima sluzi, koji su velike glikolizirane polimerne molekule povezane

disulfidnim vezama (12 - 14).

1.4.2 Ciklicka promjenjivost strukture cervikalne sluzi

Ranije studije pokazale su da je koli¢ina sluzi (mjereno u mokroj masi) povecana u
vratu maternice u sredini ciklusa (15). Fizikalna (reoloska) svojstva i biokemijska
struktura cervikalne sluzi takoder se mijenjaju tijekom menstruacijskog ciklusa.
Ciklicke promjene fizikalno-kemijskih svojstava takoder su posljedica hormonskih

promjena (16).

Maksimalna proizvodnja sluzi odgovara najviSoj razini estrogena (17, 18). MUC5B
(sekrecijski mucin) i MUC4 (transmembranski mucin) su glavni mucini u
endocerviksu (19). Razina glasnicke RNA gena MUC4 i MUCS5B obrnuto je
proporcionalna razini progesterona u serumu, pa se u luteinskoj fazi njihova razina
smanjuje (19). Koli¢ina mucina MUCS5B poraste 3 - 7 puta u sredini menstruacijskog
ciklusa, a naglo se smanjuje u luteinskoj fazi ciklusa (20). Ciklicka promjenjivost
strukture sluzi ukljucuje, osim koli¢ine sluzi i proizvodnje mucina, i promjene u
sadrzaju vode, glikozilacije sluzi i pH (21, 22). Promijenjena biokemijska struktura

pridonosi promjeni fizikalnih svojstava sluzi (19).



1.5ULOGA 1 VAZNOST CERVIKALNE SLUZI ZA ZDRAVLIJE 1
PLODNOST ZENA

1.5.1 Uloga cervikalne sluzi u plodnosti

Cervikalna sluz vazna je za plodnost jer prihvaca, filtrira, priprema, skladisti i otpusta
spermije za prijenos do jajovoda u svrhu oplodnje (16). Spermiji su nesposobni za
prezivljavanje i transport prema jajnoj stanici u nedostatku dovoljne koli¢ine sluzi
estrogenskog tipa (16, 24, 25). Cervikalna sluz ima inicijalni utjecaj na kapacitaciju
spermija (26). Ona djeluje kao "pasivni filter" koji odabire i iskljucuje spermije s
neispravnim mehanizmima pokretanja (27). Migracija kroz cervikalnu sluz povecava
sposobnost spermija za akrosomsku reakciju (28). Posljednje desetljece donijelo nam
je znacajan napredak u dijagnostici i lijeCenju problema zaceca. Ukupna ucestalost
neplodnosti ostala je nepromijenjena (29), ali stope uspjeha znatno su se poboljsale
moguénoSéu uporabe raznih metoda potpomognutih reproduktivnih tehnologija.
Moguénosti lijeenja i uspjeh variraju ovisno o uzroku neplodnosti. Usprkos svim
dostupnim dijagnostickim 1 terapijskim metodama otprilike 15 % - 30 % parova i
dalje ¢e spadati u grupu neobjasnjive (idiopatske) nemogucnosti zaceca (30). Upravo
u tu grupu spadaju i problemi zaceca uzrokovani poremecajima lucenja cervikalne

sluzi.

1.5.2 Zastitna uloga sluzi

Osim svoje uloge u plodnosti, sluz vrata maternice ima znacajnu zastitnu ulogu. Ona
predstavlja kemijsku i fizicku barijeru za infekciju, kao i za spermije. Za vrijeme
ovulacije, zbog strukturnih promjena, postaje propusna za spermije, a njeni zastitni
kapaciteti postaju jo§ aktivniji 1 jaci. Zahvaljuju¢i stanicama za proizvodnju
imunoglobulina u vratu maternice, sluz sadrzi protutijela koja poveéavaju zastitu od

specificnih patogena (31, 32).

1.5.3 Cervikalna sluz kao znak ovulacije

Sluz je takoder vazan element za procjenu vremena ovulacije (18, 33 - 35). Na
temelju sluzi, Zene iz mnogih naroda 1 kultura  prepoznaju plodne faze

menstruacijskog ciklusa u svrhu svijesti o plodnosti (36). Svijest o plodnosti



omogucuje razumijevanje i donoSenje odluka o reproduktivnom i seksualnom
zdravlju. To moZe pomo¢i parovima u planiranju trudnoce. Poznavanje vlastite sluzi
pomaze zenama da otkriju ginekoloske poremecaje i pravodobno konzultiraju
lije¢nika (37). Budu¢i da takvi ginekoloski poremecaji mogu biti i uzrok neplodnosti,
pracenje karakteristika sluzi moze biti korisno 1 u otkrivanju i terapiji neplodnosti

(38).



1.6 REGULACIJA IZLUCIVANJA SLUZI

1.6.1 Sekrecijski epitel

PovrSinu maternice i endocervikalnih Zlijezda oblaZe jednoslojni cilindri¢ni epitel koji
izluCuje sluz u vrat maternice. Ultrastrukturnom analizom endocervikalnih Zlijezda
definirana su tri tipa stanica u tom epitelu: bazalne stanice, sekrecijske mukozne
stanice 1 cilindri¢ne stanice s trepetljikama (39). Stanice s trepetljikama pridonose

stvaranju sluzi, izmjenom vode i iona ¢ime reguliraju hidrataciju mucina (40).

Histokemijske, imunohistokemijske 1 molekularne studije su pokazale da
endocervikalni epitel prolazi ciklicke promjene koje su ovisne o estrogenu i
progesteronu. (19, 21, 41). Osim toga, pretpostavlja se da endocervikalne Zlijezde s
razli¢itim prostornim rasporedom proizvode razlicite vrste sluzi, ovisno o stimulaciji
estrogenom (42 - 44). Prema toj hipotezi, zlijezde smjeStene u gornjem dijelu
cervikalnog kanala izlu€uju manje viskoznu sluz, a Zlijjezde iz nizih dijelova ce

proizvesti viskozniju sluz.

1.6.2 Mehanizam izlucivanja cervikalne sluzi

Biosinteza 1 sastavljanje, sekretornih  gel formiranih mucina, odvija se u
endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom kompleksu. U potpunosti obradeni,
namotani, glikozilirani, sulfatirani i polimerizirani mucini pohranjuju se u velikim
koli¢inama u velikim sekrecijskim zrncima koja zauzimaju veéinu citoplazme
mukoznih stanica (45). Mjehuri¢i (zrnca) ispunjeni sluzi takoder su pronadeni izvan
stanica koje izlucuju sluz, te su prozvane mjehuri¢ima slicnim egzosomima (engl.
exosome-like vesicles) (46 - 48). Njihova uloga jo$ nije u potpunosti poznata. Premda
je poznato da mucin moze biti izlu¢en konstitutivno egzocitozom sekrecijskih zrnaca
ili putem regulirane egzocitoze, tocan mehanizam kako su mucini organizirani u
sekrecijskim stanicama i kako se izlucuju je nejasan. Egzocitoza tih zrnaca pocinje
naglim bubrenjem kondenziranih mucinskih makromolekula u sekrecijskim zrncima
(49). Takvo bubrenje objaSnjeno je teorijom elektrostatskog odbijanja poliionskih

ostataka na povrSini mucina. (46).



1.6.3 Regulacija izlu¢ivanja cervikalne sluzi — uloga cikli¢kih hormona

Postoje mnogi pokazatelji povezanosti izmedu proizvodnje sluzi i razine cikli¢kih
hormona. Ekspresija gena MUC odgovara razinama progesterona (19). Takoder,
porastom razine estrogena dolazi do pojacanog protoka vode prema cervikalnom
lumenu (50, 51), poveéanja koncentracije K © i pada koncentracije Ca *" u
cervikalnom kanalu (52), promjene pH (53) i promjene u antibakterijskom ucinku

sluzi (32) Medutim, izravni dokazi i mehanizmi hormonske regulacije proizvodnje

sluzi jos$ nisu otkriveni.

Ciklicka hormonska regulacija proizvodnje sluzi nije jednostavna, jer proizvodnja
sluzi obuhvaca razne unutarstani¢ne i izvanstani¢ne dogadaje. Stoga bi ucinak
estrogena na otpustanje sluzi i viskoznost sluzi trebao biti kumulativni rezultat
promjena izrazaja mucinskih gena, protoka vode, ionske izmjene, pH, opskrbe HCO5,

glikozilacije, aktivnosti mucinaza i brzine izlu¢ivanja sluzi i dekondenzacije.

Dogadaji koji sudjeluju u proizvodnji sluzi mogu se podijeliti na "spore" i "brze"
dogadaje. Spori dogadaji su ekspresija mucinskih gena, sinteza i glikozilacija mucina,
bubrenje okolnog vezivnog tkiva itd. Razina MUCS5B proteina doseze svoj vrhunac
barem jedan dan nakon §to njegova mRNA dosegne svoj vrhunac (20). S druge strane,
bubrenje mucinskih zrnaca i ekspanzija mucina dogada se unutar samo nekoliko
sekundi (46). Ako oba dogadaja regulira estrogen, moraju postojati dva razli¢ita

mehanizma regulacije.

Receptori za estrogene (ER), kao i ostali steroidni receptori, uglavnom se nalaze u
citosolu. Vezanjem hormona na te receptore dolazi do njihove migracije u jezgru,
dimerizacije i vezanja na DNA. Kao posljedica toga, dolazi do transkripcije gena, npr.
gena za MUCS5B. Pored ovakvog sporog, genomskog djelovanja, poznato je i brzo,
negenomsko djelovanje estrogenskih receptora, gdje receptori ostaju na staninoj
membrani i1 pokreéu brzi stani¢ni odgovor unutar nekoliko minuta (38). Premda su
estrogenski receptori smjesteni na stanicnim membranama mogu stvarati komplekse s
G proteinima, striatinom, receptorskim i nereceptorskim tirozin kinazama (54, 55).
Primjerice, vezanje estrogenskog receptora o (ER a) sa striatinom dovodi do naglog

porasta razine Ca’ " i razine dusikovih oksida, a ne do ekspresije gena (56). Takva



negenomska aktivnost estrogena moze biti ukljucena u reguliranje "brzih" dogadaja u
proizvodnji sluzi, osobito onih koji reguliraju unutarstani¢nu i izvanstani¢nu

koncentraciju iona i pH.



