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POPIS SKRACENICA

Bcl-2

BMP

CRL

DAB

DAPI

DISC

DNK

FGF

GF

IGF-1

PBS

TRAIL

B-stani¢ni limfom 2

kostana morfogenetska bjelancevina (eng. bone morphogenetic protein)
duljina tjeme zadak (eng. crown-lump length)

diaminobenzidin

4,6-diamino-2-fenilindol

signalni kompleks koji uzrokuje smrt (eng. death inducing signalling complex)
deoksiribunukleinska kiselina

fibroblasti¢ni ¢imbenik rasta (eng. fibroblast growth factor)

¢imbenik rasta (eng. growth factor)

inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta 1 (eng. insulin like growth factor 1)

otopina fosfatnog pufera (eng. phosphate buffer saline)

TNF-srodni apoptoza inducirajuéi ligand (eng. TNF-related apoptosis inducing

ligand)



1. UVOD

1.1. Embrionalni razvoj uha

Uho se anatomski, funkcionalno i razvojno sastoji od tri razli¢ita dijela: vanjskog, srednjeg i
unutrasnjeg uha. Zvucni podrazaji iz okoline prenose se iz vanjskog na srednje uho, koje
pojacava zvucne valove te ih u unutarnjem uhu pretvara u zivcani impuls. U unutrasnjem uhu
nalaze se neuroepitelna polja, koja se diferenciraju u osjetna podrucja za sluh i ravnotezu.
Tijekom embrionalnog razvoja, unutar osjetnih podru¢ja diferenciraju se potporne i osjetne
stanice s dlacicama. Otklon teku¢ine (endolimfe) u puznici membranskog dijela labirinta
unutraS$njeg uha, uzrokuje u stanicama s dlacicama Cortijevog organa promjenu potencijala 1
stvaranje neurotransmitera, koji se bipolarnim neuronima prenosi u slusne jezgre i slusnu koru
velikog mozga. Unutarnje uho sadrzi i vestibularni dio koji sudjeluje u odrzavanju ravnoteze

uz pomo¢ osjetnih polja unutar polukruznih kanali¢a, sakulusa i utrikulusa.

1.1.1. Gradairazvoj uha

Vanjsko uho

Uska se razvija u 5. tjednu razvoja od Sest usnih kvrzica koje okruzuju dorzalni dio prve
zdrijelne brazde (1). Tri kvrzice (tragus, helix, cymba concha) nalaze se u podru¢ju prvog
mandibularnog luka, a ostale tri (antitragus, antihelix, concha) u posrucju drugog zdrijelnog
luka. Razli€iti rast 1 spajanje kvrzica krajem osmog tjedna razvoja uzrokuje karakteristicni
oblik uske. Vanjsko uho (vanjski slusni hodnik) razvija se iz dorzalnog dijela prve zdrijelne
brazde, a smjeStena je na podru¢ju vrata (u budu¢em mandibularnm podrucju). Pofetkom
treceg lunarnog mjeseca, formira se epitelni tracak (Cep zvukovoda) koji tijekom sedmog
mjeseca propada u srediSnjem dijelu, dok njegov vanjski dio oblaze bubnjiSnu membranu 1
konaéni zvukovod. USka i1 vanjski zvukovod mijenjaju polozaj, te od svojeg pocetnog vratnog
poloZaja krajem cetvrtog lunarnog mjeseca dosegnu svoj konacni poloZaj u razini ociju.
Bubnji¢, kao zavr$ni dio vanjskog uha, graden je od ektodermalnog epitela dna vanjskog
zvukovoda, srediSnjeg sloja (mezoderma) veziva (stratum fibrosum) i unutarnjeg sloja koji
¢ini endoderm bubnyjista.

Srednje uho

Srednje uho sastoji se od bubnjista, slusne cijevi i slusnih kos¢ica. Bubnjiste (cavum tympani)

se razvija iz prve zdrijelne vrece koja distalno oblikuje recessus tubotympanicus. Tijekom 5.



tjedna razvoja, endodermalni epitel recesusa dodiruje ektodermalni epitel vanjskog
zvukovoda te pridonosi razvoju bubnjiSne membrane (membrana tympani). Proksimalni dio
recesusa oblikuje Eustachijevu cijev koja se pruza do zdrijela (nasopharynx). Slusne koscice
ceki¢ (malleus) 1 nakovanj (incus) razvijaju se od Meckelove hrskavice prvog Zdrijelnog luka,
dok se stremen (stapes) razvija iz Reichterove hrskavice drugog zdrijelnog luka. Kosc¢ice su
fetalnog razdoblja zbiva se enhondralno okostavanje u kos¢icama. U pocetku su ceki¢ i
nakovanj jedinstvene strukture, koje se kasnije razdvajaju, a sve koS€ice sadrZe Supljinu s
koStanom srZi koja nestaje tijekom prve dvije godine Zivota. MiSi¢i vezani za sluSne koscice
nastaju takoder iz zdrijelnih lukova, musculus tensor tympani iz prvoga, a musculus stapedius
iz drugog luka. Sirenje bubnjista dorzalno doprinosi stvaranju prostora antruma mastoideuma,
koji se postnatalno ispuni zrakom.

Unutra$nje uho

Razvoj unutras$njeg uha zapocinje u 4. tjednu razvoja pojavom slusnih plakoda, ektodermalnih
zadebljanja na lateralnim stranama vrata u razini rombencefalona. Plakode nastaju pod
utjecajem fibroblastnog ¢imbenika rasta (FGF) 1 transkripcijskog ¢imbenika Spalt 4, koji
nastaju u paraksijalnom mezodermu (3) te koStanog morfogenetskog Cimbenika (bone

morphogenetic protein ili BMP).
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Slika 1. Shematski prikaz ranog razvoja unutrasnjeg uha. Preuzeto iz Moore and Persaud, The developing
Human, Clinically Oriented Embriology, 5th Edition. W.B. Saunders Company, 1993.



Invaginacijom slu$nih plakoda, u 5. tjednu razvoja nastaje sluSni mjehuri¢ (otocista) koji se
podijeli na ventralni dio koji oblikuje puznicu (cochlea) i sakulus (sacculus), te dorzalni dio iz
kojeg nastaje utrikulus (utriculus) s polukruznim kanali¢ima, kao 1 ductus i saccus
endolymphaticus. Sve ove strukture ¢ine membranski labirint (labyrinthus membranaceus) u
kojem se nalazi endolimfa. U 6.tjednu razvoja, iz utrikulusa se pocinju razvijati tri polukruzna
kanali¢a. U njihovim se proSirenjima (ampulama), kao i u stijenkama utrikulusa i sakulusa

diferenciraju osjetna podrucja: cristae ampullaris v ampulama i maculae u sakulusu i

utrikulusu.
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Slika 2. Shematski prikaz razvoja puznice i Cortijevog organa. Preuzeto iz Moore and Persaud, The developing
Human, Clinically Oriented Embriology, 5th Edition. W.B. Saunders Compavy, 1993.
Razvoj puznice 1 Cortijevog organa
Slusni mjehuri¢ poti¢e hondrogenezu u okolnom mezenhimu 1 stvaranje hrskavi¢ne osnove
labirinta, koja svojim oblikom prati oblik membranskog labirinta. Iz hrskavi¢nog labirinta
okosStavanjem nastaje koStani labirint. Puznicki kanal (ductus cochlearis) koji izrasta iz

mjehuri¢a u okolni mezenhim, dobiva svoj kona¢ni oblik s 2,5 zavoja krajem 8. razvojnog



tjedna (4). Mezenhim oko samog puznickog kanala oblikuje hrskavi¢nu ljusku, koja se u 10.
tjednu resorbira te nastaju scala vestibuli 1 scala tympani. Puznicki kanal ostane u sredini,
odijeljen od skale vestibuli vestibularnom membranom, a od skale timpani bazilarnom
membranom. Lateralna strana kanala pricvrS¢ena je za hrskavicu spiralnim ligamentom, a
medijalna je poduprta hrskaviénim izdankom modiolusa. U fetalnom razdoblju (oko 5.
lunarnog mjeseca) epitelne stanice puznickog kanala oblikuju dva nabora: unutrasnji i vanjski.
Tijekom daljnjeg razvoja, od vanjskog nabora nastaje jedan red unutra$njih i tri do Cetiri reda
vanjskih stanica s dladicama, koje predstavljaju osjetne stanice slusSnog organa. Pokriva ih
vlaknasta Zelatinozna membrana tectoria koja je jednim krajem pri¢vrs€ena za limbus, a
svojim vrskom lezi na stanicama s dlacicama. U istom podrucju diferenciraju se i potporne
stanice koje zajedno s membranom tektorijom i osjetnim stanicama s dlacicama ¢ine Cortijev
organ (organum spirale Corti). PodraZaji koje prima Cortijev organ prenose se do spiralnog

ganglija i zatim u sradi$nji Ziv€ani sustav sluSnim vlaknima VIII. mozdanog Zivca.

m— el %

Wl PyrTEn

Slika 3. Shematski prikaz Cortijevog organa. Preuzeto iz Junqueira i Carneiro, Osnove histologije. Bradamante
Z, Kostovi¢-Knezevié¢ Lj, urednici. Skolska Knjiga, 2005.

Razvoj osjetnih polja u polukruznim kanali¢ima, sakulusu i utrikulusu
Tijekom Sestog razvojnog tjedna pocinju se razvijati i osnove polukruznih kanala u obliku

plosnatih izboc¢ina utrikularnog dijela sluSnog mjehuri¢a. Njihovi sredisnji dijelovi s obje
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strane se udubljuju, sve dok im se suprotne stijenke ne stope i nestanu, a preostaju samo
njihovi periferni dijelovi kao tri polukruzna kanali¢a. Jedan se kraj svakog kanala prosiri i ¢ini
crus ampullare, a drugi ostaje tanak i ¢ini crus nonampullare. Dva neampularna kraja se
medusobno spoje tako da u utrikulus ulazi samo pet krakova polukruznih kanala: tri s
ampulom i dva bez nje. U svakoj ampuli stanice oblikuju zadebljanje u obliku grebena koje se
naziva crista ampullaris 1 sadrzava osjetne stanice koje su vazne za prijenos za odrzavanje
ravnoteze. Sli¢na osjetna polja razviju se u stijenci utrikulusa i sakulusa, gdje se nazivaju
maculae. Podrazaji koji nastaju u osjetnim stanicama krista 1 makula zbog promjene polozaja

tijela prenose se u mozak vestibularnim vlaknima VIII mozdanog zivca.
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Slika 4. Shematski prikaz grade makule. Preuzeto iz Junqueira i Carneiro, Osnove histologije. Bradamante Z,
Kostovi¢-Knezevié¢ Lj, urednici. Skolska Knjiga, 2005.
Tijekom nastajanja sluSnog mjehuri¢a, od njegove stijenke odvoji se mala nakupina stanica
koja ¢ini osnovu za statoakusti¢ki (vestibulokohlearni) ganglij. Ostale stanice toga ganglija
potjecu od neuralnog grebena. Vestibulokohlearni ganglij kasnije se podijeli na kohlearni dio,
koji opskrbljuje ziv€anim vlaknima osjetne stanice Cortijeva organa i vestibularni dio, koji
opskrbljuje osjetne stanice u sakulusu, utrikulusu i polukruznim kanalima (5). Osjetne ili
receptorske stanice imaju 40-80 dugih, nepokretnih stereocilija, koje su specijalizirani
mikrovili, i jednu ciliju. Stereocilije su postavljene u nizove po duljini, a najduze su smjestene
uz ciliju. Postoje dvije vrste stanica s dlacicama, koje se razlikuju po nacinu aferentne
inervacije. Stanicama tipa I pristupa jedan Siroki Ziv€ani zavrSetak, koji u obliku caSice

obuhvaca ve¢i dio bazne stanice. Stanicama tipa II pristupa mnogo tankih zavrSetaka koji
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omataju cijelu stanicu. Obim vrstama stanica pristupaju eferentni ziv€ani zavrSeci, koji
vjerojatno imaju inhibicijsko djelovanje.

