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1. UVOD

1.1. Rani razvoj zuba

Zubi su visokomineralizirane strukture koje se nalaze na pocetku probavnog
sustava u kraljeznjaka i1 beskraljeznjaka. Glavna im je uloga hvatanje i obrada
hrane, ali ¢esto imaju i druge funkcije kao Sto je obrana i iskazivanje dominacije,
a u ljudi i fonetska artikulacija (1). Prehrambene navike i prilagodbe okolisu
izazvale su u kraljeZnjaka nastanak brojnih anatomskih oblika zuba, kao $to
su sjekuti¢i, ocnjaci, pretkutnjaci i kutnjaci (2). Ljudi su difiodontni sisavci,
Sto znaci da u njih nastaju dvije generacije zuba tijekom mlije¢ne (primarne)
denticije, nakon koje slijedi trajna (sekundarna) denticija. Razvoj zuba u sisavaca
reguliran je uzastopnim i uzajamnim medudjelovanjem mezenhima nastalog od
stanica kranijalnog neuralnog grebena (ektomezenhima) i epitela usne Supljine
ektodermalnog podrijetla. Stoga zub u razvoju sluzi kao izvrstan model za prou-
cavanje temeljnih procesa i mehanizama embriogeneze u kraljeznjaka, ukljucujuéi

indukciju, diferencijaciju te oblikovanje (3).

1.1.1. Razvoj prvog zZdrijelnog luka: stanice neuralnog grebena i ektomezenhim

usne Supljine

Stanice neuralnog grebena (NCC, eng. neural crest cells) nastaju tijekom procesa
neurulacije, iseljavanjem stanice iz podruc¢ja neuralne cijevi (ploce ili nabora) u
razli¢ita podrucja tijela embrija (4). One imaju izuzetnu sposobnost migracije i
diferencijacije te su osnova za razvoj raznih struktura u tijelu kao S$to su osjetni
gangliji, simpaticki neuroni, Schwannove stanice, pigmentne stanice, mozdane
ovojnice i1 vec¢ina vezivnog tkiva u podrucju glave. Za razliku od embrionalnog
vezivnog tkiva u drugim dijelovima embrija, koje nastaje od mezoderma i naziva
se mezenhim, u podrucju glave se mezenhim zbog svojeg neuroektodermalnog

podrijetla naziva ektomezenhim (5).
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Diferencijacija stanica kranijalnog neuralnog grebena (CNCC, eng. cranial neural crest cells)
Tijekom migracije u kraniofacijalnu regiju, od CNCC mogu nastati razne vrste stanica
(odontoblasti, osteoblasti, hondroblasti i td.), a sudjeluju i u nastanku neuralnih tkiva (osjetni
neuroni i gangliji kranijalnih Zivaca). Signali iz ektoderma i endoderma zdrijelnog luka daju upute
vazne za odredivanju sudbine tih progenitorskih stanica.

Preuzeto iz Chai, Y., Y. Ito, and J. Han, TGF-beta signaling and its functional significance in regulating
the fate of cranial neural crest cells. Crit Rev Oral Biol Med, 2003. 14(2): p. 78-88.

Stanice neuralnog grebena izdvajaju se tijekom neurulacije kao rezultat poticajne
aktivnosti ¢cimbenika povrSinskog ektoderma: kostanih morfogenetskih bjelancevina
417 (BMP4 i BMP7, eng. bone morphogenetic proteins) i Wnt signalnih proteina
na stanice u lateralnom dijelu neuralne ploce (6). S druge strane, transformirajuci
¢imbenici rasta, TGFB1 i TGFB2 (eng. transforming growth factors) koji nastaju u
samim stanicama neuralnog grebena, poticu izrazaj slug/snail gena (transkripcij-
skog ¢imbenika obitelji homologne regije cinkovog prsta), koji je svojstven stani-
cama koje se mijenjaju od tipi¢nih epitelnih prema mezenhimskim stanicama (7).
Epitelno-mezenhimskom preoblikovanju stanica svojstven je gubitak medustanicne
povezanosti (medustani¢nih veza) i adhezijskih molekula (CAMs, eng. cell adhesion
molecules) tipi¢nih za neuralnu cijev (N-CAM i N-cadherin) i stanice neuralnog
grebena tijekom migracije (8). Aktivacija s/ug/snail gena takoder §titi stanice od
programirane stani¢ne smrti, Sto vjerojatno osigurava odrzavanje dovoljnog broja
stanica neuralnog grebena za procese migracije u udaljena podrucja tijela (8). NCC
koje su stekle morfoloske osobitosti mezenhimskih stanica, prolaze kroz ostatke
bazalne lamine i zapocinju svoju migraciju. Smjer migracije odreden je unutraSnjim

svojstvima NCC 1 obiljezjima okolisa s kojim se susrecu tijekom migracije (6).
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Nakon §to stanice neuralnog grebena stignu na ciljno mjesto, diferenciraju se u
odredene strukture, pri ¢emu se na njima ponovno pojavljuju adhezijske molekule
(8). U pti¢jem embriju, NCC se diferenciraju i odvajaju u fazi neuralnih nabora, a
u embriju sisavaca ove se stanice odvajaju od lateralnih dijelova neuralne ploce (5).

Izgleda da homeobox geni LHX6 i LHX7 imaju klju¢nu ulogu u usmjeravanju
CNCC nanjihova to¢na odredista, gdje se CNCC aktivno umnazaju da bi proizvele
glavninu zdrijelnog luka (9). Eksperimenti s tkivhom rekombinacijom pokazali su
da najraniji odontogeni potencijal postoji u zubnom epitelu, a ne u CNCC te da je
informacija o uzorku inicijacije i vrste zuba prisutna u epitelu usne Supljine vec
prije nastanka epitelnog zadebljanja (zubnog grebena) (10). Kasnije epitel gubi
taj potencijal, a preuzimaju ga ektomezenhimske stanice koje reguliraju daljnju
diferencijaciju epitelnih stanica zuba i nastanak zubnih zametaka (10). Medusobno
uskladene epitelno-mezenhimske interakcije izuzetno su vazne tijekom razvoja
zuba, jer njihov poremecaj rezultira anomalijama zuba te odsustvom zuba (npr. u
ptica i donjoj Celjusti zaba (anura)) (1).

Rombomere su sredista proliferacije neuroepitela koja dijele povrsinu straznjeg
mozga u osam parnih segmenata, a od kojih nastaju motoricke jezgre IV., V., VL.,
VIL, IX., X., XI. 1 XII. mozdanog zivca (11). NCC povezane s rombomerama 1 i
2 useljavaju u prvi zdrijelni luk i ¢ine njegov najveéi dio, dok NCC iz rombomere
4 useljavaju u drugi, a iz rombomere 6 i 7 u tre¢i zdrijelni luk (6). Stanice krani-
jalnog neuralnog grebena diferenciraju u veliki broj raznih vrsta stanica i tkiva,
ukljucujuéi vezivno i kosStano tkivo koje €ini veliki dio mekih 1 tvrdih tkiva lica
(6). Proliferacijom CNCC nastaju zadebljanja koja oznacavaju svaki zdrijelni luk, a
stanice se diferenciraju u razlicite fenotipove i pridonose formiranju struktura glave
ivrata (4). Svaki zdrijelni luk graden je od sredisnje krvne Zile, ogranka luka aorte,
okruzenog paraksijalnim mezodermom. Sredi$nji dio luka ¢ine CNC stanice koje su
prekrivene neprekinutim slojem epitela ektodermalnog (izvana) i endodermalnog
(iznutra) podrijetla. Prvi zdrijelni luk sudjeluje u oblikovanju gornje i donje Celjusti.
Iz Zdrijelnog podrucja migriraju stanice koje prekrivaju Zdrijelne lukove pa iako se
smatra da zubi nastaju iskljucivo od ektoderma, moguce je da u nekih vrsta zubi
nastaju od epitela endodermalnog podrijetla (12). Razni transkripcijski ¢imbenici i
¢imbenici rasta (kao Sto su fibroblastni ¢imbenik rasta (FGF, eng. fibroblast growth
factor), BMP, TGF, Hox, Msx i Pax) sudjeluju u specifikaciji i odredivanju sudbine
stanica neuralnog grebena (13). Kada nastankom zubnog grebena zapocne razvoj
zuba, podleze¢i mezenhim je gotovo u potpunost naseljen stanicama nastalim od
CNCC (14). Stoga je pravilna migracija i diferencijacija stanica neuralnog grebena
od iznimne vaznosti za normalan razvoj zuba, jer od njih nastaju sva tkiva zuba i

parodoncija, osim cakline (5).
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Slozene uzastopne i uzajamne interakcije izmedu epitela usne Supljine i ekto-
mezenhima neophodne su za oblikovanje zuba, a posredovane su prostorno-vre-
menskim izraZzajem velikog broja gena (oko 300) i transkripcijskih ¢imbenika te
faktora rasta (oko 100) (15).

Epitelno-mezenhimske interakcije vode formiranju visoko specijaliziranih
struktura kao $to su sjekuti¢i, o¢njaci, pretkutnjaci i kutnjaci. Svaka od ovih grupa
zuba nastaje od razlicitih dijelova epitela usne Supljine. Zavisno od vrste (¢ovjek ili
pokusna zivotinja) zubi nastaju od ektoderma i endoderma, ili samo od ektoderma
(12, 16).

1.1.2. Razvojni stadiji zuba u covjeka (stadij pupoljka, kape i zvona) i njihova

genska kontrola

Dosadasnja saznanja o ranom razvoju zuba uglavnom se temelje na istrazivanjima
razvoja zametka mi§jeg kutnjaka (molara). Medutim, razvoj zuba u misa znacajno
se razlikuje od Covjecjeg, jer u miSeva postoji samo jedna denticija kojom nastaju
samo dvije vrste zuba (17). Nezavisno o polozaju zuba u ¢eljusti i vrsti zuba, razvoj
svakog zuba prolazi kroz Cetiri stadija: inicijacije, pupoljka (blastema), kape i zvona.
Ti su stadiji povezani s odredivanjem vrste,veli¢ine i broja zuba, nakon ¢ega slijedi
morfogeneza, diferencijacija i mineralizacija zuba. Sonic hedgehog bjelancevina
(SHH) izlucuje se rano u ¢itavom buduc¢em zubnom epitelu i odreduje mjesta
proliferacije ektodermalnog epitela usne Supljine, invaginacije u ektomezenhim i
inicijacije zuba (18).

Nastanak primarnog zadebljanja epitela usne Supljine (zubni greben ili dentalna
lamina) predstavlja prvi stadij u razvoju zuba (19), koji se u ljudskih embrija
javlja tijekom Sestog tjedna intrauterinog razvoja (20). Epitel zubnog grebena
urasta u podleze¢i ektomezenhim, gdje oblikuje epitelni zubni pupoljak oko kojeg
se zgu$njavaju stanice ektomezenhima (21, 22). Na prijelazu iz stadija pupoljka
u stadij kape, stanice nastale od CNC zgus$njavaju se na mjestu dodira s zubnim
epitelom, ukazujuéi na njihovu kljuénu ulogu u epitelno-mezenhimskim inte-
rakcijama tijekom razvoja zubnog zametka (14). Stadij kape nastaje kao rezultat
nabiranja epitela, tijekom kojeg se uzduz konkavnog ruba kape epitel diferencira u
preameloblaste (buduce ameloblaste), pravilan sloj stanica koje proizvode caklinu.
Zgusnuti ektomezenhim nastao od stanica neuralnog grebena, koji se utiskuje u
caklinski organ, naziva se zubna (dentalna) papila, buduc¢a zubna pulpa. Epitel na
unutrasnjoj povrsini kape naziva se unutrasnji caklinski epitel, dok je vanjski dio
kape prekriven vanjskim caklinskim epitelom. Izmedu tih dvaju epitelnih slojeva,

nalazi se zvjezdolika mreZica (caklinska pulpa). Od zgusnutog ektomezenhima oko
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osnove zuba (zubne vrecice) razvit ¢e se cementoblasti, osteoblasti i fibroblasti
buduceg korijena i alveole zuba (2, 23).

Izmedu 16. 1 21. tjedna gestacije, razvoj zuba dosegne stadij zvona, u kojem
se sloj ektomezenhimskih stanica na povrsini zubne papile diferencira u sloj odon-
toblasta, stanica koje izluc¢uju dentin. Tijekom kasnog stadija zvona, ameloblasti i
odontoblasti po€inju izlu€ivati prethodnike dentina i cakline, i to prvo u podrucjima
buducih sjekutica (incizalnim podrucjima) (22, 24). Zubni greben postupno podli-
jeze programiranoj stani¢noj smrti (apoptozi), raspadajuci se tijekom stadija kape
1 zvona te nestaje do zavrSetka razvoja zuba (22). Ostaci zubnog grebena mogu
ostati duboko u sluznici usne Supljine ili u alveolarnoj kosti, ¢ine¢i najvazniji izvor
odontogenih cista i tumora (25).

U stadiju kape, u unutrasnjem caklinskom epitelu nastaje nakupina stanica
nazvana caklinski ¢vori¢, signalni centar koji regulira nastanak zubnih kvrzica.
Kako razvoj zuba napreduje iz stadija kape u stadij zvona, ektomezenhim zuba
koji je nastao od CNCC i unutrasnji caklinski epitel zapoc¢inju diferencijaciju u
preodontoblaste i preameloblaste. U razvijenom zubu, ektomezenhim zuba prido-
nosi nastanku dentina, pulpe, cementa, parodontalnog ligamenta, a od unutrasnjeg
caklinskog epitela (buduc¢ih ameloblasta) nastaje caklina (14).

Razlika u obliku sjekuti¢a i kutnjaka povezana je s brojem caklinskih ¢vori¢a
koje zub u razvoju ima. U distalnim dijelovima mandibularnog luka, koStana
morfogenetska bjelancevina BMP4 potiskuje izrazaj BarxI gena. Kada je BMP4
signal inhibiran, induciran je izrazaj Barx] gena u zubnom ektomezenhimu pa se
sjekuti¢i u razvoju transformiraju u kutnjake (6). Izostanak izrazaja DixI i Dix2
gena, uzrokuje izostanak razvoja kutnjaka u gornjoj celjusti, dok su Msx/ i Msx2
geni vjerojatno povezani s nastankom sjekutica, ali jo$ ne postoje jasni dokazi za

to. Geni stoga kontroliraju ne samo smjestaj, nego i vrstu zuba koja ¢e se razviti (6).

1.1.2.1. Caklinski ¢vorici

Caklinski ¢vori¢i su signalni centri koji reguliraju oblikovanje zuba i uzorak kvrzica
u kutnjaka (26, 27). Tijekom stadija kape, unutrasnji caklinski epitel i zubna papila
odvojeni su samo bazalnom membranom, a unutrasnji caklinski epitel i bazalna
membrana reguliraju diferencijaciju odontoblasta (28), koja zapoc€inje u podrucju
caklinskog ¢vorica (26, 29).

Primarni caklinski ¢voric¢ je signalni centar koji nastaje na vrsku epitelnog
zubnog pupoljka i potpuno je razvijen i morfoloski uo€ljiv u zubnom epitelu u
stadiju kape (26). Do sada je istrazeno vise od 50 gena koji se aktivno prepisuju u
caklinskim ¢vori¢ima, a ¢iji su proizvodi razni ¢imbenici rasta i signalne molekule

iz BMP, FGF, Shh i Wnt obitelji (1). Nastajanje primarnog caklinskog ¢voric¢a
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regulirano je signalima iz mezenhima (posebno BMP4), §to je dokazano pokusom
in vitro (30) kao i studijom na Msx/ mutiranim miSevima, u kojih izostaje razvoj
caklinskog ¢vori¢a (29). Pokazano je da se stanice caklinskog ¢vorica ne dijele,
nego poticu proliferaciju susjednih epitelnih stanica u podrucju vratne petlje kao
1 ektomezenhimskih stanica zubne papile. Stanice caklinskog ¢vori¢a nemaju
receptore za FGF pa zbog toga ne mogu odgovoriti na mitogene podrazaje (31).
Navedene razlike u proliferacijskoj aktivnosti povezuju se s prelaskom zuba iz
stadija pupoljka u stadij kape (15, 27). U podrucju primarnog caklinskog ¢voric¢a
izrazen je p21 ¢imbenik koji kontrolira stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju (30,
32), kao i BMP4 ¢imbenik, koji se smatra kljucnom molekulom u indukciji apoptoze
u mnogim strukturama kao Sto su rombomere, prsti i apikalni ektodermalni greben
(33). Apoptotsko uklanjanje primarnog caklinskog ¢vori¢a zapocinje na kraju stadija
kape, a ¢vori¢ potpuno nestaje do stadija zvona (34). Nasuprot tome, FGF4 stiti
okolne epitelne 1 ektomezenhimske stanice od apoptoze (35).

Primarni se caklinski ¢vori¢ kutnjaka najve¢im dijelom uklanja apoptozom,
osim dijelova od kojih nastaje prva kvrzica (35). Nakon toga se na mjestima na
kojima nastaju ostale kvrzice, pojavljuju novi caklinski ¢vori¢i, koji se nazivaju
sekundarnim caklinskim ¢vori¢ima. Oni takoder izlucuju nekolicinu signalnih mole-
kula (FGF4 19, Shh, Wnt10a,b 1 BMP4 1 7) (36, 37). U sekundarnom caklinskom
¢voricu je takoder izrazen p21, inhibitor ciklin-ovisne kinaze te transkripcijski
faktori Msx2 i Lefl (36). Vjeruje se da neki od signala iz caklinskih ¢vori¢a indu-
ciraju diferencijaciju odontoblasta. Takoder je dokazano da ¢lanovi FGF obitelji
poticu proliferaciju ektomezenhimskih i epitelnih stanica te reguliraju rast kvrzica.
Signali iz sekundarnog caklinskog ¢vorica zajedno sa signalima iz ektomezenhima
sudjeluju u nastajanju uzorka kvrzica, a time i u definiranju oblika krune zuba (26).
Kada stanice caklinskog ¢vorica prestanu proliferirati, izlu¢uju signalne molekule
koje poticu proliferaciju susjednih stanica (15, 27). Genska kontrola sli¢na onoj u
covjeka, a povezana s razvojem zubnih kvrzica, nadena je u misa i voluharice te
se zato neke signalne molekule smatraju biljezima svojstvenim razvoju krune zuba
(36): tako FGF4 potice proliferaciju u izoliranim tkivima zuba (27), dok je p21 biljeg
diferencijacije, a izrazen je samo u stanicama koje su prestale proliferirati (30, 38).

