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POPIS SKRACENICA

rRNA - ribosomska ribonukleinska kiselina (eng. ribosomal ribonucleic acid)

PCNA - proliferirajuéi stani¢ni jezgreni antigen (eng. proliferating cell nuclear antigen)
BrdU — bromodeoksiuridin

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)
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Pax9 — eng. paired box gene 9

siRNA — mala intefreriraju¢a RNA (eng. small interfering RNA)
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Dhh — eng. Desert hedgehog gene

Ihh — eng. Indian hedgehog gene

PBS — otopina fosfatnog pufera (eng. phosphate buffer saline)

DAB - diaminobenzidin

DAPI - 4,6-diamino-2-fenilindol



1. UVOD

1.1. Razvoj zuba

Razvoj zuba (odontogeneza) u kraljeznjaka je, slicno razvoju drugih derivata ektoderma,
posljedica induktivnog medudjelovanja (interakcija) izmedu epitela usne Supljine i podlezeceg
mezenhima nastalog iz neuralnog grebena (1). Razvoj se odvija prema specificnom, prostorno
i vremenski precizno reguliranom obrascu (2), pri kojem zub prolazi kroz morfohistoloski
karakteristi¢ne razvojne stadije zubnog grebena, pupoljka, kape i zvona, a sve u pripremi
odlaganja i mineralizacije tvrdih zubnih tkiva krune i korijena. Razvoj ljudskog zuba
zapocinje krajem petog razvojnog tjedna pojavom zubnih grebena (3-6). S razlicitim
vremenskim odmakom odredena podrucja epitela usne Supljine zadebljavaju te pupaju u
podleze¢i mezenhim (6-8), §to uzrokuje zgusnjavanje (kondenziranje) stanica oko epitelnih
pupoljaka u svrhu oblikovanja mezenhimnih djelova zubnog zametka, tj. dentalne papile i
dentalnog folikula (4, 9). Upute i signali za daljnji nastavak odontogeneze reciprocno se
izmjenjuju izmedu epitela 1 mezenhima (9, 10). Tijekom stadija kape, epitelni pupoljak se
nastavlja savijati okruzuju¢i zubni mezenhim (koji sada tvori zubnu papilu) (7, 8), a u stadiju
pupoljka (odnosno caklinskog organa) epitelna osnova zuba se dalje diferencira u vanjski
caklinski epitel i unutarnji caklinski epitel (budu¢i sloj ameloblasta), dok rubno mjesto na
kojem se ta dva epitela spajaju Cini cervikalne petlje, koje se kasnije (zavrSetkom formiranja
krune i pocetkom razvoja korijena) izduZuju u epitelne korijenske ovojnice (11). Stadij kape
je zanimljiv jer se u tom razdoblju u caklinskom organu diferencira skupina stanica koje tvore
primarni caklinski ¢vori¢. Signali iz primarnog caklinskog ¢vorica izravno reguliraju rast
tkiva zametka, $to za posljedicu ima savijanje unutarnjeg caklinskog epitela prema osnovnom
morfoloskom obrascu okluzalnog reljefa buduceg zuba (12). Primarni caklinski ¢vori¢ nestaje
tijekom stadija zvona kada se, djelomi¢no zbog apoptoze, a djelomi¢no zbog odvajanja i
migracije pojedinih skupina stanica stvaraju sekundarni caklinski ¢vori¢i, ¢iji broj odgovara
broju kvrzica na kruni buduéeg zuba. Poremecaj funkcije primarnog 1 sekundarnih caklinskih
¢vorica se povezuje sa anomalijama oblika krune zuba (13, 14). Nesto kasnije, napredovanjem
razvoja zuba u stadij zvona, oblik krune zuba se u potpunosti odreduje diferencijacijom
specificnih stani¢nih linija na epitelno-mezenhimnom sucelju te nastaju ameloblasti i
odontoblasti, koji sintetiziraju i izlu€uju organski matriks cakline, odnosno dentina (15).

Reorganizaciju stanica unutarnjeg caklinskog epitela prate modulacija medustani¢nih veza i
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Slika 1. Shematski prikaz razvoja zuba i stvaranja razliitih tipova zubi: kutnjaka, stalno rastu¢eg kutnjaka sa
slozenim kvrzi¢nim reljefom grizne plohe i stalno rastuceg sjekutica.

Kazalo: stadij plakode (placode stage), stadij pupoljka (bud stage), stadij kape (cap stage), stadij zvona (bell
stage), kasni stadij zvona (late bell stage), primarni/sekundarni caklinski ¢vori¢ (primary/secondary enamel
knot), vratna petlja (cervical loop), niSa epitelnih mati¢nih stanica (epithelial stem cell niche).

Preuzeto iz: Thesleff |, Tummers M. Tooth organogenesis and regeneration. StemBook. Cambridge (MA)2008.

izmjene u citoskeletnom sastavu intermedijarnih filamenata, Sto za posljedicu ima
postmitotsko izduZivanje i polarizaciju preameloblasta i preodontoblasta (16). Njihovu
kona¢nu (terminalnu) diferencijaciju kontrolira reciprocna izmjena signala tijekom epitelno-
mezenhimnih interakcija, pri ¢emu vaznu ulogu igraju i elementi izvanstaniéng matriksa (17).
Njihova terminalna diferencijacija se dovrSava pred kraj stadija zvona, kada s obje strane
epitelno-mezenhimnog sucelja zubnog zametka zreli ameloblasti i odontoblasti pocinju

odlagati dentin i caklinu buduée krune zuba (2).



S obzirom da se razvoj ljudskog zuba odvija u duzem vremenskom razdoblju tijekom kojega
se uzastopno nizu razvojni stadiji ¢iji je krajnji ishod nastanak zuba kao organa
karakteristicnog oblika i funkcije, precizna prostorna i vremenska regulacija osnovnih
stani¢nih procesa (proliferacija, apoptoza, diferencijacija, migracija, epitelno-mezenhimske
interakcije, te epitelno-mezenhimska i mezenhimsko-epitelna transformacija) u zubnoj osnovi
je presudna za njegovo normalno oblikovanje (morfogenezu) (17, 18). U odnosu na ostale
stani¢ne procese, proliferacija stanica se najintenzivnije odvija u pocetnim stadijima razvoja,
dok se njezino selektivno smanjenje i ograniavanje na pojedine strukture unutar zuba
povezuje s komplementarnim procesom, tj. stani¢nom diferencijacijom, kako je i opisano u
dosadasnjim istrazivanjima proliferacijske aktivnosti tijekom ranog razvoja zuba (19-21).
Prikazivanje obrazaca proliferacijske aktivnosti pomocu specifi¢nih biljega Cesta je metoda
kojom se u razvojnoj biologiji nastoje rasvijetliti zbivanja u embrionalnim i fetalnim tkivima
u razvoju, a osobito je vazna kao polaziSte u procjeni prirode utjecaja pojedinih ¢imbenika ili

grupe ¢imbenika koji normalno sudjeluju u organogenezi, odnosno odontogenezi.

1.2. Proliferacija — biljeg proliferacije Ki-67

Opisani rani stadiji odontogeneze bezuvjetno ukljucuju procese poput proliferacije stanica,
koja se moze prikazati pomocu jezgrinog antigena Ki-67, prisutnom u svim proliferacijski
aktivnim stanicama (11). Ki-67 je protein jezgre koji je potreban za transkripciju ribosomske
RNA, a njegova inaktivacija uzrokuje inhibiciju sinteze TRNA (22, 23). Tijekom interfaze,
Ki-67 je izraZen u stani¢noj jezgri, dok se tijekom mitoze ovaj protein premjesSta na povrSinu
kromosoma. Njegov izraZaj se mozZe dokazati u svim aktivnim fazama stani¢nog ciklusa (G,
S, G, i mitoza), osim kod stanica u mirovanju (Gy) (24). Ki-67 je pouzdan biljeg stani¢ne
proliferacije koji se u klini¢koj praksi rutinski koristi za dokazivanje proliferativne aktivnosti
u tumorskim tkivima, a udio tumorskih stanica pozitivnih na Ki-67 (Ki-67 labelling index)
moze upucivati na klinicki tijek bolesti (24-27). Najbolje prouceni primjeri u tom kontekstu
su karcinomi prostate, mozga i dojke, jer su kod ovih tipova tumora prognosticka vrijednost
prezivljavanja i povratak bolesti uspjesno povezani sa udjelom stanica pozitivnih na Ki-67. S
druge strane, uporaba Ki-67 kao proliferacijskog biljega je u razvojnoj biologiji 1
istrazivanjima odontogeneze prilicno skromna. S druge strane, uporaba Ki-67 kao
proliferacijskog biljega je u razvojnoj biologiji 1 istraZivanjima odontogeneze prilicno

skromna. Naime, prema dosadaSnjim istraZivanjima proliferacijske aktivnosti u zubnim
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zamecima miSeva 1 Stakora tijekom embrionalnog, fetalnog i postnatalnog razdoblja, opisane
su promjene u rasporedu stanica pozitivnih na neke druge proliferacijske biljege poput PCNA
ili BrdU (13, 28, 29). Iako su se obrasci izazaja navedenih biljega poklapali sa o¢ekivanom
raspodjelom proliferacijske aktivnosti, treba naglasiti da oba biljega imaju odredene
nedostatke u odnosu na Ki-67. Naime, PCNA je prisutan u jezgrama stanica samo tijekom
faze sinteze DNA (S faza) (30), zbog ¢ega ima uzi raspon vezivanja od Ki-67, dok se BrdU
(koji se takoder veze na jezgre stanica u S fazi mitotskog ciklusa) koristi pri dokazivanju
proliferacijske aktivnosti isklju¢ivo u zivim tkivima (31), i stoga nije primjeren za istraZivanja
na rezovima tkiva uklopljenih u parafinske blokove. Prema pregledu literature, bojenje Ki-67
se do sada koristilo samo u nekoliko studija proliferativne aktivnosti u ranim embrionalnim i
fetalnim stadijima razvoja ljudskog zuba, a u svakoj od tih studija se istrazivao samo pojedini
tip zubi (19, 20). Pretpostavka je da bi, s obzirom da je za razvoj zubne krune potrebna
precizna prostorno-vremenska kontrola stani¢ne proliferacije (15), kod razlicitih vrsta 1
(gledajué¢i pojedinu vrstu zasebno) morfoloski razli¢itih grupa zubi (sjekuti¢i, oc¢njaci,
pretkutnjaci i kutnjaci), proliferacijska aktivnost tijekom odontogeneze trebala te¢i prema
ponesto razliitim obrascima. lako dostupni podaci govore kako je prostorna i vremenska
raspodjela proliferacijske aktivnosti u zametnoj osnovi zuba vrlo sli€éna, mozda bi bolju
predodzbu o punini utjecaja proliferacije na oblikovanje zuba dale usporedbe udjela
proliferacijski aktivnih stanica izmedu razli¢itih zubi i medu razli¢itim vrstama, ali takvih

podataka nazalost jo$ uvijek nema dovoljno.

1.3. Diferencijacija — biljeg diferencijacije Oct-4

Drugi vazan razvojni proces koji se u odontogenezi nadovezuje na proliferaciju je stani¢na
diferencijacija. Ishod diferencijacije je pretvorba nezrelih stanica zubnog zametka u
specijalizirane stani¢ne linije, koje ¢e naposljetku sintetizirati tvrda zubna tkiva ili izgradivati
meka tkiva pulpe i parodontalnog podrucja. U srediStu regulatornih mehanizama za
odrzavanje diferencijacijskog potencijala stanica nalazi se jezgreni protein Oct-4 (32), ¢iji je
izrazaj najprije otkriven u pluripotentnim mati¢nim stanicama tijekom pred-gastrulacijskih
stadija embrionalnog razvoja (od stadija oocite do stadija blastociste) (33-35). Kao
transkripcijski ¢imbenik, Oct-4 sudjeluje u modulaciji genske aktivnosti na na¢in da smanjuje

aktivnost (suprimira) gena odgovornih za pokretanje diferencijacijskih procesa (36). Zbog

takvih svojstava se Oct-4 najcesc¢e koristi kao jedan od biljega kojim se potvrduje
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,mati¢nost®, odnosno pluripotentno stanje stanice (37-39). Medutim, prve naznake da Oct-4
moze biti izravno odgovoran i za poticanje stani¢ne diferencijacije, pojavile su se prilikom
istrazivanja uspjeSnosti djelovanja razliCitth Cimbenika mati¢nosti u induciranju
pluripotentnog stanja kod ve¢ diferenciranih stanica (iPS). Pokazalo se da regulacija izrazaja
Oct-4 u stanici mora biti vrlo precizna, jer njegova premala ili prevelika koncentracija moze
pokrenuti program stani¢ne diferencijacije (40, 41). Osim toga, izrazenost Oct-4 je viSestruko
potvrdena i u mati¢nim i u diferenciranim somatskim stanicama odraslih tkiva, $to opet
navodi na mogucnost da je odrZzavanje samoobnovljivog kapaciteta stanice tek jedna od
nekoliko moguc¢ih uloga koje ovaj transkripcijski ¢imbenik ima (42, 43). lako su se
dosadasnje studije o moguéim razvojnim ulogama Oct-4 uglavnom koncentrirale na najranije,
predimplantacijske i postimplantacijske razvojne stadije u miseva (44), Stakora (44) i ljudskih
embrija (45), za Oct-4 je ve¢ ustanovljeno da se moze povezati s pocetkom fetalne i
postnatalne diferencijacije stanica kako je bilo opisano u istrazivanju razvoja ljudskog
bubrega, $to opet upucuje na Cinjenicu da Oct-4 aktivno sudjeluje i u naprednijim stadijima

organogeneze (46).

Pri tumacenju obrazaca izrazaja Oct-4, mora se uzeti u obzir da ova bjelancevina postoji u
dvije glavne izoforme, od kojih svaka ima izrazaj u razli¢itim stani¢nim odjeljcima: dok se
jezgrena izoforma (Oct-4A) pojavljuje u raznim mati¢nim stanicama, citoplazmatsku formu
(Oct-4B) pokazuju iskljucivo stanice u fazi diferencijacije ili potpuno diferencirane stanice
(43, 45). Zbog manjka specifi¢nih protutijela za pojedine izoforme Oct-4 (47), poveznica
izmedu razli¢itog unutarstanicnog smjeStaja Oct-4 1 izrazaja njegovih izoformi mogla se
potvrditi samo usporedbom podataka o imunohistokemijskim obrascima izrazaja Oct-4 sa
rezultatima dobivenim tehnikama poput RT-PCR (45, 48). Ono Sto u cijeloj pri¢i zbunjuje su
funkcijska svojstva citoplazmatske izoforme ove bjelancevine. Naime, izoforma Oct-4B ne
samo da nema sekvence potrebne za vezivanje i aktivaciju transkripcije preko promotora
ciljnih gena putem kojih Oct-4A ostvaruje svoj ucinak, nego nema ni antagonisticko
(supresivno) djelovanje na izrazaj gena induciranih izoformom Oct-4A (32). U svakom
slucaju, pitanja o to¢noj ulozi Oct-4 u razvojnim procesima (s osobitim naglaskom na
stani¢nu diferencijaciju) i dalje ostaju otvorena. DosadaSnje studije o razvojnoj ulozi Oct-4
tijekom odontogeneze u Zivotinja (47, 49) 1 covjeka (50) vrlo su rijetke, i zbog toga se utjecaj

Oct-4 na razvojne procese u odontogenezi tek treba istraziti.