Na slozeni razvoj unutra$njeg uha utjecu mnogobrojni geni i genski proizvodi, kao i
medudjelovanja razli¢itih razvojnih ¢imbenika. Medu mnogobrojnim razvojnim ¢imbenicima,
nalaze se 1 oni koji sudjeluju u najranijim razdobljima razvoja unutrasnjeg uha kao $to su

¢imbenik proliferacije, pro i anti-apoptotski ¢imbenici te ¢imbenici rasta.

1.1.2. Fiziologija uha

Ziva biéa svojim osjetilima zamjeCuju i primaju razli¢ite informacije iz svoje okoline na
temelju kojih se odvija sva komunikacija. Sluh je senzorni modalitet koji omogucuje osjet
zvuka, a primarna funkcija sluSanja jest odredivanje smjera izvora zvuka. U sluSnome sustavu
evolucijski se razvila otocista ili sluSni mjehuri¢ koji ima sposobnost prepoznavanja zvuka,
sile teze, linearnoga 1 kutnog ubrzanja. Iz nje se kasnije razvijaju osjetila za ravnotezu
(vestibularno osjetilo) i sluh (slusno osjetilo). Razvojem puznice s Cortijevim organom,
pojavljuje se prepoznavanje naravi izvora zvuka, ritma, glazbe, glasova, dok se slusanjem
razvija govor. Daju¢i imena stvarima i opisuju¢i njihovo medudjelovanje u prostoru,
zamjenjujuci stvarne dogadaje re€enicama, govor postaje jednacica realnosti, a to omogucuje
predvidanje i planiranje, misljenje i razgovor o prije 1 poslije. Tako se stvara povijest i prenosi
znanje kroz prostor i vrijeme. Covjek je govorom zagospodario predmetima, prostorom i
vremenom. Osjet za percepciju prostora (spaciocepcija), omogucuje odredivanje polozaja u
prostoru ili promjenu poloZaja u prostoru. Spaciocepcijom uspostavljamo odnos s drugim
bi¢ima ili stvarima. Taj je osjet jedan od evolucijski najstarijih i predstavlja osnovni osjet za
odrzavanje jedinke i vrste. Kod ljudi percepcija prostora ukljucuje viSe osjetila: osjetilo vida,
sluha, opipa, propriocepcije, kao i vestibularno osjetilo. Svi navedeni specifi¢ni podrazaji
integriraju se u srediSnjem Ziv€anom sustavu te dovode do strukturiranja i oblikovanja slike

prostora.

1.2. Cimbenici vani za rani razvoj unutarnjeg uha u Govjeka: biljezi staniéne

proliferacije, smrti, rasta i diferencijacije

Stani¢ni ciklus, apoptoza i diferencijacija kao vazni procesi tijekom embrionalnog razvoja,
bitni su za odrzavanje cjelovitog tkivnog ustroja. Sam stani¢ni ciklus to¢no je odredeni slijed
dogadaja koji rezultiraju stani¢énim rastom i diobom (6). Sastoji se od S (sinteza DNK) i M

(mitoza) faze te dvije interfaze G1 i G2, tijekom kojih stanica raste. Dogadaji u stanicnom
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ciklusu prostorno su i vremenski regulirani pomo¢u mehanizama koje zovemo kontrolne
tocke. One osiguravaju pravilno udvostruc¢enje DNK prije no Sto stanica ude u mitozu, te
omogucuje pravilan slijed S 1 M faze (7). Stani¢ni ciklus kontroliraju dvije velike grupe
¢imbenika: izvanstani¢ni ¢imbenici (signali iz okoline, ¢imbenici rasta) i unutarstani¢ni
¢imbenici (onkogeni i anti-onkogeni) (6). Pravilan rad kontrolnih to¢aka, ali i odgovarajuci
utjecaj raznih ¢imbenika omogucéava genetsku stabilnost i spreCava stvaranje abnormalnih
stanica (7). Stani¢na proliferacija je jedan od najvaznijih mehanizama regulacije zivota
stanice, uz genetski kontroliranu ravnotezu izmedu stanicne diferencijacije i smrti stanice.
Diferencijaciju stanica epitela osjetnih polja u stanice s dlaicama 1 potporne stanice
kontrolira viSe gena i transkripcijskih faktora, ukljucujuéi Fgfrl, Atohl, Neurogl i Neurodl
(8, 9). Statoakusticki ganglij nastaje iz stanica epitela otociste preko tzv. Notch puta, dok su
istrazivanja na knockout miSevima pokazala da se proliferacija i diferencijacija odvijaju
posredstvom Myc gena (10, 11). Do sada se samo nekoliko istrazivanja bavilo stanicnom
proliferacijom u uhu covjeka, od toga samo dva u unutrasnjem uhu (12, 13). Stoga je
zanimljiv svaki novi pokusaj razumijevanja normalnih razvojnih putova u ljudskom
organizmu, kao 1 patoloskih stanja koji su posljedica neuspjele ili poremecene proliferacije i
diferencijacije.

Do sada je dokazana povezanost poremecene proliferacije i nastanka embrionalnog
kolesteatoma u ljudi, kao i pojava izolirane gluhoce ili gluhoée ukljuene u neke prirodene
sindrome kao posljedice nepravilnog stani¢nog ciklusa (14, 15).

Biljeg Ki-67 vazZna je jezgrina bjelancevina, izraZena tijekom aktivnih faza stani¢nog ciklusa.
Njezina prisutnost u stanici znak je stanicne proliferacije. Usprkos mnogobrojnim studijama
na pokusnim Zivotinjama i drugim ljudskim organima tijekom razvoja, do sada ne postoje
istrazivanja koja opisuju raspodjelu 1 udio stanica u aktivnoj proliferaciji tijekom ranog
razvoja ljudskog uha (16). Nekoliko je studija analiziralo stani¢nu proliferaciju u drugim
ljudskim organima (17-20). Za razliku od vodozemaca i ptica, stanice unutrasnjeg uha
odraslih sisavaca ne zadrZavaju svojstva proliferacije, sa posljedichom nemoguénoscu

obnavljanja tkiva.

1.2.1. Pro-apoptotski i anti-apoptotski biljezi u unutarnjem uhu

1.2.1.1. Apoptoza

Apoptoza je jedan od oblika stani¢ne smrti kojim se uklanjaju oStec¢ene, nepotrebne i opasne
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stanice, a odvija se i tijekom normalnog embrionalnog razvoja, u odraslim tkivima, ali i pod
utjecajem vanjskih ¢imbenika (21, 22). Pojam apoptoze, kao i morfoloske osobine samog
procesa, opisali su Kerr i suradnici 1972.g (6). U apoptozom zahvacenoj stanici, dolazi do
kondenzacija citoplazme i jezgre, njihove fragmentacije, a zatim i do stvaranja membranom
okruzenih tjeleSaca (apoptotska tjelesca) koja pupaju sa povrSine stanice (piknoza).
Apoptotska tjeleSca sadrzavaju zbijene, nagomilane organele koje su kemijski i strukturno
nepromijenjene (23, 24). Sama apoptotska tjelesca uklanjaju se procesom fagocitoze, u kojem
sudjeluju ili tako-zvani ,,profesionalni® fagociti (makrofazi, dendriti¢ne stanice) ili tzv.
,heprofesionalni® kao $to su epitelne, endotelne stanice i1 fibroblasti (25). U stanicama
sisavaca postoje dva apoptotska puta: vanjski i unutarnji put. Vanjski put zapoc€inje vezanjem
liganda na receptore stani¢ne smrti kao Sto su Fas i TRAIL (eng. TNF-related apoptosis
inducing ligand). Ovo dovodi do stvaranja DISC-ova (eng. Death Inducing Signalling
Complex) na kojima se koncentriraju molekule prokaspaze-8, te dolazi do autokataliticke
reakcije i oslobadanja kaspaze-8 (22). Za razliku od vanjskog puta, unutarnji put apoptoze 17
aktiviran je signalima unutar stanice, kao Sto su oSteéenje DNK, onkogena aktivacija ili
oksidativni stres. Pri tome dolazi do promjene u propusnosti vanjske mitohondrijske
membrane, Sto uzrokuje otpustanje citokroma c. OtpuSteni citokrom ¢ veZe se uz medijatorsku
molekulu Apaf-1 koja aktivira kaspazu 9. Citokrom c, Apaf-1, kaspaza 9 i ATP zajedno Cine
apoptosom koji zapoc€inje kaspaznu kaskadu (22, 26).

Kaspaza-3 je ukljuena u unutrasnji i vanjski put apoptoze tijekom normalnog ljudskog
razvoja, te sluzi kao najceS¢i indikator stani¢ne smrti. U unutraSnjem uhu tijekom ranog
fetalnog razdoblja apoptotske stanice karakteristi¢ne su za polukruzne kanale 1 puznicu, dok
se iste ne vide u odraslom, razvijenom unutraSnjem uhu (13). U knockout miSeva dokazano je
da je nedostatak kaspaze-3 udruZen s degeneracijom osjetnih stanica s dlacicama u puznici
(Kortijevom organu), kao i stanica spiralnog ganglija, Sto dovodi do gubitka sluha i1
hiperplazije potpornih stanica, te promjena u polukruznim kanalima (27-29). Kad u genski
modificiranim knockout miSevima nedostaje misSi¢je, Cortijev organ je normalnog izgleda,
dok su u kristama 1 makulama potporne stanice manje i brojnije. Dokazano je da apoptoza

igra vaznu ulogu i kod nastanka embrionalnog kolesteatoma (14, 15).

1.2.1.2. Bjelancevine Bcl-2 obitelji
Bcl-2 (B-stani¢ni limfom 2) je ¢lan velike obitelji bjelancevina, kojoj je svojstveno prisutnost
jedne ili vise Bcl-2 homolognih domena — BH1, BH2, BH3, BH4. Ovisno koju domenu

posjeduju, ove se bjelancevine dijele na anti-apoptotske (sadrze sve BH domene: Bcl-2, Bcl-
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XL, Bcl-w, Mcl-1) i pro-apoptotske viSedomenske (Bax, Bak, Bok) te pro-apoptotske sa samo
BH3 domenom (Bad, Bid, Bik) (30). Bcl-2 je integralna membranska bjelan¢evina smjeStena
na citoplazmatskoj strani mitohondrija i endoplazmatske mrezice i jezgre (31, 32), i kao takva
ima sredi$nju ulogu u mitohondrijskom putu apoptoze. Ova bjelancevina regulira otpustanje
citokroma c te posljedi¢no aktivaciju kaspaze-3 i -9.

Bcl-2 ima jadi izrazaj u embrionalnom razvoju nego u odraslom tkivu, pa se pokazalo da u
fetalnom tkivu ima bitnu ulogu u zastiti stanica u podrucju epitelno-mezenhimske interakcije i
kondenzacije stanica (33). lako Bcl-2 omogucéava prezivljavanje stanica (34), njegov ucinak
moze biti suprotan zbog dimerizacije sa ¢lanom iste obitelji, Bax bjelancevinom (35). Boot-
Handford i suradnici pokazali su da je u Bcl-2 knockout miSeva broj osteoblasta u kostima
povecan, ali su promijenjenog oblika te je poremeceno odlaganje kolagena (36). U in-vitro
pokusima, pojacani izrazaj Bcl-2 poti¢e adheziju i diferencijaciju osteoblasta, ali odgada
koStanu mineralizaciju (37). Do sada, na ljudskim je embrijima i fetusima istrazivan izrazaj
Bcl-2 bjelancevine na razli¢itim tkivima (17, 38-45). U patoloSkim stanjima, Bcl-2
bjelanc¢evina povezana je sa karcinomima dojke, prostate, crijeva, plu¢a, melanomom, i nekim
bolestima kao Sto su psorijaza i shizofrenija. Pojacani izraZaj ove bjelanc¢evine dovodi do
smanjene otpornosti na terapiju karcinoma. Vecina znanstvenika bavi se istrazivanjima ove
bjelanc¢evine u podruc¢ju tumorogeneze i terapije karcinoma.

