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POPIS OZNAKA | KRATICA

ABP = engl. androgen binding protein, hrv. androgen vezujuci protein

ACh = engl. acetylcholine, acetilkolin

ACTH = engl. adrenocorticotropic hormone, hrv. adrenokortikotropni hormon ili
kortikotopin

AF1 = engl. activation function 1 domain, hrv. transaktivacijska poddomena 1
AF2 = engl. activation function 2 domain, hrv. transaktivacijska poddomena 2
AGP = adrenogonadalni primordij

AgRP = engl. agouti-related peptide, hrv. agouti-povezani peptid

AMH = engl. anti-Mullerian hormone, hrv. anti-Mllerov hormon

AR = engl. androgen receptor, hrv. androgeni receptor

Arc = arkuatna jezgra

AVPV = antroventralna periventrikularna jezgra

BDNF = engl. brain-derived neurotrophic factor, hrv. mozdani neurotrofni
Cimbenik
BMP2 = engl. bone morphogenic protein 2, hrv. kostani morfogenetski protein 2

BNST = engl. bed nucleus of the stria terminalis, hrv. leZiSna jezgra strije
terminalis

C/EBPs = engl. CCAAT/enhancer binding proteins, hrv. CCAAT-pojacivac-
vezujuci proteini

CAM = engl. calmodulin, hrv. kalmodulin

cAMP = engl. cyclic adenosine monophosphate, hrv. ciklicni adenozin
monofosfat

CART = engl. cocaine and amphetamine-regulated transcript, hrv. transkript
reguliran kokainom i amfetaminom

Cas9 = engl. CRISPR-associated protein 9

CB1R (CNR1) = engl. cannabinoid receptor 1, hrv. kanabinoidni receptor tip 1
CBX2 = engl. chromobox homolog 2

CCND2 = gen koji kodira protein ciklin D2



Cdknl1B (p27) = engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 1B, inhibitor kinaze 1B

ovisan o ciklinima
cDNA = engl. complementary DNA, hrv. komplementarna DNA

CGRP = engl. calcitonin gene-related peptide, hrv. peptid povezan s
kalcitoninom

CITED2 = engl. Cbp/P300 Interacting Transactivator With Glu/Asp Rich
Carboxy-Terminal Domain 2, hrv. Cbp / p300-interaktivni transaktivator 2

c-jun = engl. cellular-jun; prvi otkriveni onkogeni transkripcijski faktor

CPA = ciproteron acetat

Crel/lox rekombinacija = tehnologija koja koristi Cre rekombinazu za deleciju,
umetanje, translokaciju i inverziju specificnih mjesta na DNA

CREB = engl. cAMP response element-binding protein, hrv. transkripcijski
faktor koji se veze za cAMP odgovorni element

CRHR2 = engl. corticotropin-releasing hormone receptor 2, hrv. receptor za
CRH tip 2

CRISPRs = engl. clustered regularly interspaced short palindromic repeats
csd gene = engl. complementary sex determiner, hrv. gen za komplementarno
odredivanje spola

CYP = engl. cytochromes P450, hrv. citokrom P-450

DAX1 = engl. dosage sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region,
on chromosome X, gene 1

DBD = engl. DNA-binding domain, hrv. DNA-vezuju¢éa domena

DES = engl. dry eye syndrome, hrv. sindrom suhog oka

DHEA = engl. dehydroepiandrosterone, hrv. dehidroepiandrosteron ili prasteron

DHEA-s = engl. dehydroepiandrosterone-sulphate, hrv. dehidroepiandrosteron-
sulfat

DHT = engl. dihidrotestosterone, hrv. dihidrotestosteron

DMRTL1 = engl. doublesex and mab-3 related transcription factor 1

DNA = engl. deoxyribonucleic acid, hrv. deoksiribonukleinska kiselina

DSD = engl. disorders of sex development, hrv. poremecaji spolnog razvoja



E = embrionalni dan razvoja u miSa, raCuna se od pojave vaginalnog Cepa u
oplodene zenke

ELP = engl. embryonal long terminal repeat-binding protein

ERK1/2 = engl. extracellular signal-regulated kinases 1/2 , hrv. izvanstanicne
signalno regulirane kinaze 1/2

ERa = engl. estrogen receptor a, hrv. estrogeni receptor tip a

ES = engl. embrional stem cell, hrv. embrionalna mati¢na stanica

ESP = engl. exocrine-gland secreting peptide

fAdE = engl. fetal adrenal enhancer, hrv. fetalni adrenalni pojacivac

FGF9 = engl. fibroblast growth factor 9, hrv. ¢imbenik rasta fibroblasta 9

fLE = engl. fetal Leydig cell enhancer, hrv. fetalni pojaciva¢ u Leydigovim
stanicama

FOXL2 = engl. forkhead box L2

FSH = engl. follicle-stimulating hormone, hrv. folikulostimuliraju¢i hormon

Fst = engl. follistatin, hrv. folistatin

Ftz-F1 = engl. Fushi tarazu factor-1

G418 = geneticin

GATA4 = engl. GATA binding protein 4

GDO = engl. genetically designed organism, hrv. genetski dizajnirani organizam

GDV = engl. genetically designed virus, hrv. genetski dizajnirani virus

GEO = engl. genetically edited organism, hrv. genetski editirani organizmi

GL = lat. glandula lacrimalis, glandula Léwenthali, engl. lacrimal gland, hrv.
suzna Zlijezda

GMO = engl. genetically modified organism, hrv. genetski modificirani
organizam

GPCR = engl. G protein-coupled receptor, hrv. receptor povezan s proteinima
G

GRE = engl. glucocorticoid response element, hrv. element koji odgovora na
glukokortikoide

HCOzs. = bikarbonat

HGM = engl. high mobility group, hrv. grupa visoke mobilnosti



HSD = engl. hydroxysteroid dehydrogenase, hrv. hidroksisteroid-dehidrogenaza

HSPs = engl. heat shock proteins, hrv. proteini toplotnog Soka

IgA = imunoglobulin A

IgG = imunoglobulin G

IL-18 = interleukin 1B

IQ = engl. intelligence quotient, hrv. kvocijent inteligencije

IT = informatiCka tehnologija

kb = mjerna jedinica u molekularnoj biologiji koja ozna¢ava 1000 parova baza
DNA ili RNA

Ki-67 = nuklearni protein, marker stani¢ne proliferacije

KO = engl. knock-out, hrv. nokaut

LBD = engl. ligand binding domain, hrv. ligand-vezuju¢a domena

LH = engl. luteinizing hormone, hrv. luteinizirajué¢i hormon

LHX9 = engl. LIM homeobox 9,

LRH-1 = engl. liver receptor homolog-1, hrv. receptor jetre homolog-1

MAPK = engl. mitogen-activated protein kinase, hrv. mitogenom aktivirana
protein-kinaza

MAR = engl. membrane androgen receptor, hrv. membranski androgeni
receptor

MC2R = engl. melanocortin 2 receptor, hrv melanokortin 2 receptor ili ACTH-R
MiRNA = engl. microRNA, hrv. mikroRNA

MMP-2 = engl. matrix metalloproteinase-2, hrv. metaloproteinaza matriksa tip 2
MRNA = engl. messenger RNA, hrv. glasni¢ka RNA

MUC = mucin

NA = engl. noradrenaline, hrv. noradrenalin

NC AR = engl. non clasical androgen receptor, hrv. neklasni¢ni androgeni
receptor

neo = neomicin

NES = engl. nuclear export signal, hrv. signal nuklearnog izvoza

NLS = engl. nuclear localisation signal, hrv. nuklearni lokalizacijski signal

NPY = engl. neuropeptide Y, hrv. neuropeptid Y



NR = engl. nuclear receptor, hrv. jezgrin receptor

NR5AL = engl. Nuclear Receptor Subfamily 5 Group A Member 1

NR5A2 = engl. Nuclear Receptor Subfamily 5 Group A Member 2

NUC lobe = engl. nuclease lobe (Cas9), domena Cas9 enzima

P450scc = engl. cholesterol side-chain cleavage enzyme, hrv. enzim za
cijepanje bo¢nog lanca kolesterola

pb = par baza ili engl. base pair (bp), temeljna jedinica dvostruke nukleinske
kiseline a predstavlja dva nukleotida vezana vodikovom vezama (npr. A-T i C-
G)

PGE = engl. pituitary gondotrope enhancer, hrv. pitutarno gonadotropni
pojacivac

PIAS1 = engl. protein inhibitor of activated STAT1, hrv. proteinski inhibitor
aktiviranog STAT1

PKA = engl. protein kinase A, hrv. protein kinaza A

PKC = engl. protein kinase C, hrv. protein kinaza C

PRP = engl. platelet rich plasma, hrv. plazma obogacena trombocitima

REC lobe = engl. recognition lobe (Cas9), domena Cas9 enzima

RNA = engl. ribonucleic acid, hrv. ribonukleinska kiselina

RSPOL1 = engl. R-Spondin 1

SD = hrv. spolni dimorfizam, engl. sexual dimorphism

SDN-POA = engl. sexually dimorphic nucleus of the preoptic area, hrv. spolno
dimorfna jezgra preopticke regije

SF-1 = steroidogeni faktor 1, engl. steroidogenic factor 1

SHBG = engl. sex hormone-binding globulin, hrv.globulin koji veZe spolne
hormone

S1X1/4 = engl. sine oculis homeobox homolog 1/4

SOX gene = engl. SRY-related HMG-box gene

SRC-1 = engl. steroid receptor coactivator 1, hrv. koaktivator steroidnih
nuklearnih receptora 1

SREBPs = engl. sterol response-element binding proteins, hrv. proteini koji se
vezu za regulatorne elemente za sterole

SRY = engl. sex-determining region Y, hrv. Y regija za odredivanje spola



SSD = engl. sexual size dimorphism, hrv. spolni dimorfizam u veli€ini

StAR = engl. Steroidogenic acute regulatory protein, hrv. steroidogeni akutni
regulatorni protein

STATL1 =engl. signal transducer and activator of transcription 1, hrv. transduktor

signala i aktivator transkripcije 1
SUMO = engl. small ubiquitin-like modifier, hrv. mali modifikator sliCan ubikvitinu

T = engl. testosterone, hrv. testosteron

TALEN = engl. transcription activator-like effector nuclease, hrv. efektorska
nukleaza sli¢na transkripcijskom aktivatoru

TBUT = engl. tear break-up time, hrv. vrijeme prekida suznog filma

TDF = engl. testis-determining factor, hrv. faktor za odredivanje testisa

TE = engl. transposable element, transpozon

TES = engl. testis specific enhancer, pojacivac specifican za testise

TF = engl. transcription factor, hrv. transkripcijski Cimbenik

TFIIB = engl transcription factor Il B, hrv. faktor transkripcije Il B

TGFB = engl. transforming growth factor B, hrv. transformirajuci ¢imbenik rasta
B

TK = engl. thymidine kinase, hrv. timidin kinaza

TLR = engl. toll like receptor, hrv. tolenski receptor

TNFa = engl. tumour necrosis factor a, hrv. faktor nekroze tumora a

TP = engl. testosterone propionate, hrv. testosteron propionat

TCF21 = engl. transcription factor 21, hrv. transkripcijski faktor 21

tRNA = engl. transfer RNA, hrv. prijenosna RNA

TSG-6 = engl. tumor necrosis factor- (TNF) stimulated gene-6, protein gena 6
induciran faktorima tumorske nekroze

UBC9 = engl. ubiquitin carrier protein 9, hrv. protein ubikvitin-nosac 9

UCN = engl. urocortin, hrv urokortin

VIP = engl. vasoactive intestinal peptide, hrv. vazoaktivni crijevni peptid

VMH = engl. ventromedial hypothalamus, hrv. ventromedijalni hipotalamus
VMHE = engl. ventromedial hypothalamic nucleus-specific enhancer, hrv. VMH

specifi€ni pojacivac



VNO = vomeronazalni organ

WNT4 = engl. wingless-type MMTYV integration site family, member 4

WT = engl. wild type, hrv. divlji tip

WT1 = engl. Wilms' tumor 1, hrv. Wilmsov tumorski protein

ZFN = engl. zinc finger nuclease, hrv. nukleaza s cinkovim prstima

ZFPM2 = engl. zinc finger protein, FOG family member 2, hrv protein cinkovog
prsta, ¢lan porodice FOG 2

ZNF = engl. zinc finger, hrv. cinkov prst



1. UVOD | SVRHA RADA

Tijekom 20. stolje¢a razlike izmedu Zenskog i muskog spola su postale
nedvojbena znanstvena Cinjenica. Te razlike sezu daleko iza vidljivih fizickih
karakteristika na kojima su najocitije. Mnogobrojna istrazivanja su dokazala da
spolni dimorfizam postoji ve¢ na stani¢noj razini, te se potom izrazava na razini
tkiva, organa i cijelog organizma.

Oko je jedan od organa koji pokazuje izraziti spolni dimorfizam. Suzne
Zlijezde su vazan dio vidnog sustava, a izluCevine suzne Zlijezde imaju najveci
udio u suznom filmu. Istrazivanja na glodavcima su pokazala da spolni hormoni,
poglavito androgeni, imaju izrazito velik utjecaj na nastanak i odrzavanje spolnog
dimorfizma suzne Zlijezde. Zanimanje za to specificno obiljeZje suzne Zlijezde je
u zadnje vrijeme poraslo zbog povecane incidencije sindroma suhog oka, od
kojeg uglavnom pate Zene, pa je tako u zadnjih 10 godina objavljeno 7765
znanstvenih radova o sindromu suhog oka (PubMed, 01.04.2021., pretraga po
kljucnim rijeCima dry eye syndrome), a o spolnom dimorfizmu suzne Zlijezde tek
31 rad (PubMed, 01.04.2021., pretraga po klju¢nim rijeCima sexual dimorphism
lacrimal).

U ovom istrazivanju smo koristili suzne Zlijezde transgeni¢nih miSeva kod
kojih, zbog izbacivanja Sf-1 gena iz genoma, nema razvoja spolnih Zlijezda, pa
prema tome niti djelovanja spolnih hormona. Svakako treba naglasiti da zivotinje
imaju oCuvane spolne XX i XY kromosome ili gonosome. Stoga je vazno istraziti
da li se i u kojoj mjeri na suznoj Zlijezdi misa o€ituje spolni dimorfizam bez utjecaja
spolnih hormona, a pod djelovanjem o€uvanih genetskih ¢imbenika. Kao sto je
navedeno, u Sf-1 KO miSeva moze se izbjeéi utjecaj hormona kao $to je
testosteron pa kao svrhu rada navodimo istrazivanje spolnog dimorfizma suznih
Zlijezda u ovisnosti iskljucivo o prisutnosti XX ili XY gonosoma.

Prou€avanje spolnog dimorfizma na suznoj Zlijezdi miSeva koji su bez
spolnih Zlijezda i hormona moglo bi u buduc¢nosti doprinijeti razumijevanju
etiologije sindroma suhog oka i ostalih bolesti koje su povezane s patoloSkom

funkcijom suznih Zlijezda €ovjeka te njihovoj prevenciji, dijagnostici i lije€enju.



1.1. SPOLNI DIMORFIZAM

Pojam spolnog dimorfizma (SD) se odnosi na bilo koju razliku izmedu
muzjaka i Zenke iste vrste. Spolni dimorfizam je prisutan u vecéine vrsta
zivotinjskog svijeta, a moze ga se uoditi i u nekih biljaka. Ocituje se kao razlika u
veli€ini, morfoloSkom izgledu, metaboli¢koj aktivnosti, odgovoru na hormone,
osjetljivosti na lijekove i toksine, razliCitoj ucestalosti bolesti izmedu muske i
Zenske populacije (1,2). Duljina Zivotnog vijeka takoder podlijeze spolnom
dimorfizmu (3). Takve razlike mogu biti vrlo suptilne, ali i izrazito prenaglasene i
upecatljive.

Spolna obiljezja koja razdvajaju i jasno oznacCavaju jedan od dva spola
mogu biti primarna i sekundarna. Primarna spolna obiljezja su prisutna prilikom
rodenja, a odnose se na posjedovanje muskih ili zenskih reproduktivnih organa.
Sekundarna spolna obiljezja obi¢no nisu uocljiva pri rodenju a potpuno se
razviju prilikom postizanja spolne zrelosti jedinke. Predstavljaju fiziCka obiljezja,
izuzev spolnih organa, koja razlikuju dva spola iste vrste — razli€ita veli€ina,
tezina, boja i sl.

Osnovna svrha spolnog dimorfizma je opremanje organizma anatomskim i
fizioloSkim znaCajkama potrebnim za §Sto uspjeSnije razmnoZavanje.
Razmnozavanje u prirodi moze biti nespolno i spolno. Organizmi nastali
nespolnim razmnozavanjem geneticki su jednaki i zovemo ih klonovi. Jedini izvor
varijabilnosti kod klonova moZe biti mutacija gena. Nasuprot tome, spolno
razmnozavanje jamci varijabilnost jer se potomci genetiCki razlikuju kako od
roditelia tako i od svoje brace i sestara. Procesi koji to omogucavaju su
rekombinacija odsje€aka DNA izmedu para kromosoma tijekom mejoze te proces
oplodnje, u kojem se spajaju muska i Zenska spolna stanica.

Genetika (gré. genno = roditi, stvoriti) je znanost koja proucava
nasljedivanje. Taj termin je predlozio 1907. Bateson za novo podrucje u biologiji
koje se tada pocelo razvijati. Nasljedivanje (lat. heres =nasljednik) je proces koji
dovodi do sli¢nosti izmedu roditelja i potomaka; razmnozavanjem jedinki neke
vrste nastaju uvijek potomci te vrste. Organizmi skladiSte upute za stvaranje

novih pripadnika svoje vrste u spolnim stanicama ili gametama Cija je



karakteristika polovi¢an ili haploidan broj kromosoma (n). Prilikom oplodnje dolazi
do spajanja muske i zenske gamete, uspostavlja se diploidni broj kromosoma
(2n), a genetska uputa se prenosi u oplodenu jajnu stanicu, zigotu, iz koje nastaje
novi organizam.

Pokusaji razumijevanja nasljedivanja datiraju u davnu proslost. U samim
poCecima agrikulture i stoCarstva ljudi su pocCeli uoCavati da postoje zakonitosti u
nasljedivanju. IstraZivanje koje je ukljuCilo analizu genetskog materijala ljudi iz
razdoblja mladeg paleolitika prije 34000 godina sugerira da su ljudi trazili partnere
izvan svoje neposredne obitelji i da su vjerojatno bili umrezeni u Siru grupu ljudi
iz koje su birali partnera. Ovo istrazivanje sugerira da su ¢ak i nasi davni preci bili
svjesni opasnosti razmnoZzavanja s bliskim rodacima i svjesno ju izbjegavali (4).
Stari grcki filozofi su takoder bili zainteresirani za fenomen nasljedivanja i pitanje
odredivanja spola fetusa. Hipokrat je vjerovao da se nasljedne Cestice sakupljaju
u tijelu odrasle jedinke te se oblikuju iskustvom, dok je Aristotel zastupao tezu da
je nasljedna uputa nepromjenijiva i nasljeduje se putem gameta. On je joS 355 pr.
Krista postavio tezu da spolni dimorfizam izvire iz razlike u temperaturi sperme u
vrijeme parenja - vruce sjeme stvara muzjake, a hladno Zenke i sve posljedi¢ne
razlike (5). Kroz dugo vremensko razdoblje je prenosenje obiljezja s roditelja na
potomke spadalo u domenu filozofije i teologije, a Zena je smatrana ,krnjim*
muskarcem (6). Stolje¢ima kasnije, Charles Darwin je opisao fenomen
prenosenija fiziCkih karakteristika na potomstvo, no u to vrijeme nitko nije mogao
objasniti na koji nacin se to dogada (7).

Kraj 19. i poCetak 20. stoljeca oznacCavaju prekretnicu u podrucju genetike.
Austrijski redovnik Gregor Mendel, ,otac genetike“ je na temelju precizno
izvedenih pokusa s billkkom graska prvi postavio principe nasljedivanja. Njegov
rad je objavljen 1866. pod nazivom ,Versuche uber Pflanzen-Hybriden“ (Pokusi
s biljnim hibridima) u Verhandlungen des naturforschenden Vereins in Briinn, ali
nije dobio zasluzenu pozornost. Za ponovno otkri¢e njegovih rezultata zasluzni
su Hugo de Vries, Karl Correns i Erich Tschermak koji su ih 1900. ponovili i
potvrdili (8). Godine 1902. i 1903. su Walter Sutton, Theodore Boveri i Wilhelm
Johannsen uodili da se kromosomi ponaSaju kao Mendelovi faktori, da dolaze u
parovima i da svaki potjece od jednog roditelja. Tada su jasno definirani i uvedeni



u genetiku pojmovi fenotip, genotip i selekcija.

Nettie Maria Stevens, americka geneti€arka, je 1905. godine otkrila spolne
kromosome. Naime, prou¢avanjem kukaca brasnara uocila je da muzjaci stvaraju
dvije vrste sperme, jednu s velikim kromosomom i jednu s malom. Kada sperma
s velikim kromosomom oplodi jajaSce nastaje Zensko potomstvo, dok musko
nastaje od sperme s malim kromosomom. Ovaj par kromosoma je kasnije postao
poznat pod nazivom X i Y spolni kromosomi. Dok su drugi znanstvenici tog
vremena navodili okoliSne faktore kao glavnu determinantu spola, ona je ustrajala
na tome da je spol geneticki odreden (9). Danas se zna da spolni kromosomi
zaista sadrze gene Kkoji odreduju spol, dok ostale kromosome nazivamo
autosomi. Sve kromosome jedne stanice sloZzene u homologne parove i

poredane prema veli€ini od najveceg do najmanjeg nazivamo kariotip (sl. 1.).

S S

2 3 4 5

o
~
©
©

10 11 12

oww

JU I« 1 } TR |

16 17 18

e
.

" s L )‘
XY

19 20 21 22

Slika 1. Kariotip muskarca 46X,Y (izvor: National Human Genome Research Institute)



1.1.1. Odredivanje spola i primarna spolna obiljeZja

Hermafroditi su organizmi koji imaju set reproduktivnih organa oba spola te
proizvode gamete i muSkog i Zenskog spola. Mnoge Zivotinje, vecinom
beskraljeSnjaci, nemaju odvojene spolove, nego prilikom parenja bilo koji od
partnera moze biti ili ,musko® ili ,Zzensko“. Npr. velika vecina plastenjaka, puzeva
I glista su hermafroditi, kao i vecina cvatucih biljaka. U kraljeSnjaka,
hermafroditizam nalazimo uglavnhom kod nekih vrsta riba. Takoder postoji i
pojava nazvana sekvencijalni hermafroditizam gdje Zivotinja moze tijekom Zzivota
promijeniti spol. Primjer je tropska riba klaun gdje, kada Zzenka ugine, dominantni
muzjak postaje Zenka, dok sve ostale jedinke u jatu ostaju muskog spola (10).
Postoje takoder vrste u kojima postoji samo jedan spol, a one se razmnozavaju
partenogenezom (razmnozavanje zenki bez oplodnje muskim sjemenom). Neke
vrste kao Sto su boa ili komodo se mogu razmnoZzavati spolno, a u slu€aju da
nema raspolozivog partnera, partenogenezom (11).

Ipak, vecina organizama koji stvaraju potomstvo spolnim razmnozZavanjem
ima dva odvojena spola: muski i Zenski. Sustav spolnog odredenja definira
spolne karakteristike u organizmu. U mnogo vrsta taj bioloski sustav je genetski,
tj. spol je odreden u trenutku oplodnje. Muzjaci i Zenke imaju razliCite alele, gene
ili razli¢ite kombinacije spolnih kromosoma (pr. X/Y, Z/W, X/O, Z/O) koji odreduju
njihov izgled i ponasSanje (sl. 2).

Za organizme Koji izraZzavaju spol na diploidan nacin postoje dva glavna
oblika organizacije spolnih kromosoma (sl. 2). Najpoznatiji sustav, kojega
nalazimo u éovjeka i vecine sisavaca, je XX/XY sustav. Zenke imaju dva jednaka
X kromosoma, dok su muZjaci s X i Y kromosomima heterogametni. X i Y Cine
par kromosoma koiji su razliiti po veli€ini i obliku, za razliku od ostalih parova
kromosoma — autosoma (sl.1). Takoder, u nekih vrsta, npr. u Covjeka, potrebno
je neko vrijeme od oplodnje do aktivacije spolnih kromosoma, dok, npr. u voénih
musica spolna diferencijacija nastupa odmah po oplodniji jajasca. Wilson je 1906.
otkrio varijantu ovog sistema u kojem muzjaci imaju jedan kromosom manje od
Zenki — XX/X0 sustav (12). Postoji takoder i obrnuti sustav, sa zZenskom

heterogamijom, kojeg oznaCavamo s ZW/ZZ, gdje W kromosom pripada



zenskom spolu. Slu€ajeve u kojima Zenke imaju jedan kromosom manje od
muzjaka oznaCujemo sa Z0/ZZ. Sustavi XX/X0 i Z0/ZZ su vjerojatno nastali
gubitkom Y ili W kromosoma, a spol je odreden brojem kopija gena na X ili Z
kromosomu (13).

Slika 2. Razliciti oblici kromosomalnog spolnog odredivanja u ljudi i kokoS$i (lijevo), vocnih

musSica i skakavaca (desno)

(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Types of sex determination.png)

Sustav odredivanja spola kod nekih vrsta kao $to su pcele i mravi je
haplodiploidija koja se temelji na zigotnosti csd lokusa (engl. complementary sex
determiner). Neoplodena jajaSca se razviju u haploidne jedinke koje imaju jednu
kopiju csd lokusa i koje su muZjaci. Oplodena jajaSca daju diploidne potomke,
koji zahvaljujuéi visokoj varijabilnosti csd lokusa, mogu biti sterilni muZzjaci, ali
obic¢no su heterozigotne Zenke radilice. Povrh toga, Zzenke mogu odredivati spol
potomaka, bilo zadrzavajuci spermu ili je pustajuéi u jajovod te prema tome,
ukoliko se ukaze potreba u koloniji, stvarati vise radilica (14-16).

Osim genetskog postoji i okoliSno spolno odredivanje. Spol embrija ovisi o
temperaturi okoliSa, intenzitetu svjetlosti i fotoperiodu, dostupnosti vode i
hranjivih tvari, feromonima od strane okolnih biljaka i Zivotinja i sl. U ovom slucaju,

genetska informacija za oba spola je sadrzana na autosomnim kromosomima.
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Nakon izloZenosti odredenom okoliSnom faktoru, epigenetske promjene uzrokuju
da jedinka postane Zenka ili muzjak. Npr., u krokodila pri konstantnoj temperaturi

gnijezda iznad 32 C iz jaja se izleze viSe muzjaka, a ispod 31 C viSe Zenki (17).

1.1.1.1. Odredivanje spola

Primarna spolna obiljezja su definirana posjedovanjem muskih ili Zenskih
reproduktivnih organa. Spolni sustav sastoji se od spolnih Zlijezda ili gonada,
spolnih kanala i vanjskog spolovila. U normalnom spolnom razvoju postoje tri faze
koje se dogadaju jedna za drugom:

1. Inicijalno uspostavljanje kromosomskog spola pri oplodnji

2. Uspostavljanje gonadalnog fenotipa (hastajanje testisa ili ovarija)

3. Uspostavljanje spolnog fenotipa kontroliranom i programiranom
proliferacijom i regresijom razliitih dijelova cjevastih struktura i vanjskog
genitalnog tkiva (18).

U genetici spolnog razvoja i diferencijacije klju¢ni proces je razvoj fetalnih
gonada. lako je spolna sudbina sisavaca odredena u trenutku oplodnje, ta
sudbina se pocinje ispunjavati nakon kraceg fetalnog razdoblja spolne
dvoznacnosti ili neodredenosti nakon kojeg se gonade pocinju diferencirati u
jajnike ili testise.

Razvoj gonada se moZe podijeliti u dvije faze. Inicijalna faza je
karakterizirana pojavom spolnog ili genitalnog nabora kojeg €ine nediferencirane,
bipotentne stanice sposobne za diferencijaciju u musku ili Zensku gonadu. Druga
faza obuhvaca razvoj testisa ili jajnika i potaknuta je isklju€ivo postojanjem i
funkcijom Sry gena. Razvoj spolnih kanala, vanjskih genitalija i sva sekundarna
spolna obiljezja su posljedica uredne diferencijacije gonada i njihove neometane
funkcije (19).

Spol u sisavaca je obi¢no odreden prisutnoscu ili odsutno$¢u malog gena
sastavljenog od jednog egzona na Y kromosomu: Sry (engl. sex-determining
region Y), a njegovo postojanje je dokazao Sinclair sa suradnicima tek 1990.
(20,21). Godinu dana kasnije Koopman je pokazao da 14 kb velik odsjeCak DNA

koji sadrzi Sry ubaCen na X kromosom moze inducirati razvoj testisa i usmjeriti



razvoj XX miSeva u muzjaka (22). Ekspresija Sry gena u spolnim naborima
rezultira razvojem testisa, dok njegovo odsustvo ili disfunkcija dovode do razvoja
ovarija. Taj proces nazivamo Y-centriranim spolnim odredivanjem (sl. 3). Jost
je 1947. pokazao da, ukoliko se XX i XY zedji fetusi kastriraju in utero, prije spolne
diferencijacije, nastavljaju razvijati Zenske unutarnje i vanjske genitalije. Dugo
vremena se smatralo da razvoj u zenski spol predstavlja pasivno, ,default” stanje
u odsutnosti Sry gena (23). Novija istraZivanja, ipak, sve viSe dokazuju vaznu i

aktivnu ulogu Zenskih spolno determinirajucih gena u razvoju ovarija (24).

X Bipotencijalsn:.imspolni nabor X Yy /Sry
- R .4
=
ey »
e —”
Ovarij Testis

Slika 3. Ekspresija Sry gena u spolnim naborima dovodi do razvoja testisa, a njegovo odsustvo

do razvoja ovarija.

1.1.1.2. Formiranje spolnih nabora

Spolni nabori su prekursori gonada oba spola. Ovaj jedinstveni primordij ima
bipotencijalnu prirodu, jer od njega mogu nastati ili testisi ili jajnici (25). Spolni
nabor je graden od linije somatskih ili potpornih stanica i linije zametnih ili
germinalnih stanica. Ove dvije linije imaju razli€ito embriolosko porijeklo i poziciju

u embriju.



U miSa formiranje spolnih nabora pocinje na ventralnoj povrSini
mezonefrosa kao parno zadebljanje epitela oko E9.5. Nastajanje spolnih nabora
prati proliferacija celomskog epitela i fragmentacija bazalne membrane te
migracija epitela u podleze¢i mezenhim u obliku primitivnih spolnih tracaka.
Celomski epitel je prekursor somatskih stanica gonada. Oko E9.5 u celomskom
epitelu neke od stanica se diferenciraju u SF-1 pozitivne gonadalne progenitorne
stanice. Njihov broj mitotskim diobama raste (E10.0) te je oko E10.5 viSeslojan u
celomskom epitelu. Nakon toga, one migriraju u dorzalni unutarnji mezenhim kroz
fragmentiranu bazalnu membranu i €ine primordij spolnog nabora (E11.75). U XY
gonadama, dio stanica kéeri ovih SF-1 pozitivnih stanica postaje prekursorima
Sertolijevih stanica, a u XX gonadama prekursorima granuloza stanica (26).

U dijelu stanica epiblasta u proksimalnom dijelu pregastrulacijskog embrija
(E6.25) nastaju progenitorne stanice zametne linije. Progenitorne stanice
formiraju stani¢nu nakupinu oko E6.75, a zatim se u toj stani€¢noj nakupini pocinju
diferencirati primordijalne zametne prastanice. One se translociraju iz
mezoderma u endoderm tako $to se inkorporiraju u invaginaciju straznjeg crijeva
i raSire duz embrionalnog crijeva. Oko E10.0 migriraju kroz dorzalni mezenterij i
smjeste se u spolni nabor (27). Nakon njihovog dolaska, bipotencijalna gonada
kreCe u razvoj ili prema testisu ili prema jajniku, a to ovisi o ve¢ spomenutoj
diferencijaciji somatskih stanica u Sertolijeve ili granuloza stanice.

Sli¢an tijek dogadaja se odvija i u Covjeka. Spolni sustav, kao i mokracni, se
razvijaju od zajedniCkog parnog mezodermalnog tracka (intermedijarni
mezoderm), duz straznje stijenke trbusne Supljine. PoCetkom 4. tjedna nastaju
parni urogenitalni nabori. 5. tiedan se od osnove za bubreg (mezonefros) odvaja
osnova za gonade — spolni nabor. Spolni nabori se formiraju umnazanjem
celomskog epitela te zguSnjavanjem mezenhima. U 6. tjiednu razvoja se u njih u
usele spolne stanice, te u 7. tjednu pocinju dobivati muske ili Zenske znacajke
(28). Zanimljivo je napomenuti jedno novije istrazivanje u kojem Makiyan vodec¢im
determinacijskim faktorom spolnog odredivanja gonada smatra strukture

mezonefrosa (29).