12



1.4. Primarne cilije — biljeg primarnih cilija a-tubulin i biljeg centriola y-tubulin

Sve stanice kraljesnjaka koje se nalaze u interfazi (faza stani¢nog ciklusa u kojoj se unutar
stanice obavljaju pripreme za mitozu), odnosno stanice koje se ne dijele, imaju pojedinacnu,
nepokretnu primarnu ciliju (51). Cilija je tanka organela koja se nalazi na stani¢noj membrani
i ¢ija se struktura, tzv. aksonema, sastoji od 9 parova mikrotubula organiziranih u prsten
prema formuli 9+0 (aksoneme flagela i pokretnih cilija sadrze jo$ jedan, srediSnji par
mikrotubula prema formuli 9+2) (52), a parovi mikrotubula izlaze iz centriola koji se nalazi u
korijenu cilije (53). Obje strukture se mogu prikazati imunohistokemijskim tehnikama
pomocu specificnih biljega. Naime, biljeg a-tubulin se veze za mikrotubule aksonemalnog
citoskeleta primarne cilije (54), dok se biljeg y-tubulin specificno veze za centriol (55).
Aksonemalni citoskelet ima potpornu ulogu u dvosmjernom prijenosu bjelancevinskih
kompleksa u sastavu brojnih signalnih puteva (IFT — intraflagelarni transport) pomocu tzv.
kinezinskih motora koji pospjesuju transport niz ciliju (prema tijelu stanice) i uz ciliju prema
izvanstanicnom miljeu Prema dosadasnjim istrazivanjima, u sastavu primarne cilije se nalazi
preko 600 bjelancevina vezanih u razli¢itim kompleksima (56) $to moze upucivati na brojne
funkcije koje primarna cilija ima u tkivima. S aspekta stani¢nog ciklusa, pretpostavlja se da
primarna cilija moZe inhibirati stani¢nu diobu zbog povezanosti s centriolom, koji u tom
slu¢aju nije dostupan za formiranje diobenog vretena (57). Kako je pokazano istraZivanjem
diferencijacije ameloblasta u sjekuticu Stakora, pojavljivanje primarnih cilija na apikalnom
polu tih stanica poklapa se s pocetkom terminalne diferencijacije ameloblasta i najava je
predsekrecijske faze u pripremi za njihovu ulogu u sintezi organskog matriksa cakline (57).
Osim toga, primarna cilija sudjeluje u koordinaciji razlicitih signalnih putova kojima se
kontrolira stani¢no preZivljavanje, proliferacija i diferencijacija, koji su kljucni za homeostazu
odraslih tkiva (58, 59). Za primarnu ciliju je poznato da je integralni element Hh, Wnt i Shh
signalnih putova koji su takoder aktivni i u odontogenezi i to osobito u njenim pocetnim
fazama (59-63). Naime, mutacije gena koji kodiraju bjelancevine IFT-a izravno su utjecale na
pojacavanje ucinka pojedinih morfogena (poput Shh), $to je za posljedicu imalo ektopicnu
odontogenu aktivnost u bezubim dijastemama miSeva (59). Uloga primarnih cilija je
prepoznata i u sklopu nekih sindroma (ciliopatije) koje, izmedu ostalog, obiljeZzavaju
anomalije u podrucju glave (kraniofacijalni defekti), te anomalije broja i oblika zuba, a
izravna su posljedica mutacije gena koji kodiraju ,,cilijarne* bjelancevine (64). U dugi popis
funkcija primarnih cilija mogu se dodati i one senzorne, jer u nekim sluc¢ajevima ova organela

moze posluziti 1 kao stani¢na osjetilna struktura (65, 66). Dobar primjer su primarne cilije kod
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potpuno diferenciranih odontoblasta u razvijenim zubima, kojima se pridaje uloga u (jo$
uvijek nerazjasnjenom) mehanizmu prijenosa zubne boli — buduéi da nastavci odontoblasta
nisu u izravnom kontaktu sa intratubularnim Ziv€anim spletom, primarne cilije se zbog bliskih
veza s membranskim ionskim kanalima namecu kao moguc¢i osjetilni receptori za bol (67-69).
U razvojnoj biologiji zubi, vecéina istraZzivanja o mogucim ulogama primarnih cilija tijekom
odontogeneze provedena je na zivotinjskim modelima ili kulturama stanica. S druge strane,
podataka o ulozi primarnih cilija tijekom ljudske odontogeneze ima jako malo (69). Postojeca
saznanja, povezana sa istraZivanjem biljega izrazenih u primarnoj ciliji na kojemu se temelji
ovaj rad (21), mogu dati dobru polaziSnu osnovu za procjenu doprinosa primarnih cilija u

razvoju zametne osnove zuba u covjeka.

1.5. Intermedijarni filamenti — CK8 i vimentin

Proteini intermedijarnih filamenata (IF) su osnovne gradevne jedinice citoskeleta. Osim dobro
istrazenih uloga u odrzavanju oblika stanice (70), stani¢noj adheziji 1 usmjerenoj
pokretljivosti (71), intermedijarni filamenti sudjeluju i u provodenju signala (71), modulaciji
svojstava razliCitih stanicnih proteina (72) te zastiti stanice od apoptoze (73). Zajednicko
obiljezje ovih proteina je visoka tkivna specificnost, tako da se medu razli¢itim klasama
intermedijarnih filamenata, citokeratini tipi¢no nalaze u epitelnim stanicama, dok je vimentin
karakteristiéni intermedijarni filament stanica mezenhimnog podrijetla. Citokeratinski
filamenti se, za razliku od vimentina, slazu u parove (heterodimere), koji prema specificnom
obrascu imaju izrazaj u razli¢itim vrstama epitelnih tkiva odraslog organizma. Do danas su
pronadena 54 citokeratina (28 tipa I, 1 26 tipa II), koji se ovisno o izrazaju heterodimernih
parova mogu podijeliti na tri grupe: jednostavni citokeratini jednoslojnih epitela (CK8/CK18),
zatim citokeratini sloZenih, tj viSerednih epitela (CK5/CK14; CK1/CK10) te strukturalni
citokeratini roZznatih derivata ektoderma poput dlaka, noktiju, rogova i ljuski u gmazova (74).
S obzirom na svojstvo tkivne specifi¢nosti, obrasci izrazaja intermedijarnih filamenata mogu
posluZiti kao dobar model za proucavanje osnovnih razvojnih procesa tijekom organogeneze
(diferencijacija, epitelno-mezenhimna transformacija, migracija stanica). Za razliku od
odraslih tkiva, embrionalna i fetalna tkiva imaju nestalan obrazac izraZaja intermedijarnih
filamenata, a jedno od najvaznijih obiljezja tkiva u razvoju je postojanje istovremenog
izrazaja (koekspresija) vimentina 1 citokeratina potvrdeno u brojnim organima, kao i u

dijelovima zametne osnove zuba (75, 76). Za koekspresiju vimentina i citokeratina se
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pretpostavlja da u tkivima u razvoju nastupa neposredno prije i tijekom njihove epitelno-
mezenhimske ili mezenhimsko-epitelne transformacije, a u zametku ljudskog zuba je
zabiljezena u stadiju zvona (75). Naime, vimentin i citokeratini su bili istovremeno prisutni u
zvjezdastom retikulumu (reticulum stellatum) caklinskog organa, dok je ko-ekspresija
razliCitih citokeratina bila vidljiva u cijelom caklinskom organu (75-78). Pocetno povecanje
izrazaja citokeratina jednostavnih epitela u pravilu je ograni¢eno na to¢no odredena podrucja
epitela usne Supljine (dentalna lamina), da bi se tijekom razvoja (kako napreduje
diferencijacija) postupno poceli pojavljivati i citokeratini mnogoslojnih epitela (76, 79).
Prethodna istrazivanja o obrascima izrazaja citokeratina tijekom razvoja zuba radena na
laboratorijskim zivotinjama (77, 80-84) i ljudskom tkivu (75, 76, 78) ukazala su na njihovu
izrazitu slozenost, ali dostupni podaci o pojedinim citokeratinima jednostavnih epitela
(pogotovo za citokeratin 8) su nepotpuni i ¢esto proturje¢ni. Uzroci takvih nedosljednosti
prilikom odredivanja obrazaca izrazaja su, s jedne strane, posljedica fokusiranosti pojedinih
studija na kasnije (fetalne) razvojne stadije pri ¢emu nisu opisana zbivanja u embrionalnom
razdoblju razvoja ljudskog zuba prije stadija zvona (75, 78), a s druge strane, koristenje
protutijela Sirokog raspona ¢ime se gubi preciznost rezultata zbog obuhvacanja vise razli¢itih
citokeratina zajedno (75, 76). U svakom slucaju, precizno odredivanje obrazaca izraZaja
intermedijarnih filamenata u svim fazama razvoja zuba nije vazno samo zbog uvida u
dinamiku odvijanja osnovnih razvojnih procesa, nego i zbog informacije o molekularnoj
podlozi kompetencije odontogenog epitela. Osim toga, u nekim je studijama pokazano kako
disfunkcionalni intermedijarni filamenti mogu izravno utjecati na normalni razvoj zuba —
patoloSke promjene unutar mreZe intermedijarnih filamenta u odontoblastima negativno su se
odrazile na sekrecijsku funkciju tih stanica kao i ameloblasta, $to je za posljedicu imalo

hipoplasti¢ne anomalije tvrdih zubnih tkiva (85).

1.6. Razvojne anomalije uzrokovane poremecajima istrazivanih ¢cimbenika

lako anomalije broja zuba (hipodoncija, hiperdoncija) imaju viSestruke (multifaktorijalne)
uzroke, te se mogu javiti izolirano ili u sklopu nekih sindroma, neosporno je da se u njihovoj
patogenezi nalazi poremecaj proliferacije tkiva zametne osnove zuba (86). IstraZzivanja uloge
signalne molekule Sonic hedgehog (Shh) u razvoju zuba pokazala su da bi poremecaji u
pocetnim stadijima razvoja zuba (u kojima je proliferacija stanica dominantni proces) mogli

dovesti do stvaranja premalog ili prevelikog broja epitelnih zubnih pupoljaka, s posljedicnim
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povecanjem ili smanjenjem broja zuba, ili potpunim odsustvom zuba, tj. anodoncijom (87,
88). Sli¢ne ucinke moze uzrokovati i nedostatan izrazaj nekih transkripcijskih ¢imbenika

poput Msx1 i Pax9, pri ¢emu se razvoj zuba zaustavlja u stadiju pupoljka (89).

Vecina dosada$njih istrazivanja o razvojnim ulogama Oct-4 radena su na Zivotinjskim
embrijima u najranijim stadijima razvoja (predimplantacijsko i postimplantacijsko razdoblje)
(33, 35, 45). Podaci o abnormalnoj ili nepostojecoj funkciji Oct-4 u tom razvojnom razdoblju
govore u prilog visoke smrtnosti embrija zbog poremecaja u diferencijaciji glavnih zametnih
listica (ektoderm, endoderm i mezoderm) (90-92). Sukladno tome, vrlo malo se zna o
sudjelovanju Oct-4 u patogenezi razvojnih anomalija zuba. Medutim, jedno od istrazivanja na
miSevima, kod kojih je u ranim stadijima odontogeneze potisnuta funkcija Oct-4 pomocu
siRNA, pokazalo je da u tom slucaju nastaju zubi smanjene veli¢ine, nepravilnog oblika krune
te hipoplasti¢nih oste¢enja cakline i dentina (47). Naime, nedostatna funkcija Oct-4 je bila
popra¢ena preuranjenom apoptotskom aktivnoSéu (pojacani izrazaj kaspaze-3) u podrucju
primarnog caklinskog ¢vorica, pri ¢emu je primarni caklinski ¢vori¢ uklonjen prije negoli je

mogao odigrati svoju razvojnu ulogu.

Poznato je da primarne cilije igraju vazne uloge u embrionalnom razvoju, pri ¢emu su na
razli¢ite nacine ukljuene u regulaciju stani¢ne proliferacije i diferencijacije (51). Mutacije
gena koji kodiraju bjelancevine cilijarnog transporta (intraflagelarni transport ili IFT)
odgovorne su za razvojne anomalije Ziv€anog sustava, prekobrojne prste (polidaktiliju),
malformacije lica 1 usne Supljine, izostanak razvoja nekih unutarnjih organa (pluca) ili
stvaranje cisticnih bubrega, a sve u sklopu nekoliko razli€itih sindroma pod zbirnim nazivom
ciliopatija (51, 60, 93). S obzirom da su primarne cilije izravno ukljuc¢ene u signalne kaskade
morfogena iz skupine ,,hedgehog* (Hh, Shh, Dhh i Thh), koji igraju klju¢ne uloge u regulaciji
organogeneze, brojna istraZzivanja su pokazala na koji na¢in primarne cilije posreduju uc¢inke
navedenih morfogena. Naime, primarne cilije mogu i poticati i potiskivati njihovo djelovanje
kako je pokazano kod knock-out miSeva, kod kojih je pojacana aktivnost Shh (kao posljedica
inaktivacije razli¢itth gena za cilijarne bjelanCevine) imala za posljedicu stvaranje
prekobrojnih zuba normalnog oblika i veli¢ine (59). Sve to ukazuje na moguénost da primarne
cilije mogu biti u uzro¢no povezane s anomalijama broja zuba (hipodoncija, hiperdoncija) ¢ak

i kada one nisu posljedica sindroma, odnosno ciliopatija.

Do sada je opisano nekoliko sindroma (pachyonychia congenita, ichthyosis bullosa,

epidemolysis bullosa) u skupini ektodermalnih displazija, koji su uzrokovane mutacijama
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gena za citokeratine visSeslojnih epitela. S druge strane, mutacije CK8 i njegovog para CK18
isklju¢ivo se povezuju s jednim nasljednim oblikom ciroze jetre (ref). lako se CKS8 izrazava
od samog pocetka razvoja, rezultati istrazivanja na kulturama stanica i preimplantacijskim
embrijima miSeva ukazali su na to da onemogucavanje stvaranja mreze filamenata CKS8 u
okviru citoskeleta ne utjece na stani¢ne funkcije, odnosno na pocetne stadije razvoja embrija
(94, 95). Medutim, inaktivacija CK8 uzrokuje smrtnost tijekom fetalnog razvoja kada
zapocinje organogeneza (96). Podataka o udjelu CK8 u nastanku anomalija razvoja zuba za
sada nema. Za razliku od CKS8, uloga vimentina u kontekstu razvoja organizma je prema
dostupnim podacima dvojbena. Unato¢ njegovom stalnom izrazaju od najranijih razvojnih
stadija 1 tkivnoj specifi¢nosti, inaktivacija gena za vimentin u miSeva nije pokazala apsolutno

nikakav utjecaj na normalni razvoj i funkciju organizma u postnatalnom razdoblju (97, 98).

1.7. Problematika i cilj istraZivanja

Cilj ove disertacije je istraziti stani¢nu proliferaciju i1 diferencijaciju u ranom razvoju zametne
osnove zuba Covjeka za razdoblje od 7. do 21. tjedna gestacije, koje obuhvaca tri razvojna
stadija zuba (pupoljak, kapu 1 zvono). Imunohistokemijski biljezi koji su se koristili u tu svrhu
su Ki67 (proliferacija), Oct-4 (diferencijacija), o-tubulin (primarne cilije), y-tubulin
(centriole), te intermedijarni filamenti CK8 i vimentin (diferencijacija) povezanost. U
dosadasnjim istrazivanjima proliferacijske aktivnosti u zametku zuba Covjeka pomocu biljega
Ki-67, opisani su obrasci izraZzaja ovog biljega za razdoblje od 5. do 12. tjedna gestacije kod
sjekutic¢a (20) te od 13. do 30. tjedna gestacije za kutnjak (19), medutim, samo je u potonjem
istrazivanju provedena kvantitativna analiza udjela proliferacijski aktivnih stanica u tkivnim
strukturama zametne osnove zuba. Proliferacijska aktivnost tijekom odontogeneze istraZzivana
je 1na Zivotinjama, ali pomoc¢u drugih proliferacijskih biljega (BrdU, PCNA) (13, 28, 29), ¢ija
se osjetljivost razlikuje od Ki-67. IstraZivanja obrazaca izrazaja Oct-4 tijekom razvoja zuba su
vrlo rijetka tako da je uloga ovog transkripcijskog ¢imbenika u odontogenezi jo§ uvijek
nedovoljno poznata. Izrazaj Oct-4 u zametnoj osnovi zuba u ¢ovjeka opisan je samo za kasni
stadij kape i stadij zvona (50) 1 upucuje na sudjelovanje ovog ¢imbenika u diferencijaciji
stanica odgovornih za sintezu tvrdih zubnih tkiva (odontoblasti i ameloblasti), $to se u dobroj
mjeri poklapa s podacima o ekspresiji Oct-4 u razvoju sjekutia (47) i kutnjaka (39) kod
misSeva. Medutim, istrazivanja obrazaca izrazaja Oct-4 tijekom razvoja zuba su vrlo rijetka,

tako da je uloga ovog transkripcijskog ¢imbenika u odontogenezi joS uvijek nedovoljno
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poznata. Do sada je uloga primarnih cilija tijekom ranih stadija odontogeneze istrazena u
bezubim dijastemama razli¢itih ,.knock-out™ misSeva (59), dok je u kasnijim stadijima razvoja
njihovo pojavljivanje ukazivalo na terminalnu diferencijaciju stanica odgovornih za sintezu
tvrdih zubnih tkiva (84). Podaci o ulozi primarnih cilija u razvoju zuba ¢ovjeka za sada ne
postoje. U dosadaS$njim istraZivanjima se pokazalo da je a-tubulin dobar biljeg primarnih
cilija, dok je y-tubulin biljeg za centriole (99). Jednako tako ni uloga citokeratina i vimentina
u razvoju zuba Covjeka nije dovoljno istrazena. Prema pregledu literature, izrazaji CK8 (kao
ranog epitelnog biljega) i vimentina u zametku zuba Covjeka su opisani samo za razdoblje
stadija kape i zvona (75, 76, 78, 100). Medutim, potvrdene razlike u obrascima izrazaja ovih
intermedijarnih filamenata medu zivotinjskim vrstama (80, 83, 84) upucuju na potrebu
sustavnog istrazivanja o promjenama istih tijekom diferencijacijskih procesa i epitelno-

mezenhimske, odnosno mezenhimsko-epitelne transformacije tkiva u razvoju.