1.7 GAMA AMINOMASLACNA KISELINA (GABA)
1.7.1 GABA i GABA-ergicki sustav

y-aminomaslacna kiselina (GABA, engl. y Amino-Butyric Acid) glavni je inhibicijski
neurotransmiter u mozgu odraslih sisavaca. Molekula GABA-e pronadena je u
brojnim organima i tkivima. Dokazano je da djeluje u srediSnjem i perifernom
ziv€anom sustavu te nekim ne-neuronskim tkivima. Glavna uloga mu je smanjenje
neuronske podrazljivosti u ziv€éanom sustavu. Kod ¢ovjeka GABA izravno regulira i
tonus miSi¢a. U literaturi je opisano da djeluje na dvije vrste receptora: GABAA
receptore (GABAAR) 1 GABAg receptore (GABAgR). GABAAR su ionski kloridni
kanali koji posreduju i brzu inhibicijsku aktivnost GABA-e (57). GABAgR pripadaju
velikoj obitelji receptora vezanih uz glutamat-trifostat-vezujuée proteine, a reguliraju
K" i Ca*" kanale koji posreduju u dugoroénim inhibicijskim djelovanjima GABA-e.
GABA se sintetizira iz glutamata djelovanjem enzima dekarboksilaze glutaminske
kiseline (GAD, prema engl. Glutamic Acid Decarboxylase). Nakon sinteze pohranjuje
se u sinapticke mjehuri¢e uz pomo¢ vezikularnog prijenosnika GABA-e (VGAT,
prema engl. vesicular GABA transporter). U odredenim specificnim situacijama mogu

se aktivirati alternativni putevi sinteze GABA-e.(58).
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Slika 6: Gama aminomaslacna kiselina (GABA); A: modularni oblik; B: strukturni oblik

(preuzeto: https://en.wikipedia.org/wiki/Gamma-Aminobutyric_acid)



1.7.2 GABA,4 receptor

GABA, receptor je selektivni ionski kanal za kloridne ione. Sredi$nji kanal, pora kroz
koju selektivno prolaze ioni CI" reguliran je pomo¢u GABA-e. Okruzuje ga pet
podjedinica (57). Svaka izoforma ovih receptora sastoji se od pet homolognih ili
istovjetnih podjedinica. Nije do kraja istrazeno koliko izoformi receptora postoji i na
koji se na¢in kombiniraju njihove podjedinice. GABA4 receptori koji se nalaze na
postsinaptickoj membrani posreduju neuronsku inhibiciju koja se javlja u
milisekundnom vremenskom rasponu, a oni smjesteni na ekstrasinaptickoj membrani
reagiraju na okoliSnu GABA-u i prenose dugotrajnu inhibiciju. GABA4 receptori
reagiraju na Siroki spektar lijekova, zbog razli¢itih veznih mjesta koja im
omogucavaju razli¢ita stanja aktivnosti. Neki od spojeva za koje GABAAR ima vezna

mjesta su benzodiazepini, barbiturati, neurosteroidi i etanol (59).

GABA, receptor

Jacob et al., Nature Reviews Neuroscience, 2008

Slika 7: GABA 4 receptor - model

(preuzeto: htips://accessmedicine.mhmedical.com)



1.7.3 Glutamat dekarboksilaza

Glutamat dekarboksilaza (GAD) je enzim koji katalizira dekarboksilaciju glutamata u
GABA-u i CO;. Ovaj se enzim pojavljuje u dvije izoforme, GAD67 i GAD65. Zbog
njihove razli¢ite funkcije GABA-u sintetiziraju na razliitim stani¢nim
lokalizacijama. GAD65 nalazimo u ziv€anim zavrSecima u kojima njegova funkcija
omogucuje neurotransmisiju, dok je GAD67 ravnomjerno rasporeden po stanici i
sintetizira GABA-u za neuronsku aktivnost koja nije povezana s neurotransmisijom,
ve¢ kao $to je sinaptogeneza i zastita od ozljede zivaca (60). Mnogi autori GABA-u i
njenu aktivnost istrazuju posredno, ispituju¢i aktivnost GAD-a. U biosintezi
neurotransmitera, kao i u ostalim biosintetskim putovima, jedan enzimski korak
regulira op¢i tijek sinteze. Upravo dokazivanjem prisutnosti glavnog nadzornog
enzima (Sto katalizira taj kljuéni korak sinteze) CcCesto dokazujemo i
neurotransmitersku narav stanice, naj¢es¢e neurona (61). Jasno, to je uvjet sine qua
non, ali nije dovoljan sam po sebi, zbog mnogih stani¢nih procesa koji mogu

interferirati od sinteze do egzocitoze neurotransmitera.

Slika 8: Glutamat dekarboksilaza (GAD)

(preuzeto. https://sh.wikipedia.org/wiki/Glutamatna_dekarboksilazat/media/)



1.7.4 GABA-ergicki sustav u perifernim organima

Osim u srediSnjem ziv€anom sustavu, aktivnost GABA-e i GABAAR pronadena je i u
perifernim tkivima. Uz ulogu u neuromuskularnim vezama u glatkom misi¢ju koje
djeluju slicno kao neuronske sinapse, uloga GABAAR postoji i u hipertrofiji 1
hiperplaziji stanica, embrionalnom razvoju, posredovanju imunoloSkog odgovora,
izlu¢ivanju inzulina te stvaranju sluzi (62 - 65). Stakorska i ljudska gusteraca
izrazavaju na svojim stanicama GABA receptor. Tako je u Stakorskoj gusSteraci
pokazano kako je GABAAR prisutan u a, ali ne i u f i y stanicama. B stanice
Langerhansovih otoci¢a izlu¢uju GABA-u koja djeluje na GABAAR prisutan u o
stanicama i na taj nacin inhibira izlucivanje glukagona iz tih stanica (66). U
nadbubreznoj zlijezdi GABA putem GABAAR utjeCe na steroidogenezu u kori
nadbubrezne zlijezde, ali i regulira otpustanje kateholamina iz srzi, a smatra se da
pritom GABA moze imati autokrino i1 parakrino djelovanje (62). GABA je
rasprostranjena i u zenskom i muskom reproduktivnom sustavu. GABA-u i GABA, i
GABAGg receptore nalazimo u intersticiju testisa, sjemenskim mjehuri¢ima i prostati.
Dokazana je i uloga GABA-e u akrosomskoj reakciji spermija (67). U Zenskom
spolnom sustavu, hormoni jajnika kontroliraju motilitet maternice modificirajuci
konformaciju GABAAR. U S§takorskom jajniku i uterusu pokazana je i povezanost
koncentracije GABA-e i razine estrogena (68). Nalaz funkcionalnog GABA-ergickog
sustava potvrden je i u ljudskom spolnom sustavu, u maternici, jajovodu, jajniku i
cerviksu (69 - 71). Zanimljivo je istrazivanje uloge GABA-ergickog sustava u diSnom
sustavu kojim je pokazano kako GABA proizvedena u epitelu diSnih putova autokrino
1 parakrino preko GABAAR potice pojacano izlu¢ivanje sluzi u epitelnim stanicama
(72). Djelovanje GABA-e uzrokovalo je depolarizaciju stanica i porast koncentracije
kalcijevih iona koji zajedno s diacilglicerolom (DAG) djeluju kao drugi glasnici u
aktivaciji egzocitoze sekrecijskih zrnaca u Clara stanicama (73). Djelovanje GABA-e
rezultiralo je 1 jacim unutarstaniénim 1 izvanstanicnim obojenjem alcijanskim
modrilom, ukazujuéi na vecu proizvodnju mucina u epitelu diSnih putova. Pokusi na
miSevima senzibiliziranima antigenom bjelanjka pokazali su kako je izlaganje tom
antigenu povecalo izrazaj molekula GABA-ergickog sustava, a izlaganje GABA-i
proizvodnju sluzi i hiperplaziju stanica koje proizvode sluz (72). Ovakav primjer
zanimljiv je u proucavanju izlu¢ivanja sluzi u reproduktivhom sustavu zbog velike

sli¢nosti grade epitela diSnog i reproduktivnog sustava te nacina izlu¢ivanja i sastava



izlu€ene sluzi. Zljezdane stanice endocerviksa sli¢ne su Clarinim stanicama i vréastim

stanicama gradom, sintetskom funkcijom i glikoproteinskim sastavom izlucene sluzi.
1.7.5 Potencijalna uloga GABA-ergickog sustava u endocerviksu

Na modelu astme pokazano je da pojacano izlu¢ivanje sluzi u diSnom epitelu potice
GABA koja se stvara u epitelnim stanicama, te autokrino i parakrino djeluje na njih
(31,74). Sli¢no mehanizmu otpustanja prisutnom u GnRH neuronima, i stanice diSnog
epitela otpustaju GABA-u neovisno o akcijskom potencijalu (72). Rezultati naSeg
prethodnog istrazivanja pokazali su da je receptor za GABA (GABA\R) prisutan u
tkivu misjeg i humanog endocerviksa (71), te smo na temelju primjera GnRH neurona
1 izlu€ivanja sluzi u diSnom epitelu predlozili model po kojem GABA-ergicki sustav
sudjeluje u brzoj regulaciji izlucivanja sluzi u endocerviksu, pri ¢emu bi otpustanje
GABA-e bilo neovisno o akcijskom potencijalu, i regulirano negenomskim

djelovanjem receptora za estrogene (71).
1.7.6 Estrogeni poticu izlu¢ivanje GABA-e u mozgu

Moguénost utjecaja estrogena na stvaranje i aktivnhost GABA-e pokazan je na
primjeru gonadotropnih hormona u mozgu. Estrogen se veze na ERa na
presinaptickim zavrSecima te putem negenomskog mehanizma poti¢e otpusStanje
neurotransmitera GABA (46). Otpustanje GABA-e neovisno je o akcijskom
potencijalu (51) GABA uzrokuje privremeni porast iona kalcija u susjednim GnRH

neuronima (46).

Otpustanje GABA-e neovisno o akcijskom potencijalu vidljivo je i na prethodno
opisanom primjeru stanica diSnog epitela, gdje GABA-u nisu izlucivale Ziv€ane
stanice ve¢ same epitelne stanice. Poticaj za otpustanje GABA-e u ovom slucaju nisu

stvarali estrogeni, ve¢ najvjerojatnije interelukin-13 (66).
1.7.7 Pretpostavljeni mehanizam regulacije izlu¢ivanja sluzi u endocerviksu

Na temelju poznatih ¢injenica o izlu€ivanju sluzi u endocerviksu, njegovoj ovisnosti o
razini hormona, te navedenih primjera mehanizama sekrecije i djelovanju

neurotransmitera GABA-e u drugim organima, pretpostavili smo mehanizam



regulacije izlu¢ivanja sluzi u endocerviksu koji ukljucuje neurotransmiter GABA.
Ovaj prijedlog mehanizma zasniva se na opisanom mehanizmu estrogenske regulacije
izlu¢ivanja GABA-e u mozgu neovisno o akcijskom potencijalu (75) te ¢injenici da

GABA potice porast koncentracije kalcijevih iona u diSnom epitelu (72).

