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1. UVOD

1.1. Embrionalni razvoj humanih gonada

1.1.1. Indiferentna gonada

Razvoj gonada (spolnih Zlijezda) u Covjeka zapoc€inje u tre¢em tjednu razvoja od bipotentne
epitelno-mezenhimske osnove koja se diferencira u ovarije ili testise (1). U pocetku se gonade
razvijaju kao par uzduZznih spolnih nabora (lat. plicae genitales) koji se oblikuju
proliferacijom epitela celoma i1 zguSnjavanjem prileze¢eg rahlog mezenhima. Spolni nabori

kao dijelovi urogenitalnih nabora smjesteni su medijalno od mezonefrosa u medijalnom dijelu

tog nabora (Slika 1).

mezonefros
crijevna

vijuga

gonada

Slika 1. Shematski prikaz polozaja gonade i mezonefrosa u urogenitalnom naboru zametka u

treCem tjednu embrionalnog razvoja.



U spolnim naborima u ranom stadiju razvoja nema spolnih stanica sve do 6. tjedna razvoja.
Spolne prastanice potjecu od epiblasta i u pocetku su smjestene u stijenci Zumanjcane vrece
izmedu njenih endodermalnih stanica blizu polazista alantoisa (1). Tijekom cetvrtog tjedna
razvoja spolne prastanice migriraju ameboidnim gibanjem kroz dorzalni mezenterij straznjeg
crijeva 1 stizu u spolne nabore pocetkom petog tjedna razvoja. Pretpostavlja se da je osnovna
funkcija spolnih nabora u ovom razdoblju otpustanje kemijskih glasnika koji privlace spolne
prastanice. Posebno vaznu ulogu u tome ima otpustanje fibronektina. Fibronektin je od
presudne vaznosti za pravilno usmjeravanje spolnih prastanica 1 njihov prelazak duz
dorzalnog mezenterija straznjeg crijeva te, konacno, ulazak u spolni nabor u Sestom tjednu
razvoja (2). Neposredno prije i za vrijeme dolaska spolnih prastanica u spolni nabor, celomski
epitel spolnog nabora proliferira i prodire u prileze¢i mezenhim te oblikuje prstolike epitelne

traCke nazvane primarni spolni tracci u koje se useljavaju spolne prastanice (Slika 2).

Q0
spolne

o o~ Pprastanice

Mullerov proliferacija
kanal primarni epitela celoma
spolni tracci

Slika 2. Shematski prikaz poprecnog presjeka kroz slabinski dio zametka u Sestom tjednu

razvoja. Vide se spolni tracci u osnovi gonade koji okruzuju spolne prastanice.

I u muskih 1 u zenskih zametaka u Sestom tjednu razvoja primarni spolni tracci povezani su s
celomskim epitelom koji ih okruzuje te morfoloski nije moguce razlikovati musku i zensku

gonadu. Stoga se gonada u ovom razdoblju naziva indiferentna gonada.

Spolne prastanice su velike zaobljene stanice koje sadrze razlicite organele, Cestice glikogena
1 lipidne kapljice koje im sluze kao rezerva energije tijekom migracije (3). Za vrijeme
migracije u spolni nabor zametne se prastanice aktivno mitotski dijele, a brojni okolis$ni
¢imbenici utjeCu na njihov rast i opstanak (4). Smatra se kako spolne prastanice imaju

2



poticajan uc¢inak na razvoj gonada prema ovarijima ili testisima (1). Ulaskom zametnih
prastanica u spolni nabor gubi se njihova sposobnost kretanja, a dolazi i do promjena oblika i
sposobnosti prianjanja (4). Stani¢ne su linije indiferentne gonade bipotentne te se mogu

diferencirati u muske ili zenske spolne stanice.

1.1.2. Diferencijacija gonada

Iako je spol zametka genetski odreden u vrijeme oplodnje, muske i zenske gonade ne
pokazuju morfoloske razlike sve do kraja sedmog tjedna razvoja te se opisuju kao indiferentne
gonade 1 predstavljaju rani stupanj razvoja spolnog sustava covjeka (1). Tijekom osmog
tjedna razvoja pojavljuju se prvi znakovi diferencijacije buduceg testisa, tj. inicijalna
organizacija medularnih tracaka u muskog spola (Slika 3). Naime, pod utjecajem Y
kromosoma primarni spolni tracci nastavljaju proliferirati odvajaju¢i se od povrSinskog
epitela te prozimaju mezenhim 1 oblikuju medularne tracke ili tracke testisa. U podrucju
hilusa muske gonade medularni tracci daju osnovu koju kasnije nazivamo rete festis. Ispod
epitela gonade mezenhim se diferencira u gustu vezivnu ovojnicu koju zovemo tunica

albuginea testis (Slika 3).

tracci rete
testis

tunica albuginea

medularni
tracci u
obliku
potkove

tracci rete testis

Al

tunica albuginea

Wolffov
kanal Mullerov kanal
medularni tracci

Mullerov kanal

Slika 3. Shematski prikaz poprecnog presjeka kroz zametak u podrucju testisa u osmom
tjednu razvoja (lijevo). Vide se medularni tracci, rete testis i tunica albuginea. Na shemi desno
prikaz je uzduznog presjeka u podrucju testisa u Sesnaestom tjednu razvoja. Medularni tracci

testisa potkovasto su zaobljeni i nastavljaju se u rete testis.



Pocetni znakovi diferencijacije muske gonade vidljivi su u osmom tjednu, dok budu¢i jajnik
duze zadrzi svoju ,,indiferentnu® morfologiju. U Zenskoj se gonadi primarni spolni tracci
razdvajaju i oblikuju nepravilne skupine stanica u buducoj stromi ovarija medu kojima su i
spolne prastanice (oogonije) (1). Epitel na povrSini Zenske gonade, za razliku od muske
gonade, u sedmom tjednu razvoja ulazi u novi val proliferacije, uzrokuju¢i nastanak

sekundarnih spolnih tracaka koje zovemo kortikalni spolni tracci (1, 2, 5-8) (Slika 4).

propadanje
medularnih - povrsinski epitel
traCaka

propadanje
medularnih
tradaka

primarna
oocita

Wolffov
kanal Mullerov kanal povrsinski epitel
kortikalni tracci

Mullerov kanal

Wolffov kanal

Slika 4. Shematski prikaz poprecnog presjeka kroz zametak u podrucju ovarija u osmom
tjednu razvoja (lijevo). Vidi se propadanje medularnih tracaka i nastajanje kortikalnih tracaka.
Shema desno prikaz je presjeka u podrucju ovarija u dvadesetom tjednu razvoja. Kora jajnika

sadrzava skupine primarnih oocita okruzenih folikularnim stanicama.

Kortikalni spolni tracci smjesSteni su u buducoj kori ovarija blizu njegove povrsSine. U
dvadesetom tjednu razvoja kortikalni tracci odjeljuju gnijezda stanica sacinjenih od primarnih

oocita okruzenih folikularnim stanicama (1).

U zametaka sa XX kromosomima medularni tracci nestaju i razvija se nova generacija
kortikalnih tracaka. U zametaka sa XY kromosomima medularni tracci postaju rete testis, a

kortikalni tracci se ne razvijaju (1) (Slika 5).



XY XX

indiferentna gonada

testis ovarij
razvoj medularnih tracaka propadanje medularnih tracaka
] l
nedostaju kortikalni tracci razvoj kortikalnih tracaka
| |
razvijena tunica albuginea " tunica albuginea nedostaje

Slika 5. Shematski prikaz utjecaja Y kromosoma na indiferentnu gonadu

Klju¢ spolnog dimorfizma je Y kromosom, odnosno podruc¢je odredivanja spola SRY (eng.
sex-determining region on Y) gen te njegov bjelanCevinski produkt TDF (eng. testis-
determining factor) koji poti¢e niz gena vaznih za odredivanje sudbine indiferentne gonade (1,
2). U prisustvu TDF-a razvija se muski spol, a u odsustvu se razvija zenski spol. On pokrece
kaskadu molekularnih zbivanja, kao i morfoloske i funkcionalne promjene koje vode
formiranju testisa (1, 2). Kratko poslije inicijacije izrazaja SRY znacajno se poveca

proliferacija u celomskim epitelnim stanicama XY gonade (9).

U miSeva antagonisticki efekti SRY/SOX9 - ovisnih FGF signalnih molekula i Wnt signalnih
molekula vode spolno odredivanje muskim ili zenskim razvojnim putem (10, 11). Brojni
stani¢ni 1 molekularni putevi ukljuceni su u odredivanje spola kod sisavaca (6, 7). Nekoliko
signalnih molekula kao FGF (fibroblastni ¢imbenik rasta), PDGF (trombocitni ¢imbenik
rasta), WNT4 (eng. Wingless type MMTV4), TGF (transformiraju¢i ¢imbenik rasta) (12);
strukturne i regulatorne makromolekule (tip IV kolagen alfa 1-5, laminin alfa 5, beta 1 i beta
2, citokeratini 18 1 19, dezmin, vimentin, integrin alfa 6, AMH (eng. anti-Miillerian hormone),

SOX-9 protein, pokazalo se da imaju presudnu ulogu u diferencijaciji gonada (5).

Dugo je prevladavalo misljenje da u odsustvu testikularnih signala dolazi do razvoja ovarija
pasivnim procesom. Medutim, brojni dokazi upucuju da je razvoj ovarija pazljivo reguliran

proces koji ukljucuje kompleksne molekularne puteve i interakciju zametnih i1 pratecih
5



potpornih somatskih stanica, koji stimuliraju ovarijsku diferencijacijsku kaskadu i1 u

odredenom trenutku suzbijaju izrazaj bjelancevina klju¢nih za razvoj testisa (5).

WNT4 signalni put ima sredi$nju ulogu u upravljanju razvojem ovarija. Mutacije gena WNT4
puta uzrokuju ozbiljne poremecaje spolnog odredivanja ovarija (13, 14). RSPO-1 (eng. R
spondin homolog 1) regulira WNT4 i beta-kateninske signale (15). WNT4 se veze na svoj
receptor na povrSini stanice §to vodi do stabilizacije beta-katenina koji se nakuplja u
citoplazmi i ulazi u jezgru stanice (16). Jezgrin beta-katenin je transkripcijski regulator WNT4
i njemu podredenih gena (17, 18). Beta-katenin sprjecava djelovanje SRY pridruzenog SOX 9
proteina (18).

Razvoj testisa nije ovisan o zametnim stanicama i pretezno je koordiniran somatskim
Sertolijevim stanicama (19). U razvoju ovarija oocite imaju klju¢nu ulogu. Bez zametnih
stanica nece biti formirane gonadalne strukture ni folikuli (20). Takoder, ukoliko dode do

gubitka oocita nakon formiranja folikula, nastaje brza degeneracija folikula (21, 22).

Diferencijacija gonada takoder ukljuCuje promjenu mezenhima u epitel, promjene
citoskeletnih komponenti te veza medu stanicama kao i promjene u polarizaciji i sintezi
bazalne membrane. Strukturne bjelanCevine su iste za oba spola, ali pokazuju razlike u

prostornom i vremenskom rasporedu (5).

Procesom diferencijacije zametnih stanica u miSeva Zenske zametne stanice ulaze u profazu
prve mejoticke diobe, dok muske zametne stanice podlijezu mitotickom zaustavljanju u
Go/G1 fazi (18). Pokazalo se da inhibicija mejoze u XX gonadama moZze biti potaknuta
izluenim ¢imbenicima molekularne mase vece od 10 kDa sadrZzanim u kondicioniranim

kulturama podrijetlom iz fetalnih testisa (23).

Muske gonade u misSa induciraju migraciju stanica mezonefrosa, a zenske ne. Ova je migracija
bitna za normalni razvoj testisa te njeno onemogucavanje moze inhibirati stvaranje
testikularnih tracaka (24, 25). Vecina ovih migriraju¢ih mezonefrickih stanica su vaskularne

endotelne stanice koje su klju¢ne za stvaranje testis specifi¢nih krvnih zila (24, 25).



1.2. Poremecaj razvoja gonada

Nepotpun ili oSteCen razvoj spolnih zlijezda (lat. dysgenesis), obiljezen je potpunim
nedostatkom zametnih stanica te nadomjeStanjem funkcionalnog tkiva gonade fibroznim
tkivom. U vecini slucajeva udruzen je s poremecajma spolnih kromosoma (broja, odnosno
strukture). NajceS¢e je istrazivan oblik gonadalne disgeneze kod Turnerovog sindroma
(kariotip 45X). UdruZzen je s infertilitetom, a ovariji su uglavnom pretvoreni u tanke fibrozne

tracke u kojima nedostaju zametne stanice (1).

Razvojne studije na 45X ljudskim fetusima pokazale su normalan broj zametnih stanica u
spolnim naborima (uredan proces migracije i diferencijacije) uz izrazito smanjenje broja
oocita sredinom gestacije, a kod rodenja nije (u vecini slucajeva) bilo oocita unutar

gonadalnih tracaka (26).

Modi 1 suradnici su unutar 45X gonade fetusa Covjeka TUNEL metodom dokazali da je
nedostatak zametnih stanica posljedica povecanog gubitka uslijed ubrzane apoptoze (27).
Semikvantitativnom analizom utvrden je povecan broj apoptotskih zametnih stanica u
aneuploidnim 45X gonadama ljudskih fetusa u odnosu na ovarije i testise iste razvojne dobi
kod euploidnih fetusa covjeka (27). Oblici gonadalne disgeneze s Y kromosomom odnosno

dijelovima Y kromosoma imaju povecan rizik od nastanka tumora zametnih stanica (28).

1.3. Razvojni ¢imbenici

Dioba stanica, stani¢na smrt i diferencijacija imaju klju¢nu ulogu tijekom ranog razvoja
ljudskog zametka 1 bitni su za odrzavanje cjelovitog ustroja organa i organskih sustava.
Stani¢ni ciklus podrazumijeva niz dogadaja koji rezultiraju udvostru¢enjem DNK i podjelom
stanice (29), a sastoji se od nekoliko faza tijekom kojih stanica raste: faza sinteze DNK (S
faza) 1 mitoze (M faza) te dviju medufaza G1 1 G2. Zbivanja u stanicnom ciklusu prostorno su
1 vremenski regulirana mehanizmima nadzornih tocaka koje osiguravaju pravilno
udvostru¢enje DNK 1 pravilan slijed S i M faze (30). Brojni geni (8), kao i uravnotezen
vremensko-prostorni odnos izmedu mnogih razvojnih c¢imbenika ukljucenih u procese
proliferacije, rasta i apoptoze imaju presudan utjecaj na normalan rast i razvoj te opstanak
svih stani¢nih linija unutar spolnih zlijezda tijekom razdoblja ranog razvoja humanih gonada
(31). Fina ravnoteza izmedu apoptoze i stanicne proliferacije neophodna je za rast i razvoj

reproduktivnih tkiva (32-34) te je pod utjecajem okolnih somatskih stanica.



Ravnoteza izmedu antiapoptotskih i proapoptotskih Cimbenika presudna je za regulaciju
opstanka zametnih stanica 1 pratecih stanica u prenatalnom i postnatalnom periodu (31, 35).
Razli¢ita patoloska stanja poput razvojnih anomalija, smanjene plodnosti, prijevremenog
iscrpljenja ovarija, autoimunih bolesti 1 karcinoma mogu nastati zbog poremecaja ove

kompleksne regulatorne mreze (36).

1.3.1. Proliferacijski ¢imbenik

Medu razli¢itim razvojnim procesima uravnotezena proliferacija glavni je preduvjet za
normalan rast i razvoj spolnih zlijezda (37). Proliferacija u tkivima vezana je uz izrazaj Ki-67
bjelancevine. Identificirana je 1991. g. kao nehistonska jezgrina bjelancevina, a nedugo zatim
ista je skupina autora opisala odgovarajuce protutijelo u gradu Kielu (zbog toga oznaka Ki)
poslije imunizacije miSeva s linijjom stanica Hodgkinovog limfoma L 428, a broj 67 se

odnosio na broj klona na 96. plocici na kojoj je pronaden (38).

Ki-67 je jezgrina bjelanCevina koja je prisutna u svim aktivnim fazama stani¢nog ciklusa. Nije
izrazena u GO fazi mirovanja ni tijekom popravljanja DNK. Ovaj karakteristiCan obrazac
izrazaja €ini Ki-67 bjelanCevinu izvrsnim biljegom za odredivanje proliferacijske aktivnosti
u odredenoj stani¢noj populaciji, naroc¢ito u tumorima (39).

Mnoga istrazivanja potvrdila su da je funkcija bjelancevine Ki-67 vezana uz replikaciju,
stani¢nu diobu 1 pojacani rast (40).

Poluvrijeme zivota Ki-67 bjelancevine je od 60 do 90 minuta. Ki-67 gen lokaliziran je na
dugom kraku desetog kromosoma (10g25) u Covjeka (41). Organiziran je u 15 eksona, a
enkodira veliku jezgrinu bjelanCevinu s dvije izoforme, ¢ija bioloSka uloga joS nije u
potpunosti razjasnjena. Veca izoforma Ki-67 bjelancevine ima molekulsku tezinu 359 kDa, a
manja 320 kDa. Slijed od 22 aminokiseline nazvan Ki-67 motiv je u velikoj mjeri evolucijski
ocuvan medu vrstama i ukljucuje epitop FKEL koji veze originalno Ki-67 antitijelo (42).
Imunohistokemijskim metodama utvrdeno je da prostorno-vremenski obrazac i1 intezitet
izrazaja Ki-67 bjelanCevine ovisi o fazi stani¢nog ciklusa. Dokazana je nuznost Ki-67
bjelancevine za stani¢nu proliferaciju, kao i1 njezina uloga u RNK polimeraza I - ovisnoj
sintezi nukleolarne rRNK (42).

Za odredivanje izrazaja Ki-67 bjelancevine najeSce se u novijim istrazivanjima koristi
monoklonalno MIB 1 protutijelo. Do sad aje Ki-67 bjelancevina imunohistokemijski

istrazivana u tkivima pokusnih Zivotinja te u dugotrajnim kulturama stanica.