Iz navedenog je razvidno da ne postoje sustavne studije o ¢imbenicima razvoja zuba u
covjeka, a to se posebno odnosi na ¢imbenike diferencijacije Oct-4 i prijenosa informacije t;j.

a-tubulina primarnih cilija.

U ovom istrazivanju se primjenom imunohistokemijskih biljega nastojala utvrditi prisutnost 1
moguca uloga ¢imbenika ranog razvoja zuba na ljudskim plodovima gestacijske dobi od 7. do

21. razvojnog tjedna u obliku:

1) pojave, raspodjele i promjene proliferacijske aktivnosti stanica primjenom kvalitativne
i kvantitativne analize obrazaca izrazaja Ki-67 biljega u pojedinim tkivima zametne
osnove zuba tijekom razvojnih stadija kape i1 zvona (od 12. do 21. tjedna gestacijske
dobi)

2) pojave, raspodjele i promjena izrazaja biljega Oct-4 kao pokazatelja procesa
diferencijacije u pojedinim tkivima zametne osnove zuba tijekom razvojnih stadija
pupoljka, kape 1 zvona (od 8. do 21. tjedna gestacijske dobi), s posebnim osvrtom na
pomake signala unutar razliCitih stani¢nih odjeljaka (jezgra/citoplazma)

3) pojave, raspodjele i promjena obrazaca izrazaja biljega primarnih cilija (o-tubulina) i
centriola (y-tubulina), koje upucuju na proliferacijski potencijal i terminalnu
diferencijaciju pojedinih tkiva zametne osnove zuba tijekom razvojnih stadija kape i
zvona (od 11. do 21. tjedna gestacijske dobi)

4) pojave, raspodjele i promjena obrazaca izrazaja intermedijarnih filamenata CKS8 i

vimentina, kao indikatora stani¢ne diferencijacije te epitelno-mezenhimske, odnosno
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mezenhimsko-epitelne transformacije pojedinih tkiva zametne osnove zuba tijekom
razvojnih stadija pupoljka, kape i zvona (od 7. do 20. tjedna gestacijske dobi)

5) pojave, raspodjele i promjena izrazaja primjenom dvostrukog bojenja
(imunofluorescencije) kao indikatora istovremene prisutnosti nekoliko razlicitih
¢imbenika u istoj stanici tijekom svih promatranih razvojnih stadija (od 7. do 21.

tjedna gestacijske dobi) za biljege Oct4/a-tubulin, a-tubulin/y-tubulin i CK8/vimentin

1.8. Hipoteza

Istrazivanje ranih faza razvoja zametne osnove zuba u covjeka imunohistokemijskim
tehnikama trebalo bi ukazati na prisutnost i mogucu ulogu svih navedenih ¢imbenika tijekom
normalnog razvoja zuba u ¢ovjeka. Tijekom fetalnog razvoja zubi u ¢ovjeka (izmedu 12. 1 21.
razvojnog tjedna, tj. stadija kape 1 zvona), proliferacijska aktivnost u zubnoj osnovi (prikazana
promjenama intenziteta izrazaja Ki-67 biljega) postupno nestaje u podrucju krune, a povecava
se u podrucju buduéeg vrata i korijena zuba (vratne petlje). Obrasci izrazaja Oct-4
bjelancevine trebali bi ukazivati na diferencijacijski potencijal pojedinih dijelova zametne
ocekuju tijekom kasnog stadija kape i ranog stadija zvona kad se u caklinskom organu
najintenzivnije odvija diferencijacija stanica. Takoder, bi diferencijacija odontoblasta i
ameloblasta trebala biti povezana s pojavom citoplazmatskog izrazaja OCT-4 bjelancevine,
¢iji bi intenzitet u kasnom stadiju zvona trebao biti nesto izraZeniji u ameloblastima kod kojih
diferencijacija zapocinje nesto ranije u odnosu na odontoblaste. Prisutnost primarnih cilija (a-
tubulin 1 y-tubulin) o¢ekuje se u svim dijelovima zametne osnove zuba tijekom ranih stadija
(kapa), odnosno u nezrelim stanicama, omogucujuc¢i prenoSenje signala u stanicu i iz nje te
tako odredujuc¢i smjer diferencijacije tkiva. Promjene u izraZaju a-tubulina i y-tubulina bi
trebale nastupiti u kasnijim razvojnim stadijima (zvono) kad se istovremena prisutnost ovih
biljega ocekuje u stanicama epitelno-mezenhimnog sucelja koje ulaze u terminalnu
diferencijaciju (ameloblasti i odontoblasti). Promjena u intenzitetu CK8 (ranog epitelnog
biljega) 1 vimentina bi trebala pratiti fetalni razvoj zuba te ukazivati na diferencijaciju i
sazrijevanje razliitih stani¢nih tipova u osnovi zuba. Zbog visoke tkivne specifi¢nosti
intermedijarnih filamenata, ekspresija CK8 se ocekuje u epitelnim, a vimentina u
mezenhimskim dijelovima zametne osnove zuba. Medutim, koekspresija ovih filamenata bi

trebala najprije biti vidljiva u caklinskom organu tijekom kasnog stadija kape i ranog stadija
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zvona, kada se u njemu diferenciraju zvjezdasti retikulum i stratum intermedium Kkoji
histoloski podsje¢aju na rahlo, odnosno gusto vezivno tkivo. Takoder, koekspresija CKS8 i
vimentina bi trebala popratiti diferencijaciju preameloblasta i preodontoblasta u podrucju

buduceg vrska krune zuba tijekom stadija zvona.

Interakcija izmedu navedenih razvojnih Cimbenika vazna je za normalan rast i oblikovanje

zuba, kao i za diferencijaciju stanica odgovornih za izlu¢ivanje tvrdih sastojaka zuba.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. Prikupljanje i obrada tkiva

Istrazivanje se provelo na 10 normalnih ljudskih zametaka gestacijske dobi od 7. do 21.
razvojnog tjedna, ¢ija su fetalna tkiva jednim dijelom izdvojena iz postojece zbirke Zavoda za
anatomiju, histologiju i embriologiju, ali i prikupljena nakon spontanih pobacaja ili tubarnih
trudnoca u Klinickom zavodu za patologiju Klini¢ckog bolni¢kog centra u Splitu. Dopustenje
za obradu tkiva i provedbu istrazivanja dalo je Eti¢ko povjerenstvo Klini¢kog bolnic¢kog
centra u Splitu (Klasa: 003-081/11-03/0005, Br.: 2181-198-03-04/10-11-0024) u skladu sa
Helsinskom deklaracijom (101). Starost ljudskih fetusa je procijenjena prema vanjskim
mjerenjima (duzina tjeme-peta) (102). Za ovo istrazivanje Koristila su se tkiva glave (Celjusti)
koja sadrze zametke zubi. Nakon fiksacije u 4% paraformaldehidu s fosfatnim puferom (PBS)
1 dehidracije u otopinama etanola uzlaznih koncentracija, tkiva su uklopljena u parafinske
blokove. Serijski rezovi debeli 7um rezani su mikrotomom u poprecnoj (transverzalnoj) i
frontalnoj ravnini, postavljeni na predmetna stakalca prethodno pripremljena otopinom 3-
aminopropil-trietoksisilana (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) te pregledani
svjetlosnim mikroskopom Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japan). Kako bi se potvrdila
ocuvanost tkiva i ustanovila razina reza, napravljeno je bojanje svakog desetog stakla
hematoksilinom i eozinom (orjentacijski rezovi) prije daljnje imunohistokemijske obrade

preparata.

2.2. Imunohistokemijsko bojenje

Po odabiru protutijela, provedeno je imunohistokemijsko bojenje tkivnih rezova prema
odgovaraju¢im laboratorijskim naputcima za pojedino protutijelo. Pregled i analiza obojenih
rezova su obavljeni mikroskopom Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) za klasi¢ne
imunhistokemijske preparate, odnosno Olympus BX61 (Olympus, Tokyo, Japan) za
dvostruku imunofluorescenciju, dok su mikrofotografije rezova bojanih DAB-om snimljene
DP71 digitalnom fotoaparatom, te Spotlnsight kamerom (Diagnostic Instruments, USA) za
dvostruku imunofluorescenciju. Dokumentacija podataka za kvantifikacijsku analizu je
napravljena u racunalnom programu Excel 2007 (Microsoft, USA), a statisticka obrada u

programu GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc., USA).
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Za istrazivanje su koriStene dvije tehnike prikazivanja (vizualizacije) biljega (protutijela):

1) Imunohistokemijska metoda s primjenom diaminobenzidina (DAB) za dokazivanje
prisutnosti pojedinih biljega i statisticki analizu

2) Dvostruka imunofluorescencija u svrhu kolokalizacije razliCitih protutijela te za
analizu raspodjele signala prema stani¢nim odjeljcima (citoplazma/jezgra) u stanicama

zubnog zametka

Imunohistokemijska obrada rezova zapocela je deparafiniranjem standardnim postupkom u
ksilenu te rehidriracijom u otopinama etanola silaznih koncentracija. Nakon toga je uslijedila
polusatna inkubacija u 0.1% H,O, kako bi se potisnula aktivnost endogene peroksidaze.
Rezovi izabrani za imunohistokemijsko bojanje s biljegom Ki-67 isprani su fosfatnim
puferom (PBS) te potom zagrijavani u citratnom puferu (natrijev citrat) tijekom 15 minuta na
95°C. Rezovi su potom ohladeni na sobnu temperaturu tijekom pripreme za inkubaciju s
primarnim protutijelima, pri ¢emu su daljnji postupci ovisili o uputama proizvodaca i

referentnim laboratorijskim metodama Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju.
Koristila su se sljede¢a primarna protutijela na ljudske antigene:

1) mouse monoclonal anti-human Ki-67 antigen (1:200, M7240, DAKO, Glostrup,
Danska)

2) rabbit monoclonal anti-human CKS antigen (1:500, ab59400; Abcam plc, Cambridge,
UK)

Nakon jednosatne inkubacije primarnim protutijelom na sobnoj temperaturi, rezovi su isprani
fosfatnim puferom (PBS) te inkubirani sa Streptavidin-Biotin Peroxidase System (K0690,
DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) ili biotiniziranim mi$jim sekundarnim protutijelom
(mouse UniTect ABC Kit, Oncogene; Boston, MA, USA) na pola sata pri sobnoj temperaturi.
Nakon toga, rezovi su ponovno isprani fosfatnim puferom te bojani diaminobenzidinom
(DAB). Na kraju, rezovi su isprani destiliranom vodom, obojani hematoksilinom te
dehidrirani u etanolu i ksilenu. Stanice pozitivne na primarna protutijela imale su smede
obojanu jezgru ili citoplazmu, a one koje nisu reagirale s primarnim protutijelima, imale su
hemalaunom plavo obojenu jezgru, odnosno svijetlu citoplazmu. Preparati su pregledani
mikroskopom Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) i slikani DP71 digitalnom
fotoaparatom. Druga tkiva (u istim rezovima) za koja je do sada poznato da se specifi¢no boje

koriStenim primarnim protutijelom posluzila su kao pozitivne kontrole za biljeg Ki-67. Rezovi
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namijenjeni negativnoj kontroli kod imunohistokemijskog bojenja svakog antigena obradeni
su postupkom identiénim za ostale rezove, ali bez inkubacije primarnim protutijelom, $to
znaci da su imali samo hemalaunom, odnosno DAPI-jem plavo obojane jezgre stanica, bez

smede boje/fluorescentnog signala u citoplazmi ili jezgri stanica.

2.3. Dvostruka imunofluorescencija
Za dvostruku imunofluorescenciju koristile su se sljede¢e kombinacije primarnih protutijela:

1) mouse monoclonal acetylated alpha-tubulin antibody (1:800, ab24610; Abcam,
Cambridge, UK) sa rabbit polyclonal anti-Oct-4 (1:500, AB3209; Millipore, Temicula,
CA)

2) mouse monoclonal acetylated alpha-tubulin antibody (1:800, ab24610; Abcam,
Cambridge, UK) sa rabbit polyclonal anti-gamma-tubulin antibody (1:500, ab11321;
Abcam, Cambridge, UK)

3) rabbit monoclonal anti-human CKS antigen (1:500, ab59400; Abcam plc, Cambridge,
UK) sa goat polyclonal anti-human vimentin antigen (1:800, AF2105; R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA).

Kako bi se prikazalo vezivanje primarnih protutijela, koristila su se sekundarna protutijela
prema Zivotinjskom podrijetlu primarnih protutijela. Sva sekundarna protutijela su koriStena u

razrijedenju od 1:200:

1) goat anti-mouse Rhodamine (AP124R; Jacksonlmmuno Research Lab, West Grove,
PA)

2) Streptavidin Alexafluor 488 conjugate (Invitrogen Molecular Probes Inc., Eugene,
OR, USA)

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

4) anti-rabbit fluorescein-isothiocyanate (FITC; AP132F; Chemicon, Temicula, CA).

Nakon inkubacije sekundarnim protutijelom, rezovi su isprani PBS-om te bojani 4'6-
diamidino-2-fenilindolom (DAPI) kojim se bojaju stani¢ne jezgre. Nakon posljednjeg
ispiranja PBS-om, rezovi su osuSeni na zraku, pokriveni pokrovnim staklima (Immuno-

Mount; Shandon, Pittsburgh, PA). Za kontrolu specifi¢nosti protutijela, koristili su se rezovi
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kod kojih je primarno protutijelo namjerno ispusteno u laboratorijskom protokolu bojanja.
Slike preparata za imunofluorescenciju napravljene su SPOT Insight foto-aparatom
(Diagnostic Instruments, USA), postavljenim na fluorescencijski mikroskop Olympus BX61,
te prikupljene pomocu Olympus Cell A software-a te po potrebi grupirane u Adobe

Photoshop-u.

2.4. Kvantifikacija stanica pozitivnih na Ki-67

Deset fetusa razlicite razvojne/gestacijske dobi (od 11/12, 14 1 21 razvojni tjedan) koriSteni su
za kvantifikacijsku analizu broja stanica pozitivnih na biljeg Ki-67. Kvantitativnu evaluaciju
broja stanica provela su dva neovisna istrazivaca. Stanice su se smatrale negativnima (nisu
obojane) ili pozitivnima (obojane stanice) na primijenjeni biljeg. Ovisno o smjestaju stanica
pozitivnih na Ki-67, topografska podjela zubnog zametka obuhvatila je cetiri podrucja od
interesa za istrazivanje: dentalna papila, zvjezdasti retikulum (reticulum stellatum) pod kojim
je obuhvacen i stratum intermedium za sve stadije zvona (14. 1 21. razvojni tjedan), unutarnji
caklinski epitel i vanjski caklinski epitel. Za fotografiranje preparata na kojima su se brojale
pozitivne stanice, koriSten je svjetlosni mikroskop Olympus BX51 opremljen digitalnim foto-
aparatom DP71 (za rezove Ki-67 bojane DAB-om). U daljnjem postupku fotografije su
podijeljene mrezom s poljima povrSine 20pum x 20pum pri povecanju od 20 puta pomocu DP-
SOFT ver 3.1 racunalnog programa. Samo ona polja koja su bila potpuno ispunjena stanicama
uzimala u obzir prilikom brojanja pozitivnih 1 negativnih stanica. Ukoliko su stanice bile na
desnoj 1 donjoj granici polja ukljucene su u brojanje za razliku od onih koje su bile smjeStene
na lijevoj 1 gornjoj granici polja. Za brojanje je koristen svaki drugi uzastopni rez kako bi se
izbjeglo ponavljano brojanje istih stanica. Kvantitativna analiza pozitivnih stanica je
provedena za sve istraZivane razvojne tjedne (11./12., 14. 1 21. razvojni tjedan starosti), dok se
udio stanica pozitivnih na Ki-67 izraCunavao posebno za svako polje $to je na kraju izraZzeno
prosje¢nom vrijednosti + SD (standardna devijacija). Uz obradu u programima Excel 2007
(Microsoft, USA) i GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc., USA), dobiveni podaci su
dodatno analizirani Kruskal-Wallis 1 Dunn-ovim post hoc testom. Vrijednosti vjerojatnosti od

p < 0.05 su se smatrale znacajnima.
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2.5. Semikvantifikacijska analiza stanica pozitivnih na specifi¢na protutijela

Metoda semikvantifikacije se koristila za sljedece biljege:
1) mouse monoclonal acetylated alpha-tubulin antibody (ab24610; Abcam, Cambridge,
UK)
2) rabbit polyclonal anti-Oct4 (AB3209; Millipore, Temicula, CA, USA)
3) rabbit polyclonal gamma-tubulin antibody (ab11321; Abcam, Cambridge, UK)
4) rabbit anti-cytokeratin 8 antibody (ab59400, Abcam, Cambridge, UK)
5) goat polyclonal vimentin antibody (AF2105, R&D Systems, Minneapolis, USA)

Intenzitet obojenja u tkivu se prikazao u cetiri kategorije ( — odsustvo reaktivnosti; = blaga
reaktivnost; + umjerena reaktivnost; ++ jaka reaktivnost).
U istrazivanju nije koriSten H-score (umnozak broja pozitivnih stanica i1 intenziteta

obojanosti) u svrhu statisticke obrade podataka.

