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Uvod

Kratak sadrzaj

Uvod. Hematopoeza je proces stvaranja krvnih celija i uobli¢enih elemena-
ta krvi. Ovaj dinamican proces se postnatalno odvija u kostanoj srzi, dok je
prenatalna hematopoeza raspriena na vise lokalizacija. Pocinje u Zuman-
¢anoj kesi, u intraembrionalnim ostrvcima hematopoeze, nastavlja se u
jetri, slezini i koStanoj srzi, a prema novim saznanjima i u placenti. Jetra je
kao najve¢i hematopoetski organ intrauterinog razvoja izvor mati¢nih ce-
lija hematopoeze. Cilj rada je identifikacija i kvantifikovanje CD34iCD117
imunoreaktivnih hematopoetskih celija u jetri humanog embriona i fetusa.

Metode. Koris¢eno je 5 jetri humanih embrionai 25 jetri humanog fetusa
starosti od 7 do 38 nedelja gestacije. Uzorci jetre podvrgnuti su rutinskoj
obradi do parafinskih kalupa. Tkivni presjeci, debljine 5 um bojeni su he-
matoksilinom i eozinom, kao i imunohistohemijskim dokazivanjem CD34
i CD117 antigena. Kvantifikacija je uradena morfometrijski odredivanjem
numericke arealne gustine. U statistickoj analizi koris¢en je Hi-kvadrat test.

Rezultati. Numericka arealna gustina CD34 imunoreaktivnih hematopoet-
skih ¢elija u jetri u embrionalnom periodu razvica je iznosila 0,35%, 0,30%
u prvom trimestru (koji obuhvata i embrionalni i fetalni period), 0,46% u
drugom trimestru i 0,10% u tre¢em trimestru. Numericka vrijednost arealne
gustine CD117 imunoreaktivnih hematopoetskih celija u jetri za embrionalni
period je iznosila 0,28%, 0,50% u prvom trimestru (koji obuhvata i embrio-
nalni i fetalni period), 0,11% u drugom trimestru i 0,09% u tre¢em trimestru.

Zakljucak. Jetra embriona i fetusa predstavlja znacajan izvor CD34iCD117
imunoreaktivnih hematopoetskih celija

Kljucne rijeci: hematopoeza, mati¢ne celije, jetra fetusa, CD34 antigen,
CD117 antigen.

Hematopoeza je proces stvaranja krvnih celija i uobli¢enih elemenata krvi, $to podrazumijeva eritro-
citopoezu, granulocitopoezu, limfocitopoezu, monocitopoezu i megakariocitopoezu. Ovaj dinamican
proces se postnatalno odvija u kostanoj srzi, a prenatalna hematopoeza je rasprsena na vise lokali-
zacija [1]. Stvaranje krvnih celija pocinje u Zumancanoj kesi 15-17. dana razvica, zatim se nastavlja
u para-aorto-splanhnopleuralnom regionu, a potom i u aorto-gonadno-mezonefrosnom regionu.
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Vec 19. dana intrauterinog razvi¢a uocene su he-
matopoetske celije u splanhnopleuralnom mezo-
dermu, a od 27. do 40. dana razvica evidentan je
hematopoetski potencijal aorto-gonadno-mezo-
nefrosnog regiona, dominantno u zidu aorte [2-
4]. Matic¢ne celije iz navedenih fokusa migriraju
u jetru, koja postaje najvec¢i hematopoetski organ
intrauterinog razvica. Prve hematopoetske celije,
koje ispoljavaju CD34 imunoreaktivnost u em-
brionalnoj jetri su detektovane 30. dana razvica
[5, 6]. Od pocetka stvaranja hematopoetskih ce-
lija u jetri njihov broj raste i najintenzivniji je u
drugom trimestru gestacije, a zatim postepeno
opada, a kostana srz dostize zrelost hematopo-
etskog organa. Hematopoeza u jetri je u manjem
obimu zastupljena do kraja intrauterinog razvica
i kratko po rodenju. Prema novim istraZivanjima
stvaranje krvnih celija se odvija i u placenti [7-9].