Postoji samo jedna studija gdje je imunohistokemijskim postupcima istrazen izrazaj Ki-67
bjelancevine u ljudskim jajnicima pocevsi od Sesnaestog tjedna razvoja do Sestog dana
postnatalno (37). Dokazano je da je izrazaj Ki-67 bjelanCevine bio ve¢i tijekom ranijih
razvojnih razdoblja jajnika i to uglavnom u oocitama kore. U drugom i tre¢em tromjesecju
trudnoc¢e njegova se aktivnost smanjivala u zametnim i nezametnim stanicama, a do poroda
je gotovo nestala u oocitama (37). U fetalnim ovarijima miSa pronaden je izrazaj Ki-67
bjelanCevine u mejozi oocita (43). Do sada ni jedna studija nije istrazila izrazaj
proliferacijskog biljega Ki-67 u gonadama covjeka tijekom indiferentnog razdoblja i razdoblja

rane diferencijacije.

1.3.2. Proapoptotski i antiapoptotski cimbenici

1.3.2.1. Apoptoza

Apoptoza (programirana stanicna smrt) je energetski ovisan, evolucijski ocuvan, striktno
reguliran i visoko selektivan proces koji zahvaca pojedina¢nu stanicu. Ima presudnu ulogu
tijekom razvoja, obnove tkiva i oCuvanja stani¢ne homeostaze (44). Apoptozom se odstranjuju
nepotrebne, oStecene 1 ostarjele stanice, bez inicijacije destruktivnog upalnog procesa (45).
Morfoloske oznake apoptoze uocljive svjetlosnim mikroskopom su smanjivanje stanice,
zguSnjavanje citoplazme i1 kromatina, ,,pupanje* stanicne membrane (piknoza), pa se s
povrsine stanice odvajaju djeli¢i citoplazme i jezgre okruzeni staniénom membranom, tzv.
apoptotska tjeleSca (46, 47) (Slika 6). Apoptotska tjeleSca fagocitiraju makrofagi i razgraduju

unutar fagolizosoma.
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Slika 6. Shematski prikaz morfoloskih promjena stanice u apoptozi.

Apoptoza ima vaznu ulogu u fizioloSkim i patoloskim uvjetima i odvija se na kaspaza ovisan i
kaspaza neovisan nacin (48). Kaspaza ovisan nacin stanicne smrti posredovan je preko dva
glavna apoptotska puta: vanstani¢ni (receptorski) i unutarstani¢ni (mitohondrijski) put, dok je
kaspaza neovisan nacin stanicne smrti dio unutarstanicnog apopoptotskog puta (Slika 7).
Samoubojstvo stanice moZze biti potaknuto razliCitim vanstani¢nim ili unutarstani¢nim
zbivanjima. Vanstani¢ni put apoptoze aktivira se vezanjem specifi¢nog liganda za receptor na
stanicnoj membrani, npr. Fas receptor, TNF1 receptor (eng. Tumor Necrosis Factor 1),
receptor smrti DR4 i 5, TRAIL receptor 1 i1 2 (eng. Tumor Necrosis Factor-related apoptosis-
inducing ligand) (49). Unutarstani¢ni (mitohondrijski) apoptotski put moze se aktivirati
razli¢itim nespecificnim poticajima, npr. oksidativnim stresom, nedostatkom hormonske
podrske, nedostatkom ¢imbenika rasta, hipoksijom, radijacijom, kemoterapeutskim agensima
1 oStecenjem DNK (50). Nakon apoptotskog signala u vanstani¢cnom putu apoptoze dalje se
aktiviraju kaspaza-8 i kaspaza-10, te kona¢no izvr$na kaspaza-3 (49). U unutarstanicnom putu
apoptotski signali pod utjecajem p53 bjelancevine aktiviraju proapoptotske ¢lanove obitelji
Bcl-2 bjelancevina §to dovodi do oligomerizacije kompleksa Bax-Bak i posljedi¢nog
otvaranja pora na membrani mitohondrija i1 otpustanja citokroma c, AIF bjelancevine (eng.
Apoptosis Inducing Factor) i endonukleaze G. Za razliku od citokroma c koji aktivira kaspaza

ovisan put apoptoze (preko Apaf-1 te kaspaze-9 1 u konacnici izvrSne kaspaze-3), AIF i
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endonukleaza G nastavljaju kaspaza neovisan apoptotski put, jer prelaskom u citoplazmu i

kasnije u jezgru direktno dovode do zgusnjavanja kromatina i DNK fragmentacije (49).

Dakle, vanstani¢ni i unutarstani¢ni put apoptoze djeluju preko kaskadne aktivacije kaspaza pri
¢emu se ova dva puta mogu preklapati 1 voditi zajednickom putu aktivacije izvrSnih kaspaza s
rezultiraju¢om apoptotskom smrti stanice (51, 52). Medutim, dio unutarstani¢nog apoptotskog
puta koji ide preko AIF bjelancevine 1 endonukleaze G dovodi do smrti stanice bez aktiviranja

kaspaza te se ovaj put zove kaspaza neovisan put apoptoze (48, 53, 54).

vanstanicni put
ligandi: FAS, TRAIL

povrsSinski receptori

TNF1, FAS, DR4, DR5, TRAIL1, 2 |_unutarstaniéni put |
* signali smrti
ga: Bcl-2
a BelxL
prokaspaza-8 Bid

prokaspaza-10

domene smirti mitohondrij
citokrom-c
AlIF
aktivna kaspaza-8 i 10 apoptosom ERCONLR eEZ810

Apaf-1
prokaspaza-9

aktivna kaspaza-9

aktivna izvrsna kaspaza-3
Cimbenici preZivljenja =———

APOPTOZA

Slika 7. Shematski prikaz dva apoptotska puta (unutarstani¢ni i vanstani¢ni) preko kaskadne
aktivacije kaspaza (pune strelice) koji se mogu preklapati te voditi zajednickom putu

aktivacije izvrSnih kaspaza s rezultiraju¢om apoptotskom smrti stanice. Dio unutarstanicnog
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puta koji je posredovan AIF bjelancevinom i1 endonukleazom G (prazna strelica) je kaspaza
neovisan nacin apoptoze. Vanstanicni put: apoptotski signal induciran je specificnim
vezanjem liganda (FAS, TRAIL) za njihove receptore (TNF1, FAS, DR4, DRS, TRAILI1 i 2)
smjeStene na stani¢noj membrani. Unutarstani¢ni put: apoptotski signal induciraju razliciti
nespecificni stresni ¢imbenici te djeluje preko Bcl-2 obitelji. Strelica u obliku horizontalno

polozenog slova T pokazuje inhibitorni u¢inak.

Normalni razvoj gonada karakteriziran je masivnom apoptozom (55). Ve¢ tijekom migracije,
a usporedno s procesom proliferacije, neke spolne prastanice budu odstranjene apoptozom
(56). Zametne stanice degeneriraju tijekom embrionalnog, fetalnog i postnatalnog perioda,

pretezno programiranom stanicnom smréu (57-59).

Sedam milijuna zametnih stanica u dvadesetom tjednu razvoja ¢ovjeka reducirano je na samo
dva milijuna kod rodenja te oko tristo tisu¢a u pubertetu zene (60). Za vrijeme reproduktivnog
zivota viSe od 90% ovarijskih folikula koji sadrze oocite podlijeze degenerativnom procesu
(61). Tijekom normalne spermatogeneze smrt zametnih stanica prisutna je u svim stadijima te
rezultira gubitkom vise od 75% od potencijalnog broja zrelih spermija odraslog muskarca

(62).

1.3.2.2. Uloga p53 u razvoju spolnih Zlijezda

P53 je proapoptotska bjelancevina kodirana p53 tumor supresorskim genom (63). P53 gen
smjeSten je na kratkom kraku 17-og kromosoma (17p 13.1). Ukljucen je u indukciju
apoptoze, kljucni je cimbenik u regulaciji stani¢nog ciklusa, razvoju, diferencijaciji, genetskoj
amplifikaciji, DNK rekombinaciji, starenju stanice te se naziva ,,uvarom stani¢nog genoma‘
(64).

U zdravoj stanici niska se koncentracija p53 bjelancevine odrzava brzom razgradnjom te
postojanjem u latentnom 1 neaktivnom obliku. Stresni ¢imbenici poput hipoksije i
genotoksi¢nog ostecenja DNK mogu inducirati stvaranje funkcionalne p53 bjelancevine i
zapoceti proces apoptoze. Kod oSte¢enja DNK dolazi do nakupljanja p53 u stanici,
zaustavljanja stanicnog ciklusa u GI1-S fazi 1 popravljanja osteCene DNK. U slucaju
nepopravljivih oSte¢enja dolazi do pokretanja procesa programirane stani¢ne smrti zbog

ocuvanja genetske homeostaze (63, 65, 66).
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Protein p53 moze pokrenuti apoptozu tako da poremeti odnos proapoptotskih i
antiapoptotskih mitohondrijskih proteina obitelji Bcl-2 ili da inducira gene koji povecavaju
produkeciju reaktivnih spojeva kisika koji su snazni aktivatori apoptoze (67, 68).

Jedna od najvaznijih funkcija divljeg tipa (eng. wild type) p53 je sekvencijski specificna
transaktivacija ciljnih gena (sposobnost aktivacije transkripcije) koja moze biti modulirana s
drugom antionkogenom bjelanc¢evinom, produktom WTI (eng. Wilm's tumor supressor) gena
(69, 70).

P53 bjelancevina detektirana je u granuloza i luteinskim stanicama Stakora (71) 1 sudjeluje u
regulaciji razvoja folikula 1 funkciji Zutog tijela u covjeka (72). Nakupljanje p53 bjelancevine
u jezgri izrazeno je u ljudskim granuloza i luteinskim stanicama tijekom apoptoze ,,in vitro* i
u apoptotickim granuloza stanicama atreticnih folikula ,,in vivo*. Put programirane stani¢ne
smrti posredovan p53 bjelancevinom mogao bi imati vaznu ulogu u indukciji regresije
zametnih stanica (73) te se pretpostavlja kako kontrolira bazalnu razinu izrazaja AIF gena
(74). Unato¢ brojnim radovima o p53 bjelancevini ne postoje istrazivanja o vaznosti ovog

¢imbenika tijekom ranog razvoja spolnih Zlijezda u ¢ovjeka.

1.3.2.3. Uloga kaspaze-3 u razvoju spolnih Zlijezda

Kaspaza-3 je apoptotski ¢imbenik koji pripada velikoj obitelji kaspaza i ima srediSnju ulogu u
izvrSenju procesa programirane stanicne smrti. Do danas je u stanicama Covjeka uoceno i
opisano oko 14 ¢lanova obitelji kaspaza koje postoje kao neaktivni zimogeni — prokaspaze
(75, 76). Sve kaspaze su sintetizirane kao prekursori odnosno prokaspaze koji imaju nisku
kataliticku aktivnost, a aktiviraju se kad stanica primi apoptotski poticaj, preko zimogenog
odvajanja u pazljivo kontroliranom autoaktivacijskom procesu. Kaspaze se aktiviraju
kaskadno, tako da svaka aktivirana kaspaza razgraduje sljedecu prokaspazu u njezin aktivni
oblik. Ime su dobile zbog cisteina na njihovom aktivhom mjestu (eng. cysteine — aspartic
proteases, hrv. cistein — aspartat proteaze) (75, 76). Stupnjevita razgradnja u kojoj jedna
kaspaza moze aktivirati druge kaspaze, ali 1 samu sebe, pojaava apoptotski signalni put i

dovodi do vrlo brze stani¢ne smrti (77).

Clanovi obitelji kaspaza podijeljeni su u tri skupine: upalne kaspaze (1, 4, 5, 11, 12, 13, i
14); inicijacijske kaspaze (2, 8, 9 1 10) i izvrSne kaspaze (3, 6 1 7) (75, 76). Ciljevi kaspaza su
druge nizepostavljene kaspaze i bjelancevine koje sudjeluju u regulaciji apoptoze (npr. bcl-2)

ili u odrzavanju stani¢ne strukture (inhibitori nukleaze i citoskeletalni regulatori). Kaskadna
13



aktivacija kaspaza odgovorna je za proteoliticko odvajanje bjelancevinskih supstrata,
aktivaciju nukleaza i DNK razgradnju te kona¢no odstranjenje stanicnog sadrzaja uz pomo¢
makrofaga. Kljuéna efektorska kaspaza je kaspaza-3. Ona povezuje mitohondrijski i

receptorski put u zajednicki kaspaza ovisan proces apoptoze (77-79).

Konac¢na potvrda procesa apoptoze uz kaspazu-3 je i TUNEL (eng. Terminal Transferase
dUTP Nick End Labeling, deoksinukleotidil-tranferaza — TdT) metoda koja oznacava OH
skupine na krajevima DNA fragmenata (80).

Kaspaza-3 je najée$ée istrazivana na genetski modificiranim misevima (78). Cinise daje
kaspaza-3 funkcionalno neophodna u procesu atrezije folikula i apoptozi granuloza stanica,
dok to nije slucaj u apoptozi oocita (78). Slicne rezultate dale su i studije na ljudskim fetusima
izmedu 14. 1 19. tjedna (81). Kaspaza-3 ovisna stanicna smrt dokazana je u granuloza
stanicama zdravih i atreti¢nih folikula (82) te u oocitama i granuloza stanicama prenatalnih
folikula (83). Postoji dosta studija koje su istrazivale ulogu kaspaze-3 na razli¢itim tkivima
embrija (47, 84-88), ali do sada nema istrazivanja na gonadama ljudskih embrija tijekom

indiferentnog razdoblja i1 razdoblja rane diferencijacije.

1.3.2.4. Uloga AIF-a u razvoju spolnih Zlijezda

AIF (eng. Apoptosis Inducing Factor) je proapoptotski ¢imbenik za kaspaza-neovisni
mitohondrijski put programirane stanicne smrti. Otkriven je 1999. godine kao bifunkcijski
polipeptid, flavoprotein molekularne tezine 57 kDa (54). Iskazuje razli¢ite funkcije ovisno o
subcelularnoj razini djelovanja. Zna se da u mitohondriju unaprjeduje bioenergetske procese
te djeluje kao redoks senzor, a stabiliziranjem kompleksa I respiratornog lanca (zreli oblik

AlF-a) sudjeluje u odrzavanju stani¢ne redoks homeostaze.

Kod izloZenosti stanice apoptotskim stimulansima (oksidativni stres, oSte¢enje DNK) kao
odgovor na proapoptotske ¢lanove Bcl-2 obitelji (48, 53, 89), AIF mijenja intracelularnu
lokaciju i s prostora unutarnje mitohondrijske membrane prelazi u citosol te reagira s brojnim
funkcionalno razli¢itim bjelancevinama koje mogu utjecati na njegovu translokaciju u jezgru

(npr. Hsp70, eng. Heat shock protein).
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U jezgri formira kromatin degradiraju¢i kompleks (s ciklofilinom A 1 drugim
bjelancevinama), sudjeluje u stvaranju apoptotskih tjelesaca, kondenzaciji kromatina i
fragmentaciji DNK kaspaza neovisnim putem (49). Mehanizam kromatinolize (vjerojatno
elektrostatiCka interreakcija) 1 fizioloska uloga AIF-a u mitohondriju nisu jo§ u potpunosti

razjasnjeni.

Izrazaj AIF bjelanCevine u pozitivnoj je korelaciji s aktivnoS¢u kompleksa I respiratornog
lanca. Interesantno, kod odsustva ili smanjenja izrazaja AIF-a (¢ak i kad nije dio kompleksa
I) smanjuje se oksidativna fosforilacija i povecava oksidativni stres (90, 91) (92). Redukcija
funkcije AIF-a oStec¢uje respiratorni lanac i1 mitohondrijski energetski metabolizam (49).
Inaktivacija AIF-a u ranom misjem embriju oStecuje aktivnost respiratornog kompleksa i vodi

u stani¢nu smrt (53, 93).

AIF gen reguliran je bazalnim nivoom tumor supresorske p53 bjelancevine, ali aktivacija p53
genotoksi¢nim stresom ne uzrokuje znacajno daljnje povecanje izrazaja AIF-a. Pokazalo se da
p53 ¢ini stanice pojacano osjetljivima na kaspaza neovisnu stani¢nu smrt preko pozitivne
regulacije izrazaja AlF-a (74). PojaCani izrazaj antiapoptotskih cClanova Bcl-2 obitelji
prevenira otpusStanje AIF-a i njime posredovanu kaspaza neovisnu stani¢nu smrt (94). Smatra
se da AIF kontrolira prvi val programirane stani¢ne smrti tijekom embriogeneze (94). Za sada

nema studija o njegovoj ulozi u ranom razvoju humanih gonada.

1.3.2.5. Uloga bcl-2 i bax-a u razvoju spolnih Zlijezda

Bcl-2 (eng. B-cell lymphoma protein 2) je obitelj unutarstani¢nih bjelancevina koje imaju
sredi$nju ulogu u regulaciji apoptoze, narocito preko unutarstani¢nog (mitohondrijskog) puta
apoptoze. Obitelj Bcl-2 bjelancevina koordinira signale sa stani¢ne povrSine 1 unutarstani¢ne
signale kao 1 formiranje apoptosoma i aktivaciju kaspazne kaskade (95). Sastoji se od pro-
apoptotskih 1 antiapoptotskih bjelancevina koje djeluju pretezno na razini vanjske membrane
mitohondrija gdje su i smjestene (96). One su dimeri te utjecu na propusnost membrane preko
stvaranja ionskih kanala ili pora (97). Obzirom na funkciju i molekularnu gradu obitelj Bcl-2
bjelancevina dijeli se u 3 podskupine. U prvoj podskupini nalaze se antiapoptotske
bjelancevine koje sadrze sve Cetiri Bcl-2 homologne (BH) domene. Predstavnici te skupine

su: bel-2, bel-xL, mcl-1, bel-w, A1/bfl-1, bel-b/bel-2L10. Druga podskupina nacinjena je od
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bjelancevina koji sadrze samo BH-3 domenu. Oni su inicijatori apoptoze te se aktiviraju
djelovanjem stani¢nog stresa (npr. oSte¢enjem DNK ili nedostatkom ¢imbenika rasta). Neki
od njenih ¢lanova su bid, bim, puma, noxa, bad, bmf, hrk, bik. Clanovi treée podskupine
sadrze sve Cetirt BH domene te imaju proapoptotsku ulogu. Vazniji predstavnici su bax, bak i
bok/mtd (98, 99). Ravnoteza izmedu proapoptotskih i antiapoptotskih Clanova Bcl-2 obitelji
bjelancevina odreduje hoce li stanica opstati ili ¢e biti uniStena apoptozom (100). Aktivacija
bjelancevina Bcl-2 obitelji regulirana je razinom izrazaja gena te moze biti modificirana
kaspaza posredovanim odvajanjem ili fosforilacijom 1 antiapoptotskih 1 proapoptotskih
Clanova (101), ali i mnogim c¢imbenicima stvorenim u stanici, poput transkripcijskog

¢imbenika p53 i jezgrinih bjelancevina (TR3, histoni) (102).

