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POPIS OZNAKA | KRATICA

LH - luteiniziraju¢i hormon

FSH — folikulostimulirajuc¢i hormon

ABP- bjelancevina koja veze androgen (engl. Androgen Binding Protein)

GnRH — hormon koji oslobada gonadotropine (engl. Gonadotropin Releasing Hormone)
hCG — humani korionski gonadotropin

CAMP — ciklicki adenozin monofosfat

TNFa — tumor nekrotiziraju¢i ¢imbenik alfa (engl. Tumor Necrosis Factor alpha)
BMP4 — kostana morfogenetska bjelancevina 4 (engl. Bone Morphogenetic Protein 4)
SCF — ¢imbenik mati¢nih stanica (engl. Stem Cell Factor)

SDF-1 — ¢imbenik izoliran iz stanica strome 1 (engl. Stromal Cell Derived Factor 1)
CXCR4 — receptor za SDF-1

SRY — gen determinacije spola SRY (engl. Sex Determining Region Y)

FGF9 — ¢imbenik rasta fibroblasta 9 (engl. Fibroblast Growth Factor 9)

SF1- ¢imbenik steroidogeneze 1 (engl. Steroidogenic Factor 1)

SOX9 — transkripcijski ¢imbenik SOX9 (engl. Transcription Factor SOX9)

DHH — bjelan¢evina pustinjskog jeza (engl. Desert Hedgehog Protein)

PDGF — trombocitni ¢imbenik rasta (engl. Platelet Derived Growth Factor)

AMH — anti-Miillerov hormon

INSL-3 — inzulinu sli¢an ¢imbenik 3 (engl. Insulin Like Factor 3)

IL-1B — interleukin 1 beta

GM-CSF — ¢imbenik koji stimulira rast makrofaga (engl. Granulocyte Macrophage- Colony
Stimulating Factor)

FGF-2 — ¢imbenik rasta fibroblasta 2 (engl. Fibroblast Growth Factor 2)



VEGF — vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. Vascular Endothelial Growth Factor)
TGF-B — transformirajuci ¢imbenik rasta beta (engl. Transforming Growth Factor — beta)
H i E — bojenje hemalaunom i eozinom

PBS — fosfatni pufer (engl. Phosphate Buffer Saline)

IHC — imunohistokemijska reakcija

DAB — di-aminobenzidin

Lt — ukupna duzina testnih linija (mjernog sustava po Weibelu)

At - ukupna povrSina testnog sustava

Vo — ukupni volumen fetalnog sjemenika

Vsc - ukupni volumen spolnih tracaka fetalnog sjemenika

Vint — ukupni volumen intersticija fetalnog sjemenika

N — ukupni broj mastocita

EGF — epidermalni ¢imbenik rasta (engl. Epidermal Growth Factor)

proNGF — preteca neuralnog ¢imbenika rasta (engl. pro-Neural Growth Factor)

NGF — neuralni ¢imbenik rasta (engl. Neural Growth Factor)

PAR-2 — receptor za proteazu 2 (engl. Protease Activated Receptor 2)

SSC — mati¢ne stanice spermatogonija (engl. Spermatogonial Stem Cells)



1. UvOD

1.1. Histofiziologija sjemenika odraslog ¢ovjeka

1.1.1. Histoloska grada ljudskog sjemenika

Sjemenik (lat. testis, gr¢. orchis) je parna, muska spolna zlijezda. Smjesten je u skrotumu,
izvan abdominalne Supljine. U odraslog muskarca je ovalnog oblika, duzine oko 4 cm, Sirine 2
do 3 cm, te debljine oko 3 cm. Obavijen je ovojnicom gustog vezivnog tkiva, koja se naziva
tunica albuginea.Ovojnica je izvana pokrivena mezotelom visceralnog lista (tunica vaginalis),
a u unutara$njosti prelazi u rahlo, dobro prokrvljeno vezivno tkivo, tzv. krvozilnu ovojnicu
(tunica vasculosa). Od ovojnice se prema unutra$njosti, odnosno parenhimu sjemenika,
radijalno pruzaju tanki i djelomi¢no nepotpuni Vvezivni pretinci/pregrade (septula testis).
Pretinci su usmjereni prema mezorhijalnom rubu gdje oblikuju vezivnu tvorbu mediastinum
testis ili corpus Higmori. Oni dijele parenhim sjemenika na oko 250 reznji¢a (lobuli testis)
piramidnog oblika. Svaki reznji¢ sadrzava od jednog do Cetiri zavijena sjemenska kanalica
(tubuli seminiferi contorti), izmedu kojih se nalazi rahlo vezivnog tkivo bogato krvnim i
limfnim zilama, Zivcima 1 intersticijskim stanicama (1-3). Sjemenski kanali¢i zavrSavaju
kratkim ravnim kanalima (tubuli recti), koji se ulijevaju u vece kanale tvore¢i kanalni sustav
ili rete testis. Sustav spolnih kanala sjemenika zavrSava odvodnim kanali¢ima (ductuli
efferentes) koji ulaze u glavu epididimisa (4). Na opisani sustav spolnih kanala u sjemeniku,
nastavljaju se odvodni spolni kanali: ductus epididymidis, sjemenovod (vas deferens), ductus
ejaculatorius i mokrac¢na cijev (urethra). Epididimis se nalazi na straznoj strani sjemenika i
jedini je od odvodnih spolnih kanala zajedno sa sjemenikom u skrotalnoj vreci.

Sjemenik krvlju opskrbljuje sjemenska arterija - a. testicularis. Ona se grana prije no $to

prode kroz vezivnu Cahuru sjemenika, formiraju¢i krvozilnu ovojnicu. Kapilarna mreza



sjemenika skuplja krv i odvodi ju u venule, koje se ulijevaju u veée vene te Cine plexus
pampiniformis, ovijen oko sjemenske arterije. Sjemenska arterija, venski splet i sjemenovod
tvore sjemensku vrpcu, koja prolazi kroz preponski kanal i ulazi u trbusnu Supljinu. Krv u
venskom spletu je hladnija od arterijske krvi, a kako su te krvozilne strukture u neposrednom
dodiru, venska snizava temperaturu arterijske krvi. Opisano snizavanje temperature
omogucéava da temperatura unutar sjemenika bude za dva do tri °C niza od tjelesne
temperature. Temperatura u sjemeniku od oko 34°C, stvara pogodno mikrookruZje za uredan
tijek spermatogeneze, koji bi u slucaju vise temperature bio poremecen (5).

Inervacija sjemenika potjeCe iz viSe izvora. Simpaticka vlakna u sjemenik dolaze iz
celijatnog ganglija, putem testikularnog pleksusa. Osjetni zivci ulaze u kraljeznicku mozdinu
na razini od 12. torakalnog do 3. lumbalnog kraljeSka. Parasimpaticka vlakna za refleks
ejakulacije dolaze do sakralnog parasimpatikusa, prekapcaju se u zajedniCkom pleksusu
(plexus pelvicus) te potom putem deferencijalne arterije pristupaju na sjemenovod i

pasjemenik (3,6).

1.1.2. Fizioloske funkcije ljudskog sjemenika

U sjemeniku se dogadaju sloZeni procesi spermatogeneze i steroidogeneze.

Spermatogeneza obuhvaéa kontinuirani proces diferencijacije muskih spolnih stanica, pri
kojem od nezrelih spolnih stanica — spermatogonija, nastaju spermiji. U potpunosti se odvija u
sjemenskim kanali¢ima. Sastoji se od tri faze: spermatocitogeneze, mejoze i spermiogeneze
(2). U spermatocitogenezi uzastopnim mitoti¢kim diobama iz primitivnih spolnih stanica —
spermatogonija, smjeStenih neposredno uz bazalnu membranu, nastaju spermatogonije tipa A
— svojevrsne mati¢ne Stanice i spermatogonije tipa B - sekundarne stanice. Spermatogonije
tipa A ostaju nediferencirane te predstavljaju pricuvu sjemenskog epitela, dok se
spermatogonije tipa B mitoticki dijele te se postepeno diferenciraju u primarne spermatocite

ili spermatocite 1. reda. Primarne spermatocite su najvece stanice spermatogenetske loze. One



imaju diploidan broj kromosoma. Iz njih mejozom, koja obuhvaéa prvu i drugu mejotsku
diobu, najprije nastaju sekundarne spermatocite, a potom spermatide. Spermatide su
smjestene uz sam lumen sjemenskog kanali¢a. Imaju haploidan broj kromosoma, ne dijele se,
a u vezi su sa Sertolijevim stanicama. Iz spermatida se procesom spermiogeneze razviju zreli
spermiji. Zreli spermiji odvajaju se u lumen sjemenog kanalica. Elektronskom mikroskopijom
ustanovljeno je da su, prije spermiogeneze, stanice medusobno spojene medustani¢nim
mosti¢ima. Spermatogeneza se ne zbiva niti istodobno niti ujednac¢eno u svim sjemenskim
kanali¢ima, ve¢ joj je tijek valovit. Tako u razli¢itim podru¢jima jednog kanali¢a mozemo
vidjeti razli¢ite faze spermatogeneze. Ciklus sjemenskog epitela je vrijeme potrebno za
odvijanje niza promjena i obnove stanica koje nastaju u odredenom podrucju tog epitela.
Rezultat ciklusa je pojava iste skupine stanica u odgovaraju¢em dijelu (segmentu) sjemenskog
kanali¢a. U Covjeka je spermatogeneza spora. Cjeloviti ciklus sjemenskog epitela, od stadija
spermatogonije do stadija spermija, traje 64 dana (1).

Spermatogeneza je hormonski regulirana. Izravno je regulirana testosteronom Kkoji je
nuzan za rast i diobu sjemenskih stanica pri stvaranju spermija, a neizravno: luteiniziraju¢im
hormonom (LH) koji potic¢e Leydigove stanice na sintezu testosterona; folikulostimuliraju¢im
hormonom (FSH) koji stimulira Sertolijeve stanice na stvaranje bjelancevine koja veze
androgen (engl. Androgen Binding Protein - ABP) i prenosi ga u lumen sjemenskih kanalica;
inhibinom kojeg izlucuju Sertolijeve stanice, a uzrokuje negativnu povratnu spregu ko¢enjem
izlu¢ivanja FSH 1 u manjoj mjeri koc¢enjem izlu¢ivanja hormona koji oslobada gonadotropine
(GnRH); estrogenima koji se stvaraju iz testosterona u Sertolijevim stanicama i vazni su za
sazrijevanje spermija te hormonom rasta koji kontrolira temeljne metabolicke funkcije
sjemenika i poti¢e ranu diobu spermatogonija (7).

Steroidogeneza podrazumijeva stvaranje i endokrino izlu¢ivanje musSkih spolnih hormona,

androgena: testosterona, dihidrotestosterona i androstendiona. Koli¢ina stvorenog testosterona



izrazito je veca od koli¢ine ostalih hormona, tako da testosteron smatramo glavnim
hormonom sjemenika (6). Muske spolne hormone izlu¢uju Leydigove stanice koje se zajedno
s mastocitima, fibroblastima, makrofazima i nediferenciranim mezenhimskim stanicama
nalaze u intersticiju — meduprostoru izmedu sjemenskih kanali¢a (1,2,8,9). Sinteza androgena
dvostruko je regulirana,”’sredisnje” i lokalno. SrediSnja regulacija podrazumijeva
medudjelovanje na osovini hipotalamus-hipofiza-sjemenik. Zasniva se na tzv. negativnoj
povratnoj sprezi posredovanoj sintezom 1 otpustanjem testosterona u cirkulaciju, $to je
kontrolirano izlu¢ivanjem hipofiznog luteiniziraju¢eg hormona (LH) u odraslih ili humanog
korionskog gonadotropina posteljice (hCG) tijekom prenatalnog razvoja gonada. Oba
hormona djeluju preko specificnih LH/hCG receptora, drugog glasnika (cAMP-a) i protein
kinaze A. Porast koncentracije testosterona u krvi izravno inhibira izlu¢ivanje GnRH u
hipotalamusu, $to rezultira prekidom sekrecije LH u hipofizi, a samim time i prestankom
poticaja za de novo sintezu testosterona (10-13). Lokalna regulacija sinteze androgena odvija
se na razini sjemenika. U nju su ukljuene prakticki sve stanice intersticija sjemenika:
Leydigove stanice, limfociti, makrofazi, mastociti, fibroblasti te peritubularne i Sertolijeve
stanice, kao i stanice sjemenskog epitela. Regulacija sinteze androgena na razini sjemenika,
rezultat je slozena i isprepletena medudjelovanja navedenih stanica. Ona se realizira
autokrinim i parakrinim mehanizmima, posredstvom raznih medijatora koje te stanice luce:
inhibina, aktivina, folistatina, nekrotiziraju¢eg ¢imbenika alfa (engl. Tumor Necrosis Factor
alpha - TNF-a) i mnogih drugih lokalnih ¢imbenika (14-19). Osim presudne uloge u procesu
spermatogeneze, testosteron je kljuan ¢imbenik pri odredivanju primarnih i sekundarnih

muskih spolnih obiljezja.



1.2. Embrioloski razvoj sjemenika covjeka
Uredan embrionalni i fetalni razvoj ljudskog sjemenika preduvjet je za diferencijaciju i
prikladan razvoj muskog reproduktivnog sustava, kao i za postizanje osnove fertilnog
potencijala odraslog muskarca. Tijekom embriogeneze sjemenik se razvija retroperitonealno
uz straznju trbusnu stijenku. Premda je spol embrija genetski odreden ve¢ u trenutku oplodnje,

razvoj genitalnog sustava u ¢ovjeka je spolno neodreden sve do sedmog tjedna po oplodnji.

1.2.1. Pocetna faza embriogeneze ljudskog sjemenika

Najznacajniju ulogu u samom pocetku tog slozenog razvojnog procesa imaju spolne
prastanice, tzv. primordijalne spolne stanice. One se pojavljuju u epiblastu ve¢ u drugom
tjednu embrionalnog razvoja, a potom se sele u stijenku Zumanjcane vrecée. Pretpostavlja se da
u sisavaca sve stanice u stadiju morule imaju sposobnost diferencijacije u primordijalne
spolne stanice. Taj potencijal se znac¢ajno smanjuje nakon $to se morula razvije u blastocistu.
Diferencijaciju omogucuje djelovanje skupine gena koji odrzavaju pluripotentnost
(1,2,20,21). Tijekom gastrulacije spolne prastanice migriraju iz epiblasta duz kaudalnog dijela
primitivne pruge u izvanembrionalni endoderm zumanjcane vrece, blizu polazista alantoisa.
Daljnji razvoj spolnih prastanica je pod utjecajem kosStane morfogenetske bjelancevine 4
(engl. Bone Morphogenetic Protein 4 - BMP4,) koju izlu¢uje okolni trofoblast (22).