Sve krvne celije nastaju od pluripotentne
matic¢ne celije hematopoeze. Karakteristike ma-
ti¢nih celija su velika sposobnost proliferacije,
diferencijacije i samoobnavljanja. One nemaju
morfoloski prepoznatljive karakteristike vec se
dokazuju determini$uc¢im klasterima i testovi-
ma klonalnosti odnosno moguénosé¢u stvaranja
kolonija hematopoetskih ¢elija. Osnovni markeri
imunoreaktivnosti mati¢nih celija hematopoeze
su CD34 i CD117 antigen.

CD34 molekul je otkriven 1984. godine, pri-
pada porodici jednolanc¢anih transmembranskih
proteina iz familije sijalomucina, molekulske ma-
se 110kD. CD34, po strukturi glikofosfoprotein,
ima ulogu adhezivnog molekula. Ovaj antigen
u visokom stepenu ispoljavaju pluripotentne i
multipotentne mati¢ne hematopoetske celije, ali
i skoro sve progenitorske hematopoetske celije.
Ekspresija je najintenzivnija na mati¢nim celija-
ma i ranim progenitorima [10, 11].

CD117/ c-kit molekul moze biti solubilan
ili vezan za celijsku membranu kao transmem-
branski tirozin-kinazni receptor klase III. CD117
je izrazen na svim mati¢nim hematopoetskim
¢elijama koje posjeduju sposobnost dugotrajne
obnove i odrZzavanje svih hematopoetskih celija
u odraslom organizmu. Ima ulogu adhezivnog
molekula, kao i veliki znacaj u ¢elijskoj prolife-
raciji i diferencijaciji. Fiziolosku CD117 imuno-
reaktivnost ispoljavaju mastociti, melanociti,
Kahalove ¢elije, celije bazalnog sloja koZe, polne
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Celije i celije duktalnog epitela mlije¢ne Zlijezde.
Patolosku CD117 pozitivnost imaju maligne celije
kod akutne mijeloidne leukemije, mikrocelular-
nog tumora pluca, sarkoma i gastrointestinalnih
stromalnih tumora[12-14].

Klini¢ki znacaj primjene mati¢nih celija, a
posebno mati¢nih ¢elija hematopoeze je veliki.
Humane mati¢ne celije hematopoeze u perifer-
noj krvi su otkrivene 1971. godine. Polovinom
osamdesetih godina proslog vijeka u nekoliko
razlicitih centara pocela je transplantacija au-
tologih mati¢nih krvnih éelija iz periferne krvi.
Broj hematopoetskih mati¢nih ¢elija u perifernoj
krvi je mali. Iako su razvoj aparata za aferezu i
stimulacija faktorima rasta znacajno poboljsa-
li uspjesnost transplantacije, intenzivno su is-
pitivane i druge mogucnosti izolacije mati¢nih
krvnih celija.

Fetalna jetra je jedan od izvora hematopoet-
skih mati¢nih celija i ove celije su, zbog niskog
stepena kontaminacije T limfocitima, koris¢ene
u lije¢enje teskih oblika imunodeficijencija. U
protekloj dekadi transplantacija hematopoetskih
mati¢nih celija iz fetalne jetre najviSe je primje-
njivana kod intrauterinih transplantacija nekih
urodenih oboljenja [15-19].

Uprkos brojnim nedostacima zbog dostupno-
sti i etickih dilema mati¢ne Celije predstavljaju
znacajan dio lije¢enja kongenitalnih i ste¢enih
malignih bolesti hematopoetskog i imunskog
sistema, nekih solidnih tumora, kao i posljedica
specifi¢nog i esto veoma agresivnog onkolos-
kog lijec¢enja.

Cilj ovog rada je identifikacija i kvantifiko-
vanje hematopoetskih ¢elija u jetri humanog em-
briona i fetusa koje pokazuju imunoreaktivnost
CD34 i CD117 molekula, a koji su naj¢es¢i mar-
keri hematopoetskih mati¢nih celija.