Male razlike u izrazaju signalnih molekula izmedu primarnih i sekundarnih
caklinskih ¢vori¢a povezuju se sa stupnjevitom diferencijacijom odontoblasta
(36, 39). Obzirom da su iste signalne molekule dokazane u primarnim ¢vori¢ima i
sjekuti¢a i kutnjaka, smatra se da je regulacija nastanka zubne papile i kape sli¢na

u razli¢itim vrstama zuba (26).
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Indukeija primarnog Indukcija zubne papile Indukeija diferencijacije odontoblasta
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Slika 2.

Shematski prikaz povezanosti signala iz caklinskog ¢vori¢a s morfogenezom i diferencijacijom
odontoblasta.

A) Tijekom stadija pupoljka, odontogeni ektomezenhim inducira nastajanje primarnog caklinskog
¢vorica. B) Tijekom stadija kape, caklinski ¢vori¢ eksprimira signalne molekule koje reguliraju
nastanak zubne papile i rast epitelnih vratnih petlji. C) Tijekom stadija zvona, signali iz sekundarnih
caklinskih ¢vorica reguliraju nastanak kvrzica i mogu potaknuti terminalnu diferencijaciju
odontoblasta. D) Povecani prikaz slike B pokazuje indukciju stanica zubne papile u dentalnom
mezenhimu ispod primarnog caklinskog ¢voric¢a. E) Povecani prikaz vrska kvrZzice u vrijeme nastanka
sekundarnog caklinskog ¢vorica. F) Povecani prikaz diferencijacije odontoblasta. Odontoblasti luce
dentin i induciraju terminalnu diferencijaciju ameloblasta (strelice s desna na lijevo).

Preuzeto iz: Thesleff, I, S. Keranen, and J. Jernvall, Enamel knots as signaling centers linking tooth
morphogenesis and odontoblast differentiation. Adv Dent Res, 2001. 15: p. 14-8.

1.1.3. Genska kontrola razvoja zuba i njezini poremecaji u zubnoj patologiji

Pravilan prostorni i vremenski izrazaj gena i njihovih produkata preduvjeti su

normalnog razvoja zuba. Konzervirani signalni putevi BMP, FGF, SHH i WNT

liganda i njihovi receptori tvore klju¢ne razvojne puteve koji se uzastopno koriste

tijekom razvoja zuba i posreduju u epitelno-mezenhimskim interakcijama (40, 41).

Geni koji sadrze homeobox domene DIx/ i DIx2, izrazeni su u maksilarnom i

proksimalnim dijelovima mandibularnog luka. Promjene njihovog izrazaja povezuju

se s poremecajima razvoja specificnih vrsta zuba (sjekuti¢a i kutnjaka). FGFS8 iz

proksimalnog ektoderma mandibularnog nastavka, inducira izrazaj Barxi, jo$
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jednog homeobox gena, koji u donjoj Celjusti moze nadomjestiti nedostatak Dix/ i
DIx2 gena i osigurati normalni nastanak kutnjaka. Geni Msx/ i Msx2 su vjerojatno
povezani s nastankom sjekutica, ali jos ne postoje jasni dokazi za to (6).
Inicijacija odredene vrste zuba u razli¢itim dijelovima usne Supljine definirana
je lokalnom reakcijom stanica na specificne grupe homeobox gena (42). Podjela
na proksimalna i distalna podrucja zubnog luka nastaje zbog razli¢itog stani¢nog
odgovora, u odnosu na blizinu izvora signala. Tako proksimalni epitel zuba izlucuje
¢imbenik rasta FGF8, koji inducira izrazaj homeobox gena u proksimalnom meze-
nhimu (PAXY, BARX1, DLXI i DLX2), a oni odreduju nastanak kutnjaka. BMP4,
koji se izluCuje u distalnom epitelu i u distalnom mezenhimu potice izrazaj MSX1,
MSX2 i ALX4 gena koji odreduju nastanak sjekutica. Pretpostavlja se da BMP-i
igraju vaznu ulogu u nastanku periodi¢nog ustroja zuba inhibirajuéi Sirenje FGF
signala (43, 44). Pravilni izrazaj i kombinacija ovih genskih proizvoda odreduje
Sirinu 1 smjestaj razli¢itih morfogenetskih polja tijekom razvoja zuba, a time i
vrstu zuba koja se razvija. Izrazaj signalne molekule ektodisplazina (EDA, ¢lan
TNF obitelji liganda kodiran od strane EDA gena) i/ili njezinih receptora utjece
na veli¢inu morfogenetskih polja. Visoka aktivnost EDA rezultira prekobrojnim
zubima koji su, zacudujuce, uvijek sli¢ni pretkutnjacima i pojavljuju se distalno
od prvog kutnjaka. Smanjena aktivnost EDA rezultira nedostatkom kutnjaka, kao
u slucaju Tabby 1 Downless misjih fenotipova (45). 1z navedenih eksperimenata
razvidno je da normalni uzorak pojavljivanja, vrste i raspodjele zuba ukljucuje
uvijek isti slijed aktivacije gena: klonove migriraju¢ih CNC stanica, homeobox
gene u mezenhimskim stanicama i signalne molekule koje izlucuje zubni epitel
(model klon, homeobox gen i polje) (46). Navedeni su modeli utemeljeni na ¢vrstim
teoretskim 1 klinickim podacima i jasno ukazuju na ¢injenicu da postoji multifak-
torijalna etiologija razvoja zuba (47-49). Poremecaji u izrazaju navedenih gena,
ocituju se razli¢itim poremecajima razvoja zuba. Eksperimentalnim moduliranjem
raznih razvojnih molekula, moZe se promijeniti izrazaj homeobox gena u ciljnim
tkivima $to rezultira izmijenjenim brojem, oblikom i veli¢inom zuba. Tako npr.
dodavanjem noggina (BMP neutralizator) ranim mis$jim mandibularnim lukovima
rezultira transformacijom sjekuti¢a u kutnjake (50). Knock-out mutacije vecine
gena povezanih s razvojem zuba ne uzrokuju zastoj razvoja zuba u ranim razvojnim
stadijima i ne mogu sprijeciti razvoj zubnog grebena, Sto ukazuje na postojanje
sigurnosnih razvojnih mehanizama (vjerojatno jos nekih drugih gena koji su za to
odgovorni). Primjer tog fenomena je perzistencija zubnog grebena u ptica, iako su

kod njih zubi nestali prije vise od 60 milijuna godina (51).
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1.2. Cimbenici vaini za rani razvoj zuba u covjeka: biljezi proliferacije,

stanic¢ne smrti i diferencijacije

Tkivna homeostaza ovisi o skladnom odnosu izmedu stani¢ne proliferacije, dife-
rencijacije i stanicne smrti. Tijekom diobe somatskih stanica, napredovanje sta-
ni¢nog ciklusa precizno je regulirano mrezom pozitivnih i negativnih signala (52).
Stani¢ni ciklus ¢vrsto je kontroliran mnogim regulatornim mehanizmima, koji ili
dozvoljavaju ili sprecavaju njegovo napredovanje (53). Apoptoza i proliferacija
¢vrsto su povezane, a regulatori stani¢nog ciklusa utjeCu i na stani¢nu diobu i na
stani¢nu smrt. Vremenski slijed dogadaja nadzire se kontrolnim tockama stani¢nog
ciklusa na prijelazu G1/S faze stani¢nog ciklusa, u S fazi i na prijelazu G2/M faze
(52). Kontrolne tocke osiguravaju da se vazni dogadaji u odredenoj fazi stani¢nog
ciklusa zavrSe prije nego zapocne nova faza proliferacije, $to sprjecava nastanak
1 daljnje umnazanje genetski abnormalnih stanica (stanica s oSte¢enom /pogresno

sintetiziranom DNA).
1.2.1.Proliferacija

Stani¢na proliferacija jedan je od temeljnih bioloskih procesa (54), a pod kontrolom
je pozitivnih i negativnih regulatora, koji se sastaju na razini kaskade kinaza sta-

nicnog ciklusa (55).

1.2.1.1. Biljeg proliferacije Ki-67 u zubnom zametku
Ki-67 protein (MKI67 antigen (56)) izvorno je definiran prototipom monoklonalnog
protutijela Ki-67, nastalog imunizacijom miSeva jezgrama Hodgkin limfoma (sta-
ni¢ne linije L428). Ime je izvedeno od grada u kojem je nastalo (Kiel), a broj od
rednog broja originalnog klona (57). Ki-67 je jezgrina bjelanCevina koja je prisutna
u svim fazama stani¢nog ciklusa osim u fazi mirovanja (GO) (58, 59) pa se zato
naveliko koristi kao proliferacijski biljeg (60). Ipak, novija istrazivanja su pokazala
da se male koli¢ine ovog proteina mogu pronaci i u stanicama u mirovanju (61).
Antigeni stani¢ne jezgre u ¢ovjeka povezani su sa stanicnom proliferacijom, a po
prvi put su definirani uz pomo¢ humanih autoimunih protutijela (62). Dokazana
je nuznost proteina Ki-67 za stani¢nu proliferaciju kao i njegova uloga u RNA
polimeraza I-ovisnoj sintezi nukleolarne rRNA (63).

Harada i suradnici su na eksperimentalnim zivotinjama proucavali proliferaciju
tijekom razvoja zuba miseva i lokalizirali Ki-67 pozitivne stanice u epitelu zubnog
pupoljka (64). Nakasone 1 suradnici, istrazivali su povezanost izmedu zavrSetka

stani¢ne proliferacije i izraZaja proteina toplinskog stresa (eng. Heat shock protein)
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Hsp25 u Stakorskim embrijima i postnatalno: brojne Ki-67 pozitivne stanice prona-
dene su u caklinskom organu dok je Hsp25 imunoreaktivnost utvrdena tek nakon
zavrsetka proliferacije (65). Na ranim ljudskim embrijima, postoje istrazivanja s
Ki-67 biljegom (napravljena u nasem Laboratoriju) u podrucju razvoja hipofize (66)
i bubrega (67). Guven i suradnici, istraZili su proliferaciju stanica ljudskog zubnog
zametka u fetusa starih 13—30 tjedana gestacije (68), dok istrazivanja na ranim
stadijima razvoja zuba u covjeka ne postoje, osim naseg istrazivanja provedenog

na ljudskim zubnim zamecima starim 5— 10 razvojnih tjedana (69).
1.2.2. Pro-apoptotski i anti-apoptotski biljezi u zubnom zametku

1.2.2.1. Apoptoza

Kerr i suradnici su 1972. godine, na morfoloskim temeljima, definirali apoptozu kao
jedinstveni oblik stani¢ne smrti i instrument za uklanjanje neZeljenih stanica tijekom
embrionalnog razvoja, tijekom normalne izmjene stanica u tkivima koja se dijele
kao 1 u patoloskim stanjima (70). Danas se zna da je apoptoza genski uvjetovana,
a morfoloske su promjene rezultat aktivacije unutarstani¢nih signalnih puteva, ¢ija
je jedina uloga smrt stanice i organizacija uklanjanja njezinih ostataka (71).

Postoje dva glavna apoptotska puta: vanjski ili put Fas/TNF-R1 receptora i
unutras$nji ili mitohondrijski put te dodatni put koji ukljucuje T-limfocitima posre-
dovanu citotoksi¢nost i perforin-granzim-ovisnu smrt stanice. Svi nabrojeni putevi
objedinjuju se na istom izvrSnom putu, koji zapocinje cijepanjem kaspaze-3, a
zavrsava smréu stanice (72). Granzim A put stani¢ne smrti, aktivira paralelni, o
kaspazi neovisni put, djelujuci preko oste¢enja jednolancane DNA (73).

Pod svjetlosnim mikroskopom moze se vidjeti da se apoptotska stanica odvaja
od drugih stanica i postaje okrugla. Tijekom apoptoze, kromatin se zgusnjava,
a jezgra fragmentira (piknoza). Citoplazma se zgusnjava, postaje eozinofilna i
organizira se u apoptotska tjelesca, koja sadrzavaju razne dijelove citosola, organele
1 dijelove zgusnute jezgre (70, 72). Apoptotska tjelesca fagocitiraju makrofagi,
parenhimske stanice ili tumorske stanice i razgraduju unutar fagolizosoma. Sama
apoptoza ili uklanjanje apoptotskih stanica iskljucuje upalni odgovor, jer apoptotske
stanice ne otpustaju svoj sadrzaj u okolis, okolne stanice ih brzo fagocitiraju, a pri

tome ne proizvode protuupalne citokine (74, 75).

1.2.2.2. Bjelancevine Bcl-2 obitelj kao regulatori apoptoze
Clanovi Bcl-2 obitelji su unutarstani¢ne, s membranom povezane bjelanéevine,
koje reguliraju apoptozu ili programiranu stani¢nu smrt (76). Obitelj ¢ini viSe od

20 ¢lanova, a dijele se na pro-apoptotske (Bax, Bak, Bok, B¢cl-G, Bcl-rambo, Bfk,
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Bid, Bad, Bik, Bim, Bmf, Noxa, Puma, Hrk, Beclinl i MULE) i anti-apoptotske
(Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1, Bel2110, Bfi-1 and Bel2112) (77). Jedinstvena karak-
teristika obitelji Bcl-2 bjelancevina je da one medusobno tvore razne homodimere
1 heterodimere koji, ili poticu, ili sprecavaju apoptozu (78-80). Na taj nacin oni
uzajamno “titriraju” funkciju, a njihov relativni izrazaj “odlucuje” o sudbini stanice,
regulirajudi integritet membrane mitohondrija (78, 79).

Razli¢ite kombinacije bjelancevina iz Bcl-2 obitelji pojavljuju se ovisno o
vrsti, stupnju diferenciranosti i aktivacijskom stanju stanice. Lokalizacija ¢lanova
Bcl-2 obitelji regulira njihovu funkciju: Bel-2 se nalazi na vanjskoj membrani
mitohondrija, dok se Bax prije indukcije apoptoze pretezno nalazi u citosolu
(81, 82). Nakon indukcije apoptoze Bax se premjesta u mitohondrij, veze se za
njegovu membranu gdje sudjeluje u stvaranju mitohondrijskih pora i otpustanju
citokroma-c (83), Sto ubrzava programiranu smrt stanica (78). Kondo i suradnici,
lokalizirali su Bax 1 Bcl-2 u stanicama caklinskog organa Stakora (84). Setkova i
suradnici su istrazivali i apoptozu i proliferaciju u ranom oblikovanju kutnjaka u
voluharice metodom TUNEL (eng. Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling,
deoksinukleotidil-transferaza (TdT), metoda oznacavanja hidroksilnih skupina na
krajevima fragmenata DNA) i PCNA (eng. proliferating cell nuclear antigen, jezgrin
antigen proliferirajuce stanice) te su ustanovili da su se mitoze grupirale oko vratne
petlje zuba (85). Na ljudskim fetusima, izrazaj Bcl-2 bjelanCevine istraZen je na
zubnim zamecima starosti 18—24 tjedna (86) te fetusima starosti 11 tjedana (87).
Lichnovsky 1 suradnici utvrdili su na humanom tkivu starosti od 4—30 razvojnih
tjedana, pozitivnu povezanost izmedu proliferacijske aktivnosti i Bcl-2 izrazaja
u mnogim tkivima u razvoju, izmedu ostalih i u zubnom grebenu (88). Na ranim
(embrionalnim) razvojnim stadijima postoji samo istrazivanje naseg Laboratorija
za istraZivanje ranog razvoja covjeka, i to na zubnim zamecima starosti 5—10
tjedana (69).

1.2.2.3. Kaspaza-3
Kaspaza-3 je proteaza koja je dio velike obitelji kaspaza (cistein-proteaza), koje su
ukljucene u programiranu stani¢nu smrt (89). Do danas ih je u ljudskim stanicama
opisano oko 14 vrsta, gdje postoje kao neaktivni zimogeni-prokaspaze (90), a
dijele se na upalne (kaspaza-1, -4, -5 i -13), inicijacijske (kaspaza-2, -8,-91-10) i
izvr$ne (kaspaza-3, -6 i -7) kaspaze (91). Kaspaze slijede kaskadni put aktivacije,
tako da svaka aktivirana kaspaza cijepa sljedecu prokaspazu u njezin aktivni oblik.
Aktivna kaspaza-3 do sada je pronadena u interdigitalnim podruc¢jima udova,
u timusu, tankom crijevu, bubregu, neuronima i spinalnim ganglijima (92-96).

Setkova i suradnici su na embrijima voluharice dokazali apoptotska tjelesca u
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antemolarnom podrucju, caklinskom ¢voricu te na spojiStu zubnog grebena i zubnog
pupoljka te duz citave osnove kutnjaka (85). Istrazivanje Matalove i suradnika,
dokazalo je apoptotske stanice u povrSinskom sloju zubnog grebena, spojistu
grebena i zubnog pupoljka te u primarnom caklinskom ¢voricu (97). Prokaspaza-3
1 kaspaza-3 dokazane su u primarnom caklinskom ¢vori¢u primjenom imunohi-
stokemijskih metoda, a sama apoptoza primjenom TUNEL metode (98). Sli¢na

istrazivanja do sada nisu provedena na ranim razvojnim stadijima zuba u covjeka.