Bcl-2  bila je prva bjelancevina ove obitelji koja je identificirana prije viSe od dvadeset
godina. Kodirana je istoimenim genom pronadenim u humanom B stani¢nom limfomu s t (14;
18) kromosomskom translokacijom (103). Bcl-2 ima jaci izrazaj tijekom embrionalnog
razvoja nego postnatalno, posebno je znaCajna njegova uloga u zaStiti stanica u podrucju
epitelno-mezenhimske interakcije i kondenzacije stanica (104). Bcl-2 §titi stanicu od apoptoze
tvore¢i homo 1 heterodimere s proapoptotskom bjelancevinom bax (105). Bcl-2 deficijentni
miSevi imaju smanjen broj zametnih stanica i1 folikula u odnosu na ,,divlji tip*“ (106).
Prekomjeran izrazaj bcl-2 rezultira smanjenjem folikularne apoptoze i1 atrezije (35, 107).
Dokazano je da su bcl-2 1 bax vazni regulatori apoptoze u stanicama jajnika ¢ovjeka i miSa
tijekom razvoja (106, 108-112).

Bax (eng. bcl-2 associated x protein), proapoptotski ¢lan Bcl-2 obitelji, ima klju¢nu ulogu u
apoptozi zametnih stanica tijekom kasnijih stadija diferencijacije (113). PotiCe stvaranje pora
na vanjskoj membrani mitohondrija i povecava njenu propusnost, omogucéujuéi otpustanje
citokroma c, endonukleaze G i AlIF-a iz mitohondrija s posljedi¢nom aktivacijom apoptotske
kaskade, a djelovanje mu ovisi o lokalizaciji unutar stanice (114). Izrazaj bax-a dokazan je u
humanim fetalnim ovarijima od cetrnaestog tjedna do termina poroda u zametnim,
pregranuloza 1 granuloza stanicama (105, 111). Studije na genetski modificiranim miSjim
modelima pokazale su da potpuni nedostatak proapoptotske bjelancevine bax vodi povecanju
broja oocita i primordijalnih folikula u usporedbi s ,,divljim tipom* (110), no miSice nakon
rodenja pokazuju normalan fenotip i duze ocuvan fertilitet nego Sto bi odgovaralo njihovoj
kronoloskoj dobi (115). S druge strane, pojaCan izrazaj proapoptotske bjelancevine bax
uzrokuje smrt granuloza stanica i atreziju folikula Stakora (116) i Covjeka (113).

Do sada je izrazaj bcl-2 i bax proucavan u samo nekoliko imunohistokemijskih studija koje su

radene na ljudskim fetalnim jajnicima, gdje je pokazan razliCit prostorni i vremenski obrazac
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pojavljivanja u razli¢itim stani¢nim populacijama (105, 111, 117). Medutim, do sada nije

istrazena uloga bcl-2 i bax-a u ranom razvoju gonada ¢ovjeka.

1.3.2.6. Uloga intermedijarnih filamenata citokeratina i vimentina u razvoju spolnih zlijezda

Intermedijarni (prijelazni) filamenti su skupina bjelancevinskih niti (filamenata) koje cine
najstabilniji dio citoskeleta te se mogu pronac¢i u gotovo svim stanicama kraljeznjaka (118,
119). Imaju ulogu u pruzanju potpore i zastiti stanice od istezanja, a ne sudjeluju u pokretima
stanice. Razlikuju se od drugih komponenti citoskeleta po svom promjeru zbog Cega su i
dobili naziv prijelazni filamenti (promjer im je veéi od mikrofilamenata, a manji od
mikrotubula i iznosi izmedu 8 i 10 nm). Osim njihove osnovne uloge u odrzavanju arhitekture
citoskeleta, intermedijarni filamenti sudjeluju i u signaliziranju i regulaciji transkripcije,
remodeliranju tkiva 1 rastu stanica (120) te u konacnici odrzavanju stani¢ne homeostaze jer su
uklju¢eni u signalne puteve povezane sa stanicnim prezivljenjem, pa ih se smatra i

antiapoptotskim ¢imbenicima (121, 122), kao i regulatorima stani¢nog ciklusa (123).

Sastoje se od obitelji bjelanCevina podijeljenih u Sest skupina koje dijele zajednicka strukturna
obiljezja: 1. kiseli keratini; 2. bazi¢ni keratini; 3. dezmin, glijalna fibrilarna kisela
bjelancevina (GFAP, eng. Glial Fibrillary Acidic Protein), periferin i vimentin; 4.
neurofilamenti (NF); 5. jezgrini laminini; 6. nestin (124). Ove filogenetski vrlo stare
bjelancevine ve¢inom su smjeStene u citoplazmi, osim laminina koji je smjeSten u jezgri

(125).

Svaki ¢lan superobitelji intermedijarnih filamenata ima svoj specifican vremensko-prostorni
obrazac sinteze tijekom razvoja i u odrasloj dobi $to ukazuje na slozenu regulaciju (126).
Postoji 65 funkcionalno razli¢itih gena za intermedijarne filamente. Od toga su 54 za
citokeratine, a nalaze se na kromosomima 17 i 12 (127). Svaki pojedini keratinski gen

enkodira samo jedan keratinski protein.

Citokeratini (CK) su u stanici prisutni kao parovi citokeratina tipa 1 1 tipa 2 koji se u
podjednakom omjeru udruzuju u heteropolimere. Pojedinacni CK su vrlo nestabilni i brzo
budu uniSteni Sto bi moglo sluziti odrzavanju ravnoteze specificnog tipa 1 i tipa 2 citokeratina
u stanici (126). Osnovni par keratina jednostavnih epitela ¢ine CKS8 (tip 2)1 CK18 (tip 1).

Tijekom embriogeneze javljaju se prije svih ostalih citoplazmatskih intermedijarnih
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filamenata, a njihov izrazaj dokazan je u Cetverostani¢nom stadiju razvoja misjeg embrija

(128). Potpuni nedostatak (knock-out modeli) CK8 letalan je za mi$ji embrio (129).

Tijekom razvoja intermedijarni filamenti ukazuju na razliite puteve diferencijacije

mezenhima u smjeru epitela ili u smjeru veziva (intersticija).

Vimentin pripada tipu 3 intermedijarnih filamenata. Naj¢es$¢e tvori homopolimere, ali se moze
udruziti 1 u heteropolimere s tipom 3 i 4 intermedijarnih filamenata (130). Vimentin je jedini
intermedijarni filament koji nema tkivno specificnu distribuciju te se tijekom embriogeneze
pojavljuje u vise razlicitih tipova stanica, Sto moze ukazivati da je neophodan tijekom ranih
stadija razvoja. Napredovanjem procesa diferencijacije postupno bude zamijenjen

intermedijarnim filamentom specificnim za odredena tkiva (126).

Morfolosko i funkcionalno sazrijevanje tkiva tijekom razvoja prac¢eno je pojavom i nestankom
odredenih intermedijarnih filamenata u stanicama, prvenstveno citokeratina 8 (CKS8) koji je
biljeg epitelne diferencijacije 1 vimentina, biljega mezenhimskih, tj. vezivnih stanica (131).
Istodobni izrazaj citokeratina i vimentina fizioloski je prisutan u razli¢itim tkivima tijekom
embrionalnog razvoja (smatra se izrazom sazrijevanja struktura unutar pojedinih organa), ali i
u odredenim patoloSkim uvjetima u reaktivnim, degenerativnim 1 proliferativnim lezijama kao

1 u malignim tumorima (132-134).

Do sada je uloga intermedijarnih filamenata u indiferentnom razdoblju i1 razdoblju rane
diferencijacije gonada uglavnom proucavana na gonadama Stakora (135, 136). Pocetak
spolnog odredivanja testisa u Stakora dovodi se u vezu s pojavom izrazaja CK18 i postupnim
nestajanjem CK19 u Sertolijevim stanicama (135). Izrazaj citokeratina u fetalnim jajnicima
Stakora kao i epitelna transformacija mezenhimskih stanica istrazeni su u studiji Fiojdman a i

suradnika (136).

U humanim testisima istrazivani su citokeratini 8 i 18 te vimentin, ali samo u Sertolijevim
stanicama fetalnih, prepubertalnih ili senilnih testisa (133). No, ekspresijski obrasci ovih
filamenta u razvoju humanih gonada u periodu od 5. do 9. tjedna razvoja jo$ uvijek nisu

istrazeni.
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1.4. Problematika istrazivanja

Dosadasnje su spoznaje o regulaciji procesa proliferacije 1 stanicnog prezivljenja u gonadama
uglavnom steCene na pokusnim Zzivotinjama ili kulturama stanica, dok su u ljudskim
gonadama istrazivani uglavnom u fetalnim i postnatalnim gondama i to u smislu folikularne 1
lutealne atrezije. Medutim, jo§ uvijek nema podataka o utjecaju procesa proliferacije i
stani¢ne smrti na rani razvoj i diferencijaciju ljudskih indiferentnih gonada. Stoga je u ovom
radu po prvi put analizirana vaznost proliferacije i stanicne smrti u prezivljenju i kontroli
broja stanica razli¢itih stani¢nih linija koje se pojavljuju tijekom nediferenciranog i ranog
fetalnog razdoblja razvoja gonada. U tom smislu istrazeni su razli¢iti razvojni ¢imbenici,
poput proliferacijskog Ki-67 ¢imbenika, proapoptotskih ¢imbenika (p53, kaspaza-3, bax,
AIF), antiapoptotskog c¢imbenika bcl-2 i1 intermedijarnih filamenata (citokeratin 8 i
vimentina), jer u literaturi ne postoje podatci o ulozi navedenih ¢imbenika tijekom rane faze
razvoja spolnih Zlijezda covjeka u razdoblju od petog do devetog tjedna razvoja. Pracenje
razvojnih procesa proliferacije, apoptoze i diferencijacije u razvoju humanih gonada vazno je
za lakSe razumijevanje njihovog nastanka i oblikovanja u smislu muskih ili zenskih gonada.
Poznavanje vremenske i prostorne dinamike ovih razvojnih procesa omogucit ¢e bolje

razumijevanje odstupanja od normalnog obrasca koja se pojavljuju u disgenezama gonada.
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2. CILJEVI RADA I HIPOTEZE

Spoznaje o ranom razvoju ljudskih spolnih Zlijezda malobrojne su i nedostatne. Saznanja o
kontroli broja spolnih prastanica i razvoju razli¢itih stani¢nih populacija u spolnim zlijezdama
tijekom indiferentnog stadija i stadija rane diferencijacije uglavnom se temelje na podatcima
dobivenim istrazivanjima razli¢itih pokusnih Zivotinja 1 kulturama tkiva. Postoje razlike
vremensko-prostornog obrasca izrazaja ¢imbenika proliferacije i apoptoze, kao i anatomske
razlike izmedu pojedinih vrsta sisavaca. Takoder, podatci dobiveni studijama ,,in vitro* ne

mogu se jednostavno primijeniti na ljudske zametke.

Ovo je istrazivanje prvo koje izravno u ljudskim spolnim Zlijezdama prati utjecaj razlicitih
razvojnih ¢imbenika na proliferaciju, diferencijaciju i programiranu smrt stanica koje

izgraduju osnovu indiferentnih spolnih Zlijezda i usmjeravaju njihovu ranu diferencijaciju.

Cilj ove studije bio je primjenom imunohistokemijskih biljega za proapoptotske ¢imbenike
(kaspazu-3, p53, bax, AIF), proliferacijski ¢imbenik (Ki-67), antiapoptotski ¢imbenik (bcl-2)
te intermedijarne filamente (citokeratin 8§ i vimentin) na histoloskim rezovima ljudskih
spolnih Zlijezda (5. - 9. tjedan razvoja) tijekom indiferentnog i razdoblja rane diferencijacije u

svim stani¢nim linijama istraziti sljedece:

1. Utvrditi prostornu i vremensku raspodjelu pojavljivanja biljega za navedene
bjelancevine te njihovu mogucéu ulogu u regulaciji stani¢ne smrti i prezivljavanju
razli¢itih stani¢nih populacija u tkivu indiferentne spolne Zlijezde te tkivu jajnika i
testisa tijekom najranijih razdoblja diferencijacije.

2. Utvrditi prostornu i vremensku raspodjelu stani¢ne proliferacije (Ki-67) tijekom
nastanka primitivnih spolnih tracaka (indiferentna spolna Zlijezda) i sekundarnih
spolnih tracaka (rana diferencijacija spolnih zlijezda).

3. Metodama kvantifikacije i statistiCke analize pratiti promjene u medusobnom odnosu
istrazivanih ¢imbenika te na temelju toga zakljuciti o njihovoj mogucoj ulozi tijekom
rane diferencijacije spolnih zlijezda.

4. Primjenom dvostrukog imunofluorescentnog bojenja dokazati kolokalizaciju
(istovremenu prisutnost) vise razlicitih ¢imbenika u istoj stanici te prevagu jednog od

njih koji odreduje sudbinu te stanice (prezivljenje ili programirana stani¢na smrt).
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Hipoteza istrazivanja

Ocekuje se da ¢e razvoj ljudskih spolnih Zlijezda biti popracen promjenom inteziteta izrazaja,
te promjenom vremena i mjesta pojave izrazaja istrazivanih biljega u razli¢itim stani¢nim
linjjama (zametne stanice i pratee stanice) koje izgraduju osnovu spolne zlijezde Covjeka

tijekom indiferentnog perioda i perioda rane spolne diferencijacije.

Ovisno o razvojnom stadiju gonade 1 promatranim stani¢nim linijama ocekuje se promjena
izrazaja proapoptotskih ¢imbenika (kaspaze-3, p53, bax, AIF-a), proliferacijskog ¢imbenika
(Ki-67), antiapoptotskog c¢imbenika (bcl-2), te intermedijarnih filamenata (citokeratin 8 i1

vimentin).

Analiza dobivenih podataka mogla bi omoguciti nove spoznaje o ulozi navedenih ¢imbenika
u procesu nastanka spolnih nabora, primarnih i sekundarnih (kortikalnih 1 testikularnih)
spolnih traaka te procesima proliferacije, stani¢ne diferencijacije 1 naCinima stani¢ne smrti

unutar pojedinih stani¢nih populacija.

Sli¢ne studije na humanom materijalu vezane uz ovu temu istrazivanja ne postoje. Ovo ¢e
istrazivanje dati prve informacije o ¢imbenicima vaznim tijekom najranijih razdoblja razvoja

ljudskih spolnih Zlijezda.
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3. METODE I MATERIJALI

3.1. Sakupljanje tkiva i odredivanje starosti zametaka

Istrazivanje je u cijelosti provedeno na Zavodu za anatomiju, histologiju 1 embriologiju
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu. Koristena su tkiva dvanaest normalnih ljudskih
embrija i fetusa od 5. do 9. tjedna starosti (Tablica 1) koja potjecu iz postojece arhivske zbirke
Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu ili
Klini¢ckog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klinickog bolni¢kog centra

Split.

U ovoj sudiji koriStena su tkiva spontano pobacenih i zametaka iz tubarnih trudnoca. Izabrani
su samo dobro ocuvani embriji 1 fetusi, uredne morfologije, bez znakova maceracije i bez
patoloskih promjena. Nakon makroskopskog pregleda i mikrosekcije orijentacijski je obojen
(hemalaunom i eozinom) svaki deseti rez zbog provjere razine reza i oCuvanosti tkiva.
Normalno 1 ocuvano tkivo histoloski je prikazano urednom morfologijom stanica i

medustani¢nog prostora, bez znakova upalnih promjena.

Ova je studija izradena kao dio znanstvenog projekta Ministarstva znanosti, obrazovanja i
sporta «Genski izrazaj u ranom razvoju ¢ovjeka» (216.2160528-0507), uz suglasnost Etickog
povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta u Splitu 1 Etickog

povjerenstva Klinickog bolnickog centra Split.

Starost ljudskih embrija i1 fetusa odredena je na temelju podataka o ovulacijskoj dobi (datum
posljednje menstruacije) kao 1 vanjskim mjerenjima duzine tjeme - zadak (eng. CRL- crown

rump length) te usporedbom sa stadijima Carnegie Instituta (137).
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Tablica 1. Starost i broj ljudskih zametaka analiziranih u istrazivanju

Starost (tjedni) CRL (mm) Carnegie stadij* Broj zametaka u
istrazivanju

5 8 15 2

6 14 17 2

7 18 18 2

8 25 22 2

9 32 - 4

*Prema referenci Carnegie Instituta (137)

3.2. Postupci, uklapanje u parafin i rezanje tkiva

Nakon pregleda vanjskog izgleda zametaka napravljena je mikrosekcija kojom su odvojeni
kaudalni dijelovi tkiva koji sadrze gonadu. Navedeni uzorci tkiva embrija i ranih fetusa
fiksirani su u 4% formaldehidu u fosfatnom puferu (eng. phosphate buffered saline-PBS)
tijekom 24 sata te nakon ispiranja u fosfatnom puferu dehidrirani u uzlaznim koncentracijama
alkohola. Nakon ispiranja u ksilolu uzorci su uklopljeni u parafin na 56°C (85). Napravljeni
su serijski poprecni rezovi debljine 7 um te pricvrSéeni na predmetna stakalca prethodno
obradena 0.01%-tnom vodenom otopinom poly-L-lizina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA). Prije imunohistokemije svaki je deseti rez orijentacijski obojen hemalaunom i

eozinom radi provjere razine reza i ocuvanosti tkiva.

3.3. Imunohistokemijsko bojenje rezova
U ovom radu koristene su dvije tehnike vizualizacije biljega (protutijela):

1. imunohistokemijska metoda s primjenom diaminobenzidina za dokazivanje prisutnosti

pojedinih biljega i statististicku analizu

2. imunofluorescencija za dokazivanje istovremene prisutnosti razli€itih protutijela u
istoj stanici (kolokalizacija).
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Imunohistokemijski postupak zapocet je deparafiniranjem rezova tkiva u ksilolu, a zatim
rehidriranjem alkoholima silazne koncentracije. Za neutraliziranje aktivnosti endogene
peroksidaze rezovi su inkubirani tijekom 30 minuta u 0.1% vodikovom peroksidu, na sobnoj
temperaturi 1 isprani u PBS-u. U svrhu otkrivanja antigenih mjesta preparati su kuhani u
natrijevom citratnom puferu (eng. sodium citrate buffer) u mikrovalnoj pe¢nici na 95°C kroz

15 minuta te isprani u PBS-u (Arv. puferirana fizioloSka otopina).