U Cetvrtom tjednu trudnoce, spolne prastanice ameboidnim gibanjem duz dorzalnog
mezenterija straznjeg crijeva, pocinju migrirati iz Zumanj¢ane vre¢e prema spolnim naborima
(4). Spolni nabori (plicae genitales) su spolno indiferentne osnove i prve pretece razvoja
spolnih zlijezda. To su parne uzduzne tvorbe, koje se pojavljuju u petom tjednu embrionalnog
razvoja. SmjesStene su medijalno od mezonefrosa i protezu se duz ventromedijalne strane oba

mezonefrosa. Nastaju umnazanjem epitela celoma i zguS$njavanjem mezenhima ispod njega.



U petom tjednu razvoja prve spolne prastanice stizu do spolnih nabora. Tjedan dana
kasnije, u Sestom tjednu embrionalnog razvoja, spolne su prastanice smjestene u tkivu spolnih
nabora (23). Tijekom migracije i nakon $to dospiju u spolni nabor, prastanice se mitotski
dijele, ¢ime se povecava njihov broj (24). Dolazak spolnih prastanica potice proliferaciju
mezodermalnog celomskog epitela spolnog nabora koji urasta u mezenhim u obliku brojnih,
nepravilno oblikovanih primitivnih spolnih tracaka. Novonastali tracci povezani su s
povrsinskim epitelom, stoga je u tom stupnju razvoja spolna Zlijezda fenotipski indiferentna.
Tada je jos uvijek nemoguce objektivno odrediti radi li se 0 muskom ili Zenskom (25).

Potom u spolni nabor, nastanjen spolnim prastanicama, dolaze Sertolijeve stanice iz
epitela celoma te sa spolnim prastanicama stvaraju nakupine kojima se kasnije prikljucuju
stanice mezonefrosa. Tako se postupno, izmedu Sestog i sedmog tjedna gestacije, stvaraju
medularni spolni tracci, koji se u podru¢ju hilusa granaju u mrezu tankih tracaka stanica, iz
kojih se kasnije razvije rete testis (24,26).

Za proliferaciju i opstanak spolnih prastanica nuzni su trofi¢ki ¢imbenici. Njih izlucuju
same prastanice ili stanice u njihovom neposrednom okruzju (26). Stanice koje se nalaze na
putu migracije 1 dolaze u dodir sa spolnim prastanicama izlu¢uju ¢imbenike koji stimuliraju
prezivljavanje: ¢imbenik mati¢nih stanica (engl. Stem Cell Factor -SCF) i interleukin. Oba
¢imbenika onemogucuju proces apoptoze (27). Ako se neke spolne prastanice nastane u
podrucje koje ne pripada spolnim naborima, aktivira se programirana smrt stanice. Ako ne
dode do aktivacije apoptoze u spolnim prastanicama koje su zastale na putu do spolnog
nabora, mogu se razviti tumori porijeklom od spolnih stanica. Postoje i drugi ¢imbenici koji
pomazu migraciji spolnih prastanica 1 naseljavanju u spolni nabor: molekule izvanstani¢nog
matriksa tenascin, laminin 1 beta2 integrin. Spolni nabori izlu€uju ¢imbenike koji ,,privliace®
spolne prastanice i inhibiraju programiranu smrt stanice. To su ¢imbenik SDF-1 (engl.

Stromal Cell Derived Factor-1) i njegov receptor, CXCR4. Eksperimenti na miSevima kojima



manjkaju navedeni ¢imbenici pokazali su da je migracija spolnih prastanica u spolne nabore
poremecena (26).

U Sestom tjednu razvoja i muski i Zenski embrij imaju po dva para simetri¢nih spolnih
kanala: Wolffove cijevi ili mezonefricke kanale i Miillerove cijevi ili paramezonefricke
kanale. Ti spolni kanali zajedno s urogenitalnim sinusom predstavljaju embrionalnu osnovu
za razvoj unutarnjih i vanjskih spolnih organa. U tom razvojnom stadiju spolna zlijezda
embrija je indiferentna ili bipotentna (24).

Muske ili Zzenske morfoloske znacajke spolne Zlijezde pocinju dobivati tek krajem

Sestog tjedna prenatalnog razvoja (28).

1.2.2. Genska determinacija ljudskog spola

Spol odreduju geni, od kojih nisu svi vezani na spolne kromosome. Ako je zametak
genetski muskog spola, njegove spolne prastanice sadrzavaju XY-par spolnih kromosoma.
Glavni gen u u procesu diferencijacije bipotentne gonade u musku spolnu Zlijezdu je gen
determinacije spola SRY (engl. Seks Determining Region Y) koji se nalazi na kratkom kraku Y
kromosoma (Ypll) i nosi kodiraju¢u sekvencu za ¢imbenik determinacije testisa. Ovaj
¢imbenik uvjetuje razvoj muskog spola poti¢u¢i niz gena koji svojim ekspresijskim
produktima odreduju sudbinu indiferentnih osnova spolnih organa, osobito stvaranjem
hormona za ¢iju su ekspresiju velikim dijelom odgovorni geni smjesteni na autosomima. Ako
ga nema, nastaje zenski spol. Ekspresija transkripcijskog ¢imbenika SOX9 takoder je osnova
za determinaciju testisa. SRY, djeluju¢i zajedno sa autosomnim genom SOX9, aktivacijom
kemotakti¢nog ¢imbenika FGF9 (engl. Fibroblast Growth Factor 9), prostaglandina D2 i
¢imbenika steroidogeneze SF1 (engl. Steroidogenesis Factor 1), poti¢e u sjemenicima

diferencijaciju Sertolijevih stanica (29-33).



Nakon aktivacije c¢imbenika determinacije testisa koji uzrokuje diferencijaciju
somatskih potpornih stanica testisa u Sertolijeve stanice taj cimbenik prelazi iz citoplazme u
jezgru Sertolijevih stanica. U jezgri sluzi kao otponac aktivnosti ostalih gena koji sudjeluju u
diferencijaciji muskog spola (34,35).

Spolni tracci pod utjecajem Cimbenika determinacije testisa proliferiraju te prodiru
dublje u mezenhim tvore¢i medularne tracke ili tracke testisa. Tracci sjemenika granaju se i
anastomoziraju u podrucju hilusa tvore¢i mrezu tankih tracaka stanica, pretecu rete testis. Kad
se razvije tunica albuginea testis, ovojnica gradena od gustog vezivnog tkiva, gubi se veza

izmedu traCaka testisa s povrSinskim epitelom (24,35).

1.2.3. Zavr$na faza embriogeneze ljudskog sjemenika

U sedmom i osmom tjednu razvoja, iz mezenhimskih se stanica, u intersticijskom
prostoru izmedu spolnih tracaka, diferenciraju intersticijske ili Leydigove stanice (36-40).
Diferencijacija fetalnih Leydigovih stanica primarno je regulirana bjelan¢evinom DHH (engl.
Desert Hedgehog), koji izluéuju Sertolijeve stanice(15-17). U regulaciji sudjeluju i PDGF-a
(engl. Platelet Derived Growth Factor a) i gen Arx (17).Utvrdeno je da Leydigove stanice,
izluCujuci aktivin A, sudjeluju u proliferaciji Sertolijevih stanica, kao i u morfogenezi spolnih
tracka (45).

Krajem sedmog tjedna embrionalnog razvoja, iz zasada jo$ uvijek nepoznate osnove,
pocinje razvoj peritubularnih mioidnih stanica (41,46).

U 8. tjednu intersticijske stanice zapocinju s izlu¢ivanjem androgena (testosterona i
androstendiona), koji induciraju maskulinizaciju Wolffovih cijevi i osnova spolnih organa.

Sertolijeve stanice u embrionalnim testisima u 8. tjednu razvoja proizvode anti-
Miillerov hormon koji inhibira razvitak Miillerovih cijevi iz kojih se u Zenskog spola razvijaju

jajovodi, maternica 1 gornja tre¢ina rodnice. Na taj nacin je do 8. tjedna trudnoce ostvarena



gruba diferencijacija muske spolne Zlijezde i stvorena osnovna grada humanog sjemenika koji

zapocinje intenzivno izlu¢ivati hormone (47).

1.3 Histofiziologija fetalnog sjemenika ¢ovjeka

1.3.1. Fetalni razvoj ljudskog sjemenika

Tijekom fetalnog razdoblja nastavlja se i zavrSava diferencijacija sjemenika. Sjemenik
raste i postupno se iz trbusne Supljine spusta u skrotum, pri ¢emu sa sobom povlaci dio
peritoneuma koji formira najpovrsniji dio sjemenika, ovojnicu nazvanu tunica vaginalis. U
Cetvrtom mjesecu razvoja spolni ili sjemenski tracci se saviju i poprimaju oblik potkove.
Mezonefros postupno najve¢im dijelom is¢ezava. Samo se nekoliko njegovih epigenitalnih
kanali¢a, smjestenih uz spolnu Zlijezdu odrZi te se spoji s epitelnim tra¢cima u rete testis. Rete
testis se nastavlja na krajeve sjemenskih tra¢aka (24,26).

Sjemenski tracci neprohodni su sve do puberteta. Tek tada dobivaju lumen te se
diferenciraju u sjemenske kanalice. Stijenke tracaka sastoje se od Sertolijevih stanica,
diferenciranih iz povrSinskog epitela testisa i spermatogonija, diferenciranih iz primordijalnih
spolnih stanica.

Na rete testis nastavlja se dvadesetak sekretnih kanali¢ca mezonefrosa koji se razvijaju
u eferentne kanalice (ductuli efferentes) epididimisa. Paragenitalni sekretni kanali¢i
mezonefrosa, smjeSteni uz donji dio testisa, ne spajaju se u rete testis ve¢ ¢ine rudimentarni
organ — paradidymis. Sekretni kanali¢i mezonefrosa ulijevaju se u Wolffov kanal iz kojeg se u
konac¢nici razviju: ductus epididymidis, sjemenovod, sjemenski mjehuri¢c i ductus
ejaculatorius (24,26).

Krajem 8. tjedna sjemenik i mezonefros pri¢vr§éeni su urogenitalnim mezenterijem za
straznju trbusnu stijenku. Kasnijim propadanjem mezonefrosa urogenitalni mezenterij postaje
mezenterij sjemenika na c¢ijem se donjem dijelu razvija tracak gustog vezivnog tkiva-

gubernaculum testis. Gubernakul je valjkastog oblika i graden od mezenhima. Dvostruko je
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dulji od sjemenika, no identi¢nog je promjera kao sjemenik. Gubernakul prolazi kroz prednji
trbusni zid na mjestu buduceg ingvinalnog kanala. Proteze se izmedu donjeg dijela sjemenika
i kosih abdominalnih misic¢a. Potrbusnica se izbocuje u prednju trbusnu stijenku tvoreéi
processus vaginalis peritonei. Nastavlja se u skrotalne izboc¢ine uz slojeve miSica i fascije

trbusne stijenke tvoreci ingvinalni kanal (48).

1.3.2. Intrauterino spustanje sjemenika

Sjemenici se tijekom embrionalnog i fetalnog razvoja spustaju iz abdominalne Supljine
u skrotum. Taj proces nazivamo descensus testis.

Istrazivanja na animalnim modelima dokazala su da je proces spustanja sjemenika pod
utjecajem gonadotropnih hormona hipofize. Oni utjecu na bubrenje i skra¢ivanje gubernakula,
njegovu prokrvljenost te diferencijaciju stanica u mioblaste. Pod utjecajem gonadotropina
gubernakul se skraduje i povlaci sjemenik u skrotum, potom degenerira te od njega ostaje
samo lig. genitoinguinale (49).

Spustanje sjemenika u skrotum odvija se u dvije faze. Prva je intraabdominalna,
izmedu 7. i 12. tjedna embriogeneze, u kojoj se sjemenik spusta do razine dubokog
ingvinalnog prstena — tzv.unutarnje spustanje. Druga je ingvinalno-skrotalna koja se zbiva u
26. tjednu fetalnog razvoja i u kojoj se sjemenik i epididimis spustaju kroz ingvinalni kanal u
skrotum — tzv. vanjsko spuStanje. Spustanje sjemenika posljedica je i povisenog
abdominalnog tlaka nastalog uslijed rasta abdominalnih organa (50).

Tijekom spusStanja sjemenik i epididimis su okruzeni tunikom vaginalis testis. Oni
svojim spustanjem povlace neke slojeve trbusnog zida, pri cemu ih prate krvne i limfne zile te
zivei. Od transverzalne fascije nastaje fascia spermatica interna, vezivna ovojnica koja se

nalazi oko sjemenog snopa i sjemenika. MiSi¢na ovojnica, musculus cremaster, gradena je od
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miSi¢nih vlakana unutarnjeg kosog trbusnog misi¢a. Pokriven je fascijom koja potjece od
vanjskog kosog trbusnog misica (fascia spermatica externa) (50).

Nakon $to sjemenik prode inguinalni kanal, donji dio gubernakula spoji se sa
skrotumom. Sjemenik pokriva tunica vaginalis testis, nabor procesusa vaginalisa. Tuniku
vaginalis testisa Cine dva lista: list uz testis naziva se visceralni list tunike vaginalis ili
epiorchium, a vanjski parijetalni list naziva se periorchium.

Neposredno prije poroda sjemenik i epididimis se nalaze u skrotumu, gubernakul je
smanjen u obliku malog ligamenta koji povezuje kaudalni pol sjemenika i skrotum, a sjemeni

snop (funiculus spermaticus) ostaje u ingvinalnom kanalu (51,52).

1.3.3. Endokrina funkcija fetalnih sjemenika

Fetalni sjemenici su endokrini organi koji, osim S$to izlu¢uju hormone, imaju i
posrednicku ulogu u ukupnoj endokrinoj regulaciji muskog organizma. Fizioloski
prosudujuci, sjemenik ljudskog fetusa ne moze se Smatrati umanjenom verzijom odraslog
sjemenika.

