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SARS-CoV-2= hrv. teSki akutni respiratorni sindrom uzrokovan koronavirusom 2 (eng.
severe acute respiratory sindrome coronavirus 2)

SD= hrv. spolni dimorfizam (eng. sexual dimorphism)

SDN-POA= hrv. spolno dimorfna jezgra preoptickog podrucja (eng. sexually dimorphic
nucleus of the preoptic area)

SEM-= hrv. skenirajuci elektronski mikroskop (eng. scanning electrone microscope)
SHBG= hrv. globulin koji vece steroidne spolne hormone (eng. sex steroid hormone
binding globuline)
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TGFB= hrv. transformirajuci Cibenik rasta beta (eng. transforming growth factor beta)
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1. UVOD | SVRHA RADA

Spolne razlike su opisane na brojnim primjerima u Zivom svijetu, a podrazumijevaju
sve razlike izmedu muskih i zenskih jedinki iste vrste koje nisu vezane za reprodukciju
odnosno primarna spolna obiljezja. Prisutne su u Sirokom rasponu obiljezja, od razine
cijelog organizma, preko organskih sustava, organa, tkiva, stanica pa sve do razine
kromosoma i gena, a odraZavaju se na zdravlje, bolest i dugovje€nost. Unato€
postojanju Cvrstih dokaza o ubikvitarnosti spolnih razlika, danas se velika vecina
kKliniCkih istrazivanja provodi pod pretpostavkom da jedan spol moze kvalitetno
predstaviti cijelu vrstu. Suvremeno shvacanje razvoja spolnih razlika uklju€uje sloZzenu
interakciju kromosoma, gena, steroidnih spolnih hormona (SSH) i okoliSa, no njihove
uloge i udio u tom procesu nisu razjasnjeni. Kako bismo dobili realni uvid u biologiju
oba spola i dosli do reproducibilnih, u praksi primjenjivih spoznaja, neophodno je

zasebno istraZivanje svakog spola.

Suzne Zlijezde predstavljaju jednu od glavnih komponenti funkcionalne suzne jedinice
(LFU) koja proizvodi suzni film zajedno s Meibomovim Zlijezdama, akcesornim suznim
Zlijezdama, roznicom, konjunktivom i pripadaju¢om inervacijom (1). Suzni film (TF)
predstavlja fiziCku i imunoloSku barijeru oka te omogucuje prehranu povrsnih slojeva
roznice izmjenom plinova izmedu zraka i povrSine oka i opskrbom avaskularne roznice
nutrijentima i metabolitima (2). TF Stiti roznicu, pomaze zacjeljivanju rana nakon
ozljeda i odrzava udobnost oc€iju i visokokvalitetan vid (3). Kvaliteta, koli€ina i stabilnost
TF ima vaznu ulogu u optickoj kvaliteti oka, odrzava prozirnost roznice te predstavlja
integralni dio prednje povrsine oka (4-6). Poremecaji koji utje€u na komponente LFU,
uglavnom uzrokovani sistemskom ili lokalnom upalom mogu uzrokovati bolest suhog
oka (DED) (1,7). DED je multifaktorijalni poremecaj koji karakterizira nestabilnost i/ili
nedostatak suznog filma Sto posljedi¢no uzrokuje nelagodu i/ili oSteCenje vida i razliCite
stupnjeve epitelopatije povrSine oka, upalu i neurosenzorne abnormalnostima (8).
Etiopatogenetski se razlikue DED s nedostathom proizvodnjom vodenaste
komponente suza u suznim Zlijezdama (ADDE) i evaporativho suho oko (EDE)
karakterizirano nestabilnoS¢u suznog filma posljedi¢no disfunkciji Meibomovih Zlijezda
(9). Pokazalo se da Zene imaju oko 50 do 70 % vedi rizik od razvoja DED (10) te da je

ta razlika jos$ izrazenija nakon menopauze, Cime se sugerira da su zenski spol i visoka



zivotna dob najznacajniji Cimbenici rizika za razvoj DED (11,12). Porast Zivotne dobi
dovodi do smanjenja razina SSH, pa bi sistemske i lokalne razine androgena i
estrogena mogle imati znaéajnu ulogu u patofiziologiji disfunkcije suzne Zlijezde. Cini
se da su optimalne razine androgena bitne za normalno funkcioniranje suzne i
Meibomove Zlijezde, dok je uloga estrogena nejasna (13-15). Neka istrazivanja
sugeriraju proupalno djelovanje estrogena, druga da je u€inak protuupalni, dok neka
nisu pronasla znagajan udinak estrogena na suznu Zlijezdu (16-18). Cini se da
estrogeni i gestageni relativno malo doprinose spolnim razlikama u ekspresiji gena i
spolnom dimorfizmu (SD) suzne Zlijezde u usporedbi s androgenima, no kako bi se

razjasnila njihova uloga potrebna su daljnja istrazivanja (19,20).

Javnozdravstveno optere¢enje s DED potaknulo je brojna istrazivanja genetske,
hormonalne, biokemijske i molekularne osnove ovog poremecaja (21). Dosadas$nja
istrazivanja ukazuju na postojanje spolnih i dobnih razlika u strukturi i funkciji suzne
Zlijezde, no s obzirom na mali broj istrazivanja na ljudskoj populaciji, ne postoje
dostatni podaci. U dostupnoj literaturi postoji tek nekoliko istraZivanje spolnih razlika
suzne Zlijezde Covjeka (22-28). Pretragom baza podataka (PubMed, Scopus) za
termine ,(human AND lacrimal AND gland AND (sexual dimorphism OR sex
differences))“ detektira se ukupno 52 rada u PubMed-u. Pokazalo se da postoji
varijabilnost spolnih razlika izmedu pojedinih zivotinjskih vrsta te je potvrdena razlika
u morfologiji, imunoloskoj, hormonskoj i sekretornoj aktivnosti izmedu suznih Zlijezda
misa, Stakora i zeca (22,29). Dosada$nja istraZivanja spolnih razlika ljudske suzne
Zlijezde ukazuju na postojanje razlika u stupnju degenerativnih promjena vezanih uz

starenje te u ekspresiji receptora SSH.

Cilj ovog istrazivanja je detaljno prouciti spolne razlike u histoloSkim zna¢ajkama suzne
Zlijezde Covjeka kroz kvalitativnu analizu histolosSkih i patohistoloskih obiljezja,
kvantitativhu stereolo$ku analizu strukturnih elemenata Zlijezda te analizu ekspresije
androgenih receptora (AR) i estrogenih receptora (ER) u tkivu Zlijezde. Rezultati ovog
rada bi trebali pridonijeti boljem razumijevanje spolnih razlika u strukturi i hormonskoj
regulaciji funkcije ljudske suzne Zlijezde, a posljedi¢no i boljem razumijevanju razvoja
DED.



1.1. Suzna zlijezda

FizioloSka, emotivha i kulturoloska uloga suza intrigira Covjeka jo$§ od najranijih
civilizacija. Najstariji zapisi o nastanku suza datiraju iz starog Egipta. U ,Ebersovom
Papirusu® (oko 1550. godine pr.n.e.) spominju se Zile koje dovode krv i teku¢inu do
oka, dok starozavjetni zapisi suze opisuju kao produkt raspada &vrste materije iz srca
(30). U djelu ,Sushruta Samhita” (oko 6. st. pr.n.e.) prvi puta su opisane osnove
anatomije oka, uloga suznog filma te njegove promjene kod bolesti oka (31). Hipokrat
(oko 5. st. pr.n.e.) je pretpostavljao da suze imaju neurogeno porijeklo i da nastaju u
mozdanim komorama, a u sklopu katarze se putem suza iz mozga izbacuju toksini
(32). Galen (129-210.god.) je prvi sugerirao postojanje Zlijezde koja proizvodi tekucinu
slicnu slini, a Cija je funkcija pomo¢ u pokretljivosti oka. Unato¢ tome, do prvih
znanstvenih opisa anatomije suzne Zlijezde u renesansi prevladavale su teorije o
neurogenom i kardiogenom porijeklu suza. Nakon $to je T. Wharton 1656. godine
otkrio da se lamina kribroza ne drenira prema oku ve¢ se otvara u nosnu Supljinu,
podrzao je Galenovu teoriju o postojanju zasebne Zlijezde koja proizvodi suze te ju je
nazvao ,glandula innominata® (30). Conrad Victor Schneider (1614-1680. god.)
istovremeno dokazuje da su sluznice, a ne mozak, odgovorne za izlu€ivanje sluzi te
ustvrduje da je sluznica maksilarnih sinusa (Schneiderova membrana) izvor nosnog
sekreta (32). Vazan korak u razumijevanju funkcije egzokrinih Zlijezda je Stensenovo
otkri¢e izvodnog kanala parotidne Zlijezde 1660. godine (33,34). Ovo otkrice potaklo
je Stensena na daljnje istraZivanje porijekla tjelesnih tekuéina. Svoja opaZanja
objavljuje u djelu ,Observationes anatomicae“ (1662. god.) u kojemu opisuje princip
vlaZenja tijela sustavom kanala koji prenose slinu, suze ili sluz te pretpostavlja
postojanje egzokrinih Zlijezda koje stvaraju navedene tekucine. Stensen je jasno
objasnio mehanizam i funkciju suznog aparata:, Pretpostavljam da tekuéina koja
ovlazuje trepavice potje€e od suzne Zlijezde, a do oka se provodi putem kanala. Na
nastanak suza utje€u vanjski i unutarnji uvjeti“ (33). Samuel Thomas von Soemmerring
je u svom anatomskom atlasu poCetkom 19. stoljeCa prvi ilustrirao anatomiju suzne i
Meibomove Zlijezde, a Samuel Ernst Whitnall je 1921. godine u udZbeniku ,Anatomija
ljudske o€ne Supljine” opisao orbitalni i palpebralni rezanj suzne Zlijezde u Covjeka
(35). Krauseove pomocéne suzne Zlijezde prvi su puta identificirane 1854. godine na
bocnim polovinama gornjeg forniksa gdje se nalazi 8-20 Zlijezda te donjeg forniksa

gdje se nalazi 2-5 Zlijezda (35). Sli€ne pomocne Zlijezde smjestene duz gornje granice



tarzusa su neovisno opisali Wolfring (1872.god.) i Cicaccio (1874.god.) (30). Veliki
doprinos shvacéanju patofiziologije suznog aparata su dali Otto Schirmer i Henrik
Samuel Conrad Sjogren. Schirmer je uz mnogobrojna znanstvena istrazivanja suznog
aparata uveo i znaCajnu inovaciju- jednostavni test za procjenu izlu€ene koli€ine suza
koji se rutinski koristi i danas (Schirmerov test) (32). Sjogren je pak identificirao skupinu
Zena s ftrijasom suhih od€iju, kserostomije i poliartritisa te je definirao Sjogrenov

sindrom, ¢ime je postavljen temelj prou¢avanju DED-a (36).
1.1.1. Anatomija i histologija ljudske suzne Zlijezde

Suzne Zlijezde su parne egzokrine seromucinozne Zlijezde, embrionalnog porijekla iz
invaginirane konjunktive. Suzna Zlijezda je smjeStena unutar ocne Supljine
superolateralno od ocne jabucice u koStanom udubljenju ¢eone kosti (lat. fossa
glandulae lacrimalis). Smjestena je koso izmedu postrani¢nog zida i mekih tkiva ocne
Supljine. Ima dvije povrSine (orbitalnu i okularnu) i Cetiri ruba (gornji, doniji, predniji i
straznji). Sprijeda je omedena orbitalnim septumom i preaponeuroti¢nim masnim
jastucicem, dok je straga priljubljena uz orbitalnu mast koja ispunjava straznji dio fosse
lacrimalis (37). Medijalno je omedena intermuskularnom membranom izmedu gornjeg
ravnog miSi¢a (lat. m. rectus superior) i postranicnog ravnog misi¢a (lat. m. rectus
lateralis), postranéno s kosti postranicnog zida ocne Supljine, a svojim donjim polom
se proteZe sve do zigomatiko-frontalnog Sava (32,37,38) (slika 1A). Makroskopski je
ruziCasto-zute boje. Nema pravu kapsulu, ve¢ njeznu pseudokapsulu (slika 1B).
Strazniji pol zlijezde se naslanja na orbitalno masno tkivo, pa se mikroskopski ¢esto
mogu vidjeti masni reznjiéi koji se mije$aju s reznjevima suzne Zlijezde. Zivci i krvne
Zile u Zlijezdu ulaze na hilusu smjeStenom na povrSini oka gdje je Zlijezda Cvrsto
priljubljena uz periorbitu preko svoje ovojnice (32). Suzna Zlijezda je nepotpuno
podijeljena u dva reznja postrani¢nim dijelom aponeuroze misica levatora palpebrae
superiorisa (LPS) preko svoje prednje povrsine, no u straznjem dijelu postoji tanki sloj
parenhima izmedu reznjeva (37-39) (slika 1A). Kaudalno prosirenje aponeuroze LPS
formira &vrsti "donji Schwabeov ligament" koji ucvrd¢uje donji dio Zlijezde izmedu
bocne stijenke o€ne Supljine i prosirenja ovojnice gornjeg ravnog misica (40). U ljudskoj
suznoj Zlijezdi razlikujemo gornji odnosno palpebralni i donji odnosno orbitalni rezanj
suzne Zlijezde (37). Orbitalni rezanj je veci i €ini 60-70% volumena suzne Zlijezde, a
njegovi reznjici su guscée stisnuti jedan uz drugog zahvaljujuéi ograni¢enom prostoru

izmedu ocne jabucice i kosti (32) (slika 1B). Orbitalni rezanj ima diskoidni ovalni oblik,
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prosjecne je visine oko 20 mm, Sirine oko 12 mm i debljine oko 5 mm (37). VeliCinom
moze varirati te su opisane i dimenzije do 20 x 25 x 5 mm (24,26). Palpebralni rezanj
je povrsSinom i debljinom maniji, relativno ravan i varira u dimenzijama od 9-15 mm duz
svoje dulje osi, 8 mm poprecno, a u prosjeku je 2 mm debljine (32,41). Pojedine studije
radene nuklearnom magnetskom rezonancom (NMR) su pokazale postojanje
znacajnih varijacija dimenzija suzne Zlijezde ovisno o strani tijela, dobi i spolu, dok

druge radioloSke studije nisu uspjele dokazati ove varijacije (42,43).
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Slika 1. (A) Smjestaj suzne Zlijezde u o¢noj Supljini. Suzna Zlijezda je nepotpuno podijeljena u
orbitalni (Zuta zvijezda) i palpebralni reZanj (crna strelica) postrani¢nim dijelom aponeuroze
miSi¢a levator palpebrae superiorisa (LPS) (zeleni trokut). (B) Prikaz orbitalnog (Zuta zvijezda)

i palpebralnog reznja (crna strelica) na makroskopskom preparatu. |zvor: vlastiti materijal.

HistoloSki, suzna Zlijezda je klasi¢na tubuloalveolarna Zlijezda, slicne grade kao i
Zlijezde slinovnice, gusteraca i mlijeCne Zlijezde (24, 44) (slika 2). Prema tipu sekrecije
se radi o seromucinoznoj Zlijezdi merokrine varijante kod koje se sekrecija iz stanica

acinusa odvija ispustanjem sekretornih zrnaca u lumen acinusa (45) (slika 3).

Suzna Zlijezda je glavni izvor tekuéine, elektrolita i proteina u suznoj tekuéini. Zljezdani
parenhim graden je od 3 glavna tipa stanica: stanice acinusa, duktalnih epitelnih
stanica i mioepitelnih stanica (24) (slika 2). Stanice acinusa Cine oko 80 % parenhima
zdrave suzne Zlijezde, dok duktalne stanice ¢ine 10 % do 12 % stani¢ne populacije
(46). Osnovna strukturna i funkcionalna jedinica suzne Zlijezde je acinus. Otoci acinusa
i manjih izvodnih kanala (intralobularni kanalici) ¢ine organizacijske jedinice reznjice

(lobuluse) (slika 4-6). Otoci reznjica Cine reznjeve Zlijezde (lobuse). Reznji¢i su



medusobno odvojeni rahlim vezivnim tkivom kroz koje prolaze interlobularni izvodni

kanaliéi, Zivci i krvne Zile (slika 6).

miocepitelne
stanice

Slika 2. Shematski prikaz histoloSke grade tubuloalveolarne suzne Zlijezde. Tri osnovna tipa
stanica: stanice acinusa, duktalne epitelne i mioepitelne stance. Stanice acinusa izlucuju
sekret u lumen acinusa koji okruZuju svojim vr$nim membranama. SadrzZaj iz lumena acinusa
se drenira u prijelazne, a zatim u sve vece izvodne kanalice. Istiskivanju sadrZzaja pomazu
miopeitelne stanice koje okruzuju bazalnu membranu acinusa i izvodnih kanalica. lzvor:
slobodno dostupno na https://www.slideshare.net/ShraddhaKadam71/lacrimal-apparatuspptx-

253367188, preradeno.
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Slika 3. Merokrina varijanta egzokrine Zlijezde- sekrecija putem sekretornih zrnaca.

Izvor: slobodno dostupno na https://en.m.wikipedia.org/wiki/File:405_ Modes_of Secretion

by Glands Merocine.png, preradeno.
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Slika 4. Mikrofotografije ljudske suzne Zlijezde gledane elektronskim mikroskopom nakon
uklanjanja vezivnog tkiva KOH-kolagenazom. (A) Mnogobrojni acinusi koji ¢ine grozdastu
strukturu reznjica. (B) Na ve¢em povecanju je vidljiva kapilarna mreza oko acinusa. |zvor:

preuzeto uz dopustenje na https://www.sciencephoto.com/media/568740/view/lacrimal-

gland-sem.
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Slika 5. Mikrofotografija suzne Zlijezde kuni¢a napravijena skenirajucim elektronskim

mikroskopom (SEM). Izvor: preuzeto uz dopustenje na https://sciencephotogallery.com/

featured/1-lacrimal-gland-susumu-nishinaga.html.

Svaki acinus je graden od piramidalno oblikovanih stanica acinusa koje su apikalnom
membranom orijentirane prema lumenu acinusa, lateralno se izmedu stanica nalazi
lateralna membrana, a bazalno leze na bazalnoj membrani (slika 7). Izvodni kanali su
oblozZeni kubi¢nim epitelnim stanicama povezanim s luminalnim stranama acinarnih
stanica (46). Oni poc€inju prijelaznim kanali¢ima koji imaju jedan red kubi¢nih epitelnih
stanica, dok intralobularni kanali¢i imaju 2-3 reda kubi¢nih epitelnih stanica.
Mioepitelne stanice leZe na bazalnoj membrani okruzujuéi acinarne i duktalne stanice.
Imaju zvjezdastu morfologiju, a njihova kontrakcija doprinosi istiskivanju sadrzaja iz
acinarnih stanica u lumen acinusa. Mioepitelne stanice nisu vidljive kod klasi¢nog
bojenja hemalaunom i eozinom (HE) (47). Osim ova tri tipa epitelnih stanica, stroma
suzne Zlijezde takoder sadrzi fibroblaste koji izlu€uju izvanstani¢ni matriks i mastocite

koji lu€e histamine i proteine matriksa u medustani¢ne prostore (46).
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Slika 6. Histologija ljudske suzne Zlijezde, HE bojenje, povecanje 40x. Reznji¢i omedeni rahlim

vezivnim i masnim tkivom (plavi trokut) gradeni su od gusto zbijenih acinusa (crvena strelica)



i intralobularni izvodnih kanalica (zelena strelica) okruZenih oskudnim rahlim vezivom. |zvor:

vlastiti materijal.

Slika 7. Histologija ljudske suzne Zlijezde promatrana transmisijskim elektronskim
mikroskopom, mjerilo 10 um. (A) Piramidalne stanice acinusa koje okruZuju lumen acinusa, u
plavom kvadratu je oznadeno podrucje uvec¢ano na mikrofotografiji B. (B) Stanica acinusa su
apikalnom membranom (am) orijentirane prema lumenu (L) acinusa, lateralno se izmedu
acinarnih stanica nalazi lateralna membrana (Im), a bazalno- bazalna membrana (bm). U
citoplazmi stanica su uocljive mnogobrojne sekretorne granule (sg), izraZzena heterogena

jezgra (j), mitohondriji (m) i endoplazmatski retikulum (ER). Izvor: vlastiti materijal.

Kanalni sustav ljudske suzne Zlijezde zapocinje prijelaznim (interkaliranim) kanali¢ima
koji se ulijevaju u intralobularne kanali¢e, a zatim u interlobularne kanali¢e koji kona¢no
zavrSavaju u Sirokim izvodnim kanalima koji se otvaraju na povrSinu oka. Pri tome
izvodni kanali orbitalnog reznja prolaze i kroz palpebralni rezanj, $to je vazno jer
njihova opstrukcija ima reperkusije na sekretorno tkivo Zlijezde. Izvodni kanali se
otvaraju u gornji temporalni konjunktivalni forniks, oko 5 mm iznad ruba tarzusa (48).
Broj izvodnih kanala varira. Sappey (1853-1872. god.) je opisao 8-13 izvodnih kanala
suzne Zlijezde koji se otvaraju u konjunktivu, 3 do 5 iz orbitalnog reznja i 2 do 5 iz
palpebralnog reznja dok su druge studije pokazale i veci broj izvodnih kanala, u
rasponu od 6 do 14 iz orbitalnog reznja i 5 do 12 iz palpebralnog reznja (24,37). Izvodni
kanali orbitalnog i palpebralnog reznja su odvojeni i obi¢no slijede valoviti tok. Vrlo

blisko su priljubljeni uz konjunktivu i teSko je izolirati njihove otvore.

Prema aktualnim spoznajama na zivotinjskim modelima, koncept iskljuCivo
ekskretorne uloge izvodnih kanala u procesu stvaranja suza je zastario pa im se danas

pripisuje i znaCajna sekretorna uloga. Sekrecija suza je viSefazni proces: acinusi



stvaraju primarnu tekucinu koja predstavlja ultrafiltrat plazme sastavljen dominantno
od vode i iona. Prolaskom kroz kanalni sustav tekucina se modificira posredstvom
duktalnih epitelnih stanica, primarno dodatkom kalija i regulacijom proteinskog sastava
suza pri ¢emu razliCiti segmenti kanalnog sustava imaju razliite uloge u lu€enju
tekucine (49,50). Pokazalo se da je ekspresija natrijsko-kalijske pumpe 3-5 puta veca
na bazolateralnim membranama duktalnih epitelnih stanica nego na stanicama
acinusa (51). Gotove suze sadrze ione natrija, kalija, magnezija, kalcija, klorida,
bikarbonata i fosfata koji znaCajno pridonose osmolarnosti suza. Duktalne stanice
sadrze i mnogobrojne sekretorne granule, Sto sugerira njihovu ulogu u regulaciji
proteinskog sastava suza (45). Proteini u suzama su heterogeni. U dostupnoj literaturi
je opisan 491 protein u sastavu suznog filma. Najznacajniji su lipokalin, lipofilin,
laktoferin, lizozim, serumski albumini i IgA. Procijenjeno je da duktalne stanice stvaraju
¢ak 30 % konacnog volumena suza iako €ine oko 15 % ukupnog volumena Zlijezde
(46, 52). Ove spoznaje su dodatno potvrdene istrazivanjem genske ekspresije stanica
acinusa odnosno duktalnih stanica Zlijezda Stakora. Pokazalo da obje vrste stanica
eksprimiraju gene za mnogobrojne ionske kanale, a dominantna sekrecija kalija se

ostvaruje posredstvom duktalnih stanica (50).

Mikrostrukturna organizacija kanalnog sustava je temeljito proucena na modelu kunic¢a
(53) (slika 8). Na temelju anatomskih i histoloSkih razlika te razlike u ekspresiji gena,
autori su kanalni sustav suzne Zlijezde kunica podijelili u sljede¢e segmente: iz acinusa
sadrzaj prelazi u interkalirane kanali¢e, zatim u intralobularne kanalice. Intralobularni
kanali¢i se spajaju u interlobularne, a zatim u intralobarne, pa interlobarne i na kraju u
glavni izvodni kanal (53). Autori su pokazali i zna€ajne razlike u ekspresiji mMRNA za
razliCite transportne proteine u stanicama razli€itih segmenata izvodnog sustava $to

sugerira njihovu razli€itu ulogu u sekretornom procesu (49,53).
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Slika 8. Kanalni sustav suzne Zlijezde kunica. lzvor: vlastiti materijal.

Glavnina krvne opskrbe suzne Zlijezde potjeCe od lakrimalnog ogranka oftalmicke
arterije. Dio opskrbe dolazi od ogranke infraorbitalne arterije, a alternativho i od
ogranka a. meningice recurrens. Lakrimalna arterija prolazi kroz Zlijezdu i putuje prema
gornjoj i donjoj vjedi. Venska drenaza se ostvaruje oftalmiCkom venom koja prati

arteriju te se ulijeva u gornju oftalmi¢ku venu.

Stimulacijom ocne povrsine dolazi do aktivacije aferentnog kraka refleksnog lucenja
suza iz suzne Zlijezde. Refleksni luk zapoc€inje na osjetnim Ziv€anim ograncima u
roznici, rubovima vjeda ili spojnici ili pak aktivacijom optickog Zivca izlaganjem jakoj
svjetlosti. Aferentna osjetna inervacija potje€e od lakrimalnog Zivca koji je pak ogranak
oftalmiCke grane n. trigeminusa. Lakrimalni Zivac anatomski prati lakrimalnu arteriju i
venu te prolazi kroz suznu Zlijezdu i nastavlja do vjeda kojima takoder daje osjetnu
inervaciju. Eferentni dio refleksnog luka €ine autonomna parasimpati¢ka i simpaticka
vlakna. SimpatiCka vlakna potje€u iz gornjeg cervikalnog ganglija te putuju uz
lakrimalnu arteriju do zigomati¢nog zivca. ParasimpatiCka vlakna potje€u centralno iz
gornje salivarne jezgre u ponsu te kao dio lichog zivca napustaju mozdano deblo.
Zatim se odvajaju od licnog zivca kao n. petrosus superfitialis maior te se nakon
prekapc€anja u sfenopalatinom gangliju uklapaju u zigomati¢ni zivac. Eferentni signal
se prenosi u suznu Zlijezdu, akcesorne suzne Zlijezde, vr€aste stanice i Meibomove

Zlijezde (slika 9).

11



Suzna Zlijezda

Meibomova Zlijezda
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Slika 9. Shematski prikaz aferentnog i eferentnog kraka refleksnog luka lu¢enje suza iz suzne

Zlijezde. Izvor: vlastiti materijal.

1.1.2. Akcesorne suzne Zlijezde

Kod €ovjeka uz glavnu suznu Zlijezdu nalazimo i mnogobrojne manje akcesorne suzne
Zlijezde (slika 10). Krauseove pomocéne suzne Zlijezde prvi su put identificirane 1854.
godine na bo¢nim polovicama gornjeg forniksa konjunktive gdje ih ima 8-20 i na bo¢nim
polovicama donjeg forniksa gdje obiCno nalazimo 2-5 Zlijjezda. Slicne pomocne
Zlijezde, iako u manjem broju, identificirali su Wolfring (1872. godine) i Cicaccio (1874.
godine) duz gornje granice tarzusa (32,37,39). Male akcesorne Zlijezde nalazimo i u
karunkuli (Popovljeva Zlijezda) i plici semilunaris. Tijekom embrionalnog razvoja
pomocne suzne Zlijezde se razvijaju nesto kasnije od glavne suzne Zlijezde (39,54). |
oblikom i funkcijom su sli€ne glavnoj suznoj Zlijezdi te djeluju kao dio LFU zajedno sa
povrSinom oka i mozgom (55). U njima je dokazana ekspresija laktoferina, lizosoma,
epidermalnog faktora rasta (EGF), sekretornog IgA i fosfolipaze A2 te adrenergickih
receptora (56). Za luCenje lipidne komponente TF su odgovorne Meibomove tarzalne
Zlijezde dok Mollove i Zeisove Zlijezde lu€e uljnu komponentu za odrzavanije folikula

trepavica (57).
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Slika 10. Akcesorne suzne Zlijezde i lojne Zlijezde periokularnog podruéja. 1zvor: slobodno

dostupno na  https://www.slideshare.net/getachewdesalegn/eye-lid-anatomy-slideshare,

preradeno.

1.2. Lakrimalna funkcionalna jedinica

Proizvodnja suza je slozen proces posredovan medudjelovanjem ziv€anog, miSi¢nog,

endokrinog, vaskularnog i imunoloSkog sustava (55).

Kod €ovjeka razlikujemo 4 tipa lu€enja suza: osnovno (bazalno) lu¢ene suze, refleksno
luCene suze, emotivne suze i suze kod zatvorenih oc€iju (58). Osnovne suze ili suze
otvorenog oka dio su suznog filma koji prekriva vanjsku povrSinu oka. Upravo ovaj
podtip suza nedostaje kod pacijenata s DED. Refleksne suze nastaju nakon stimulacije
povrsine oka (na primjer parama luka) ili nakon stimulacije refleksnog luka (na primjer
nazalne stimulacije refleksa kihanja). Emocionalne suze takoder nastaju nakon
stimulacije, ali u ovom sluc€aju putem emocija kao $to je tuga. Suze zatvorenog oka su
one koje se mogu sakupiti s povrSine oka neposredno nakon razdoblja sna (58). Tipovi

suza se razlikuju po svom sastavu (59).

Suzna Zlijezda, akcesorne suzne Zlijezde, suzni film, epitel roZnice i spojnice, spojni¢ke

vr€aste stanice i Meibomova Zlijezda sa neuralnim refleksnim lukom ¢ine LFU (1).
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Uredna funkcija svih komponenata LFU je neophodna za uredno ovlazivanje oka i

odrzanje integriteta povrSine oka (60).

Suzni film predstavlja fiziCku i imunoloSku barijeru oka njegovu povrSinu od invazije
patogena, omogucujuci prehranu povrsnih slojeva roznice izmjenom plinova izmedu
zraka i povrSine oka te opskrbom avaskularne roznice nutrijentima i metabolitima (61).
Kvaliteta, koli¢ina i stabilnost suznog filma ima vaznu ulogu u optic¢koj kvaliteti oka,

odrzava prozirnost roznice te predstavlja integralni dio prednje povrSine oka (2-5).

Suzni film ima kompleksnu gradu. lako se tradicionalno se prema Wolffu sastoji od 3
sloja: vanjskog lipidnog, srednjeg vodenastog i unutarnjeg mucinoznog, danas je
poznato da suzni film ima jo§ kompleksniju gradu. Razlikujemo vanjski sloj u kojemu
dominiraju lipidi i interkalirani proteini, srednji sloj koji je uglavnom sastavljen od vode,
elektrolita, proteina i mucina te unutarnji sloj koji je viskozan te s transmembranskim
glikoproteinima i mucinima povezuje suzni film i epitelne stanice povrsine roznice
(6,62-65) (slika 11). No, prekornealni suzni film se zapravo ponasa se kao jedna
dinamicka funkcionalna jedinica s razliCitim odjeljcima (66). Lipidni sloj suznog filma
debljine je priblizno 40 nm, smanjuje povrSinsku napetost preokularnog suznog filma
u kontaktu sa zrakom i rezultira Sirenjem suznog filma po povrsini oka dok lipidi iz
Meibomovih Zlijezda iznad vodene podfaze suznog filma spre€avaju njeno kolabiranje
(4,67,68). Meibomove Zlijezde, a manjim dijelom i Zeisove i Mollove Zlijezde, sudjeluju
u lu€enju komponenata lipidnog sloja kao glavni izvor lipida (slika 10). Meibomski lipid
je izlu€evina Meibomovih tubuloalveolarnih holokrinih Zlijezda koje u procesu lu€enja
ispustaju svoj cijeli sadrzaj (slika 12). Unutar tarzalnih plo¢a u gornjem kapku se nalazi
oko 30 do 40 Meibomovih Zlijezda, a u donjem kapku 20 do 30 Zlijezda (6). Vodeni i
mucinski sloj se smatraju jedinstvenim mukovodenim slojem suznog filma koji ima
formu gela (69). Glavnina vodenog sloja se Iu€i iz suzne Zlijezde, oko 10 % iz
akcesornih suznih Zlijezda, no sve se viSe prepoznaje i vaznost epitela roznice i
konjunktive u proizvodnji vodenaste komponente suznog filma kroz njihovo dodatno
luCenje elektrolita, vode i mucina (1,38,55,70-72). Nekada se smatralo da je glavna
suzna Zlijezda odgovorne za refleksno lu€enje suza, dok su pomocne suzne Zlijezde
odgovorne za bazalno lu€enje suza (73). Medutim, na temelju sli€nosti u inervaciji,
danas se smatra da sve suzne Zlijezde istovremeno doprinose i bazalnom i refleksnom
lu€enju suza (72). Unutarnji sloj suznog filma vec¢im dijelom stvaraju vrCaste stanice

spojnice, a u manjoj mjeri epitelne stanice spojnice i roZnice (74).
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Slika 11. Prikaz slojeva suznog filma. lzvor: slobodno dostupno na
https://www.slideshare.net/SmriteRanabhat/components-of-lubricating-agents, preradeno.
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Slika 12. Holokrine Zlijezde- sekret se izlucuje nakon rupture plazmatske membrane Sto dovodi
do odumiranja epitelne stanice. Izvor: slobodno dostupno na

https://en.m.wikipedia.org/wiki/File:405 Modes of Secretion by Glands Holocrine.png,

preradeno.

