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POPIS OZNAKA I KRATICA

nestin — intermedijarni filament

Oct-4 — oktamer-vezujuci transkripcijski ¢imbenik 4, biljeg mati¢nosti, transkripcijski

¢imbenik 1 (POUSF1)

Ki-67 — jezgrina bjelancevina, proliferacijski ¢imbenik

alfa-tubulin — biljeg za primarnu ciliju, bjelan¢evina koja izgraduje mikrotubule u stanicama
S100 — kalcij-vezujuca bjelancevina

PGP9I.5 — neuron-genski produkt , bjelanc¢evina 9.5, ubikvitin C- terminalna hidrolaza

(UCHL-1)

IB4 — glikoprotein izolektin B4
NF200 — neurofilament 200
TH — tirozin hidroksilaza

ChAT - kolin acetil transferaza



1. UVOD

1.1. Oko kao organ vida

Ljudsko oko (organum visus) je parni organ, visoko specijaliziran za pretvaranje
svjetlosti u ziv€ane impulse koji se skupljaju, opremaju 1 obraduju u srediSnjem ziv€anom
sustavu (1). Prednji prozirni dijelovi oka lome zrake svjetlosti projiciraju¢i umanjenu i
obrnutu sliku na fotosenzitivhu mreznicu gdje se u specijaliziranim Zziv€anim stanicama
obavlja pretvorba u elektri¢ne ziv€ane impulse. Oko je najvaznije ljudsko osjetilo jer njime
primamo 90% svih informacija iz okoline. Omogucuje to¢no odredivanje oblika, svjesnu

percepciju svjetla, boje odbijene od predmeta i percepciju dubine (1).

Oc¢na jabulica (bulbus oculi) ima tri ovojnice. Vanjsku vezivnu ovojnicu (funica
fibrosa bulbi) ¢ine fibrozna bjeloocnica (sclera) i prozirna roznica (cornea). Bjeloo¢nica daje
oku oblik i ¢vrstocu, te zauzima straznji, veci (4/5) dio vanjske ovojnice. Na nju se pripajaju
vanjski ocni miSi¢i. Svako oko pokrece Sest o¢nih misic¢a: Cetiri ravna i dva kosa miSi¢a. O¢na
jabucica je pokretljiva oko sve tri osi, poput kuglastog zgloba. Sprijeda se bjeloocnica
nastavlja u roznicu (prednji dio, 1/5 vanjske o¢ne ovojnice) u prijelaznoj brazdi koja se zove
limbus. RoZnica se histoloski sastoji od pet slojeva: epitel, Bowmanova membrana, stroma,
Descemetova membrana i endotel. Tkivo roznice je najguSc¢e opskrbljeno tkivo osjetnim
Ziv€anim zavrSecima u ¢itavom organizmu. RoZnica mora biti prozirna da bi svjetlost mogla

ulaziti u oko, stoga nema krvnih zila (1, 2).

Srednju o¢nu ovojnicu ili uveu ¢ine Zilnica (choroidea), Sarenica (iris) i cilijarno, tj.
zrakasto tijelo (corpus ciliare). Zilnica je prokrvljena mnogim krvnim Zilama i sadrzi pigment
melanin $to joj daje tamnu boju. Histoloski je gradena od Cetiri sloja: lamina suprachoroidalis
koja priljeze uz bjeloo¢nicu, lamina vascularis, lamina choriocapillaris koja ima vaznu ulogu
u prehranjivanju mreznice, te Bruchova membrana koja priljeZe uz mreznicu. Zrakasto tijelo
se nastavlja na zilnicu u razini le¢e 1 pruza se do korijena Sarenice. Na popre¢nom presjeku je
oblika trokuta, a zapravo je kruZno zadebljanje kojeg najve¢im dijelom izgraduje cilijarni
miSi¢ (m. ciliaris) koji je inerviran parasimpati¢im vlaknima. Dvije najvaznije funkcije
cilijarnog tijela su proizvodnja ofne vodice 1 akomodacija. Cilijarni nastavci (processus
ciliares) su izdanci cilijarnog tijela na koje se nastavljaju zonularna vlakna (zonule ciliares)
koja se hvataju za Gahuru leée u podruéju ekvatora. Sarenica je prednji dio srednje oéne
ovojnice. Nalazi se izmedu lece i roznice te ima otvor u sredini, zjenicu (pupilla) kojom se

regulira koli¢ina svijetla koje ulazi u oko. Sarenica takoder resorbira o¢nu vodicu. Histoloski



je gradena od tri sloja: epitel, stroma i1 endotel. U stromi se nalaze glatki miSici Sarenice (m.
sphincter 1 m. dilatator pupillae) koji reguliraju veli¢inu zjenice i inervirani su
parasimpatickim i simpatickim vlaknima. Boja Sarenice ovisi o pigmentnim stanicama,
melanocitima, u stromi Sarenice: §to je njihov broj veci, boja Sarenice je tamnija, tako najvise

pigmenta sadrze tamnosmede Sarenice, a najmanje pigmenta imaju plave Sarenice (1, 2).

Unutra$nju o¢nu ovojnicu €ini mreznica (retina) koja ima dva dijela: opticki (pars
optica retinae) i slijepi (pars caeca retinae) koji izgraduje dio Sarenice (pars iridica retinae) i
cilijarnog tijela (pars ciliaris retinae). Mreznica je poluprozirna membrana koja je
embrioloski izdanak srediSnjeg zivCanog sustava. Histoloski je gradena od deset slojeva:
pigmentnog epitela koji se zove retinalni pigmentni epitel (RPE) i preostalih devet slojeva
neuralne mreznice (neurosenzona mreznica ili neuroretina). Neurosenzorni dio mreznice se
sastoji od vanjskog sloja fotoreceptora, Cunji¢a i Stapic¢a, zatim srednjeg sloja kojeg Cine
bipolarni neuroni, te unutrasnjeg sloja ganglijskih stanica. Sloj fotoreceptora i bipolarnih
neurona povezuju sinapse koje ¢ine vanjski mrezasti sloj, dok sloj bipolarnih i ganglijskih
stanica povezuju sinapse koje ¢ine unutarnji mrezasti sloj. Uz te stanice, u mreznici se jos
nalaze stanice koje nisu pravilno rasporedene po slojevima: horizontalne i amakrine stanice te
potporne stanice, neuroglija ili Miillerove stanice. Ganglijske stanice pruzaju aksone koji se
skupljaju oblikujuéi vidni zivac (n. opticus). Mjesto gdje vidni zivac napusta ocnu jabucicu
naziva se papila vidnog Zivca (papilla n. optici) ili slijepa pjega jer na tom mjestu nema
fotoreceptora. Dio mreZnice odgovoran za ostrinu vida je Zuta pjega (macula lutea) i nalazi se
na straznjem polu oka. Zuta pjega je sredisnji dio mreZnice gdje su fotoreceptori ¢unjiéi

najgusce rasporedeni (1).

Sadrzaj ocne jabucice ¢ine ocna vodica (humor aquosus), leCa (lens crystallina) i
staklasto tijelo (corpus vitreum). Nastavci cilijarnog tijela proizvode o¢nu vodicu koja se
izlu€uje u straznju o€nu sobicu, prostor izmedu le¢e 1 Sarenice. Kroz zjeni¢ni otvor o¢na
vodica cirkulira u prednju ocnu sobicu, prostor izmedu Sarenice i rozZnice. Leca je elasti¢na i
prozirna tvorba bikonveksnog oblika koja sudjeluje u akomodaciji oka. Nalazi se izmedu
Sarenice 1 staklastog tijela, a zonulama je povezana s cilijarnim tijelom. OkruZena ¢ahurom ili
leénom kapsulom, gradena je od le¢nih vlakana, a na prednjem dijelu le¢e nalazi se epitel.
Staklasto tijelo ili staklovina je prozirni gel koji ispunjava o¢nu Supljinu izmedu lece i

mreznice i ¢ini 4/5 volumena oka (1, 2).



1.2. Embrionalni razvoj ljudskog oka

Razvoj oka kod kraljeZnjaka je slozen i1 dinamican proces koji proizlazi iz stani¢nih
interakcija izmedu viSe razli¢itih izvora, ukljuujué¢i zid diencephalona, podlezeéeg
povrsinskog ektoderma i migraciju stanica neuralnog grebena koje stvaraju vrlo organizirane i

specijalizirane strukture (3).

Prvi znak razvoja oka kod ljudskog embrija jest pojava dvije ofne udubine na
lateralnim stranama prednjeg mozga ili prosencefalona 22. dana gestacije (Shema 1la). O¢ne
udubine se zatim povecavaju 1 dva dana kasnije o¢na udubina postaje o¢ni mjehuri¢ (4), koji
lezi vrlo blizu povrSinskog ektoderma (Shema 1b). Blizak kontakt potreban je za indukciju
le¢ne plakode sa susjednim neuroepitelom o¢nih mjehuri¢a (Shema 1b) (5). U povrSinskom
ektodermu le¢na plakoda se formira 28. dana gestacije (Shema 1b). Kao rezultat interakcije s
leénom plakodom, vanjske povrSine ocnog mjehuri¢a se u 5. tjednu uvlace prema unutra
(Shema 1c) i oblikuju o¢ni vr¢. Prilikom invaginacije oblikuju se vanjski i unutarnji zid iz

kojih se postupno diferenciraju razlicite stani¢ne populacije.

Krajem 8. tjedna stanice vanjskog zida tvore pigmentni sloj mreznice (Shema 2) iz
kojeg ¢e se razviti retinalni pigmentni epitel. UnutraSnji zid u straZnje 4/5 o¢nog vrca €ini
neuralnu mreZnicu (Shema 2) iz koje ¢e se razviti preostalih devet slojeva mreznice i zove se
vidni dio mreznice (pars optica retinae). U tom sloju stanice brzo proliferiraju i generiraju niz
glija-stanica, ganglijskih stanica, neurona, interneurona i neurona osjetljivih na svjetlo —
fotoreceptora (5). Tijekom ljudskog razvoja mreznica pocinje kao jedan neuroblasti¢ni sloj
proliferajucih stanica. Proliferacija nastavlja tijekom ranog razvoja fetusa do 12. tjedna (6). U
tom razdoblju neuroblasti¢ni sloj se sastoji od vanjskog i unutarnjeg neuroblasti¢nog sloja do
trenutka nastanka postmitotickih faza. U tijeku daljnje diferencijacije neuroblasti ulaze u

zavr$nu mitozu oko 14. tjedna gestacije, kada mitoza prestaje u srediSnjem dijelu mreznice

().

Daljnjim formiranjem opti¢kog vréa tijekom razvoja u neuralnoj mreZnici
diferenciraju se sedam razlic¢itih tipova neurona i glija, dovode¢i do slojevite grade mreZnice
sa stani¢nim tijelima organiziranim u tri nuklearna sloja, odvojeni pleksiformnim slojevima
koji su stvoreni njihovim sinapti¢kim projekcijama (5, 8). Ova razina slozenosti zahtijeva finu
ravnoteZu u razvoju stanicnih procesa, ukljucujuéi i sudbinu specifi¢nih neurona, put aksona i

stvaranja sinapsi (3). Unutrasnji zid prednje 1/5 o€nog vrca trajno ostane kao jedan sloj



epitelnih stanica uz pigmentni epitel 1 zove se slijepi dio mreznice (pars caeca retinae). 1z tog

dijela ¢e nastati buduca Sarenica i cilijarno tijelo (9).

Neuroektodermalni o¢ni mjehuri¢ povezan je s lumenom primitivnog mozga pomocu
o¢nog drska iz kojeg ¢e kasnije nastati vidni zivac (Shema 2) (5). Krvne Zzile ulaze u oko

preko o¢nog drSka na dnu o¢nog mjehuri¢a poznato kao koroidna fisura.

Leca se razvija iz zadebljanja povrSinskog ektoderma (plakode) slicnim postupkom
invaginacije (Shema 1b, c), a potkraj 7. tjedna primarna le¢na vlakna ispunjavaju Supljinu
leénog mjehurica (Shema 2) (10). Roznica nastaje odvajanjem lec¢e od povrSinskog
ektoderma, u koju useljavaju stanice neuralnog grebena (Shema 2) (5). Stroma roznice nastaje

od stanica koje dolaze od periokularnog mezenhima, derivata neuralnog grebena (Shema 2).

Krajem 5. tjedna mezenhim u potpunosti okruzuje ocni vr¢ te se uskoro diferencira u
vanjski 1 unutarnji sloj. Od unutrasnjeg sloja mezenhima razvija se Zilnica, dok se bjeloo¢nica

razvija od vanjskog sloja.

Zakljuéno, glavne strukture oka su sastavljene od tri glavna izvora: neuralni ektoderm
formira mreznicu, povrsinski ektoderm stvara le¢u i dio roznice, a neuralni greben stvara

preostali dio roznice (5).

a b 5

prosencefalon

povrsinski
ektoderm

prosencefalon
le¢na
plakoda

N 7/

otne o¢ni mjehuri¢ invaginirajuca
udubine le¢na plakoda

invaginirajuci
o€ni mjehuri¢

Shema 1. a) Presjek kroz prosencefalon embrija 22. dana gestacije s o¢nim udubinama na
lateralnim stranama. b) Presjek kroz prosencefalon embrija 4 tjedna gestacije. O¢ne udubine
postaju ocni mjehuri¢ koji su u bliskom kontaktu s povrSinskim ektodermom i induciraju
razvoj leéne plakode. ¢) Presjek kroz prosencefalon embrija veli¢ine 5 mm. Invaginacija

o¢nog mjehuri¢a oblikuje ocni vrc.



neuralni sloj

pigmentni sloj

le¢na

intraretinalni
vlakna

prostor

prednji epitel
le¢e hijaloidna

arterija

vidni

ektoderm ..
Zivac

vjeda

mezenhim

Shema 2. Presjek kroz oko embrija u 7. tjednu razvoja. Prilikom invaginacije oblikuju se
vanjski 1 unutarnji zid iz kojih se postupno diferenciraju pigmentni i neuralni sloj mreznice
odvojeni intraretinalnim prostorom. O¢ni mjehuri¢ povezan je s lumenom primitivnog mozga
pomocu o¢nog drska iz kojeg ¢e kasnije nastati vidni zivac. Krvne zZile ulaze u oko preko
ofnog drSka na dnu o¢nog mjehuri¢a. Primarna le¢na vlakna ispunjavaju Supljinu leénog
mjehuri¢a. RoZnica nastaje odvajanjem leée od povrSinskog ektoderma, a stroma roZnice

nastaje od okolnog mezenhima.



1.3. Spoznaje o ranom razvoju oka; oko kao model za proucavanje proliferacije,

diferencijacije i neurogeneze

Iako se histoloSka i funkcionalna svojstva tijekom razvoja oka obi¢no ne razlikuju
izmedu vrsta kraljeznjaka (11), karakteristicne razlike u ljudskim stani¢nim strukturama
tijekom razvoja oka i dalje postoje. Medutim, budu¢i da su istrazivanja o ranom razvoju
ljudskog oka rijetka, i dalje ostaje nepoznato kako razli¢ite vrste stanica formiraju strukture
oka, kako se razliite stani¢ne linije razlikuju od njihovih stanica prethodnika te koji
¢imbenici sudjeluju 1 uskladuju taj proces. Zbog sloZenosti razvoja ljudske mreznice i
integracije vidnih funkcija, vazno je razumjeti temeljni obrazac diferencijacije neurona i
sinaptogenezu. Znanje o normalnom tijeku razvoja ljudskog oka pomaze nam razjasniti kako
poremecaji u razvoju mogu biti ukljuceni u nastanak degenerativnih bolesti mreznice, kao $to
su makularna degeneracija ili retinitis pigmentosa. Brojni molekularni ¢imbenici omogucili su

otkrivanje razli¢itih neuronskih podtipova u razvoju ljudske mreznice.

Mreznica je prikladan model za proucavanje procesa neurogeneze i stratifikacije
srediSnjeg zivéanog sustava kod kraljeznjaka. Neurosenzorna mreznica se sastoji od Sest
glavnih tipova neurona i jedne vrste glija stanice, Miillerove stanice. Kod odraslih, mreznica
se sastoji od tri nuklearna ili zrnata sloja (vanjski nuklearni, unutarnji nuklearni i sloj
ganglijskih stanica), koji su odijeljeni s dva pleksiformna ili mrezasta sloja (vanjski
pleksiformni i unutarnji pleksiformni sloj), koji ¢ine sinapse. Apikalni, vanjski zrnati ili
nuklearni sloj sadrzi fotoreceptore: ¢unjice i Stapi¢e. Unutarnji zrnati ili nuklearni sloj sadrzi
bipolarne, amakrine, horizontalne 1 Miillerove glija stanice, dok sloj ganglijskih stanica, na
bazalnoj strani mreZnice, sadrzi ganglijske i raseljene amakrine stanice. Vid zapo€inje s
apsorpcijom svjetlosti u fotoreceptorima, specijaliziranim osjetnim neuronima, koji pretvaraju
svjetlo u elektri¢ni signal. Taj elektri¢ni signal se integrira i obraduje u interneuronima
(bipolarne, horizontalne i amakrine stanice) 1 ganglijskim stanicama, te prenosi u mozak
putem vidnog zivca. Bipolarne stanice povezuju fotoreceptore s ganglijskim stanicama
prenose¢i informaciju iz jednog sloja u drugi. Horizontalne stanice spajaju vanjski
pleksiformni sloj s fotoreceptorima, dok amakrine stanice spajaju unutarnji pleksiformni sloj i
ganglijske stanice. Obje vrste stanica integriraju 1 modificiraju vidni ucinak mreZnice.
Horizontalne stanice su ukljuene u poboljSanje kontrasta, dok amakrine stanice pruzaju

povratnu informaciju o vidnom stimulusu ganglijskim i bipolarnim stanicama. Miillerove



stanice su jedine ne-neuronske stanice u neurosenzornoj mreznici i pruzaju potporu tijekom

homeostaze (12).