2.6. Eticka nacela

IstraZivanje je provedeno na tkivu ljudskog zuba, starosti od 7. do 21. razvojnog tjedna iz
arhivske kolekcije Zavoda za anatomiju, histologiju 1 embriologiju, te na dodatno
prikupljenom tkivu sa Klini¢kog zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klini¢kog
bolnic¢kog centra Split.

Za istrazivanje na projektu ,,Genski izrazaj u ranom razvoju covjeka* MZOS-a broj
216.2160528-0507 dobivena je suglasnost Etickog povjerenstva za biomedicinska istraZivanja
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu (broj 2181-198-03-03/10-11-0024). Postovana su
eticka nacela o istrazivanju embrionalnog i fetalnog tkiva u skladu s etickim normama (103) i
medunarodnim ugovorima (World Medical Association Declaration of Helsinki — 52" WMA

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

Tijekom razvoja zametak ljudskog zuba prolazi kroz stadije pupoljka i kape, da bi potom u
fetalnom razdoblju dosegao stadij zvona, kojemu je svojstven dobro diferencirani caklinski

organ i jasno zadani oblik krune buducega zuba.

3.1. Imunohistokemijsko bojenje na Ki-67 i statisticka analiza proliferacijskog indeksa

Ispitivanjem proliferacijske aktivnosti u zametnoj osnovi sjekutica i ocnjaka pomocu biljega
proliferacije Ki-67 obuhvaceno je razdoblje od kasnog stadija kape (12. razvojni tjedan) do
kasnog stadija zvona (21. razvojni tjedan), ¢ime se izravno nadovezuje na rezultate prethodne
studije o proliferacijskoj aktivnosti u zametku ljudskog zuba tijekom ranijeg (embrionalnog)
razdoblja (20). Budu¢i da inicijacija razvoja razli¢itih zubi (sjekutiéi, o¢njaci, pretkutnjaci i
kutnjaci) ne poc€inje istovremeno, pojedini zubi ¢e se u odredenom razvojnom tjednu nalaziti
u razli¢itim razvojnim stadijima. Slijed razvojnih stadija i njihova histoloSka obiljezja su,

medutim, istovjetni za sve tipove zuba.

Pocetkom 12. razvojnog tjedna caklinski organ zubnog zametka se sastoji od nekoliko tkiva
uklju€ujuéi unutarnji 1 vanjski caklinski epitel koji omeduju zvjezdasti retikulum, dok
mezenhimska tkiva tvore dentalni folikul (zubnu vecicu) i dentalnu papilu. U tom je razdoblju
vidljiv 1 primarni caklinski ¢vori¢, nastao diferencijacijom skupine stanica unutarnjeg
caklinskog epitela na mjestu vrska buduce kvrzice zuba. Brojne stanice pozitivne na Ki-67 se
mogu vidjeti u svim dijelovima caklinskog organa (slika 2A). Vanjski caklinski epitel sadrzi
48.86% proliferiraju¢ih stanica pozitivnih na Ki-67, njihov udio u unutarnjem caklinskom
epitelu iznosi 56.11%, a u zvjezdastom retikulumu 42.26%. Dentalna papila sadrzi 41.26%
proliferirajucih stanica (slika 3). Mezenhim na vanjskim konveksnim stranama caklinskog

organa formira dentalni folikul (budu¢i cementoblasti i parodontni ligament).

U 14. razvojnom tjednu (rani stadij zvona) caklinski organ se dodatno povecava i poprima
oblik zvona. Znacajno stanjivanje epitela kao i smanjenje broja stanica pozitivnih na Ki-67
moze se primijetiti u vanjskom caklinskom epitelu, dok unutarnji caklinski epitel zadeblja, uz
povecanje udjela proliferacijski aktivnih stanica u odnosu na prethodni stadij kape (60.06%).

Zvjezdasti retikulum uglavnom sadrzi razbacane ne-proliferirajuce stanice razdvojene Sirokim
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Slika 2. Proliferacijska aktivnost u zametku ljudskog sjekutica izmedu 12. i 14. tjedna razvoja, te o€njaka u 21.
tjednu razvoja — imunohistokemijsko bojenje biliegom Ki-67.

A) Zametak sjekuti¢a, 12. razvojni tjedan, x20; B) Zametak sjekuti¢a, 14. razvojni tjedan, x10; C) Zametak
ocnjaka — vr8ak buduc¢e krune zuba, 21. razvojni tjedan, x40; D) Zametak o€njaka — vratna petlja, 21. razvojni
tiedan, x40.

Kazalo: dentalna lamina (dl), vanjski caklinski epitel (oee), unutarnji caklinski epitel (iee), caklinski ¢vori¢ (ek),
zvjezdasti retikulum (er), stratum intermedium (si), vratna petlja (cl), zubna papila (dp), zubni folikul (df),
ameloblasti (a), odontoblasti (o).

medustanicnim prostorom, a skupina proliferiraju¢e stanica retikuluma se vidi samo u
neposrednoj blizini unutarnjeg caklinskog epitela (26,26%) u uskom pojasu stratum
intermediuma. Na mjestima prijelaza vanjskog u unutarnji caklinski epitel stvaraju se
cervikalne (vratne) petlje. .Dentalna papila se povecava i sadrzi 55.45% proliferiraju¢ih

stanica pozitivnih na Ki-67 (slike 2B i 3).
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Slika 3. Raspodjela stanica pozitivnih na biljeg Ki-67u vanjskom caklinskom epitelu (oee), unutarnjem caklinskom
epitelu (iee), zvjezdastom retikulumu (er) i zubnoj papili (dp) u zamecima sjekuti¢a i o¢njaka tijekom istrazivanog
razdoblja.

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD. StatistiCki znacajne razlike u proliferacijskoj aktivnosti (**/***)
vidljive su izmedu unutarnjeg caklinskog epitela i ostalih dijelova zametka zuba u 14. i 21. razvojnom tjednu
(Kruskal-Wallis, **p < 0.01, ***p < 0.001).

Zbivanjima u 21. razvojnom tjednu (kasni stadij zvona) svojstveno je daljnje povecanje
zubnog zametka. Proliferativna aktivnost u vanjskom caklinskom epitelu nastavlja opadati, s
udjelom od samo 24.52% proliferirajucih stanica. U zvjezdastom retikulumu je taj udio jo$
manji i iznosi svega 15.49% stanica u proliferativnoj fazi, s tim da je vecina tih stanica

smjeStena u nekoliko tijesno naslaganih slojeva blizu unutarnjeg caklinskog epitela, odnosno
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u stratum intermediumu koji se nalazi u neposrednom kontaktu sa diferenciraju¢im stanicama
unutarnjeg caklinskog epitela, tj. preameloblastima. U unutarnjem caklinskom epitelu
proliferativna aktivnost opada u odnosu na prethodni razvojni stadij (44.24%), i to osobito u
podrucju buduceg vrska krune, dok je i dalje intenzivna u podrucju vratnih petlji (slika 2C, 2D
i 3). Za razliku od ranijih razvojnih stadija, dentalna papila sadrzi samo 22.08%
proliferiraju¢ih stanica, dok stanice koje se nalaze na sucelju s unutarnjim caklinskim

epitelom pokazuju prve znakove diferencijacije u preodontoblaste (slike 2C, 2D 1 3).

3.2. Imunolokalizacja jezgrenog i citoplazmatskog Oct-4

Prilikom ispitivanja ekspresijskih obrazaca Oct-4 izrazito je vazna unutarstani¢na raspodjela
signala, pri kojoj signal u jezgri odgovara proliferacijski potentnim stanicama (koje
zadrzavaju diferencijacijski potencijal), dok citoplazmatski signal odgovara posebnoj izoformi
Oct-4, koju izrazavaju stanice u diferencijaciji ili diferencirane stanice, koje gube

proliferativnu aktivnost.

U 8. razvojnom tjednu (kasni stadij pupoljka), snaznu citoplazmatski izrazaj Oct-4 moze se
primijetiti u ¢itavom zubnom pupoljku sjekuti¢a, a osobito u najizbocenijim dijelovima
unutarnjeg caklinskog epitela i u njemu neposredno bliskom dijelu caklinske pulpe, odnosno
buduc¢em zvjezdastom retikulumu. Za razliku od tih struktura, stanice podleze¢eg mezenhima
tj. dentalne papile pokazuju samo slabi signal Oct-4 u jezgri, s izuzetkom pojedinacnih stanica
izrazito pozitivnih na Oct-4 (slika 4A). Jezgre stanica obojale su se DAPI-jem plavo, kako bi
se preklapanjem razli¢itih bojanja dobio uvid o izrazaju Oct-4 u razliitim stani¢nim

odjeljcima.

U 12. razvojnom tjednu (kasni stadij kape), citoplazmatski izraZaj Oct-4 vrlo je izrazen u svim
epitelnim dijelovima zametka sjekutica, a osobito na mjestu caklinskog ¢vori¢a. Povecanje
izrazaja Oct-4 u jezgri 1 citoplazmi sada se moZe vidjeti 1 u dentalnoj papili (slika 4D).
Preklapanjem Oct-4 bojanja sa bojanjem jezgara DAPI-jem (slika 4E) prikazan je

unutarstani¢ni raspored izrazaja Oct-4 (slika 4F, umetak).

U 21. razvojnom tjednu (o¢njak u kasnom stadiju zvona), umjeren do jaki izrazaj Oct-4 moze
se vidjeti u unutarnjem caklinskom epitelu, nezrelim ameloblastima (preameloblasti) i
stanicama dentalne papile koje se nalaze na sucelju sa preameloblastima (slika 4G).

Preklapanjem Oct-4 bojanja sa bojanjem jezgara DAPI-jem (slika 4H) prikazan je
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unutarstanic¢ni raspored izrazaja Oct-4 u zubnom zametku kojom se potvrduju citoplazmatski

signali Oct-4 u stanicama koje prolaze intenzivnu diferencijaciju (slika 41, umetak).

merge

Slika 4. Raspodjela jezgrenog i citoplazmatskog izrazaja Oct-4 u zametku ljudskog sjekuti¢a i o¢njaka.
Imunofluorescentno bojenje biljiegom Oct-4 i DAPI bojenje stani¢nih jezgara.

(A-C): Zametak sjekuti¢a u 8. razvojnom tjednu. A) Imunofluorescentno bojenje biliegom Oct-4 (zelena boja); B)
DAPI bojenje (plava boja); C) Preklapanje A+B, x100; Umetak — jezgreni i citoplazmatski izrazaj Oct-4 biljega u
stanicama caklinskog organa.

(D-F): Zametak sjekuti¢a u 12. razvojnom tjednu. D) Imunofluorescentno bojenje biliegom Oct-4 (zelena boja); E)
DAPI bojenje (plava boja); F) Preklapanje D+E, x100; Umetak — jezgreni i citoplazmatski izrazaj Oct-4 biljega u
stanicama zubne papile.

(G-l): Zametak ocnjaka u 21. razvojnom tjednu. G) imunofluorescentno bojenje biliegom Oct-4 (zelena boja); H)
DAPI bojenje (plava boja); I) Preklapanje G+H, x100; Umetak — citoplazmatski izrazaj Oct-4 biljega u
ameloblastima i odontoblastima.

Kazalo: unutarniji caklinski epitel (iee), caklinski ¢vori¢ (ek), zvjezdasti retikulum (er), stratum intermedium (si),
zubna papila (dp), ameloblasti (a), odontoblasti (b); citoplazmatski izrazaj biliega Oct-4 u stanicama (zute
strelice); jezgreni izrazaj biliega Oct-4 u stanicama (plave strelice).
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3.3. Dvostruka imunofluorescencija na Oct-4 i a-tubulin

S obzirom na integralnu ulogu koju primarne cilije imaju pri prijenosu, prijemu i modulaciji
stanicnog odgovora na razliite induktivne signale, koji se tijekom razvoja zametne osnove
zuba izmjenjuju izmedu njezinih epitelnih i mezenhimnih dijelova, njihova se prisutnost
ocekuje 1 u caklinskom organu 1 u stanicama dentalne papile i dentalnog folikula tijekom svih
promatranih stadija razvoja. Usporedbom izraZaja a-tubulina i Oct-4 moze se dobiti uvid o

mogucoj ulozi primarnih cilija u diferencijaciji pojedinih dijelova zametne osnove zuba.

U 12. razvojnom tjednu, caklinski organ sjekuti¢a kao i okolno mezenhimsko tkivo zubnog
zametka, sadrze brojne stanice koje na svojoj povrsSini imaju citoplazmatske izdanke pozitivne
na o-tubulin, tj. primarne cilije (slika 5A). Najjaci izrazaj Oct-4 moze se zamijetiti u podrucju
caklinskog ¢vorica, dok je u ostalim dijelovima caklinskog organa izraZaj Oct-4 umjeren. Za
razliku od mezenhima celjusti u kojem je izrazaj Oct-4 slab, dio mezenhimskog tkiva koji
pripada dentalnoj papili sadrzi nekoliko stanica jako pozitivnih na Oct-4 (slika 5B).
Preklapanjem Oct-4 i biljega primarnih cilija o-tubulina sa DAPI bojenjem jezgara, vidi se
podrucje izmedu (na sucelju) unutarnjeg caklinskog epitela i podlezecih stanica zubne papile
u kojem jacu reaktivnost na a-tubulin prikazuju stanice zubne papile. Opcenito, izrazaj Oct-4
(citoplazmatski signali) je u ovom stadiju jaci u epitelnim nego u mezenhimskim dijelovima

zubnog zametka, uz iznimku nekoliko vrlo pozitivnih stanica zubne papile (slika 5C).

U 14. razvojnom tjednu, stanice pozitivne na o-tubulin primarnih cilija se mogu vidjeti u
epitelnim i mezenhimskim dijelovima zametka sjekutica, i to osobito u podrucju vratnih petlji
te prileze¢em mezenhimu zubnog folikula i papile (slika SE). Oct-4 je, slicno kao 1 u
prethodnom razdoblju, jo§ uvijek jace izrazen u epitelnim dijelovima (ukljuc¢ujuéi unutarnji 1
vanjski caklinski epitel tog podru¢ja i vratne petlje), nego u mezenhimu zubne papile i
folikula $to odgovara ranijem nastupu diferencijacije u caklinskom organu. Za razliku od
umjerenog izrazaja Oct-4 u vecéini mezenhimskih stanica, pojedine stanice, sli¢no kao i u
prethodnom stadiju kape, prikazuju visoku reaktivnost s Oct-4 (slika 5F). Preklapanjem
bojanja na Oct-4 1 a-tubulin sa jezgrenim biljegom DAPI-jem, vidi se koekspresija Oct-4 1 a-

tubulina te raspored pojedinih signala unutar stani¢nih odjeljaka (slika SH).