1.3. Bolest suhog oka

Bolest suhog oka (DED, keratokonjuntivits sicca) je multifaktorijalna bolest koju
karakterizira nestabilnost i/ili deficit suznog film $to uzrokuje nelagodu i/ili ostecenje

15


https://www.slideshare.net/SmriteRanabhat/components-of-lubricating-agents

vida, a praceno je razliCitim stupnjevima epiteliopatije oCne povrSine, upalom i
neurosenzornim abnormalnostima (8). Klju€ni kriteriji za dijagnozu DED-a su
nestabilnost suznog filma, upala, o¢na nelagoda i ostecenje vida (8,75). Patofizioloski,
kljuni pokretaC poremeéaja je gubitak vode isparavanjem S§to dovodi do
hiperosmolarnog ostecenja tkiva koje zatim izravno ili induciranjem upale uzrokuje
gubitak epitelnih i vréastih stanica (76). Posljedi¢no, smanjenje vlaznosti o¢ne povrsine
dovodi do ranog pucanja suznog filma i dodatnog povecanja hiperosmolarnosti
zatvarajuci zacCarani krug (4,76). PosljediCna upala i razgradnja epitela izlaze i iritira
nociceptivne receptore na povrSini oka i dovodi do aktivacije osjetnih Zivaca i
posljediénog osjecaja nelagode. Nestabilnost suznog filma remeti i njegova opticka
svojstva Sto postaje dodatni izvor nelagode (4,8,75,77). MehaniCke abrazije
uzrokovane poremecajima ruba kapaka, kao Sto je zacCepljenje otvora Meibomove
Zlijezde i konjunktivohalaza, mogu uzrokovati mikrotraume na povrsini oka povezane
s treptanjem i utjecati na dinamiku suza. Abnormalnosti kapaka, kao Sto je lagoftalmus,
nepotpuno i smanjeno treptanje ili loSe prianjanje kapka na ocnu jabucicu takoder

mogu promovirati nestabilnost suznog filma (8).

DED moze biti karakteriziran nedovoljnom koli¢inom suza ili pojatanom evaporacijom
suza s posljedicnom promjenom osmolarnosti suza i pove¢anim osmotskim stresom
povrsine oka (78,79). Etioloski se moze podijeliti u 2 podtipa: 1. podtip s nedostatkom
vodenastog sloja suznog filma (ADDE) i 2. evaporativni podtip s nedostatkom lipidnog
sloja (EDE), iako Cesto postoji kombinacija oba podtipa (9,80,81) (slika 13). Disfunkcija
Meibomovih Zlijezda (MGD) dovodi do EDE dok disfunkcija suzne zlijezde dovodi do
ADDE. Danas je Siroko prihnvaceno da postoje dvije potkategorije MGD temeljene na
lu€enju Meibomove Zlijezde: prvi je hiposekretorni ili opstruktivni podtip, a drugi je
hipersekretorni podtip (82). U Sirem smislu, DED mozZemo podijeliti na 4 podkategorije:
suho oko zbog lipidne anomalije (LADE), suho oko zbog vodenastog deficita (ATD),
alergi¢no/toksi¢no suho oko (ADE) i primarne epiteliopatije i anomalije vjedne povrsine
(LSADE). Od ovih potkategorija je najceS¢e LADE te zatim ADE (83).

Prevalencija simptoma suhog oka i disfunkcije suznog filma povecava se s dobi te se
javlja kod otprilike 5 % do 34 % populacije ovisno o kriterijima kojima se definira te
razlikama medu ispitivanim populaciama (84). Prema literaturi, 6.8% odrasle
populacije SAD-a zadovoljava kriterije za dijagnozu suhog oka. Prevalencija raste s

dobi, pa je bolest dijagnosticirana u 2.7 % populacije u dobi od 18 do 34 godine
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odnosno u 18.6 % populacije starije od 75 godina. Prevalencija je viSa u zena (8.8 %
populacije) u odnosu na muskarce (4.5 % populacije) (85). Prema Albietz i sur. ukupna
prevalencija DED je oko 10.8 % sa znacajno vecom prevalencijom kod ispitanika
starijin od 40 godina (18.1 %) u usporedbi s mladima od 40 godina (7.3 %) (83). U
navedenoj studiji LADE je bio najzastupljeniji podtip DED (4.0 %), zatim ADE s 3.1 %,
LSADE s 1.8% 1 ATD s 1.7 %. ATD je bio jedini podtip sa znaCajnom razlikom u spolnoj
prevalenciji, a bio je zastupljeniji u zena. Prevalencija LADE i ATD bila je znacajno
veca u osoba starijih od 40 godina (83). Buduc¢i da Zene imaju oko 50 do 70 % veci
rizik od razvoja DED-a, s razlikama koje su jo$ izrazenije nakon menopauze, Cini se
da su Zenski spol i porast Zivotne dobi znacajni ¢imbenici rizika za razvoj DED (7,10).
Dokazani su brojni ¢imbenici razvoja i progresije DED, a sustavno ih moZemo podijeliti
na intrinzi¢ne i ekstrinzi¢ne ¢imbenike (86). Intrinzi¢ni imbenici uklju€uju autoimunost,
hormonsku neravnotezu, sistemske bolesti kao Sto je diabetes mellitus, nasljedne
bolesti, Ziv€ane oSteCenja | disbioze crijeva (87-103). Vanjski Cimbenici
podrazumijevaju okolidne faktore s u€inkom na funkciju LFU: ponasanja i navike kao
Sto je puSenje i vrijeme provedeno pred ekranom, noSenje kontaknih leca, laserske
operacije oka (LASIK, SMILE), primjena odredenih vrsta sistemskih lijekova i lijekova
za ocCi (antidepresivi, beta-blokatori, diuretica, oralni kontraceptivi, glaukomski
bolesnici lije€eni s topikalnim beta-blokatorima) i prehrana siromasna omega-3
nezasi¢enim masnim kiselinama (104-116). Naj¢eS¢i autoimuni poremecaj koji se
povezuje s DED je Sjogrenov sindrom (SS) kod kojega su prvenstveno zahvacene
suzne Zlijezde i zlijezde slinovnice, a preko 90 % oboljelih su Zene (117). Drugi
autoimuni poremecaji poput sarkoidoze i Gravesove bolesti mogu uzrokovati
neinfektivni dakrioadenitis i DED. Mnogo rjede, suho oko je posljedica drugih kroni¢nih
upalnih stanja (IgG4 vezana bolest, inflamatorni orbitalni pseudotumor, kronicni
GVHD, sarkoidoza, dijabetes), zraenja i infekcija (HIV, CMV, hepatitis C).

Sve je vise dokaza da suho oko prati kroni¢na upala, $to pokazuju brojna istrazivanja.
Danas se smatra da su kroni¢na upala i autoimunost glavni etioloSki faktori za razvoj
DED. Povecane razine medijatora upale kao $to su IL-18, IL-6, IL-8, IL-17, TNF-a i
IFN-y su detektirane u konjunktivi i suznoj tekucini pacijenata sa suhim okom u
usporedbi s kontrolnom skupinom (118-120). Takoder, pokazalo se da kod DED postoji
povecana proizvodnja matriksnih metaloproteinaza, povecane razine kemokina i

proteina ukljuéenih u oksidativni stres, povecana skvamozna metaplazija epitela oCne
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povrsine, gubitak vr€astih stanica i povecani stres endoplazmatskog retikuluma (121,
122).

Tijekom procesa starenja dolazi do disregulacija imunoloskog sustava Sto dovodi do
kvantitativnih i kvalitativnin promjena protutijela i citokina i posljedi€nog postupnog
pada imunosti i porasta autoimunosti. Starenje suzne Zlijezde dovodi do njenih
funkcionalnih promjena, smanjenja inervacije i sekretorne aktivnosti (123). Od
strukturnih promjena se javljaju: a) promjene na sekretornom tkivu Zlijezde- atrofija
acinusa te simultana periacinarna i difuzna fibroza, b) promjene kanalnog sustava-
periduktalna fibroza, dilatacija i prolifercija izvodnih kanala, c) kroni¢ne upalne
promjene- limfocitna infiltracija, periduktalna limfocitna infiltracija te d) masna infiltracija
Zlijezde (23).

I
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. disfunkcija
lakrimalna .
— . e .. — Meibomove [|—
deficijencija o
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Slika 13. Shematski prikaz podtipova DED i podlezecih etioloSkih faktora za razvoj bolesti.

Izvor: vlastiti materijal.
1.4. Razvoj spolnih razlika

Kod sisavaca je podjela spolova binarna tako da razlikujemo muske i Zenske jedinke.
Proces diferencijacije spola podrazumijeva niz dogadaja tijekom fetalnog razvoja
kojima se formira jedinka muskog ili Zenskog spola s pripadajuc¢im gonadama i spolnim
hormonima koje one lu¢e. KronoloSki se proces diferencijacije spola dijeli u 3 faze:
determinacija kromosomskog spola pri oplodnji, uspostavljanje gonadalnog spola i
razvoj primarnih spolnih obiljezja (124). Daljnje produbljivanje spolnih razlika nakon
rodenja je primarno uvjetovano razinama steroidnih spolnih hormona (SSH) te

okoliSnim i bihevioralnim faktorima, a najintenzivnije je tijekom puberteta.

Sire gledano, spolne razlike kod sisavaca proizlaze iz uéinaka triju skupina bioloskih
C¢imbenika prirodeno razliCitih u muskaraca i zena te iz vanjskih okoliSnih i bihevioralnih

Cimbenika:
1. u€inaka spolnih kromosoma (125,126)

2. trajnih (organizacijskih) u€inaka SSH posredovanih njihovim djelovanjem tijekom

intrauterinog razvoja
3. reverzibilnih (aktivacijskih) u€inaka SSH tijekom puberteta (127) (slika 14).

4. okolisnim i bihevioralnim utjecajima koji se manifestiraju kroz epigenetske promjene,
ali i izravnom aktivacijom hormonskih receptora endokrinim disruptorima iz okoliSa,

¢ime se briSe granica izmedu bioloskih i okolisnih u€inaka (128-131).
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Slika 14. Diferencijacija spola: spolni kromosomi determiniraju spol u trenutku oplodnje. Kod
inicijalno spolno indiferentnog fetusa se u prisutnosti Y kromosoma formiraju testisi koji
posredstvom testosterona (T), AMH i INSL3 dovode do virilizacije gonada i razvoja muskog
vanjskog spolovila. Kod fetusa bez Y kromosoma se razvijaju jajnici koji posredstvom
estrogena omogucuju razvoj Zenskog spolovila. Ovakav uc¢inak SSH u fetalnom razdoblju je
strukturalan i trajan, odnosno ,,organizacijski“. U pubertetu porast SSH ima ,aktivacijski“ u¢inak

na razvoj sekundarnih spolnih osobina. lzvor: vlastiti materijal.

1.4.1. Uloga spolnih kromosoma u spolnoj diferencijaciji

X 1Y kromosomi su evoluirali iz para autosoma tijekom 160 milijuna godina. lako su
oba kromosoma u pocetku bila priblizno iste veli€ine, Y kromosom je postupno izgubio
sposobnost rekombiniranja odnosno razmjene genetske informacije s X kromosomom
te se poceo razvijati neovisno. Posljedi¢no, Y kromosom sadrzi samo 3 % gena koje

je neko¢ dijelio s X kromosomom (132).

Kod svih organizama koji se razmnozZavaju spolnim putem spol je genetski
determiniran. Pri zaCecCu se jajna stanica spaja sa spermijem koji nosi X ili Y kromosom
pa novonastali embrij nosi XX ili XY set kromosoma. Ova temeljna razlika u
kromosomskom paru odreduje kromosomski spol i izvor je kasnijih spolnih razlika

tijekom razvoja i u odrasloj dobi (125). Dakle, temeljne spolne razlike koje proizlaze
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izravno iz genetske heterogenosti izmedu X i Y kromosomskih parova postoje na
molekularnoj razini u svim ljudskim stanicama, prisutne su tijjekom cijelog Zivota i

neovisne o utjecaju spolnih hormona (125,133).

Prvin 6 tjedana nakon oplodnje ljudski embriji su spolno indiferentni uz postojanje
spolnog nabora. Spolni nabor ¢ine nediferencirane stanice koje imaju potencijal za
diferencijaciju u musku ili Zensku gonadu. Embriji se u ovom kratkom razdoblju
razlikuju samo genetski na temelju prisutnosti X ili Y spolnog kromosoma (145,146). U
ljudskim embrijima SRY (sex determining region of Y chromosome) gen s Y
kromosoma u kratkom razdoblju djeluje kao ,up-regulator” faktora transkripcije SOX9
koji u indiferentnoj gonadi aktivira diferencijaciju potpornih stanica u Sertolijeve stanice
odnosno formiranje testisa. Bez SRY djelovanja, potporne stanice se diferenciraju u
granulozne stanice $to rezultira razvojem jajnika (125,134). Zbog navedenog su sve
jedinke s Y kromosomom determinirane u smjeru razvoja muskih gonada, ¢ak i kad

npr. imaju X kromosom viska (125).

Dodatni stupanj spolnih razlika nastaje posljedi¢no suptilnim funkcionalnim razlikama
gena s Y kromosoma u odnosu na njihove homologne parove na X-kromosomu (133).
Kod muskaraca X kromosom nosi samo majcCine otiske dok Zene imaju X kromosome
od oba roditelja pa tako nose i otiske oba roditelja. U ranim fazama embriogeneze
inaktivacija X kromosoma (XCI) utiS8ava transkripciju s jednog od dva X kromosoma u
stanicama Zenskih sisavaca kako bi se omogucile prilagodbe u ekspresiji gena izmedu
spolova, pojedinaca i tkiva (135,136). Medutim, inaktivacija X kromosoma kod ljudi nije
potpuna u €¢ak 15 % do 30 % gena $to dovodi do njihove prekomjerne ekspresije u
nekim tkivima i u fiziolo§kim okolnostima, a posljedi¢nih do spolnih razlika na vise
razina, ukljuCujudi i fenotipske razlike (125,135,137-142). Razli¢iti obrasci inaktivacije
X-kromosoma u razli¢itim stanicama uzrokuju pojavu mozaicizma odnosno postojanja
mjeSavine dviju razliCitih populacija stanica u kojima je aktivni X- kromosom ili majcin

ili o€ev. Smatra se da mozaicizam utjeCe na spolne razlike u funkciji tkiva (143).

1.4.2. Strukturna uloga spolnih hormona u spolnoj diferencijaciji

Fetalni okoli§ tijekom intrauterinog razvoja te u ranom neonatalnom periodu igra

odlu€ujuéu ulogu u programiranju kasnijih spolnih razlika (144). Diferencijacija spola
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zapoCinje formiranjem gonada koje zatim luCenjem SSH uvjetuju daljnji razvoj
unutarnjih i vanjskih spolnih organa u smjeru muskog ili zenskog spola (126). Paralelno
s formiranjem gonada, formiraju se cjevaste strukture, Wolffove i Millerove cijevi, iz
kojih ¢e se razviti unutarnji spolni organi. Iz Wolffovih cijevi se potencijalno moze razviti
muski spolni sustav, a iz Mullerovih Zenski. Testisi embrija do daljnje diferencijacije
spola dovode posredstvom tri hormona: AMH, T i INSL3, Sto dovodi do virilizacije
Wolfovih cijevi, urogenitalnog sinusa i vanjskih genitalija te do regresije Mullerovih
cijevi, ¢ime se formira muski fenotip. Kod emobrija koji nemaju Y kromosom odnosno
SRY gen, izostaje luCenje AMH te posljedicno dolazi do formiranja jajnika. Razvijeni
jajnici lu€e estrogen (E) sto pak dovodi do diferencijacije u fenotipski Zenski spol (144).
Iz Mdllerovih cijevi se formira maternica, jajovodi, i cerviks te gornji dio vagine.
Promjene u urogenitalnom recesusu, genitalnoj kvrzici i naborima dovode do
oblikovanja vulve, klitorisa i donjeg dijela vagine, a izostanak lu¢enja androgena dovodi
do involucije Wolffovih cijevi (145). Ovaj proces zavrSava do 22. tjedna gestacije. Sva
navedene fenotipske razlike koje se odnose na reprodukciju, a prisutne su pri rodenju,
se svrstavaju u primarna spolna obiljezja. Kod muskog spola to su organi koji sudjeluju

u stvaranju i izlu€ivanju sperme (testisi, skrotum, penis), a kod zenskog spola organi

1.4.3. Aktivna uloga spolnih hormona u spolnoj diferencijaciji

Prenatalni porast SSH dovodi do strukturnih promjena na unutarnjem i vanjskom
spolovilu kako je opisno ranije. Daljnje produbljivanje spolnih razlika u velikoj mjeri je
posljedica drastiCchog porasta razina SSH tijekom puberteta, ¢cime se SSH nakon
gonadalne diferencijacije izdvajaju kao klju¢ni pokretaci fenotipskih spolnih razlika
(132).

Fenotipske spolne razlike koje nisu vezane za reprodukciju, a javljaju se tijekom
puberteta pod utjecajem SSH, nazivamo sekundarna spolna obiljeZja. Kod muskarca
je to primjerice Siri prsni ko$ i ramena, ve¢a misSiéna masa, veca visina, uza zdjelica,
brada i brkovi, pojaCana tjelesna dlakavost, dublji glas. Kod Zena je tipicha manja

visina, manja sposobnost brzog stvaranja miSicne mase, smanjena snaga gornjeg
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dijela tijela, vece dojke i viSe masnog tkiva, Siri bokovi, Sira zdjelica, manja tjelesna
dlakavost, visi glas. Sekundarna spolna obiljezja opcenito nisu izravno vezana za

reprodukciju, ve¢ se smatraju bitnima u procesu spolne selekcije.

Uloga SSH u formiranju spolnih razlika je izrazito kompleksna te se pokazalo se da
pojedini hormoni djeluju spolno specifi€no, tkivno specificno i stani¢no specificno (146-
148).

1.4.4. Bihevioralni i okoliSni utjecaji

Okolis u kojemu jedinka zivi ima vazan utjecaj na razvoj spolnih razlika. Razvoj
epigenetike dijelom razjasnjava utjecaja okoliSnih faktora na razvoj spolnih razlika
(130). Pri tome se termin ,epigenetski“ odnosi na sve promjene na genomu bez

utjecaja na temeljnu sekvencu DNA, a koje mogu utjecati na ekspresiju gena.

Ucestalija spolno vezana socijalno uvjetovana pona$anja (npr. pusenje, konzumacija
alkohola, stres, prehrambene navike i slicno) kod Covjeka mogu dovesti do
epigenetskih modifikacije koje zatim moduliraju ekspresiju gena i bioloski fenotip (133).
Modifikacija genoma utjecajem okoliSa se naj¢eSce odvija putem epigenetskih procesa
kao Sto su metilacija DNA i modifikacije histona koje pak teoretski mogu aktivirati ili

potisnuti ekspresiju gena (144).

IzloZzenost hormonski aktivnim kemikalijama tijekom spolne diferencijacije moze
proizvesti Sirok raspon abnormalnih spolnih fenotipova uklju€ujuéi maskulinizirane i
defeminizirane Zzenke te feminizirane i demaskulinizirane muskarce. Pokazalo se da
brojni spojevi iz okoliSa imaju hormonsko djelovanje, a nazivaju se endokrini disruptori.
Utjecaj na spolnu diferencijaciju sisavaca naj¢eSc¢e ostvaruju prirodni (fitoestrogeni i
mikoestrogeni) ili sintetski (ksenoestrogeni) spojevi s estrogenim djelovanjem, t;.
estrogeni endokrini disruptori (149,150). Estrogeni disruptori su Cesto prisutni u
kozmetici i proizvodima za osobnu njegu (Sminka, boje za kosu, sapuni, parfemi) koje
CesSce koriste Zene, kao i u pesticidima. Opisani su i antiandrogeni spojevi za koje se
pokazalo da remete spolnu diferencijaciju u laboratorijskih Zivotinja (151). Istrazuje se
I utjecaj oralnih kontraceptiva i hormonske nadomjesne terapije na rizik i progresiju
autoimunih bolesti u Zena (152). Relativni doprinos svakog od navedenih €imbenika

kao ni njihovo medudjelovanja nisu razjasnjeni (126).
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Istrazivanja ukazuju da na razvoj spolnih razlika dominantni utjecaj imaju aktivacijske
razine spolnih hormona, zatim strukturna uloga spolnih hormona na gonade, dok spolni
kromosomi ostvaruju manje znacajan utjecaj na formiranje spolnih razlika (126).

Faktori koji utjeCu na formiranje spolnih razlika shematski su prikazani na slici 15.

Inaktivacija X-kromosoma

£4 Spolni kromosomi
XaXa Xa Xi Epigenetski utjecaiji-

S |
metilacija DNA DB
/) /W HY
Mozaicizam u Zena ‘ y

\J : ,

%, -

. .?";5-). Mginy K
£ d ¢ D :

= > < N
A

Okolisni i bihevioralni utjecaji

endokrini disruptori

F

I

Hormonski utjecaji u razlicitim Zivotnim dobima

AN

organizacijski u¢inak SSH aktivacijski u¢inak SSH organizacijski u¢inak SSH

Slika 15. Faktori koji utjeCu na formiranje spolnih razlika: (A) Spolni kromosomi odreduju
kromosomski spol, a Y kromosom posredstvom SRY gena poti¢e diferencijaciju gonada u
smjeru muskog spola. (B) Razliciti stupanj inaktivacije X kromosoma utje¢e na spolne razlike
(C) Mozaicizam je kod Zena prisutan u razli¢itim tkivima. (D) Okolisni i bihevioralni faktori koji
utjeCu izravno na SSH receptore kao endokrini disruptori, ali i na epigenetske promjene (E)
Epigenetski utjecaji se ostvaruju poglavito putem metilacije DNA. (F) Razine SSH u razli¢itim
Zivotnim razdobljima imaju dominantnu ulogu u formiranju i produbljivanu spolnih razlika. 1zvor:

vlastiti materijal.

24



1.5. Steroidni spolni hormoni

SSH pripadaju vecoj skupini steroidnih hormona koji se stvaraju iz istog prekursora-
kolesterola. Razlikujemo 2 glavne skupine steroidnih hormona- kortikosteroide i spolne

steroide. SSH kod €ovjeka ukljuCuju:

1. Androgene- dehidroepiandrosteron sulfat (DHEAS), dehidroepiandrosteron
(DHEA), androstenedion (A), testosteron (T) i dihidrotestosteron (DHT)

2. Estrogene- estron (E1), 17-p-estradiol (E2), estriol (E3)

3. Gestagene- progesteron i 17a-hidroksiprogesteron.

Sinteza SSH u ljudskom tijelu je spolno specifi¢na i podrazumijeva razlike u koli€ini i
dominantnom tipu hormona kao i ritmu njihove sekrecije. Kod Zena prevladava E2, a

kod musSkaraca T.

Steroidogeneza je procese u kojemu se kolesterol pretvara u bioloski aktivne steroidne
hormone, a odvija se u gonadama, kori nadbubrezne Zlijezde i lokalno u tkivima (153).
Ovi procesi su regulirani trofickim hormonima prednjeg reznja hipofize:
folikulostimulirajuéim  hormonom  (FSH), luteinizirajuéim  hormonom  (LH),
adrenokortikotropnim hormonom (ACTH). Unutar ciljne stanice steroidogeneza je
posredovana enzimima smjeStenim u mitohondrijima i glatkom endoplazmatskom
retikulumu (gER). Prvi korak steroidogeneze je prijenos kolesterola u unutarnju
membranu mitohondrija s pomocéu steroidogenog akutnog regulatornog proteina
(StAR) (178,179). Zatim posredstvom enzima CYP11A1 citokroma P450 SCC dolazi
do biokonverzije kolesterola u prekursor svih minerelakokortikoida (MC),
glukokortikoida (GC) i SSH- pregnenolon. Pregnenolon se zatim prenosi u geR gdje
se nizom enzimskih reakcija pretvara u T preko 17a-hidroksipregnenolona uz
prethodnu sintezu DHEA (180). Testosteron se moze konvertira u snazniji metaboli
DHT putem 5a-reduktaze, dok se svi androgeni osim DHT mogu konvertirati odnosno
aromatizirati u E2 (154) (slika 16).
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Slika 16. Shematski prikaz steroidogeneze. Iz kolesterola se sintetizira pregnenolon koiji je
prekursor svih mineralokortikoida, glukokortikoida i SSH. Pregnenolon se konvertira u

progesteron ili 17- hidroksipregnenolon. Progesteron je prekursor MC. 17-

hidroksipregnenolon je prekursor svih androgena i estrogena kao i GC. Iz androgena
aromatizacijom mogu nastati estrogeni, a iz testosterona pomocu 5a-reduktaze DHT. Izvor:

vlastiti materijal.

Adrenokortikalne i gonadalne steroidogene stanice dijele isto embrionalno porijeklo iz
celomskog epitela (156). U testisima se T dominantno sintetizira u Leydigovim
stanicama smjeStenima u intersticiju izmedu sjemenih kanalica (157). U kori
nadbubrezne Zlijezde se SSH sinetetiziraju u maloj koli€ini u trecem sloju (zona
reticularis), a pretezno se stvara A. U jajniku granuloza stanice uglavhom proizvode
progesteron i E2, teka stanice androgene, a lutealne stanice progesteron (158).
Pokazalo se da i druga tkiva eksprimiraju enzime koji mogu aktivirati prekursore
steroida (izvanzljezdana steroidna aktivacija), kao i de novo sintetizirati aktivne
steroide (izvanZljezdana steroidogeneza). Stoga nije iznenadujuée da se za sve viSe
tkiva i organa koji su se neko¢ smatrali nesteroidogenima dokazuje sposobnost
biosinteze steroida. BioloSka uloga ove ekstraglandularne steroidogeneze povezana
je s parakrinom/autokrinom ili intrakrinom signalizacijom koju ostvaruju ove molekule
(159). Nadalje, sintezu ovih steroida Cesto kontroliraju sloZeni regulatorni sustavi

neovisni o kontroli hipotalamusa i hipofize. Stoga je mjerenje lokalnih umjesto
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sistemskih razina steroida prepoznato kao to¢niji pokazatelj djelovanja steroida unutar
odredenog tkiva (160). Dobro je istrazena lokalna sinteza steroidnih hormona u mozgu,
lednoj mozdini i perifernim Zivcima, a SSH iz ove skupne se nazivaju i neurosteroidi
(161-164). Ekstraglandularna steroidogeneza SSH je potvrdena i u masnom tkivu,
kozi, egzokrinim Zlijezdama, tankom crijevu i bubregu dok je lokalna sinteza GC

opisana u sluznici crijeva i timusu (160, 165-171).

Receptori steroidnih hormona pripadaju istoj super-porodici nuklearnih receptora koji
djeluju kao ligand ovisni faktori transkripcije (172). Ovoj porodici pripadaju androgeni
receptori (AR), estrogeni receptori (ER), progesteronski receptori (PR),
glukokortikoidni (GR) i mineralokortikoidni receptori (MR) te retinoi¢ni i tiroidni receptori
(172-174).

1.5.1. Androgeni

DHEAS, DHEA i A se smatraju prekursorima androgena (proandrogenima) buduéu da
se samo testosteron i DHT vezu na AR (175,176). BioloSki najaktivniji androgen je
DHT koji se za AR veze s dva puta vecCim afinitetom i ima pet puta manju stopu
disocijacije od T (177). Iza njega slijedi T dok A i DHEA imaju svega 10 % odnosno 5
% njegove aktivnosti (178). T se moze konvertirati u A i obrnuto (179).

T i njegovi bioaktivni metabolit DHT odreduju razvoj i odrzavanje muske spolne
diferencijacije i muskih spolnih obiljezja (180). T ima najveéu koncentraciju od svih
androgena u serumu odraslih muSkaraca, dok koncentracija DHT iznosi 10 %
koncentracije T (178). Otprilike 7 % T se konvertira u snazniji DHT putem 5a-
reduktaze, a male koli€ine (otprilike 0.5 %) u estrogen putem enzima aromataze (154).
95 % serumskog T je gonadalnog porijekla, a ostatak nastaje konverzijom manje
potentnih androgena sintetiziranih uglavnhom u kori nadbubrezne Zlijezde. Ti
niskopotentni androgeni predstavljaju veliki cirkulirajuCi rezervoar prekursora
dostupnih za konverziju u bioloski aktivhe oblike hormona u perifernim tkivima (180,
181).

Kvantitativno, kod Zena je najveéa serumska koncentracija DHEAS, a zatim u
padajucem nizu DHEA, A, T te DHT (176). Pri tome je DHEA primarno produkt kore
nadbubrezne Zlijezde, a nastaje pod kontrolom ACTH i sluZi kao prekursor za stvaranje

potentnijih androgena. Dio DHEA nastaje i u jajnicima ili se konvertira iz serumskog
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DHEAS. U jajnicima i kori nadbubrezne Zlijezde se sintetiziraju i A i T. VeCina DHT
nastaje konverzijom iz T u perifernim tkivima. T se u krvotoku nalazi u slobodnom
obliku ili vezan za proteine, albumine ili globuline koji vezu spolni hormon ,sex steroid
hormone binding globuline* (SHBG). Estrogeni povecavaju dok androgeni smanjuju
razinu SHBG (176).

Prisutnost AR receptora je dokazana u reproduktivnim tkivima odraslih ljudi (prostata,
testis, sjemenski mjehuriéi, ejakulatorni kanali¢, endometrij, miometrij, jajnik,
maternica, jajovod), u uzorcima karcinoma prostate, karcinoma endometrija,
karcinoma StitnjaCe, bubregu, dojci, debelom crijevu, plu¢ima, nadbubreznoj Zlijezdi,

Ziv€anom sustavu, hematopoetskom sustavu i o¢nim tkivima (12,182,183).

Androgeni imaju vaznu ulogu u regulaciji mnogih muskih, ali i Zenskih spolnih, tjelesnih,
kognitivnih i bihevioralnih funkcija pa su stoga neophodni za cjelokupno zdravlje. Kod
muskog spola posreduju u formiranju primarnih i sekundarnih spolnih obiljezja. Kod
oba spola sudjeluju u regulaciji metabolizma glukoze i masti te homeostaze energije,
utjeCu na odrzavanije libida, reproduktivne funkcije, odrZzanje kostane mase i misié¢nog
tonusa, odgovarajuce preoblikovanje kostiju, odrzanje adekvatnog broja eritrocita kao

i na zdravlje srca i oCuvanje mozdane funkcije (184-188).

Dokazane su spolnih razlika u djelovanju androgena. Nedostatak androgena kod
muskaraca i suviSak androgena kod Zena dovode do metaboliCke disfunkcije u
mnogobrojnim tkivima uklju€ujuc¢i CNS, jetru, skeletne misi¢e, masno tkivo i - stanice
gusteraCe (184). Kod Zena su hiperandrogena stanja kao Sto je sindrom policistiCnih
jajnika (PCOS) povezana s inzulinskom rezistencijom, intolerancijom glukoze i
posljedi¢nim dijabetesom mellitusom tipa Il (184). Stoga se nedostatak androgena
smatra multisistemskim sindromom, a dijagnosticira se na temelju kliniCkih znakova i
simptoma te niske razine serumskog T. Pad razine T dovodi do porasta razina

gonadotropina i SHBG.

FizioloSki porast razina T kod muskog spola se prati u 3 Zivotna razdoblja: prolazno
tijekom prvog trimestra intrauterinog zivota u tijeku diferencijacije muskog spola,
tjekom ranog neonatalnog Zivota (mali pubertet) i kontinuirano tijekom i nakon
puberteta kada razina T poraste ¢ak 30 puta u svrhu virilizacije (189). Nakon srednje

dobi, dolazi do postepenog pada u razini cirkuliraju¢eg T (slika 17). Diskretniji pad je
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naj¢eSce posljedica smanjene proizvodnje T posljedi¢no disfunkciji hipotalamo-
hipofizno-gonadalne osi tako da razina T s godinama fizioloSki pada za oko 0.5 do 2
% godisnje te se znacajniji pad oCekuje tek u dubljoj starosti (180,190). Do drasti¢nijeg
pada razina androgena moze dodi uz prisustvo kroni¢nih bolesti i komorbiditeta, u
prvom redu debljine (191). Pad razine T je pracen i padom u razini prolaktina, hormona
rasta i IGF-1 kao i DHEA i DHEAS, ali bez promjena u razinama DHT i estrogena (192).

lako Zzene imaju 20 do 25 puta niZze koncentracije androgena u cirkulaciji u usporedbi
s muskarcima, androgeni su prekursori za sintezu estrogena i igraju klju¢nu ulogu u
procesima sazrijevanja folikula jajnika u zena (193,194). Kod djevojcica razine
serumskog T rastu tijekom puberteta, dosezuci vrhunac u dobi od 20 do 25 godina.
Razine T u Zena padaju ve¢ u Cetvrtom desetljeCu zivota i prije menopauze se
priblizavaju polovini razina zabiljezenih u treCem desetljecu (54). Po zavrSetku
menopauze prosjeCna koncentracija T u Zzena iznose oko 15 % premenopauzalne
razine (slika 17) (195,196). Kod nekih Zena dolazi do daljnjeg smanjenja razine T
unutar 2-5 godina nakon menopauze (197). U jajnicima nakon menopauze ne dolazi
do znacajnijeg pada sinteze androgena tako da je postmenopauzalni jajnik zapravo
organ koji dominantno Iu¢i androgene (176). Deficit androgena kod Zena najCeSce
nastaje uslijed hipopituitarizma, ali je moguc¢ i kod Addisonove bolesti, kortikosteridne
terapije, hormonskog nadomjesnog lijeCenja estrogenima odnosno insuficijencije
jajnika (188).

Razumijevanje ucCinaka i regulacije razina SSH u ciljnim tkivima je dodatno
komplicirano njihovim fizioloSkim fluktuacijama, primjerice tijekom menstruacijskog
ciklusa, njihovom lokalnom sintezom u perifernim tkivima te njihovim spolno, tkivno i
stani¢no specificnim djelovanjem (198). Dodatno, spolni hormoni mogu utjecati na
povecanje i smanjenje ekspresije vlastitih receptora, ali i receptora drugih spolnih

hormona, Sto nadalje komplicira razumijevanje njihove regulacije (199).

BioloSka aktivnost T i DHT uglavnom se odvija kroz vezanje na AR. Ovaj receptor
postoji u jednoj izoformi, a njegova aktivacija se odvija na nekoliko razli¢itih nac¢ina:

genomskim putem, negenomskim putem i ligand neovisnom aktivacijom (200-204).