1.1.1.3. Aktivacija Sry gena

lako Sry, kao glavni regulator, pokrece kaskadu Cimbenika koji usmjeravaju
i odreduju Zivotnu sudbinu organizma (muski ili Zenski spol), njegova ekspresija
je limitirana isklju¢ivo na potporne/somatske stanice spolnog nabora koje
usmjerava u diferencijaciju prema Sertolijevim stanicama (30) i na vrlo uski
vremenski period. U miSa, ekspresija Sry je uoCena od 10.5 dana postkoitalno do
12.5 kada se naglo gasi (31). Dakle, precizna i osjetljiva regulacija transkripcije
Sry, kao i njegovo pravovremeno isklju€ivanje, su krucijalni u pokretanju i
pravilnom razvoju muske jedinke. Postoji takoder i razlika medu vrstama: njegova
ekspresija u €ovjeka nije toliko prostorno limitirana, a u ze€eva i ovci dulje traje
(32).

Sry je glavni gen u odredivanju muskog spola, no potrebno je i djelovanje
mnogo drugih gena za razvoj testisa. Sry kodira transkripcijski faktor SRY (ili po
ranijoj nomenklaturi TDF, engl. testis-determining factor) koji sadrzi HMG—-box
(engl. ,high mobility group® box), domenu koja omogucuje vezanje na DNA (20).
SRY se, u zajednickoj akciji s SF-1, veze na pojaciva¢ TES (engl. testis specific
enhancer) Sox9 (engl. SRY-related HMG-box gene 9) gena (33) u vec
spomenutom kritichom vremenskom periodu u potpornim stanicama XY
bipotencijalne gonade.

Oba, i Sry i Sox9, su nuzno potrebni i dovoljni za pokretanje diferencijacije
potpornih stanica spolnih nabora u Sertolijeve stanice (34). Sertolijeve stanice,
direktno i indirektno induciraju diferencijaciju drugih stanica u gonadama i
mezonefrosu u Leydigove stanice i peritubularne mioidne stanice. Takoder poticu
zametne stanice u formiranje sjemenih kanali¢a (35,36). Dodatno, Sertolijeve
stanice eksprimiraju Fgf9 koji odrzava visoke razine Sox9 ekspresije (37). Nakon
prestanka ekspresije Sry u kasnijem fetalnom razdoblju visoka razina izrazaja
Sox9 perzistira zbog ravnoteZze maskulinizirajuceg Fgf9 i feminizirajuceg Wnt4
(38), te perinatalno i postnatalno radi fine ravnotezZe akcije Sox9 i Dmrtl s jedne
strane te Foxl2, estrogena i retinoiCne kiseline s druge strane (39,40). Ekspresija
Sry takoder ovisi o prisutnosti transkripcijskog faktora GATA4. Fosforilacija
GATA4 pomocéu MAPK puta, te aktivacija kofaktora ZFPM2 i SIX1/4 omoguéuju
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vezivanje GATA4 na dvije regije DNA na Sry promotoru (32,41,42).

Slijededi faktor koiji je klju€an za regulaciju Sry gena je SF-1 koji svoju akciju
ostvaruje na dva nacina: direktnim vezanjem na Sry i regulacijom vecé
spomenutog gena Sox9 (33,43). Na njegovo djelovanje pak ucinak imaju proteini
iz skupine polikomb CBX2, CITED2 u interakciji s WT1 proteinom, te vec
spomenuti transkripcijski faktori SIX1 i SIX4 (44-46). Treci vazni regulacijski
faktor je WT1 koji u interakciji s GATA4 moze aktivirati Sry promotor u misa, svinje
i Covjeka (47).

DAX1 je nuklearni receptor kodiran od gena Dax1/NROB1 na X kromosomul.
Djeluje kao negativni regulator SF-1 (48,49). Takoder ima djelovanje kao ,anti-
testis“ faktor, djeluju¢i antagonisticki na SRY (50). Transgeni¢ni XY miSevi s
dodatnim kopijama Dax1 gena pokazuju odgodeni razvoj testisa (51), dok manjak
Dax1l na X kromosomu u XY miSa dovodi do steriliteta radi poremecene
morfogeneze sjemenih kanali¢a (52). U Covjeka Daxl mutacija uzrokuje X-
vezanu kongenitalnu adrenalnu hipoplaziju i hipogonadotropni hipogonadizam
(53). U diferencijaciji somatskih i zametnih stanica u budu¢im muskim gonadama
takoder je izrazito bitan gen Dmrtl (54,55). Osim u determinaciji spola, bitan je i
u odrzavanju muskog gonadalnog spola, naime, njegov gubitak dovodi do
transdiferencijacije Sertolijevih stanica u granuloza stanice i zenske morfologije
gonada (56). mRNA profiliranje je pokazalo da DMRT1 aktivira mnoge
testikularne gene i utiSava ovarijske, tako npr. moze utiSati FoxI2 ¢ak i u
odsutnosti testis-determinirajuc¢ih gena Sox8 i Sox9 (57).

U XX gonadama bez Sry gena i njegove ekspresije, potporne stanice
spolnog nabora diferenciraju se u granuloza stanice. Nije potpuno jasno da li
granuloza stanice induciraju druge gonadalne stanice prema Zenskom putu
razvoja ili se to dogada po ,defaultu”tj. kao zadano. Wnt/B-katenin signalni put
je izrazito evolucijski saCuvan put Kkoji sudjeluje u procesima staniCne
proliferacije, diferencije, stani¢nog reprogramiranja i karcinogeneze (58). WNT
signalne molekule kao Sto su RSPO1 i WNT4 se izrazavaju u XX gonadalnim
somatskim stanicama i potrebne su za odredivanje Zzenskog spola (59-61). Cini
se da svoju akciju bar dijelom ostvaruju smanjujuci ekspresiju Sox9 gena i

djelujuéi antagonisticki FGF9 signalnim molekulama (38). Takoder je bitna
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ekspresija FOXL2, ,forkhead” transkripcijskog faktora, koji je klju¢an za
diferencijaciju i odrzavanje granuloza stanica (62,63). Stovise, disrupcija FoxI2 u
zrelim granuloza stanicama dovodi do transdiferencijacije i up-regulacije markera
Sertolijevih stanica (64). Sox3 se eksprimira u gonadama u razvoju i mozgu, te
se evolucijski smatra genom prekursorom Sry. No, istrazivanja su pokazala da
nije potreban za spolno odredivanje gonada, nego je vazan za normalan razvoj
oocita i gametogenezu (65). WNT4 i FOXL2 su uklju€eni u pozitivhu regulaciju
Bmp2, a zajedno s RSPOL1 aktiviraju ekspresiju Fst.

Nalazimo sve viSe dokaza da je geneticka mreza koja stoji iza spolnog
odredivanja i diferencijacije puno slozZenija i dinamicnija nego $to se ranije mislilo.
Muski i Zenski geni za odredivanje spola djeluju medusobno antagonisticki (sl. 4)
u uspostavljanju i odrzavanju razli€itih potpornih stanica tijekom fetalnog, ali i

odraslog zivota (24).

Genina Y Autosomalni i X-vezani geni
kromosomu Specifiéni za testis ~ Specifiéni za ovarij

Fgf9 — wnu

Sry
g T

\\“‘Cjon | Foxi2
l \ Rspo1

Amh Dhh Fst

Slika 4. Sry ukljucuje slijed regulatornih koraka koji zajednicki poticu razvoj testisa, a

suprimiraju razvoj ovarija.

Dok se razvijaju primitivne gonade iz spolnog nabora, u embriju se takoder
formiraju cjevaste strukture koje ¢e postati unutrasnji spolni organi. Tijekom ranih
stadija, embriji oba spola imaju iste strukture koje su joS spolno neodredene.
Parni mezonefritiCki (Wolffovi) kanali i parni paramezonefriticki (Mallerovi) kanali

nastaju de novo iz uzduznih nabora uzduz lateralne stijenke trbusne Supljine (18).
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Nakon Sto se diferenciraju sjemenici ili jajnici, daljnji razvoj muzjaka ili Zenke se
odvija zbog djelovanja spolno specifi€nih gonadalnih hormona.

U sjemenicima se stvara testosteron (T) i antimilerijanski hormon (AMH) koji
osiguravaju razvoj muSkog reproduktivnog sustava i diferencijaciju muskih
spolnih kanala. Ovi hormoni utje€u na regresiju Zenskih embrionalnih tubularnih
struktura i potiCu razvoj muskih (epidimis, ductus deferens, akcesorne spolne
Zlijezde) te stimuliraju progresivni razvoj struktura koje daju osnovu za vanjske
spolne organe.

Razvoj zenskih unutarnjin i vanjskih genitalija se dogada u Zenskim
embrijima u odsutnosti testosterona i AMH. Modeliranje zenskih cjevastih organa
uklju€uje rast, stapanje i ekstenziju embrionalnih paramezonefritickih Mallerovih
kanala te formiranje jajovoda, uterusa, cerviksa i kranijalnog dijela vagine.
Promjene u urogenitalnom recesusu, genitalnoj kvrzici i naborima stvaraju vulvu,
klitoris, vestibulum i kaudalni dio vagine. Proces se u ljudi zavrSava do oko 22.

tiedna.

1.1.2. Sekundarna spolna obiljeZja i spolni dimorfizam

U sisavaca, pa tako i Covjeka razlikuju se dvije jasno odvojene kategorije:
musko i Zzensko — sa svim genetskim, gonadalnim, anatomskim i psiholoSkim
aspektima pripadanja tom spolu. O iznimkama u ovoj jasnoj binarnoj podjeli u
smislu gradijenta izmedu muskog i Zzenskog spola bit ¢e govora kasnije.

Proces determinacije spola odvija se za vrijeme fetalnog razdoblja, a klju¢an
trenutak u tom procesu je razvoj jajnika ili testisa (primarna spolna obiljezja). Od
tog trenutka nadalje sudbina jedinke ovisi o spolnim hormonima koji se stvaraju
u gonadama i koji definiraju bioloSki spol — aktiviraju se geni potrebni za razvoj
muskog reproduktivnog sustava ili se ,dopusta“ razvoj Zenskih organa (66).
Slozenim medusobnim djelovanjem gena smjestenih na spolnim i autosomnim
kromosomima se diferenciraju spolne Zlijezde koje izluCuju spolne hormone.
Gonadalni hormoni, pod utjecajem hipotalamo-hipofizne osi, svojim djelovanjem
na gensku ekspresiju u brojnim tkivima u doba puberteta daju konacan fenotipski

izgled muzjaka ili zenke (67). Novija istrazivanja upucuju na to da npr. testosteron
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ostvaruje spolni dimorfizam i epigenetski, upravljajuc¢i metilacijom DNA uzvojnice
i time inaktiviraju¢i neke gene (68,69).

lako su se tradicionalno spolne razlike pripisivale djelovanju spolnih
hormona, novija istrazivanja sve viSe istiCu ulogu gena, osobito gena smjestenih
na spolnim kromosomima, u nastanku i odrzavanju spolnog dimorfizma. Par
homolognih autosomnih kromosoma nasSih predaka se kroz period od 166
milijuna godina razvio u X i Y kromosome te je tako ustanovljen dimorfizam svake
stanice naSeg tijela koja sadrzi jezgru (70). Urodena razlika u ekspresiji gena
smjestenih na X i Y kromosomu, te takoder njihov epigenetski mehanizam
regulacije ekspresije gena, takoder moze doprinijeti spolnoj diferencijaciji ne-
gonadalnih stanica u organizmu.

Sekundarna spolna obiljezja predstavljaju spolno dimorfne karakteristike
koje se pojavljuju tijekom puberteta i razvijaju tijekom spolnog sazrijevanja
jedinke. Sekundarna spolna obiljezja su ona koja nisu direktno involvirana u
reprodukciju, ve¢ su bitna za privlaCenje partnera ili za brigu za potomstvo.
Mnoge sekundarne spolne karakteristike predstavljaju ujedno i spolni dimorfizam.
Te karakteristike su izrazito varijabilne izmedu razlicitih biljnih i Zivotinjskih vrsta.

U biljnom svijetu je spolni dimorfizam generalno manje razvijen nego u
zivotinjskom i prevladava monomorfizam. Vecéina (oko 90%) cvatucih biljaka
pokazuje hermafroditizam, s jedinkama koje funkcioniraju i kao Zenski i kao muski
roditelj. Za razliku od njih, dvodomne biljke imaju razliite muSke i Zenske jedinke
tj. jednospolni cvjetovi se nalaze na odvojenim biljkama. Kod ovih vrsta muske i
zenske biljke se Cesto razlikuju u morfoloSkom i fizioloSkom pogledu, a spol
jedinke se obi¢no ne moZe odrediti prije cvjetanja bez spolno specifinih
genetskih markera (71). Kod nekih vrsta musko sjeme je teze, vece i klija ranije
od zZenskog (72), a u dugozivucih biljaka, muske biljke esto nadmasuju zenske
u jakosti, veli€ini izdanaka i kapacitetu za klonalnu propagaciju (73).

Darwin je 1871. u djelu ,The Descent of Man and Selection in Relation to

Sex“iznio teoriju spolnog odabira u kojoj je opisao mnogo primjera zivotinjskih

vrsta u kojima se muZzjaci i zenke dramati¢no razlikuju u morfologiji, koloraciji i
ponasanju. Buduci da je uocCio da teorija prirodnog odabira ne moze objasniti

mnoge adaptacije koje ne povecavaju vjerojatnost prezivljenja, smatrao je da se
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spolni dimorfizam moZe objasniti onim varijacijama jedinki koje osiguravaju vecu
uspjeh u parenju. U odlomku u knijizi ,,On the Origin of Species” navodi:

..."when the males and females of any animal have the same general habits...
but differ in structure, colour, or ornament, such differences have been mainly
caused by sexual selection.”

Razlikuje dva oblika spolnog odabira. Prvi oblik je intraseksualna selekcija

— borba za partnera izmedu jedinki istog spola, obi€no muZjaka (engl. male to

male competition). Sekundarne spolne karakteristike (npr., veliki ocnjaci, rogovi,

njuske i sl.) koje daju muzjaku prednost u fiziCkom sukobu mogu omoguciti
njegovu pobjedu i osigurati mu dominaciju. Dominantni muzjak ¢e se moci pariti
s viSe Zenki te ¢e geni koji osiguravaju tu prednost postati rasireni u populaciji.
Drugim rijeCima, to sekundarno spolno obiljezje biti ¢e prirodno odabrano. Vazno
je istaknuti da spolni i prirodni odabir vrSe ponekad suprotne pritiske na neko
obiljezje. Npr., spolni odabir vodi do izrazitog preuveliCavanja ornamentacije ili
koloracije. S jedne strane to dovodi do prednosti u privlacenju jedinki suprotnog
spola, dok s druge strane predstavlja rizik za preZivljavanje zbog povecane
vidljivosti i smanjene pokretljivosti pri bijegu od predatora. No, dokle god je
reproduktivna korist posjedovanja neke karakteristike ve¢a od cijene postavljene
od strane prirodnog odabira, ta ¢e se karakteristika Siriti u populaciji. To znaci da
Ce Cak i obiliezje koje uzrokuje raniju smrt muzjaka, ali omogucuje bolju
reprodukciju, biti benefit za vrstu. Ova ravnoteZa odrzava dimorfizam i osigurava
da slijedecCe generacije muzjaka posjeduju obiljezje privlano Zzenkama.

Drugi oblik je interseksualna selekcija ili_,odabir partnera“, obi¢no od strane

Zenki. One biraju muzjaka s vecéim, sjajnijim i boljim ukrasima da bi povecale
vjerojatnost preZivljenja potomaka svojim izborom partnera s boljim genima na
dva nacina. Teorija ,dobrog ukusa“ ili ,seksi sinova“ kaze da zenke biraju
razmetljive muzjake jer ¢e njihovi ukrasi biti naslijedeni od strane sinova Cime Ce
oni imati bolju Sansu za razmnoZzZavanje. Teorija ,dobrih gena“ pretpostavlja da
jate ornamentacije znaCe i povecanu otpornost na bolesti i generalno bolje
zdravlje koje moze biti preneseno na potomke.

U vecini vrsta, muzjaci i Zzenke imaju drugacije strategije u igri udvaranja

radi razli€itih uloga koje investiraju u stvaranje potomaka (74). Batemanov princip
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kaZze da Zenke inicijalno puno viSe investiraju u produciranje potomaka
(proizvodnja jaja, trudnoc¢a) dok je u velikoj vecini vrsta muzjakova jedina
kontribucija za opstanak potomstva njegova spolna stanica (75,76). Prema tome,
reproduktivni uspjeh muZzjaka ¢e naj¢esce biti limitiran dostupnosc¢u potencijalnih
partnerica, dok reproduktivni uspjeh Zenki naj¢eS¢e ovisi o dostupnosti resursa.
Takoder, Sto je veca investicija zenke, ona Ce detaljnije i paZljivije birati. Danas
su ti koncepti i teorije dobro kvalitativno i kvantitativno istrazeni i ova tema
zauzima vazno mjesto u evolucijskoj i bihevioralnoj ekologiji (77-79).

Sekundarna spolna obiljezja i spolno dimorfno obiljezja u zivotinja su
raznolika i obuhvacaju puno razli€itih tipova: razlike u veli€ini i masi (SSD, engl.
sexual size dimorphism), ornamentaciju, koloraciju, glasanje, razlike u ponasanju
i dr.

Mozda najuocljivije obiljezje koje se odnosi na fiziCke razlike izmedu dva

spola je razlika u veligini. Cesto je jedan spol veée tielesne mase od drugoga. U

vecini vrsta Zivotinjskog svijeta (insekti, Zabe, ptice, sisavci) muzjak je veci od
Zenke. Postoje i obrnuti primjeri, gdje su Zenke vece od muzjaka. Taj fenomen je
osobito dobro proucen u pauka, gdje su Zzenke dramati¢no vece od muzjaka (sl.
5). Kod nekih vrsta pauka, kao i bogomoljki, pronadena je korelacija sa
seksualnim kanibalizmom, gdje vece Zenke nisu toliko sklone pojesti muzjaka
prilikom parenja, a uz to pokazuju i vecCu plodnost. Muzjaci koriste razliCite
strategije da bi povecali vjerojatnost reprodukcije i vlastito preZivljenje: odabirom
vecih zenki, vezanjem zenki svilom, modificiranjem mrezi zenki, parenjem dok se
zenka hrani ili donoSenjem ,poklona“ prije parenja (80,81).

Dokaz da je spolni dimorfizam produkt kako genetskih tako i okoliSnih
faktora je riba Lamprologus callipterus (sl. 6). Muzjaci ove ribe mogu biti do
Sezdeset puta veéi od Zenki. Zenke se gnijezde u praznim puzevim $koljkama
koje prikupljaju muzjaci u agresivnoj borbi s drugim muzjacima za Sto vece
Skoljke. Tijelo Zenke mora ostati malo jer mora poloZiti jaja unutar Skoljke.
Takoder, iako Zenke preferiraju vece Skoljke, one Cesto nisu dostupne. Dakle,
Zenkin rast je limitiran veliCinom Skoljki i moze se promijeniti ovisno o veliCini

Skoljki dostupnih za gnijezdenje i veliCini i snazi muzjaka da ih prikupi (82,83).
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Slika 5. Zenka (lijevo) i muzjak (desno) pauka Argiope appensa

(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Male _and female A. appensa.jpq)

Slika 6. Zenka (lijevo) i muzjak (desno) ribe Lamprologus callipterus

UobiCajeni i lako prepoznatljivi tipovi dimorfizma su ornamentacija i
koloracija. Za ukraSavanje ili ornamentaciju najbolji primjer nalazimo kod
paunova, gdje je razlika izmedu raskoSnog i raznobojnog repa muzjaka i smede
neuodljive boje Zenke tolika da se Cini da muzjak i Zenka pripadaju razli¢itim

vrstama (sl. 7).
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Razlika u boji izmedu spolova se naziva spolni dikromatizam i Cesto je
prisutna u ptica i reptila. Primjer za ovu vrstu spolnog dimorfizma je plavetna
sjenica Parus caeruleus (sl.8). Perje muZjaka je neSto Zuce od perja Zenki,
vjerojatno radi hranjenja zelenom Lepidoteran larvom, koja sadrzi veliku koliCinu
karotenoida luteina i zeaksantina. lako se muzjaci se ljudskom oku &ine vise
Zutima, Zenkama koje vide u UV spektru perje izgleda intenzivno plavo i indikator
je dobrog zdravlja i prehrane muzjaka te prema tome i potencijalno dobrog

genetskog materijala (84).

Slika 7. Zenka (desno) i muzjak (lijevo) pauna Pavo cristatus

Slika 8. Muzjak plavetne sjenice Parus caeruleus
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Vecina vrsta sisavaca je karakterizirana spolnim dimorfizmom koji se ocituje
u veli¢ini. Obiéno su muzjaci vedi, iako i tu postoje iznimke. Renschovo pravilo
kaze da spolni dimorfizam u veli€ini (SSD) raste s veli€inom vrste ako je muzjak
vecCi, dok opada ako je Zenka veci spol u vrsti. Spolni odabir djeluje putem
prvenstveno musko-muske kompeticije (85,86). Mirounga leonina, juzni morski
slon, pokazuje izraziti spolni dimorfizam u veli€ini (sl. 9). Muzjak je jako
teritorijalan i kontrolira veliku skupinu puno manjih Zenki. Razlika u veli€ini nastaje
dijelom radi spolnog odabira, a dijelom i radi toga jer Zenke ulaze u reproduktivnu
dob puno ranije od muZjaka. Dok muzjaci investiraju iskljuivo u masu bez

ikakvog roditeljskog angazmana, zenke investiraju u potomstvo (87).

Slika 9. Zenka (lijevo) i muzjak (desno) juznog morskog slona Mirounga leonina

Obiljezja koja razlikuju dva spola u sisavaca takoder mogu biti veli€ina
oCnjaka, kraniofacijalna struktura, veliina i oblik kostiju, vokalizacija, krzno te
obiljezja kao Sto su brada, krijesta, boja koze i sl.

U primata postoji izrazita korelacija izmedu poliginije i spolnog dimorfizma.
Monogamne vrste pokazuju niZi stupanj spolnog dimorfizma, jer monogamni
muzjaci imaju nizi diferencijalni reproduktivni uspjeh (88). Takoder, muzjaci u
poliginim vrstama imaju vece i jaCe oCnjake od muzjaka u monogamnim i

poliandricnim sistemima parenja. U Covjeka se spolovi razlikuju puno vise nego
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u monogamnih, no ipak i puno manje nego u poligamnih Zivotinja (89). Primati
koji zive na tlu pokazuju veci stupanj dimorfizma od onih koji Zive na drvedu,
pretpostavlja se radi vecCe izloZenosti potencijalnim predatorima, te jer bi
primatima koji zive na drveéu veca tjelesna masa mogla smanjivati pokretljivost
(90,91).

1.1.2.1. Spolni dimorfizam u ¢ovjeka

Najcesce pitanje prilikom rodenja djeteta je da li je djevojcCica ili dje¢ak. Od
tog trenutka nas spol, bio on muski ili Zenski utjeCe na gotovo svaki vid naseg
zivota. Spolne razlike utje€u na fiziologiju i mehanizam nastanka bolesti u svim ili
gotovo svim tkivima (92). Takoder, pripadanje jednom spolu €ini razliku, ne samo
u bioloSkom, ve¢ i socijalnom, ekonomskom i kulturalnom pogledu.

Razlike medu spolovima u ljudi su istrazivane u mnogim podrucjima. Kao i
kod vecine drugih sisavaca, bioloski spol je odreden pri zaCecu, prisutnoScu ili
odsutnoséu Sry gena i formiranjem gonada. Fenotipski spol se odnosi na spol
osobe koji je odreden unutarnjim i vanjskim genitalijama, ekspresijom
sekundarnih spolnih obiljezZja i ponasanjem. Spolna neodredenost u ljudi je rijetka
pojava i nazivamo je interseksualnost.

lako se nama ljudima razlike izmedu Zena i muSkaraca Cine znacajnima,
zapravo, u usporedbi s drugim vrstama, Homo sapiens ispoljava nisku razinu
spolnog dimorfizma. U muskaraca su karakteristicha sekundarna spolna obiljezja
dlakavost lica (brkovi i brada) i prsa, opéenito povecana dlakavost tijela, uza
zdjelica, snazniji gorniji dio tijela, te sposobnost poveéanja miSicne mase brze od
Zena. U Zena nalazimo relativni manjak tjelesne dlakavosti, gus¢u kosu,
zaobljene bokove i figuru, dojke i sposobnost dojenja potomstva, menstrualni
ciklus, te povecan udio masti u gradi tijela (sl. 10).

U Homo sapiensa prosjecna razlika u veli€ini mase tijela izmedu spolova je
oko 15% u korist muSkaraca. Odrasli muskarci imaju ve¢u nemasnu tjelesnu
masu i mineralnu masu od Zzena. U SAD-u, odrasli muskarci su, u prosjeku, 9%
viSi i 16,5% tezi od zena. Distribucija tkiva je takoder razliCita: muskarci imaju

vecu misicnu masu tijela, vece i jace kosti i centralni raspored abdominalne masti,

20



dok Zene imaju periferniju raspodjelu masnog tkiva (93). Razlike medu spolovima
u sastavu tijela se primarno veZu uz djelovanje spolnih hormona, osobito tijekom
pubertetskog perioda. Djelovanje estrogena je bitho ne samo zbog utjecaja na
raspodjelu masti, nego i zbog specifitnog razvoja kostane mase kod Zzena koji
donosi veci rizik od osteoporoze u starijoj dobi (94,95).

Prosjecni bazalni metabolizam je viSi oko 6%-10% u muskaraca nego u
Zena nakon puberteta. Podaci o apsolutnoj snazi pokazuju da Zene u prosjeku
imaju 40-60% snage gornjeg dijela tijela muskaraca i 70-75% snage donjeg
(96,97), te da su muskarci u prosjeku 11% brzi u tréanju od Zena (98). Muskarci
obi¢no imaju vecu traheju i bronhe, te oko 30% vecéi volumen plué¢a po jedinici
tielesne mase (99,100), kao i vece srce, 10% visi broj eritrocita, viSi hemoglobin,
vecCu koncentraciju faktora zgruSavanja i veci broj trombocita. Cijeljenje rana je
brze, kao i periferna tolerancija boli. Kao i kod vecine vrsta, Zene su
Limunokompetentnije“: obi¢no imaju visi broj leukocita (kako pohranjenih, tako i
onih u cirkulaciji), viSe granulocita te T i B limfocita. Stvaraju viSe protutijela, riede

obolijevaju od zaraznih bolesti, a ako obole, brze se oporavljaju (101-103).

Slika 10. MuSkarac (lijevo) i Zena (desno) Homo sapiens (dio ilustracije plakete na letjelici
Pioneer 10)
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Danas u znanosti nalazimo sve viSe dokaza da razlike izmedu spolova
postoje i u organima i sustavima za koje se dugo vremena smatralo da, osim u
razlici u veli€ini, ne podlijezu spolnom dimorfizmu. Primjeri su brojni. Kod
zZivotinja, ali i kod Covjeka, takve razlike su uoCene na Zlijezdama slinovnicama
(104,105) i suznim zlijezdama (106), nadbubreznim Zlijezdama (107), bubrezima
(108) , jetri (109,110), hipofizi (111), metabolizmu lipida i lipoproteina (112,113).

Razvoj i primjena neinvazivnih slikovnih tehnologija kao Sto su magnetna
rezonanca (MR) i PET-CT su omogucile istraZivanja razlika u morfologiji izmedu
muskog i Zenskog mozga te povezanosti kognitivnih funkcija s njihovim
mozdanim korelatima. Istrazivanja pokazuju veci udio sive tvari u Zena, te veci
apsolutni volumen mozga u muSkaraca (114). Drugi radovi su pokazali spolni
dimorfizam u debljini korteksa i girifikaciji, volumenu i konektivnosti bijele tvari,
pokazujuci generalno da Zenski mozak ima deblji korteks i da postoji spolno
uvjetovana razlika u povezanosti bijele tvari (115-117). Slikovno-teoretske
analize ljudskog mozga pokazuju da je strukturalni konektom Zena (karta
neuronskih veza u mozgu) puno bolji od onog u muskarca (118).

Razlike u kognitivnim performansama izmedu muskaraca i Zzena su dobro
opisane. Muskarci pokazuju superiornost u prostornim i vizualno-prostornim
zadacima, dok su Zzene nadmocnije u zadacima verbalne fluencije, te zadacima
koji zahtijevaju memoriju prepoznavanja i epizodno pamcenje (119). Takoder je
vazno istaknuti da morfoloske i fizioloSke razlike izmedu muskog i Zenskog
mozga ne mogu biti translatirane na razlike u intelektu i inteligenciji. Haier je u
svom istrazivanju pronasao da muskarci i zene dosezu sli¢an 1Q rezultat koristeci
razliCite regije mozga, Sto sugerira da ne postoji jedinstvena neuroanatomska
stuktura za inteligenciju i da razliciti tipovi mozdanog dizajna mogu manifestirati
jednako vrijedne intelektualne dosege (120).

I geni i hormoni imaju utjecaj na nastajanje i oblikovanje ljudskog mozga
prije rodenja te utjeCu na ponasSanje jedinke. Primjer kako hormoni utjeCu na
formiranje mozdanog tkiva vidimo u razvoju dva izrazito spolno dimorfna podrucja
mozga: spolno dimorfne jezgre u preoptic¢koj regiji hipotalamusa (engl. sexually
dimorphic nucleus in preoptic area, SDN-POA) i leZiSne jezgre strije terminalis

(engl. bed nucleus of the stria terminalis, BNST). Ove regije su bitne za regulaciju
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spolno odredenog drustvenog ponasSanja i reproduktivhog neuroendokrinog
sustava. Neuroanatomske razlike izmedu spolova uklju€uju volumen regija, broj
stanica, njihovu povezanost, fiziologiju i profil neurotransmitera. Androgeni koje
proizvode testisi se transportiraju u mozdane stanice i u njima djeluju preko
androgenih receptora ili sluze kao supstrat za enzim aromatazu. Aromatizacijom
nastaju neuroestrogeni koji djelovanjem preko estrogenih receptora formiraju i
organiziraju ova spolno dimorfna podruc¢ja mozga u sisavaca. Novije studije
sugeriraju da bi mehanizmi kojima neuroestrogeni to €ine bili: induciranje spolnih
razlika u glija i imunoloskim stanicama i kontrola broja neurona reguliranjem
apoptoze ili fenotipskom organizacijom zivih stanica. U razdoblju nastupanja
puberteta, testikularni androgeni direktno, bez prethodne aromatizacije pridonose
spolnoj diferencijaciji ovih mozdanih jezgara (121,122).

No, iako je utjecaj hormona viSe proucen i bolje ga razumijemo jer je u
istrazivanjima puno lakSe manipulirati razinom hormona, sve je viSe dokaza da
razlike u ekspresiji gena smjestenih na X i Y kromosomima znacajno doprinose
urednoj funkciji mozga i nastajanju bolesti. Takoder, u ¢ovjeka, analizu dodatno
otezava Cinjenica da se i socijalni utjecaji moraju uzeti u obzir. SluCajevi
poremecaja spolnog razvoja, kao Sto su sindrom kompletne neosjetljivosti na
androgene, kongenitalna adrenalna hiperplazija i sindrom deficijencije 5a-
reduktaze daju bitan uvid u genetski utjecaj jer razvoj mozga i bihevioralni fenotipi
u ovim patoloskim stanjima uvelike ovise o spolu osobe (123). Usporedba mozga
muzjaka i zenki ptica Junco je pokazala razliCitu ekspresiju 651 gena u medijalnoj
amigdali i 611 gena u hipotalamusu (69).

Utjecaj genetskih faktora pokazuju takoder studije ucinjene na mozgovima
Sf-1 KO miSeva. One su pokazale da spolni dimorfizam u dvije regije mozga u
sisavaca, preoptickoj regiji i ventromedijalnoj jezgri hipotalamusa, perzistira i bez
djelovanja spolnih hormona (124-126). Naravno, ovi utjecaji nisu potpuno
odvojeni i njihovo djelovanje nije neovisno. Moguce je da genetski utjecaji na
mobilnost ili poloZzaj stanica mogu postaviti scenu za kasnije hormonsko
djelovanije (127), kao $to i hormonski utjecaiji ili poremecaji metabolizma hormona

mogu nadjacati osnovne geneticke upute (128).
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Fenotipske razlike izmedu spolova su dokazane Cak i na stani¢noj razini, u
kulturama stanica, neovisno o prijasnjoj izlozenosti spolnim hormonima (129) .
Npr., miSicne matiCne stanice uzete od Zenki miSa i transplantirane u bolesni
miSi¢ bilo kojeg spola regeneriraju miSi¢ mnogo brze od onih uzetih od muzjaka
(130). Istrazivadi su ustanovili da muske i Zenske stanice razli€ito reagiraju na
stres (131) i da pokazuju razli¢itu koncentraciju metabolita (132).