1.2.2.4. P53

Tumor supresorska p53 bjelancevina regulira prepisivanje (transkripciju) vezuéi se
za specifi¢nu sekvencu DNA pa igra vaznu ulogu u kontroli prijelaza iz G1 u S fazu
stanicnog ciklusa (99, 100). U slucaju ostec¢enja molekule DNA, ova bjelancevina
inducira prekid stani¢nog ciklusa ili apoptozu u stanici. Istrazivanja na Zivotinjama
su pokazala da osim u tumorigenezi, p53 ima vaznu ulogu i u embrionalnom razvoju
1 da moze inducirati diferencijaciju u in vitro modelima (101). Pretpostavlja se da
p53 ima dvojaku ulogu u embriju tijekom razvoja: inducibilnu, koja nastaje zbog
stresa ili oSte¢enja DNA 1 konstitutivnu. Aktivirani p53 transkripcijski regulira
gene koji kontroliraju rast (npr. p21) ili apoptozu (npr. bax), a krajnji rezultat je
zastoj rasta i apoptoza Sto zajedno doprinosi embrionalnoj smrtnosti (101). Razna
istrazivanjima pokazala su da p53 mozZe inducirati diferencijaciju normoblasta,
B-limfocita (102), miSi¢nih stanica, keratinocita (103) i spermatocita (104) u raznim
in vivo 1 in vitro modelima (101). Lichnovsky i suradnici pronasli su da, u nekim
tkivima u razvoju, izrazaj p53 korelira s podruc¢jima visoke proliferacijske aktiv-
nosti. Moguce da je u tim tkivima visoka razina izrazaja p53 odraz regulatornih
putova koji kontroliraju “neprikladnu” proliferaciju, ali i ve¢u ucestalosti genomskih
pogresaka zbog intenzivne diobe stanica (88).

Mnogi autori navode da se pS3 homozigotni miSevi razvijaju normalno do rodenja,
ali potom brzo razvijaju mnoge tumore (105, 106). Istrazivanje Armstroga i suradnika
na p53 knock-out miSevima, povezuju pS3 sa smréu tijekom embrionalnog razvoja ili
neposredno nakon rodenja zbog poremecaja zatvaranja neuralne cijevi i pridruzenih
kraniofacijalnih anomalija, ukljucuju¢i abnormalnosti oka i gornjih sjekutic¢a (107).
Cernochova 1 suradnici, istrazivali su izrazaj p53, p63 1 p73 u podrucju glave i usne
Supljine normalnih ljudskih embrija i fetusa starosti od 7—18 tjedana i pokazali da
je izrazaj p53 bio priblizno konstantan od 7.—11. tjedna, s laganim porastom izrazaja
u 13. razvojnom tjednu (108). Miosge i suradnici su imunohistokemijski istrazivali
izrazaj tumorskih proteina c-erb-B2 i c-fos te p53 proteina u normalnim ljudskim
plodovima starosti od 4—21 tjedana te su utvrdili da p53 djeluje anti-proliferativno

(109). Uloga p53 u razvoju zuba nije istrazena u navedenoj studiji.
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1.2.3. Biljezi diferencijacije u zubnom zametku, Hsp70 i sindekan-1

1.2.3.1. Diferencijacija stanica

Tijekom razvoja visestani¢nog organizma stanice proliferiraju kroz odredeno vri-
jeme prije nego zapo¢nu funkcionalnu diferencijaciju (110). Proces diferencijacije
nezrelih stanica u specijalizirane stanice ukljucuje ogranicenje proliferativne spo-
sobnosti, koja kulminira izlaskom iz stani¢nog ciklusa. Precizna regulacija zavrSne
faze stani¢ne diobe nuzna je da bi se osiguralo stvaranje to¢nog broja diferenciranih
stanica u prostoru i vremenu, $to je vazno za funkciju i gradu tkiva (111). Odluka
stanice da krene u smjeru diferencijacije ¢esto se dogada u G1 fazi stani¢nog ciklusa.
Nedavne su studije otkrile postojanje regulatora s dvostrukom funkcijom: u kontroli
i proliferacije 1 diferencijacije. Odredeni regulatori stani¢nog ciklusa mogu izravno
regulirati diferencijaciju, a neki transkripcijski faktori koji poticu diferencijaciju
mogu regulirati stani¢nu proliferaciju. Tako ciklin-ovisne-kinaze fosforiliraju veliki
broj supstrata koji poti¢u napredovanje stanicnog ciklusa te reguliraju funkciju

transkripcijskih faktora koji poticu diferencijaciju (111).

1.2.3.2. Hsp70

Hsp70 (eng. heat-shock protein, protein toplinskog stresa) je ¢lan obitelji Hsp
bjelancevina koja se pojavljuje u stanjima stresa, ali i u normalnim procesima
oblikovanja, ukljucujuci i razvoj zuba. U Covjeka postoji najmanje 11 gena smje-
Stenih na nekoliko razli¢itih kromosoma koji kodiraju Hsp70 izoforme (112).
Hsp-e kodiraju geni ¢iji se izrazaj pojacava tijekom stresnih stanja u kojima Hsp-i
poticu prezivljavanje stanice, Stite¢i bjelancevine osjetljive na stres te razgradujuci
ostecene bjelancevine (113). U “normalnim” stanjima, Hsp-i sudjeluju u savijanju
1 premjestanju novosintetiziranih bjelancevina, aktivaciji specificnih regulacijskih
bjelancevina, njihovoj razgradnji i signalizaciji, imunogenosti tumora i predoca-
vanju antigena (100, 114). Siroki spektar funkcija Hsp-a doveo je do nastanka
pojma molekularni pratitelj (eng. molecular chaperon), tj. pomagac u savijanju i
sazrijevanju bjelancevina u stanici (115). Nomenklatura Hsp-a odnosi se na njihovu
molekularnu tezinu (npr. Hsp od 70 kDa poznat je kao Hsp70) (116), a dijele se u
dvije skupine: strukturni Hsp-i (eng. heat shock cognate, Hsc) i inducibilni Hsp-i
(eng. inducible). Strukturne Hsp bjelancevine izraZzene su u fizioloSkim stanjima,
a nalaze se u svim ve¢im unutarstanicnim odjeljcima i omogucavaju ispravno
savijanje, transport i lokalizaciju zrelih bjelancevina (117). PoviSena tempera-
tura samo neznatno povisuje njihov izrazaj (118). Inducibilne Hsp bjelancevine

Istrazivanja provedena na normalnom razvoju zuba u misa ukazuju na ulogu Hsp-a
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u diferencijaciji stanica. U osnovi zuba miSa, izrazaj Hsp-a pojavljuje se u kasnijim
razvojnim stadijima u odnosu na rane razvojne stadije koji ¢e se istrazivati u ovom
radu (65, 119).

1.2.3.3. Sindekan-1
Sindekan-1 ¢lan je obitelji transmembranskih bjelancevina, koje na sebe mogu vezati
lance heparan-sulfata (HS) 1 hondroitin-sulfata (CS). U kraljeznjaka postoje Cetiri
gena za sindekane (sindekan-1, -2, -3, -4) (120). Sindekan-1 najjace je izrazen u epi-
telnim i mezenhimskim tkivima, sindekan-2 u stanicama mezenhimskog podrijetla,
neuronalnim i epitelnim stanicama, sindekan-3 gotovo isklju¢ivo u neuronalnim 1
muskulo-skeletalnim tkivima, dok je sindekan-4 prisutan u praktic¢ki svim vrstama
stanica (121). Sindekan-1 vazan je regulator djelovanja izmedu stanica i medu-
stani¢ne tvari, stani¢ne adhezije i proliferacije (122), a sa sindekanom-4 sudjeluje
u cijeljenju rana (123, 124). Smanjenje njegovog izrazaja u epitelnim stanicama
uzrokuje gubitak stani¢ne polarnosti, odnosno utje¢e na epitelno-mezenhimske
transformacije tijekom razvoja i cijeljenja rana (122). Pretjerani izrazaj sindekana-1
inhibira FGF2 induciranu stani¢nu proliferaciju (125). Prisustvo HS lanaca, omo-
gucava interakcije sindekana s velikim brojem bjelancevina, ukljucujuéi ¢imbenike
rasta kao $to su FGF-i, endotelni ¢cimbenici rasta krvnih Zila (eng. vascular endothelial
growth factors, VEGFs), TGFp i trombocitini ¢imbenici rasta (eng. platelet-derived
growth factors, PDGFs). Sindekan-1 olakSava interakcije s raznim bjelancevinama
u medustani¢noj tvari, npr. fibronektinom i bjelancevinama plazme (120) te posre-
duje u signalnim putevima Shh i Wnt (126). Istrazivanje na sindekan-1 knock-out
miSevima, pokazalo je da se takve jedinke radaju Zive, fertilne i da se razvijaju
normalno, osim $to im je poremeceno cijeljenje koze i roznice nakon ozljeda (127).
Istrazivanje na mi§jim embrionalnim zubnim zamecima pokazalo je slabi pozitivitet
1 u epitelnom i u ektomezenhimskom dijelu zubnog pupoljka, da bi na prijelazu iz
pupoljka u stadij kape doslo do smanjenja intenziteta obojenja u epitelu, a povecanja
obojenja u ektomezenhimu (128). Istrazivanja na Stakorsko-misjim rekombinantnim
kulturama zubnog grebena i mezenhima pokazala su da je izrazaj sindekana pracen
pojacanom stani¢nom proliferacijom i kondenzacijom mezenhimskih stanica (129).
Na zamecima misjih kutnjaka dokazana je koekspresija sindekana i tenascina tijekom
zgus$njavanja mezenhimskih stanica, pracena stanicnom proliferacijom (bromodeok-
siuridin (BrdU)-pozitivne stanice) (130). IstraZivanje na misjim zubnim zamecima
pokazalo je da nakon intenzivnog izrazaja sindekana-1 u zubnom ektomezenhimu,
slijedi razdoblje aktivne stani¢ne proliferacije (131).

Vainio i suradnici su na mi§jim embrijima istrazili izrazaj sindekana-1 pri-

mjenom metode tkivne rekombinacije (132), njegovu povezanost sa stanicnom
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proliferacijom (133) te povezanost rasporeda epidermalnog faktora rasta (eng.
epidermal growth factor, EGF) s rasporedom sindekana-1 u tkivu zubnog zametka u
stadiju zvona (134). Istrazivanja o izrazaju sindekana-1 na ranim stadijima razvoja

zuba u Covjeka (6—10 tjedana) ne postoje.

1.3. Problematika i cilj istraZivanja

Cilj ove disertacije je istraziti stani¢nu proliferaciju 1 diferencijaciju te aktivnost
pro-apoptotskih i anti-apoptotskih ¢imbenika ukljucenih u rani razvoj zuba u covjeka
(5.—12. tjedan gestacije). Dosadasnja istrazivanja pokazala su prisustvo prolifera-
cijskog Ki-67 biljega i anti-apoptotske Bcl-2 bjelanc¢evine u osnovi zuba ljudskih
fetusa starih 13—30 tjedana (68), odnosno 11 (87) i 18—24 razvojna tjedna (86).
Sindekan-1 i njegov moguci utjecaj na stani¢nu proliferaciju do sada su istrazeni
samo na mis§jim embrijima (131-133, 135). Anti-proliferativni p53 ¢imbenik istrazen
je naljudskim plodovima starosti 7— 18 tjedana (109) 1 4—30 razvojnih tjedana (88),
dok pro-apoptotski cimbenik kaspaza-3 nije uopce istrazen na ranim razvojnim stadi-
jima zuba u Covjeka. Vecina istrazivanja provodila se na pokusnim zivotinjama, dok
su istrazivanja na ljudskim razvojnim stadijima zuba rijetka ili potpuno nedostaju.
Poremecaji u prostornom i vremenskom izrazaju navedenih ¢imbenika mogu
se povezati sa razli¢itim anomalijama zuba, odontogenim cistama i tumorima
(25, 136). Stoga istrazivanja u podru¢ju normalnog razvoja zuba imaju svoju
primjenu u razumijevanju mehanizama nastanka razli¢itih patoloskih stanja u
podrucju usne Supljine i zuba.
Cilj ovog istrazivanja je primjenom imunohistokemijskih biljega utvrditi pri-
sutnost 1 mogucu ulogu ¢imbenika ranog razvoja zuba na ljudskim plodovima
starosti 5—12 tjedana:
1/ Istraziti pojavu, raspodjelu i promjenu proliferacijske aktivnosti stanica
primjenom Ki-67 biljega tijekom razlicitih razvojnih stadija osnove zuba

2/ Utvrditi prostorni i vremenski raspored pojavljivanja anti-apoptotske
bjelancevine Bcl-2 te sindekana-1 kao mogucih poticatelja proliferacije u
osnovi zuba ljudskih embrija i1 fetusa

3/ Istraziti prisustvo pro-apoptotskih ¢imbenika kaspaze-3 i1 p53 biljega u
razli¢itim dijelovima ljudskog zuba tijekom razvoja

4/ Utvrditi djelovanje Hsp70 na proces stani¢ne diferencijacije tijekom ranog
razvoja zuba u ¢ovjeka

5/ Primjenom dvostrukog bojenja (imunofluorescencije) dokazati istovremenu
prisutnost (kolokalizaciju) nekoliko razli¢itih ¢imbenika u istoj stanici
(Bax i Bcl-2)
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1.4. Hipoteza

Ocekuje se da ¢e imunohistokemijsko istrazivanje ranih faza u razvoju ljudskog
zuba ukazati na vaznost pojedinih razvojnih ¢imbenika za normalni razvoj i diferen-
cijaciju pojedinih dijelova zuba: o¢ekujemo pojavu Ki-67 biljega u svim dijelovima
zuba (u zubnom grebenu, zubnom pupoljku i ektomezenhimu), ali i promjenu
intenziteta i prostornog rasporeda proliferacijske aktivnosti stanica s napredovanjem
rasta i diferencijacije zuba. Pojavu Bcl-2 biljega kao anti-apoptotskog ¢imbenika
oc¢ekujemo prvenstveno u osnovi zubnog pupoljka i to u stanicama caklinskih
epitela i caklinske pulpe koje proliferiraju i pocetno se diferenciraju, dok slabiji
izrazaj Bel-2 ocekujemo u okolnom ektomezenhimu. U ektomezenhimu, ocekujemo
vecu proliferacijsku i Bel-2 aktivnost u dijelu koji ¢e pripasti zubu, nego u dijelu
koji se ukljucuje u osnovu celjusti. Tijekom razvojnih faza oblikovanja buduceg
zuba, istrazenih u ovoj studiji, ocekujemo vecu ulogu kaspaze-3 u epitelnoj osnovi
zuba tijekom kasnijih razvojnih faza, a ve¢u ulogu p53 apoptotskog ¢imbenika u
ektomezenhimu neposredno uz osnovu zuba. S druge strane, o¢ekujemo porast
izrazaja Hsp bjelancevine tijekom razvoja i diferencijacije zuba te njegov nesto
manji izrazaj u okolnom ektomezenhimu. Prisutnost sindekana, bjelancevine vezane
uz proliferacijsku aktivnost, o¢ekujemo u specificnim podruc¢jima osnove zuba te u
pripadaju¢em zubnom ektomezenhimu u podrucjima zubne papile i zubne vrecéice
(buduca zubna pulpa, parodontalni ligament i cement u podrucju korijena zuba).
Povecanje izrazaju svih navedenih ¢imbenika ocekujemo tijekom napredovanja
razvoja zuba, kako u intenzitetu tako i u prostornom rasporedu. Takoder o¢ekujemo
da ¢e se medusobne interakcije istrazenih ¢imbenika mijenjati tijekom razvoja
zuba: prevladavanje proliferacijskih (Ki-67) i anti-apoptotskih (bcl-2) ¢imbenika
u ranijim razdobljima, a veci izrazaj apoptotskih (p53 i kaspaza-3) i Cimbenika
diferencijacije (sindekan-1 1 Hsp70) u kasnijim razdobljima oblikovanja osnove
zuba. To¢na analiza pojavljivanja istrazivanih ¢imbenika ukazati ¢e na njihovu
ulogu u razvoju i diferencijaciji specifi¢nih dijelova zuba te mehanizme propadanja

pojedinih struktura zuba koje su prisutne u embrionalno doba, ali ne i nakon poroda.
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2. METODE I MATERIJAL

2.1. Sakupljanje tkiva i odredivanje starosti zametaka

Istrazivanje je provedeno na 13 normalnih ljudskih zametaka starosti od 5 do
12 tjedana gestacije. Dio tkiva potjecCe iz postojece arhivske zbirke Zavoda za
anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu,
a dio je sakupljen u Klinickom zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju
Klinickog bolnickog centra Split (tkivo spontano pobacenih zametaka i zametaka
iz odstranjenih tubarnih trudno¢a). Uzimali su se samo oni embriji 1 fetusi koji su
dobro ocuvani i bez vanjskih znakova maceracije. Za istrazivanje na projektu broj
216.2160528-0507 dobivena je 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 (eng.

crown-rump length-CRL) te usporedbom sa stadijima Carnegie Instituta (137).