U 21. razvojnom tjednu, duge primarne cilije (pozitivne na a-tubulin) mogu se vidjeti u
podrucju preameloblasta i zvjezdastom retikulumu (ukljucujuéi i stratum intermedium), kao i
u Citavoj zubnoj papili i preodontoblastima na njezinom sucelju sa caklinskim organom u

ocnjaku (slika 5I). Izrazaj Oct-4 je vrlo intenzivan u preameloblastima i stanicama stratum
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intermediuma, dok su stanice zvjezdastog retikuluma slabo do umjereno pozitivne na Oct-4
(slika 5J). Preklapanjem bojanja na Oct-4 i o-tubulin sa jezgrenim biljegom DAPI-jem
prikazana je koekspresija Oct-4 1 a-tubulina isklju¢ivo u sloju preameloblasta i stratum

intermediumu (slika 5L).

merge

a-tubulin

Slika 5. Koekspresija Oct-4 i a-tubulina u zamecima ljudskog sjekuti¢a i o¢njaka. Imunofluorescentno dvostruko
bojenje biljezima Oct-4 i a-tubulinom.

(A-D): Zametak sjekuti¢a u 12. razvojnom tjednu. A) Imunofluorescentno bojenje biliegom a-tubulinom (crvena
boja); B) Imunofluorescentno bojenje biliegom Oct-4 (zelena boja); C) DAPI bojenje stani¢nih jezgara (plava
boja); D) Preklapanje A+B+C, x40; Umetak (slika A) — primarna cilija na stanici unutarnjeg caklinskog epitela;
Umetak (slika B) — jako pozitivha stanica zubne papile na Oct-4.

(E-H) Zametak sjekuti¢a u 14 razvojnom tjednu. E) Imunofluorescentno bojenje biliegom a-tubulinom (crvena
boja); F) Imunofluorescentno bojenje biliegom Oct-4 (zelena boja); G) DAPI bojenje stani¢nih jezgara (plava
boja); H) Preklapanje E+F+H, x40.

(I-L): Zametak o&njaka u 21. razvojnom tjednu. I) Imunofluorescentno bojenje biliegom a-tubulinom (crvena boja);
J) Imunofluorescentno bojenje biliegom Oct-4 (zelena boja); K) DAPI bojenje stani¢nih jezgara (plava boja); L)
Preklapanje 1+J+K, x40; Umetak (slika I) — primarne cilije na ameloblastima i stanicama stratum intermediuma;
Umetak (slika B) — izrazaj Oct-4 u apikalnom dijelu ameloblasta.

Kazalo: dentalna lamina (dl), vanjski caklinski epitel (oee), unutarnji caklinski epitel (iee), caklinski ¢vori¢ (ek),
zvjezdasti retikulum (er), stratum intermedium (si), zubna papila (dp), zubni folikul (df), ameloblasti (a),
odontoblasti (0); primarne cilije na stanicama zubnog zametka (plave strelice); stanice koje jako izrazavaju Oct-4
(zute strelice).
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3.4. Dvostruka imunofluorescencija na a-tubulin i y-tubulin

Prostorna povezanost izmedu a-tubulina kojim se otkrivaju primarne cilije 1 y-tubulina kojim
se potvrduje prisutnost centriola analizirana je samo u 21. razvojnom tjednu (kasni stadij
zvona) na zubnom zametku o¢njaka. Brojne primarne cilije pozitivne na a-tubulin mogle su se
vidjeti u podrucju zubne papile, dok se nijedna cilija nije mogla primijetiti u dijelu vratne

petlje koji pripada unutarnjem caklinskom epitelu (slika 6A).

a-tubulin y-tubulin merge

a-tubulin merge

Slika 6. Koekspresija a-tubulina i y-tubulina u zametku ljudskog o¢njaka. Imunofluorescentno dvostruko bojenje
biliegom primarne cilije a-tubulinom i biliegom centriola y-tubulinom.

(A-D): Podrucje vratne petlje zametka ljudskog o¢njaka u 21. razvojnom tjednu. A) Imunofluorescentno bojenje
biljlegom a-tubulinom (crvena boja); B) Imunofluorescentno bojenje biliegom y-tubulinom (zelena boja); C) DAPI
bojenje stani¢nih jezgara (plava boja); D) Preklapanje A+B+C, x100.

(E-H): Podrucje vrS§ka buduce kvrzice u zametku ljudskog o€njaka u 21. razvojnom tjednu. E) Imunofluorescentno
bojenje biljiegom a-tubulinom (crvena boja); F) Imunofluorescentno bojenje biliegom y-tubulinom (zelena boja); G)
DAPI bojenje stani¢nih jezgara (plava boja); H) Preklapanje E+F+H, x100.

Kazalo: unutarnji caklinski epitel (iee), zubna papila (dp); primarne cilije na stanicama zubnog zametka (plave
strelice); prisutnost centriola u stanicama zubnog zametka (zute strelice); stanice sa primarnom cilijom i
centriolom (bijele strelice).

Bojanjem y-tubulinom prikazani su centrioli u nekoliko stanica dentalne papile (slika 6B), a
stapanjem ova dva biljega sa biljegom stani¢nih jezgara DAPI-jem (slika 6C), potvrdena je

koekspresija a-tubulina i y-tubulina u vecini stanica sa primarnim cilijama, kao i prisutnost
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signala na y-tubulin u centriolima aktivho proliferiraju¢ih stanica (slika 6D).
Osim toga, primarne cilije su primije¢ene i na jednom dijelu preodontoblasta (slika 6E).
Centrioli, prikazani pozitivnim signalom na y-tubulin, bili su uglavnom lokalizirani u
podrucju zubne papile sa velikom proliferativnom aktivnos¢u, tj. u blizini preodontoblasta
(slika 6F). Stapanjem a-tubulina 1 y-tubulina sa jezgrenim biljegom DAPI-jem prikazana je
koekspresija biljega primarnih cilija (a-tubulin) i centriola (y-tubulin) u odredenom broju

stanica koje na povrsini imaju primarne cilije (slika 6H).

3.5. Izrazaj CK8 i vimentina u osnovi zuba tijekom razvoja

Izrazaj intermedijarnih filamenata tijekom razvoja zametne osnove ljudskog zuba promatrao
se za razdoblje od stadija pupoljka (7. razvojni tjedan) do kasnog stadija zvona (20. razvojni
tjedan) u zamecima sjekuti¢a, odnosno ocnjaka. S obzirom na visoku tkivnu specificnost
intermedijarnih filamenata, promjene njihovog izraZzaja mogu upucivati na razli¢ite stupnjeve
diferencijacije pojedinih tkiva zubnog zametka. U tu svrhu ispitani su obrasci izrazaja
citokeratina 8 (CKS8) kao biljega jednostavnih jednoslojnih epitela, te vimentina koji je

intermedijarni filament karakteristi¢an za mezenhimska tkiva.

3.5.1. Imunohistokemijsko bojenje na CK8

U 7. razvojnom tjednu zametak sjekuti¢a se nalazi u stadiju pupoljka koji nastaje urastanjem
dentalne lamine u podleZe¢e mezenhimsko tkivo. Blago pozitivne stanice na CK8 mogu se
vidjeti u podrucju vanjskog ruba zubnog pupoljka na njegovu sucelju sa mezenhimskim
tkivom. Medutim, pojedine stanice dentalne lamine, kao 1 stanice u podrucju epitela usne
Supljine u neposrednoj blizini dentalne lamine, pokazuju vrlo snazan izrazaj CK8. Za razliku
od epitelnih dijelova zubnog zametka, izrazaj CK8 je u skladu s ocekivanjima potpuno
odsutan u podleze¢em mezenhimu zubne papile, osim nekoliko razbacanih, izrazito pozitivnih

stanica (slike 7A, 8A; tablica 1).

U 10. razvojnom tjednu, tijekom stadija kape, dolazi do povecanja epitelnih dijelova zubnog
zametka sjekuti¢a, uslijed ¢ega se mogu u potpunosti razlikovati unutarnji i vanjski caklinski
epitel koji okruzuju caklinsku pulpu (budu¢i zvjezdasti retikulum). U ovom razvojnom stadiju

izracaj CK8 je joS uvijek blag, osim u nekoliko stanica unutar epitelnog dijela zametka (i to
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osobito unutarnjeg caklinskog epitela) koje snazno reguliraju CKS8. Zgusnute mezenhimske
stanice zubne papile 1 folikula pokazuju blagi izrazaj CKS8, uz iznimku nekoliko zito
pozitivnih stanica (slika 7B; tablica 1). Vrlo sli¢an obrazac izrazaja CK8 moze se vidjeti i u

12. razvojnom tjednu (kasni stadij kape) (slika 8E; tablica 1).

U 14. razvojnom tjednu, zametak sjekuti¢a se nalazi u ranom stadiju zvona. Caklinski se
organ se povecava u odnosu na stadij kape, a uslijed napredovanja diferencijacije po prvi put
je vidljiv stratum intermedium (tkivo sastavljeno od nekoliko gusto zbijenih slojeva
vretenastih stanica) izmedu unutarnjeg caklinskog epitela i zvjezdastog retikuluma. Unutarnji
1 vanjski caklinski epitel te dentalna lamina uglavnom zadrZavaju jednako blagi intenzitet
izrazaja CK8 kao 1 u stadiju kape, medutim CK8 je nesto jace izrazen u stratum intermediumu
i u jednom dijelu unutarnjeg caklinskog epitela tj. na podruc¢ju vrska buduce kvrzice. U istim
tkivima se, osim toga, primjecuje i nekoliko stanica izrazito pozitivnih na CK8. U podleze¢em
mezenhimu dentalne papile, izrazaj CK8 je uglavnom neznatan, ali se, jednako kao i u
unutarnjem caklinskom epitelu i stratum intermediumu, mogu vidjeti pojedinacne, vrlo

pozitivne stanice na CK8 koje su razbacane u cijeloj zubnoj papili (slike 7C, 8I; tablica 1).

U 20. razvojnom tjednu, zametak ocnjaka se nalazi u kasnom stadiju zvona u kojem se
caklinski organ nastavlja poveéavati. U dijelu unutarnjeg caklinskog epitela koji odgovara
mjestu buduceg vrska kvrzice, diferenciraju se izduzene cilindri¢ne stanice, tj. preameloblasti
na ¢ijem se mezenhimskom sucelju nalaze preodontoblasti dentalne papile. Uz stanjivanje
vanjskog caklinskog epitela, u ovom stadiju dolazi i do smanjenja stratum intermediuma na
svega 3-4 sloja spljoStenih stanica. Preameloblasti tijekom diferencijacije izrazavaju CK8 u
cijeloj svojoj citoplazmi karakteristicnim fibrilarnim crtezom, iako je izrazaj CKS8
najintenzivniji u bazalnim dijelovima stanice te u postraniénim podruc¢jima stanice uz
susjedne preameloblaste (slika 1D). Stratum intermedium je samo blago pozitivan na CKS,
dok vanjski caklinski epitel 1 dentalna lamina zadrZavaju jednak obrazac ekspresije kao i
prethodno u ranom stadiju zvona. U zvjezdastom retikulumu, s druge strane, prestaje izrazaj
CKS (slika 8M). Sto se mezenhimskih dijelova zubnog zametka tice, blagi izrazaj CK8 se vidi
u podrucju bliskom unutarnjem caklinskom epitelu, odnosno u budué¢im preodontoblastima

(slika 1E; tablica 1). Izrazaj CKS je isto tako uoc€ljiv i u dentalnoj lamini (slika 1F).
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Slika 7. Izrazaj CK8 u zametku ljudskog sjekuti¢a izmedu 7. i 14. tiedna razvoja, te o¢njaka u 20. tjednu razvoja —
imunohistokemijsko bojenje biliegom CKS8.

A) Zametak sjekuti¢a, 7. razvojni tjedan, x40; B) Zametak sjekuti¢a, 10. razvojni tjedan, x40; C) Zametak
sjekuti¢a, 14. razvojni tjedan, x20; D) Zametak o¢njaka, 20. razvojni tjedan (detalj unutarnjeg caklinskog epitela),
x100; E) Zametak o€njaka, 20. razvojni tjedan (detalj zubne papile), x100; F) Zametak oCnjaka, 20. razvojni
tjiedan (dentalna lamina), x100.

Kazalo: zubni greben (dc), zubni pupoljak (tb), mezenhim ¢&eljusti (m), dentalna lamina (dl), vanjski caklinski
epitel (oee), unutarnji caklinski epitel (iee), caklinski ¢vori¢ (ek), zvjezdasti retikulum (er), stratum intermedium
(si), vratna petlja (cl), zubna papila (dp), zubni folikul (df), preameloblasti (pa), odontoblasti (po).

3.5.2. Kolokalizacija CKS8 i vimentina dvostrukom imunofluorescencijom

Uz imunohistokemijsko bojanje na CKS8, dodatno je ispitanja i njegova koekspresija sa

vimentinom pomocu tehnike dvostruke imunofluorescencije u svim promatranim razvojnim
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stadijima zubnog zametka. Izmedu 7. (slika 8B) i i 10./12. razvojnog tjedna (slika 8F),
primije¢ena je neprekinuti izrazaj vimentina u svim epitelnim dijelovima zubnog zametka, s
rasponom intenziteta od blagog u dentalnoj lamini, do umjerenog u unutarnjem caklinskom
epitelu i vanjskom caklinskom epitelu. Tijekom 12. razvojnog tjedna intenzitet izrazaja
vimentina doseze svoj vrhunac u stanicama zubne papile i folikula (slika 8F; tablica 1).
Preklapanjem DAPI bojanja stani¢nih jezgara s bojanjima na CKS8 i vimentin prikazana je
koekspresija potonja dva biljega, prvenstveno u epitelnim i neSto manje u mezenhimskim
dijelovima zubnog zametka, uz napomenu da je samo u malom broju jako pozitivnih stanica
izrazaj CKS8 bio znatno jaci od izrazaja vimentina. S druge strane, mezenhimski dijelovi zuba,
tj. zubna papila i folikul, uglavnom pokazuju izrazaj vimentina, s vrhuncem intenziteta u 12.

razvojnom tjednu (slika 8C, D, G, H; tablica 1).

Izmedu 14. 1 20. razvojnog tjedna (rani stadij zvona; slika 8I-L), zubna papila i dentalna
lamina pokazuju umjereni izrazaj vimentina u usporedbi s prethodno opisanim razvojnim
stadijem. Unutarnji caklinski epitel s preameloblastima, kao 1 stratum intermedium 1
zvjezdasti retikulum na mjestu buducega vrska kvrzice, takoder pokazuju umjereni izrazaj

vimentina (slika 8J).

U 20. razvojnom tjednu, izrazaj vimentina u stratum intermediumu i zvjezdastom retikulumu
je i dalje umjeren (slika 8N; tablica 1). Medutim, intenzitet izrazaja vimentina u tim
strukturama se postupno smanjuje u podrucjima blizim vratnim petljama. S druge strane,
unutarnji caklinski epitel pokazuje snaZni izraZaj vimentina, §to je osobito vidljivo na
bazalnim polovima preameloblasta (slika 8N). Preklapanjem bojanja stani¢nih jezgara s
bojanjima na CKS8 i vimentin prikazana je njihova koekspresija u unutarnjem caklinskom
epitelu (ukljucujuéi i preameloblaste), stratum intermediumu i zvjezdastom retikulumu u
podrucju buduceg vrska kvrzice (slika 8K, L, O, P). Slabija koekspresija CK8 i vimentina se
moze vidjeti u podleze¢im preodontoblastima i ponekim difuzno rasporedenim stanicama

dentalne papile koje imaju umjereni izraZaj vimentina.
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vimentin

vimentin merge

' 4

vimentin

Slika 8. Koekspresija CK8 i vimentina u zamecima ljudskog sjekuti¢a i o€njaka. Imunofluorescentno dvostruko
bojenje biljiegom jednoslojnih epitela CK8 i billegom mezenhima vimentinom.

(A-D): Zametak sjekuti¢a u 8. razvojnom tjednu. A) Imunofluorescentno bojenje biliegom CK8 (crvena boja); B)
Imunofluorescentno bojenje biljegom vimentinom (zelena boja); C) DAPI bojenje stani¢nih jezgara (plava boja); D)
Preklapanje A+B+C, x40.

(E-H): Zametak sjekuti¢a u 12. razvojnom tjednu. E) Imunofluorescentno bojenje biliegom CK8 (crvena boja); F)
Imunofluorescentno bojenje biliegom vimentinom (zelena boja); G) DAPI bojenje stani¢nih jezgara (plava boja);
D) Preklapanje E+F+G, x40.

(I-L): Zametak sjekutica u 14. razvojnom tjednu. 1) Imunofluorescentno bojenje biliegom CK8 (crvena boja); J)
Imunofluorescentno bojenje biliegom vimentinom (zelena boja); K) DAPI bojenje stani¢nih jezgara (plava boja); L)
Preklapanje 1+J+K, x40.