Naime, funkcije endokrinih organa, uglavnom se drasticno mijenjaju tijekom
ontogeneze (53), a hormoni koje proizvede fetalna Zlijezda Cesto su razli¢iti od onih koje ista
zlijezda proizvodi u odraslog. Humani fetalni sjemenik je, prema endokrinoloskim
osobinama, potpuno specifi¢an organ (54). To je razumljivo ako se uzme u obzir posebno
mikrookruzenje u kojem se nalaze fetalni sjemenici. Na njega utjeCe izloZenost djelovanju
maj¢inth hormona: gonadotropina, estrogena, progesterona, te humanog korionskog
gonadotropina - hormona posteljice, kao i izlozenost viSoj temperaturi. Intrauterina
temperatura u fetalnom sjemeniku je oko 37°C, dok se skrotalna temperatura odraslog
sjemenika kreCe izmedu 33 i 34°C (55,56). Takvi uvjeti u potpunosti bi inhibirali

steroidogenezu u odraslim sjemenicima.
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Za razliku od hormonski inaktivnih fetalnih jajnika, fetalni sjemenici covjeka vrlo su
produktivni. S aktivno$éu zapocinju ve¢ krajem svog embrionalnog razvitka, oko 7. tjedna
intrauterinog razvoja. lzlucuju tri hormona: anti-Miillerov hormon (engl. Anti-Mllerian
Hormone - AMH), testosteron i inzulinu sli¢an ¢imbenik 3 (engl. Insulin Like Factor 3 -
INSL-3).
diferencijacijskih zbivanja koji dovodi do nastanka muskog spola i razvoja muskih spolnih
organa. INSL-3 nuzan je za proces fizioloSkog spustanja sjemenika.

Anti-Miillerov hormon sintetiziraju fetalne Sertolijeve stanice. To je specifican
hormon fetalnih gonada kojeg ne proizvode sjemenici odraslih (57). Sertolijeve ga stanice
pocinju izlucivati izmedu 8. i 9. tjedna fetalnog razvoja. Glavni fizioloski u¢inak mu je
regresija Miillerovih cijevi, koja se u potpunosti ostvari do 20. tjedna trudnoce (58-62). AMH
potice i diferencijaciju fetalnih Leydigovih stanica, kao i ouvanje prospermatogonija (44).

Fetalne Leydigove stanice proizvode testosteron. lako diferencijacija Leydigovih
stanica izvan sjemenskih ili spolnih tracaka zapocinje u 8. tjednu gestacije (63,64), u ¢ovjeka
se testosteron moze otkriti ve¢ izmedu 6. i 7. tjedna (65). Fetalni testosteron istog je
kemijskog sastava kao i testosteron odraslih, no ima potpuno drugaciji fizioloski ucinak in
utero. Koncentracija mu u krvi 1 tkivu sjemenika kontinuirano raste do 16.tj., kad doseze
vrhunac (53, 66-68). Usporedno s porastom broja Leydigovih stanica, raste i koncentracija
testosterona (69). Testosteron, u razdoblju od 9.-13. tjedna poti¢e diferencijaciju Wolffovih
kanala u odvodne spolne kanale: epididimis, sjemenovod i sjemenske mjehurice (37,38,70). U
nekim se tkivima pretvara u dihidrotestosteron koji je, izmedu 8. i 12.tj. razvoja, odgovoran za
maskulinizaciju urogenitalnog sinusa i razvoj vanjskog spolovila, penisa, skrotuma i prostate

(68,71-73).
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Pocetkom 2. tromjesecja trudnoce Leydigove stanice sintetiziraju i INSL-3, Kkoji
zajedno sa testosteronom potice fiziolosko spustanje sjemenika (74,75). Tako se sjemenik vec
oko 12.tj.trudnoée spusta u ingvinalno podrudje, tijekom 28. tjedna prolazi kroz ingvinalni
kanal, a u 33. se tjednu smjesta u skrotum.

Iako spustanje sjemenika nije u potpunosti razjasnjeno, dokazano je da androgeni i
hormoni hipofize igraju klju¢nu ulogu u ingvinalno-skrotalnoj fazi spustanja. U nedostatku
testosterona kojeg proizvode Leydigove stanice i u slu¢aju izostanka i/ili poremecene funkcije
androgenih receptora sjemenik zaostaje u ingvinalnom kanalu. SpuStanje je u
intraabdominalnoj fazi manje razjasnjeno. Istrazivanjima na miSevima doslo se do spoznaje
kako nedostatak INSL-3 izaziva obostrani kriptorhizam, pa sjemenici ostaju prilegnuti uz
bubreg. U zenke misa, jajnici se spusStaju bez obzira na poremecenu ekspresiju INSL-3.
Steroidni hormoni estradiol i dietilstilbestrol mogu smanjiti izrazaj INSL-3 u Leydigovim
stanicama. Dokazano je to jo§ 1942. godine kada je Raynaud daju¢i estrogen skotnim

miSicama izazivao kriptorhizam muskih potomaka (76).

1.3.4. Razvojna dinamika stani¢nih populacija fetalnih sjemenika

Krajem prvog i po¢etkom drugog tromjesecja trudnocée dolazi do izrazitog umnazanja
Leydigovih i Sertolijevih stanica te prospermatogonija, buducih sjemenskih stanica. Broj
Sertolijevih stanica i prospermatogonija eksponencijalno se povecava, no nakon 16.tj., u
odnosu na promjer kanalia, ostaje stalan (66,77,78). Dokazano je da je brojnost
prospermatogonija i Sertolijevih stanica postignuta tijekom fetalnog razdoblja presudna za
fertilnost odraslog muskarca (79).

Imunohistokemijske studije utvrdile su postojanje triju razli¢itih vrsta primordijalnih
fetalnih zametnih stanica u Covjeka: gonocita, intermedijarnih zametnih stanica |

prospermatogonija (80). One se, osim po razlicitoj sklonosti vezivanja s pojedinim stani¢nim
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biljezima, razlikuju i prema morfoloskim kriterijima (4,81,82). Populacija fetalnih zametnih
stanica vrlo je heterogena, tako da su istovremeno prisutne razli¢ite vrste stanica. Ipak, u
prvom tromjese¢ju dominiraju gonocite, sredinom drugog i pocetkom treceg tromjesecja
trudno¢e dominantne su intermedijarne stanice, a krajem tre¢eg tromjesecja
prospermatogonije (80,82).

Broj Leydigovih stanica takoder u pocetku (od 8. do 13.tjedna fetalnog razvoja)
eksponencijalno raste. Kasnije je taj porast umjereniji sve do 19.tjedna razvoja kad doseze
maksimum (66,77). Fetalne Leydigove stanice posve su diferencirane do polovice trudnoce,
nakon Cega se njihov broj postupno smanjuje do kraja trudnoée, §to dovodi do bitnog
smanjenja sinteze testosterona — tzv. “zimskog sna” Leydigovih stanica. Neaktivnost
Leydigovih stanica traje do pocetka puberteta, kada uslijed aktivacije hipotalamusa koji
pocinje izlucivati znatne koli¢ine gonadotropnih oslobadaju¢ih hormona (GnRH), hormon
luteinizacije (LH) iz hipofize ponovno dovodi do pojacene sinteze testosterona (83). Time su
stvoreni preduvjeti za pocetak spermatogeneze (7). U muskog spola spolne prastanice miruju
sve do puberteta, kada se prvo diferenciraju u spermatogonije, a potom uslijedi njihova
potpuna diferencijacija u spermije (24). Razvoj i djelovanje vecine opisanih stanica u ranim
fazama razvoja fetalnog sjemenika neovisni su o gonadotropinima (78) i uzajamno su
uvjetovani.

Aktivnost Leydigovih stanica tijekom prvog i drugog tromjesecja intrauterinog razvoja
regulirana je lokalnim Cimbenicima rasta (84-87) i humanim korionskim gonadotropinom
(67). Tek u tre¢em tromjesecju razvoja Leydigove stanice postaju ovisnima o hipofizi.

Fetalni razvoj i diferencijacija Sertolijevih stanica ovisni su 0 androgenima. Aktivacija
Sertolijevih stanica androgenima posredovana je peritubularnim mioidnim stanicama i

intersticijskim stanicama u kojih su dokazani receptori za androgene (88-90).
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1.4. Mastociti
1.4.1. Stani¢na populacija mastocita

Filogenetski prosudujuci, mastociti su “stare* stanice koje se nalaze u svih vrsta sa
razvijenim krvotokom. Heterogena su stani¢na populacija sa sli¢énim, ali ne i posve istim
obiljezjima u razli¢itih vrsta. Mastociti se takoder medusobno razlikuju unutar razlicitih
anatomskih sijela iste vrste (91).

U cCovjeka se, smjesteni uz krvne i limfne zile, mastociti nalaze u vezivhom tkivu
gotovo svih organa. Osobito su brojni u vezivnom tkivu koze, probavnog i diSnog sustava.

Mastociti potje¢u od prastanica u kostanoj srzi. lako po mnogo ¢emu sli¢ni bazofilnim
leukocitima, mastociti imaju posebnu mati¢nu stanicu. Nakon S$to napuste kosStanu srz,
prastanice mastocita cirkuliraju krvlju kao mononuklearne agranularne stanice (92), prolaze
kroz stijenku venula i kapilara te ulaze u periferna tkiva gdje se umnazaju i diferenciraju, tj.
sazrijevaju (93). U ljudi, mastociti poti¢u od CD34", CD13", FceRI *, ¢-kit" multipotentnih
prastanica (94).

Okruglog su ili ovalnog oblika, ovisno o organu u kojem su nastanjeni. Promjer im je
20-30 pum. Srediste mastocita zauzima malena, okrugla jezgra. Nju okruzuje citoplazma
ispunjena brojnim bazofilnim sekretnim zrncima (promjera 0,3-2,0 um) koji dominiraju
gradom mastocita (95). U citoplazmi se nalaze i manje brojna lipidna tjeleSca koja su
rezervoar arahidonske kiseline.

Mastociti svih sisavaca na povrSini imaju specificne receptore s visokim afinitetom za
IgE (FceRI), vrstu imunoglobulina koju proizvode plazma stanice. U citoplazmatskim
zrncima pohranjeni su im kemijski posrednici upalnih reakcija: histamin, neutralne proteaze,
biogeni amini, citokini, proteoglikani (94).

Molekule koje proizvode mastociti djeluju lokalno na parakrini na¢in. U akutnoj

reakciji otpuStaju se egzocitozom, a u kroni¢noj postupnom degranulacijom (96).
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Citoplazmatska sekretna zrnca i lipidna tjeleSca sudjeluju u metabolizmu ljudskih mastocita
(97,98).

Mastociti su vrlo heterogena stani¢na populacija koja svoje funkcioniranje prilagodava
mikrookoliSu unutar kojeg obitava. Heterogenost mastocita ocituje se razli¢itos¢u u
ultrastrukturnoj gradi (99,100), ali i sadrzaju proteaza (101,102) i citokina (103), na osnovi
¢ega se razlikuju njihovi pojedini tkivno-specifi¢ni fenotipovi. Dvije najznacajnije podvrste
mastocita jesu tzv. MCT Kkoja sadrzi samo triptazu, te MCTC, podvrsta koja uz triptazu i
pratece proteaze katepsin G (104) i karboksipeptidazu (105) sadrzi i kimazu. Podvrste
mastocita imaju razlicita histokemijska, biokemijska i funkcionalna obiljeZja.

Mastociti su multifunkcionalne stanice. lako prvenstveno prepoznata kao vazna
staniéna populacija u imunosnom odgovoru, mastociti imaju i znafajno neimunosno
djelovanje. Zbog visokog afiniteta prema IgE, mastociti su vrlo vazne stanice u humoralnoj
steCenoj imunosnoj reakciji (106), poglavito u trenutacnoj (alregijskoj) reakciji
preosjetljivosti. Aktiviranjem specificnih podvrsta T-limfocita, mastociti sudjeluju i u
stani¢noj imunosnoj reakciji (107) protiv parazita, bakterija pa ¢ak i virusa. Zbog sinteze
citokina, mastociti se smatraju modulatorima autoimunosnog odgovora. Dokazano je da u
ljudi bakterijski i gljiviéni patogeni poti¢u mastocite na stvaranje interleukina 1B (IL-1B),
¢imbenika koji stimulira rast makrofaga (engl. Granulocyte Macrophage Colony Stimulating
Factor — GM-CSF) i leukotriena (108).

Mastociti, izlucuju¢i ¢imbenik rasta fibroblasta 2 (engl. Fibroblast Growth Factor 2 -
FGF-2), vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. Vascular Endothelial Growth Factor-
VEGF), proteoliticke enzime triptazu i kimazu te histamin i heparin, imaju vaznu ulogu u
fizioloskoj i patoloSkoj neovaskularizaciji (109-112). Brojne su studije ustanovile znacaj
mastocita u postizanju tkivne homeostaze, kao i sudjelovanje u procesima tkivne pregradnje,

cijeljenja i fibroze. Takvo snazno neimunosno djelovanje objasnjava se sintezom citokina i
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¢imbenika rasta: histamina, heparina, triptaze, FGF-2, TNF-a i transformiraju¢eg ¢imbenika
rasta B (engl. Transforming Growth Factor f§ - TGF-B) (113-117).

Mikroanatomska i ultrastrukturna istrazivanja utvrdila su bliski kontakt Zzivaca i
mastocita u razli¢itim organima raznih vrsta, ukljucujuéi i ¢ovjeka (118,119) pa ¢ak i pojavu
da elektrostimulacija pojedinih zivaca uzrokuje degranulaciju pripadajuéih tkivnih mastocita
(120).

Premda jo$ uvijek nije potpuno razjasnjen mehanizam djelovanja, neosporno je da
mastociti preko svojih medijatora sudjeluju u najslozenijim procesima reprodukcije: zacecu,
implantaciji i placentaciji. Takoder je dokazana i njihova uloga u menstruacijskom ciklusu,

trudno¢i te zapoc€injanju i napredovanju porodaja (121).

1.4.2. Mastociti ljudskog sjemenika

Mastociti fizioloski nastanjuju muski reproduktivni sustav. Nalaze se u sjemenicima i
sjemenskoj tekucini (122). U ljudskim sjemenicima s o¢uvanom spermatogenezom, mastociti
su smjeSteni ve¢inom u intersticiju (123). Tek se u manjem broju nalaze u lamini propriji
sjemenskih kanalica (124). U normalnom sjemeniku svega je 13% ukupnih sjemenskih
mastocita smjeSteno peritubularno (125,126).

Fizioloska postnatalna dinamika promjene broja testikularnih mastocita opisana je
tijekom svih faza ovjekova zivota. Histometrijska istrazivanja utvrdila su da broj mastocita
neznatno raste u ranom djetinjstvu, smanjuje se tijekom kasnog djetinjstva sve do pocetka
puberteta, u kojem ponovo dolazi do porasta njihova broja. U odraslih se broj mastocita
postupno smanjuje (127).

Neosporno je da mastociti u sjemenicima nisu inertna stanicna populacija, ve¢ imaju
odredenu ulogu, kako u fizioloskim tako i u patoloskim stanjima. Premda imaju snazan

imunoloski potencijal kojim, u slucaju imunosne reakcije, mogu oStetiti sjemenik, u
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fizioloSkom stanju znacajan su ¢imbenik u postizanju testikularne homeostaze. Pretpostavlja
se da to ostvaruju parakrinim medudjelovanjem s drugim stanicama sjemenika. U neplodnih
muskaraca njihova je uloga znatno bolje istrazena nego U muskaraca s ocuvanom
reproduktivnom sposobnoscu.