Pretpostavljeni model regulacije lucenja sluzi u endocerviksu je:

J

MUCINI :> sLuz

"

1. estrogen potakne ludenje GABA-e neovisno o akcijskom potencijalu (iz samih epitelnih
stanica ili susjednih ziv€anih zavrietaka)
2. GABA aktivira GABA receptore na epitelnim stanicama i poraste razina kalcija u stanicama

3. kalcij pokreée egzocitozu sluzi



1.8 POKUSNI MODELI U ISTRAZIVANJIMA LUCENJA CERVIKALNE
SLUZI

U studijama koje su se bavile prouCavanjima funkcije cerviksa, najcesce
upotrebljavani modeli za izucavanje bili su stanice i tkivo cerviksa glodavaca, velikih

sisavaca te humanog cerviksa.

1.8.1 Glodavci

Mi§ kao mala, za uzgoj relativno jeftina Zivotinja, najceS¢e je koriSten model za
istrazivanje. Ima dobro proucenu biologiju, sekvencioniran i pru¢en genom, a sa
covjekom dijeli 95 % gena. MiS je zivotinja prilagodena Zivotu u laboratorijskim
uvjetima, jednostavno se njome rukuje, brzo se razmnozava i stvara velik broj
potomaka. Relativno kratak reproduktivni ciklus koji traje 4 — 5 dana dodatna je
prednost, specificna u istrazivanju cervikalne sluzi. Reproduktivni ciklus u glodavaca
sastoji se od 4 faze: proestrus, estrus, metaestrus i diestrus. Faze ciklusa mogu se
jednostavno pratiti svakodnevnim uzimanjem uzoraka stanica iz rodnice. lako su
glodavei (mis, Stakor) ve¢ koriSteni kao pokusni modeli u istrazivanju funkcije
endocerviksa 1 izlu€ivanja sluzi, ne mogu posluziti kao odgovaraju¢i model za
proucavanje funkcije sekrecijskog epitela kakav se nalazi u humanom endocerviksu
(76, 77). Postoji razlika u histoloskoj gradi izmedu misjeg i Stakorskog endocerviksa 1
ljudskog: epitelne stanice koje izlucuju sluz prisutne su samo u proestrusu (kod
Stakora u diestrusu i odljuSte se ve¢ u proestrusu) i to kao jedan sloj cilindri¢nih
stanica na povrSini mnogoslojnog epitela cervikovaginalne sluznice koja ne tvori
kripte. Zbog anatomske grade miSjeg i Stakorskog cerviksa, odnosno puno kracih
udaljenosti od rodnice do maternice, sjemenska tekucina se u cerviksu ovih glodavaca
zadrzava mnogo krac¢e nego kod ¢ovjeka. Zbog toga nema bitnu ulogu u transportu i
pohrani spermija (78). 1z svega navedenog vidljivo je da nema potrebe niti za strogom
regulacijom proizvodnje i izlu€ivanja cervikalne sluzi u misa i Stakora, pa oni ne

mogu posluziti kao vjerodostojni modeli u istrazivanju te regulacije kod ljudi.

1.8.2 Veliki sisavci

Reproduktivni ciklus u svinja (estrus) klasificira se prema spolnom ponasanju: estrus,

gdje je svinja seksualno receptivna ili ne-estrus. Kod svinja se kao i kod zena spolni



ciklus moze podijeliti u luteinsku i folikularnu fazu koje su odvojene ovulacijom. Dok
menstruacijski ciklus Zena pocinje i zavrSava poCetkom menstruacije, s ovulacijom
usred ciklusa, u svinja ciklus zapo€inje i zavrSava ovulacijom. Duljina ciklusa i
hormonska fluktuacija u svinja su vrlo slicne ljudskim. U svinja se pojavljuje
znacajan rast folikula tijekom luteinske faze (folikularna faza djelomicno se preklapa
s luteinskom fazom), $to rezultira kra¢im ciklusom (19 — 21 dan) nego kod Zena, gdje
su dvije faze stroZze odijeljene i ciklus stoga traje 28 dana. I kod Zena i kod svinja do
ovulacije dolazi spontano u kontinuiranim ciklusima koji su pod kontrolom osi
hipotalamus — hipofiza — jajnik. Cerviks Zenke svinje dijeli zajednicke karakteristike s
ljudskim cerviksom. U obje vrste nalazimo jednoslojni cilindri¢ni epitel s vréastim
stanicama koje izlucuju sluz. Koli¢ina izlu€ene sluzi ovisi o fazi ciklusa s pove¢anom
koli¢inom tijekom estrusa kod svinja i sredinom ciklusa u zena (oko ovulacije) (79).
U krava se, reproduktivni ciklus, estrus, dijeli, takoder, u proestrus, estrus, metaestrus
i diestrus. Cerviks je graden sli¢no ljudskom, s epitelom koji se uvlaci i tvori kripte.
Epitel endocerviksa je kubi¢an u diestrusu, a prema estrusu raste do cilindri¢nog.
Izlu¢ivanje sluzi najobilnije je u estrusu, razdoblju kada nastupa ovulacija, a sluz je,
kao 1 ljudska, bistra i smanjene viskoznosti (80). Najbolji nacin prikaza estrusne
cervikalne sluzi pod djelovanjen steroidnih hormona, ponajvise estrogena opisan je
arborizacijom (grananjem sluzi na stakalcu). Detaljno je opisana u krava, te je
prihvacena kao kriterij estrogenskog djelovanja na sluz (81). Dokazano je da
promjene u biokemijskim i biofizikalnim svojstvima sluzi ovise o razinama steroidnih

hormona (82).
1.8.3 Covjek

Uzorci tkiva endocerviksa Zena dobar su eksperimentalni model za ispitivanje izrazaja
proteina i gena, promjena u strukturi u razli¢itim fazama menstruacijskog ciklusa i
trudno¢i, kao 1 za imunoloska i mikrobioloska ispitivanja. Fizioloske i dinamicke
procese koji se dogadaju u endocerviksu teZe je proucavati. Zivotinjama se mogu
davati razli¢iti agonisti, antagonisti i tvari kojima istraziva¢ moze prilagoditi uvjete
organizma, dok kod ljudi to nije moguce i materijal kojim se barata je najceSce
postoperativni. Upravo stoga razvojem znanstvene metodologije tezi se sve vecoj
primjeni stanicnih modela. Prva imortalizirana kultura ljudskih endocervikalnih

stanica razvijena je 70-ih godina. Nedavno su razvijeni i 3D modeli koji vjernije



docaravaju epitelnu funkciju zbog interakcije s vezivhom podlogom i apikalno-
bazalnog usmjerenja stanice. U stanicnim modelima moZe se izlaganjem
kombinacijama hormonskih koncentracija simulirati menstruacijski ciklus i promatrati
ispitivane funkcije u dinamickom sustavu. Postoje prigovori kako dobiveni rezultati
nisu uvijek pouzdani, a navodi se nekoliko razloga za to. Smatra se da se tijekom
odrzavanja kulture stanica njihov genetski materijal mijenja diobama i da je
nemoguce pratiti do kojih je sve promjena doslo. Stani¢na kultura korisna je metoda
za proucavanje specificnih funkcija pojedinih stanica. Ona prikazuje izoliranu sliku
odredenog bioloskog procesa, a ne odrazava stvarnu ukupnost fizioloskih ili
patoloskih interakcija. Zbog prednosti 1 nedostataka svakog pojedinog

eksperimentalnog modela potrebno je izabrati model prilagoden fazi istrazivanja.



2. HIPOTEZA

Neurotransmiter GABA sudjeluje u regulaciji lu¢enja cervikalne sluzi.



3. CILJEVI

3.1 OPCI CILJ

* razjasniti dio mehanizma sekrecije cervikalne sluzi vode¢i se predlozenim

modelom sudjelovanja neurotransmitera GABA u toj regulaciji

3.2 SPECIFICNI CILJEVI

* analizirati gradu endocervikalnih Zlijezda i njihovu sekrecijsku aktivnost
e odrediti prisutnost i stani¢ni smjestaj molekula koje sudjeluju u procesu
stvaranja, sekrecije i djelovanja GABA (GABAAR, GAD, VGAT, ERq, itd.) u
tkivu vrata maternice
* istraziti obzirom na dan menstruacijskog ciklusa i na polozaj unutar
endocerviksa :
» razlike u morfologiji i aktivnosti Zlijezda
» prisutnost ispitivanih molekula

* pokusati razluciti ulogu GABA u regulaciji lucenja cervikalne sluzi



4. UZORCIIPOSTUPCI

4.1 UZORAK

Kao uzorak za istrazivanje koristili smo humano tkivo vrata maternice (lat. cervix
uteri) zena u reproduktivnoj dobi 37 - 52 godine. Uzorci su dobiveni nakon
operativnog odstranjenja (histerektomija) maternice (lat. uterus) zbog benignih
razloga (najes¢e miomi). Kriteriji za uklju€ivanje u ispitivanu skupinu bili su:
redoviti menstruacijski ciklusi, operacijski zahvati zbog nemalignih uzroka (miomi,
defekti dna zdjelice itd.), uredan PAPA test te potpisan informirani pristanak. Dok su
iskljucujuéi kriteriji bili: raniji operacijski zahvati ili bilo koji terapijski postupci na
vratu maternice, akutna upala, infekcija HPV-om, polipi, premaligne i maligne
promjene vrata maternice (CIN-CIS), ostale maligne promjene radi kojih je ucinjen
operativni zahvat (npr. karcinom jajnika, karcinom endometrija), primjena
hormonskih lijekova, menopauza i postmenopauza. Uzorci su skupljeni uz odobrenje

etickog povjerenstva Klinicke bolnice Merkur i Medicinskog fakulteta u Zagrebu.

U razdoblju od 2011. do 2014. godine skupili smo stotinjak uzoraka vrata maternice
koji su odgovarali ukljucuju¢im kriterijima. Strogom primjenom isklju¢nih kriterija

odabrano je 25 uzoraka za postupak istrazivanja.