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

Starost (tjedni) CRL (mm) Carnegie stage No.
5 8 15 1
6 14 17 1
6/7 16 18 1
7 18 19 2
7/8 21 20 2
8 27 22 3
8/9 31 23 1
10 36 / 1
11/12 60 / 1

2.2. Vodenje, uklapanje u parafin i rezanje tkiva

Nakon vanjskog pregleda plodova, napravljena je mikrosekcija kojom su se odvojili
dijelovi tkiva koji sadrze zubne zametke. Komadi¢i tkiva iz podrucja glave embrija
i fetusa fiksirani su u 4% formaldehidu u fosfatnom puferu tijekom 24 sata te, nakon
ispiranja u fosfatnom puferu, dehidrirani u uzlaznim koncentracijama alkohola.
Nakon ispiranja u ksilolu, uklopljeni su u parafin na 56°C. Serijski su izrezani
na uzduzne rezove debljine 7um te nalijepljeni na predmetna stakla prethodno
obradena otopinom 3-aminopropil-trietoksisilana (Sigma Chemical Co., St.Louis,
USA). Napravljeno je orijentacijsko bojenje svakog desetog stakla hemalaunom i

eozinom kako bi se provjerila razina reza i o€uvanost tkiva.
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2.3. Imunohistokemijsko bojenje rezova

Nakon odabira odgovarajucih protutijela, napravljeno je imunohistokemijsko
bojenje tkivnih rezova prema za to predvidenom protokolu. Analiza obojenih rezova
provela se mikroskopom Olympus BX40 (Olympus, Tokyo, Japan), a snimanje
mikrofotografija DP71 digitalnom kamerom. KoriSteni su i ra¢unalni programi
Excel 2003 (Microsoft, USA) za dokumentaciju rezultata te GraphPad Prism 4
(GraphPad Software, Inc., USA) za statisti¢ku obradu.

U ovom radu koristile su se dvije tehnike vizualizacije biljega (protutijela):
1/ Imunohistokemijska metoda s primjenom diaminobenzidina (DAB) za
dokazivanje prisutnosti pojedinih biljega i statistiCku analizu
2/ Imunofluorescencija u svrhu kolokalizacije razlicitih protutijela u

stanicama osnove zuba.

Imunohistokemijski postupak obrade tkivnih rezova zapoceo je deparafinira-
njem rezova u ksilolu, a zatim su se rezovi rehidrirali u silaznom koncentracijskom
nizu alkohola. Inkubacija u 3% H,O, (15 minuta pri sobnoj temperaturi) osigurala
je inaktivaciju endogene peroksidaze. Nakon toga, rezovi su se kuhali u citratnom
puferu u mikrovalnoj pecnici na 95°C kroz 17 min. i ispirali fosfatnim puferom
(PBS, eng. phosphate buffer saline). Daljnji postupci ovisili su o uputama proi-
zvodaca za uporabu protutijela i o referentnim metodama laboratorija Zavoda za

anatomiju, histologiju i embriologiju.

Koristila su se sljede¢a primarna protutijela:

1/ misja monoklonalna na ljudske antigene:
— anti-human Ki-67 antigen (M7240, DAKO, Glostrup, Denmark),
— anti-human Bcl-2 onkoprotein (M70001, DAKO, Glostrup, Denmark),
— anti-human syndecan-1 antigen (B-A38, Abcam plc, Cambridge, UK)

2/ zec¢ja poliklonalna na ljudske antigene (za potrebe imunofluorescentne
vizualizacije):
— anti-human Ki-67 antigen (AB9260, Chemicon, Temecula, CA, USA),
— anti-human Hsp70 antigen (ab31010, Abcam plc, Cambridge, UK)

3/ ze¢ja monoklonalna na ljudske antigene:
— anti-human, anti-mouse caspase-3 antigen (AF835, R&D System Inc.,
Minneapolis M1, USA

4/ ze¢je poliklonalno na misji antigen:
— anti-mouse Bax antigen (AB 2915, Chemicon, Temecula, CA, USA)
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Nakon jednosatne inkubacije s primarnim protutijelom i ispiranja PBS-om,

koristila su se dva nacina za sekundarnu detekciju primarnih protutijela:

1/ Bojenje DAB-om

Za detekciju primarnih protutijela neovisnu o njegovom podrijetlu koristio se
Streptavidin-Biotin Peroxidase System (K0690, DakoCytomation, Carpinteria,
CA, USA) a nakon ispiranja PBS-om preparati su obojani DAB-om 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) i slikani DP71 digitalnom kamerom.

Negativna kontrola

Rezovi namijenjeni negativnoj kontroli kod imunohistokemijskog bojenja
svakog antigena prosli su zajedno s ostalim rezovima identi¢ni postupak, osim
Sto se nisu inkubirali s primarnim protutijelom, nego su za to vrijeme bili u
PBS-u. Negativna kontrola imala je samo hemalaunom odnosno DAPI-jem plavo
obojene jezgre stanica, bez smede boje, odnosno bez fluorescentnog signala

citoplazmi ili jezgara stanica.

Pozitivna kontrola

Pozitivna kontrola na istrazivanim rezovima imala je smede obojenje (bojenje
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/ Imunofluorescentna tehnika

Kod ove metode, za prikazivanje vezanja primarnih protutijela, koristila su se
sekundarna protutijela i to prema Zivotinjskom podrijetlu primarnih protutijela:
— goat anti-mouse Texas Red, T-862, Jackson Immuno Research Lab., PA,
USA u razrjedenju 1:200;

— goat anti-rabbit Texas Red, sc-2780, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA u razrjedenju 1:200;

— anti-rabbit Fluorescein izotiocijanat — FITC, AP132F Chemicon,
Temecula, CA, USA u razrjedenju 1:200;
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— goat anti-mouse Rhodamine, AP124R, Jackson Immuno Research Lab.,
PA, USA u razrjedenju 1:50);

— biotinizirana sekundarna protutijela sc-2040 i sc-2039 Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA u razrjedenju 1:200 (kao dio
protokola detekcije biljega);

— Streptavidin Alexa Fluor 488 konjugat, Invitrogen Molecular Probes Inc,
Eugene, OR, USA

Rezovi su se inkubirali jedan sat sa sekundarnim fluorescentnim protutijelom
u tamnoj komori.

Za dvostruko imunofluorescencijsko bojenje koristila se kombinacija dvaju
primarnih protutijela koja su se inkubirala jedan sat, a nakon ispiranja PBS-om
dodala se kombinacija odgovarajucih 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.
Stanice koje su reagirale s odgovaraju¢im kompleksom primarnog i sekundarnog
protutijela imale su zeleno ili crveno obojenu citoplazmu ili jezgru. Stanice koje
nisu reagirale s odgovaraju¢im kompleksom primarnog i sekundarnog protutijela
imale su 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 BX61
(Olympus, Tokyo, Japan) i slikani DP71 digitalnom kamerom te je napravljena
analiza kolokalizacije u programu MBF ImageJ for Microscopy (NIH, USA).

2.4. Kvantifikacija, semi-kvantifikacija i statisticke metode

2.4.1. Kvantifikacija pozitivnih stanica (Ki-67)

Kvantifikacija ukljucuje brojenje stanica pozitivnih na protutijelo Ki-67 te izracu-

navanje udjela pozitivnih stanica u odnosu na ukupan broj stanica.

2.4.2. Semi-kvantifikacija stanica pozitivnih na jezgrine (p53 i kaspaza-3) i
citoplazmatske biljege (Bcl-2, Bax, sindekan-1i Hsp70)

Semi-kvantifikacija ukljucuje odredivanje intenziteta obojenja i raspodjele stanica
pozitivnih na jezgrine biljege p53 i kaspaza-3 te na citoplazmatske biljege Bcl-2,

Bax, sindekan-1 1 Hsp70. Kod citoplazmatskih biljega postoji problem razlu¢ivanja
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citoplazmi pozitivnih stanica. Semi-kvantifikacija rezova obojenih DAB-om dru-
gacije je stupnjevana od imunofluorescentno obojenih rezova zbog razlika u samoj
tehnici bojenja. Kod nekih biljega (p53 i kaspaze-3) radilo se o zanemarivo malom
broju pozitivnih stanica koje se javljaju samo mjestimi¢no. Intenzitet obojenja u
tkivu kod preparata obojenih DAB-om prikazao se u Cetiri kategorije: — odsustvo
reaktivnosti, = blaga reaktivnost, + umjerena reaktivnost i ++ jaka reaktivnost. Kod
preparata obojenih imunofluorescentnom tehnikom intenzitet obojenja prikazan je
u dvije kategorije: = slaba do umjerena reaktivnost nekoliko stanica unutar zubnog

zametka,+ umjerena do jaka reaktivnost u vecini stanica unutar zubnog zametka.

2.4.3. Statisticke metode

Kvantifikacija pozitivnih stanica napravljena je samo za preparate obojene biljegom
Ki-67 vizualiziran DAB-om. Broj pozitivnih stanica u odnosu na broj negativnih
stanica u osnovi zuba istraZivan je na osam zametaka starosti od 6. — 10. razvojnog
tjedna. Pozitivne i negativne stanice brojale su se na neprileze¢im rezovima uzetim
iz svakog zametka. Bilo koji intenzitet bojenja stanica smatrao se pozitivnim. Za
ovu analizu koristio se Olympus BX40 mikroskop s DP11 digitalnom kamerom
kao 1 DP-SOFT Version 3.1 racunalni program. U svakom podrucju (50x50um),
izracunao se udio pozitivnih stanica.

Podaci su obradeni u programu Excel 2003 (Microsoft, USA) i GraphPad Prism 4
(GraphPad Software, Inc., USA). Udio pozitivnih stanica izrazen je kao srednja
vrijednost + standardna devijacija. Podaci su analizirani Mann-Whitneyevim testom

te Kruskal-Wallis i Dunnovim posthoc testom. Razina znacajnosti iznosi 0.05.

2.5. Eticka nacela

Istrazivanje se provelo na embrionalnom ljudskom tkivu starosti od 5—12 tjedana
iz arhivske kolekcije Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju te plodovima
sakupljenim u Zavodu za patologiju, citologiju i sudsku medicinu Klini¢kog bol-
nickog centra Split.

Za istrazivanje na projektu MZOS-a broj 216.2160528-0507 dobivena je sugla-
snost Etickog povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu.

Postovala su se eticka nacela o istrazivanju embrionalnog i fetalnog materijala
u skladu s etickim normama (138) i medunarodnim ugovorima (World Medical
Association Declaration of Helsinki — 52" WMA General Assembly, Edinburgh,
Scotland, October, 2000).
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3. REZULTATI

3.1. MorfoloSke osobitosti razvoja ljudskih zuba izmedu 5. i 12. tjedna razvoja

Najranijem stadiju razvoja zuba (6. 1 7. tjedan) svojstvena je pojava zubnog grebena

(dentalne lamine) tj. proliferacija epitela usne Supljine u podlezec¢i ektomezenhim.

Zubni pupoljci razvijaju se kao lokalna proliferacija stanica, oblikujuéi okruglaste

izbocine na zubnom grebenu. Ve¢ u tom razvojnom stadiju, uocljiva je kondenza-

cija okolnog ektomezenhima (buduca zubna vrecica i papila) koja okruzuje zubni
zametak (Slika 3A).

Slika 3.

Razvoj ljudskog zuba izmedu 6. i 10. tjedna razvoja (imunohistokemijsko obojenje Ki-67)

A) Zametak ljudskog zuba u 6. razvojnom tjednu: zubni greben (DC), zubni pupoljak (TB),
ektomezenhim (M), epitel usne Supljine (OE), Ki-67 pozitivne stanice (strelice). Jezgre Ki-67
pozitivnih stanica obojene su smede, a jezgre Ki-67 negativnih stanica obojene su plavo. x 40
B) Ljudski zubni zametak u 8. razvojnom tjednu: zubni greben (DC), caklinski organ (EO), zubna
papila (DP), zubna vrecica (DS), epitel usne Supljine (OE), ektomezenhim (M), proliferirajuce
stanice (strelice). x 40 C) i D) Ljudski zubni zametak u 9. i 10. razvojnom tjednu: zubni greben
(DQ), unutrasnji caklinski epitel (IEE), caklinski ¢vori¢ (EK), vanjski caklinski epitel (OEE), caklinska
pulpa (retikulum) (ER), epitel usne Supljine (OE), zubna papila (DP), ektomezenhim celjusti (M),
Meckelova hrskavica (MC), Ki-67 pozitivne stanice (strelice), x 40; x 20.
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Tijekom daljnjeg razvoja (8. tjedan), uocava se utiskivanje ektomezenhima u zubni
pupoljak i tako nastaje zubna papila (buduc¢a pulpa zuba). Oko zuba u razvoju
(koji sad zovemo caklinski organ), sve se viSe zgusnjava ektomezenhim i tvori
zubnu vrec¢icu (buduci parodoncij) (Slika 3B). U ranom fetalnom razdoblju (9.
1 10. tjedan), caklinski organ se i dalje povecava. U ovom je stadiju graden od
unutrasnjeg i vanjskog caklinskog epitela izmedu kojih se nalazi caklinska pulpa ili
caklinski retikulum. Unutar unutrasnjeg caklinskog epitela moze se uociti primarni

caklinski ¢vori¢. Zgusnuti ektomezenhim koji pripada zubnoj vreéici moze se jasno

razgraniciti od ektomezenhima celjusti u razvoju (Slike 3C, D).

Slika 4.

Zametak ljudskog zuba u 12. razvojnom tjednu: zubni greben (DC), unutrasnji caklinski epitel
(IEE), caklinski ¢voric¢ (EK), vanjski caklinski epitel (OEE), zubna papila (DP), ektomezenhim celjusti
(M). Bojenje Hi E (hemalaun eozin), x20.

U 12. razvojnom tjednu, ektomezenhim koji pripada zubnom zametku (zubna
papila i zubna vrecica) jos je jasnije ograni¢en od okolnog ektomezenhima celjusti.
Zubni greben, kojim je caklinski organ povezan s epitelom usne Supljine, stanjuje se
1 polagano nestaje. Caklinski organ sastoji se od vanjskog i unutarnjeg caklinskog
epitela i caklinske pulpe. U podrucju unutras$njeg caklinskog epitela vidi se vec

dobro izdiferenciran caklinski ¢vori¢ (Slika 4.).
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3.2. Imunohistokemijsko bojenje razli¢itim razvojnim biljezima

3.2.1. Bojenje Ki-67 proliferacijskim biljegom i odredivanje broja (udjela)

pozitivnih stanica

U ranijim razvojnim stadijima, smede obojene jezgre Ki-67 pozitivnih stanica
nalazile su se u zubnom grebenu i zubnom pupoljku te u okolnom ektomezenhimu
(Slike 3A, B). U kasnijim razvojnim stadijima, Ki-67 pozitivne stanice nalazile
su se u svim dijelovima zubnog zametka (caklinskog organa) osim u podrucju

caklinskog ¢vorica te u ektomezenhimu zuba i ¢eljusti u razvoju (vidi Slike 3C, D).

Kvantifikacija Ki-67 pozitivnih stanica
U 6.1 7. razvojnom tjednu, stanice zubnog grebena i zubnog zametka s jedne strane,
te stanice okolnog ektomezenhima s druge strane, sadrzavale su otprilike jednak broj
Ki-67 pozitivnih stanica, oko 39% stani¢ne populacije. Tijekom 8. razvojnog tjedna,
broj Ki-67 pozitivnih stanica u zubnom grebenu i caklinskom organu porastao je na
41%, zatim pao na 35% u 9. tjednu, da bi u 10. tjednu naglo pao na samo 14% (Slika 5.).
Tijekom istog razvojnog razdoblja, broj Ki-67 pozitivnih stanica u ektomeze-
nhimu pao je s 37% u 6. 1 7. tjednu na 28% u 8. tjednu, a zatim na 24% u 9.1 10.
tjednu (25%). Od 8. do 10. razvojnog tjedna, pojavila se statisticki znacajna razlika
u postotku Ki-67 pozitivnih stanica (Mann-Whitney, P < 0.0001) izmedu zubnog
grebena 1 zubnog zametka i okolnog ektomezenhima (Slika 5.).
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Slika 5.

Postotak Ki-67 pozitivnih stanica u zubnom grebenu i zubnom zametku te ektomezenhimu
Proliferirajuce stanice u zubnom zametku u razvoju i okolnom ektomezenhimu: zubni greben

i zubni zametak (DC), ektomezenhim zuba u razvoju i okolne ¢eljusti (M). Podaci su prikazani

kao srednja vrijednost + standardna devijacija. U 8., 8.-9. i 10. tjednu postoji statisticki znacajna
razlika (*) u proliferacijskoj aktivnosti izmedu zubnog grebena/zubnog pupoljka i ektomezenhima
(Mann-Whitney, P < 0.0001).
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U 10. razvojnom tjednu, izbrojene su Ki-67 pozitivne stanice u podrucju zubnih
zametaka (caklinskih organa) i podru¢jima izmedu njih (koje sadrzi samo zubni
greben). Pojedini dijelovi epitelne osnove zuba (caklinski organ) imali su malu
razliku u proliferacijskoj aktivnosti: unutrasnji caklinski epitel imao je 37% proli-
ferirajucih (Ki-67 pozitivnih) stanica, vanjski caklinski epitel 39%, dok je caklinska
pulpa sadrzavala 33% proliferirajucih stanica. Unutar caklinskog epitela, podrucja
caklinskog ¢vorica bila su bez proliferiraju¢ih stanica, pocevsi od 9. razvojnog
tjedna nadalje. Svi nabrojeni dijelovi caklinskog organa imali su statisticki znac¢ajno
veci broj proliferirajucih stanica u odnosu na zubni greben (Kruskal-Wallis i Dunnov

posthoc test, P < 0.001), koji je imao samo 10% proliferirajucih stanica (Slika 6.).
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Slika 6.

Postotak Ki-67 pozitivnih stanica u razli¢itim dijelovima zubnog zametka u 10. razvojnom tjednu:
unutradnji caklinski epitel (IEE), vanjski caklinski epitel (OEE), caklinska pulpa (retikulum) (ER),
zubni greben-lamina (DC). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Postoji statisti¢ki znacajna razlika (*) izmedu IEE i DC te OEE i DC (Kruskal-Wallis i Dunnov posthoc
test, P < 0.001).