Procesi koji dovode do formiranja troslojne strukture kod odraslih iz jednoslojnog
neuroepitela nisu dobro poznati. Siroko prihvaéena shema postulira pregradivanje primitivnog
neuroepitela mreznice u unutarnji i vanjski neuroblasti¢ni sloj koji su prostorno odijeljeni
prostorom bez stanica. Ovaj prostor je nazvan prijelazni fibrozni sloj Chievitz nakon §to ga je
opisao Chievitz u ljudskom fetusu. Prema tome, iz unutrasnjeg neuroblasti¢nog sloja nastaju
buduce ganglijske, amakrine i Miillerove stanice, dok ¢e iz vanjskog neuroblasti¢nog sloja
nastati bipolarne, horizontalne i stanice fotoreceptora. Sudbina samog Chievitzovog sloja jo$

nije poznata (13).

Neuroblasti¢ni sloj je proliferacijska zona unutarnjeg sloja o¢nog vréa koja se sastoji
od mrezni¢nih progenitornih stanica. Tijekom ranog razvoja, te stanice se simetricno dijele,
povecavajuci broj nezrelih stanica u novonastalom o¢nom vrcu (14). Zatim, stanice se poc¢inju
asimetricno dijeliti, proizvodeci jednu stanicu koja diferencira i drugu stanicu koja se i dalje
dijeli kao mati¢na stanica. Multipotentne mreZni¢ne progenitorne stanice prolaze kroz niz
promjena, kompetencija maticnosti je prolazna i odredena integracijom eksprimirajucih
transkripcijskih faktora i utjecajem okolisa. Tijekom razdoblja diferencijacije, progenitorna
stanica se moze diferencirati u nekoliko stani¢nih tipova mreznice u bilo kojem trenutku.
Nakon $to progenitorna stanica prode svoju posljednju mitozu, predodredena za odredenu
sudbinu, ona postaje prekursorska stanica (15). MreZni¢ne prekursorske stanice migriraju iz
neuroblasti¢nog sloja, prema potencijalnom sloju gdje ¢e boraviti kao zrele stanice. Konacno,
pred kraj retinogeneze, obje stanice ulaze u terminalni dio stani¢nog ciklusa, kada sve stanice

prijedu u postmitotsku fazu (7).

Neurosenzorna mreZnica je nastala iz distalnog/ventralnog dijela ocnog mjehurica,
protruzijom neuroektoderma neuralne cijevi na razini diencefalona. Oc¢ni mjehuri¢ se
invaginira i formira dvostruko slojeviti ocni vr¢, €iji ¢e unutarnji sloj stvoriti mreznicu. Svi
tipovi stanica u zreloj mreznici nastaju iz diobe multipotentne mreZni¢ne progenitorne stanice
koja se nalazi u unutarnjem dijelu ocnog vréa. Diferencijacija stanica zapocinje u srediSnjem
dijelu unutarnjeg sloja o¢nog vr¢a i napreduje iz centra prema periferiji. Osim toga, razliciti
tipovi stanica mreznice nastaju u zadanom kronoloskom redoslijedu. Prvo nastaju ganglijske i
horizontalne stanice, a zatim se preklapaju faze od nastanka fotoreceptora ¢unjica, amakrinih

interneurona, fotoreceptora Stapi¢a, bipolarnih interneurona 1, kona¢no, Miillerove glija



stanice (16, 17). Miillerove stanice imaju radijalne nastavke koji se protezu duz mreznice od
unutarnje do vanjske granicne membrane. Mrezni¢ne progenitorne stanice takoder imaju
radijalne nastavke koji se pruzaju debljinom mreznice u razvoju. Jezgre progenitornih stanica
migriraju izmedu ventrikularnog sloja, gdje je mjesto stani¢ne diobe, i unutarnjeg dijela
mreznice, gdje je mjesto sinteze DNA. MreZznica se razvija na nacin centralno-periferno,
prestanak diobe stanica i diferencijacija mreznice se pojavljuju prvo u sredisSnjem dijelu, a
kasnije u perifernijim regijama mreznice (7, 18). Na temelju toga ljudska mreznica se
diferencira izmedu 11. i 30. tjedna gestacije, kada se u mrezZnici viSe ne mogu otkriti
progenitorne stanice (7, 19). Tijekom ovog razdoblja diferencirani neuroni 1 Miillerove stanice
mogu se otkriti u sredi$njim regijama, proliferirajuée stanice su prisutne samo u perifernim
regijama, a razdvaja ih podrucje prijelazne zone. Ovo podrucje se sastoji se od stanica koje
prolaze kroz svoje konacne diobe, ¢ije su stanice kéeri diferencirani neuroni i Miillerove
stanice. Tricij timidin istraZzivanja su prethodno potvrdila da su stanice mreznice nastale u
dvije faze: rana faza u kojoj nastaju ganglijske stanice, horizontalne stanice i fotoreceptori
cunji¢i, a u kasnijoj fazi amakrine stanice, bipolarne stanice i fotoreceptori Stapi¢i (20). Te
studije su se temeljile na ugradnji oznaCenog timidina tijekom sinteze DNA prije zavrSne
diobe stanice, te smatraju da su Miillerove stanice posljednje stanice mreznice koje se
diferenciraju. Miillerove stanice se smatraju analogne radijalnoj gliji korteksa. Obje vrste
stanica imaju radijalne nastavke koji se pruzaju cijelom debljinom korteksa/mreznice i igraju

ulogu u vodenju novonastalih neurona do njihovog pripadajuceg sloja (18).

Detalji o razvoju mreznice in utero daju znacajan uvid, §to moze pomoc¢i u oblikovanju
boljih dijagnostickih kriterija i razvoju terapijskih modaliteta lije¢enja. Sveobuhvatni pregledi
u literaturi koji se bave kronologijom i detaljima fetalnog razvoja u svim mreZni¢nim
slojevima su rijetki. Diferencijacija mreZnice u fetalnom razdoblju ispitivana je kod ljudi (21,
22), 1 kod brojnih drugih vrsta kraljesSnjaka, kao $to su svinje (23), majmuni (24), macke (25),
zamorci (26), kuni¢i (27), Stakori (28), tvorovi (29), hréei (30) i pili¢i (31). Ovo istraZivanje
daje histoloski pregled raznih promjena koje se dogadaju u razli¢itim fazama fetalnog rasta

ljudskog oka.
1.4. Uloga nestina u razvoju oka

U najranijim fazama razvoja oka, jedan od prvih biljega koji se pojavljuje u nezrelim
stanicama je nestin, intermedijarni filament koji je klasificiran kao neurofilament tipa IV (32).

Prvenstveno je izraZzen u neuroepitelnim mati¢nim stanicama (32), ali 1 u proliferirajuéim



stanicama neuralnog podrijetla (33). Izrazaj nestina se smanjuje s napredovanjem
diferencijacije nezrelih stanica u neurone i astrocite (34). Stoga, kod ljudskog fetusa u mozgu
broj nestin pozitivnih stanica je smanjen u drugom trimestru u usporedbi s prvim trimestrom,

dok je broj astrocita i neurona povecan (35).

Nestin je do sada istrazivan u razvoju zebraste ribice, a njegov izrazaj pronaden je u
mozgu i o¢ima, gdje ima klju¢nu ulogu u zastiti nezrelih stanica od apoptoze omogucujuci
tako njihovu diferencijaciju. S druge strane, pokazalo se da njegov nedostatak dovodi do
pojacane apoptoze nezrelih progenitornih stanica te nastanka anomalija mozga, oka i
mozdanih zivaca (36). Tijekom stanicne diferencijacije, nestin se zamjenjuje specifi¢nim
intermedijarnim filamenatima, kao $to su neurofilament 1 glijalna fibrilarna kisela
bjelanc¢evina (37). Dok je u razvoju misjeg oka nestin izrazen u ocnom drSku, Miillerovim
stanicama, miSi¢ima oka, vlaknima i stanicama epitela lece te epitelu roznice (38-40), kod
odraslog miSa ograniCen je samo na astrocite ocnog Zivca (38). U postnatalnom razdoblju,
nestin je prisutan u mreznici oka u Stakora, a u ljudskom oku u trabekularnoj mrezi i endotelu
roznice (41). Nestin je takoder otkriven u melanomima, neuroblastomima, glioblastomima i
angiosarkomima u ljudi (42-45) i stoga je pogodan kao dijagnosticki i prognosticki biljeg za
procjenu progresije 1 zlo¢udnosti tumora (46). Izrazaj nestina pronaden je i nakon ozljede

mozga kod Stakora, u reaktivnim astrocitima (47).

Do sada su samo dva istraZivanja ispitivala izrazaj nestina tijekom razvoja ljudskog oka te
je njegov izrazaj otkriven u mati¢nim stanicama roZznice (48), neurosenzornom dijelu

mreznice, vidnom Zivcu, Zilnici, bjeloocnici 1 le¢i (49).
1.5. Uloga Oct-4 u razvoju oka

Jedan od cimbenika koji ima vaznu ulogu u odrZavanju stani¢ne nezrelosti
(matic¢nosti) 1 fenotipa nediferenciranih stanica tijekom razvoja je Oct-4 (oktamer-vezujuci
transkripcijski ¢imbenik 4) (50-52). Ektopic¢ni izrazaj Oct3/4 u miSeva dovodi do nastajanja
displasti¢ne koZe i oStecenja crijeva, kao posljedica povecanja broja nezrelih prekursorskih
stanica (53). Ovaj se ¢imbenik takoder nalazi u mati¢nim stanicama razlicitih vrsta raka (54).
Do sada je istrazivan u embrijima sisavaca (53), na ljudskim bubrezima tijekom razvoja (55)
kao 1 pluripotentnim ljudskim mati¢nim stanicama, ali ne i tijekom razvoja oka u covjeka

(56).



1.6. Uloga Ki-67 u razvoju oka

Tijekom razvoja, proces proliferacije prethodi diferencijaciji razli€itih tipova stanica, a
vazan je za normalan rast i oblikovanje oka. Ki-67 je jezgrina bjelancevina i jedan od najcesce
koriStenih proliferacijskih biljega. Kako je izrazen u svim aktivnim fazama stani¢nog ciklusa
(57), cesto se koristi u razli¢itim istraZivanjima i patohistoloSkoj dijagnostici (58). Dvije
razliC¢ite forme Ki-67, koje se pojavljuju tijekom stanicnog ciklusa, razlikuju se po svojoj
fosforilaciji i1 lokalizaciji u jezgri (58). Ki-67 se koristio za detekciju proliferirajucih stanica u

inicijalnoj fazi neurogeneze kod odraslog Stakora (57).

Ki-67 je do sada istrazivan u ljudskom kasnom embrionalnom (59) i ranom fetalnom
(60) razvoju oka, te u tkivu hipokampusa (61) i kore velikog mozga tijekom postnatalnog

razdoblja (62).
1.7. Uloga alfa-tubulina u razvoju oka

Vecinu razvojnih procesa poput proliferacije, diferencijacije i stani¢ne smrti kontrolira
primarna cilija, organela koja sudjeluje u razli¢itim signalnim putovima presudnim za
homeostazu tkiva. Osim navedenog, primarna cilija sluzi 1 za prijenos osjeta njuha, a
svojstvena je 1 vanjskim dijelovima fotoreceptora u kraljeznjaka (63-65). Acetilirani alfa-
tubulin kao biljeg za primarnu ciliju prisutan je u njenim mikrotubulima (66, 67). Do sada,
primarna cilija je istrazivana u mati¢nim stanicama tijekom ranog embrionalnog razvoja (68),
a opisana je u roZnici misa u postnatalnom razdoblju (69). U ljudskim tkivima, primarne cilije
proucavane su u bubreznim tubulima (55) i neuronima (70). Modificirana cilija analizirana je
u fotoreceptorima mreznice (71), dok je njezina disfunkcija u ocCima bila povezana s
nepravilnom raspodjelom endotelnih stanica roZnice tijekom postnatalnog razdoblja (69).
Medutim, dosadasnja istrazivanja o ulozi primarne cilije u ranom razvoju ljudskog oka su

nedostatna.

1.8. Uloga S100 u razvoju oka

S100 bjelancevina pripada obitelji bjelancevina niske molekularne teZine koji se
nalaze kod kraljeznjaka. Postoji 21 tip bjelancevine S100. Vazna je u regulaciji enzima i
razli¢itih funkcija unutar 1 izvan stanice, a obiljezavaju je dva vezna mjesta za kalcij (72).
S100 bjelancevine su ukljucene u regulaciju fosforilacije bjelancevina, faktora transkripcije,

homeostazu kalcija, dinamiku sastojaka citoskeleta, aktivnost enzima, stani¢nog rasta i
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diferencijacije, te upalnog odgovora (73). S100 bjelancevine su slicne kalmodulinu, ali njihov
izrazaj je stanicno specifican i ovisi o ¢imbenicima okolisa, za razliku od kalmodulina koji je
sveprisutni unutarstani¢ni receptor za kalcij izrazen u brojnim stanicama. S100 bjelancevine
se takoder koriste kao stani¢ni markeri u patoloskoj anatomiji, korisni su kao biljezi za
odredene vrste tumora i upalne bolesti, te mogu posredovati u upali i djelovati kao

antimikrobni lijekovi (74).

S100 bjelancevina je prisutna u stanicama koje potjeCu od neuralnog grebena,
epitelnim stanicama i mezodermalnim stanicama, dok u izvanstani¢nom matriksu regulacijski
djeluje na upalne stanice, neurone, astrocite i mikrogliju (75). Ova bjelancevina je do sada

istrazivana u ljudskoj mreznici tijekom kasnijeg razvoja fetalnog oka (76).

1.9. Uloga PGP9I.5 u razvoju oka

Za procjenu prisutnosti diferenciranih neurona u tkivu koristi se neuron-specificni
genski produkt - bjelancevina 9.5 (PGP9.5), koja pripada razredu ubikvitin C-terminalnih
hidrolaza (77). Ova bjelancevina intenzivno je izraZzena u neuronima i neuroendokrinim
stanicama kraljeznjaka (78) Sto je dovelo do njezinog koriStenja kao biljega inervacije u
brojnim imunohistokemijskim istrazivanjima (79-81) te u analizi neuroendokrinih tumora (82)
1 neuronalnih stani¢nih linija (83). U mreZnici Stakora PGP9.5 prvi put se pojavljuje u
populaciji neuroblasta (84), dok su istrazivanja kod odraslih potvrdila njegovu prisutnost u
mreznici razli€itih zivotinjskih vrsta i ljudi (85). Jedino istrazivanje koje je do sada istrazivalo
PGP9.5 1 S100 bjelancevinu tijekom razvoja ljudskog oka provedeno je u kasnijim razvojnim

fazama od onih koje se istrazuju u ovom istrazivanju (86).

1.10. Uloga IB4 u razvoju oka

Jo§ jedan marker neurona je citoplazmatski glikoprotein izolektin B4 (IB4), ¢lan
obitelji tetramerskih tip I izolektina (IA4, IA3B, IA2B2, IAB3 i IB4), koji je izoliran iz biljke
Griffonia simplicifolica. IB4 obi¢no se koristi kao biljeg osjetnih neurona koji imaju funkciju
prijenosa boli, tj. nociceptora (87, 88). Postnatalno, istraZivan je u misjoj mreznici, gdje je
pronaden u sloju retinalnih ganglijskih stanica, unutarnjem i vanjskom pleksiformnom sloju
(89). Medutim, IB4 nije specifican samo za nociceptore, takoder je bio koriSten kao marker za
krvne Zile (90, 91). IB4 je istraZzivan na modelu kisikom inducirane retinopatije kod misa (92),
te je koriSten kao biljeg endotelnih stanica u mi§jem modelu koroidalne neovaskularizacije

(91). Kao marker vaskularnog endotela, izolektin B4 je narocito izraZen u unutarnjem
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nuklearnom sloju i vanjskom pleksiformnom sloju u o€ima odraslih Stakora (93). Intravitalna
primjena IB4 se koristi za identifikaciju neovaskularnih struktura posebno onih koje se nalaze
unutar vaskularne mreze tumora (94, 95). Do sada, IB4 nije ispitivan u strukturama ljudskog

oka tijekom razvoja.

1.11. Uloga NF200 u razvoju oka

Neurofilament 200 (NF200) koristi se kao biljeg za osjetne neurone i pripada obitelji
intermedijarnih filamenata, prisutnih u perikarionu i aksonima zrelih neurona (96).
Neurofilamenti su intermedijarni filamenti veli¢ine 10 nanometara. Glavna su komponenta
neuronskog citoskeleta, te se vjeruje da funkcioniraju uglavnom kao strukturna potpora
aksonima i reguliraju promjer aksona (97). Bjelancevine se sintetiziraju u tijelu stanice, zatim
moraju putovati duz aksona do svoje krajnje destinacije. Tri su glavne podjedinice
neurofilamenata (triplet neurofilamenata) prema molekularnoj masi: najniza (NF-L) 68-70
kDa, srednja (NF-M) 145-160 kDa i teska (NF-H) 200-220 kDa. Specifi¢na protutijela na te
tri bjelanCevine koriste se za identifikaciju neurona i njihovih procesa u histoloskim rezovima,
u kulturi tkiva, te u neuropatologiji za razlikovanje neurona od glija stanica (98).
Neurofilamenti igraju vaznu ulogu u razvoju mozga, regeneraciji 1 odrzivosti citoskeleta,
utjecu na funkciju i dinamiku drugih elemenata citoskeleta kao $to su mikrotubuli i filamenti
aktina (99). Neurotransmiter glutamat, koji kod glaukoma pokazuje povisene ekstracelularne
razine, moze pospjesiti fosforilaciju neurofilamenata i poti¢e akumulaciju neurofilamenata u
tijelu neurona (100). Takoder, dokazano je da promjene intraokularnog tlaka utjecu na
organizaciju citoskeleta u astrocitima 1 razli¢itim tkivima oka (101). U skladu s tim, dokazano
je da se nakupljanje neurofilamenata u mrezni€nim ganglijskim stanicama pojavljuje kod

glaukoma (102, 103).