Metode rada

Materijal su ¢inile jetre embriona i fetusa ¢ovje-
ka, dobijene legalnim putem, nakon hirurskog
zavrsetka ekstrauterine trudnoce ili nakon spon-
tanih i arteficijalnih pobacaja, uz saglasnost Etic¢-
kog komiteta, Medicinskog fakulteta Univerzi-
teta u Nisu. U materijal istrazivanja uvrstene su
humane jetre 5 embriona i 25 fetusa, oba pola,
od 7 do 38 nedjelja gestacione starosti. Svi ispi-
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tivani uzorci su razvrstani po trimestrima i ge-
stacionim nedjeljama. Shodno tome, prvom tri-
mestru pripadaju jetre embriona i fetusa do kraja
12. nedjelje razvoja (ukupno 5 embrionalnih i 6
fetalnih uzoraka), drugom pripadaju jetre fetu-
sa od 13. do kraja 24. nedjelje razvoja (ukupno
9 uzoraka) i tre¢em pripadaju jetre fetusa od 25.
do 38. nedjelje razvoja (ukupno 10 uzoraka), a
posebno su analizirani i statisticki obradeni po-
daci za embrionalni period (ukupno 5 uzoraka).
Uzorci jetre podvrgnuti su rutinskoj, auto-
matizovanoj obradi do parafinskih kalupa. Od
kalupa su mikrotomom (LeicaRM2255, Leica-
Microsystems, Nussloch, GmbH, Germany) na-
¢injeni tkivni presjeci, debljine 5 mm, adherirani
na obi¢na predmetna stakla (Isolab, Germany) i
predmetna stakla pripremljena za imunohistohe-
mijska bojenja, SuperFrostUltraPlus (Menzel-Gla-
ser, Braunschweig, Germany). Tkivni presjeci
su bojeni upotrebom hematoksilina i eozina za
osnovnu morfolosku analizu.
Imunohistohemijskim bojenjem ispitana je
ekspresija CD34 i CD117 antigena, koji predstav-
ljaju markere identifikacije mati¢nih i progeni-
tornih celija. Nakon deparafinacije u termosta-
tu i ksilolu, histoloski preparati su rehidratisani
provodenjem kroz etanol sa opadajué¢im koncen-
tracijama (100%, 96%, 75%) i dovedeni su do de-
stilovane vode. Procedura bojenja je nastavljena
koriséenjem sredstva za otkrivanje antigena (En
Vision FLEX Target retrieval solution, high pH,
proizvodac: Dako, kataloski broj: K8000/8002) u
kome su tkivni isjecci kuvani tokom 45 minuta u
vodenom kupatilu na temperaturi 95-98°C. Na-
kon procedure otkrivanja antigena, izvrsena je
blokada tkivnih peroksidaza koris¢enjem 3% ra-
stvora vodonik peroksida u trajanju od 10 minuta
(En Vision FLEX Peroxydase-blocking reagent,
proizvodac: Dako, kataloski broj: K8000/8002).
Tkivni isjecci su zatim isprani puferom (En Visi-
on FLEX Washbuffer, proizvodac: Dako, katalos-
ki broj: K8000/8002) tri puta, u trajanju od 3 do
5 minuta, nakon ¢ega je naneseno odgovarajuce
primarno antitijelo: (1) CD34 monoklonsko mi-
$je anti humano antitijelo na CD34/QBEnd /10 i
(2) CD117 poliklonsko antihumano antitijelo na
CD117. Deparafinizovani tkivni isjecci uzoraka
jetre su inkubirani preko noéi na temperaturi od
4°C u vlaznoj komori, a bojenje je nastavljeno to-
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kom sutrasnjeg dana primjenom sekundarnog
antitijela konjugovanog sa peroksidazom rena
60 minuta (En Vision FLEX/HRP, proizvodac:
Dako, kataloski broj: K8000/8002). Izmedu na-
vedenih koraka, preparati su ispirani puferom
(En Vision FLEX Washbuffer, proizvodac: Da-
ko, kataloski broj: K8000/8002). Kao hromogen
koriséen je diaminobenzidin (DakoLiquidDAB+
substratechromogen system, proizvodac: Dako,
kataloski broj: K3468), nakon ¢ega su tkivni isjecci
kontrastirani u Majerovom hematoksilinu tokom
2 minuta. Nakon diferentovanja hematoksilina u
¢esmenoj vodi i ispiranja destilovanom vodom,
tkivni isjecci su dehidratisani kroz seriju etano-
la sa rastu¢om koncentracijom (75%, 96 %, 100%)
(po 10 minuta svaki), prosvijetljeni u ksilolu (20
minuta) i montirani koris¢enjem kanada balzama
(Aquatex-OC 261903, Merk, Germany) i pokrov-
nih ljuspica. Rezultati bojenja: braon (oksidisani
produkt diaminobenzidina i peroksidaze) - mje-
sta vezivanja odgovarajuceg antigena i za njega
specifi¢nog antitijela; plavo (hematoksilin) - je-
dra i membrane celija.