Kvantitativne 1 kvalitativne promjene stani¢ne populacije mastocita sjemenika
povezane su s nastankom muske neplodnosti (128,129). Povecani broj mastocita kao i njihov
peritubularni smjestaj dovode do poremecaja u spermatogenezi (126, 130-135). Dokazano je
da je u slucajevima opstruktivne azoospermije, idiopatske azoospermije te varikokele
promijenjena podvrsta dominantne populacije mastocita, te da u sjemeniku prevladavaju
peritubularno smjesteni mastociti, koji sadrze triptazu i kimazu. Jo$ uvijek nije u potpunosti
jasan patofizioloski mehanizam utjecaja dominantno peritubularno smjestene populacije
mastocita sjemenika na razvoj muske neplodnosti. Za sada se objasnjava pojacanim
stvaranjem ezima triptaze, snaznog mitogena za fibroblaste koji poja¢ava njihovu kemotaksiju
i sintezu kolagena §to rezultira tubularnom fibrozom (125,136).

Potvrdena je povezanost izrazitije tubularne skleroze i fibroze sa poveéanom
brojnos¢u mastocita u sjemeniku (126). Isto tako, dokazano je da mastociti, izlu¢ivanjem
triptaze i histamina, reverzibilno oste¢uju motilitet spermija (137,138).

Treba ponovo naglasiti da je normalan prenatalni razvoj testisa preduvjet za normalnu
postnatalnu funkciju testisa pa su neophodne (do sada nepoznate) spoznaje 0 pojavi i
lokalizaciji mastocita u fetalnom ljudskom testisu, a sve u svrhu boljeg razumijevanja

patologije odraslog.
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2. HIPOTEZA

Pretpostavka je da u fetalnim ljudskim sjemenicima postoji stani¢na populacija mastocita koja
se razvija usporedno sa spolnim tra¢cima (preteCama sjemenskih kanalica) i intersticijem
sjemenika. Ocekuje se da se broj mastocita u fetalnim sjemenicima povecava s gestacijskom

dobi muskog fetusa.

3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj

Opéi cilj istrazivanja jest utvrditi polozaj i broj mastocita u tkivu ljudskih fetalnih
sjemenika, osobito u nezrelom intersticiju. Nadalje, cilj je ustanoviti razvojnu dinamiku
stani¢éne populacije mastocita u fetalnim sjemenicima i njezinu moguéu povezanost s

razvojem spolnih tracaka i intersticija.

3.2. Specificni ciljevi
Specifi¢ni ciljevi istrazivanja su:

1. prikazati mastocite selektivnim histoloSkim metodama bojenja te imunohistokemijom
provjeriti izrazaj triptaze specificne za mastocite u uzorcima ljudskog fetalnog
sjemenika razlicite gestacijske dobi;

2. odrediti razvojnu prenatalnu dinamiku stani¢ne populacije mastocita u ljudskim
fetalnim sjemenicima morfometrijskim (stereoloskim) metodama;

3. utvrditi da li postoji korelacija izmedu razvoja mastocita s razvojem volumena
cjelokupnog sjemenika te volumenom spolnih tracaka i intersticija ljudskih fetalnih

sjemenika razlicite gestacijske dobi.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. MATERIJAL

U ovom radu analizirano je tkivo 39 fetalnih ljudskih sjemenika, gestacijske dobi
izmedu 15. i 36. tjedna, dobivenih tijekom uobicajene pedopatoloske sekcije spontano
pobacenih ili mrtvorodenih fetusa tijekom 1994. godine.

Prije patohistoloskog postupka (rezanje i usitnjavanje tkiva, fiksacija) sjemenici su bili
izvagani i odreden im je volumen. Za analizu su Kori$teni isklju¢ivo parafinski blokovi tkiva
fetalnih sjemenika iz arhive parafinskih blokova Zavoda za histologiju i embriologiju

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

4.2 Metode

4.2.1. Obrada tkiva

4.2.1.1. Parafinski blokovi

Parafinski blokovi razvrstani su prema tjednima gestacije i pripremljeni za rezanje. 1z
skupine blokova koja se odnosi na fetalni sjemenik odredene fetalne dobi, metodom sluc¢ajnog
izbora, izdvojeno je 3-6 blokova. Blokovi su rezani uz pomoc¢ rotacijskog mikrotoma Leitz
1512 (Be¢, Austrija), namjeStenog na debljinu reza od 4 pm.

Uvijek se narezao dio serije svakog bloka. Potom se metodom slu¢ajnog odabira iz
serije odredio tzv. ,,prvi rez" koji je stavljen na predmetno staklo. Nakon prvog reza, uzimao
se svaki sedmi rez iz serije. Svaki takav rez postavio se na prethodno silanizirano predmetno
staklo. Dobiveni rezovi obojani su hemalaunom i eozinom (H i E), toluidinskim modrilom
(selektivno bojanje na mastocite) (139) te su pripremljeni za morfometrijsku i

imunohistokemijsku analizu.
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Parafinski rezovi sjemenika inkubirani su 12 sati uo¢i imunohistokemijske reakcije u
termostatu na 37°C. Potom su deparafinirani u ksilolu te rehidrirani u silaznom nizu alkohola.
Nakon toga su rezovi inkubirani u fosfatnom puferu (engl. Phosphate Buffer Saline- PBS).
Endogena peroksidaza blokirana je otopinom natrijeva azida, glukoze i glukoza-oksidaze
(Sigma, Deisenhofen, Njemacka). Uslijedila je inkubacija rezova tijekom jednog sata (u
vlaznoj komorici, na sobnoj temperaturi) s primarnim protutijelima (IgG, razvijenih u misu na
ljudske antigene) usmjerenima protiv triptaze specificne za mastocite (tzv. anti-mast cell
tryptase, razvijeno u misu, Dako, Glostrup, Danska,) (1:100).

Potom su rezovi inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi sa sekundarnim
protutijelima razvijenim u kuni¢u (1:500, Dako, Glostrup, Danska), a usmjerenima protiv
misjih protutijela IgG. Ova protutijela imala su na sebi vezan biotin. Tijekom sljede¢ih
trideset minuta uslijedila je inkubacija s peroksidazom obiljeZenom streptavidinom (1:800,
Dako, Glostrup, Danska).

Enzimska reakcija razvila se nakon dodatka svjeze pripravljene otopine di-
aminobenzidina (DAB, 0,5 mg/ml; Sigma, Deisenhofen, Njemacka) i 0.01% H,O, tijekom pet
minuta. Rezovi su potom obojani hemalaunom, dehidrirani u uzlaznom nizu alkohola, prozeti
ksilenom i pokriveni Biomountom (British Biocell, Ujedinjeno Kraljevstvo) te pokrovnim
stakalcem.

Kao negativna kontrola upotrebljeni su rezovi koji nisu bili inkubirani s primarnim
protutijelima. Kao pozitivna kontrola koriSteni su rezovi dobiveni u sastavu kita za
imunohistokemiju koji u sebi provjereno sadrze gore navedene antigene (Dako, Glostrup,

Danska).

4.2.2. StereolosSka analiza

Za stereolosku analizu koristio se binokularni svjetlosni mikroskop Carl Zeiss (Jena,

Njemacka). U desni okular (40x0,65) mikroskopa umetnut je Weibelov visenamjenski sustav
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s 42 testne tocke. Sva mjerenja izvrSena su koriste¢i objektiv povecanja 40 puta (x40) pa je
ukupno povecanje iznosilo 240 puta, pri ¢emu je ukupna duzina testnih linija bila (Lt) 0,6279
mm, a povriina testnog sustava (At) 0,0209491 mm? za svako analizirano mikroskopsko

polje.

4.2.2.1. Svjetlosna mikroskopija

Za odredivanje numeric¢ke gusto¢e mastocita u intersticiju testisa primijenilo se nacelo
fizikalnog “disektora”. Rezovi su promatrani pod svjetlosnim mikroskopom tako da se slika u
mikroskopu izostrila samo jednom, kako bi mastociti u jednoj ravnini bili dobro vidljivi.
Brojane su samo imunohistokemijski pozitivne stanice na triptazu specifi¢cnu za mastocite,
odnosno stanice ¢ija zrnca su obojana toluidinskim modrilom. Odredena je numericka gustoca
mastocita (broj u mm?® tkiva) i njihov broj u cjelokupnom organu (140,141). Takoder je
odredena volumenska gusto¢a spolnih tracaka i intersticija, volumen tracaka i intersticija u
mm?® tkiva, te njihov ukupni volumen u uzorcima fetalnih ljudskih sjemenika razlicite
gestacijske dobi (140,141).

Okularnim mikrometrom odreden je promjer spolnih tracaka. Na osnovi rezultata
dobivenih stereoloskim metodama utvrdeno je postoji li korelacija izmedu razvojne dinamike
mastocita, spolnih tracaka i intersticija u mm? fetalnog sjemenika sjemenika te u cjelokupnom

organu.

4.2.3. StatistiCka analiza

Statisticka analiza podataka obavljena je na osobnom rac¢unalu pri ¢emu su se koristili
dijelovi biostatistickog programa ,,SAS“ (Skola narodnog zdravlja ,,Andrija Stampar®
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu) namijenjeni opc¢oj obradi podataka i opcoj

statistici.
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati kvalitativne histoloSke analize na rezovima obojenima hemalaun-
eozinom

Ljudski fetalni sjemenici u razdoblju od 15. -18. tjedna razvoja pokazuju odredenu
slicnost grade. Parenhim sjemenika okruZen je tunikom albuginejom koja na svojoj povrSini
ima epitel celoma. U ovoj fazi razvoja, celom sadrzi 2-3 sloja stanica iz kojih ¢e se razviti
budu¢i mezotel. U dubljem sloju tunike albugineje razvija se podrucje s izrazito bogatim
krvnim zilama, tunika vaskuloza. Spolni tracci su, u usporedbi sa zrelim sjemenskim
kanali¢ima, uskog promjera i relativno jednostavne grade. U gore navedenom razdoblju se oni
intenzivno razvijaju, osobito u dubljim slojevima fetalnog sjemenika. Epitel spolnih tracaka
sastoji se od stanica izrazito velike jezgre i citoplazme - prospermatogonija te mnogobrojnih
fetalnih Sertolijevih stanica. Jezgra prospermatogonija je velika i1 pravilna, s dosta
eukromatina koji se izmjenjuje s izrazito brojnim manjim nakupinama heterokromatina.
Citoplazma prospermatogonija je obilna i blijedo obojena. Za razliku od prospermatogonija,
fetalne Sertolijeve stanice su znatno brojnije, manjih dimenzija. Jezgra im je okruglasta,
zgusnutijeg kromatina, katkada s jasno vidljivom jezgricom. Citoplazma je oskudna i poput
uzeg pojasa okruzuje jezgru. Spolni tracci su ograni¢eni ovojnicom, budu¢om laminom
proprijom. Buduéu laminu propriju ¢inei 2-3 sloja stanica koje svojim oblikom odgovaraju
fibroblastima.

Obilato razvijen intersticij zauzima znac¢ajan prostor unutar parenhima. Rahlo vezivo
intersticija je izrazito razvijeno. Intersticij buduce zrele muske spolne zlijezde sadrzi jasno
uocljive i izrazito bogato razvijene Leydigove (intersticijske) stanice. Ove stanice su pretezito
ovalne, s pravilnom okruglom jezgrom i eozinofilnom citoplazmom. U tijeku je i razvoj

medijastinuma testisa u ¢ijoj neposrednoj blizini se nalaze veée krvne zile. Prostor
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medijastinuma u razdoblju od 15. do 18. tjedna gestacije sadrzi izrazito sploStene, njezne I
pretezito uzduzno postavljene kanale (slike 1-6).

Bojenjem hemalaun-eozinom (H i E) se u tkivu ljudskih fetalnih sjemenika od 15. do
18. tjedna gestacije mastociti ne prikazuju. Unato¢ detaljnoj morfoloskoj analizi, ove stanice
se nisu mogle identificirati ni u tunici albugineji niti u vezivu vezivnih pregrada (septula)
sjemenika. Takoder se nisu mogle uociti u vezivnom tkivu koje ispunjava meduprostor
izmedu sjemenika i susjednog fetalnog pasjemenika (slike 1-6).

Tijekom 19. tjedna gestacije, parenhimom ljudskog fetalnog sjemenika izrazito
dominiraju mnogobrojni spolni tracci. Na povrsSini tunike albugineje sada vec bivsi epitel
celoma diferencirao se u jednoslojni plocasti epitel. Dobro razvijeni spolni tracci sadrze, uz
Sertolijeve potporne stanice, prospermatogonije koje imaju obilatu, blijedo obojenu
citoplazmu. U usporedbi s 18. tjednom razvoja, intersticij zlijezde je oskudniji. Stoga su
spolni tracci okruzeni relativno slabo razvijenim intersticijem u kojem se, medutim, jasno
zamjecuju Leydigove (intersticijske) stanice. U medijastinumu testisa se nalaze manje i vece
krvne zile.

U uzorku tkiva ljudskog fetalnog sjemenika starosti 19,5 tjedana gestacije zamjecuje
se opet promjena grade u odnosu na prethodno opisanu fazu razvoja. U ovoj fazi razvoja,
spolni tracci nisu smjesteni jedan do drugoga (kao u tkivu gestacijske dobi od 19. tjedana),
ve¢ su ponovno odvojeni dobro razvijenim intersticijem. Unutar spolnih tracaka cCija je
stijenka tek u formiranju (buduce mioidne stanice lamine proprije), mogu se uociti
prospermatogonije i Sertolijeve stanice tzv. fetalnog tipa. Fetalne Sertolijeve stanice su
znatno manjih dimenzija od prospermatogonija, ali su mnogobrojnije. U intersticiju muske
spolne zlijezde nalaze se dobro razvijene eozinofilno obojene Leydigove (intersticijske)
stanice koje se ispreplicu s njeznim kapilarama. Osim toga, u rahlom vezivu intersticija vide

se 1 vece krvne Zile njezne stijenke. U podruc¢ju medijastinuma testisa prisutan je veliki broj
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krvnih zila, pretezito vena (slike 7-11). Kao i na prethodnim preparatima obojenima
hemalaunom i eozinom, mastociti se nisu mogli jasno identificirati niti u jednom dijelu
fetalnih sjemenika.