1. Genomski put (klasi¢ni, kanonski ili ovisan o vezanju na DNA) aktivira se
vezanjem androgena za nuklearne receptore, a predstavlja spori stanicni
odgovor (205).
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Steroidni hormoni su topivi u mastima i lako prolaze stani€nu membranu difuzijom.
Intracelularno se vezu za androgene receptore (AR) koji predstavljaju ligand ovisni
nuklearni faktor transkripcije smjesten u citoplazmi stanice (173). AR je vezan za heat
shock protein i druge pratece (chaperone) proteine. Nakon vezanja liganda za receptor
dolazi do promjene konformacije receptora koji zatim otpusta chaperone proteine te
putuje u jezgru stanice. U jezgri se kompleks dimerizira i veZe za specificnu regulatornu
sekciju DNA naziva androgen response element (ARE) Sto posljedi¢no dovodi do
aktivacije ili inhibicije specificnih gena i njihove transkripcije. Nakon nekoliko sati do
nekoliko dana dolazi do sinteze proteina koji zatim mijenjaju stani¢nu funkciju (206).

Visak odnosno manjak steroidnog hormona regulira broj aktivnih receptora (199).

2. Negenomski put (ne-klasi¢ni, ne-kanonski ili neovisan o vezanju na DNA)
predstavlja brzi stani¢ni odgovor koji se ostvaruje nakon nekoliko sekundi do
nekoliko minuta (189,202).

Opisan je in vitro na stani¢nim linijama kao i in vivo (207,208). Ne-genomska aktivacija
se ostvaruje putem drugog glasnika nakon vezanja hormona, najCesSce aktivacijom
ERK, Akt ili MAPK (209,210).

Pokazalo se da dio ne-genomske aktivacije androgenima ukljuCuje brzi
netranskripcijski proces koji se odvija putem membranskog receptora (mAR) iz
porodice receptora vezane za G-protein (G-protein coupled receptor-GPCR), a odvija
se i uz male koli¢ine androgena (211,212). Ovaj proces nije u potpunosti razjasnjen
(189). Poznati mAR su ZIP9 i GPCR6A (213-215). Takoder, negenomski ucinak
androgena je opisan in vivo kod apoptoze aktivirane pute mAR u stanicama karcinoma
prostate, a pokazalo se i da se osteokalcin veze za GPRCG6A u Leydigovim stanicama

testisa i stimulira produkciju testosterona (216,217) .
3. Ligand neovisni put aktivacije

Postoje dokazi da se AR mogu aktivirati neovisno o vezanju liganda, obi¢no vezanjem
razliCitin faktora rasta, fosforilacijom AR ili posljedicno interakciji s koaktivatorom
(218,219). Primjerice, razine serumskog IL-6 su poviSene kod pacijenata s
metastatskim karcinomom prostate, a on dovodi do aktivacije AR ligand neovisnim
putem posredstvom protein kinaze A (PKA), protein kinaze C (PKC) ili MAPK. Tako se

ostvaruje klini¢ki utjecaj kod pacijenata s niskim razinama androgena posljedi¢no
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terapiji (220). Uloga ligand-neovisnog nacina aktivacije u fizioloSkim procesima nije

razjasnjena.
1.5.2. Estrogeni

U estrogene ubrajamo E1, E2 i E3. E2 je najpotentniji i najzastupljeniji estrogen u
reproduktivnom periodu Zivota zene. Tijekom menopauze, najviSa je serumska
koncentracija E1, a tijekom trudnoc¢e E3. Estetrol (E4) se javlja samo kod trudnih Zena.
Na temelju pokusa na miSevima E3 je deset puta manje potentan, a E1 sto puta manje
potentan od E2 (221,222).

Kod Zena u fertilnoj dobi estrogeni primarno nastaju aktivacijom srediSnje osi
hipotalamus-hipofiza-jajnici pri Cemu FSH stimulira granuloza stanice folikula i corpus
luteuma. Prvi korak sinteze se odvija u stanicama teke interne gdje se iz kolesterola
sintetizira pregnenolon kako je ranije opisano (slika 16). Nadalje, nizom konverzija
moze nastati preandrogen A. Nakon Sto A prijede bazalnu membranu ulazi u granuloza
stanice gdje se konvertira u E1 ili u T iz kojega se aromatizacijom stvara E2. 90 % svih
estrogena luce jajnici, a dominira E2 (223). Razine estrogena kod zena variraju tijekom
Zivota kroz pretpubertet, pubertet, fertiinu dob, menstruacijski ciklus, trudnocu, dojenje,
menopauzu i postmenopauzu. Razina cirkuliraju¢eg E2 raste tijekom puberteta i oko
Cetiri puta je vecCa u Zena nego muskaraca tijekom odrasle dobi do menopauze (224).
Estrogeni i drugi Zenski spolni hormoni (progesteron, LH, FSH) fluktuiraju tijekom
svakog menstrualnog ciklusa. Koncentracija cirkulirajucih estrogena je relativno niska
tijekom rane folikularne faze (faza menstruacije), a progresivno raste u kasnom dijelu
folikularne faze do ovulacije. Nakon toga se razina smanijuje, ali se i dalje odrzava na
visokoj razini tijekom lutealne faze do pocCeka menstruacije. Koncentracija
progesterona je niska tijekom folikularne faze, ali je znacajno povecana tijekom
lutealne faze. Tijekom trudnoce, i estrogeni i progesteron su znacajno poviseni bududi
da se sintetiziraju i u posteljici (225). Razine estrogena na kraju trudnoce su oko sto ili
vise puta vecCa od razine tijekom kasne folikularne faze. Nakon porodaja, razina
hormona ponovno pada unutar nekoliko dana (226). Premenopauza obi¢no nastupa u
srednjim Cetrdesetim godinama kada menstrualni ciklusi postaju neredoviti, a
fluktuacije hormona jajnika dovode do povremenih visokih i niskih razina E2.
Menopauza je definirana trajnim prestankom menstruacije, a u prosjeku nastupa u

kasnim Cetrdesetim ili u ranim pedesetim godinama zivota. Nakon menopauze, tipi¢ne
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su kontinuirano nize serumske razine E2 i dominacija E1 (227) (slika 17). Posljedic¢no,
Zene u prosjeku prozive viSe od jedne treéine svog zivota s niskim razinama estrogena
| progesterona (224). Kod Zena u postmenopauzi dominantna postaje lokalna sinteza
hormona u nizu ekstragonadalnih tkiva kao $to je nadbubrezna Zlijezda, mozak, masno
tkivo, jetra, guSteraCa, kosti, hrskavice, koza, dojka i vaskularni endotel. Lokalno
sintetizirani hormoni djeluju kao parakrini ili ¢ak intrakrini faktori. Posljedi¢no, niske
razine estrogena u cirkulaciji imaju mali utjecaj na koncentracije estrogena u tkivima i

njihove fenotipske ucinke (228,229).

Kod muskaraca oko 20 % estrogena potjeCe iz testisa gdje ga proizvode Leydigove i
zametne stanice pod utjecajem FSH, dok ostatak nastaje aromatizacijom u
ekstragonadalnim izvorima (217,230,231). Serumske razine estrogena kod muskaraca

postepeno padaju nakon pedesetih godina Zivota (232) (slika 17).

Kod Zena su estrogeni odgovorni za razvoj primarnih i sekundarnih spolnih obiljezja.
Sudjeluju u regulaciji menstrualnog ciklusa, poti¢u proliferaciju endometrijskog epitela
i rast mlijeCnih Zlijezda u pubertetu kao i rast uterusa, lubrikaciju i zadebljanje zidova
vagine. Placentarni estrogeni tijekom trudnoce poti€u sazrijevanje mlijecnih Zlijezda
(233). Estrogeni utjeCu i na povecanje miSicne mase i snage, brzinu regeneracije
miSi¢a, potiCu sintezu kolagena i udio kolagena u vezivnim tkivima, tetivama i
ligamentima, no istodobno utjeCu i na povecanu rastezljivost tetiva i ligamenata koja
se mijenja tijekom menstruacijskog ciklusa. Oni reduciraju resorpciju kosti i
promoviraju stvaranje koStane mase. Estrogeni povecavaju pohranu masti u tijelu,
najviSe u podrucju bedara, nogu, straznjice, ali suprotno ucinku androgena smanjuju
razinu abdominalne i visceralne masti. E2 odrzava homeostazu tjelesne tezine i smatra
se da bi njegov utjecaj na pretilost moga biti znacajniji od ucinka T. Estrogeni putem
podizanja razine HDL-a i triglicerida, a snizavanjem razine LDL-a, djeluju protektivno
na stijenke krvnih Zila i preveniraju aterosklerozu. Djeluju kardioprotektivno
promoviranjem angiogeneze i vazodilatacije te kroz smanje oksidativnog stresa, ROS
| fibroze (234). S druge strane, visoke razine estrogena djeluju protrombotski. E2 ima
imunomodulatorni ucinak, ali odgovor na hormon je kompleksan i ucinci ovise o
koncentraciji hormona i duljini izlaganja, mikrookoliSu i ciljnim stanicama (235).
Pokazalo se da modulira diferencijaciju i prezivljenje stanica, proizvodnju citokina i
stanica imunoloSkog sustava. Estrogeni imaju pozitivni u€inak na viSe kognitivnih

funkcija. Pokazalo se da verbalna memorija fluktuira ovisno o fluktuacijama razine
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estrogena tijekom menstruacijskog ciklusa, trudnoce odnosno menopauze. Takoder,
niski estrogeni se ubrajaju u jedan od klju¢nih faktora za razvoj demencije kod Zena.
Ako se menopauzalni pad estrogena nadoknadi bez veéeg vremenskog odmaka,
dolazi do ponovnog porasta kognitivnih rezultata. No, nakon duljeg razdoblja, pozitivni
ucinak nije zabiljezen (236). Vaznost estrogena za mentalno zdravlje i stabilnost
raspolozenja je dobro poznata. Nagli pad estrogena, kao Sto je krajem menstruacijskog
ciklusa, postpartalno ili perimenopauzalno, dovodi do zna€ajnog pada raspolozZenja, a
u nekim slucajevima i izrazene depresije (237).
lako se tradicionalno smatraju ,Zenskim spolnim hormonima®“, estrogeni imaju vazne
fizioloSke uloge kod muskaraca. Sudjeluju u maturaciji sperme, erektilnoj funkciji i
odrzanju zdravog libida (238,239). Sve je viSe dokaza da su estrogeni neophodni
C¢imbenik metaboli¢ke regulacije kod muskaraca. Novije studije ukazuju da bi E2 kod
muskaraca mogao biti vaznija varijabla od T u nastanku debljine odnosno da bi deficit
estrogena mogao biti kljuéni ¢imbenik metabolitkog rizika kod muskaraca. Cak i

kratkotrajna deprivacija estrogena doprinosi nakupljanju masnog tkiva (240).

Childhood Reproductive Postmenopause
and Puberty
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Slika 17. Serumske razine T i E2 tijekom Zivotnog vijeka kod muSkaraca i Zena. Razine E2 u

serumu Zena u premenopauzi predstavijene su kao srednja vrijednost E2 izmjerena tijekom

razli¢itih faza menstrualnog ciklusa. Izvor: slobodno dostupno na

https://www.dreamstime.com/sex-hormones-ageing-levels-testosterone-males-females-

estradiol-men-women-sex-hormones-ageing-imagel137343091.
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Kao i drugi SSH, estrogeni svoju ulogu ostvaruju vezanjem za estrogene receptore
(ER) te posljedicnom aktivacijom genomskog ili negenomskog puta ili ligand

neovisnom aktivacijom (241,242).

Tradicionalno se opisuju dva tipa ER (ERa i ERP), koji su kao i AR dio porodice
nuklearnih receptora te djeluju kao nuklearni faktori transkripcije. Nedavno opisani
estrogenski receptor 1 povezan s G proteinom (GPER ili GPER-1) ima ulogu u

posredovanju brzih odgovora na estrogene (242).

ERa i ERB su dokazani u mnogim tkivima, no u zenskom spolnom sustavu se
prvenstveno nalazi ERa (183,243,244) (183). ERa i ERP dijelom imaju preklapajuce,
a dijelom jedinstvene uloge u procesima ovisnima o estrogenu kod istog spola, a kod
muskog i Zzenskog spola imaju razliCite bioloSke u€inke (245-247). Njihovi proteini su
kodirani razliitim genima i razli€ito su eksprimirani u razlicitim tkivima (247). U brojnim
tkivima su oba receptora koeksprimirana i tvore funkcionalne heterodimere, no
bioloSke uloge ER alfa/beta heterodimera nisu razjaSnjene (245). ERa se moze
smatrati dominantno negativnim regulatorom ERB koji modulira transkripcijske
odgovore na estrogene dok omjer ERa naspram ERp unutar stanice moze odrediti

osjetljivost stanice na estrogene i njihove bioloSke odgovore na hormon (244).

Opisane su i brojne razlike izmedu ER i GPER-1. Njihovi signalni mehanizmi u
reproduktivnom karcinomima su razli€iti, mogu biti neovisno eksprimiran u razli€itim
tumorskim tkivima, imaju razliCiti afinitet vezanja za razliCite estrogene, fitoestrogene i
ksenoestrogene koji ih ujedno razli€ito aktiviraju, a agonisti ER su antagonisti GPER-
1 i obrnuto (248,249).

1. Genomski put aktivacije (klasicni, kanonski ili ovisan o vezanju na DNA)

Aktivira se vezanjem estrogena za nuklearne receptore ERa ili ERB u citoplazmi
stanice. Nakon vezanja hormona, ER se odvajaju od kompleksa formiranog s nekim
od proteina toplinskog Soka (poput HSP70 i HSP90) u citosolu, slijede konformacijske
promjene i dimerizacija receptora, a nastali kompleks nadalje djeluje kao ligand
aktivirani faktor transkripcije te se u jezgri stanice veze za segment DNA naziva
.estrogen response element” (ERE) dovodeci do aktivacije ili inhibicije specifinih gena
I transkripcije mMRNA (250-251). lako su ERE identificirani u nekoliko promotorskih i
regulatornih regija, pokazalo se da viSe od jedne treéine ljudskih gena reguliranih

estrogenskim receptorima ne sadrzi ERE sekvence Sto sugerira da direktno vezanje
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na ERE nije jedini modalitet genomske aktivacije (254). Opisan je i indirektni put
genomske aktivacije pri kojemu ER regulira transkripciju gena bez izravnog vezanja
na DNA, ali na nacin ovisan o E2 (249). To je omoguceno povezivanjem ERa s drugim
faktorima transkripcije kao sto su ATF2, Jun, Elk, Fos i SP1 koji su od ranije vezani za
svoje srodne elemente unutar promotorskih regija vlastitih ciljnih gena ¢ime ERa kroz
interakciju protein-protein modulira ekspresiju gena koji ne sadrze ERE sekvencu

unutar svoje promotorske regije (255,256).

1. Ne-genomski put aktivacije (neklasiCni, nekanonski neovisan o vezanju na
DNA)

Predstavlja brzi odgovor i posredovan je GPER1 membranskim receptorom ranije
poznatim kao orphan G protein-coupled receptor 30 (GPR30), iako su odredene
varijante ERa i ERB takoder povezane s plazma membranom i negenomskom
signalizacijom (249,257). Negenomski signalni put pocCinje vezanjem E2 na ER
smjeStene na plazma membrani §to moze rezultirati mobilizacijom unutarstani¢nog
kalcija ili aktivacijom adenilat ciklaze i proizvodnjom ciklickog adenozin monofosfata
(cAMP), aktivacijom signalnog puta protein kinaze aktivirane mitogenom (MAPK),
protein kinaze C i A (PKC, PKA), G-proteina, aktivacijom signalnog puta fosfoinozitol
3-kinaze ili membranske tirozin kinaze (249,255,258). Posljedi¢no dolazi do promjena

u ekspresiji gena zbog fosforilacije transkripcijskih faktora (slika 18).
2. Ligand neovisni put aktivacije

Signalni put neovisan o ligandu uzrokuje aktivaciju ER-a i transkripciju ciljnog gena
putem fosforilacije ER-a ili njihovih povezanih koregulatora. lzvanstanicni signali koji
najCesce dovode do aktivacije su peptidni faktori rasta, najceS¢e epidermalni faktor
rasta (EGF), inzulin, IGF1 i transformiraju¢i faktor rasta B (TGFB), citokini,
neurotransmiteri, regulatori stanicnog ciklusa, heregulin, interleukin 2 i dopamin, kao i
regulatorne proteine ciklin A i D1 (249,259).
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ionski kanali o »
membranske tirozin kinaze NE-GENOMSKI

Slika 18. Prikaz puteva aktivacije ER. Izvor: vlastiti materijal.

1.5.3. Uloga SSH u formiranju spolnih razlika kod DED

SSH su, uz gene i okoli$, klju€ni ¢imbenici razvoja spolnih razlika. mMRNA za AR, ER i
progesteronske receptore je prisutna u suznoj zlijezdi, acinarnim epitelnim stanicama
suzne Zlijezde, Meibomovoj Zlijezdi, kapku, palpebralnoj i bulbarnoj konjunktivi, roznici,
Sarenici, cilijarnom tijelu, le€i, mreznici, Zilnici i retinalnim pigmentnim epitelnim
stanicama Stakora, zeCeva i ljudi, a imunohistokemijskom (IHC) analizom su
detektirani proteini AR, ERa i ERB (261-264).

Spolno vezane razlike u prevalenciji DED se u velikoj mjeri pripisuju u€incima SSH,
osi hipotalamus-hipofiza, kortikosteroidima, inzulinu, IGF-1 i hormonima §titnjace, ali i
spolnim kromosomima, spolno specificnim autosomskim faktorima i epigenetskim
faktorima (10). Buduci da starenje dovodi do smanjenja razina SSH, razine androgena

i estrogena mogle bi imati zna€ajnu ulogu u patofiziologiji disfunkcije suzne Zlijezde.
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Pri tome je najizrazenija uloga androgena Ciji se deficit povezuje s disfunkcijom
Meibomove i suzne Zlijezde i razvojem DED (13-15,19,265,266). Tako kod kastracije
ili izlaganju antagonistima androgena nastaju znac¢ajne promjene u anatomiji i fiziologiji
suzne Zlijezde misa ukljuCujuéi smanjeni trend rasta, gubitak Zljezdanog tkiva,
smanjenje veli€ine acinusa i jezgara, polimorfizam jezgara, proliferaciju vezivnog tkiva,
naruSenje razina raznih proteina, promjene u enzimskoj aktivnosti, promjene u sekreciji
tekucine i proteina, transformaciju morfologije Zlijezde (feminizaciju muske Zlijezde)
(266). Nedostatak androgena je prisutan kod zena sa SS i €ini se da ne uzrokuje, ve¢
olakSava napredovanje bolesti (267,268). AR su detektirani u stanicama acinusa i
epitelnim stanicama izvodnih kanala lakrimalne Zlijezde (262,269). Androgeni
reguliraju ekspresiju preko 2200 gena u suznoj Zlijezdi miSa odnosno oko 3000 gena
u ljudskoj Meibomovoj Zlijezdi i konjunktivalnim epitelnim stanicama (270,271). Radi
se 0 genima vezanim za rast stanica, proliferaciju, metabolizam, komunikaciju i
transport izmedu stanica, vezanje nukleinskih kiselina, transdukciju signala i aktivnost
receptora, tako da androgeni djeluju na strukturu i funkciju suzne Zlijezde na viSe razina
(16,272-277). Androgeni takoder moduliraju ekspresiju vlastitih receptora u suznoj
Zlijezdi. Na modelu miSa je pokazano da davanjem androgena dolazi do znacajnog
porasta broja stanica koje sadrze androgene receptore kao i do porasta gustoée
androgenih receptora u jezgrama epitelnih stanica lakrimalne Zlijezde. Ova regulacija
je androgen specificna odnosno do slicnog efekta ne dolazi nakon administracije
estrogena, glukokortikoida ili ciklofosfamida. Nakon ukidanja terapije androgenima

dolazi do zna€ajnog smanjenja ekspresije androgenih receptora (269,278-280).

Prethodne studije u€inaka estrogena na suzne Zlijezde nisu dale ujednacene rezultate.
Dok neki autori sugeriraju protuupalni u€inak estrogena, drugi njihov proupalni u€inak,
neki nisu pronasli nikakav u€inak estrogena na suznu Zlijezdu (10,19,266,281-286).
Hormonsko nadomjesno lije€enje s estrogenom i medroksiprogesteron acetatom se
pokazalo ucinkovitim u povecéanju proizvodnje, ali ne nuzno i kvalitete suza (287,288).
Smanjena funkcija suzne Zlijezde je primije¢ena u zZena nakon menopauze ili
ovarijektomije te u Zena koje uzimaju oralne kontraceptive, unato€ promjenjivim
razinama estrogena (289,290). Cini se da estrogen smanjuje upalu u mi$jim modelima
SS, ali kontradiktorni rezultati su primije¢eni i u studiji u kojoj hormonsko nadomjesno
lijeCenje u zena u postmenopauzi povecava rizik od DED, Sto bi moglo biti posljedica

razli¢itog uCinka visokih i niskih doza estrogena na upalu (16,17). U niskim dozama,
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Cini se da estrogeni potiCu prezivljavanje stanica i Stite od upale egzokrine Zlijezde,
dok visoke razine estrogena mogu promovirati upalu (18). Dosadasnja istraZivanja
sugeriraju da estrogeni i progesteron, u usporedbi s androgenima, relativno malo
doprinose spolno vezanim razlikama u ekspresiji gena i spolnim razlikama suzne
Zlijezde. S druge strane, kod muskaraca koji su uzimali antiandrogene lijekove, nije
doSlo do promjene u lucenju suza, $to upucuje na spolno specificno djelovanje
androgena na suznu Zlijezdu (265). T i DHT su se pokazali u€inkovitima na Stakorskim
modelima, ali nije bilo dovoljno dokaza koji bi opravdali ispitivanje na ljudima (291). U
ljudskoj suznoj Zlijezdi su izolirane steroidogene enzimske mRNA Sto ukazuje na
postojanje enzime za intrakrinu sintezu i metabolizam spolnih steroida te bi dijelom
moglo objasniti nejasan odnos izmedu sistemskih razina spolnih hormona i DED-a
(166). Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se razjasnio utjecaj pojedinih spolnih

hormona na ljudsku suznu Zlijezdu (19,20).

1.6. Spolni dimorfizam

Iznimno je vazno razlikovati terminologiju ,roda i spola“ (eng. sex and gender) u
aktualnoj znanstvenoj literaturi. ,Spol“ u hrvatskom jeziku oznacava razlike izmedu
muskaraca i Zena koje su posljedica kariotipa XX ili XY odnosno prisustva gonada
(testisa ili jajnika). ,Rod“ podrazumijeva psiholo$ke i socijalne aspekte tih razlika, a u
engleskom jeziku se oznaCava terminom ,gender‘. Prema tome, razlike koje

prou¢avamo u ovom radu su opisane terminom ,spol” sto odgovara terminu ,sex” u

anglosaksonskoj literaturi (292).

Spolni dimorfizam (SD) se u uzem smislu definira kao svaka strukturna razlika izmedu
muske i Zenske jedinke iste vrste osim razlika izravno vezanih za reprodukciju. U Sirem
smislu podrazumijeva spolne razlike na razini genoma, transkriptoma, proteoma,
metaboloma i fenotipa (293,294). Dobro su proucene spolne razlike u sekundarnim
spolnim obiljezjima, veli€ini, tezZini, boji, oznakama, bihevioralnim i kognitivnim
osobitostima, razlike u anatomskim, morfoloskim, molekularnim, biokemijskim,
genetskim, imunoloskim i neuroloskim znacajkama, metaboli¢koj aktivnosti, odgovoru
na hormone, osjetljivosti na lijekove i toksine, razliCitoj prevalenciji bolesti izmedu
muske i Zzenske populacije te duljini Zivotnog vijeka izmedu muzjaka i Zenki iste vrste
(295-298).
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1.6.1. Spolni odabir i evolucija spolnog dimorfizma

Vecina spolno dimorfnih karakteristika se razvila kroz proces spolnog odabira u svrhu
maksimiziranja reproduktivnog potencijala dok se manji dio spolno dimorfnih
karakteristika razvio kroz proces prirodnog odabira (299,300). Prirodna, spolna i
okoliSna selekcija zapravo djeluju sinhrono, buduci da su jedinke stalno izlozene
utjecaju okoliSa u kojem zive (301,302).

Spolni odabir se definira kao razlika u razmnozavanju koja nastaje kao posljedica
varijacija karakteristika koje utje€u na natjecanje za partnere i oplodnju izmedu
pojedinaca odnosno radi se o selekciji koja ovisi o reproduktivnom uspjehu (303).
Charles Darwin je u djelu ,, The Origin of Species” 1859. godine predstavio svoju teoriju
prirodnog odabira kojom objasnjavaju evoluciju prilagodbi potrebnih za prezivljavanje
I plodnost vrsta. No teorija prirodnog odabira nije mogla objasniti razvoj fiziCkih obiljezja
koja logicki predstavljaju loSu adaptaciju u kontekstu prezivljavanja. Sam Darwin je
izjavio: ,prizor perja u paunovu repu, kad god ga ugledam, mi izaziva muéninu! (159).
Darwin je objasnjenje ponudio kroz teoriju spolnog odabira: ,Spolna selekcija (...) ovisi,
ne o borbi za opstanak, nego o borbi muzjaka za posjedovanjem Zenki; rezultat
selekcije nije smrt neuspjeSnog borca, nego njegov maniji ili nikakav broj potomaka.®
(160). U djelu ,The Descent of Man, and Selection in Relation to Sex* iz 1871. godine
opisana su spolno dimorfna obiljezja kod mnogih vrsta te je prikazana Siroka
rasprostranjenost spolnog odabira u eukariota, biljaka, gljiva i Zivotinja. Darwin je
vjerovao da spolni odabir ima glavnu ulogu u evoluciji ljudi i razlika izmedu ljudskih
populacija, a danas se smatra paralelnim oblikom procesa prirodnog odabira (147,
161). Spolni odabir se ostvaruje kroz povecanje privlaCnosti prema suprotnom spolu
(interseksualna selekcija- female choice) ili kroz povecanje uspjeSnosti u porazu
konkurenata istog spola (intraseksualna selekcija- male to male), a s ciliem povecanja
vjerojatnosti parenja i prijenosa gena na buducu generaciju (299). Intraseksualna
selekcija se obi¢no temelji na superiornim fiziCkim karakteristikama muzjaka (brzina,
snaga, veci ocnjaci, veci rogovi i sl.) koji se nadmecéu za zenku. Dominantni muzjak ¢e
imati viSe prilika za parenje te Ce time osigurati vecu distribuciju svojih gena u
populaciji. Cak je opisana i kompeticija sperme kada se sperma vise partnera natjece
za oplodnju (304). Interseksualna selekcija se odnosi na odabir privlacnijeg partnera
od strane jedinke suprotnog spola. lako spol koji bira partnera moze biti muski i zenski,

mnogo &edce je birani spol muski. Zenski izbor je vazan mehanizam spolnog odabira.

39



Natjecanje za spolnog partnera se smatra glavnim ¢imbenikom koji utjeCe na razvoj
spolnog dimorfizma kod viSe vrsta, no sloZenost spolnog dimorfizma ne moze biti
objasnjena samo ovim mehanizmom (305). Najcitiranije su 2 teorije o0 ulozi spolnog
dimorfizma: prema ,teoriji dobrih gena“ Zenke biraju partnere s karakteristika koje
posredno ukazuju na zdravlje, vitalnost, vecu sposobnost partnera da im osiguraju
sigurnost, hranu, teritorij i zdrave i sposobne potomke. NajCesSci atributi koji su odraz
dobrih gena su veli€ina, snaga i izrazeni, ¢ak prenaglaseni ornamenti. Teorija ,seksi
sinova“ sugerira da Zenke biraju muzjake s naglasenijim ukrasima kako bi i njihovi
sinovi naslijedili ove privlacne karakteristike i time si povecali Sansu za razmnozavanje.
U ovom kontekstu je vazan i Batemanov princip: muZjakov ulog u potomstvo je mnogo
maniji od uloga zenke. Naime, muzjak ulaze samo spolnu stanicu dok Zenke u stvaranje
potomstva uvijek ulazu puno vise energije odnosno gube puno viSe izborom loSega
partnera. Posljedicno je reproduktivni uspjeh muzjaka ograniCen dostupnos¢u
partnerica i uspjehom medu konkurencijom dok je uspjeh Zenki ovisan o dostupnim
resursima. Posljedica toga su osnovni mehanizmi djelovanja spolne selekcije: borba
muzjaka, izbor Zenke, ali i razlika u morfologiji spolova, odnosno spolni dimorfizam
(306). Batemanovi principi su naisli na dosta kritika.

Kod nekih vrsta Zenke biraju partnera na temelju naglasenih ukrasa odnosno
ornamenata. U literaturi se nailazi na dosta polemika o mogucoj ulozi ovakve
ornamentacije u spolnom odabiru u odnosu na Darwinovu teoriju da Zenke biraju
prema ukusu za lijepo. Aktualna je teorija hendikepa: Zenke biraju muzjake sa sve
izraZenijim ornamentima jer takvi muzjaci moraju biti bolje opremljeni za prezivljavanje
s obzirom na hendikep koji im ornament istodobno donosi. Njihovi muski potomci ¢e
biti zdraviji, imati dulji Zivotni vijek i nositi gene za ornament, dok ¢e Zenski potomci
nositi gen za preferenciju za isti ornament (307,308). Zbog toga ¢e muzjaci s
izraZenijim ornamentima imati bolji reproduktivni uspjeh i veéu genetsku disperziju u
populaciji. Ornament ¢e s vremenom biti sve izraZeniji i napredovati do to¢ke kada ¢e
postati preveliki hendikep za prezivljavanje muzjaka (307).

StatistiCar Fisher je smatrao da je nasljedivanje privlacnosti prema nekoj karakteristici
jednako bitno kao i sama karakteristika. Na temeljum matematickog modela zakljucio
je da spolni odabir moze muzjake dovesti do ekstremnih napora u iskazivanju svoje
superiornosti kako bi ih Zenke odabrale za parenje. Fisher opisuje kako razvoj spolno

dimorfnih karakteristika muZjaka uz preferenciju te karakteristike od strane Zenke

40



dovodi do pozitivhe povratne sprege Cime ta karakteristika, ali i preferencija Zenke za
istu rastu eksponencijalno (309). Preferencija se nasljeduje jednako kao i sama
karakteristika, tako da potomci nose oba seta gena, ali ée muski potomci iskazivati
naslijedenu karakteristiku, a Zenski interes za danu karakteristiku. Tako karakteristika
| preferencija ostaju udruZzene u genetskom materijalu uz tendenciju da se uvecavaju
zajedno. Takav obrazac je nazvan Fisherov bjegunac (Fishers runaway) i rezultira
razvojem mnogobrojnih spolno dimorfnih sekundarnih spolnih karakteristika- od
melodioznog pjevanja ptica, sjajnih boja riba, plesa pauka i ptica, kitnjastog repa pauna
(309).

Aktualna shvacanja evolucijskih biologa su saZeta u 2 modela:

1. Model izravne Koristi pretpostavlja se da jedinka bira partnera za parenje na
temelju oCekivane neposredne Koristi kao Sto je roditeljska skrb, teritorijalna
obrana, pristup resursima, izbjegavanje parazita. Pri tome ornamentacija
partnera nije prepoznata kao lijepa, ve¢ kao preferencija koja je odraz
posjedovanja pozeljnih gena.

2. Model neizravne Kkoristi objasnjava situaciju u kojoj izbor partnera za parenje
Zenki ne donosi nikakvu izravnu, mjerljivu korist, ve¢ se korist ogleda kroz rast

kvalitete njenih potomaka (303).

1.6.2. Spolni dimorfizam u Zzivom svijetu

Vecdina organizama koji se razmnoZavaju spolnim putem se svrstava u spolno dimorfne
vrste buduéi da pokazuju odredene razlike izmedu muskih i Zenskih jedinki. Ovisno o
vrsti, razlike izmedu spolova variraju od suptilnih do jako naglasenih. Suprotno od
dimorfizma, kod nekih vrsta je prisutan monomorfizam odnosno identi¢an fenotip

jedinki oba spola iste vrste (310).

Spolni dimorfizam, iako manje o€it i slabije istrazen, postoji i u biljinom svijetu. Biljke su
uglavnom monomorfne i vec¢inom su hermafroditi. Svega 6 % biljnih vrsta su dvodomne
biljke koje karakterizira zaseban muski i Zenski spol te je kod njih spolni dimorfizam
uobic¢ajen. Kod ovih biljnih vrsta spol obi¢no nije razluciv prije cvatnje (311,312). Muske
i Zenske jedinke biljaka koje oprasuju kukci najceSce izgledaju slicno jer bilike nude
slatki nektar koji potiCe daljnje posjete opraSivaca. No, neke biljke koriste razliCite

strategije privliacenja opraSivaca Zeljenom spolu (313). Spolni dimorfizam je najceSce
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vezan uz opraSivanje vjetrom, koje je mnogo rjede, kako bi doSlo do ucinkovite
selekcije muskih jedinki koje dobro dispergiraju pelud i Zenskih koje ucinkovito hvataju
pelud (314). Dimorfne karakteristike mogu ovisiti i 0 stupnju zrelosti biljke. Primjerice,
kod biljaka vrste Cannabis sativa stopa fotosinteze je u tijeku rasta biljke visa kod
muske biljke, a kod spolno zrelih biljaka viSu stopu fotosinteze pokazuju Zenske jedinke
(313).

Najizrazenije, a time i naj¢eSce opisivane spolno dimorfne karakteristike se odnose na
veli€inu, oblik, boju i ornamentaciju te su najceS¢e dio mehanizama koriStenih u

spolnom odabiru jedinki, iako su ponekada vezane uz prirodni odabir (315,316).