Bcl-2 obitelj ima glavnu ulogu u mitohondrijskom apoptoskom putu te osigurava
prezivljavanje stanice uz redukciju stani¢ne smrti. U mutiranih miSeva nedostatak Bcl-21
gena u kombinaciji s Apafl genom dovodi do nepotpunog formiranja otociste, dok izolirano

oStecenje Bcl-21 gena uzrokuje fenotipske promjene straznjeg polukruznog kanalica (26).

1.2.1.3. P53

P53 je transkripcijska bjelancevina p53 tumor supresor gena (44). Ova bjelan¢evina poznata
je kao cCuvarica stanice jer ima protu-tumorski ucinak. U slucaju oStecenja DNK, p53
zaustavlja stani¢ni ciklus u fazi G1-S te omogucava popravak DNK, a ukoliko ju nije moguce
popraviti, zapocinje apoptozu (42, 44, 46). Ljudi koji posjeduju samo jednu funkcionalnu
kopiju p53 gena obolijevaju od niza tumora u ranoj Zivotnoj dobi, tj.od bolesti zvane Li-
Fraumenov sindrom (47). Mutacija ovog gena moZze se naci u vise od 50% ljudskih tumora.
P53 bjelancevina u dosadasnjim se istrazivanjima pokazala kao dio normalnog oblikovanja
organa te je prisutna u embrionalnom i fetalnom tkivu. Tako su Cernochova i suradnici
istrazivali na humanim embrijima izrazaj ove bjelancevina, kao i p63 i p73 bjelancevinu u

podrucju glave (orofacijalne regije) (41). Neki autori opisali su prisutnost pS3 unutar jetara,
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bubrega, te u hipofizi, zubu, ¢eljusti i dugim kostima ljudskih embrija (17, 40, 41, 44, 45, 48).
Ova bjelancevina do sada nije opisana u ranim fazama razvoja unutrasnjeg uha, kako u ljudi
tako 1 u zivotinja. Prisutnost p53 bjelancevine do sada je opisana samo na ljudskom tkivu

nakon smrti (postmortalnom tkivu) i to u podru¢ju Reissnerove membrane (13).

1.2.2. Cimbenici rasta, nestin i a-tubulin u unutarnjem uhu

Cimbenici rasta (eng. growth factors, GF) poti¢u staniéni rast, proliferaciju i diferencijaciju.
Najcescée su to bjelancevine ili steroidni hormoni koji djeluju kao signalne molekule izmedu
stanica, tako Sto se vezu za receptore ciljne stanice. Ove bjelancevine vezu se na svoje
receptore parakrinim (ciljna stanica se nalazi na maloj udaljenosti), autokrinim (¢imbenik koji
izluCuje stanica veze se na receptor te iste stanice), intrakrinim (vezanje ¢imbenika i
receptora unutar same stanice) i jukstakrinim (ciljna stanica u dodiru sa stanicom koja na
svojoj membrani ima ¢imbenik rasta) mehanizmom (49). Danas je poznato viSe od 200
¢imbenika rasta, a svoja imena su dobivali prvenstveno po stanici ili tkivu u kojem su

pronadeni.

1.2.2.1. IGF-1

Inzulinu slican ¢imbenik rasta (eng. insulin like growth factor I) IGF-1 je polipeptid koji ima
vaznu ulogu u rastu i razvoju zdravih i tumorskih stanica te je jedan od inhibitora apoptoze.
On je vaZan ¢imbenik u cjelokupnom embrionalnom i postnatalnom rastu i razvoju ¢ovjeka.
Poznato je da mutacije ovog gena u ljudi dovode do zastoja rasta, mikrocefalije, mentalne
zaostalosti 1 gluhoc¢e (50, 51). Na ,.knockout miSevima dokazano je da nedostatak IGF-1

uzrokuje poremecaj u veli€ini 1 gradi puZnice 1 kohlearnog ganglija (50-52).

1.2.2.2. Nestin

Nestin je jedan od intermedijarnih filamenata koji je svojstven neuroepitelnim mati¢nim
stanicama Stakora 1 ljudi tijekom razvoja ziv€anog sustava (53). Takoder se pojavljuje u
nekim tumorima kao §to su gliomi, glioblastomi, hemangioblastomi i meningeomi, te u
endotelnim stanicama glioma (53, 54). Prisutnost nestina je dokazana u osjetnim stanicama
Cortijevog organa Stakora, ali u kasnijem razvojnom razdoblju (55), kao i u kulturama

matic¢nih stanica koristenim kod odraslih Stakora (56).
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1.2.2.3. a-tubulin

a-tubulin je bjelancevina koja se specificno veze na mikrotubule trepetljika i koristi se za
njihovo dokazivanje na povrsini stanica. Duzina 1 polozaj cilija na povrSini stanica znak su
njihove diferencijacije 1 normalne funkcije. lako postoje studije o cilijama i njihovim
funkcijama u razli¢itim podrucjima tijela (57), rani razvojni stadiji unutrasnjeg uha ¢ovjeka
nisu do sada istrazivani.

Iz pregleda literature razvidno je da navedeni razvojni ¢imbenici nisu do sada istrazivani na
ranim embrionalnim stadijima razvoja unutrasnjeg uha Covjeka pa stoga ocekujemo da bi
istrazivanje koje je predmet ove disertacije moglo doprinijeti novim spoznajama o 0voj
problematici. Poremecaji razvojnih procesa poput rasta, diferencijacije i apoptoze mogu se

povezati s razli¢itim anomalijama i poremecajima u gradi i funkciji ljudskog uha.

1.3. Problematika i cilj istraZivanja

Cilj ovog istrazivanja jest pratiti rast, razvoj i diferencijaciju osjetnih podruc¢ja za sluh i
ravnotezu u unutrasSnjem uhu covjeka tijekom ranog razvoja (izmedu 5. i 10. tjedna), te
prostorni i vremenski raspored proliferacijskih, pro-apoptotskih, anti-apoptotskih ¢imbenika 1
¢imbenika rasta koji utjeu na navedene procese. Postoji vrlo malo radova koji ukljucuju
istrazivanja ranih razvojnih stadija uha u ljudskih plodova. Cilj ovog istrazivanja je
primjenom imunohistokemijskih biljega u histoloskim rezovima unutra$njeg uha ljudskih
plodova starosti 5-10 tjedana istraziti:

1/ primjenom biljega Ki-67 odrediti intenzitet (proliferacijski indeks) 1 raspodjelu stani¢ne
proliferacije u ljudskom uhu od stadija slusnog mjehurica do pojave osjetnih polja za
ravnotezu i sluh;

2/ prostornu 1 vremensku raspodjelu anti-apoptotskih (Bcl-2) 1 pro-apoptotskih (p53, kaspaza-
3) bjelanevina te njihovu ulogu u regulaciji stani¢ne smrti ili stani¢nog prezivljavanja
tijekom ranog razvoja unutarnjeg uha covjeka;

3/ utvrditi prostorni i vremenski raspored ¢imbenika rasta (IGF-1) i intermedijarnog filamenta
nestina u ranim razvojnim stadijima razvoja unutarnjeg uha;

4/ primjenom biljega za mikrotubule a-tubulina dokazati pojavu primarnih cilija na povrsini
osjetnih stanica (stanica s dlacicama) tijekom njihove diferencijacije u podrucjima

neuroepitelnih osjetnih polja za sluh i1 ravnotezu.
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1.4. Hipoteza

Temeljem provedene studije ocekujemo da ¢e imunohistokemijsko istrazivanje razvoja i
diferencijacije tkiva osjetnih polja u unutrasnjem uhu covjeka dati nove i originalne podatke
0 utjecaju promjena u intenzitetu i raspodjeli izrazaja razliCitih razvojnih ¢imbenika na
normalni razvoj osjeta sluha 1 ravnoteze. U najranijim razdobljima razvoja, ocekuje se jaci
izrazaj apoptotskog ¢imbenika kaspaze-3 te visoki proliferacijski indeks (Ki-67). U kasnijim
fazama razvoja, oCekuje se postepeno smanjenje proliferacije, a porast anti-apoptotskog
¢imbenika Bcl-2 kao i ¢imbenika rasta IGF-1. Izrazaj nestina ocekuje se u svim istrazivanim
razdobljima, dok se pojava cilija na povrSini osjetnih stanica povezuje sa stupnjem
diferencijacije osjetnih podrucja. Za usporedbu dobivenih podataka koristit ¢e se poredbene
varijable za intenzitet i raspodjelu biljega, a za odredivanje proliferacijskog indeksa statisticke
metode. Poremecaji u izrazaju i ravnotezi istrazivanih ¢cimbenika mogli bi se povezati s nekim
patoloskim stanjima kao §to su prirodeni kolesteatom te gubitak sluha kao samostalan

simptom ili kao dio nekih klini¢kih sindroma.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. Sakupljanje tkiva i odredivanje starosti zametaka

Istrazivanje je provedeno na 12 normalnih ljudskih zametaka starosti od 5 do 10 tjedana.
Tkivo potjece iz postojece arhivske zbirke Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu i iz Klinickog zavoda za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju Klini¢kog bolni¢kog centra Split (tkivo spontano pobacenih zametaka i
zametaka iz tubarnih trudnoca). U istrazivanje su uklju¢eni samo oni embriji i fetusi koji su
dobro ocuvani bez vanjskih znakova maceracije. Za istrazivanje na projektu broj
216.2160528-0507 je dobivena suglasnost Etickog povjerenstva za biomedicinska istrazivanja
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu. Starost zametaka odredena je na temelju podataka
o ovulacijskoj dobi, mjerenjem duzine tjeme-zadak (crown-lump length-CRL) te usporedbom

sa stadijima Carnegie Instituta (58).

Tablica 1. Starost i broj ljudski zametaka analiziranih u ovom radu

Starost (tjedni) CRL (mm) Carnegie stage No.
5 8 15 1
6 14 17 1
7 21 20 3
8 27 22 4
9 32 23 2
10 36 27 1

2.2. Vodenje, uklapanje tkiva u parafin i rezanje tkiva

Nakon pregleda vanjskog izgleda ploda, napravljena je mikrosekcija kojom su se odvojili
dijelovi tkiva koji sadrze podrucje uha (glave). Komadi¢i tkiva embrija i ranih fetusa fiksirani
su u 4% formaldehidu u fosfatnom puferu tijekom 24 sata te, nakon ispiranja u fosfatnom
puferu, dehidrirani u wuzlaznim koncentracijama alkohola. Nakon ispiranja u ksilolu,

uklopljeni su u parafin na 56°C. Serijski su izrezani na frontalne, transverzalne ili sagitalne
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rezove debljine 7 um te nalijepljeni na predmetna stakla prethodno obradena otopinom 3-
aminopropil-trietoksilana (Sigma Chemical Co., St.Louis, USA). Napravljeno je
orijentacijsko bojanje svakog desetog stakla hemalaunom i eozinom kako bi se provjerila

razina reza i o¢uvanost tkiva.