U fetalnom ljudskom sjemeniku u 21. tjednu razvoja, u odnosu na prija§nje razvojne
stadije, moZe se zamijetiti intenzivni razvoj manjih i vecih krvnih zila intersticija. Spomenute
krvne zile imaju njeznu stijenku i okruzuju Leydigove (intersticijske) stanice ili spolne tracke,
buduce sjemenske kanali¢e. Unutar spolnih tracaka fetalne Sertolijeve stanice posjeduju sada
tipi¢nu, okruglu jezgru. Mezotel na povrsini tunike albuigineje na nekim mjestima moze imati
i kubicni izgled (slike 12 i 13).

U narednom analiziranom razdoblju razvoja ljudskog fetalnog sjemenika (22,5 tjedana
gestacije) dolazi do pojave ¢e$¢ih mitoza u prospermatogonijama. Ostala obiljeZja spolnih
traaka, intersticija, tunike albugineje i tunike vaskuloze sli¢ne su onima u 21. tjednu razvoja
(slike 15 i 16). Ni u ovim uzorcima tkiva se unato¢ detaljnoj morfoloskoj analizi, nije moglo
nedvojbeno otkriti mastocite.

Ljudski fetalni sjemenik u razdoblju od 25. do 28. tjedna intrauterinog razvoja sadrzi i
dalje mnogobrojne spolne tracke. Oni su okruzeni intersticijem u kojem se nalazi bogata
mreza krvnih zila. U spolnim tracima prospermatogonije imaju ovalnu pravilnu jezgru i
blijedo obojenu citoplazmu, dok ih Sertolijeve stanice okruzuju u veéim ili manjim
skupinama. Lamina proprija spolnih tracaka je 1 dalje u nastajanju te dobiva na svojoj
slojevitosti. Dobro razvijene vezivne pregrade izmedu pojedinih reznji¢a fetalnog sjemenika
granaju se u rahlo vezivno tkivo oko spolnih tra¢aka. Unutar spomenutih vezivnih pregrada
nalaze se vece 1 manje krvne zile intersticija ukljucivsi 1 bogatu mrezu kapilara te Leydigove
intersticijske stanice. U medijastinumu testisa takoder se uocavaju vece krvne zile (slike 17 -
20). Ni u ovom razvojnom stadiju fetalnog sjemenika, koriste¢i standardno bojenje preparata

sa hemalaunom i eozinom mastocite se nije uspjelo vizualizirati.
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Ljudski fetalni sjemenik u razdoblju od 33. do 36. tjedna intrauterinog razvoja sadrzi
ve¢ vrlo dobro razvijenu tuniku vaskulozu, interlobularne pregrade i intersticij bogat krvnim
zilama. Bogata mreza krvnih zila okruzuje spolne tracke. Prospermatogonije leze na bazalnoj
membrani tracaka ili viSe prema sredini buduceg lumena, okruzene fetalnim Sertolijevim
stanicama. U ovoj je fazi razvoja intersticij izrazito bogat Leydigovim stanicama koje u

obilatim nakupinama okruzuju spolne tracke (slike 21-24). Mastociti se i dalje ne zamjecuju.
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5.1.1. Slikovni prilozi kvalitativnoj histoloSkoj analizi na preparatima ljudskih

fetalnih sjemenika obojenih hemalaun-eozinom

Slika 1. Ljudski fetalni sjemenik u 15. tjednu razvoja. Parenhim sjemenika okruzuje tunika

albugineja (TA) koja na svojoj povrsini ima epitel celoma, budué¢i mezotel (C). U dubljem
sloju tunike albugineje razvija se podrucje s izrazito bogatim krvnim zilama, tunika vaskuloza
(TV). Pojedini spolni tracci (=) se intenzivno razvijaju, osobito u dubljim slojevima fetalnog
sjemenika. Izrazito dobro razvijeni intersticij (*) zauzima znacajan prostor unutar parenhima.
U tijeku je i razvoj medijastinuma testisa (MT) u ¢ijoj neposrednoj blizini se nalaze vece
krvne zile (KZ). Takoder se zamjecuje i dio fetalnog pasjemenika (EP).

H i E, x40, mjerilo = 500 um
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Slika 2. Ljudski fetalni sjemenik u 15. tjednu gestacije,.

ovojnicom, budu¢om laminom proprijom. Rahlo vezivo intersticija (*) je izrazito razvijeno.

Sini tunike albugineje (TA) (tunika vaskuloza, TV).

Epitel celoma (C) nalazi se na povr
H i E, x100, mjerilo = 100 pm
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Slika 3. Ljudski fetalni sjemenik u 15. tjednu razvoja. Epitel spolnih tra¢aka sastoji se od

stanica izrazito velike jezgre i citoplazme, prospermatogonija (=) te mnogobrojnih fetalnih
Sertolijevih stanica (zaokruzeno podrucje, O). Buduc¢u laminu propriju (Ip) ¢ini 2-3 slojeva
stanica koje svojim oblikom odgovaraju fibroblastima. Intersticij budu¢e muske spolne
Zlijezde sadrzi jasno uocljive Leydigove (intersticijske) stanice (Lc). Ove stanice su pretezito
ovalne, s pravilnom okruglom jezgrom i eozinofilnom citoplazmom.

H i E, x400, mjerilo = 50 um
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Slika 4. Ljudski fetalni sjemenik u 18. tjednu gestacije. Na povrsini tunike albugineje (TA)
sada se nalazi jednoslojni plocasti epitel, mezotel (M). Iz podrucja tunike vaskuloze (TV)
granaju se krvne zile prema mnogobrojnim spolnim tra¢cima (=) (intersticij zlijezde, *).

H i E, x40, mjerilo = 500 um
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Slika 5. Ljudski fetalni sjemenik u 18. tjednu razvoja. Spolni tracci (=) okruzeni su rahlim

vezivnim tkivom (*) u kojem se nalaze jasno uocljive vece ili manje skupine eozinofilnih
Leydigovih stanica te krvne zile (KZ) (tunika albugineja, TA; mezotel, M).
HiE, x100, mjerilo =100 um
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Slika 6. Ljudski fetalni sjemenik u 18. tjednu gestacije. Izmedu spolnih tracaka nalaze se

izrazito dobro razvijene Leydigove (intersticijske) stanice (Lc) i krvne zile (KZ), ukljugivsi i
kapilare (C). Stijenka spolnih tracaka (Ip) je njeZzne grade. Unutar tracaka se zamjecuju
prospermatogonije (=) i brojnije, fetalne Sertolijeve stanice (O).

H i E, x400, mjerilo = 50 um
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Slika 7. Ljudski fetalni sjemenik u 19. tjednu gestacije. Parenhimom sjemenika dominiraju
izrazito mnogobrojni spolni traéci (=»). Intersticij zlijezde (*) je relativno oskudan. U
medijastinumu testisa (MT) se zamje¢uju manje i veée krvne Zile (KZ). Zahvacen je i dio
pasjemenika (EP) s podru¢jem rahlog veziva.

HiE, x40, mjerilo =500 um
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Slika 8. Ljudski fetalni sjemenik u 19. tjednu razvoja. Dobro razvijeni spolni tracci okruzeni

su relativno oskudnim intersticijem u kojem se zamjecuju Leydigove (intersticijske) stanice
(Lc). Unutar spolnih tracaka vide se prospermatogonije (=) koje imaju obilatu, blijedo
obojenu citoplazmu. Sada ve¢ bivsi epitel celoma (C) diferencirao se u jednoslojni plocasti
epitel (tunika albugineja, TA; tunika vaskuloza, TV).

H i E, x100, mjerilo = 100 um
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Slika 9. Ljudski fetalni sjemenik, 19,5 tjedana gestacije. Tunika albugineja (TA) prekrivena
je mezotelom (M). Takoder se vide i dijelovi tunike vaskuloze (TV) s krvnim zilama. U ovoj

fazi razvoja, spolni tracci (=) nisu smjesteni jedan do drugoga kao na prethodnoj slici, ve¢ su
odvojeni dobro razvijenim intersticijem (*). U podru¢ju medijastinuma testisa (MT) nalaze se
mnogobrojne krvne Zile, a uocava se i pasjemenik (EP).

H i E, x 40, mjerilo = 500 um
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Slika 10. Ljudski fetalni sjemenik, 19,5 tjedana gestacije. U intersticiju muske spolne Zlijezde

nalaze se mnogobrojne eozinofilno obojene Leydigove (intersticijske) stanice (Lc) koje se
ispreplicu s njeznim kapilarama (C). U rahlom vezivu intersticija vide se i vece krvne zile
(KZ) njezne stijenke. Unutar spolnih tradaka &ija je stijenka tek u formiranju (*), mogu se
uociti prospermatogonije (=) i Sertolijeve stanice tzv. fetalnog tipa (O).

HiE, x400, mjerilo =50 um
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Slika 11. Ljudski fetalni sjemenik, 19,5 tjedana gestacije. Fetalne Sertolijeve stanice (O) su

znatno manjih dimenzija od prospermatogonija (=), ali su mnogobrojnije. Intersticij je bogat
krvnim kapilarama (C) i Leydigovim (intersticijskim) stanicama (Lc) (buduée mioidne
stanice lamine proprije, Ip).

H i E, x400, mjerilo = 50 um
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Slika 12. Ljudski fetalni sjemenik u 21. tjednu razvoja. U odnosu na prijasnje razvojne

stadije, u ovom se moze zamijetiti intenzivni razvoj manjih i veé¢ih krvnih zila intersticija
(KZ). Spolni tratci () okruZeni su bogatim rahlim vezivom koje sadrzi veée ili manje
nakupine Leydigovih (intersticijskih) stanica (Lc). Mezotel (M) na povrsini tunike albuigineje
(TA) jos uvijek na nekim mjestima moze imati i kubi¢ni izgled (tunika vaskuloza, TV).

H i E, x40, mjerilo = 500 um
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Slika 13. Ljudski fetalni sjemenik u 21. tjednu razvoja. Krvne Zile (KZ) imaju ve¢inom

njeznu stijenku i okruzuju Leydigove (intersticijske) stanice (Lc) ili spolne tracke, buduce
sjemenske kanali¢e. Unutar spolnih tracaka jezgre fetalnih Sertolijevih stanica (O) su okrugla
oblika (prospermatogonije,=>; stijenka spolnih tracaka, Ip).

H i E, x400, mjerilo = 50 um
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Slika 14. Ljudski fetalni sjemenik u 22,5 tjednu gestacije. Spolni tracci (=) su izrazito brojni,

okruzeni razvijenim intersticijem (*). U medijastinumu sjemenika (MT) nastaje bogata mreza
splostenih kanala. Takoder je dobro razvijen kanal susjedno poloZenog pasjemenika (EP)
(krvne Zile, KZ; tunika albugineja, TA).

H i E, x40, mjerilo = 500 um
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Slika 15. Ljudski fetalni sjemenik u 22,5 tjednu gestacije. Od tunike albugineje (TA) i

vaskuloze (TV) protezu se vezivne pregrade sjemenika koje se granaju u rahlo vezivo (*) S
obilatim krvnim Zilama (KZ) (spolni traéci=»; mezotel M).
H i E, x100, mjerilo = 100 pm
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Slika 16. Fetalni sjemenik u 22,5 tjednu gestacije. Intersticij je bogat Leydigovim
(intersticijskim) stanicama (Lc) te manjim krvnim zilama (KZ). Unutar spolnih tradaka neke

spermatogonije (=) pokazuju znakove mitotske aktivnosti (stijenka tracaka, Ip).
H i E, x400, mjerilo = 50 um
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Slika 17. Ljudski fetalni sjemenik u 25. tjednu intrauterinog razvoja. Mnogobrojni spolni

tradci () okruZeni su intersticijem (*) u kojem se nalazi bogata mreza krvnih Zila (KZ). U
medijastinumu testisa (MT) takoder se nalaze krvne zile (tunika albugineja, TA; tunika
vaskuloza, TV; mezotel, M; pasjemenik, EP).

H i E, x40, mjerilo = 500 um
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Slika 18. Ljudski fetalni sjemenik u 25. tjednu intrauterinog razvoja. Rahlo vezivo intersticija
sadrzi krvne Zile (KZ) njezne stijenke, okruZzene Leydigovim (intersticijskim) stanicama (Lc).
U spolnim tra¢cima prospermatogonije (=) imaju ovalnu pravilnu jezgru i blijedo obojenu
citoplazmu.

H i E, x400, mjerilo = 50 um
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Slika 19. Fetalni sjemenik u 28. tjednu gestacije. Dobro razvijene vezivne pregrade (*)

granaju se u rahlo vezivno tkivo oko spolnih tra¢aka (=»). Unutar spomenutih vezivnih
pregrada nalaze se ve¢e i manje krvne Zile (KZ) intersticija (tunika albugineja, TA; tunika
vaskuloza, TV; mezotel, M).

H i E, x40, mjerilo = 500 um
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Slika 20. Ljudski fetalni sjemenik u 28. tjednu intrauterinog razvoja. Lamina proprija spolnih

tracaka (Ip) (u nastajanju) dobiva na svojoj slojevitosti (prospermatogonije, =»; Leydigove
intersticijske stanice, Lc; krvne Zile, KZ).
H i E, x400, mjerilo = 50 um
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Slika 21. Ljudski fetalni sjemenik u 33,5 tjednu intrauterinog razvoja. Tunika vaskuloza (TV)

M).

TA; mezotel

A2

i intersticij (*) izrazito su bogati krvnim zilama (KZ) (tunika albugineja,

500 um

H i E, x40, mjerilo
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Slika 22. Ljudski fetalni sjemenik u 33,5 tjednu intrauterinog razvoja. Bogata mreza krvnih

zila (KZ) okruzuje spolne tracke. Prospermatogonije (<) leZe na bazalnoj membrani tradaka
ili viSe prema sredini buduc¢eg lumena, okruzene fetalnim Sertolijevim stanicama (O)
(Leydigove intersticijske stanice, Lc).