Spolni dimorfizam je, naravno, opisan i na genskoj razini. Za oko 6500 gena
u Covjeka se zna da pokazuju spolno uvjetovanu ekspresiju, kako u
reproduktivnom sustavu, tako i u ostalim tkivima (133). Mnogi od ovih gena nisu
direktno vezani za reprodukciju, nego su vezani uz opcenita bioloska svojstva.
StoviSe, pogubne mutacije autosomalnih gena koji se eksprimiraju u samo
jednom spolu mogu proci spolno limitiranu selekciju i doseci vecu ucestalost nego
mutacije slicno selekcionirane u oba spola. Ekspresija nekih gena vezana uz
specifiCni spol pokazuje veéi stupanj mutacija i dovodi do razliCite prevalencije
bolesti medu spolovima. Tako mutacije gena specificnih za muskarce i bitnih za
reprodukciju mogu kroz nasljedivanje preko Zenske linije dovoditi do visoke
incidencije muske neplodnosti (134).

Duzina zivota je takoder spolno dimorfna kategorija, kako kod ¢ovjeka tako
i u drugih zivotinjskih vrsta, osobito u sisavaca. Dobro je poznato da zZene zive
duZe od muskaraca, u vecini ljudskih drustava ¢ak i 10-15 godina duze. Do sada
se ta razlika pripisivala kulturalnim i socijalnim razlozima, kao i cijeni spolnog
odabira i roditeljskog ulaganja. No, ¢ini se da spolni hormoni imaju velik utjecaj u
prevalenciji bolesti, nacinu starenja i duzini zivota, kao i nasljedivanje
mitohondrija od majke. Takoder, novija istraZzivanja daju naznaku da bi i spolni
kromosomi mogli doprinositi razlici u duzini Zivota raznim mehanizmima
ukljuCujuéi ,unguarded X*“ hipotezu (ekspresija recesivnih mutacija sa X
kromosoma u muskarca koji je hemizigot i nema odgovarajucih gena na Y
kromosomu), ,toksi¢ni Y* (Y kromosom je pun transpozabilnih elemenata, TEsS,
koji svojim premjestanjem mogu izazvati mutaciju gena) ili gubitak Y kromosoma
iz stanica koji nastupa sa starenjem organizma i koji je povezan s razvojem
karcinoma i drugih bolesti (135-137).
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Spolni dimorfizam u medicini uklju€uje i spolno specifi€ne bolesti tj. bolesti

koje se dogadaju isklju¢ivo muskarcima ili zenama, i bolesti povezane sa spolom,
koje su ucestalije ili se manifestiraju tezom klinickom slikom kod jednog spola.
Tako npr. 90% sluCajeva primarne bilijarne ciroze nalazimo u Zena, dok je
primarni sklerozirajuéi kolangitis ucestaliji u muskaraca (138). U nedostatku
boljeg izraza u hrvatskom jeziku, medicina utemeljena na spolu ili ,,spolna
medicina“ (engl. gender-based medicine ili gender medicine) je grana
medicine koja prouCava bioloske i fizioloSke razlike izmedu spolova i kako ta
razlika utjeCe na pojavu i manifestiranje bolesti.

Kao sto je dugo vremena dijete smatrano ,umanjenim odraslim“ da bi se
zatim shvatilo da se radi o potpuno drugacijim fizioloSkim i patofizioloSkim
procesima u organizmu djeteta, tako se i tradicionalna medicina dugo bazirala na
androcentrickom modelu. PretkliniCka ispitivanja su vec¢inom radena na
muzjacima, a isklju€ivanje zenki je pravdano vecom bioloSkom varijabiloS¢u radi
fluktuacije spolnih hormona prilikom menstrualnog ciklusa. To je nesumnjivo
stvaralo ozbiljan otklon prilikom transpozicije rezultata na KliniCku praksu
(139,140). | Klinicke studije su, takoder, ve¢inom izvodene na muskim osobama,
a rezultati su primjenjivani na zene, te je dijagnostika i lijeCenje provodeno
jednako i na muskim i na zZenskim pacijentima. Npr. incidencija akutnog
miokardijalnog infarkta je mnogo niza medu Zzenama mladim od 50 godina, ali
nakon menopauze, dramati¢no raste i priblizava se onoj u muskaraca. Stovise,
mortalitet i morbiditet nakon jedne i pet godina je viSi u zena. Unato€ tomu, u
periodu od 2002. do 2007. zene su Cinile samo jednu trecinu pacijenta u klinickoj
studiji evaluacije kardiovaskularne bolesti (141,142).

Kada govorimo o malignim bolestima, koje su jedan od najvecih uzroka
smrti u danasnje doba, epidemioloSki podaci o razlikama izmedu dva spola u
incidenciji, prognozi, odgovoru na terapiju i prezivljenju izmedu jasno ukazuju na
povoljnije brojke u Zzenskog spola. Socijalni ¢imbenici, kao Sto su radni uvjeti i
bihevioralni faktori, svakako imaju ulogu u ovom spolnom dimorfizmu (143).
Medutim, zanimljivo je istaknuti i bitnu ulogu spolnih kromosoma, spolnih
hormona i imunog odgovora koje €ine razlika na stanichom i molekularnom nivou,

te dovode do karcinogeneze ili supresije rasta tumora. Gledajuéi razliku izmedu
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XX i XY stanica, studije pokazuju da Zenske stanice imaju vecu sposobnost za
nadvladavanje strani¢nog stresa kroz poticanje protektivnih mehanizama kao Sto
su autofagija i antioksidativni mehanizmi. U Zenskim stanicama se dogada
nasumicna inaktivacija X kromosoma $to dovodi do mozaicizma i prednosti u
smislu genetiCke heterogenosti. Teoretski bi inaktivacija X kromosoma trebala
uravnoteziti ekspresiju X vezanih gena izmedu Zena i muSkaraca, dok je
prakti¢no to zapravo inkompletni proces u kojem odredeni broj gena (¢ak do 15%)
izbjegne inaktivaciju. Ako se dogodi mutacija na tumor supresorskom genu na
jednom alelu, posjedovanje dvije kopije ima protektivni ucinak (144,145). X
kromosom je puno bogatiji genima koji kodiraju proteine imunolo$kog sustava i
genima za miRNA. MikroRNA (engl. miRNAs) su male nekodirajuce RNA
molekule koje sadrze obi¢no od 20 do 25 nukleotida. Sudjeluju u regulaciji
ekspresije gena na posttrankripcijskoj razini tako $to degradiraju ciljne mRNA i/ili
inhibiraju njihovu translaciju. Bitno je istaknuti da su novija istraZivanja
identificirala gotovo 120 miRNA na X kromosomu naspram 4 na Y kromosomu,
dok je prosjek na autosomima 40 do 50 (146).

Takoder, spolni hormoni estrogeni i androgeni imaju sposobnost
moduliranja imunolo$kog odgovora. Generalno gledajuéi, u Zena su imunoloske
funkcije bolje, a imunoloski odgovor jaci, osobito tijekom reproduktivnog razdoblja
(147,148). Uistinu, Zzene imaju nizi teret bakterijskih, virusnih i parazitarnih
infekcija, Sto je najevidentnije tijekom reproduktivnih godina. S druge strane, zene
imaju viSu prevalenciju brojnih autoimunih bolesti kao $to su Sjogrenov sindrom,
sistemski lupus eritematosus, sklerodermija, reumatoidni artritis i multipla
skleroza (149).

Danas, uz sve brojnije dokaze o razlikama izmedu zenskog i muskog spola,
koje nalazimo veC na stanichom nivou, pa zatim na razini razli€itih organskih
sustava, metabolizma, farmakodinamike i odgovora na lijeCenje, razvija se svijest
o potrebi za drugacijim pristupom. Uz razvoj personalizirane medicine i
farmakogenetike, spolno bazirana medicina i omics pristup (koji obuhvaca
genomiku, epigenetiku, transkriptomiku, proteomiku i metabolomiku) takoder
pocinju zauzimati vazno mjesto u sveobuhvatnom pogledu na organizam zene ili

muskarca.
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1.2. SUZNI APARAT MISA

1.2.1. Anatomija suznog sustava

Za razliku od Covjeka koji ima jedan par suznih zlijezda, mis posjeduje dva
para suznih Zlijezda (150). Manja intraorbitalna suzna Zlijezda se nalazi u
vanjskom kantusu oka, izmedu zigomatiéne kosti, orbite i oéne jabugice. Zlijezda
se proteZe u dubinu orbite sve do njezinog vrha. PovrSinski dio intraorbitalne
Zlijezde pokriven je fascijom vjede.

Na nju se naslanja struktura posebne histoloSke grade i funkcije, Harderova
Zlijezda. Ona djelomicno okruzuje opticki Zivac te pokriva vecinu straznjeg dijela
oc€ne jabucice. Nalazimo ju kod Zivotinja koje imaju tre¢u o€nu vjedu (membrana
nictitans) iz skupine kopnenih kraljeSnjaka (vodozemci, reptili, ptice, te neki
sisavci, osobito glodavci). Ponekad ju se u literaturi navodi kao treci par suznih
Zlijezda, jer izluCuje svoj sekret u konjuktivalnu vrecu. Sekret Harderove Zlijezde
je sastavom drugaciji od sekreta suznih Zlijezda, a takoder se razlikuje se od vrste
do vrste. U glodavaca, pa tako i miSa, glavni sastojci sekreta su lipidi, porfirini i
indoli. Funkcija ove Zlijezde joS nije u cijelosti jasna, pa se pretpostavlja da uz
izlu€ivanje sekreta koji podmazuje tre¢u o¢nu vjedu, ova Zlijezda ima i brojne
druge uloge: sluzi kao dio imunolo$kog sustava, kao fotoprotektivni organ, dio
retino-pinealne osi, izvor feromona, termoregulatornih lipida i dr. (151).

Vanjska izvanorbitalna suzna zlijezda (glandula extraorbitalis
lacrimalis, glandula Loewenthali, GL) je veca od intraorbitalne, plosnatog
oblika te smjeStena supkutano ispred vanjskog uha. Duboki dio te Zlijezde lezZi na
temporalnom miSi¢u, zigomatichom nastavku temporalne kosti i povrSinskom
dijelu miSi¢a masetera (sl. 11). Bududéi da je smjeStena neposredno do parotidne

Zlijezde, te je sli¢ne histoloSke grade, dugo je smatrana njenim dijelom (152).
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Izvanorbitalna suzna
Zlijezda

Parotidna Zlijezda

Sublingvalna Zlijezda

Submandibularna
Zlijezda

Slika 11. Anatomski smjeS$taj izvanorbitalne suzne Zlijezde i Zlijezda slinovnica (parotidne,

submandibularne i sublingvalne) u misa (Preuzeto i prilagodeno iz ©2021 Elsevier B.V.)

Glavni odvodni kanal Zlijezde nalazi se na gornjem prednjem polu Zlijezde i
usmjeren je prema naprijed, te preko temporalnog misi¢a odlazi prema vanjskom
dijelu gornje vjede. Prije nego Sto dosegne gornju vjedu, odvodnom kanalu
izvanorbitalne pridruzuje se odvodni kanal intraorbitalne Zlijezde Cineci zajednicki
odvodni kanal. On prolazi kroz vanjski dio gornje vjede i izlijeva se u vanjski dio
gornjeg forniksa spojnice. Sekret obaju suznih Zlijezda se mijeSa s ostalim
sastojcima te Cini dio suznog filma. Suzni film se razlijeva po povrSini oka te se
drenira u puncta lacrimalia u medijalnom oénom kutu. Od medijalnog o¢nog kuta
suze se kanalikulima skupljaju u nazolakrimalnu vrecu i prazne putem ductus
nasolacrimalis u donji nosni hodnik.

U Covjeka, suzni aparata je sli€an onom u misa, uz razliku da €ovjek ima
samo jedan par suznih zlijezda smjeStenih u gornjem temporalnom dijelu orbite.
Sekret se preko odvodnog sistema prazni na o€nu povrsinu u vanjskom
gornjem kutu oka i treptanjem se rasporeduje po njoj. Sustav koji odvodi suzni
film s o¢ne povrSine pocinje na nazalnoj strani oka s dva otvora, puncta
lacrimalia, te se prazni preko dva lakrimalna kanali¢a u nazolakrimalnu vrecu i

donji nosni hodnik (sl. 12).
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Slika 12. Suzna Zlijezda i suzni odvodni kanali u ¢ovjeka

1.2.2. HistoloSka grada suzne Zlijezde

Suzna Zlijezda miSa je egzokrina Zlijezda gradena od acinusa i odvodnih
kanala (sl. 13). Acinusi s pocetnim dijelom odvodnih kanalica Cine reznji¢e
(lobuluse), koji su odvojeni interlobularnim vezivom. ViSe lobulusa Cini reznjeve
(lobuse) izmedu kojih se nalazi obilnija koli¢ina vezivnog tkiva. Cijela Zlijezda je
gradena od reZnjeva i obavijena gustim vezivnim tkivom koje nazivamo kapsula
ili Cahura.

Acinusi suzne Zlijezde (sl.14) su sekretorni dio Zlijezde, gusto su zbijeni s
oskudno vezivnog tkiva izmedu i ukupno €ine oko 80% volumena Zlijezde (153).
Acinuse grade kubi¢ne do cilindriCne stanice koje zatvaraju lumen acinusa, a
smjeStene su na bazalnoj membrani. Stanice acinusa imaju pri bazi stanice
bazofilno obojanu citoplazmu zbog dobro razvijene hrapave endoplazmatske
mrezice. U apikalnom dijelu stanice citoplazma je bljeda uz vidljivu granuliranost
zbog prisutnih brojnih sekretnih zrnaca. Lumen acinusa i pocCetnog dijela
prijelaznih kanalica je jedva vidljiv i zamje€uje se na samo nekim acinusima pri
veéim povecanjima mikroskopa. Jezgre acinusnih stanica pokazuju umjereni
pleomorfizam koji se poveéava sa staroS¢u Zivotinje (154). Mioepitelne stanice

spljostenih jezgara okruZuju acinuse i poCetne dijelove odvodnih kanala te svojim
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kontrakcijama pomaZzu istiskivanje sekreta. Analiza stanica acinusa elektronskim
mikroskopom pokazuje u nekim slu€ajevima invaginacije koje od apikalnog dijela
stanice seZzu sve do bazalne membrane te brojne Cvrste spojeve (lat. zonule

occludentes) izmedu stanica acinusa (153).

Slika 13. Preparat izvanorbitalne suzne Zlijjezde obojan metodom po Massonu. Crne strelice
oznacavaju acinuse, crvena strelica intralobularni odvodni kanal, a plave strelice vezivo.

(Opazanje na povecanju 40x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 50um)

Uloga odvodnog sustava (sl. 14) i njegovog epitela je odvodnja sekreta
Zlijezde na povrSinu oka, te odrzavanje stabilnog elektrolitnog i proteinskog
sastava suznog filma (155). Kubi¢ne do cilindricne stanice koje oblazu odvodne
kanale Cine oko 10 do 12% povrsSine zlijezde i stvaraju oko 30% ukupnog sekreta
suzne Zlijezde (156). Istrazivanja provedena 70.-tih godina proslog stoljeéa
pokazuju sli€nost odvodnog sustava suznih Zlijezda s odvodnim sustavom
Zlijezda slinovnica.

Odvodne cijevi dijelimo na intralobularne (prijelazne cijevi i intralobularni
kanalic¢i) i interlobularne ili prave odvodne kanale. Po¢etni dio odvodnog sustava
suzne Zlijezde naziva se prijelazna cijev koja odvodi sekret iz acinusa do
intralobularnog kanali¢a. Prijelazna cijev je obloZena plo€astim do kubicnim
epitelom koji lezi na bazalnoj membrani ispod koje se nalaze mioepitelne stanice.

Stanice prijelazne cijevi razlikuju se od stanica acinusa po tome $§to im je
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citoplazma acidofilna, ne sadrze sekretna zrnca i imaju brojna bazolateralna
uvrnu¢éa membrane i mitohondrije (157). Intralobularni kanaliéi su sli¢ne grade,
no nesto viSeg epitela i Sireg lumena.

Pravi odvodni kanali, veci i manji, se nalaze u interlobularnim vezivnim
pregradama. Ovisno o veli€ini kanala epitel je kubi¢an do dvoredan cilindriCan.
Interlobularni kanali se spajaju i €ine glavni odvodni kanal Zlijezde koji odvodi
sekret. U miSa i Stakora opisani su Cesto viSestruki odvodni kanali. Kada se
odvodni sustav promatra elektronskim mikroskopom, povremeno je moguce
zamijetiti i po koje sekretno zrnce elektronskomikroskopski gustog sadrzaja
(158).

Slika 14. Preparat izvanorbitalne suzne Zlijezde obojan metodom po Massonu. Crna strelice
oznacava acinus, crvena strelica odvodni kanal, a plave strelice vezivno tkivo. (OpaZanje na

povecanju 100x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 10um)

Vezivno tkivo Zlijezde (sl. 14) gradeno je od stanica, veéinu kojih Cine
fibroblasti, i ekstracelularnog matriksa. Izmedu acinusa vezivno tkivo je oskudno,
no izmedu reznjica postaje sve obilnije da bi na kraju Cinilo €vrstu ¢ahuru oko
suzne Zlijezde. Grananje odvodnih kanala prati poveéanje koli€ine vezivnog tkiva
tako da u interlobularnom vezivu nalazimo interlobularne kanali¢e, krvne i limfne
Zile te Ziv€ana vlakna. Arterijsku krv dovodi lakrimalna arterija, lat. arteria

lacrimalis, koja je ogranak oftalmiCke arterije.
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Da bi se osigurala adekvatna produkcija vodenastog dijela suznog filma,
suzna Zlijezda miSa je obilno inervirana autonomnim simpatiCkim i
parasimpatiCkim zivéanim viaknima.

ParasimpatiCka opskrba Zlijezde potjeCe iz lakrimalne jezgre licnog Zivca
(lat. nervus facialis) u ponsu, dok iz gornjeg cervikalnog ganglija (lat. ganglion
cervicale superior) dolazi simpatiCka inervacija. Oskudno su prisutna i osjetna
Ziv€ana vlakna. Vecinu ziv€anih snopova Cine nemijelinizirana vlakna, ali mogu
se naci i mijelinizirana vlakna. ZavrSeci ziv€anih vlakana su smjeSteni blizu
acinusa, odvodnih kanala, mioepitelnih stanica, kao i krvnih Zila, te tako
kontroliraju razliCite funkcije suzne Zlijezde. Komunikacijski spojevi (neksusi,
engl. gap junctions) povezuju stanice elektricno i biokemijski te omogucuju i
stanicama bez direktne Ziv€ane opskrbe odgovor na podrazaj.

U suznoj Zlijezdi parasimpati¢ka Ziv€ana vlakna sadrze neurotransmitere
acetilkolin (Ach) i vazoaktivni intestinalni peptid (VIP), dok su simpaticki
neurotransmiteri noradrenalin (NA) i neuropeptid Y (NPY). Neurotransmiteri
osjetnih vlakana su tvar P i CGRP (engl. calcitonin gene-related peptide). Ach i
VIP su moéni stimulansi za sekreciju proteinskog i elektrolitsko - vodenastog
dijela suznog filma. NA snazno stimulira sekreciju proteina, a nesto slabije
vodenasti dio. NPY i CGRP su takoder slabi stimulatori vodenastog dijela. Tvar
P je za sada nepoznate funkcije.

Stimulacija sekrecije suzne Zlijezde se dogada putem neuralnog luka koji
pocinje na ocnoj povrsini. Refleks zapodinje stimulacijom aferentnih osjetnih
Zivaca roznice i konjuktive ili aktivacijom optiCkog Zivca jakom svjetloS¢u. Zatim
se iz centralnog Ziv€anog sustava aktiviraju eferentni zivci autonomnog Ziv€anog
sustava. Oni otpustaju ve¢ spomenute neurotransmitere koji ulaze u interakciju
sa specificnim receptorima na bazolateralnim podrudjima stanica acinusa i
odvodnih kanala. Unutar stanice se pokrece transdukcija signala te dovodi do
fuzije vec stvorenih sekretornih granula s apikalnom membranom i ispustanja
proteina u lumen (159). Da bi se pokrenula sekrecija elektrolita i vode, aktiviraju
se ionski kanali i pumpe na bazolateralnim i apikalnim dijelovima stanica
(160,161).
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1.2.3. Funkcija suzne Zlijezde

Glavna uloga suznog aparata je uspostavljanje i odrzavanje kontinuiranog
suznog filma na oc¢noj povrsini (162,163). Fisher je prvi dokazao prisutnost
suznog filma jo§ 1928. godine koristeci reflektografiju, dok je Wolff 1946. detaljno

opisao njegovu strukturu i nazvao ga prekornealnim suznim filmom (164).
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Slika 15. Struktura suznog filma. Na slici desno su oznaceni slojevi suznog filma i njihova
debljina, a na slici lijevo od donjeg dijela slike prema gore neke od komponenti suznog filma:
epitel, glikokaliks, transmembranski mucini, zatim mucini koji se odvoijili od glikokaliksa u
vodenasti sloj, mucini koji ¢ine gel u vodenastoj komponenti, te na koncu lipidi u lipidnom sloju.

Preuzeto i prilagodeno iz Tear film (slideshare.net)

Suzni film se od vanjske povrsine prema o¢noj povrsini sastoji od tri sloja:
vanijski lipidni, srednji vodenasti i unutarnji mukozni sloj (sl. 15). Oni su specifi¢ni
prema biokemijskom sastavu i fizickim svojstvima, te vrsti stanica koja ih
proizvodi.

Lipidni sloj je najtanji, debljine oko 0,1 mikrometar, proizvode ga
Meibomove, Zeisove i Mollove Zlijezde u vjedama. Sastoji se od estera
kolesterola, triglicerida, slobodnih masnih kiselina i fosfolipida. Funkcija mu je

prevencija prelijevanja suza i isparavanja vodenastog dijela suznog filma te
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predstavlja granicu oka prema okoliSu.

Vodenasti sloj je najdeblji sloj (7-8 mikrometara) i predstavlja vecinu
volumena suznog filma. Proizvod je suznih Zlijezda. Sastava je slicnog krvnoj
plazmi, dakle, graden je od vode, anorganskih soli, sadrzi glukozu, ureu, razne
proteine (lizozim, lipokalin, laktoferin) i glikoproteine, uz nesto vecu koncentraciju
Na* i CI, te manji postotak solidnih tvari. Zbog bikarbonatnih iona i proteina
posjeduje puferska svojstva. Vodenasti sloj hidrira povrSinu oka i spreCava
isusivanje, opskrbljuje avaskularni epitel roZznice kisikom i hranjivim tvarima,
ispire strana tijela i iritanse. Tvari u vodenastom sloju kao §to su lizozim, betalizin,
laktoferin, sekretorni IgA i IgG posjeduju snazna antimikrobna svojstva. Suzni film
je jedina zastita nekeratiniziranom epitelu koji je izlozen svakodnevnim
oneciScenjima (dim, Cestice prasSine, bakterije, virusi i sl.).

Mukozni sloj je debljine oko 0,5 mikrometara, prilijeze na vanjsku povrSinu
oka, a stvaraju ga mnogoslojne ploCaste stanice epitela roznice i konjuktive, te
vr€aste stanice konjuktive. Sastoji se od mucina, od kojih su neki povezani s
membranama epitela oka (MUC 1,4 i 16), a drugi su sekretorni (MUC 5AC i MUC
7). Mucini usidreni u stanicnu membranu &ine glikokaliks i prostiru se duboko u
vodenasti sloj. Mukozni sloj ima bitnu ulogu u stabilnosti suznog filma, jer Cini
hidrofilni sloj preko povrSine oka i tako osigurava prilijjeganje vodenastog sloja i
vlaZenje oka. Takoder Cini klizavu povrSinu spram stranih tijela i Stiti od
abrazivnog djelovanja Cestica pri treptanju.

Treptanjem se suzni film rasporeduje po oku u odredenoj debljini, te ostaje
rasporeden na o¢noj povrsini odredeno vrijeme, prosjecna vrijednost je oko 27
sekundi ("tear film stability"). TBUT je kratica za ,tear break up time*, a bitna je
za klini¢ku procjenu stabilnosti suznog filma (165). Uz sve ve¢ nabrojane funkcije,
suzni film stvara glatku optiCku povrSinu na roznici i savrsen refraktivni medij za
svjetlost, omogucujuci pravilan lom svjetlosti i jasan vid.

U Zivotinjskom svijetu, u sisavaca, postoji jo$ jedna vrlo vazna funkcija suza.
Naime, suzne Zlijezde izlu€uju u suzni film i nosnu sluz kemosignalne molekule,
feromone, koji putem vomeronazalnog organa sudjeluju u regulaciji socijalnog i
seksualnog ponasanja zivotinja. Feromoni se takoder nalaze u urinu i slini. U

miSeva se obitelj peptida koja se izlu€uje u suzni film naziva ESPs (engl. exocrine

34



gland-secreting peptides),.U miSeva ih ima 38 vrsta, u Stakora 10, dok u ljudskoj
vrsti ne postoje (166). Te signalne molekule mogu biti specificne za vrstu, spol i
dob Zivotinje, pa se tako npr. ESP22 izlu€uje u suzni film Zenki miSeva starih 2
do 3 tjedna, te ima snazan inhibitorni u¢inak na spolno zrele muzjake (167) (sl.
16), dok ESP1 koji izluCuju i intraorbitalna i ekstraorbitalna suzna Zzlijezda
muZzjaka miSa inducira kod Zenke polozaj lumbalne lordoze i tako ju Cini
spremnijom za kopulaciju (168-170). ESP36 se eksprimira u Zenki i spolno
nezrelih muzjaka, no pojavom puberteta i porastom razine cirkulirajuéeg
testosterona ekspresija ESP36 se gubi u muzjaka i perzistira samo u Zenki (171)
(sl. 17). Istrazivanja su pokazala da je ponasanje specifi€no za muzjake prilikom
parenja u Zenki suprimirano feromonima preko VNO (172).

Covijek, za razliku od drugih sisavaca, nema razvijen vomeronazalni organ
niti postoji ekspresija Esp gena. Smatra se da uloga feromona kod ljudske vrste
nije toliko zna€ajna zbog razvijene vizualne i glasovne komunikacije. No, pod
utjecajem snaznih emocija kao $to su sreca ili tuga, prefrontalni korteks Covjeka
aktivira autonomni Ziv€ani sustav koji potakne hiperprodukciju suza u suznim
Zlijezdama. Posljedica je plakanje, tzv. emocionalne suze koje su jedinstvene za
ljudsku vrstu (173). Gelstein je u svom istrazivanju 2011. godine uoCio da
muskarci nakon njusenja tkanine natopljene suzama dobivenih od Zzena koje su
plakale prilikom gledanja tuznih filmskih scena pokazuju smanjenje seksualne

Zelje, snizenu razinu testosterona i smanjenu agresivnost (174).
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1.2.4. Spolni dimorfizam suzne Zlijezde

Organi glodavaca na kojima je vidljiv spolni dimorfizam su Zlijezde
slinovnice, te suzne Zlijezde koje su im histoloski i fizioloSki vrlo nalik (175). Prvo
istraZivanje kojim je uocen spolni dimorfizam podceljusne Zlijezde slinovnice u
miSa proveo je Lacassagne jo$s 1940. godine (176). Uslijedila su brojna
istrazivanja na Zlijezdama slinovnicama glodavaca kojima je spolni dimorfizam
istraZen i dokazan gotovo svim metodama — od anatomskih i morfometrijskih
analiza, elektroforeze enzima sline do novijih metoda istrazivanja genske
ekspresije (177-180).

Sullivan i Cornell Bell u svom radu jasno i pregledno navode morfoloske,
biokemijske i imunoloske razlike suzne Zlijezde izmedu muZzjaka i Zenki. lako je
apsolutna tezina suzne Zlijezde vec€a kod muzjaka, omjer tezine suzne Zlijezde i
tielesne mase Zenke moze biti manji, jednaki ili ¢ak veéi nego u muzjaka.
Medutim, analiza suznih Zlijezda razli€itih vrsta je pokazala da je u svih vrsta
podru€je acinusa uvijek puno vec¢e u muzjaka. Takoder, u muZjaka nalazimo
velike, nepravilne acinuse Sireg lumena, dok su u Zenki maniji, pravilniji i uzeg
lumena. Citoplazma acinusnih stanica muzjaka je "mrljasta", zrnata i bazofilnija.
U Zenki je citoplazma svjetlija i manje strukturirana, uz jacu bazofiliju oko jezgre
koja blijedi prema periferiji. Jezgre acinusnih stanica su u muZjaka centralnije
smjesStene, uz izrazen polimorfizam, poliploidiju i obi€no jasno vidljivu jezgricu.
Kod Zenki nalazimo bazalno smjestenu jezgru, koja je obicno pravilnija po veli€ini
i obliku. Granice medu stanicama acinusa u muzjaka su slabije vidljive, dok su u
Zenki obrisi acinusnih stanica jasno izrazeni.

Elektronskim mikroskopom u acinusnim stanicama muzjaka mozemo uoditi
bazalno smjestene vakuole i veci broj intranuklearnih inkluzija, bolje razvijen
Golgijev aparat, te manji broj medustani¢nih kanala i pora na endotelnim
stanicama kapilara. U Zenki, nasuprot tome, nalazimo brojne, velike
citoplazmatske vezikule, veéi broj medustani¢nih kanala i pora na endotelnim
stanicama kapilara u vezivhom tkivu (181).

Kod Stakora se starenjem u Zljezdanim acinusima GL pojavljuju stanice s

lipidnim kapljicama i obilnom glatkom endoplazmatskom mrezicom, te gusSc¢im
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izgledom kromatina. Stanice se nazivaju Harderovim stanicama, jer slice
stanicama Harderove Zlijezde koja se nalazi u orbiti glodavaca oko optickog
Zivca, a sama pojava naziva se “harderizacijom”. U Zenki starenjem ne dolazi do
navedenih promjena acinusnih stanica (182).

Novija istrazivanja na GL su pokazala da su androgeni receptori prisutni u
oba spola, dok se ekspresija estrogenih receptora gubi u muzjaka starijih od 6
mjeseci. Estrogen sprjeCava pojavu ,harderizacije® (183). Tri tjedna nakon
kastracije muzjaka Stakora moze se zamijetiti smanjenje volumena Harderovih
stanica po mm? tkiva suzne Zlijezde (184,185). U Zenki ovariektomija ne dovodi
do promjena u gradi Zlijezde. U muzjaka miSa kastracija dovodi do suprotnog
ucinka: smanjuje se aktivnost Zlijezde i veli€ine acinusa, dolazi do proliferacije
vezivnog tkiva, no povecava se broj Harderovih stanica (186,187).

Daljnjim istrazivanjima je utvrdena povezanost androgena i Zljezdanog tkiva
slinovnica i suznih Zlijezda, te se danas zna da su ta tkiva jedna od ciljnih za
testosteron (188). Studije dokazuju da je testosteron odgovoran za razvoj
odvodnih kanala submandibularne Zlijezde miSa te da je odgovor Zlijezda na
testosteron bolji u muzjaka (189). Autoradiografski je takoder dokazano
nakupljanje oznacenog dihidrotestosterona u izvodnim kanalima i stanicama
acinusa submandibularne Zlijezde (190). U suznoj Zlijezdi miSa testosteron
regulira ekspresiju vise od 2000 gena. Djelovanje androgena je dijelom
posredovano preko klasi¢nih androgenih receptora i pridonosi nastanku spolnog
dimorfizma (191,192). Istrazivanja su takoder pokazala da spol i endokrini sustav
mogu znacajno utjecati na raspodjelu veznih mjesta za androgene u tkivu suzne
Zlijezde. Stovide, androgeni mogu poveéati broj vlastitih receptora (engl. up-
regulation) (193—-195).

Od ostalih endokrinih ¢imbenika manju ulogu ima i prolaktin kod Zenki gdje
hiperprolaktinemija dovodi do “hiperZzenske" morfologije (196). IstraZivanja su
pokazala da estrogeni i progesteron, iako reguliraju brojne gene, ne predstavljaju
znacajniji uzrocni ¢imbenik u razvoju spolnog dimorfizma suzne Zlijezde misa
(197). Istrazivanja su takoder pokazala da manjak estrogena nije rizi¢ni faktor za
disfunkciju suzne Zlijezde i razvoj sindroma suhog oka (198).

Peroksidaza je marker sekrecijske aktivnosti GL, izlu€uje se u suze i vjeruje
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se da ima antimikrobna svojstva. Aktivhost peroksidaze je niza u muzjaka hr€aka
i uvjetovana je represivnim djelovanjem androgenih hormona, u Zenki hr€aka je
oko 3.4 puta izrazenija (199).

Lakrimalni ABP (engl. androgen-binding protein) spada u superobitel;
sekretoglobina, izluCuje se u suze i veZze androgene. Istrazivanja su pokazala da
se mMRNA za podjedinice ABP takoder razlikuje u muzjaka i Zenki miSa tako

vjerojatno proizvodeci razli€itu molekularnu gradu tih sekretoglobina (200).