Kod covjeka neurofilamenti se nalaze u odrasloj mreZznici u aksonima 1 tijelima
ganglijskih stanica, dok se kod drugih sisavaca neurofilamenti pojavljuju i u horizontalnim
(103, 104), bipolarnim te amakrinim stanicama (103). Tijekom razvoja do sada je izraZaj
NF200 primijecen u ganglijskim stanicama mrezZnice sisavaca, postnatalno u horizontalnim
stanicama mreznice kunica (97, 105), ali njegova uloga nije istrazivana tijekom razvoja

ljudskog oka.
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1.12. Uloga TH u razvoju oka

Tirozin hidroksilaza (TH) je enzim koji sudjeluje u stvaranju endogenih katekolamina.
Katalizira hidroksilaciju tirozina u L-DOPA, prekursora dopamina, koji je, s druge strane,
prekursor vaznih neurotransmitera noradrenalina (norepinefrina) i adrenalina (epinefrina).
Koristi se kao biljeg noradrenergickih neurona i njihovih vlakana (106). Kod ljudi, enzim
tirozin hidroksilaza je prisutan u srediSnjem zivéanom sustavu (CNS), perifernim simpatickim
neuronima i u srzi nadbubrezne zlijezde (107). TH je istrazivan u vanjskom mrezastom sloju
mreznice, $arenici i cilijarnim nastavcima odraslih miSeva (108), te u pigmentnom epitelu
mreznice fetalnih i1 albino miseva (109, 110) i amakrinim stanicama postnatalnih miseva i
zamoraca (111, 112). TH je takoder naden u amakrinim i horiziontalnim stanicama mreznice

(113, 114) dok se na ljudskom fetusu TH istrazivao u pterigopalatinom gangliju (115).

1.13. Uloga ChAT u razvoju oka

Kolin acetil transferaza (ChAT) je enzim odgovoran za sintezu neurotransmitera
acetilkolina. ChAT katalizira prijenos acetilne grupe iz koenzima, acetil-CoA, na kolin
stvarajuci acetilkolin (ACh). ChAT se proizvodi u tijelu neurona i transportira u zavrSetke
zivca, gdje je njegova koncentracija najvisa. ChAT se u visokoj koncentraciji nalazi u
ziv€anim zavrSetcima neurona u srediSnjem 1 perifernom ziv€anom sustavu, a njegova
prisutnost odreduje stanicu kao kolinergi¢ni neuron (116). ChAT je do sada istraZivan u m.
sphincter pupillae, unutarnjem mreZastom sloju mreZznice odraslih miseva (108), te u

amakrinim 1 horizontalnim stanicama mreznice zamoraca (111).
1.14. Problematika istraZivanja

U ovom istrazivanju proucava se rana diferencijacija ljudskog oka prateci prostornu i
vremensku raspodjelu ¢imbenika proliferacije 1 diferencijacije u histoloSkim rezovima
ljudskog oka, uz imunohistokemijsku primjenu specificnih biljega stani¢ne proliferacije (Ki-
67), nezrelih (maticnih) stanica (nestin i Oct-4), biljega primarne cilije (alfa-tubulin),
potpornih stanica (S100) i razli¢itih neuronalnih biljega (PGP9.5, TH, NF200, ChAT, IB4).
Izrazaj istrazivanih razvojnih ¢imbenika ukazuje na njihovu vaznost tijekom razvoja i
oblikovanja oka, dok njihova prostorna i vremenska raspodjela prati diferencijaciju nezrelih
(mati¢nih) stanica u smjeru specifi¢nih visoko diferenciranih stani¢nih linija. Promjene u
njithovom prostornom i vremenskom rasporedu i medudjelovanju mogu dovesti do oStec¢enja

vidne funkcije.
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Dosadasnje se spoznaje o razvoju oka vecinom temelje na zivotinjskim modelima i
stani¢nim kulturama, dok su istrazivanja o razvoju ljudskog oka vrlo oskudna i nepotpuna.
Stoga je ovo prvo istrazivanje koje analizira utjecaj istrazivanih ¢imbenika na diferencijaciju
visoko specifi¢nih stani¢nih linija iz nezrelih mati¢nih stanica tijekom ranog razvoja ljudskog

oka.
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2. CILJ RADA I HIPOTEZE

Cilj istrazivanja jest primjenom imunohistokemijskog bojanja na histoloskim rezovima

ljudskog oka u razdoblju izmedu 5. i 12. razvojnog tjedna:

1/ Prouciti vremensku i prostornu raspodjelu stanica u proliferaciji te promjenu u njihovom

broju u mreznici oka primjenom biljega Ki-67 i odgovarajucih statistickih metoda.

2/ Analizirati diferencijaciju stanica mreznice ljudskog oka od primarno nezrelih stanica

(primjenom biljega nestina, Oct-4 i acetiliranog alfa-tubulina) u specifi¢ne stani¢ne linije.

3/ Odrediti pojavu potpornih stanica i razli¢itih vrsta neurona tijekom rane diferencijacije

ljudske mreznice primjenom biljega S100, PGP9.5, TH, NF200, ChAT i IB4.

4/ Primjenom dvostrukog imunofluorescentnog bojanja analizirati ko-ekspresiju tj.

istovremenu prisutnost nekoliko biljega u istoj stanici.

5/ Utvrditi slijed prostorno-vremenske interakcije istrazivanih razvojnih ¢imbenika tijekom

normalnog razvoja oka.
Hipoteza istrazivanja

Cimbenici staniéne proliferacije i diferencijacije koji usmjeravaju nastanak razli¢itih
visoko diferenciranih stani¢nih populacija od mati¢nih stanica u ljudskom oku od presudne su
vaznosti za normalni razvoj i oblikovanje ljudskog oka te uspostavu vidne funkcije. Tijekom
istrazivanog razvojnog razdoblja oCekuje se postupno smanjenje biljega stani¢ne proliferacije

1 nezrelih stanica, a porast udjela biljega zrelih neurona i potpornih stanica u mreznici.

Primjenom imunohistokemijskih metoda na histoloskim rezovima ljudskog oka u
razdoblju izmedu 5. 1 12. razvojnog tjedna odreden je prostorno—vremenski raspored
¢imbenika stani¢ne proliferacije 1 diferencijacije, koji omogucuju normalno oblikovanje 1i
diferencijaciju razlicitih dijelova ljudskog oka. Poznavanje normalnog obrasca pojavljivanja i
medudjelovanja razli¢itih razvojnih ¢imbenika tijekom diferencijacije visoko specifi¢nih
stani¢nih populacija u ljudskoj mreZnici vazno je za prepoznavanje poremecaja tog obrasca
koji se pojavljuje u patoloskim stanjima i bolestima oka. Analiza rezultata ukazuje na mogucu
ulogu ovih biljega u embrionalnom i fetalnom razvoju oka, s obzirom da sli¢na istrazivanja na

humanom materijalu ne postoje vezana uz ovu temu.

15



3. ISPITANICIIPOSTUPCI

3.1. Ispitanici

Sva embrionalna i fetalna tkiva prikupljena su i obradena uz odobrenje Etickog
povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu u
skladu s Helsinskom deklaracijom iz 1964. g. (117). Nakon vanjskog pregleda zametaka,
odbacena su macerirana ili loSe odrzavana tkiva. Ocuvanost tkiva dodatno se potvrdila
bojanjem sa hematoksilinom i eozinom svakog 10. reza svakog bloka tkiva. Starost zametaka
utvrdena je na osnovi podataka o ovulacijskoj dobi, mjerenjem duzine tjeme-zadak, te
usporedbom sa stadijima Carnegie Instituta (118). Prikupljeno je ukupno 14 normalnih
ljudskih zametaka izmedu 5. i 12. tjedna razvoja iz arhivske kolekcije Zavoda za anatomiju,
histologiju i embriologiju te zameci dobiveni nakon spontanih pobacaja ili izvanmaterni¢nih
trudnoca iz Klinickog zavoda za patologiju, citologiju i sudsku medicinu Klini¢kog bolnickog
centra Split. Zameci su podijeljeni po razvojnim skupinama: 5. / 6. (3 uzorka), 7. / 8. (4
uzoraka), 9. / 10. (4 uzoraka), te 11./ 12. (3 uzorka) razvojni tjedan (Tablica 1). Za analizu su

koriSteni kranijalni dijelovi.
3.2. Postupci

Materijal je fiksiran u 4% paraformaldehidu u fosfatno-puferiranoj otopini soli (PBS),
dehidriran u gradijentima etanola i uklopljen u parafin. Za ovo istraZivanje nacinjeni su
serijski 7 mikrometara debeli rezovi u popre¢noj ili uzduznoj ravnini, stavljeni na stakalca, i

analizirani sa Olympus BX51 svjetlosnim mikroskopom (Olympus, Tokyo, Japan).

3.2.1. Bojenje trostrukom imunofluorescencijom

Nakon deparafinizcije i rehidracije, rezovi su tretirani kao §to je ranije opisano (70).
Ukratko, rezovi su kuhani u mikrovalnoj peénici pri 95°C tijekom 15 minuta u natrij citrat
puferu (pH 6,0). Nakon hladenja, rezovi su isprani u PBS-u i inkubirani s kozjim serumom
(normalni kozji serum, X0907; Dako, Glostrup, Danska) kroz 1 sat. Rezovi su zatim
inkubirani s odgovaraju¢om kombinacijom primarnih protutijela kroz 1 sat ili preko no¢i na

sobnoj temperaturi. KoriStena su sljedeca primarna protutijela:

1. Kuni¢ije monoklonalno protutijelo na ljudski

e Ki-67 antigen (1: 100, ab9260; Chemicon, Temecula, CA, USA).
2. Kuniéije poliklonalno protutijelo na ljudski

e QOct-4 (1: 500, ab18976; Chemicon, Temecula, CA, USA),
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e PGP9.5 (1: 500, ab5925; Chemicon, Temecula, CA, USA),
e nestin (1: 500, ab93157; Chemicon, Temecula, CA, USA),
e NF200 (1: 300, ab8135; Abcam, Cambridge, UK),
e TH (1:1000, AB152; Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
3. Misje monoklonalno protutijelo na ljudski
e PGP9.5 (1: 500, ab8189; Chemicon, Temecula, CA, USA),
e S100 (1: 300, ab4066; Chemicon, Temecula, CA, USA),
e Ki-67 (1: 100, M7240; DAKO, Glostrup, Denmark),
e alfa-tubulin (1: 800, ab24610; Abcam, Cambridge, UK).
4. Kozje poliklonalno protutijelo na ljudski
e ChAT (1:100, AB144P; Millipore, Billerica, MA, USA).
Osim primarnih protutijela koriSten je IB4 FITC-konjugat obiljezen s biotinom
(L2895; Sigma, Saint Louis, MO, USA).
Nakon vise ispiranja u PBS-u, rezovi su se inkubirali kroz 1 sat u kombinaciji

sekundarnih protutijela:

e Rodamin (1: 300, AP124R; Jackson Immuno Research Lab, PA, USA),

e Alexa fluor 488 (1: 300, Life Tehnologije-11058),

e Alexa Fluor 488 donkey anti-goat IgG (1:500, ab150129; Abcam, UK),

e Texas Red (1:200, T-862; Jackson Immuno Research Lab., PA, USA),

e Texas Red (1:200, sc-2780; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA),

e Texas Red goat anti-rabbit IgG-TR (1:200, sc-2780; Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA),

e Fluorescein izotiocijanat — FITC (1:200, sc-2024; Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA, USA),

e Fluorescein izotiocijanat — FITC (1:200, AP132F; Chemicon, Temecula, CA,
USA).

Nakon inkubacije rezova sa sekundarnim protutijelima, rezovi su isprani u PBS i
obojani DAPI nuklearnom bojom. Nakon zavrSnog ispiranja u PBS-u, rezovi su kratko
osuSeni 1 pokriveni pokrovnim stakalcima (imuno-mount, SHANDON, Pittsburgh, PA, USA).
Koristile su se kombinacije odgovaraju¢ih sekundarnih protutijela prema kombinacijama

primarnih protutijela.
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Kontrole specificnosti antigena su se provodile izostavljaju¢i primarna protutijela iz
uobicajenog protokola bojenja. Osim toga, za negativnu kontrolu se proveo preapsorpcijski
test s peptidima nestina, PGP9.5, S100, Ki-67, Oct-4, alfa-tubulina, NF200, TH i ChAT.
Bojenje nije uo¢eno nakon §to su se rezovi inkubirali s otopinama protutijela preapsorbiranim
s odgovarajuc¢im peptidima Sto je ukazivalo da su protutijela detektirala odgovaraju¢i slijed na

antigenu.

Rezovi su pregledani fluorescencijskim mikroskopom (Olympus BX61, Tokyo, Japan)
i slike su se snimale pomocu digitalnog fotoaparata (DP71) i Olympus CellA softvera, a slike
su se sastavile pomocu Adobe Photoshopa. Softver ImageJ (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, SAD) se koristio za mjerenje udjela povrsine prekrivene pozitivnim signalom
biljega (PGP9.5, S100, nestin, 1B4, NF200, TH i ChAT pozitivnih stanica). U svakoj
fotografiji snimljenoj na x40 poveéanju postavili su se kvadrati¢i povrSine 20x20 um te je u
njima izracunat udio povrSine prekrivene pozitivnim signalom biljega. Postotak povrSine
prekrivene pozitivnim signalom biljega analizirao se u Sest slu¢ajno odabranih polja iz svake
slike 1 usporedivao izmedu podrucja interesa (neurosenzorna mreznica i o¢ni drzak/vidni
zivac). Kvantitativne analize su se provodile za sljedec¢a razvojna razdoblja (5. — 6., 7. — 8., 9.
—10.1 11. — 12. tjedan). U svakom podrucju interesa (20%20 um), izracunat je udio povrsine

prekrivene pozitivnim signalom biljega i izraZen kao srednja vrijednost + SD.

3.2.2. Semi-kvantifikacija

Intenzitet bojenja nestina, PGP9.5, S100, Ki-67, Oct-4, alfa-tubulina, NF200, 1B4, TH
i ChAT u razvojnim strukturama oka je opisan semi-kvantitativno u cCetiri kategorije s
obzirom na intenzitet bojenja i to (-) ukazivao je na odsutnost bilo kakve reaktivnosti; (+)
blaga reaktivnost; (++) umjerena reaktivnost; (+++) jaka reaktivnost. Tri istraZivaca

analizirala su intenzitet bojenja neovisno.

3.2.3. Statisticka ras¢lamba

Za statisticku analizu, koriSten je Mann Whitney test za ispitivanje razlike izmedu dva
podrucja interesa (neurosenzorne mreznice i ocnog drska za 5. — 6. razvojni tjedan), dok je za
razlike izmedu tri podrucja interesa (vidni Zivac, unutarnji i vanjski neuroblasti¢ni sloj za
preostala razdoblja) analizirano s Kruskal-Wallis testom, a zatim Dunnovim post-hoc testom
(GraphPad Software, La Jolla, CA, SAD) nakon ispitivanja normalne distribucije podataka.

Statisticka znacajnost je bila p <0,05.
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Tablica 1. Broj i starost istrazenih ljudskih zametaka

Starost (tjedni) CRL (mm) Stadij po Carnegie-u  Br. Kariotip

5 8 15 1 46XX

6 14 17 2 46XX

7 21 20 2 46XX, 46XY
8 26 21 2 46XX

9 28 - 2 46XX, 46XY
10 36 - 2 46XY

11 42 - 2 46XY

12 60 - 1 46XY

3.3. Eticka nacela

Istrazivanje je provedeno na embrionalnom i fetalnom ljudskom tkivu starosti od 5. do
12. tjedna. Dio tkiva je pripadao postoje¢oj arhivskoj kolekciji Zavoda za anatomiju,
histologiju i embriologiju, dok se preostali dio odnosi na tkivo spontano pobaenih zametaka

dobiveno s Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju.

Za istrazivanje je zatrazena 1 dobivena suglasnost Etickog povjerenstva za
biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu. PoStivala su se eticka
nacela o istrazivanju embrionalnog i fetalnog materijala u skladu s etickim normama (119) i
medunarodnim ugovorima (World Medical Association Declaration of Helsinki — 52" WMA

General Assembly, Edinburgh, Scotland, October, 2000).

Izjavljujem da je istraZivanje provedeno u skladu sa svim primjenljivim smjernicama,
¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje i sigurnost osoba koje sudjeluju u ovom znanstvenom
istrazivanju, ukljucuju¢i Osnove dobre klinicke prakse, Helsin§ku deklaraciju, Zakon o
zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske (NN 121/03) i Zakon o pravima pacijenata Republike
Hrvatske (NN 169/04). PoStovala su se eticka nacela o istraZivanju embrionalnog i fetalnog

materijala u skladu s etickim normama i medunarodnim ugovorima (117).
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4. REZULTATI

Prostorno-vremenski izrazaj i semi-kvantitativna analiza nestina, PGP9.5, S100, Ki-
67, alfa-tubulina i Oct-4 biljega tijekom razvoja ljudskog oka analizirani su u razdoblju
izmedu 5. 1 12. razvojnog tjedna ljudskog zametka koriste¢i bojanje hematoksilinom i

eozinom te primjenom trostrukog imunofluorescentnog bojenja.

4.1. Embrionalno razdoblje (5. do 8. razvojni tjedan)

U petom do Sestom tjednu ljudskog razvoja oka oblikovali su se le¢ni mjehuri¢ 1 dva
zida o¢nog vrcéa (Sl. 1a). Unutranji (neuralna mreznica) i vanjski (pigmentni sloj mreznice)
zid o¢nog vrca pocetno su razdvojeni intraretinalnim prostorom koji postepeno nestaje (Sl. 1a,
b). Stanice sadrze ovalne i izduzene jezgre u neuralnoj mreznici, okrugle jezgre u
pigmentnom sloju, koji u citoplazmi sadrzi male smede granule pigmenta ve¢ tijekom 5.
razvojnog tjedna (SI. 1). Marginalna zona iznad neuralne mreznice sadrzi Ziv€ana vlakna (SI.
la) koji se pruzaju prema ocnom drsku, dok koroidna fisura omogucéuje ulazak hijaloidnoj
arteriji u ocni vr¢ (Sl. 2a). U petom razvojnom tjednu stijenka o¢nog mjehuri¢a je potpuno
okruzena okolnim mezenhimom, koji se diferencira u unutarnji sloj, koji tvori jako
prokrvljenu 1 pigmentiranu Zilnicu, te vanjski sloj koji se razvija u bjeloo¢nicu (Sl. 1a).

Povrsinski ektoderm se razvija u prednji epitel roznice (SI. 1a).

Tijekom sedmog razvojnog tjedna, koroidna fisura se zatvara i usta o¢nog vrca postaju
zaobljeni otvor, buduca zjenica (Sl. 1b). U sedmom do osmom razvojnom tjednu vanjski i
unutarnji neuroblasti¢ni slojevi su jasno razluceni i privremeno odvojeni dijelom rubne zone
poznate kao prolazni fibrozni sloj Chievitz (S1. 1b) koji je prisutan samo kod primata
sisavaca, a sastoji se od isprepletenih neurona i Miillerovih stanica (SI. 3b). Ovaj sloj nestaje
krajem embrionalnog razvoja, ali ostaje u podrucju budu¢e makule (SI. 2b, 3b) tijekom svih

istrazivanih razdoblja.