Mikroskopski preparati su analizirani na svje-
tlosnom mikroskopu Olympus BX50 (Olympus,
Japan) i fotografisani digitalnom kamerom Lei-
ca DFC295 (Leica Microsystems, Germany) Ka-
tedre za histologiju i embriologiju Medicinskog
fakulteta u Nisu.

Preparati su fotografisani digitalnom kame-
rom, pod razli¢itim povecanjima, u rasponu od
h40 do h800, a fotodokumentacija je sacuvana u
TIFF (Tagged Image File Format) formatu kom-
pjuterskog fajla i podvrgnuta metri¢koj kalibra-
ciji za odgovarajuce mikroskopsko povecanje u
programu ImageJv. 1.48v (Wayne Rasband, Na-
tional Institute of Health, USA).

U cilju kvantifikacije, u radu je koris¢ena
morfometrijska analiza koja je obuhvatala odre-
divanje numericke arealne gustine, koja prika-
zuje broj ispitivanih struktura jetre po jedinici
povrsine tkiva jetre, izrazenoj u mm?.

Broj ispitivanih vidnih polja (N), neophodnih
za adekvatnu morfometrijsku analizu, odredivan
je po formuli: N=(20xSD/X)?, gdje SD predstavlja
standardnu devijaciju, a X predstavlja srednju
vrijednost rezultata dobijenih u pilot studiji na
20 vidnih polja (Kalisnik M, 2002).

Za odredivanje numericke arealne gustine
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koris¢en je program Image Jv. 1.48v (Wayne Ras-
band, National Institute of Health, USA). Nume-
ricka arealna gustina (NA) izra¢unavana je kao
koli¢nik broja ispitivanih struktura ili celija (N)
sa povrsinom vidnog polja (A):

NA=N/A

Dobijeni rezultati su pomnoZzeni sa 100 i iska-
zani u procentima.

Statisticka analiza podataka sastojala se iz
metoda deskriptivne i analiticke statistike. Od
analitickih metoda koriséen je Hi-kvadrat test.
Vrijednosti za koje je p<0,05 su smatrane sta-
tisticki znacajnim. Pomenute statisticke metode
su primijenjene koris¢enjem programa za sta-
tisticku obradu podataka IBM SPSS-21.0 (Chi-
cago, IL, USA, 2012).

Rezultati

Osnovnom morfoloskom analizom, na presje-
cima jetre bojenim hematoksilin eozinom jasno
se uocavaju hematopetske celije. One su raspo-

Slika 1. CD34-imunoreaktivnost u jetri fetusa
u 11. nedjelji gestacije (x400). Uoc¢ava se veci
broj pojedina¢nih CD34+ ¢elija u brojnim ostr-
vcima hematopoetskih celija, koje su raspore-
dene medu hepatocitima.

redene u grupama i imaju ubikvitaran raspored.
Hematopoetske celije se nalaze u vezivnom tkivu
portnih prostora, oko centralnih venula, u peri-
sinusoidalnim prostorima, kao i u lumenu va-
skularnih struktura u prvom redu sinusoidnih
kapilara. Analizom jetri u razlic¢itim periodima
gestacije moZze se primijetiti da su grupe hema-
topoetskih ¢elija brojnije u drugom trimestru u
odnosu na prvi i treci trimestar.

CD34 imunoreaktivnost u jetri fetusa ispo-
ljavaju hematopoetske celije, endotelne celije,
fibroblasti. Hematopoetske celije imaju morfo-
logiju malog ili srednjeg limfocita i nalaze se
perisinusoidalno, u perivaskularnom vezivnom
tkivu, intravaskularno, u vezivu portnih prosto-
ra i supkapsularno (Slika 11 2).

Prema intenzitetu ekspresije CD34 imuno-
reaktivnosti subjektivnom analizom moze se iz-
dvojiti populacija mati¢nih éelija.