4.2 UZORKOVANJE

Po ucinjenom operativnom zahvatu u Klinici za zenske bolesti i porode u KB-u
Merkur, na Zavodu za patologiju uzimao se dio tkiva vrata maternice veli¢ine 20 x 20
mm. Dijelovi tkiva izrezivali su se u obliku isjecka valjka debljine 2 - 3 mm i stavljali
u fiksativ (4 % formalin). Izolirano tkivo cerviksa proteze se duz cijelog cervikalnog
kanala, prepolovljeno na dva dijela — blize istmusu i blize egzocerviksu. Dobiveni
uzorci tkiva nakon istrazivanja pohranjeni su na Zavodu za histologiju i embriologiju

Medicinskog fakulteta u Zagrebu.
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Slika 9:

Shematski prikaz prikupljanja tkiva ljudskog endocerviksa. A. Valjak shematski prikazuje vrat
maternice. B. Uvecani prikaz isjecaka tkiva. Crveno je obojan isjecak tkiva cijelom duljinom, a
naznaceni iscrtani dio tamnim linijama, prikupljen za histoloske metode. Valovita linija oznacava

granicu zljezdanog i vezivnog tkiva cerviksa.

4.3 HISTOLOSKI, HISTOKEMIJSKI I IMUNOHISTOKEMIJSKI POSTUPCI
Fiksacija i priprema parafinskih rezova tkiva

Tkivo vrata maternice namijenjeno za histolosku i histokemijsku analizu uronjeno je,
neposredno nakon izolacije, u otopinu fiksativa (4 % paraformaldehid u 0,1M
fosfatnom puferu). Nakon 24 sata uzorci su stavljeni na ispiranje pod teku¢om vodom
preko no¢i. Slijedila je dehidracija u uzlaznom nizu etanola (20 %, 50 %, 70 %, 96 %,
99 %, 100 %) u svakoj otopini 2 x 15 - 30 minuta. Potom su uzorci stavljeni u 100%
ksilol na 5 — 15 minuta, zatim mjeSavinu ksilola i parafina (1:1) 5 - 15 minuta na 58 —
60 °C, te u 100 % parafin nekoliko sati na 56 °C uz tri izmjene parafina. Uzorci su
zatim pomocu kalupa uklopljeni u parafinske blokove. Blokovi su rezani na rezove
debljine 7 pm 1 stavljani na predmetna stakalca. Takvi rezovi pohranjeni su na sobnu

temperaturu.



HistoloSko bojanje hemalaunom i eozinom

Bojanje hemalaunom i eozinom upotrebljeno je radi prikazivanja i analize grade
tkiva. Parafinski rezovi su se prije bojanja deparafinirali i rehidrirali uranjanjem u
ksilol (2 x 5 minuta), silazni niz alkohola (2 x 100 %, 96 %, 70 %) i destiliranu vodu
po 5 minuta. Zatim su uronjeni u otopinu hemalauna (1 g hematoksilina, C;cH 40O,
0,2 g natrij jodata, NAIOs, 50 g kalij alauna, KAI(SO4),x12H,0 1 50 g kloralhidrata
CCI13;CH(OH); ukuha se redom u 1 1 destilirane vode, ohladi i profiltrira) 5 minuta, te
isprani u destiliranoj vodi, obi¢noj vodi 10 minuta i opet u destiliranoj vodi. Nakon
toga su stakalca s rezovima uronjena u 1 % vodenu otopinu eozina 1 minutu, te
isprana destiliranom vodom i dehidrirana uzlaznim nizom alkohola (70 %, 96 %, 100
%). Nakon uranjanja po 5 minuta u mjeSavinu ksilola i alkohola (1:1), te dva puta u
ksilol, rezovi su poklopljeni sredstvom za poklapanje Histomount (National

diagnostic).

Histokemijska reakcija Astra modrilom

Histokemijskom reakcijom Astra modrilom plavom su bojom prikazani kiseli

mukopolisaharidi koji se nalaze u vezivu i sluzi.

Parafinski rezovi su se prije bojanja deparafinirali i rehidrirali uranjanjem u ksilol (2 x
5 minuta), silazni niz alkohola (100 %, 96 %, 70 %) i destiliranu vodu po 5 minuta.
Zatim su uronjeni u 1 — 2 % vodenu otopinu Astra modrila na 3 minute, te isprani u
destiliranoj vodi. Nakon 10 minuta uranjanja u obi¢noj vodi, stakalca s rezovima su
uronjena u otopinu boje Kernechtrot (0.5 g boje Kernechtrot umijesa se su 100 ml 5
% vodene otopine aluminij sulfata Al2(SO4)3, prokuha, ohladi i filtrira) na 5 - 10
minuta, te isprana destiliranom vodom i dehidrirana uzlaznim nizom alkohola (70 %,
96 %, 100 %). Nakon uranjanja po 5 minuta u mjesavinu ksilola i alkohola (1:1), te
dva puta u ksilol, rezovi su poklopljena sredstvom za poklapanje Histomount

(National diagnostic)



Histokemijska reakcija PAS

Histokemijskom reakcijom PAS (Periodic acid Schiff) crvenom su bojom prikazani
neutralni mukopolisaharidi, mono i polisaharidi, zatim amino-, N-acetilamino- i

deoksi-saharidi, te sijali¢ne kiseline.

Postupak bojanja bio je isti kao kod Astra modrila, samo $to je umjesto otopine Astra
modrila stavljen Schiffov reagens (1 g bazi¢nog fuksina ukuhati u 200 ml vode,
ohladiti na 50 °C, dodati 20 ml 1M HCI, ohladiti na 25 °C, dodati 1 g Na
metabisulfita, ostaviti na + 4 °C preko no¢i i dodati 2 g aktivnog ugljena). Stani¢ne

jezgre obojane su hemalaunom.

Imunohistokemija

Za odredivanje prisutnosti i smjestaja bjelancevina u tkivu upotrijebljena je metoda
svjetlosne i1 fluorescentne imunohistokemije. Metoda se temelji na uporabi ciljno
usmjerenih protutijela koriste¢i osnovni princip u imunologiji da odredeno protutijelo
veze 1 prepoznaje samo ciljni antigen. Parafinski rezovi su se prije bojanja
deparafinirali i rehidrirali uranjanjem u ksilol (2 x 5 minuta), silazni niz alkohola (2 x
100 %, 96 %, 70 %) i destiliranu vodu po 5 minuta. Slijedio je postupak demaskiranja
antigena koji se sastojao od zagrijavanja uzoraka 30 minuta na 95 C u citrathom
puferu (vodena otopina trinatrij citrat dihidrata s 0,05% Tween 20 (Sigma), pH6.0).
Za svjetlosnu imunohistokemiju, rezovi su nakon ispiranja fosfatnim puferom sa soli
(PBS), stavljeni na 15 minuta u 0,6%-tnu otopinu vodikovog peroksida (H2O;) u
PBS-u kako bi se neutralizirale endogene peroksidaze koje i inace mogle davati laznu
pozitivnu reakciju. Rezovi su zatim permeabilizirani 5 minuta u otopini 0,2 % Triton
X-100 (Sigma) u puferu PBS, te potom na 1 sat uronjeni u otopinu za blokiranje (7 %
serum konja u puferu PBS s 0,25 % Triton X-100), kako bi se sprije¢ilo nespecifi¢no
vezanje sekundarnog protutijela. Uslijedila je inkubacija s primarnim misjim
protutijelom protiv GABA  receptora B (MAB341, Millipore), protiv GAD
(ABNO904, Millipore) i protiv VGAT (ab42939, Abcam) u otopini koja je sadrzavala 2
% serum konja u puferu PBS sa 0,5 % Triton X-100. Inkubacija primarnim
protutijelima odvijala se preko no¢i na 4 °C. Sljedecée jutro, nakon ispiranja puferom

PBS uslijedila je inkubacija sa sekundarnim protutijelom (biotinilirano protutijelo



protiv misjih protutijela, Vector Laboratories) u puferu PBS, 2 sata na sobnoj
temperaturi. U nastavku, rezovi su se isprali puferom PBS, inkubirali 60 minuta u
ABC kompleksu (Vector Laboratories), isprali ponovno puferom PBS, te razvili
tijekom nekoliko minuta pomocu  3,3'-diamino  benzidin tetrakloridom
(SIGMAFAST™ DAB with Metal Enhancer, Sigma). Rezovi su se potom isprali
vodom, dehidrirali uzlaznim nizom alkohola, proZeli otopinom za prosvijetljivanje
(Histoclear, National diagnostic) i pokrili sredstvom za poklapanje (Histomount,
National diagnostic). Nakon suSenja, stakla s obojanim rezovima su se promatrala i
analizirala svjetlosnim mikroskopom. Postupak za fluorescentnu imunohistokemiju
razlikovao se od postupka za svjetlosnu imunohistokemiju na nacin da je preskoceno
uranjanje u vodikov peroksid, sekundarno protutijelo nije bilo biotinilirano, ve¢
oznaceno fluorescentnim obiljeZivacem (Alexa Fluor 488, Thermo Fischer Scientific),
te je u skladu s time umjesto seruma konja, koriSten serum magarca, a i izostao je
postupak inkubacije s ABC kompleksom i razvijanja boje s DAB-om. Umjesto toga,
nakon ispiranja sekundarnog protutijela, stanicne jezgre u tkivu su obojane
fluorescentnom plavom bojom pomocu DAPI (4',6-diamidino-2-feilindol). Rezovi su
potom dobro isprani destiliranom vodom i poklopljeni odgovaraju¢im sredstvom za

poklapanje Fluoromount (DAKO).
4.4 STEREOLOGIJA I STATISTIKA
Stereoloski postupak

Stereoloski postupak primijenjen je za odredivanje udjela povrSine neaktivnog
zljezdanog epitela u ukupnoj povrsSini zljezdanog epitela na rezovima tkiva vrata
maternice. Aktivnom povrS$inom smatrala se povrSina presjeka onih stanica u kojima
je bila prisutna plava boja, Astra modrilom obojena sekretna zrnca s mucinima. Za taj
postupak koriSten je sustav koji se sastoji od MBFDV-46 digitalne kamere koja se
nalazi na Olympus BX61 mikroskopu motoriziranom za kretanje u dubinu te
motoriziranog stoli¢a za pokretanje u x-y smjeru i koji je kontroliran MAC 5000
elektroniCkim upravljatem (Ludl Electronic Products Ltd.). Za svaki uzorak tkiva
odabrano je pet rezova tkiva histokemijski obojanih Astra modrilom. Na njima je
pomocu rac¢unalnog programa Stereo Investigator (MicroBrightfield, Baltimore, MD)

oko zljezdanog epitela ocrtana granica polja unutar kojeg je vrSeno mjerenje. Program



je automatski to polje podijelio na kvadratna polja veli¢ine 500 x 500 um koja su
posluzila kao ,uzorci (engl. sampling grid area) na koje je program automatski
postavljao ,,okvire za brojanje* (engl. counting frame) veli¢ine 250 x 250 um. Ovisno
o veli¢ini povrSine ukupnog Zljezdanog epitela na rezovima, broj polja ,,uzoraka®,
odnosno broj ,,okvira za brojanje* bio je izmedu 46 1 224. Svaki okvir za brojanje bio
je ispunjen pravilno rasporedenim tockama na medusobnoj udaljenosti od 35 um.
Tocke koje su se nalazile na podrucju aktivnog Zzljezdanog epitela oznacene su
jednom bojom, a tocke koje su se nalazile na podruc¢ju neaktivnog Zljezdanog epitela
oznacene su drugom bojom. Program je izra¢unao ukupan broj jednih i drugih tocaka
na svih pet izmjerenih preparata, te je konacan rezultat izraZzen kao udio neaktivnih

to¢aka u ukupnom broju oznacenih to¢aka na svih pet preparata.

