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POPIS OZNAKA I KRATICA

CEA
CRL
DAB
DAPI
EMA
GFAP
GPI
HMFG
kDa
LacZ
mRNA
MZO0S
OVCAR

PBS
SZO
TGFB

karcinom embrionalni antigen (eng. carcinoma embryionic antigen)
duljina tjeme zadak (eng. crown-rump length)

diaminobenzidin

4,6-diamino-2-fenilindol

epitelni membranski antigen

glijalni fibrilarni kiseli protein (eng. glial fibrilar acid protein)
glikofosfatidilinozitol (eng. glycosylphosphatidylinositol)

humani globulin mlije¢ne masti (eng. human milk fat globulin)
kilodalton

bakterijski enzim B-galaktozidaze (gen LacZ)

glasnicka ribonukleinska kiselina

Ministarstvo znanosti, obrazovanja i §porta

tumorska stani¢na linija karcinoma jajnika u covjeka (eng. human
ovarian carcinoma cell line)

otopina fosfatnog pufera (eng. phosphate buffer saline)

Svjetska zdravstvena organizacija

transformirajuci ¢imbenik rasta beta (eng. transforming growth factor

beta)



1. UVOD

1.1. Razvoj i grada moZdanih ovojnica

1.1.1. Anatomski odnosi medu moZdanim ovojnicama

SrediS$nji ziv€ani sustav dobro je zasticen jer lebdi u cerebrospinalnoj tekucini (liguor
cerebrospinalis) 1 omotan je mozdanim ovojnicama. Mozdane ovojnice §tite, a njihove arterije
hrane mozak, kraljeznicku mozdinu i mozdane zivce. Prema uobicajenom shvacanju, postoje
tri ovojnice koje odjeljuju mozak i kraljeznicnu mozdinu od koStanog dijela lubanje i
kosStanog kanala kraljeznicke mozdine: 1. meka mozdana ovojnica (pia mater spinalis et
encephali), koja je obilno opskrbljena krvnim zilama i izravno prislonjena uz sloj glije na
povrsini mozga; 2. paucinasta ovojnica (arachnoidea spinalis et encephali), koja poput tankog
1 njeznog vela obavija piju mater; 3. tvrda moZzdana ovojnica (dura mater spinalis et
encephali), Cvrsta gusto-vezivna fibrozna ovojnica. Meka i paucinasta ovojnica odijeljene su
subarahnoidalnim prostorom (cavum subarachnoideale), kojim prolaze njezni vezivni mostici
koji ith medusobno povezuju. Na vanjskoj strani paucinaste ovojnice nalaz se subduralni
prostor (cavum subdurale) koji ju razdvaja od tvrde mozdane ovojnice. Suvremeno shvacanje
o gradi mozdanih ovojnica prihva¢a postojanje samo dviju ovojnica: unutarnje ili meke
ovojnice (leptomeninx), 1 vanjske, tvrde ovojnice (pachymeninx). Unutarnju ovojnicu tvore
dva sloja: dublji sloj koji je obilato opskrbljen krvnim zilama i smjeSten neposredno uz
mozdano tkivo (Sto odgovara piji mater) i povrSinski sloj, tzv. arahnoidalno tkivo sa
subarahnoidalnim prostorima, u kojim se nalazi cerebrospinalna tekuc¢ina. Vanjska ili tvrda

ovojnica, odvojena je od unutarnje ili meke ovojnice subduralnim prostorom (1).

1.1.2 Razvoj moZdanih ovojnica

Mozdane ovojnice pojavljuju se rano u tijeku razvoja Covjeka: pija mater se na povrsini
mozga 1 kraljeznicke mozdine vidi ve¢ 24-og dana embrionalnog razvoja, a dura mater se
moze vidjeti u bazalnim podrucjima od 41-og dana. Arahnoideja se od dure mater odvaja 57-
og dana razvoja (2, 3). Tijekom razvoja, mozdane ovojnice se postepeno razvijaju iz dva
zgusnuca koje se pojavljuju u podruéju glave. Prema O'Rahillyu i Mulleru (2), vanjsko
zgusnuce stvara kosStani dio tj. kosti lubanjskog svoda, a unutarnje zgusnuce (ograni¢avajuci
sloj dure) dovodi do nastanka dure i paucinaste ovojnice. Prema drugim autorima, vanjski

sloj, koji je mezodermalnog podrijetla daje osnovu za duru i membranske kosti svoda lubanje,



dok unutarnji sloj, koji nastaje iz stanica neuralnog grebena predstavlja osnovu za tanku piju

mater (priljubljenu uz tkivo mozga) i srednji sloj arahnoideju (4).