Razlike u veli€ini su izrazene u vise od 90 % zivotinjskih vrsta (316). Naj¢esce je
muzjak veci od zenke, no nije rijedak ni obrnuti dimorfni uzorak gdje je zenka veca od
muzjaka. Kada su Zenke vece, razlike u veli€ini se pripisuju fekunditetu, a kada su
muzjaci veci razlike se pripisuju spolnoj selekciji (317,318). Meduovisnost stupnja
spolnog dimorfizma veliCine je matematicki opisana "Renschovim pravilom®:
dimorfizam veli€ine raste s povecanjem veliCine tijela kada je muzjak veceg spola, a
smanjuje se s povecanjem prosjecne veliCine tijela kada je Zenka veceg spola
(319,320) (slika 19).

Renschovo pravilo ’

veliko tijelo
muzjaci > Zenke

malo tijelo
Zenke > muzjaci

Log veli€ine Zenke

Log veli€ine muZjaci

Slika 19. Renschovo pravilo dimorfizma u veli€ini. 1zvor: viastiti materijal.
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Dimorfizam u veliCini je Cest u pauka, vodozemaca, gmazova, ptica i sisavaca (slika
20). Vecina sisavaca pokazuje neki stupanj spolnog dimorfizam u veli€ini. Kod primata,
primjerice, taj raspon moze biti jako velik, od gotovo nevidljive razlike u veli€ini kod
gibona i lemura, do vrsta kod kojih muzjaci mogu biti vidno, ¢ak i dvostruko veéi od
Zenki (Cimpanza, bonobo majmun, gorila, orangutan i mandril) (slika 21). Ove razlike
se pripisuju razli¢itim spolnim navikama, odnosno ovise o pritisku spolnog odabira.
Tako monogamne vrste imaju manji stupanj dimorfizma, dok poligamne vrste pokazuju
veci dimorfizam u veli€ini tijela (321). Kod viSe vrsta pauka Zenka je bitno vec¢a od
muzjaka zbog viSeg fekunditeta (slika 20A). Kod Zenki pauka je Cesta i pojava
seksualnog kanibalizma gdje Zenke konzumiraju muzjaka nakon oplodnje, a ova
pojava je ucestalija u manjih Zenki. Posljedi¢no, muzjaci radije biraju vece Zenke koje

imaju manju stopu kanibalizma i visi fekunditet (322).

Muzjaci i Zzenke Cesto se zamjetno razlikuju i po obliku. lako oblik moze znacajno
pridonijeti razliCitim funkcijama kao $to su hranjenje, parenije ili roditeljska skrb, spolni
dimorfizam oblika povijesno je manje prou¢avan od dimorfizma u veli€ini jedinke.
Buduci da prou€avanje oblika omogucuje dublje razumijevanje mehanizama koji leze
u osnovi spolnog dimorfizma jer razli€iti dijelovi tijela mogu imati viSe funkcija, a oblik i
veli€ina uglavnom nisu neovisne varijable, danas se smatra da je udruzeno ispitivanje
veliCine i oblika potpunije u kvantificiranju spolnog dimorfizma (305,323). Spolni
dimorfizam u obliku se ¢esto nalazi kod mnogih vrsta riba, gmazova, ptica i gustera i
naj¢esce je posljedica spolnog odabira, no u nekim sluajevima oblik je u ¢vrséoj vezi
s prirodnom selekcijom nego spolnim odabirom (305). Primjerice, kod vrste poskoka
Agikistrodon piscivorous postoji razlika u obliku glave izmedu muzjak i zenki, a izravna

je posljedica konzumacije plijena razlicitih veli€ina (315).
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Slika 20. Spolni dimorfizam u veligini. (A) Zenka (lijevo) i muZjak (desno) pauka Argiope

appensa pokazuju tipicne spolne razlike kod pauka, s dramati¢no manjim muZzjacima.

Izvor: slobodno dostupno na https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Male _and_female A.

appensa.jpg. (B) Kornjace Graptemys pseudogeographica kohni- odrasla Zenka (lijevo) i

odrasli muzjak (desno). Izvor: slobodno dostupno na https://commons.wikimedia.org/wiki/

File:Mississippi_map turtles (Graptemys pseudogeographica _kohni) female %26 male.jp

a. (C) Zenka (lijevo) i muzjak (desno) obiénog fazana, muzjak je mnogo vedi i $areniji od Zenke.
Izvor: slobodno dostupno na https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Male _and _ female

pheasant.jpg.

Slika 21. Spolni dimorfizam u velicini i obliku vidljiv kod gorila- Zenka je lijevo, a muZzjak desno.
Izvor: preuzeto uz dopustenje na https://www.shutterstock.com/image-photo/close-big-male-
female-gorilla-11497138.

Razlike u boji izmedu jedinki suprotnih spolova se nazivaju spolni dikromatizam

(316,324). Pokus$aiji da se utvrdi njegov funkcionalni znacaj imali su samo ograniceni
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uspjeh, djelomi¢no zbog Siroke raznolikosti vrsta koje pokazuju spolni dikromatizam
(325). Spolni dikromatizam je ¢est medu pticama (slika 22), u manjoj mjeri medu
gusterima, ribama i leptirima (slika 23), no vrlo je rijedak medu sisavcima, s izuzetkom
primata (316,325). | muzjaci i Zenke primata ponekad pokazuju promjene u boji koze
povezane s dominacijom i reprodukcijom, no naziv spolni dikromatizam se obicno
dikromatizma nalaze se kod crnih lemura, crno-zlatnih urlikaca, saki majmuna i
nekoliko vrsta gibona. ViSe vrsta Zaba pokazuje spolni dikromatizam. Zanimljivo je da
se kod Zzaba mogu razlikovati dva tipa spolnog dikromatizma: dinamicki dikromatizam
kod kojeg muzjaci prolaze kroz privremenu promjenu boje tijekom sezone parenja te
drugi, €esdi tip, ontogenetski dikromatizam, kod kojeg muZjaci ili Zenke prolaze kroz
trajnu promjenu boje i/ili uzorka boje, opc¢enito na po&etku spolnog sazrijevanja (316).
Primjer je vrsta Hyperolius ocellatus kod koje su spolno zreli muzjaci svjetlozeleni s
bijelim prugama na ledima, dok su Zenke crvene s malim srebrnim pjegama (326,327)
(slika 24A). Litoria leseueri je pak primjer zabe kod koje kod muzjaka samo u sezoni
parenja dolazi do promjene boje koZe. Ovakva pojava je poznata pod nazivom
dinamicki dikromatizam (316) (slika 24B).

Slika 22. Allenova ptica pjevica Hummingbird pokazuje ekstremni spolni dikromatizam. (A)

Zenka. (B) muzjak. 1zvor: preuzeto uz dopustenje na https://www.shutterstock.com/search/

allens-hummingbird.
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Slika 23. Spolni dikromatizam leptira. (A) muzjak i (B) Zenka krstasa (Vindula dejone erotella)
s naglasenim spolnim  dikromatizmom. Izvor: preuzeto uz dopuStenje na

https://www.shutterstock.com/search/vindula-dejone-erotella.

Slika 24. (A) Hyperolius ocellatus (Hyperoliidae): primjer ontogenetskog spolnog
dikromatizma. U spolnoj zrelosti muZjaci su zeleni s bijelim dorzolateralnim linijama, a Zenke
su hrdavo crvene do srebrne s malim tockicama. lzvor: slobodno dostupno na

https://calphotos.berkeley.edu/cgi/img_guery?where-taxon=Hyperolius+ocellatus&rel-

taxon=begins+with&where-lifeform=specimen_tag&rel-lifeform=ne. (B) Litoria  wilcoxii

(Hylidae): primjer dinami¢kog spolnog dikromatizma. MuZjaci poZute na nekoliko dana tijekom

sezone parenja. lzvor: preuzeto uz dopustenje na https://www.alamy.com/stock-photo-male-

and-female-stony-creek-frog-litoria-wilcoxii-in-amplexus-northern-95609997.html.

Ornamentacija, Cesto prenaglasena, vazno je sredstvo spolnog odabira. lzrazene
ornamente najcesSce imaju muzjaci, a u potpunosti se prikazuju tek u tijeku zavodenja

potencijalnog partnera za parenje. Oramentacija je naj¢es¢a kod riba, ptica i kukaca.
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udovice kao i zivopisni ornamenti rajskih ptica. Kod pauna koke biraju muzjake s
najvecim brojem oka na repu buduci da samo najzdraviji muZjaci mogu ulagati dodatnu
energiju i nutrijente za formiranje raskoSnog repa. lako ovakva nametljiva
ornamentacija predstavlja hendikep za muzjaka jer mu smanjuje Sansu za
prezivljavanje, na sljedee generacije se prenosi zbog povecavanja reproduktivnog
uspjeha nositelja. Ornamentacija kod Zenskog spola je vrlo rijetka. Ona se javlja samo
kada korist nadilazi rizike. Najbolji primjer je Silo, mala riba iz porodice Sygnatidinae u
koju spadaju i morski konijici. Zbog obrnute spolne uloge, kod ove vrste riba muzjaci
su zaduzeni za postzigotnu skrb za mladunce, Sto znaci da se Zenke stvaranjem
ornamenata natjeCu za muzjake radi optimizacije roditeljske skrbi. Najéesée se radi o
jarkim bojama na trbuhu koje pokazuju bolju kondiciju Zenke §to su izrazenije (328,329)
(slika 25). Neke zivotinje imaju izrazene dijelove tijela koji im sluze kao ,naoruzanje“ u
intraseksualnoj selekciji. Tako muzjaci najCeSCe imaju izrazene rogove, kljove ili
ostruge, dok ih Zenke uopc¢e ne posjeduju (slika 26). U ovu skupinu spadaju brojni
sisavci kao $to su jeleni, antilope, narvali, neki kukci (kotrljan, jelenak, strizibube) te

neke vrste riba.

Slika 25. Spolni dimorfizam u veli¢ini i ornamentaciji kod vrste riba Stigmatopora nigra (pipe-
fish). Rijetki primjer obrnute spolne uloga gdje je Zenka (iznad) veca od muZjaka (ispod) i ima
naglaSenije ornamente jarkih boja na ftrbuhu. lzvor. preuzeto uz dopuStenje na

https://www.shutterstock.com/search/pipefish.
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Slika 26. Rogovi kod muZjaka antilope predstavijaju tipinu ornamentaciju za borbu u
interseksualnoj selekciji. Lijevo je muZjak, a desno Zenka antope. lzvor. preuzeto uz
dopusStenje  na  https://www.shutterstock.com/image-photo/male-female-nyala-antelope-
tragelaphus-angasii-649306813.

1.6.3. Spolni dimorfizam kod ¢ovjeka

lako ljudi pokazuju nisku razinu spolnog dimorfizma u usporedbi s drugim zivotinjama,
u literaturi su opisane brojne spolne razlike. Jos je Hipokrat prije viSe od 2000 godina
opisao spolne razlike u manifestaciji bolesti i odgovoru na lije€enje kod ljudi (292). Kroz
povijest su spolne razlike izmedu muskaraca i Zzena prouCavane kroz razliCite struke i
iz razliCitih aspekata; od medicine, molekularne biologije, preko antropologije i
sociologije, psihologije, filozofije pa do industrije i marketinga. Manje ocite spolne
razlike potaknule su interes znanstvene zajednice tek prije Cetrdesetak godina (297).
Spolne razlike kod Covjeka su opisane na razliCitim razinama, od anatomskih do
molekularnih razlika, uklju€ujuéi razlike na lokomotornom sustavu, kardiovaskularnom
sustavu, pluéima, probavnom sustavu, bubrezima, endokrinom sustavu,
hematoloSkom sustavu, imunosti, Ziv€anom sustavu, govornom aparatu,
vestibularnom aparatu, farmakokinetici, farmakodinamici, onkogenezi, psiholoSkim i

bihevioralnim znacajkama spolova i epidemioloSkim pokazateljima.

Analizom publikacija iz podrucja spolnog dimorfizma €ovjeka, na PubMed-u se do
studenog 2023. godine nalazi preko 253 tisuCe publikacija koje sadrze kljuCne rijeci
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human AND (sex differences OR sexual dimorphism), Sto ukazuje na veliki znanstveni

interes za ovo podrucje.

Preqled spolnih razlika kod ¢ovjeka

Kod €ovjeka su vec na prvi pogled jasno vidljive i temeljito proucene razlike u veli€ini i
obliku tijela. Poznato je da od rodenja dje€aci i djevojcice prate razli€ite krivulje rasta
i tielesne teZine, a tijekom puberteta nastaje oCita razlika u sekundarnim spolnim
obiljezjima. Ne samo medicina, vec i antropometrija stoljeCima prati spolne razlike u
mjerama Covjeka, a vaznu ulogu ima u dizajnu obuce i odjece, ali i svakodnevnih
uporabnih predmeta i namjestaja. Primjerice, muskarci i Zene nose drugacije modele
odjece i imaju razliCite skale za veliCinu odjevnih predmeta. Najvidljivije spolne razlike
u obliku i veli€ini nalazimo na donjoj polovini lica, prsnom koSu i u podrucju izmedu
struka i koljena (330). Muskarci su u prosjeku za 10 % visi, imaju veci udio kostane i
misSiéne mase, a manji udio tjelesne masti, abdominalnu distribuciju masti, uzu zdjelicu,
Siri prsni koS i ramena, jacu tjelesnu dlakavost, bradu i brkove, grublje crte lica i viSu
liniju vlasista (331). MiSicna masa je kod Zena u prosjeku manja, a manji je i udio
miSi¢ne mase u ukupnoj tjelesnoj masi kao i volumen miSicnih vlakana, pa su muskarci
u prosjeku snazniji za barem 30 % (331). Razlika u snazi je o€itija u gornjem dijelu
tijela gdje zene u prosjeku imaju svega 50 do 60 % snage muskarca, a u donjem dijelu
tijela 60-70% snage muskarca (332-334). Kod Zena je veci udio i razli€ita distribucija
masti (335). Muskarci veci udio kalorijskog unosa koriste za izgradnju misi¢a, dok se
kod Zena energija lakSe pretvara u mast. Spolne razlike u skeletu postaju znatno oditije
u tijeku puberteta. Buduci da kostano tkivo izrazava androgene i estrogene receptore
kao i enzime za metaboliziranje steroidnih hormona, tijekom puberteta dolazi do
znacajnog dodavanja koStane mase (336,337). Kod muskaraca je povrsina kostura za
35 do 42 % veca uz sveukupno vece kosti i jaCi skelet, ali ne i ve¢u gustoca kostiju
(337-339). Rast kraljeznice u pubertetu pokazuje znakove dimorfizma kroz Sira i nesto
viSa tijela kraljeZzaka kod muskaraca. Skelet Zena je gracilniji nego u muskaraca, prsni
ko$ je obliji i manjeg volumena, lumbalna lordoza je izraZenija, a struk uzi (330).
Zdjelica je kod Zena najdimorfniji dio skeleta te se stoga u forenzici koristi za
odredivanje spola (340). Prilagodena je ulozi radanja pa je Sira i plica od muske,
sakrum je Siri, a interacetabularna udaljenost je ve¢a zbog ¢ega Zene imaju naglaseno

Sire smjeStene kukove (341). Varijacije u obliku lica su vidljive izmedu rasa, kultura i
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spolova. Veza izmedu privlacnosti i oblika lica kod Zena je slaba do umjerena, a kod
muskaraca slaba ili odsutna (342). Spolni dimorfizam u veli€ini i obliku na kostima lica
je najnaglaseniji na mandibuli i frontalnoj kosti (343) (344). Muska mandibula je u
prosjeku veca, Sira i kvadrati¢nije forme, a frontalni tuberi su naglaseniji (345-347).
Spolne razlike su utvrdene i u podrucju skeleta srednjeg lica i zubala. Tako muskarci
u prosjeku imaju vece zube s vecim udjelom dentina, dok je kod Zena proporcionalno
veci udio cakline (348). Prosjecni gornji diSni putevi muskaraca su veceg volumena, s
vecim piriformnim otvorom, duzim i viSim nosnim Supljinama te Sirim hoanama no u
Zena, Sto kod muskog spola smanjuje otpor strujanja udahnutog zraka (349,350).
Takoder, postoje spolne razlike u zdrijelu u pogledu veli€ine i otpora, pa iako je
volumen muskog zdrijela veéi, zbog manje elastiCnosti mekih tkiva u ovom se podrucju
kod muskaraca javljaju vece dinamicke varijacije otpora koje uzrokuju veci faringealni
otpor te potencijalno vecu ucCestalost apneje u spavanju (351). Grada grkljana
pokazuje znacajne spolne razlike u svim dimenzijama. Deblje i dulje glasnice kod
muskaraca uzrokuju dublji glas, a veca tiroidna hrskavica s ostrijim kutem je izvana
vidljiva kao izrazenija Adamova jabucica (349,352,353). Mu$karci imaju ¢ak 29 % vecu
povrSinu popre¢nog presjeka dusnika te 14 do 31 % vecu povrsinu velikih i srediSnjih
diSnih puteva (354,355). Sveukupno, zbog opisanog veceg otpora u cijelom diSnom
sustavu, Zzene bi mogle biti osjetljivije na ograniCenja diSnog sustava tijekom fizickih
aktivnosti (355). Opisane su brojne spolne razlike u patofiziologiji, incidenciji,
morbiditetu i mortalitetu viSe pluénih bolesti uklju€ujuci sindrom respiratornog distresa,
bronhopulmonalnu displaziju, astmu, KOPB, karcinom pluca, cisticnu fibrozu,
idiopatsku pluénu fibrozu, limfangioleiomiomatozu, pluénu arterijsku hipertenziju,
opstruktivnu apneju za vrijeme spavanja te respiratorne virusne infekcije (respiratorni
sincicijski virus, gripa, SARS-CoV-2) (356).

Neka stanja i bolesti su izravno vezani za poremecaje na spolnim kromosomima pa se
njihova fenotipska ekspresija razlikuje medu spolovima. Tu spadaju X-vezani recesivni
poremecaji (daltonizam, hemofilija A, hemofilija B, Duchennova miSi¢na distrofija,
Beckerova miSicna distrofija, X-vezana agamaglobulinemija, X-vezana ihtioza) i X-
vezani dominantni poremecaji (rahitis rezistentan na vitamin D, Rettov sindrom,
sindrom fragilnog X-kromosoma). X- vezani recesivni poremecaji ¢e se fenotipski
eksprimirati kod Zena samo u slucaju mutacije oba alela, a kod muskaraca ako su

naslijedili X-kromosom majke s defektnim genom (357).
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Proces starenja kod ljudi takoder pokazuje spolne razlike pa je oCekivana zivotna dob
za Zene dulja nego za muskarce u €ak 54 zemlje (358, 359). Uz to, spolne razlike u
regulaciji imunoloskog odgovora utje€u na razvoj bolesti povezanih sa starenjem i na
o&ekivani zivotni vijek. Zene imaju agresivniji imunolo$ki odgovor na infekciju, ali i veéu
uCestalost autoimunih bolesti (360). Smatra se da su spolne razlike u imunoloskom
odgovoru posljedica kromosomskih i hormonskih utjecaja koji djeluju kao neovisni
regulatorni ¢imbenici (361,362). Kod muskaraca je uoCena veca osjetljivost na infekcije
od rodenja do odrasle dobi, §to sugerira da spolni kromosomi, a ne SSH, imaju glavnu
ulogu u spolnom dimorfizmu u prirodenoj imunosti (361). SSH reguliraju imunoloske
reakcije kroz regulaciju transkripcije odnosno ekspresije vlastitin receptora koja se
razlikuje za razliCite hormone i spolove (363). Posljedi¢no, njihova aktivnost modulira
diferencijaciju, sazrijevanje, zivotni vijek i funkciju stanica imunoloSkog sustava,
uklju€ujuci neutrofile, makrofage, prirodene stanice ubojice i dendritiCke stanice (361).
Pri tome estradiol djeluje kao imunofacilitator dok androgeni djeluju imunosupresivno
(360). Smatra se da su genetski i epigenetski Cimbenici te X- vezani geni koji sudjeluju
u regulaciji imunosti vazni faktori u boljoj ste€¢enoj imunosti kod Zena, §to u konacnici
dovodi do proizvodnje viSih razina protutijela u usporedbi s muskarcima (363). X-
kromosom sadrZi nekoliko gena povezanih s imunoloskim sustavom, kao sto je gen za
CD40 ligand, kemokinski receptor CXCR3, O-povezana N-acetilglukozamin
transferaza, forkhead box P3 (FOXP3), toll-like receptor (TLR)7, TLRS8, IL-2 receptor
gama, tirozin-protein kinaza i IL-9 receptor, a njihova pretjerana ekspresija teoretski
moze utjecati na imunoloski odgovor (364). OkoliSni faktori igraju vaznu ulogu u
modulaciji imunosti (365,366). Nekoliko studija je pokazalo postajanje spolno
specificnog transkriptoma i metiloma, neovisnih o X-kromosomu, sugerirajuci da se
spolni dimorfizam odvija i na epigenetskoj razini (367). RazliCiti zivotni stilovi
muskaraca i Zena utje€u na okoliS u kojemu se kreéu, prehrambene navike te njihovu
interakciju sa spolnim hormonima, pri ¢emu je dokazano da medudjelovanje spolnih
hormona i okolisnih ¢imbenika kao $to je cigaretni dim ili infekt dovodi do promjenjivog
imunoloskog odgovora kod razli€itih spolova (363,365). Uz to, estrogeni disruptori iz
okoliSa potencijalno utjeCu na imunoloSki odgovor svojim aditivnim uinkom na
endogene estrogene (149). Postoje dokazi da spolni hormoni utje€u na mikrobiom i
posljedi¢no na imunoloski odgovor putem metabolita koji se vezu na receptore kao Sto

su ER i peroksisom proliferator aktivirani receptor (PPAR) (368). Utjecaj prehrane na
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mikrobiom je mnogo izraZeniji kod musSkaraca, sugeriraju¢i da prehrana svojim
utjecajem na mikrobiom moze dodatno produbiti razli¢itost u imunoloskom odgovoru
izmedu spolova (363,369).

Posljedi¢no naglasenijoj imunoloskoj reaktivnosti, Zene imaju viSestruko vecu stopu
autoimunih bolesti. Tako je Hashimotov tireoiditis 10 puta u€estaliji kod Zena nego kod
muskaraca, a sistemski eritematozni lupus je 6 do 9 puta uCestaliji u Zena (295). Vecina
autoimunih bolesti, ukljuCujuci sistemski eritematozni lupus, multiplu sklerozu i
autoimune bolesti StitnjaCe, imaju povecanu incidenciju i prevalenciju kod Zzena, dok
tek nekolicina, kao Sto su autoimuni dijabetes mellitus, Guillain-Barréov sindrom i

psorijaza, ima vecu incidenciju kod muskaraca (370).

EpidemiolosSke studije pokazuju da je spol jedan od klju¢nih neovisnih faktora koji
dovode do razliku u pojavnosti i smrtnost od raka. Sveukupno, Zene imaju maniji rizik i
bolju prognozu kod vecine tipova raka nereproduktivnih tkiva, uz izuzetak karcinom
StitnjaCe koji je ¢eS¢i kod Zena (371). Spolne razlike su dijelom vezane uz okolisne
faktore rizika kao Sto je prehrana, pusenje, alkohol, izlaganje drugim karcinogenima,
no vidljive su i u molekularnim aspektima tumorske biologije kao $to je uCestalost
mutacija ,driver‘ gena, optere¢enje mutacijama, mutacijski potpisi i imunoloSka
selekcija (371,372). Spolni kromosomi kao i spolni hormoni mogu utjecati na stanice
tumora i njihovo okruZenje promoviranjem napredovanja tumora ili €ak kroz inicijaciju
nastanka tumora (372). Analiza spolno vezanih razlike u mutacijama kod
planocelularnog karcinoma glave i vrata na temelju Atlasa genoma raka (The Cancer
Genome Atlas) ukazuje na spolne razlike u profilima genske ekspresije tumorskih
stanica (373). Zanimljivo je da Zene imaju 1.2 do 1.7 puta viSi rizik od muskaraca za
razvoj svih glavnih tipove karcinoma pluéa pri bilo kojem stupnju izlaganja cigaretnom
dimu. lako postoji i zna€ajan utjecaj porasta u€estalosti pusenja medu mladim Zzenama,
vjerojatno kod zZena postoji znacajnija bioloSka osjetljivost na toksine iz cigaretnog
dima nego kod muskaraca (295,374). ViSe istraZivaa ukazuju na ulogu estrogena kao
rizicnog faktora za razvoj karcinoma Stitne Zlijezde. Uz klasi¢ni ucinak, estrogeni
snazno djeluju na razliCite mehanizme stvaranja slobodnih radikala, Sto bi takoder

moglo imati vaznu ulogu u karcinogenezi (375)
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Opisane su spolne razlike na mnogim endokrinim i egzokrinim Zzlijezdama. Bolesti
Stitne Zlijezde, od autoimunih preko benignih i malignih nodoznih promjena pokazuju
spolne razlike u pojavnost te su zastupljenije kod Zenskog spola (376). Dobro su
proucene i spolne razlike hipofize koje su razliito izrazene u razli€itim dobnim skupina,
kao i spolne razlike u funkcioniranju osi hipotalamus-hipofiza-ciljna Zlijezda te spolni
dimorfizam timusa (377-380). Serumske razine hormona rasta su takoder razliCiti
izmedu spolova (381). Dokazan je spolni dimorfizam kore nadbubrezne Zlijezde, a
oCituje se u raznim aspektima fiziologije, primjerice u spolnoj razlici u proizvodnji
adrenalnih androgena kod ljudi (382-384). Zlijezde slinovnice spadaju medu prva
humana tkiva na kojima je proucen spolni dimorfizam (296). Tako su dokazane spolno
vezane razlike u ekspresiji gena u stanicama parotidne Zlijezde kao i u veli€ini Zlijezde
i volumenu izluCene sline (385,386). Opisan je i spolni dimorfizam u genskoj ekspresiji

Meibomove Zlijezde i volumenu izlu€enih lipida (387-389).

UdruZena aktivnost spolnih kromosoma i SSH utjeCe na gotovo sve aspekte
metabolizma, ukljuCuju¢i metabolizam glukoze, lipida i balans energije (390,391).
Spolne razlike utjeCu i na patogenezu vecine metabolickih bolesti, ukljucujuci dijabetes
i pretilost. Primjerice, visoke razine androgena kod Zena te deficit androgena kod
muskaraca promoviraju abdominalnu debljinu i udruzene metaboliCke poremecaje. Uz
to, posljedicno debljini nastaje gonadalna disfunkcija koja se manifestira kao
hipogonadizam kod muskaraca i hiperandrogenizam u Zena (127,392). Detaljno su
istrazene spolne razlike u metabolizmu proteina, masti, fiziologiji debljanja, kontroli
homeostaze inzulina i krvnog tlaka $to se posljedi€no odrazava na spolne razlike u
prevalenciji kardiometaboliCkih poremecaja, u prvom redu zatajenja srca, fibrilacije
atrija, ishemijske bolesti srca, inzulinske rezistencije, dijabetesa tip 1l i nealkoholne
masne jetre (390-396). SSH utjeCu i na jetrenu funkciju, $to objasnjava spolne razlike
u brojnim procesima koji se u njoj odvijaju (397). Razlike u metaboliziranju lijekova su
opisane na razli¢itim nivoima, a mogu biti posredovane genomskim i ne-genomskim
ucincima SSH (398). Ove se razlike odrazavaju u farmakokinetici odnosno ekspresiji
jetrenih enzima aktivnih u metaboliziranju steroida, masnih kiselina, lijekova i ostalih
ksenobiotika. Najvazniju ulogu imaju citokrom P450, sulfotransferaze, glutation-
transferaze i UDP-glukuronozilransferaze (399). Poznavanje ovih razlika je kljuéno za

optimizaciju terapije u ovisnosti o spolu pacijenta (398).
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U literaturi nalazimo brojne studije neuroanatomskih, neurofizioloskih i bihevioralnih
spolnih razlika. Na razini temeljnih neurokemijskih i molekularnih mehanizama postoje
mnoge iznenadujuce i dramati¢ne spolne razlike u mozgovima kod zivotinjskih modela
i neke indicije za sli¢ne spolne razlike u ljudskom mozgu (400). U odrasloj dobi, muski
mozak je u prosjeku 10 % do 15 % vedi od Zenskog, medutim u samom mozgu postoji
malo morfolo$kih razlika izmedu spolova. Najpoznatiji primjer je spolno dimorfna jezgra
preopticke regije (SDN-POA) u mozgu glodavaca, a Witelson je prva opisala spolni
dimorfizam u citoarhitektonici sive tvari ljudskog temporalnog reznja (401-403). Unato¢
jasnim bihevioralnim razlikama izmedu spolova, razlike u mozgu su suptilne i
varijabilne, a odnose se na razlike u veli€ini, povezanosti i regionalne razlike u mozgu
te su predmet kontroverzi (404-408). Najbolje prou¢ena podrucja su govor i prostorno-
vizualne vjestine. Zbog evolucijske podijele uloga izmedu ranih Zena i muskaraca na
musku ulogu lovca i Zensku ulogu skrbi za obitelj i odgoj djece, kod Zena dolazi do
funkcionalne evolucije Brocinog govornog podru¢ja i angularnog girusa $to za
posljedicu ima integraciju sloZenijih koncepata i vremenskog slijeda u misljenje i govor
te superiornost Zenskog spola u gramatici i vokabularu. S druge strane, lov zahtijeva
izvrsne prostorno- vizualne vjestine Sto je rezultiralo muskom superiornos¢u u ovim
pokazateljima (409). DjevojCice progovore statistiCki ranije od dje€aka, brze usvajaju
nove rijedi, pokazuju viSe spontanog govora i izgovaraju dulje reéenice za dob. Zene
su superiorne kod rjeSavanja verbalnih zadataka u pokazateljima verbalne fluentnosti,
verbalnog pamcenja i stvaranja govora, a neke studije ukazuju na spolne razlike u
funkcionalnoj organizaciji dijela mozga zaduzenog za jeziCne zadatke. Spolna razlika
U procesuiranju jezika se pripisuje razlici u funkcionalnim vezama izmedu razli€itih
dijelova mozga (410). Nadalje, vidljiv je spolni dimorfizam u rukopisu. Tako muskarci
pokazuju jacu aktivaciju Exnerovog podru¢ja mozga (lijevi straznji srednji frontalni
girus), uz bolju funkcionalnu povezanost ovog podru€ja s malim mozgom (411).
Receptori za androgene u CNS-u posreduju u nastanku bihevioralnih razlika medu
spolovima (412). Muskarci i Zene koriste razliCite mozdane puteve ¢ak i kada pokazuju
slicne obrasce ponaSanja. Primjerice, kada se procjenjuje empatija kod muskih i
Zenskih volontera, oba spola podjednako su uspjeSna na odvojenim kognitivhim
testovima, no funkcionalnom magnetskom rezonancijom je dokazano da pri tome
koriste razliCite mozdane regionalne obrasce aktivacije (413)._Smatra se da su spolne

razlike relevantne i za patogenezu neuropsihijatrijskih poremecaja kao Sto su
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poremecaji iz spektra autizma koji su mnogo ¢eS¢i u muskoj populaciji (414). Razlika
u senzorici je dokazana za osjet mirisa i boli. ViSe studija je pokazalo bolji osjet i
diskriminaciju mirisa kod Zena. Zene imaju vide receptora za bol u koZi i nizi prag boli
od muskaraca. Zene su osjetljivije na nociceptivne podrazaje, ukljuujuci i one iz

unutarnjih organa, a posljedica je veca ucestalost bolnih sindroma kod Zena (415,416).

Perspektiva

2001. godine je Odbora za razumijevanje biologije spolnih i rodnih razlika americkog
Instituta medicine objavio priru¢nik pod nazivom ,Je li spol bitan? (Does sex matter?)
Cime je napravljen klju¢ni korak u buducénost proucavanja spolnih razlika. Zakljucci
Odbora upucuju na potrebu za promjenom paradigme u biomedicini: ,Spol je bitna
temeljna ljudska varijabla te ga treba uzeti u obzir kod dizajna i analize istrazivanja u
svim podruc¢jima i na svim razinama istrazivanja vezanih uz zdravlje i biomedicinu.
Individualna genetska i fizioloSka konstitucija u kombinaciji s okoliSnim faktorima i
iskustvenim faktorima utjeCe na razlike u zdravlju i bolesti. Pojava, uCestalost i tezina
bolesti se razlikuje izmedu muskaraca i Zena. Kod istrazivanja spolnih razlika je

potreban prelazak s deskriptivnih na eksperimentalne studije* (417).

Mnoge spolne razlike nisu nuzno posljedica hormonskog okruzenja, vec izravna
posljedica genetskih razlika izmedu spolova. Napredak molekularne biologije
omogucio je bolji uvid u mnogobrojne spolne razlike kod ljudi, pa se danas smatra da
,Svaka stanica ima spol“. Stoga se preporucuje spolne razlike istrazivati na stani¢noj
razini s ciliem odredivanja funkcije i utjecaja gena smjeStenih na spolnim
kromosomima te odredivanje nacina na koji genetski spolni dimorfizam utjeCe na vise
razine bioloSke organizacije (stanica, organ, organski sustav, organizam). Potrebno je

razviti sustav koji moze prepoznati i razlikovati u€inak gena i u€inak hormona.

Spolne razlike bitne za ljudsko zdravlje i bolest su prisutne tijekom cijelog Zivot, ali
njihova specifi¢na ekspresija varira u razliitim fazama zivota. Stoga je vazno spolne
razlike istrazivati tijekom cijelog zivotnog vijeka. Spol je vazno uvrstiti kao varijablu u
dizajn istrazivanja, a istrazivanja proSiriti na otkrivanje mehanizama intrauterinog
utjecaja spola te poticati istrazivanja u raznim dobnim skupinama kako bi se razjasnio

utjecaj spola na zdravlje, bolest i dugovjecnost.
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Za istrazivanja je potrebno birati modele koji odrazavaju spolne razlike kod ljudi te su
primjereni za stanje koje se istrazuje. S obzirom na razlike izmedu vrsta, mehanizmi
spolnih razlika kod nehumanih primata bi najbolje odgovarali nekim mehanizmima
spolnih razlika kod Covjeka. Potrebno je poticati neprekinuti razvoj odgovarajucéih
zivotinjskih modela, ali i osvijestiti mogucnost susreta s neocekivanim fenotipskim

spolnim razlikama kod geneti¢ki modificiranih Zivotinja.