1.3. TRANSGENICNE ZIVOTINJE

1.3.1. Sintetska biologija

Stanica je osnovna jedinica zivota koja posjeduje jedinstvena svojstva
prenosenja genetskog materijala i moguénost evolucije. Kroz stolje¢a biologija je
bila znanost koja se temeljila na analizi (ras¢lanjivanju) makroskopskog, a zatim
I mikroskopskog svijeta. No krajem 19. stoljec¢a biologija postupno usvaja sintezu
kao sredstvo razumijevanja zivih organizama. Zahvaljujuci epohalnim otkricima
u drugoj polovici 20. st. (od otkrica strukture DNA molekule kao dvostruke
uzvojnice od strane Watsona i Cricka 1953. pa do otkrica metode lanane
reakcije polimeraze 1983.) sinteza u biologiji dozivljava veliki uspon (201).

Izraz ,sintetska biologija“ te njenu definiciju kao ,stvaranje umjetnih oblika
zivota“ je prvi put je upotrijebila Barbara Hobom 1980. godine da bi opisala
bakteriju kojoj je promijenjen genom pomoc¢u tehnologije rekombinantne DNA
(202). Cesto koridten sinonim za sintetsku biologiju je biologki inZenjering ili
bioinZenjering (203).

90.-tih godina 20.stoljeCa uspjeSnim sekvencioniranjem genoma mnogih
vrsta, sustav postaje toliko sloZzen da biologija u analiziranju ogromne koli€ine
podataka sve viSe ovisi 0 kompjuterima, matematic¢kim procesima te suradnji s IT
sektorom. U biologiju sve viSe ulaze principi inZenjeringa (dizajn, modeli,
modularnost krugova i sl.) (204). Kako se bioinZenjering sve viSe profilira kao

interdisciplinarna znanost, s biolozima i inzenjerima Cesto suraduju kemicari,
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fiziCari, matematicari, znanstvenici iz drustvenih i humanisti¢kih podrucja, pa ¢ak
i umjetnici (201). Znanstveni savjet EU je 2014. predlozio definiciju za suvremenu
sinteticku biologiju kao ,primjenu znanosti, tehnologije i inzenjeringa u
olakSavanju i ubrzavanju dizajna, proizvodnje i/ili modifikacije genetskog

materijala zivih bi¢a“ (205).

1.3.2. Umjetni oblici zivota

Carlos Acevedo-Rocha u poglavlju ,,The synthetic nature of biology“ knjige
»~Ambivalences of Creating Life: Societal and Philosophical Dimensions of
Synthetic Biology” istiCe nekoliko sintetiCkih oblika zivota koje ¢emo u ovom

poglavlju podrobnije opisati.

e Genetski Modificirani Organizmi (GMOSs)

Zakoni Europske unije definiraju GMOs kao Zive entitite Ciji je ,genetski
materijal promijenjen na nacin koji se ne dogada u prirodnim uvjetima kroz
krizanje, uzgoj ili prirodnu rekombinaciju.“ Na medunarodnom nivou, definicija se
proSiruje te se navodi da su to ,svi Zivi organizmi koji posjeduju novu kombinaciju
genetskog materijala dobivenu kroz upotrebu moderne biotehnologije
(“Cartagena Protocol on Biosafety to the Convention on Biological Diversity”).
Tehnikama genetskog inZenjeringa geni mogu transferirani unutar iste vrste,
izmedu vrsta ili €ak izmedu carstva na nacin da se u organizam uvedu novi geni.
Takoder, ekspresija endogenih gena moze biti pojaCana, promijenjena ili
izbaCena.

Razli€iti organizmi mogu biti genetski modificirani — mikroorganizmi, biljke i
Zivotinje, tako da postaju TRANSGENICNI ORGANIZMI. Oni mogu nastati
unoSenjem nekog stranog transgena u genotip, a s druge strane, nokaut (engl.
knock-out) miSevi su transgenicne Zivotinje kojima je specifi¢an gen ,izbacen® iz
genotipa, pa mu je onemogucena transkripcija i translacija. Istrazujuéi efekte tog
,nedostaju¢eg“ gena, znanstvenici mogu bolje razumjeti njegovu normalnu

funkciju.
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Transgeni¢ni organizmi se takoder proizvode u komercijalne svrhe.
Bakterije i gljivice su organizmi na kojima je najlakSe raditi genetski inZenjering i
koriste se za znanstvena istraZivanja, proizvodnju hrane, industrijsko
pro€iS¢avanje proteina i lijekova, poljoprivredne svrhe pa ¢ak i umjetnost. Virusi
imaju znacajnu ulogu kao vektori za umetanje gena u stanice drugih organizama,
te u genskoj terapiji (206). Biljke se modificiraju u znanstvene svrhe, zatim za
stvaranje novih boja, kemikalija i lijekova te proizvodnju hrane (207,208).
Najpoznatiji i najkontraverzniji primjeri su genetski modificirani usjevi kukuruza i
soje s genetski ugradenom otpornos¢éu na korov, insekte i herbicide.
TransgeniCne zivotinje se koriste u medicini i farmakologiji kao modeli za
proucavanije i lijeCenje bolesti u ljudi, te kao bioreaktori za proizvodnju proteina
te za ksenotransplantaciju (209-211).

Transgenicna Zivotinja se moze dobiti na viSe nacina (212,213). Moze se
modificirati zigota (oplodena jajna stanica) gdje se obi¢no u muski pronukleus
unosi konstrukt transgena, ili se mogu u blastocistu unijeti geneti¢ki modificirane
embrionalne matic¢ne stanice, ES (engl. Embryonal stem cells) porijeklom iz
embrioblasta (engl. Inner cell mass- ICM). ES stanice se transficiraju odredenim
konstruktom koji ¢e ciljano unistiti odredeni gen. Zatim se trazi klon ES stanica u
kojem je gen izbacen. Poslije Zeljene modifikacije ES stanica, takve stanice se
unose u blastocistu koja postaje mozai¢na. Unosom blastociste u uterus surogat
majke (pomajka) razvija se mozai¢no potomstvo. Parenjem mozaika koji su iz
modificiranih ES stanica razvili spolne stanice sa normalnim jedinkama dobiju se
heterozigotni nokauti. Obje vrste transgeni¢nih Zivotinja pare se do dobivanja
homogizota (breed to homozygosity) (sl. 18). Homozigotni nokauti zovu se i nul-
mutante (engl. 0-mutants) jer nemaju viSe niti jedan alel divljeg tipa. Danas se
novom CRISPR-Cas9 tehnologijom, koja je objasnjena dalje u tekstu, moze
cillano nokautirati jedan ili viSe gena i u samoj zigoti $to znatno skracuje vrijeme

proizvodnje nokauta.
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Priprema transgenicnog Transfekcija embrionalnih maticnih stanica (ES)

konstrukta konstruktom
Injektiranje transgena u muski Selekeija ES koje
pronukleus oplodene jajne stanice posjeduju traZenu
homolognu
rekombinaciju
CHesss =
u
Implantiranje blastociste Umetanje odabranih ES u
u maternicu surogat blastocistu i implantiranje

majke

u matemicu surogat
majke

Testiranje DMA stanica Mozaitno potomstvo
repa F1 generacije na

prisutnost transgena

Lo, o, & &%
& &
} '

Parenje do dobivanja Parenje do dobivanja
homozigota homozigota

Slika 18. Nacini dobivanja transgenicnih Zivotinja
(Preuzeto i prilagodeno iz Fauci AS, Kasper DL, Braunwald E, Hauser SL, Longo DL, Jameson
JL, Loscalzo J: Harrison's Principles of internal Medicine, 17" izdanje, The McGraw-Hill

Companies, Inc.)

Prvi pokus$aji bioinZzenjeringa sezu jos u 1891. kad je Heape prenio embrije
angora zeca u trudnu zenku belgijskog zeca, te dobio potomke obaju pasmina.
1945. je prvi puta izvrSen transfer misjeg embrija, dok prava revolucija u sintetskoj
biologiji zapocCinje 1973. tehnologijom rekombinantne DNA. Zacetnicima
bioinZinjeringa se smatraju Paul Berg, Stanley Norman Cohen i Herbert Boyer.

Berg je 1972. spojio DNA bakterije Esherichiae coli i Simian Virusa 40 u
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egzogenom plazmidnom vektoru. 1973. Cohen je pokazao da se DNA iz
stafilokokne bakterije mozZe unijeti i uspjesSno replicirati u E.coli. Iste godine su
Cohen i Boyer, koristeci plazmide kao vektore, u E.coli unijeli gene juznoafricke
Zabe Xenopus i pokazali da se transgeniCni organizam moze stvoriti
kombiniranjem genetskog materijala dviju vrlo udaljenih vrsta. Godinu dana
poslije stvorena je prva transgeni¢na zivotinja, mis (214).

Primjena rekombinatne DNA tehnologije i njena translacija u industriju je
donijela veliki napredak u medicini. Jedna od prvih biotehnoloSkih tvrtki -
Genentech- je osnovana 1976. s Boyerom kao jednim od suosnivaca. Ta tvrtka
je bila prva koja je uspjela proizvesti humani inzulin pomoéu metode
rekombinantne DNA tehnologije (215), te potom i druge ljudske proteine: hormon
rasta, alfa interferon, eritropoetin i tkivni aktivator plazminogena.

1990.-tih godina kemijski inZenjer James Bailey je shvatio da proizvodnja
kemikalija i antibiotika od strane mikroorganizama moze biti uvelike poboljSana
ukoliko se reguliraju metabolicki resursi stanice te se time geneticki inzenjering
proSiruje na podrucje metabolickog koji obuhvaca dva i viSe gena (216). Najbolji
primjer je proizvodnja prekursora artemisinina, lijeka izbora za malariju od koje
godisnje u nerazvijenim i siromasnim dijelovima svijeta oboli 500 milijuna, a umre
1 milijun ljudi. Artemisinin se moze dobiti iz listova biljke Artemisia annua, no zbog
klimatskih promjena i poveéane potraznje, njene zalihe su nedostatne. Moze biti
I umjetno sintetiziran, no proizvodnja je vrlo skupa i lijek nedostupan za mnoge.
Keasling je sa suradnicima, nakon dugogodiSnjeg istrazivanja, uspio proizvesti
znacCajne koliCine artemisiCne kiseline u E.coli reguliraju¢i metaboliCki put
mevalonata pomocu 11 enzima E.coli, plijesni Saharomyces cerevisiae i biljke
Artemisia Annua (217). Do sada, viSe od 1,7 milijuna doza ovog semisintetskog
artemisinina (cijene oko 0,25 dolara) je poslano u malarijom zahvacéene drzave u
Africi.

e Genetski Dizajnirani Virusi (GDVs) i Genetski Dizajnirani Organizmi
(GDOs)
Razlika je u tome Sto su ovi GMO-i promijenjeni pomoéu genoma koji je

kopiran iz prirode u kompjuter te potom sintetiziran kemijskim putem za razliku
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od ,uobi¢ajenih® GMO gdje je genom ,posuden“ od postojeéih organizama ili
virusa i nije sintetiziran.

Prvi kemijski sintetiziran genom je bio genom humanog poliovirusa 2002.
(218), a 2005. je Tumpey sa suradnicima sintetizirao genom virusa Spanjolske
gripe (219). Svi ovi GDV su imali sposobnost inficiranja stanice, $to sugerira
mogucénost da kemijski sintetizirani genomi visih organizama takoder mogu biti
funkcionalni ako se ubace u Zivu stanicu.

Prvi Genetski Dizajnirani Organizam (GDO) je nastao 2010. u Venter
laboratoriju. Gibson i suradnici su sintetizirali genom bakterije Mycoplasmae
mycoides (108000 pb) i transplantirali ga u Mycoplasmu capricolum,
reprogramirajuci stanicu koja se transformirala u stanicu M.Mycoides (220).
Zanimljiv je podatak da je genom reprogramirane stanice sadrzavao 4 Sifrirana
vodena biljega s imenima i mailovima 46 osoba koje su sudjelovale u projektu i 3
poznata citata:

1. “To live, to err, to fall, to triumph, to recreate life out of life” (James Joyce)
2. “See things not as they are, but as they might be” (Robert Oppenheimer)
3. “What I can not build, | can not understand” (Richard Feynman)

Sinteza genoma je postala moguca ujedinjenjem sintetske biokemije i
inZenjeringa u ,sintetsku genomiku®. To je tehnologija koja ima moguénost
sintetizirati i sloziti odsjeCke DNA veli€ine kromosoma kao i simultano mijenjati
postojeCi genom na tisuéu mjesta (221). Osim $to omogucuje sintezu raznih
genetski dizajniranih organizama, npr.pekarskog kvasca (222), mogla bi donijeti
revoluciju u medicini smanjujuci vrijeme potrebno za stvaranje cjepiva u slu¢aju
moguce pandemije (223) ili u sintezi bakteriofaga koji bi mogli inficirati i unistavati

multirezistentne sojeva bakterija (224).

e Genetski Editirani Organizmi (GEOSs)

GEO su takoder genetski modificirani organizmi, no po Avecedu, razlog za
svrstavanje u posebnu skupinu je u razliCitoj metodologiji. Naime, ,klasi¢ni®
GMOs su modificirani koristenjem prirodnih ili sinteti¢kih sekvenci DNA ubacenih
u plazmide, dok modificiranje kromosomske DNA u GEO obi¢no ukljuCuje

koriStenje sintetske DNA (koju proizvode i prodaju biotehnoloske kompanije) i
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najnaprednijih tehnologija molekularne biologije.

Editiranje genoma moze ukljuCivati male ili velike promjene, kao $to su npr.
mutiranje polimorfizma jednog nukleotida radi popravka nevaljanog genotipa koji
dovodi do bolesti, mijenjanje viSe regija genoma radi optimizacije nekog
metaboli¢kog puta u mikrobima pa sve do kromosomskih modifikacija koje tipi¢no
uklju€uju DNA delecije (knock-out), DNA adicije (knock-in) ili zamjene u svrhu
proucavanja i razumijevanja funkcije gena i proteina.

Rani poceci editiranja genoma sezu do otkri¢a jednog od stani¢nih sustava
u stanicama plijesni i sisavaca koje popravljaju lomove u dvostrukoj uzvojnici
DNA (engl. double-strand DNA breaks, DSBs). Ti lomovi bi inace znadili ili smrt
stanice ili onkogenu mutaciju, stoga dolazi do aktivacije homologne
rekombinacije (HR), $to je zapravo ,copy and paste“ mehanizam koji zahtijeva
neoStecenu kopiju homolognog DNA odsjeCka kao osnovu za kopiranje DNA
sekvence u podruc¢ju loma. U proslosti su za indukciju DSBs koristeni UV
zraCenje, kemikalije i restrikcijski enzimi, no ti su dogadaiji bili nasumicni i nisu
mogli biti usmjereni na Zeljeno mjesto na DNA lancu.

Od 1990.-tih uvedena su nova oruda za precizno editiranje genoma kao $to
su rare-cutting homing endonucleases (225), Zinc-Finger Nucleases (ZFNSs)
(226) i Transcription Activator-Like Effector Nucleases (TALENSs) (227). Ova
oruda djeluju tako da specificno induciraju DSBs i omogucéavaju aktivaciju HR
koja se moze koristiti za popravak raznih mutacija koje uzrokuju bolesti, npr
hemofiliju, anemiju srpastih stanica i dr. (228). Negativna strana je $to ovise o ,po
narudzbi radenim proteinima za modificiranje svakog ciljanog DNA odsjecka, sto
uzrokuje visoke troSkove kada se radi o simultanoj mutaciji viSe gena kod
kompleksnijih bolesti (229).

Pojava novog oruda za editiranje vise gena, CRISPR, s rezultatima
komparabilnim ZFNs i TALENSs, ali sa zna€ajno nizim troSkovima zahvaljujuci
programabilnosti na RNA nivou je donijela revoluciju u podrucje bioinzinjeringa
(230). Sustav koji se sastoji kratkih izmjenjujuéih ponavljajucih i neponavljajucih
(engl. spacers) DNA segmenata, Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPRs) i CRISPR-associated gena (Cas) u njihovoj
blizini, CRISPR-Cas je obrambeni sustav koji se razvio u prabakterijama i
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bakterijama u svrhu borbe protiv bakteriofaga i stranih plazmida. Spaceri su
zapravo sekvence koje potiCu od DNA virusa koji su prije napali bakteriju, dakle,
sluZe kao ,genetska memorija“ na prijasnju infekciju. Ako uslijedi napad istim
virusom, aktivira se CRISPR-Cas obrambeni sustav. CRISPS sekvenca se
prepisuje u kratke CRISPR RNA molekule. Te RNA molekule se udruzuju s
bakterijskom staniChom masinerijom i usmjeravaju je na odgovarajucu ciljnu
sekvencu u virusu koja odgovara sekvenci spacera, te ga ona reze i unistava.
Bakterija izloZzena napadu ,novog“ virusa moZze integrirati nove spacere iz
genomske sekvence faga u veé postojeCe spacere i tako razviti fenotip
rezistentan na bakteriofag.

Postoji nekoliko takvih sustava, a danas se za uklanjanje, dodavanje,
aktiviranje i supresiju ciljanih gena koristi tip Il CRISPR-Cas9 sustav (231,232)
(sl. 19). Umjesto da se pouzdaju u bakteriju da sintetizira CRISPR RNA,
znanstvenici dizajniraju i sintetiziraju kratke RNA molekule koje odgovaraju
specifitnoj sekvenci DNA, u npr. ljudskoj stanici. Ova RNA upravlja molekularnu
masineriju na ciljanu DNA sekvencu koju zatim moze ili izrezati (j. utiSati gen) ili
ju €ak promijeniti (popraviti) (sl. 20).

Najveci potencijal ove tehnologije je vidljiv u lijeCenju bolesti izazvanih
genetskim mutacijama, naravno radi moguénosti da specificno promijeni ciljani
gen (229,233). Primjer su cisticna fibroza i anemija srpastih stanica, gdje su
kliniCka ispitivanja u tijeku, a rezultati su obecavajuéi (234,235).

Slijede¢a primjena je istrazivanje modela karcinogeneze utiSavanjem ili
pojaCavanjem raznih onkogena i tumor supresorskih gena te potencijalna
terapijska primjena, npr. knock-out Mdrl gena u stanicama osteosarkoma dovodi
do manije rezistencije na kemoterapeutike i boljeg prezivljenja pacijenata (236).

CRISPR metoda se moze takoder Koristiti za borbu protiv virusa
razaranjem virusnog replikacijskog sustava. Ciljaju¢i dio genoma Hepatitis B
virusa koji je odgovoran za replikaciju virusa, istrazivacCi su uspjeli znacajno i
dugotrajno smanijiti virusno opterecenje i proizvodnju antigena te tezinu bolesti
(237,238).

Danas, kada se, zbog pretjerane upotrebe, suoavamo sa sve vecom
otpornoScu bakterija na antibiotike, CRISPR bi se mogao pokazati kao alternativa
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ili dodatak standardnoj terapiji, bilo na na€in da onesposobljuje gene odgovorne
za rezistenciju na antibiotike (239) ili direktnim baktericidnim u€inkom tako Sto bi
uniStavao kljuéne gene patogenih bakterija odgovorne za njihovo prezivljavanje
(240).

0 e

Cas9 kao
molekularno orude

AR B .- e et et

REC Lobe

HNH
RuvC

NUC Lobe

Slika 19. CRISPR-Cas9 je molekularno orude koje moZze ciljano vrsiti DSB DNA molekule.
Spajajuci tracrRNA (transaktivacijska crispr RNA) i crRNA (crispr RNA) veznom petljom, nastaje
SgRNA (single guide RNA). Upravo iz razloga §to sgRNA moZe biti kemijski sintetizirana, moze

se i usmjeriti na cilino mjesto DNA gdje Zelimo DBS. Kompleks Cas9 i sgRNA skenira DNA
molekulu u REC (recognition) Lobe i frazi PAM (protospacer adjacent motif). Kad je ta sekvenca

detektirana, komplementarna DNA nit biva usporedena s crRNA. Ako se sekvenca podudara,
DNA se reze 3 para baza dalje od PAM. U NUC (nuclease) Lobe Cas9, HNH domena reze nit
koja je komplementarna vodecoj sekvenci, dok RuvC domena reze nasuprotnu nit.
(Preuzeto i prilagodeno iz Guido4 - Own work, CC BY-SA 4.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=63789047)
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Lomovi u dvostrukoj zavojnici DNA
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Umetanje Delecija
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Slika 20. Stani¢ni mehanizma popravka DBS DNA se moZe koristiti za geneticki inZenjering.
Nakon DBS DNA, popravak je mogu¢ na dva nacina. Lijevo je prikazan NHEJ (non-homologous
end joining) u kojem se prekinuti krajevi DNA mogu popraviti umetanjem ili delecijom baza $to
obi¢no dovodi do disrupcije gena. Desno je prikazan HDR (homology directed repair). On Kkoristi
DNA predlozak (template) za popravak loma. Ako se taj predloZak unese izvana, on moZe biti
integriran u DNA kao novi gen u genom. Oba nacina za rezultat imaju editiranje genetskog
materijala. (Preuzeto i prilagodeno iz Guido4 - Own work, CC BY-SA4.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=63789049)
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1.4. STEROIDOGENI FAKTOR 1

1.4.1. Steroidogeneza

Steroidni hormoni, u koje spadaju homoni nadbubrezne Zlijezde
(glukokortikoidi kortikosteron i kortizol te mineralokortikoid aldosteron) i spolni
hormoni (progesteron, estradiol i testosteron) se uglavnom stvaraju u kori NBZ i
gonadama. U novije vrijeme se pronasla ekspresija steroidnih enzima u Zziv€anom
sustavu (neurosteroidi), sranom misi¢u i crijevnom epitelu upucujuci na to da bi
i ova tkiva mogla sintetizirati steroidne hormone koji bi djelovali na autokrini ili
parakrini nacin (241-244).

Glukokortikoidi, a kod sisavaca je najvazniji kortizol, se vezu za
glukokortikoidne receptore u citoplazmi te se kompleks hormon-receptor
translocira u jezgru gdje se veze na DNA ,response” elemente zvane
»glucocorticoid response elements” (GRES) i modulira transkripciju velikog broja
gena. Koliko znac€ajan utjecaj kortizol ima na fiziologiju svjedoci €injenica da 29%
ljudskih gena posjeduje GREs (245). Osim regulacije metabolizma glukoze,
glukokortokoidi imaju izrazito protuupalno i imunosupresivno djelovanje, bitni su
prilikom reakcije na stres, djeluju na razvoj i sazrijevanje fetusa, zatim na
kognitivne i mnoge druge funkcije.

Mineralokortikoidi, od kojih je najvaZzniji aldosteron, su esencijalni za
odrzavanje Zivota jer reguliraju ravnotezu soli i vode u organizmu dok su spolni
hormoni neophodni za spolnu diferencijaciju, sekundarna spolna obiljezja i
reproduktivnu funkciju (246,247).

Svi ovi steroidi se sintetiziraju iz zajedni¢kog prekursora — kolesterola, u
procesu koji se naziva steroidogeneza. Steroidogeneza se odvija pomocu
enzima smjeStenih u mitohondrijima i glatkom endoplazmatskom retikulumu.

Ovaj proces je reguliran s viSe steroidogenih enzima koji se mogu podijeliti
u dvije velike skupine proteina: citokrom P450 hem sadrzavajuci proteini (CYP) i
hidroksisteroid dehidrogenaze (HSD). Sustav P450 citokroma katalizira velike
alteracije u sterolima: rezanje postranicnog lanca, hidroksilaciju i aromatizaciju.
dok HSD, sukladno nazivu, dehidrogeniraju hidroksisteroide (248). CYP, HSD i
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drugi pomo¢éni proteini se selektivno izrazavaju u razli€itim steroidogenim tkivima
i sintetiziraju steroidne hormone na tkivho specificni nacin (sl. 20). Npr.,
proizvodnja glukokortikoida je omogucena specificnom ekspresijom i aktivho$éu
CYP17 i citokroma b5 u zoni fasciculati, androgena u zoni reticularis, dok manjak
CYP17 i posjedovanje specificnog enzima CYP11B2 u zoni glomerulosi
nadbubrezne Zlijezde omogucuje sintezu mineralokortikoida (249,250).

Kao i mnogi drugi metaboliCki procesi, steroidogeneza takoder ima korak
koji je klju¢an za brzinu odvijanja procesa, a to je transport kolesterola u
mitohondrij. Kolesterol se transportira iz citoplazme na unutarnju membranu
mitohondrija pomocu steroidogenog akutnog regulatornog proteina (StAR) (251
253). Cini se da je taj protein klju¢an za akutni odgovor na stimulaciju trofickim
hormonima i brzu produkciju potrebnog steroidnog hormona. Buduéi da su
steroidni hormoni lipofilne prirode, ne mogu biti ranije sintetizirani i pohranjeni za
slu€aj potrebe, nego moraju biti promptno stvoreni i iskoriSteni. Taj brzi odgovor
nastupa u nekoliko minuta i jasno se razlikuje od sporog, kroni€énog odgovora na
stimulaciju koji traje nekoliko sati i ukljuCuje mehanizme koji povecavaju
transkripciju i translaciju enzima P450 citokroma i HDS.

Na unutarnjoj membrani mitohondrija se kolesterol pomoéu CYP11A1
(P450scc) enzima pretvara u pregnenolon. Pregnenolon nije sam po sebi
hormon, veé¢ neposredni prekursor za sintezu svih ostalih steroidnih hormona,
kako je prikazano na slici 21. Pregnenolon izlazi iz mitohodrija i pretvara se u
progesteron i druge steroidne hormone u glatkom endoplazmatskom retikulumu.
Takoder, u nekim stanicama koje stvaraju steroidne hormone mogu¢ je ponovni
ulazak steroida i konverzija u steroidne hormone ovisno o skupu enzima koje
posjeduju (254).
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Slika 21. Biosinteza steroidnih hormona u nadbubreznim Zlijezdama i gonadama. Enzimi su
zaokruzeni, a zavr$ni steroidni hormon je napisan velikim slovima.
Ovi procesi i ekspresija gena koji kodiraju proteine ukljuéene u

steroidogenezu te njihovu aktivnost su regulirani trofickim hormonima iz prednjeg
reznja hipofize: adrenokortikotropin (ACTH), luteiniziraju¢i hormon (LH) i folikul-
stimulirajué¢i hormon (FSH). U vecini steroidogenih tkiva stimulacije sinteze
hormona pocinje vezanjem trofickih hormona za receptore.

ACTH se veze za transmembranski G-protein melanokortin 2 receptor
(MC2R). Taj kompleks stimulira adenilat ciklazu koja od ATP-a stvara cAMP.
cAMP se veze na dvije R (regulatorne) podjedinice heterotetrameri¢kog enzima
protein kinaze A (PKA), tako oslobadajuci dvije C (kataliticke) podjedinice PKA.
One fosforiliraju CREB (engl. cAMP response element binding protein) i druge
ciline proteine odgovorne za aktivaciju transkripcije gena (255). PoviSena razina
cAMP dovodi do brzog porasta u proizvodnji slobodnog kolesterola i njegovog
transporta u mitohondrije, kao i koordinirane transkripcije svih gena uklju¢enih u
biosintezu steroida (sl. 22). ACTH takoder stimulira rast stanica nadbubrezne

Zlijezde, te potiCe njihove mitoze.
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Slika 22. Stimulacija steroidogeneze pomoc¢u ACTH u stanici kore nadbubrezne Zlijezde. ACTH
povecava broj LDL receptora na stani¢noj membrani, potice aktivnost StAR-a koji prenosi
kolesterol u mitohondrij i povecava koli¢inu steroidogenih enzima. (Preuzeto i prilagodeno iz

Quantitative Human Physiology, 2012.)

U regulaciju transkripcije gena steroidogeneze je ukljuc¢eno mnogo
transkripcijskih faktora od kojih mozemo istaknuti dva ,orphan® nuklearna
receptora: steroidogeni faktor 1 (SF-1/NR5A1) i liver receptor homolog 1 (LRH-
1/NR5A2), zatim ¢Clanove GATA obitelji transkripcijskih faktora (GATA4 i GATAG),
SREBPs (engl. sterol response-element binding proteins) (256,257) i C/EBPs
(engl. CCAAT/enhancer binding proteins). Promotori velikog broja gena za
steroidne enzime sadrze sekvence za koje se mogu vezati svi ovi TF, regulirajuci
njihovo prepisivanje.

U modulaciji raznih koraka steroidogeneze su takoder ukljuCeni sfingolipidi
(ceramid, sfingozin-1-fostat, sfingozin i sfingomijelin) koji reguliraju transkripciju
gena, djeluju intracelularno kao drugi glasnici i/ili ekstracelularno kao parakrini ili
autokrini regulatori te sluze kao ligandi za jezgrine receptore (258).

Posttranskripcijska regulacija uklju€uje brojne alteracije u molekulama
MRNA koje utje€u na njihovu stabilnost. Funkcija TF takoder moze biti
modulirana posttranslacijskim modifikacijama koje uklju€uju fosforilaciju,
ubikvitinaciju i SUMOilaciju (259) koji imaju neposredan ucinak na razinu enzima

i njihovu aktivnost.
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1.4.2. Nuklearni ili jezgrini receptori (NR)

Nuklearni ili jezgrini receptori (NR) su obitelj transkripcijskih faktora koji su
regulirani ligandima kao Sto su steroidni ili tiroidni hormoni i razne druge
liposolubilne signalne molekule. Za razliku od drugih signalnih molekula, koje
moraju djelovati preko receptora u membrani, ovi ligandi lako prelaze jezgrinu
membranu te direktno djeluju na receptore smjestene unutar jezgre (260).

Nakon aktivacije, transkripcijski faktori (TF) se sami ili u kompleksu s drugim
proteinima vezu za specificnu DNA sekvencu te aktiviraju ili blokiraju djelovanje
RNA polimeraze, enzima koji vrsi transkripciju genetske informacije iz DNA u
RNA. Na taj nacCin kontroliraju Siroku paletu bioloSkih procesa kao $to su stani¢na
proliferacija, diferencijacija, metabolizam i reprodukcija.

Jezgrini receptori dijele zajedniCku strukturu. Visoko varijabilna amino-
terminalna domena moze ukljucivati aktivacijsku transkripcijsku regiju (A/B
domena ili engl. activation function 1, AF1 domena). Centralno smjeStena DNA-
vezujuc¢a domena (engl. DNA-binding domain, DBD) ukljuCuje dva cinkova prsta
(engl. zinc fingers, ZNFs). Kratka zglobna (engl. hinge) regija povezuje DBD i
LBD, te je odgovorna za nuklearnu lokalizaciju (D domena). Na karboksi kraju je
velika dobro o¢uvana ligand-vezuju¢a domena (E domena ili engl. ligand-binding
domain, LBD) koja sadrzi aktivacijsku regiju 2 (engl. activation function-2, AF2) i
bitha je za vezanje NR u heterodimere. Neki NR takoder posjeduju visoko
varijabilan karboksi-terminalni rep (F domena) joS nepoznate funkcije (259-261).

U ljudskom genomu je identificirano vise od 2000 transkripcijskih faktora.
Klju¢na znaCajka grade TF je postojanje bar jedne DNA vezuju¢e domene, DBD,
i po njoj se Klasificiraju u grupe. Drugi proteini kao Sto su kofaktori (koaktivatori i
korepresori), remodelatori kromatina, histonske acetiltransferaze i deacetilaze,
kinaze i metilaze takoder imaju bitnu ulogu u regulaciji gena, no buduéi da nemaiju
DBD, ne smatramo ih transkripcijskim faktorima (262).

Za razliku od klasi¢nih NR koji su prvi otkriveni i identificirani, te kojima je
poznat ligand, u novije vrijeme je otkrivena superobitelj nuklearnih receptora
kojima je ligand neidentificiran te ih zovemo ,orphan® ili siroad receptorima

(263). Zadnijih desetlje¢a metodama molekularne biologije u genomu kraljeSnjaka
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je identificirano 36 receptora siro€adi koji su klasificirani u 6 grupa na osnovi
filogenetske analize (264). Nakon $to se endogeni ligand identificira,
odgovarajuci siroCe receptor se tada smatra ,usvojenim®.

Novije strukturalne studije vezuju¢ih domena ovih receptora sugeriraju da
neki od ovih receptora ne koriste ligande na klasi¢ni nacin ili da uopée nemaju
sposobnost vezanja liganda Sto govori da su regulirani alternativnim
mehanizmima, neovisnim o ligandu (265). Proucavanjem strukture NR, osobito
LBD, doslo se do iznenadujucih rezultata. Neke LBD sadrze ogromne ligand-
vezujuce dzepove kojih kod drugih uop¢e nema, kod nekih AF2 domena varira
od multifunkcionalne do potpuno inaktivne. Ovisno o tim rezulatatima neki
receptori siro€ad su ,usvojeni“, neki pokazuju ligand- neovisno djelovanje, dok su

neki visoko ,promiskuitetno® ligand-ovisni (266).