Postotak Ki-67 pozitivnih stanica u ektomezenhimu koji doprinosi oblikovanju
struktura zuba (zubna papila i zubna vrecica — kasnije zubna pulpa 1 parodontalni
ligament) usporeden je s ektomezenhimom od kojeg nastaju strukture ¢eljusti. U 6. 1
7. razvojnom tjednu, ektomezenhim zuba sadrzavao je 50% proliferirajucih stanica,
dok je ektomezenhim ¢eljusti sadrzavao samo 34%. Tijekom daljnjeg razvoja, broj
proliferirajucih stanica u ektomezenhimu zuba pao je na 32% u 8. tjednu, zatim na
samo 28% u 10. tjednu. Tijekom istog razvojnog razdoblja, broj Ki-67 pozitivnih

stanica u ektomezenhimu celjusti pao je s 34% na 27% u 10. tjednu (Slika 7.)
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Slika 7.

Postotak Ki-67 pozitivnih stanica u ektomezenhimu koji pripada zubnom zametku i mezenhimu
Celjusti: ektomezenhim zubnog zametka (M1), ektomezenhim ¢eljusti (M2). Podaci su prikazani
kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Postoji statisticki znacajna razlika (*) izmedu M1 i
M2 (Mann-Whitney, P < 0.05).

Takoder je usporeden postotak Ki-67 pozitivnih stanica u svim strukturama smje-
Stenim u podrucjima izmedu zubnih zametaka (caklinskih organa). Zubni greben u
podrucjima izmedu caklinskih organa sadrzavao je 35 % proliferiraju¢ih stanica. U
podrucjima zgusnutog ektomezenhima oko zubnog grebena, udio proliferirajuéih stanica
bio je 23 %, dok je ektomezenhim ¢eljusti u razvoju imao samo 15 % proliferirajucih
stanica. Znacajna razlika u postotku proliferirajucih stanica (Kruskal-Wallis i Dunnov

posthoc test, P < 0.001) postoji izmedu sva tri nabrojena razvojna odjeljka (Slika 8.).

% Ki-67+ stanica

DC M1 M2
dijelovi zuba u razvoju

Slika. 8.

Postotak proliferirajucih stanica u zubnom grebenu i ektomezenhimu u podrucjima izmedu
zubnih zametaka: zubni greben (DC), ektomezenhim oko zubnog grebena (M1), ektomezenhim
Celjusti (M2). Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Postoji statisticki
znacajna razlika (¥) izmedu DC i M1 te DCi M2 (Kruskal-Wallis i Dunnov posthoc test, P < 0.001).
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3.2.2. Bojenje pro-apoptotskim kaspaza-3 i p53 biljezima i odredivanja
raspodjele pozitivnih stanica u osnovi zuba primjenom semi-kvantifikacijske

metode

Tijekom razdoblja od 6. do 8. razvojnog tjedna, kaspaza-3 pozitivne stanice nalazile
su se isklju¢ivo u ektomezenhimu c¢eljusti, a njihov se broj postupno povecavao
u podrucjima okostavanja. Od 9. razvojnog tjedna nadalje, uoc¢ene su kaspaza-3
pozitivne stanice u epitelnoj osnovi zuba i to u podrucju caklinskog ¢vorica i
caklinske pulpe, kao i u ektomezenhimu zuba (zubnoj papili) (Slika 9., Tablica 2.).

Pojedinac¢ne p53 pozitivne stanice nadene su u ektomezenhimu c¢eljusti najra-
nijih razvojnih stadija zametaka. Tijekom razdoblja od 6. do 8. tjedna, p53 pozitivne
stanice nadene su u ektomezenhimu zuba u neposrednom dodiru s epitelnom
osnovom zuba (caklinskim organom). Od 10. tjedna nadalje, pojedinacne p53

pozitivne stanice mogle su se uociti i u epitelnoj osnovi zuba: u caklinskoj pulpi i

oko caklinskog ¢vori¢a, kao i u ektomezenhimu zubne vrecice (Slika 9., Tablica 2.)

Slika 9.

Izrazaj kaspaze-3 i p53 bjelancevine u zametku ljudskog zuba izmedu 6. i 12. razvojnog tjedna
Imunohistokemijsko bojenje kaspazom-3 (A-D): A) Zubni zametak, 6.-7. razvojni tjedan, x40; B)
Zubni zametak, 7.-8. razvojni tjedan, x 20; C) Zubni zametak, 9.-10. razvojni tjedan, x40; Umetak
%x100; D) Zubni zametak,11.-12. razvojni tjedan, x20; Umetak x100.

Imunohistokemijsko obojenje s p53 (E-H): E) Detalj ektomezenhima celjusti, 6.-7. razvojni tjedan
s p53 pozitivnom stanicom (strelica), x100; F) Zubni zametak 7.-8. razvojni tjedan,x20; G) Zubni
zametak, 9.-10. razvojni tjedan, x40; H) Zubni zametak, 11.-12. razvojni tjedan, x40.

Kazalo: caklinski organ (EO), ektomezenhim (M) Meckelova hrskavica (MC), zubna papila (DP),
okostavanje (0), kaspaza-3 i p53 pozitivne stanice (strelica).
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Tablica 2. Semi-kvantifikacija kaspaza-3 i p53 pozitivnih stanica u zubnom zametku (epitelnoj
osnovi i ektomezenhimu zuba) i ektomezenhimu ¢eljusti izmedu 6. i 12. tjedna razvoja

Starost (tjedni) | Epitelna osnova zuba | Ektomezenhim zuba Ektomezenhim ¢eljusti
kaspaza-3 | p53 kaspaza-3 | p53 kaspaza-3 | p53

6—7 - - - + + +

78 - - - + ++ +

9-10 + + - + ++ ++

11-12 + + + + ++ ++

— odsustvo reaktivnosti; & slaba reaktivnost; + umjerena reaktivnost; ++ jaka reaktivnost.

3.2.3. Bojenje anti-apoptotskim Bcl-2 biljegom i odredivanja raspodjele Bcl-2

pozitivnih stanica u osnovi zuba primjenom semi-kvantifikacijske metode

U 6. razvojnom tjednu, zubni greben i zubni pupoljak pokazivali su slabu
stanicnu reaktivnost na Bcl-2 protein. Umjereno pozitivne Bcl-2 stanice bile su
prisutne i u epitelu usne Supljine, dok su se u okolnom ektomezenhimu mogle vidjeti
samo pojedinacne Bcl-2 pozitivne stanice (Slika 10A). Tijekom daljnjeg razvoja,
podrucja izmedu zubnih zametaka (koja sadrze samo zubni greben) pokazala su
jaku Bcl-2 reaktivnost u zubnom grebenu i ektomezenhimu (Slika 10B). U podruc-
jima samih zubnih zametaka, izrazaj Bcl-2 takoder se pojac¢ao u podrucju zubnog
grebena i caklinskog organa te postao slabo pozitivan u okolnom ektomezenhimu
(Slika 10C+). Bojenje bez primarnog protutijela (negativna kontrola) pokazalo je
odsustvo Bcl-2 bjelancevine u stanicama c¢itavog zubnog zametka (Slika 10C-).
U kasnijim razvojnim stadijima (10. razvojni tjedan), intenzitet Bcl-2 pozitivnih
stanica lagano se smanjio na umjerenu reaktivnost u zubnom grebenu i caklinskom
organu (Slika 10D). U okolnom ektomezenhimu, nadena je slaba reaktivnost stanica
na Bcl-2 bjelancevinu (Slika 10D i umetak).
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Slika 10.

IzraZaj Bcl-2 bjelanc¢evine u ljudskom zubnom zametku izmedu 6. i 10. tjedna razvoja
Imunohistokemijsko bojenje Bcl-2 protutijelom: A) Zubni zametak, 6. razvojni tjedan,x 40; B)
Zubni greben izmedu zubnih zametaka, 8. razvojni tjedan, x 40; C) Caklinski organ, 8. razvojni
tjedan (C+), negativna kontrola (C-), x 40; D) Caklinski organ, 10. razvojni tjedan x 40;

Umetak x 100.

Kazalo: zubni greben (DC), zubni pupoljak (TB), ektomezenhimu (M), epitel usne Supljine (OE),
zubna papila (DP), zubna vrecica (DS), caklinski organ (EO), Bcl-2 pozitivne stanice (strelica).

Tablica 3. Semi-kvantifikacija Bcl-2 pozitivnih stanica u zubnom zametku (epitelna osnova i
ektomezenhim zuba) i ektomezenhimu celjusti izmedu 6. i 10. razvojnog tjedna

Starost Epitelna Ektomezenhim Ektomezenhim
(tjedni) osnova zuba zuba Celjusti

6—7 + - _

7—8 ++ + +

9—-10 + + +

— odsustvo reaktivnosti; + slaba reaktivnost; + umjerena reaktivnost; ++ jaka reaktivnost.
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3.2.4. Bojenje biljegom stanicne diferencijacije sindekanom-1 i odredivanje

raspodjele sindekan-1 pozitivnih stanica metodom semi-kvantifikacije

U 6. razvojnom tjednu, epitelna osnova zuba i ektomezenhim zuba pokazivali su
jednak, slab stani¢ni pozitivitet na sindekan-1 bjelancevinu. Okolni ektomezenhim
celjusti bio je negativan na isti biljeg (Slika 11A, Tablica 4.). Tijekom daljnjeg
razvoja, intenzitet obojenja na sindekan-1 pojacao se u caklinskom organu, ekto-
mezenhimu zuba i ¢eljusti na umjereni (Slika 11B, Tablica 4.). U 9. i 10. tjednu,
pozitivitet caklinskog organa i ektomezenhima celjusti na sindekan-1 nije se zna-
¢ajnije mijenjao, ali se intenzitet obojenja ektomezenhima zuba zna¢ajno povecao
1 postao jako reaktivan (Slika 11C i umetak; Tablica 4.). U 11.—12. razvojnom
tjednu, nije bilo znacajnije promjene u obojenju epitelnog i ektomezenhimskog

dijela zubnog zametka, dok je ektomezenhim Celjusti pokazao slabiju reaktivnost

u odnosu na prethodni razvojni stadij (Slika 11D, Tablica 4.).

Slika 11.

Izrazaj sindekana-1 u zametku ljudskog zuba u razvoju izmedu 6. i 12. tjedna razvoja.
Imunohistokemijsko bojenje sindekan-1 protutijelom: A) Zubni zametak, 6.-7. razvojni tjedan,
%x40; B) Zubni zametak, 7.-8. razvojni tjedan, x40; C) Zubni zametak, 9.-10. razvojni tjedan, x20;
Umetak x100; D) Zubni zametak, 11.-12. razvojni tjedan.x10; Umetak x100.

Kazalo: zubni pupoljak (TB), ektomezenhim (M), caklinski organ (EO), zubna papila (DP), caklinski
¢vori¢ (EK).
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Tablica 4. Semi-kvantifikacija sindekan-1 i Hsp70 pozitivnih stanica u zubnom zametku (epitelna
osnova i ektomezenhim zuba) i ektomezenhimu ¢eljusti izmedu 6. i 12. tjedna razvoja.

Starost (tjedni) | Epitelna osnova zuba | Ektomezenhim zuba Ektomezenhim ¢eljusti
sindekan-1 | Hsp70 sindekan-1 | Hsp70 sindekan-1 | Hsp70

6—7 + ++ + + - +

7-8 + ++ + + + +

9—10 + ++ ++ + + +

11—12 + + ++ + + +

— odsustvo reaktivnosti; + slaba reaktivnost; + umjerena reaktivnost; ++ jaka reaktivnost.

3.2.5. Bojenje biljegom diferencijacije Hsp70 i odredivanje raspodjele Hsp70

pozitivnih stanica metodom semi-kvantifikacije

U 6. razvojnom tjednu, epitelna osnova zuba pokazala je jaku, a ektomezenhim
zuba i ¢eljusti slabu reaktivnost na Hsp70 (Slika 12A, Tablica 4.). Tijekom daljnjeg
razvoja, intenzitet obojenja u caklinskom organu je ostao isti, dok se u ektomezen-
himu zuba i Celjusti poja¢ao na umjerenu reaktivnost (Slika 12B, Tablica 4.). Izmedu
9.110. tjedna, izrazaj Hsp70 ostao je nepromijenjen u svim opisanim strukturama
(Slika 12C, Tablica 4.). U 11. 1 12. razvojnom tjednu, Hsp70 reaktivnost epitelnog
dijela zubnog zametka se smanjila na umjerenu. Reaktivnost ektomezenhima zuba
ostala ista, dok je ektomezenhim celjusti pokazao slabu reaktivnost na Hsp70 (Slika
12C, Tablica 4.).
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Slika 12.

Izrazaj Hsp70 u zametku ljudskog zuba u razvoju izmedu 6. i 12. tjedna razvoja
Imunohistokemijsko bojenje Hsp70 protutijelom: A) Zubni zametak, 6.-7. razvojni tjedan, x40; B)
Zubni zametak, 7.-8. razvojni tjedan, x20; C) Zubni zametak, 9.-10. razvojni tjedan, x20; D) Zubni
zametak, 11.-12. razvojni tjedan,x10; Umetak x100.

Kazalo: zubni pupoljak (TB), ektomezenhim (M), caklinski organ (EO), zubna papila (DP), caklinski
¢vori¢ (EK), Meckelova hrskavica (MC).

3.3. Dvostruko imunofluorescentno bojenje biljezima Ki-67, Bcl-2, Bax,

sindekan-1 i Hsp70, njihova kolokalizacijska analiza i semi-kvantifikacija

3.3.1. Imunofluorescentno dvostruko bojenje biljezima Ki-67 i Bcl-2 i analiza

njihove kolokalizacije

U 6.17. razvojnom tjednu, izrazaj Bcl-2 bjelan¢evine bio je umjereno jak u zubnom
grebenu, zubnom pupoljku i epitelu usne Supljine, dok su okolni ektomezenhim i
krvne zile bili nesto slabijeg intenziteta. Ki-67 biljeg bio je izrazen u proliferiraju¢im
stanicama istih struktura. Iako su sve stanice u zubnom grebenu i zubnom zametku

tijekom razvoja bile Bcl-2 pozitivne, stanice u fazi proliferacije (Ki-67 pozitivne)
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bile su jace reaktivne na Bcl-2 biljeg, nego stanice izvan proliferacije. Sli¢an obrazac

izrazaja (koekspresije), ali sa slabijim intenzitetom, naden je u ektomezenhimskim

stanicama 1 stijenkama krvnih zila (Slika 13A-C)

Slika 13.

Koekspresija Bcl-2 i Ki-67 (A-C) te Bcl-2 i Bax (D-F) u ljudskom zubnom zametku u razvoju
Imunofluorescentno dvostruko bojenje s Bcl-2 i Ki-67 biljezima (A-C): Zubni zametak, 7. razvojni
tjedan. A) Imunofluorescentno bojenje Bcl-2 biljegom (crvena boja); B) Imunofluorescentno
bojenje Ki-67 biljegom (zelena boja); C) Preklapanje A+B, x40.

Imunofluorescentno dvostruko bojenje s Bcl-2 i Bax biljezima (D-F): Zubni zametak (caklinski
organ), 9. razvojni tjedan; D) Imunofluorescentno bojenje Bcl-2 biljegom (zelena boja); E)
Imunofluorescentno bojenje Bax-om (crvena boja); F) Preklapanje D+E. x40, umetak, x100.
Kazalo: zubni greben (DC), zubni pupoljak (TB), epitel usne Supljine (OE), ektomezenhim(M),
krvne Zile (BV), unutrasdnji caklinski epitel (IEE), u vanjski caklinski epitel (OEE), caklinska pulpa
(ER), zubna papila (DP), zubna vrecica (DS), Bcl-2 pozitivne stanice (strelice), Ki-67 ili Bax pozitivne
stanice (dvostruke strelice), kolokalizacija Bcl-2 i Bax (glave strelica).

3.3.2. Imunofluorescentno dvostruko bojenje biljezima Bax i Bcl-2 i analiza

njihove kolokalizacije

U 9. razvojnom tjednu, dijelovi zubnog zametka u razvoju pokazali su razli¢itu
reaktivnost na anti-apoptotski Bcl-2 i apoptotski Bax protein. Dok je pozitivitet
stanica na Bcl-2 bio jaci u stanicama caklinske pulpe nego u podruc¢jima unutrasnjeg,
a posebno vanjskog caklinskog epitela (Slika 13D), reaktivnost na Bax protein je
bila jaca u vanjskom caklinskom epitelu nego u caklinskoj pulpi (Slika 13E). Razlika
u reaktivnosti stanica na dva protutijela uocena je takoder i u ektomezenhimskim
stanicama: dok je Bcl-2 bio jace izrazen u mezenhimu ispod epitela usne Supljine,

Bax je bio izrazeniji u zgusnutom ektomezenhimu oko zubnog zametka (buduca
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zubna papila i vre¢ica) (Slika 13D 1 E). U vecini stanica koje tvore zubni zametak,
1 Bcl-2 1 Bax protein bili su istovremeno izrazeni. Bax je prevladavao u stanicama
vanjskog caklinskog epitela, a Bcl-2 u podruc¢jima unutrasnjeg caklinskog epitela.
U caklinskoj pulpi, neke su stanice bile pozitivne samo na Bcl-2 ili Bax, dok su
ostale pokazivale istovremenu prisutnost (koekspresiju) oba proteina. Zgusnute
ektomezenhimske stanice oko epitelne osnove zuba pretezno su pokazivale pozitivni

izrazaj Bax proteina (Slika 13F).

3.3.3. Imunofluorescentno dvostruko bojenje biljezima Ki-67 i sindekan-1

i njihova kolokalizacijska analiza

U 6. 1 7. razvojnom tjednu, podrucja zubnog grebena, zubnog pupoljka i epitela
usne Supljine pokazala su nesto jaci Ki-67 pozitivitet od podruc¢ja okolnog ekto-
mezenhima (Slika 14A). Reaktivnost na sindekan-1 bila je podjednaka u zubnom
pupoljku, epitelu usne Supljine i ektomezenhimu buduce osnove zuba (buduca
zubna papila i vrecica) (Slika 14B). Kolokalizacija tih dvaju protutijela bila je
najintenzivnija u podru¢ju zubnog pupoljka, a nesto slabija u podruc¢ju buduce
zubne papile i vre€ice (Slika 14C).