4.2. Rano fetalno razdoblje (9. do 12. razvojni tjedan)

U devetom tjednu fetalnog razvoja oka, prostor izmedu lece 1 roznice €ini prednju
o¢nu sobicu, dok se straznja o¢na sobica nalazi iza Sarenice, a ispred le¢e. Razvoj neuralne
mreznice je najnapredniji u straznjoj polovini o¢nog vréa. Prvi znakovi diferencijacije u
neuralnoj mreZnici javljaju se na granici intraretinalnog prostora, gdje se ependimske stanice

diferenciraju u fotoreceptore, Stapice 1 ¢unjic¢e (S1. 1c¢). Neuroni i potporne stanice se po¢inju
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diferencirati u susjednom sloju pokraj fotoreceptora, dok sloj ganglijskih stanica iznad postaje

jasniji (S1. 1d, umetak).

Slika 1. Presjek kroz oko ljudskog embrija: a) u 5. tjednu razvoja, b) u 7. tjednu razvoja, ¢) u

9. tjednu razvoja, d) u 12. tjednu razvoja, umetak (neuralna mreZnica); m — mezenhim, sc —
bjeloocnica, Chr — Zilnica, RPE — retinalni pigmentni epitel, nr — neuralna mreZnica, mz —
marginalna zona, oNbl — vanjski neuroblasti¢ni sloj, fl — fibrozni sloj Chievitz, iNbl —
unutarnji neuroblasti¢ni sloj, n — zivac, nf — sloj Ziv€anih vlakana, v — budude staklasto tijelo,
Le — leéni mjehuri¢/le¢a, ac — prednja oc¢na sobica, C — stroma roZnice, p — vjeda, * —
spojnicka vre¢a, M — vanjski o¢ni misi¢, t — telencephalon, strelica — formiranje cilijarnog
tijela, # — buduca zjenica. Bojanje hematoksilinom i eozinom, a mjerilo 100 um, b-d mjerilo

50 pm.
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4.3. Izrazaj nestina i PGP9.5

U petom do Sestom tjednu razvoja nestin je snazno izrazen u mezenhimu (posebno u
vanjskim misi¢ima oka), o¢nom drsku, bjeloo¢nici, zilnici, leénom mjehuricu, te u nekim
stanicama buduceg unutrasnjeg neuroblasticnog sloja neuralne mreznice, blizu marginalne
zone. Udio nestin pozitivne povrSine u ovom razvojnom razdoblju bio ve¢i u o¢nom drsku
nego u neuralnoj mreznici (p <0,0001, Mann-Whitney test). U ranom fetalnom razdoblju
izrazaj nestina je lokaliziran u brojnim izduZenim radijalnim izdancima duz ¢itave debljine
mreznice, a kasnije je nestin jako izraZzen u unutarnjem neuroblasticnom sloju i sloju Ziv€anih
vlakana. Udio nestin pozitivne povrSine u sedmom i osmom tjednu, kao i u ranom fetalnom
razdoblju bio je ve¢i u vidnom Zivcu nego u vanjskom i unutarnjem neuroblasti¢nom sloju (p
<0,0001, Kruskal-Wallis test), dok je unutrasnji neuroblasti¢ni sloj imao veéi udio u
usporedbi s vanjskim neuroblasti¢nim slojem (p <0,001, Kruskal-Wallis test). Ostale o¢ne
strukture pokazuju smanjen izrazaj nestina prema 12. tjednu razvoja. U stromi roznice i vjede,
nestin je pozitivan samo u ziv€anim vlaknima tijekom petog i1 Sestog tjedna, dok kasnije
njegov izrazaj varira od umjerenog do blagog u cijeloj stromi, osobito u podrucju buduceg
limbusa (SI. 5a). Izrazaj nestina odsutan je u pigmentnom sloju mreznice i prednjem epitelu
roznice i vjede tijekom cijelog istrazivanog razdoblja (Sl. 5a). Intenzitet izrazaja nestina i udio
povrSine prekrivene pozitivnim signalom biljega u razvoju ljudskog oka u strukturama
tijekom opisanog razvojnog razdoblja (5. — 12. tjedan) prikazani su na Sl. 2, 4, 6 1 u Tablici 2,

redom.

Tijekom svih istrazivanih razdoblja, PGP9.5 snazno je izraZzen u ofnom drSku i
vidnom zivcu, neuralnoj mreznici (posebno u unutarnjem neuroblasticnom sloju), u
marginalnoj zoni i sloju Ziv€anih vlakana. Iako nije bilo statisticki znacajne razlike u udjelu
PGP9.5 pozitivne povrSine tijekom petog i Sestog razvojnog tjedna, kasnije od sedmog
razvojnog tjedna udio PGP9.5 pozitivhe povrSine je bio vec¢i u unutarnjem neuroblastiénom
sloju nego u vanjskom neuroblasticnom sloju i vidnom zivcu (p <0,0001, p <0,001, p <0,01,
Kruskal-Wallis test). U mezenhimu, bjeloo¢nici, stromi roznice i vjede PGP9.5 je pozitivan
samo u podruc¢jima ziv€anih vlakana. PGP9.5 pokazuje nikakvo ili tek vrlo blago bojanje u
retinalnom pigmentnom epitelu mreZznice tijekom kasnog embrionalnog razdoblja, dok je u
leénim vlaknima PGP9.5 tijekom cijelog istrazivanog razdoblja bio pozitivan. U prednjem
epitelu roznice 1 vjede, PGP9.5 je umjereno do blago pozitivan od 5. tjedna prema 12. tjednu
razvoja (SI. 5a). PGP9.5 pozitivnost je odsutna u Zilnici. Intenzitet izrazaja PGP9.5 i udio

povrSine prekrivene pozitivnim signalom biljega u razvoju ljudskog oka u strukturama
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tijekom opisanog razvojnog razdoblja (5. — 12. tjedan) prikazani su na Sl. 2, 3, 6 i Tablici 2,

redom.

Promatrali smo ko-ekspresiju nestina i PGP9.5 1 ta dva biljega ko-lokaliziraju u
marginalnoj zoni i unutarnjem neuroblasticnom sloju u cijelom promatranom razdoblju,

osobito u 11. do 12. razvojnom tjednu (Sl. 2a-d).

nestin

Slika 2. a) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 6. tjednu razvoja: nestin (zeleno) pozitivne
stanice (strelice) mogu se vidjeti u mezenhimu (m) i marginalnoj zoni (mz), dok su PGP9.5
(crveno) pozitivne stanice (strelice) pozitivne i u vanjskom neuroblasticnom sloju (oNbl); is —
intraretinalni prostor, cf — koroidna fisura. Ko-lokalizacija nestin 1 PGP9.5 pozitivnih stanica
(vrh strelica) u marginalnoj zoni (mz) i unutarnjem neuroblasticnom sloju (iNbl). b) Presjek
kroz oko ljudskog embrija u 7. tjednu razvoja: nestin pozitivne stanice (strelice) mogu se
vidjeti u svim ocnim strukturama, osim u retinalnom pigmentnom epitelu (RPE). PGP9.5
pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u vidnom Zivcu (on), retinalnom pigmentnom

epitelu (RPE), unutarnjem neuroblasti¢nom sloju (iNbl) i u sloju ziv¢anih vlakana (nf); Chr —
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zilnica, sc — bjelooc¢nica, oNbl — vanjski neuroblasti¢ni sloj, is — intraretinalni prostor, m —
mezenhim. ¢) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 9. tjednu razvoja: nestin pozitivne stanice
(strelice) mogu se vidjeti u unutraSnjem neuroblasticnom sloju (iNbl) i sloju ziv€anih vlakana
(nf). PGP9.5 pozitivne stanice (strelice) se takoder mogu vidjeti u unutrasnjem
neuroblasti¢nom sloju (iNbl) 1 sloju Ziv€anih vlakana (nf). Ko-lokalizacija nestin i PGP9.5
pozitivnih stanica (vrh strelice) moze se vidjeti u sloju ziv€anih vlakana (nf); Chr — Zilnica, sc
— bjeloocnica, RPE — retinalni pigmentni epitel, oNbl — vanjski neuroblasti¢ni sloj. d) Presjek
kroz oko ljudskog embrija u 11. tjednu razvoja: nestin pozitivne stanice (strelice) mogu se
vidjeti u unutarnjem i vanjskom neuroblasti¢nom sloju (iNbl, oNbl) 1 u sloju ziv€anih vlakana
(nf). PGP9.5 pozitivne stanice (strelice) se takoder mogu vidjeti u unutarnjem
neuroblasticnom sloju (iNbl) i sloju ziv¢anih vlakana (nf). Ko-lokalizacija nestin i PGP9.5
pozitivnih stanica (vrh strelice) se moze vidjeti u sloju Zivac¢anih vlakana (nf). e-f) Umetak:
negativna kontrola nije pokazala nestin ili PGP9.5 signal. Trostruko imunofluorescentno

bojanje na nestin (zeleno), PGP9.5 (crveno) i DAPI (plavo), mjerilo 25um.

4.4. Izrazaj PGP9.51 S100

U petom do Sestom tjednu razvoja ljudskog oka, S100 je umjereno pozitivan u
mezenhimu, dok je u kasnijim fazama pozitivan samo u perineuriumu vidnog Zivca i
mijeliniziranim Ziv¢anim vlakanima. Sli¢no tome, u bjelooc¢nici, roznici i stromi vjede, S100
bio je pozitivan samo u perineuriumu tijekom svih istrazivanih faza (SI1. 5b). Jaki izrazaj S100
pronaden je u vidnom Zivcu, a u Zilnici i prednjem epitelu roZnice S100 je negativan tijekom
svih razvojnih faza. Neuralna mreznica i sloj Ziv€anih vlakana bili su blago S100 pozitivni,
osim u 11. — 12. tjednu, kada unutarnji neuroblasti¢ni sloj i sloj Ziv€anih vlakana postanu jako
S100 pozitivni. Udio S100 pozitivne povrsine tijekom svih promatranih faza razvoja bio je
viS$i u ofnom drSku u odnosu na neuralnu mreZznicu (p <0,0001), dok je unutarnji
neuroblasti¢ni sloj imao ve¢i udio S100 pozitivne povrSine tijekom 7./ 8.1 11./ 12. tjedna u
odnosu na vanjski neuroblasti¢ni sloj (p <0,0001, Kruskal-Wallis test). Pigmentni sloj i
retinalni pigmentni epitel su blago S100 pozitivni tijekom kasnog embrionalnog razdoblja,
dok je u ranom fetalnom razdoblju retinalni pigmentni epitel S100 negativan. Leca 1 epitel
vjede su blago S100 pozitivni tijekom cijelog razdoblja istrazivanja (SI. 5b). Intenzitet
izrazaja S100 i1 udio povrsine prekrivene pozitivnim signalom biljega u razvoju ljudskog oka u

strukturama tijekom opisanog razvojnog razdoblja (5. — 12. tjedan) prikazani su na Sl. 31 6, te

24



u Tablici 2, redom. Promatrali smo ko-ekspresiju PGP9.5 i S100 i ta dva biljega ko-
lokaliziraju u unutarnjem neuroblasti¢nom sloju tijekom 11. do 12. razvojnog tjedna (SI. 3a-

d).

-
—

Slika 3. a) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 6. tjednu razvoja: PGP9.5 (zeleno) pozitivne

stanice (strelice) i S100 (crveno) pozitivne stanice (strelice) mogu vidjeti u unutarnjem i
vanjskom neuroblasticnom sloju (iNbl, oNbl) i marginalnoj zoni (mz); is — intraretinalni
prostor, cf — koroidna fisura. b) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 7. tjedanu razvoja:
PGP9.5 pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u vidnom Zzivcu (on) i retinalnom
pigmentnom epitelu (RPE), unutarnjem neuroblasti¢nom sloju (iNbl) i sloju Ziv¢anih vlakana
(nf). S100 pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u vidnom zivcu (on), unutarnjem
neuroblasti¢nom sloju (iNbl) i u sloju Ziv€anih vlakana (nf); is — intraretinalni prostor, m —
mezenhim, oNbl — vanjski neuroblasti¢ni sloj. ¢) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 9.
tjedanu razvoja: PGP9.5 pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem

neuroblasti¢nom sloju (iNbl) i u sloju Ziv€anih vlakana (nf). S100 pozitivne stanice (strelice)
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mogu se vidjeti u unutarnjem neuroblasticnom sloju (iNbl), u sloju ziv€anih vlakana (nf) i
takoder u bjeloocnici (sc) u zivéanim vlaknima (dvostruka strelica); Chr — zilnica, RPE —
retinalni pigmentni epitel. d) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 11. tjednu razvoja: PGP9.5
pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem neuroblasti¢cnom sloju (iNbl) i u sloju
ziv€anih vlakana (nf). S100 pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem
neuroblasti¢nom sloju (iNbl) i u sloju ziv€anih vlakana (nf); sc — bjeloo¢nica, oNbl — vanjski
neuroblasti¢ni sloj. Ko-lokalizacija PGP9.5 i S100 pozitivnih stanica (vrh strelice) u
unutarnjem neuroblasticnom sloju (iNbl). e-f) Umetak: negativna kontrola nije pokazala
PGP9.5 i S100 signal. Trostruko imunofluorescentno bojanje na PGP9.5 (zeleno), S100
(crveno) i DAPI (plavo), mjerilo 25 pm.
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Tablica 2. Imunoreaktivnost specificnim protutijelima u ljudskom oku tijekom 5. do 12.

tjedna razvoja

Protutijela

PGP9.5 S100 nestin

Strukture s/6 7/8  9/10 11/12 5/6  7/8 9/10 11/12 5/6 7/8 9/10 11/12
i 4 4 tj T R tj i 4§ 4 tj

m _% _% _k _% ++ _% _% _k 4+ ++ _k _%
os/on + 4+ +++ + +++ +++ ++H+ 4+ +
sc =¥ =¥ - =¥ - =¥ -* - +++  + + +++
Chr - - - - - - - - A+ +
pr/RPE + + - - + + - - - - - _
nr/oNbl + + + + + + ++ o+ +
++ + +++
nr/iNbl +++ -+ +++ + + +++ ++ ++ +++
mz/nf +H+ +++ + + + +++ +++  ++ + +++
Lv/Le + + + + + + + + +++ - - -
C _% _% % _% % _% _% _% _% ++ + +
Ace ++ ++ + + - - - - - - - _
ps _k _% % _% % _% _% _% _% + + +
pe ++ o+ o+ + + + + + - - - -

+++ Jaka reaktivnost; ++ Umjerena reaktivnost; + Blaga reaktivnost; - Nema reaktivnosti; /
Struktura odsutna u presjeku tkiva; / * Struktura odsutna tijekom odgovarajuceg razvojnog

tjedna; - * Pozitivno samo u Ziv€anim vlaknima ili perineuriumu;

m — mezenhimm, os — o¢ni drzak, on — vidni zivac, sc — bjeloo¢nica, Chr — zilnica, pr —
pigmentni sloj mreznice, RPE — retinalni pigmentni epitel, nr — neuralna mrezZnica, oNbl —
vanjski neuroblasti¢ni sloj, iNbl — unutarnji neuroblasti¢ni sloj, mz — marginalna zona, nf —
sloj Ziv€anih vlakana, Lv — le¢ni mjehuri¢, Le — le¢a, C — stroma roZnice, Ace — prednji epitel

roznice, ps — stroma vjede, pe — epitel vjede, tj — tjedan razvoja.
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4.5. Izrazaj Ki-67 i nestina

Ki-67 je snazno izrazen tijekom kasnog embrionalnog razdoblja u mezenhimu, o¢nom
drsku i vidnom zivcu, u bjeloo€nici, zilnici, pigmentnoj i neuralnoj mreznici, te le¢nom
mjehuricu (SI. 5¢). Ki-67 je blago pozitivan u svim ostalim ispitanim strukturama, osim
marginalne zone i sloju Ziv€anih vlakana gdje je Ki-67 negativan. Tijekom ranog fetalnog
razdoblja, proliferacija stanica u neuralnoj mreznici postupno prestaje posebno u straznjoj
polovici vanjskog neuroblasti¢nog sloja. Ko-lokaliziranje nestin i Ki-67 pozitivnih stanica
uoceno je u neuralnoj mreznici, unutarnjem neuroblasticnom sloju, le¢i, te zilnici (S1. 4a-b,

Tablica 3).

4.6. Izrazaj Oct-4 i alfa-tubulina

Tijekom kasnog embrionalnog razdoblja Oct-4 je jako pozitivan u neuralnoj mreznici i
vidnom zivcu, dok je roznica bila Oct-4 negativna (Sl. 5d). Tijekom petog do Sestog
razvojnog tjedna, Oct-4 je blago izrazen u mezenhimu, onom drsku, bjeloocnici, Zilnici,
pigmentnom sloju mreznice, prednjem epitelu roznice i stromi vjede, dok je umjereno
pozitivan u marginalnoj zoni i epitelu vjede. Tijekom sedmog do osmog razvojnog tjedna,
Oct-4 ekspresija se povecala do umjerene u svim tim strukturama, osim u sloju ziv¢anih
vlakana, gdje je izrazaj Oct-4 odsutan. Tijekom ranog fetalnog razdoblja, Oct-4 ekspresija
prestaje u neuralnoj mreznici osobito u straznjoj polovici, i to u unutarnjem i vanjskom

neuroblasti¢nom sloju.