Daljnji postupci slijedili su ovisno o uputama proizvodaca i referentnim metodama

laboratorija. KoriStena su sljede¢a primarna protutijela:
1. mi$ja monoklonalna na ljudske antigene:
o anti-human Ki-67 (u razrjedenju 1:100, M 7240, DAKO, Glostrup, Denmark)
o anti-human p53 (u razrjedenju 1:100, M 7001, DAKO, Glostrup, Denmark)
o anti-human bcl-2 onkoprotein (M0887, DAKO, Glostrup, Denmark)
2. kuni¢ka monoklonalna na ljudske antigene:

o anti-human, anti-mouse caspase-3 (u razrjedenju 1:1500, AF835, R&D System
Inc., Minneapolis Mi, USA)
o anti-mouse bax antibody (AB 2915, Chemicon, Temecula, CA, USA)

o anti-citokeratin 8 (ab59400, abcam, Cambridge, UK)
3. kozja poliklonalna na ljudske antigene:
o AIF 1:500; AF5824, R&D Systems, Minneapolis, USA)

o Vimentin (AF2105, R&D Systems, Minneapolis, USA).

Nakon jednosatne inkubacije s primarnim protutijelom, odvojeno, na sobnoj temperaturi i

ispiranja PBS-om koriStena su dva nacina za sekundarno utvrdivanje primarnih protutijela:
- bojenje DAB-om (diaminobenzidin tetrahidrokloridna otopina)

- imunofluorescencija.
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3. 3. 1. Bojenje diaminobenzidinom (DAB-om)

Za detekciju primarnih protutijela neovisnu o njithovom podrijetlu koriSten je sustav
streptavidin-biotin peroksidaze (K0690, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA). Rezovi su
isprani PBS-om i obojeni DAB-om kroz 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga isprani
su destiliranom vodom 1 obojeni hemalaunom, uklopljeni u medij za uklapanje 1 pokriveni
pokrovnim stakalcem. Stanice koje su reagirale s odgovaraju¢im primarnim protutijelom
imale su smede obojenu citoplazmu ili jezgru. Stanice koje nisu reagirale s primarnim
protutijelom imale su hemalaunom plavo obojenu jezgru i svijetlu citoplazmu. Preparati su
pregledani mikroskopom Olympus BX40 (Olympus, Tokyo, Japan). Rezovi namijenjeni
negativnoj kontroli kod imunohistokemijskog bojenja svakog antigena prosli su zajedno s
ostalim rezovima identi¢an postupak, osim $to nisu inkubirani s primarnim protutijelom, nego

su za to vrijeme bili u fosfatnom puferu.

Negativna kontrola imala je samo hemalaunom odnosno DAPI-jem plavo obojene jezgre bez

smede boje, tj. bez fluorescentnog signala citoplazmi ili jezgara stanica.

Pozitivna kontrola na istrazivanim rezovima bilo je smede obojenje (bojenje DAB-om)
odnosno fluorescentni signal (bojenje fluorescentnim sekundarnim protutijelima) pojedinih
citoplazmi ili jezgara stanica u okolnim strukturama za koje je iz literature poznato da
reagiraju s primarnim protutijelima. Dodatno je u literaturi provjeren raspored i razlika

pozitivnih od negativnih stanica u strukturama rezova za svaki trazeni ¢cimbenik.

3. 3. 2. Imunofluorescencija

Kod ove metode za prikazivanje vezanja primarnih protutijela koriStena su sekundarna

protutijela prema Zivotinjskom podrijetlu primarnih protutijela:

- Texas Red —TR (T-862, Jackson Immuno Research Lab., PA, USA u razrjedenju 1:200)

- Fluorescein izotiocijanat — FITC (ab6743, abcam, Cambridge, UK; sc-2024, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA; AP132F Chemicon, Temecula, CA, USA) u
razrjedenju 1:200

- Biotinizirana sekundarna protutijela (sc-2040 i sc-2039 Santa Cruz Biotechnology, Inc.,

Santa Cruz, CA, USA u razrjedenju 1:200)

25



- Streptavidin Alexa Fluor 488 konjugat (Invitrogen Molecular Probes Inc, Eugene, OR, USA
u razrjedenju 1:500).

Za dvostruko imunofluorescencijsko bojenje koriStena je kombinacija dvaju primarnih
protutijela koja je inkubirana jedan sat, zatim je isprana u PBS-u nakon Cega je dodana
kombinacija odgovarajucih sekundarnih protutijela 1 inkubirana takoder jedan sat u tamnoj
komori. Nakon zavr$nog ispiranja PBS-om rezovi su uklopljeni u medij za uklapanje
(Immuno-Mount, Shandom, Pittsburg, PA, USA) i prekriveni pokrovnim stakalcima.

Analizirana je kolokalizacija primijenjenih biljega u stanicama.

Stanice koje su reagirale s odgovaraju¢im kompleksom primarnog i sekundarnog protutijela
imale su zeleno ili crveno obojenu citoplazmu ili jezgru. Stanice koje nisu reagirale s
odgovaraju¢im kompleksom primarnog i sekundarnog protutijela imale su 4',6-diamidino-2
fenilindol dihidrokloridom (eng. 4', 6'-diamidino-2-phenylindiole dihydrochloride - DAPI,
D1306, Invitrogen Molecular Probes Inc, Eugene, OR, USA) plavo obojenu jezgru.

Preparati su pregledani fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51 (Olympus, Tokyo,

Japan) i slikani DP71 digitalnom kamerom.

3.4. Statisticka analiza i kvantifikacija Ki-67, p53, kaspaza-3, AIF, bax, bcl-2, citokeratin 8 i

vimentin ¢imbenika

U svim podruc¢jima gonada (povrSinski epitel gonade, stroma gonade i srzZ gonade) za analizu
su odabrana polja 30x30 um na povecanju %20, za svako istrazivano razdoblje (osim za peti i

Sesti tjedan razvoja kada su razvijeni samo povrsinski epitel i stroma gonade) (Slika 8).
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Slika 8. Shematski prikaz podjele gonade u sedmom tjednu razvoja na 3 regije: povrsinski
epitel gonade (gse), stroma gonade (gs), medula gonade (me); mezonefros (m). Hematoksilin

& eozin. Povecanje 20x%, ljestvica S0pm.

Izracunati su udjeli pozitivnih stanica za Ki-67, p53, kaspazu-3, AIF, bax, bcl-2, citokeratin 8
1 vimentin na svakom tre¢em rezu. Ukupno je bilo 856 polja za Ki-67, 792 polja za p53, 645
polja za kaspazu-3, 543 polja za AIF, 324 za bax, 523 za bcl-2, 564 za citokeratin 8 i1 576 za
vimentin. Broj stanica evaluiran je kvantitativno od dva neovisna istrazivaca i definiran kao
pozitivne (obojene) i negativne (neobojene) stanice. Kvantitativna analiza za Ki-67, p53,
kaspazu-3, AIF, bax, bcl-2, citokeratin 8 1 vimentin provedena je u tri razvojna perioda (5./6.,
7./8., 9. tjedan) u skladu s razvojnom dobi analiziranih zametaka. U svakom podruc¢ju gonada
izracunat je postotak Ki-67, p53, kaspaza-3, AIF, bax, bcl-2, citokeratin 8 i vimentin
pozitivnih stanica i izraZzen kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Odabrana razina
vjerodostojnosti u svim testovima bila je p<0,05. Za ovu analizu koristen je Olympus BX40

mikroskop s DP11 digitalnom kamerom kao i DP-SOFT Version 3.1 raunalni program.

U skladu s rezultatima Kolmogorov-Smirnovog testa o normalnosti raspodjele podataka,
odabran je i odgovarajucéi statisticki test. Ukoliko podatci nisu imali normalnu raspodjelu, za
dvije skupine podataka koriSten je Mann-Whitney test, odnosno #-test ukoliko je raspodjela
bila normalna. Za analizu tri ili viSe skupina podataka koristio se Kruskal-Wallisov 1 Dunnov
posthoc test za podatke koji nisu imali normalnu raspodjelu, odnosno ANOVA test ukoliko je

raspodjela bila normalna. Rezultati za 7./8. i 9. tjedan analizirani su Kruskal-Wallisovim i
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Dunnovim posthoc testom, dok su rezultati za 5./6. razvojni tjedan analizirani Studentovim ¢-

testom.

3.5. Eti¢ka nacela

Pri provedbi ovog znanstvenog istraZivanja poStovana su eticka nacela o istrazivanju

embrionalnih i fetalnih tkiva te smjernice i pravila o sigurnosti sudionika propisane sljede¢im

zakonima, etickim normama (138) i medunarodnim ugovorima (139):

1.

Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske (NN 121/03)

2. Zakon o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04)
3.
4

Helsinska deklaracija

Osnove dobre klinicke prakse.
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4. REZULTATI

4.1. Glavne morfoloske znaCajke ranog razvoja gonade

Indiferentna spolna Zlijezda predstavlja rani razvojni stadij ljudskog spolnog sustava. U petom
1 Sestom tjednu razvoja osnova buduce spolne Zlijezde (gonadalni primordium) razvija se u

srediSnjem dijelu urogenitalnog nabora, dok njegovi postrani¢ni dijelovi sadrze strukture

mezonefrosa (Slika 9).

Slika 9. Poprecni presjek kroz lumbalno podrucje ljudskog zametka starosti 5/6 tjedana u
podru¢ju gonade: vidi se povrSinski epitel gonade (gse), gonadalna stroma (gs), spolne
prastanice (PGC), strukture mezonefrosa (m) te mezenterij crijeva (gm). Hematoksilin &

eozin. Povecanje 20x, ljestvica 40um.

PovrSinski epitel postupno proliferira i prodire u podleze¢i mezenhim te stvara prstolike
epitelne tracke nazvane primarni spolni tracci. Ovi primitivni spolni tracci predstavljaju

budu¢i vanjski korteks dok ostatak tkiva spolne zlijezde tvori unutarnji dio, tzv. medulu.

U Sestom tjednu razvoja spolne prastanice nasele spolne nabore i postaju sastavni dio

primitivnih spolnih tracaka (Slika 9).
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Povrsinski epitel indiferentne gonade 1 primarni spolni tracci sastoje se od stanica s tamno
obojenom jezgrom, a spolne prastanice imaju blijedo obojenu jezgru s istaknutim jezgricama
1 obilnu, svijetlo obojenu citoplazmu. U najranijim stadijima razvoja spolne zlijezde nema

jasnih znakova morfoloskih razlika izmedu testisa i ovarija (Slika 9).

U sedmom 1 osmom tjednu razvoja ovariji su prekriveni epitelom koji stvara primitivne
spolne tracke. Budu¢i testisi ve¢ u sedmom tjednu razvoja pokazuju pocetnu organizaciju
sekundarnih, odnosno seminifernih tracaka za razliku od buduc¢ih ovarija koji u duzem

vremenskom razdoblju zadrze svoju indiferentnu morfologiju.

Napredovanjem proliferacijskog procesa cijela spolna Zlijezda raste i stvara izbocenje unutar
abdominalne Supljine. U ovome stadiju stroma sadrzava brojne velike spolne prastanice, a
neke od njih su djelomicno okruzene budu¢im folikularnim stanicama od kojih su neke
svijetle, a neke tamne folikularne stanice $to moze ukazivati na njihovo razliito epitelno

podrijetlo (Slika 10).

Slika 10. Poprecni presjek kroz gonadu ljudskog zametka starosti 8 tjedana: vidi se povrSinski
epitel gonade (gse), gonadalna stroma (gs), medula (me) 1 spolne prastanice (PGC) okruzene
budu¢im folikularnim stanicama: svijetle folikularne stanice (crne zvjezdice) 1 tamne

folikularne stanice (bijele zvjezdice). Hematoksilin & eozin. Povecanje 40x, ljestvica 25um.
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U devetom tjednu razvoja dimenzije spolnih Zzlijezda u razvoju znacajno se povecavaju.
Ovariji se sastoje od povrSinskog epitela (mezotela), strome sa spolnim prastanicama koje
dijelom okruzuje epitel kortikalnih spolnih tra¢aka i medule. Naime, nakon §to degeneriraju
primarni spolni tracci, u ranom fetalnom razdoblju nova generacija spolnih tracaka proteze se

od povrsinskog epitela prema podlezeCem mezenhimu. Ispod epitela na povrSini nalazi se

tanki sloj vezivnog tkiva (tunica albuginea), ali je slabije razvijena nego u testisima iste

razvojne dobi (Slika 11).

Slika 11. Poprecni presjek kroz testis ljudskog zametka starosti 9 tjedana: vidi se povrSinski
epitel gonade (gse), gonadalna stroma (gs), medula (me), tunica albuginea (ta) te spolni tracci

testisa (zvjezdice). Hematoksilin & eozin. Povecanje 20%, ljestvica 40pm.

4.2. Imunohistokemijsko i imunofluorescentno bojenje

Koristenjem imunohistokemijskih i imunofluorescentnih tehnika dokazana je prisutnost svih
istrazivanih ¢imbenika (Ki-67, p53, kaspaza-3, AIF, bax, bcl-2, citokeratin 8 i vimentin) u

humanim gonadama tijekom 5. do 9. tjedna razvoja (Slika 12-45).
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4.2.1. Bojenje s biljegom Ki-67 1 odredivanje broja pozitivnih stanica

Tijekom Sestog razvojnog tjedna bojenjem s Ki-67 proliferacijskim biljegom uocena je
proliferacija stanica u povrSinskom epitelu, stromalnim stanicama i spolnim prastanicama.
Imunohistokemijskim bojenjem Ki-67 pozitivne stanice prikazuju se smedim obojenjem
jezgre, a nalaze se u svim dijelovima indiferentne spolne Zlijezde, kao i u obliznjim

mezonefrickim tubulima i glomerulima (Slika 12).
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Slika 12. Presjek kroz spolnu Zlijezdu ljudskog zametka starog 6 tjedana: stanice strome (gs) i
povrSinskog epitela (gse) odijeljene isprekidanom linijom imaju jednoli¢no plavo obojene
jezgre (stanice u mirovanju) ili smede obojene jezgre (strelice) ukoliko reagiraju s Ki-67.

Imunohistokemijsko bojenje na Ki-67. Povecanje 20X, ljestvica 40um.

Tijekom daljnjeg razvoja gonade uocen je porast broja Ki-67 pozitivnih stanica, kao i porast
inteziteta obojenja proliferiraju¢ih stanica. Proliferacija prevladava u predjelu povrSinskog
epitela 1 kortikalnim dijelovima gonade, dok medularni dio ima samo mali broj Ki-67

pozitivnih stanica (Slika 13).
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Slika 13. Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka starog 7 tjedana: izrazito Ki-67
pozitivne stanice povrSinskog epitela (gse) 1 strome (gs) oznacene su strelicama. Rijetke Ki-
67 pozitivne stanice (strelice) uocene su i u meduli (me) koja je isprekidanom linijom

odvojena od strome. Imunohistokemijsko bojenje na Ki-67. Povecanje 20x, ljestvica 40um.

U ranom fetalnom periodu Ki-67 pozitivne stanice vide se u povrSinskom epitelu i

naizmjeni¢no su rasporedene unutar kortikalnog dijela gonade u razvoju (Slika 14).
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Slika 14. Presjek kroz spolnu Zlijezdu ljudskog zametka starog 8 tjedana: vide se Ki-67
pozitivne stanice (strelice) u povrSinskom epitelu (gse) i stromi (gs). Imunohistokemijsko

bojenje na Ki-67. Povecanje 20x%, ljestvica 40um.

Statisticka analiza podataka potvrduje povecanje proliferacijske aktivnosti u povrSinskom
epitelu gonade (26% -52%) 1 stromi (19% - 42%) tijekom stvaranja primarnih i sekundarnih
spolnih tra¢aka izmedu petog i osmog tjedna razvoja. U kasnijim stadijima utvrdeno je lagano
smanjenje proliferacijske aktivnosti u povrSinskom epitelu (35%), dok se u stromi
proliferacija nastavlja povecavati (48%) sve do kraja devetog razvojnog tjedna. Medula
pokazuje znatno nizu proliferacijsku aktivnost koja se postupno smanjuje s 15% na 12%
izmedu sedmog i devetog tjedna razvoja. Postoje statisticki znaCajne razlike u broju Ki-67
pozitivnih stanica izmedu povrSinskog epitela i gonadalne strome tijekom svih istrazivanih
razdoblja, takoder i izmedu strome i medule, kao i povrSinskog epitela i medularnog dijela od

sedmog do devetog tjedna razvoja (Slika 15).
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Slika 15. Raspodjela Ki-67 pozitivnih stanica u povrSinskom epitelu gonade (gse), stromi

gonade (gs) 1 meduli (me) tijekom razvoja gonade (5.-9. tjedan). Podatci su prikazani kao

srednje vrijednosti + standardna devijacija (okomita crta). Statisticki znacajne razlike (t-test

za 5./6. tjedan 1 Kruskal-Wallis za 7./8. 1 9. tjedan razvoja) prikazani su sa: *p<0.01,
**p<0.001, ***p<0.0001 (N=30-92).

4.2.2. Bojenje s biljegom p53 i odredivanje broja pozitivnih stanica

P53-pozitivne stanice nalazimo u svim razvojnim stadijima ljudske spolne zlijezde koji su

analizirani u ovome istrazivanju. Imunohistokemijskim bojenjem na p53 pozitivne se stanice

prikazuju smedim obojenjem jezgre. Tijekom petog i Sestog tjedna spolne prastanice samo su

izuzetno p53 pozitivne (Slika 16).
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Slika 16. Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka u 6. tjednu razvoja: neke spolne
prastanice su p53 pozitivne i imaju smede obojene jezgre (strelica), dok su negativne spolne
prastanice s hemalaunom plavo obojenim jezgrama (dvostruke strelice); povrSinski epitel

(gse), stroma (gs). Imunohistokemijsko bojenje na p53. Povecanje 100x, ljestvica 10um.