(M-P): Zametak oCnjaka u 20. razvojnom tjednu - podruc¢je vrSka buduce krune zuba. M) Imunofluorescentno
bojenje biljiegom CK8 (crvena boja); N) Imunofluorescentno bojenje biliegom vimentinom (zelena boja); O) DAPI
bojenje stani¢nih jezgara (plava boja); P) Preklapanje M+N+O, x40.

Kazalo: zubni greben (dc), zubni pupoljak (tb), vanjski caklinski epitel (oee), unutarnji caklinski epitel (iee),
caklinski ¢vori¢ (ek), zvjezdasti retikulum (er), stratum intermedium (si), vratna petlja (cl), zubna papila (dp),
zubni folikul (df), preameloblasti (pa); stanice koje jako izrazavaju CK8 (tanke strelice); stanice koje jako
izrazavaju vimentin (debele strelice).
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Dijelovi zametne

EPITELNI MEZENHIMSKI
osnove:
DOB IF de iee oee er si pa dp ds po
(tjedni)
+ / / / / / - / /
CKS8
7 o+ -+
VIM + / / / / / + + /
+ + + + / / + + /
CKS8 . . . A
10-12 | | | +H+ -
VIM + ++ ++ + / / ++ ++ /
+ ++ + + ++ ++ + +
CKS8 A
14 + o+ +H+ -
VIM + ++ + ++ ++ ++ ++ ++
+ + ++ - + +++ + + +
CKS8 A
20 + +H+ - ++
VIM + ++ + + + ++ ++ ++ ++

Tablica 1. Semi-kvantifikacijska analiza izraZzaja biliega CK8 i vimentina u epitelnim i mezenhimskim dijelovima
zametne osnove zuba (sjekuti¢/ocnjak) u razdoblju izmedu 7. i 20. razvojnog tjedna.

Kazalo: dentalna lamina (dc), vanjski caklinski epitel (oee), unutarnji caklinski epitel (iee), zvjezdasti retikulum

(er), stratum intermedium (si), zubna papila (dp), zubni folikul (df), preameloblasti (pa), preodontoblasti (po)

Reaktivnost: - (odsutna); + (blaga); ++ (umjerena); +++ (jaka); +++* (jaka u pojedinim stanicama); / (nepostojanje

tkivne strukture)
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4. RASPRAVA

4.1. Utjecaj proliferacije na razvoj zametne osnove zuba

Proliferacija je jedan od osnovnih stani¢nih procesa ukljucenih kako u odrzavanje homeostaze
odraslih tkiva, tako i u zbivanja koja se odvijaju tijekom embrionalnog i fetalnog razvoja istih.
S aspekta odontogeneze, proliferacija, uz strogu prostorno-vremensku regulaciju i meduigru s
drugim ,.,komplementarnim® stani¢nim procesima poput diferencijacije 1 apoptoze, ima jednu
od klju¢nih uloga tijekom normalnog razvoja zuba. S obzirom da je razvoj zuba vrlo prikladan
embrioloski model za proucavanje oblikovanja, tj. morfogenetskih zbivanja, u brojnim
studijama naglasak je stavljen na istrazivanje obrazaca proliferativne aktivnosti unutar zubnog
zametka tijekom razli¢itih razvojnih stadija. Vecina tih studija je, medutim, provedena na
zivotinjama 1 to uglavnom na misevima. Unato¢ koriStenju zivotinjskih modela i razli¢itim
pristupima u istrazivanju proliferativne aktivnosti (koriStenjem razli¢itih biljega proliferacije
poput PCNA, BrDU i nesto rjede Ki-67, kao i posredno promatranjem izrazaja nekih drugih
proteina s proliferativnim djelovanjem poput ¢imbenika rasta i sli¢no, dobiven je dobar uvid o
prostornom 1 vremenskom rasporedu, te regulaciji proliferativne aktivnosti tijekom ranih 1
uznapredovalih stadija razvoja zuba (15, 17, 29, 104). S druge pak strane, istraZivanja
proliferativne aktivnosti tijekom razvoja ljudskog zuba su rijetka, i iako su uglavnom radena
na zubnim zamecima u kasnijim stadijima razvoja, samo su potvrdila postojanje obrazaca
proliferacije umnogome identi¢énim onima opisanima kod zivotinja. Opcenito, sveobuhvatna
proliferativna aktivnost u ranijim stadijima odontogeneze (stadij pupoljka, rani stadij kape)
vidljiva u epitelnim 1 mezenhimnim dijelovima zubnog zametka, poprima bitno sloZeniji i
raznolikiji obrazac u kasnijim stadijima razvoja (kasni stadij kape, stadij zvona) kada nastupa
histoloSka i morfoloska diferencijacija tkiva unutar zubnog zametka (19, 20). Tijekom razvoja
ljudskog zuba razliCite stani¢ne populacije zubnog zametka prikazuju proliferacijske obrasce
koji su mijenjaju ovisno o razvojnom stadiju u kojem se zubni zametak nalazi. Osim toga, te
promjene mogu, ovisno o ritmu i uznapredovalosti diferencijacije, zahvacati ili cjelokupnu
tkivnu strukturu, ili samo pojedine dijelove tijekom diferencijacije tkiva, §to se osobito dobro
vidi u pojedinim tkivima epitelne osnove zubnog zametka, tj. caklinskog organa. U okviru
naSeg istrazivanja kojim su analizirani zameci sjekuti¢a 1 o¢njaka u razvojnim stadijima kape i
zvona, vidjelo se da se proliferacijska aktivnost stanica unutar pojedinih struktura medusobno

razlikuje i da slijedi svoj specifi¢éni obrazac koji ovisi i o razvojnom stadiju. Naime,
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proliferacijska aktivnost u zametku ljudskog zuba (sjekuti¢ ili o¢njak) tijekom stadija kape i
zvona mjestimicno ili znatnije varira (unutarnji caklinski epitel, dentalna papila) ili postojano
opada (vanjski caklinski epitel, caklinska pulpa) kako razvoj napreduje. To je u skladu sa
vidljivo razli¢itim stupnjem diferenciranosti epitelnih i mezenhimskih tkiva zubnog zametka u
istom razvojnom razdoblju, ali jednako tako mozZe biti i odraz razvojne sudbine pojedinog
tkiva unutar zubne osnove. Iz tih razloga su se proliferacijski obrasci i udjeli proliferacijski
aktivnih stanica (koji su sa stanovista oblikovanja zuba puno zanimljiviji i znanstveno
vrjedniji) u zametku zuba morali razmatrati zasebno za svako od njegovih sastavnih tkiva
(unutarnji i vanjski caklinski epitel, caklinska pulpa, tj. zvjezdasti retikulum i stratum
intermedium, te dentalna papila i dentalni folikul). Prema dobivenim podacima udio
proliferiraju¢ih stanica u unutarnjem caklinskom epitelu 1 dentalnoj papili doseze svoj
vrthunac u 14. razvojnom tjednu (rani stadij zvona), da bi potom drasticno opao u 21.
razvojnom tjednu (kasni stadij zvona) i1 to osobito u dentalnoj papili. Opisani proliferacijski
obrazac moze biti posljedica rasta struktura buduée krune zuba. Nadalje, smanjenje udjela
proliferacijski aktivnih stanica S§to u epitelnim, Sto u mezenhimnim dijelovima zubnog
zametka, poklapa se i s pojavom caklinskog ¢vori¢a u podru¢ju krune zuba (28), kao i sa
pocetnom diferencijacijom ameloblasta 1 odontoblasta ¢ime se proliferacijska aktivnost
preusmjerava u podru¢je vratnih petlji. S druge strane, kod struktura poput vanjskog
caklinskog epitela i zvjezdastog retikuluma (reticulum stellatum) proliferacijska aktivnost je u
istrazivanom razdoblju konstantno opadala. To se moZe objasniti ¢injenicom da vanjski
caklinski epitel i zvjezdasti retikulum imaju drugaciju razvojnu sudbinu od ostalih struktura
zubnog zametka, budu¢i da su to tkiva koja se tijekom razvoja znacajno moduliraju 1
reduciraju. Nakon §to dosegne svoj vrhunac u stadiju pupoljka, ukupna proliferacijska
aktivnost zubnog zametka se smanjuje, osobito u njegovim epitelnim dijelovima, odnosno u
caklinskom organu. Sli¢ni proliferacijski obrasci su opisani kod miSeva (13, 15, 28) i Stakora
(29, 105). Za razliku od epitelnih struktura zubnog zametka, u mezenhimskim dijelovima
zametka prostorni raspored proliferiraju¢ih stanica bio je puno ujednaceniji tijekom svih
istrazivanih stadija. Rezultati prethodnih istrazivanja na zubnim zamecima misSeva i1 ljudi
ukazuju na to da gubitak proliferacijske aktivnosti unutar pojedinih tkiva neminovno znaci i
pocetak njihove funkcionalne diferencijacije osim u slucaju dentalne lamine kod koje
progresivno smanjenje proliferacije vodi njezinoj dezintegraciji u kasnom stadiju zvona (17,
19). Prema prethodno iznesenome, mozda bi bilo opravdano postaviti pitanje u kojoj mjeri
proliferacija stanica zubnog zametka (i regulacijski mehanizmi u njezinoj podlozi) odreduje

oblikovanje zuba, odnosno u kojoj je mjeri odgovorna za razlike u obliku zubne krune kako
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medu pojedinim tipovima zubi (sjekuti¢i, ocnjaci, kutnjaci, pretkutnjaci) unutar jedne vrste,
ali i izmedu razlicitih zivotinjskih vrsta. S obzirom da se podaci o proliferacijskim obrascima
tijekom razvoja ljudskog zuba prilicno podudaraju s podacima opisanim na Zzivotinjama,
logi¢no bi (iako ishitreno) bilo za zakljuciti da proliferacija stanica sama po sebi nije proces
koji moze znacajno utjecati na takve razlike. Medutim, budu¢i da se konac¢ni oblik krune zuba
zadaje u stadiju zvona kada dolazi do znatnog opadanja proliferacijske aktivnosti (19, 21,
106), odnosno njezinog prostornog ogranicavanja unutar pojedinih tkivnih struktura zubnog
zametka, ucinak proliferacije morao bi utjecati na pojavu navedenih razlika. Nazalost,
sistematizirani 1 statisticki obradeni podaci o udjelima proliferacijski aktivnih stanica u
razlic¢itim tkivima zubnih zametaka za Zivotinjske modele uopce ne postoje, dok su za zubne
zametke Covjeka jos uvijek nedostatni. Mozda bi se upravo usporedbom varijacija u udjelima
proliferacijski aktivnih stanica u pojedinimim tkivima zubnih zametaka razli¢itih vrsta, moglo

razjasniti u kojoj mjeri proliferacija utjee na postojanje tako raznolikih morfologija zuba.

4.2. Uloga Oct-4 u diferencijaciji tkiva zametne osnove zuba

Stani¢na diferencijacija u razvojnoj biologiji je proces kojim se manje specijalizirane
(nezrele) stanice pretvaraju u specijalizirane ili bolje diferencirane tipove stanica. Ona se
tijekom razvoja neprekidno odvija, ali se nastavlja i u odraslim tkivima kada se matic¢ne
stanice (nezrele stanice velikog diferencijacijskog potencijala) dijele i postupno pretvaraju u
potpuno diferencirane stanice kéeri u svrhu regeneracije tkiva ili odrzavanja homeostaze
organizma. Diferencirana stanica doZivljava dramaticne promjene u veli¢ini, obliku,
membranskom potencijalu, metabolickoj aktivnosti 1 osjetljivosti na razliCite signalne u
okviru razli¢itih signalnih kaskada, a sve te promjene nastaju na osnovu epigenetskih
modifikacija genskog izraZzaja. Uz Sox2 i NANOG, Oct-4 se nalazi u skupini bjelancevina
koji su kao transkripcijski ¢imbenici izravno ukljuceni u regulacijske mehanizme epigenetskih
modifikacija (107). Oct-4 igra 1 jednu od klju¢nih uloga u odredivanju stani¢ne sudbine,
utjecuci na stupanj njezine diferenciranosti, odnosno odrzavanje njezinog diferencijacijskog
potencijala (105). Naime, u brojnim istrazivanjima populacijskih niSa mati¢nih stanica u
embrionalnim, fetalnim i odraslim tkivima, uocena je vaznost izrazaja Oct-4 (108-111). Stoga
se 1 Oct-4 navodi i kao jedan od klju¢nih ¢imbenika kojim se moZe inducirati ,,mati¢nost* kod
potpuno diferenciranih stanica, pri ¢emu se dobivaju inducirane pluripotentne iPS stanice

(112-114).
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Unato¢ tome Sto se Oct-4 u literaturi op¢enito navodi kao biljeg mati¢nih stanica, istrazivanja
provedena na kulturama stanica (105), zivotinjskim i ljudskim embrionalnim i fetalnim
tkivima (44, 45, 47, 49), tkivima odraslog organizma (43, 115) kao i rezultati funkcijskih
studija (32) upucuju na razmisljanje da Oct-4 moze igrati i dijametralno suprotnu razvojnu
ulogu poticanjem stani¢ne diferencijacije 1/ili odrzavanjem stanice u diferenciranom stanju
¢ime ona prestaje biti proliferacijski aktivna. lako se kod embrionalnih i induciranih
pluripotentnih mati¢nih stanica primijetilo da je precizna regulacija izrazaja Oct-4 potrebna za
odrzavanje punog diferencijacijskog potencijala, otkri¢e dviju izoformi Oct-4 (Oct-4A i Oct-
4B) djelomi¢no je pojasnilo, ali i otvorilo nova pitanja o molekularnim mehanizmima
djelovanja tog transkripcijskog cimbenika. Osim $§to postoje odredene razlike u
aminokiselinskom slijedu njihove funkcionalne domene, izoforme Oct-4 su u pravilu izrazene
u razli¢itim stani¢nim odjeljcima, pa tako slabo diferencirane i proliferacijski aktivne stanice
imaju izoformu Oct-4A u jezgri, dok se kod diferenciranih ili diferencirajuc¢ih stanica
pojavljuje izoforma Oct-4B 1 to isklju¢ivo u citoplazmi (32, 43). Kod embrijskih mati¢nih
stanica je, osim toga, opisana i ko-ekspresija Oct-4A i Oct-4B, pri ¢emu je izrazaj izoforme
Oct-4A u jezgri puno jaci u odnosu na citoplazmatski izrazaj Oct-4B. U svakom slu¢aju
sudbina embrionalne mati¢ne stanice ovisi o tome koja je od te dvije izoforme snaznije

izrazena (105).