1.4.2.1. Androgenii androgeni receptori (AR)

Cetiri androgena hormona - dihidrotestosteron (DHT, testosteron (T),
androstendion i dehidroepiandrosteron (DHEA) se sintetiziraju iz kolesterola u
gonadama i kori nadbubrezne Zlijezde (sl. 20).

DHT je bioloski aktivniji oblik od testosterona, dok androstendion pokazuje
tek 10% potentnosti testosterona, a DHEA oko 5% (267). No, testosteron od svih
androgena ima najvecu koncentraciju u serumu odraslog muskarca, a DHT cini
tek jednu desetinu njegove koncentracije. Testosteron se djelovanjem 5a
reduktaze moze konvertirati u aktivniji DHT. Testosteron se takoder moze
konvertirati u androstendion i obrnuto, dok se oba mogu pomocu enzima
aromataze transformirati u estrogene. Od svih androgena jedino DHT ne moze
biti konvertiran u estrogene te je studije s ovim hormonom najlakSe interpretirati
(268).

Nasuprot tome, DHEA se, uz androgene receptore, veze i za a i B estrogene
receptore, dodu$e s nesto nizim afinitetom. Stovise, DHEA moze biti reverzibilno
modificiran u DHEA-sulfat, koji se periferno moze metabolizirati u testosteron
(osobito u Zena u premenopauzi) i estrogene (u postmenopauzi), dodatno

komplicirajuci razumijevanje hormonskih uc€inaka androgena (269).
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Androgen-receptor (AR) ili NR3C4 (nuklearni receptor, podobitelji 3,
grupa C, cClan 4) je signalni transdukcijski protein i transkripcijski faktor koji je
klju€an za spolnu diferencijaciju te razvoj i ekspresiju muskog fenotipa. Kodira ga
AR gen koji je smjesten na X kromosomu (Xql11-12).

Kao i svi drugi jezgrini receptori, AR je modularan i sastoji se od vise
domena. A/B domena je N terminalna regulatorna domena koja sadrzi AF-1, AF-
5 i dimerizacijsku povrSinu. C domenu cCini DNA vezuju¢a domena (DBD). D
domena je hinge ili zglobna regiju. E domena je ligand vezuju¢a domena (LBD)
koja sadrzi AF-2, NLS (engl. nuclear localisation signal) i NES (engl. nuclear
export signal). F domenu Cini karboksi terminalni kraj nuklearnog receptora.

AR su vezani za proteine toplinskog stresa (HSPs, engl. heat shock
proteins) i Saperon (engl. chaperone) proteine u citoplazmi do trenutka vezanja
liganda. Nakon vezanja liganda, zbog promjene konformacije receptora, dogada
se izmjena HSP i Saperona za kofaktore te se cijeli kompleks AR-ligand
translocira u jezgru. U jezgri se kompleks, nakon dimerizacije, veZe za specifiCne
DNA regulatorne sekvence AREs (engl. androgen response elements), i regulira
transkripciju. Zbog dva puta vecéeg afiniteta i 5 puta manje disocijacije, AR-DHT
kompleks ostaje vezan za ARE dulje nego AR-T kompleks, §to doprinosi vecoj
potentnosti DHT (sl. 23).

U zadnja dva desetljeca, istraZivanja su pokazala da, uz klasi¢ni nacin
djelovanja opisan u prethodnom ulomku, AR takoder mogu djelovati i kao dio
signalnog puta bez vezanja na DNA i da ¢ak mogu djelovati na ligand-neovisni
nacin (267,270,271). Aktivacija ne-klasicnih AR (NC AR, engl. non clasical AR)
moze uzrokovati aktivaciju drugih transkripcijskih faktora bez direktnog vezanja
na DNA. AR mogu aktivirati unutarstani¢ne signalne molekule, kao sto su MAPK
(engl. mitogen activated protein kinase) i ERK1/2 putem transkripcijski neovisnih
mehanizama.

Mozda najoCuvaniji stani¢ni odgovor na androgene, a i ostale steroidne
hormone, koji iskljuCuje djelovanje na DNA, je brzi porast intracelularne
koncentracije kalcija. Taj efekt nastupa u roku od nekoliko sekundi do minuta i

dovodi do aktivacije protein kinaze C (PKC), a preko kalmodulina (CAM) do
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aktivacije protein kinaze A (PKA) i MAPK signalnih puteva. Tako konacno utje€u
na transkripciju gena putem fosforilacije. Zanimljivo je istaknuti da je mehanizam
kojim androgeni utjeCu na povecanje koncentracije kalcija razli€it u razlicitim

vrstama stanica.

PROTEIN
(androgeno
djelovanje)

Slika 23. Funkcija klasiénog androgenog receptora (AR). Testosteron (T) ulazi u stanicu te ga
5-alfa-reduktaza, ako je prisutna, pretvara u dihidrotestosteron (DHT). Nakon vezanja DHT na
AR dolazi do konformacijske promjene, otpustanja HSPs i fosforilacije. Kompleks AR-DHT se
translocira u jezgru gdje se dogada dimerizacija kompleksa, vezanje na DNA na ARE (engl.
androgen-response element) i regrutiranje kofaktora. Dolazi do transkripcije ciljne DNA, te se
nastala mRNA translatira u bjelancevine. (Preuzeto i prilagodeno iz Meehan KL, Sadar MD.
Front Biosci. 2003;8:780-800).

Neklasi¢ni AR mogu biti smjesSteni u stani€noj membrani (MAR, engl.
membrane AR), gdje se spajaju s receptorima spregnutim sa G-proteinom
(GPCR, engl. G protein-coupled receptor) i internaliziraju se u citoplazmu.
Takoder mogu vezati androgene direktno ili zajedno s njihovim proteinskim
nosagima SHBG (engl. steroid hormone binding globulin). Takoder, $to je bitno u
procesu karcinogeneze, AR mogu biti aktivirani neovisno o androgenima, od

strane raznih gimbenika rasta.
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Zbog slicnosti s progesteronskim receptorom, progestini u visokim dozama
mogu blokirati AR (272). Jedan od primjera je progestin ciproteron acetat (CPA)
koji se koristi za lijeCenje androgen ovisnih poremecaja kao $to su akne, poja¢ana
dlakavost, preuranjeni pubertet i rak prostate ili u kombinaciji s estrogenima kao
oralni kontraceptiv (273).

Androgeni i androgeni receptori imaju klju¢nu ulogu u regulaciji razvoja i
normalnog funkcioniranja muskog spolnog i urinarnog sustava, te u razvoju
sekundarnih spolnih obiljezja. lako vecinu svojih u€inaka ispoljavaju u tkivima
koja su ovisna o spolnim hormonima, AR imaju Siroku ekspresiju u mnogim
stanicama i tkivima, ¢ak i onima se za koje se prije smatralo da nisu osjetljiva na
androgene. Istrazivanja na globalno i tkivno specificnim KO miSevima za AR su
pokazala da AR ima vaznu ulogu u razvoju i funkcioniranju misicno-kostanog,
kardiovaskularnog, imunoloskog i hematopoetskog, te ziv€anog tkiva. Ima vaznu
ulogu u metabolizmu glukoze i masti. Takoder moze biti ukljuCen i u nastanak
tumora prostate, mjehura, jetre, bubrega i plu¢a (274).

Razne funkcije androgena i AR su poznate i kod Zena. Uklju€uju rast dlaka,
libido, miSi¢nu snagu i volumen, produkciju eritropoetina i sazrijevanje matic¢nih
stanica koStane srzi, formiranje i rast kostiju, plodnost i ovulaciju. Novija
istrazivanja spominju androgene kao jedan od faktora u nastanku karcinoma
dojke i jajnika (275,276).

1.4.2.2. Steroidogeni faktor 1

Vazno otkri¢e u regulaciji tkivno specifi€ne ekspresije steroidogenih enzima
u gonadama i nadbubreznoj Zlijezdi je objavljeno 1992. godine u dva laboratorija.
Lala je sa suradnicima klonirao misji Sf-1 gen iz adrenalne cDNA knjiznice
koristeCi hibridizacijsku sondu komplementarnu DNA-vezuju¢oj domeni (DBD)
srodnog retinoid X receptora (277). Njegov govedi homolog je identificiran
pomocu dijela sekvence proteina progi§éenog iz ekstrakta govede NBZ (278).

Ustanovljeno je da izolirani gen posjeduje 1383 parova baza koje kodiraju

461 aminokiselinu (279). Protein kodiran i mi§jom i govedom cDNA je bio nuzan
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za ekspresiju P450 steroidogenih enzima kao i za izoformu 3p-HSD u gonadama
i NBZ, $to je sugeriralo da je identificiran zajednicki steroidogeni faktor. Taj
transkripcijski faktor su Lala i sur. nazvali steroidogeni faktor 1 (SF-1) (277), a
Morohashiisur. Ad4BP, adrenal 4-binding protein (280), jer se specificno veze
za Ad4 promotorsku regiju citokrom P-450(11B) gena (CYP11B).

Inicijalno je misji gen na kromosomu 2 koji kodira SF-1 nazvan Ftz-F1, jer
proteinski produkt pokazuje visoku homologiju s transkripcijskim faktorom FTZ-
F1 (fushi tarazu faktor 1) u Drosophile, (281-283). Odgovarajuci ljudski Sf-1 gen
je takoder prvo nazvan FTZF1, a kasnije, buduci da pripada superobitelji jezgrinih
receptora (NR), sukladno standardnoj nomenklaturi za nuklearne receptore je
nazvan NR5A1 (nuclear receptor podobitelj 5, grupa A, ¢lan 1). Smjesten je na
dugom kraku kromosoma 9 (9933), a Cini ga 7 egzona koji se prostiru na oko 27
kb.

Transkripcijski faktor/nuklearni receptor SF-1 ima molekularnu masu 53
kDa, i izgraden je od 461 aminokiseline. Sadrzi tipicne domene kao i drugi ¢lanovi
superobitelji nuklearnih receptora: N terminalnu regiju, DNA-vezujuéu domenu
koja sadrzi dva cinkova prstena, fleksibilnu zglobnu (,hinge®) regiju bogatu
prolinom, ligand-vezujuéu domenu (LBD) i C terminalnu AF-2 aktivacijsku
domenu koja je potrebna za transkripciju i interakciju s kofaktorima. Za razliku od
drugih NR, SF-1 ne sadrzi klasi¢nu AF1 domenu na N terminalnom kraju (sl. 24 i
25).

Znl Znll NLS Pro-rich AF-1 AF-2

Slika 24. Domene SF-1
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Slika 25. Izgled SF-1
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Protein_NR5A1_PDB_1ymt.png)

U svim prou€avanim vrstama, SF-1 sadrzi DBD s dva cinkova prstena koja
je kljuéna u specificnom prepoznavanju ciline DNA sekvence. Za razliku od
vecine NR, SF-1 veze DNA kao monomer, a to vezanje stabilizira A box ili Ftz-
F1 box (284), ekstenzija DBD na C terminalnom kraju koja se sastoji od 20
aminokiselina. Ftz-f1 box je domena specificna za clanove obitelji NR5A
(266,285).

DBD tvori specificni kompleks s DNA kroz dvodijelni motiv koji veze velike i
male utore sa srzi DBD i N kraja Ftz-F1 boxa. Kristalografska analiza pomoc¢u X-
zraCenja kompleksa SF-1 DBD i promotorske regije Inha (inhibin a) gena je
pokazala da Ftz-F1 box prepoznaje nukleotide bo¢no od 5'YCAAGGYCR3' (Y=T
il C; R=G ili A) motiva koji predstavlja mjesto direktnog kontakta te da takoder
postoji zavojnica (H, engl. helix) na C terminalnom kraju Ftz-F1 boxa koja ulazi u
interakciju i s DBD i s DNA time djeluju¢i kao vazan Cimbenik u stabilnosti
kompleksa (263,286,287). U DBD takoder nalazimo jednu NLS (engl. nuclear
localisation signal) regiju, aminokiselinsku sekvencu koja ,0znacava“ protein koji
treba biti transportiran u stani¢nu jezgru.

Zglobna (engl. hinge) regija, koja lezi izmedu N-terminalne DBD i C-
terminalne LBD ne sluzi samo za njihovo fleksibilno spajanje, ve¢ sudjeluje

zajedno s Helixom 1 (H1) u stvaranju aktivnhe konformacije proteina dok

59



fosforilacija zglobne regije poboljSava stabilnost SF-1 i transkripcijsku aktivnost
(288).

lako SF-1 sadrzi visoko konzerviranu ligand-vezujucu regiju (LBD)
naCinjenu od 12 zavojnica (H1-H12), do sada nije identificiran SF-1 ligand.
Istrazivanja kristalne strukture Fushi Tarazu Factora 1 (FTZ-F1) na embriju
Drosophile su pokazala da je LBD u obliku dzepa potpuno ispunjena zavojnicom
6 (Helix 6, H6) Sto bi onemogucilo vezanje liganda. Bududi da je FTZ-F1 izrazito
homologan ljudskim SF-1 i LRH-1, ovo istrazivanje pokazuje da bi ta skupina
jezgrinin receptora mogla pripadati novoj grupi ligand-neovisnih jezgrinih
receptora (289).

Istrazivanja su takoder pokazala da, neovisno o ligandu, H1 i H12 mogu
zauzeti aktivnu konformaciju kao odgovor na fosforilaciju serina na poziciji 203
(288,290) te da bi mali fosfolipidi (npr. fosfatidilinozitoli) mogli biti potencijalni
ligandi za SF-1 i LRH-1 (291). Takoder je moguce da razni bioaktivni lipidi kao
npr. sfingozin i drugi sfingolipidi kontroliraju aktivhost SF-1 kao medijatori
steroidogeneze (292).

Na C terminalnom kraju se nalazi konzervirana AF-2 domena koja regrutira
kofaktore. Kod klasi¢nih NR koji posjeduju AF-1 domenu, AF-2 suradnja s AF-1
na N kraju je nuzna za aktivaciju transkripcije. Kod SF-1 koji ne posjeduje AF-1
domenu, AF-2 ulazi u suradnju s tzv. proksimalnom aktiviraju¢om domenom (koja
obuhvaca dio zglobne regije i H1 LBD) i koaktivatorom SRC-1 (290), te s FP
regijom (Ftz-F1 box i prolin bogata regija zglobne domene) i koaktivatorima c-jun
i TFIIB (293).

Mnoge bjelancevine koji sudjeluju u transkripciji (TF, histoni, remodelatori
kromatina) podlijezu posttranslacijskim modifikacijama sudjelujuci u interakciji s
obitelji proteina nazvanih SUMO (engl. small ubiquitin-related modifier), a proces
se naziva SUMOilacija (engl. SUMOylation). Vecina konjugacija sa SUMO dovodi
do inhibicije jer promovira interakciju transkripcijskih faktora s korepresorima
(294-296). No, novija istrazivanja su pokazala da SUMOilacijski enzimi Ubc9 i
PIAS1 djeluju kao koaktivatori SF1 te povecCavaju transkripciju nekih

steroidogenih enzima u kori nadbubrezne Zlijezde (297,298).
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e Funkcija SF-1

Steroidogeni faktor 1 je nuzan u procesu steroidogeneze, za razvoj
nadbubreznih Zlijezda i gonada te za spolnu diferencijaciju.

Ekspresija SF-1 je dobro istrazena u miSeva, Stakora, ljudi i drugih
kraljeSnjaka. Buduéi da je glavni koordinator ekspresije gena koji kodiraju
steroidogene enzime (277,278), nalazimo ga u tkivima koja proizvode steroidne
hormone: u kori nadbubrezne Zlijezde, Leydigovim i Sertolijevim stanicama
testisa, zatim u intersticiju, theca i granuloza stanicama ovarija, te nesto slabije u
zutom tijelu (279,299,300).Takoder je uoCena ekspresija SF-1 u nesteroidogenim
tkivima: u hipofizi, ventromedijalnoj jezgri hipotalamusa, kozZi i endotelu vena
slezene (301-304).

Inicijalno je identificiran kao transkripcijski faktor koji direktno aktivira
promotore gena P450 enzima (P450scc, CYP11B1, CYP21, CYP17 i CYP19)
(278,305). SF-1 takoder regulira transkripciju gena koji kodiraju 33-HSD (306),
StAR, koji je nuzan za transport kolesterola do unutarnje membrane mitohondrija
(307) i SULT2A1 (enzim u stanicama nadbubrezne Zlijezde koji je odgovoran za
sulfataciju hidroksisteroida ukljuCujuc¢i stvaranje dehidroepiandrostendion
sulfata) (308). Dakle, SF-1 je uklju€en u proizvodnju svih steroidnih hormona u
kori NBZ i gonadama (261,309,310).

SF-1 ima kljuénu ulogu u razvoju steroidogenih organa. U istrazivanjima je
uoCena obilna ekspresija Sf-1 gena tijekom embrionalnog razvoja te je
ustanovljeno da je neophodan za embrionalni opstanak i razvoj primarnih
steroidnih organa - gonada i nadbubreZnih Zlijezda (311-314). Stanice NBZ
tijekom fetalne faze trebaju SF-1 da bi se mogle diferencirati u adultne
funkcionalne stanice, a gubitak SF-1 dovodi do radikalne promjene u morfologiji
stanica te gubitka identiteta (310).

Jedan od mehanizama koji bi mogli biti odgovorni za poremecen
embrionalni razvoj steroidogenih stanica je inhibicija aktivnosti lizosoma Ccije
djelovanje je faktor stabilnosti SF-1 proteina. Tretman stanice s lizosomalnim
inhibitorima reducira rast steroidogenih stanica in vitro (315). Studije su takoder
pokazale da su i geni koji kodiraju glikolitiCke enzime jedni od ciljnih gena za SF-

1 i na taj nacin SF-1 utjeCe na dostatan dotok energije potrebne za stani¢nu
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proliferaciju (316). Takoder, uz funkciju transkripcijskog faktora, uoCena je
lokalizacija SF-1 u centrosomu, gdje odrZava konfiguraciju centrosoma potrebnu
za pravilnu mitozu i integritet genoma (317,318).

U miSa se prva ekspresija SF-1 uo€ava 9. embrionalnog dana (E9.0) u
adrenogonadalnom primordiju (AGP). Nakon razdvajanja AGP na gonadalnu i
adrenalnu osnovu (E11.0), SF-1 pokazuje izrazaj tijekom gestacije u razvijajucoj
steroidogenoj zoni, te u kori NBZ odrasle jedinke. U stanicama neuralnog
grebena koje migriraju u srz te u samoj srzi NBZ nema ekspresije SF-1. Tijekom
spolno neodredenog stadija razvoja gonada (E9.0-E12.0), uoCena je ekspresija
SF-1 u genitalnom naboru kod svih embrija.

Poslije spolne determinacije, kako se pocinju formirati sjemenski kanali¢i u
muzjaka, SF-1 se difuzno eksprimira u testisu, dok mRNA za scc (engl. side-
chain cleavage) enzime ostaje limitirana u intersticiju buduéeg testisa. SF-1 je
nuzan za pravilan razvoj fetalnih i adultnih Leydigovih stanica ali s tom razlikom
da kod fetalnih regulira diferencijaciju, a kod adultnih stvaranje i opstanak
progenitornih stanica (319). Istrazivanja su pokazala da je SF-1 nuzan za
prezivljavanje i kontrolu stani€nog ciklusa Sertolijevin stanica tijekom
diferencijacije (320).

Za razliku od trajne ekspresije u embrionalnom testisu, SF-1 transkripti
nestaju iz osnove za jajnik izmedu E13.5i E16.5, da bi se ponovo pojavili kasnije
u gestaciji (E18.5) te na pocetku folikulogeneze u granuloza, theca i lutealnim
stanicama jajnika odrasle jedinke (321,322). Dakle, ekspresija SF-1 u gonadama
pokazuju prostorni i vremenski spolni dimorfizam te ima ulogu u razvoju gonada
razli€itu od regulacije steroidogenih enzima.

E-box, vezujuc¢e mjesto unutar bazalnog promotora Sf-1 gena se pokazalo
kljucno za ekspresiju SF-1 (323). VezujuCi se za E-box, transkripcijski faktor
TCF21 (POD1/kapsulin) smanjuje ekspresiju SF-1 (324), dok WT1 ima ulogu
pozitivhog regulatora ekspresije SF-1 u razvoju gonada (45). Takoder,
transkripcijski kofaktor CITED2 zajedno s WT1 potice ekspresiju SF-1 u kljuénom
razdoblju adrenogonadalnog primordija prije razdvajanja te dvije osnove (325).

U novije vrijeme dobro je istrazena i uloga transkripcijskih pojacivaca (TE,

engl. transcriptional enhancer). Pojacivac je mali segment DNA (oko 200 pb) koji,
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kad je na njega vezan transkripcijski faktor, izrazito povecava vjerojatnost da ¢e
odredeni gen biti prepisan. Mnogi pojacivaci kontroliraju stani¢no specifiCnu
ekspresiju gena. U tkivno specificnoj ekspresiji SF-1 mozZemo istaknuti 4
pojacivaca: fAdE (engl. fetal adrenal enhancer), PGE (engl. pituitary gonadotrope
enhancer), VMHE (engl. VMH enhancer) i fLE (engl. fetal Leydig cell enhancer)
(326—328) koji aktiviraju transkripciju Sf-1 gena u specificnom tkivu i u specifi¢no
vrijeme. SF-1 SUMQOilacija pojacava vezanje DAX1 na Sf-1 gen. Posljedica je
inaktivacija aktivnosti fAdE, represija transkripcije Sf-1 te regresija fetalne X zone
kore NBZ (329). Aktivnost pojacgiva&a je u korelaciji s njihovim DNA metilacijskim
statusom: hipometilirani su u tkivima u kojima su aktivni, dok su hipermetilirani u
tkivima u kojima nisu aktivni. Ova istraZivanja pokazuju da je tkivno specifiCha
ekspresija Sf-1 epigeneticki regulirana (330).

SF-1 takoder ima znaCajnu ulogu u reguliranju gena uklju¢enih u
odredivanje spola u sisavaca. Kako je objasnjeno ranije u poglavlju o
determinaciji spola, kljuéni dogadaj je aktivacija Sry gena te posljedicna up-
regulacija i odrzavanje ekspresije Sox9 u gonadalnim prekursorima Sertolijevih
stanica (33).

U miSa, Sox9 regulacija je pod transkripcijskom kontrolom SRY, SF-1 i
samog SOX9 preko evolucijski saCuvanog testis specificnog pojaCivaca gena
Sox9 (TES), dok u €ovjeka SRY i SF-1 zajednicki aktiviraju humani homolog Sox9
pojacivaca (hTES). Za taj proces SF-1 mora biti fosforiliran. SOX9, potpomognut
SF-1, takoder aktivira hTES, odrzavajuéi svoju vlastitu ekspresiju
autoregulacijom (33,331,332). Sox9 pojaCava aktivnost SF-1 i djelomi¢no je
odgovoran za spolno dimorfnu ekspresiju SF-1 koja se ocituje tijekom gonadalne
diferencijacije (333).

Inicijalno Sf-1 gen ima izrazaj u misjim gonadama oba spola, ali kasnije je
njegova ekspresija pojacana u testisima i priguSena u ovarijima. Jedan od puteva
njegove aktivacije i odrzavanja je putem transkripcijskih faktora WT1 i LHX9 (LIM
homeobox 9), dok FOXL2 (Forkhead box L2) negativno regulira Sf-1 ekspresiju
djeluju¢i kao WT1 antagonist tijekom ranog razvoja ovarija (334).

Osobito je bitna i dobro istrazena korelacija DAX 1 i SF-1. Dax1, gen na X
kromosomu, kodira respresor gena steroidogeneze i djeluje kao antagonist SF1
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te tako modulira njegovu aktivnost. Mutacija tog gena dovode do sli¢nog fenotipa
kao i mutacije Sf-1 gena, adrenalne displazie i hipogonadotropnog
hipogonadizma. Kolokalizacija SF-1 i DAX-1 sugerira njihovu blisku povezanost
u zajednickom putu razvoja endokrinih organa, uz ekspresiju SF-1 nesto prije
DAX1 (48). Imunohistokemijske analize su pokazale prostornu i vremensku
ekspresiju DAX-1 tijekom razvoja tkiva koja pripadaju hipotalamo-pituitarno-
gonadalnoj osi. Tijekom razvoja gonada, DAX1 ekspresija nastupa nesto nakon
ekspresije SF-1, pokazujuci takoder spolno dimorfni uzorak i involviranost u
spolnu diferencijaciju u najranijim fazama (335).

Antimilerijanski hormon, (AMH) je potreban za pravilnu spolnu
diferencijaciju tako Sto regulira regresiju Mullerovih kanala u muzjaka. SF-1 se
direktno veze za regulatorni element AMH gena u prekursorima Sertollijevih
stanica i poti€¢e njegovu transkripciju (336). Takoder, nedavne studije pokazuju
da bi mogao bitan u odrzavanju rezerve folikula u jajnicima. SF-1 je nuzan za
pravilan razvoj folikula u jajnicima. Interakcija izmedu proteina FOXL2 i SF-1 je
potrebna za regulaciju AMH koiji je ciljni gen u jajnicima za SF-1 (337).

Sf-1 se takoder pokazuje izrazaj u embrionalnom ventralnom diencefalonu
i bitan je za razvoj ventromedijalne jezgre hipotalamusa. Neuroendokrini mozak
ili hipotalamus je regija mozga u sisavaca koja pokazuje izraziti seksualni
dimorfizam. Jezgre hipotalamusa imaju klju¢nu ulogu u reguliranju reprodukcije,
metabolizma i hranjenja te integriranju unutarnjih i vanjskih signala u odrzavanju
energetske homeostaze (338). VMH eferentne projekcije su vidljive rano, oko
E10.5, dok je malo postmitotskih SF1 neurona rodeno, $to sugerira da formiranje
VMH neuronske mreze pocinje na samom zacCetku neurogeneze. (339,340).
Takoder, imunohistokemijske analize i in situ hibridizacija hipofize Sf-1 KO
miSeva su pokazale selektivni gubitak beta jedinica gonadotropno-specifinih
markera (LHB, FSHP i receptor za GnRH) dok su alfa jedinice snizene ali
detektabilne ekspresije (301). Dakle, SF-1 ima ulogu na svim razinama
hipotalamo/hipofizno/gonadalne osi.

Dokazano je da SF-1 pozitivni neuroni u ventromedijalnom hipotalamusu
(VMH) integriraju hranjenje i emocionalna stanja povezana s nabavkom hrane u

potencijalno opasnoj okolini. Manipuliranje SF1 neuronima mijenja unos hrane i
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ponasanja povezano s jedenjem (apetit, kretanje i istrazivanje okoline,
anksioznost). Intrinzi€na aktivnost SF-1 neurona je niska tijekom hranjenja i raste
sa zavrSetkom hranjenja i stresnim faktorima (341). SF-1 neuroni u VMH imaju
veliko znacenje u regulaciji energetske homeostaze, tjelesne tezine i homeostaze
glukoze, reguliraju¢i unos hrane i potrosnju energije (342—344).

Novije analize ciljnih gena za SF-1 su takoder ustanovile zna¢ajnu ulogu
SF-1 u regulaciji proliferacije i apoptoze stanica NBZ te u kontroli razligitih
bioloSkin procesa, kao $35to su angiogeneza, eritropoeza, adhezija za
ekstracelularni matriks, dinamika citoskeletona,. Uz ulogu transkripcijskog
faktora, SF-1 je takoder znacajan u posttranskripcijskoj regulaciji ekspresije gena
kore NBZ (345).

1.5. SF-1 KO MISEVI

Gen koji kodira transkripcijski faktor SF-1 je evolucijski dobro o€uvan medu
viSestani¢nim organizmima i nazvan je Ftz-f1 (u Covjeka SF-1, a miSa Sf-1). On
kodira 4 razliCita proteina: ELP1 (engl. embryonal long terminal repeat-binding
proteinl), ELP2, ELP3 i SF-1, koristenjem razliitih egzona i promotora te
alternativnim izrezivanjem RNA. Dok ELP-i vjerojatno suprimiraju odredene
nuklearne receptore (346), SF-1 je, kako smo ranije opisali, kljucni aktivator
steroidogeneze.

SF-1i ELP izoforme su izbaCene ili nokautirane u mida simultano od strane
tri tima (302,313,347). Luo je sa suradnicima 1994. osmislio strategiju za ciljanu
disrupciju misjeg Ftz-F1 gena te je dobio prve Sf-1 knock-out miSeve (Sf-1 KO)
(347).

Genomska sekvenca koja sadrzi Ftz-F1 kodirajuéu sekvencu je izolirana iz
miSje genomske biblioteke te je podrucje veli¢ine od 10 kb faga subklonirano i
iskoriSteno da se pripremi genski vektor. Neomicin fosfotransferaza (Neo) marker
je ubafen unutar egzona 4 u smjeru transkripcije. Ovaj egzon kodira
aminokiseline koje formiraju drugi cinkov prsten koji je nuzan za vezanje na DNA.

Da se omoguci negativna selekcija nehomolognih rekombinanti, timidin kinaza
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(TK) gen iz herpes simplex virusa je takoder ubacen na 3' kraj Ftz-F1 sekvence
(sl. 26). UCinjena je transfekcija embrionalnih mati¢nih stanica elektroporacijom.
Genetecin (G418) - rezistentne kolonije su selekcionirane te je uCinjen probir na
disrupciju Ftz-F1 gena hibridizacijom po Southernu (sl. 27), na naCin da je DNA
podvrgnuta digestiji pomocu restrikcijske endonukleaze Bglll i hibridizirana
sondom prikazanom na slici 26. Spolni genotip je odreden pomoc¢u PCR analize
primerom specificnim za Sry. S dvije neovisne stani¢ne linije koje su nosile
poremeceni alel gena generiran je miS kimera te je zatim taj disruptirani alel
prenesen na potomke kimeri¢nih Zivotinja (sl. 18).

Krizanjem +/- heterozigota (engl. breed to homozygosity) dobili su potomke
u omjeru 1:2:1 (-/-: +/-: +/+), Sto je sugeriralo da nije bilo veceg gubitka nokaut
(KO) mladunc€adi prenatalno. Sva mladuncad se kretala i sisala normalno, bez
ocCitih vanjskih anomalija. No, poCevsi od 12 sati pa zavrSno s 8. dana nakon
rodenja, svi KO miSevi su uginuli zbog akutne adrenokortikalne insuficijencije.
Srednja razina kortikosterona je bila znac¢ajno niza nego u +/- mladuncadi iz legla
(koji su imali jedan alel divljeg tipa) i +/+ mladuncadi iz legla (s oba alela divljeg
tipa), dok je razina ACTH bila znacajno poviSena zbog izostanka negativne
povratne sprege od strane glukokortikoida. Supstitucijska terapija s

kortikosteroidima je produzavala Zivot mladuncadi.
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Slika 26. Shematski prikaz strategije koriStene za disrupciju Ftz-F1 gena. Crni kvadratici
oznacCavaju zajednicke egzone, ljubicasti SF-1 specificne egzone, a zeleni ELP-specificne
egzone. Neo marker (Neo) oznacen crvenim kvadraticem i timidin kinaza gen (TK) oznacen

plavim kvadraticem su umetnuti u plazmid koji sadrzi Ftz-F1 genomsku sekvencu i tako je
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formiran ciljni vektor. Neo gen (umetnut u Xhol mjesto kreirano direktnom usmjerenom
mutagenezom) vrSi disrupciju drugog cinkovog prsta koji je nuzan za vezanje transkripcijskog

faktora na DNA. Oznacena je i pozicija sonde koristene za hibridizaciju po Southernu.

+[- + .

Mutirani

Slika 27. Na gornjem dijelu je shematski prikazan rodovnik krizanja dva heterozigota za
disruptirani Ftz-F1 alel. Na donjem sliku je prikazan rezultat hibridizacije po Southernu. Alel
divljeg tipa (WT) daje band od 4.3 kb, a mutirani od 5.5 kb.

Sf-1 u miSeva ima izrazaj u svim primarnim steroidogenim tkivima i u
urogenitalnom naboru (314). Ima centralnu ulogu u diferencijaciji stanica u
stanice steroidogene linije (311). Spolni nabori, koji su osnova za spolne Zlijezde,
se normalno formiraju oko 10 dana embrionalnog razvoja (E10.5), no podlijezu
izrazitoj apoptozi neposredno nakon toga i oko E12.5 nestaju. Osnhova
nadbubrezne Zlijezde takoder normalno nastaje, no bez Sf-1 gena nastupa brza
regresija i nestajanje Zlijezde do 11. dana (E11.5) embrionalnog razvoja.