1.7. Spolni dimorfizam suzne zlijezde

1.7.1. Spolni dimorfizam suzne Zlijezde na Zivotinjskim modelima

Sredinom 20. stoljeca raste interes za histoloSke znaCajke suzne Zlijezde, prvenstveno
zbog njenog znacaja u odrzavanju homeostaze o¢ne povrsSine. Razvijaju se Zivotinjski
modeli u svrhu razjasnjavanja fiziologije i patofiziologije disfunkcije suzne Zlijezde i
njene uloge u razvoju DED, pa je vecina dosadasnjih istrazivanja provedena na
Zivotinjskim modelima (16,50,53,261,418). Naj¢eSce su koriSteni modeli miSa, Stakora

| zeca, a nesto rjede hrcka.

Vecina istrazivanja na Zivotinjskim modelima naglasava strukturne promjene suzne
Zlijezde koje uklju€uju upalnu infiltraciju, gubitak inervacije te progresiju degenerativnih
promjena Zljezdanog tkiva s dobi s posljedi€nim funkcionalnim reperkusijama na
koli€inu i sastav suza (419). Naj¢eS¢e opisivane strukturne promjene su degeneracija
acinusa, proliferacija veziva, periduktalna i periacinarna fibroza, limfocitna infiltracija te
dilatacija i proliferacija izvodnih kanala te stanjenje njihove stijenke (420,421).
Pokazalo se da sa starenjem dolazi do pretvorbe seroznih acinusa preko
seromucinoznih do mukoznih acinusa €ime se smanjuje proizvodnja proteina, a
poveCava proizvodnja sluzi (422). Posljedicno, strukturne promjene u suznim
Zlijezdama starijih Stakora povezane su sa smanjenom razinom suza, Smanjenom

razinom proteina u suzama kao i izmjenama u epitelu roznice (420,423,424).

Na zivotinjskim modelima su detaljno opisane znaCajne spolno vezane razlike u
histoloskim nalazima suznih Zlijezda, uklju€ujuéi strukturne razlike u arhitekturi epitela,

veli€ini acinusa i njihovih lumena, stupnju nuklearnog polimorfizma, broju
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citoplazmatskih vezikula, specijalizaciji polja Golgijevog aparata, ucestalosti
intercelularnih  kanali¢a, koli€ini kapilarnih endotelnih pora i gustoci limfocita,
harderizaciji ekstraorbitalne suzne Zlijezde Stakora te razlike u molekularnim,
biokemijskim i funkcionalnim parametrima kao $to je stupanj izmjene epitelnih stanica,
enzimska aktivnost, sinteza proteina, sekrecija, sastav suznog filma, odgovor na
Ziv€anu stimulaciju i ekspresija sekretorne imunosti (22,40,225,226,266,420,425,426).
Na modelu Stakora se pokazalo da zenske suzne Zlijezde imaju manju povrsinu, ali
vecCu gustoCu acinusa u odnosu na muske suzne Zlijezde s naglasenijom razlikom u
starijoj dobnoj skupini (420). Sli¢ni rezultati su dobiveni kod ,prostaglandin receptor
knock-out miSeva“ (PRLR ) te upucuju na znacajniju atrofiju acinusa kod Zenskog
spola. U uzorcima starijih Zenki je zna¢ajno naglasenija periacinarna fibroza (420,427).
Opisana je i znacajnija proliferacija izvodnih kanala kod zenskog spola, znacajnija
limfocitna infiltracija kod muskog spola te mastocitna infiltracija kod Zenskog spola
(420,428). lako rezultati dosadasnjih istrazivanja potvrduju prisutnost fenomena
spolnog dimorfizma kod razli€itih vrsta sisavaca, kod interpretacije rezultata svakako
treba uzeti u obzir razlike u gradi suznih Zlijezda izmedu razli€itih vrsta laboratorijskih
Zivotinja (43,429,430).

Smatra se da spol, SSH i okoliSni utjecaji imaju glavnu ulogu u regulaciji povrsine oka
i adneksalnih tkiva kao i u razlici u prevalenciji DED-a izmedu spolova (10). Osim §to
fizioloSki postoje znaCajne razlike u razinama SSH izmedu spolova, potvrdeno je i
postojanje spolno specificnih razlika u regulaciji ekspresije pojedinih gena aktiviranih
ovim hormonima. Naime, kod ovarijektomiranih miSeva T, E2 i progesteron reguliraju
ekspresiju tisuca gena u lakrimalnoj i Meibomovoj Zlijezdi, no iako su brojni geni koji
su regulirani testosteronom u Zenskom tkivu jednaki onima u muskom spolu,
zamijeCena je spolna specificnost u aktivaciji gena, pa €ak i suprotan ucinak
androgena na isti gen kod razli€itih spolova zbog ¢ega se smatra da spolne razlike u

aktivaciji gena doprinose razvoju spolnog dimorfizma (271,418,431).

1.7.2. Spolni dimorfizam suzne Zlijezde Covjeka

Utjecaj spola na ljudsko oko je poznat gotovo 2500 godina (10). Spolne razlike su

opisane u Meibomovoj Zlijezdi, suznoj Zlijezdi, konjunktivi, roznici, prednjoj sobici,
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Sarenici, cilijarnom tijelu, leci, staklastom tijelu, mreznici, nazolakrimalnom kanalu i
suznom filmu kao i u utjecaju spolnih hormona na navedene strukture (10, 22, 276,
432-435). Dosadas$nja istrazivanja ljudskih o¢nih tkiva i suznog aparata potvrduju
utjecaj spolnih razlika na niz aspekata, uklju€uju¢i morfologiju tkiva, ekspresiju gena,
sintezu proteina i lipida, sekretornu aktivnost, imunolosku funkciju, stanicnu gustocu,
dinamiku epitelnih stanica, permeabilnost, imunoloSku aktivnost, stabilnost suznog
filma, brzinu treptanja i vidnu o$trinu (10,266). Posljedi¢no, spolne razlike pogoduju
nastanku i progresiji mnogih bolesti oka. U tom kontekstu su dobro prou€eni: suho oko,
refraktivne greSke, miopija, glaukom, katarakta, dobno vezana makularna
degeneracija, dijabetiCka retinopatija, vernalni keratokonjunktivitis, oslabljeni vid i
sljepoca (436,437).

Ranije histoloSke analize ljudske suzne Zlijezde uglavnom opisuju patohistolo$ke
promjene vezane uz dob ispitanika, ali bez ispitivanja spolno vezanih razlika (438).
Tako Prager 1966. godine nalazi smanjenje tezine Zlijezde, fibrozu i acinarnu atrofiju
(41). Senilne promjene u smislu atrofije acinusa, periduktalne fibroze i dilatacije
duktusa su opisane i na seriji od 99 kadaveri¢nih Zlijezda (43). U patohistoloSkoj studiji
na seriji od 32 donorske lakrimalne Zlijezde €ak 75 % uzoraka ljudskih suznih Zlijezda
je pokazivalo mikroskopske abnormalnosti uz naj¢es¢i patohistoloski nalaz kronicne
upale i periduktalne fibroze. Oko 52 % Zlijezda iznad 50. godine Zivota je imalo znakova

periduktalne fibroze, a 74 % posto duktalne promjene (438).

Do danas je objavljen mali broj ciljanih istrazivanja spolnog dimorfizma suzne Zlijezde
Covjeka. 1963. Waterhouse pokazuje vecu u€estalost fokalnog adenitisa u lakrimalnim
Zlijezdama kod Zena (25). Prvo sustavno istrazivanje spolnih razlika u strukturi suzne
Zlijezde Covjeka objavljuju Cornell-Bell i suradnici 1985. godine (22). Uz pomo¢
softvera za stereologiju mjerena je povrSina podrucja od 50 acinus. Autori su pronasli
razliku od 21 % izmedu muskog i Zenskog spola (2.18 mm2 kod muskaraca:1.80 mm2
kod Zena). Istrazivanje je provedeno na uzorku od 5 Zlijezda po spolu. Na isti su nacin
mjerili i promjer acinusa kod Stakora, miSeva, zamoraca i kunica. Rezultati istrazivanja
ukazuju na znacajnu razliku u mjerenoj varijabli izmedu prouc¢avanih vrsta te sugeriraju
povezanost spolnog dimorfizma s razinama androgena (22). NajopseZznije istraZivanje
patohistoloskih znacajki ljudske suzne Zlijezde i spolno vezanih razlika u prou¢avanim

varijablama su proveli Obata i suradnici (23). Na uzorku od 80 donorskih kadaveri¢nih
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suznih Zlijezda su definirali i detaljno istraZili u€estalost 8 patohistoloskih obiljezja
(fibroza, acinarna atrofija, periduktalna fibroza, dilatacija interlobularnog duktusa,
proliferacija interlobularnih duktusa, limfocitni fokusi, periduktalna limfocitna infiltracija,
masna infiltracija) u orbitanom i palpebralnom reznju zasebno. Autori su pronasli
statistiCki znacajno vecu ucestalost difuzne fibroze i difuzne atrofije acinusa kod Zena
iznad 60 godina. Zaklju¢ak studije upucuje na spolne razlike u patohistoloSkom nalazu
te mogucu povezanost pojedinih patohistoloskih promjena sa suho¢om oka (23). Neka
istrazivanje spolnih razlika u tezini suzne Zlijezde pokazuje da muska Zlijezda ima vecu

apsolutnu tezinu (439).

Do danas je tek nekoliko studija potvrdilo prisutnost MRNA za AR, ERa i ER u ljudskoj
suznoj Zlijezdi (12,261,263). Wickham et al. su izolirali mRNA za AR, ER i
progesteronske receptore na uzorku od 3 ljudske lakrimalne Zlijezde, ali bez
kvantifikacije rezultata i osvrta na spolno vezane razlike. U istoj studiji identificirana je
i MRNA za AR, ER i progesteronske receptore u Meibomovim zlijezdama, konjunktivi
vjede i bulbusa, roznici, Sarenici/ciljarnom tijelu, lec¢i, mreznici/uvei, retini/koroidnoj
membrani i retinalnim pigmentnim stanicama Stakora, zeca i Covjeka. Spelsberg i sur.
su na uzorcima 10 donorskih suznih Zlijezda detektirali mMRNA za ERa i ER u razli¢itim
okularnim tkivima, ukljuCujudi i lakrimalnu Zlijezdu. Nije radena kvantifikacija rezultata

niti su istrazivane spolno vezane razlike (263).

Androgeni receptori su IHC analizom detektirani na ljudskim uzorcima suzne Zlijezde
kao i na brojnim drugim oc€nim tkivima (Meibomova Zlijezda, bulbarna konjunktiva,
fornikalna konjunktiva, roznica, epitelne stanice lece, retinalne pigmentne stanice), a
njihova gustoca je bila mnogo visa kod muskog nego kod Zenskog spola. Signal se
nalazio u jezgrama stanica acinusa ljudskih suznih Zlijezda, ali i u interacinarnom
intersticiju kao i na upalnim stanicama unutar lakrimalne Zlijezde (12,198,262). Rocha
i suradnici su IHC analizom identificirali AR u 2 uzorka ljudske suzne Zlijezde te su
dokazali postojanje mRNA za 5a-reduktazu $to implicira lokalnu regulaciju razina

androgena u ljudskoj suznoj Zlijezdi (12).

Do danas je u samo dvije studije postignuta IHC identifikacija ER u ljudskoj suznoj
Zlijezdi. U prvoj studiji je na 12 od 20 uzoraka kadavericnih suznih Zlijezda uoceno tek

slabo bojenje na jako malom broju stanica acinusa dok je u drugoj studiji uo€en signal
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ERB na 9 od 10 uzoraka te slabi signal ERa izvan stani¢ne jezgre u 2 od 10 uzoraka
(263,264).

1.8. Stereologija

Stereologija je znanstvena metodologija za kvantitativhu procjenu trodimenzionalne

strukture nekog objekta iz njegovog dvodimenzionalnog presjeka (440, 441) (slika 27).

Slika 27. Prikaz odnosa struktura u 2D i 3D objektu- presijecanjem slozene 3D strukture
ravninom rezultira gubitkom 3D informacija jer se 3D strukture svode na 2D oblike u ravnini
presjeka. Razli¢ite strukture se mogu na 2D presjeku prikazati kao isti oblik i obrnuto, iste

strukture kao razliéiti oblik. 1zvor: vlastiti materijal.

Smatra se zlatnim standardom medu metodama za kvantifikaciju buduéi da teoretski
omogucuje precizno mjerenje trodimenzionalne strukture bez sistemske pogreske
(442,443). Kvalitetni kvantitativni rezultati stereoloskih studija nam pruzZaju mnogo vise
informacija nego sami kvalitativni ili semikvantitativni opisi. Pravilnom stereolo§kom
analizom, moguce je pouzdano detektirati razlike samo malo znacajnije od standardnih
varijacija od 15 do 20 % (444). Nadalje, rezultati stereologije se mogu analizirati u
kombinaciji s kvantitativnim rezultatima dobivenim iz drugih, primjerice molekularnih
studija  (444). Rekonstrukcija  strukturnih  trodimenzionalnih  odnosa iz
dvodimenzionalnih histoloSkih presjeka nije jednostavna i temelji se na statistici i

stohastickoj geometriji (443).
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Kako bi izrazili vrijednosti dobivene mjerenjem, u stereologiji se Cesto koristi procjena
»-gustoce“ mjerene znacajke u jedinici referentnog volumena koja matematicki zapravo

predstavlja omjer. NajCeSc¢e se koriste:

1. Volumenska gustoca, Vv koja predstavlja volumni udio jedne varijable unutar
referentnog volumena;

2. PovrSinska gustoca, Sy, koja predstavlja povrSinu mjerene varijable unutar
referentnog volumena;

3. Duljinska gustoca, Lv, koja predstavlja duljinu mjerene varijable unutar
referentnog volumena;

4. NumeriCka gustoca, Nv, koja predstavlja broj objekata mjerene varijable

unutar referentnog volumena.

IzraCunati udjeli se mogu interpretirati tek kada nam je poznat ukupni referentni
volumen (442,445). Znanstvena snaga pravilno provedenog stereoloSkog mjerenja je
U preciznosti i nepristranosti kvantitativne procjene strukture tkiva. No, u stereologiji
postoje mnogi potencijalni izvori pogreSaka, a ukljuCuju pogreske u nacinu prikupljanja
tkiva, netoCne postavke mikrotoma, pogredSnu optiCku postavu mikroskopa,
neujednaceno bojenje, pogreske kalibracije, promjenjivu debljinu presjeka, izoblicenja
kamere i slicno (442). Prvi uvjet za osiguranje tocnosti stereoloskog mjerenja je
kvaliteta uzorka. Za ekstrapolaciju dvodimenzionalnih informacija na trodimenzionalni

materijal, uzorci neophodno moraju biti ‘reprezentativni' za cijeli materijal.

Klasi¢na stereologija odnosno stereologija ,temeljena na modelu' omogucuje izracun
gore navedenih vrijednosti unutar zadanog tkiva na temelju brojanja toCaka, sjecista
struktura ili linijja unutar okvira testnog sustava, uz pretpostavku da je materijal
homogen pa ¢e svaki presjek biti reprezentativan. Stereologija ,temeljena na dizajnu”
ne zahtijeva pretpostavku o homogenosti materijala i smatra se praktiCki nepristranom
(446). Ova metoda istrazivanja u stereologiji se temelji na 'nasumi¢nom uzorkovanju',
volumenskim probama i tehnici disektora (446). Naime, statistiCki principi na kojima se
zasniva prikupljanje uzoraka za stereolo$ka istrazivanja su jednaki kao i principi
uzorkovanja u populacijskim istrazivanjima. Cilj je randomiziranim prikupljanjem dobiti
reprezentativni uzorak cjelokupne populacije. No, ovaj nacin uzorkovanja nije uvijek
moguce, kao $to je primjerice u ovoj studiji, gdje se tkivo prikuplja od donora roznica

te samim time izostaje mogucénost randomizacije. Drugi preduvijet je reprezentativnost
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prikupljenih uzoraka tkiva, a najvisi stupanj uniformnosti se moze posti¢i samo kada
se prikuplja cijeli organ (443). U organima s homogenom strukturom (jetra, Zlijezde
slinovnice itd.) adekvatne rezove je lako dobiti serijskim rezanjem tkiva Sto se
primjenjuje u stereologiji temeljenoj na modelu. No, kod pripreme uzoraka za
stereolo$ka mjerenja prema principima stereologije temeljene na dizajnu, kljuénim se
smatra IUR (isotropic and uniform randomly sections) ili Delesseov princip koji
podrazumijeva nasumic¢no rezanje uzorka u sve tri ravnine Cime se osigurava
randomizacija ravnina presjeka (447). Jos jedan vazan faktor koji treba uzeti u obzir je
promjena strukture tkiva kod histoloSke obrade. Zna se da parafin ili slicni mediji za
ugradnju uzrokuju unutarnju distorziju struktura: skupljanje uzrokovano fiksacijom,
dehidracijom i infiltracijom parafina i kompresiju uzrokovanu djelovanjem noza u
smjeru rezanja. Pokazalo se da prilikom uklapanja tkiva u parafin moze doéi do
skupljanja preparata ¢ak do 25 % odnosno kompresija do 10 % u odnosu na svjeze
tkivo (448).

Kod analize rezultata stereoloskih mjerenja valja imat na umu kako se ne radi o
apsolutnim, vec relativnim statistickim vrijednostima. U tom slu€aju je usporedba
dobivenih vrijednosti izmedu sli¢nih grupa moguéa samo ako su preparati obradeni na
isti nacin i doslo je do istog stupnja sakupljanja i kompresije (447). Veliki nedostatak

klasicne stereologije je Sto zahtjeva veliku koliCinu vremena za analizu uzoraka (449).
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2. HIPOTEZA

Kvalitativnom histoloSkom analizom, kvantitativnom (stereolo§kom) histoloSkom
analizom i imunohistokemijskom analizom suznih Zlijezda muskaraca i Zena ¢e se
pokazati postojanje spolnog dimorfizma u prouCavanim parametrima (volumenska
gusto¢a acinusa (Vva), volumenska gustoéa kanala (Vvd), volumenska gustoca
vezivnog tkiva (Vvct), duljinska gustoca intralobularnih (Lvi) kanala, duljinska gustoca
pravih odvodnih kanala (Lve), broj¢ana gusto¢a androgenih (Nva) i brojéana gustoca

estrogenih receptora (Nve).
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2. CILJEVI RADA

OPCI CILJ: Detaljno istraziti pojavu spolnog dimorfizma suzne Zlijezde ovjeka
SPECIFICNI CILJEVI:

1.kvalitativnom histoloSkom analizom suznih Zlijezda ispitanika pod svjetlosnim i
elektronskim mikroskopom analizirati razlike u gradi acinusa, izvodnih kanala i

intersticija izmedu muskaraca i Zena.

2. kvantitativnom (stereoloSkom) histoloSkom analizom suznih Zlijezda ispitanika
koristeCi viSenamjenski testni sustav sa 42 toCke (Weibel) usporediti sljedece
parametre izmedu muske i Zenske skupine ispitanika: volumensku gustocu acinusa
(Vva), kanala (Vvd) i vezivnog tkiva (Vvct) te duljinsku gusto¢u intralobularnih (Lvi)

I pravih odvodnih kanala (Lve).

3. imunohistokemijskom analizom ispitati ekpresiju androgenih i estrogenih
receptora u tkivu suzne Zlijezde ispitanika te rezultate korelirati sa stupnjem

dimorfizma i dobi ispitanika.
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4. MATERIJALI'I METODE

4.1. Prikupljanje i obrada tkiva
4.1.1. Donori

U ovom istrazivanju je koriSteno tkivo ljudskih suznih Zlijezda.

Za izraCun potrebnog broja ispitanika koriSten je Fisherov egzaktni test. Uz oCekivanu
relativnu razliku u varijablama od najmanje 40 %, razinu zna€ajnosti a=0.05 i snagu
testa od 0.90, u patohistoloSko i sterelosko istraZivanje je potrebno ukljuciti najmanje
60 ispitanika, odnosno 30 donora i 30 donorica. Analiza je provedena s pomocu

softvera G*Power, v. 3.1.3 (Heinrich Heine Universitat, Dusseldorf, Njemacka).

Uzorci tkiva su prikupljeni od donora roznica za Banku oc¢nog tkiva koja djeluje pri
KliniCkom bolnickom centru Zagreb. Ispitanici su donori odnosno umrli i mozdano mrtvi
pacijenti iz KBC Zagreb, KBC Sestre Milosrdnice i KB Dubrava kod kojih je neovisno
o0 ovom istrazivanju provedeno prikupljanje roznice, eksplantacija o¢ne jabucice ili
multiorganska eksplantacija. Uklju¢ni kriteriji za donore su bili: eksplantacija unutar 24
sata od trenutka smrti, dob iznad 18 godina, od uze obitelji potpisani pristanak za
prikupljanje roznica. Iskljuéni kriteriji su bili: akutna infekcija u podrucju orbite,
sistemska infekcija (sepsa, HIV, CMV, hepatitis C, COVID), Sjogrenov sindrom, IgG4
vezana bolest, inflamatorni orbitalni pseudotumor, kroni¢ni GVHD, sarkoidoza,
dijabetes ovisan o inzulinu, raniji operativni zahvat u podrucju o€ne Supljine (ne kapka),
zracenje u podrucju glave i vrata, hormonsko nadomjesno lije¢enje dulje od 1 mjesec,
lijeCenje sistemskim kortikosteroidima dulje od 1 mjesec, hormonska terapija za
karcinom dojke (Tamoxifen, Fulvestrant, Eksemestan), hormonska terapija za
karcinom prostate (Lupron, Zoladex, Eulex, Casodex). Za svakog donora koji je

zadovoljavao uklju¢ne i isklju€ne kriterije je ishoden informirani pristanak od obitelji.

Studija je provedena u skladu s HelsinS§kom deklaracijom i odobrena od strane Eti¢kog
povjerenstva Medicinskog fakulteta SveudciliSta u Zagrebu, Sifra protokola 641-01/22-
02/01 od 18. rujna 2019; Eti¢kog povjerenstva KBC Zagreb, Sifra protokola 02/21-JG
od 20. kolovoza 2019. godine i od strane EtiCkog povjerenstva KBC-a Sestre
milosrdnice, Sifra protokola 251-29-11-20-01 -1 od 20. ozujka 2020.
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4.1.2. Postupak eksplantacije suznih Zlijezda

Kod vecine ispitanika su eksplantirane obje suzne Zlijezde. U pojedinim slu¢ajevima je
iz objektivnih razloga (oStecenje roznice, jace krvarenje nakon eksplantacije roznice)
eksplantirana samo jedna Zlijezda. Postupak eksplantacije suznih Zlijezda je proveden
uz postivanje svih mjera asepse i antisepse. Postupak je zapocCeo lateralnom
komisurotomijom. Na Zlijezdu je pristupano transkonjunktivalno, rezom u lateralnom
dijelu gornjeg forniksa u projekciji superolateralnog ruba o¢ne Supljine nakon ¢ega je
slijedio rez na pokosnici po unutarnjem rubu zigomaticnog nastavka frontalne kosti
iznad fosse lacrimalis Subperiostalno se nakon oslobadanja lateralnog kantalnog
ligamenta pristupilo na lateralnu stijenku orbitalnog reznja lakrimalne Zlijezde.
Isprepariran je orbitalni, a zatim u kontinuitetu s njim i palpebralni rezanj lakrimalne
Zlijezde. Po potrebi je kod donora stavljen Sav na lateralnu komisuru oka. Opisanim
postupkom eksplantacije kod donora nije prouzroeno naruzenje. Donori u KB
Dubrava doniraju cijeli bulbus, tako da je eksplantacija omoguéena izravnim pristupom
na Zlijezdu intraorbitalno. Po eksplantaciji je ablacijska Supljina zbrinuta plasiranjem

plasticne kuglica i intradermalnim Sivanjem gornje za donju vjedu.

4.1.3. Fiksacija, uklapanje, rezanje i bojenje tkiva za svjetlosnu mikroskopiju i

imunohistokemijsku analizu

HistoloSka obrada preparata za svjetlosnu mikroskopiju i imunohistokemijsku analizu
(IHC) je provedena na Zavodu za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta

SveuciliSta u Zagrebu.

Svi uzorci tkiva namijenjeni za svjetlosnu mikroskopiju i imunohistokemijsku analizu su
odmah po eksplantaciji pohranjeni u 10 % puferirani formalin. Fiksacija je trajala 24 do
36 sati. Nakon ispiranja fiksativa uslijedila je dehidracija etilnim alkoholom u uzlaznom
nizu ( 50 %-tni etanol, zatim 70 %-tni, 96 %-tni te naposljetku 100 %-tni etanol). Uzorci
su zatim premjesteni u ksilen:etanol u omjeru 1:1, zatim 2 puta u ksilen te su potom
uklopljeni u parafin prema standardnom histoloSkom protokolu. Parafinski blokovi su
rezani rotacijskim mikrotomom Leitz 1512 (Leitz, Austria) na debljinu 5 yum. Rezovi su
preneseni na adhezivna predmetna stakalca (Polysine, Polysciences, Warrington, PA,
SAD), deparafinirani u ksilenu (2 x 15 minuta) te rehidrirani silaznim nizom etilnog

alkohola (od apsolutnog do 70 %-tnog). Svako treCe stakalace svakog uzorka je
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obojeno u hemalaunu (3 minute) i eozinu (4 minute). Preostala stakalaca su ostavljena

neobojena za imunohistokemijsku analizu.
4.1.4. Fiksacija, uklapanje, rezanje i bojenje tkiva za elektronsku mikroskopiju

Uzorci namijenjeni za kvalitativhu analizu pod elektronskim mikroskopom su odmah po
eksplantaciji obraden na Odjelu za nefropatologiju i elektronsku mikroskopiju Klini¢kog

zavoda za patologiju i citologiju KB Dubrava.

Uzorci Zljezdanog tkiva veli€ine nekoliko mm su fiksirani u 5.5 % glutaraldehidu kroz 3
sata, isprani u puferu te postfiksirani u 1 % otopini osmijevog tetraklorida kroz 2 sata.
Tkivo je zatim isprano u puferu i dehidrirano u uzlaznom nizu alkohola. Dehidrirani
preparati su uklopljeni u Durcopan smolu. Smola je polimerizirana u termostatu na
temperaturi od 60 °C kroz 3 dana te su formirani blokovi za rezanje na ultramikrotomu
(Reichert, Austria). Ultratanki rezovi debljine 70 nm su napravljeni s pomocu
dijamantnog noza (Diatom, Svicarska) i ultramikrotoma (Reichert, Austria) te su
plasirani na bakrene mrezice (Christine Groepl, Austria) i kontrastirani s olovnim

citratom i uranil acetatom.
4.1.5. Prikupljanje i pohrana tkiva za qPCR

Tijekom preliminarne IHC analize detektirani signali nisu bili dovoljno specifi¢ni.
Takoder, postojali su problemi s kvantifikacijom signala u softveru za analizu slika
(Image J). Posljedi¢no je odlu€eno da ce se umjesto IHC analize provesti analiza
relativne ekspresije mMRNA za AR, ERa i ER[ koristenjem kvantitativne lanCane rekcije
polimeraze (quantitative polymerase chain reaction-gPCR) koja je smatrana

egzaktnijom metodom.

Kod 19 donora kod kojih je planirano provodenje molekularne analize, odmah po
eksplantaciji sa svake je Zlijezde uzeto po 5 uzoraka tkiva veliCine oko 1 x 1 mm i
zaledeno na -80° C. Pri tome je posebna paznja posvecena izbjegavanju potencijalne

kontaminacije uzoraka.

4.2 HistoloSke metode

4.2.1. Kvalitativha histoloSka analiza

Kvalitativha histoloSka analiza se temelji na opservaciji uzoraka pod svjetlosnim i

elektronskim mikroskopom, a rezultati analize su deskriptivni. U ovom dijelu je detaljno

67



analizirana histoloSka grada Zlijezde, njenog sekretornog i odvodnog sustava te
svojstava vezivnog i masnog tkiva na rezovima suzne Zlijezde obojenim hemalaun-
eozinom (HE) koristeéi svjetlosni mikroskop Nikon Y100 (Nikon Instech Co. Ltd, Tokyo,
Japan).

Dodatno je provedena detaljna patohistoloska analiza uzoraka na poveéanju 100x.
Analizirani su uzorci 81 donora (34 Zene, 47 muSkaraca). Za svakog donora je
analiziran jedan uzduzni presjek Zlijezde veli€ine 5 x 5 mm. Prouc€eno je sedam varijabli
(acinarna atrofija, periacinarna fibroza, periduktalna fibroza, interlobularna duktalna
proliferacija, duktalna dilatacija, limfocitna infiltracija 1 masna infiltracija).
PatohistoloSke varijable su analizirane prema kriterijima koje je utvrdio Obata (23).
Atrofija acinusa i periacinarna fibroza su klasificirane u Cetiri kategorije: nije prisutna
(NP), promjene prisutne u samo jednom reznjicu (fokalna), promjene prisutne u manje
od 50 % reznji¢a (lobularna) i promjene prisutne u viSe od 50 % reznji¢a (difuzna).
Periduktalna fibroza je klasificirana kao stupanj 0 (GO) ako nije bila prisutna, stupanj 1
(G1) ako je bila prisutna oko manje od 50 % izvodnih kanala i stupanj 2 (G2) ako je
bila prisutna oko viSe od 50 % izvodnih kanala. Limfocitna infiltracija je klasificirana kao
stupanj 0 (GO) ako nije bila prisutna, stupanj 1 (G1) ako je pronadeno jedno Zariste
koje sadrzi najmanje 50 limfocita, a stupanj 2 (G2) ako je pronadeno 2 ili vise opisanih
zarista limfocitne infiltracije. Duktalna proliferacija, duktalna dilatacija i masna
infiltracija svrstani su u dvije kategorije— prisutna (P) ili nije prisutna (NP). Masna
infiltracija je prisutna ako je najmanje 30 % promatranog Zljezdanog parenhima

zamijenjeno masnim tkivom.
4.2.2. Kvantitativna histoloSka analiza

Kvantitativna histoloSka analiza je provedena prema nacelima klasi¢ne stereologije uz
koriStenje viSenamjenskog testnog sustava po Weibelu s 42 toCke ugradenog u okular
svjetlosnog mikroskopa Nikon YS100 (Nikon Instech Co. Ltd, Tokyo, Japan) (slika 28).
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Slika 28. Prikaz mreZice visenamjenskog testnog sustava po Weibelu s 42 tocke pri analizi

preparata. Pp predstavija testnu to¢ku dok d predstavija testnu liniju. 1zvor: vlastiti materijal.
Analizirani su serijski rezovi tkiva suznih Zlijezda 66 donora obojeni HE.

Prije poCetka analize uzoraka potrebno je odrediti minimalni broj stereoloskih mjerenja
za svaku proucavanu varijablu. U tu svrhu se provodi tzv. orijentacijsko mjerenje na 5-
10 testnih ploha za svaku pojedinu proucavanu strukturu. 1z pojedinacnih rezultata se
zatim izraCunava aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija i uvrstava u DeHoffovu

jednadzbu:
n=(20 x s/x)?

Dobiveni n predstavlja broj polja koji za navedeni interval pouzdanosti od 95 % treba
pregledati i izbrojiti u stereoloSkom mjerenju, s predstavlja standardnu devijaciju

vrijednosti dobivenih prilikom mjerenja, a x aritmeticku sredinu vrijednosti.
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4.2.2.1. Stereolo$ka analiza volumenske gustoce

Volumenska gustoéa daje informaciju o volumnom udjelu prou€avane varijable u
jedinici volumena (1 mm3) istrazivane tvorbe. U ovom istraZivanju planirano je

odredivanje sljedecih varijabli:

1. volumenska gustoca acinusa (Vva)
2. volumenska gustoc¢a kanala (Vvd)

3. volumenska gustoc¢a vezivnog tkiva (Vvct)

Prilikom provodenja orijentacijskih mjerenja u svrhu izraCuna potrebnog broja vidnih
polja za stereoloSku analizu volumenske gustoée izvodnih kanala, pokazalo se da je
za tu varijablu potrebno analizirati iznimno velik broj vidnih polja (nekoliko stotina), sto
tehniCki nije mogucée na dostupnim preparatima zbog ograniCenog broja stakalaca.
Nadalje, odredivanje volumenske gustoce kanala je otezano velikom varijabilnoS¢u
kanalnog sustava u naSim uzorcima te otezanim pouzdanim razlikovanjem

intralobularnih kanala uslijed degenerativnih promjena.

Sukladno navedenom, analiza volumenske gustoce izvodnih kanala nije provedena te

su varijable za analizu volumenske gustoc¢e redefinirane na sljedeci nacin:

1. Volumenska gustoca sekretornog tkiva u volumenu Zlijezde na povecanju 40x (Vvs)-
predstavlja volumni udio sekretornog tkiva u jedinici volumena Zlijezde

2. Volumenska gustoéa vezivnog tkiva u volumenu Zlijezde na povecanju 40x (Vc)-
predstavlja volumni udio veziva u jedinici volumena Zlijezde

3. Volumenska gusto¢a masnog tkiva u volumenu Zlijezde na povecanju 40x (Vw)-
predstavlja volumni udio masti u jedinici volumena Zlijezde

4. Volumenska gustoCa acinusa unutar lobulusa na povecanju 100x (VViac)-
predstavlja volumni udio acinusa u jedinici volumena lobulusa

5. Volumenska gustoca periacinarnog/periduktularnog vezivnog tkiva unutar lobulusa
na povecanju 100x (Vvic)- predstavlja volumni udio periacinarnog/periduktalnog
vezivnog tkiva u jedinici volumena lobulusa

6. Volumenska gusto¢a masnog tkiva unutar lobulusa na povecéanju 100x (Vvi)—

predstavlja volumni udio masnog tkiva u jedinici volumena lobulusa.
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4.2.2.2. StereoloSka analiza duljinske gustoce kanalnog sustava

Odredivanje duljinske gustoce kanalnog sustava je oteZzano velikom varijabilnos¢u
kanalnog sustava u nasim uzorcima te oteZzanim razlikovanjem intralobularnih kanala
uslijed degenerativnih promjena. Buduci da su za ovu varijablu orijentacijska mjerenja
ukazala na iznimno velik broj vidnih polja potrebnih za analizu, $to tehnicki nije mogucée

realizirati na dostupnim preparatima, analiza duljinske gustoce kanala nije provedena.