2.3. Imunohistokemijsko bojanje

U ovom radu koristile su se dvije tehnike dokazivanja prisutnosti biljega (protutijela) u tkivu:
imunohistokemijska metoda s primjenom diaminobenzidina (DAB) za dokazivanje prisutnosti
pojedinih biljega 1 prateée statistiCke metode, te dvostruka imunofluorescencija za
prikazivanje razlicitih protutijela u stanicama.
Imunohistokemijski postupak je zapoceo deparafiniranjem rezova u ksilolu, a zatim su se
rezovi rehidrirali u alkoholima sve nize koncentracije. Slijedila je inkubacija u 3% H,O, (15
minuta pri sobnoj temperaturi), ¢cime se inaktivirala endogena peroksidaza.
Nakon toga, a radi otkrivanja antigenskih mjesta rezovi su se kuhali u citratnom puferu radi
otkrivanja antigenskih mjesta u mikrovalnoj pe¢nici na 95°C kroz 17 min. i isprali PBS-om
(eng. phosphate buffer saline ili fosfatni pufer). Daljnji postupci ovisili su o uputama
proizvodaca za uporabu protutijela 1 o referentnim metodama naSeg laboratorija. KoriStena su
slijede¢a primarna protutijela:
1. misja monoklonalna na ljudske antigene:
o anti-human bcl-2 onkoprotein (M0887, DAKO, Glostrup, Denmark)
o anti-human p53 antigen (M7001, DAKO, Glostrup, Denmark)
o anti-human Ki-67 antigen (M7240, DAKO, Glostrup, Denmark)
o anti-human nestin antigen (clone 10C2, Abcam, Cambridge, UK)
o anti-human a-tubulin antigen (ab24610, Abcam, cambridge, UK)
2. kozje poliklonalno na ljudske antigene:
o anti-human IGF-1 antigen (AF-291-NA, R&D System Inc., Minneapolis
Mi, USA)
3. ze¢je monoklonalno na ljudske antigene:
o anti-human, anti-mouse caspase-3 antigen (AF835, R&D System Inc.,
Minneapolis Mi, USA)
Nakon jednosatne inkubacije s primarnim protutijelom 1 ispiranja PBS-om, koristila su se dva
nacina za sekundarnu detekciju primarnih protutijela:

e imunofluorescencija i
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e bojanje DAB-om (diaminobenzidin).

2.3.1. Bojanje diaminobenzidinom (DAB-om)

Za prikaz primarnih protutijela (neovisno o njihovom podrijetlu) koristio se Streptavidin-
Biotin Peroxidase System (K0690, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) te nakon
ispiranja PBS-om preparati su obojani diaminobenzidinom (DAB) kroz 10 minuta, na sobnoj
temperaturi. Nakon toga su isprani destiliranom vodom i obojani hemalaunom. Rezovi su
zatim uklopljeni u medij za uklapanje i pokriveni pokrovnim stakalcem. Stanice koje su
reagirale s odgovaraju¢im primarnim protutijelima imale su smede obojenu citoplazmu ili
jezgru. Stanice koje nisu reagirale s primarnim protutijelima, imale su jezgru hemalaunom
obojenu u plavo i svijetlu citoplazmu.

Preparati su pregledani mikroskopom Olympus BX40 (Olympus, Tokyo, Japan) 1 slikani

DP71 digitalnom kamerom.

2.3.2. Dvostruka imunofluorescencija

Kod ove metode, za prikazivanje vezanja primarnih protutijela koristila su se sekundarna
protutijela i to prema zivotinjskom podrijetlu primarnih protutijela:

e goat anti-mouse Rhodamine AP124R, Jackson Immuno Research Lab., PA, USA, u

razrijedenju 1:200;

Rezovi su se inkubirali jedan sat sa sekundarnim fluorescentnim protutijelom u tamnoj
komori. Za dvostruko imunofluorescencijsko bojenje koristila se kombinacija dvaju primarnih
protutijela koja se inkubirala jedan sat, a nakon ispiranja PBS-om dodala se kombinacija
odgovarajuc¢ih sekundarnih protutijela i inkubirala takoder jedan sat.
Nakon zadnjeg ispiranja PBS-om, rezovi su se uklopili u medij za uklapanje (Immuno-Mount,
Shandom, Pittsburg, PA, USA) i pokrili pokrovnim stakalcem. Analizirala se kolokalizacija
primijenjenih biljega u tkivu.
Stanice koje su reagirale s odgovaraju¢im kompleksom primarnog i sekundarnog protutijela
imale su crveno obojenu citoplazmu i plavu jezgru. Stanice koje nisu reagirale s
odgovaraju¢im kompleksom primarnog i sekundarnog protutijela imale su DAPI-jem (4',6-
diamidino-2-phenylindiole dihydrochloride- DAPI, D1306, Invitrogen Molecular Probes Inc,
Eugene, OR, USA) plavo obojenu jezgru.
Preparati su pregledani fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51 (Olympus, Tokyo,

Japan) i slikani s DP71 digitalnom kamerom.
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2.3.3. Negativna kontrola

Rezovi namijenjeni negativnoj kontroli kod imunohistokemijskog bojanja svakog antigena
prosli su zajedno s ostalim rezovima isti postupak, osim $to se nisu inkubirali primarnim
protutijelom, nego su za to vrijeme biti u PBS-u. Negativna kontrola imala je samo
hemalaunom odnosno DAPI-jem plavo obojene jezgre stanica, bez smede boje ili

fluorescentnog signala u citoplazmi ili jezgri stanica.

2.3.4. Pozitivna kontrola

Pozitivna kontrola na istrazivanim rezovima imala je smede obojenje (bojenje s DAB-om)
odnosno fluorescentni signal (bojenje fluorescentnim sekundarnim protutijelima) pojedinih
citoplazmi ili jezgara stanica u okolnim strukturama, za koje se iz literature zna da reagiraju s

primarnim protutijelima.

2.4. Kvantifikacija, semikvantifikacija i statisticke metode

2.4.1. Kvantifikacija pozitivnih stanica (Bcl-2, kaspaza-3, p53 i Ki-67)

Kvantifikacija ukljucuje brojenje stanica pozitivnih na protutijela Bel-2, kaspaza-3, p53 i Ki-

67 te izraCunavanje udjela pozitivnih stanica u odnosu na ukupan broj stanica.

2.4.2. Semi-kvantifikacija stanica pozitivnih na jezgrine (kaspaza-3, p53) i citoplazmatske
biljege (Bcl-2 i Ki-67), te sekrecijske bjelancevine (IGF-1), nestin i a-tubulin

Semi-kvantifikacija ukljucuje odredivanje intenziteta obojenja i raspodjele stanica pozitivnih
na jezgrine biljege p53 i kaspaza-3, na citoplazmatske biljege Bcl-2, Ki-67, te sekrecijske
bjelancevine IGF-1, nestin i a-tubulin. Kod citoplazmatskih biljega postoji problem
razlucivanja citoplazmi pozitivnih stanica.

Intenzitet obojenja u tkivu kod preparata obojenih DAB-om prikazao se u Cetiri kategorije:

- odsustvo reaktivnosti, +blaga reaktivnost, + +umjerena reaktivnost i +++ jaka reaktivnost.

2.4.3. Statisticke metode

Kvantifikacija pozitivnih stanica napravljena je samo za preparate obojene DAB-om. Broj
pozitivnih stanica u odnosu na broj negativnih stanica u unutarnjem uhu istraZzivan je na 9
zametaka starosti od 5. do 10. razvojnog tjedna. Pozitivne i negativne stanice brojale su se u

tri neprileZe¢a reza uzeta iz svakog zametka. Bilo koji intenzitet bojenja stanica smatrao se
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pozitivnim. Za ovu analizu koristio se Olympus BX51 mikroskop s DPI11 digitalnom
kamerom kao i DP-SOFT Version 3.1 racunalni program. U svakom podru¢ju (50x50um),
izracunao se udio pozitivnih stanica za svaki istrazivani ¢imbenik. Statistika na preparatima
obojenim DAB-om je pouzdanija, jer se jasno vide granice i odnosi izmedu tkiva u razvoju (to
nije moguce jasno razluciti u tamnom polju, primjenom imunofluorescentnih tehnika). Podaci
su obradeni programom Excel 2003 i GraphPad Prism 4 (Microsoft, USA). Udio pozitivnih

izrazen je kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

2.5. Eti¢ka nacela

Istrazivanje se provelo na embrionalnom ljudskom tkivu starosti od 5 — 10 tjedana iz arhivske
kolekcije Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju te plodovima sakupljenim u Zavodu
za patologiju, citologiju i sudsku medicinu Klini¢kog bolnickog centra Split. Za istrazivanje
na projektu MZOS-a broj 216.2160528-0507 je dobivena suglasnost Etickog povjerenstva za
biomedicinska istraZzivanja Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu. PoStovala su se eti¢ka
nacela o istrazivanju embrionalnog i fetalnog materijala u skladu s eti¢kim normama (59) i
medunarodnim ugovorima (World Medical Association Declaration of Helsinki — 52nd WMA

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

23



3. REZULTATI

3.1. MorfoloSke osobitosti razvoja unutarnjeg uha u covjeka izmedu 5. i 10. tjedna razvoja

Razvoj unutarnjeg uha zapocinje u 4. tjednu embrionalnog razvoja pojavom slusnih plakoda,
ektodermalnih zadebljanja na lateralnim stranama vrata u razini rombencefalona. U 5. tjednu
slusne plakode invaginiraju podlijeZzece tkivo te oblikuju slusni mjehuri¢ (otocistu) koja je
sada okruzena mezenhimom (mezoderm i stanice neuralnog grebena). Otocista se podijeli na
ventralni dio koji oblikuje puznicu i sakulus, dorzalni dio iz kojeg nastaje utrikulus sa
polukruznim kanalima te ductus 1 saccus endolymphaticus. Sve ove strukture cine
membranski labirint. Sam sluSni mjehuri¢ poti¢e hondrogenezu u okolnom mezenhimu i
stvaranje hrskavice, koja enhondralnim oko$tavanjem postaje kostani labirint unutrasnjeg
uha. Mezenhim oko puzni¢kog kanala oblikuje hrskavi¢nu ljusku koja se u 10.tjednu resorbira
1 stvori skalu vestibuli 1 skalu timpani, od kojih je odvojen vestibularnom 1 bazilarnom
membranom. Tijekom fetalnog razvoja, od vanjskog nabora puzni¢kog kanala nastaju stanice
s dlacicama (osjetne stanice) i potporne stanice, na kojima lezi membrana tectorija Cineci
Kortijev organ. U 6. tjednu razvoja, iz utrikulusa se pocinju razvijati 3 polukruzna kanala, u
¢ijim se proSirenim dijelovima (ampulama), kao 1 u stijenkama utrikulusa i sakulusa
diferenciraju osjetne stanice koje Cine neuroepitelna polja tj cristae ampullaris u ampuli i
maculae u sakulusu i utrikulusu (Slika 4)

Osjetne ili receptorske stanice imaju 40-80 dugih, nepokretnih stereocilija, koje su
specijalizirani mikrovili, 1 jednu ciliju. Stereocilije su postavljene u nizove po duljini, a
najduze su smjestene uz ciliju. Postoje dvije vrste stanica s dlacicama, koje se razlikuju po
naCinu aferentne inervacije. Stanicama tipa | pristupa jedan Siroki ziv€ani zavrSetak, koji u
obliku caSice obuhvaca vec¢i dio bazne stanice. Stanicama tipa II pristupa mnogo tankih
zavrSetaka koji omataju cijelu stanicu. Obim vrstama stanica pristupaju eferentni Ziv¢ani

zavrseci, koji vjerojatno imaju inhibicijsko djelovanje.
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3.2. Imunohistokemijsko bojanje razliCitim razvojnim biljezima

3.2.1. Bojanje proliferacijskim Ki-67 biljegom i odredivanje raspodjele Ki-67 pozitivnih

stanica u unutarnjem uhu primjenom semikvantifikacijke i statisti¢kih metoda

U 5. razvojnom tjednu, unutarnje uho je u stadiju otociste koja je okruZzena mezenhimom.
Zivéana vlakna statoakustiGkog Zivca pristupaju epitelu otociste, uzrokujuéi zadebljanje
epitela. U tom najranijem razdoblju razvoja, u tkivu unutrasnjeg uha ¢ovjeka uocava se visok
stupanj stani¢ne proliferacije (broj Ki-67 pozitivnih stanica), kako u epitelu otociste (50,36%),
tako i u mezenhimu i ganglijskim stanicama koje ga okruzuju otocistu. U 6. tjednu razvoja,
povecava se broj Ki-67 pozitivnih stanica u puznici (56,50%), kao i u polukruznim kanali¢ima
(43,66%) 1 utrikulusu (38,12%). U 7. i 8. tjednu razvoja, raste broj Ki-67 pozitivnih stanica u
utrikulusu (42,95%), dok u ostalim dijelovima unutarnjeg uha njihov broj opada. U 9. i 10.
razvojnom tjednu dolazi do sveukupnog pada izrazaja Ki-67 pozitivnih stanica u cijelom

unutarnjem uhu (Tablica 1, Grafikon 1, Slika 4 A-C).