Numericka arealne gustina CD34 imunore-
aktivnih hematopoetskih celija u jetri, u embrio-
nalnom periodu razvica je 0,35%, 0,30% u prvom
trimestru (koji obuhvata i embrionalni i fetalni

R _Pa®

Slika 2. CD34-imunoreaktivnost u jetri fetusa
u 20. nedjelji gestacije (x400). Uoc¢avaju se vece
grupe hematopoetskih celija sa pojedina¢nim
CD34+ ¢elijama.

Tabela 1. Numeric¢ka arealna gustina CD34 imunoreaktivnih ¢elija u jetri embriona i fetusa prema periodima ge-

stacijske starosti

CD34
Trimestar EP I II I
N NA N NA N NA N NA
CD34 + hematopoetske celije 285 0,35 242 0,30 376 0,46 85 0,10
Ostale hematopoetske celije 5519 6,85 2910 3,61 4474 5155 1765 2,19

EP-embrionalni period, I-prvi trimestar (obuhvata i embrionalni i fetalni period), II-drugi trimestar, III-treci trimestar,

N- broja éelija, NA- numericka arealna gustina
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Slika 3. CD117-imunoreaktivnost u jetri hu-
manog embriona, 7. nedjelja gestacije (x400).
Uocavaju se pojedina¢ne CD117+ celije lokali-
zovane oko krvnih sudova.

period), 0,46% u drugom trimestrui0,10% u tre-
¢em trimestru (Tabela 1).

Hi-kvadrat test je pokazao visokostatisticki
znacajnu razliku u numerickoj arealnoj gustini-
CD34+ hematopoetskih ¢elija izmedu trimestara
gestacije (p<0,001). Najve¢a numericka arealna
gustina CD34 imunoreaktivnih hematopoetskih
¢elija je u drugom trimestru gestacije.

CD117 imunoreaktivnost u jetri embriona i
fetusa ispoljavaju hematopoetske matic¢ne celije.
Hematopoetske celije imaju morfologiju malog
ili srednjeg limfocita i nalaze se u perivaskular-
nom vezivnom tkivu, intravaskularno, u vezivu
portnih prostora, supkapsularno, perisinusoidal-
no (Slika 3 i 4).

Analiza numericke arealne gustine CD117
imunoreaktivnih hematopoetskih celija u jetri em-
briona i fetusa je pokazala da ona iznosi 0,28 % u
embrionalnom periodu razvica, 0,50% u prvom
trimestru (koji obuhvata i embrionalni i fetalni
period), 0,11% u drugom trimestru i 0,09% u tre-
¢em trimestru. (Tabela 2).

Hi-kvadrat test je pokazao visoko statisticki

CD34iCD117 Celije u jetri humanog embriona i fetusa
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Slika 4. CD117-imunoreaktivnost u jetri huma-
nog fetusa u 11. nedjelji gestacije (x400). Uocava
se veci broj pojedina¢nih CD117+ ¢elija, koje
imaju morfologiju malog limfocita.

znacajnu razliku u numerickoj arealnoj gustini
CD117 imunoreaktivnih ¢elija izmedu trimestara
gestacije (p<0,001). Najveca numericka arealna
gustina CD117 imunoreaktivnih celija je u prvom
trimestru gestacije.

Diskusija

Tokom intrauterinog razvica jetra predstavlja naj-
veci hematopoetski organ. Celije strome portnih
prostora sintetiSu faktore rasta, celijske adheziv-
ne molekule, komponente ekstracelularnog ma-
triksa, koji imaju vaznu ulogu u pruzanju potpo-
re rastu i diferencijaciji hematopoetskih ¢elija. U
fetalnoj jetri najzastupljenije su Celije eritroidne
loze, ali se mogu uociti pripadnici i ostalih he-
matopoetskih linija [1, 8].