U kasnijim stadijima (sedmi i osmi tjedan) razvoja jezgre gotovo svih spolnih prastanica

unutar primarnih spolnih tracaka pokazuju odredeni stupanj p53 reaktivnosti (Slika 17).
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Slika 17. Presjek kroz spolnu Zlijezdu ljudskog zametka u 7. tjednu razvoja: gotovo sve
spolne prastanice su p53 pozitivne i imaju smede obojene jezgre (strelice); povrSinski epitel

(gse), stroma (gs). Imunohistokemijsko bojenje na pS3. Povecanje 100x, ljestvica 10um.

U ranom fetalnom razdoblju samo poneke spolne prastanice u testikularnim traccima
pokazuju slabu p53 reaktivnost, dok su ostale zametne stanice p53 negativne, tj. nemaju

izrazaj p53 bjelancevine (Slika 18).
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Slika 18. Presjek kroz spolnu Zlijezdu ljudskog zametka u 9. tjednu razvoja: samo pojedine
spolne prastanice su p53 pozitivne i imaju smede obojenu jezgru (strelica), dok su negativne
spolne prastanice s hemalaunom plavo obojenim jezgrama (dvostruke strelice); stroma (gs).

Imunohistokemijsko bojenje na p53. Povecanje 100%, ljestvica 10pum.

Sve ostale stanicne populacije tijekom razvojnih razdoblja istrazenih u ovoj studiji su p53

negativne.

Izrazaj p53 bjelancevine u povrSinskom epitelu gonade najveci je u petom i Sestom tjednu
(12%), dok je u stromi najveci izrazaj u sedmom i osmom tjednu razvoja (32%). U meduli
gonade izrazaj p53 bjelanCevine neznatan je 1 neznatno se povecava (1% - 3%). Statisticki
znacajne razlike izmedu broja p53 pozitivnih stanica povrSinskog epitela i strome uocene su u
svim razvojnim tjednima, a strome 1 medule od sedmog do devetog tjedna razvoja ljudske

spolne zlijezde (Slika 19).
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Slika 19. Raspodjela p53 pozitivnih stanica u povrSinskom epitelu gonade (gse), stromi

gonade (gs) 1 meduli (me) tijekom razvoja gonade (5.- 9.tjedan). Podatci su prikazani kao

srednje vrijednosti + standardna devijacija (okomita crta). Statisticki znacajne razlike (t-test

za 5./6. tjedan 1 Kruskal-Wallis za 7./8. 1 9. tjedan razvoja) prikazani su sa: *p<0.01,
**p<0.001, ***p<0.0001 (N=20-68).

4.2.3. Bojenje s biljegom na aktivnu kaspazu-3, kolokalizacija s AIF bjelanevinom i

odredivanje broja pozitivnih stanica

Izrazito niska kaspaza-3 reaktivnost prisutna je u spolnim prastanicama, stanicama

povrsinskog epitela 1 primarnih spolnih tracaka u petom 1 Sestom tjednu razvoja.

Imunohistokemijskim bojenjem kaspaza-3 bjelanCevina prikazuje se smedim obojenjem

jezgre (Slika 20).
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Slika 20. Presjek kroz spolnu Zlijezdu ljudskog zametka u 6. tjednu razvoja: vidi se kaspaza-3

pozitivna spolna prastanica (strelica) sa smede obojenom jezgrom u povrSinskom epitelu (gse)
te kaspaza-3 negativne stanice (dvostruke strelice) u stromi (gs). Imunohistokemijsko bojenje

na aktivnu kaspazu-3. Povecanje 100%, ljestvica 10um.

U sedmom 1 osmom tjednu kaspaza-3 pozitivne apoptotske stanice u blagom su porastu u
odnosu na prethodno razdoblje i prisutne su uglavnom u stromi i medularnom dijelu gonade u

razvoju (Slika 21).
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Slika 21. Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka u 7. tjednu razvoja: vide se kaspaza-3
pozitivne stanice (strelice) sa smede obojenom jezgrom u meduli (me). Imunohistokemijsko

bojenje na aktivnu kaspazu-3. Povecanje 100x, ljestvica 10um.

U ranom fetalnom razdoblju izrazita kaspaza-3 reaktivnost prisutna je u samo nekim spolnim

prastanicama i stromi te u folikularnim stanicama u razvoju (Slika 22).
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Slika 22. Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka u 8. tjednu razvoja: vide se kaspaza-3

pozitivne stanice (strelice) sa smede obojenom jezgrom te apoptotska tjeleSca (vrhovi strelice)
i kaspaza-3 negativna stanica (dvostruke strelice) u stromi (gs). Imunohistokemijsko bojenje

na aktivnu kaspazu-3. Povecanje 100X, ljestvica 10um.

U petom 1 Sestom tjednu razvoja AIF pozitivne stanice uocene su u svim strukturama
indiferentne spolne Zlijezde, kao 1 duz puta migracije spolnih prastanica, u dorzalnom
mezenteriju straznjeg crijeva. AIF pozitivne stanice se u tehnici imunofluorescentnog bojenja
(FITC bojenje, eng. fluorescein isothiocyanate) prikazuju zelenim obojenjem AIF
bjelancevine unutar citoplazme i/ili jezgre. U nekim stanicama AIF i kaspaza-3 biljezi su u
koekspresiji (istovremena prisutnost u istoj stanici), dok su u drugim stanicama izraZeni

pojedinacno (Slika 23).
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Slika 23. Presjek kroz indiferentnu spolnu Zlijezdu ljudskog zametka starog 6 tjedana.

Kaspaza-3 pozitivne stanice vidljive su u mezenteriju crijeva (gm), gonadalnoj stromi (gs) i
povrsinskom epitelu (gse), a oznacene su strelicama 1 vrhom strelice (a). AIF pozitivne stanice
vidljive su takoder u mezenteriju crijeva (gm), gonadalnoj stromi (gs) i povrSinskom epitelu
(gse), a oznacene su strelicama (b); mezonefros (m). Preklapanjem slika a i b vidljiva je
koekspresija kaspaze-3 i AIF bjelancevine u nekim stanicama (strelice u uvec¢anom okviru),
dok u drugim stanicama kaspaza-3 i AIF nisu u koekspresiji (vrh strelice u uve¢anom okviru)
(c). Dvostruko imunofluorescentno bojenje na aktivnu kaspazu-3 i AIF. Povecanje 40X,

ljestvica 25um.

U sedmom 1 osmom tjednu razvoja na AIF bjelancevinu pozitivne su neke spolne prastanice
unutar primarnih spolnih tracaka u kortikalnom predjelu. Koekspresija kaspaze-3 i AlF-a u
ovom je razdoblju odsutna ili vrlo rijetka. Oba biljega izrazena su u razli¢itim populacijama

stanica 1 u razli¢itim dijelovima spolne zlijezde u razvoju (Slika 24).

Slika 24. Presjek kroz spolnu Zzlijezdu ljudskog zametka u 7. tjednu razvoja: vidljiv je

kortikalni dio s povrSinskim epitelom (gse), stroma (gs) i dobro razvijen medularni dio (me) te
mezonefros (m). Neke stanice u meduli su kaspaza-3 pozitivne (vrh strelice) (a). Nekoliko

stanica u kortikalnom dijelu su AIF pozitivne (strelice) (b). Preklapanjem slika a i b vidljivo
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je kako nema koekspresije kaspaze-3 (vrh strelice u uve¢anom okviru) i AIF bjelancevine
(strelica u uve¢anom okviru) (¢). Dvostruko imunofluorescentno bojenje na aktivnu kaspazu-3

1 AIF. Povecéanje 40x, ljestvica 30um.

U devetom tjednu razvoja, izrazaj AIF bjelancevine imaju prvenstveno spolne prastanice, ali i
druge populacije stanica. Nema zajedniCkog izrazaja (koekspresije) kaspaze-3 1 AIF

bjelancevine, ali postoji njihov pojedinacni izrazaj u stanicama (Slika 25).

Slika 25. Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka u 9. tjednu razvoja sastoji se od

kortikalnog dijela s povrSinskim epitelom (gse), strome (gs) i dobro razvijenog medularnog
dijela (me), a prikazan je i1 obliznji mezonefros (m). Nekoliko kaspaza-3 pozitivnih stanica
nadeno je u korteksu, a oznacene su vrhom strelice u uve¢anom okviru (a). AIF pozitivne
stanice u kortikalnom dijelu oznacene su strelicama u uveéanom okviru (b). Preklapanjem
slika a 1 b vidljiva je odsutnost koekspresije kaspaze-3 (vrhovi strelica u uvecanom okviru) i
AITF bjelancevine (strelice u uve¢anom okviru) u nekim stanicama rane fetalne ljudske spolne
zlijezde. Dvostruko imunofluorescentno bojenje na aktivnu kaspazu-3 i AIF. Povecanje 40%,

ljestvica 25um.

Izrazaj kaspaza-3 bjelancevine u povrSinskom epitelu gonade najveéi je u petom i Sestom
tjednu (6%), dok je u stromi najveci izrazaj u devetom tjednu razvoja (13%). U meduli
gonade izrazaj kaspaza-3 bjelanCevine neznatan je 1 neznatno se povecava (4% - 5%).
Takoder postoji i1 statisticki znacajna razlika izmedu broja kaspaza-3 pozitivnih stanica
povrsinskog epitela, gonadalne strome i medule od sedmog do devetog tjedna razvoja (Slika

26).
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Slika 26. Raspodjela kaspaza-3 pozitivnih stanica u povrsinskom epitelu gonade (gse), stromi
gonade (gs) 1 meduli (me), tijekom razvoja gonade (5.- 9.tjedan). Podatci su prikazani kao
srednje vrijednosti + standardna devijacija (okomita crta). Statisticki znacajne razlike (t-test
za 5./6. tjedan 1 Kruskal-Wallis za 7./8. 1 9. tjedan razvoja) prikazani su sa: *p<0.01,
**p<0.001, ***p<0.0001 (N=25-54).

Izrazaj AIF bjelancevine u povrSinskom epitelu gonade najveci je u petom i Sestom tjednu
(28%), dok je u stromi najvedi izrazaj u devetom tjednu razvoja (20%). U meduli gonade
izrazaj AIF bjelancevine blago se povecava s 3% na 7%. Takoder su statisticki znacajne
razlike broja AIF pozitivnih stanica izmedu povrsinskog epitela i strome gonade u cijelom
istrazivanom razdoblju te izmedu strome i medularnog dijela u razdoblju od sedmog do

devetog tjedna (Slika 27).
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Slika 27. Raspodjela AIF pozitivnih stanica u povrSinskom epitelu gonade (gse), stromi
gonade (gs) 1 meduli (me) tijekom razvoja gonade (5.- 9.tjedan). Podatci su prikazani kao
srednje vrijednosti + standardna devijacija (okomita crta). Statisticki znacajne razlike (t-test
za 5./6. tjedan 1 Kruskal-Wallis za 7./8. 1 9. tjedan razvoja) prikazani su sa: *p<0.01,
**p<0.001, ***p<0.0001 (N=30-64).

4.2.4. Bojenje s bax biljegom i odredivanje broja pozitivnih stanica

U petom i Sestom tjednu razvoja bax pozitivne stanice nalaze se su u svim strukturama
indiferentne spolne zlijezde, narocito u gonadalnoj stromi. Morfoloski, bax pozitivne stanice
se u tehnici imunofluorescentnog bojenja (FITC bojanje, eng. fluorescein isothiocyanate)
prikazuju zelenim obojenjem bax bjelancevine unutar citoplazme koja okruzuje DAPI-jem
plavo obojene jezgre unutar gonade. Posebno jak izrazaj bax bjelancevine imaju spolne

prastanice (Slika 28).
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Slika 28. Presjek kroz indiferentnu spolnu Zlijezdu ljudskog zametka starog 6 tjedana. Bax
pozitivne stanice vidljive su u gonadalnoj stromi (gs) i povrSinskom epitelu (gse), a oznacene
su strelicama (a). Sve jezgre su DAPI-jem obojene plavo (b). Preklapanjem slika a i b vidljiva
je ekspresija bax bjelancevine posebno u citoplazmi spolnih prastanica (strelice) (c).

Dvostruko imunofluorescentno bojenje na bax i DAPI. Povecanje 100%, ljestvica 10um.

U sedmom i osmom tjednu razvoja bax pozitivne stanice prisutne su u svim dijelovima

gonade, a najviSe u stromi. Spolne prastanice izrazito su bax pozitivne (Slika 29).

Slika 29. Presjek kroz spolnu Zlijezdu ljudskog zametka starog 7 tjedana. Bax pozitivne
spolne prastanice vidljive su u gonadalnoj stromi (gs), povrSinskom epitelu (gse) 1 meduli

(me) (strelice). Imunofluorescentno bojenje na bax. Poveéanje 40x, ljestvica 25um.
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U devetom tjednu razvoja bax pozitivne stanice prisutne su u svim dijelovima gonade. Bax

reaktivnost najintezivnije je izrazena u spolnim prastanicama (Slika 30).

Slika 30. Presjek kroz spolnu Zlijezdu ljudskog zametka starog 9 tjedana. Bax pozitivne

stanice vidljive su u gonadalnoj stromi (gs), povrSinskom epitelu (gse) 1 meduli (me), a
oznacene su strelicama (a); mezonefros (m). Sve jezgre su DAPI-jem obojene plavo (b).
Preklapanjem slika a i b vidljiva je ekspresija bax bjelancevine u citoplazmi pozitivnih stanica
(strelice) (c). Dvostruko imunofluorescentno bojenje na bax i DAPI. Povecanje 40%, ljestvica

25um.

Izrazaj bax bjelancevine povecava se u povrSinskom epitelu gonade (sa 16% na 25%). U
stromi je najveéi izrazaj u sedmom i osmom tjednu razvoja (58%). U meduli gonade izrazaj
bax bjelanc¢evine neznatno se povecava (10-14%). Postoje statisticki znacajne razlike u broju
bax pozitivnih stanica izmedu povrSinskog epitela i1 gonadalne strome tijekom svih
istrazivanih razdoblja, takoder 1 izmedu strome i medule, kao i1 povrSinskog epitela i

medularnog dijela od sedmog do devetog tjedna razvoja (Slika 31).

48



*% *k%
60~ M gse I T
D gs dokKk
I:l me *kk *kk
50 - [ —
T
8 *kk
= A
§ 40 -
[2]
+
X 30
o]
X
20
T
101 +
0 1 1 J
5i6 7i8 9

tjedni razvoja

Slika 31. Raspodjela bax pozitivnih stanica u povrSinskom epitelu gonade (gse), stromi
gonade (gs) 1 meduli (me) tijekom razvoja gonade (5. - 9.tjedan). Podatci su prikazani kao
srednje vrijednosti = standardna devijacija (okomita crta). Statisticki znacajne razlike (t-test
za 5./6. tjedan 1 Kruskal-Wallis za 7./8. 1 9. tjedan razvoja) prikazani su sa: **p<0.001,
*#%p<0.0001 (N=43-81).

4.2.5. Bojenje s bcl-2, kolokalizacija s bax-om i odredivanje broja bcl-2 pozitivnih stanica

U petom 1 Sestom tjednu razvoja bcl-2 pozitivne stanice uocene su u svim strukturama
indiferentne spolne zlijezde, narocito u gonadalnoj stromi. Morfoloski se bcl-2 pozitivne
stanice u tehnici imunofluorescentnog bojenja (TR bojenje, eng. Texas Red) prikazuju
crvenim obojenjem bcl-2 bjelancevine unutar citoplazme koja okruzuje DAPI-jem plavo

obojene jezgre unutar gonade (Slika 32).

49



Slika 32. Presjek kroz indiferentnu spolnu zlijezdu ljudskog zametka starog 6 tjedana. Bcl-2
pozitivne stanice vidljive su u gonadalnoj stromi (gs) i povrSinskom epitelu (gse), a oznacene
su strelicama (a); mezonefros (m). Sve jezgre su DAPI-jem obojene plavo (b). Preklapanjem
slika a 1 b vidljiva je ekspresija bcl-2 bjelancevine u citoplazmi pozitivnih stanica (strelice)

(c). Dvostruko imunofluorescentno bojenje na bel-2 1 DAPI. Povecanje 40x, ljestvica 25um.

U sedmom i osmom tjednu razvoja bcl-2 pozitivne stanice prisutne su u svim dijelovima

gonade, naroc¢ito u meduli. Spolne prastanice su bcl-2 negativne (Slika 33).

Slika 33. Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka u 8. tjednu razvoja: Bcl-2 pozitivne

stanice povrSinskog epitela (gse), strome (gs) i medule (me) oznacene su strelicama. Spolne
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prastanice su bcl-2 negativne (dvostruke strelice u uvecanom okviru); mezonefros (m).

Imunohistokemijsko bojenje na bcl-2. Povecanje 40x%, ljestvica 25um.

U ranom fetalnom razdoblju bcl-2 pozitivne stanice prisutne su u svim dijelovima gonade.
Narocito je bcl-2 pozitivnost izraZzena u folikularnim stanicama u razvoju, ali su i neke spolne

prastanice bcl-2 pozitivne (Slika 34).

Slika 34. Presjek kroz spolnu Zlijezdu ljudskog zametka starog 9 tjedana. Bcl-2 pozitivne

stanice vidljive su u gonadalnoj stromi (gs), povrSinskom epitelu (gse) i meduli (me), a
oznacene su strelicama (a); mezonefros (m). Sve jezgre su DAPI-jem obojene plavo (b).
Preklapanjem slika a i b vidljiva je ekspresija bcl-2 bjelanCevine u citoplazmi pozitivnih
somatskih stanica i nekih spolnih prastanica (strelice) (c). Dvostruko imunofluorescentno

bojenje na bel-2 i DAPIL. Povecanje 40%, ljestvica 25um.