Tijekom kasnog embrionalnog razdoblja, alfa-tubulin je jako pozitivan u neuralnoj
mreznici, vidnom Zivcu i sloju ziv€anih vlakna (SI. 5d), dok je u zilnici 1 pigmentnom sloju
mreznice alfa-tubulin negativan u petom do Sestom razvojnom tjednu. U okolnom
pigmentnom sloju i vanjskim slojevima neuralne mreZnice, alfa-tubulin pozitivne stanice se
pruzaju od neuroblasta prema povrsini pigmentnih stanica (Sl. 4c). Tijekom petog do Sestog
razvojnog tjedna, alfa-tubulin je takoder blago izrazen u mezenhimu, oc¢nom drsku,
bjeloo¢nici, marginalnoj zoni, roZnici i stromi vjede, dok je umjereno pozitivan u prednjem
epitelu roznice i epitelu vjede. Tijekom sedmog do osmog razvojnog tjedna, alfa-tubulin
postaje snazno pozitivan u vidnom zivcu i tako ostaje do kraja istrazivanog razdoblja.
Tijekom ranog fetalnog razdoblja, izraZaj alfa-tubulina u neuralnoj mreznici ostao je isti kao i

u kasnom embrionalnom razdoblju, osim povecanja intenziteta u unutarnjem i vanjskom
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neuroblasticnom sloju i sloju ziv€anih vlakana. Ko-lokalizacija Oct-4 1 alfa-tubulina
pozitivnih stanica je uoCena u vanjskom neuroblasticnom sloju i sloju ziv€éanih vlakana.
Intenzitet izrazaja Ki-67, alfa-tubulina i Oct-4 u razvoju struktura ljudskog oka tijekom

opisanog razvojnog razdoblja (5. — 12. tjedan) prikazan je na Sl. 4 i u Tablici 3.
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Tablica 3. Imunoreaktivnost specificnim protutijelima u ljudskom oku tijekom 5. do 12.

tjedna razvoja

Protutijela

Ki-67 Oct-4 Alfa-tubulin

Strukture 56 7/8 9/10 1112 5/6 7/8 9/10 11/12 5/6 7/8 9/10 11/12
i 4 tj i 4§ 4 tj i 4 4 tj

m +++ A+ + + ++ o+ + + + + +
os/on o+ A+t + + +++ + + +++ +++
sc 4+ + + ++ o+ - + + + +
Chr o+ A+t + + ++ o+ + - + + +
pr/RPE +++ + + + + ++ 4+ + - + + +
nr/oNbl +++  + + + + + + ++ +++
+++ +++ +++

nr/iNbl +++  + + + + + ++  ++ +++
mz/nf - - - - ++ - - - + +++ +++
Lv/Le +++ + + + / / + + / / + +

C + + + + - - - - + + + +
Ace + + + + + + + + ++ o+ ++ ++
ps + + + + + + + - + + + +
pe + + + + ++ o+ + ++ o+ ++ ++

+++ Jaka reaktivnost; ++ Umjerena reaktivnost; + Blaga reaktivnost; - Nema reaktivnosti; /
Struktura odsutna u presjeku tkiva; / * Struktura odsutna tijekom odgovarajueg razvojnog

tjedna; - * Pozitivno samo u Ziv€anim vlaknima ili perineuriumu;

m — mezenhimm, os — o¢ni drzak, on — vidni Zivac, sc — bjeloo¢nica, Chr — Zilnica, pr —
pigmentni sloj mreznice, RPE — retinalni pigmentni epitel, nr — neuralna mrezZnica, oNbl —

vanjski neuroblasti¢ni sloj, iNbl — unutarnji neuroblasti¢ni sloj, mz — marginalna zona, nf —
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sloj ziv€anih vlakana, Lv — le¢ni mjehuri¢, Le — le¢a, C — stroma roznice, Ace — prednji epitel

roznice, ps — stroma vjede, pe — epitel vjede, tj — tjedan razvoja.

/i
RPE  oNbl
INbI

Slika 4. a) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 5. tjednu razvoja: nestin (zeleno) pozitivne
stanice (strelice) i Ki-67 (crveno) pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u mezenhimu
(m), u neuralnoj mreznici (nr) i le¢i (Le). Krvne zile pocinju formirati Zilnicu (Chr); is —
intraretinalni prostor. Ko-lokalizacija nestin i Ki-67 pozitivnih stanica (vrh strelica) u le¢i
(Le), neuralnoj mreznici (nr) i buducoj zilnici (Chr). b) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 8.
tjednu razvoja: nestin i Ki-67 pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem i
vanjskom neuroblasticnom sloju (iNbl, oNbl); mz — marginalna zona, is — intraretinalni
prostor. Ko-lokalizacija nestin 1 Ki-67 pozitivnih stanica (vrh strelica) u unutarnjem
neuroblasti¢nom sloju (iNbl). ¢) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 6. tjednu razvoja: Oct-4
(zeleno) pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem i vanjskom neuroblasticnom
sloju (iNbl, oNbl) 1 retinalnom pigmentnom epitelu (RPE), dok se alfa-tubulin (crveno)

pozitivne stanice (strelice) mogu vidjeti samo u unutarnjem 1 vanjskom neuroblasti¢cnom sloju
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(iNbl, oNbl). Ko-lokaliziranje Oct-4 i alfa-tubulin pozitivnih stanica (vrh strelica) u vanjskom
neuroblasti¢nom sloju (oNbl). d) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 8. tjednu razvoja: Oct-4
pozitivne stanice (strelice) i alfa-tubulin pozitivne stanice (strelice) se mogu vidjeti u
unutarnjem i vanjskom neuroblasticnom sloju (iNbl, oNbl) i u sloju Ziv€anih vlakana (nf). Ko-
lokaliziranje Oct-4 i alfa-tubulin pozitivnih stanica (vrh strelica) u vanjskom neuroblasticnom
sloju (oNbl) i u sloju ziv€anih vlakana (nf); Chr — zilnica, RPE — retinalni pigmentni epitel. e-
g) Umetak: Negativna kontrola nije pokazala Ki-67, alfa-tubulin i Oct-4 signal. Trostruko
imunofluorescentno bojanje na nestin (zeleno), Ki-67 (crveno), Oct-4 (zeleno), alfa-tubulin

(crveno) i DAPI (plavo), mjerilo 25 um.

/

nestin
e
C
Ace

Slika 5. a) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 7. tjednu razvoja: nestin (zeleno) pozitivne
stanice (strelica) mogu se vidjeti u stromi roznice (C), dok PGP9.5 (crveno) pozitivne stanice
(strelice) su pozitivne u prednjem epitelu roznice (Ace) 1 u ziv€anim vlaknima roznice. b)
Presjek kroz oko ljudskog embrija 8 tjedana gestacije: PGP9.5 (zeleno) i S100 (crveno)

pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u Ziv€anim vlakanima strome vjede (ps) i epitelu
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vjede (pe). ¢) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 5. tjednu razvoja: nestin (zeleno) pozitivne
stanice (strelice) mogu se vidjeti u leéi (Le), u zivéanim vlaknima roznice (C), dok je Ki-67
(crveno) je dodatno pozitivan (strelice) u prednjem epitelu roznice (Ace). d) Presjek kroz oko
ljudskog embrija u 8. tjednu razvoja: Oct-4 (zeleno) i alfa-tubulin (crveno) pozitivne stanice
(strelica) mogu se vidjeti u vidnom Zivcu (on). Trostruko imunofluorescentno bojanje na
nestin (zeleno), PGP9.5 (crveno i zeleno), S100 (crveno), Ki-67 (crveno), Oct-4 (zeleno),

alfa-tubulin (crveno) i DAPI (plavo), mjerilo 25 pm.
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Slika 6. Postotak povrSine prekrivene pozitivnim signalom biljega PGP9.5 a), S100 b) i
nestin ¢) u neuralnoj mreznici (nr), vanjskom (oNbl) i unutarnjem (iNbl) neuroblasticnom
sloju i ocnom drsku (os) / vidnom zivcu (on) tijekom 5. — 12. razvojnog tjedna; pozitivha
povrsina (%) — postotak povrSine prekrivene pozitivnim signalom biljega; tj — tjedan razvoja.
Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. Statisticki znacajne razlike (Mann-Whitney
za 5. do 6. tjedan i1 Kruskal-Wallis za 7. do 12. tjedan) oznacene su * p <0,01, ** p <0,001,
*#% n <0,0001).

Prostorno-vremenski izrazaj i semi-kvantitativna analiza 1B4, NF200, TH i ChAT
biljega tijekom ljudskog razvoja oka su analizirani kod 5. — 12. tjedana starog ljudskog
zametka metodom trostruke imunofluorescencije, te za NF200, TH 1 ChAT primjenom 1

dvostruke imunofluorescencije.

4.7. lzrazaj 1B4

U petom do Sestom tjednu razvoja ljudskog oka, IB4 bio je pozitivan samo u zivéanim
vlaknima u mezenhimu kao i u kasnijim razvojnim fazama. Slicno tome, u bjeloo¢nici, IB4
bio je pozitivan samo u zivéanim vlaknima tijekom petog do osmog razvojnog tjedna, dok u
kasnijim fazama postaje negativan. Blagi IB4 izraZaj pronaden je u vidnom Zivcu, buducoj
zilnici i marginalnoj zoni od petog do osmog razvojnog tjedna, dok je u kasnijim razvojnim
fazama IB4 postao negativan u ovim strukturama. U pigmentnoj i neuralnoj mreznici IB4 je
pokazao umjeren izrazaj u petom do Sestom razvojnom tjednu, dok je vanjski neuroblasti¢ni
sloj umjereno pozitivan na IB4 i u sedmom do osmom razvojnom tjednu. Pigmentna mreznica
nije pokazala ekspresiju IB4 u kasnijim fazama (SI. 7a, b, Tablica 4). Udio IB4 pozitivne
povrSine se prikazuje samo tijekom petog do osmog tjedna razvoja. U petom do Sestom
tjednu, bila je ve¢a u ocnom drSku nego u neuralnoj mreznici (p <0,01, Mann-Whitney), dok
je vanjski neuroblasti¢ni sloj imao ve¢i udio u IB4 pozitivne povrSine tijekom sedmog do
osmog tjedna (p < 0,001, Kruskal-Wallis test). U ranim fetalnih fazama, retinalni pigmentni
epitel i1 cijela neuralna mreznica su IB4 negativni. Intenzitet IB4 izrazavanja i postotak
povrsine prekrivene pozitivnim signalom biljega u razvoju ljudskog oka u strukturama
tijekom opisanog razvojnog razdoblja (5. — 12. tjedan) prikazani su na Sl. 7a i b, 14a i Tablici

4.
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Istrazivali smo ko-ekspresiju IB4 i PGP9.5 i ova dva biljega su ko-lokalizirali u vanjskom

neuroblasti¢nom sloju tijekom 5. do 8. razvojnog tjedna (Sl. 7a, b).

Slika 7. a) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 6. tjednu razvoja: IB4 pozitivne stanice
(zeleno) mogu se vidjeti u neuralnoj mreznici (nr) u budu¢im fotoreceptorima (strelica), dok
su PGP9.5 pozitivne stanice (crveno) dodatno pozitivne u pigmentnom sloju mreznice (pr); is
— intraretinalni prostor. Ko-lokalizacija IB4 1 PGP9.5 pozitivne stanice (vrh strelice) u
neuralnoj mreznici (nr) u budué¢im fotoreceptorima. b) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 7.
tjednu razvoja: IB4 pozitivne stanice (strelica) mogu se vidjeti u vanjskom neuroblasti¢cnom
sloju (oNbl) u fotoreceptorima. PGP9.5 pozitivne stanice mogu se vidjeti u retinalnom
pigmentnom epitelu (RPE) i1 vanjskom neuroblasticnom sloju (oNbl); iNbl — unutarnji
neuroblasti¢ni sloj. Ko-lokalizacija IB4 i PGP9.5 pozitivnih stanica (vrh strelice) u vanjskom
neuroblasti¢nom sloju (oNbl). Trostruko imunofluorescentno bojanje na IB4 (zeleno), PGP9.5

(crveno) i DAPI (plavo), mjerilo 25um.

4.8. Izrazaj NF200

U petom do Sestom razvojnom tjednu, NF200 je snazno izraZen u pigmentnoj i
neuralnoj mreznici te u marginalnoj zoni, dok NF200 takoder pokazuje umjereni izrazaj u
onom drSku i blagi izraZzaj u Zilnici (S1. 8a, Tablica 4). Udio NF200 pozitivne povrsine u
ovom razvojnom razdoblju bio je veéi u neuralnoj mreZnici nego u o¢nom drsku (p <0,001,
Mann-Whitney test). Tijekom svih ispitivanih faza, NF200 je bio pozitivan samo u ziv€anim
vlaknima mezenhima i buducoj bjeloocnici. U sedmom do osmom razvojnom tjednu izrazaj
NF200 ostao je slicnog intenziteta. Medutim, jaka pozitivnost je ostala u unutarnjem

neuroblasti¢nom sloju (S1. 8b, Tablica 4). U ranom fetalnom razdoblju, izrazaj NF200 bio je
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jak u vidnom zivcu i vanjskom neuroblasticnom sloju mreznice, dok je kasnije NF200 ostao
snazno izrazen u unutarnjem neuroblasticnom sloju i sloju zivacanih vlakana (SI. 8c, d,
Tablica 4). Udio NF200 pozitivne povrSine u sedmom i osmom tjednu bio je veéi u vidnom
Ziveu nego u vanjskom i unutarnjem neuroblasti¢nom sloju (p <0,001, Kruskal-Wallis test). U
11. do 12. tjednu, udio NF200 pozitivne povrSine bio je najveci u vanjskom neuroblastiénom
sloju (32.32%), a bio je ve¢i u odnosu na unutarnji neuroblasti¢ni sloj (p <0,001 i p <0,0001,
Kruskal-Wallis test). Intenzitet NF200 izrazaja i postotak povrSine prekrivene pozitivnim
signalom biljega u razvoju ljudskog oka u strukturama tijekom opisanog razvojnog razdoblja

(5. — 12. tjedan) prikazani su na Sl. 8, 14b i u Tablici 4.

Istrazivali smo ko-ekspresiju NF200 i PGP9.5 i ova dva biljega su ko-lokalizirali u
unutarnjem neuroblasticnom sloju u cijelom promatranom razdoblju, a osobito u 11. do 12.

razvojnom tjednu (SI. 9a-d).
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Slika 8. a) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 6. tjednu razvoja: NF200 pozitivne stanice
(strelice) mogu se vidjeti u neuralnoj mreznici (nr) i marginalnoj zoni (mz); Chr — Zilnica, is —

intraretinalni prostor. b) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 7. tjednu razvoja: NF200

pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u vanjskom i unutarnjem neuroblasticnom sloju
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(oNbl, iNbl); mz — marginalna zona. ¢) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 9. tjednu razvoja:
NF200 pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem neuroblasticnom sloju (iNbl)
i u budu¢im fotoreceptorima; Chr — Zilnica, RPE - retinalni pigmentni epitel, sc — bjeloocnica,
oNbl — vanjski neuroblasti¢ni sloj, nf — sloj ziv€anih vlakana. d) Presjek kroz oko ljudskog
embrija u 11. tjednu razvoja: NF200 pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti unutraSnjem
neuroblasti¢nom sloju (iNbl) i u sloju ziv€anih vlakana (nf); Chr — Zilnica, oNbl — vanjski
neuroblasti¢ni sloj, RPE — retinalni pigmentni epitel. Umetak: negativna kontrola. Dvostruko
imunofluorescentno bojanje na NF200 (crveno) i DAPI (plavo), a, ¢, d mjerilo 25 pm, b

mjerilo 10 pm.

oNbl
iNDbl
oNbl
iNDbl

Slika 9. a) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 6. tjednu razvoja: PGP9.5 pozitivne stanice

(strelica) i NF200 pozitivne stanice (strelica) mogu se vidjeti u neuralnoj mreznici (nr) i
marginalnoj zoni (mz). Ko-lokalizacija PGP9.5 1 NF200 pozitivnih stanica (vrh strelice) u
marginalnoj zoni (mz). b) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 7. tjednu razvoja: PGP9.5

pozitivne stanice (strelica) mogu se vidjeti u retinalnom pigmentnom epitelu (RPE), vanjskom
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neuroblasti¢cnom sloju (oNbl), unutarnjem neuroblasti¢nom sloju (iNbl ) i u sloju Ziv¢anih
vlakana (nf). NF200 pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u vanjskom i unutarnjem
neuroblasticnom sloju (oNbl, iNbl). Ko-lokalizacija PGP9.5 1 NF200 pozitivnih stanica (vrh
strelice) u vanjskom neuroblastiénom sloju (oNbl); is — intraretinalni prostor, RPE — retinalni
pigmentni epitel. ¢) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 9. tjednu razvoja: PGP9.5 pozitivne
stanice (strelica) mogu se vidjeti u vanjskom neuroblasticnom sloju (oNbl). NF200 pozitivne
stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem neuroblasti¢nom sloju (iNbl). Ko-lokalizacija
PGP9.5 i NF200 pozitivnih stanica (vrh strelice) u vanjskom neuroblasticnom sloju (oNbl). d)
Presjek kroz oko ljudskog embrija u 11. tjednu gestacije: PGP9.5 pozitivne stanice (strelice)
mogu se vidjeti u unutarnjem neuroblasti¢nom sloju (iNbl) i u sloju ziv¢éanih vlakana (nf).
NF200 pozitivne stanice (strelica) moze se vidjeti unutarnjem neuroblasti¢nom sloju (iNbl).
Ko-lokalizacija PGP9.5 1 NF200 pozitivnih stanica (vrh strelice) u unutarnjem
neuroblasticnom sloju  (iNbl); oNbl — vanjski neuroblasticni sloj. Trostruko
imunofluorescentno bojanje na PGP9.5 (zeleno), NF200 (crveno) i DAPI (plavo), mjerilo
25um.
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Tablica 4. Imunoreaktivnost specificnim protutijelima u ljudskom oku tijekom 5. do 12.

tjedna razvoja

Protutijela

NF200 1B4

Strukture 56 7/8 9/10 1112 5/6 7/8 9/10 11/12
i 4 4 i 4§ 4 tj

m _k _k _k %k _k %k _k _k
os/on ++ +++ + + - -
sC _k _k _k _k _k _k _ _
Chr + + + + + + - -
pr/RPE +++ ++ ++ ++ ++ - - -
nr/oNbl ++ A+t ++ ++ - -
+++ ++
nr/iNbl +++ 4+ +++ + - -
mz/nf +++ o+t +4++ + + - -

+++ Jaka reaktivnost; ++ Umjerena reaktivnost; + Blaga reaktivnost; - Nema reaktivnosti; /
Struktura odsutna u presjeku tkiva; / * Struktura odsutna tijekom odgovarajuceg razvojnog

tjedna; - * Pozitivno samo u Ziv€anim vlaknima ili perineuriumu;

m — mezenhimm, os — o¢ni drZzak, on — vidni zivac, sc — bjeloo¢nica, Chr — zilnica, pr —
pigmentni sloj mreznice, RPE — retinalni pigmentni epitel, nr — neuralna mreznica, oNbl —
vanjski neuroblasti¢ni sloj, iNbl — unutarnji neuroblasti¢ni sloj, mz — marginalna zona, nf —
sloj Ziv€anih vlakana, Lv — le¢ni mjehuri¢, Le — le¢a, C — stroma roZnice, Ace — prednji epitel

roznice, ps — stroma vjede, pe — epitel vjede, tj — tjedan razvoja.
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4.9. Izrazaj TH

U kasnom embrionalnom razdoblju, umjerena TH pozitivnost je pronadena u budu¢em
unutarnjem i vanjskom neuroblasticnom sloju, dok je blagi pozitivitet pronaden u vidnom
ziveu, pigmentnoj mreznici i marginalnoj zoni (SI. 10a, b, Tablica 5). Udio TH pozitivne
povrsine od petog do Sestog razvojnog tjedna bio je veéi u neuralnoj mreznici nego u ocnom
drsku (p <0,001, Mann-Whitney test), dok je u sedmom do osmom razvojnom tjednu udio TH
pozitivne povrsine bio najvisi u vidnom Zivcu, 5.32%, ali bez statisti¢ke znacajnosti. TH je
jako eksprimiran u ranom fetalnom razdoblju u unutarnjem neuroblasti¢nom sloju i sloju
ziv€anih vlakana (SI. 10c, d, Tablica 5). Unutarnji neuroblasti¢ni sloj imao je veci udio u
odnosu na vanjski neuroblasti¢ni sloj i vidni Zivac (p <0,001, Kruskal-Wallis test). Umjerena
TH aktivnost pronadena je u vanjskom neuroblasticnom sloju, a blagi izrazaj karakterizira
vidni Zivac i1 pigmentnu mreznicu tijekom cijelog promatranog razdoblja. Osim toga, u svim
ispitivanim razvojnim fazama, TH pozitivnost pronaden je u mezenhimu i buduéoj bjelooc¢nici
samo unutar ziv€anih vlakana. Intenzitet TH izrazavanja i postotak povrSine prekrivene
pozitivnim signalom biljega u razvoju ljudskog oka u strukturama tijekom opisanog razvojnog

razdoblja (5. — 12. tjedan) prikazani su na Sl. 10, 14c 1 u Tablici 5.