Kako smo opisali u naSem istrazivanju (21), usporedno s napredovanjem odontogeneze,
proliferativnu je aktivnost u odredenim strukturama caklinskog organa postupno zamijenio
proces diferencijacije. Opcenito, izrazaj Oct-4 je tijekom istrazivanog razdoblja prelazio iz
epitelnih u mezenhimske dijelove zubnog zametka, pojavivsi se prvo u epitelu caklinskog
organa u stadiju pupoljka, a u mezenhimu tek u stadiju kape. Prostorno i vremenski sli¢an
izrazaj Oct-4, tj. od epitelnih prema mezenhimskim tkivima opisan je u zamecima miSjih
sjekutica 1 kutnjaka (47, 49). Medutim, izmedu obrazaca izrazaja Oct-4 u ljudskom 1 mi§jem
caklinskom organu postoje bitne razlike, koje se mogu pratiti od stadija pupoljka do pocetka
stadija zvona zametne osnove zuba. Naime, za razliku od umjerenog izrazaja Oct-4 u jezgri
(izoforma Oct-4A) u stanicama zvjezdastog retikuluma i unutarnjeg caklinskog epitela misjeg
caklinskog organa u stadiju pupoljka (47, 49), u strukturama ljudskog caklinskog organa
tijekom istog razvojnog stadija prevladavala je citoplazmatska (izoforma Oct-4B). Tek su
pocetkom stadija zvona neke stanice unutarnjeg caklinskog epitela mi§jeg caklinskog organa
pocele izrazavati citoplazmatski Oct-4 (47, 49), dok se obrazac izrazaja Oct-4 u ljudskom

caklinskom organu nije bitno mijenjao u odnosu na stadij pupoljka. Nadalje, u podrucju
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caklinskog cvori¢a ljudskog caklinskog organa (koji se kao i u miseva pojavljuje tijekom
prelaska zametka zuba iz stadija u pupoljka u stadij kape, a nestaje u stadiju zvona kad je
konacni oblik krune zuba zadan), mogao se vidjeti snazan citoplazmatski izrazaj Oct-4, §to je
pojava koja nije zabiljeZzena u caklinskom organu miSa. Ovakvi podaci zbunjuju iz nekoliko
razloga. Naime, uloga caklinskog ¢vori¢a u odontogenezi kao izvora nekih od najvaznijih
razvojnih signalnih puteva poput TGFf, BMP, Wnt i Hedgehog-a (12, 15, 17, 28), te
koordinatora epitelno-mezenhimskih interakcija detaljno opisana. Samo na osnovu toga moze
se zakljuciti da je utjecaj koji caklinski ¢vori¢ ima na ishod razvoja zuba kljucan i da bi se
precizno modificiranje odredenih obrazaca izrazaja i regulacijskih mehanizama unutar njega
moglo povezati s tako raznolikim morfologijama zubi medu pripadnicima razli¢itih
zivotinjskih vrsta i ¢ovjeka. Iz tog aspekta doista je tesko re¢i u kojoj je mjeri Oct-4, zbog
vidno razli¢itih obrazaca pojavljivanja u caklinskom ¢&voric¢u (i caklinskom organu) u ljudi i
miSeva, odgovoran za krajnje razlike u izgledu njihovih zubi. Rezultati istrazivanja supresije
gena za Oct-4 jezgre (izoforma Oct-4A) pomocu siRNA tijekom kasnog stadija kape i ranog
stadija zvona u zamecima zubi miSeva, pokazali su da poremecaji izrazaja Oct-4 u caklinskom
¢voricu itekako mogu biti odgovorni za anomalije veli¢ine 1 reljefa zubne krune. Na taj je
nacin povezan izrazaj jezgrenog Oct-4 s anti-apoptotskim djelovanjem (47). Naime, nakon $to
tijekom razvoja odigra svoju vaznu ulogu u oblikovanju zuba i prijenosu signala, caklinski
¢vori¢ propada procesom apoptoze. S druge pak strane, funkcionalne studije Oct-4 opisuju
citoplazmatski Oct-4 kao latentnu izoformu, ¢ija je funkcija za sada nepoznata (32, 42, 45, 48,
90, 116). S obzirom na aktivno sudjelovanje stanica caklinskog ¢vori¢a u prijenosu signala,
¢ini se malo vjerojatnim da bi tako jaki izrazaj citoplazmatskog Oct-4 mogao biti nevazna
pojava. Mogucnost koja bi se, takoder, mogla uzeti u obzir je da obje izoforme Oct-4 imaju

medusobno potiskujuce djelovanje.

U zakljucku, na osnovu usporedbe do sada prikupljenih podataka moze se pretpostaviti da se
pomak jezgrenog izrazaja Oct-4 u citoplazmatski zbiva puno ranije u caklinskim organima
ljudi, nego u misSeva. S druge strane, izraZzaj Oct-4 u mezenhimskim tkivima dentalne papile i
dentalnog folikula kod ljudi i miSeva ima slicne obrasce pojavljivanja. Budu¢i da stanice
unutarnjeg caklinskog epitela iz kojih nastaju ameloblasti pokazuju snazni izrazaj
citoplazmatskog Oct-4, moze se pretpostaviti da Oct-4 igra odredenu ulogu u njihovoj
diferencijaciji. 1 sloj buduc¢ih odontoblasta izrazava neSto slabiji citoplazmatski Oct-4.
Navedeno se moze pripisati ¢injenici da diferencijacija ameloblasta zapocCinje nesto ranije u

odnosu na diferencijaciju budu¢ih odontoblasta. Podaci dobiveni naSim istrazivanjem
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upucuju na to da Oct-4 moze imati udjela u funkcionalnoj diferencijaciji stanica zaduzenih za
sekreciju tvrdih zubnih tkiva. Jednako tako, ovi podaci se poklapaju sa onima dobivenima
istrazivanjima izrazaja Oct-4 tijekom kasnog stadija kape i stadija zvona osnove ljudskog
zuba (50). U svakom sluc¢aju, Oct-4 je raznovrsna i svestrana bjelancevina, ali za odredivanje

punog raspona njegovih funkcija potrebna su daljnja istrazivanja.

4.3. Uloga primarnih cilija u odontogenezi

Iako je postojanje primarnih cilija otkriveno jo$ u prvoj polovici 20. stoljeca, tek su se u
posljednja dva destelje¢a primjenom ultrastrukturnih, biokemijskih i genskih metoda pocele
intenzivnije rasvjetljavati brojne funkcije koje ta organela obavlja na razini stanice i tkiva (57,
59, 66, 117). S aspekta razvojne biologije, primarne cilije zauzimaju vazno mjesto u stanicnoj
funkciji jer sudjeluju u prijenosu i modulaciji signala unutar nekoliko razli¢itih signalnih
puteva poput Shh, Wnt i PDGF-a (51, 59), a koji igraju kljucne uloge u organogenezi (pocevsi
od njezine inicijacije do morfoloskog odredenja i prostorne orijentacije organa u razvoju)
kontrolirajuéi procese proliferacije, diferencijacije i apoptoze (118, 119). Do sada je najbolje
istrazena povezanost primarnih cilija sa Shh signalnim putom jer se ustanovilo da se kod
sisavaca osnovni elementi signalne kaskade kojom Shh posreduje svoje ucinke (njegov
membranski receptor Ptchl, zatim aktivator receptora Smo (smoothened) i1 transkripcijski
efektor Glil) nalaze u primarnoj ciliji (51). U ranim stadijima embrionalnog razvoja, izrazaj
Shh je u usnoj Supljini strogo ograni¢en na zadebljanja epitela usne Supljine (dentalne
plakode) iz kojih se razvijaju zameci zuba (88, 120, 121). Rani izostanak aktivnosti Shh u
dentalnim plakodama zaustavlja proliferaciju stanica i stvaranje zubnog pupoljka (122), ali
jednom kad se pupoljak formira, potreba za neprekinutim djelovanjem Shh se strogo
ograni¢ava na odredena podruc¢ja zubnog zametka u kojima je proliferativna aktivnost i dalje
potrebna za nastavak normalnog rasta i oblikovanja zuba. Snazni izraZaj biljega funkcionalnih
primarnih cilija a-tubulina, koju smo primijetili u proliferativno aktivnim vratnim petljama
caklinskog organa zametka ljudskog zuba pri prijelazu iz stadija kape u stadij zvona, svakako
ide u prilog tvrdnji kako primarne cilije poticu Shh signaliziranje. S druge pak strane,
istrazivanja provedena na miSevima s inaktivacijom gena koji kodiraju strukturalne
bjelancevine intraflagelarnog transporta u primarnim cilijama poput IFT88 (59), nude
dijametralno suprotan primjer. Naime, u miSevima s takvim mutacijama 1 oSteCenjem

primarnih cilija, u podru¢ju bezubih dijastema su narasli zubi koji su svojim oblikom
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podsjecali na pretkutnjake, odnosno zube koje su glodavci izgubili evolucijom prije 50-100
milijuna godina. Imunohistokemijskom analizom epitelnih 1 mezenhimskih tkiva dijastema
navedenih mutanata, utvrdena je ektopican izrazaj Shh, a taj nalaz je identi¢an onome
izazvanom izravnim supresorom Shh poput Gli3 bjelanc¢evine (123-126). Temeljem ovih
rezultata moze se zakljuciti da primarne cilije imaju sposobnost integriranja vise razlicitih
razvojnih signalnih putova, zbog ¢ega mogu, ovisno o prostornim i vremenskim odrednicama,

odigrati raznolike uloge u organogenezi.

U naSem istrazivanju izrazajao-tubulina i y-tubulina kao biljega funkcionalnih primarnih
cilija, odnosno centriola, primarne cilije su, u razdoblju od 12. do 21. razvojnog tjedna,
otkrivene u svim dijelovima zubnog zametka. Cilija su bile brojnije i duze u podrucjima u
kojima se intenzivno odvijala diferencijacija, osobito na mjestima tkivnih interakcija izmedu
epitelnih i mezenhimskih dijelova zubnog zametka, $to je slicno obrascu opisanom u
organogenezi nekih unutarnjih organa poput bubrega (46). U nekim proliferirajuéim
stanicama zubnog zametka otkrivena je prisutnost centriola, dok se, s druge strane, u
diferenciraju¢im stanicama mogla vidjeti prisutnost centriola iz kojeg izlazi primarna cilija.
Povezanost primarne cilije i centriola je takoder opisana i u ameloblastima sjekuti¢a u Stakora
tijekom razvoja (64). Naime, centriol je jedinstvena stani¢na organela ¢iji polozaj u stanici
moze biti pokazatelj stanicnog polariteta. Kod stanica koje imaju primarne cilije, iz jednog od
dvaju centriola u paru (diplosoma) gotovo uvijek izlazi primarna cilija (127). Diferencijacija
ameloblasta se, s obzirom na poloZaj centriola 1 postojanje primarne cilije na povrsini stanice,
moze podijeliti na nekoliko faza. Kod nedifrenciranih stanica unutarnjeg caklinskog epitela
mogu se primijetiti rudimentarne, vrlo kratke primarne cilije na povrSini stanice, koje su
ponekad cak 1 potpuno uklopljene u citoplazmu (57). Nakon zavrSne mitoze stanica
unutarnjeg caklinskog epitela i s poCetkom njihove diferencijacije u ameloblaste, centriolarni
par se pomice prema distalnom, funkcionalnom polu stanice (okrenutom prema dentalnoj
papili). Napretkom diferencijacije 1 izduZivanjem stanice, na distalnom segmentu njezine
membrane se pojavljuje duga primarna cilija koja izrasta iz jednog od ¢lanova centriolarnog
para (57). Ovakva orijentacija primarnih cilija na diferenciraju¢im 1 diferenciranim
ameloblastima (koju potvrduju i1 nalazi naseg istraZivanja) je najvjerojatnije potrebna za
izmjenu signala u sklopu epitelno-mezenhimskih interakcija kojima se regulira sinteza tvrdih
zubnih tkiva. Sli¢ni pomaci centriola i primarnih cilija prema polu stanice zabiljeZeni su i kod
fibroblasta u kulturi te u bijelim krvnim zrncima kod kojih je primarna cilija uvijek bila

orijentirana u pravcu kemotaksijskog i/ili haptotaksijskog gradijenta (128). Osim ameloblasta,
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prisutnost primarne cilije u perinuklearnom podrucju je otkrivena i kod odontoblasta in vivo i
u kulturi stanica, upuéujuci na aktivno sudjelovanje primarnih cilija u modeliranju dentina
tijekom odontogeneze, te provodenju osjetilnih podrazaja u razvijenom zubu s punom
funkcijom (67, 68). Svakako se moze zakljuciti da je dosadaSnjim istraZivanjima na
laboratorijskim Zivotinjama i ljudskim embrijima viSestruko potvrdena vaZnost primarnih
cilija u prijenosu signala i diferencijaciji razlicitih stani¢nih populacija, pa tako i odontoblasta

1 ameloblasta.

4.4. Uloga intermedijarnih filamenata u odontogenezi

U ranim stadijima odontogeneze, epitelni dijelovi zubnog zametka (za razliku od
mezenhimskih tkiva dentalne papile i dentalnog folikula) prolaze dramati¢ne promjene pod
utjecajem izmjene razvojnih signala uslijed epitelno-mezenhimskih interakcija. Raspon tih
promjena se kreée od inicijalne proliferacije stanica u strogo ogranicenim podruc¢jima epitela
usne Supljine s vrlo niskim stupnjem slojevitosti tijekom embrionalnog razdoblja, do
morfoloski karakteristicnog izgleda caklinskog organa u stadiju zvona (fetalno razdoblje).
Iako bi se histoloska organizacija caklinskog organa u Sirem smislu mogla prispodobiti onom
u viSeslojnim epitelima, ova se tvorba ipak sastoji od nekoliko tkiva koja ispoljavaju
slojeva unutar slozenih epitela. Do trenutka kada razvoj zubne osnove dosegne stadij zvona,
caklinski organ se sastoji od nekoliko diferenciranih tkiva koja se histoloski mogu klasificirati
kao jednostavni epitel (unutarnji i vanjski caklinski epitel), viSeslojni epitel (dentalna
lamina), rahlo vezivno tkivo (zvjezdasti retikulum) 1 gusto vezivno tkivo (stratum
intermedium). Opcenito, embrionalna 1 fetalna epitelna tkiva najceS¢e izraZavaju razlicite
vrste citokeratina, €iji se obrazac mijenja prije nego sazriju u odrasla tkiva, u kojima se onda
uspostavljaju trajni 1 tkivno specificni izrazaji (129, 130). Ti obrasci se, medutim, mijenjaju
tijekom maligne alteracije u vidu regresije prema fetalnom ili embrionalnom izraZaju
citokeratina ovisno o stupnju diferenciranosti tumora (100, 129, 131). S obzirom na prethodna
saznanja o tkivnoj specifi¢nosti citokeratina te povezanosti njihovog izrazaja sa stani¢nim
procesima (proliferacija, diferencijacija) tijekom organogeneze i maligne alteracije, zbivanja u
zametnoj osnovi zuba ukazuju na vrlo dinami¢ne ekspresijske obrasce citokeratina u
caklinskom organu, §to je i potvrdeno istraZivanjima na laboratorijskim zivotinjama (80-83,

132) i humanim tkivima (76, 78, 100, 133).
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Istrazivanje izrazaja CK8 u zametnoj osnovi zuba u ¢ovjeka je pokazalo da je ovaj citokeratin
jednostavnog epitela prisutan u svim dijelovima caklinskog organa tijekom promatranog
razdoblja (106). U ranijim stadijima mogle su se vidjeti pojedine stanice koje su bile izrazito
pozitivne na CKS8, da bi njihova prisutnost u kasnijim razvojnim stadijima bila vidljiva samo
u dentalnoj lamini i stratum intermedium-u. Nasuprot tome, u mezenhimskim je dijelovima
zubne osnove (dentalna papila i dentalni folikul) CK8 bio odsutan ili vrlo slabo izrazen, osim
u nekoliko nasumi¢no rasporedenih stanica koje su bile izrazito pozitivne. Intenzitet izrazaja
CKB8 kretao se od jakog u preameloblastima unutarnjeg caklinskog epitela do vrlo slabog u
preodontoblastima, iako je ishod diferencijacije obaju stani¢nih populacija stjecanje
sekrecijske sposobnosti i1 izlu¢ivanje cakline, odnosno dentina. Rezultati dosadasnjih
istrazivanja o izrazaju citokeratina u istim podru¢jima ljudskog zubnog zametka su pomalo
zbunjujudi 1 proturjecni. lako neki istrazivaci opisuju postojanje izrazaja CK8 u zubnoj osnovi
(75, 76), drugi to demantiraju (78). Medutim, naSi podaci nedvosmisleno pokazuju da
prethodno opisanu preraspodjelu citokeratina jednostavnih epitela CK19 u preameloblastima,
prati isti takav obrazac izrazaja CKS8 s istom unutarstanicnom raspodjelom. Jednako tako se
¢ini da je smanjeni izrazaj CK14 (biljega bazalnih slojeva u mnogoslojnom plocastom epitelu)
uz povecani izrazaj CK8 i CK19 jedan od znakova diferencijacije preameloblasta. Upravo
suprotan primjer obrasca izrazaja citokeratina opisuje se u jednostavnom epitelu jednjaka u
miSa tijekom difrencijacije (134), dodatno upuéujuéi na specificne i vazne uloge koje
citokeratin 8 ima u diferencijaciji preameloblasta unutar unutarnjeg caklinskog epitela. S
druge strane, raspodjela izrazaja CK8 (i citokeratina jednostavnih epitela opcenito) u
preodontoblastima je nesto sloZenije pitanje. Naime, osim intenziteta i vremenskog obrasca
izrazaja CKS8, usporedujuci te dvije populacije stanica, jednako tako se mora uzeti u obzir i
njegova razlicita raspodjela. Tako se duz citoplazme preameloblasta moze vidjeti dobro
razgranata mreZa (fibrilarni izgled) CK8 prema apikalnom polu i lateralnim dijelovima
stanicne membrane, dok je kod preodontoblasta bojanje lokalizirano samo u perinuklearnom
podrucju u obliku amorfnih nakupina. MozZe se pretpostaviti da bi ovako razlicita raspodjela
izgled filamenata (izgled bojanja) mogla ukazivati na stupanj povezanosti citoskeleta
intermedijarnih filamenata sa mreZom medustani¢nih kontakata i odrZavanjem integriteta
tkiva (135-137). Iako je slab izrazaj citokeratina jednostavnih epitela u preodontoblastima
opisan i kod razvoja zuba Stakora za CK19 (koji se pojavio u vrlo kratkom razdoblju tijekom
kasnog stadija zvona) (83), uzroci tako kratke pojave izrazaja citokeratina jednostavnih

epitela u preodontoblastima tijekom njihove inicijalne diferencijacije za sada su jo§ uvijek
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nepoznati. Postoji, medutim, mogucénost da se radi samo o prolaznom fenomenu kojim se

najavljuje povlacenje preodontoblasta iz stani¢nog ciklusa.