Wanyski sloj dure
Eost :
ubame ——

Dwa sloja dure

Arahnotdeja —

subarahnoidalnt prostor i, —

Pija mater ——

Cerebralni korteles —

Slika 1. Prikaz grade mozdanih ovojnica

Preuzeto iz: http://www.arthursclipart.org/medical/nervous/page 01.htm

1.1.3 HistoloSka grada moZdanih ovojnica

Histoloski, tvrda mozdana ovojnica sastoji se od gustog vezivnog tkiva i sadrzi venske sinuse,
dok je arahnoideja gradena od rahlog vezivnog tkiva, a priljubljena je na unutarnju povrsinu
dure. Izmedu arahnoideje i pije mater je subarahnoidalni prostor, koji sadrzi njezne vezivne
tracke 1 cerebrospinalnu tekucinu (5). Stanice mekih ovojnica (leptomeningealne stanice)
pokazuju nekoliko nacina usmjerenja tj. specijalizacije: oblikuju arahnoideju 1 piju mater
glave 1 kraljeznicke mozdine, omotace oko arterija u mozgu, kao i u vezivnu stromu
horoidnog pleksusa (plexus chorioideus). Osim toga, ove stanice oblazu kanale u
arahanoidnim resicama i ¢vorovima, kroz koje se cerebrospinalna tekuéina odvodi u venske
sinuse (6). PovrSina dure, pije mater i arahnoideje prekrivena je neprekinutim slojem ploc¢astih

stanica koji odgovara mezotelnom sloju (sluznici) na povrsini velikih tjelesnih Supljina kao



Sto su pleura, perikard i peritoneum (7, 8). Opisani plocasti epitel je mezenhimskog podrijetla
(9), a diferencira se tijekom mezenhimsko-epitelne pretvorbe (10, 11).

Izgleda da leptomeningealne stanice sudjeluju u kontroli razvoja malog mozga, djeluju¢i na
migraciju neurona i diferencijaciju radijalnih glija stanica putem razlicitih stani¢nih
interakcija (12). U mi§jih embrija, transformirajuci ¢imbenik rasta  (TGF-p), kao i karcinom
embrionalni antigen (CEA) izrazeni su u meningealnim stanicama u razdoblju

najintenzivnijeg oblikovanja i razvoja krvnih Zzila (angiogeneze) (13, 14).

1.2. Razvoj i grada seroznih ovojnica

1.2.1 Pleura

Pleura je tanka 1 sjajna serozna ovojnica koja pokriva povrsinu pluca, uvlaci se u pukotine
izmedu reznjeva pluca i pokriva unutras$nju povrsSinu Supljine (pleuralne Supljine) u kojima se
pluca nalaze. Pleura se sastoji od dva lista: pleura koja pokriva povrSinu plu¢a naziva se
pleura pulmonalis seu visceralis (popluénica), dok njezin drugi list pokriva endotorakalnu
fasciju, odnosno zidove lijeve 1 desne prsne Supljine, medijastinum 1 oSit 1 naziva se pleura
parietalis (porebrica). Oba lista pleura prelaze jedan u drugi u podrucju pluénog korijena,
zatvarajuci prostor cavum pleurae. Taj prostor u normalnom stanju ne postoji, jer oba lista
pleure priljezu i klize jedan uz drugi. Kada medutim pluca kolabiraju ili kada se nakupi zrak
ili teku¢ina izmedu pluéne i1 parijetalne pleure, tada pleuralna Supljina postaje vidljiva i
stvarna. Desna i lijeva pleura, odnosno njihove pleuralne Supljine, u ¢ovjeka nisu ni u kakvoj
medusobnoj vezi 1 potpuno su odvojene jedna od druge. U bliskom su odnosu jedino iza
gornjeg dijela prsne kosti, dok su iza jednjaka odijeljene veoma uskim meduprostorom. Desna

pleuralna Supljina je malo Sira nego lijeva (1).