U daljnjem razvoju (9. razvojni tjedan), izrazaj Ki-67 bjelancevine bio je najjaci
u podrucju unutrasnjeg caklinskog epitela i zubne papile, dok je podrucje caklinskog
¢vorica bilo Ki-67 negativno (Slika 14D). U istom razvojnom stadiju, reaktivnost na
sindekan-1 bila je najjaca je u ektomezenhimu zubne papile i zubne vrecice, dok je
sam caklinski organ bio slabo pozitivan (Slika 14E). Najve¢i intenzitet preklapanja

(kolokalizacije) bio je u zubnoj papili (Slika 14F).
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Slika 14.

Koekspresija Ki-67 biljega i sindekana-1 u zubnom zametku u razvoju

Imunofluorescentno dvostruko bojenje s Ki-67 i sindekanom-1: Zubni zametak, 7. razvojni tjedan
(A-C); Zubni zametak (caklinski organ), 9. razvojni tjedan (D-F):

A) i D) Imunofluorescentno bojenje Ki-67 biljegom (zelena fluorescentna boja), x 40.

B) i E) Imunofluorescentno bojenje sindekanom-1 (crvena fluorescentna boja), x40.

Q) Preklapanje A+B, F) Preklapanje C+D, x40.

Kazalo: zubni pupoljak (TB), ektomezenhim(M), caklinski organ (EO), caklinski ¢vori¢ (EK), zubna
papila (DP), Ki-67 pozitivna stanica (strelica).

3.3.4. Imunofluorescentno dvostruko bojanje biljezima Hsp70 i sindekan-1

i njihova kolokalizacijska analiza

U 6. 1 7. razvojnom tjednu, zubni pupoljak i epitel usne Supljine imali su jaku
Hsp70 reaktivnost u odnosu na okolni ektomezenhim (Slika 15A). Reaktivnost na
sindekan-1 bila je jednakog, umjerenog intenziteta u zubnom pupoljku, epitelu usne
Supljine kao i u ektomezenhimu iz kojeg ¢e se nesto kasnije razviti zubna papila
(Slika 15B). Kolokalizacija ovih dvaju biljega bila je najintenzivnija u podrucju
caklinske pulpe, zubnog grebena i dijela vanjskog caklinskog epitela te u okolnom
ektomezenhimu (Slika 15C).

U kasnijem razvoju (10. tjednu), Hsp70 reaktivnost bila je jaka u Citavom
caklinskom organu, dok je u okolnom ektomezenhimu bila slaba (Slika 15D).
Sindekan-1 bio je jako pozitivan u ¢itavom caklinskom organu i ektomezenhimu,
osim u podrucju caklinskog ¢vori¢a i unutrasnjeg caklinskog epitela (Slika 15E).
Preklapanje njihovih izrazaja, otkrilo je podrucja kolokalizacije prvenstveno u
caklinskoj pulpi, a nesto slabije i u podrucju zubne papile (Slika 15F).

U caklinskom organu starom 11 do 12 tjedana, reaktivnost na Hsp70 bila je

nesto intenzivnija nego u prethodnom razvojnom stadiju, kako u caklinskom organu

43



tako i u ektomezenhimu (Slika 15G). Reaktivnost na sindekan-1 (Slika 15H) nije se
mijenjala u odnosu na prethodni razvojni stadij (Slika 15E). Kolokalizacija Hsp70

i sindekana-1 nadena je u podrucju caklinske pulpe, zubne papile i zubne vrecice
(Slika 151, Slika 16.).

Slika 15.

Koekspresija Hsp70 i sindekana-1 u zubnom zametku u razvoju

Imunofluorescentno dvostruko bojenje s Hsp70 i sindekanom-1: Zubni zametak, 7. razvojni
tjedan, (A-C); Caklinski organ u 10. razvojnom tjednu (D-F); Caklinski organ u 12. razvojnom
tjednu (G-I).

A), D) i G) Imunofluorescentno bojenje Hsp70 (zelena fluorescentna boja), x 40.

B), E) i H) Imunofluorescentno bojenje sindekanom-1 (crvena fluorescentna boja), umetak x 100.
C) Preklapanje A+B; F) Preklapanje D+E; I) Preklapanje G+H.

Kazalo: zubni pupoljak (TB), ektomezenhim (M), caklinski organ (EO), ektomezenhim (M), zubna
papila (DP), caklinski ¢vori¢ (EK).




Slika 16.

Koekspresija Hsp70 (zelena fluorescentna boja) i sindekana-1 (crvena fluorescentna boja) u
zubnom zametku u 11.-12. razvojnom tjednu

Fotografije su preklopljene u programu MBF_ImageJ for Microscopy (NIH, USA), bijela podrugja
odgovaraju kolokalizaciji Hsp70 i sindekana-1 u podrucjima caklinske pulpe i zubne vrecice.
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4. RASPRAVA

Razvoj zuba ukljucuje precizno koordinirane procese stani¢ne proliferacije, dife-
rencijacije i stani¢ne smrti. Vecina istrazivanja ranog razvoja zuba napravljena su
na eksperimentalnim zivotinjama, u najve¢em broju na miSevima. Mi$ji razvoj zuba
(denticija) znacajno se razlikuje od one u ¢ovjeka po tome Sto u miseva postoji
jedna denticija kojom nastaju samo dvije vrste (oblika) zuba (17). Istrazivanja na
ljudskom materijalu su rijetka, dostupnosti materijala je ograni¢ena te zbog toga nije
moguce raditi studije s velikim brojem uzoraka raznih razvojnih stadija ljudskog
zuba. Rani stadiji razvoja ljudskog zubnog zametka od temeljne su vaznosti ne
samo za indukciju zuba, nego i za njegov rast, diferencijaciju i oblikovanje. Nase
istrazivanje otkrilo je prostorno-vremenski raspored nekoliko vaznih razvojnih
¢imbenika, klju¢nih tijekom razvoja embrionalnih i ranih fetalnih struktura ljudskog

zubnog zametka.

4.1. Proliferacijska aktivnost stanica zubnog zametka

Kvalitativna i1 kvantitativna analiza proliferacijske aktivnosti u ranom razvoju
zubnog zametka i pripadajuc¢eg ektomezenhima otkrila je vrhunac proliferacijske
aktivnosti u zubnom zametku tijekom 8. razvojnog tjedna te znacajan pad u 10.
tjednu. Od 9. tjedna nadalje, samo u stanicama unutrasnjeg caklinskog epitela koje
su dio caklinskog ¢vori¢a u razvoju, nije bilo nikakve proliferacijske aktivnosti.
Ovakav uzorak proliferacijske aktivnosti stanica mogao bi biti povezan s napre-
dovanjem razvoja ljudskog zuba od stadija pupoljka, preko stadija kape, do ranog
stadija zvona tj. do rane morfogeneze zuba. Takoder, pad proliferacijske aktivnosti
u caklinskom organu tijekom 10. razvojnog tjedna mogao bi ukazivati na pocetnu
diferencijaciju specifi¢nih dijelova (stani¢nih linija) unutar caklinskog organa.
Unutar caklinskog organa, stanice unutrasnjeg caklinskog epitela (prethodnici
ameloblasta) i vanjskog caklinskog epitela, imale su najveci udjel proliferirajucih
stanica, dok su stanice zubnog grebena imale zna€ajno nizu proliferacijsku aktiv-
nost, $to bi moglo ukazivati na pocCetak postupnog nestajanja zubnog grebena, a
time 1 ostvarenje njegove razvojne sudbine.

U nasoj studiji, tijekom ¢itavog istrazivanog razdoblja, postotak proliferirajucih
stanica u ektomezenhimu nije se znacajnije mijenjao. Ipak, postotak proliferiraju¢ih
stanica bio je veci u dijelovima ektomezenhima koji se ukljucuje u buduc¢u osnovu
zuba, kao $to su zubna papila i zubna vrecica (kasniji parodoncijum zuba), nego u
njegovom dijelu koji pripada ektomezenhimu buduce celjusti. O¢ekivano, postotak

proliferirajucih stanica u ektomezenhimu u podru¢jima izmedu zubnih zametaka bio
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je znatno nizi nego u podrucjima sa zubnim zamecima. Do sada, podataka opisanih
u nasoj studiji o ranom razvoju zuba u ¢ovjeka nije bilo. Studije o Ki-67 prolifera-
cijskom biljegu u starijim razvojnim stadijima ljudskih zubnih zametaka (13—-30
tjedana) pokazale su povezanost pada stani¢ne proliferacije s diferencijacijom
odredenih populacija stanica, kao $to su ameloblasti i odontoblasti (68). Nadalje, pad
proliferacijske aktivnosti i nestajanje zubnog grebena gotovo su potpuno zavrseni u
kasnoj fazi zvona (68). U skladu s nasim istrazivanjem, sli¢ne studije na Stakorskim
embrijima otkrile su brojne Ki-67 pozitivne stanice u ¢itavom zubnom zametku
u stadiju pupoljka, ukljucujuéi caklinske epitele i okolni ektomezenhim, dok u
podrucju caklinskog ¢vorica nije bilo Ki-67 pozitivnih stanica (65). Osim biljega
Ki-67, za utvrdivanje proliferacijske aktivnosti u zivotinjskih zubnih zametaka
koriSteni su i drugi biljezi proliferacije. Tako su Shigemura i suradnici u misjih
embrija pronasli BrdU-pozitivne proliferirajuce stanice difuzno razbacane u zubnom
grebenu i okolnom mezenhimu u stadiju pupoljka (139). Dokazali su, slicno nasem
istrazivanju, znacajan porast broja proliferiraju¢ih stanica u caklinskom organu
1 u zubnoj papili u blizini primarnog caklinskog ¢voric¢a (139). Sli¢ne rezultate
imali su i Obara i Lesot, koji su pronasli stanice koje se aktivno dijele na vanjskim
rubovima caklinskog ¢vori¢a (140). Matulova i suradnici imunohistokemijski su
dokazali PCNA-pozitivne stanice u zubu tijekom razvoja u Stakora (Microtus
agrestis) (141). Primarni caklinski ¢vori¢ nije sadrzavao stanice koje proliferiraju,
kao ni u nasem istrazivanju. Pad proliferacijske aktivnosti tijekom razvoja autori su
povezali s diferencijacijom odredenih stani¢nih populacija kao $to su ameloblasti
i odontoblasti (141). Sva istrazivanja, usprkos koristenju razlicitih proliferacijskih
biljega, ukazala su na €injenicu da je prestanak diobe preduvjet za diferencijaciju i
pocetak sekrecijske aktivnosti ameloblasta i odontoblasta (142). Mora se imati na
umu da tijekom ljudskog razvoja, razdoblje razvoja zuba zauzima dug vremenski
period te je razvojni stadij svakog pojedinacnog zuba samo povr$no povezan s
gestacijskom staroscu (86).

U nasem je istrazivanju pokazano da se proliferacijska aktivnost stanica moze
povezati s izrazajem anti-apoptotske Bcl-2 bjelancevine, koja je bila pretezno
prisutna u stanicama zubnog grebena i zametka, a posebno je bila izrazena tijekom
8.19. razvojnog tjedna. Pad izrazaja Bcl-2 bjelancevine tijekom 10. razvojnog
tjedna, bila je sukladna padu udjela Ki-67 pozitivnih proliferirajuc¢ih stanica.

Stanice koje su pokazivale izrazaj Ki-67 jezgrinog antigena, ujedno su imale
1 najjacu Bcl-2 reaktivnost. To bi moglo ukazivati na ulogu Bcl-2 bjelancevine u
poticanju stani¢ne proliferacije, ali i u sprecavanju apoptoze. U prilog tome govori
1 ¢injenica da se vrlo slab izrazaj Bcl-2 u ektomezenhimu podudarao s nizom

proliferacijskom aktivnosc¢u u istom podrucju. Ovaj se podatak moze objasniti
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kasnijom diferencijacijom ektomezenhimskih dijelova zuba u svoje krajnje derivate
u usporedbi s dijelovima zuba nastalim od epitelne osnove zuba (zubnog grebena

1 zubnog pupoljka).
4.2. Anti-apoptotska i apoptotska aktivnost u stanicama zubnog zametka
4.2.1. Aktivnost proteina Bcl-2 obitelji u stanicama zubnog zametka

Krajewski i suradnici dokazali se prisustvo Bcl-2, Bel-X, Bax i Bak u misjim
zubnim zamecima tijekom razvoja i postnatalno (143). Sli¢no kao i u nasem istra-
zivanju, izrazaj Bcl-2 bjelancevine naden je i u epitelnim dijelovima zuba kao i u
zgusnutom zubnom ektomezenhimu. Nasuprot tome, Slootweg i Weger pronasli
su Bcl-2 pozitivne stanice samo u epitelnim dijelovima zuba u razvoju, ali ne i u
ektomezenhimskim stanicama zuba (86).

U naSem su istrazivanju, iste stanice zubnog zametka pokazivale dvostruki
izrazaj: 1 pro-apoptotske Bax bjelancevine i anti-apoptotske Bcl-2 bjelancevine.
Razlika u njithovom prostornom i vremenskom izrazaju unutar iste stanice ovisila
je o razvojnoj sudbini stanice: Bcl-2 je prevladavao u unutrasnjem caklinskom
epitelu (ukljucujuéi primarni caklinski ¢vori¢ 1 budu¢e ameloblaste) i zubnom
grebenu, dok je Bax prevladavao u stanicama vanjskog caklinskog epitela Cija je
sudbina da tijekom razvoja u potpunosti nestane. Podrucja istovremenog izrazaja
(koekspresije) Bcl-2 i Bax bjelanc¢evine pronadena su u starijim razvojnim stadijima
misjeg zubnog zametka od onih koje smo mi istrazivali u ¢ovjeka. Smanjenje
izrazaja Bcl-2 obitelji sukladno je zavrSetku sazrijevanja osnovnih struktura zuba
(143). U svom istrazivanju na Stakorima, Kondo i suradnici dokazali su istovremeno
prisustvo Bax and Bcl-2 bjelancevina u stanicama caklinskog organa tijekom
amelogeneze kutnjaka 1 pretpostavili da Bax bjelancevina ograni¢ava sposobnost
Bcl-2 da produzi prezivljavanje stanice (84). Istrazivanja ameloblasta u sjekuti¢ima
Stakora, ukazala su na moguci utjecaj aktivacije IGF-1 receptora na inhibiciju Bax-a,
a time 1 poticanje Bcl-2 aktivnosti (144).

Analiza izrazaja ¢lanova Bcl-2 obitelji u razli¢itim tkivima ljudskih embrija
i fetusa dala je podatke o ulozi Bel-2 1 Bel-X| bjelanCevina u inhibiciji apoptoze
1 ukazala na Cinjenicu da vise ¢lanova Bcl-2 obitelji moze biti aktivno u istoj
stanici (145). Pojava i uzorak izrazaja Bcl-2, Bax i kaspaze-3 u stanicama ljudskog
spinalnog ganglija u razvoju takoder je pokazala da bi prezivljavanje stanica u
ranom ljudskom embriju moglo biti kontrolirano prostorno-vremenskom rav-
notezom pro-apoptotskih (Bax) i anti-apoptotskih (Bcl-2) ¢imbenika (94). Osim

njegove uloge u sprecavanju apoptoze, Bel-2 bi mogao biti povezan i s poticanjem
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stani¢ne diferencijacije (94). Sli¢ni zakljucci doneseni su o razvojnoj ulozi Bel-2
bjelancevine u studijama provedenim na ljudskim bubrezima u razvoju (67, 146).

U zakljucku, tijekom ranog razvoja ljudskog zuba, mijenja se izrazaj prolifera-
cijskog biljega Ki-67, kao i anti-apoptotskog Bcl-2 i pro-apoptotskog Bax biljega.
Opisane promjene u udjelu proliferirajucih stanica podudaraju se s inicijacijom
zubnog pupoljka u ranim fazama, a u kasnijim stadijima s rastom zubnog zametka.
Izrazaj anti-apoptotske Bcl-2 bjelancevine u stanicama zubne osnove u skladu je
s izrazajem proliferacijskog Ki-67 biljega, ukazuju¢i na ulogu Bcl-2 u poticanju
proliferacije i prezivljenju stanica. Naden je i istovremeni izrazaj pro-apoptotske
Bax i anti-apoptotske Bcl-2 bjelanc¢evine u stanicama zubnog zametka. Izrazaj Bax
bjelancevine naden je u stanicama ¢ija je sudbina da tijekom razvoja nestanu, dok je
izrazaj Bcl-2 prevladavao u dijelovima zubnog zametka od kojih ¢e nastati specificni
dijelovi zrelog zuba. Stoga je fina ravnoteza izmedu Bcl-2 1 Bax bjelancevina u

zubnom zametku tijekom razvoja vazna za postizanje normalnog oblikovanja zuba.

4.2.2. Uloga kaspaze-3 i p53 u stanicama zubnog zametka

Od 6. do 8. razvojnog tjedna, kaspaza-3 pozitivne stanice nalazile su se isklju-
¢ivo u ektomezenhimu celjusti, da bi se tek tijekom 9. tjedna pojavile u epitelnoj
osnovi zuba (caklinskom organu) i to u caklinskoj pulpi, kao i u ektomezenhimu
zuba (zubnoj papili). Takav nalaz ukazuje na mogucu ulogu kaspaze-3 u nestanku
caklinskog ¢vorica i caklinske pulpe, sto je u skladu s istrazivanjima Setkove i
suradnika (85) te Matalove i suradnika (97, 98) na embrijima voluharice.