4.2.3. IHC analiza

Preliminarna IHC analiza je provedena na Zavodu za histologiju i embriologiju
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Koristena je metoda imunofluorescencije.
Probna imunohistokemijska analiza AR i ERa provedena je na 2 nasumic¢no odabrana
uzorka muske i 2 uzorka zenske suzne Zlijezde.

Za detekciju AR je koriSteno anti-androgensko receptorsko protutijelo (ab133273,
Abcam, Cambridge, UK), a za ERa primarna protutijela za estrogene alfa receptore
(ab3575, Abcam, Cambridge, UK).

Stakalca su inkubirana u termostatu na 55 °C, a zatim su dalje deparafinizirana u
otopini ksilola. Slijedila je rehidriracija u silaznom nizu alkohola (100 %, 96 % i 70 %
etilni alkohol), a uzorci su zatim isprani u destiliranoj vodi. Toplinom izazvano vracanje
epitopa provedeno je upotrebom Tris-EDTA pufera s pH 9.0 u pari tijekom 60 minuta,
nakon Cega su stakalca hladna kroz 30 minuta na sobnoj temperaturi. Stakalca su
zatim jednom isprana u PBS puferu. Nespecificno vezanje je blokirano s 2.5 %
normalnim konjskim serumom tijekom 20 minuta. Primarna protutijela su razrijedena u
PBS puferu koji sadrzi 0.1 % Triton X-100 i 1 % normalnog konjskog seruma. Primarno
protutijelo za ERa (ab3575, Abcam, Cambridge, UK) koristeno je u razrjedenju 1:250,
dok je protutijelo za AR (ab133273, Abcam, Cambridge, UK) koriSteno u razrjedenju
1:100. Primarna inkubacija protutijela provedena je preko noci u vlaznoj komori na 4
°C. Uzorci su zatim isprani u PBS puferu te je primijenjeno Goat anti-rabbit I1gG
Amplifier protutijelo (DK-1594, Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD) tijekom 15
minuta. Nakon ispiranja stakalaca u PBS-u, dodano je sekundarno protutijelo Horse
Anti-Goat 1gG oznaceno s VectaFluor DyLight (DK-1594, Vector Laboratories,

Burlingame, CA, SAD). Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi tkiva su tretirani sa
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TrueBlack® otopinom za gasSenje autofluorescencije lipofuscina (Biotium, Fremont,
CA, SAD), koja je 20 puta razrjedena 70% etilnim alkoholom kako bi se smanjila
pozadinska fluorescencija. Uzorci su takoder obojeni Hoechst otopinom te prekriveni
medijem za montiranje (Vectashield, Vector Laboratories, Burlingame, CA, SAD).
Konfokalne mikroskopske slike dobivene su na mikroskopu Olympus FV1000
koristenjem softvera FV10-ASW, verzija 4.2b. Svi parametri su ostali ujednaceni.
Intenzitet signala u podrucju interesa (Region of Interest-ROI) je kvantificiran u
programu Image J (National Institutes of Health and the Laboratory for Optical and
Computational Instrumentation, University of Wisconsin, WI, USA). Odredena je
srednja vrijednost sive boje, a intenzitet pozadine odreden na negativnim kontrolama

je oduzet. Za pozitivhu kontrolu za ERa je koristen cerviks, a za AR prostata.

4.2.4. gPCR

Ekstrakcija RNA, reverzna transkripcija i PCR u stvarnom vremenu su provedeni na

Zavodu za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Ukupna RNA je ekstrahirana koriStenjem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka).
Za reverznu transkripciju je koristen High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). Za PCR u stvarnom vremenu je koriStena
SYBR green metoda na ploc€i s 96 jaZica na CFX96 Touch Deep Well Real-Time PCR
Detection Systemu. Reakcije su sadrzavale 5 uyL PowerUp™ SYBR™ Green Master
Mix-a (Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD), primer (100 nM) i template u
ukupnom volumenu od 10 pL. Analiza krivulje taljenja provedena je na produktima faze
pojaCanja. Program ,thermocycler” je uklju€ivao denaturaciju tijekom 3 minute na 95
°C nakon €ega je slijedilo jos 40 ciklusa. Svaki ciklus na 95 °C je trajao 10 s, a na 60
°C 30 s.

Koristeni su sljedeci primeri:
5-GCCTTGCTCTCTAGCCTCAA-3' (f) i
5-GGTCGTCCACGTTAAGTTG-3' (r) za AR;
5'- CCAGGGAAGCTACTGTTTGC -3' (f) i

5-TGATGTAGCCAGCAGCATGT -3' (r) za ERa;
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5-GCTGAACGCCGTGACCGATGCT-3' (f) i
5-CCCGTGATGGAGGACTTGC-3' (r) za ERB;
5TCAACGACCACTTTGTCAAGC-3' (f) i
5'GGTGGTCCAGGGGTC-3' (r) za GAPHD.

Negativne kontrole koje ne sadrze cDNA podvrgnute su istom postupku kao i uzorci
tkiva kako bi se iskljucila kontaminacija. Apsolutna vrijednost ekspresije MRNA svakog
gena je normalizirana na vrijednost housekeeping kontrolnog gena GAPHD

koriStenjem 2-ACt metode.

4.3. StatistiCka obrada podataka

Statisticka obrada podataka i graficki prikazi su napravljene u programu GraphPad

Prism 9 (San Diego, CA, USA). Podaci su prikazani tabli¢no i graficki.

Normalnost distribucije numeri¢kih podataka je provjerena Kolmogorov-Smirnovljevim
testom. Na dobivene rezultate su primijenjene odgovarajuce parametrijske odnosno
neparametrijske metode statistiCke analize i prikaza podataka. Razlike u frekvenciji
kategorijskih patohistoloskih varijabla izmedu muske i Zenske skupine su analizirane
Fisherovim egzaktnim testom odnosno x2- testom u sluc¢aju kontingencijskih tablica
koje su bile vece od formata 2x2. Razlike u kvantitativnim vrijednostima stereoloskih
parametara i vrijednosti relativne ekspresije mMRNA receptora spolnih hormona izmedu
muske i Zenske skupine ispitanika su izraunate nezavisnim t-testom kod normalne
raspodjele odnosno Mann-Whitney U testom kod nenormalne distribucije. IzraCunati
su odgovarajuc¢i Spearmanovim odnosno Pearsonsovi koeficijenti korelacije izmedu
streoloskih varijabli i dobi donora te izmedu ekspresije AR, ERa i ER 3 i dobi donora,
ovisno o normalnosti distribucije izmjerenih vrijednosti. Sve p vrijednosti manje od 0.05

su smatrane statisticki znaCajnima.
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5. REZULTATI

5.1. Kvalitativna histoloska analiza

Makroskopski, eksplantirane zlijezde su sivkasto-zute boje, elastiCne konzistencije,
nesto tamnije od okolnog masnog tkiva (slika 29). Na povrsini Zlijezde ne moze se
jasno razlugiti vezivna kapsula. Zlijezda se &esto otezano odvajala od konjunktive u

podrucju palpebralnog reznje kao i od retrobulbarne masti.

Slika 29. Makroskopski izgled orbitalnog reZnja svjeZe eksplantirane ljudske suzne Zlijezde.

Izvor: viastiti materijal.

Zamije€eno je postojanje varijacija u veli€ini preparata (slika 30) te povremene manje

razlike u veli€ini lijeve i desne Zlijezde kod istog donora.

Slika 30. Razlika u veli¢ini lakrimalne Zlijezde dvaju donora (gaza 5 x 5 cm). lzvor: vlastiti

materijal.
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5.1.1. Kvalitativna histoloSka analiza svjetlosnim mikroskopom

Grada Zlijezde je analizirana uz pomoc¢ svjetlosnog mikroskopa Nikon Y100 (Nikon

Instech Co. Ltd, Tokyo, Japan) na povecéanjima 40x i 100x.

Ljudska suzna Zlijezda je gradena od veceg orbitalnog i manjeg palpebralnog reznja.
Orbitalni rezanj je u svim uzorcima znatno vece povrSine od palpebralnog reznja.
ReZnjevi su gradeni od brojnih reznjica medusobno odvojenih razli€¢ito obilnim slojem
rahlog vezivnog tkiva koje je Cesto infiltrirano masnim tkivom. Reznji¢i su gradeni od
sekretornog tkiva: acinusa, prijelaznih i intralobularnih izvodnih kanala obavijenih
malom koli¢inom veziva u koje su uklopljene krvne Zile i Zivci (slika 31). ZamjeCuje se
razlika u veli€ini reznjica izmedu palpebralnog i orbitalnog reznja tako da su reznjici u
palpebralnom reznju u vecini preparata manje povrsine od reznjica u orbitalnom reznju.

Masna infiltracija je mnogo ¢eSce vidljiva u orbitalnom reznju.

Slika 31. HistoloSka organizacija ljudske suzne Zlijezde s vidljivim rezZnjicima gradenim od
acinusa s ili bez vidljivog lumena (crvena strelica), intralobularnih izvodnih kanala (plava
strelica), a medusobno odvojenih interlobularnim septumima ponekada infiltriranima s nesto
masnih stanica (Zuti romb). (OpaZanje na povecanju 40x, Nikon Eclipse E600, mjerilo 500 um).

Izvor: viastiti materijal.
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Acinusi su kod analize svjetlosnim mikroskopom vidljivi kao kruzne, ovalne ili kapljaste
strukture, ovisno o presjeku. Lumen acinusa je samo ponekada vidljiv zbog gustog
rasporeda stanica, a moze biti prazan ili ispunjen amorfnim eozinofilnim sekretom.
Stanice acinusa imaju okrugle do ovalne jezgre smjeStene u bazalnom dijelu, a
citoplazma im je bazofilna. Mioepitelne stanice koje okruzuju bazalne dijelove
acinarnih stanica, nisu vidljive kod HE bojenja. Suzne Zlijezda u analiziranom uzorku
pokazuju Sirok raspon histoloskih varijacija izmedu uzoraka razli¢itih donora, ali i

unutar uzoraka istog donora (slika 32 A i B, slika 33 Ai B).

Atrofija acinusa je prisutna u velikom broju uzoraka, a karakterizira ju smanjenje
promjera acinusa i prosirenje njihovog lumena, tako da atrofi¢ni acinusi kod analize
svjetlosnim mikroskopom sliCe intralobularnim izvodnim kanali¢ima (slika 32 A-C).
Atrofija acinusa se razlikuje intenzitetom i prostornom distribucijom, te moze zahvacati
manje dijelove reznijica, cijeli reznijic ili biti prisutna u viSe reznjica. U mnogim uzorcima
je vidljivo umnazanje periacinarnog veziva koje se pojavljuje samostalno ili u
kombinaciji s atrofijom acinusa. Periacinarna fibroza se takoder moze pojavljivati
Zarisno, u dijelu jednog reznijica, zahvacati Citav reznjic ili viSe reznjica istodobno (slika
33).
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Slika 32. Atrofija acinusa u uzorku ljudske suzne Zlijezde 59-godisnje donorice. (A)
Mikrofotografija segmenta Zlijezde koji sadrzi Zarista acinarne atrofije (plava strelica. Uokviren
u plavi prozor, fokus acinarne atrofija prikazan uvecan na mikrofotografiji B. Povecanje 40 x.
Mijerilo 500 um. (B) 100 x uvecano ZariSte atrofije acinusa (plava strelica) uokvireno na
mikrofotografiji A. Mjerilo 100 um. (C) 200 x uvecano Zariste acinarne atrofije (plava strelica).
Mjerilo 100 um. (OpaZanja snimljena mikroskopom Nikon Eclipse E600). Izvor: vlastiti
materijal.
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Slika 33. Uznapredovale degenerativne promjene u suznoj Zlijezdi donorice stare 73 godine.
(A) Izrazena periacinarna fibroza u kombinaciji s atrofijiom acinusa koja zahvaca cijeli reznji¢
(plava strelica) odnosno dio rezZnjica (plavi romb), a pracena je masnom infiltracijom
interlobularnog prostora (plavi krug) koja dovodi do redukcije Zljezdanog parenhima kao i
obilnom limfocitnom infiltracijom sekretornog tkiva (plava strelica). Plavim okvirom je oznacen
segment Zlijezde koji sadrZi spoj jednog takvog podrudja i relativno oéuvane acinuse unutar
jednog rezZnjica. Povecanje 40x. Mjerilo 500 pum. (B) Uvecano istaknuto podrucje s
mikrofotografije A koje na lijevoj strani prikazuje uznapredovalu periacinarnu fibrozu (plava
strelica) koja okruzuje atroficne acinuse dok je desno vidljivo relativno oéuvano podrucje
reznjica (crvena strelica). Povecanje 200 x. Mjerilo 100 um. (C) Detalj teSke periacinarne
fibroze (plava strelica) koja okruZuje atroficne acinuse (plavi romb). Povecanje 400x. Mjerilo

50 um. (OpazZanja su snimljena mikroskopom Nikon Eclipse E600). Izvor: vlastiti materijal.

Kanalni sustav zapocinje prijelaznim kanalima u sekretornom dijelu Zlijezde. Sekret se
iz lumena acinusa sakuplja u prijelazne kanale koji se zatim dreniraju u intralobularne
izvodne kanale. Proksimalni dio prijelaznih kanala je omeden stanicama koje su sli¢ne
stanicama acinusa, dok je distalni dio omeden spljostenijim stanicama. Prijelazni kanali

se ovom metodom ne mogu detaljnije analizirati.

Intralobularni kanali su okruzeni malom koliCinom veziva i imaju Siri lumen od lumena
acinusa. Intralobularni kanali se dreniraju u vece, interlobularne kanale koji prolaze
uklopljeni u interlobularno vezivo. Interlobularni kanali se spajaju u viSe pravih izvodnih
kanala koji se zatim u gornjem forniksu oka otvaraju na povrSinu konjunktive. S
porastom veliine izvodnog kanala raste i broj slojeva epitela te koli€ina periduktalnog
veziva. Vezivo uz izvodne kanale sadrzi i krvne Zile i zivci koji u podrucju hilusa ulaze
u Zlijezdu. U vezivu se mogu vidjeti i fibroblasti, fibrociti i stanice imunoloSkog sustava.
U mnogim uzorcima je zamijeCena naglasena hijalinizacija interlobularnog veziva s
deformacijama interlobularnih kanala (slika 34), proliferacijom (slika 35) ili dilatacijom
interlobularnih izvodnih kanala (slika 36). Epitel dilatiranih izvodnih kanala je atrofi¢an.
Periduktalna fibroza Cesto dovodi do spljostenog i/ili tortuoti€nog izgleda izvodnih
kanala (slika 37). Vrlo Cesto je vidljiva limfocitna infiltracija interlobularnog i
intralobularnog prostora, a naj¢eSce je smjestena periduktalno i perivaskularno (slika
38, 39). Limfocitna infiltracija je vidljiva i u uzorcima mladih donora (slika 38). U
mnogim uzorcima vidljiva je masna infiltracija interlobularnih prostora koja dovodi do
redukcije veli€ine reznjica. Masna infiltracija intralobularnih prostora je prisutna u

manjoj mjeri (slika 40).
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Slika 34. Periduktalna fibroza u ljudskoj suznoj Zlijezdi 62-godiSnjeg muskog donora. (A)
Obilno vezivo u interlobularnom podrucju (plavi kriz) koje okruzuje izvodne kanale i krvne Zile.
U plavom prozoru uokviren je detalj uvec¢an na mikrofotografijama B i C. Povecanije 40x. Mjerilo
500 um. (B) Istaknuto podrucje s mikrofotografije A koje pokazuje obilje periduktalnog veziva
(plavi kriZ). Povecanje 100x. Mjerilo 100 um. (C) Detalj stijenke interlobularnog kanala
okruZenog debelim vezivnim tkivom (plavi kriZz). Povecanje 400x. Mjerilo 50 um. (OpaZanja

snimljena mikroskopom Nikon Eclipse E600). Izvor: vlastiti materijal.
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Slika 35. Duktalna proliferacija u ljudskoj suznoj Zlijezdi 83-godisnjeg muskog donora. (A) U
plavom prozoru je uokviren segment Zlijezda koji sadrZi otok umnoZenih interlobularnih
kanali¢a. Povecanje 40x. Mjerilo 500 um. (B) Uvecano istaknuto podrucje proliferacije duktusa
s mikrofotografije A (plava strelica). Povecanje 100x. Mjerilo 100 um. (C) Detalj umnoZenog
interlobularnog kanala ispunjenog amorfnim sadrZzajem. Povecanje 200x. Mjerilo 100 um.
(Opazanja snimljena mikroskopom Nikon Eclipse E600). Izvor: vlastiti materijal.
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Slika 36. Duktalna dilatacija u ljudskoj suznoj Zlijezdi 65-godisnjeg donora. (A) Presjek kroz
dilatirane izvodne kanale u interlobularnom prostoru (plava zvijezda). U plavom prozoru je
uokviren segment Zlijezda s proSirenim interlobularnim kanalom (plava zvijezda) uvec¢anim na
mikrofotografiji B. Povecanje 40x. Mjerilo 500 um. (B) Uvecano istaknuto podrucje s
mikrofotografije A prikazuje proSireni kanal (plava zvijezda). Amorfni eozinofilni materijal u
kanalu predstavija stazu suzne tekucine. Povecanje 100x. Mjerilo 100 um. (C) Detalj tipi¢no
istanjene proSirene stijenke izvodnog kanala (plava strelica) i o¢uvanog interlobularnog
duktusa (crvena strelica). Povecanje 200x. Mjerilo 100 um. (OpaZanja snimljena mikroskopom

Nikon Eclipse E600). Izvor: vlastiti materijal.

Slika 37. Spljosteni izgled interlobularnog izvodnog kanala kod periduktalne fiboze u preparatu
donorice stare 76 godina. Povecanje 40x. Mjerilo 500 um (OpaZanje snimljeno mikroskopom

Nikon Eclipse E600). Izvor: vlastiti materijal.

Slika 38. Limfocitna infiltracija u suznoj Zlijezdi donora starog 26 godina. Infiltrati limfocita se
nalaze periduktalno (Sesterokut) i perivaskularno (pravokutnik).Povecanje 40x. Mjerilo 500 um.

(Opazanje snimljeno mikroskopom Nikon Eclipse E600). |1zvor: vlastiti materijal.
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Slika 39. Limfocitna infiltracija u ljudskoj suznoj Zlijezdi 83-godisnje donorice. (A) U plavom
prozoru je uokviren segment Zlijezde s gustom periduktalnom limfocitnom infiltracijom (plavi
romb). Povecanje 100x. Mjerilo 500 um. (B) Istaknuto uvecano podrucje s mikrofotografije A
koje pokazuje limfocitnu infiltraciju (plavi romb). Povecanje 200x. Mjerilo 100 um. (OpaZanja
snimljena mikroskopom Nikon Eclipse E600). Izvor: vlastiti materijal.
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Slika 40. Masna infiltracija u ljudskoj suznoj Zlijezdi 64-godisnje donorice. Uokvireno u plavom

prozoru je 200x uvecano podrucje masne infiltracije na lijevoj strani (plavi romb) te podrucje
ocCuvanih acinusa na desnoj strani (plava zvijezda). Povecanje 40x. Mjerilo 500 um. (OpaZanja

shimljena mikroskopom Nikon Eclipse E600). Izvor: vlastiti materijal.

Kvalitativnom histoloS§kom analizom pod svjetlosnim mikroskopom nisu zamije¢ene

razlike izmedu uzoraka muskih i Zenskih donora.
5.1.2. Patohistoloska analiza

Kvalitativna histoloSka analiza pod svjetlosnim mikroskopom ukazuje na prisutnost
viSe oblika degeneracije Zlijezde: atrofiju acinusa, periacinarnu fibrozu, periduktalnu
fibrozu, interlobularnu fibrozu, masnu infiltraciju, limfocitnu infiltraciju, dilataciju duktusa
i proliferaciju duktusa. Za svaku od navedenih varijabli je na uzorcima 81 donora
provedena patohistoloSka analiza te je utvrdena ucestalost pojedinih patohistoloskih
varijabli u oba spola. Zatim je analizirano postojanje spolnih razlika u ucestalosti
analiziranih varijabli. Dobna i spolna struktura donora za patohistoloSku analizu

prikazana je u Tablici 1.
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Tablica 1. Dobna i spolna struktura donora za patohistolosku analizu

Ukupni uzorak Muskarci Zene

Broj donora 81 47 34

Dob (M+SD), raspon ' 67.58+11.94 (26-89) 66.81£11.67 (26-86) 68.65+12.41 (36-89)

Legenda: M- srednja vrijednost dobi, SD-standardna devijacija

5.1.2.1. Ucestalost patohistoloskih promjena

Sveukupno, naj¢esc¢e su uocene limfocitna infiltracija (69.14 %), atrofija acinusa (59.26
%), periacinarna fibroza (58.02 %) i periduktalna fibroza (55.56 %). U Zenskim
uzorcima je utvrdena veca ucestalost svih promatranih degenerativnih promjena osim

duktalne dilatacije (tablica 2, slika 41).
5.1.2.1. Spolne razlike u patohistoloSkim promjenama

Za testiranje spolnih razlika u patohistoloskim promjenama za varijable proliferacija
duktusa, dilatacija duktusa i masna infiltracija proveden je Fisherov egzaktni test dok
je za varijable atrofija acinusa, periacinarna fibroza, periduktalna fibroza i limfocitna

infiltracija koriSten x?test.

Pronadene su statistiCki znaCajne razlike u uclestalosti atrofije acinusa i duktalne
dilatacije. Prisutnost atrofije acinusa je znacCajno CeS¢a kod Zenskog, a dilatacije

duktusa kod muskog spola (tablica 2, slika 41).
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Tablica 2. Rezultati statistiCke analize spolnih razlika u patohistoloSkim promjenama

suzne Zlijezde Covjeka

Ukupni Muskarci Zene Rezultat testa
uzorak
(n=81) (n=47) (n=34)
N % N % N %
Atrofija NP 31 38.2 23 49 8 235  X?(3, 81)=9.64,
i * =
acinusa Fokalna 16 19.8 11 234 5 147 =0.022
Lobularna 22 27.2 8 17 14 41.2
Difuzna 12 14.8 5 10.6 7 20.6
Periacinarna NP 31 38.3 21 44.7 10 29.4 X%(3, 81)=2.91
Fibroza* Fokalna 13 16.1 8 17 5 147
p=0.405
Lobularna 23 28.4 12 25.5 11 32.4
Difuzna 14 17.3 6 12.8 8 23.5
Periduktalna GO 36 44.4 22 46.9 14 415  X?(2,81)=0.33
H *
Fibroza G1 28 34.6 16 34 12 35
p=0.848
@ 17 21 9 19.1 8 23.5
Limfocitna GO 25 31 15 31.9 10 29.4  X%(2, 81)=0.067
infiltracija*
G1 12 14.8 7 14.9 5 14.7 T
G2 44 54.3 25 53.2 19 55.9
Proliferacija NP 56 69.1 33 70.2 23 67.6 p=0.813
duktusaf p 25 30.9 14 20.8 11 324
Dilatacija NP 61 75.3 31 66 30 88.2 p=0.035
duktusaf p 20 24.7 16 34 4 11.8
Masna NP 47 58 29 61.7 18 52.9 p=0.497
infiltracijaf P 34 42 18 38.3 16 47.1

Legenda: *x?test, 1 Fisherov egzaktni test, n- broj donora, NP-nije prisutan, GO- nulti stupanj,

G1-stupanj 1, G2-stupanj 2, P-prisutan
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Slika 41. Ucestalost patohistolo$kih promjena u suznoj Zlijezdi ¢ovjeka prema spolu (N = 81,
F= 34, M= 47). (A) Atrofija acinusa je statisticko znaéajno ucestalija u Zenskim nego u muskim
uzorcima, p = 0.022. (B) Nije bilo znacCajne razlike u ufestalosti periacinarne fibroze izmedu
spolova, p = 0.405. (C) Nije bilo znacajne razlike u ulestalosti periduktalna fibroza izmedu
spolova, p = 0.848. (D) Nije bilo znalajne razlike u ucestalosti duktalne proliferacije medu
spolovima, p = 0.813. (E) Duktalna dilatacija bila je znacajno ¢eSc¢a u muskim nego u Zenskim
uzorcima, p = 0.035. (F). Nije bilo znacCajne razlike u ucestalosti limfocitne infiltracije izmedu
spolova, p = 0.967. (G) Nije bilo znacajne razlike u ucestalosti masne infiltracije izmedu

spolova, p = 0.497. * p<0.05, ns-nije znacajno. lzvor: vlastiti materijal.
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5.1.3. Kvalitativna histoloSka analiza elektronskim mikroskopom

Analiza je provedena na transmisijskom elektronskom mikroskopu JEOL-JEM 1400

(JEOL Company, Tokyo, Japan).

Na ultrastrukturnoj razini tkivo suzne Zlijezde otkriva sloZen raspored razli€itih vrsta
stanica. Zlijezda se sastoji od acinus okruglog ili ovalnog oblika, izvodnih kanala te
strome. Acinuse Cine stanice piramidalnog oblika koje se svojim vrhom otvaraju u
lumen acinusa (slika 42-44). Lumen acinusa nije uvijek vidljiv, ovisno o presjeku.
Acinusi i izvodni kanali su okruzeni bazalnom membranom uz koju se moze vidjeti i
pokoja mioepitelna stanica (slika 45). Stanice acinusa su u podrucju lateralne
membrane medusobno povezane brojnim dezmosomima, a apeks im je orijentiran
prema lumenu acinusa. Vidljive su degenerativne promjene s Cestim gubitkom
dezmosoma, a apikalno je vidljiv gubitak karakteristicne strukture mikrovila (slika 43).
Jezgra acinarne stanice je smjeStena bazalno i heterogene je gustoée ovisno o
rasporedu kromatina. Jezgre su Cesto nepravilnog oblika s kondenzacijom i
marginalizacijom heterokromatina (slika 42-44) U citoplazmi stanica acinusa su
vidljiva mnogobrojna sekretna zrnca razliCite elektronske gustoce, a guSce su
smjesStena u apikalnom dijelu stanice (slika 42- 44). Vidljive su i mnogobrojne stani¢ne
organele: hrapavi endoplazmatski retikulum, Golgijev aparat, mitohondriji i slobodni
poliribosomi. Vecina staniénih organela je smjeStena u bazalnom dijelu stanice.
Hrapavi endoplazmatski retikulum (hER) je smjeSten perinuklearno i uglavnom je
degenerativno promijenjen uz vidljivi gubitak paralelne strukture i Cesta proSirenja
njegovih cisterni (slika 42- 44). U blizini hER-a se moze vidjeti Golgijev aparat i
mitohondriji. Mitohondriji acinarnih stanica imaju vanjsku i unutarnju membranu.
Unutarnja membrana formira kriste. Mitohondriji Cesto pokazuju znakove degeneracije
(mitohondrijsko oticanje, dezorijentaciju, skraéenje i dezorganizaciju krista, smanjeni
broj mitohondrija) (slika 43). UoCena su i tzv. degenerativna tjeleSca (slika 46). lzmedu
acinusa se nalazi rahlo vezivo s izvodnim kanali¢ima, ponekom kapilarom i vezivhom
stanicom (slika 47). Osim acinarnih i mioepitelnih stanica, ovdje su Cesto vidljive

rastrkane imunoloske stanice.
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Slika 42. Segment acinusa ljudske suzne Zlijjezde starijeg donora. Bazalno smjestene jezgre
(j) stanica acinusa okruzene obilnim hrapavim endoplazmatskim retikulumom (hER) s ¢estim
cisticnim proSirenjima, degenerativno promjenjenim mitohondrijima (m), apikalno vidljive
mnogobrojne sekretorne granule (sg) razli¢ite elektronske gustoce koje se prazne u lumen
acinusa (Im). OpaZzZanje na transmisijskom elektronskom mikroskopu JEOL JEM-1400, mjerilo

10 um. lzvor: vlastiti materijal.
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Slika 43. Stanica acinusa ljudske suzne Zlijezde starijeg donora sa bazalnije smjeStenom
jezgrom (j), u citoplazmi vidljivim degenerativho promjenjenim hrapavim endoplazmatskim
retikulumom (hER) i mitohondrijima (m) te mnogobrojnim sekretornim granulama (sg) razlicite
elektronske gustoce. Baza stanice lezi na bazalnoj membrani (bm), a stanice su boc¢no
odvojene lateralnom laminom (ll). Apikalni dio stanice se otvara u lumen acinusa (Im).
Opazanje na transmisijskom elektronskom mikroskopu JEOL JEM-1400, mjerilo 10 um. Izvor:

vlastiti materijal.
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Slika 44. Stanica acinusa ljudske suzne Zlijezde starijeg donora. Vidljiv je da je dio hER

zadrzao karakteristicnu strukturu ,otiska prsta® dok ostatak organele pokazuje cisti¢na
proSirenja. OpaZanje na transmisijskom elektronskom mikroskopu JEOL JEM-1400, mjerilo 10

um. lzvor: vlastiti materijal.
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Slika 45. Mioepitelna stanica spljoStene jezgre uz bazu acinusa. OpaZanje na transmisijskom

elektronskom mikroskopu JEOL JEM-1400, mjerilo 10 um. |zvor: vlastiti materijal.
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Slika 46. Stanica acinusa ljudske suzne Zlijezde s vidljivim degenerativnim tieleScem (dt) koje

odgovara degenerativnim promjenama sekretnih zrnaca. Ne mozZe se sa sigurnoscu utvrditi
radi li se o pravom degenerativnim tjelescu ili o artefaktu fiksacije stanice. Opazanje na
transmisijskom elektronskom mikroskopu JEOL JEM-1400, mijerilo 5 um. lzvor: vlastiti

materijal.
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Slika 47. Izvodni kanal s unutarnjim i vanjskim slojem epitelnih stanica okruzenih pokojom

mioepitelnom stanicom. OpaZanje na transmisijskom elektronskom mikroskopu JEOL JEM-

1400, mjerilo 20 um. 1zvor: vlastiti materijal.

Kvalitativnom histoloSkom analizom pod elektronskim mikroskopom nisu zamije¢ene

razlike izmedu uzoraka muskih i Zenskih donora.

5.2. Kvantitativna histoloSka analiza
5.2.1. StereoloSka analiza volumenske gustoce

StereolosSka analiza volumenske gustoce je provedena na ukupnom uzorku od 109
suznih Zlijezda eksplantiranih od 66 ispitanika. Dobna i spolna struktura ispitanika je
prikazana u Tablici 3.
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Tablica 3. Dobna i spolna struktura ispitanika za stereolo$ku analizu

Ukupni uzorak Muskarci Zene

Broj donora 66 35 31

Dob (M+SD) raspon | 67.26£12.67 (26-89) 66.14+12.79 (26-86) 68.52+12.62 (36-89)

dobi

Legenda: M- srednja vrijednost dobi, SD-standardna devijacija

Analizirano je 6 stereoloskih parametara:

1. Vvs- Volumenska gustoca sekretornog tkiva u jedinici volumena Zlijezde na
povecanju 40x

2. Vvc- Volumenska gustoca vezivnog tkiva u jedinici volumena Zlijezde na
povecanju 40x

3. Vvf- Volumenska gustocéa interlobularnog i interlobarnog masnog tkiva u jedinici
volumen Zlijezde na povecanju 40x

4. Vviac- Volumenska gustoca acinusa u jedinici volumena lobulusa na povecanju
100x

5. Vvic- Volumenska gusto¢a periacinarnog/periduktularnog vezivnog tkiva u
jedinici volumena lobulusa na povecanju 100x

6. VWvif- Volumenska gusto¢a masnog tkiva u jedinici volumena lobulusa na

povecanju 100x.

Rezultati stereolodkih mjerenja volumenske gustoce su prikazani u Tablici 4.
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Tablica 4. Deskriptivna obiljezja stereoloskih parametara

M SD S D min max KS ske kur

Vvs 05923 0.0952 0.6109 0.6178 0.0589 0.7920 0.17* -2.75 15.04

Vve 0.3833 0.0672 0.3690 0.3559 0.1955 0.6378 0.12* 0.53 348

Vvt 0.1448 0.0810 0.1390 0.0906 0.0000 0.4424 0.09 0.71 1.46

Vviac 05404 0.0628 0.5287 0.4869 0.4095 0.7512 0.09 0.54 1.23

Wic 03558 0.0781 0.3607 0.3512 0.0000 0.5357 0.11* -1.21 6.18
Vvif 0.0301

0.0399 0.0318 o 0.0184 0.0007 0.1422 0.16** 1.46 1.91

Legenda: M — aritmeticka sredina, SD — standardna devijacija, C — centralna vrijednost, D —
dominantna vrijednosti, min — minimum, max — maksimum, KS - vrijednost Kolmogorov-
Smirnovljevog testa, ske — skewness (zakrivljenost distribucije), kur — kurtosis (spljoStenost
distribucije), ** - p < 0.01; *- p < 0.05

5.2.2. Spolne razlike u stereoloskim parametrima

Analiza normalnosti distribucije numeriCkih podataka provedena je pomocu
Kolmogorov-Smirnovljevog testa. Na dobivene rezultate primijenjene su odgovarajuce
parametrijske odnosno neparametrijske statisticke metode analize podataka. Za
usporedbu spolnih razlika u mjerenim varijablama primjenjen je Mann- Whitney U
neparametrijski test za varijable Vvs, Vvc, Vvic i VWif, a na nezavisne uzorke VvfiVviac
je primjenjen t-test. Sve p vrijednosti manje od 0.05 su smatrane statisticki znacajnima.