Trostrukim imunofluorescentnim bojenjem na bcl-2, bax i DAPI potvrden je dominantni
izrazaj bcl-2 bjelancevine u folikularnim i prate¢im stanicama, dok su spolne prastanice i
epitelne stanice povrSinskog epitela uglavnom samo bax pozitivne. Samo mali broj
folikularnih 1 spolnih prastanica pokazuje istodobni izrazaj bcl-2 i1 bax bjelancevine u istoj

stanici (Slika 35).
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Slika 35. Presjek kroz spolnu Zlijezdu ljudskog zametka starog 9 tjedana. Bcl-2 pozitivne

stanice vidljive su u gonadalnoj stromi (gs), a oznacene su strelicama (a); povrsinski epitel
gonade (gse). Bax pozitivne spolne prastanice (strelice) 1 bax pozitivna folikularna stanica
(dvostruke strelice) vidljive su u gonadalnoj stromi (gs); povrSinski epitel gonade (gse) (b).
Preklapanjem slika a i b vidljiva je medusobna dinamika izrazaja bcl-2 1 bax bjelancevine.
Spolne prastanice su bax pozitivne (poloZene strelice), folikularne stanice su bcl-2 pozitivne
(kose strelice), dok je kolokalizacija bcl-2 1 bax bjelancevine u istoj folikularnoj stanici
oznacena dvostrukim strelicama, a u spolnoj prastanici vrhom strelice (c). Sve jezgre su
DAPI-jem obojene plavo (d). Preklapanjem slika ¢ i d vidljiva je ekspresija becl-2 1 bax
bjelancevine u odnosu na plavo obojene jezgre svih stanica. Kolokalizacija bcl-2 i bax-a u
spolnoj prastanici (vrh strelice) 1 folikularnoj stanici (dvostruke strelice), bax pozitivne spolne
prastanice (strelice) (e). Uvecanje detalja u okviru slike e (f). Trostruko imunofluorescentno

bojenje na bel-2, bax i DAPI. Povecanje 100x, ljestvica 10um.

Izrazaj bcl-2 bjelancevine u povrSinskom epitelu gonade neznantno se smanjuje tijekom
istrazivanih razdoblja (sa 16% na 12%), dok je najve¢i izrazaj u stromi i meduli u sedmom 1
osmom tjednu razvoja (49% odnosno 82%). Postoje statisticki znacajne razlike u broju bcl-2
pozitivnih stanica izmedu povrSinskog epitela 1 gonadalne strome tijekom svih istrazivanih
razdoblja, takoder 1 izmedu strome 1 medule, kao i povrSinskog epitela i medularnog dijela od

sedmog do devetog tjedna razvoja (Slika 36).
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Slika 36. Raspodjela bcl-2 pozitivnih stanica u povrSinskom epitelu gonade (gse), stromi
gonade (gs) 1 meduli (me) tijekom razvoja gonade (5.- 9.tjedan). Podatci su prikazani kao
srednje vrijednosti = standardna devijacija (okomita crta). Statisticki znacajne razlike (t-test
za 5./6. tjedan 1 Kruskal-Wallis za 7./8. i 9. tjedan razvoja) prikazani su sa: **p<0.001,
*#%p<0.0001 (N=39-89).

4.2.6. Bojenje s citokeratinom 8 i odredivanje broja pozitivnih stanica

Tijekom petog i Sestog razvojnog tjedna citokeratin 8 prisutan je u stanicama povrSinskog
epitela te u stanicama strome osim spolnih prastanica koje su citokeratin 8 negativne.
Imunohistokemijskim bojenjem na citokeratin 8 pozitivne stanice imaju smede obojenje
intermedijarnih filamenata u citoplazmi. Narocito jak izrazaj citokeratina 8 prisutan je u

obliznjim strukturama mezonefrosa (Slika 37).
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Slika 37. Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka u 6. tjednu razvoja: vide se
citokeratin 8 pozitivne stanice (strelice) sa smede obojenom citoplazmom u povrSinskom
epitelu (gse) 1 stromi (gs). Spolne prastanice su citokeratin negativne (dvostruke strelice u
uvecanom okviru); mezonefros (m). Imunohistokemijsko bojenje na citokeratin 8. Povecanje

10x%, ljestvica SOum.

Tijekom daljnjeg razvoja gonade spolne prastanice su i dalje negativne na citokeratin 8, a
uocen je 1 njegov nesto manji izrazaj u povrSinskom epitelu u odnosu na stromu. Takoder,

intezitet obojenja pozitivnih stanica nesto je jaci u stromi gonade (Slika 38).
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Slika 38. Presjek kroz spolnu Zlijjezdu ljudskog zametka starog 7 tjedana: citokeratin 8
pozitivne stanice povrSinskog epitela (gse) 1 strome (gs) oznacene su strelicama. Rijetke
citokeratin 8 pozitivne stanice (strelice) uocene su i u meduli (me); mezonefros (m).

Imunohistokemijsko bojenje na citokeratin 8. Povecanje 10x, ljestvica S50um.

U ranom fetalnom razdoblju citokeratin 8 pozitivne stanice imaju izrazito jak izrazaj ove

bjelancevine u svim dijelovima gonade osim u spolnim prastanicama (Slika 39).
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Slika 39. Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka u 9. tjednu razvoja: vide se
citokeratin 8 pozitivne stanice (strelice) sa smede obojenom citoplazmom u povrSinskom
epitelu (gse), stromi (gs) i meduli (me). Spolne prastanice su citokeratin negativne (vrhovi
strelica); mezonefros (m). Imunohistokemijsko bojenje na citokeratin 8. Povecanje 20x,

ljestvica 35um.

Izrazaj citokeratin 8 bjelan¢evine u povrSinskom epitelu gonade u petom i Sestom tjednu
razvoja iznosi 56%. U sedmom 1 osmom tjednu dolazi do sniZenja na 42% i ponovnog
povecanja na 92% u ranom fetalnom razdoblju. U stromi se izrazaj citokeratina 8 postupno
povecava s 42% na 60%, dok je u meduli najveéi izrazaj u ranom fetalnom razdoblju (42%).
Postoje statisticki znacajne razlike u broju citokeratin 8 pozitivnih stanica izmedu povrsinskog
epitela i gonadalne strome tijekom svih istrazivanih razdoblja, takoder i izmedu strome i
medule, kao 1 povrSinskog epitela 1 medularnog dijela od sedmog do devetog tjedna razvoja

(Slika 40).
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Slika 40. Raspodjela citokeratin 8 pozitivnih stanica u povrSinskom epitelu gonade (gse),
stromi gonade (gs) i meduli (me) tijekom razvoja gonade (5.- 9.tjedan). Podatci su prikazani
kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (okomita crta). Statisticki znacajne razlike (t-
test za 5./6. tjedan 1 Kruskal-Wallis za 7./8. 1 9. tjedan razvoja) prikazani su sa: **p<0.001,
**%p<0.0001 (N=52-101).

4.2.7. Bojenje s vimentinom, kolokalizacija s citokeratinom 8 i1 odredivanje broja vimentin

pozitivnih stanica

Tijekom petog 1 Sestog razvojnog tjedna vimentin dominira u stanicama strome, dok je slabo
izrazen u povrSinskom epitelu. Imunohistokemijskim bojenjem na vimentin pozitivne stanice
imaju smede obojenje intermedijarnih filamenata u citoplazmi te posebno oko jezgre u obliku
perinuklearnog prstena. Neke spolne prastanice su vimentin negativne, a neke su vimentin
pozitivne. Vimentin pozitivne stanice prisutne su i u obliznjim strukturama mezonefrosa

(Slika 41).
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Slika 41. Presjek kroz spolnu Zlijezdu ljudskog zametka u 6. tjednu razvoja: vide se vimentin
pozitivne stanice (strelice) sa smede obojenom citoplazmom u stromi (gs), neke spolne
prastanice su vimentin negativne (dvostruke strelice), a neke su vimentin pozitivne (vrhovi
strelica); povrSinski epitel (gse), mezonefros (m). Imunohistokemijsko bojenje na vimentin.

Povecanje 20x%, ljestvica 35um.

U sedmom i osmom tjednu razvoja vecina stanica gonade su vimentin pozitivne, osim spolnih

prastanica koje su uglavnom vimentin negativne (Slika 42).
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Slika 42. Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka u 7. tjednu razvoja: vimentin
pozitivne stanice povrSinskog epitela (gse), strome (gs) i medule (me) oznafene su
strelicama. Spolne prastanice su vimentin negativne (dvostruke strelice u uve¢anom okviru);

mezonefros (m). Imunohistokemijsko bojenje na vimentin. Povecanje 20x, ljestvica 35um.

U devetom razvojnom tjednu vimetnin ima izrazito jak izrazaj u svim stanicama gonade.
Spolne prastanice i dalje su uglavnom negativne, medutim i dalje neke spolne prastanice

imaju znatan izrazaj vimentina (Slika 43).
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Slika 43. Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka u 8. tjednu razvoja: vimentin
pozitivne stanice povrSinskog epitela (gse) i1 strome (gs) oznacene su bijelim zvjezdicama;
vimentin negativne spolne prastanice (dvostruke strelice), vimentin pozitivnha spolna
prastanica (vrh crvene strelice) prikazana je u uve¢anom okviru. Imunohistokemijsko bojenje

na vimentin. Povecanje 40x, ljestvica 25um.

Trostrukim imunofluorescentnim bojanjem na vimentin, citokeratin 8 1 DAPI u petom 1
Sestom tjednu razvoja vidljiva je dominacija izrazaja vimentina u stromi gonade, a
citokeratina 8 u povrSinskom epitelu. Iako su spolne prastanice uvijek citokeratin 8 negativne
1 uglavnom vimenin negativne, ipak su neke od njih vimentin pozitivne. U dijelu somatskih
stanica vimentin 1 citokeratin 8 su kolokalizirani, $to upucuje na mogucu epitelno
mezenhimsku preobrazbu (Slika 44 a-d). U sedmom i osmom tjednu razvoja nastavlja se
prisustvo kolokalizacije vimentina i citokeratina 8§ u somatskim stanicama, dok neke spolne
prastanice i dalje pokazuju izrazaj vimentina (Slika 44 e-h). U ranom fetalnom razdoblju
vecina spolnih prastanica su vimentin negativne, uz tek poneku vimentin pozitivhu spolnu
prastanicu $to upucuje na smanjenje uloge vimentina u oblikovanju i daljnjem ponaSanju

spolnih prastanica (Slika 44 i-1).
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Slika 44. Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka starog 6 tjedana (a-d). Vimentin

pozitivne stanice vidljive su u gonadalnoj stromi (gs) i epitelu (gse), a oznacene su strelicama
(a). Citokeratin 8 pozitivne stanice (strelice) dominiraju u povrSinskom epitelu (gse), ali su
pozitivne (strelica) 1 u nekim stanicama strome (gs) (b). Sve jezgre su DAPI-jem obojene
plavo (c). Preklapanjem slika a-c vidljiva je medusobna dinamika izrazaja vimentina i
citokeratina 8. Neke spolne prastanice su samo vimentin pozitivne (dvostruke strelice), dok su
neke stanice povrSinskog epitela (gse) samo citokeratin 8 pozitivne (poloZene strelice), a neke
stanice imaju kolokalizaciju vimentina 1 citokeratina 8 u istoj stanici (kosa strelica) (d).
Presjek kroz spolnu zlijezdu ljudskog zametka starog 7 tjedana (e-h). Vimentin pozitivne
stanice vidljive su u gonadalnoj stromi (gs), epitelu (gse) i meduli (me) (strelice) (e).
Citokeratin 8 pozitivne stanice (strelice) prisutne su i dalje u povrSinskom epitelu (gse), ali su
pozitivne 1 u mnogim stanicama strome (gs) te neSto manje u meduli (me) (f). Sve jezgre su
DAPI-jem obojene plavo (g). Preklapanjem slika e-g vidljivo je kako neke folikularne stanice
strome (gs) imaju kolokalizaciju vimentina i citokeratina 8 (kose strelice). Neke spolne
prastanice samo su vimentin pozitivne (vrh strelice); crijevo (g) (h). Presjek kroz spolnu
zlijezdu ljudskog zametka starog 9 tjedana (i-1). Vimentin pozitivne stanice vidljive su u
gonadalnoj stromi (gs) i epitelu (gse), a oznaCene su strelicama (i), kao 1 citokeratin 8
pozitivne stanice (strelice) (j). Sve jezgre su DAPI-jem obojene plavo, a jezgre spolnih
prastanica oznacene su vrhovima strelica (k). Preklapanjem slika i-k vidljiva je medusobna
dinamika izrazaja vimentina i citokeratina 8. Neke spolne prastanice samo su vimentin

pozitivne (dvostruke strelice), dok su neke stanice povrSinskog epitela (gse) 1 strome (gs) ili
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samo vimentin pozitivne ili samo citokeratin 8 pozitivne (poloZene strelice). Druge imaju
kolokalizaciju obaju biljega u folikularnim stanicama (kose strelice); vimentin negativne
spolne prastanice (vrhovi strelice) (I). Trostruko imunofluorescentno bojenje na vimentin,
citokeratin 8 1 DAPI. Povecanje 100x (a-d; i-1), ljestvica 10um, povecanje 40x (e-h), ljestvica
25um.

Izrazaj vimentin bjelancevine u povrSinskom epitelu gonade znacajno se povecava tijekom
istrazivanih razdoblja (s 18% na 97%), dok je u stromi izrazaj iznimno visok ve¢ u petom i
Sestom tjednu i iznosi 73% te se nastavlja povecavati na 88% u devetom tjednu razvoja.
Medula ima najvedi izrazaj vimentina u sedmom 1 osmom tjednu razvoja (93%). Postoje
statisticki znacajne razlike u broju vimentin pozitivnih stanica izmedu povrsSinskog epitela i
gonadalne strome od petog do osmog tjedna, takoder i izmedu strome i medule u sedmom i

osmom tjednu razvoja (Slika 45).
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Slika 45. Raspodjela vimentin pozitivnih stanica u povrSinskom epitelu gonade (gse), stromi
gonade (gs) i meduli (me) tijekom razvoja gonade (5.- 9.tjedan). Podatci su prikazani kao
srednje vrijednosti + standardna devijacija (okomita crta). Statisticki znacajne razlike (t-test
za 5./6. tjedan 1 Kruskal-Wallis za 7./8. 1 9. tjedan razvoja) prikazani su sa: **p<0.001,
**%p<0.0001 (N=43-81).
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5. RASPRAVA

Spolne zlijezde razvijaju se od bipotentne epitelno-mezenhimske osnove u koju migriraju
spolne prastanice. Vec¢ tijekom migracije spolne prastanice prolaze kroz procese proliferacije i
apoptoze, no u trenutku kada kona¢no nasele spolne nabore (peti i Sesti tjedan embrionalnog
razvoja), jo§ uvijek imamo indiferentnu gonadu koja ¢e tek krajem sedmog tjedna razvoja
poceti pokazivati jasnije morfoloSke znakove spolne diferencijacije. Dosadasnje spoznaje o
regulaciji procesa proliferacije, stani¢nog prezivljenja te programirane smrti stanice u
gonadama uglavnom su stecene na pokusnim zivotinjama i kulturama stanica, dok su u ljudi
uglavnom istrazivane fetalne i postnatalne gonade. Stoga postoji vrlo malo podataka o ovim
procesima u humanoj gonadi, naro€ito u embrionalnom i ranom fetalnom razdoblju koje je

istrazeno u ovom radu.

5.1. Dinamika procesa proliferacije i stanicnog prezivljenja u razvoju gonade

Procesi proliferacije i apoptotoze prisutni su tijekom indiferentnog stadija i1 stadija rane
diferencijacije humane gonade. Proliferacija je prisutna u svim stani¢nim populacijama,
pretezno u kortikalnim dijelovima gonade u razvoju. Za vrijeme istrazivanog razdoblja broj
proliferirajucih stanica povrSinskog epitela i1 strome isprva se znacajno uvecavao, a zatim se
pocetkom fetalnog perioda broj Ki-67 pozitivnih stanica povrSinskog epitela smanjivao.
Vjerujemo da je val proliferacije ispocCetka bio povezan s nastajanjem primarnih spolnih
tracaka, a kasnije s razvojem sekundarnih spolnih (kortikalnih ili medularnih) tracaka,
karakteristi¢nih za rani razvoj ovarija ili testisa. Naime, obje generacije spolnih tracaka
nastaju proliferacijom povrSinskog epitela i uve¢anjem kortikalnog dijela, Sto dovodi do rasta
1 uvecanja cijele gonade. Medularni dio (koji nastaje u sedmom tjednu razvoja) ima znatno
nizi proliferacijski indeks u odnosu na kortikalnu regiju. To je vjerojatno povezano s ranom
diferencijacijom ovarija u kojima medula postupno regredira, dok se tijekom razvoja testisa
medularni tracci u cijelosti razviju. Novi val mitotske i1 apoptotske aktivnosti u gonadama

zapazen je u osamnaestom tjednu razvoja ljudskog jajnika (81).

U istrazivanju Trauta i suradnika 2002. godine provedenog na misjim gonadama pokazalo se

da je Ki-67 bio izrazen u fetalnim ovarijima u mejocitama (43), uglavnom u nukleolusu, dok u
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mirujuéim oocitama nije bilo izrazaja Ki-67. Istovremeno s proliferacijom i rastom rane
ljudske spolne Zlijezde, u razliitim stani¢nim populacijama bili su prisutni i drugi ¢imbenici

ukljuceni u kontrolu broja stanica i stani¢nu smrt.

P53 bio je prisutan samo u jezgrama spolnih prastanica, naroCito za vrijeme degeneracije
primitivnih spolnih tracaka (sedmi i osmi tjedan razvoja). U ranom fetalnom razdoblju samo
je nekoliko spolnih prastanica (unutar seminifernih tracaka) zadrzalo p53 reaktivnost.
Vjerujemo da p53 moze sluziti iskljucivo za kontrolu broja spolnih prastanica (narocito kod
eliminacije primitivnih spolnih tracaka), ali ne i za eliminaciju drugih populacija stanica u

razdoblju najranijih razvojnih stadija humane indiferentne gonade.