HistoloSka analiza KO miSeva je pokazala komplethu agenezu
nadbubreznih Zlijezda i gonada. Takoder, Sf-1 KO miSevi, neovisno kojeg su

genetskog spola, imaju Zzenske unutarnje i vanjske genitalije (engl. male to female
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sex reversal). Zbog izostanka formiranja testisa, te posljedicnog manjka
androgena i AMH, u muzjaka perzistiraju Mullerovi kanali koji formiraju Zenske
unutarnje spolne organe dok istovremeno Wolffovi kanali regrediraju i nestaju.
Ovi rezultati pokazuju da je SF-1 nuzan za diferencijaciju i odrzavanje primordija
nadbubreznih Zlijezda i gonada, ali ne i za njihovo nastajanje. Disrupcija Sf-1
gena takoder uzrokuje poremecaje u razvoju slezene (304), sli¢ne kao u misa s
disrupcijom misjeg polikomb Cbx2 gena $to sugerira mogucu interakciju CBX2 i
SF-1 u razvoju slezene.

SF-1 je potreban za diferencijaciju gonadotropnih stanica prednjeg reznja
hipofize i neurona ventromedijalne jezgre hipotalamusa (VMH). Sf-1 KO miSevi
pokazuju poremecéenu morfologiju VMH uz promjenu lokacije stanica i vlakana
koja sadrze oreksigeniCne i anoreksigeniCne peptide: NPY (neuropeptid Y),
AgRP (engl. agouti-related peptide) i CART (engl. cocaine and amphetamine-
regulated transcript) (126,302,348).

Takoder, u Sf-1 KO miSeva nema ekspresije LHB i FSHB, markera
gonadotropnih stanica prednjeg reznja hipofize (301,349). Sli¢no kao kod
adrenalnog i gonadalnog primordija, u Sf-1 null homozigota stanice iz ove dvije
regije su prisutne na E.17, ali nakon toga ubrzano nestaju (339). Kisspeptin je
regulator reproduktivne funkcije i nastupa puberteta u sisavaca. Njegova
ekspresija je uocena u antroventralnoj periventrikularnoj jezgri (AVPV) i arkuatnoj
jezgri (Arc). IstraZzivanje na Sf-1 KO i WT miSevima je pokazalo da je maturacija
kisspeptinskog sustava u Arc spolno dimorfna te da je regulirana mehanizmima
neovisnim o gonadalnim hormonima (350).

Budu¢i da lezije VMH obi¢no dovode do hiperfagije i pretilosti, bitno je
istaknuti da Sf-1 KO miSevi, odrzani na Zivotu pomoéu transplantacije NBZ,
nakon 8 tjedna Zzivota razvijaju izrazitu pretilost. Oko 6. mjeseca zivota njihova
tielesna masa je dvostruko vecéa u usporedbi s WT miSevima tj. miSevima divljeg
tipa (sl. 28). Istrazivanja su pokazala da Sf-1 KO miSevi nemaju pojacan apetit,
nego se razlika u postotku masnog tkiva moze pripisati znacajno smanjenoj

fiziCkoj aktivnosti transgeni¢nih miseva (351).
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Slika 28. Usporedba Sf-1 KO misa i WT misa (Centar za animalnu genomiku, Veterinarski

fakultet u Ljubljani)

Postoje globalni (kompletni, null-mutante) Sf-1 knock out miSevi i tkivno
specificni Sf-1 KO miSevi u kojima je ucinjena inaktivacija Sf-1 gena samo u
odredenom tkivu.

Kada govorimo o globalnim Sf-1 KO miSevima, Zzenke imaju hipoplasti¢ne
ovarije s malim brojem folikula i bez Zutih tijela. Pokazuju abnormalne estrus
cikluse i na hiperstimulaciju gonadotropinima odgovaraju s malim brojem oocita i
niskom koncentracijom estradiola u plazmi. Granuloza stanice pokazuju
reduciranu ekspresiju AMH, aromataze CYP19A1 i ciklina D2, kao i poviSenu
bazalnu ekspresiju a-inhibina. Snizena je imunohistokemijska reakcija na faktore
proliferacije Ki-67 i ciklina D2, te poviSena ekspresija faktora p27 (Cdknlb) koji
inhibira ciklin ovisne kinaze $to sve dovodi do smanjene funkcije i proliferacije
granuloza stanica i neplodnosti (352).

Primjenom Cre/lox metode dobiveni su miSevi kojima Sf-1 gen moze biti
izbaCen samo u gonadotropnim stanicama hipofize, zatim neuronima VMH (353)
ili gonadama (311,352). Npr. muzjaci gonadalno specificnih Sf-1 KO miSeva
imaju kriptorhi¢ne, hipoplasti¢ne testise, poremecenu spermatogenezu i sterilni
su. Odrasle Zenske imaju smanjen broj folikula, uz izostanak Zutih tijela te su
takoder neplodne (311). Studije na hipofizno specificnim Sf-1 KO miSevima
pokazuju hipogonadizam i posljedican sterilitet zivotinja (354).

Posebno je zanimljiva studija u kojoj su koristeni CNS specificni Sf-1 KO
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miSevi (Sf-1 KO"C'®). lako muZzjaci ne pokazuju znacajnija odstupanja u
ponasanju i razmnozavanju, zenke su ili smanjeno plodne ili neplodne. Znacajna
dezorganizacija u i oko VMH zbog manjka SF-1 interferira s pokretanjem GnRH
i LH gonadotropina. lako odrasle Sf-1 KO"C'®F- zenke pokazuju smanjen broj ili
nepostojanje zutih tijela u jajnicima, egzogena primjena gonadotropina dovodi do
normalizacije ovulacije i pojave multiplin zutih tijela, Sto pokazuje da su jajnici
funkcionalno uredni i da SF-1 ima kljucnu ulogu u reproduktivnoj funkciji zenki,
vjerojatno organizirajuCi preciznu mrezu neurona i njihovu medusobnu
komunikaciju u VMH (355).Takoder mozemo istaknuti istraZivanje spolnog
ponasanja u zenki kojim se dokazalo da Sf-1 KO Zenke miSeva unato€ manjku
estrogena pokazuju tipicno Zensko spolno ponaSanje (npr. zauzimanje polozaja
lordoze), dakle prisutan je direktni genetski utjecaj (356).

Za razliku od homozigotnih Zenki, Sf-1 KO heterozigotne Zenke misa su
fertilne, no pokazuju snizene materinske instinkte (vracaju manje mladuncadi u
gnijezdo koje je loSije kvalitete, pokazuju latenciju u vracanju i prikrivanju
mladuncéadi) te loSije reproduktivno ponasanje, vjerojatno radi nepotpune doze
Sf-1 gena (357). Heterozigotni misevi za Sf-1 gen imaju smanjen volumen NBZ,
posljediénu smanjenu produkciju kortikosteroida u odgovoru na stres te
smanjene testise. Razlike u razvoju NBZ izmedu heterozigota i WT Zivotinja su
bile viSe uodljive tijekom embrionalnog razvoja, jer postnatalno dolazi do
parcijalne kompenzacije adrenalne funkcije (358).

Ustanovljeno je da optogenetska visokofrekventna stimulacija SF1 neurona
u VMH uzrokuje izrazito obrambeno ponaSanje, ukljuCujuci ,smrzavanje i
pokuSaje bijega (341). Nasuprot tome, odrasli Sf-1 KO miSevi pokazuju
agresivnije ponasanje u usporedbi s kontrolnom skupinom (359).

CNS-specifieni Sf-1 KO (Cre/loxP) miSevi su pokazivali viSe izrazenu
anksioznost od WT miSeva, te su imali smanjenu ekspresiju ili promijenjenu
distribuciju nekoliko gena mediobazalnog hipotalamusa koji su povezani s
reakcijom na stres i anksioznim ponasanjem, kao Sto su Bdnf (engl. brain-derived
neurotrophic factor), Crhr2 (receptor za CRH tip2) i Ucn3 (urokortin 3) (353). SF-
1 je kolokaliziran u VMH neuronima s kanabinoidnim receptorom 1 (CB1R) koji

sudjeluje u regulaciji energetske homeostaze i anksioznosti. Agonisti CB1R
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moduliraju elektri¢nu aktivhost SF-1 neurona. SF-1 direktno regulira ekspresiju
Cnrl gena, a CNS specificni Sf-1 KO miSevi pokazuju smanjenu ekspresiju

kanabinoidnih receptora (360).

1.5.1. Mutacije SF-1 gena u ¢ovjeka

U ljudi, poremecaj spolnog razvoja (engl. disorder of sexual development,
DSD) ili interseksualizam ukljuuje sva prirodena stanja u kojima je razvoj
kromosomskog, gonadalnog ili anatomskog spola atipi¢an (361). Ova stanja
mogu biti uzrokovana genetskim ili hormonskim poremecajima te nezeljenim
dogadajima u perinatalnom razdoblju. Ucestalost varira od 1:2000-1:4500.
Interseksualizam se moze o itovati pri rodenju (dvosmislene genitalije ili nesklad
izmedu vanjskih i unutarnjih spolnih organa) ili kasnije kao virilizacija, odgodeni
pubertet ili neplodnost (362).

U pravom gonadalnom interseksualizmu osoba ima i tkivo testisa i tkivo
jajnika, koje moze biti odvojeno ili zajedno tvoriti strukturu nazvanu ovotestis.
Pogodena osoba ima spolne kromosome koji pokazuju musko-Zenski
mozaicizam (XY/XX). Naj¢eS¢e osoba posjeduje komplet 46, XX uz Y
kromosomski materijal smjeSten na nekom od autosomalnih kromosoma.
Fenotipski takva osoba obi¢no ima izrazen falus, te ih se najCeSCe smatra
muskarcima. No, obi¢no tijekom puberteta razviju dojke i dobiju menstruaciju, a
u izuzetno rijetkim slu€ajevima mogu proizvesti i spermu.

U ljudskoj embriogenezi, poremecaje spolnog razvoja mogu izazvati gubitak
SRY, SOX9 ili SF-1 gena (331). Mutacije SF-1 gena su medu naj¢eséim
poznatim genetskim uzrocima poremecaja razvoja gonada u Covjeka te su
povezane sa Sirokim rasponom fenotipova (363,364). Pretpostavlja se da su kod
osoba s poremecajem spolnog razvoja razli€ite mutacije SF-1 gena prisutne u
¢ak 15% slucajeva.

Najcesci fenotip 46,XY s mutacijom SF-1 gena ukljuCuje Zzenske vanjske
genitalije s klitoromegalijom, palpabilne gonade, te odsutnost razvoja struktura

koje nastaju iz Mullerovih kanala (jajovodi, maternica). Pri rodenju su vanjske
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genitalije obiCno nevirilizirane, no dolazi do spontane virilizacije tijekom
puberteta. Testosteron, inhibin B i AMH obi¢no pokazuju niske vrijednosti.
Poznati su i blazi slu€ajevi kao Sto su hipospadija i kriptorhizam koji nastaju zbog
manjeg defekta u sintezi androgena.

Mutacije SF-1 gena kod 46,XX su rjedi genetski uzroci primarne ovarijalne
insuficijencije: primarna ili sekundarna amenoreja, neplodnost, hipoestrogenizam
uz poviSene razine gonadotropina. Kod nekih osoba je ¢ak moguce pronaci
testise u razliitim stupnjevima razvoja. Uz sve navedeno, €ini se da bi
poremecaji SF-1 gena mogli predstavljati ve¢i Cimbenik u neplodnosti muskaraca
i Zena nego $to se dosad mislilo (365).

Mutacije SF-1 gena takoder mogu, no vrlo rijetko, uzrokovati adrenalnu
insuficijenciju. Zanimljivo je istaknuti da uz obi¢no ozbiljnu dezorganizaciju
spolnog sustava, u vecini slu€ajeva nema adrenalne insuficijencije (366,367). Ta
¢injenica ukazuje na to da je razvoj nadbubreznih Zlijezda kod €ovjeka, za razliku
od mi8a, otporniji na SF-1 deficijenciju. Takoder treba naglasiti da kod Covjeka
zbog postojanja Siroke lepeze fenotipova ne postoji jasna veza genotip-fenotip
kod SF-1 mutacija, $to sugerira postojanje raznih modifikatora genetskih faktora
koji doprinose razli¢itom izgledu individua (368-370).

Takoder se pronasla ekspresija SF-1 gena u kozi (303) i slezeni u humanim
tkivima (300,304). Novija istrazivanja su pokazala da je u Covjeka SF-1
neophodan za razvoj slezene, te da neke specificne mutacije mogu, uz
poremecaj spolnog razvoja, dovesti do asplenije (371).

SF-1, uz reguliranje gena steroidogeneze, takoder regulira i transkripciju
BDNF (engl. brain-derived neurotrophic factor). BDNF je vazan regulator
energetske ravnoteze u VM jezgri hipotalamusa. Mutacije SF-1 gena uzrokuju
smanjenje BDNF promotorske aktivnosti, $to moze dovesti do razvoja pretilosti
koja je potvrdena i opisana kod Sf-1 KO miseva (351). No, klini¢ki podaci
pokazuju da ljudi pogodeni mutacijom SF-1 gena, iako imaju poremecéenu

transkripciju BDNF, ne pokazuju povecéanje tjelesne tezine (372).
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2. HIPOTEZA

Hipoteza predlozenog doktorskog rada je da c¢e se ocitovati spolni
dimorfizam u izvanorbitalnoj suznoj zlijezdi Sf-1 KO miSeva, a usporedbom
izmedu Sf-1 KO/M i Sf-1 KO/M TP+ vedi izrazaj androgenih receptora u suznoj
Zlijezdi ¢e biti u miSeva koji su dobivali supstitucijsku terapiju testosteronom (Sf-
1 KO/M TP+), a maniji kod Sf-1 KO/M miSeva bez terapije.
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3. CILJEVI RADA

Op¢i cilj doktorskog rada je istraZiti pojavu spolnog dimorfizma
izvanorbitalnih suznih Zlijezda Sf-1 KO miSeva i izrazaj androgenih receptora.

Specifi¢ni ciljevi su:

1. provesti kvalitativnhu histolo$ku i kvantitativhu stereolo$ku analizu suznih
Zlijezda Sf-1 KO/M i Sf-1 KO/F koristeci svjetlosni mikroskop i racunalni sustav
Stereoinvestigator te usporediti slijedeée parametre: volumensku gustocu
acinusa (Vva), kanalica (Vvd) i vezivnog tkiva (Vvct), te duljinsku gustocu
intralobularnih (Lvi) i pravih odvodnih kanali¢a (Lve);

2. provesti navedenu stereoloSku analizu histoloskih preparata Sf-1 KO/M
TP+ te dobivene vrijednosti usporediti sa Sf-1 KO/M i Sf-1 KO/F;

3. provesti imunohistokemijsku analizu androgenih receptora (AR) radi
utvrdivanja izrazaja i smjestaja AR u tkivu suznih Zlijezda Sf-1 KO/M i Sf-1 KO/M

TP+ miSeva.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. ZIVOTINJE - drzanje, Zrtvovanje i uzimanje tkiva

U istrazivanju smo koristili tkivo suznih Zlijezdi transgeni¢nih Sf-1 KO
muzjaka i Zenki miSa (Mus musculus). Uzgoj miSeva i cjelokupni eksperimentalni
postupak na pokusnim zivotinjama je proveden na Veterinarskom fakultetu u
Ljubljani, na Centru za animalnu genomiku.

Homozigotni miSevi bez gena Sf-1 su neplodni zbog odsutnosti spolnih
Zlijezda. Zbog toga su medusobno pareni C57BL/6J Sf-1 heterozigotni miSevi (Sf-
1+/- se povratno krizaju s C57BL/6J vise od 10 generacija) tako da se u istom
leglu dobiju Sf-1 KO i WT (engl. wild type) miSevi (sl. 26). Svi heterozigoti koriSteni
su 3 ili 4 puta (normalan broj parenja za miSeve) za parenje, a poslije toga
eutanazirani.

Sf-1 KO miSevi, buduéi da su rodeni bez spolnih i nadbubreznih Zlijezda,
obi¢no umiru u prva 24 h po okotu zbog adrenalne insuficijencije. Majdi¢ je sa
svojim suradnicima na Veterinarskom fakultetu u Ljubljani pronasao nacin da Sf-
1 KO miSevi prezive do zrele dobi. Stoga su svi mladunci od okota do odredivanja
genotipa primali dnevne subkutane injekcije kortikosteroida u kukuruznom ulju
(400pg/mi hidrokortizona, 40ng/ml deksametazona i 25ng/ml
fludrokortizonacetata). U dobi od 6-7 dana starosti odreden je spol i genotip svim
miSevima koristeéi PCR metodu na tkivu repa miSseva. DNA uzorci su dobiveni
uzimanjem tkiva repa duzine 0,5-1mm i digestijom u termostatskoj mjesalici u
200uL PCR DNA pufera (Promega, Madison,WI) koji sadrzi 0,15 mg Proteinaze
K (Sigma) na 55 °C preko noci. Tri mikrolitra lizata je koristeno za PCR reakciju.
Kod miSeva mladih od 7 dana ne upotrebljava se anestezija jer bi samo davanje
anestezije bilo bolnije nego uzimanje veoma malog uzorka repa.

Sf-1 KO mladuncima oba spola je 7. ili 8. dan transplantirana nadbubrezna
Zlijezda od WT (Sf-1 +/+) Zzenki donora da bi se osigurala potpuno funkcionalna
Zlijezda jer Zlijezda uzeta od heterozigota (Sf-1 +/-) mozZe biti manjkava (358).
Donori su bezbolno usmréeni pomocu CO2 te su im neposredno nakon toga

izvadene nadbubrezne Zlijezde. Sf-1 KO miSevi su fiksirani, te im je iglom 16G
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probodena koZa u potpazu$nom podrugju i umetnute dvije NBZ donora (351).
Takoder se nije pribjeglo nikakvom obliku anestezije jer zahvat predstavlja dva
uboda injekcijskom iglom, te bi sama anestezija predstavljala vecu patnju
zivotinjama. Nakon transplantacije mladunci su dobili jo§ 4 supkutane injekcije
kortikosteroida do 21. dana zivota. Smrtnosti tijekom transplantacije nije bilo,
stopa prezivljenja poslije transplantacije je bila izmedu 80 i 90 %.

Sve Zivotinje su drZzane u kavezima pod standardnim uvjetima - 12:12 satni
ciklus svjetlo-tama, hrana za glodavce bez fitoestrogena (Global 16% protein
rodent diet (2016), Harlan Teklad, Bicester, Oxfordshire, UK) i voda ad libitum.

Jednoj grupi Sf-1 KO muzjaka (n=8) je administrirana hormonska
supstitucijska terapija u obliku testosteron propionata (TP) u kukuruznom ulju
(0,1mg s.c.) svakodnevno dva tjedna prije zrtvovanja Sve Zivotinje su nakon 6
mjeseci podvrgnute Zrtvovanju.

Zbog Sto bezbolnijeg postupka, zrtvovanje se nacinilo uz pomoc¢
intramuskularno aplicirane mjeSavine ketamina (VetoquinolBiowet, Gorzowie,
Poland; 100ug/g tjelesne tezZine), ksilazina (Chanelle Pharmaceuticals,
Loughrea, Ireland; 10 pg/g tjelesne tezine) i acepromazina (Fort Dodge Animal
Health, Fort Dodge, IA; 2 ug/g tielesne tezine).

Neposredno nakon zrtvovanja, Zivotinjama su odstranjene izvanorbitalne
suzne Zlijezde, numerirane i stavljene u Bouinov fiksativ, te dopremljene u
laboratorij Zavoda za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta
u Zagrebu.

Zivotinjske leSine je zbrinula nadlezna veterinarsko higijenska sluzba
Veterinarskog fakulteta u Ljubljani. Svi postupci na miSevima su odobreni od
drzavne veterinarske uprave Slovenije te su napravljeni u skladu sa etickim
principima i EU direktivom 86/609/EEC (Odobrenje Slovenskog Ministarstva za
zastitu okolisa, br. potvrde 35417-2/2006-6).
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4.2. HISTOLOSKE METODE

4.2.1. Obrada tkiva

U nasem istrazivanju koristeno je tkivo suznih Zlijezda Sf-1 KO muzjaka
(n=10) i Zenki (n=11) miSeva te suzne Zlijezde Sf-1 KO muzjaka koji su dobili
supstitucijsku terapiju testosteronom, Sf-1 KO/M TP+ (n=8) (tbl. 1). Terapija je
administrirana kao testosteron propionat (TP) u kukuruznom ulju (0,1mg s.c.)

svakodnevno dva tjedna prije Zrtvovanja.

Tablica 1
Grupa N=
MuZjaci Sf-1 10
Zenke Sf-1 11
Muzjaci Sf-1 TP+ 8

U laboratoriju Zavoda za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u
Zagrebu tkivo je podvrgnuto standardnoj histoloskoj obradi. Nakon ispiranja
Bouinovog fiksativa do nestanka Zute boje (48h), uslijedila je dehidracija tkiva
uzlaznim nizom alkohola, proZzimanje u intermediju (ksilol i ksilol-parafin) te
uklapanje u parafin.

Nakon montiranja parafinskih blokova na podloSke ucinjeni su rezovi
parafinskih blokova debljine 5 um te obojani na 4 nacina: hemalaun-eozinom,
histokemijskom PAS metodom, modificiranim trikromnim bojanjem po Massonu i
trikromnim bojanjem po Azanu. PAS metodu smo Koristili za prikaz sekretornih
zrnaca u citoplazmi stanica acinusa, dok smo metodama po Azanu i po Massonu
odlicno prikazali kolagena vlakna u intralobularnom i interlobularnom vezivu
suzne Zlijezde. Acinusi i odvodni kanali se dobro prikazuju na preparatima

bojanim svim navedenim metodama.
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4.2.2. Kvalitativna i kvantitativna analiza

Kvalitativna analiza histoloSkih preparata i fotografiranje su ucinjeni na
svjetlosnim mikroskopima Nikon Eclipse E200 i Olympus Bx61.

Kvantitativha analiza je napravljena pomoc¢u mikroskopa Olympus Bx61 i
softwara za stereoloSku analizu Stereoinvestigator 10 (MBF Bioscience,

Williston, VT, USA) na Hrvatskom Institutu za istrazivanje mozga u Zagrebu.

4.2.3. Imunohistokemija

Za detekciju androgenih receptora u jezgrama stanica acinusa koristili
smo tkivo suznih Zlijezda hormonski naivnih Sf-1 KO muzjaka (n=10) i Sf-1 KO
muzjaka koji su 2 tjedna prije Zrtvovanja dobivali supstitucijsku terapiju
testosteron propionatom (n=8).

Imunohistokemija na AR je udinjena pomoc¢u Vectastain ABC-AP Kita
(Rabbit IgG) (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) i ImmPACT Vector
Red Alkaline Phosphatase Substrate Kita (Vector Laboratories).

Imunohistokemijsko bojanje je izvedeno na u parafin uklopljenim rezovima
debljine 4 mikrona. Rezovi za svaki uzorak su montirani na silanizirana stakla.
Potom su rezovi deparafinizirani u dvije promjene u ksilenu (po 5 minuta svaka)
te potom rehidrirani u silaznom nizu alkohola.

Otkrivanje antigena (engl. antigen retrieval) je ucinjeno kuhanjem u
citrathom puferu (10mM Citric Acid, 0.05% Tween 20, pH 6.0) u mikrovalnoj
pecnici 40 minuta (,microwave oven method®). Rezovi su ohladeni 20 minuta na
sobnoj temperaturi i nakon toga 5 minuta ispirani u PBS-u Tween 20. Zatim su
blokirani 20 minuta s razrijedenim normalnim serumom za blokiranje koji je
ukljuen u Vectastain ABC-AP Kit.

Primarna antitijela na antiandrogene receptore (Rabbit monoclonal
/EPR1535(2)/ to Androgen Receptor, Abcam) su razrijedena u omjeru 1:100 te
su rezovi inkubirani preko noc¢i na 4 °C. Nakon inkubacije u primarnom protutijelu

rezovi su ispirani 3 puta po 5 minuta u PBS Tween 20 kupki. Rezovi su zatim
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inkubirani u sekundarnom biotiniliranom anti-rabbit IgG protutijelu jedan sat na
sobnoj temperaturi i potom ispirani 3 puta po 5 minuta u PBS Tween 20 kupki.

Nakon tretmana sa sekundarnim protutijelom rezovi su izlozeni Vectastain
ABC-AP reagensu (Vector) na razrijedenju 1 na 100 u PBS-u 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon daljnjeg ispiranja u PBS-u, vizualizacija je u€injena pomocu
inkubacije rezova 40 minuta u mraku u supstratu ImmPACT Vector Red Alkaline
Phosphatase Substrate Kit (Vector Laboratories). Nakon provjere intenziteta
bojanja, rezovi su isprani u vodi.

Na kraju su svi rezovi uronjeni 1 minutu u hematoksilin radi boljeg prikaza
stanica i jezgara i dehidrirani u uzlaznom nizu alkohola. Ksilen je iskoristen za
bistrenje rezova prije montiranja u BioMount.

U ovom istrazivanju su koristena pozitivna (tkivo mi§jih testisa) i negativna
(tkivo misjih pluca) kontrola. Izrazaj AR je detektiran i kvalitativno analiziran na

mikroskopu Nikon Eclipse E200.

Protokol za imunohistokemiju na AR:
1. Ksilen 1 (15 min)
2. Ksilen 2 (5 min)

3. 100% alkohol 1 (5 minuta)

4. 100% alkohol 2 (5 minuta)

5. 96% alkohol (5 minuta)

6. 70% alkohol (5 minuta)

7. lIspiranje u destiliranoj vodi (5 minuta)

8. ,Antigen retrievel“ — kuhanje u citratu

9. Ispiranje u PBS-u 5 minuta

10. Inkubacija s razrijedenim blocking serumom (3 kapi otopine u 10 ml PBS-
a) 20 minuta

11.Uklanjanje viska seruma, PAP pen

12.Inkubacija s primarnim protutijelom (dilucija 1/100) preko noc¢i na 37°C u
vlaznoj komori

13.Ispiranje PBS-om (3 puta po 5 minuta)
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14.Inkubacija s razrijedenim sekundarnim protutijelom 30 minuta (1 kap u 10
ml PBS-a)

15.Ispiranje PBS-om (3 puta po 5 minuta)

16.Inkubacija u Vectastain ABC-AP reagensu 30 minuta

17.1spiranje PBS-om (3 puta po 5 minuta)

18.Inkubacija u supstratu Immpact Vector Red 30 minuta, u mraku

19.Ispiranje PBSom 5 minuta

20.Ispiranje destiliranom vodom

21.Pozadinsko bojanje (engl. counterstaining) u Mayerovom hematoksilinu (1
minuta)

22.1spiranje u destiliranoj vodi

23.Pokrivanje medijem za montiranje i pokrovnim stakalcem

4.2.4. StatistiCka obrada podataka

Statisticka znacajnost razlike izmedu tri skupine analizirana je ANOVA
testom, dok je razlika u srednjoj duljini odvodnih kanala analizirana Kruskal-
Wallisovim testom. Podaci dobiveni istrazivanjem su statisticki analizirani
pomocu GraphPad softverskog programa (GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA).
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5. REZULTATI

5.1. KVALITATIVNA HISTOLOSKA ANALIZA SUZNIH ZLIJEZDA

Kvalitativna analiza histoloskih preparata i fotografiranje su ucinjeni na
svjetlosnim mikroskopima Nikon Eclipse E200 i Olympus Bx61.

Rezove parafinskih blokova debljine 5 ym smo obojali na Cetiri nacina. Prvo
bojanje koje smo ucinili za prikaz jezgre i citoplazme stanica je bojanje hemalaun-
eozinom (H&E) (sl. 29). Zatim smo preparate obojali histokemijskom PAS
metodom (engl. periodic acid-Shiff reaction) (sl. 30), modificiranom trikromnom
metodom po Massonu (sl. 31) i trikromnim bojanjem po Azanu (sl. 32).

PAS metodu smo koristili za prikaz granula u citoplazmi stanica acinusa,
dok smo bojenje po Azanu i modicificiranu metodu po Massonu koristili za
identifikaciju kolagenih vlakana u vezivnom tkivu suzne Zlijezde. Kao $to se vidi
na slikama, acinusi i odvodni kanali se dobro prikazuju na preparatima bojanim

svim navedenim metodama.

Slika 29. Preparat izvanorbitalne suzne Zljjezde obojan hemalaun-eozinom (H-E). Prazna
strelica oznacCava acinus, a crna strelica intralobularne odvodne kanale. (OpaZanje na

povecanju 40x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 50um)
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Slika 30. Preparat izvanorbitalne suzne Zlijezde obojan PAS metodom. Prazna strelica
oznacava acinus, crna strelica odvodni kanal, a crvena strelica venu u interlobularnom vezivu.

(Opazanje na povecanju 40x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 50um)

Slika 31. Preparat izvanorbitalne suzne Zlijezde obojan metodom po Massonu. Prazna strelica
oznacava acinus, crna strelica intralobularni odvodni kanal, a plava strelica kolagena viakna u

vezivu. (OpaZanje na povecanju 40x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 50um)
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Slika 32. Preparat izvanorbitalne suzne Zlijezde obojan po Azanu. Prazna strelica oznacava
acinus, crna strelica intralobularni odvodni kanal. (OpazZanje na povecanju 40x, Nikon Eclipse
E200, mjerilo 50um)

Izvanorbitalna suzna Zlijezda muzjaka i Zenki Sf-1KO miSeva sastoji se od
viSe reznjeva koji su medusobno povezani vezivnim tkivom, a u njemu se nalaze
krvne i limfne Zile, Ziv€ana vlakna i pravi odvodni kanali koji prema hilusu Zlijezde
postaju sve veci. Vezivno tkivo postupno prelazi u ovojnicu Zlijezde i potpuno je
okruZuje u obliku ¢ahure.

Svaki rezanj Zlijezde (lobus) graden je od veceg broja reznji¢a (lobulusa)
(sl. 33). Rezniji¢i su gradeni od seroznih acinusa, intralobularnih odvodnih kanala
I rahlog vezivnog tkiva. U intralobularnom i interlobularnom rahlom vezivu, koje
se osobito dobro prikazuje bojenjem modificiranom metodom po Massonu,
nalazimo stanice vezivnog tkiva - fibrocite, limfocite, mastocite, makrofage (sl.
34), te krvne kapilare (sl. 35) i ziv€ane okrajine koje su uklopljene u izvanstanicni
matriks.

Acinusi su gradeni od stanica piramidnog oblika koje imaju Siroku bazu i
uzi apikalni dio (sl. 36). Jezgre stanica se nalaze blize bazalnom dijelu te su
vecinom okrugle do ovalne. Kromatin u jezgri je veCinom rahli uz rubna zgusnuca.

U jezgri se pri vecem povecanju mogu ponekad primijetiti jedna ili viSe jezgrica.
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Na mnogo preparata smo uocili polimorfizam jezgara stanica acinusa, kao i
kariomegaliju (sl. 37 i 38).

Lumen samog acinusa i po€etnog dijela odvodnih kanala je obi¢no slabije
vidljiv zbog gustog rasporeda stanica acinusa. Citoplazma acinusnih stanica je
obilna i bazofilna, s bazalnim bolje obojenim dijelom i apikalnim svijetlijim dijelom
u kojem se nalaze brojna sekretna zrnca (sl. 38 i 39). Sekretna zrnca su u nekih
stanica gusca i tamnije obojana, dok su kod nekih stanica rieda, svijetlija i gotovo
prozirna. Stanice acinusa su stoga podijeljene na ,svijetle® i ,tamne®. Stanice koje
sadrze ,nezrela“ sekretna zrnca u kojima je dosta vode su svijetlije. Gubitkom
vode zrnca postaju ,zrela“ i egzocitozom izlaze van iz stanice.

Ponekad svjetlosnim mikroskopom mozemo uoCiti izduzene stanice koje
su smjeStene oko samih acinusa i pocCetnog dijela prijelaznih cijevi. To su
mioepitelne stanice (sl. 40). Na rezovima uglavnom vidimo njihovu izduzenu
citoplazmu, dok se izduzena jezgra nesto rjede moze naci na rezovima.

Prijelazne cijevi (sl. 41, 42 i 43) Cine pocetni dio odvodnog sustava Zlijezde
I povezuju lumen acinusa s lumenom intralobularnih odvodnih kanala.
Proksimalni dio prijelaznih cijevi sastoji se od stanica koje su izgledom sli¢ne
stanicama acinusa, a na bazalnom dijelu stanica nalazimo mioepitelne stanice.
Distalnije prema intralobularnom kanalu stanice postaju nize i splostenije i viSe
ne nalazimo mioepitelnih stanica.

Prijelazne cijevi se nastavljaju u intralobularne odvodne kanale unutar
reznjica i interlobularne kanale koji se nalaze izmedu reznji¢a (sl. 44 i 45). Oni se
pak spajaju u jedan intralobarni kanal koji skuplja sekret iz jednog reznja (sl. 46).
Vise intralobarnih kanala ujedinjuje se u interlobarni kanal koji odvodi sekret
Zlijezde kroz njen hilus na povrSinu oka. Interlobarni kanali su obavijeni gus¢im
vezivnim tkivom. U podrucju hilusa se ponekad u njima moze vidjeti prijelaz
izmedu jednoslojnog cilindricnog u viSeslojni epitel, te neravni, naborani epitel
koji lumen Cini manje vidljivim.