Jo$ jedna osobitost obrasca izrazaja CKS8 u epitelnim dijelovima zametne osnove zuba u
covjeka zasluzuje poseban osvrt. Tijekom 14. razvojnog tjedna na pocetku stadija zvona,
zvjezdasti retikulum 1 podleze¢i stratum intermedium diferenciraju u morfoloski razlicite
strukture, pri ¢emu se odvijaju dramati¢ne promjene oblika stanica koje poprimaju ili
zvjezdoliki (zvjezdasti retikulum), ili vretenasti oblik (stratum intermedium). Promjene u
izgledu ovih dijelova caklinskog organa (izgleda rahlog, odnosno gustog vezivnog tkiva) uz
izrazaj vimentina bile su sasvim neocekivano popracene i1 pojacanim izrazajem CKS,
pogotovo u stratum intermediumu. lako se intenzitet izraZzaja CK8 u ovim tkivima smanjuje u
kasnom stadiju zvona (21. razvojni tjedan), ovakav nalaz ipak upucéuje na mogucnost da CK8
(zajedno s vimentinom) ima vise utjecaja na diferencijaciju stanica zvjezdastog retikuluma i

stratum intermediuma nego §to se to do sada mislilo.

4.4.1. Znacenje istovremenog izrazaja CKS8 i vimentina u caklinskom organu

Za razliku od citokeratina kao biljega epitelnih tkiva, vimentin se smatra intermedijarnim
filamentom stani¢nih linijja mezenhimskog (vezivnog) porijekla (76, 138). U naSem je
istrazivanju izrazaj vimentina pronaden i u epitelnim i u mezenhimskim dijelovima zubnog
zametka, pokazujuéi trend pojacanja u dentalnoj papili i preodontoblastima tijekom razvoja,
ali jednako tako i u stanicama unutarnjeg caklinskog epitela koje diferenciraju u
preameloblaste. Rezultati dosadasnjih istrazivanja upucuju na to da je koekspresija
citokeratina 1 vimentina uobicajena, ali prolazna pojava u tkivima ektodermnog ili
endodermnog porijekla u odredenim stadijima organogeneze, sa strogo reguliranim
vremenskim rasporedom. Ova koekspresija najeS¢e najavljuje epitelno-mezenhimsku ili
mezenhimsko-epitelnu pretvorbu, odnosno terminalnu diferencijaciju i sazrijevanje tkiva u
razvoju (139-141), ali i dezintegraciju odredenih struktura ¢ija je razvojna uloga zavrSena, kao

Sto je slucaj sa dentalnom laminom (142) nakon kasnog stadija zvona.

Koekspresija citokeratina 1 vimentina vidljiva je 1 tijekom razvoja ljudskog zubnog zametka
(75, 76). Ono $to je u naSem istrazivanju bilo prili€no iznenadujuce jest Cinjenica da su
epitelni dijelovi zubnog zametka (uz iznimku kasnog stadija kape) intenzivnije pokazivali

izrazaj vimentina u odnosu na mezenhimske dijelove, jednako kao i nalaz koekspresije

49



vimentina i CK8 u caklinskom organu tijekom svih promatranih stadija od 7. do 21. razvojnog
tjedna. Ovakvi podaci prije svega navode na preispitivanje dosadaSnjih pretpostavki o
funkcijskim zahtjevima koekspresije citokeratina i vimentina, ali i proturjece uobi¢ajenom
tumacenjima kako je izrazaj vimentina tijekom razvoja iskljucivo obiljezje tkiva
mezodermalnog podrijetla. Medutim, uzmemo li u obzir stani¢na svojstva koja se povezuju sa
mrezom vimentinskih filamenata poput pokretljivosti i otpornosti na smi¢no naprezanje (143),
(135), mozemo pretpostaviti da bi ovakav obrazac izrazaja i trebali imati oni dijelovi epitela
usne Supljine koji kontroliranim urastanjem u podleze¢i mezenhim tvore osnovu zuba. Naime,
kod epitelnih stanica u kulturi prisutnost vimentina se povezuje sa svojstvom nasumicne ili
usmjerene pokretljivosti (143, 144). Sli¢an izrazaj vimentina u epitelu se takoder opisuje i
prilikom embrionalnog razvoja drugih ektodermalnih derivata poput dlake (145), koji takoder
imaju obiljezja sliéna odontogenezi u obliku kemotaksijski i/ili haptotaksijski usmjerenog
rasta epitelnog tkiva u podlezece vezivo (146). Povezanost izrazaja vimentina sa stani¢cnom
pokretljivos¢éu dokazuju i epitelne stanice u rubnim podrucjima dentalne lamine, koje pocinju
izrazavati vimentin neposredno prije i tijekom migracije iz dentalne lamine, pokrecucéi na taj
nacin, njezinu dezintegraciju (142). Logi¢na je pretpostavka da bi de novo izrazaj vimentina u
epitelnim stanicama mogao biti odgovoran za poticanje njihove migratorne kompetentnosti.
Tumori, s druge strane, nude zanimljiv primjer na koji nacin i citokeratini jednostavnih epitela
mogu modulirati proliferaciju i stani¢nu pokretljivost (131), buduéi da izrazito agresivni i
invazivni tipovi melanoma snazno izraZavaju citokeratine jednostavnih epitela poput CK8 i
CK18 uz karakteristicni izrazaj vimentina (147). Za razliku od embrija miSa, kod kojih su
obrasci izraZaja intermedijarnih filamenata u stanicama usko povezani sa zametnim slojem iz
kojega potjecu (138), u post-implantacijskim embrijima pileta (148) i zeca (135) obrasci
izrazaja ovih intermedijarnih filamenata povezaniji su sa razli¢itim (mehani¢kim 1
nemehanickim) stanicnim funkcijama, nego sa njihovim podrijetlom (135, 149). Na posebnost
epitela usne Supljine iz kojeg se razvijaju zubi jednako tako upucuje 1 istrazivanje grani¢nog
podrucja ektoderma i endoderma pred inicijaciju odontogeneze (79). Uz citokeratine,
zabiljezeno je da odontogeni epitel pokazuje izraZzaj bjelancevina poput Sox17 i AFP-a (alfa-
fetoprotein) koji su potvrdeni biljezi endoderma (150-153). Ovakav nalaz upucuje na mogucu
migraciju jednog dijela stanica iz endoderma primitivne probavne cijevi u stomodeum.
Nazalost, dosadasnja znanja o izrazaju intermedijarnih filamenata u ranom razvoju zuba i
drugih organa nude samo djelomicnu sliku i posredne dokaze o dinamici njihovih obrazaca

izrazaja. Uzimajuéi u obzir razlike medu razli¢itim vrstama, ne smije se iskljuciti moguénost
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da podrucja embrionalnog epitela usne Supljine, koja su predodredena za razvoj zuba, trebaju
pokazivati istovremeni izrazaj i citokeratina jednostavnih epitela i vimentina ¢ak i prije nego
Sto razvoj ljudskog zuba zapocne. U svakom slucaju, daljnja istrazivanja citoskeletnog sastava
embrionalnog tkiva su potrebna. Spoznaje koje bismo dobili o diferencijacijskim procesima i
porijeklu organa bi, uz bolje razumijevanje razvojne biologije 1 pitanja ¢imbenika odgovornih
za odontogeni potencijal odredenih dijelova epitela usne Supljine, dodatno unaprijedile

teoretske 1 prakti¢ne postavke u biotehnoloskim pristupima stvaranju de novo zubi.
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5. ZAKLJUCCI

Proliferacijska aktivnost u zametnoj osnovi zuba (Ki-67)

intenzivna proliferacijska aktivnost mogla se u 12. razvojnom tjednu (kasni stadij
kape) primijetiti u epitelnim i mezenhimskim dijelovima zametne osnove zuba Sto se
poklapa sa pocetkom diferencijacije pojedinih tkiva

u caklinskom organu se u pojedinim tkivima (vanjski caklinski epitel, zvjezdasti
retikilum i1 dentalna lamina) tijekom stadija zvona smanjila proliferacijsku aktivnost,
dok se u unutarnjem caklinskom epitelu ona pocela premjeStati prema podrucju
vratnih petlji, sukladno diferencijaciji preameloblasta buduéega vrska krune

najvece pad proliferacijske aktivnosti zabiljezen je u dentalnoj papili koje je u svim
promatranim stadijima imala ravnomjernu prostornu raspodjelu stanica pozitivnih na

biljeg Ki-67

Diferencijacija stanica zubnog zametka (Oct-4)

stanice zametne osnove zuba pokazivale su izrazaj Oct-4 biljega prvo u jezgri, a zatim
u citoplazmi, pojavljujuéi se prvo u epitelnom (caklinski organ), a potom i u
mezenhimskom tkivu (zubna papila i folikul)

stanice primarnog caklinskog ¢vori¢a su pokazivale citoplazmatski izrazaj Oct-4, §to
se poklapa s gubitkom proliferacijske aktivnosti uslijed terminalne diferencijacije
¢vorica

jaci izrazaj Oct-4 prvo je wuoCen u diferenciraju¢im preameloblastima 1
preodontoblastima, a kasnije se njegov neSto slabiji izrazaj pojavio 1 u
preodontoblastima

pojava citoplazmatskog izrazaja Oct-4 u skladu je s diferencijacijskim procesima u

svim dijelovima zametne osnove zuba
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Primarne cilije (a-tubulin i y-tubulin)

prisutnost primarnih cilija uocena je u svim dijelovima zubnog zametka, a one su bile
duze i brojnije na mjestima intenzivne diferencijacije, odnosno interakcija izmedu
epitelnih i mezenhimskih tkiva (epitelno-mezenhimsko sucelje)

u skupini proliferirajucih stanica, uocena je prisutnost centriola i odsutnost primarne
cilije, dok se kod stanica u diferencijaciji mogla vidjeti samo primarna cilija, ¢ime se
potvrduje razli¢ita povezanost primarnih cilija i centriola sa procesima proliferacije i
diferencijacije

primarne cilije najvjerojatnije igraju vaznu ulogu u diferencijaciji amloblasta i

odontoblasta

Intermedijarni filamenti (CKS8 i vimentin)

koekspresija citokeratina i vimentina pojavljuje se u caklinskom organu kroz citavo
istrazivano razdoblje razvoja zuba

izrazaj vimentina u ranim stadijima razvoja zuba moze se povezati s pokretljivoscéu i
otpornos¢u stanica na smicno naprezanje, tj. svojstvima koja stanice pokazuju tijekom
aktivne 1 usmjerene proliferacije

izrazaj CK8 u zubnoj osnovi ukazuje na njegov utjecaj na diferencijaciju nekoliko
stani¢nih linija unutar caklinskog organa

izraza) CK8 u bazalnim 1 postrani¢nim, te vimentina u apikalnim dijelovima
citoplazme ameloblasta upucuje na njihovu ulogu u diferencijaciji ameloblasta

CKS8 vjerojatno nema vaznijeg utjecaja na diferencijaciju preodontoblasta buduci da
su, osim njegovog prolaznog i blagog izraZaja, ove stanice uglavnom izraZavale

vimentin
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6. SAZETAK

Cimbenici stani¢ne proliferacije i diferencijacije, te pojavnost primarnih cilija u zamecima
sjekuti¢a/o¢njaka u Covjeka tijekom razvojnih stadija pupoljka, kape i zvona, istrazena je na
serijskim rezovima zubnih tkiva 10 normalnih ljudskih fetusa (starosti 7-21 tjedana)
primjenom imunohistokemijske metode i metode dvostruke imunofluorescencije za biljege
Ki-67, a-tubulin, y-tubulin, Oct-4, CKS8 i vimentin. Udjeli stanica pozitivnih na Ki-67
analizirani su Kruskal-Wallis i Dunn-ovim post hoc testom. Tijekom promatranog razdoblja,
udio stanica pozitivnih na Ki-67 je u vanjskom caklinskom epitelu pao sa 48.86% na 24.52%,
dok se u unutarnjem caklinskom epitelu povecao sa 56.11% na 60.06%, da bi potom pao na
46.26%. U dentalnoj papili je bilo 46.26% stanica pozitivnih na Ki-67, a u stadiju zvona samo
22.08%. Opadanje udjela proliferiraju¢ih stanica se vidjelo u zvjezdastom retikulumu (sa
46.26% na 15.49%). Jaki citoplazmatski izrazaj Oct-4 opisan je u caklinskom organu i to
osobito u diferenciraju¢im preameloblastima. Pomak od jezgrenog prema citoplazmatskom
izrazaju Oct-4 uocen je tijekom napredovanja razvoja i u stanicama dentalne papile. Primarne
cilije (o-tubulin) nalazile su se na povrsini veéine stanica zubnog zametka. Proliferirajuce
stanice (bez cilija) je obiljeZzavala prisutnost dvaju centriola (y-tubulin), dok su kod nekih
diferencirajucih stanica primarne cilije povezane s jednim od centriola. CK8 je bio izrazen
uglavnom u epitelnim dijelovima zubne osnove, dok je vimentin bio izra¢en i u epitelnim, i u
mezenhimskim tkivima zubnog zametka. Izrazaj CK8 se pojacavao u preameloblastima s
napredovanjem razvoja. Koekspresija dvaju biljega (CK8 i vimentin) primije¢ena je u
caklinskom organu, a pojacavala se u preameloblastima i preodontoblastima tijekom njihove
diferencijacije.

Stani¢na proliferacija omogucava rast caklinskog organa, a njezino smanjenje u pojedinim
tkivima upucuje na ispunjenje njihove razvojne funkcije i postupni nestanak. Smanjenje
proliferacije se poklapa s pocetkom diferencijacije preameloblasta i preodontoblasta. Stani¢nu
diferencijaciju prati pojacani izrazaj Oct-4 i prisutnost primarnih cilija. Obrasci izrazaja CK8 i
vimentina upucuju na njthovu ulogu u proliferaciji, migraciji stanica te diferencijaciji

preameloblasta i1 preodontoblasta.
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7. ABSTRACT

Role of cell proliferation and differentiation factors in human tooth development

Factors controlling cell proliferation and differentiation, and appearance of primary cilia
during the bud, cap and bell stages of incisor and/or canine human tooth germs were analyzed
in histological sections of 10 human fetuses 8-21 developmental weeks old, using
immunohistochemical and double immunofluorescence techiques to Ki-67, y-tubulin, o-
tubulin, Oct-4, CK8 and vimentin markers. The fraction of Ki-67 positive cells was analyzed
by Kruskal-Wallis and Dunn’s post hoc test. During the analyzed period, ratio of Ki-67
positive cells changed in outer enamel epithelium from 48.86% to 24.52%, in inner enamel
epithelium increased from 56.11% to 60.06% and then dropped to 44.24%, while in dental
papilla proliferation first increased from 46.26% to 55.45%, and then dropped to 22.08%.
Constant decrease of proliferation characterized enamel reticulum (Ki-67 ratio from 46.26%
to 15.49%). Strong cytoplasmic Oct-4 expression characterized epithelial parts of enamel
organ, particularly the differentiating ameloblasts. During further development, Oct-4
expression shifted to both nuclear and cytoplasmic expression in mesenchymal parts of tooth
germ. Primary cilia (o-tubulin) characterized most of the cells in developing enamel organ.
While non-ciliated (proliferating) cells mainly contained two centrioles (y-tubulin), the
primary cilia were arising from centrioles in some non-proliferating cells. CK8 was
exclusively expressed in epithelial tooth parts, whereas vimentin was expressed throughout
the tooth germ. The expression of CKS8 increased in preameloblasts as development
progressed. Co-expression of CK8 and vimentin was observed in enamel organ, and was
increasing in the differentiating preameloblasts and preodontoblasts.
We suggest that increase in cell proliferation enables growth of enamel organ, while its

selective decrease leads to disintegration of some tooth parts. Drop of proliferation coincided
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with initiation of ameloblast and odontoblast differentiation. Additionally, cell differentiation
was accompanied by increased expression of Oct-4 and probably by presence of primary cilia.
Expression patterns of CK8 and vimentin indicated participation of these markers in cell

proliferation, migration and differentiation of preameloblasts and preodontoblasts.
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