Uklanjanje primarnog caklinskog ¢vori¢a zapocinje na kraju stadija kape i
na njegovom mjestu (u kutnjaka) nastaju sekundarni caklinski ¢vori¢i. Moglo bi
se ocekivati da ¢e poremecaji uklanjanja primarnog caklinskog ¢voric¢a utjecati
na morfologiju zuba, no pokazalo se da in vitro inhibicija apoptoze ne utjece na
morfogenezu zuba i zubnih kvrzica (147). Tijekom stadija zvona, zubni greben koji
povezuje zubni pupoljak s epitelom usne Supljine, raspada se na malene otocice
epitelnih stanica koji pomalo nestaju procesom apoptoze. Ponekad tijekom razvoja,
epitelni oto€i¢i ne propadnu i tada se nazivaju epitelne perle. Od njih mogu nastati
male ciste (eruptivne ciste) na zubu u razvoju (koje mogu odgoditi nicanje zuba)
ili odontomi, benigni tumori, a ponekad se epitelne perle mogu aktivirati tako da
od njih nastanu prekobrojni zubi (5).

Pojedinaéne p53 pozitivne stanice nadene su u ektomezenhimu celjusti ve¢
od najranijih razvojnih stadija zametaka (6. tjedan), a tijekom daljnjeg razvoja
1 u ektomezenhimu zuba i to u neposrednom dodiru s epitelnom osnovom zuba

(caklinskim organom). Od 10. tjedna nadalje, pojedinac¢ne pS3 pozitivne stanice
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mogle su se uociti i u epitelnoj osnovi zuba: u caklinskoj pulpi i oko caklinskog
¢vorica. Pojava p53 pozitivnih stanica na mjestima neposrednog dodira epitelnog
1 ektomezenhimskog dijela zubnog zametka, na kojima ¢e uskoro uslijediti dife-
rencijacija stanica zubne papile u odontoblaste i zubne vrecice u cementoblaste, u
skladu je s eksperimentalnim istrazivanjima koja su pokazala da p5S3 moze indu-
cirati diferencijaciju normoblasta, B-limfocita (102), miSi¢nih stanica, keratinocita
(103) i spermatocita (104) u raznim in vivo 1 in vitro zivotinjskim modelima (101).
Miosge i suradnici pokazali su na normalnim ljudskim plodovima (starosti 4—21
tjedana) da p53 djeluje anti-proliferativno (109). Lichnovsky i suradnici, pronasli
su da je u nekim tkivima u razvoju, izrazaj p53 u skladu s podru¢jima visoke
proliferacijske aktivnosti. Moguce da je u tim tkivima visoka razina izrazaja p53
odraz regulatornih puteva koji kontroliraju “neprikladnu” proliferaciju, ali 1 vecu
ucestalosti genomskih pogresaka zbog intenzivne diobe stanica (88). P53 knock-out
miSevi umirali su tijekom embrionalnog razvoja ili neposredno nakon rodenja zbog
poremecaja zatvaranja neuralne cijevi i pridruzenih anomalija, ukljucujuc¢i razne

kraniofacijalne anomalije, abnormalnosti oka i gornjih sjekutica (107).

4.3. Diferencijacija stanica zubnog zametka

4.3.1. Uloga Hsp70 u stanicama zubnog zametka

Istrazivanja provedena na normalnom razvoju zuba u misa, ukazuju na ulogu Hsp25
u diferencijaciji stanica, gdje se izrazaj Hsp25 pojavljuje se u kasnijim razvojnim
stadijima u odnosu na one koje smo istrazivali u ovoj studiji (65, 119). Vaznost
Hsp70 bjelancevine za rani razvoj zuba covjeka ocituje se u njezinom prisustvu
(izrazaju) u svim istrazivanim razvojnim stadijima. Jaka Hsp70 reaktivnost u
epitelnoj osnovi zuba od 6. i 10. tjedna razvoja bila je sukladna s intenzivhom
proliferacijskom aktivnos¢u u tom podrucju, a koja nuzno ukljucuje i intenzivnu
sintezu bjelancevina. U takvim uvjetima, Hsp70 omogucava ispravno savijanje,
prijenos i smjestaj zrelih bjelan¢evina (117). Podrucje caklinskog ¢vorica, u kojem
se takoder intenzivno sintetiziraju razne signalne molekule, bilo je jako pozitivno
na Hsp70. Taj jaki izrazaj Hsp70 moze se povezati s ¢injenicom da on regulira
stanicnu homeostazu i §titi stanicu od apoptoze, i to vjerojatno na nacin da se veze
za pro-apoptotske proteine kao Sto su p53 i c-myc (79, 148, 149). Takoder, Hsp70
1 Hsc70 direktno inhibiraju AIF-om (apoptosis inducing factor-medijator kaspaza-
neovisne apoptoze) posredovanu apoptozu (79).

U 6. tjednu razvoja, ektomezenhim zuba i €eljusti bio je slabo reaktivan na

Hsp70, da bi se tijekom daljnjeg razvoja intenzitet reaktivnosti malo povecao,
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Sto se takoder podudaralo s nizom proliferacijskom aktivnosc¢u u istom podrucju.
Navedeno se moze objasniti kasnijom diferencijacijom ektomezenhimskih dijelova
zuba u odnosu na epitelne dijelove zuba nastale od zubnog grebena i zubnog

pupoljka.

4.3.2. Uloga sindekana-1 u stanicama zubnog zametka

Sindekan-1 vazan je regulator djelovanja izmedu stanica i medustanicne tvari,
stani¢ne adhezije i proliferacije (122). Prisustvo HS lanaca u njegovoj strukturi,
omogucava interakcije sindekana-1 s velikim brojem bjelancevina, ukljucujuéi
¢imbenike rasta kao $to su FGF-i, VEGF-i, TGF- i PDGF-i. On takoder olaksava
interakcije s raznim bjelanc¢evinama u medustani¢noj tvari, npr. fibronektinom
i bjelanc¢evinama plazme (120), a posreduje i u signalnim putovima Shh i Wnt
(126). Sindekan-1 je medu prvim molekulama za koje se pokazalo da se pojav-
ljuju u podrucju epitelno-mezenhimskih interakcija tijekom ranog razvoja zuba.
Vjerojatno ima ulogu koreceptora za ¢imbenike rasta, a time i modulatora njihove
funkcije (150). Istrazivanje na sindekan-1 knock-out miSevima, pokazalo je da
se takve jedinke radaju zive, fertilne i da se razvijaju normalno, osim §to im
je poremeceno cijeljenje koze i roznice nakon ozljeda (127). Istrazivanja na
zametku misjeg i1 Stakorskog kutnjaka pokazala su da je sindekan-1 povezan sa
zgus$njavanjem i diferencijacijom stanica zubnog mezenhima (132). U nasem
istrazivanju, epitelna je osnova zuba bila slabo reaktivna na Hsp70 ve¢ u 6.
razvojnom tjednu, da bi s napredovanjem razvoja pozitivitet stanica postao umje-
renog intenziteta. Slican obrazac postupnog povecanja izrazaja sindekana-1
pokazivao je i okolni ektomezenhim zuba, koji je od 9. tjedna nadalje postao
intenzivan. Ektomezenhim Celjusti u pocetku je bio negativan na sindekan-1, a
od 7. do 10. tjedna umjereno reaktivan, da bi nakon toga pokazao samo slabu
reaktivnost. Sli¢no rezultatima naseg istraZivanja, na mi§jim je embrijima naden
slabi pozitivitet Hsp70 i u epitelnom i u mezenhimskom dijelu zubnog pupoljka,
da bi na prijelazu iz pupoljka u stadij kape doslo do smanjenja intenziteta reak-
tivnosti u epitelu, a njegovog povecanja u ektomezenhimu (128). Istrazivanja
na Stakorsko-misjim rekombinantnim kulturama zubnog grebena i mezenhima,
pokazala su da je izrazaj sindekana prac¢en pojaCanom stani¢nom proliferacijom
1 kondenzacijom mezenhimskih stanica (129). Nasi rezultati u skladu su s do
sada objavljenim rezultatima na zametku misjeg i Stakorskog kutnjaka, koji
opisuju pojavu sindekana na mjestu dodira epitela i ektomezenhima. Sukladno
na$im rezultatima, izrazaj sindekana-1 se pojacava s napredovanjem razvoja

zuba (132). Na zamecima misjih kutnjaka dokazana je koekspresija sindekana
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1 tenascina tijekom zguSnjavanja mezenhimskih stanica, pra¢enog stanicnom
proliferacijom (BrdU-pozitivne stanice) (130). Istrazivanje na miSjim zubnim
zamecima, pokazalo je da nakon intenzivne ekspresije sindekana-1 u zubnom
mezenhimu slijedi razdoblje aktivne stani¢ne proliferacije (131).

U naSoj je studiji kolokalizacijska analiza proliferacijskog biljega Ki-67 i sin-
dekana-1 pokazala istovremeni izrazaj obaju biljega u stanicama zubnog pupoljka
u ranijim razvojnim stadijima, dok je u kasnijim razvojnim stadijima kolokalizacija
pronadena i u podruc¢ju zubne papile. Ovakav nalaz upucuje na slijed diferencijacije
zuba, koja se §iri od epitelnih dijelova prema ektomezenhimskim dijelovima zubnog
zametka. Analiza kolokalizacije Hsp70 i sindekana-1 otkriva istovremeno prisu-
stvo obaju biljega u stanicama caklinske pulpe, zubnog grebena i dijela vanjskog
caklinskog epitela te u okolnom ektomezenhimu tijekom ranijih razvojnih stadija.
U fetalnom razdoblju, koekspresija ovih ¢imbenika nadena je u caklinskoj pulpi 1
zubnoj papili. I ova kolokalizacijska analiza potvrduje smjer diferencijacije zuba,
od zubnog grebena tj. epitelnog dijela zuba, preko caklinske pulpe do zubne papile
1 vre€ice (derivata ektomezenhima zuba). Podrucja istovremenog izrazaja ovih
dvaju biljega vjerojatno odgovaraju podru¢jima intenzivne proliferacije tj. sinteze,
savijanja i transporta bjelancevina (Hsp70), uz pratecu veliku aktivnost faktora rasta
i njihove interakcija s medustanicnom tvari (sindekan-1). Nasi rezultati govore u
prilog sindekanu-1 kao ¢imbeniku stani¢ne proliferacije, rasta i diferencijacije u

stanicama zubne osnove ¢ovjeka.

4.4. Poremedaji proliferacije, apoptoze i diferencijacije u klinic¢koj praksi

Osim $to su izvrstan model za proucavanje organogeneze, zubi su za kliniara
svojevrstan pokazatelj sveukupnih zbivanja u organizmu. U njihovom se obliku,
broju i gradi odrazava vecina razvojnih i okoliSnih ¢imbenika, koji su djelovali
tijekom razvoja jedinke. Zbog toga zubi mogu ukazati na neke podlezece, teze
sistemske bolesti te je duznost doktora dentalne medicine da bude upoznat s gen-
skom podlogom tih poremecaja.

Nasljedne bolesti koje se prvenstveno ili isklju¢ivo ocituju kao poremecaji
u razvoju zuba, predstavljaju poseban izazov za prakti¢are dentalne medicine,
koji su obi¢no prvi zdravstveni djelatnici koji otkriju patolosku promjenu i daju
izvornu klini¢ku dijagnozu. Napredak znanosti daje moguénost i obavezu prakti¢aru
dentalne medicine da se u klinicku dijagnozu ukljuci i identifikacija specifi¢cnog
gena i mutacije koji uzrokuju bolest. Genski testovi za ¢eS¢e genske poremecaje
ve¢ su dostupni, a najvazniji argument za uvodenje genskih dijagnoza u podrucje

djelovanja dentalno-medicinske prakse jest otkrice da je obiteljska ageneza zuba
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prouzrocena AXIN2 mutacijom, povezana s razvojem kolorektalnog karcinoma
(151). Savjetovanje s geneticarom Cesto je od temeljne vaznosti kako bi se utvrdilo
je li odredena anomalija izolirana, ili je povezana s drugim anomalijama. Napredak
u razumijevanju razvoja zuba i genetske kontrole oblikovanja zuba, pomaze kli-
nicarima da upotpune razumijevanje odsustva (ageneze) zuba, dajuci temelje za
optimalnu terapiju. Moguénost da se utvrdi poremecaj u ranim stadijima razvoja
zuba osigurava bolje funkcionalne i estetske rezultate (152).

Neke anomalije zuba Cesto se pojavljuju udruzene u istog pacijenta, dok se
s druge strane isti genetski poremecaj moze ocitovati kroz Citav niz fenotipova,
ukljucujuci poremecaje broja, veliCine i smjestaja zuba (ageneza, mikrodoncija,
ektopija) ili zakasnjeli razvoj zuba. Takoder, odredena genska mutacija moze
imati razli€iti izrazaj u razli¢itim vrstama trajnih zuba. Klinicka vaznost rane
dijagnoze tih poremecaja je velika, jer moze upozoriti lije¢nika na moguéi razvoj
drugih povezanih anomalija zuba u istog pacijenta, ili ¢lanova njegove obitelji,
omogucavajuci tako ranu dijagnoza i pravovremeno lijeCenje (153).

Vec¢ina anomalija u podrucju glave (kraniofacijalnih anomalija) nastaje zbog
poremecaja nastanka, proliferacije, migracije i diferencijacije stanica neuralnog
grebena (NCC) (154). Rani razvoj zuba ovisi o mrezi signalnih molekula i tran-
skripcijskih ¢imbenika koji poti¢u stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju. Citav niz
epitelno-mezenhimskih interakcija na kraju dovodi do terminalne diferencijacije
odontoblasta i ameloblasta te mineralizacije zuba (151).

U ovom istrazivanju, izrazaj svih istrazivanih ¢imbenika u ranom razvoju zuba
covjeka imao je specifican prostorno-vremenski obrazac, sto ukazuje na vaznost
precizne koordinacije tih ¢imbenika tijekom razvoja. Konacni ishod uskladenih
interakcija svih razvojnih ¢imbenika jest zdrav 1 funkcionalan zub, smjeSten na tocno
odredenom mjestu unutar Celjusti, u skladu sa svim okolnim tkivima i organima.
Citav niz epigenetskih i morfogenetskih dogadaja upleten je u razvoj i oblikovanje
zuba, ali bez nekog dominantnog genetskog kontrolnog mehanizma (49). Sto je
veci genetski utjecaj na uzrok nepravilnosti i anomalija zuba, lica i ¢eljusti, manja
je mogucénost njihove prevencije, a prognoza ortodontske/ortopedske terapije losija
(155).

Poremedaji stanicne proliferacije u razvoju zuba

Poremecaji broja zuba

Inicijacija odredene vrste zuba u razlic¢itim dijelovima usne Supljine odredena je
lokalnim stanicama, koje reagiraju na specifi¢ne grupe evolucijski konzerviranih

homeobox gena (42).
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Ve¢ tijekom Sestog razvojnog tjedna, u podrucju buduce gornje i donje Celjusti
nastaje po jedno epitelno zadebljanje (primarno epitelno zadebljanje) ili zubni
greben, koje odgovara polozaju buducih zubnih lukova. Nezavisno o polozaju zuba
u Celjusti 1 vrsti zuba koja ¢e nastati, razvoj svakog zuba prolazi kroz Cetiri stadija:
inicijacije, pupoljka (blastema), kape i zvona. Ti su razvojni stadiji povezani s
procesima odredivanja vrste, veliCine i broja zuba, nakon cega slijedi oblikovanje,
diferencijacija 1 mineralizacija zuba. Signalna molekula Sonic hedgehog (Shh)
izlucuje se rano u ¢itavom buducem epitelu zubnog grebena i odreduje mjesta
njegove proliferacije i1 invaginacije u podleze¢i ektomezenhim, te time odreduje
inicijaciju zuba (18, 156). Shh je jedna od najvaznijih signalnih molekula u embri-
onalnom razvoju opcenito, koja moZze programirati razvoj i diferencijaciju ciljnih
stanica ovisno o njenoj koncentraciji (koncentracijskom gradijentu), a kao mor-
fogen pomaze uskladiti izuzetno precizne vremenske 1 prostorne procese tijekom
embrionalnog razvoja (157). Poremecaji u ovoj ranoj razvojnoj fazi zuba (fazi
inicijacije), mogu dovesti do stvaranja premalog ili prevelikog broja epitelnih zubnih
pupoljaka, s posljedi¢nim povecanjem ili smanjenjem broja zuba (hiperdoncijom
ili hipodoncijom), ili potpunim odsustvom zuba ili anodoncijom.