Statisti¢ka analiza

Broj¢ani podaci dobiveni stereoloSkim mjerenjem su statisticki analizirani
neparametrijskim Mann Whitney U testom i Hi kvadrat testom. Analizirani su sljedeci
parametri: 1. Razlika u izmjerenoj aktivnosti zljezdanog epitela izmedu skupina
uzoraka P (proliferacija) i S (sekrecija). 2. Razlika u izmjerenoj aktivnosti zljezdanog
epitela izmedu gornjeg (blize istmusu) i donjeg (blize egzocerviksu) dijela
endocerviksa svih ispitivanih uzoraka. 3. Razlika u izmjerenoj aktivnosti Zljezdanog
epitela izmedu gornjeg i donjeg dijela endocerviksa unutar skupine P. 4. Razlika u
izmjerenoj aktivnosti zljezdanog epitela izmedu gornjeg i donjeg dijela endocerviksa
unutar skupine S. 5. Razlika u izmjerenoj aktivnosti Zljezdanog epitela izmedu
uzoraka s pozitivnom imunoreakcijom na GABAAR i s negativhom reakcijom na
GABAAR. 6. Razlika u imunoreakciji na GABAAR (pozitivna ili negativna) izmedu
skupina uzoraka P i S. 7. Razlika u imunoreakciji na GABAAR (pozitivna ili
negativna) izmedu skupine uzoraka iz gornjeg i skupine uzoraka iz donjeg dijela
endocerviksa. U svim analizama postavljena je nul-hipoteza da se dvije skupine ne
razlikuju po ispitivanom parametru. Kriti¢ne vrijednosti za 5 % znacajnosti preuzete

su s internetske stranice http://www.real-statistics.com/statistics-tables/.



S. REZULTATI

51 GRADA 1 SEKRECIJSKA AKTIVNOST ENDOCERVIKALNIH
ZL1JEZDA

Grada 1 sekrecijska aktivnost endocervikalnih zlijezda analizirana je na 27 uzoraka
tkiva humanog endocerviksa uzetih od ukupno 25 pacijentica. Tkiva dvije pacijentice
bila su podijeljena na gornji dio cerviksa (blize istmusu) i donji dio cerviksa (blize
egzocerviksu). Tkiva ostalih pacijentica odnosila su se ili na podru¢je blize istmusu ili

na podrucje blize egzocerviksu.

Histoloska grada endocervikalnih zlijezda prikazana je i analizirana na parafinskim
rezovima debljine 5 um, obojanim histoloskim bojama hemalaun i eozin. Budu¢i da je
istrazivanje provedeno na uzorcima uklopljenima u parafin, sekrecijska aktivnost
zlijezda nije se mogla procjenjivati na temelju mjerenja koli¢ine izlu¢ene sluzi, ve¢ je
kao kriterij aktivnosti sekrecijskog epitela bila koli¢ina mucina unutar stanica. Stoga
je sekrecijska aktivnost Zlijezda prikazana histokemijskim postupcima koji specificno
prikazuju mucine unutar sekrecijskih stanica. Kako bi se histokemijskim bojanjem
prikazali i1 neutralni i kiseli mukopolisaharidi (glikozaminoglikani), upotrebljena su
dva postupka - bojanje Astra modrilom (AB) i prikazivanje Secernih komponenti

Schiffovim reagensom s perjodatnom kiselinom (PAS).

Mikroskopijska analiza histokemijskim postupcima pripremljenih preparata tkiva
endocerviksa 1 usporedba grade sekrecijskih stanica i povrSine obojane bojama
specificnim za mucine (PAS i AB) pokazala je da stanice koje sadrze viSe mucina
imaju drugaciju gradu od stanica s manje mucina (Slika 10). Stanice s viSe mucina
bile su cilindri¢nog oblika s relativno velikim prostorom apikalno od jezgre, u kojem
su se nalazila sekrecijska zrnca ispunjena mucinima. Jezgre tih stanica bile su
izduljenog oblika i smjeStene bazalno. Stanice s malo ili niSta mucina bile su
kubi¢nog oblika s okruglom jezgrom u sredini. I u aktivhom i manje aktivnom epitelu
mogle su se uociti male stanice kubi¢nog oblika smjestene uz samu bazalnu laminu,

koje nisu dosezale do lumena Zlijezde. To su nediferencirane, mati¢ne stanice.



Slika 10. Mikrofotografije histoloskih preparata endocervikalnih Zlijezda obojanih hemalaunom i

eozinom (A i D), Astra modrilom (B i E) i reakcijomm PAS i hemalaunom (C i F). A - C. Presjeci kroz
Zljezdani epitel s jacom sekrecijskom aktivhos$éu. Unutar Zljezdanih stanica cilindricnog oblika,
apikalno od jezgre vidljiva su obilna sekrecijska zrnca ispunjena mucinima, obojena plavo Astra
modrilom (B) i crveno PAS reakcijom (C). D - F. Presjeci kroz Zljezdani epitel sa slabijom
sekrecijskom aktivnoséu. Stanice su nize (kubicnog oblika) i siromasnije sekrecijskim zrncima i
mucinima. Na preparatima obojenim hemalaunom i eozinom vidljive su nediferencirane stanice uz

bazalnu membranu Zljezdanog epitela (oznacene su zvjezdicom). Crta mjerila: 20 um.

5.2 AKTIVNOST SEKRECIJSKOG EPITELA U TKIVIMA ENDOCERVIKSA
MIJENJA SE S OBZIROM NA FAZU MENSTRUACIJSKOG CIKLUSA

5.2.1 Odredivanje faze menstruacijskog ciklusa

Faza menstruacijskog ciklusa procijenjena je na temelju broja dana proteklih od
datuma zadnje menstruacije do datuma operacijskog zahvata, te prosjecne duljine
menstruacijskog ciklusa navedene u anamnezi. Dobivena procjena potvrdena je ili
korigirana uvidom u PHD nalaze pacijentica u kojima se navodi stanje endometrija 1
endocerviksa. Ova je korekcija bila posebno korisna u sluc¢ajevima starijih pacijentica

s produzenim menstruacijskim ciklusima, odnosno odgodenim ovulacijama.



Od 25 pacijentica ¢ija su tkiva endocerviksa analizirana u ovom istrazivanju, njih 15
bilo je u proliferacijskoj fazi, a preostalih 10 u sekrecijskoj fazi menstruacijskog
ciklusa. Uzorci tkiva pacijentica u proliferacijskoj fazi oznaceni su oznakama P1 do

P15, a uzorci pacijentica u sekrecijskoj fazi oznakama S1 do S10.

5.2.2 Tkivo endocerviksa u proliferacijskoj fazi menstruacijskog ciklusa ima
vedi udio aktivnog Zljezdanog epitela od tkiva endocerviksa u sekrecijskoj

fazi

Procjena udjela povrSine neaktivnih zlijezda u ukupnoj povrSini endocervikalnih
zlijezda na histoloskim preparatima provedena je stereoloskom analizom parafinskih
rezova obojanih histokemijskim bojanjem Astra modrilom, uz primjenu programa
Stereo Investigator (Tablice 1 i 2). Dobiveni podaci statisticki su obradeni primjenom
Mann Whitney U testa za neparametrijsku analizu malog broja uzoraka uz razinu
znacajnosti 95 %. Za navedenu analizu upotrijebljeno je po pet histoloskih rezova
debljine 5pu za svaki uzorak tkiva. Rezultati ove analize odbacili su nul-hipotezu koja
je glasila: izmedu skupine P (proliferacijska faza) i S (sekrecijska faza) nema razlike u
udjelu neaktivnog zljezdanog epitela u ukupnoj povrSini endocervikalnog
sekrecijskog epitela (Tablica 3). Drugim rije¢ima, ova je analiza pokazala da postoji
razlika u sekrecijskoj aktivnosti endocervikalnog epitela s obzirom na fazu
menstruacijskog ciklusa u kojem se nalazila pacijentica, te da tkivo endocerviksa u
proliferacijskoj fazi menstruacijskog ciklusa ima veéi udio aktivnog zljezdanog

epitela od tkiva endocerviksa u sekrecijskoj fazi.



Tablica 1. Rezultati stereoloSke analize parafinskih rezova uzoraka iz skupine P

obojanih Astra modrilom.

Uzorci skupine P1 P2 P3 P4 [PS P6 P7 P8 P9 P10 P11 P11iP12 P13 P14 P15
P e

Udio
neaktivnih 0.00/0.00/0.00/0.00{0.00/0.0210.62/0.11/1.06/0.00/0.45/0.00(2.1610.59|0.65 |0.00

Zlijezda u %

SmjeStaj
uzorka u EX IS EX EX EX [EX EX EX EX IS EX IS IS EX IS [EX

endocerviksu

Tablica 2. Rezultati stereoloske analize parafinskih rezova uzoraka iz skupine S

obojanih Astra modrilom.