H i E, x400, mjerilo = 50 um
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Slika 23. Ljudski fetalni sjemenik u 36.tjednu gestacije. U ovoj je fazi razvoja intersticij (*)

izrazito bogat Leydigovim stanicama koje u obilatim nakupinama okruzuju spolne tracke (=)
(krvne Zile, KZ; tunika albugineja, TA; tunika vaskuloza, TV; mezotel, M).
H i E, x40, mjerilo = 500 um
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Slika 24. Fetalni sjemenik u 36. tjednu intrauterinog razdoblja. Leydigove intersticijske

stanice (Lc) su izrazito brojne, a brojne krvne Zile (KZ) su smjestene uz buduéu laminu
propriju (Ip) spolnih tracaka ili u rahlom vezivu (prospermatogonije,=»).
H i E, x400, mjerilo = 50 um
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5.2. Rezultati kvalitativne histoloSke analize na rezovima obojenim toluidinskim

modrilom (selektivno bojanje na mastocite)

Na rezovima fetalnih ljudskih sjemenika (u razdoblju od 15 do 28. tjedna gestacije) obojenim
toluidinskim modrilom mogu se uoditi sljede¢i detalji grade: parenhimom dominira dobro razvijeni
intersticij u kojem se vide veée krvne zile njezne stijenke i kapilare. Citoplazma Leydigovih
(intersticijske) stanica je ovalnog ili izduzenog oblika, s pravilnom jezgrom u kojoj se ¢esto vidi jedna
ili dvije jezgrice (slike 25-28). Spolni tracci ograniCeni su izrazito njeznom stijenkom, a u njima se
nalaze brojne Sertolijeve stanice i prospermatogonije. Sertolijeve stanice su tzv. “fetalnog tipa”, s
okruglom do ovalnom jezgrom i katkada jednom dobro vidljivom jezgricom. Imaju oskudnu
citoplazmu. Prospermatogonije su smjestene uz bazalnu membranu spolnih tracaka ili orijentirane vise
prema sredini spolnih tracaka. Citoplazma im je izrazito obilata i blijedo obojena (slike 25-27).
Budu¢a lamina proprija izrazito je tanka 1 sastoji se iz 1-3 sloja izduZzenih stanica, preteca
peritubularnih stanica i fibroblasta (slika 25). U spomenutom analiziranom razdoblju (od 15. do 28.
tjedna gestacije) mogu se vidjeti odredene vrste stanica koje u sebi imaju manje ili viSe intenzivno
obojena zrnca citoplazme, ali nisu mastociti. Tako se, primjerice, u ponekim fetalnim Leydigovim
stanicama nalaze blijeda ili intenzivno zelenkasto obojena zrnca citoplazme (slike 27 i 28). Ova zrnca
se izgledom, smjeStajem 1 obojenjem znatno razlikuju od zrnca mastocita. Slicno je i s
makrofagima/monocitima intersticija fetalne muske spolne zlijezde koji u svojoj citoplazmi posjeduju
2-3 oveca zrnca intenzivnije obojena toluidinskim modrilom. Ove se stanice rasporedom, brojem i
izgledom svojim zrnaca ipak jasno razlikuju od mastocita.

Napokon, u uzorcima koji potje¢u iz fetalnih sjemenika iz razdoblja od 32. do 36. tjedna
gestacije, mogu se zamijetiti izrazito malobrojni mastociti u tunici albugineji, vezivnim
interlobularnim pregradama ili intersticiju testisa. Radi se 0 ve¢im stanicama u ¢ijoj citoplazmi se
nalaze izrazito mnogobrojna i toluidinskim modrilom tamno obojena zrnca. Zbog gustog rasporeda

zrnaca, jezgra im se ¢esto ne vidi (prekrivena je spomenutim zrncima) (slika 29).
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5.2.1. Slikovni prilozi rezultatima kvalitativne histoloSke analize na rezovima

obojenim toluidinskim modrilom (selektivno bojanje na mastocite)

Slika 25. Ljudski fetalni sjemenik u 15. tjednu razvoja. Parenhimom dominira dobro razvijeni

intersticij (1) u kojem se vide veée krvne Zile njezne stijenke (KZ) i kapilare (C). Leydigove
(intersticijske) stanice (L.c) su ovalnog ili izduzenog oblika citoplazme, s pravilnom jezgrom u
kojoj se ¢esto vidi jedna ili dvije jezgrice. Spolni tracci ograniceni su izrazito njeznom
stijenkom, a u njima se nalaze brojne fetalne Sertolijeve stanice (O) i prospermatogonije (=).

Toluidinsko modrilo, x400 mjerilo = 50 um
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Slika 26. Fetalni ljudski sjemenik u 18. tjednu razvoja. Intersticij je i dalje izrazito dobro

razvijen te sadrzi bogatu populaciju Leydigovih stanica (Lc), krvnih Zila (KZ) ukljuéivsi i
kapilare (C). Spolni tracci su ispunjeni skupinama Sertolijevih stanica tzv. “fetalnog tipa” (O)
I prospermatogonijama (=2). Mastociti se ne zamjecuju.

Toluidinsko modrilo, x400, mjerilo = 50 um
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Slika 27. Fetalni ljudski sjemenik u 22,5 tjednu razvoja, detalj. U intersticiju (1) se nalaze

stanice koje izgledom odgovaraju makrofazima (M). Ove stanice u svojoj citoplazmi sadrze
2-3 zrnca (=) (najvjerojatnije fagocitirani sadrzaj). U citoplazmi jedne od intersticijskih
stanica se takoder nalaze diskretno obojena zrnca. Radi se 0 Leydigovoj stanici (Lc) koja u
sebi sadrzi nakupljene mitohondrije i masne kapljice. U dijelu spolnog tracka jasno se
razlikuju prospermatogonije (Ps) i Sertolijeve stanice (O). Unato¢ specifiécnom bojanju i
veéem povecéanju, mastociti se ne zamjeéuju ni u ovom uzorku (krvne zile, KZ).

Toluidinsko modrilo, x 600, mjerilo = 25 pm
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Slika 28. Ljudski fetalni sjemenik u 28. tjednu fetalnog razvoja, detalj. U intersticiju (I) se

nalaze Leydigove stanice (Lc) od kojih neke sadrze veca ili manja zrnca u citoplazmi (=»).
Ova zrnca uglavnom odgovaraju kapljicama masti, a spomenute stanice se ne smiju zamijeniti
za mastocite koji se ni ovdje ne nalaze (spolni traéci, *; krvne Zile, KZ; kapilare, C).

Toluidinsko modrilo, X600, mjerilo = 25 pm
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Slika 29. Ljudski fetalni sjemenik u 32. tjednu gestacije. U vezivu intersticija i neposrednoj

blizini spolnog tracka, nalazi se jedan mastocit ([1). Citoplazma ove stanice ispunjena je
gusto rasporedenim i intenzivno obojenim zrncima. Intersticij je bogat fetalnim Leydigovim
stanicama (Lc) i krvnim Zilama (KZ). Unutar spolnog tratka dominiraju Sertolijeve stanice
(O). Toluidinsko modrilo, X600, mjerilo = 25 um
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5.3. Rezultati imunohistokemijske analize (triptaza specificna za mastocite)

Preparati ljudskih fetalnih testisa na kojima je primjenjena inkubacija s 20% serumom
svinje i1 izostavljeno primarno protutijelo (tzv. negativna kontrola), ne sadrze
imunohistokemijski pozitivne stanice. Na preparatima nema stanica koje sadrze triptazu
specifi¢nu za mastocite ali ni neke nespecificne pozitivne reakcije. Kako je primjenjeno i
kontrastiranje hemalaunom, na preparatima se mogu vidjeti osnovna morfoloska obiljezja
fetalnih sjemenika. Na povrSini tunike albugineje sjemenika se nalazi mezotel. Tunika
vaskuloza koja prilezi ispod tunike albgineje sadrzi krvne zile koje su takoder negativne, tj. ne
pokazuju pozitivnu imunohistokemijsku reakciju na triptazu. Tunika albugineja proteze se u
vezivne interlobularne pregrade i intersticij sjemenika u kojima takoder nema
imunohistokemijski pozitivnih stanica. Isto se odnosi i na spolne tracke (slike 30 i 31).

U razdoblju od 15. do 26. tjedna gestacije, u fetalnim sjemenicima nalaze se izrazito
malobrojni mastociti. Smjesteni su iskljucivo u tunici albugineji, a nema ih u interlobularnim
pregradama i intersticiju Zlijezde. Ove Se stanice takoder ne nalaze ni u stijenci niti unutar
spolnih tracaka (slike 32, 34, 35). Medutim, ne$to brojniji mastociti mogu se vidjeti unutar
rahlog veziva izmedu sjemenika i pasjemenika (slike 33,36 i 37).

U naprednijem razvojnom stadiju fetalnog ljudskog sjemenika (razdoblje od 27.do 32.
tjedna gestacije) mastociti su brojniji. Unutar sjemenika, nalaze se prvenstveno u tunici
albugineji (slike 38, 40, 43 i 44). Smjesteni Su 0bi¢no u srednjem sloju tunike, a izmedu njih
se nalazi vezivo bogato fibrocitima i medustaniénom tvari. Ove stanice,medutim, postaju
izrazito brojne u rahlom vezivu izmedu sjemenika i pasjemenika kao i u samom rahlom
vezivu pasjemenika (slike 39, 40, 41, i 42).

Napokon, pred kraj trudnoce, u uzorcima koji potjecu od 33. do 36. tjedna gestacije,
mastociti se unutar fetalnih sjemenika, osim u tunici albugineji, nalaze i u rahlom vezivu

tunike vaskuloze te u vezivnim pregradama izmedu reznji¢a samog sjemenika (Slike 45, 46,

57



47, 48 i 49). Mastociti su i dalje brojni u vezivu izmedu sjemenika i pasjemenika kao i u

samom rahlom vezivu pasjemenika (slika 47).
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5.3.1. Slikovni prilozi rezultatima imunohistokemijske analize (triptaza specifi¢na

za mastocite)

Slika 30. Ljudski fetalni sjemenik u 25. tjednu razvoja, negativna kontrola. Na preparatu
nema pozitivnih stanica koje sadrze triptazu specificnu za mastocite kao ni nespecifi¢ne
pozitivne reakcije. Na povrsini tunike albugineje sjemenika (TA) se nalazi mezotel (M).
Tunika vaskuloza (TV) sadrzi krvne Zile koje su takoder negativne. Tunika albugineja proteze
se u vezivne pregrade i intersticij sjemenika (*) u kojima takoder nema imunohistokemijske
reakcije. Isto se odnosi na spolne tracke (=).

IHC, DAB, kontrastiranje hemalaunom, x40, mjerilo = 500 um
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Slika 31. Ljudski fetalni sjemenik u 25. tjednu intrauterinog razvoja. Kontrola
imunohistokemijske reakcije na mastocite. Na prepratu nema stanica s pozitivnom
imunohistokemijskom reakcijom (mezotel, M; tunika albugineja, TA; tunika vaskuloza, TV;
intersticij zlijezde, *; spolni tracci =»).

IHC, DAB, kontrastiranje hemalaunom, x100, mjerilo = 100 um
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Slika 32. Ljudski fetalni sjemenik u 17. tjednu gestacije, detalj. 1zrazito malobrojni mastociti
pozitivni na triptazu (=») smjesteni su unutar veziva tunike albugineje (TA). Ostatak tkiva je
negativan (Leydigove intersticijske stanice, Lc; spolni tracci, O).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo = 50 um
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Slika 33. Ljudski fetalni sjemenik, 18. tjedan gestacije. Vezivno tkivo izmedu sjemenika i

pasjemenika. Za razliku od samog sjemenika, rahlo vezivno tkivo izmedu fetalnog testisa i
epididimisa nesto je bogatije mastocitima pozitivnima na triptazu () (krvna zila, KZ).
IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo = 50 um
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Slika 34. Ljudski fetalni sjemenik, 24. tjedan gestacije. Slicno prethodnim razvojnim

stadijima, malobrojni mastociti pozitivni na triptazu (=) se pretezito nalaze u vezivu tunike
albugineje (TA) (krvna zila, KZ; Leydigove intersticijske stanice, Lc; spolni tradak, O).
IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo = 50 um
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Slika 35. Fetalni sjemenik u 25. tjednu intrauterinog razvoja. Unutar vezivne ovojnice testisa
(TA) zamjecuju se stanice imunohistokemijski pozitivne na triptazu, mastociti (=). U
dubljim slojevima parenhima buduée spolne Zlijezde vide se spolni tracci (O) koji u vezivu
oko sebe ne sadrze mastocite (mezotel, M).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo = 50 um
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Slika 36. Ljudski fetalni sjemenik, 25. tjedan gestacije. U vezivu koje okruzuje kanal

pasjemenika u razvoju (EP) mogu se, slicno kao i u tunici albugineji sjemenika, vidjeti
pojedini mastociti pozitivni na triptazu (=).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo = 50 um
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Slika 37. Ljudski fetalni sjemenik , 25. tjedan gestacije. Mastocit pozitivan na triptazu (=) u

vezivu fetalnog pasjemenika (EP).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo =50 um
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Slika 38. Ljudski fetalni sjemenik u 27. tjednu intrauterinog razvoja. Dobro vidljivi mastociti
pozitivni na triptazu (=») unutar veziva tunike albugineje (TA) (mezotel, M; tunika
vaskuloza, TV; spolni tracci,O).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo =50 um
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Slika 39. Ljudski fetalni pasjemenik (EP) tijekom 27. tjedna gestacije. Za razliku od

sjemenika u istom stadiju razvoja, vezivno tkivo pasjemenika obiluje pozitivnim mastocitima
na triptazu.

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 100, mjerilo = 100 um

68



Slika 40.Detalj ljudskog fetalnog pasjemenika u 27. tjednu gestacije. Unutar rahlog veziva,

izmedu dijelova duktus epididimidisa (EP) u razvoju, vide se mnogobrojni mastociti pozitivni
na triptazu (=»).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo = 50 um
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Slika 41. Dio sjemenika (T) i pripadajuce vezivo (V) izmedu ljudskog fetalnog sjemenika i

pasjemenika u 29. tjednu gestacije. U prikazanom dijelu tunike albugineje (TA) nema
mastocita. Unutar obilnog rahlog veziva, mastociti pozitivni na triptazu su rasporedeni u
skupinama (O) ili kao solitarne stanice (=).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 100, mjerilo = 100 um
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Slika 42. Detalj rahlog vezivnog tkiva sa slike 41. Unutar veziva, istiCu se mastociti pozitivni

natriptazu (=).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo = 50 um
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Slika 43. Ljudski fetalni sjemenik u 30. tjednu intrauterinog razvoja. Unutar tunike albugineje
(TA) vide se dva mastocita pozitivna na triptazu (O) (mezotel, M; tunika vaskuloza, TV;
intersticij zlijezde,*; spolni tracci=»).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 100, mjerilo = 100 um
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Slika 44. Ljudski fetalni sjemenik u 30. tjednu gestacije, detalj. Unutar veziva tunike

albugineje (TA) nalaze se dva mastocita pozitivna na triptazu (=) (mezotel, M; tunika
vaskuloza, TV; spolni traéci, O).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo = 50 um
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Slika 45. Ljudski fetalni sjemenik u 32. tjednu intrauterinog razvoja. Mastociti pozitivni na

triptazu su rasporedeni u ve¢im i manjim skupinama (O) ili pojedinac¢no (=) unutar veziva
tunike albugineje (TA), tunike vaskuloze (TV) ali i u vezivnim pregradama ili septima koje se
protezu od tunike vaskuloze prema dubljim dijelovima parenhima (mezotel, M).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 100, mjerilo = 100 um
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Slika 46. Ljudski fetalni sjemenik u 32. tjednu razvoja, detalj. Osim u tunici albugineji (TA)

mastociti pozitivni na triptazu (=) se nalaze i u dubljim slojevima rahlog vezivnog tkiva koje
obiluje krvnim Zilama (KZ) (mezotel, M; spolni tracci, O).
IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo = 50 um
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Slika 47. Fetalni ljudski sjemenik (T) i pasjemenik (EP) u 33. tjednu razvoja. Za razliku od

sjemenika, pasjemenik obiluje mastocitima pozitivnim na triptazu (=»,0).
IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 100, mjerilo = 100 um
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Slika 48. Fetalni ljudski sjemenik, detalj slike 47. Mastociti pozitivni na triptazu (=») se

nalaze kako u vezivu tunike albugineje (TA), tako i u rahlijem vezivu tunike vaskuloze (TV)
te vezivnim pregradama unutar testisa. Tunika vaskuloza obiluje krvnim Zilama (arterija, A;
vene, V; spolni tracci,O , mezotel, M).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo = 50 um
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Slika 49. Fetalni ljudski sjemenik u 33. tjednu razvoja. Primjer jednog mastocita (=) koji se

nalazi unutar vezivne pregrade (VP), u dubini parenhima fetalnog sjemenika (spolni
tracci,O).