Rezultati statistiCke analize su prikazani u Tablici 5.
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Tablica 5. Testiranje razlika stereoloskih parametara po spolu

VVS median (range)

Muskarci

0.617 (0.718)

Zene

0.576 (0.434)

Rezultat testa

=-1.92

0.054

VVC median (range)

0.362 (0.327)

0.412 (0.442)

=-2.51

0.012*

VWV mean (standard deviation)

0.123 (0.063)

0.175 (0.087)

t=2.99

0.004**

Vviac mean

deviation)

(standard

0.556 (0.058)

0.523 (0.064)

t=-2.16

0.034*

VViC median (range)

0.355 (0.308)

0.373 (0.283)

=-1.17

0.242

VVif median (range)

0.030 (0.071)

0.031 (0.137)

=-0.78

0.437

Legenda:: Z- rezultat Mann-Whitney U testa, t-rezultat t-testa, **p < .01; * - p < .05

U istrazivanom uzorku pronadena je statistiCki zna€ajna razlika izmedu muskih i
Zenskih uzoraka u varijablama Vvc (Z = -2.51; p < 0.05), Vvf (t =2.99; p < 0.01) i Vviac
(t =-2.16; p <0.05), dok za Vvs (Z = -1.93; p = 0.053), Vvic (Z=-1.17, p=0.242) i Vvif

(Z=-0.78, p=0.437) nisu pronadene statistiCcki znaCajne razlike. Pri tome postoji

statisticki zna€ajno vec¢a volumenska gusto¢a acinusa u jedinici volumena lobulusa u

muskim suznim Zlijezdama. Volumenska gustocCa vezivnog i masnog tkiva u jedinici

volumena suzne Zlijezde statistiCki je znacajno vedi u Zenskim uzorcima lakrimalnih

Zlijezda, no na razini lobulusa nisu pronadene znacajne spolne razlike u volumenskoj

gustoéi masti i veziva. Rezultati analize spolnih razlika za svaku pojedinu varijablu su

grafiki prikazani na Slici 48.
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Slika 48. Spolne razlike u volumenskoj gustocCi pojedinih varijabli. StatistiCki znacajno veca
volumenska gustocCa acinusa u jedinici volumena lobulusa (B) te manja volumenska gustoca

veziva (C) i masti (E) u jedinici volumena Zlijezde kod muskih ispitanika. Izvor: vlastiti materijal.
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5.2.3. Utjecaj dobi na vrijednosti stereoloSkih parametara

Analiza korelacije pojedinacnih stereoloSkih parametara s dobi donora je provedena
na ukupnom uzorku te zasebno na muskom i Zenskom uzorku. Ovisno o normalnosti
distribucije podataka, koristeni su Pearsonov parametrijski i Spearmanov

neparametrijski koeficijent korelacije. Rezultati analize su prikazani u Tablici 6.

Tablica 6.Korelacija stereoloSkih parametara s dobi ispitanika za ukupni uzorak, te

zasebno za muske i Zenske uzorke

Ukupni uzorak Muskarci Zene

r p r p r Y
Vvs rs =-0.56  <0.0001**** rs=-0.36* 0.04* r(31)=-0.66 <0.0001****
Vvc rs=0.53 <0.0001****  rs=0.33 0.05 r(31)=0.64  0.0001***
Vvf rs=0.31 0.01* r(35)=0.14 0.41 r(31)=0.39  0.03*

Vviac rs=-0.52 <0.0001**** r(35)=-0.59 0.0002*** rs=-0.61 0.0003***

Vvic rs=0.36 0.003** r(35)=0.54 0.0009*** rs=0.34 0.06

Vvif rs=0.11 0.39 r(35)=-0.03 0.87 rs =0.29 0.12

Legenda: rs-Spearmanov koeficijent korelacije, r-Pearsonov koeficijent korelacije, **** -
p<0.0001, ***-p<0.001, ** - p < 0.01, *- p < 0.05.

S porastom dobi donora dolazi do zna¢ajnog pada volumenske gustoée sekretornog
tkiva u jedinici volumena Zlijezde i volumenske gusto¢e acinusa u jedinici volumena
lobulusa odnosno do porasta volumenska gusto¢a vezivnog tkiva i masti u jedinici

volumena Zlijezde te veziva u jedinici volumena lobulusa.

Kada zasebno promatramo musku i Zensku skupinu, vidljivo je da s povecanjem
Zivotne dobi i kod muskih i kod Zenskih ispitanika dolazi do znaajnog smanjenja
volumenske gustocCe sekretornog tkiva u jedinici volumena Zlijezde kao i znaCajnog

smanjenja volumenske gustoce acinusa u jedinici volumena lobulusa.
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Volumenska gustoca vezivnog tkiva i volumenska gusto¢a masti u jedinici volumena
Zlijezde rastu s povecanjem Zivotne dobi u Zenskih ispitanika, dok kod muskih
ispitanika nije pronadena znaCajna korelacija. Volumenska gustoca intralobularnog
vezivnhog tkiva pokazuje znacCajni porast s dobi u muskih ispitanika. Volumenska
gustoca intralobularnog masnog tkiva nije pokazala statistiCki znacajnu korelaciju s

dobi u niti jednoj skupini ispitanika.

Rezultati su graficki prikazani na slikama 49-51.
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Slika 49. Grafi¢ki prikaz ovisnosti vrijednosti volumenske gustoce stereoloskih parametara o
dobi ispitanika za cijeli uzorak ispitanika. (A) ZnaCajna umjerena negativna korelacija
volumenske gustoce sekretornog tkiva s dobi ispitanika (r=-0.56; p< 0.0001). (B) Znacajna
umjerena negativna korelacija volumenske gustoCe acinusa intralobularno s dobi ispitanika
(r=-0.52;, p< 0.0001). (C) Znacajna umjerena pozitivna korelacija volumenske gustoce
vezivnog tkiva s dobi ispitanika (r=0.53; p<0.0001). (D) Znacajna slaba pozitivha korelacija
volumenske gustoce intralobularnog vezivnog tkiva s dobi ispitanika (r=0.36; p< 0.01). (E)
ZnacCajna slaba pozitivnha korelacija volumenske gusto¢e masti s dobi ispitanika (r=0.31;
p<0.05). (F) Ne postoji korelacija volumenske gustoce intralobularne masti s dobi ispitanika (r

=0.11; p > 0.05). lzvor: vlastiti materijal.
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Slika 50. Grafi¢ki prikaz ovisnosti vrijednosti volumenske gustoce stereoloskih parametara o
dobi ispitanika za Zensku skupinu ispitanika. (A) Znacajna umjerena negativna korelacija
volumenske gustoce sekretornog tkiva s dobi ispitanika (r(31)=-0.66, p 0<.0001). (B) Znacajna
umjerena negativna korelacija volumenske gustoce acinusa intralobularno s dobi ispitanika (rs
=-0.61, p < 0.001). (C) Znacajna umjerena pozitivna korelacija volumenske gustoce vezivnog
tkiva s dobi ispitanika (r(31)=0.64; p<0.001). (D) Nije pronadena znacajna korelacija
volumenske gustoce intralobularnog vezivnog tkiva s dobi ispitanika (rs = 0.34, p > 0.05). (E)
Znacajna slaba pozitivna korelacija volumenske gusto¢e masti s dobi ispitanika (r(31)=0.39;
p<0.05). (F) Nije pronadena znacajna korelacija volumenske gustoce intralobularne masti s

dobi ispitanika (rs = 0.29, p > 0.05). Izvor: vlastiti materijal.
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Slika 51. Grafi¢ki prikaz ovisnosti vrijednosti volumenske gustoce stereolo$kih parametara o
dobi ispitanika za muSku skupinu ispitanika. (A) Znalajna slaba negativna korelacija
volumenske gustoce sekretornog tkiva s dobi ispitanika (rs=-0.36; p< 0.05). (B) Znacajna
umjerena negativna korelacija volumenske gustoce intralobularnih acinusa s dobi ispitanika
(r(35)=-0.59; p<00.01.) (C) Nije pronadena znacCajna korelacija volumenske gustoce vezivnog
tkiva s dobi ispitanika (rs=0.33, p=0.05). (D) Znacajna umjerena pozitivha korelacija
volumenske gustoce intralobularnog vezivnog tkiva s dobi ispitanika (r(35)=0.54; p<0.001). (E)
Nije pronadena znacajna korelacija volumenske gustoce masti s dobi ispitanika (r(35)=0.14; p

>0.05). (F) Nije pronadena znacajna korelacija volumenske gustoce intralobularne masti s dobi
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5.3. Analiza ekspresije AR i ER u tkivu ljudske suzne zlijezde

5.3.1. IHC analiza AR i ERa u tkivu ljudske suzne Zlijezde

Preliminarna IHC analiza je provedena na 4 nasumi¢no odabrana uzorka suznih
Zlijezda (dva muska i dva Zenska). Signali AR i ERa su uoceni u svim uzorcima.
Proteini AR i ERa se opéenito opazaju u jezgri, gdje su otkriveni i u kontrolnim uzorcima
(cerviks za ERa i prostata za AR). U ljudskoj suznoj Zlijezdi, slab signal AR je
primije¢en u nekim jezgrama acinarnih stanica, dok je mnogo jac¢i ERa signal

primije¢en u citoplazmi, kao i jezgrama acinarnih stanica (slike 52 i 53).
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HOECHST

Slika 52. Ekspresija ERa u ljudskoj suznoj Zlijezdi, povecanje 20x. (M1—uzorak muske suzne
Zlijezde 1, M2-uzorak muske suzne Zlijezde 2, F1—uzorak Zenske suzne Zlijjezde 1, F2-uzorak
Zenske suzne Zlijezde 2 ). OpaZanje na mikroskopu Olympus FV1000 uz koriStenje softvera

FV10-ASW, verzija 4.2b. Izvor: viastiti materijal.
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HOECHST

Slika 53. Ekspresija AR u ljudskoj suznoj Zlijezdi, povecanje 20x. (M1—uzorak muske suzne
Zlijezde 1, M2- uzorak muske suzne Zlijezde 2, ; F1—uzorci Zenske suzne Zlijezde 1, F2-uzorak
Zenske suzne Zlijezde 2). Opazanje na mikroskopu Olympus FV1000 uz koriStenje softvera
FV10-ASW, verzija 4.2b. lzvor: vlastiti materijal.
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5.3.2. Relativna ekspresija mRNA za AR, ERa i ERp u tkivu ljudske suzne Zlijezde

Za gPCR je koriSteno 35 uzoraka tkiva (19 zenskih i 16 muskih) prikupljenih od 19

donora suznih Zlijezda. Dobna i spolna struktura ispitanika su prikazani u Tablici 7.

Tablica 7. Dobna i spolna struktura ispitanika za gPCR

Ukupni uzorak Muskarci Zene
Broj donora 19 9 10
Dob (M+SD) 67.95+15.83 67.44+16.44 68.4+16.13

Legenda: M- srednja vrijednost dobi, SD-standardna devijacija

MRNA za AR, ERa i ER je izolirana u svim analiziranim uzorcima tkiva te je rezultat

izraZen kao relativna ekspresija u odnosu na ekspresiju mRNA housekeeping gena.

Za usporedbu spolnih razlika u relativnoj ekspresiji mMRNA za AR, ERa i ERB u

ukupnom, zenskom i muskom uzorku koriSten je Mann-Whitney U test.

Relativha ekspresija mRNA za ERa pokazuje statistiCki znaCajno viSu ekspresiju u
odnosu na AR i ERB u ukupnom uzorku kao i u Zzenskim i muskim uzorcima zasebno
(p<0.0001). Nije pronadena znacajna razlika u ekspresiji AR u odnosu na ERB u
ukupnom uzorku (p=0.453), kao niti u zenskim (p=0.789) i muskim (p=0.423) uzorcima.

Meduodnos relativnih ekspresija pojedinih receptora je prikazana na Slici 54.
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Slika 54. Relativha ekspresija AR, ERa i ERB u suznoj Zlijezdi ¢ovjeka.(A) StatistiCki znacajno
viSa relativna ekspresija ERa u odnosu na AR (p<0.0001) i ERB (p<0.0001) uz izostanak
razlike u ekspresijiizmedu AR i ERB (p=0.453) u ukupnom uzorku. (B) StatistiCki znacajno visa
relativna ekspresija ERa u odnosu na AR (p<0.0001) i ERf (p<0.0001) uz izostanak razlike u
ekspresiji izmedu AR i ERB (p=0.789) kod Zena. (C) StatistiCki znacajno viSa relativna
ekspresija ERa u odnosu na AR (p<0.0001) i ERB (p<0.0001) uz izostanak razlike u ekspresiji
izmedu AR i ERB (p=0.423) kod muskaraca,**** p < 0.0001. Izvor: vlastiti materijal.

Kvantificiran je intenzitet signala za AR i za ERa dobiven preliminarnom IHC analizom
te je razlika testirana nezavisnim t-testom. Intenzitet signala ERa bio je znacajno visi
od intenziteta signala AR (p=0.0029). Ovaj rezultat je u skladu s analizom ekspresije

MRNA u istim uzorcima (Slika 55).
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Slika 55. Usporedba relativne ekspresije mRNA i proteina ERa i AR u odabranim uzorcima
liudskih suznih Zlijezda. (A) Okvirni dijagram koji pokazuje znacajno vecu relativnu ekspresiju
mRNA ERa u odnosu na AR u uzorcima suzne Zlijezde, p<0.0001. (B) Okvirni dijagram koji
pokazuje znacajno veci intenzitet IHC signala ERa u odnosu na AR u uzorcima suzne Zlijezde.
p=0.0029.** P<0.01, **** p<0.0001. Izvor: vlastiti materijal.
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5.3.3. Medusobna korelacija relativne ekspresije AR, ERa i ERf

Za analizu medusobne korelacije relativne ekspresije AR, ERa i ERB u suznoj Zlijezdi

Covjeka koriSten je Spearmanov koeficijent korelacije.

U ukupnom uzorku postoji statistiCki znaCajna umjerena pozitivha korelacija relativne
ekspresija mRNA izmedu AR i ER[ (rs=0.658, p<0.0001). Relativha ekspresija mRNA
za ERa nije pokazala statistiCki znaCajnu korelaciju s relativnom ekspresijom mRNA
za AR (rs= 0.161, p= 0.357) niti ERB (rs= 0.143, p= 0.414). Graficki prikaz rezultata je
vidljiv na Slici 56.
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Slika 56. Korelacija izmedu relativne ekspresije mMRNA AR, ERa i ERB u ljudskoj suznoj
Zlijezdi. (A) GrafiCki prikaz statistiCki neznacajne korelacije ekspresije AR i ERa (rs=0.161,
p=0.357) (B) GrafiCki prikaz statistiCki znaCajne umjerene pozitivne korelacija ekspresije AR i
ERg (rs=0.658, p<0.0001). (C) Graficki prikaz statistiCki neznacajne korelacije ekspresije ERa
i ERB (rs=0.143, p= 0.414). (D) Matriks korelacije prikazuje umjerenu pozitivhu korelaciju

izmedu ekspresije AR i ERB. Izvor: vlastiti materijal.
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5.3.4. Ovisnost ekspresije AR, ERa i ER[B o spolu

Za testiranje spolnih razlika u relativnoj ekspresiji mMRNA AR koristen je t-test, dok je
za testiranje spolnih razlika u relativnoj ekspresiji mMRNA ERa i ERB koristen Mann-
Whitney U test. Nisu pronadene statistiCki znaCajne spolno vezane razlike u relativnoj
ekspresiji AR (t=1.312, df=33; p=0.199), ERa (Z= -0.61; p =0.054) niti ERB (Z=0.05;
p=0.96) u ljudskoj suznoj Zlijezdi. Odnosi ekspresije pojedinih receptora u muskom i

Zenskom uzorku graficki su prikazani na Slici 57.
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Slika 57. Spolne razlike u relativnoj ekspresiji mMRNA za AR, ERa i ERB u ljudskoj suznoj
Zlijezdi. (A) Nije pronadena statistiCki znaCajna spolno vezana razlika u ekspresiji AR
(p=0.199). (B) Nije pronadena statistiCki zna¢ajna spolno vezana razlika u ekspresiji ERa (p
=0.054). (C) Nije pronadena statisticki zna¢ajna spolno vezana razlika u ekspresiji ERS

(p=0.96). Izvor: vlastiti materijal.

Pokazalo se da je omjer AR/ER povezan s ishodima lije¢enja kod ER+ pacijenata s
rakom dojke (450). Omjer ERa/ER[ unutar stanice moze pokazati osjetljivost stanice
na estrogene i njen bioloSki odgovor na hormon (244). Buduéi da usporedba omjera
ekspresije pojedinih receptora pomaze ujednaCavanje varijacije izmedu uzoraka,
potrebno je dodatna analiza omjera ekspresije u ispitivanom uzorku (451). Vrijednosti
omjera se raCunaju dijelienjem relativne ekspresije istrazivanih receptora. Spolne
razlike u omjeru AR/ERP su testirane t-testom, a za omjere ERa/ERB i ERdA/AR je
koriSten Mann-Whitney U test. Nije primijeéena statistiCki znacajna razlika u omjerima
ERa prema ERB, ERa prema AR ili AR prema ERp izmedu spolova (slika 58).
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Slika 58. Spolne razlike u omjerima relativne ekspresije AR i ERB, ERa i ERB te ERa i AR. (A)
Ne postoji statisticki znacajna spolno vezana razlika u omjeru AR/ERB (p=0.251). (B) Ne

postoji statistiCki znacajna spolno vezana razlika u omjeru ERa /ERB (p=0.987). (C) Ne postoji

statistiCki znacajna spolno vezana razlika u omjeru ERa /AR (p=0.441). Izvor: vlastiti materijal.

5.3.5. Utjecaj dobi na relativhu ekspresiju mRNA AR, ERa i ERB u ljudskoj suznoj

Flijezdi

IzraCunati su Spearmanovi koeficijent korelacije relativne ekspresije AR, ERa i ERB s

dobi. Nije uoCena statisticki znacajna korelacija izmedu ekspresije AR, ERa ili ERB s

dobi. Rezultati statistiCke analize su prikazani u Tablici 8.

Tablica 8. Spearmanovi koeficijenti korelacije relativhe ekspresije AR, ERa ili ERB s

dobi ispitanika

Ukupni uzorak Zene Muskarci

I's P Is p I's p
AR -0.15 0.4 -0.17 0.48 -0.10 0.70
ERa 0.26 0.13 0.38 0.10 0,01 0.96
ERB 0.06 0.72 0.18 0.45 -0.19 0.48

Legenda: rs-Spearmanov koeficijent korelacije, p—p vrijednost
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5.3.6. Utjecaj dobi na omjere AR, ERa i ERpB

IzraCunati su Spearmanovi koeficijenti korelacije dobi s omjerima ekspresije AR, ERa
i ERB u uzorcima ispitanika. Omjeri AR/ ERB ne pokazuje korelaciju s dobi (rs=-0.17,
p= 0.34) kao ni omjer ERa/ AR (rs =0.29, p=0.09) i omjer ERa/ER (rs =0.021, p= 0.90).

Rezultati su graficki prikazani na Slici 59.

A B

AR/ERB ERa/AR ERA/ERB

300+

o

@

=

=]
1

o
1
L ]
=23
o
1

200+

2 100+ .

R
1

Relativna ekspresija
£
]
o
1
L]

Relativha ekspresija
=
o
1

Relativna ekspresija

[ )

[ [ . .

[ * ’ . at & >

T T T 1 0 0- L)

40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Dob (godina) Dob (godina) Dob (godina)

(=]

o
[
o

Slika 59. Utjecaj dobi na omjere AR, ERa i ERB u ljudskim suznim Zlijezdama. (A-C) Grafovi
redom pokazuju izostanak korelacije omjera AR/ERB, ERa/AR i ERa/ERpB s dobi ispitanika.

Izvor: vlastiti materijal.
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6. RASPRAVA

Proizvodnja suza je sloZen proces posredovan medudjelovanjem ziv€anog, misi¢nog,
endokrinog, vaskularnog i imunoloSkog sustava (55). Suzna Zlijezda je glavni izvor
tekucine, elektrolita i proteina u suznoj tekucini te sa akcesornim suznim Zlijezdama,
Meibomovim Zlijezdama, konjunktivom, roZnicom i neuralnim refleksnim lukom ¢ini
LFU. Uredna funkcija svih kompenenata LFU neophodna je za uredno ovlazivanje oka
i odrzanje integriteta povrSine oka (60). Poremecaji koji utjeCu na bilo koju komponentu
LFU, najceSc¢e uzrokovani sistemskom ili lokalnom upalom, mogu uzrokovati DED
(1,7). Etiopatogenetski se razlikuje DED s nedostatnom proizvodnjom vodenaste
komponente suza u suznim Zlijezdama (ADDE) i evaporativho suho oko (EDE)
karakterizirano nestabilno$¢u suznog filma posljedi¢no disfunkciji Meibomovih Zlijezda
(9). Prevalencija DED raste s dobi te je bolest dijagnosticirana u 2.7 % populacije u
dobi od 18 do 34 godine odnosno 18.6 % populacije starije od 75 godina. Prevalencija
je visa u Zena (8.8 % populacije) u odnosu na muskarce (4.5 % populacije) (85).
Pokazalo se da Zene imaju oko 50 do 70 % veci rizik od razvoja DED te da je ta razlika
joS izrazenija nakon menopauze, ¢ime se sugerira da su Zenski spol i visoka zivotna
dob najznacajniji Cimbenici rizika za razvoj DED (10- 12). Starenje je jedan od klju¢nih
faktora za nastanak strukturnih promjena suzne Zlijezde. Proces starenje je pracen
povecanim rizikom za autoimunost, povecanim razinama proinflamatornih i
inflamatornih tvari, smanjenom sposobno$¢u imunoloSkog odgovora posljedi¢no
involuciji timusa i padu ukupnog broja T limfocita, promjenom omjera populacije T
limfocita praéenom smanjenim brojem naivnih T limfocita i poveéanjem broja
memorijskih T stanica (452,453). Posljedi¢no, u procesu starenja u tkivima se javlja
kroni€na upala (454,455). Spolne razlike u starenju suzne Zlijezde Covjeka nisu

dostatno proucene (456).

Javnozdravstveno opterecenje s DED potaknulo je sredinom 20. stoljeCa mnogobrojna
istrazivanja patofizioloSke, genetske, hormonalne, biokemijske i molekularne osnove
ovog poremecaja (21). Posljednjih desetlje¢a razvijeni su brojni Zivotinjski modeli s
ciliem pojasnjenja fiziologije i patofiziologije suzne Zlijezde i njezine uloge u razvoju
DED (50,261,457,458). Vecina istrazivanja na zivotinjskim modelima naglasava dobno
vezane strukturne promjene suzne Zlijezde koje ukljuCuju degeneraciju acinusa,

proliferaciju veziva, periduktalnu i periacinarnu fibrozu, limfocitnu infiltraciju te dilataciju
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I proliferaciju izvodnih kanala kao i stanjenje njihove stijenke (420-422). Posljedi¢no,
ove strukturne promjene u suznim Zlijezdama laboratorijskih Zivotinja dovode do
kvalitativnih i kvantitativnih promjena u proizvedenim suzama, u prvom redu do manjeg
volumena i nizih razina proteina (421,424,425). Spolne razlike u strukturi suznih
Zlijezda su dobro prouce na zivotinjskim modelima. Na modelu Stakora, suzne Zlijezde
Zenki imaju manju povrsinu, ali ve¢u gustocu acinusa u odnosu na suzne Zlijezde
muzjaka $to upucuje na manju povrsinu acinusa kod Zenskog spola. Ove razlike su jo$
izrazenije u starijoj dobnoj skupini, $to sugerira znacajniju dobno vezanu atrofiju
acinusa kod zenskog spola (421,428). U uzorcima starijih Zenki je znacajno
naglasenija i periacinarna fibroza, proliferacija izvodnih kanala i mastocitna infiltracija
dok je kod muskog spola opisana znacajnija limfocitna infiltracija (421,429). lako
rezultati dosadasnijih istrazivanja potvrduju prisutnost fenomena spolnog dimorfizma
kod razli€itih vrsta sisavaca, kod interpretacije rezultata svakako treba uzeti u obzir
razlike u gradi suznih Zlijezda izmedu razliCitih vrsta laboratorijskih Zivotinja
(43,422,430).

Tek nekoliko prethodnih studija ukazuje na postojanje spolno vezanih razlika u
morfologiji, fiziologiji i patologiji ljudskih o¢nih tkiva i suznog aparata, dok velika vecina

istraZivanja u obzir ne uzima spolne razlike (22,24,41,43,198,435).

U ovom istrazivanju je provedena detaljna histoloSka analiza ljudske suzne Zlijezde.
Makroskopski, eksplantirane Zlijezde su sivkasto-Zute boje, elasticne konzistencije i
nesto tamnije od okolnog masnog tkiva. Na njihovoj povrsini se ne moze jasno razluciti
vezivna kapsula te se Cesto otezano odvajaju od retrobulbarne masti sto upucuje na
masnu infiltraciju iz navedene regije. Makroskopski i pod svjetlosnim mikroskopom je
vidljivo da je Zlijezda gradena od 2 reznja razliCite veli€ine- veceg orbitalnog i manjeg
palpebralnog reznja. Reznji¢i u palpebralnom reznju su pod svjetlosnim mikroskopom
u vecini preparata manje povrsine od reznji¢a u orbitalnom reznju, a masna infiltracija
je €e8c¢e vidljiva u orbitalnom rezZnju. Ovi nalazi su u skladu s ranijim Obatinim
istraZivanjima (23,24). HistoloSka grada suznih Zlijezda pod svjetlosnim mikroskopom
u ovom istrazivanju odgovara ranije opisanoj histologiji ljudske suzne Zlijezde, no veliki
postotak uzoraka pokazuje i neke od degenerativnih promjena opisanih u ranijim
patohistoloskim studijama ljudske suzne Zlijezde. Ova pojava je dodatno analizirana u
patohistolo$koj analizi unutar ovog istrazivanja. Kao najcesc¢e patohistoloSke promjene

vezane uz starenje u prethodnim studijama ljudske suzne Zlijezde istaknute su:
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smanjenje tezine Zlijezde, fibroza, atrofija acinusa, duktalne promjene te limfocitna i
masna infiltracija (23,41,43,438).

U ovom istrazivanju su i na ultrastrukturnoj razini zabiljezene degenerativne promjene
s Cestim gubitkom dezmosoma izmedu stanica acinusa i gubitkom karakteristicne
strukture mikrovila apikalno, dok su jezgre stanica acinusa Cesto nepravilnog oblika s
kondenzacijom i marginalizacijom heterokromatina. U citoplazmi stanica acinusa su
vidljiva mnogobrojna sekretna zrnca razliite elektronske gustoce, pri ¢emu su zrnca
veCe gustocCe s veéim udjelom mukoznog sekreta uglavhom smjestena u apikalnom
dijelu stanice. Zamjetno je povecanje udjela seromukoznih i mukoznih sekretnih
zrnaca u citoplazmi stanica acinusa u starijoj zivotnoj dobi, Sto je u skladu s prethodnim
studijama na zivotinjskim modelima (423,459). UoCena su i tzv. degenerativna tjeleSca,
strukture izgleda ponavljajucih koncentric¢nih kruznica koje odgovaraju degenerativnim
promjenama sekretnih zrnaca. Ne moze se sa sigurnosSc¢u utvrditi radi li se o pravim
degenerativnim tjeleScima ili o artefaktima fiksacije stanice. Vidljiv je gubitak pravilne
paralelne strukture i Cesta proSirenja cisterna endoplazmatskog retikuluma, dok
mitohondriji vrlo Cesto pokazuju znakove degeneracije (mitohondrijsko oticanje,
dezorijentaciju, skracenje i dezorganizaciju krista, smanjenje broja mitohondrija). Ovi
nalazi su u uskladu s dosadasnjim opisima ultrastrukturnih promjena ljudske suzne
Zljezde u starije populacije (460,461). Kvalitativnom analizom svjetlosnim i

elektronskim mikroskopom nisu zamije¢ene spolne razlike.

S obzirom na opservacijsku narav kvalitativne histoloSke analize, provedena je
dodatna analiza ucestalosti zamijeCenih patohistoloskih promjena kako bi se
objektivnije istraZile spolne razlike u njihovoj zastupljenosti. Analiza je bazirana na
kriterijima koje su definirali Obata i suradnici (23). Oni su na uzorku od 80 donorskih
kadaveri¢nih suznih Zlijezda detaljno istraZili patohistoloSke znacCajke ljudske suzne
Zlijezde, no za razliku od ove studije, oni su zasebno promatrali orbitalni i palpebralni
rezanj. Analizom 8 patohistoloskih obiljezja (fibroza, atrofija acinusa, periduktalna
fibroza, dilatacija interlobularnih duktusa, proliferacija interlobularnih duktusa, limfocitni
fokusi, periduktalna limfocitna infiltracija, masna infiltracija), pronasli su znacajno vecu
uCestalost difuzne fibroze i difuzne atrofije acinusa kod Zena iznad 60 godina.
Zaklju€ak studije upucuje na spolne razlike u patohistoloSkom nalazu te mogucu
povezanost pojedinih patohistoloskih promjena sa suho¢om oka (23). U studiji Roena

i suradnika, na seriji od 32 kadaveri¢ne lakrimalne Zlijezde, ¢ak 75 % Zlijezda pokazuje
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mikroskopske abnormalnosti uz najceS¢i patohistoloski nalaz kroniCne upale i
periduktalne fibroze. Oko 52 % Zlijezda iznad 50. godine Zivota pokazuje znakova
periduktalne fibroze, a 74 % posto duktalne promjene (438). Spolne razlike u
uCestalosti pojedinih degenerativnih promjena u Roenovoj studiji nisu proucene.
Damato i suradnici su na uzorku od 99 kadaveriCnih suznih Zlijezda pronasli
periacinarnu fibrozu (48 %), periduktanu fibrozu (94 %), duktalnu patologiju (85 %),
atrofiju acinusa (85 %) i limfocitnu infiltraciju (71 %), bez spolnih razlika u u€estalosti.
U ovoj studiji je na uzorku suznih Zlijezda 81 donora ¢ak 76.5 % Zenskih i 68.1 %
muskih Zlijezda pokazivalo prisutnost degenerativnih promjena, a najéesce su uocene
limfocitna infiltracija (69.14 %), atrofija acinusa (59.26 %), periacinarna fibroza (58.02
%) i periduktalna fibroza (55.56 %). Uzorci Zenskih ispitanika pokazuju vec¢u uCestalost
svih promatranih degenerativnih promjena osim duktalne dilatacije koja je ucestalija
kod muskih ispitanika, no statistiCki znacajne spolno vezane razlike su uoCene samo
za atrofiju acinusa i duktalnu dilataciju. UCestalost uoCenih patohistoloskih promjena u
nasem uzorku je bila u skladu s rezultatima prethodnih  Obatinih i Roenovih
istrazivanja, dok su u Damatovoj studiji degenerativhe promjene bile znacajno ¢eSce
(23,43,438).

Promjene u strukturi suzne Zlijezde Covjeka, ali i laboratorijskih zivotinja zapocinju jos
u srednjoj dobi (462). Rezultati studija veliCine ljudske suzne Zlijezde su kontroverzni:
prema nekim istraZzivanjima muske suzne Zlijezde su ve¢ nakon puberteta
makroskopski vec¢e od Zenskih, prema nekima su Zenske Zlijezde ve¢e od muskih, a
najveci volumen imaju u dvadesetim godinama Zivota dok neki autori nisu pronasli

nikakve spolne razlike u volumenu suzne Zlijezde (27,429,463).

U ovoj studiji je atrofija acinusa znacajno u€estalija u starijih Zena, $to dijelom sugerira
i jedno prethodno istrazivanje dok druga studija na ljudskim Zlijezdama nije pokazala
znacajne spolne razlike u atrofiji acinusa (23,43). Rezultati ovog istrazivanje ukazuju
na neovisnost periacinarne fibroze o spolu, $to je suprotno Obatinim nalazima kao i

nalazu na zivotinjskim modelima (23,420).

Damato naglasava uloga duktalnih promjena kao pokretaca sekvence degenerativnih
promjena u ljudskoj suznoj Zlijezdi (43). Pretpostavljeno je da ponovljene epizode
subkliniCke upale tijekom Zivota mogu uzrokovati opstrukciju izlazista izvodnih kanala

Sto posljedi¢no dovodi do periduktalne fibroze, koja se zatim postupno Siri proksimalno
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u lobuluse. Takoder, zamijecen je blagi vaskulitis periduktalnih krvnih Zila koji bi mogao
biti odgovoran za kroni¢nu upalu u ovom podrucju. Naglaseno je i kako atrofija acinusa
zapocinje jo$ prije srednje dobi, iako je znatno naglasenija u starijoj zivotnoj dobi, a
pojavljuje se fokalno. Nastavno, autori sugeriraju da opstrukcija izvodnih kanala s
njihovom posljedicnom dilatacijom i tortuoznoSc¢u, ponekad ekstremnom do razmjera
cisticne formacije, moze uzrokovati varijacije u stupnju atrofije acinusa izmedu
reznjica. Time bi se objasnila fokalna pojavnost ovih promjena (43). Prevladavanje
interlobularne duktalne dilatacije u palpebralnim reznjevima sugerira da se opstrukcija
Istiecanju suza nalazi na razini forniksa konjunktive (23). Upravo bi se promatranjem
degeneracije Zlijezde kao slijeda dogadaja od periduktanih do intralobularnih promjena
mogla objasniti znacajnija prisutnost periacinarne fibroze u starijoj Zivotnoj dob u
odnosu na izolirane periduktalne promjene pronadene vec u srednjoj zivotnoj dobi (43).
U Obatinoj studiji periduktalna fibroza u orbitalnim reZznjevima kod Zena i palpebralnim
reznjevima kod muskaraca kao i proliferacija duktusa u palpebralnim reznjevima
progredira s dobi, no u istom istrazivanju duktalna dilatacija nije bila ovisna o dobi (23).
Opisana zapaZanja o periduktalnim promjenama dodatno potvrduju i Roen i suradnici
(438). Suprotno Obatinoj studij gdje nije postojala spolna razlika u duktalnoj dilataciji,
u ovoj studiji je pronadena znacajno veca ucestalost duktalne dilatacije u muskim
Zlijezdama, $to bi moglo biti posljedica nejednakog udjela palpebralnih i orbitalnih
reznjeva u analiziranim uzorcima. Ostale kategorije duktalnih promjena u ovoj studiji
nisu pokazale spolne razlike, Sto bi se moglo pripisati visokoj srednjoj dobi obiju

skupina ispitanika.