U vezivhom tkivu oko interlobarnih odvodnih kanala mogu se, kao i u
drugom vezivu Zlijezde, osim uobicajenih fibrocita i fibroblasta vidjeti i druge
stanice, uglavnom stanice imunolosSkog sustava. Grananjem sustava odvodnih

kanala uoCavamo da epitel odvodnih kanala raste od kubi¢nog do cilindriCnog te
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da je svaki slijedeci dio odvodnog sustava Zlijezde obuhvaéen vecom koli¢inom
vezivnog tkiva i pratecih krvnih zila. Jezgre stanica odvodnih kanala su ovalnog
do okruglog oblika smjeStene ve¢inom u srediSnjem ili bazalnom dijelu stanice,
rahlog kromatina s ponekad vidljivom jezgricom. Lumen odvodnih kanala je dobro
vidljiv.

U preglednom radu o morfologiji i spolnom dimorfizmu suznih Zlijezda
muzjaka i Zenki (181) se navodi da makroskopski gledano u muzjaka nalazimo
velike, nepravilne acinuse Sireg lumena, dok su u zenki manji, pravilniji i uzeg
lumena. Citoplazma acinusnih stanica muzjaka je "mrljasta", zrnata i bazofilnija.
U Zenki je citoplazma svjetlija i manje strukturirana, uz jacu bazofiliju oko jezgre
koja blijedi prema periferiji. Jezgra acinusnih stanica je u muZjaka centralno
smjesStena, uz izrazen polimorfizam, poliploidiju i obi€no jasno vidljivu jezgricu.
Kod Zenki nalazimo bazalno smjestenu jezgru, koja je obicno pravilnija po veli€ini
i obliku. U radu je navedeno da su granice medu stanicama acinusa u muzjaka
slabije vidljive, dok su u Zzenki konture acinusnih stanica jasne.

PazZljivim promatranjem histoloskih preparata prilikom kvalitativhe analize
mi te razlike nismo mogli uoditi, tj. gledanjem preparata kroz mikroskop nema
razlike izmedu muske i Zenske suzne Zlijezde niti se moze odrediti koja Zlijezda
pripada Sf-1 KO muzjaka, a koja zenki.

lako Sf-1 KO miSevi prilikom Zrtvovanja nisu bili stari, tijekom kvalitativne
analize naSih histoloskih preparata smo pronasli promjene u morfologiji Zlijezde
koje se obi¢no nalaze kod starih Zivotinja, osobito muzjaka. Te promjene smo
pronasli u sve tri grupe transgeni¢nih miSeva — i u zenki, i muzjaka sa i bez
supstitucijskom terapijom testosteron propionatom. NasSli smo podrucja
promijenjenih reznji¢a zbog atrofije i destrukcije acinusa (sl. 47) i nakupljanje
odvodnih kanala u Zlijezdi (,duktularizacija“) (sl. 48). Uocili smo displaziju,
citomegaliju, te morfoloSke promjene jezgara stanica acinusa - kariomegaliju i
polimorfizam (sl. 37 i 38).

Takoder, neki acinusi su imali jako izraZzen lumen radi snizene visine
stranica koje su poprimile kubiéni, ili gotovo plo€asti oblik — za strukture smo
koristili naziv ,pseudofolikuli“ koriSten u istrazivanju Jezeka (184) (sl. 49).

Na vecini preparata u sve tri grupe smo uocili masivnu limfocitnu infitraciju
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veziva oko interlobularnih odvodnih kanala (sl. 50 i 51). Na dosta preparata smo
takoder uocili prodor limfocita u tkivo reznji¢a, limfocitnu infiltraciju oko acinusa
te destrukciju acinusa te znacajno oStecenje strukture suzne Zlijezde kao

posljedicu upalnog djelovanja stanica imunolo$kog sustava (sl. 47, 52. i 53).

=

Slika 33. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijjezde obojane metodom po Azanu crna linija
oznacCava granicu reznjica, plave strelice interlobularno vezivno tkivo, a prazne strelice ahuru.

(Opazanje na povecanju 10x, Olympus Bx61, mjerilo 150 um)
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Slika 34. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijezde obojane metodom po Massonu crna
strelica oznacava interlobularno vezivo i stanice vezivnog tkiva. Crvene strelice oznacavaju
izduZene jezgre koje vjerojatno pripadaju fibrocitima. (OpazZanje na poveéanju 100x, Nikon

Eclipse E200, mjerilo 10 um)

Slika 35. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zljjezde obojane metodom po Azanu bijela strelica
oznacava krvnu Kapilaru u reZnjicu. (OpaZanje na povecanju 100x, Olympus Bx61, mjerilo 10

pm)
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Slika 36. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijezde obojane metodom po Azanu u Kruznici je
oznacen acinus suzne Zlijezde s jasno vidljivim lumenom u sredistu. (OpaZanje na povecanju

100x, Olympus Bx61, mjerilo 10 um)

Slika 37. Polimorfizam jezgara acinusnih stanica (plave strelice) i kariomegalija (prazna strelica)
na rezu tkiva izvanorbitalne suzne Zlijezde obojane metodom po Massonu. (OpaZanje na

povecanju 100x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 10um)
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Slika 38. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijezde obojane metodom po Massonu zelene
strelice oznacavaju jezgre, a prazne strelice citoplazmu acinusih stanica ispunjenu sekretnim

zrncima. (Opazanje na povecanju 100x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 10um)

Slika 39. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijezde obojane metodom po Azanu zelene
strelice oznacavaju jezgre, a prazne strelice citoplazme acinusih stanica ispunjene sekretnim

zrncima. (OpaZzanje na povecanju 100x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 10um)

89



Slika 40. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijezde obojane metodom po Massonu prazne
strelice oznacavaju jezgre mioepitelnih stanica. Lumen jednog acinusa i apikalni dio acinusih
stanica je oznacen plavim ovalom. (Opazanje na povecanju 100x, Nikon Eclipse E200, mjerilo
10 um)

Slika 41. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zljjezde obojane metodom po Azanu Zute strelice
oznacavaju prijelaznu cijev, a zelene zvjezdice lumene intralobularnih odvodnih kanala.

(OpaZanje na povecanju 100x, Olympus Bx61, mjerilo 10 um)
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Slika 42. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijjezde obojane PAS metodom strelica oznacava
uzduzni presjek kroz prijelaznu cijev, a zelena zvjezdica lumen intralobularnog odvodnog
kanala. (Opazanje na povecanju 100x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 70 um)

Slika 43. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijezde obojane metodom po Massonu prazna
strelica oznac¢ava poprecni presjek kroz prijelaznu cijev. Crna strelica oznacava popre¢ni
presjek kroz intralobularni odvodni kanal. (OpazZanje na povecanju 100x, Nikon Eclipse E200,

mjerilo 10 um)
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Slika 44. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijjezde obojane metodom po Massonu crne
strelice oznacavaju interlobularne ili prave odvodne kanale smjestene u interlobularnom vezivu
koje je oznac¢eno zelenom strelicom. (OpaZanje na povecanju 40x, Nikon Eclipse E200, mjerilo

50 um)

Slika 45. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijjezde obojane metodom po Azanu bijele strelice
oznacavaju kubicni epitel interlobularnih ili pravih odvodnih kanala smjestenih u interlobularnom
vezivu koje je oznaéeno zelenom strelicom. Lumen pravih odvodnih kanala je ozna¢en zelenim

zvjezdicama. (OpaZanje na povecanju 100x, Olympus Bx61, mjerilo 10 um)
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Slika 46. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijezde obojane metodom po Azanu zelene
zvjezdice oznacavaju lumen interlobularnih, a ljubi¢aste zvjezdice lumen intralobarnih odvodnih

kanala. (Opazanje na povecanju 20x, Olympus Bx61, mjerilo 100 um)

Slika 47. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijezde obojane metodom po Azanu crnim
krugovima su oznacena podrucja smanjenja i destrukcije rezZnjica te limfocitna infiltracija. U
gonjem desnom kutu je praznom strelicom ozna¢ena masivna infiltracija tkiva suzne Zlijezde

limfocitima. (OpazZanje na povecanju 10x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 150 um)
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Slika 48. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijezde obojane H-E crnim strelicama je oznaceno
nakupljanje odvodnih kanala u reznjicu (,duktularizacija®). U gornjem desnom kutu zelenom
zvjezdicom oznacen je interlobularni odvodni kanal. (Opazanje na povecanju 40x, Nikon Eclipse
E200, mjerilo 50 um)

Slika 49. “Pseudofolikul” oznacen u krugu na rezu tkiva suzne Zlijezde obojane PAS metodom.

Jezgra acinusne stanice je ozna¢ena crvenom strelicom, jedan do acinusa slovom A, a uzduzni

presjek jednog intralobualrnog odvodnog kanala slovom D. (OpaZanje na povecanju 40x, Nikon
Eclipse E200, mjerilo 50 um)
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Slika 50. Limfocitna infiltracija u periduktalno tkivo u rombu na rezu suzne Zlijezde obojane
metodom po Azanu. Prazna strelica ozna¢ava kolagena viakna u vezivu, crvena strelica jezgru

acinusne stanice. (OpaZzanje pri povecanju 40x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 50 ym)

Slika 51. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijjezde obojane metodom po Massonu u sredistu
preparata je bijelom strelicom oznacena limfocitna infiltracija u interlobularnom vezivu. Crna
strelica oznacava pravi odvodni kanal koji je obloZen jednoslojnim cilindriénim epitelom.

(OpaZanje na povecanju 100x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 10 um)
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Slika 52. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijezde obojane metodom po Massonu u sredistu
preparata je strelicama oznacena limfocitna infiltracija oko pravih odvodnih kanala. (Opazanje

na povecanju 10x, Nikon Eclipse E200, mjerilo 150 um)

Slika 53. Na preparatu izvanorbitalne suzne Zlijjezde obojane metodom po Azanu u sredistu
preparata je strelicama oznacena limfocitna infiltracija oko uzduznog presjeka interlobularne
vene koja se grana. Lumen vene je oznacen crvenom, a lumen pravog odvodnog kanala

zelenom zvjezdicom. (OpaZanje na povecanju 20x, Nikon Eclipse E200, mjerilo130 um)
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5.2. KVANTITATIVNA HISTOLOSKA ANALIZA SUZNIH
ZLIJEZDA SF-1 KO MISEVA

5.2.1. Stereoloska analiza gradevnih elemenata suznih Zlijezda

StereoloSkom analizom smo proveli procjenu trodimenzionalne gradevnih
elemenata suznih Zlijezda iz dvodimenzionalnih presjeka.
U naSem istrazivanju smo Koristili tkivo 29 izvanorbitalnih suznih Zlijezda
Sf-1 KO miSeva (tbl.1). Cijela Zlijezda je serijski izrezana. Koristili smo svaki
deseti rez da bi bili sigurni da u brojanju ne koristimo isti acinus. Cijela Zlijezda je
markirana i konturirana na povecanju 4x, dok je analiza u€injena na povecanju
objektiva 40x. Oznaceni rez je uzorkovan po SURS principu (Systematic Uniform
Random Sampling). ,Area fraction/fractionator® program (dio softvera Stereo
Investigator 10) je koriSten za procjenu postotka tkiva koje je zauzeto acinusima,
vodovima ili vezivnim tkivom. Cjelokupna ispitana povrsina tkiva po grupama je

prikazana u grafikonu na slici 54.

POVRSINA ISPITANOG TKIVA PO GRUPI
12x10°
10x10°
8x10°
6x10°

4x10°

Povrsina ispitanog tkiva / pm?2

2x10°

o
Zenke Sf-1 (N=11) MuZjaci Sf-1 (N=10) MuZjaci Sf-1 + TP (N=8)

Slika 54. Grafikon pokazuje totalnu povrsinu ispitanog tkiva izvanorbitalne suzne Zlijjezde (um?)

u 3 grupe Zivotinja: Zenki Sf-1, muZjaka Sf-1 i muzjaka Sf-1 TP+
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U suznim Zlijezdama triju grupa Zzivotinja odredeni su slijedeci stereolosKki
parametri:

1 .volumenska gustoca acinusa (Vva)

2. volumenska gustoc¢a odvodnih kanali¢a/kanala (Vvd)

3. volumenska gustoca vezivnog tkiva (Vvct)

4. duljinska gustoc¢a intralobularnih odvodnih kanali¢a (Lvi)

5. duljinska gustoc¢a pravih odvodih (ekskrecijskih) kanala (Lve).

Kvantitativha analiza tkiva suznih Zlijezda za sve tri grupe Sf-1 KO miSeva
je napravljena pomoc¢u mikroskopa Olympus Bx61 i programske podrske za
stereoloSku analizu Stereo Investigator 10 (MBF Bioscience) na Hrvatskom
Institutu za istrazivanje mozga u Zagrebu.

Na preparatu smo odredili okvir za brojanje (engl. counting frame) od 70x70
mikrona, te mrezu za uzorkovanje (engl. sampling grid) koja je iznosila 300x300
mikrona. Razmak za koji je sistem automatski pomicao broja¢ (engl. grid spacing)
je bio 18 mikrona. Primjer izraCuna parametara za preparat broj 62.1-06A je
prikazan u tablici 2. Nakon uno$enja parametara i ru¢nog odredivanja kontura
tkiva na kojem ¢e se vrSiti mjerenje, Stereo Investigator je odredio polja u kojim
smo vrSili mjerenje (engl. sampling sites) te je automatski pomicao okvir za
brojanje po preparatu (sl. 55). Pomocu pokazivaCa smo oznacavali ,pogodke® i
registrirali ih razlicitim ikonama. Za pogodak na acinus izabrali smo ikone bijelog
trokuta, za pogodak na odvodni kanal crveni kvadrat, a za pogodak na vezivno
tkivo ljubi¢asti romb (sl. 56, 57 i 58). Kompjuterski softver je na kraju oznaCavanja
pogodaka na cijelom preparatu iz dobivenih podataka izracunao ukupnu povrsinu
preparata te postotak volumena koji u njemu €ine acinusi, vezivno tkivo i odvodni
kanali (sl. 58 i 59).

Na tablicama 3, 4 i 5 je prikazan konacni izraCun volumenske gustoCe
acinusa, odvodnih kanala i veziva u ukupnoj povrsini preparata 62.1-06A koju je
kompjuterski sustav izraCunao s obzirom na broj pogodaka na cijelom preparatu.
Isti postupak je u€injen i za duljinsku gusto¢u odvodnih kanala, s razlikom da
kompjuterski sustav ne moZe znati radi li se o intralobularnom ili pravom

odvodnom kanalu, pa je taj dio brojanja ucinjen manuaino.
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Tablica 2. Primjer odredivanja parametara za stereolo$ku analizu za preparat 62.1-06A. Uz

okvir za brojanje od 70x70um, mreZu za uzorkovanje od 300x300um i pomak brojaca za 18um

na ovom preparatu se dobilo 95 mjesta za brojanje (engl sampling sites).

Regija 62.1-06A

Broj polja za mjerenje 95
Povrsina okvira za brojanje (XY) {um‘?) 4900
Sirina okvira za brojanje (X) (um) 70
Visina okvira za brojanje (Y) (um) 70
MrezZa za uzorkovanje (X) (um) 300
Mreza za uzorkovanje (Y) (um) 300
Povréina mreZe za uzorkovanje (XY) (um?) 90000
Pomak brojac¢a (um) 18

Slika 55. Konturiranje preparata 62.1-06A suzne Zlijezde (lijevo) te mreZa za uzorkovanje

(desno). Zeleni kvadrati¢i na mreZi za uzorkovanje oznacavaju polja u kojim je izvr§eno brojanje

(engl. sampling sites). (Opazanje na mikroskopu Olympus Bx61 i softveru za stereolo$ku

analizu Stereo Investigator 10, MBF Bioscience)
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Slika 56. Oznacavanje ,pogodaka“ ikonama. U krugu je oznacen zeleni okvir za brojanje,
»pogodak“ na acinus oznacen je ikonom bijelog trokuta, a pogodak na vezivo ljubi¢astim
rombom. (OpaZanje na mikroskopu Olympus Bx61 i softveru za stereolosku analizu Stereo

Investigator 10, MBF Bioscience)

Slika 57. Oznacavanje ,pogodaka“ ikonama. U krugu je oznacen zeleni okvir za brojanje,
»pogodak” na acinus oznacen je ikonom bijelom trokuta, pogodak na vezivo ljubi¢astim rombom
(OpaZanje na mikroskopu Olympus Bx61 i softveru za stereolosku analizu Stereo Investigator
10, MBF Bioscience)
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Slika 58. Konacan rezultat nakon oznacavanja ,pogodaka“ prikazan je na lijevom dijelu slike,
bijelom strelicom je oznacen jedan okvir za brojanje (OpaZanje na mikroskopu Olympus Bx61 i

softveru za stereolo$ku analizu Stereo Investigator 10, MBF Bioscience)
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Counts By Site Region kiistina
® vezivo Number Of Sampling Sites 58
Counts By Site Counting Frame Area (XY) (um2) 4300.00
Planimetry Counting Frame Width (X) (um) 700
Raw Data Counting Frame Height (Y] (um) 700
Section Order Sampling Grid (X) (um) 3000
Sampling Grid (Y) (um) 3000
Sampling Gnd Area (XY) (um2) 90000.0
Section Evaluation Interval 1.000000
Grid Spacing (um) 180
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Slika 59. Zavrsetak oznacavanje ,pogodaka“ikonama. U lijevom gornjem kutu slike je vidljiv
zadniji okvir za brojanje, a u sredistu slike izracun stereolo$kih podataka (OpaZanje na
mikroskopu Olympus Bx61 i softveru za stereolo$ku analizu Stereo Investigator 10, MBF

Bioscience)
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Tablica 3. Postotak povrsine koju zauzimaju acinusi u ukupnoj povrSini preparata 62.1-06A

oznacen je Zutom bojom.

Acinusi (62.1-06A)

Kategorija Rezultati

Svi pogodci na acinuse 868
Svi pogodci na preparatu 1255
Udio povrsine koju zauzimaju acinusi 0.6916
Pomak brojaca (um) 18
Povrsina mreZa za uzorkovanje {umz) 324
Udio uzorkovane povrsine 0.0544
Procijenjena povréina (um?) 5165490

Tablica 4. Postotak povr$ine koju zauzimaju odvodni kanali¢i u ukupnoj povrSini preparata

62.1-06A oznacen je Zutom bojom.

Odvodni kanalié¢i (62.1-06A)

Kategorija Rezultati

Svi pogodci na odvodne kanalice 33
Svi pogodci na preparatu 1255
Udio povrsine koju zauzimaju odvodni kanali 0.0263
Pomak brojaca (um) 18
Povrdina mreZa za uzorkovanje (um?) 324
Udio uzorkovane povrsine 0.0544
Procijenjena povrsina {umz) 196384

Tablica 5. Postotak povrSine koju zauzima vezivo u ukupnoj povrsini preparata 62.1-06A

oznacen je Zutom bojom.

Vezivo (62.1-06A)

Kategorija Rezultati

Svi pogodci na vezivo 394
Svi pogodci na preparatu 1255
Udio povrsine koju zauzima vezivo 0.2821
Pomak brojaca (um) 18
Povrdina mreZa za uzorkovanje (um?) 324
Udio uzorkovane povrsine 0.0544
Procijenjena povrsina {um‘?) 2106660
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5.2.2. Statisticka analiza dobivenih stereoloskih podataka o suznoj zZlijezdi

StatistiCka znacCajnost razlike izmedu tri skupine analizirana je ANOVA
testom, dok je razlika u srednjoj duljini odvodnih kanala analizirana Kruskal-
Wallisovim testom. Podaci dobiveni istrazivanjem su statistiCcki analizirani

pomocu software-a GraphPad (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

5.2.2.1. Volumenska gustoéa acinusa, odvodnih kanala i veziva, te

duljinska gusto¢a odvodnog sustava

Na tablicama 6, 7 i 8 su prikazane jednosmjerne analize varijance (ANOVA)
za podatke koje smo dobili pomocu stereoloSke analize, i to za volumen acinusa
izvanorbitalne suzne Zlijezde triju eksperimentalnih grupa Zzivotinja tj. Sf-1 KO
miSeva (muzjaka, Zenki i muzjaka koji su dobivali supstitucijsku terapiju
testosteron propionatom prije zrtvovanja), zatim za volumen odvodnih kanala i
volumen veziva. U tablicama 9 i 10 je prikazana statisticka analiza duljine
odvodnih kanala, gdje je zbog nehomogenosti varijance u podacima za duljinu

pravih odvodnih kanala, primijenjen neparametrijski Kruskal-Wallisov test.

Tablica 6. Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) za volumen acinusa u izvanorbitalnoj
suznoj Zlijezdi za 3 grupe Zivotinja (Sf-1 KO muzjaci, Zenke i muZjaci koji su dobivali terapiju

testosteron propionatom), p=0.16

F 1wayANOVA

A
8| R kvadrat 0.1158
9

10| Brown -Forsytheov test

11| F(DFn, DFd) 0.3538 (2, 30)
12| P wriednost 07048
13| SaZetak P vriednosti nesignifikanino

14| Znacajno raziiéita standarna devijacija? (P< 0.05)  [HNe
15

18| Bartlettov test

17| Bartlettova statistika (korekciia) 0.3310
18] P wriednost 0.82585
18| SaZetak P vriednosti nesignifikantno

20| Znacajno raziiéita standarna devijacija? (P< 0.05)  [Ne
21

22| ANOWVA tablica 55 DF WS F (DFn, DFd} P valug
23| Analiza izmedu kelumni 0.02076 2 0.01038 Fg2 30)=19585 |[P=10.1576
24| Analiza unutar kolumni 0.1584 25 0.00527%

25| Kompletna analiza 01751 31

25

27|SaZetak podataka

28] Broj grupa (kolumni} 3

29| Broj vrijednosti (totalno) 29
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Tablica 7. Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) za volumen odvodnih kanala u

izvanorbitalnoj suznoj Zlijezdi Sf-1 KO miSeva, p=0.46

i 1wayANOVA
1 | Analizirana Tablica ODVODNI KANALI
2
3 |AMOVA saZetak
4|F 0.7941
5 | P wrijednost 0.4613
b6 | SaZzetak P vrijednosti nesignifikatno
7 | Dali je razlika medu srednjim vrijednostima statisticki znacajna? (P< 0/Ne
8 | R kvadrat 0.05028
9
10 | Brown-Forsytheov test
11| F (DFn, DFd) 0.6008 (2, 30)
12 | P vrijednost 0.5548
13 | Sazetak P vrijednosti nesignifikantno
14| Znacajno razliéita standarna devijacija? (P< 0.05) e
15
16 |Bartlettlov test
17 | Bartlettlova statistika (karekcija) 3.169
18 | P vrijednost 0.2051
19 | Sazetak P vrijednosti nesignifikatno
20| Znacajno razlicita standarna devijacija? (P<0.05) MNe

Tablica 8. Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) za volumen veziva u izvanorbitalnoj suznoj

Zlijezdi Sf-1 KO miSeva, p=0.21

i1 1wayANOVA

1 |Analizirana Tablica VEZIVO

2

3 |ANOVA sazetak

4| F 1.626

9 | P wrijednost 0.2137

b | SaZetak P vrijednosti nesignifikantno
7 | Da li je razlika medu srednjim vrijednostima statisticki zna¢ajna? (F=< 0.05) |Ne

8 | R kvadrat 0.09777

9

10| Brown-Forsytheov test

11| F (DFn, DFd}) 0.7891 (2, 30)
12| P vrijednost 04634

13| SaZetak P vrijednosti nesignifikantno
14| Zna&ajno razliéita standarna devijacija? (P= 0.05) MNe

15

16 |Bartlettlov test

17 | Bartlettlova statistika (korekcija) 04573

18| P wrijednost 0.7956

19| SaZetak P vrijednosti nesignifikantno
20| Znaajno razli€ita standarna devijacija? (P=0.05) Ne
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Tablica 9. Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) za duljinu intralobularnih odvodnih kanala

u izvanorbitalnoj suznoj Zljjezdi Sf-1 KO miSeva, p=0.74

] 1wayANOVA

1 |Analizirana Tablica INTRALOB. ODVODNI
2

3 |ANOWA, saZetak

4|F 0.3043

5 | P vrijednost 0.7400

b | SaZetak P vrijednosti nesignifikantno
7 | Da li je razlika medu srednjim vrijednostima statisticki znacajna? (P 0.05) Me

8 | R kvadrat 0.02055

9

10| Brown-Forsytheov test

11| F (OFn, DFd) 1.456 (2. 29)
12| P vrijednost 0.2496

13| Sazetak P vrijednosti nesignifikantno
14| Znacajno razli¢ita standarna devijacija? (P< 0.05) Me

15

16 [Bartlettiov test

17 | Bartlettlova statistika (korekcija) 3.50

18| P wrijednost 01711

19| SaZetak P vrijednosti nesignifikantno
20| Znatajno razlifita standarna devijacija? (P=0.05) Me

Tablica 10. Kruskal-Wallisov test za duljinu pravih odvodnih kanala u izvanorbitalnoj suznoj

Zlijezdi Sf-1 KO miSeva, p=0.70

1 1wayANOVA
AAnaIizirana Tablica PRAVI ODVODNI
2
Kruskal-Wallisov test
P vrijednost 0.7009

Aproksimativna

saZetak P vrijednosti

nesignifikantno

3
4
a| To€na ili aproksimativna P vrijednost?
6
7
8

Da li medijani znacajno variraju? (P< 0.05) [Ne
Broj grupa 3
9| Kruskal-Wallisova statistika 0.7107
10
11| SaZetak podataka
12| Broj arupa (kolumni) 3
13| Broj vrijednosti (totalno) 29
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5.2.2.2. Srednji volumen acinusa, vezivnog tkiva i odvodnih kanala

Nasi rezultati su pokazali da ne postoji statistiCka razlika u srednjem
volumenu acinusa, vezivnog tkiva i odvodnih kanala izmedu 3 skupine Sf-1 KO
zivotinja: Zenki Sf-1 (Sf-1 KO/F), muzjaka Sf-1 (Sf-1 KO/M) i muzjaka koji su
dobivali supstitucijsku terapiju testosteronom (Sf-1 KO/M+TP). Dakle, p>0.05 u
sve tri ispitane komponente suzne Zlijezde (acinusi, vezivo i odvodni kanali)
izmedu 3 grupe zivotinja, a razlika medu njima nije signifikantna. Rezultati su

prikazani u tablici 11 te na grafikonu na slici 60.

Tablica 11. Srednji volumen (x +/- standardna devijacija) acinusa (Vva), vezivnog tkiva (Vvct) i

odvodnih kanala (Vvd) po mm? tkiva suzne Zlijezde u 3 skupine Zivotinja

Vva (X +/- SD) Vvd (X +/- SD) Vvct (X +/- SD)
/mm3 /mm3 /mm3
Sf-1 KO/F 0,698673 +/- 0,09 0,029445 +/- 0,02 0,271873 +/- 0,08
Sf-1 KO/M 0,658058 +/- 0.07 0,038825 +/- 0,01 0,303142 +/- 0,06
Sf-1 KO/M TP+ | 0,652482 +/- 0.07 0,039655 +/- 0,03 0,307882 +/- 0,06

VOLUMENSKA GUSTOCA SUZNE ZLIJEZDE

0.9 p=0.16
0.8
0.7

_—
el

0.6
0.5
0.4 _, -
0.3 | l J : {f,
0.2 | p=0.46 ‘ =
0.1 | - ‘ ‘
0.0 I I ‘”7117* ‘

Vv acini Vv ducts Vv ct
Zenke Sf-1 (N=11) Muzjaci Sf-1 (N=10) = Muzjaci Sf-1 + TP (N=8)

volumenska gustoc¢a / mm3

Slika 60. Na grafikonu je prikazana srednja volumenska gusto¢a u mm? (X +/- SD) acinusa (Vv
acini), odvodnih kanala (Vv ducts) i veziva (Vv ct) u izvanorbitalnoj suznoj Zlijezdi Sf-1 KO Zenki,

Sf-1 KO muzjaka i muZjaka koji su dobivali testosteron propionat (muzjaci Sf-1 + TP).
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5.2.2.3. Srednja duljina interlobularnih i pravih odvodnih kanala

Nasi rezultati su pokazali da je p vrijednost nakon statistiCcke analize duljine
intralobularnih odvodnih kanala iznosila p=0.74, a pravih odvodnih kanala (Lve)
P=0.70, dakle p>0.05 (tbl. 9 i 10). Dakle, ne postoji statisticka razlika u srednjoj
duzini intralobularnih (Lvi) i pravih (Lve) odvodnih kanala izmedu 3 skupine Sf-1
KO zivotinja: zenki (Sf-1 KO/F), muzjaka (Sf-1 KO/M) i muzjaka koji su dobivali
supstitucijsku terapiju testosteronom (Sf-1 KO/M TP+). Rezultati su prikazani u

tablici 12 te na grafikonu na slici 61.

Tablica 12. Srednja duzina intralobularnih (Lvi) i pravih (Lve) odvodnih kanala (X +/- standardna

devijacija) u izvanorbitalnoj suznoj Zlijezdi u 3 skupine Zivotinja

Lvi (X +/- SD) /mm™ Lve (X +/- SD) /mm-
Sf-1 KO/F 12,76811641 +/-7,57 4,8439202 +/- 3,08
Sf-1 KO/M 12,8800848 +/- 4,90 5,139011882 +/- 1,95
Sf-1 KO/M TP+ 14,56059567 +/- 9,17 6,971221629 +/- 5,20

DULJINSKA GUSTOCA ODVODNIH KANALA
SUZNE ZLIJEZDE

Duljina / mm -2
Bt - N N
o 9] o w

93]

Zenke Sf-1 (N=11) MuZjaci Sf-1 (N=10) MuZjaci Sf-1 + TP (N=8)

o

mlvi mlve [p=0.70

Slika 61. Na grafikonu je prikazana srednja duljina u mm-2 (x +/- SD) intralobularnih (Lvi) i
pravih (Lve) odvodnih kanala u izvanorbitalnoj suznoj Zlijezdi Sf-1 KO zZenki , Sf-1 KO muZzjaka i

muZjaka koji su dobivali testosteron propionat (male Sf-1 TP+).
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5.3. EKSPRESIJA ANDROGENIH RECEPTORA U SUZNOJ
ZLIJEZDI

Slika 62. Imunohistokemijska analiza androgenih receptora (AR) na rezovima izvanorbitalne
suzne Zlijezde na tkivu muZjaka Sf-1 KO miseva, SF-1 KO M (gornja slika) i muZjaka Sf-1 KO
mieva sa supstitucijskom terapijom testosteron propionatom, Sf-1 KO/M TP+ (donja slika).

Crvena boja ozna¢ava imunopozitivnost na AR u jezgrama stanica acinusa (strelica).
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Slika 63. Imunohistokemijska analiza androgenih receptora (AR) na rezovima izvanorbitalne
suzne Zlijezde na tkivu muzjaka Sf-1 KO miseva, SF-1 KO M (gornja slika) i muZjaka Sf-1 KO
miseva sa supstitucijskom terapijom testosteron propionatom Sf-1 KO/M TP+ (donja slika).
Crvena boja oznacava imunopozitivnost na AR u jezgrama stanica acinusa (strelica), A

oznacava acinus, D oznacava odvodni kanal.
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Slika 64. Imunohistokemijska analiza androgenih receptora (AR) na rezovima izvanorbitalne
suzne Zlijezde na tkivu muZjaka Sf-1 KO miseva, SF-1 KO M (gornja slika) i muZjaka Sf-1 KO
miSeva sa supstitucijskom terapijom testosteron propionatom, Sf-1 KO/M TP+ (donja slika).
Crvena boja oznacava imunopozitivnost na AR u jezgrama stanica acinusa (strelica), A

oznacava acinus, D oznadava odvodni kanal.
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Ekspresija androgenih receptora je detektirana i kvalitativno analizirana
pomoc¢u mikroskopa Nikon Eclipse E200. U ucinjenoj imunohistoloskoj detekciji
androgenih receptora, ImMmPACT Vector Red supstrat dao je intenzivno crvenu
reakciju u prisutnosti enzima alkalne fostataze (AP). Boja se uoCavala iskljucivo
u jezgrama stanica acinusa suzne Zlijezde (193,373).

Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da su skoro sve jezgre stanica
acinusa u muzjaka na supstitucijskoj terapiji testosteron propionatom (Sf-1 KO/M
TP+) bile pozitivne na izrazaj androgenih receptora za razliku od muZzjaka bez
supstitucijske terapije (Sf-1 KO/M) gdje je signal bio potpuno negativan (sl. 62,
63 i 64).
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6. RASPRAVA

Osnovna svrha spolne diferencijacije je opremanje organizma anatomskim
i fizioloSkim znacajkama potrebnim za spolno razmnozZavanje. lako je u sisavaca
spolna sudbina odredena prilikom oplodnje spajanjem spolnih gameta, tj.
prisutnoScu ili odsutnoS¢u Sry gena, kad govorimo o genetiCkoj razini,
najznacajniji procesi se odvijaju prije i tijekom diferencijacije fetalnih gonada - ili
u jajnike ili testise (19). lako se dugo smatralo da se sve sekundarne spolne
karakteristike razvijaju nakon razvoja i preuzimanja endokrine funkcije gonada i
da ovise isklju€ivo o djelovanju spolnih hormona na tkiva, u novije vrijeme sve
cesSce se spominje ,efekt spolnih kromosoma“ tj. urodena neravnoteza ekspresije
gena smjestenih na spolnim kromosomima i epigenetski utjecaj X i Y kromosoma
na spolni dimorfizam negonadalnih tkiva (374,375).