Uzorci skupine | Sle | S1i | S2 S3 S4 SS Sé S7 S8 S9 S10
S

Udio
neaktivnih 285 348 044 | 055 [ 1.68 [ 2.01 0.00 |1.02 |2.23 | 0.00 |2.69

Zlijezda u %

SmjeStaj
uzorka u EX IS EX | EX ' EX |EX | EX | EX IS IS EX

endocerviksu




Tablica 3: Prikaz rezultata Mann Whitney U testa za ispitivanje razlike skupina P 1 S

prema udjelu neaktivnih zlijezda.

Broj Broj uzoraka | Vrijednost Vrijednost Lijeva Desna
uzoraka u u skupini S | U skupine P | U skupine S kriti¢na kriti¢na
skupini P vrijednost za | vrijednost za

95 % 95 %
znacajnosti znacajnosti
16 11 137 39 47 129
Nul- Udio neaktivnih Zlijezda ne razlikuje se u skupinama P i S.
hipoteza
Rezultat: Vrijednosti U skupina P i S su izvan kriti¢nih vrijednosti, pa se nul-hipoteza

odbija, odnosno, skupine P i S razlikuju se prema udjelima neaktivnih

Zlijezda (p=0,007804).

5.2.3 Nema razlike u udjelu aktivnog Zljezdanog epitela izmedu gornjeg i

donjeg dijela endocerviksa

Od 27 uzoraka tkiva endocerviksa, 8 je bilo iz podrucja blize istmusu (5 u skupini P i
3 u skupini S), a 19 iz podrucja blizem egzocerviksu (11 u skupini P i 8 u skupini S).
Usporedbom aktivnosti zljezdanog epitela izmedu skupine uzoraka tkiva blize
istmusu i skupine tkiva blize egzocerviksu unutar svih ispitivanih skupina, kao 1
posebno unutar skupine P i skupine S Mann Whitney testom dobiveno je da se u bilo
kojoj od navedenih ispitivanih skupina aktivnost Zljezdanog epitela izmedu gornjeg
(blize istmusu) i donjeg dijela endocerviksa (blize egzocerviksu) ne razlikuje (Tablica

4). Dodatna mikroskopijska analiza dva para uzoraka dobivenih iz gornjeg i donjeg



dijela endocerviksa istih pacijentica (P11 i S1) potvrdila je da se ne moze utvrditi

postojanje razlike u aktivnosti zlijezda u gornjem i donjem dijelu endocervikalnog

kanala.

Tablica 4: Prikaz rezultata Mann Whitney U testa za ispitivanje razlike u udjelu neaktivnog

zljezdanog epitela izmedu gornjeg i donjeg dijela endocerviksa.

Skupina Broj Broj Vrijednost Vrijednost Lijeva Desna

uzoraka uzorakau | uzorakau U uzorakau | U uzoraka u | Kkriti¢na kriti¢na
gornjem donjem gornjem donjem vrijednost vrijednost
dijelu dijelu dijelu dijelu za 95 % za 95 %
endocervik | endocerviks | cerviksa cerviksa znacajnosti | znacajnosti
sa a

Svi uzorci 8 19 74 78 38 114

(P+S)

Skupina P 5 11 26,5 28,5 9 46

Skupina S 3 8 9,5 14,5 2 22

Nul-hipoteza

Rezultat:

Udio neaktivnih Zlijezda ne razlikuje se u gornjem i donjem dijelu endocerviksa.

Za sve tri ispitivane skupine (P+S, P 1 S) vrijednosti U uzoraka u gornjem i donjem dijelu

cerviksa su unutar kriti¢nih vrijednosti, pa se nul-hipoteza prihvaca, odnosno, gornji i donji

dio endocerviksa ne razlikuju se prema udjelima neaktivnih Zlijezda (p(+5=0,457712,

P=0,454901, p=0,304917)



5.3 MOLEKULE SIGNALNOG PUTA GABA-E U TKIVU ENDOCERVIKSA

5.3.1 Prisutnost molekula GABA R, GAD i VGAT u endocerviksu

Kako bi se utvrdilo moze 11 se pretpostaviti uloga signalnog puta GABA-e u regulaciji
izlu¢ivanja endocervikalne sluzi, u tkivima endocerviksa analizirana je prisutnost
molekula tog signalnog puta. Kao reprezentativna molekula tog puta odabran je
GABAR, te je imunohistokemijskim postupkom pokazana prisutnost te molekule u
10 od 23 analizirana uzorka endocerviksa (Slika 11; Tablica 5). Kako bi se pokazalo
da 1zraza) GABAR prati 1zraZzaj ostalith molekula signalnog puta GABA-e, na dva
uzorka pozitivna na GABAAR provedena je svjetlosna imunohistokemijska reakcija s
jos dva protutijela: anti-GAD 1 anti-VGAT. Rezultat je bio vrlo slabo vidljiv, pa je
postupak ponovljen s fluorescentno obiljezenim sekundarnim porotutijelima.
Promatrano konfokalnim mikroskopom rezultat ovih reakcija vidljiv je kao sitne
fluorescentno zelene tockice unutar citoplazme Zljezdanih stanica (Slika 12).
Usporedba s kontrolnim uzorcima potvrdila je da se radi o pozitivhom rezultatu u obje

reakcije.

i*- £

Slika 11. Mikrofotografije histoloskih preparata susjednih rezova endocervikalnog tkiva. A. Zljezdani

epitel obojan Astra modrilom i bojoin Kernechtrot. Astra modrilo obojalo je sekrecijska zinca
ispunjena mucinima u plavo. B. Rezultat svjetlosne imunohistokemije s anti-GABA4R protutijelom.
Prisutnost GABA4R (talog crne boje) vidljiva je unutar stanica, apikalno od jegre, ispod sekrecijskih

zrnaca s mucinima. Crta mjerila 20 um.
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Slika 12. Mikrofotografije histoloskih preparata snimljene konfokalnim mikroskopom. A. Zljezdani
epitel s fluorescentno zeleno obiljezenim molekulama GAD (tockice u citoplazmi). Plavom bojom
(DAPI) obojene su jezgre. Crta mjerila 100 um. B. Zljezdani epitel s fluorescentno zeleno obiljezenim
molekulama VGAT (mrljice u citoplazmi ispod i iznad jezgre). Plavom bojom (DAPI) obojene su
jezgre. Crta mjerila 100 um.

5.3.2 Unutarstani¢ni smjeStaj molekula signalnog puta GABA-e

Svjetlosnomikroskopska analiza  preparata  dobivenih  imunohistokemijskim
postupkom s diaminobenzidintetrakloridlom (DAB; svjetlosna imunohistokemija)
pokazala je smjeStaj GABAAR unutar zljezdanih stanica apikalno od jezgre,
neposredno uz jezgru. Usporedba s preparatima dobivenima histokemijskim bojanjem
Astra modrilom upucuje na obilniji sadrzaj GABAAR u podrucju ispod sekrecijskih
mjehuri¢a s mucinima (Slika 11). Lokalizacija molekula GAD i VGAT difuzno je

rasprSena po stanicama i nema tako specifican smjestaj (Slika 12).

5.3.3 Udio uzoraka s izraZzenim GABAAR ne mijenja se ovisno o fazi

menstruacijskog ciklusa

Od ukupno 23 analizirana uzorka 10 ih je pokazalo pozitivnu reakciju na anti-
GABAAR protutijelo. 7 pozitivnih bilo je u skupini od 14 uzoraka od pacijentica u
proliferacijskoj fazi ciklusa, a 3 pozitivna u skupini od 9 uzoraka u sekrecijskoj fazi

ciklusa. Premda bi se moglo zakljuciti da postoji trend ¢eS¢e pojave GABAAR u



uzorcima iz skupine P, statistiCka analiza primjenom Hi-kvadrat testa uz 95%-tnu
razinu znacajnosti pokazala je da razlika u izrazaju GABAAR izmedu P i S skupine ne

postoji (Tablica 5).

Tablica S: Prikaz rezultata Hi-kvadrat testa za ispitivanje razlike skupina P i S prema

udjelu uzoraka s pozitivnom reakcijom na GABAAR.

Stvarni Teorijski

Broj GABAAR Broj GABAAR  Broj GABAAR | Broj GABAAR

pozitivnih negativnih pozitivnih negativnih uzoraka
uzoraka uzoraka uzoraka

Skupina P 7 7 6,09 7,91

Skupina S 3 6 3,91 5,09

Skupine P+S 10 13 10 13

Hi-kvadrat 0,62

Kriti¢na

vrijednost 3,84

95 %)

Nul-hipoteza: Frekvencija pojavnosti GABAAR pozitivnih uzoraka ne razlikuje se u
skupinama P i S.

Zakljucak: Vrijednost Hi-kvadrat ne prelazi 95%-tnu kriticnu vrijednost, pa se prihvaca

nul-hipoteza, odnosno, u skupinama P i S ne razlikuje se frekvencija

pojavnosti GABA 4R pozitivnih uzoraka (p = 0.431047).



5.3.4 Udio uzoraka s izraZzenim GABA,R veéi je u gornjem dijelu vrata

maternice

Statistickom analizom pojavnosti GABAAR pozitivnih uzoraka u gornjem i donjem
dijelu endocerviksa pokazano je, uz primjenu 95%-tne razine znacajnosti, da je
frekvencija pojavnosti uzoraka s pozitivnom imunoreakcijom na anti-GABAsR
protutijelo veca u gornjem nego donjem dijelu vrata maternice (blize istmusu)

(Tablica 6).



Tablica 6: Prikaz rezultata Hi-kvadrat testa za ispitivanje razlike gornjeg i donjeg

dijela endocerviksa prema udjelu uzoraka s pozitivnom reakcijom na GABAaR.

Stvarni

Teorijski

Broj GABAAR | Broj GABAAR | Broj GABAAR

Broj GABAAR

pozitivnih negativnih pozitivnih negativnih uzoraka
uzoraka uzoraka uzoraka
Gornji dio 4 1 6,09 7,91
Donji dio 6 12 3,91 5,09
Gornji i donji
10 13 10 13
dio
Hi-kvadrat 5,40
Kriti¢na
vrijednost 3,84
95 %)
Nul-hipoteza: Frekvencija pojavnosti GABAAR pozitivnih uzoraka ne razlikuje se u
gornjem i donjem dijelu endocerviksa.
Zakljucak: Vrijednost Hi-kvadrat prelazi 95%-tnu kriti¢nu vrijednost, pa se odbija nul-

hipoteza, odnosno, frekvencija pojavnosti GABAAR pozitivnih uzoraka

veca je u gornjem dijelu cerviksa (p=0.020137).