Dokazano je da proapoptotski p53 gen ima vaznu ulogu u folikularnoj atreziji tijekom
reproduktivnog Zivotnog razdoblja (72) te da sluzi kao Cuvar stanicnog genoma od razli¢itih
pogubnih utjecaja (64). OsteCenje DNK uzrokuje brzo povecanje koncentracije
bjelancevinskih produkata p53 gena, ali ukoliko je oStecenje opsezno, daljnje poveéanje p53
poti¢e apoptotski mehanizam u svrhu ocuvanja genetske homeostaze. Sliéno nasim
rezultatima na ljudskim gonadama, pokusni nalazi pokazuju da je p53 izrazen u zametnim
stanicama 1 tijesno vezan uz njihovo prezivljenje. Medutim, izrazaj p53 bjelancevine takoder
je dokazan u degeneriranim granuloza stanicama atreti¢nih antralnih folikula ljudi i Stakora
(48, 53). Nasi rezultati takoder pokazuju da AIF i p53 mogu biti vazni u odstranjivanju
odredenog broja spolnih prastanica tijekom migracije te da u nekim stanicama djeluju zajedno
s kaspazom-3, dok u drugim stanicama djeluju samostalno. Slicno p53, pokazalo se da 1 AIF i
bax imaju vaznu ulogu u kontroli broja spolnih prastanica u najranijim stadijima razvoja
humane gonade. Prethodne pokusne studije pokazale su da p53 moze kontrolirati bazalni
nivo izrazaja AlIF-a (74) i bax-a (140). P53 povecava osjetljivost stanica na kaspaza neovisnu
stani¢nu smrt preko pozitivne regulacije izrazaja AIF-a. Medutim, regulacija izrazaja AIF-a
preko p53 vjerojatnije ima citoprotektivnu funkciju, preko njegove uloge u sastavljanju
respiratornog kompleksa I, nego u poticanju apoptoze. Pokusi u kulturama stanica pokazali su
kako bax ima izrazaj i u stanicama u kojima je p53 gen inaktiviran te kako razinu bax-a i
njime posredovanu apoptozu stanica mogu povecati 1 p53 neovisni apoptotski stimulansi
poput glukokortikoida (141, 142). Stoga moZemo zakljuc¢iti da pojacan izrazaj bax-a
posredstvom p53 vjerojatno sluzi u pojacanju ucinkovitosti apoptotskih signala, ali ne
odreduje hoce li stanica zivjeti ili umrijeti. Ovim istrazivanjem, kolokalizacijom bax-a i bcl-2
u istim stanicama, dokazano je da stanice koje imaju apoptotski potencijal (izrazaj bax-a) ne

moraju nuzno i¢i u apoptozu, nego mogu zivjeti zahvaljujuéi anti-apoptotskoj protutezi
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(izrazaj bcl-2). PojaCan izrazaj bax bjelanCevine doprinosi otpustanju medijatora 1 kaspaza
ovisne i neovisne stani¢ne smrti, ukljucujuci citokrom c, endonukleazu G i AIF (114), stoga je
izvjesnije da je ucinkovitost AIF-a u odstranjivanju viSka spolnih prastanica potaknuta

pojacanim izrazajem bax-a, nego p53.

U naSem istrazivanju izrazaj bax bjelanCevine prisutan je tijekom cijelog razdoblja, posebno u
zametnim stanicama i najizrazeniji je u sedmom i osmom tjednu razvoja sto bi moglo, kaoiu
slucaju pojacane p53 reaktivnosti, biti povezano s nestankom primarnih spolnih trac¢aka i
smanjenjem ukupnog broja zametnih stanica u ranom fetalnom razdoblju. Propadanje spolnih
prastanica apoptozom koje se pojacava u sedmom i osmom tjednu razvoja moze nastati zbog
kromosomskih abnormalnosti kao posljedica izrazite proliferacije u ovom razdoblju ili
jednostavno zbog postizanja optimalnog broja spolnih prastanica uslijed njihove pretjerane

produkcije.

Bax reaktivnost je prisutna i u ostalim stani¢nim populacijama rane ljudske gonade te stoga
doprinosi 1 kontroli broja njihovih stanica. U studiji Vaskivuoa i suradnika na ljudskim
ovarijima dokazan je izrazaj proapoptotske bax bjelancevine tijekom CcCitavog fetalnog
razdoblja u prate¢im stanicama, a u oocitama tek u kasnijem fetalnom razdoblju (105, 111). U
zametnim stanicama ranih misjih embrija te kulturama stanica misjih gonada nije dokazan
izrazaj bax bjelancevine, dok je u kasnijem embrionalnom i fetalnom razdoblju prisutan
njegov snazan izrazaj (143). Studije na genetski modificiranim miSevima pokazale su da
potpuni nedostatak proapoptotske bjelanevine bax vodi povecanju broja oocita i
primordijalnih folikula u usporedbi s ,divljim tipom* (110), no miSice nakon rodenja
pokazuju normalan fenotip i duze ocuvan fertilitet nego Sto bi odgovaralo njihovoj
kronoloskoj dobi (115). S druge strane, pojaCan izrazaj proapoptotske bjelanCevine bax
uzrokuje smrt granuloza stanica 1 atreziju folikula Stakora (116) i Covjeka (113), a u

suglasnosti je i s naSim rezultatima o prisutnosti bax-a u somatskim stanicama gonade.

Pojacan izrazaj anti-apoptotskih ¢lanova bcl-2 obitelji izgleda da prevenira otpustanje AIF-a i
posljedicnu stanicnu smrt (94). AIF dakle posreduje kaspaza neovisnu stani¢nu smrt
kaskadom apoptotske reakcije koja u jezgri formira kromatin degradiraju¢i kompleks 1

sudjeluje u stvaranju apoptotskih tjeleSaca, kondenzaciji kromatina 1 fragmentaciji DNK (49).

U ovom istrazivanju kaspaza-3 je dokazana u svim stani¢nim populacijama gonada, za razliku
od p53. Isprva je bila prisutna u svim podru¢jima ranog gonadalnog primordiuma, ali u

kasnijim stadijima (sedmi i osmi tjedan) kaspaza-3 pozitivne stanice prevladavaju u meduli.
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Dakle, ovaj tip stani¢ne smrti mogao bi sluziti za uklanjanje medularnih dijelova primitivnih

spolnih tracaka (spolnih prastanica i okolnih stanica u spolnim traccima).

U ranom fetalnom razdoblju kaspaza ovisna stanicna smrt prisutna je u svim stani¢nim
populacijama u svim podrucjima gonade u razvoju. Brojne su studije pokazale da apoptotska
kaskadna reakcija moze biti potaknuta unutarnjim (mitohondrijskim) ili vanjskim (preko
receptora smrti) putem (51, 52). Apoptotski proces ima klju¢nu ulogu tijekom razvoja i u
odrzavanju homeostaze tkiva (44), bez obzira odvija li se kaspaza ovisnim ili kaspaza
neovisnim putem (48). Za vrijeme apoptotske reakcije mitohondriji mogu otpustiti kaspaza-3
neovisne ¢imbenike stani¢ne smrti poput citokroma c, AIF-a i endonukleaze G (48, 53, 54).
Kao §to je ranije navedeno, opsezan gubitak zametnih stanica uslijed apoptoze dokazan je
tijekom prenatalne oogeneze i spermatogeneze miseva (57-59). Kaspaza-3 bila je prisutna u
granuloza stanicama degeneriranih antralnih folikula u mi§jim 1 ljudskim ovarijima.
Promijenjeni 1 atreticni folikuli bili su pronadeni i kod kaspaza-3 mutiranih miSica.
Zakljuceno je da je kaspaza-3 funkcionalno neophodna za apoptozu granuloza stanica tijekom
folikularne atrezije, dok kod apoptoze zametnih stanica ovarija ovaj enzim nije funkcionalno

neophodan.

Ovaj je nalaz u suglasnosti s rezultatima dobivenim u nasoj studiji. Dokazan je pojacan izrazaj
bax i AIF bjelancevine u spolnim stanicama te apoptoza zametnih stanica kaspaza neovisnim

nacinom, jer i bax i AIF mogu poticati i poticu kaspaza neovisnu apoptozu.

U odraslih Zena aktivni oblik kaspaze-3 nije pronaden u primordijalnim, primarnim ni
sekundarnim folikulima, nego samo u velikim antralnim folikulima s mikroskopskim
znakovima atrezije. Takoder, atreti¢ni folikuli bili su jedine ovarijske strukture u kojima je
TUNEL postupkom dokazano odvajanje DNK (144). Kaspaza-3 narocito je bila izraZzena u
uzorcima ljudskih jajnika u osamnaestom 1 devetnaestom tjednu razvoja, dok je u uzorcima
dvadesetog tjedna izrazaj bio znatno manji. U naSem istrazivanju dokazana je kaspaza-3 u
zametnim stanicama ve¢ tijekom embrionalnog razdoblja, $to je u suglasnosti sa studijom
Fultona i suradnika koji sugeriraju da zametne stanice u gonadama koje ne dospiju u naizgled
zastitnicko okruzenje primordijalnih folikula pokazuju povecanje mitotske 1 apoptotske

aktivnosti (81).

Dvostrukim imunofluorescentnim bojenjem na bcl-2 1 bax bjelancevinu u nasoj je studiji
ustanovljen dominantan izrazaj bcl-2 bjelancevine u folikularnim i prate¢im stanicama, dok su

spolne prastanice i epitelne stanice povrSinskog epitela uglavnom samo bax pozitivne. Samo
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mali broj folikularnih 1 spolnih prastanica pokazuje istodobni izrazaj bcl-2 1 bax bjelancevine
u istoj stanici, Sto je u skladu s funkcijom gena za bax i bcl-2 €ija ravnoteza izrazaja ima
kljuénu ulogu u odredivanju opstanka ili programirane smrti stanice (145, 146). Naime, bcl-2
moze sprijeCiti pokretanje apoptotskog mehanizma na razini mitohondrija tvoreci
heterodimere s bax-om (100, 147) ili nakon §to bax inducira stvaranje pora u membrani
mitohondrija (148). Takoder, nizak bcl2/bax omjer moze predodrediti stanicu za apoptozu
(149). U nasem istrazivanju untarstani¢ni ¢imbenik bcl-2 §titi uglavnom somatske stanice od
apoptoze i izraZen je u petom 1 Sestom tjednu razvoja u svim stani¢nim linijama, u sedmom i
osmom tjednu nema ga isklju¢ivo u spolnim prastanicama, Sto upucuje kako se u ovom
razdoblju dogada pojacano propadanje spolnih prastanica vjerojatno pod utjecajem snaznog
izrazaja p53 bjelancevine i povecanja izrazaja bax-a i AIF-a. Propadanje spolnih prastanica
nastavlja se 1 u ranom fetalnom razdoblju jer je bcl-2 izrazaj prisutan uglavnom u folikularnim
stanicama te samo manjim dijelom u spolnim prastanicama, $to bi moglo (kao i u slucaju
pojacane reaktivnosti bax-a, kaspaze-3 i AIF-a) biti povezano s nestankom primarnih spolnih
tracaka 1 padom ukupnog broja spolnih prastanica u ranom fetalnom razdoblju. Nasi su
rezultati u suglasnosti sa studijama na ovarijima misjeg embrija gdje se pokazalo odsustvo
izrazaja bcl-2 bjelanCevine u zametnim stanicama, kao 1 u kulturama stanica istog porijekla
(143). Sukladno nasim rezultatima, u studiji Quenbyja i suradnika na ljudskim zametcima (6.-
12. gestacijski tjedan) tijekom svih istrazivanih razdoblja nije bilo izrazaja bcl-2 u zametnim
stanicama, a utvrdeno je prisustvo ovog antiapoptotskog cimbenika u populacijama somatskih

stanica (150).

5.2. Znacaj intermedijarnih filamenata citokeratina 8 1 vimentina u razvoju gonade

U nasem radu citokeratin 8 prisutan je tijekom cijelog istrazivanog razdoblja u svim
stanicnim linijjama gonade osim u zametnim stanicama, Sto je u skladu s prethodnim
istrazivanjima na Stakorskim i mi§jim modelima u kojima je prisustvo citokeratina utvrdeno
rano tijekom embriogeneze (128, 135, 151-154). Rana pojava citokeratina 8 ukazuje na
njegovu vaznost tijekom embrionalne faze razvoja gonade, jer njegov potpuni nedostatak
dovodi do smrti mi§jih embrija, S$to je potvrdeno na modelima miSeva s inaktiviranim genom
za citokeratin 8 (eng. knock out) (126). Citokeratin 8 ima antiapoptotsku ulogu (121, 122) i
ukljucen je u signalne puteve povezane sa stanicnim prezivljenjem (123) te je izraZzen u
stanicama koje su predodredene za daljnju diferancijaciju. Ova je studija dokazala odsustvo

izrazaja citokeratina 8 tijekom svih istrazivanih razdoblja u populaciji zametnih stanica, §to je
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s obzirom na njegovu antiapoptotsku ulogu u suglasnosti s povecanim propadanjem zametnih
stanica (113) u razvoju gonade ¢emu svjedoCi i pojaCan izrazaj proapoptotske bax
bjelancevine u zametnim stanicama. Odsustvo citokeratina 8 u zametnim stanicama gonada u
razvoju takoder je dokazano u mnogim prethodnih studijama (135, 152, 155, 156), dok je u
suprotnosti rezultat studije Santini i1 suradnika gdje je pronaden izrazaj citokeratina 8 u
spolnim stanicama, ali ne tijekom embrionalnog razvoja nego u kasnih fetalnih i adultnih

humanih ovarija (157).

Porast izrazaja citokeratina 8 u gonadi prati sazrijevanje i diferencijaciju gonade, stoga je i
najve¢i upravo u ranom fetalnom razdoblju. Pojava citokeratina (i nestanak dezmina) u
prekursorima Sertolijevih stanica Stakora povezana je s pocCetkom njihove epitelne
diferencijacije kao prvi morfoloski znak spolnog odredivanja testisa (158). U gonadama
Stakora citokeratin 8 prisutan je tijekom cijelog prenatalnog razdoblja i u ranom

postpartalnom periodu (135).

Vimentin bjelanCevina pozitivna je tijekom cijelog istrazivanog razdoblja, narocito od
sedmog tjedna razvoja gonade i to u vecini somatskih i samo u nekim spolnim prastanicama,
Sto ukazuje na vaznu ulogu vimentina u izgradnji citoskeleta prikladnog za eventualnu
migraciju stanica unutar gonade. Naime, utvrdeno je kako citoplazma zametnih stanica koristi
citoskeletalne elemente poput vimentina kao vazne izvore bjelanCevina za izgradnju
citoarhitekture stanice neophodne za njenu migraciju (159). Ovoj pretpostavci doprinosi i
¢injenica da je vimentin u bliskom kontaktu s jezgrom stanice kojoj daje mehanicku potporu i
drzi je na Zeljenom mjestu u stanici te ima funkcionalnu ulogu u uspostavi polarnosti i
citoarhitekture stanice (160, 161). Izrazaj vimentina u spolnim stanicama potvrdex je i u
studiji Tanga i suradnika koji su dokazali njegov izrazaj u oocitama zabe (159). U kasnijem
razvoju slab izrazaj vimentina u zametnim stanicama doprinosi propadanju zametnih stanica

zbog ukljucenosti vimentina u signalne puteve povezane sa stani¢nim prezivljenjem (123).

Izrazaj citokeratina 8 kao biljega epitelnih stanica u stromi i meduli gonade upucuje na
porijeklo somatskih stanica gonade i govori u prilog proliferacije celomskog epitela i
njegovog urastanja u mezenhim gonade (spolni tracci), kako se tradicionalno opisuje u
embrioloskim knjigama (1, 162). S druge strane, ovom nalazu proturje¢i dominantan izrazaj
vimentina, kao biljega mezenhimskih stanica, posebno od sedmog tjedna razvoja pa nadalje
(80% do 98% pozitivnih stanica), $to ukazuje na mezenhimsko porijeklo somatskih stanica
strome 1 medule gonade. Nedoumice oko epitelnog ili mezenhimskog porijekla somatskih

stanica gonade dodatno naglasava i Cinjenica kako porijeklo folikularnih epitelnih stanica
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gonade jo$ uvijek nije u potpunosti utvrdeno te se predlazu tri moguca izvora njihovog
podrijetla: celomski epitel, mezenhim mezonefrosa ili kombinacija celomskog epitela i
mezenhima mezonefrosa. U nasem radu izrazaj citokeratina 8 od petog do devetog tjedna
razvoja upucuje na diferencijaciju stanica s osobinama epitela, stoga ne iznenaduje njegova
dominacija upravo u povrSinskom epitelu gonade. Izrazaj u stromi gonade (naroCito u
sedmom i osmom tjednu) povezan je s urastanjem i proliferacijom celomskog epitela u
mezenhim gonade kod stvaranja spolnih tracaka. Navedeno upucuje na epitelno podrijetlo
folikularnih stanica. Dominantni izrazaj vimentina (biljeg mezenhimskih stanica) prilog je
teoriji o podrijetlu folikularnih stanica iz mezenhima mezonefrosa, Sto potvrduje i studija
Mora i suradnika (154). Obzirom na navedeno, vjerojatno je da folikularne stanice gonade
potjecu iz obaju izvora (celomskog epitela i mezenhima mezonefrosa). Dokazano je prisustvo
dvaju razlicitih tipova folikularnih stanica (svijetlih, mezenhimskog porijekla i tamnih,
porijeklom i1z celomskog epitela) u ranom folikularnom epitelu (163), Sto potvrduju i1 nasi
rezultati. S druge strane, kolokalizacija izraZaja citokeratina 8 i vimentina u istim somatskim
stanicama u ovoj studiji tijekom cijelog istrazivanog razdoblja ukazuje i na moguénost
epitelno-mezenhimske i1 mezenhimsko-epitelne preobrazbe unutar gonade, jer je u tom
razdoblju u tijeku migracija spolnih prastanica i epitelna morfogeneza, odnosno stvaranje
spolnih tracaka (medularnih i kortikalnih) (135). Naime, tijekom embriogeneze, epitel se
smatra iznimno plasticnim s moguéno$¢u ponovne preobrazbe prema mezenhimu i obrnuto, iz
mezenhima prema epitelu (164). Epitelne stanice tipi¢no su polarizirane, nepokretne stanice,
koje su usidrene na bazalnu membranu. Epitelno-mezenhimskom preobrazbom epitelne
stanice gube svoje tijesne spojeve, reorganiziraju citoskelet u smislu mezenhimske stanice te
stjeCu jedan invazivan fenotip koji omogucuje migraciju (165). U odraslom organizmu
epitelno-mezenhimska preobrazba podloga je za metastatsko Sirenje karcinoma, a pojavljuje
se 1 u procesima zacjeljivanja rana i regeneracije tkiva (165). Dakle, bioloska je podloga
epitelno-mezenhimske preobrazbe stvaranje stanica s razliCitim fenotipom 1 tkivhom
funkcijom kako bi se olakSala migracija stanica i njihova invazija u okolno tkivo. Tijekom
embrionalnog razvoja epitelno-mezenhimska preobrazba ima kriti¢nu ulogu u stvaranju prvog
seta mezenhimskih stanica (primarni mezenhim) iz kojih se diferencira sekundarni epitel

putem mezenhimsko-epitelne preobrazbe, $to je dokazano i u razvoju bubrega (166).