ProuCavanje odvojenog utjecaja gonadalnih hormona i spolnih kromosoma
je danas moguce koristenjem misjih modela (npr. FCG misji model, engl. the four
core genotypes ili Sf-1 KO miSevi) u kojima je gonadalno odredenje odvojeno od
spolnih kromosoma (376), omogucujuéi usporedbu XX i XY miSeva s istim tipom
gonada ili bez njih. Jednom kada se pomocu ovih modela jasno detektiraju
utjecaji spolnih kromosoma na spolni dimorfizam, daljnjim istrazivanjima se lista
potencijalnih gena kandidata na X ili Y kromosomu suzuje, te se identificiraju

pojedinacni spolno odredujuci geni (374).

Steroidogeni ¢imbenik 1 (SF-1,Ad4BP, NR5AL1) je produkt istoimenog gena
Sf-1 i pripada skupini jezgrinih receptora. Buduci da njegov endogeni ligand jo$
nije identificiran svrstavamo ga u siro¢ad receptore. SF-1 je transkripcijski faktor
i klju€ni je regulator tkivno specificne ekspresije gena steroidogeneze (277).
Tijekom embrionalnog razvoja miSa uocena je obilna ekspresija Sf-1 gena, te je
ustanovljeno da je neophodan za embrionalni opstanak primarnih steroidnih
organa (347). Uz to Sto regulira gene klju¢ne za razvoj nadbubreznih Zlijezda i
gonada, bitan je i razvoj spolno dimorfnih podru€ja mozga sisavaca (348) te

urednu funkciju hipotalamo-pituitarno-gonadalne osi (301,377).
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MiSevi bez gena Sf-1 (Sf-1 KO miSevi) radaju se bez spolnih i nadbubreznih
Zlijezda. Spolni nabori, koji su osnova za spolne Zlijezde, se normalno formiraju
oko 10 dana embrionalnog razvoja (E10.5), no podlijezu izrazitoj apoptozi
neposredno nakon toga i oko E12.5 nestaju. Osnova nadbubrezne Zlijezde
takoder normalno nastaje, no bez Sf-1 gena nastupa brza regresija i nestajanje
Zlijezde do E11. Uz agenezu nadbubrezne Zlijezde i gonada, muzjaci i Zenke ovih
transgeni¢nih miSeva imaju zensko vanjsko spolovilo i oCuvane strukture koje
nastaju od Mdullerovih kanala (313,347). Gonadotropne stanice prednjeg reznja
hipofize su u Sf-1 KO miSeva afunkcionalne uz dezorganizaciju ventromedijalne
hipotalamicke jezgre (302).

Mnogobrojne studije na globalnim i tkivho specificnim varijantama Sf-1
nokaut miSeva su pokazale da je transkripcija mnogih gena ovisna o regulaciji
pomocu SF-1, takoder ovisno i o broju kopija gena, te da mnogi proteini zauzvrat
ulaze u interakciju sa SF-1 i moduliraju njegovu aktivnost (378,379). Sf-1 KO
miSevi, buduéi da su rodeni bez nadbubreznih Zlijezda, umiru najkasnije do 8
dana zivota zbog akutne adrenalne insuficijencije.

No, odrzavani na zivotu supstitucijskom kortikosteroidnom terapijom do
transplatacije nadbubrezne Zlijezde 7. ili 8. dan nakon rodenja, Sf-1 KO miSevi
prezive do zrele dobi (351). Ove transgenitne Zzivotinje stoga predstavijaju
jedinstven i vrijedan model za prou€avanje spolne diferencijacije u odsutnosti
steroidnih hormona. Naime, nije uvijek potpuno jasno da li je spolni dimorfizam
genetski ili hormonski uvjetovan tj. nastaje li u muzjaka i Zenki zbog izlozenosti
razlicitim spolnim hormonima ili zahvaljujuci drugim ¢imbenicima koji su povezani
uz razli€it kromosomski spol.

IstraZivanja razvoja mozga Sf-1 KO miSeva koja je proveo Majdi¢ sa
suradnicima su pokazala da su neka podrucja ventromedijalnog hipotalamusa i
preoptiCke regije prednjeg hipotalamusa spolno dimorfna zbog djelovanja
razliitog seta kromosoma (XX ili XY), a unato€ manjku djelovanja spolnih
hormona tijekom prenatalnog i postnatalnog ZzZivota (80,81). Ta i druga
istrazivanja na mozgovima Sf-1 KO miSeva (69,70,79) su nas usmijerila u prilog
hipotezi da bi u razvoju spolnog dimorfizma suzne Zlijezde znacajnu ulogu mogli

imati genetski Cimbenici i da bi se razliCite suzne Zlijezde u muzjaka i Zenki mogle
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razviti neovisno o utjecaju spolnih hormona.

Suzna Zlijjezda je tubuloacinusna egzokrina Zlijezda koja zajedno s
roznicom, konjuktivom, Meibomovim, Zeisovim i Mollovim Zlijezdama sudjeluje u
sekreciji suznog filma. Suzni film oblaze prednju povrSinu oka. Klju¢an je za
zdravlje i urednu funkciju oka, €ini glatku refrakternu povrSinu iznad roznice,
hidrira i podmazuje roznicu i konjuktivu, podrzava metabolizam povrSine oka i te
ispire komadice prasine i Stetne tvari. Od vanjske povrSine prema stanicama o¢ne
povrsine sastoji od tri sloja: vanjski lipidni, srednji vodenasti i unutarnji mukozni
sloj. Suzni film je esencijalni dio povrSinske mikrookoline oka.

Poremec¢aj homeostaze tog mikrookoliSa dovodi do stanja koje zovemo
sindrom suhog oka (DES, engl. dry eye syndrome ili lat. keratoconjunctivitis
sicca). Klini¢ki konsenzus eksperata u ovom podrucju se usuglasio oko definicije
koja navodi da je ,suho oko multifaktorijalna bolest koju karakterizira nestabilni
i/ili deficijentni suzni film, uzrokuje nelagodu i /ili oSteCenje vida, a praceno je
varijabilnim stupnjem oStecenja povrSnog epitela, upale i neurosenzornog
poremecaja“ (380).

Klasi¢ni tip suhog oka je prvi puta opisan kao dio Sjégrenovog sindroma
1933.god. a kasnije su u Klasifikaciju ukljuCena i ostala stanja sa smanjenom
sekrecijom vodenastog dijela suza (engl. aqueous deficient dry eye) kao $to su
kronicna GVHD, bolest transplantata protiv primatelja (engl. graft-versus-host
disease), ocni cikatricijalni pemfigoid, Stevens-Johnsonov sindrom i dr.
Zanimljivo da je u ovu kategoriju uklju¢eno i suho oko koje se javlja kod osoba
kao posljedica dugotrajnog koristenja ekrana (381). Zbog smanjenja vodenaste
komponente, dolazi do nestabilnosti suznog filma, a kad su suze gotovo
nepostojece, nema uspostave suznog filma nakon treptanja.

Novije epidemioloSke studije pokazuju da je danas sve veca ucestalost i
evaporativnog oblika. Kod ovog tipa suhog oka, vodenasti dio suza je urednog
volumena ili €ak povecan, no lipidna komponenta suznog filma nedostaje ili je
loSe kvalitete, $to dovodi pojatanog isparavanja suza i nestabilnosti suznog filma.
NajuCestalije stanje koje dovodi do evaporativnhog oblika je disfunkcija

Meibomovih Zlijezda. Tredi tip je mijeSani oblik koji ima nedostatnu i vodenastu i
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evaporativhu komponentu (382).

U zadnjih nekoliko desetljeéa, broj ljudi s DESom je u dramati¢nom porastu,
te je postala naj¢eSc¢a bolest povrSine oka na svijetu (383). Procijenjeno je da
pogada od 7,4% do €ak 33,7% populacije, te izrazito negativno utje€e na kvalitetu
Zivota pacijenata (384). Simptomi mogu varirati od nelagode, intolerancije
kontaktnih le¢a, osjecaja peCenja i svrbeza do uporne boli, oste¢enja roznice,
zamucenja vida, a u najtezem obliku poremecaj moze Cak dovesti i do sljepoce.
Ovo stanje takoder dovodi do Cestih infekcija oka. Uznapredovala dob,
perimenopauza u Zena i hormonski disbalans su neki od faktora koji mogu
doprinijeti razvoju bolesti. Takoder se u literaturi navodi da dugotrajno noSenje
kontaktnih le¢a, pusenje, laserske refraktivne operacije oka, produzena
izloZenost ekranima, te niska vlaznost zraka u uredskim prostorijama mogu biti
okidac za pojavu simptoma ili ih mogu jako pogorsati (385).

lako je etiologija ovog stanja multifaktorijalna, Zene ¢eS¢e od muskaraca
oblijevaju od sindroma suhog oka, te osobito od autoimune varijante bolesti,
Sjogrenovog sindroma. Sa starenjem se ucestalost poveéava bez obzira na spol.
Buduci da su glavni rizi€ni faktori za obolijevanje od sindroma suhog oka zZenski
spol i uznapredovala dob, niska razine testosterona se moze smatrati jednim od
uzroka koji dovode do ovog stanja.

Podrobnija istraZivanja na suznoj Zlijezdi su poCela sredinom 20. stoljeca.
Od tog razdoblja do danas brojne studije su pokazale da je suzna Zlijezda kod
vecine sisavaca spolno dimorfni organ i da androgeni imaju klju¢nu ulogu u
uspostavljanju normalne anatomije i funkcije ,muske® i ,zenske“ Zlijezde.
Dokazano je da orhidektomija ili davanje antagonista androgenih receptora
dovodi do degenerativnih promjena u Zlijezdi, dok davanje androgena ,reaktivira“
suznu Zlijezdu. Dakle, prijasnji eksperimenti, kako na zlijezdama slinovnicama,
tako i na suznim Zlijezdama, dokazali su klju¢nu ulogu androgena u razvoju
spolnog dimorfizma i odrzavanju funkcije ovih ciljnih organa.

No, sve studije do sada su provedene na odraslim Zivotinjama koje su imale
normalnu morfologiju suzne Zlijjezde i njenu urednu funkciju prije fizicke ili
kemijske kastracije. Mi smo u ovom istrazivanja zeljeli analizirati suzne zlijezde

muzjaka i Zenki miSa koje uopce tijekom Zivota nisu bile izlozene djelovanju
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spolnih hormona. Zbog toga smo koristili Sf-1 KO miSeve. lako ove Zivotinje imaju
uredne spolne kromosome i genetski spol, manjak Sf-1 gena i njegovog produkta,
transkripcijskog faktora SF-1 dovodi do ageneze tkiva koja stvaraju steroidne
hormone. Dakle, Sf-1 KO miSevi se radaju bez testisa i jajnika te in utero i poslije
rodenja ne postoji stvaranje niti djelovanje spolnih hormona (androgena i
estrogena). Primarno pitanje koje smo si postavili u ovom istrazivanju je da li
spolni dimorfizam suznih Zlijezda postoji kod ovih hormonski ,naivnih® Zivotinja.
Kao $to je ranije navedeno, studije uc€injene na mozgovima Sf-1 KO miSeva su
pokazale da postoji spolni dimorfizam u dvije regije za koje se od ranije znalo da
su izrazito spolno dimorfne u sisavaca: preopticka regija i ventromedijalna jezgra
hipotalamusa (79,80,81). Nasa radna hipoteza je takoder bila u skladu s ovim
rezultatima — da €e suzna Zlijezda Sf-1 KO miSeva takoder pokazivati spolni
dimorfizam.

No, suprotno o€ekivanjima, rezultati naseq istrazivanja pokazali su da nema
spolnog dimorfizma suzne Zlijezde kod ove vrsta transgenic¢nih Zivotinja. Samo
genetski faktori, u odsutnosti hormonskih ¢imbenika nisu bili dovoljni da izazovu
morfoloSki spolni dimorfizam suzne Zlijezde. Na svim promatranim
komponentama suzne Zlijezde (acinusi, odvodni kanali, vezivo) pokazali smo da
ne postoji statistiCka razlika u volumenskoj gustoCi acinusa, odvodnih kanala i
vezivnog tkiva izmedu tri promatrane grupe Zivotinja: Sf-1 KO Zenki, Sf-1 KO
muzjaka i Sf-1 KO muzjaka koji su dobivali testosteron propionat svakodnevno
dva tjedna prije zrtvovanja (sl. 60).

Takoder smo ustanovili da ne postoji statistiCka razlika u srednjoj duzini
odvodnog sustava (intralobularni i pravi odvodni kanali) izmedu sve tri grupe
nokaut miSeva. Zanimljivo je istaknuti da je statisticka analiza pokazala malu, no
ne i statistiCki znacajnu razliku u duzini odvodnih kanala Sf-1 KO + TP muzjaka.
Naime, miSevi koji su primali supstitucijsku terapiju testosteron propionatom su
imali duZe i intralobualrne i prave odvodne kanale od Zivotinja bez takve
supstitucije (sl. 61). Istrazivanja ranije ucinjena na parotidnoj Zlijezdi Stakora
(185) su pokazala da osmi dan nakon orhidektomije pocinje skracivanje odvodnih
kanala i da to moze biti prvi pokazatelj morfoloskih promjena zbog manjka

testosterona. Moguée je da je u naSem istrazivanja supstitucijska terapija
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testosteronom mogla dovesti do suprotnog ucinka, no daljnja istrazivanja su
potrebna, mozda s duljim vremenskim periodom supstitucije androgenima.

Oko je jedan od cilinih organa za androgene i potvrdena je Siroka
rasprostranjenost androgenih receptora u suznoj zlijezdi, roznici i drugim ocnim
tkivima ljudi, zeCeva i miSeva (386,387). U suznoj Zlijezdi misa androgene
receptore nalazimo u jezgrama stanica acinusa (373), dok u Covjeka, uz izrazaj
u acinusnim stanicama, ekspresiju AR takoder nalazimo i u stanicama
smjesStenim u intralobularnom vezivu, izmedu ostalih i u imunoloSkim stanicama
(388). Nase istrazivanje je takoder potvrdilo da davanje androgena muzjacima
transgeni¢nih miSeva dva tjedna prije zrtvovanja uzrokuje pojavu androgenih
receptora u jezgrama acinusnih stanica u usporedbi s kontrolnom grupom koja
nije dobivala supstitucijsku terapiju (sl. 62,63 i 64). To nam potvrduje da
androgeni mogu inducirati i povecati broj svojih receptora (engl. up-regulation) u
vremenskom periodu od 14 dana, potvrduju¢i znaCajnu ulogu testosterona u
oc¢nim tkivima (193,194).

Starenje je kompleksan proces koji za rezultat ima postupno smanjivanje i
gaSenje normalnih funkcija organizma. Starenjem suzne Zlijezde takoder
pokazuju znac¢ajne morfoloske i funkcionalne promjene koje su osobito izrazene
u muzjaka. Makroskopski gledano, suzne Zlijezde mladih Zivotinja su ruziCaste i
glatke, dok su u starijih blijede boje i lobularnije, vjerojatno radi veceg udjela
masnog i vezivnog tkiva. Analizom na elektronskom mikroskopu je uocCena
destrukcija ER i Golgijevog aparata, te progresivni gubitak seroznih sekretornih
zrnaca u citoplazmi acinusnih stanica, kao i postupna promjena tipa acinusa od
seroznih, preko seromukoznih do prevladavaju¢e mukoznih u starih Zivotinja
(389).

Na morfolo$koj razini se nalaze promjene u parenhimu suzne Zlijezde koje
uklju€uju kako uvecavanje acinusa i njegovog lumena, tako i atrofiju i metaplaziju
acinusa. Takoder je uoCeno pretvaranje acinusa u strukture koje karakteriziraju
Harderove Zlijezde — ,harderizacija“. Mikroskopskom analizom tkiva starijih
zivotinja pronalazi se displazija i polimorfizam stanica acinusa, kao i citomegalija
I kariomegalija. Promjene odvodnih kanala ukljuCuju njihovo nakupljanje u

reznjicima (,duktularizacija“) i dilataciju, te u kasnijim fazama opstrukciju.
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Promjene povezane sa starenjem u stromi suzne Zlijezde su karakterizirane
limfocitnom infiltracijom strome, zadebljanjem kapsule te povecanjem koli€ine
vezivnog tkiva i fibrozom u kasnijim fazama (390-392). U starijih Zivotinja je
takoder, uz znacajan broj limfocita, pronaden i velik porast broja mastocita u
odnosu na mlade Zivotinje, kao i redukcija u inervaciji acinusnih stanica (393). Na
zavrsnom stupnju promjena povezanih sa starenjem, suzna zlijezda je morfoloski
nalik neoplazmi, ali bez drugih tumorskih karakteristika (390). Na koncu,
progresivha destrukcija, prvenstveno acinusa, te potom i odvodnog sustava i
neurovaskularnih struktura, dovodi do smanjenja u sekreciji proteina, promjena u
sastavu i volumenu suza i disfunkcije suzne Zlijezde, Sto se kliniCki manifestira
kao sindrom suhog oka.

lako su Zivotinje koriStene u naSem istrazivanju bile mlade u trenutku kad
su zrtvovane (6 mjeseci starosti), zanimljivo je da su tijekom kvalitativhe analize
histoloSkih preparata u sve tri grupe Zzivotinja pronadene gotovo istovjetne
morfoloske Zlijezde koje su opisane u suznih Zlijezda starih muzjaka. Mi smo,
sli€no prijasnjim istrazivanjima, uocili podrucja kronicne upale s nakupljanjem
limfocita, osobito oko interlobularnih odvodnih kanala, Sirenje upalnih stanica u
podrucje rezniji¢a, te vakuolizaciju i destrukciju stanica acinusa (sl. 47,50,51 i 52).
Pronasli smo i ranije spomenutu ,duktularizaciju® tj. nakupljanje odvodnih vodova
unutar reznjica (sl. 48). Takoder, neki acinusi su imali jako izraZzen lumen radi
shiZzene visine stranica koje su poprimile plo¢asti do kubi¢ni oblik. Te strukture
smo nazvali ,pseudofolikuli, a izraz je prvi puta koristen u istrazivanju Jezek i
sur. (184) (sl. 49). Takoder smo pronasli displasti€éne promjene acinusnih stanica
— polimorfizam i citomegaliju, kao i morfoloske promjene jezgara stanica acinusa
— kariomegaliju i poliformizam (sl. 37 i 38).

Uzroci ovih promjena nisu u cijelosti poznati i vjerovatno su multifaktorijalni.
Jedan od najvaznijih uzro¢nih faktora koji se dovodi u vezu s ovih patoloSkim
stanjima je pad cirkuliraju¢eg testosterona prilikom starenja. Brojna istrazivanja
su dokazala da androgeni imaju znacajan ucinak na ekspresiju gena, sintezu
proteina, sekreciju i imunoloski odgovor oc€nih tkiva, osobito suzne Zlijezde
(191,192,373,394). Takoder, androgeni imaju protuupalni ucfinak u suznoj

Zlijezdi. Jedan od mehanizama je indukcija sinteze i up-regulacija TGF-B. To je
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citokin kojeg proizvode sve linije leukocita i ima mnogobrojne funkcije u
reguliranju proliferacije, diferencijacije i aktivacije stanica imunolo$kog sustava.
TGF-B smanjuje koncentraciju interleukina1f i TNF-a Sto za posljedicu ima
supresiju T limfocita (395). Za odrZavanje strukture i funkcije suzne Zlijezde
potrebna je kriticha razina androgenih hormona, a u trenutku kada ta razina
padne ispod ove razine pokreCe se apoptoza i nekroza stanica acinusa
posredovana imunoloskim stanicama. Takoder, buduci da fragmenti nekroticnih
stanica mogu biti izvor autoantigena, koji se prezentiraju imunoloskom sustavu,
pokrece se i autoimuna upalna reakcija kakvu nalazimo kod Sjégrevog sindroma
(396). Novija istrazivanja su pokazala da gubitak imunoloske tolerancije moze
nastati zbog formiranja apoptotickih tjeleSaca. Ona nastaju od odumrlih stanica
acinusa i sadrze autoantigene a-fodrin, SS-A i hyl-RNA. Dendriticke stanice
fagocitiraju ova apoptoticka tjeleSca i eksprimiraju TLR-7 i TLR-9 (engl. toll-like
receptors) te potiCu produkciju proupalnih citokina i autoimuni odgovor.
Androgeni Stite stanice od apoptoze i smanjuju ekspresiju TLRs na dendritiCkim
stanicama (397). Za retinoide se zna da imaju antagonisticko djelovanje
androgenima. Primjena retinoicne kiselina na kulturi stanica suzne Zlijezde zeca
je dovela do down-regulacije androgenih receptora i inhibicije proliferacije stanica
suzne Zlijezde (398). Dakle, manjak androgena je povezan s upalnim
promjenama suzne Zlijezde i smanjenom sekrecijom suza (195,399,400).
Istrazivanja su pokazala da i drugi faktori kao $to su oksidativni stres,
imunolos$ki faktori i upalom posredovan gubitak ziv€ane opskrbe funkcije Zivaca
(401,402) mogu dovesti do takvih promjena. Takoder, sniZzena razina estrogena
i androgena nakon ovarijektomije u miSeva dovodi do limfocitne infiltracije i
apoptoze stanica suzne zlijezde, dok hormonska supstitucija prevenira razvoj
ovih promjena (403). | ovdje estrogeni i androgeni imaju suprotno djelovanje,
estrogeni povecavaju ekspresiju MMP-2 (engl. matrix metalloproteinase 2),
enzima odgovornog za razgradnju ekstracelularnog matriksa i aktivaciju mnogih
proupalnih citokina, dok ga androgeni suprimiraju (404). NeravnoteZza spolnih
hormona, narocito redukcija razine androgena, moze predisponirati osobu za
razvoj sindroma suhog oka i ostala patoloska stanja koja pogadaju povrsinu oka.

Dakle, moZemo pretpostaviti da su ove promjene uoCene na Sf-1 KO Zivotinjama
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takoder, barem djelomicno, posljedica manjka spolnih hormona, osobito
testosterona Cija je jedna od uloga odrzavanje funkcije suzne Zlijezde.

Buduci da je naSe istrazivanje za cilj imalo istraziti da li ¢e se, u odsutnosti
hormona, a pod utjecajem spolnih kromosoma, razviti spolni dimorfizma u suznoj
Zlijezdi transgenicnih miSeva, metode na kojima se temeljio nas rad su bile
morfoloske. U buducénosti bi se istrazivanje suznih Zlijezda Sf-1 KO miSeva moglo
proSiriti, te bi se mogla uciniti analiza tkiva pomocu elektronskog mikroskopa. Za
istraziti takoder ostaje koliko je, s obzirom na sve patoloSke promjene koje smo
uoCili na preparatima, suzna Zlijezda ovih miSeva doista funkcionalna, koji je
volumen i sastav sekreta te da li Zivotinje imaju klini¢ki manifestan sindrom suhog
oka. Sto se ti¢e imunohistokemijskog dijela istraZivanja, daljnji korak u
istrazivanju bi mogao biti administriranje testosterona Sf-1 KO Zenkama, te
promatranje da li ¢e se androgeni receptori pojaviti u jezgrama acinusnih stanica
i u kojoj koliini u odnosu na muzjake. Takoder bi bilo zanimljivo uciniti
imunohistokemijsku analizu ekspresije estrogenih receptora u Sf-1 KO Zzenki i

analizu markera proliferacije kao $to je npr. Ki-67.

Dugo vremena je lijeCenje sindroma suhog oka bilo simptomatsko
oslanjaju¢i se uglavnhom na tople obloge, vlazenje o¢ne povrSine pomocu
umjetnih suza i gelova te punktalnu okluziju. U zadnja dva desetlje¢a postignut je
znaCajan napredak uvodenjem u terapiju antiupalnih i imunomodulacijskih
lijekova (topikalna primjena ciklosporina i lifitegrasta) te sekretagoga koji
stimuliraju sekreciju suza (405).

Jedna od razmatranih terapijskih linija je i topikalna aplikacija androgena
(406-408). Takoder, ucinjeno je nekoliko istrazivanja s billkkama koje sadrze
flavonoide koji imaju sli€éno kemijsko strukturu i djelovanje kao androgeni — imela
i Buddleja officinalis. Ova istrazivanja ukazuju da topi¢ka primjena ekstrakta
Buddleje na kastriranim Stakorima moze sprijecCiti razvoj sindroma suhog oka
nakon sniZzenja razine testosterona te odrzati osnovni volumen izluCenih suza i
stabilnost suznog filma (409). Flavonoidi iz Buddleje poti¢u fosforilaciju STAT1
proteina (engl. signal transducers and activators of transcription 1) koji regulira

ekspresiju gena i omogucava biolosko djelovanje citokina, faktora rasta i
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hormona te promoviranje ekspresije MRNA za AR u in vitro epitelnim stanicama
suzne Zlijezde (410,411). Istrazivanje na Zenama u postmenopauzi takoder je
pokazalo da imela moze ublaziti simptome sindroma suhog oka (412).

Buduc¢i da su sve ove nabrojane metode zapravo palijativne i ne mogu
izlijeCiti bolesnike sa DES, regenerativnha medicina se pokazala kao jedna od
obecavajucih strategija za trajno i pouzdano lijeCenje. Nekoliko studija je ukazalo
na Cinjenicu da mati¢ne, odnosno progenitorne stanice koje su prisutne u suznoj
Zlijezdi odrasle osobe mogu ukljuciti iste signalne putove i aktivirati embrionalne
transkripcijske faktore te pokrenuti proliferaciju i diferencijaciju u zrele lakrimalne
stanice. Trenutno postoje dvije glavne strategije za popravak i regeneraciju suzne
Zlijezde: poticanje unutarnjeg regenerativnog kapaciteta i razvijanje tkiva suzne
Zlijezde za transplantaciju metodama bioinZenjeringa (413).

TSG-6 je citokin odgovoran za regenerativne i imunomodulatorne efekte, a
njegova topicka primjena poboljSava produkciju suza i poboljSava osteCenja oCne
povrSine na miSjem modelu suhog oka (414). Injekcija plazme obogacdene
trombocitima (engl. platelet rich plasma, PRP) u blizinu suzne Zlijezde takoder
dovodi do poboljSanja sekrecije suza u pacijenata sa Sjogrenovim sindromom,
vjerojatno zbog ¢imbenika rasta i citokina koji su prisutni u plazmi (415). Direktna
staniCna transplantacija mezenhimalnih mati¢nih stanica je takoder jedan od
modaliteta u regenerativnoj medicini. Nakon aplikacije mezenhimalnih maticnih
stanica periorbitalnom injekcijom, dokazano je smanjenje koliine proupalnih
citokina te poboljSanje volumena suza i stabilnosti suznog filma (416). Jedna od
potencijalnih strategija lijeCenja bi mogla biti i transplantacija suzne Zlijezde, koja
bi bila uzgojena in vitro od humanih pluripotentih mati¢nih stanica (417). U ovom
pristupu nuzno je poznavanje embriologije, biologije mati¢nih stanica i
regenerativnog potencijala suzne Zlijezde.

Spoznaje koji smo stekli ovim istrazivanjem takoder bi mogle posluZiti u
istrazivanjima lijeCenja poremecaja funkcije suzne Zlijezde. Vrlo bitno saznanje
da je testosteron nuzan za normalnu funkciju i odrZzavanje funkcije lakrimalne
Zlijezde, kako kod muskaraca, tako i kod Zena, takoder bi mogla imati znacenje
u pokusajima lije€enja topiCkim preparatima androgena ili bioflavonoidima te u

poticanju regeneracije tkiva suzne Zlijezde. Takoder, spoznaja da je testosteron
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nuzan za uspostavu spolnog dimorfizma suzne Zlijezde bi mogla imati ulogu u
najnovijim metoda kojima bi se afunkcija suzne Zlijezde lijecila transplantacijom
Zlijezde uzgojene in vitro od maticnih stanica pacijenta. Buduci da je ovo
istraZivanje imalo za cilj istraziti da li i koliki utjecaj spolni kromosomi bez
djelovanja hormonskih faktora imaju na morfologiju suzne Zlijezde, daljnja
istrazivanja bi se mogla usmijeriti na biokemijske i genetiCke mehanizme kojima
spolni hormoni, osobito testosteroni, ostvaruju svoje djelovanje. Takoder bi jedan
od smjerova u buducim istraZivanjima mogao biti povezivanje morfoloskih

promjena suznih Zlijezda Sf-1 KO miSeva s klinickom slikom sindroma suhog oka.
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7. ZAKLJUCAK

U odsutnosti spolnih hormona, genetski spol i posjedovanje spolnih
kromosoma su se pokazali nedovoljnima da induciraju spolni dimorfizam suzne
Zlijezde. Davanje testosterona 2 tjedna prije Zrtvovanje potaklo je ekspresiju
androgenih receptora u jezgrama stanica acinusa u muzjaka Sf-1 KO miSeva, no
nije imalo utjecaj na morfologiju suzne Zlijezde. Sf-1 KO miSevi su dobar model
za istrazivanje ucinaka koje genetski faktori imaju na razvoj i funkciju organskih
sustava, jer ageneza spolnih Zlijezda zbog izbacenog Sf-1 gena iskljuCuje
djelovanje spolnih hormona.

Ovo istrazivanje se temeljilo na analizi morfologije izvanorbitalne suzne
Zlijezde transgeni¢nih miSeva. Daljnja istrazivanja bi se mogla usmijeriti na
geneticke, biokemijske i imunoloske faktore u suznim Zlijezdama Sf-1 KO miSeva.
SteCene spoznaje bi svoju primjenu mogle naci u prevenciji, dijagnostici i novim

metodama lijeCenja bolesti suzne Zlijezde i sindroma suhog oka.
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8. KRATKI SADRZAJ

Spolni dimorfizam (SD) kao razlika u karakteristikama muZzjaka i Zenki iste
vrste poznat je i u suznoj Zlijezdi, a postoje i podaci o utjecaju testosterona na
SD. U nokaut-miSevima za steroidogeni faktor 1 (Sf-1 KO) ne razvijaju se gonade.
Cilj doktorskog rada bio je istraziti pojavu spolnog dimorfizma Zlijezde Sf-1 KO
muzjaka i zenki miSeva te suzne Zlijezde Sf-1 KO muzjaka koji su dobivali
nadomjesnu testosteronsku terapiju (TP). Provedena je detaljna histoloSka
analiza i imunohistokemijska analiza izrazaja androgenih receptora (AR) uz
stereoloSku kvantifikaciju i statistiCku analizu rezultata. Nije bilo statistiCki
znacCajne razlike u srednjem volumenu acinusa, vezivnog tkiva ni duljine
odvodnih kanala izmedu muZzjaka, Zenki kao ni muzjaka na nadomjesnoj terapiji
testosteronom. Stanice acinusa muzjaka koji su dobivali TP bile su pozitivhe na
androgene receptore, a u muzjaka bez primjene TP signal je bio negativan.
Davanje TP je induciralo pojavu AR, ali nije dokazan utjecaj na morfologiju. Moze
se zakljuciti da spolni dimorfizam suzne Zlijezde Sf-1 KO miSeva razli€itog
genetskog spola nije prisutan, pa spolni hormoni imaju presudnu ulogu u razvoju

spolnog dimorfizma suzne Zlijezde.
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9. KRATKI SADRZAJ NA ENGLESKOM JEZIKU -
SUMMARY

Sexual Dimorphism of the Extraorbital Lacrimal Glands in Sf-1 Knockout

Mice

Sexual dimorphism (SD), a difference in the characteristics of males and females
of the same species was found in lacrimal glands together with data on the
influence of testosterone. Knockout mice for steroidogenic factor 1 (Sf-1 KO) do
not develop gonads. We aimed to investigate the lacrimal gland sexual
dimorphism in male and female Sf-1 KO mice and the lacrimal glands of Sf-1 KO
males receiving replacement testosterone therapy (TP). Detailed histological
analysis and immunohistochemical analysis of androgen receptor expression
(AR) were carried out with stereological quantification and statistical analysis of
the results. There was no statistically significant difference in the mean volume
of acini, connective tissue or ductal system length between males and females
nor males on testosterone replacement therapy. TP induced androgen receptor
in male acini-cells, and in males without TP administration, the signal was
negative. Administering TP induces the occurrence of AR, but no impact on
morphology has been demonstrated. It can be concluded that the sexual
dimorphism of the lacrimal gland in Sf-1 KO mice of different genetic sex is not
present, so sex hormones play a crucial role in the development of sexual

dimorphism in the lacrimal glands.

Kristina Semanjski, 2021.
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