Smatra se da i hipodoncija i hiperdoncija imaju multifaktorijalnu etiologiju
(47). Javljaju se izolirano ili u sklopu sindroma. DiGiorgio sindrom je najcesci
genetski sindrom uzrokovan delecijom kromosoma, a koji je povezan s urodenom
sr¢anom bolesti, kraniofacijalnim anomalijama (dismorfogeneza lica, rascjep nepca,
hipodoncija, defekti uha), te poremecajima razvoja timusa i paratiroidnih Zlijezda.
Istrazivanja na miSevima ukazala su da je 7TBX/ klju¢an u nastanku tog sindroma,
paje tako u TBX1 —/~ knock-out miSeva znacajno smanjena epitelna proliferacija u
zubnom zametku (158). Istrazivanja na molekularnoj razini (najées¢e na miSevima),
pokazale su da do prirodene hipodoncije moze do¢i zbog raznih razvojnih ¢imbe-
nika: moze se dogoditi da ektoderm nema sposobnost indukcije stvaranja pupoljka
u podleze¢em mezenhimu (159), nepostoje¢i ili mutirani signali mezenhimskih
transkripcijskih ¢imbenika (Msx1 ili Pax9) mogu zaustaviti razvoj prije formiranja
caklinskog ¢voric¢a (160), a moze nastati i zastoj u razvoju zuba kratko nakon
inicijacije, s apoptozom kao posljedicom. Ovo posljednje se dogada pri nastanku
lateralnih sjekutic¢a u miSeva, koji se nikada potpuno ne razviju te u zubnih zametaka
anteriorno od kutnjaka, koji takoder podlijezu apoptozi (161). Mnoge anomalije
kraniofacijalnog podrucja povezane su s hipodoncijom, ukljucujuci promjene u
obliku zubnog luka, prisustvu kraniofacijalnog tipa klase 2/II i anomalije kostiju
turskog sedla (sellae turcicae) (49).
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Poremedaji apoptoze u razvoju zuba

Apoptoza u morfogenezi zuba

Geni kontroliraju ne samo smjestaj, nego i vrstu zuba koja ¢e se razviti (6). Razlika
u obliku sjekutica i kutnjaka povezana je s brojem caklinskih ¢voric¢a koje zub u
razvoju ima, a primarni i sekundarni caklinski ¢vori¢i propadaju tijekom razvoja
zuba procesom apoptoze (34). Istrazivanja u kulturama organa misjeg zubnog
zametka kojima je dodan inhibitor kaspaze, pokazala su da bi preveliki zubi
(makrodoncija) mogli biti posljedica poremecaja apoptoze u caklinskom ¢vori¢u
tijekom ranog razvoja zuba (162). Sindrom kleidokranijalne displazije nasljeduje
se autosomno dominantno 1 karakteriziran je raznim skeletalnim anomalijama i
prekobrojnim zubima. U podlozi razvoja prekobrojnih zuba vjerojatno je poremecaj
apoptoze, odnosno poremecaj uklanjanja ektopi¢nih zubnih zametaka (34). Treacher
Collins sindrom, autosomno dominantni poremecaj oblikovanja glave i lica (krani-
ofacijalne morfogeneze), rezultat je mutacije TCOFI gena. Posljedica te mutacije
je poremeceno sazrijevanje ribosoma, ¢ime je onemogucena pravilna proliferacija
stanica neuralnog grebena (NCC), §to dovodi do aktivacije apoptotskog cimbenika
p53 iposljediénom pojac¢anom apoptozom NCC. Nedovoljan broj tih stanica dovodi
do poremecenog razvoja nekih kostiju glave (kranioskeletalne hipoplazije). U
eksperimentalnim Zivotinjskim modelima, genetskom i/ili kemijskom inhibicijom
pS53-ovisne apoptoze moze se sprijeciti razvoj kraniofacijalnih anomalija u sklopu

Treacher Collins sindroma (154).

Ostaci embrionalnih tvorbi

Zubni greben postupno podlijeze programiranoj stani¢noj smrti (apoptozi), raspa-
daju¢i se tijekom stadija kape i zvona, te nestaje do zavrSetka razvoja zuba (22).
Ostaci zubnog grebena mogu se naci duboko u sluznici usne Supljine ili alveolarnoj
kosti, ¢ine¢i najvazniji izvor odontogenih cisti i tumora (25). Stoga bi poremecaj
u procesu apoptoze mogli biti jedan od klju¢nih ¢imbenika u nastanku navedenih
razvojnih anomalija. Odontogeni tumori tvore heterogenu grupu bolesti u rasponu
od hamartomskih (benigni tumori sastavljeni od neorganiziranog tkiva koje i inace
izgraduje odredeni organ i smjesteni su unutar njega) ili netumorskih proliferacija
tkiva, do benignih i malignih tumora razli¢itog stupnja maligniteta. Svi ovi razvojni
poremecaji nastaju od epitelnih, ektomezenhimskih i/ili mezenhimskih komponenti
zubnog tkiva, od kojih nastaju i normalni zubi tijekom razvoja. Takvi tumori
su neuobicajeni, neki od njih su iznimno rijetki, ali predstavljaju dijagnosticki
1 terapeutski izazov u podrucju oralne i maksilofacijalne kirurgije (163). Razne

razvojne ciste i tumori podrucja usne Supljine i lica (orofacijalnog podrucja) nastaju
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od dijelova zubnog zametka (epitelnog i mezenhimskog) ili zubnog grebena. Te
su ciste relativno rijetke, ali mogu biti vrlo agresivnog klinickog tijeka (164).
Odontogena keratocista najcesc¢a je razvojna cista, a moze biti komponenta auto-
somno-dominantno prenosivog Gorlin sindroma (viSestruke odontogene keratociste
1 karcinomi bazalnih stanica, koStane anomalije i kalcifikacije u podrucju glave),
kojem je u podlozi poremecaj Shh signalnog puta. Od ostalih tumora, pojavljuje
se 1 kalcificirajuéi epitelni odontogeni tumor, koji vjerojatno nastaje od stanica
caklinskog organa i dentalne lamine, te skvamozni odontogeni tumor, kao benigna
lezija koja se smatra hamartomom i vjerojatno nastaje od Mallasezovih epitelnih
ostataka. (164).

Poremedaji diferencijacije u razvoju zuba

Ve¢ u ranom razvoju zuba, mogu se razlikovati strukture od kojih ¢e nastati razlicita
zubna tkiva. Tako tijekom prijelaza iz razvojnog stadija kape u stadij zvona, dolazi
do rane tkivne diferencijacije, odnosno diferencijacije epitelne stani¢ne populacije
u morfoloski i funkcionalno specificne stani¢ne komponente (5). Zubna papila,
od koje ¢e se razviti odontoblasti i zubna pulpa, nastaje pod utjecajem signala iz
unutras$njeg caklinskog epitela tj. primarnog caklinskog ¢vori¢a. Konac¢na dife-
rencijacija odontoblasta od stanica zubne papile zapocCinje tijekom stadija zvona
pod utjecajem signala iz sekundarnih caklinskih ¢vori¢a (26). Sindekan-1, kao
receptor medustani¢ne tvari za signale iz epitelnih stanica, vazan je regulator
stani¢nog oblika, proliferacije i stanicne diferencijacije tijekom razvoja organa i
odrzavanja strukture tkiva (165). Smatra se da sindekan-1 sudjeluje u zguSnjavanju
i diferencijaciji mezenhimskih stanica tijekom razvoja zuba. Budu¢i da sindekan-1
knock-out miSevi nisu imali anomalije zuba, mozemo pretpostaviti da postoje i
drugi molekularni mehanizmi kojima se nadoknaduje njegov nedostatak (129,
130). Sekrecija i diferencijacija tvrdih zubnih tkiva, kao 1 poremecaji tih procesa
(dentinogenesis i amelogenesis imperfecta i srodni poremecaji), vezani su za kasnije
razvojne stadije zuba od onih koje smo mi istrazivali u ovom radu.

Kako vecina kraniofacijalnih anomalija nastaje zbog poremecaja prolifera-
cije, migracije i diferencijacije stanica neuralnog grebena, ukljuc¢ivanje matic¢nih
NCC stanica u kirursku terapiju moglo bi poboljsati njezin ishod. Postoji veliki
potencijal u primjeni mati¢nih stanica u tkivnom inzenjeringu, §to posebno vrijedi
za kosti 1 hrskavice glave 1 lica, a koja su tesko poremecena u Treacher Collins
sindromu (154). Istrazivanja ljudskog genoma omogucavaju prepoznavanje gena
povezanih s ljudskim bolestima kao i poremecajima slozene etiologije. Danas je

moguce primijeniti analizu genetske povezanosti zubnog fenotipa s podacima
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dobivenih od blizanaca i njihovih obitelji te sa snimanjem okluzalnih povrSina
zuba u 3D digitalnom obliku i njihovim matematickim usporedivanjem. Scanning
mikro-tomografija dozvoljava ispitivanje drugih aspekata zubnih tkiva, ukljucujuci
caklinu i dentin. Nove tehnologije otvaraju nove moguc¢nosti za istrazivanje vaznih
temeljnih bioloskih i klini¢kih pitanja (166).
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5. ZAKLJUCCI

Proliferacijska aktivnost stanica zubnog zametka (Ki-67)

— Intenzivna proliferacijska aktivnost u zubnom zametku rasla je od 6. do 8.
razvojnog tjedna, a zatim znacajno pala u 10. tjednu razvoja. Ovakav uzorak
proliferacijske aktivnosti stanica mogao bi biti povezan s rastom i ranim
oblikovanjem osnove ljudskog zuba od stadija pupoljka, preko stadija kape
do ranog stadija zvona

— Od 9. tjedna nadalje, u podrucju caklinskog ¢voric¢a nije nadena
proliferacijske aktivnosti, Sto bi moglo ukazivati na pocetnu diferencijaciju
specificnih dijelova caklinskog organa u smjeru odontoblasta i ameloblasta

— U 10. tjednu razvoja, stanice zubnog grebena imale su znacajno nizu
proliferacijsku aktivnost od one u ranijim razvojnim stadijima, Sto bi se
moglo povezati s postupnim nestajanja zubnog grebena

— Postotak proliferirajucih stanica bio je ve¢i u dijelovima ektomezenhima
koji se ukljucuje u buducéu osnovu zuba od dijelova ektomezenhima buduce

celjusti

Anti-apoptotska i apoptotska aktivnost u stanicama zubnog zametka

Bcl-2

— Izrazaj anti-apoptotske Bcl-2 bjelancevine bio je jaci u stanicama koje
proliferiraju tj. u Ki-67 pozitivnim stanicama, $to ukazuje na ulogu Bcl-2 u
poticanju proliferacije 1 preZivljenju stanica

— Izrazaj Bcl-2 bjelancevine prevladavao je u dijelovima zubnog zametka
(unutrasnji caklinski epitel, caklinski ¢vori¢) od kojih ¢e nastati specifi¢ni
dijelovi zrelog zuba, poti¢uci njihovu diferencijaciju

— Vrlo slab izrazaj Bel-2 bjelancevine u ektomezenhimu zuba podudarao se s
nizom proliferacijskom aktivno$¢u u istom podrucju, Sto je sukladno kasnijoj
diferencijaciji ektomezenhimskih od epitelnih dijelova zubne osnove

Bax

— Izrazaj apoptotske Bax bjelanCevine prevladavao je u stanicama zubne
osnove ¢ija je sudbina da tijekom razvoja nestanu procesom stani¢ne smrti
(vanjski caklinski epitel, caklinska pulpa)

— Iste stanice zubnog zametka pokazivale su istovremenu prisutnost i pro-
apoptotskog Bax 1 anti-apoptotskog Bcl-2 ¢imbenika, a razlika u njihovom

prostorno-vremenskom izrazaju ovisila je o razvojnoj sudbini stanice
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— Ravnoteza navedenih razvojnih ¢imbenika vazna je za normalno oblikovanje
zuba

Kaspaza-3

— Raspodjela kaspaza-3 pozitivnih stanice u epitelnoj osnovi zuba (u podrucju
caklinskog ¢vorica i caklinske pulpe) ukazuje na ulogu stani¢ne smrti u
nestanku primarnog caklinskog ¢vori¢a i caklinske pulpe kao preduvjeta
normalnog oblikovanja zuba

— Prisustvo kaspaza-3 pozitivnih stanica u ektomezenhimu zuba i ¢eljusti,
govori u prilog sudjelovanja ovog razvojnog ¢imbenika u oblikovanju
ektomezenhimskih dijelova zuba, odnosno procesu okostavanja celjusti

P53

— Raspodjela p53 pozitivnih stanica u ektomezenhimu zuba ukazuje na njegovu
ulogu u oblikovanju korijena, odnosno u diferencijaciji zubne vrecice u
cementoblaste 1 fibroblaste

— Prisustvo p53 pozitivnih stanice u blizini primarnog caklinskog ¢vorica,
govori u prilog sudjelovanja ovog ¢imbenika u nestanku ¢vorica, tj. kontroli

stani¢ne proliferacije bez koje nema normalnog oblikovanju zuba

Diferencijacija stanica zubnog zametka

Hsp70

— Jaki izrazaj Hsp70 bjelancevine u epitelnoj osnovi zuba od 6. 1 10. tjedna
razvoja u skladu je s intenzivnom proliferacijskom aktivno$¢u u tom podrucju

— Jaki izraZaj Hsp70 u podrucje caklinskog ¢vorica, u kojem se intenzivno
sintetiziraju razne signalne molekule, ukazuje na njegovu ulogu u regulaciji
stani¢ne homeostaze i zastiti stanice od apoptoze

— Slabiji izrazaj Hsp70 u ektomezenhimu zuba poklapao se s nizom
proliferacijskom aktivno$¢u u istom podrucju, Sto potvrduje kasniju
diferencijaciju ektomezenhimskih dijelova zuba u odnosu na njegove epitelne
dijelove

Sindekan-1

— Istovremena prisutnost izrazaja sindekana-1 1 proliferacijskog biljega Ki-67
u stanicama zubnog pupoljka, podudara se s njegovom ulogom u poticanju
stani¢ne proliferacije 1 rasta zubnog zametka

— Izrazaj sindekana-1 bio je najintenzivniji u podrucju epitelno-mezenhimskim
interakcija i pojacavao se s napredovanjem razvoja zuba, §to govori u prilog

njegovoj ulozi u stani¢noj diferencijaciji
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6. SAZETAK

Cilj: Istraziti prostorni i vremenski izrazaj biljega proliferacije (Ki-67), pro-
apoptotskih (Bax, kaspaze-3 i p53) 1 anti-apoptotskih (Bcl-2) bjelancevina te biljega
diferencijacije (sindekana-1 i Hsp70) tijekom ranog razvoja ljudskog zuba.

Materijali i metode: U serijskim parafinskim rezovima tkiva zuba 13 normalnih
ljudskih zametaka, starosti 5—12 tjedana primijenjene su imunohistokemijske
(DAB) i imunofluorescentne tehnike. Intenzitet i raspodjela izrazaja pojedinih
¢imbenika prikazana je semi-kvantifikacijom, dok je udjel Ki-67 pozitivnih stanica
analiziran primjenom statistickih testova.

Rezultati: Proliferacijska aktivnost (Ki-67) prisutna je u epitelnom i ektome-
zenhimskom dijelu zubnog zametka: do 8. tjedna prvo raste, a zatim postupno
pada u zubnom pupoljku, dok u ektomezenhimu ima suprotan tijek. Bel-2 je bio
najizrazeniji u stanicama koje proliferiraju, umjereno izrazen u zubnom pupoljku, a
slabo u ektomezenhimu. Koekspresija Bcl-2 1 Bax nadena je u vecini stanica zubnog
zametka: Bax je prevladavao u vanjskom caklinskom epitelu i ektomezenhimu, a
Bcl-2 u unutrasnjem caklinskom epitelu i caklinskoj pulpi. U ranijim razvojnim
stadijima, kaspaza-3 pozitivne stanice nadene su u ektomezenhimu celjusti, a od
9. tjedna u epitelnoj osnovi zuba. P53 pozitivne stanice prvo su nadene u ektome-
zenhimu Celjusti i zuba, a od 9. tjedna nadalje i u epitelnoj osnovi zuba. Hsp70 je
u svim istraZzenim stadijima bio jace izraZen u epitelnom dijelu zubnog zametka,
a sindekan-1 u ektomezenhimskom dijelu.

Zakljucak: Proliferacija stanica omogucuju rast cjelokupnog zubnog zametka,
dok Bcl-2 utjece na proliferaciju i diferencijaciju specifi¢nih stani¢nih linija. Bax
potice stani¢nu smrt dijelova zuba koji tijekom razvoja nestaju, kaspaza-3 vjero-
jatno sudjeluje u nestanku caklinskog ¢voric¢a i caklinske pulpe, a p53 u kontroli
proliferacije. Hsp70 i sindekan-1 sudjeluju u proliferaciji i diferencijaciji stanica

zubne osnove.
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7. ABSTRACT

Pro-apoptotic and anti-apoptotic factors in the early human tooth development

Objective: To investigate the spatial and temporal expression of proliferation
Ki-67 marker, pro-apoptotic (Bax, caspase-3 and p53) and anti-apoptotic (Bcl-2)
proteins and differentiation markers (Hsp70 and syndecan-1) during early develo-
pment of the human tooth.

Materials and methods: Paraffin serial sections of developing teeth in 13 normal
human conceptuses, 5— 12 postovulatory weeks old, were stained using immunohi-
stochemical (DAB) and immunofluorescent techniques. Distribution and intensity
in expression of different markers was analyzed using semi-quantification, while
percentage of Ki-67 positive cells was analyzed by statistical tests.

Results: Proliferation activity (Ki-67) is present in both epithelial and ectome-
senchymal parts of tooth germs: it first increases till the 8" developmental week,
then gradually decreases in the tooth bud and increases in the ectomesenchyme.
Bcl-2 is strongly expressed in proliferating cells, moderately in the tooth bud, and
weakly in the ectomesenchyme. Co-expression of Bcl-2 and Bax was found in
majority of the tooth germ cells: Bax prevailed in the outer enamel epithelium and
ectomesenchyme, while Bcl-2 prevailed in the inner enamel epithelium and the
enamel pulp. In earlier developmental stages, caspase-3 positive cells were found
in the jaw ectomesenchyme, and from the 9" week on in the epithelial tooth bud,
as well. P53 positive cells were first found in the jaw and tooth ectomesenchyme,
and from the 9" week on, also in the epithelial tooth bud. During all investigated
stages, Hsp70 displayed stronger expression in the epithelial part, and syndecan-1
in the ectomesenchymal part of the tooth germ.

Conclusions: Proliferating cells most likely influence growth of the whole
tooth germ, while Bcl-2 affects proliferation and differentiation of specific cell
lineages. Bax influences process of cell death in parts of the tooth germ that should
disintegrate during development, caspase-3 most likely affects enamel knot and
enamel pulp disappearance, while p53 controls proliferation. Hsp70 and syndecan-1

probably participate in tooth germ cell proliferation and differentiation.
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