Sve hematopoetske Celije nastaju od pluri-
potentne mati¢ne celije hematopoeze. Morfo-
loskom analizom jetre embriona i fetusa jasno
se mogu diferencirati hematopoetske celije. U
cilju identifikacije subpopulacije mati¢nih celija
u imunohistohemijskoj analizi koristili smo dva

Tabela 2. Numericka arealna gustina CD117 imunoreaktivnih ¢elija u jetri humanog embriona i fetusa prema pe-

riodima gestacijske starosti

CD117
Trimestar EP I II I
N NA N NA N NA N NA
CD117+ hematopoetske celije 228 0,28 408 0,50 93 0,11 75 0,09
Ostale hematopoetske celije 4972 6,17 5114 6,35 1887 2,34 1765 2,19

EP-embrionalni period, I-prvi trimestar (obuhvata i embrionalni i fetalni period), II-drugi trimestar, III-treci trimestar

N- broj éelija, NA-numericka arealna gustina
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antitijela za dva osnovna antigena mati¢nih celi-
ja CD341iCD117 [10, 11]. Morfometrijskom ana-
lizom odredili smo numeri¢ku arealnu gustinu
CD34 i CD117 imunoreaktivnih ¢elija, a rezultati
su korelirani prema trimestrima gestacijske sta-
rosti uz pomo¢ Hi-kvadrat testa.

CD34 imunoreaktivnost hematopoetskih ce-
lija u jetri embriona i fetusa, imunohistohemij-
skom metodom na parafinskim kalupima se ja-
sno uoc¢ava, morfoloski je moguce izdvojiti celije
slicne malom ili srednjem limfocitu. Morfome-
trijska analiza numericke arealne gustine moze
biti precizno odredena i ona pokazuje da je broj
CD34 pozitivnih ¢elija u fetalnoj jetri znacajno
vecdi nego kod odraslih osoba u perifernoj krvi
ili kostanoj srzi. Da bi se dobili precizniji poda-
ci o zastupljenosti mati¢nih ¢elija neophodno je
koristiti dodatne imunohistohemijske markere,
koji bi pomogli u razlikovanju CD34 imunore-
aktivnosti mati¢nih i progenitornih ¢elija hema-
topoeze. Ova diferencijacija je samo djelimi¢no
moguca i subjektivna prema stepenu ekspresije
imunoreaktivnosti. Prema dostupnim radovi-
ma, najintenzivnija CD34 imunoreaktivnost is-
poljena kod mati¢nih ¢elija opada prema ranim
progenitorima, posebno prema kasnim proge-
nitorima[9, 10]
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CD117 imunoreaktivnost hematopoetskih
¢elija u jetri embriona i fetusa se jasno uocava.
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Zakljucak

Analizom numericke arealne gustine moze se za-
kljuciti da je u jetri embriona i fetusa zastupljen
visok procenat CD34 i CD117 imunoreaktivnih
hematopoetskih celija. Na osnovu ovih podata-
ka dolazimo do zakljuc¢ka da je jetra tokom pre-
natalnog razvica bogat izvor mati¢nih celija he-
matopoeze.
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Introduction. Hematopoiesis is the process of developing blood cells and the formed elements of blood. This
dynamic process occurs postnatally in the bone marrow, while the prenatal hematopoiesis is scattered over
multiple localizations. It begins in the yolk sac, in the intra-embryonic islands of hematopoiesis, and continues
in the liver, spleen, and bone marrow, as well as, according to new research, in the placenta. The liver, as the
largest hematopoietic organ of intrauterine development, is the source of hematopoietic stem cells. The aim
of the study was to identify and quantify hematopoietic cells in human fetal and embryonic liver showing the
immunoreactivity of CD34 and CD117 molecules.

Methods. 5 human embryonic livers and 25 human fetal livers, 7 to 38 weeks of gestational age, were used in
the study. Liver samples were routinely processed to paraffin molds. Tissue sections, 5 um thick, were stained
with hematoxylin and eosin as immunohistochemical detection of CD34 and CD117 antigens. Quantification
was performed morphometrically determining numerical areal density. The Chi-square test was used in the
statistical analysis.

Results. The numerical areal density of CD34 immunoreactive hematopoietic cells in the liver during the em-
bryonic development was 0.35%: 0.30% in the first trimester (including both the embryonic and fetal period),
0.46% in the second trimester and 0.10% in the third trimester. The numerical areal densities of CD117 immu-
noreactive hematopoietic cells in the liver during the embryonic period were 0.28%: 0.50% in the first trimester
(including both the embryonic and fetal periods), 0.11% in the second trimester and 0.09% in the third trimester.

Conclusion. Fetal and embryonic liver represents a significant source of CD34 and CD117 immunoreactive he-
matopoietic cells.

Keywords: hematopoiesis, stem cells, fetal liver, CD34 antigen, CD117 antigen.
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