Istrazivali smo ko-ekspresiju TH i PGP9.5 i ova dva biljega su ko-lokalizirali u

neuralnoj mreznici, osobito u unutarnjem neuroblasticnom sloju (S1. 11a-d).
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Slika 10. a) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 6. tjednu razvoja: TH pozitivne stanice
(strelice) mogu se vidjeti u neuralnoj mrezZnici (nr) i marginalnoj zoni (mz); Chr — Zilnica, is —
intraretinalni prostor, on — vidni Zivac, pr — pigmentna mreznica. Umetak: negativna kontrola.

b) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 7. tjednu razvoja: TH pozitivne stanice (strelice) mogu
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se vidjeti u unutarnjem i vanjskom neuroblasti¢cnom sloju (iNbl, oNbl); sc — bjeloo¢nica, RPE
— retinalni pigmentni epitel, Chr — zilnica, mz — marginalna zona. ¢) Presjek kroz oko
ljudskog embrija u 9. tjednu razvoja: TH pozitivne stanice (strelica) mogu se vidjeti u
unutarnjem neuroblastiénom sloju (iNbl); oNbl — vanjski neuroblasti¢ni sloj, Chr — Zilnica,
RPE - retinalni pigmentni epitel, nf — sloj Ziv€anih vlakana. d) Presjek kroz oko ljudskog
embrija u 11. tjednu razvoja: TH pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem
neuroblasticnom sloju (iNbl) i sloju ziv€anih vlakana (nf). Dvostruko imunofluorescentno

bojanje na TH (crveno) i DAPI (plavo), a, b i ¢ mjerilo 25 pum, d mjerilo 10 pm.

Slika 11. a) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 6. tjednu razvoja: PGP9.5 (zeleno) pozitivne

stanice (strelica) i TH (crveno) pozitivne stanice (strelica) mogu se vidjeti u neuralnoj
mreznici (nr). Ko-lokalizacija PGP9.5 i TH pozitivnih stanica (vrh strelice) u neuralnoj
mreznici (nr). b) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 7. tjednu razvoja: PGP9.5 i TH
pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem i vanjskom neuroblasticnom sloju

(iNbl, oNbl). Ko-lokalizacija PGP9.5 i TH pozitivnih stanica (vrh strelice) u unutarnjem
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neuroblasticnom sloju (iNbl); nf — sloj ziv€anih vlakana, m — mezenhim, RPE — retinalni
pigmentni epitel. ¢) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 9. tjednu razvoja: PGP9.5 i TH
pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u retinalnom pigmentnom epitelu (RPE) i ziv€anim
vlakanima u mezenhimu (m). Ko-lokalizacija PGP9.5 i TH pozitivnih stanica (vrh strelica) u
ziv€anim vlakanima u mezenhimu; sc — bjeloo¢nica, Chr — Zzilnica. d) Presjek kroz oko
ljudskog embrija u 11. tjednu razvoja: PGP9.5 pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u u
unutarnjem neuroblasti¢cnom sloju (iNbl) i u sloju zivacanih vlakana (nf), dok se TH pozitivne
stanice (strelica) mogu vidjeti u unutarnjem neuroblasticnom sloju (iNbl). Ko-lokalizacija
PGP9.5 i TH pozitivnim stanicama (strelica) u unutarnjem neuroblasti¢nom sloju (iNbl); RPE
— retinalni pigmentni epitel, oNbl — vanjski neuroblasti¢ni sloj. Trostruko imunofluorescentno
bojanje na PGP9.5 (zeleno), TH (crveno) i DAPI (plavo), a i ¢ mjerilo 10 pm, b i d mjerilo
25um.

4.10. Izrazaj ChAT

Tijekom petog i Sestog razvojnog tjedna, ChAT je blago pozitivan u pigmentnoj mreznici
i vidnom zivcu, dok je umjereno pozitivan u neuralnoj mreznici (S1. 12a i Tablica 5). Udio
ChAT pozitivne povrSine u petom do Sestom razvojnom tjednu bio je ve¢i u neuralnoj
mreznici (27.43%) nego u o¢nom drsku, ali bez statisticke znacajnosti. Tijekom sedmog do
osmog razvojnog tjedna, ChAT je snazno izrazen u unutarnjem i vanjskom neuroblasticnom
sloju, s ve¢im udjelom ChAT pozitivne povrSine u vanjskom sloju (p <0,01, Kruskal-Wallis
test). ChAT je i umjereno pozitivan u sloju ziv€anih vlakana (SI1. 12b, 14d i Tablica 5), dok je
udio ChAT pozitivne povrSine bio veé¢i u vidnom zivcu u odnosu na unutarnji neuroblasti¢ni
sloj (p <0,01, Kruskal-Wallis test). Udio ChAT pozitivne povrSine u ranom fetalnom
razdoblju bio je veci u vidnom Zivcu nego u vanjskom i unutarnjem neuroblasti¢nom sloju (p
<0,001; p <0,01, Kruskal-Wallis test). U 11. do 12. tjednu, iako je udio ChAT pozitivne
povrsine bio veéi u vidnom ziveu u odnosu na unutarnji neuroblasti¢ni sloj, ta razlika nije bila
statistiCki znacajna. Tijekom 5. do 10. razvojnog tjedna, izrazaj ChAT bio je odsutan u Zilnici,
a zatim je u 11. tjednu pokazao blagu reaktivnost. U mezenhimu i buduc¢oj bjeloocnici
pozitivnost je pronadena samo u ziv€anim vlaknima. Intenzitet ChAT i postotak povrSine
prekrivene pozitivnim signalom biljega u razvoju ljudskog oka u strukturama tijekom

opisanog razvojnog razdoblja (5. — 12. tjedan) prikazani su na Sl. 12, 14d i Tablici 5.
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Istrazivali smo ko-ekspresiju ChAT i PGP9.5 i ova dva biljega su ko-lokalizirali u neuralnoj

mreznici, osobito u unutarnjem neuroblasti¢nom sloju (S1. 13a-d).

Slika 12. a) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 6. tjednu razvoja: ChAT pozitivne stanice

(strelica) mogu se vidjeti u neuralnoj mreznici (nr); mz — marginalna zona, Chr — Zilnica, is —
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intraretinalni prostor, on — vidni zivac, pr — pigmentna mreznica. b) Presjek kroz oko ljudskog
embrija u 7. tjednu razvoja: ChAT pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem i
vanjskom neuroblasticnom sloju (iNbl, oNbl). ¢) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 9.
tjednu razvoja: ChAT pozitivne stanice (strelica) mogu se vidjeti u unutrasnjem
neuroblasti¢nom sloju (iNbl); nf — sloj Ziv¢anih vlakana, RPE — retinalni pigmentni epitel, sc
— bjeloocnica, Chr — zilnica, oNbl — vanjski neuroblasti¢ni sloj. Umetak: negativna kontrola.
d) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 11. tjednu razvoja: ChAT pozitivne stanice mogu se
vidjeti u unutarnjem neuroblasticnom sloju (iNbl); oNbl — vanjski neuroblasti¢ni sloj, RPE —
retinalni pigmentni epitel, nf — sloj Ziv€anih vlakana. Dvostruko imunofluorescentno bojanje

na ChAT (zeleno) i DAPI (plavo), a, ¢ i d mjerilo 25 pum, b mjerilo 10 pm.

Slika 13. a) Presjek kroz oko ljudskog embrija u 6. tjednu razvoja: PGP9.5 (zeleno) pozitivne

stanice (strelica) 1 ChAT (crveno) pozitivne stanice (strelica) mogu se vidjeti u neuralnoj
mreznici (nr). Ko-lokalizacija PGP9.5 i ChAT pozitivne stanice (vrh strelice) u neuralnoj

mreznici (nr); pr —pigmentna mreznica, m — mezenhim. b) Presjek kroz oko ljudskog embrija
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u 7. tjednu razvoja: PGP9.5 pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem i
vanjskom neuroblasticnom sloju (iNbl, oNbl) i retinalnom pigmentnom epitelu (RPE). ChAT
pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem i vanjskom neuroblasti¢nom sloju
(iNbl, oNbl). Ko-lokalizacija PGP9.5 i ChAT pozitivne stanice (vrh strelica) u unutarnjem
neuroblastiénom sloju (iNbl) i u budu¢im fotoreceptorima. ¢) Presjek kroz oko ljudskog
embrija u 9. tjednu razvoja: PGP9.5 i ChAT pozitivne stanice (strelica) mogu se vidjeti u
unutarnjem neuroblasticnom sloju (iNbl). Ko-lokalizacija PGP9.5 1 ChAT pozitivne stanice
(vrh strelice) unutarnjem neuroblasti¢énom sloju (iNBI); oNbl — vanjski neuroblasti¢ni sloj, nf
— sloj Ziv€éanih vlakana, RPE — retinalni pigmentni epitel. d) Presjek kroz oko ljudskog
embrija u 11. tjednu razvoja: PGP9.5 pozitivne stanice (strelice) mogu se vidjeti u unutarnjem
neuroblasticnom sloju (iNbl) i u sloju ziv€anih vlakana (nf), a ChAT pozitivne stanice
(strelica) mogu se vidjeti u unutarnjem neuroblasticnom sloju (iNbl). Ko-lokalizacija PGP9.5
1 ChAT pozitivne stanice (vrh strelica) u unutarnjem neuroblasticnom sloju (iNbl); sc —
bjeloo¢nica. Trostruko imunofluorescentno bojanje na PGP9.5 (zeleno), ChAT (crveno) i

DAPI (plavo). Mjerilo 25um.
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Slika 14. Postotak povrsine prekrivene pozitivnim signalom biljega IB4 a), NF200 b), TH ¢) i
ChAT d) u neuralnoj mreznici (nr), vanjskom (oNbl) i unutarnjem (iNbl) neuroblasticnom
sloju i o¢nom drsku (os) / vidnom zivcu (on) tijekom 5. — 12. razvojnog tjedna; pozitivha
povrsina (%) — postotak povrSine prekrivene pozitivnim signalom biljega. Podaci su prikazani
kao srednja vrijednost = SD (Mann-Whitney za 5. / 6. tjedan i Kruskal-Wallis za 7. — 12
tjedan, oznacena * p <0,01, ** p <0,001, *** p <0,0001).
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Tablica 5. Imunoreaktivnost specificnim protutijelima u ljudskom oku tijekom 5. do 12.

tjedna razvoja

Protutijela
TH ChAT

Strukture 5/6 7/8  9/10 11/12  5/6  7/8  9/10 11/12

tj tj tj tj tj tj tj tj
m _k _k _k % _k % %k _k
os/on + + + + + + + +
sc _k % _k % _k % _k _k
Chr + + ++ - - - - +
pr/RPE + + + + + - - +
nr/oNbl ++ 4+ ++ +++ + +

++ ++
nr/iNbl ++ +++ +++ + +
mz/nf + + +++ +++ ++ o+ o+ +

+++ Jaka reaktivnost; ++ Umjerena reaktivnost; + Blaga reaktivnost; - Nema reaktivnosti; /

Struktura odsutna u presjeku tkiva; / * Struktura odsutna tijekom odgovarajueg razvojnog

tjedna; - * Pozitivno samo u Ziv€anim vlaknima ili perineuriumu;

m — mezenhimm, os — o¢ni drzak, on — vidni Zivac, sc — bjeloo¢nica, Chr — Zilnica, pr —

pigmentni sloj mreZnice, RPE — retinalni pigmentni epitel, nr — neuralna mreznica, oNbl —

vanjski neuroblasti¢ni sloj, iNbl — unutarnji neuroblasti¢ni sloj, mz — marginalna zona, nf —

sloj Ziv€anih vlakana, Lv — leéni mjehuri¢, Le — leca, C — stroma roZnice, Ace — prednji epitel

roznice, ps — stroma vjede, pe — epitel vjede, tj — tjedan razvoja.
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5. RASPRAVA

U ovom istrazivanju proucava se najintenzivnije razdoblje morfogeneze i
diferencijacije u razvoju ljudskog oka pocevsi od razdoblja kada se strukture ljudskog oka i
dalje intenzivno oblikuju (Siroki intraretinalni prostor i otvorena koroidna fisura) i sadrze
visoko nediferencirane stanice, do fetalnog razdoblja, pokazujuéi naprednu morfogenezu svih
struktura oka i jasne znakove diferencijacije stanica mreznice. Tijekom opisanog razdoblja,
analizirani biljezi se pojavljuju u strukturama oka preklapajuci se u prostoru i vremenu, §to
ukazuje na postupnu diferencijaciju nezrelih stanica prekursora u odredene stani¢ne linije.
Tako je nestin koriSten za identifikaciju neuralne ishodiSne stanice, koja pokazuje jaku
ekspresiju u svim derivatima mezenhima, le¢i, o¢nom drSku i unutarnjem neuroblasticnom
sloju, tijekom kasnog embrionalnog i ranog fetalnog razdoblja, odrazavajuéi nezrelost tih
stanica. Medutim, povecanje izrazaja nestina promatrano u Sestom tjednu u marginalnoj zoni,
unutarnjem neuroblasticnom sloju i ofnom drSku ukazuje na mogucénost da su te nestin
pozitivne stanice migrirale u mreznicu iz susjednog mezenhima, kao §to su i ranije predlozili
Edqvist i Hallbook (120). Dodatno, ve¢i udio pozitivne povrSine nestina u o¢nom drsku u
odnosu na neuralnu mreznicu moZze se objasniti naprednom diferencijacijom prema zrelim
neuronskim i/ili potpornim stanicama unutar neuralne mreZznice. Tijekom daljnjeg
embrionalnog razvoja mreznice razdvajanje izmedu unutarnjeg i vanjskog neuroblasticnog

sloja je u potpunosti ostvareno, kao §to pokazuju i Nag i sur. (121).

Tijekom ranog fetalnog razdoblja, sazrijevanje neuralne mreZnice najvise napreduje u
straznjoj polovici, §to se odrazava na stanjivanje zida i vanjskog neuroblasti¢nog sloja,
praceno naprednom diferencijacijom razli¢itih podtipova stanica. U kasnijem fetalnom
razdoblju, nestin je snazno izrazen u vanjskom i unutarnjem neuroblasticnom sloju, vjerojatno
predstavljaju¢i nastavke nezrelih Miillerovih stanica ili radijalne glije. Takoder, ve¢i udio
pozitivne povrSine nestina u unutarnjem neuroblasticnom sloju u odnosu na vanjski sloj moze
se objasniti u citoplazmatskim izdancima nezrelih Miillerovih stanica koji dolaze iz vanjskog
neuroblasti¢nog sloja. Za razliku od naSeg istrazivanja, istrazivanja na razvoju oka kod svinje
pokazala su da je najjaci izrazaj nestina lokaliziran u sloju vlakana ganglijskih stanica, te je
slican uzorak bojenja takoder opisan u petom postnatalnom danu miSje mreznice i osam

tjedana stare mreznice Stakora (52).
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Uloga nestin pozitivnih stanica u neuralnim prekursorima potvrdena je ko-
lokaliziranjem s Ki-67 biljegom proliferacije, koji je pokazao ko-lokalizaciju u cijelom
neuroblasti¢nom sloju, uklju¢ujuéi njegov unutarnji dio, koji je izvor amakrinih stanica. Ovaj
nalaz je u suprotnosti sa rezultatima Guduri¢-Fuchs i sur., koji su zakljucili da nema ko-
lokalizacije nestina i Ki-67 u budué¢im amakrinim stanicama tijekom razvoja mreZznice kod
svinje (122). Neka istrazivanja ukazuju na to da se Miillerove stanice mogu smatrati
neuralnim prekursorima na temelju njihovog izrazaja nestina, ali moguénost generiranja
neurona iz ovih stanica nije nedvojbeno dokazana. Naime, nestin ne pokazuje izrazaj samo u
neuralnim prekursorima, nego se moze inducirati u odrasloj Miillerovoj stanici nakon ozljeda

mreznice (123).