Tablica 2. Semi-kvantifikacija Ki-67 pozitivnih stanica u pojedinim dijelovima unutra$njeg

uha izmedu 5. 1 10. tjedna razvoja.

Starost
(Gedni) 5-6 7-8 9-10
Otocista +++ / /
PuZnica / +++ +
Kortijev organ / + +
Polukruzni kanali +
. / +++ +
utrikulus
rista 1 makula / + +

Kazalo: +++-jak izrazaj, ++- umjereni izrazaj, +-slab izrazaj, /-odsustvo strukture
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Grafikon 1. Raspodjela Ki-67 pozitivnih stanica u sluSnom mjehuri¢u, puznici, polukruznim kanali¢ima i
utrikulusu ljudskog unutrasnjeg uha tijekom istrazivanog razdoblja. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost =
SD. Znacajna razlika (Kruskal-Wallis) je oznagena s *p < 0.05,**p < 0.001,***p < 0.0001.
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Slika 5. Immunohistokemijsko bojanje struktura unutra$njeg uha na Ki-67 i Bcl-2 bjelancevinu izmedu 5. i 10.
tjedna razvoja. Ki-67 pozitivne stanice u unutra§njem uhu tijekom 5. tjedna (A), 8. tjedna (B) i 10. tjedna (C)
razvoja. Izrazaj Bcl-2 bjelanc¢evine u uhu tijekom 5. tjedna (D), 8.tjedna (E,F) i 10. tjedna razvoja: Cortijev
organ (G) i krista ampularis (H). Otocista (o), mezenhim (m), ganglij (g), ziv€ana vlakna (n), puznica (d),
Cortijev organ (Co), stijenka membranskog labirinta (w), hrskavi¢na ljuska (s), endolinfaticki kanal (e),
polukruzni kanali (c), krista ampularis (a), jezgre (nu), stanice reaktivne na Ki-67 (strelice) ili Bcl-2 (dvije
strelice). Povecanja: x20 (B,E), x40 (A,C,D), x100 (F,G,H).
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3.2.2. Bojenje anti-apoptotskim Bcl-2 biljegom i odredivanje raspodjele Bcl-2 pozitivnih

stanica u unutarnjem uhu primjenom semi-kvantifikacijske metode

U 5.1 6. razvojnom tjednu, uocCava se jak izrazaj Bcl-2 bjelancevine u otocisti, dok se nesto
slabiji izrazaj prikaZe se u stanicama statoakustickog ganglija i okolnom mezenhimu. U 7.1 8.
tjednu, vidi se jak izrazaj Bcl-2 bjelancevine u stanicama Cortijevog organa, dok je u ostalom
dijelu puznice izrazaj dosta slabiji. Bcl-2 bjelancevina je umjerena izrazena u podrucju krista i
makula, dok je u preostalim dijelovima stijenke polukruznih kanala, utrikulusa i sakulusa
izrazaj slab. U 10. razvojnom tjednu, Kortijev organ sastoji se od nekoliko slojeva stanica te
se samo u povrSinskom sloju prikaze jak izrazaj Bcl-2 bjelancevine. Istovremeno se uocava i
jaki izrazaj Bcl-2 bjelancevine u povrsinskim stanicama kriste i makula (Tablica 3, Slika 4D-

H).

Tablica 3. Semi-kvantifikacija Bcl-2 pozitivnih stanica u unutrasnjem uhu covjeka izmedu 5. 1

10. razvojnog tjedna

Starost
(tjedni) 5-6 7-8 9-10
Otocista +++ / /
Puznica / + +
Kortijev organ / +++ +++
Polukruzni kanali +
. / + +
utrikulus
Krista 1 makula / ++ ++

Kazalo: +++-jak izrazaj, ++- umjereni izraZaj, +-slab izrazaj, /-odsustvo strukture
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3.2.3. Bojenje pro-apoptotskim kaspaza-3 biljegom i odredivanje raspodjele kaspaza-3
pozitivnih stanica u unutarnjem uhu primjenom semi-kvantifikacijske i statisticke

metode

U 5. razvojnom tjednu, epitel otociste sadrzi oko 3,5% kaspaza-3 pozitivnih stanica, i u
povrSinskom i u bazalnom sloju. Apoptotske stanice imaju tamnu piknoti¢nu jezgru ili se
njihova jezgra pojavljuje u obliku fragmenata, koji zajedno s manjom koli¢inom citoplazme
oblikuju apoptotska tjelesca. U 7. tjednu razvoja, epitel makule pokazuje pozitivni izrazaj
kaspaze-3 1 to ponajviSe u povrSinskim stanicama ili u stanicama koje se odljuste u lumen. I
okolni mezenhim, kao i stanice hrskavice pokazuju pozitivnu reakciju na kaspazu-3. U 10.
tjednu razvoja, makule izgraduje nekoliko redova stanica, unutar kojih su kaspaza-3 pozitivne
stanice smjestene u povrSinskom sloju, ali ih ima i nepravilno razbacanih u ostalim slojevima
epitela. Epitel polukruznih kanali¢a i kriste ampularis sadrzi oko 2,5% kaspaza-3 pozitivnih

stanica (Tablica 4, Slika 5 A-C).

Tablica 4. Semi-kvantifikacija stanica obojenih kaspaza-3 biljegom u unutrasnjem uhu

covjeka izmedu 5. 1 10. razvojnog tjedna.

Starost
(tjedni) 5-6 7-8 9-10
Otocista +++ / /
PuZnica / ++ +++
Kortijev organ / ++ ++
Polukruzni kanali +
. / ++ +++
utrikulus
Krista i makula / +++ ++

Kazalo: +++-jak izrazaj, ++- umjereni izraZaj, +-slab izrazaj, /-odsustvo strukture
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Slika 6. Imunohistokemijsko bojanje unutra$njeg uha na kaspazu-3 (A-C) i IGF-1 (D-F).

Otocista u 5. tjednu (A), makula u 8. tjednu (B) i 10. tjednu (C) razvoja: otocista (0), makula
(ma), mezenhim (m), kaspaza-3 pozitivne stanice (strelice).

Otocista u 5. tjednu (D), makula u 8. tjednu i krista u 10. tjednu (F) razvoja: otocista (0),
mezenhim (m), ganglij (g), ziv€ana vlakna (n), hrskavi¢na ljuska (s), makula (ma), polukruzni
kanal (c), krista ampularis (a), stanice pozitivne na IGF-1 (strelica). Povecanja: x20 (E,F), x40

(C,D), x100 (A,B, F-isjecak).
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3.2.4. Bojenje cimbenikom rasta IGF 1 i odredivanje raspodjele IGF 1 pozitivnih stanica u

unutarnjem uhu primjenom semi-kvantifikacijske metode

Tijekom 5. razvojnog, tjedna nije dokazana ekspresija IGF-1 u epitelu otociste dok okolni
mezenhim s pripadajuéim zivcanim vlaknima pokazuje blago pozitivnu reakciju. U 7. 1 8.
tjednu razvoja, zamijecena je umjeren do jak izrazaj IGF-1 u epitelu makule te okolnom
mezenhimu. Tijekom 10. tjedna, epitel kriste ampularis kao i epitel stijenki polukruznih
kanala pokazuje umjereni izrazaj IGF-1, koji nije prisutan u okolnom mezenhimu. Stanice
povrsinskog sloja epitela kriste ampularis su pokazuje najjacu reaktivnost na IGF-1 (Tablica

4, Slika 5 D-F

Tablica 5. Bojenje ¢cimbenikom rasta IGF-1 1 odredivanje raspodjele IGF-1 pozitivnih stanica

u unutra$njem uhu primjenom semi-kvantifikacijske metode

Starost
(tjedni) 5-6 7-8 9-10
Otocista / / /
PuZnica / ++ ++
Kortijev organ / +++ ++
Polukruzni kanali +
. / ++ ++
utrikulus
Krista i makula / +++ +++

Kazalo: +++-jak izrazaj, ++- umjereni izrazaj, +-slab izrazaj, /-odsustvo strukture
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3.2.5. Bojenje pro-apoptotskim p53 biljegom

Tijekom razdoblja izmedu 5. i 10. tjedna razvoja, p53 biljeg nije uo¢en niti u jednoj strukturi

unutras$njeg uha covjeka. Istovremeno je isti biljeg uocen u mezenhimu glave u podrucju

celjusti i zuba (Slike 6 1 7).

Slika 7. Imunohistokemijsko bojanje na p53 unutrasnjeg uha u 6.tjednu razvoja: u epitelnom tkivu (e) puznice
(d), statoakustickog ganglija (g) i mezenhima glave (m) neposredno oko osnove unutra$njeg uha ne nalaze se
stanice pozitivne na biljeg p53. Imunohistokemijsko bojenje na p53 bjelancevinu, x40.

Slika 8. Imunohistokemijsko bojanje na p53 unutrasnjeg uha u 10.tjednu razvoja: u epitelu (e) puznice (d) ne
uocavaju se stanice pozitivne na p53 biljeg. Imunohistokemijsko bojanje na p53, x100.
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3.2.6. Bojenje intermedijarnim filamentom nestinom i odredivanje raspodjele nestin

pozitivnih stanica u unutarnjem uhu primjenom semi-kvantifikacijske metode

Tijekom 5. tjedna razvoja, otocista ne pokazuje izrazaj nestina, dok okolne strukture
(mezenhim, Ziv€ana vlakna i gangliji) pokazuju jedva vidljivu reaktivnost (Slika 8A).
Tijekom daljnjeg razvoja (7.-8. tjedan), umjereni izrazaj nestina pokazuju stanice u stijenci
membranskog labirinta (puznica, polukruzni kanali¢i, utrikulus i sakulus), kao i okolni
mezenhim, ganglij i ziv€ana vlakna. Istovremeno, Kortijev organ, kriste i makule pokazuju
snaznu reaktivnost na nestin. Unutar navedenih neuroepitelnih polja, najjaci intenzitet
reaktivnosti na nestin imaju bazalne stanice (Slika 8B). Tijekom 9. 1 10. tjedna, izraZaj nestina
ostaje jak u podrucju neuroepitelnih polja, ali je prisutan i u stijenkama krvnih zila,
mezenhimu oko membranskog labirinta, zivéanim vlaknima i gangliju (Tablica 6, Slika

8C,D).

Tablica 6. Bojenje intermedijarnim filamentom nestinom i odredivanje raspodjele nestin

pozitivnih stanica u unutra$§njem uhu primjenom semi-kvantifikacijske metode

Starost
(tjedni) 5-6 7-8 9-10
Otocista - / /
Puznica / ++ ++
Kortijev organ / +++ -+
Polukruzni kanali + / ++ ++
utrikulus
Krista i makula / 4 +++

Kazalo: +++-jak izrazaj, ++- umjereni izrazaj, +-slab izrazaj, /-odsustvo strukture

33



=
e

i
p s
LSl L H

Slika 9. Imunohistokemijsko bojanje nestinom unutrasnjeg uha izmedu 5. i 10. tjedna razvoja:

Nestin pozitivne stanice u unutrasnjem uhu ¢ovjeka tijekom 5. tjedna (A), 7.-8. tjedna (B), 9.-
10. tjedna (C,D): otocista (0), mezenhim (m), statoakousticki ganglij (g), ziv€ana vlakna (n),
Cortijev organ (Co), krvne zile (v), hrskavic¢na ljuska (s), nestin- pozitivne stanice (strelica).