5.3.5 GABAAR je izrazen u epitelu sa slabom sekrecijskom aktivno§éu

Mikroskopijska analiza tkiva na rezovima obojanim Astra modrilom i rezovima s
imunohistokemijskom reakcijom na anti GABAAR protutijelo pokazalo je da je
GABAAR izrazen uglavnhom u epitelu sa slabijom ili nikakvom sekrecijskom
aktivnos¢u (Slika 13). Obrnuto, presjeci kroz podruc¢ja endocervikalnih kripti s jatom
proizvodnjom mucina, pokazuju slabu ili nikakvu prisutnost GABA 4 receptora. Kako
stereoloskim mjerenjem nije obuhvaceno stupnjevanje aktivnosti Zljezdanog epitela,
ve¢ samo razlikovanje aktivnog i neaktivnog epitela, ovaj nalaz nije bilo moguce

potvrditi statistickom analizom.



Slika 13:

Slika 13. Mikrofotografije histoloskih preparata susjednih rezova endocervikalnog
thiva. A i C. Zljezdani epitel obojan Astra modrilom (sekrecijska zrnca s mucinima) i
bojom Kernechtrot (stani¢ne jezgre). B i D. Rezultat svjetlosne imunohistokemije s anti-
GABAR protutijelom. Zljezdani epitel sa slabijom sekrecijskom aktivnoséu (manje plavo
obojanih sekrecijskih zrnaca) pokazuje jacu imunohistokemijsku reakciju s anti-
GABA4R protutijelom (A i B), dok Zljezdani epitel s jac¢om sekrecijskom aktivnoséu (vise
plavo obojanih sekrecijskih zrnaca) pokazuje slabiju imunohistokemijsku reakciju s anti-

GABA4R protutijelom (C i D). Crta mjerila 100 um.



6. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem je na uzorcima tkiva vrata maternice dobivenima nakon
operacijskog zahvata uklanjanja maternice (histerektomija) pokazano da su u
zljezdanom epitelu endocerviksa prisutne molekule GABA-ergickog signalnog puta.
Taj je nalaz znacajan zato Sto ukazuje na mogucu ulogu GABA-e u regulaciji
izlu¢ivanja endocervikalne sluzi. Ta je pretpostavka nastala na temelju rezultata
istrazivanja regulacije proizvodnje i izlucivanja sluzi u diSnim putevima koji su
pokazali da postoji povezanost aktivnosti GABA-e i stvaranja sluzi (96). Istrazivanja
neurona koji otpusStaju gonadotropine otkrila su da estrogeni mogu mijenjati
djelovanje GABA-e u tim neuronima (99), pa je na temelju toga postavljena hipoteza
o mogucoj posrednickoj ulozi GABA-ergickog signalnog puta u hormonskoj
regulaciji izlu€ivanja sluzi. Cilj ovog istrazivanja bio je provjeriti ovu hipotezu i time
otvoriti put istrazivanjima konkretne uloge GABA-ergickog puta u hormonskoj

regulaciji izlu€ivanja endocervikalne sluzi.

6.1 UZORCI TKIVA VRATA MATERNICE UKLOPLJENI U PARAFIN
ODGOVARAJUCI SU MODEL ZA PROVJERU HIPOTEZE O ULOZI
SIGNALNOG PUTA GABA-E U REGULACIJI IZLUCIVANJA SLUZI

Istrazivanje na uzorcima humanog tkiva uklopljenog u parafin ima ogranicen doseg
zbog nemogucénosti odredivanja korelacije izmedu razine hormona i izlu¢ivanja sluzi,
kao 1 nemogucénosti preciznog mjerenja aktivnosti zljezdanog epitela i njene dinamike
unutar menstruacijskog ciklusa. Takva su istrazivanja moguca na drugacijim
modelima, kao $to su eksperimentalne Zivotinje, kultura stanica ili pak svjezi humani
materijal uz pratec¢u analizu hormonskog statusa pacijentica u trenutku uzorkovanja
tkiva. Medutim, ta su istrazivanja i materijalno i vremenski zahtjevnija, te je
preporucljivo prije poduzimanja takvih istrazivanja testirati hipotezu na S§to
jednostavnijem 1 §to dostupnijem modelu. Uzorci na kojima je provedeno ovo
istrazivanje dobiveni su tijekom redovitih zahvata histerektomije na Klinici za Zenske
bolesti 1 porode u Klini¢koj bolnici Merkur te su uklopljeni u parafin standardnim
postupcima na Zavodu za patologiju iste bolnice, Sto je znacajno utjecalo na

smanjenje troSkova i vremena potrebnog za istrazivanje.



Prije nego Sto se pristupilo provjeravanju hipoteze o ulozi signalnog puta GABA-e u
hormonskoj regulaciji izlu€ivanja endocervikalne sluzi, bilo je potrebno potvrditi da
na ovaj nacin sakupljeni uzorci humanog tkiva vrata maternice mogu posluziti za
takvo istrazivanje. Stoga je bilo potrebno provjeriti pokazuju li ti uzorci tipi¢nu gradu
zljezdanog epitela koji izlucuje sluz i mijenja li se njihova sekrecijska aktivnost s
obzirom na fazu menstruacijskog ciklusa. Ovo istrazivanje potvrdilo je da uzorci tkiva
pacijentica u proliferacijskoj fazi menstruacijskog ciklusa pokazuju vecu sekrecijsku
aktivnost Zljezdanog epitela od uzoraka tkiva pacijentica u sekrecijskoj fazi, $to je u
skladu s prethodnim istrazivanjima (15, 19, 20). Ta je razlika u aktivnosti Zljezdanog
epitela u razli¢itim fazama ciklusa dokazana neparametrijskim Mann Whitney U
testom, Sto dakako nije dovoljno jak statisticki argument za nedvojbeno dokazivanje
takvih ovisnosti, ali je dovoljno da bi se ovaj model prihvatio za nastavak ovog

istrazivanja.

Kako bi se utvrdilo koji je dio vrata maternice optimalan za nastavak istrazivanja,
analizirana je razlika u aktivnosti zljezdanog epitela u gornjem i1 donjem dijelu
cervikalnog kanala. Statistickom analizom utvrdeno je da ta razlika ne postoji, pa je

istrazivanje nastavljeno na uzorcima tkiva iz oba podrucja vrata maternice.

6.2 MOLEKULE SIGNALNOG PUTA GABA-E PRISUTNE SU U
ZLJEZDANOM EPITELU VRATA MATERNICE, ALI NE POSTOJI
KORELACIJA NJIHOVOG IZRAZAJA S FAZOM MENSTRUACIJSKOG
CIKLUSA NITI SA SEKRECIJSKOM AKTIVNOSCU TOG EPITELA

U nastavku istrazivanja, primjenom ovog modela potraZzeni su odgovori na pitanja
jesu li u Zljezdanom epitelu prisutne molekule signalnog puta GABA-e, gdje su one
tocno smjestene, te postoji li korelacija s fazom menstruacijskog ciklusa i aktivno$éu
zljezdanog epitela. Odgovori na ta pitanja mogli bi rasvijetliti dio mehanizma
djelovanja GABA-ergickog sustava na izluCivanje sluzi. Naime, ako bi postojala
korelacija izrazaja tih molekula s fazom menstruacijskog ciklusa, moglo bi se
pretpostaviti da je djelovanje GABA-ergickog sustava modulirano cikli¢kim
hormonima, kao §to je to slucaj s estrogenom i GABA-ergickog sustava u neuronima
koji izluuju gonadotropne hormone (75). Takoder, ako bi se pokazala korelacija

izrazaja tih molekula s aktivno$c¢u zljezdanog epitela, hipoteza o sudjelovanju GABA-



e u regulaciji izlucivanja sluzi bila bi opravdana i moglo bi se pristupiti nastavku

istrazivanja o toj regulaciji.

Imunohistokemijska analiza tkiva vrata maternice pokazala je da su molekule
signalnog puta GABA-e prisutne u zljezdanom epitelu vrata maternice u vise od
polovice ispitivanih uzoraka. Ipak, statisticka analiza nije pokazala postojanje
korelacije njihova izrazaja s fazom menstruacijskog ciklusa niti sa sekrecijskom
aktivnoS¢u tog epitela. Prisutnost ovih molekula u tkivu vrata maternice moze se
smatrati vjerodostojnim rezultatom, jer je imunohistokemijska reakcija ponovljena
viSe puta na razli¢itim uzorcima uz sve odgovaraju¢e kontrole. Osim toga, kasnija
istrazivanja na drugim uzorcima primjenom fluorescentne imunohistokemije potvrdili

su ovaj rezultat (71).

Rezultati stereoloske i statisticke korelacijske analize mogu se uzeti s odgovaraju¢om
rezervom zbog niza Cimbenika. Prije svega, relativno malen broj sakupljenih i
analiziranih uzoraka onemogucio je ozbiljniju statistiCku analizu, te su jedine metode
izbora bili neparametrijski statisticki testovi za manji broj uzoraka. Takoder, nacin
uzorkovanja koji je bio podreden standardnim postupcima Klinike bolnice Merkur,
relativno malen dio ukupnog vrata maternice koji je bio dostupan za istrazivanje, te
izvanredna tvrdoca tkiva vrata maternice onemogucili su odabir rezova za stereolosku
analizu u skladu sa zadanim protokolom, pa su analizirani oni rezovi tkiva koji su
uspjesno narezani, sa sacuvanom morfologijom cijele rezane povrsine. Izbor postupka
za odredivanje aktivnosti zljezdanog epitela takoder je rezultat brojnih ogranicenja,
kao Sto je rad s fiksiranim materijalom uklopljenim u parafin u kojemu je sluz u
lumenu zlijezda isprana, pa je bilo nemoguce pratiti koli¢inu ve¢ izlu€ene sluzi, zatim
nemogucnost pracenja izlu¢ivanja sluzi u vremenu, jer je materijal uzet u jednom
trenutku, te svodenje stvarnog volumena sekrecijskih mjehurica sa sluzi u stanicama
na ono §to se moglo promatrati i mjeriti - udio povrsine zljezdanog epitela koji je
obojen alcijanskim modrilom, bojom specificnom za mucine. Manjkavosti ovog
modela istrazivanja svakako je pridonijela i Cinjenica da je reproduktivna dob
pacijentica bila relativno visoka, zbog jednostavne Cinjenice §to se zahvat vadenja

cijele maternica nastoji izbjegavati kod mladih Zena koje bi jo§ mogle i htjele radati.