U naSem istrazivanju, ko-lokalizacija nestina i PGP9.5 otkrila je relativno malu
populaciju progenitornih stanica mreznice u kasnom embrionalnom i ranom fetalnom
razdoblju. Za razliku od naSih rezultata, istrazivanje na kulturama ganglijskih stanica
mreznice tretirane sa ili bez staurosporina, trihostatina A ili sukcinilkonkanavalina otkrila su
visoke razine izrazaja nestina, i ko-lokalizaciju nestina s PGP9.5, kao i s drugim biljezima
zrelih neurona kao Sto su tau, PIlI-tubulin, protein povezan s mikrotubulima (MAP)-1b i
MAP2 (124). Ovaj nalaz ukazuje na to da bi 1 drugi faktori mogli biti ukljuéeni u in vivo
modelima, a ne samo izravno ograni¢avanje tog ko-izrazavanja, $to u isto vrijeme otvara put
za nove terapijske mogucnosti. Medutim, daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se otkrila
uloga nestina u razvoju mreznice 1 Miillerovih stanica kako bi razumjeli retinogenezu i

sudbinu neurona.

U naSem istraZivanju, osim nestin pozitivnosti u Zivcima koji prodiru u roznicu, nestin
je takoder izrazen u stanicama strome roZnice i na granici izmedu epitela roznice i spojnice.
Te stanice bi mogle predstavljati populaciju stanica neuralnog grebena koje su migrirale iz
susjednog mezenhima da formiraju prekursorske stanice za regeneraciju roznice u odrasloj
dobi. Osim toga, nestin pozitivne stanice u tom podrucju ko-lokaliziraju s Ki-67 biljegom
proliferacije. Nasi rezultati potvrduju prethodna ispitivanja provedena na ljudskim embrijima i
fetusima u sli¢énim razvojnim fazama (48). McGowan i sur. su takoder pronasli prekursorske
stanice u limbusu roZnice, koji je nastao iz mezenhima neuralnog grebena u odraslih ljudi
(41). Ova otkri¢a podrzavaju koncept da je podrucje limbusa roznice proliferacijska zona, za

vrijeme razvoja i u odrasloj dobi.
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Iako neka istrazivanja pokazuju da se zilnica prvi put pojavljuje tijekom sedmog
tjedna razvoja, nase istrazivanje je pokazalo da je pocetak razvoja zilnice iz okolnog
mezenhima zapoceo ve¢ tijekom petog tjedna razvoja. Snazan izrazaj nestina u stijenkama
krvnih Zila Zilnice ukazuje na njegovu srediSnju ulogu u angiogenom odgovoru. U nasem
istrazivanju, pozitivnost nestina je odsutna u pigmentnom sloju mreZnice. Medutim, Davari i
sur. su eksperimentalno pokazali da se pigmentni sloj mreznice moze de-diferencirati u

neurone mreznice i prekursorske stanice pozitivne na nestin (125).

PGP9.5 je pozitivan u ljudskom oku ve¢ tijekom petog tjedna razvoja, posebno u
unutarnjem neuroblasticnom sloju i marginalnoj zoni, $to ukazuje na brZze sazrijevanje
neurona u odnosu na vidni Zivac. Nasuprot tome, u mreznici Stakora pojavio se u kasnijim
razvojnim fazama, u neuroblasticnom sloju i vjerojatnim horizontalnim stanicama (84).
Tijekom svih istrazivanih razdoblja, PGP9.5 je snazno izrazen u neuronskim strukturma, s
povecanjem udjela PGP9.5 pozitivne povrSine posebno u unutarnjem neuroblasticnom sloju i
vidnom Zivcu, dok je u vlaknima lece i retinalnom pigmentnom epitelu, PGP9.5 izrazen samo
tijekom kasnog embrionalnog razdoblja. Izrazaj PGP9.5 u retinalnom pigmentnom epitelu
odraslih ljudi pronaden je kod oc¢nih bolesti povezanih sa starenjem kao Sto su druze ili
depoziti bazalne lamine. Predlozeno je da bi to moglo biti zbog sudjelovanja u razgradnji i
odlaganju proteina iz ovih stanica (126). U prednjem epitelu roZnice i epitelu vjede PGP9.5 je
umjereno do blago izraZen od 5. do 12. tjedna razvoja, Sto se podudara s nalazima na roZnici

odraslih Stakora (127).

Ve¢ u najranijim razvojnim fazama, S100 je pozitivan u apikalnoj povrSini neuronske
mreznice 1 u podru¢ju buducih fotoreceptora, sugeriraju¢i da se S100 moze biti koristiti kao
rani pokazatelj diferencijacije fotoreceptora. Suprotni rezultati su dobiveni za razlikovanje
fotoreceptora kod svinja i miSa, koji se izgleda pojavljuju kasnije u razvoju nego kod ljudi
(122). U sedmom tjednu razvoja, oskudne S100 pozitivne stanice su pronadene dublje u
prijelaznom sloju vlakana Chievitz u podruc¢ju budu¢e makule, koje mogu predstavljati prvo
pojavljivanje Miillerovih stanica (na temelju morfologije i lokalizacije u ovom sloju), §to je u
suprotnosti s prouavanjem Iwanaga i sur. koji su pronasli S100 pozitivne Miillerove stanice
samo u 10.-30. tjednu razvoja mreznice (76). U ranoj fetalnoj ljudskoj mreZnici, ve¢i udio
S100 pozitivne povrSine zastupaju astrocite, gusto rasporedene u unutarnjem neuroblasticnom
sloju (sloj ganglijskih stanica) i sloju Ziva¢nih vlakana. Prva S100 pozitivna horizontalna
stanica pojavila se u vanjskom neuroblasti¢nom sloju tijekom devetog tjedna razvoja. S100 je

takoder pozitivan u epitelu zrakastog tijela 1 straznjem epitelu Sarenice, i privremeno u
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pigmentnoj retini, Sto je u skladu s ispitivanjem Iwanaga i sur. (76). Ko-lokalizacija PGP9.5 i
S100 u unutarnjem neuroblasti¢nom sloju tijekom 12. tjedna razvoja vjerojatno je uzrokovana

superpozicijom vrlo gustih neuroblasta i astrocita zbog debljine reza.

Zreli fotoreceptori imaju cilije koje sadrze devet vanjskih dupleta mikrotubula i vazni
su za odrzavanje odvojenosti odjeljaka vanjskog i unutarnjeg segmenta (128, 129). Tijekom
razvoja oka, mikrotubuli su vazni u procesu nastajanja domene vanjskog segmenta (130) i
odrzavanju polariteta zrelog fotoreceptora (131). Osim toga, pronasli smo alfa-tubulin
pozitivne stanice u stromi i epitelu roznice u ispitivanom razdoblju, koji odgovara nalazima u
embrionalnoj roZnici misa (69). Primarna cilija je vazna za odrZavanje prozirnosti roZnice u
odrasloj roZznici, a disfunkcija primarne cilije dovodi do nepravilne grade rozZnice tijekom
postnatalnog razvoja (69). U naSem istrazivanju, marginalna zona i sloj ziv€anih vlakana
takoder pokazuju jak izrazaj alfa-tubulina, vjerojatno ukazujuéi na proces diferencijacije i
produljenje aksona neuroblasta, koji obuhvacéaju neurotubule i ¢ine glavnu komponentu

marginalne zone, §to je u skladu s prethodnim istrazivanjima (55, 70, 132).

Istrazivanje na mati¢nim Zziv€anim stanicama i ograni¢avanje njihove mati¢nosti
otkrile su da je potiskivanje Oct-4 vazno za tranziciju nediferenciranih neuroblasta u neurone
(133). U naSem istrazivanju, jaki izrazaj Oct-4 je pronaden u neuroblastima tijekom kasnog
embrionalnog razdoblja, Sto ukazuje na moguéu ulogu Oct-4 u sprjeCavanju preranog
sazrijevanja stanica. Ko-lokalizacija Oct-4 1 Ki-67 u neuroblastima vjerojatno predstavljaju
bazen neuralnih mati¢nih proliferiraju¢ih stanica koje jo§ nisu spremne za terminalnu
diferencijaciju. U skladu s tim promatranjem je istraZivanje na Oct-4 knock-out miSevima,
gdje je gubitak Oct-4 aktivnosti preduvjet za terminalnu diferencijaciju stanica (133), dok
poremecaj izraZaja Oct-4 gena moze izazvati poremecaje u stani¢noj diferencijaciji (134).
Izrazaj Oct-4 pozitivne proliferirajuée stanice u razvoju mreZnice otvara nove mogucénosti za
klinicku uporabu tih stanica, kako bi se razvili novi protokoli za klini¢ka i eksperimentalna
istrazivanja (135). U kasnoj fazi razvoja zametka, Oct-4 i alfa-tubulin su snazno lokalizirani
unutar stanica vanjskog neuroblasti¢nog i sloja Ziv€anih vlakana, te vidnog Zivca, posebno u
podruc¢ju buducih fotoreceptora. Eggenschwiler i Anderson su pokazali da primarna cilija
kontrolira ravnotezu izmedu rane proliferacije i diferencijacije stanica, §to podrazumijeva
njenu kljuénu ulogu u embrionalnom razvoju (68). U skladu s naSim rezultatima je
istrazivanje Schluter i sur. koji su pronasli da je cilija prisutna u gotovo svim apikalnim
stani¢nim povr§inama bubreznih tubula izraZzavajuéi Oct-4 biljeg mati¢nosti (136). Ekspresija

pluripotentnog Oct-4 gena predlaze Siroku paletu opcija diferencijacije za Oct-4-pozitivne
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stanice, ali ostaje nepoznato kako ove stanice postanu specificne za odredenu vrstu stanica i

kakvu ulogu u tome ima pluripotentni gen kao sto je Oct-4 (137).

U nasem istrazivanju, medu razli¢itim biljezima koji su specificni za sub-
specijalizaciju stani¢nih populacija u neurone tijekom razvoja, za IB4 je poznato da ima
nekoliko uloga, ukljucujuéi 1 prijenos boli (nocicepciju) i vaskularizaciju. Kao S$to je
prikazano u naSem istrazivanju, IB4 izrazaj je samo kratkotrajno pozitivan tijekom
embrionalne faze razvoja ljudskog oka u retinalnom pigmentnom epitelu i u budu¢em
vanjskom neuroblasti¢nom sloju. Takoder je bio blago pozitivan u buduéem unutarnjem
neuroblastiénom sloju i sloju ziv€anih vlakana, dok je u kasnijim razvojnim fazama 1B4
izrazaj postupno nestao u tim podrucjima. Kao $to je ve¢ ranije receno, IB4 se obi¢no koristi
kao marker neurona za osjet boli ili osjetnih neurona (87, 88). To je u skladu s naSim
rezultatima, gdje IB4 pokazuje prolazni izrazaj u vanjskom neuroblasticnom sloju (buduci
fotoreceptori), Sto ukazuje na mogucu novu ulogu IB4 tijekom rane diferencijacije mreZnice.
Takoder, IB4 je naden pozitivan u sloju mrezni¢nih ganglijskih stanica P18 miSeva
postnatalno (89), sto bi moglo podrazumijevati doprinos IB4 u postnatalnoj diferencijaciji
osjetnih neurona. Osim ovih funkcija, istrazivanja koja su istrazivala izrazaj IB4 na drugim
mjestima, impliciraju IB4 izrazaj u vaskularnim strukturama (138-141), u normalnim tkivima
odraslih sisavaca (142), kao i u neovaskularnim strukturama unutar tumora (94, 95).
Medutim, u nasem istrazivanju, $to se tie izrazaja IB4 u krvnim Zilama, samo je blaga
prostorno-vremenska pozitivnost pronadena u Zilnici tijekom petog do osmog razvojnog
tjedna. Sto se ti¢e njegove uloge u vaskulogenezi, u modelu retinalne ishemije kod odraslih
Stakora, IB4 je bio pozitivan u endotelnim stanicama unutar unutarnjeg nuklearnog sloja i
vanjskog pleksiformnog sloja (93). To podrazumijeva vaznost IB4 za vaskularni razvoj, $to je
u skladu s nasim nalazima prolazne, ali blage IB4 pozitivnosti u unutarnjem neuroblasticnom

sloju.

Jo§ jedan biljeg osjetnih neurona, NF200, u nasoj studiji bio je umjereno do jako
pozitivan u retinalnom pigmentnom epitelu, te u ¢itavoj neuralnoj mreznici i o€nom Zivcu
tijekom cijelog promatranog razdoblja. Suprotno naSim saznanjima, Singh i sur. su tvrdili da
se NF200 pojavljuje samo u postnatalnim ganglijskim stanicama mreZnice, dok su se drugi
neuronski biljezi kao $to su kalretinin i sinaptofizin pokazali pozitivnima u embrionalnim
stanicama (105). Medutim, ovi eksperimenti su izvedeni na humanim embrionalnim mati¢énim
stanicama (hESC) dobivenim od tkiva mreznice, §to odgovara na 6. — 10. tjednu

embrionalnog i ranog fetalnog razvoja mreznice. Ovaj podatak je u skladu s nasim
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opazanjima da ne pokazuju svi neuronski biljezi to¢no vrijeme izrazavanja tijekom ljudskog
razvoja mreznice in situ i na hESC izvedenom tkivu mreznice. Naime, tijekom retinogeneze,
brojni unutarnji i vanjski razvojni signali kontroliraju sudbinu neuronskih stanica i
diferencijaciju, a time 1 nedostatak bilo kakvog vanjskog faktora tijekom normalne
embriogeneze moze utjecati na finu koordinaciju retinogeneze. NF200 je vrlo vazan i
specifican protein za stanice neuronskih loza mreZnice u razvoju. PojaCan izrazaj NF200
omogucuje diferencijaciju neurona, Sto je dokazano smanjenim izrazajem Crx gena u
eksperimentima na mati¢nim stanicama mreznice misa. To je vrlo vazno otkrice, jer CRX
smanjuje proliferaciju mati¢nih stanica mreZnice te inducira njihovu diferencijaciju u stanice
koje pokazuju fenotip funkcionalnih fotoreceptora, koji su vazni za kaskadu fototransdukcije
(143). Blagi NF200 izrazaj pronaden je u zilnici tijekom cijelog razdoblja istrazivanja.
Ramirez i sur. su takoder otkrili NF200 imunoreaktivnost u Zilnici, no intenzitet je bio vrlo
visok (144). Medutim, ovo istrazivanje je provedeno na odraslim novozelandskim albino

kuni¢ima, $to moze objasniti razliku u izrazaju s ljudskim uzorcima.

Adrenergi¢ne i1 kolinergi¢ne neuronske stanice imaju razli¢ite uloge u fizioloskim
procesima oka. Pokazalo se da acetilkolin i dopamin imaju utjecaj u brojnim funkcijama, kao
Sto su zapazanje kretanja i smjera, kontrasta, cirkadijani ritam i vidna oStrina (145-148).
Unutar mreZnice, neurotransmiteri su pronadeni u ganglijskim i amakrinim stanicama te
njihovim nastavcima (108). U naSem istrazivanju, izrazaj TH i ChAT zabiljezeni su u
neuralnoj mreznici kao umjeren do jaki izraZaj u vanjskom i unutarnjem neuroblasticnom
sloju i sloju ZivCanih vlakana, posebice tijekom kasnog embrionalnog razdoblja. To je u
skladu s proucavanjem Loeliger i sur., koji su istrazivali razvoj mreZnice kod zamoraca i
pronasli TH 1 ChAT pozitivne stanice u unutarnjem neuroblasti¢nom sloju 1 sloju ganglijskih
stanica (111). Kako su razvojne faze u njihovom istrazivanju bile u kasnijem razdoblju
gestacije nego u naSem istrazivanju, autori su sa sigurnoS¢u zakljucili da su ove stanice
amakrine stanice. VaZnost dopaminergicke inervacije u mreznici takoder su potvrdila
istrazivanja na knock-out miSevima. Naime, Neurturin, ¢lan porodice liganda neurotropnih
faktora deriviranih od glija stanice (149), pokazao se vazan za normalnu funkciju mreZnice
(150). Neurturin knock-out miSevi prikazuju znafajno smanjenje veli¢ine vanjskog
pleksiformnog sloja i aberantni rast dopaminergickih nastavaka u ovom podrucju (108). Osim
toga, enzim kolinacetilesteraza (AChE) je sintetiziran u populaciji neuroektodermalnih stanica
koje su upravo dosegle postmitoticku fazu (151). Sve AChE-stanice ne¢e postati kolinergicki

neuroni i njihova funkcija nije potpuno razjasnjena (13, 152).
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MrezZnica se sastoji od Sest tipova neurona, te glija Miillerovih stanica, koji su
organizirani u tri sloja. Vanjski nuklearni sloj sadrzi fotoreceptore, unutrasnji nuklearni sloj se
sastoji od bipolarnih, horizontalnih, amakrinih 1 Miillerovih stanica, a ganglijske stanice i
rasprSene amakrine stanice ¢ine sloj ganglijskih stanica (10, 18). Prekursorske stanice
mreznice se diferenciraju u potencijalne neuronske i glija stanice na prostorno-vremenski
nacin, koji je sa¢uvan medu mnogim razli¢itim vrstama. Tijekom tog procesa, najprije ¢e se
pojaviti ganglijske stanice, a zatim slijede amakrine stanice, fotoreceptori cunjiéi i

horizontalne stanice. Bipolarne stanice i fotoreceptori Stapici nastaju u kasnijim fazama (5).

Ove prekursorske stanice mreznice mogu biti u uspavanom stanju tijekom Zzivota, a
zbog njihovog multipotentnog kapaciteta mogu biti obnovljene u slucaju degenerativnih
bolesti mreznice. Medutim, za ucinkovitu i pouzdanu nadomjesnu terapiju mati¢nim
stanicama mreznice kod bolesti ljudske mreznice, potrebno je vece razumijevanje
diferencijacije stanica mreznice tijekom kasne embrionalne i rane fetalne retinogeneze kod
ljudi. Tijekom ovog kriticnog perioda razvoja mreznice, dogada se pomak izmedu samo-
obnavljanja i diferencijacije mati¢nih stanica mreznice. Znanje o ovom izuzetno slozenom
razvojnom procesu je bitno u pruzanju novih informacija o razvojnim putovima i
samoobnavljanju mati¢nih stanica mreznice ili diferencijaciji u neke od podtipova neurona. S
obzirom da postoje mati¢ne stanice mreznice tijekom cijelog Zivota, bilo bi zanimljivo, na
temelju znanja o normalnom razvoju mreznice, pronaci nacine za poticanje diferencijacije tih

multipotentnih stanica prema odredenom tipu stanica.