Imunohistokemijsko bojanje nestinom, x20 (C), x40 (A,B), x100 (isje¢akB,D).

3.2.7. Bojenje proteinom a-tubulinom i odredivanje raspodjele i a-tubulin pozitivnih

Stanica u unutarnjem uhu

Bojenje proteinom a-tubulinom izmedu 5. 1 10. tjedna razvoja, pokazuje prisutnost cilija na
povrsini mezenhimskih stanica 1 epitelnih stanica otociste u 5. tjednu, te neuroepitelnih polja
izmedu 7. 1 10. tjedna. Intenzitet bojanja povecava se u podrucju neuroepitelnih polja u skladu
s pojavom mnogobrojnih cilija na njihovoj povrsini, dok to nije prisutno u ostatku stijenke

membranskog labirinta (Slike 9 1 10).
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Slika 10. Imunohistokemijsko bojanje a-tubulinom unutras$njeg uha u 6. tjednu razvoja: na povrsini epitelnih (e)
i mezenhimskih stanice (m) uocava se prisutnost primarne cilije obojene a-tubulinom (strelice).
Imunohistokemijso bojanje a-tubulinom, x100.

Slika 11. Imunohistokemijsko bojanje a-tubulinom unutrasnjeg uha u podrucju makule tijekom 9. tjedna razvoj:
epitel makule (e), cilije obojene a-tubulinom (strelica). Imuohistokemijsko bojanje a-tubulinom, x100.
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4. RASPRAVA

4.1. Rani razvoj uha u covjeka

Nase istrazivanje ranog razvoja ljudskog unutrasnjeg uha odgovara razdoblju njegovog
najintenzivnijeg oblikovanja tj. morfogeneze. Naime, uho se anatomski, funkcionalno i
razvojno sastoji od tri razlicita dijela: vanjskog, srednjeg i unutrasnjeg uha. Unutrasnje uho
pocinje se razvijati ve¢ u 4. tjednu razvoja, kada se na lateralnim stranama glave pojavljuju
zadebljanja povrSinskog epitela koji nazivamo slusne plakode, koje se potom invaginacijom u
podljeze¢i mezenhim pretvaraju u slusni mjehuri¢ ili otocitu, osnovu cjelokupnog
membranskog labirinta. Izmedu 5. i 10. tjedna razvoja, u unutrasnjem uhu diferenciraju se
neuroepitelna polja, koja su odgovorna za osjet sluha i ravnotezu. Ve¢ tijekom ranog
embrionalnog razvoja, unutar osjetnih podru¢ja diferenciraju se potporne i osjetne stanice s
dladicama. Stanice s dlacicama unutar Cortijevog organa uzrokuju promjenu potencijala i
stvaranje neurotransmitera, koji se bipolarnim neuronima prenosi u slusne jezgre i slusnu koru
velikog mozga, dok vestibularni dio po slicnom principu sudjeluje u odrzavanju ravnoteze, uz
pomo¢ osjetnih polja unutar polukruznih kanali¢a (krista ampularis), sakulusa i utrikulusa
(makule). Unutar istraZzivanog razdoblja (izmedu 5. i 10. tjedna), neuroepitel slusnog
mjehurica iz kojeg se razvija unutrasnje uho, prvo pocinje proliferirati, a zatim se stanice
unutar osjetnih polja diferenciraju ili propadaju apoptozom. Upravo su navedeni procesi
proliferacije, diferencijacije 1 apoptoze klju¢ni za pocetne stadije razvoja morfoloski 1
funkcionalno normalnog unutrasnjeg uha. Oni su pod kontrolom veleg broja gena, Cija
aktivaciju uvjetuje normalni razvoj, a poremecaj njihove funkcije abnormalni razvoj

unutrasnjeg uha.

4.2. Proliferacija u unutrasnjem uhu covjeka

Nase je istrazivanje pokazalo da u razdoblju izmedu 5. 1 10. tjedna razvoja, neuoepitel otociste
prolazi kroz intenzivnu stani¢nu proliferaciju. Tako se u pocetku vrlo intenzivna stani¢na
proliferacija (50 %) u epitelu otociste postepeno smanjivala do 24-30 % stanica u proliferaciji
u zidu puznic¢kog kanala, utrikulusu, sakulusu i1 polukruznim kanalima. Uz to se 1 raspodjela
stanica u proliferaciji mijenjala paralelno s napredovanjem razvoja: u pocetku jednoliko
rasporedene unutar epitela otociste, stanice u proliferaciji postupno su mijenjale svoju
raspodjelu u smjeru vremenski i prostorno ogranicenog obrasca. Tako se tijekom razvoja

proliferacija u epitelu kriste, makule i Cortijevog organa znacajno smanjila u usporedbi s
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ostatkom zida membranskog labirinta, $to bi se moglo objasniti pocetnom diferencijacijom
osjetnih i potpornih stanica u navedenim osjetnim podruc¢jima. Suprotno nasim rezultatima,
rezultati jedinih dviju studija koje su istrazivale proliferaciju tijekom ranog razvoja ljudskog
uha upucdivali su na niski stupanj proliferacije u ranijim razvojnim razdobljima, te visoki
stupanj proliferacije u kasnijim fazama razvoja (12, 13). Prethodna istrazivanja na sisavcima
pokazala su da u ljudi i ostalih vrsta sisavaca slusne osjetne stanice ulaze u posljednji ciklus
proliferacije tijekom kasnog stadija embriogeneze, uz odsustvo daljnje proliferacije kako
osjetnih tako i potpornih stanica u odrasloj dobi. Stoga se smatralo da ne postoji mogucnost
njihove regeneracije, pa se smrt osjetnih stanica ¢inila kao konacni i trajni ishod njihovog
ostecenja. Medutim, nedavno su otkrivene stanice koje se sporo dijele (engl. slow-cycling
cells) ispod bazilarne membrane u unutrasnjem uhu miSa, §to opovrgava donedavna
razmis$ljanja (60, 61). Za razliku od sisavaca, kod ostalih zivotinjskih vrsta potporne stanice
trajno zadrzavaju svoj proliferacijski potencijal, koji je uglavnom reguliran p27 (Kip 1)
genom, kao i regeneracijsku sposobnost osjetnih stanica s dlacicama (62). U ptica je dokazano
da se i osjetne i potporne stance razvijaju od iste mati¢ne stanice.

Tijekom ranog embrionalnog razvoja, stanice koje se odvajaju od epitela otociste doprinose i
nastanku vestibulokohlearnog ganglija. Smatra se da je nastanak osjetnih stanica ganglija pod
neposrednim utjecajem Notch gena. Literatura o ranom razvoju ljudskog unutrasnjeg uha vrlo
je oskudna, a podaci nedostatni i kontroverzni u odnosu na opéa znanja o ulozi stani¢ne
proliferacije tijekom rane embriogeneze ostalih organskih sustava u covjeka. Stoga su
istrazivanja provedena tijekom izrade ove doktorske disertacije jedinstvena, obzirom da su
provedena na ranom ljudskom embrionalnom tkivu unutrasnjeg uha. Dobiveni rezultati, tj.
vrlo intenzivna proliferacija u najranijim razdobljima razvoja unutrasnjeg uha i1 njezino
postepeno smanjivanje tijekom daljnjeg razvoja, nedvojbeno ukazuju na presudnu ulogu
stani¢ne proliferacija u rastu otociste i zadebljanju njezinog epitela, posebice na mjestu
urastanja ziv€anih vlakana statoakustickog ganglija u epitel otociste. Poremecaji proliferacije
u patoloSkim stanjima vezanim uz unutraSnje uho do sada su pokazani u slucaju pojave

kolesteatoma.

4.3. Bcl-2 bjelancevina u unutrasnjem uhu covjeka

NasSa je analiza pokazala da je intenzivan izrazaj Bcl-2 bjelancevine tijekom istraZivanih
razvojnih razdoblja unutrasnjeg uha naden prvo u podrucju otociste, a zatim u podrucju
neuroepitelnih osjetnih polja. Tako se izrazaj Bcl-2 znacajno povecavao u podrucju krista,

makula 1 Cortijevog organa, dok su preostali dijelovi stijenke membranskog labirinta
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pokazivali njegovo smanjenje. To ukazuje na vaznu ulogu ove bjelancevine u diferencijaciji
stanice kriste, makule i Cortijevog organa, posebice tijekom fetalnog razvoja, kada je uocena
razlika u izrazaju Bcl-2 bjelancevine izmedu osjetnih i potpornih stanica. Do sada je na
ljudskim embrijima i fetusima istrazivan izrazaj Bcl-2 bjelanCevine na razli¢itim tkivima (17,
38-45). U potpunom nedostatku istrazivanja izrazaja Bcl-2 bjelancevine u razvoju ljudskog
labirinta, provedene su studije na mutiranim (knock-out) miSevima, koje su pokazale da
inaktivacija gena slicnog Bcl-2 genu uzrokuje porast apoptotskih stanica, ali bez vecih
posljedica za razvoj unutraSnjeg uha. Isto tako, dokazano je da je ova bjelancevina ovisna o
Apaf-1 genu, te u dvostrukih mutanata za Bcl-2 i Apaf-1 gene otocista ostaje otvorena, dok
izolirani defekt Bcl-21 gena uzrokuje fenotipske promjene straznjeg polukruznog kanali¢a
(26). Istrazivanja na srediSnjem zZivéanom sustavu pokazala su da ostecenje anti-apoptotskog
Bcl-2 gena uzrokuje masivnu smrt nezrelih neurona, te da osim sudjelovanja u kontroli
stani¢ne smrti, Bcl-2 gen sudjeluje 1 u nekoliko drugih funkcija kao $to su sinapticki prijenos i
stabilnost, kontrola neuronalne aktivnosti kao i u drugim procesima svojstvenim zdravim
stanicama. NasSe istrazivanje na unutrasnjem uhu ¢ovjeka ukazuje na ulogu Bcl-2 u kontroli
apoptoze i poticanju stanicne diferencijacije u podrucju neuroepitelnih polja tijekom ranog
razvoja ljudskog labirinta. Diferencijaciji stanica epitela osjetnih polja u stanice s dlacicama i
potporne stanice kontrolira vise gena i transkripcijskih ¢imbenika, ukljucujuéi Fgfrl, Atohl,
Neurogl i Neurodl (8, 9). Istrazivanja na knock-out miSevima pokazala su da su proliferacija
i diferencijacija posredovane aktivnoS¢éu Myc gena. Takoder je pokazano da Bcl-2 ima jaci
izrazaj u embrionalnom razvoju nego u odraslom tkivu, pa tako u fetalnom tkivu ima bitnu
ulogu u zaStiti stanica u podrucju epitelno-mezenhimskih interakcija i kondenzacije stanica
(33). lako Bcl-2 omogucava prezivljavanje stanica (34), njegov u¢inak moze biti suprotan
zbog dimerizacije sa €lanom iste obitelji, Bax bjelancevinom (35). U patoloskim stanjima,
Bcl-2 bjelancevina povezana je s razvojem karcinomima dojke, prostate, crijeva, pluca,
melanomom, 1 nekim bolestima kao S$to su psorijaza i shizofrenija. Pojacani izrazaj ove
bjelanc¢evine dovodi do smanjene otpornosti na terapiju karcinoma. Vecina znanstvenika bavi
se istraZivanjima znacenjem ove bjelancevine u podrucju tumorogeneze i terapije karcinoma.
Usporedujuci procese proliferacije (Ki-67) i diferencijacije (Bcl-2) u nasem istraZivanju te
promjene u njihovom izrazaju tijekom ranog razvoja ljudskog unutrasnjeg uha (labirinta)
uocili smo da ova dva Cimbenika imaju obrnuti izrazaj: dok se tijekom razvoja proces
proliferacije smanjivao od vrlo intenzivnog prema sve slabijem, Bcl-2 izrazaj se povecavao
ukazujuéi na mogucu ulogu Bcl-2 bjelancevine u procesu diferencijacije neuroepitelnih

osjetnih polja i zastiti od apoptoze.
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4.4. Kaspaza-3 u unutra$njem uhu covjeka