IHC, DAB i kontrastiranje hemalaunom, x 400, mjerilo = 50 um
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5.4. Rezultati kvantitativne histolo§ke analize

Tijekom promatranog gestacijskog razdoblja (od 15. do 36. tjedna intrauterinog razvoja)
volumen fetalnih sjemenika stalno raste, iako postoje znatne oscilacije od jednog do drugog
gestacijskog tjedna. Najmanje vrijednosti volumena fetalni sjemenik pokazuje u razdoblju od
15. do 19. tjedna (0,210 cm® — 0,276 cm®). Od 19. pa sve do 36. tjedna gestacije vrijednosti
volumena stalno rastu da bi u 36. tjednu dosegle 1,205 cm?® (slika 50). Sli¢an trend pokazuju
volumeni spolnih tracaka i intersticija fetalne muske spolne Zlijezde. U usporedbi s pocetnim
tjednima intaruterinog razvoja, oba volumena postupno rastu, $to je 0sobito vidljivo od 33. do
36. gestacijskog tjedna. Takoder se zamjecuje da su volumeni spolnih tra¢aka i intersticija
skoro podjednaki, §to je u suprotnosti s gradom odraslog sjemenika gdje dominiraju
sjemenski kanaliéi, a intersticij zauzima priblizno 14% zrelog testisa (slika 51).

Za razliku od gore opisanih parametara, promjer spolnih tra¢aka ne pokazuje porast s
tjednima gestacije. Vrijednosti promjera su iz tjedna u tjedan razvoja manje-vise stalne i kre¢u
se od 68,00 do 110,08 um (slika 52).

Ukupni broj mastocita s tjednima gestacije postupno raste. U odnosu na razdoblje od
15. do 20. tjedna, u ostatku promatranog intrauterinog razdoblja (od 21. do 36. tjedna) dolazi
do zamjetnog porasta broja mastocita. Takoder se zamjecuju osjetne oscilacije u broju

mastocita od tjedna do tjedna intrauterinog razdoblja (slika 53).
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Slika 50.. Volumen fetalnih sjemenika (Vo) od 15. do 36. tjedna intrauterinog razdoblja.

Volumen u ispitivanom razdoblju postupno raste, unato¢ zamjetnim oscilacijama od tjedna do

tjedna gestacije.
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Slika 51. Volumen spolnih tracaka (Vsc) i intersticija ljudskog fetalnog sjemenika (Vint)
gestacijskog razdoblja od 15.-36. tjedna. U usporedbi s pocetnim tjednima intrauterinog
razvoja, oba volumena postupno rastu, §to je osobito vidljivo od 33. do 36. gestacijskog

tjedna.
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Slika 52. Promjer spolnih tracaka tijekom 15. do 36. tjedna gestacije. Vrijednosti promjera su
iz tjedna u tjedan razvoja manje-vise stalne i kre¢u se od 68,00 do 110,08 um. Promjeri ne

pokazuju trend povecanja u odnosu na tjedne gestacije.
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Slika 53. Ukupan broj mastocita u ljudskom fetalnom sjemeniku od 15. do 36. tjedna
gestacije. U odnosu na razdoblje od 15. do 20. tjedna, u ostatku promatranog intrauterinog

razdoblja (21.-36. tjedan) dolazi do zamjetnog porasta brojaovih stanica. Takoder se

zamjecuju zamjetne oscilacije u broju mastocita od tjedna do tjedna intrauterinog razdoblja.
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6. RASPRAVA

Iz UVODA proizlazi da mastociti Ssjemenika imaju vaznu ulogu U nastanku
neplodnosti muskarca. Budu¢i da zreli sjemenik nastaje razvojem primitivne gonade odnosno
fetalnog sjemenika, vazno je poznavati razvojnu dinamiku fetalne gonade kao i dinamiku
pojave mastocita tijekom intrauterinog razvoja i rasta muske spolne Zlijezde, §to je i tema ove
disertacije.

Rezultati disertacije na rezovima obojenim hemalaunom i eozinom, daju dobar uvid u
opcenitu gradu fetalnog sjemenika tijekom razvoja. Oni govore u prilog svojevrsne razvojne
ravnoteze izmedu spolnih tracaka i intersticija, na Sto ukazuje i dio rezultata kvantitativne
analize ovog istrazivanja. Udio volumena spolnih tracaka i intersticija u pojedinim
gestacijskim tjednima je otprilike podjednak, sto pokazuje na izuzetno dobro razvijeni
intersticij fetalnog ljudskog sjemenika. Osim toga, kvantitativni rezultati ove disertacije
vezani za promjer spolnih trataka pokazuju da ovaj parametar ima manje-vise stalne
vrijednosti i da se ne mijenja s gestacijskom dobi, §to je jo§ jedan dokaz o specificnom
ravnomjernom odnosu spolnih tradaka (buducih sjemenskih kanali¢a) 1 intersticija. U
odraslom sjemeniku, naprotiv, tzv. tubularni odjeljak dominira u odnosu na intersticij. Tako
sjemenski kanali¢i u odrasle muske spolne Zlijezde normalne grade zauzimaju 83%-85%
parenhima testisa, dok svega 17-15% otpada na intersticij. U intersticiju odraslog sjemenika
dominiraju Leydigove intersticijske stanice (7-8% ukupnog parehima zlijezde) dok ostatak
otpada na rahlo vezivo u kojem se nalaze rijetki mastociti (142).

Mastociti se, unato¢ vrlo detaljnoj morfoloskoj analizi rezova tkiva fetalnih sjemenika
obojenih uobi¢ajenom metodom hemelaunom i eozinom nisu mogli nedvojbeno prikazati i
identificirati. Bolji prikaz ovih stanica mogao se posti¢i na rezovima obojenim toluidinskim

modrilom. Medutim, bojanje toluidinskim modrilom se pokazalo donekle nespecifi¢énim
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bududi da su se obojala i zrnca u stanicama koje odgovaraju makrofazima intersticija fetalne
muske spolne Zlijezde kao i zrnca u citoplazmi Leydigovih stanica. Stoga je najinformativnije
podatke dala imunohistokemijska analiza, odnosno imunohistokemijska reakcija na triptazu
specificnu za mastocite. U odraslom ljudskom sjemeniku normalne grade, mastociti su
sastavni dio rahlog veziva intersticija (133). Mikroskopski se, takoder, mogu dobro
vizualizirati bojenjem toluidinskim modrilom i jo§ specifi¢nije imunohistokemijskim
tehnikama. U zdravih muSkaraca, ove stanice su smjeStene pretezito u blizini krvnih Zzila
intersticija ili leZe u rahlom vezivu okruzene medustani¢cnom tvari i fibrocitima. Izuzetno
rijetko se nalaze u neposrednoj blizini sjemenskih kanali¢a i to na periferiji lamine proprije, tj.
u kontaktu s vanjskim slojevima peritubularnih stanica/fibroblasta (133,139,143). U
normalnim okolnostima, njihov broj je izrazito mali.

Rezultati imunohistokemijske analize ukazuju na smjeStaj mastocita unutar tunike
albugineje fetalnog sjemenika, osobito u razdoblju od 15. do 29. tjedna gestacije. Ove stanice
smjestene su u srednjem sloju veziva tunike, Cesto se zaticu u manjim skupinama od 2-3
stanice. Izmedu njih se nalaze fibrociti i fibroblasti, okruzeni vlastitom medustani¢nom tvari.
Znakovito je da se mastociti sve do 30. tjedna razvoja nisu mogli vidjeti ni u vezivnim
pregradama izmedu pojedinih reznji¢a fetalnog sjemenika. Tek u poodmaklim stadijima
razvoja (od 30. do 36. tjedna gestacije) mastociti se pojavljuju i u rahlom vezivu tunike
vaskuloze te gore spomenutim interlobularnim pregradama koje njezno prelaze u intersticij
zlijezde.

Rahlo vezivo izmedu fetalnog sjemenika i pasjemenika, medutim, sadrzavalo je ve¢ od
15. tjedna pa na dalje brojne mastocite. Ove stanice mogle su se vidjeti i u rahlom vezivu koje
okruzuje fetalni duktus epididimidis. Cini se da se broj ovih stanica jo§ vise poveéao u
poodmaklom (ve¢ prije spomenutom) razdoblju izmedu 30.-36. tjedna. Stoga je vrlo

vjerovatno da fetalni sjemenik izluCuje parakrine ¢imbenike koji sprje¢avaju obilnije
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naseljavanje mastocita, osobito unutar vezivnih pregrada i intersticija fetalne muske spolne
zlijezde. Budu¢i da ovi parakrini ¢imbenici nisu prisutni u “normalnom” rahlom vezivu izvan
fetalnog sjemenika, to su mastociti zastupljeni u svojim uobicajenim udjelima. U ovom
procesu “zastite” fetalnog sjemenika od mastocita mozebitnu ulogu imaju i Leydigove
stanice. Poznato je da su one izrazito aktivne tijekom fetalnog razdoblja i da proizvode vece
koli¢ine fetalnog testosterona (144). Ovaj hormon kao i njegov aktivniji oblik, di-
hidrotestosteron, znac¢ajno utjeu na razvoj kako spolnih tracaka tako i nekih drugih dijelova
muskog spolnog trakta. Tako su, primjerice, Citava Wolffova cijev i njezini derivati pod
utjecajem gore spomenutih steroida. Stoga je razumno pretpostaviti da velike koli¢ine
fetalnog testosterona djeluju na neki nacin inhibitorno na razvoj mastocita ili odvracaju ove
stanice od naseljevanja u intersticij.

U procesu naseljavanja mastocita svojim parakrinim c¢imbenicima mogu jo$
sudjelovati i buduce peritubularne stanice, prospermatogonije i fetalne Sertolijeve stanice.
Peritubularne stanice u fetalnom sjemeniku izgraduju vrlo njeznu stijenku (buduéu laminu
propriju) koja omeduje epitel spolnih tracaka (143,144). U odraslog, zdravog muskarca,
lamina proprija sjemenskih kanali¢a se sastoji od 5-7 slojeva peritubularnih stanica koje se
povremeno kontrahiraju pa se stoga nazivaju i mioidne stanice. Svojom gradom, prisutnoscu
intermedijarnih i drugih filamenata u njihovoj citoplazmi (dezmin, aktin) ove stanice
djelomi¢no odgovaraju glatkim miSiénim stanicama (145). U fetalnom sjemeniku nema
spermatogeneze ni sazrijevanja spermija putem spermiogeneze, stoga je za pretpostaviti da se
fetalne peritubularne stanice jo§ ne kontrahiraju i imaju drugaciji spektar parakrinih
¢imbenika kojim utjeCu na susjedne fetalne Sertolijeve stanice i prospermatogonije. Svojim
parakrinim ¢imbenicima oni mogu takoder negativno utjecati na migraciju i naseljavanje
mastocita. Slicno se moze pretpostaviti za prospermatogonije i Sertolijeve stanice. Medutim,

Cini se da ta svojevrsna “obrambena barijera” protiv mastocita slabi pred kraj gestacije,
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osobito u 30 do 36. tjednu. Rezultati ovog rada pokazuju da se mastociti postupno sve vise
naseljavaju u tuniku vaskulozu i vezivne pregrade fetalnog sjemenika. Takoder su obilato
prisutni u vezivu pasjemenika i vezivu izmedu sjemenika i pasjemenika.

Rezultati kvantiativne analize pokazuju postupni rast volumena fetalnog sjemenika,
volumena spolnih tracaka i intersticija zlijezde te ukupnog broja mastocita tijekom
promatranog razdoblja gestacije (15.-36. tjedan). Rast ovih vrijednosti osobito je znacajan
nakon 25. tjedna gestacije. Takoder se zamjecuje da svi praceni parametri pokazuju izrazite
oscilacije od tjedna do tjedna gestacije. Katkada su vrijednosti u odmaklom tjednu nize od
prethodnog tjedna razvoja. Objasnjenje mozda lezi u Cinjenici da uzorci fetalnih sjemenika
nisu “idealne kontrole” jer su neki od njih izuzeti prilikom pedopatoloske sekcije plodova s
dokazanim intrauterinim zastojem rasta. Dakle, postoje neizbjezne razlike u dinamici rasta
fetalnih organa spontano pobacenih plodova koji su intrauterino rasli i razvijali se u razli¢itim
okolnostima. S druge strane, dobiveni fetalni materijal je izuzetno dragocjen jer su se neke
stani¢ne populacije, u ovom slu¢aju mastociti, mogle po prvi puta detaljno analizirati tijekom
fetalnog razvoja ¢ovjeka.

Ukupni broj mastocita raste s tjednima gestacije. Kao $to je ve¢ opisano u rezultatima
kvalitativne i kvantitativne histoloske analize, osobit porast broja ovih stanica moze se vidjeti
u razdoblju od 30. do 36. tjedna intaruterinog razvoja. Tada se mastociti ne nalaze samo u
tunici albugineji, ve¢ i u rahlom vezivu tunike vaskuloze i interlobularnim pregradama
fetalnog sjemenika. Rast broja ovih stanica i njihovu poja¢anu migraciju u dubinu parenhima
fetalne muske spolne Zzlijezde moguce je objasniti ve¢ spomenutim slabljenjem ,,barijere*
protiv mastocita (padom razine parakrinih ¢imbenika koji sprecavaju naseljavanje mastocita)
u promatranom razdoblju gestacije (146).