Nasi rezultati kolokalizacije izrazaja citokeratina 8 i vimentina u istim somatskim stanicama
gonade u suglasnosti su i s nalazima studije Fridmachera i suradnika na gonadama Stakora
gdje su citokeratin 8 i vimentin kolokalizirani u istim somatskim stanicama indiferentne

gonade koje u tom razdoblju jo§ nisu organizirane u epitelne strukture (135). Zamjena
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bjelancevina karakteristi¢nih za epitelno tkivo bjelan¢evinama mezenhimskih stanica nastaje
kao posljedica diferencijacije somatskih stanica u spolnim naborima (167). Zajednicki izrazaj
mezenhimskih 1 epitelnih intermedijarnih filamenata prolazna je fizioloSka osobitost u
fetalnim 1 ranim postpartalnim gonadama Stakora (153), fetalnim kravljim ovarijima (168) i
fetalnim testisima Covjeka (134), a smatra se izrazom sazrijevanja tih organa. U stanicama
dolazi do promjene sastava unutarstani¢nih bjelancevina i aktivacije gena za bjelancevine
zrelih intermedijarnih filamenata. IzraZzaj citokeratina 8 (u paru s citokeratinom 18) te
vimentina prisutan je i u Sertolijevim stanicama zdravog ljudskog fetalnog (9. tjedan razvoja)
testisa pa sve do sredine prenatalnog razdoblja kada citokeratini iSCeznu iz Sertolijevih

stanica, a njihov ponovni izrazaj pojavljuje se samo u patoloskim uvjetima (132).

Zakljucno, ova studija pokazuje da tijekom indiferentnog razdoblja razvoja ljudskih spolnih
zlijezda proces proliferacije omogucuje stvaranje primarnih spolnih tra¢aka koji postupno

i8¢eznu 1 kasnije ih zamijeni druga generacija (kortikalnih ili medularnih) spolnih tracaka

(Slika 46).
Zumanjcana
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migracija spolnih prastanica
i apoptoza (kaspaza neovisna
stani¢na smrt)

gonadalni primordium

proliferacija proliferacija

(prvi val) (drugi val)
d
primitivni spolni| [sekundarni spolni
traCci tracci
\Z //\/ \/
zametne stanice ostale stani¢ne populacije

(kaspaza neovisna gonade (kaspaza ovisna
apoptoza) apoptoza)
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Slika 46. Shematski dijagram razvoja ljudske gonade

Intenzivna proliferacija svih stani¢nih populacija neophodna je za rast i uvecanje rane humane
gonade. Tijekom najranijih razvojnih razdoblja spolne prastanice ulaze u spolne nabore i

nasele ih, zatim se postupno pripoje spolnim traccima.

Tijekom procesa migracije spolne prastanice pokazuju koekspresiju protutijela za kaspazu-3 i
AIF koja su kolokalizirana samo u navedenom razdoblju. Prate¢i njihovu daljnju sudbinu u
primordijalnoj gonadi uocljivo je da se pojavljuju zasebno u razli¢itim staniCnim
populacijama. AIF je uglavnom izrazen u spolnim prastanicama, kao i1 bax bjelanc¢evina.
Kaspaza-3 pronadena je u svim stani¢nim populacijama (ukljucujuci povrsinski epitel gonade
1 stromu, kao i u stanicama koje tvore spolne tracke), za razliku od p53 koji je bio izrazen
isklju¢ivo u spolnim prastanicama. U petom i Sestom tjednu razvoja bcl-2 bjelancevina §titi od
apoptoze sve stani¢ne linije gonade, dok kasnije Stiti somatske stanice te vrlo mali broj
spolnih prastanica u ranom fetalnom razdoblju, omogucujuéi tako proapototskim ¢imbenicima
provodenje apoptoze koja dominira u spolnim prastanicama. Citokeratin 8 i vimentin izraZeni
su u stanicama koje su predodredene za daljnju diferancijaciju. U populaciji zametnih stanica
izrazaj citokeratina 8 je odsutan. Vrlo malo zametnih stanica pozitivno je na vimentin, koji
koriste kao vazan izvor bjelanCevina neophodnih za njihovu migraciju. Kolokalizacija
citokeratina 8 1 vimenitna sugerira epitelno-mezenhimsku 1 mezenhimsko-epitelnu

trasformaciju kao vazne procese u normalnom embrionalnom razvoju.

Temeljem rezultata naSeg istrazivanja mozemo pretpostaviti da broj spolnih prastanica
prvenstveno ovisi o ravnotezi p53, AlF-a i bax-a, vode¢i kaspaza neovisnoj stanicnoj smrti.
Druge stanicne populacije, ukljucujuéi stanice povrSinskog epitela, strome i spolnih tracaka,
izgleda da umiru kaspaza ovisnom stanicnom smrti. Nasi rezultati pokazuju da oba puta
stani¢ne smrti djeluju u vrijeme ranog razvoja humane gonade, ali ovisno o vrsti stanice i

razdoblju razvoja razlikuje se njihov intezitet.
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6. ZAKLJUCCI

Imunohistokemijskim i imunofluorescentnim postupcima dokazano je istovremeno prisustvo
proliferacijskih (Ki-67), proapoptotskih (p53, bax, kaspaza-3, AIF) i antiapoptotskih (bcl-2)
¢imbenika te intermedijarnih filamenata (citokeratin 8 1 vimentin) u razliitim stani¢nim
populacijama tijekom najranijih (embrionalno i rano fetalno) razvojnih razdoblja zdravih

ljudskih spolnih Zlijezda.

Obrazac izrazaja istrazivanih bjelanevina ima tipi€nu vremensko-prostornu raspodjelu

ovisno o istrazivanom razvojnom razdoblju i stani¢noj populaciji.

Za uredan rani (5.-9. tjedan) razvoj ljudskih spolnih Zlijezda neophodan je uravnotezen odnos
izmedu proliferacijskih, apoptotskih i1 antiapoptotskih c¢imbenika po prvi put sustavno

istrazivanih u ovoj studiji.

Proliferacijska aktivnost izrazena biljegom Ki-67 prisutna je u svim stani¢nim linijama te se

moze zakljuciti da je neophodna za rast i razvoj rane ljudske gonade.

Proliferacijski indeks najveci je u kortikalnim dijelovima gonade dok medula (nastaje u 7.
tjednu) ima nisku proliferacijsku aktivnost koja se snizava u razdoblju od 7. do 9. tjedna.
Navedeno je vjerojatno u vezi s ranom diferencijacijom ovarija u kojem medularni dio

postupno propada, dok se diferencijacijom testisa medularni tracci u cijelosti razviju.

U razdoblju od 5. do 8. tjedna utvrden je porast proliferacijske aktivnosti u stanicama
povrsinskog epitela i strome, dok se u 9. tjednu smanjuje u povrSinskom epitelu, a u stromi
nastavlja rasti. Navedeno se moze povezati s razvojem spolnih nabora i primarnih spolnih
traCaka kojima se pripoje novopridosle spolne prastanice (5./6. tjedan) koji postupno iS€eznu i
budu nadomjesteni drugom generacijom spolnih tracaka (7./8. tjedan odnosno 9. tjedan

razvoja).

Izrazaj p53 bjelanCevine prisutan je tijekom cijelog istrazivanog razdoblja u zametnim
stanicama, najizraZeniji je u 7./8. tjednu $to bi moglo biti povezano s nestankom primarnih

spolnih tracaka i padom ukupnog broja zametnih stanica u ranom fetalnom razdoblju. P53
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reaktivnost nije prisutna u ostalim stani¢nim populacijama rane ljudske gonade. Na temelju
navedenog moze se pretpostaviti da p53 gen kontrolira broj zametnih stanica u razdoblju
degeneracije primarnih spolnih tracaka, kao 1 da ne kontrolira broj stanica u drugim stani¢nim

linijama rane ljudske gonade.

Iako u malom postotku, izrazaj kaspaze-3 (za razliku od p53) prisutan je u svim stani¢nim
populacijama tijekom cijelog razdoblja istrazivanja. Kaspaza-3 reaktivnost postupno opada u
povrsinskom epitelu, dok se u meduli i zametnim stanicama povecava. Na temelju ovih
rezultata vjerojatno je da stanice medularnih dijelova primarnih spolnih tracaka (zametne i

pratece stanice) umiru kaspaza ovisnom stani¢nom smrcu.

Izrazaj AIF bjelancevine u pocetnom dijelu razdoblja istrazivanja zabiljeZen je u povrSinskom
epitelu, a zatim uglavnom u spolnim prastanicama, a zajednicki izrazaj AIF-a i kaspaze-3
uocen je jedino za vrijeme putovanja spolnih prastanica u spolne nabore. Navedeno moze
ukazivati na to da bi broj spolnih prastanica prvenstveno mogao biti pod nadzorom osjetljive

ravnoteze p53 i1 AIF gena vodeci posljedi¢noj kaspaza neovisnoj stani¢noj smrti.

Izrazaj bax bjelanCevine prisutan je tijekom cijelog istraZzivanog razdoblja narocito u
zametnim stanicama u 7./8. tjednu, Sto je vjerojatno (kao i u slucaju pojacane p53
reaktivnosti) povezano s nestankom primarnih spolnih tracaka i padom ukupnog broja
zametnih stanica u ranom fetalnom razdoblju. Bax reaktivnost je prisutna i u ostalim
stani¢nim populacijama rane ljudske gonade, stoga doprinosi i u kontroli broja stanica drugih

stani¢nih linija rane ljudske gonade.

Izrazaj bcl-2 bjelancevine u 5./6. tjednu razvoja prisutan je u svim stani¢nim linijama, ali je u
7./8. tjednu odsutan isklju¢ivo u spolnim prastanicama, $to upuéuje na pojac¢ano propadanje
spolnih prastanica u ovom razdoblju, vjerojatno pod utjecajem snaznog izrazaja p53
bjelancevine 1 posljedi¢nog povecanja izrazaja bax-a, kaspaze-3 i AIF-a. Propadanje spolnih
prastanica nastavlja se i u ranom fetalnom razdoblju jer je bcl-2 izrazaj prisutan uglavnom u
folikularnim stanicama te samo manjim dijelom u spolnim prastanicama. To bi moglo (kaoiu
slucaju pojacane reaktivnosti bax-a i AIF-a) biti povezano s nestankom primarnih spolnih

traaka 1 padom ukupnog broja spolnih prastanica u ranom fetalnom razdoblju.

Kolokalizacija bcl-2 i bax-a potvrduje dominantni izrazaj bcl-2 bjelancevine u folikularnim i
prate¢im stanicama, dok su spolne prastanice i epitelne stanice povrsinskog epitela uglavnom
samo bax pozitivne. Samo mali broj folikularnih 1 spolnih prastanica pokazuje istodobni

izrazaj bcl-2 1 bax bjelancevine u istoj stanici.
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Dinamika izrazaja raznih proapoptotskih ¢imbenika ukazuje na to da oba puta stani¢ne smrti
djeluju tijekom najranijih razdoblja razvoja ljudskih spolnih Zlijezda, ali razliitim

intenzitetom, $to ovisi o vrsti stanice i razdoblju razvoja.

Izrazaj citokeratin 8 bjelancevine prisutan je tijekom cijelog istrazivanog razdoblja u svim
stani¢énim populacijama, osim u zametnim stanicama, §to je vjerojatno u vezi s povecanim
propadanjem zametnih stanica. Citokeratin 8 ukljuen je u signalne puteve povezane sa
stanicnim prezivljenjem. Izrazen je u stanicama koje su predodredene za daljnju

diferancijaciju, pa stoga i ima najve¢i izrazaj upravo u ranom fetalnom razdoblju.

Vimentin bjelan¢evina pozitivna je u vec¢ini somatskih i1 samo u nekim spolnim prastanicama
tijekom cijelog istrazivanog razdoblja, Sto ukazuje na njegovu vaznu ulogu u oblikovanju i
ponasanju ranih zametnih stani¢nih linija. U kasnijem razvoju vimentin ima jak izrazaj u svim
staniénim populacijama osim u veéini zametnih stanica, Sto takoder govori u prilog
povecanom propadanju zametnih stanica zbog ukljucenosti vimentina u signalne puteve

povezane sa stani¢nim prezivljenjem.

Istodobna prisutnost vimentina i citokeratina 8 u istim somatskim stanicama tijekom razvoja

upucuje na epitelno-mezenhimsku i mezenhimsko-epitelnu preobrazbu unutar gonade.
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7. SAZETAK

Primjenom imunohistokemijskih 1 imunofluorescentnih metoda istraZzena je raspodjela Ki-67,
p53, kaspaze-3, AIF, bax, bcl-2, citokeratina 8 i vimentina u tkivima spolnih Zzlijezda 12
ljudskih zametaka starosti 5-9 razvojnih tjedana. Izmedu 5. i 8. tjedna proliferacija (Ki-67) se
povecavala u povrSinskom epitelu (26-52%) 1 stromi (19-42%), a zatim se smanjivala u
povrSinskom epitelu spolne zlijezde (35%) tijekom 9. tjedna te u srzi (15%-12%) izmedu 7. i
9. tjedna. Tijekom 5. i 6. tjedna spolne prastanice bile su vrlo rijetko pozitivne na p53. U 7. 1
8. tjednu njihova se rektivnost znacajno povecala, a zatim postupno smanjivala tijekom 9.
tjedna. Istovremeno, stani¢na se rektivnost na kaspazu-3 postupno smanjivala u povrSinskom
epitelu, a povecavala u spolnim prastanicama i srznom dijelu spolne zlijezde. Reaktivnost na
kaspazu-3 dokazana je u razli¢itim stani¢nim populacijama. AIF pozitivnost isprva se
pojavljivala u stanicama povrSinskog epitela, a zatim uglavnom u spolnim prastanicama.
Kolokalizacija AlF-a i1 kaspaze-3 dokazana je samo tijekom razdoblja migracije spolnih
prastanica u spolne zlijezde. Bax pozitivne stanice bila su prisutne u stromi tijekom 7. 1 8.
tjedna (58%), s najve¢im intenzitetom u spolnim prastanicama. Izrazaj bcl-2 bjelancevine u
povrsinskom epitelu neznatno se smanjivao tijekom istrazivanog razdoblja (16% - 12%), dok
je najveci izrazaj naden u stromi i srzi tijekom 7. 1 8. tjedna i to u svim stani¢nim
populacijama osim spolnih prastanica. U 9. tjednu pojedine spolne prastanice takoder su bile
bcl-2 pozitivne, a ponekad kolokaliziraju s bax-om. Citokeratin 8 bio je prisutan u
povrSinskom epitelu u 5. 1 6. tjednu (56%), zatim se izrazaj prolazno smanjivao da bi se u 9.
tjednu opet uvecao (92%). Stanice u stromi 1 srZi bile su citokeratin 8 pozitivne, a spolne
prastanice negativne. Izrazaj vimentina povecavao se u povrSinskom epitelu (18-97%) 1
stromi (73-88%) izmedu 5. 1 9. tjedna. Izrazaj vimentina najveci je u srzi i to u 7. 1 8. tjednu
(93%). Vimentin i citokeratin 8 kolokalizirali su u dijelu somatskih stanica, dok su neke
spolne prastanice bile vimentin pozitivne. Broj i raspodjela stanica koje su bile pozitivne na
istrazivane biljege mijenjali su se sukladno razvoju i1 propadanju spolnih tracaka tijekom
indiferentnog te ranog fetalnog razdoblja razvoja spolnih zlijezda. Kontrola broja spolnih
prastanica vjerojatno je posljedica uravnotezenog odnosa intermedijarnih filamenata i bcl-2 te
proapoptotskih bjelancevina (p53, AIF i bax), uzrokujuéi njihovu kaspaza- neovisnu stani¢nu
smrti. Druge stani¢ne populacije u spolnoj zlijezdi najvjerojatnije odumiru kaspaza- ovisnom
smréu stanica. U ranom razvoju spolnih Zlijezda djeluju oba puta programirane stani¢ne smrti,

a njihov intenzitet ovisi o vrsti stanice i razvojnom razdoblju koje se promatra.

Kljuéne rijedi: Ki-67, kaspaza, p53, AIF, bax, citokeratin 8, vimentin, gonada, embrio.
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8. SUMMARY

The involvement of proliferation and apoptosis in the early human gonad development

Distributions of the Ki-67, p53, caspase-3 and AIF, bax, bcl-2 cytokeratin 8§ and vimentin
markers were investigated in the 5™ to 9™ week developing gonads of 12 human conceptuses
using immunohistochemical and immunofluorescent methods. Between the 5" and 8"
developmental week, proliferation increased in the surface gonad epithelium (26-52%) and in
the stroma (19-42%), but decreased thereafter in the surface epithelium (35%) during the oth
week and in the medulla (15%-12%) between the 7™ and 9" week. Initially, primordial germ
cells (PGC) were only rarely p53 positive. In the 7™ and 8™ week, almost all PGC-s displayed
p53 positivity, but their number decreased in the 9" week. Caspase-3 reactivity decreased in
surface epithelium, but it increased in PGC-s and medullar cells and characterized different
cell populations. AIF-positivity first appeared in the surface gonad epithelium and then
predominantly in PGC. AIF and caspase-3 co-localized only during the migration of PGC-s
into the gonad primordium. Bax-positivity appeared in all parts of the gonad, especially in the
gonad stroma during the 7™ and 8™ week (58%) with the highest intensity in PGC-s. Bcl-2
expression in surface epithelium decreased slightly during development (16% - 12%), while
its highest expression remained in stroma and medulla during the 7™ and 8™ week (49% and
82% respectively). In the 9" week, only few PGC-s became bcl-2 positive, and some of them
colocallized with bax. Cytokeratin 8 displayed positivity in the surface gonad epithelium
(56%) in the 5™ and 6™ week, then temporarily decreased, and finally increased to 92% in the
9" week. While the stromal cells were cytokeratin 8 positive, the PGC-s were cytokeratin 8
negative. Vimentin expression increased (18% - 97%) in the surface epithelium and in the
stroma between the 5" (73%) and 9" week (88%), while the medulla showed highest
vimentin expression in the 7™ and 8™ week (93%). While vimentin and cytokeratin 8
colocallized in some somatic gonadal cells, only some PGC-s were vimentin positive. The
number and distribution of cells positive to investigated factors changed coincidently with the
development and the regression of the sex cords in both indifferent and early fetal gonad. The
number of PGC might be controlled by balance between intermediate filaments and bcl-2
factor and proapoptotic (p53, AIF, bax) factors leading to caspase independent cell death.
Other cell populations are probably eliminated by caspase-dependent cell death. Both
pathways of cell death seem to operate during early human gonad development, while their

intensity varies depending on cell type and developmental period analysed.

Keywords: Ki-67, caspase-3 p53, AIF, bax, cytokeratin 8, vimentin, gonad, embryo
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