Tijekom prvih stadija razvoja otociste, apoptotske kaspaza-3 pozitivne stanice primijecene su
na luminalnoj i bazalnoj strani epitela, posebice u podrucjima ulaska ziv€anih vlakana u epitel
otociste. U kasnijem razvoju, apoptotske stanice zamije¢ene su u epitelu labirinta kao i u
okolnom mezenhimu, kao $to je prethodno pokazana na ljudskim embrijima koristec¢i klasi¢ne
morfoloske tehnike (63). U nasoj studiji, postotak umirucih stanica u epitelu labirinta bio je
jednakog intenziteta i relativno nizak tijekom ¢itavog istrazivanog razdoblja. Sli¢na raspodjela
apoptotskih stanica ve¢ je opisana u mi§jim i humanim embrijima, ukazujuci na povezanost
stani¢ne smrti s ranim oblikovanjem unutrasnjeg uha i inervacijom neuroepitelnih osjetnih
polja. Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da je stani¢na smrt vazna u smanjenju broja i
uklanjanju nekih stani¢nih populacija tijekom ranog razvoja unutrasnjeg uha, ¢ime je
potkrijepljena ideja o vaznosti apoptoze na spomenute razvojne procese. Stovise, apoptoza u
okolnom mezenhimu mogla bi upuc¢ivati na moguée mehanizme razvoja Supljina tzv. skala u
unutrasnjem uhu. U mutiranih miSeva, odsustvo kaspaza-3 uzrokuje hiperplaziju potpornih
stanica 1 degeneraciju osjetnih stanica. Uz to dolazi i do degeneracije stanica spiralnog
ganglija, $to dovodi do gubitka sluha i hiperplazije potpornih stanica. Takoder su uocene
promjene 1 u polukruznim kanalima (29). Kada u genski modificiranim knock-out miSeva
nedostaje muskulatura, Cortijev organ je normalnog izgleda, dok su u kristama i makulama
potporne stanice manje i brojnije (28). Kod znacajnog hipomorfizma organa za ravnotezu,
uocena je redukcija stanica s dlacicama u kristi 1 makuli (12). Dok je ravnoteza izmedu
stani¢ne proliferacije 1 stanicne smrti presudna za razvoj unutrasnjeg uha, izgleda da u
odraslom uhu ova dva procesa ne doprinose znacajno tkivnoj homeostazi. U stanicama
sisavaca postoje dva apoptotska puta: vanjski i unutarnji put. Kaspaza-3 je ukljucena u oba
apoptotska puta tijekom normalnog ljudskog razvoja, te sluzi kao najces¢i indikator stani¢ne
smrti. U unutra$njem uhu tijekom ranog fetalnog razdoblja, apoptotske stanice karakteristicne
su za polukruZzne kanale 1 puZnicu, dok se iste ne vide u odraslom, razvijenom unutrasnjem
uhu (13). Dokazano je da apoptoza igra vaznu ulogu i kod nastanka embrionalnog

kolesteatoma (14).

4.5. IGF-1 u unutraSnjem uhu covjeka

IGF-1 je ¢imbenik rasta koji se smatra inhibitorom apoptoze, kako tijekom rasta i razvoja
zdravih stanica, tako 1 u tumorskim stanicama. Medu raznim genima 1 ¢imbenicima koji

utjeCu na razvoj unutraSnjeg uha, izgleda da je gen za IGF-1 najvazniji u kontroli stani¢ne
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proliferacije 1 smrti. U naSem radu, pozitivni izrazaj IGF-1 ¢imbenika nije naden u epitelu
otociste, nego u okolnom mezenhimu glave i1 zivéanim vlaknima statoakustickog ganglija u
ranim stadijima razvoja unutrasnjeg uha. Tijekom kasnijeg razvoja, njegov se izrazaj pojavio
u svim osjetnim podru¢jima (Cortijevom organu, kristama i makulama). U ograni¢enom
razdoblju, IGF-1 je bio selektivno pozitivan u okolnom mezenhimu, vjerojatno uzrokujuci
inhibiciju stani¢ne apoptoze u onim dijelovima unutrasnjeg uha ¢ija sudbina nije propadanje s
ciljem nastanka Supljina u membranskom labirintu (skala). Na taj nac¢in IGF-1 vjerojatno
omogucuje i normalan rast nekih dijelova uha koji su prisutni u odraslih ljudi. Za razliku od
ljudskog razvoja, u koko$jim embrijima izrazaj IGF-1 gena bio prisutan u epitelu slusne
jamice. U mi§jih mutanata, nedostatak IGF-1 bio je praéen povecanjem apoptoze u
neuronima puznice, kao i abnormalnostima membrane tektorije i kohlearnog ganglija. U ljudi,
pokazano je da je mutacija IGF-1 gena povezana s nekoliko malformacija: poremecajima
rasta, retardacijom 1 senzoneuralnom gluhoom. Stoga se vjeruje da je IGF-1 odlucujuci
¢imbenik u razvoju i postnatalnoj diferencijaciji unutrasnjeg uha u sisavaca.

Metode dvostrukog bojana ¢imbenicima IGF-1 i Bcl-2, pokazale su njihov istovremeni izrazaj
u podrudju stanica osjetnih polja. Medutim, neke od stanica bile su pretezno pozitivne za IGF-
1, dok su druge pokazivale izrazitiji izrazaj za Bcl-2. Takva razli¢itost izrazaja navedenih
¢imbenika u podrucju osjetnih polja, ukazuje na njihovu vaznost u stani¢noj diferencijaciji i
posljedi¢nim nastanku razli¢itih stani¢nih populacija, kako osjetnih tako i potpornih. Stoga je
nase istraZivanje pokazalo da je IGF-1 vazan ne samo u kontroli stani¢ne smrti nego u

normalnoj diferencijaciji i funkciji stanica osjetnih polja.

4.6. Nestin u unutrasnjem uhu covjeka

Nestin je jedan od intermedijarnih filamenata koji je svojstven neuroepitelnim mati¢nim
stanicama S$takora i ljudi tijekom razvoja Zivcanog sustava (53). Takoder se moZe nac¢i u
miSi¢nom tkivu (64, 65), a osobito u stanicama koje proliferiraju i migriraju (66). Takoder se
pojavljuje u nekim tumorima kao S$to su gliomi, glioblastomi, hemangioblastomi i
meningeomi, te u endotelnim stanicama Zila (53, 54). U nasem istrazivanju, tijekom najranijih
razvojnih razdoblja unutraSnjeg uha, otocista nije pokazivala izraZaj nestina, dok su okolne
strukture (mezenhim, Ziv€ana vlakna i gangliji) bile slabo pozitivne. Tijekom daljnjeg
razvoja, izrazaj nestina porastao je u podrucju svih osjetnih polja (Cortijev organ, kriste,
makule) do vrlo intenzivnog, posebice u bazalnim stanicama. Nestin je u kasnijim stadijima
bio prisutan i u stijenkama krvnih zila, mezenhimu oko membranskog labirinta, Ziv€anim

vlaknima i vestibulokohlearnom gangliju. Dosadasnja istraZivanja na unutraSnjem uhu Stakora
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pokazala su prisutnost nestina u osjetnim stanicama Cortijevog organa u kasnijem razvojnom
razdoblju (55), kao i u kulturama mati¢nih stanica koriStenim kod odraslih Stakora (56).
Obzirom da je naSe istrazivanje provedeno na najranijim razdobljima razvoja unutrasnjeg uha,
kada joS ne postoji konacna diferencijacija pojedinih stani¢nih populacija u podrucju osjetnih
polja, izrazaj nestina bio je najintenzivniji u podrucju bazalnih stanica, koje obi¢no
predstavljaju one stanice koje se dijele te diferenciraju u razli¢itim smjerovima. Stoga je jasno
zaSto se nestin Cesto koristi kao marker za multipotentne mati¢ne stanice (66). Kako
diferencijacija tijekom razvoja napreduje, tako slabi izrazaj nestina koji onda biva zamijenjen
tkivno specifi¢énim intermedijarnim filamentima (67, 68). Stoga smatramo da bi nestin mogao
utjecati na diferencijaciju svih osjetnih polja u unutrasnjem uhu ¢ovjeka, ali i u diferencijaciji
hrskavice u okolnom mezenhimu, nastanku krvnih zila i razvoju statoakustickog ganglija.
Izrazaj nestina u bazalnim stanicama ukazuje na stani¢nu populaciju koja bi mogla
potencijalno sluziti za regeneraciju oSteCenih stanica. Naime, kod odraslih organizama
pojacani izrazaj nestina pojavljuje se u nekim reparatornim zbivanjima poput stvaranja
glijalnog oziljka nakon ozljede SZS-a i tijekom regeneracije ozlijedenog migiénog tkiva (65,

67).

4.7. P53 bjelancevina u unutra$njem uhu covjeka.

P53 je transkripcijska bjelanc¢evina p53 tumor supresor gena (44) koja zaustavlja stani¢ni
ciklus u fazi G1-S te omogucava popravak DNK, a ukoliko popravak nije mogu¢, zapocCinje
proces apoptoze (42, 44, 46). Mutacija p53 gena moze se naci u vise od 50% ljudskih tumora.
P53 bjelancevina u dosadasnjim se istrazivanjima pokazala kao dio normalnog oblikovanja
razli¢itih organa u ¢ovjeka poput bubrega, ¢eljusti 1 zuba (17, 40, 45) te u podrucju glave (41).
Ta nas je Cinjenica potakla da pokusamo dokazati moguéi izrazaj p53 bjelancevine u
unutrasnjem uhu tijekom najranijih razvojnih razdoblja. NaSa su istraZivanja medutim
pokazala odsustvo p53 u unutrasnjem uhu Covjeka tijekom razvoja, iako je izrazaj p53
istovremeno bio prisutan u okolnom mezenhimu glave. To potvrduje cinjenicu da ova
bjelancevina do sada nije opisana u ranim fazama razvoja unutrasnjeg uha, kako u ljudi tako 1
u Zivotinja, nego samo na ljudskom tkivu nakon smrti i to u podruc¢ju Reissnerove membrane
(53). Stoga smo skloni zakljuciti da odsutnost izrazaja p53 bjelancevine u stanicama
unutra$njeg uha covjeka tijekom najranijeg razvoja ukazuje da ovaj gen nema ulogu u kontroli
stani¢ne smrti, nego se stani¢na smrt odvija kaspaza-3 ovisnim putem. Daljnja istrazivanja,
koja bi ukljucivala fetalni razvoj, mogla bi medutim pokazati da se ovaj gen ukljucuje u

razvoj uha u drugoj polovini intrauterinog Zivota.
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4.8. a-tubulin u unutrasnjem uhu covjeka

a-tubulin je bjelancevina koja se specificno veze na mikrotubule trepetljika (cilija) i koristi
se za njihovo dokazivanje na povrsini stanica. Tijekom razvoja, tzv. primarna cilija pojavljuje
se na povrSini nediferenciranih stanica u mnogim tkivima i organima covjeka. Njezina
prisutnost vazna je za prijenos signala iz stanice 1 u nju, Sto se zbiva izmedu uzastopnih
stani¢nih dioba. Pravilna duzina i polozaj primarne cilije presudni su za normalni prijenos
informacija, dok su njezine abnormalnosti povezane s razvojem razliCitih bolesti koje se
zajednicki nazivaju ciliopatije, a svojstven im je genski poremecaj u podrucju primarne cilije
(69, 70). Nase istrazivanje u podrucju struktura unutra$njeg uha covjeka tijekom razvoja
pokazala su prisutnost primarne cilije u epitelnim i mezenhimskim stanicama tijekom
najranijih razdoblja. Duzina i polozaj cilija na povrSini presudni su ne samo za stani¢nu
diferencijaciju nego i kontrolu apoptoze i stanicnog ciklusa tj. proliferacije. Tijekom kasnijih
istrazivanih razdoblja, pojedinacne primarne cilije u podrucju neuroepitelnih osjetnih polja
zamijenjene su pojavom veceg broja cilija (stereocilija i jedne kinoclilje) na povrsini osjetnih
stanica s dlaCicama. NaSe istrazivanje pokazuje da je prisutnost cilijarnog sustava od velikog
znaCenja za diferencijaciju 1 komunikaciju medu stanicama unutra$njeg uha, koja konacno
dovodi do uspostave funkcionalnih osjetnih stanica u podrucju organa za sluh 1 ravnotezu. Za
detaljnije zakljuCivanje o vaznosti ovog sustava, potrebna su dodatna istrazivanja dijelova

unutras$njeg uha tijekom kasnijih (fetalnih) stadija razvoja.
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Slika 12. Shematski prikaz medudjelovanja istrazivanih ¢imbenika te njihov utjecaj na oblikovanje i
diferencijaciju osjetnih podrucja za sluh i ravnotezu tijekom ranog razvoja unutras$njeg uha ¢ovjeka.
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5. ZAKLJUCCI