Limfocitna infiltracija je u ovom istrazivanju uoCena u 69 % ispitanika, bez spolnih
razlika u uCestalosti, Sto je u skladu s vise dosadas$nijih istraZivanja dok jedna studija
opisuje vecu ucestalost fokalnog adenitisa u starijin Zena (23,25,43,464). 1zostanak
spolnih razlika u limfocitnoj infiltraciji sugerira da se radi o fenomenu prisutnom u oba
spola te da sama prisutnost upalnog infiltrata nije klju€ni faktor za razvoj spolno
vezanih razlika u disfunkciji ljudske suzne Zlijezde. Tu je potrebno naglasiti nedovoljnu
zastupljenost ispitanika mladih dobnih skupina u ovoj studiji kako bismo potvrdili ovaj
zakljuCak odnosno da bi se mogao donijeti jasan zakljuak o korelaciji limfocitne
infiltracije s dobi ispitanika. Prema ranijim istrazivanjima, uz acinarnu atrofiju i fibrozu,

ucCestalost limfocitne infiltracije raste s porastom Zivotne dobi (462).
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Masna infiltracija je zamijecena u 41.98 % svih uzoraka, Sto je neSto viSe nego u
prethodnoj studiji, a moze biti posljedica razlike u srednjoj dobi ispitanika (23).
Neujednacen je i nalaz spolnih razlika, budu¢i da je u prethodnoj studiji opisana
uCestalija masna infiltracija zZlijezde u Zzena srednje dobi (23). S obzirom na prosjek
dobi donora u ovom istrazivanju, usporedba s prethodnom studijom nije moguca jer

ispitanice srednje zivotne dobi nisu dostatno zastupljene.

Glavno ograni€enje ove patohistoloSke analize je visoka srednja dob ispitanika. Vecina
uzoraka tkiva potje€e od starijih donora s prosjeCnom dobi od 67.58+11.94. Uzorci
starijih ispitanika su Cesto heterogeni pa jedan dio Zlijezde moze imati izrazenije
degenerativne promjene u odnosu na drugi dio zlijezde (23). Dodatno ograniCenje je

opservacijska narav ovog dijela istrazivanja.

Iz prethodnog je vidljivo da dosadasnje patohistoloSke studije ljudske suzne Zlijezde
uniformno potvrduju prisutnost klju€nih kategorija patohistoloskih promjena, no dijelom
daju neujednacCene rezultate o njihovoj uCestalosti te ovisnosti o dobi i spolu. To
vjerojatno proizlazi iz razliCite metodologije i neujednacenosti proucavanih dobnih
skupina kao i iz ograni€enja opservacijske analize. Stoga je neophodno strukturu

Zlijezde proucavati koriStenjem Sto objektivnije metodologije.

StereolosSka analiza je kvantitativha analiza koja se temelji na principima geometrije i
statistike te nam pruza mnogo viSe informacija nego sami kvalitativni ili
semikvantitativni opisi. Pravilnom stereoloSkom analizom moguce je pouzdano
detektirati razlike samo malo znacajnije od standardnih varijacija od 15 do 20 % Sto je
¢ini superiornom metodologija u odnosu na klasitne metode histoloSke analize
(442,444).

lako je detaljnija histoloSka analiza suzne Zlijezde zapocela joS sredinom 20. stoljeca,
do danas nije provedena detaljna stereoloSka analiza. Prvo sustavno istrazivanje
spolnih razlika u strukturi suzne Zlijezde Covjeka objavljuju Cornell-Bell i suradnici
1985. godine (22). Oni su uz pomo¢ softvera za stereologiju mjerili povrsinu podrucja
od 50 acinusa te pronasli razliku od 21 % izmedu muskog i Zenskog spola (2.18 mm?
kod muskaraca : 1.80 mm? kod Zena). Istrazivanje je provedeno na uzorku od samo 5
Zlijezda po spolu. Autori su na isti nacin pokazali i promjer acinusa za Stakore, miSeve,
zamorce i kuni¢e. Rezultati istrazivanja ukazuju na znacajnu razliku u povrsini acinusa

izmedu proucCavanih vrsta te sugeriraju povezanost spolnog dimorfizma s razinama
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androgena (22). Ovo je ujedno i jedino prethodno objavljeno stereolosko istrazivanje
ljudske suzne Zlijezde prije ove studije. Rezultati nisu komparabilni buduci da je u ovoj
studiji radena analiza volumenske gustoce dok povrSinska gustoca nije mjerena. Stoga
ova studija predstavlja prvu stereolosku analizu volumenske gustoce sekretornog
tkiva, veziva i masti u jedinici volumena Zlijezde te volumenske gustoce acinusa, veziva
I masti u jedinici volumena lobulusa, a provedena je pod svjetlosnim mikroskopom na

uzorku od 66 donora.

Rezultati studije ukazuju na znacajne spolno vezane razlike u volumenskoj gustoci
acinusa u jedinici volumena lobulusa, te vezivnog tkiva i masnog tkiva u jedinici
volumena ljudske suzne Zlijezde. Pronadena je mala i statistiCki neznaCajna spolna
razlika u volumenskoj gustoCi sekretornog tkiva u jedinici volumena Zlijezde, no
statisticki zna€ajno manja volumenska gusto¢a acinusa unutar lobulusa u Zenskim
uzorcima ukazuje na manji udio sekretornog tkiva u lobulusima Zenskih suznih Zlijezda.
Ovi rezultati su u skladu s ranijom patohistoloSkom analizom na istim uzorcima gdje je
atrofija acinusa statistiCko znacajno ¢eSc¢a u zenskim Zlijezdama. Takoder, u kontekstu
funkcije, oCekivan je oCuvaniji sekretorni potencijal suzne Zlijezde u starijih muSkaraca
u usporedbi sa starijim Zenama, $to je u korelaciji s dobro poznatim razlikama u
uCestalosti DED-a ADDE podtipa (83). Volumenska gustoéa sekretornog tkiva i
volumenska gustoca intralobularnih acinusa je u statistiCki znacajnoj umjerenoj do
jakoj negativnoj korelaciji s dobi u ukupnom, muskom te u Zenskom uzorku. Ovaj nalaz
ukazuje na pad udjela sekretornog tkiva s porastom Zivotne dobi i kod muskaraca i kod
Zena, no korelacija je jaca kod zenskog spola. To govori u prilog ve¢em znacaju dobno
vezanih involucijskih promjena ukupnog sekretornog tkiva i acinusa kod zenskog

spola.

Udio vezivnog tkiva i masti u ukupnom volumenu Zlijezde statisticki je znacajno veci u
Zenskim uzorcima, gdje je vidljiva i jaka pozitivha korelacija s dobi za vezivno te
umjerena pozitivna korelacija s dobi za masno tkivo Sto sugerira da udio sekretornog i
nesekretornog tkiva u Zenskim uzorcima suzne Zlijezde sa starenjem pokazuje obrnuto
proporcionalni odnos. Statisti¢ki zna¢ajno ¢eS¢u masnu infiltraciju te difuznu fibrozu u
Zenskim zlijezdama nalazimo u Obatinoj patohistoloskoj analizi (23). Zanimljivo je da
u ovoj studiji volumenska gusto¢a masti u jedinici volumena Zlijezde pokazuje najveci
stupanj spolnog dimorfizma od svih streoloski izmjerenih vrijednosti, $to je u skladu s

poznatim spolnim razlikama u udjelu masnog tkiva izmedu muskog i Zzenskog spola i
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pod snaznim je utjecajem SSH. PatohistoloSka analiza na istim uzorcima nije uspjela
detektirati spolne razlike u masnoj infiltraciji i fibrozi koje je detektirala stereoloSka
analiza, $to ukazuje na puno vecu preciznost stereoloske metodologije. Za razliku od
zenskih Zlijezda, postojanje pozitivhe korelacije volumenskog udjela vezivnog tkiva i
masti u jedinici volumena Zlijezde s dobi, ne dosezZe granicu statistiCke znaCajnosti u
muskim Zlijezdama, $to upuéuje na maniji intenzitet ovih promjena u muskaraca. Ovi

rezultati su sukladni rezultatima ranijih patohistoloskih analiza.

Na razini lobulusa nisu pronadene znacajne spolne razlike u volumenskoj gustoci
masti i veziva Sto ukazuje na manji znacaj intralobularne fibroze i masne infiltracije u
spektru degenerativnin promjena suzne Zlijezde. Obje varijable su u pozitivnoj
korelaciji s dobi, no statisticki znaCajna snazna pozitivha korelaciju s dobi je vidljiva
samo za volumensku gustocu intralobularnog veziva u muskim uzorcima. Zamijeceni
veci porast intralobularne fibroze s dobi u muskim uzorcima, uz uocen veci volumni
udio acinusa unutar lobulusa, sugerira eventualni manji udio duktusa unutar muskih
lobulusa, varijable koju nismo analizirali. Ova pretpostavka je u skladu s nalazima
Obate i suradnika da je duktalna proliferacija u€estalija u Zena (23). Na temelju nalaza
ove stereolo$ke studije, €ini se da intralobularna masna infiltracija, za razliku od
interlobularne/interlobarne masne infiltracije, ne igra vaznu ulogu u spektru uobi¢ajenih

degenerativnih promjena tkiva ljudske suzne Zlijezde.

Intenzitet istrazivanih promjena lakrimalne Zlijezde u mladoj/srednjoj zivotnoj dobi ne
mozemo pouzdano procijeniti na nasem uzorku, s obzirom na to da prevladava starija
populacija. Visoka srednja dob donora (67.26+12.67; (26-89)) ujedno je glavno
ograniCenje ove stereoloSke studije. Dodatno ograniCenje je izostanak analize
kanalnog sustava zbog njegove visoke varijabilnosti u dostupnim uzorcima kao i

ekstremno velikog broja vidnih polja potrebnih za stereoloSku analizu.

Zakljucno na stereoloSku analizu, u zenskim suznim Zlijezdama je detektiran maniji
udio acinusa u lobulusima, veéi udio masnog i vezivnog tkiva u Zlijezdi te snazna
korelacija ovih promjena s porastom dobi ispitanika, Sto ukazuje na vecu osjetljivost
Zenskih suznih Zlijezda na degeneraciju i moglo bi biti povezano s ve¢om incidencijom
DED u starijih Zena. Potrebna je daljnja stereoloSka analiza veceg broja uzoraka
ispitanika razli€itih dobnih skupina kako bi se razjasnile dobno- i spolno vezane razlike

u strukturi ljudske suzne Zlijezde i njihov utjecaj na DED.
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Poznato je da se spolno vezane razlike u prevalenciji DED u velikoj mjeri pripisuju
u€incima SSH, osi hipotalamus-hipofiza, kortikosteroidima, inzulinu, IGF-1 i
hormonima S§titnjaCe, te spolnim kromosomima, spolno specificnim autosomskim
faktorima i epigenetskim faktorima (10). Buduéi da razine androgena i estrogena
padaju s porastom zivotne dobi u oba spola, ovi hormoni bi mogli imati zna€ajnu ulogu
u patofiziologiji disfunkcije suzne Zlijezde te utjecati na razvoj DED (266,431). Unato¢
tome Sto je prisutnost receptora SSH dokazana u brojnim o€nim tkivima, o ovoj je

temi objavljeno svega nekoliko istrazivanja (198,261,263,278).

Poznato je da razine mRNA i njihovih proteinskih produkata ukazuju na utjecaj genoma
na fenotip (112). mRNA za AR, ER i progesteronske receptore je detektirana u suznoj
Zlijezdi, acinarnim epitelnim stanicama suzne Zlijezde, Meibomovoj zZlijezdi, kapku,
palpebralnoj i bulbarnoj konjunktivi, roznici, Sarenici, cilijarnom tijelu, leéi, mreznici,
Zilnici i retinalnim pigmentnim epitelnim stanicama Stakora, zeCeva i ljudi, a IHC
analizom su detektirani proteini AR, ERa i ERB (261- 264). Nekoliko studija je potvrdilo
prisutnost mMRNA za AR, ERa i ERPB u ljudskoj suznoj Zlijezdi (12,261,263). Wickham
je pokazao postojanje MRNA za AR, ER i progesteronske receptore na uzorku od 3
ljudske lakrimalne Zlijezde, bez kvantifikacije rezultata i usporedbe eventualnih spolnih
razlika. Spelsberg je detektirao mMRNA za ERa i ERB u razli€itim orbitalnim tkivima,
uklju€ujuci i lakrimalnu zlijezdu. Analiza je provedena na uzorcima 10 donorskih suznih

Zlijezda, no nije radena kvantifikacija rezultata niti su istrazivane spolne razlike (263).

Androgeni receptori su IHC analizom detektirani u uzorcima ljudske suzne Zlijezde kao
i u brojnim drugim o¢nim tkivima, a njihova gustoca je bila mnogo visa kod muskog
nego kod Zenskog spola. Signal se nalazio u jezgrama stanica acinusa ljudskih suznih
Zlijezda, ali i u interacinarnom intersticiju kao i na upalnim stanicama unutar lakrimalne
Zlijezde (12,198,262). Rocha i suradnici su IHC analizom identificirali AR u 2 uzorka
ljudske suzne Zlijezde. Dodatno su dokazali postojanje mRNA za 5a-reduktazu,
enzima neophodnog za konverziju T u DHT, Sto implicira lokalnu regulaciju razina
androgena u ljudskoj suznoj Zlijezdi (12). Do danas je u samo dvije studije postignuta
IHC identifikacija ER u ljudskoj suznoj Zlijezdi. Na 12 od 20 uzoraka kadaveri¢nih
suznih Zlijezda je pokazano tek slabo bojenje na jako malom broju stanica acinusa dok
je druga studija detektirala signal ERP na 9 od 10 uzoraka te slabi signal ERa izvan

stani¢ne jezgre u 2 od 10 uzoraka (263,264). Na temelju prethodnih rezultata, IHC
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analiza se ne bi trebala smatrati pouzdanom metodom za identifikaciju ER u ljudskoj
suznoj Zlijezdi.
Iz gore navedenog je jasno da u dosadasnjim istrazivanjima ljudske suzne Zlijezde nisu

dostatno proucene spolne razlike u ekspresiji receptora SSH.

U ovom radu je kvantifikacijom i usporedbom relativnhe ekspresije mRNA receptora
SSH te IHC verifikacijom i kvantifikacijom ekspresije odgovarajuéih proteina, dodatno
istraZzena kompleksnost etiologije spolnih razlika suzne Zlijezde ¢ovjeka. gPCR-om je
potvrdena ekspresija mMRNA za AR, ERa i ERp u ljudskoj suznoj Zlijezdi te je prvi puta
kvantificirana ekspresija mRNA receptora SSH u ljudskoj suznoj Zlijezdi. Zanimljivo je
da je relativna ekspresija mMRNA za ERa bila znacajno veca od relativhe ekspresije
MRNA za AR i ER[, $to je do sada nepoznati nalaz. Znac€ajno veca relativha ekspresija
MRNA za ERa u usporedbi s AR i ERB u muskim i Zzenskim uzorcima sugerira da je
ERa dominantni receptor SSH u ljudskoj suznoj Zlijezdi. Znac€ajne razlike u ekspresiji
MRNA ERa i ERB ve¢ su dokumentirane u brojnim ljudskim i zivotinjskim tkivima (244,
267, 268, 465). ERa i B su proizvodi razli€itih gena i pokazuju ekspresiju specificnu za
tkivo i tip stanice. Zajedno su prisutni u viSe tkiva, a dijele istu op¢u strukturu,
uklju€uju¢i domenu koja veze ligand, domenu koja veze DNA i dvije domene
aktivacijske funkcije (AF) (466). lako dijele visok stupanj homologije sekvence
aminokiselina i veZu se za isti element odgovora na estrogen (ERE) na DNA, ER ai
pokazuju razli€itu distribuciju u tkivima i razliCite bioloSke ucinke (247,467,468).
BioloSka uloga koegzistencije ERa i B joS nije poznata (245). Vjeruje se da ERp
pokazuje inhibitorno djelovanje na ekspresiju gena posredovanu ERa te da
antagonizira djelovanje ERa u slu€aju njihove koekspresije (244,469). Omjer ERa
naspram ERP unutar stanice moZe odrediti osjetljivost stanice na estrogene i njen

bioloski odgovor na hormon (244).

Na temelju rezultata preliminarne IHC analize, Cini se da ekspresija proteina ER alfa i
AR korelira s ekspresijom mRNA, no ovaj nalaz bi trebalo potvrditi na ve¢em uzorku.
Takoder, ERa signal je zamije¢en u citoplazmi, kao i u jezgri, $to se razlikuje od
uobi¢ajenog signalnog obrasca ERa. Sli¢an uzorak je primije¢en u prethodnoj IHC
studiji ekspresije ERa u suznoj Zlijezdi (263). Potrebno je provesti studiju ekspresije

proteina za ER na ve¢em uzorku kako bi se dodatno potvrdio nalaz predominacije
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MRNA za ERa u ljudskoj suznoj Zlijezdi iz ove studije. Ovo saznanje bi moglo usmijeriti

buducdi dizajn ciljane selektivhe hormonske terapije (244).

Analizom spolnih razlika u relativnoj ekspresiji mMRNA receptora SSH nisu pronadene
spolno vezane razlike kao niti korelacija relativne ekspresije receptora SSH s dobi.
Izostanak spolno vezanih razlika u relativnoj ekspresiji mMRNA receptora SSH implicira
vecu vaznost drugih ¢imbenika u razvoju spolnog dimorfizma. Poznato je da je razvoj
spolnih razlika posljedica medudjelovanja mnogih cCimbenika, medutim, relativni
doprinos svakog ¢imbenika i njihove interakcije nisu razjasnjeni (126). Pretpostavlja se
da je vecina spolnih razlika posljedica varijacija u ekspresiji gena, a SSH su vazni
modulatori ekspresije gena (284,418,431). Pokazalo se da u nedostatku SSH, spolni
kromosomi nisu dostatni za induciranje spolnog dimorfizma u suznim zlijezdama (470).
Studije na ovarijektomiranim i orhidektomiranim Stakorima su pokazale jednaku
ekspresiju AR u oba spola, dok su intaktni muzjaci Stakora imali zna¢ajno veci broj AR
u usporedbi sa zenkama, pokazujuci da androgeni mogu autoregulirati ekspresiju
vlastitih receptora (13,14). StoviSe, visak ili manjak steroidnih hormona regulira broj
aktivnih receptora putem ,up- i down regulacije” (199). Otezanom tumacenju utjecaja
pojedinih ¢imbenika za razvoj spolnih razlika doprinosi i sloZzenost regulacije razina
SSH koja se razlikuje izmedu spolova. Naime, razine serumskog testosterona u
muskaraca fizioloski se poc€inju smanjivati u dobi od oko 35 do 40 godina, za oko 0.5
do 2 % godiSnje, medutim, znacajniji pad se vidi tek u starijoj dobi (180). S druge
strane, razina testosterona u Zena pocinje intenzivnije padati u ¢etvrtom desetljecu
Zivota i prije menopauze se priblizava 50 % vrijednosti videnih u treéem desetljecu
(471). Po zavrSetku menopauze, prosjecne koncentracije testosterona u Zena iznose
priblizno 15 % premenopauzalnih vrijednosti s daljnjim smanjenjem unutar 2 do 5
godina nakon menopauze (15,471). Osim toga, razine SSH u serumu fluktuiraju
dnevno, tijekom menstrualnog ciklusa, sezonski, u pubertetu, trudnoci, menopauzi i
pod utjecajem psiholoSkih ¢imbenika (198). Buduci da suzna Zlijezda takoder sadrzi
enzime za sintezu steroida, intrakrina signalizacija mogla bi biti vazan ¢imbenik u
regulaciji funkcije suzne Zlijezde i razlog zasto odnos izmedu koncentracije SSH u
serumu i ekspresije njihovih receptora nije jednostavan. Cini se da zbog sloZene
regulacije ekspresije receptora SSH nema vidljive razlike u ekspresiji medu spolovima.
Nasi rezultati pokazuju da ekspresija receptora SSH nije iskljuivo odgovorna za

uoceni spolni dimorfizam u ljudskoj suznoj Zlijezdi.
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U ovom istraZivanju nisu primijeCene znacajne spolne razlike u omjerima relativne
ekspresije receptora SSH. Pokazalo se da je omjer AR/ER povezan s ishodima bolesti
kod ER+ pacijenata s rakom dojke (450). Omjer ER o/ER B unutar stanice moze
odrediti osjetljivost stanice na estrogene i njen bioloski odgovor na hormon (244).
Usporedba omjera moze normalizirati varijacije uzorak-uzorak, smanjiti Sum i
pristranosti u studiji i bolje ilustrirati biologiju signalnih puteva ako na njih utjeCu

relativne razine proteina (451).

Ekspresija AR, ERa i ER nije pokazala znacajnu korelaciju s dobi Sto bi moglo biti
povezano s visokom srednjom dobi donora u ovom istraZivanju, odnosno s
nedovoljinom zastupljeno$¢u mlade populacije. Nize razine SSH u starijoj dobnoj
skupini bi mogle dovesti do smanjene ekspresije receptora SSH te posljedi¢no do
gubitka potencijalnih dobnih razlika u njihovoj ekspresiji. Takoder, dobno vezane
degenerativne promjene tkiva bi mogle ugroziti adekvatno prikupljanje tkiva zbog
njegove heterogene histoloSke strukture, pri ¢emu neki uzorci sadrze manje suznog
tkiva, a vise vezivnog tkiva. Ovi nalazi opet impliciraju da je ekspresija receptora SSH

u suznoj Zlijezdi regulirana viSestrukim nezavisnim ¢imbenicima.

PrimijeCena je umjerena pozitivna korelacija izmedu relativne ekspresije AR i ERB, dok
je snazna pozitivna korelacija primije¢ena izmedu omjera ERa prema ERP i ERa
prema AR. Analiziran je odnos izmedu ekspresije AR i ERB u svim ljudskim tkivima
koristeCi Correlation AnalyzeR (472). Pearsonov koeficijent je bio 0.125, Sto implicira
da relativha ekspresija AR i ERB opcenito nije u korelaciji. Pearsonov koeficijent za
ekspresiju AR i ERp izraCunat iz naSih rezultata je iznosio 0.63, $to sugerira da bi u

ljudskoj suznoj Zlijezdi mogli biti aktivni neki od zajednickih genskih puteva.

Ovo je prva studija koja je kvantificirala relativnu ekspresiju mRNA receptora SSH u
ljudskoj suznoj Zlijezdi, uzorku tkiva koji je izuzetno rijedak. Glavno ograni¢enje ove
studije je izostanak uvida u oftalmolo8ki klini¢ki status i izostanak provodenja
relevantnih dijagnostickih testove na donorima, buduci da su svi uzorci tkiva prikupljeni
post mortem. Kako bi se izbjeglo maskiranje razlika izmedu donora zbog prisutnosti
DED, provjerena je cjelokupna povijest bolesti za sve donore uzoraka za molekularnu
analizu. Nitko od 19 donora nije imao anamnezu DED niti je ikada lije€en u tom smislu.
Ovime nije isklju€en nedijagnosticirani DED koji bi u odredenoj mjeri mogao prikriti

spolne razlike koje postoje izmedu zdravih pojedinaca. Potrebna su daljnja istrazivanja
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ekspresije AR i ER kod pacijenata s i bez DED kako bi se razjasnile uloge receptora
SSH u patofiziologiji ove bolesti. Dodatno ograni¢enje ove studije je dob donora,
buduci da vecina uzoraka tkiva potjeCe od starijih darivatelja s medijanom dobi donora
od 70 godina. Buduca bi istraZivanja trebala ukljuciti sudionike reproduktivne dobi kako
bi se mogao ispitati uinak menopauzalnih i andropauzalnih promjena u razini
hormona. Dodatno ograniCenje je to Sto je odredivana relativna koli¢inu mRNA u tkivu.
lako razine proteina i mMRNA obic¢no pokazuju razumnu korelaciju, nejasno je hoce li
transkripcija odredenog gena dovesti do povec¢ane koncentracije ciljnog proteina (473).
Preliminarna IHC analiza ukazuje na postojanje korelacija izmedu ekspresije mRNA i

proteina za AR i ERa, no potrebna su daljnja istrazivanja.

Zakljutno na analizu receptora SSH, iako su spolne razlike uglavnom posljedica
varijacija u ekspresiji gena, a SSH su vazni modulatori ekspresije gena, nasa studija
nije uspjela dokazati spolne razlike u relativnoj ekspresiji mMRNA za receptore SSH ili
bilo kakav utjecaj dobi na njihovu ekspresiju (284). NeoCekivani nalaz je dominacija
relativne ekspresije mMRNA za ERa u uzorcima ljudskih suznih Zlijezda muskaraca i
Zena Sto bi moglo ukazivati na ERa kao potencijalno vaznu metu za buduca
istraZivanja potencijalne selektivne hormonske terapije kod DED. Potrebna su daljnja
istrazivanja ekspresije receptora SSH na viSe sudionika Sireg dobnog raspona kako bi
se razjasnila njihova uloga u patogenezi disfunkcije ljudskih suznih Zlijezda. U
buducnosti bi trebalo provesti istraZivanje na razini ekspresije proteina, idealno putem
Western blota, kako bi se utvrdilo da li se razlika u relativnoj ekspresiji mMRNA takoder

opaza na razini proteina i stoga moze biti kliniCki relevantna.
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7.

1.

ZAKLJUCAK

Dosadasnja malobrojna istrazivanja strukture ljudske suzne Zlijezde
karakterizira koristenje razliCite metodologije i neujednacenost proucavanih
dobnih skupina.

Kvalitativna analiza ljudske suzne Zlijezde pod svjetlosnim i elektronskim
mikroskopom pokazuje veliku uCestalost degenerativnih promjena s obzirom na
visoku srednju dob ispitanika, no bez ocitih spolno vezanih razlika.

U ovoj studiji, na uzorku od 81 donora, 76.5 % Zenskih i 68.1 % muskih Zlijezda
pokazuje prisutnost degenerativnih promjena, a naj¢esée su uocene limfocitna
infiltracija (69.14 %), atrofija acinusa (59.26 %), periacinarna fibroza (58.02 %)
I periduktalna fibroza (55.56 %).

Zenski uzorci pokazuju veéu udestalost svih promatranih degenerativnih
promjena osim duktalne dilatacije, no statisticki znacajna razlika postoji samo
za atrofiju acinusa i duktalnu dilataciju.

StereoloSka analiza kanalnog sustava ljudske suzne Zlijezde je otezana
njegovom varijabilnoS¢u te zbog toga analiza kanalnog sustava nije provedena.
Stereoloskom analizom volumenske gustoée je dokazano postojanje spolnog
dimorfizma u volumnom udjelu sekretornog, vezivnog i masnog tkiva u ljudskoj
suznoj zlijezdi.

U Zenskim suznim Zlijezdama je detektiran manji udio acinusa u lobulusima,
vedi udio masnog i vezivnog tkiva u volumenu Zlijezde te snazna korelacija ovih
promjena s porastom dobi ispitanika, $to ukazuje na vecu osjetljivost zenskih
suznih Zlijezda na degeneraciju te sugerira korelaciju intenziteta degenerativnih
promjena i funkcionalnog deficita suzne Zlijezde Covjeka.

PatohistoloSka analiza u ovoj studiji nije uspjela pokazati postojanje spolno
vezanih razlika u strukturi Zlijezde koje je pokazala stereoloSka analiza Sto
potvrduje veCu osjetljivost stereologije kao histoloSke metode za istrazivanje
spolnih razlika u strukturi tkiva.

U ljudskoj suznoj Zlijezdi je prisutha mRNA za AR, ERa i ER[B, a relativha
ekspresija mRNA za ERa pokazuje predominaciju u odnosu na AR i ER, $to

je do sada nepoznati nalaz.

10. Ekspresija receptora SSH nije zna€ajan Cimbenik za razvoj uo€enog spolnog

dimorfizma u ljudskoj suznoj Zlijezdi buduci da ne postoje niti spolno vezane niti

130



dobno vezane razlike u relativnoj ekspresiji mRNA za receptore SSH. Ovaj
nalaz sugerira vaznost drugih mehanizama nastanka spolnih razlika u ljudskoj
suznoj Zlijezdi.
11.IHC signali za AR i ER su prisutni u tkivu suzne Zlijezde Covjeka, ali nisu
dovoljno specifi¢ni, te je potrebna dodatna analiza na vecem uzorku.
12.Buduca istrazivanja ekspresije SSH bi trebala ukljuciti sudionike reproduktivne
dobi kako bi se mogao ispitati uinak menopauzalnih i andropauzalnih promjena

u razini hormona.
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8. KRATKI SADRZAJ

Cilj: Glavni cilj ovog istrazivanja je detaljno prouciti spolne razlike u histoloSkim
znaCajkama suzne Zlijjezde Covjeka kroz kvalitativnu analizu histoloskih i
patohistoloskih obiljezja, stereolosSku analizu strukturnih elemenata Zlijezda te analizu

ekspresije AR i ER u tkivu Zlijezde.

Materijali i metode: Na HE uzorcima 81 donora pod svjetlosni mikroskopom je
provedena kvalitativna i patohistoloSka analiza. Na HE uzorcima 66 donora je
provedena stereoloSka analiza volumenske gustoce sekretornog tkiva, vezivnog tkiva
i masti prema nacelima klasicne sterologije. MRNA za analizu ekspresije AR, ERa i
ERB je izoliran iz 35 uzoraka tkiva ljudskih suznih Zlijezda, a njihova ekspresija je

kvantificirana s pomoc¢u gPCR-a.

Rezultati: Kvalitativnom analizom ljudske suzne Zlijezde svjetlosnim i elektronskim
mikroskopom se ne mogu zamijetiti spolne razlike u strukturi. lako su sve promatrane
patohistoloSke promjene ucestalije u Zzenskim uzorcima, samo atrofija acinusa je
statistiCki znaCajno ucestalija u Zenskim, a dilatacija duktusa u muskim uzorcima.
StereoloSka analiza ukazuje na znafajno maniji udio acinusa u jedinici volumena
lobulus Zenskih ispitanika te zna€ajno veci udio vezivhog i masnog tkiva u jedinici
volumena Zlijezde Zenskih ispitanika. Dobno vezana degeneracija suznih Zlijezda je
izraZenija kod Zenskih ispitanika. Nisu dokazane spolne razlike u relativnoj ekspresiji

MRNA receptora SSH odnosno utjecaj dobi na njihovu ekspresiju

ZakljuCak: Spolni dimorfizama suzne Zlijezde Covjeka te znacajnija korelacija
degenerativnih promjena s porastom dobi u Zzenskih ispitanika bi mogli igrati vaznu
ulogu u vecoj uCestalosti DED kod starijih Zzena. Izostanak spolnih razlika u relativnoj
ekspresiji mMRNA receptora SSH odnosno izostanak utjecaja dobi na njihovu
ekspresiju, sugerira vecéu vaznost drugih ¢imbenika na razvoj disfunkcije suzne
Zlijezde. Dominacija ekspresije ERa u oba spola bi mogla ukazivati na ERa kao

potencijalno vazan cilj za buduca istrazivanja selektivhe hormonske terapije.

Klju€ne rijeci: suzna Zlijezda; spolni dimorfizam; stereologija; androgeni receptori;

estrogeni receptori
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9. KRATKI SADRZAJ NA ENGLESKOM JEZIKU-SUMMARY

Title: Sexual dimorphism of the human lacrimal gland
Koraljka Hat
Year: 2024.

Aim: The aim of this study was detailed analysis of sex-related differences in the
histological features of the human lacrimal gland by means of qualitative analysis,

stereological analysis, and AR and ER expression analysis.

Materials and methods: Qualitative histological analysis and pathohistological analysis
were performed on HE samples from 81 donors. Stereological analysis of the volume
density was performed on HE samples from 66 donors. mRNA for AR, ERa and ER

expression analysis was isolated from 35 samples and quantified by qPCR.

Results: Qualitative analysis of the human lacrimal gland reveals no sex differences in
its structure. Pathohistological analysis suggests higher frequency of acinar atrophy in
female, and duct dilatation in male group. Stereological analysis confirms sexual
dimorphism with a lower proportion of acini and higher proportion of connective and
fatty tissue in female group. Age-related degeneration was more pronounced in female
group. No sex-related or age-related differences in the relative expression of AR, ERa

and ERB mRNA have been found. ERa was dominant receptor in both sexes.

Conclusion: Sexual dimorphism and a more pronounced correlation of the age-related
degenerative changes in female glands could play an important role in the higher

frequency of DED in older women.

Keywords: lacrimal gland; sexual dimorphism; stereology; androgen receptors;

estrogen receptors.
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2006. godine polaze drzavni struéni ispit. Od 2007. godine radi na Klinici
za kirurgiju lica, Celjusti i usta gdje 2008. godine zapoc€inje specijalizaciju.
2012. godine polaze specijalistiCki ispit iz maksilofacijalne kirurgije, a
2018. godine subspecijalisticki ispit iz plasti¢ne kirurgije glave i vrata.

Uz rad na Kilinici za kirurgiju lica, Celjusti i usta, KB Dubrava, sudjeluje u
izvodenju nastave na hrvatskom i engleskom jeziku iz predmeta
Maksilofacijalna kirurgija sa stomatologijom Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu kao vanjski suradnik. Suradnica je na projektu
Hrvatske zaklade za znanost. Dobitnica je nagrade ,,Primarijus Mikolji“ za
specijalizanta 2009. godine Autorica je i koautorica viSe znanstvenih i
stru¢nih radova u domacim i stranim Casopisima, te je kao predavac

sudjelovala na brojnim domacdim i inozemnim medicinskim kongresima.
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