Unato¢ svim nedostacima odabranih uzoraka tkiva i postupaka stereoloske i
atatisticke analize, iz ovog istrazivanja mogu se izvesti dva temeljna zakljucka. Prvi je
da molekule GABA-ergickog sustava postoje u tkivu vrata maternice i da taj sustav
vjerojatno ima neku ulogu u regulaciji aktivnosti zljezdanog epitela, ali ta uloga nije
dovoljno snazno povezana s djelovanjem spolnih hormona, niti sa stvaranjem
sekrecijskih zrnaca s mucinima u zljezdanom epitelu da bi to bilo ocigledno ve¢ na
ovom, jednostavnom modelu fiksiranog humanog tkiva uklopljenog u parafin. Drugi
je zakljuak da je za postizanje definitivnog zakljuCka o nepostojanju korelacije
izmedu GABA-ergickog sustava i1 djelovanja hormona te izmedu GABA-ergickog
sustava 1 aktivnosti zlijezda potreban ,jaci“ model koji bi ukljuc¢ivao veéi broj
uzoraka, mjerenje hormonskog statusa pacijentica u trenutku uzorkovanja tkiva i
uzimanje svjezeg materijala kako bi se, pored imunohistokemijske analize tkiva,
izrazaj molekula mogao provjeriti i na razini transkripcije, analizom mRNA tih
molekula. Istrazivanje humanog tkiva vrata maternice nastavljeno je na opisani nacin,

no taj je dio istrazivanja izvan opsega ove disertacije.

6.3 MOGUCA ULOGA GABA-ERGICKOG SUSTAVA U ZLJEZDANOM
TKIVU VRATA MATERNICE

Cinjenica da je vie od jedne molekule signalnog puta GABA-e prisutno u tkivu vrata
maternice, StoviSe, unutar zljezdanog epitela endocervikalnih kripti govori u prilog
funkcionalne uloge tog sustava u aktivnosti endocervikalnog zljezdanog epitela.
Premda rezultati ovog istrazivanja ne govore u prilog utjecaja GABA-ergickog
sustava na stvaranje i izlu¢ivanje sluzi, ta moguénost nije iskljucena, tj. trebalo bi je
dokazati ili opozvati sustavnijom statistiCkom analizom ili funkcionalnim testovima
na kulturi stanica. Na isti nain nije u potpunosti iskljucena ni korelacija aktivnosti
GABA-ergi¢kog sustava 1 razine spolnih hormona. Stoga, predlozeni model
sudjelovanja GABA-e u hormonskoj regulaciji otpuStanja sekrecijskih mjehuri¢a sa

sluzi jos$ uvijek vrijedi dodatno provjeriti i istraziti.

Prisutnost GABAAR u stanicama s manjom koli¢inom mucina u sekrecijskim zrncima
ukazuje na moguénost da GABA sudjeluje tek u ranoj fazi stvaranja sluzi, kada je
razina estrogena u krvi niska, pa je stoga teSko i1 odrediti korelaciju s razinom
estrogena, odnosno fazom menstruacijskog ciklusa. Ovaj model sudjelovanja GABA-

e u aktivnosti Zljezdanog epitela odnosio bi se na regulaciju same proizvodnje mucina



1 njihova nakupljanja u sekrecijskim zrncima, kao Sto je opisano i u diSnom epitelu

(72).

Mala koli¢ina mucina u Zljezdanim stanicama moze biti i rezultat netom zavrSenog
procesa izbacivanja sluzi, pri ¢emu bi GABA, receptor mogao imati ulogu u
hidrataciji mucina (49). Naime, GABAAR je zapravo ionski kanal koji propusta ione
klora iz stanica u lumen Zlijjezde ¢ime mijenja ionski sastav na apikalnoj povrSini
epitela i smanjuje kiselost okoline. Smanjena kiselost omogucila bi mucinima da se
rasire, vezu na sebe viSe molekula vode i tako pridonesu nastanku manje viskozne
sluzi. Moguce je da su upravo ve¢ spomenuta zrnca koja sli¢e egzosomima dio tog

mehanizma Sirenja i hidratacije mucina (46 - 48).

Bilo koji predloZeni model djelovanja GABA-ergi¢kog sustava u Zljezdanom epitelu
endocerviksa dovoljno je zanimljiv i nov, te mozemo zakljuciti da bi bilo vrijedno

nastaviti istrazivanje uloge GABA-e u vratu maternice.



7. ZAKLJUCCI

10.

11.

Zlijezde s aktivnom sekrecijom razlikuju se od neaktivnih Zlijezda po visini
epitela i sadrzaju sluzi.

Tkivo endocerviksa u proliferacijskoj fazi menstruacijskog ciklusa ima veéi
udio aktivnog zljezdanog epitela od tkiva endocerviksa u sekrecijskoj fazi.
Nema razlike u udjelu aktivnog zljezdanog epitela u podrucju endocerviksa
blize istmusu i podrucju blize egzocerviksu.

Molekule GABAAR, GAD i VGAT prisutne su u zljezdanom epitelu vrata
maternice.

GABAAR je smjeSten unutar apikalno od jezgre Zljezdanih stanica, ispod
nakupine sekrecijskih mjehuri¢a, a GAD 1 VGAT su difuzno rasprSeni po
zljezdanim stanicama.

Udio wuzoraka s izrazenim GABAAR ne mijenja se ovisno o fazi
menstruacijskog ciklusa.

Udio uzoraka s izrazenim GABAR ve¢i je u gornjem dijelu endocerviksa.
GABAAR je izraZen u epitelu sa slabom sekrecijskom aktivnoscu.

Prisutnost molekula signalnog puta GABA-e upucuje na aktivnu ulogu
GABA-e u regulaciji aktivnosti Zljezdanog epitela.

Hipoteza o sudjelovanju GABA-e u hormonskoj regulaciji otpusStanja
sekrecijskih mjehuri¢a sa sluzi nije potvrdena, ali nije niti iskljucena.

Ostale pretpostavljene uloge GABA-e u Zljezdanom epitelu endocerviksa su
regulacija proizvodnje i nakupljanja mucina u sekrecijskim zrncima sli¢no kao
u diSnom epitelu, te regulacija ionskog sastava na apikalnoj povrSini
zljezdanog epitela, ¢ime se regulira hidratacija i oslobadanje sluzi razlicite

viskoznosti.



8. SAZETAK

Vrat maternice vazan je ¢imbenik plodnosti i reproduktivnog zdravlja Zene. Nabori u
sluznici cervikalnog kanala, tzv. endocervikalne kripte ili endocervikalne Zlijezde,
proizvode cervikalnu sluz. Po svom biokemijskom sastavu cervikalna sluz je
glikoproteinski gel. Njegova proizvodnja hormonski je regulirana, o ¢emu ovise
njegova biokemijska i biofizi¢ka svojstva. Cervikalna sluz osim zaStitne funkcije ima
vaznu ulogu i u plodnosti jer prihvaca, hrani i Cuva spermije te im pomaZze u prijenosu
do jajne stanice kako bi doSlo do oplodnje. Mehanizam stani¢ne regulacije
proizvodnje sluzi razliitih svojstava, te njihova otpuStanja u lumen vrata maternice

tek je djelomi¢no poznat.

Cilj ovog istrazivanja bio je razjasniti dio mehanizma sekrecije cervikalne sluzi
vode¢i se predlozenim modelom sudjelovanja neurotransmitera GABA u hormonskoj
regulaciji izlu€ivanja sluzi. Istrazivanje je provedeno na fiksiranim uzorcima tkiva
vrata maternice dobivenih nakon histerektomije (operacijskog zahvata uklanjanja

maternice).

Najvazniji rezultati ovog istrazivanja pokazuju prisutnost molekula GABA-ergickog
signalnog puta u zljezdanom epitelu tkiva vrata maternice. Rezultatima je utvrdeno da
prisutnost receptora A za neurotransmiter GABA ne korelira s fazom ciklusa u
kojemu je bila pacijentica u trenutku uzorkovanja. Analizom rezultata istrazivanja
pokazalo se takoder da je prisutnost receptora A za neurotransmiter GABA ¢e$¢i u
gornjem dijelu endocerviksa nego u donjem. Ovi rezultati svakako pridonose raspravi
o ulozi signalnog puta GABA-e u izlucivanju sluzi. Fiksirani uzorci tkiva vrata
maternice dobiveni nakon histerektomije pristupacan su i dobar model za
preliminarno ispitivanje hipotetskih prijedloga o mehanizmu regulacije stvaranja i
izlu¢ivanja endocervikalne sluzi, ali ne i za donoSenje definitivnog zakljucka o

predlozenim hipotezama.



9. SUMMARY

The role of GABA neurotransmitter in the regulation of endocervical mucus

secretion

The cervix is an important factor in a woman's fertility and reproductive health. The
folds in the mucosa of the cervical canal, the so-called endocervical crypts or
endocervical glands, produce cervical mucus. By its biochemical composition,
cervical mucus is a glycoprotein gel. Its production is hormonally regulated, which
depends on its biochemical and biophysical characteristics. Cervical mucus, in
addition to its protective function, plays an important role in fertility as it accepts,
nourishes and protects sperm and helps transfer it to the ovum for fertilization. The
mechanism of cellular regulation of mucus production of different properties, and

their release into the lumen of the cervix, is only partially known.

The aim of this study was to elucidate part of the mechanism of cervical mucus
secretion, guided by the proposed model of the involvement of the neurotransmitter
GABA in the hormonal regulation of mucus secretion. The study was performed on
fixed samples of cervical tissue obtained after hysterectomy, (surgical removal of the

uterus).

The most important results of this study show the presence of a GABA-ergic
signaling pathway molecules in the glandular epithelium of cervical tissue. The
results established that the presence of receptor A for the neurotransmitter GABA did
not correlate with the phase of the patient's cycle at the time of sampling. Analysis of
the results of the study also showed that the presence of receptor A for the
neurotransmitter GABA is more common in the upper endocervix than in the lower
one. These results certainly contribute to the debate about the role of the GABA
signaling pathway in mucus. secretion. Fixed cervical tissue samples obtained after
hysterectomy are an affordable and good model for preliminary examination of
hypothetical proposals for the mechanism of regulation of endocervical mucus
formation and secretion, but not for reaching a definitive conclusion on the proposed

hypotheses.
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