1/ Proliferacija (Ki-67): tijekom istrazivanog razdoblja ranog razvoja unutrasnjeg uha u
covjeka, stanicna proliferacija mijenjala se kvalitativno 1 kvantitativno: udio stanica u
proliferaciji smanjivao se tijekom razvoja, a njihov prostorni raspored se mijenjao. Navedene
promjene u broju i rasporedu stanica u proliferaciji ukazuju na ulogu ovog procesa u rastu i

zadebljanju stijenke membranskog labirinta i osjetnih polja za sluh i ravnotezu.

2/ Pro-apoptotski i anti-apoptotski ¢imbenici: izrazaj anti-apoptotske Bel-2 bjelancevine u
membranskom labirintu povecavao se s napredovanjem razvoja, a u kasnijim stadijima bio je
selektivan za pojedine stani¢ne linije unutar osjetnih polja (krista, makula, Kortijev organ), §to
ukazuje na ulogu Bcl-2 u diferencijaciji osjetnih podruc¢ja i zastititi od apoptoze. Izrazaj
apoptotskog gena P53 nije naden u membranskom labirintu c¢ovjeka tijekom istrazivanih
razdoblja, ali je nadena aktivnost kaspaza-3 u apoptotskim stanicama. Specifi€an prostorni i
vremenski raspored apoptotskih stanica u membranskom labirintu ukazuje na ulogu procesa

apoptoze u uklanjanju pojedinih stani¢nih populacija, oblikovanju i inervaciji osjetnih polja.

3/ Cimbenik rasta: izrazaj IGF-1 prvo je naden u statoakustickom gangliju i Zivéanim
vlaknima, a zatim u podrucju osjetnih polja te prolazno i u mezenhimu. Navedeni izraZaj IGF-

1 upucuje na njegovu ulogu u selektivnoj kontroli apoptoze 1 diferencijaciji osjetnih polja.

4/ Intermedijarni filament: izrazaj nestina nije naden u otocisti, ali je tijekom kasnijih
razvojnih stadija njegov izrazaj bio prisutan u podrucju svih osjetnih polja (Cortijev organ,
kriste, makule), posebice u bazalnim stanicama te u stijenkama krvnih Zila, mezenhimu,
zivéanim vlaknima 1 statoakustickom gangliju. Ovakav izraZaj ukazuje na mogucu ulogu
nestina u diferencijaciji 1 regeneraciji svih osjetnih polja u unutraSnjem uhu covjeka, ali 1 u
diferencijaciji hrskavice u okolnom mezenhimu, nastanku krvnih zila 1 razvoju

statoakusti¢kog ganglija

5/ Mikrotubuli: izraZzaj a-tubulina naden je prvo u primarnim cilijama na povrSini svih
stanica membranskog labirinta, a zatim u cilijama na povrsini stanica s dlacicama osjetnih

polja za sluh i ravnotezu. Prisutnost cilijarnog sustava ukazuje na njegovu vaznu ulogu u
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diferencijaciji stanica unutraSnjeg uha, S$to je vazno za normalno funkcioniranje osjetnih

stanica u podrucju organa za sluh i ravnotezu.

6/ Istovremeni izrazaj nekih od navedenih ¢imbenika u stanicama unutrasnjeg uha covjeka, te
promjene u njihovom specificnom prostornom i vremenskom rasporedu utjeu na rast,

diferencijaciju i oblikovanje osjetnih poducja za sluh i1 ravnotezu.
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6. SAZETAK

Vremenski 1 prostorni odnos u izrazaju ¢imbenika koji kontroliraju stani¢nu proliferaciju,
diferencijaciju i stanicnu smrt u unutrasnjem uhu covjeka tijekom razvoja, presudan je za

oblikovanje membranskog labirinta i diferencijaciju neuroepitelnih osjetnih polja (Cortijev
organ, makula 1 krista), kao 1 uspostavu normalne funkcije sluha 1 ravnoteze.
Imunohistokemijska lokalizacija izrazaja ¢imbenika Ki-67, Bcl-2, kaspaze-3, IGF-1, p53 i
o—tubulina istrazena je u histoloskim rezovima 12 uzoraka unutra$njeg uha ¢ovjeka tijekom
razdoblja izmedu 5. i 10. tjedna razvoja. Jacina izrazaja istrazenih ¢imbenika prikazana je
semi-kvantitativno ili primjenom statisticke metode upotrebom Kruskal-Wallis testa.
Tijekom istrazivanog razdoblja razvoja unutraS$njeg uha, sluSni mjehuri¢ ili otocista (osnova
membrnskog labirinta) sprijeda se diferencirao u puznicki kanal i sakulus, a straga u
polukruzne kanale i utrikulus. Pocetna diferencijacija osjetnih polja uocena je u podrucjima
Cortijevog organa puznice, makule u sakulusu i utrikulusu te kriste ampularis polukruznih
kanali¢a. U pocetku je uocena intenzivna (50%) 1 jednoliko rasporedena proliferacija (Ki-67)
u slusnom mjehuricu, koja se postupno smanjivala na 24-30% i poprimila specifi¢ni raspored
u podru¢jima epitela mambranskog labirinta. Istovremeno se izrazaj antiapoptotske Bcl-2
bjelan¢evine povecavao u podru¢ju osjetnih polja Cortijevog organa, makule i kriste
ampularis. Kroz Citavo istrazivano razdoblje, apoptotske kaspaza-3 pozitivne stanice bile su
uglavnom rasporedene uz lumen ili u bazalnim podru¢jima epitela membranskog labirinta.

Inhibitor apoptoze IGF-1 pokazivao je izrazaj u istim stanicama kao 1 Bcl-2 bjelancevina, pri
¢emu se njegov izrazaj povecavao s napredovanjem razvoja uha. Izrazaj intermedijarnog
filamenta nestina nije naden u sluSnom mjehuri¢u ali je tijekom daljnjeg razvoja postepeno
rastao u podru¢jima osjetnih polja, posebice u bazalnim stanicama. Cimbenik apoptoze p53
nije naden u strukturama membranskog labirinta tijekom istrazivanog razdoblja, dok je izraZaj
o.—tubulina naden u primarnoj ciliji tijekom najranijih razvojnih razdoblja te u kinociliji na
povrsini osjetnih stanica u kasnijim razvojnim razdobljima. Opisani obrasci izrazaja
istrazivanih ¢imbenika upucuju na ulogu stani¢ne proliferacije (Ki-67) u rastu struktura
unutraSnjeg uha i ulogu Bcl-2 bjelancevine u diferencijaciji osjetnih polja i zastiti od
apoptoze. Za razliku od p53 ¢imbenika, ¢ini se da 1 IGF-1 i kazpaza-3 kontrolirana apoptoza
doprinose oblikovanu, diferencijaciji i1 inervaciji osjetnih polja u puznici, polukruznim
kanali¢ima, sakulusu i utrikulusu. IzraZaj nestina upucuje na njegovo sudjelovanje u

diferencijaciji 1 regeneraciji nekih stanica unutrasnjeg uha tijekom razvoja, dok o—tubulin
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oznaCava razvoj cilijjarnog sustava, prvo u pluripotentnim stanicama, a zatim u osjetnim
stanicama. Fina medusobna koordinacija u izrazaju navedenih ¢imbenika neophodna je za
normalni razvoj i funkciju unutrasnjeg uha covjeka. Odstupanja od njihovog prostornog i
vremenskog izrazaja mogu dovesti do poremecaja oblikovanja 1 funkcije osjetnih polja

odgovornih za osjet sluha i ravnoteze.
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7. ABSTRACT

Expression of regulators of cell proliferation, growth and cell death during development
of sensorineural fields in the human inner ear

Spatio- temporal interplay of factors controlling cell proliferation, differentiation and
apoptosis during development of the human inner ear is essential for labyrinth morphogenesis
and differentiation of neuroepithelial fields (organ of Corti, maculae and cristae ampullares),
as well as establishment of normal of vestibular and cochlear functions. The
immunolocalization of Ki-67, Bcl-2, caspase-3 and IGF-1, p53, nestin and o—tubulin was
analyzed histological sections of 12 human inner ears, 5-10 gestational weeks old. Intensity of
expression of the analyzed factors was described semi-quantitatively or statistically, using the
Kruskal-Wallis test. During the analyzed period, the otocyst transformed into cochlear duct
and saccule ventrally, and semicircular canals and utricle dorsally. Initial differentiation of
sensorineural fields characterized organ of Corti within cochlea, maculae in saccule and
utricle and cristae ampullares in the semicircular channels. Intense (50%) and evenly
distributed proliferation (Ki-67) in the otocyt decreased to 24-30% and became spatially
restricted within the membranous labyrinth epithelium. Simultaneously, expression of
antiapoptotic Bcl-2 protein increased in sensorineural fields of organ of Corti, macula and
crista ampullaris. Throughout the investigated period, apoptotic caspase-3 positive cells were
mainly distributed at the luminal and basal surfaces of labyrinth epithelium. Inhibitor of
apoptosis IGF-1 co-expressed with Bcl-2, and increased in the sensorineural fields with
advancement of development. Expression of intermediate filament nestin was absent in the
otocyst, but gradually increased in the regions of neuroepithelial sensory fields, particularly in
the basal cells. Apoptotic factor p53 was not expressed in the inner ear structures during the
analyzed period, while o—tubulin expression characterized primary cilia during earliest
developmental stages and kinocilia on the surfaces of maturing sensory cells at later
developmental stages. The described expression pattern indicates roles for cell proliferation in
growth of the inner ear, and Bcl-2 in differentiation of sensorineural fields and protection
from apoptosis. In contrast to p53, both IGF-1 and caspase-3 mediated apoptosis seem to
contribute to proper morphogenesis, differentiation and innervations of sensorineural fields
within cochlea, semicircular canals, saculle and utricle. Expression of nestin probably
participates in differentiation and regeneration of some inner ear cells during development,

while o—tubulin indicates development of ciliary system, first in pluripotent and then in

48



sensory cells. Fine mutual interaction of the investigated factors is needed for normal inner
ear development and function. Alterations in their spatiotemporal interplay might lead to

disturbances of vestibular and cochlear morphology and function.
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