Svrha naSeg istrazivanja bila je pruZziti imunohistokemijski opis slojeva mreznice kroz
kasni embrionalni i1 pocCetni fetalni razvoj ljudskog oka. Nasi podaci mogu pomo¢i u boljem
razumijevanju procesa diferencijacije u ljudskom razvoju oka $to je vazna podloga za bolju
dijagnostiku i poboljSanje terapije. Ogranienja ovog istraZivanja su uporaba samo
imunohistokemijske metode umjesto koriStenja tehnika proteomike, kao i mala veliina
uzorka zbog poteSkoc¢a u dobivanju normalnog ljudska zametka. U zakljucku, opisani izrazaj
istraZivanih biljega ukazuje na njihovu vaznost u razvoju i morfologiji oka, a njihov prostorno
1 vremenski ograni¢en uzorak se podudara s diferencijacijom u pocetku nezrelih stanica u
specificne stani¢ne loze u mreznici. Promjene u prostorno-vremenskoj interakciji mogu
dovesti do poremecaja vidnih funkcija. Neki od kljuénih mehanizama za buduce klinicko
upravljanje lezi u razumijevanju molekularnih mehanizama razvoja oka. Potencijalne
strategije za lijeCenje mogu ukljucivati gensku terapiju i transplantaciju mati¢nih stanica da se

regeneriraju ili zamijene fotoreceptori. Razumijevanje ranog razvoja ljudskog oka neophodno
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je za nastavak ove strategije. Daljnja istrazivanja na potencijalu diferencijacije stanica sa
svojstvima matic¢nosti tijekom ranog razvoja ljudskog oka potrebna su kako bi se razjasnila

sudbina ograni¢enja pluripotentnih stanica.
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6. ZAKLJUCCI

e Imunohistokemijskim i imunofluorescentnim postupcima dokazano je istovremeno
prisustvo specifi¢nih biljega stani¢ne proliferacije (Ki-67), nezrelih (mati¢nih) stanica
(nestin 1 Oct-4), biljega primarne cilije (alfa-tubulin), potpornih stanica (S100) i
razlicitih neuronalnih biljega (PGP9.5, TH, NF200, ChAT, IB4) u razli¢itim stani¢nim
populacijama tijekom najranijeg (embrionalno i rano fetalno) razvojnog razdoblja

zdravog ljudskog oka.

e Obrazac izrazaja istrazivanih bjelan¢evina ima tipi¢nu vremensko-prostornu

raspodjelu ovisno o istrazivanom razvojnom razdoblju i stani¢noj populaciji.

e Za uredan rani (5. — 12. tjedan) razvoj ljudskog oka neophodan je uravnoteZzen odnos
izmedu proliferacijskih i diferencijacijskih ¢imbenika po prvi put sustavno istrazivanih

u ovom istrazivanju.

e U ranom fetalnom razdoblju izrazaj nestina je lokaliziran u brojnim izduZenim
radijalnim izdancima duz citave debljine mreznice, a kasnije je nestin jako izrazen u
unutarnjem neuroblasticnom sloju i sloju ziv€éanih vlakana. Ve¢i udio pozitivne
povrSine nestina u o¢nom dr§ku u odnosu na neuralnu mreznicu moze se objasniti
naprednom diferencijacijom prema zrelim neuronskim 1 / ili potpornim stanicama
unutar neuralne mreZnice. Nestin je koriSten za identifikaciju neuralne ishodiSne
stanice, koji pokazuje jaki izrazaj u svim derivatima mezenhima, le¢i, ocnom drsku i
unutarnjem neuroblasticnom sloju, tijekom kasnog embrionalnog i ranog fetalnog
razdoblja, odrazavajuci nezrelost tih stanica. Povecanje izrazaja nestina promatrano u
Sestom tjednu u marginalnoj zoni i unutarnjem neuroblasticnom sloju i o¢nom drsku
ukazuje na mogucnost da su te nestin pozitivne stanice migrirale u mreZnicu iz

susjednog mezenhima.

e Osim nestin pozitivnosti u zivcima koji prodiru u roznicu, nestin je takoder izraZzen u
stanicama strome roznice 1 na granici izmedu epitela roznice i spojnice. Te stanice bi
mogle predstavljati populaciju stanica neuralnog grebena koje su migrirale iz
susjednog mezenhima da formiraju prekursorne stanice za regeneraciju roznice u

odrasloj dobi.

59



PGP9.5 je pozitivan u ljudskom oku ve¢ tijekom petog tjedna razvoja, posebno u
unutarnjem neuroblastiénom sloju i marginalnoj zoni, $to ukazuje na brze sazrijevanje
neurona u odnosu na vidni zivac. Tijekom svih istrazivanih razdoblja, PGP9.5 je
snazno izrazen u neuronskim strukturama, s povecanjem udjela PGP9.5 pozitivne
povrSine posebno u unutarnjem neuroblasticnom sloju i vidnom Zzivcu, dok je u
vlaknima lece i retinalnom pigmentnom epitelu PGP9.5 izrazen samo tijekom kasnog
embrionalnog razdoblja. U prednjem epitelu roznice i vjede, PGP9.5 je umjereno do

blago pozitivan od 5. tjedna prema 12. tjednu razvoja.

Ko-ekspresija nestina 1 PGP9.5 je izraZena u marginalnoj zoni i unutarnjem
neuroblasticnom sloju u cijelom promatranom razdoblju, osobito u 11. do 12.

razvojnom tjednu.

Jaki izrazaj S100 pronaden je u vidnom Zivcu, a u Zilnici i prednjem epitelu roznice
S100 je negativan tijekom svih razvojnih faza. Neuralna mreznica i sloj ziv€anih
vlakana su bili umjereno S100 pozitivni, osim u 11. — 12. tjednu, kada unutarnji
neuroblasti¢ni sloj i sloj ziv€anih vlakana postanu jako S100 pozitivni. U ranoj
fetalnoj ljudskoj mreznici, ve¢i udio S100 pozitivne povrSine zastupaju astrocite, gusto
rasporedene u unutarnjem neuroblasticnom sloju (sloj ganglijskih stanica) i sloju
zivacnih vlakana. Leca i epitel vjede su blago S100 pozitivni tijekom cijelog razdoblja

istrazivanja.

Ko-ekspresija PGP9.5 i S100 prisutna je u unutra$njem neuroblasti¢nom sloju tijekom

11. do 12. razvojnog tjedna.

Proliferacijska aktivnost je snaZno izraZzena biljegom Ki-67 tijekom kasnog
embrionalnog razdoblja u mezenhimu, o¢nom dr$ku i1 vidnom Zivcu, u bjeloo¢nici,
zilnici, pigmentnoj i neuralnoj mreZnici, te leécnom mjehuricu, te se moze zakljuciti da
je neophodan za rast i razvoj ranog ljudskog oka. Tijekom ranog fetalnog razdoblja,
proliferacija stanica u neuralnoj mreZnici postupno prestaje posebno u straznjoj

polovici vanjskog neuroblasti¢nog sloja.

Uloga nestin pozitivnih stanica u neuralnim prekursorima potvrdena je ko-
lokaliziranjem s Ki-67 biljegom proliferacije, koji je pokazao ko-lokalizaciju u cijelom

neuroblasticnom sloju, ukljucuju¢i njegov unutrasnji dio, koji je izvor amakrinih
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stanica. Ko-lokaliziranje nestin i Ki-67 pozitivnih stanica takoder je uoceno u le¢i i

Zilnici.

Jaki izrazaj Oct-4 je pronaden u neuroblastima tijekom kasnog embrionalnog
razdoblja, Sto ukazuje na mogucu ulogu Oct-4 u sprijeCavanju preranog sazrijevanja
stanica. Tijekom ranog fetalnog razdoblja, Oct-4 izrazaj prestaje u neuralnoj mreznici

osobito u straznjoj polovici, i to u unutarnjem i vanjskom neuroblasticnom sloju.

Tijekom kasnog embrionalnog razdoblja, alfa-tubulin je jako pozitivan u neuralnoj
mreznici, vidnom zivcu i sloju ziv€anih vlakna. Tijekom ranog fetalnog razdoblja,
izrazaj alfa-tubulina u neuralnoj mreznici ostao je isti kao i u kasnom embrionalnom
razdoblju, osim povecanja intenziteta u unutarnjem i vanjskom neuroblasti¢nom sloju i
sloju Ziv€éanih vlakana, ukazujuéi na proces diferencijacije i produljenje aksona
neuroblasta. Tijekom petog do Sestog razvojnog tjedna, alfa-tubulin je takoder blago
izrazen roznici i stromi vjede, dok je umjereno pozitivan u prednjem epitelu roznice i

epitelu vjede.

U kasnoj fazi razvoja Oct-4 i alfa-tubulin su snazno ko-lokalizirali unutar stanica
vanjskog neuroblasticnog i sloja ziv€anih vlakana, te vidnog zivca, posebno u

podrucju buducih fotoreceptora.

IB4 izraZaj je samo kratkotrajno pozitivan tijekom embrionalne faze razvoja ljudskog
oka u retinalnom pigmentnom epitelu i u budu¢em vanjskom neuroblasticnom sloju.
Takoder je bio blago pozitivan u buduem unutarnjem neuroblasticnom sloju i sloju
ziva€anih vlakana, dok je u kasnijim razvojnim fazama IB4 izraZaj postupno nestao u
tim podru¢jima. IB4 pokazuje prolazni izraZaj u vanjskom neuroblasticnom sloju
(budu¢i fotoreceptori), §to ukazuje na mogucu novu ulogu IB4 tijekom rane
diferencijacije mreznice. Sto se ti¢e izrazaja IB4 u krvnim Zilama, samo je blaga

prostorno-vremenska pozitivnost pronadena u Zilnici tijekom 5. — 8. razvojnog tjedna.

Istrazivali smo ko-ekspresiju IB4 i PGP9.5 i ova dva biljega su ko-lokalizirali

vanjskom neuroblasticnom sloju tijekom petog do osmog razvojnog tjedna.

NF200 je vrlo vazan i specifian protein za stanice neuronskih loza mreZnice u
razvoju. NF200 je bio umjereno do jako pozitivan u retinalnom pigmentnom epitelu,

te u ¢itavoj neuralnoj mreznici 1 o€nom Zivcu tijekom cijelog promatranog razdoblja.
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NF200 i PGP9.5 su ko-lokalizirali unutarnjem neuroblasticnom sloju u cijelom

promatranom razdoblju, a osobito u 11. do 12. razvojnom tjednu.

Adrenergi¢ne 1 kolinergi¢ne neuronske stanice imaju razli¢ite uloge u fizioloskim
procesima oka. Izrazaj TH i ChAT zabiljeZeni su u neuralnoj mreznici kao umjeren do
jaki izrazaj u vanjskom i unutarnjem neuroblasti¢nom sloju 1 sloju Ziv€anih vlakana,
posebice tijekom kasnog embrionalnog razdoblja. Unutar mreznice, neurotransmiteri
acetilkolin i dopamin su pronadeni u ganglijskim i amakrinim stanicama i njihovim

nastavcima, §to je u skladu s nasim istrazivanjem.

TH i ChAT pokazuju ko-ekspresiju s PGP9.5 u neuralnoj mreznici, osobito u

unutarnjem neuroblasticnom sloju.

Opisani izrazaj istrazivanih biljega ukazuje na njihovu vaznost u razvoju i morfologiji
oka, a njihov prostorno i vremenski ogranicen uzorak se podudara s diferencijacijom u
pocetku nezrelih stanica u specificne stani¢ne loze u mreznici. Nasi podaci mogu
pomoc¢i u boljem razumijevanju procesa u razvoju ljudskog oka §to je vazna podloga

za bolju dijagnostiku i poboljSanje terapije.
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8. SAZETAK

Razvoj oka je posljedica brojnih epitelno-mezenhimskih medudjelovanja buduceg le¢nog
ektoderma, izboCina prednjeg mozga koje formiraju ocne mjehuric¢e i okolnog mezenhima.
Iako se histoloska i funkcionalna svojstva tijekom razvoja oka obi¢no ne razlikuju izmedu
vrsta kraljeznjaka, karakteristicne razlike u ljudskim stani¢nim strukturama tijekom razvoja
oka i dalje postoje. Medutim, budu¢i da su istraZzivanja o ranom razvoju ljudskog oka rijetka, 1
dalje ostaje nepoznato kako razli¢ite vrste stanica formiraju strukture oka, kako se razliCite
stani¢ne linije razlikuju od njihovih stanica prethodnika te koji Cimbenici sudjeluju i
uskladuju taj proces. Zbog sloZenosti razvoja ljudske mreznice 1 integracije vidnih funkcija,
vazno je razumjeti temeljni obrazac diferencijacije neurona i sinaptogenezu. Znanje o
normalnom tijeku razvoja ljudskog oka pomaze nam razjasniti kako poremecaji u razvoju

mogu biti ukljuceni u nastanak degenerativnih bolesti mreznice.

Ovdje se analizirao prostorno-vremenski izrazaj biljega nestina, bjelancevine 9,5
(PGP9.5), kalcij-vezujuce bjelancevine (S100), ¢imbenika proliferacije (Ki-67), biljega za
primarnu cilija (alfa-tubulina), biljega stanicne mati¢nosti oktamer-vezujuceg transkripcijskog
¢imbenika 4 (Oct-4), neurofilamenta 200 (NF200), izolektina B4 (IB4), tirozin hidroksilaze
(TH) i kolin acetil transferaze (ChAT) u histoloskim rezovima ljudskog oka zametaka starosti
5. — 12. tjedana pomoc¢u imunohistokemije i imunofluorescencije. Podaci su analizirani

Mann—Whitney, Kruskal-Wallis i Dunn post hoc testovima.

U ispitivanom razvojnom razdoblju nestin pokazuje snazan izraZzaj u svim
mezenhimskim derivatima, le¢i, oénom drku i unutarnjem sloju neuroblasta. PGP9.5 i S100
karakterizira samo izrazaj u neuronskim derivatima (vidni zivac 1 neuralna mreznica). PGP9.5
ko-lokalizira sa nestinom i S100 u diferenciranim stanicama unutarnjeg sloja neuroblasta. U
pocetku jaka proliferacija u svim dijelovima oka postupno prestaje, posebno u vanjskom sloju
neuroblasta. Proliferiraju¢e Ki-67 pozitivne stanice ko-lokaliziraju s nestinom u mreZnici, le¢i
1 Zilnici. SnaZna imunoreaktivnost Oct-4 i alfa-tubulina u mreznici i vidnom Zivcu se
postupno smanjuje, dok ko-lokaliziraju u vanjskom sloju neuroblasta i sloju Ziv¢anih vlakana.
NF200, IB4, TH i ChAT stanice su se pojavile u petom do Sestom tjednu i postupno se
povecavaju tijekom daljnjeg razvoja. Tijekom embrionalnog razdoblja, udio 1B4 pozitivnih
stanica bio je ve¢i u ofnom drsku u odnosu na neuralnu mreznicu, a kasnije je IB4 postao

negativan u neuralnoj mreznici. Obrnuti prostorno-vremenski izrazaj karakterizira NF200
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pozitivne stanice, osim u 11. / 12. tjednu kada je porastao u vanjskom neuroblasticnom sloju.
Udio TH pozitivne povrSine bio je sli¢an kao kod NF200, s ve¢im udjelom u unutarnjem
neuroblasticnom sloju. Udio ChAT pozitivne povrsine u pocetku je imao sli¢nu prostornu
raspodjelu kao NF200 i TH, dok je u ranom fetalnom razdoblju njegov udio postao veci u
vidnom Zivcu nego u vanjskom i unutarnjem neuroblasticnom sloju. Ko-lokalizacija svih
neuronskih biljega i PGP9.5 je promatrana u neuralnoj mreznici tijekom cijelog istrazivanog

razdoblja.

Opisani izrazaj istrazenih ¢imbenika ukazuje na njihovu vaznost u rastu i morfogenezi
oka, dok se njihov prostorno i vremenski ograniCen izraZaj podudara s diferencijacijom u
pocetku nezrelih stanica u posebne stani¢ne linije mreznice. Promjene u njihovom prostorno-
vremenskom medudjelovanju bi mogle dovesti do poremecaja vidne funkcije. NaSe
istrazivanje ukazuje na visoki potencijal diferencijacije ranih stanica mreZnice, koja se

smanjuje s napretkom razvoja.

Kljucne rijeci: razvoj oka, nestin, PGP9.5, S100, Ki-67, Oct-4, alfa-tubulin, NF200, IB4, TH,
ChAT.
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9. SUMMARY

Interplay of proliferation and differentiation factors is revealed in the early human

eye development

The spatiotemporal expression of nestin, protein gene product 9.5 (PGP9.5), calcium
binding protein (S100), proliferation marker (Ki-67), markers for cilia (alpha-tubulin), cell
stemness marker octamer-binding transcription factor 4 (Oct-4), neurofilament 200 (NF200),
isolectin B4 (IB4), tyrosine hydroxilase (TH) and choline acetyltransferase (ChAT) were
investigated in histological sections of 5-12 -week human eyes using immunohistochemical
and immunofluorescence methods. Data were analyzed by Mann—Whitney, Kruskal-Wallis

and Dunn’s post hoc tests.

Nestin shows strong expression in all mesenchymal derivatives, lens, optic stalk and
inner neuroblastic layer, while PGP9.5 and S100 expression characterizes only neural
derivatives (optic nerve and neural retina). Proliferating Ki-67 positive cells co-localize with
nestin in the retina, lens and choroid. Strong Oct-4 and alpha-tubulin immunoreactivity in the
retina and optic nerve gradually decreases. During early foetal period, IB4 became negative in
neural retina, NF200 positive cells were positive in the outer neuroblastic layer, while TH
positive cells were positive in the inner neuroblastic layer and the proportion of the ChAT
positive surface became higher in the optic nerve than in the outer and inner neuroblastic

layers.

The described expression of investigated markers indicates their importance in eye
morphogenesis, while their spatially and temporally restricted pattern coincides with

differentiation of initially immature cells into specific retinal cell lineages.

Key words: eye development, nestin, PGP9.5, S100, Ki-67, Oct-4, alpha-tubulin, NF200, B4,
TH, ChAT
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