U slucaju pacijenata s neopstruktivnom azoospermijom Cesto se zatice slika tzv.

“mjeSovite atrofije sjemenskih kanali¢a®. To zna¢i da su sjemenski kanali¢i unutar istog
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sjemenika razliCitog stupnja osStecenja: u nekima se spermatogeneza odvija u potpunosti, u
drugima postoji oste¢enje u obliku spermatidnog ili/i spermatocitnog “’stopa” ili se sjemenski
epitel sastoji samo iz Sertolijevih stanica (tzv. Sertoli cells only” sindrom). U o$te¢enim
kanali¢ima cesto se nalazi zadebljana lamina proprija ili su kanali¢i u potpunosti fibrozirani
(tzv. "tubularne sjene”). U slucaju gore spomenute histoloske slike sjemenika, mastociti su
umnozeni te se mogu naci kao brojne stanice u intersticiju ali i u stijenci zadebljane lamine
proprije, odnosno fibroti¢no promijenjenih sjemenskih kanali¢a (133,139,143,147,148). Pri
tome se mastociti dublje inflitriraju u laminu propriju i vjerojatno utje¢u na peritubularne
stanice (149,150). Cini se da mastociti svojim parakrinim ¢imbenicima (posebice triptazom
specificnom za mastocite) poti¢u ove stanice na izlu¢ivanje molekula izvanstani¢nog matriksa
koje se pojac¢ano odlazu unutar lamine proprije. Jedna od takvih molekula je i dekorin (151-
153). Dokazano je da upravo depoziti dekorina doprinose vrlo sloZenom procesu zadebljanja
lamine proprije sjemenskih kanalica u neplodnih muskaraca. Zadebljanje lamine proprije
dovodi do poremecaja u prometu hranjivih tvari, kisika i ¢imbenika rasta, znacajnih za
normalno odvijanje spermatogeneze. Tako primjerice, dekorin sprje¢ava normalni dotok ili/i
djelovanje epidermalnog ¢imbenika rasta (engl. Epidermal Growth Factor - EGF) (152).
Enzimatska aktivnost triptaze mastocita vjerojatno mijenja razine ¢imbenika rasta Ziv€anog
tkiva (engl. pro-Neural Growth Factor, Neural Growth Factor — proNGF, NGF), tj.
parakrinih tvari koje izluCuju peritubularne stanice. Ovi ¢imbenici potiCu spermatogenezu, a
triptaza ih svojim djelovanjem razara (150).

Osim toga, novija istrazivanja ukazuju na povezanost triptaze (specificne za mastocite)
I receptora za proteazu (engl. Protease Activated Receptor — 2, PAR-2) (154,155). Dokazano
je, naime, da triptaza aktivira i cijepa spomenuti receptor koji se nalazi na membrani
peritubularnih stanica (149,156-158). U izoliranim peritubularnim stanicama, aktivacija PAR-

2 dovodi do porasta intracelularnog kalcija (157) te povecanog izrazaja dekorina (152).
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Nedavno objavljeni radovi govore o tome da se PAR-2 ne nalazi samo u peritubularnim
stanicama, ve¢ se njegov izrazaj moze vidjeti i u spermatogonijama (159). Najvjerojatnije se
radi o tzv. maticnim stanicama (engl. Spermatogonial Stem Cells - SSC). SSC su danas u
zariStu zanimanja brojnih istrazivanja jer se smatraju potencijalnom populacijom stanica za
lijeenje neplodnosti, osobito u onih pacijenata koji u svojim sjemenskim kanali¢ima nemaju
spermije i zrele spermatide, ve¢ samo spermatogonije ili/i spermatocite. SSC su ovisne 0 nizu
¢imbenika rasta koje proizvode peritubularne i druge somatske stanice sjemenika, npr.
Sertolijeve i Leydigove stanice (160-162). Kako je dokazano da mastociti triptazom djeluju na
receptor PAR-2, moguce je da ujedno aktiviraju ili mijenjaju spermatogonije. Ove stanice su u
dodiru sa bazalnom membranom sjemenskog epitela (koja je zajednicki proizvod Sertolijevih
I peritubularnih stanica). Na taj na¢in su SSC (osobito u slu¢aju neplodnih muskaraca i
zadebljanja lamine proprije sjemenskih kanali¢a) dostupne triptazi mastocita (159). Ostaje
pitanje da li aktivacija PAR-2 ima pozitivne ili negativne ucinke na spermatogonije i
potencijalnu obnovu spermatogeneze ili ne (159).

Buduéi da mastociti sudjeluju u procesu nastanka neplodnosti muskarca, bilo bi
vrijedno ispitati koji ¢imbenici djeluju na njihovu migraciju 1 pojacano naseljavanje u
intersticij sjemenika teu laminu propriju sjemenskih kanalica. Mozda bi upravo inhibitorni
¢imbenici koji reguliraju mastocite u fetalnom razdoblju bili pogodni ciljeviza buducu
terapiju, osobito u slucajevima teSkih poremecaja fertiliteta muSkarca kao Sto je

neopstruktivna azoospermija.
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7. ZAKLJUCCI

a) Fetalni sjemenik je dinamic¢an organ koji se u razli¢itim fazama razvoja moze dobro
prikazati uobic¢ajenom tehnikom bojenja hemalaunom i eozinom, kao i bojenjem toluidinskim
modrilom. Pomocu ovih tehnika se primjereno prikazuju razvojna obiljezja fetalne muske
spolne Zlijezde i dvije osnovne sastavnice: spolni tracci i intersticij kao i prilezece ovojnice,
tunika albugineja i tunika vaskuloza.

b) Uobicajena tehnika bojenja hemalaunom i eozinom nije se pokazala pouzdanom u
identifikaciji i vizualizaciji fetalnih mastocita. Selektivno bojenje rezova fetalnih sjemenika
toluidinskim modrilom pokazalo se pouzdanijom metodom, ali s odredenim ograni¢enjima.
Tako je bojenje toluidinskim modrilom posluzilo za odgovarajuc¢i prikaz mastocita, ali su se
ujedno obojala zrnca u citoplazmi stanica koje odgovaraju makrofagima intersticija kao i
zrnca u citoplazmi Leydigovih stanica. Stoga se jedino imunohistokemijska metoda (prikaz
triptaze specificne na mastocite) pokazala odgovaraju¢om za prikaz i praéenje razvoja
mastocita tijekom promatranog razdoblja gestacije od 15. do 36. tjedna.

¢) U ranijim fazama razvoja (15.-29. tjedan) mastociti su smjesteni isklju¢ivo unutar
tunike albugineje fetalnog sjemenika. U tunici vaskulozi, interlobularnim pregradama i
intersticiju nisu se mogli opaziti. Tek od 30. tjedna gestacije pa sve do kraja ispitivanog
razdoblja (36. tjedan) mastociti, uz tuniku albugineju, naseljavaju rahlo vezivo tunike
vaskuloze 1 vezivne pregrade/rahlo vezivo u dubini parenhima fetalne muske spolne Zlijezde.
Za razliku od sjemenika, rahlo vezivo izmedu sjemenika i pasjemenika te samo rahlo vezivo
pasjemenika sadrzi znatno veéi broj ovih stanica, osobito u ve¢ navedenom razdoblju od 30.
do 36. tjedna gestacije.

d) Rezultati kvantitativne analize ukazuju na stalan rast volumena fetalnog sjemenika i

njegovih sastavnica, spolnih tracaka i intersticija. Pri tome spolni tracci 1 intersticij fetalne
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spolne zlijezde zadrzavaju svojevrsnu razvojnu ravnotezu, tj. podjednake udjele unutar
fetalnog sjemenika. Tome u prilog govori i promjer spolnih tracaka koji se bitno ne mijenja s
obzirom na gestacijsko razdoblje.

e) Tijekom ispitivanog razdoblja razvoja ukupni se broj mastocita poveéava. U
pocetnim tjednima gestacije je taj broj izrazito nizak ali postupno raste kako mastociti, 0Sim
tunike albugineje, naseljavaju tuniku vaskulozu i interlobularno vezivo/intersticij. Rezultati
kvantitativne histoloske analize ukazuju na podudarnost u razvojnoj dinamici mastocita,
volumena sjemenika te volumena spolnih traaka i intersticija u ispitivanom razdoblju
gestacije (15.-36. tjedan). Za razliku od spomenutih pra¢enih parametara, promjer spolnih
tracaka ostaje manje-vise stalnih vrijednosti sve do kraja ispitivanog fetalnog razdoblja i ne
pokazuje podudarnost.

f) Regulacija migracije mastocita od povrsinski smjestene tunike albugineje prema
dubini parenhima fetalnog sjemenika vjerojatno je uvjetovana mnogobrojnim parakrinim
¢imbenicima. Ovi ¢imbenici U ranijim fazama razvoja (15.-29. tjedan gestacije) postavljaju
svojevrsnu “barijeru” intenzivnijem naseljavanju mastocita. U toj regulaciji mozebitno
sudjeluju fetalne Leydigove, buduce peritubularne, Sertolijeve stanice i prospermatogonije.
Za pretpostaviti je da je razina parakrinih ¢imbenika ovih stanica koji inhibiraju migraciju
mastocita u pocetnim fazama razvoja izrazito visoka, a potom postupno opada i omogucuje
naseljavanje mastocita u dubljim dijelovima fetalnog testisa tijekom kasnijih tjedana gestacije

(30.-36. tjedan).
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8.SAZETAK

O fetalnim mastocitima ljudskog sjemenika u dostupnoj literaturi prakticki nema
podataka. Hipoteza ove disertacije je da broj mastocita postupno raste s gestacijskom dobi
fetusa te da se razvoj ovih stanica podudara spove¢anjemvolumena cjelokupnog sjemenika i
njegovih struktura. Stoga je cilj ovog rada bio prikazati mastocite u parenhimu fetalnog
sjemenika odgovaraju¢im histoloskim tehnikama te istraziti razvojnu dinamiku ovih stanica
tijekom intrauterinog razvoja.U radu je koristen fetalni materijal dobiven uobiajenom
pedopatoloskom sekcijom 39 spontano pobacenih plodova u dobi od 15. do 36. tjedna
gestacije. Tijekom analize KoriStene su kvalitativne i kvantitativne histoloSke metode. U
ranijim fazama razvoja (15.-29. tjedan) mastociti su smjesteni iskljuéivo unutar tunike
albugineje fetalnog sjemenika. Tek od 30. tjedna gestacije pa sve do kraja ispitivanog
razdoblja (36. tjedan) mastocitinaseljavaju i rahlo vezivo tunike vaskuloze te vezivne
pregrade/rahlo vezivo u dubini parenhima fetalne muske spolne zlijezde. Ukupan broj
mastocita postupno raste tijekom ispitivanog razdoblja razvoja. Rezultati kvantitativne
histoloske analize ukazuju na podudarnost u razvojnoj dinamici mastocita ipovecanja
volumena sjemenika,spolnih tracaka i intersticija. Za razliku od toga promjer spolnih tracaka
se bitno ne mijenja. Pretpostavlja se da je razvoj mastocita u fetalnom ljudskom sjemeniku
uvjetovan razli¢itim parakrinim ¢imbenicima stanica koje izgraduju intersticij i spolne tracke.
Ovi ¢imbenici, ukoliko se izoliraju, mogli bi u budué¢nosti biti primjenjeni u terapiji

neplodnosti muskarca, osobito u slucajevima neopstruktivne azoospermije.
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9. SUMMARY

Mast cells of the human foetal testis. Trpimir Goluza, 2015.

In the literature there are no available data about mast cells in the human fetal testis.
The hypothesis of this study was that the number of mast cells increases with gestational age
of the foetus, coinciding with the increase of volumes, sex cords and interstitium. The aim
was to visualize mast cells within the parenchyma of the foetal testis by histological staining
methods and investigate the development of these cells during the intrauterine development of
the whole testis and its structures. The material was obtained during the routine
paedopathological autopsy of 39 spontaneously aborted/stillborn foetuses between 15 and 36
gestational weeks. Qualitative and quantitative analysis was done. During gestational weeks
15-29, mast cells were exclusively located within the tunica albuginea. After 30™ gestational
week mast cells, in addition to tunica albuginea, mast cells populated the loose connective
tissue of the tunica vasculosa and the connective tissue of septa/interstitium within the
parenchyma. The total number of mast cells increased over the investigated period.
Quantitative sterological analysis showed that the development of mast cells coincided with
the increase of the volumes of the testis, sex cords and the interstitium. In contrast to these
results, diameter of the sex cords remains similar. The development of mast cells in the foetal
testis is probably regulated by paracrine factors secreted by cells of the interstitium and sex

cords. Once isolated, they could present possible targets for treatment of the male infertility.
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11. ZIVOTOPIS

Roden sam 8. rujna 1971. u Zagrebu, gdje sam zavrsio osnovnu i srednju Skolu te 1996.
diplomirao na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Obvezni pripravnicki lije¢nicki
staz obavio sam u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb (KBCZagreb).

Od 1997. do 2001. radio sam kao znanstveni novak na Medicinskom fakultetu SveuciliSta
u Zagrebu na znanstvenom projektu Ministarstva znanosti RH“Cimbenici u nastanku
prijevremenog poroda”.

Ginekologiju i opstetriciju sam specijalizirao od 2001. do 2005. u Klinici za zenske bolesti
i porode KBC-a Zagreb. Status subspecijaliste fetalne medicine i opstetricije stekao sam 2015.

Kao istraziva¢, od 2002. do 2015., suradivao sam na dva znanstvena projekta Ministarstva
znanosti RH, te na dva projekta sveucilisne potpore Sveucilista u Zagrebu.

Na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu zavrSio sam znanstveni poslijediplomski
studij ,,Medicinske znanosti“, te u prosincu 2000. obranio magistarski rad ,,Makrofazi
sjemenika i stereoloska obiljezja sjemenskih kanali¢a u neplodnih muskaraca®.

Autor sam 1 koautor viSe znanstvenih i stru¢nih radova objavljenih u razlic¢itim
znanstvenim bazama, kao 1 vefeg broja medunarodnih 1 domacih kongresnih sazetaka.
Trenutno sam u kumulativhom radnom odnosu s Medicinskim fakultetom SveuciliSta u
Zagrebu i KBC-om Zagreb. Radim kao asistent na Katedri za ginekologiju i porodni$tvo te
kao odjelni lije¢nik u Zavodu za perinatalnu medicinu Klinike za Zenske bolesti i porode
KBC-a Zagreb.

Osniva¢ sam i prvi predsjednik Hrvatske udruge bolnickih lije¢nika (HUBOL), a od lipnja
2015. obnasam duznost predsjednika Hrvatske lije¢ni¢ke komore (HLK).

Ozenjen sam, otac sam Eve i Ivana Boska.
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