1.2.2. Perikard

Perikard ili osréje je vezivna ovojnica koja ovija srce, a gradena je od kolagenog i elasticnog
tkiva pokrivenog mezotelom. To je zapravo Cunjasta vreca, koje je vrh okrenut prema gore i
nalazi se na mjestu odlaska brahiocefalicnog trunkusa, a baza joj leZi na oSitu. Vrh odgovara
visini sternalnog kuta, angulus sterni. Prednja strana perikarda dolazi u kontakt sa prsnom
kosti 1 hrskavicama rebara. Straznji zid perikarda dolazi u dodir s jednjakom, dok lateralne
strane perikarda pokriva pleura. Samo je rub baze perikarda Cvrsto vezan uz centrum

tendineum dijafragme, dok je srediSnji dio perikarda povezan s oSitom rijetkim vezivnim



tkivom. Perikard se sastoji od vanjskog fibroznog, pericardium fibrosum, i unutarnjeg
seroznog lista, pericardium serosum. Serozni list oblaze fibrozni list s unutarnje strane kao
parijetalni list, lamina parietalis 1 prelazi na velikim krvnim Zilama u visceralni list, lamina
visceralis, koji presvlaci srce kao epikard. Izmedu oba serozna lista lezi kapilarni prostor,

cavum pericardii, s malo serozne tekucéine. Fibrozni perikard nastavlja se u adventiciju velikih

krvnih zila (1).

/' Korijen pluéa (hilus) P ———
et p— 1 1Kaine
i pleura

Sibsonova fascija ——— e =

2. Medijastinalna
' pleura

Dijelovi
parijetalne
pleure

Pluce

|15, 3. Kostalna
| -“r"u-'- pleura

[\/ 4. Dijafragmalna
e pleura |

Parijetalni list~_| | [ W\ J 1

A1 Vanjski i unutarnii
Il medurebreni migici

Freniko-pleuralna —

;ni |\\
fascija

.ﬁ-h- '\

~ "\ /| Endotorakalna fascija

Y / Perikard
{)gﬁ Medijastinum

Slika 2. Prikaz odnosa i grade pleure i perikarda

Preuzeto iz: http://www.breader.com/diagram-teaching-files/index.html

1.2.3. Mezotel i razvoj seroznih ovojnica

Mezotel obavija peritonealnu, pleuralnu i1 perikardijalnu Supljinu, sa visceralnom i
parijetalnom povrSinom prekrivaju¢i unutarnje organe i zidove Supljina. Sastoji se od
jednoslojnog epitela nalik na plocasti, koji se nalazi na tankoj bazalnoj membrani koja se
nastavlja na subserozno vezivno tkivo koje sadrzi krvne zile, limfne Zile, ostatne upalne
stanice 1 stanice nalik na fibroblaste (15-17). Tijekom razvoja Covjeka, intraembrijonalni

mezoderm na svakoj strani neuralnog grebena diferencira se u paraaksijalni, intermedijarni i

10



lateralni mezoderm. Lateralni mezoderm se nastavlja u ekstraembrijonalni mezoderm, koji
pokriva zumanjcanu vrecu 1 amnion. Na kraju 3. razvojnog tjedna, u lateralnom mezodermu
pojavljuju se mali prostori, koji se potom spajaju, razdvajaju¢i mezoderm u dva sloja:
splanhnicki ili visceralni sloj i somatski ili parijetalni sloj. Poput tanke ovojnice, mezotelni
sloj obavija granicu splanhnickog i parijetalnog sloja, tj. cijelu tjelesnu Supljinu ili
intraembrijonalni celom, kojeg C¢ine perikardijalna Supljinu, dvije pleuralne Supljine i
peritonejska Supljina. U ovoj fazi razvoja, mezotelni i submezotelni slojevi tjelesne Supljine se
nazivaju perikard, pleura, odnosno peritoneum, a zajedno ¢ine serozne membrane (18).
Mezotelne stanice su podrijetlom od primitivnog mezoderma, ali dijele svojstva i epitelnih i
mezenhimskih stanica (19). Mezotelne stanice diferenciraju se tijekom procesa mezenhimsko-
epitelne pretvorbe, kao Sto je prethodno pokazano za mozdane ovojnice (10, 11, 20).
Morfoloski, mezotelne stanice pokazuju slicnost na razli¢itim mjestima seroznih membrana
kao 1 kod razli¢itih vrsta sisavaca (21-24).

U svom potpuno diferenciranom stanju, mezotelne stanice ¢ine jedan sloj, pretezno ploc¢astih
stanica oko 25um u promjeru, s karakteristicnim mikrovilima i pokojom trepetljikom na
stanicnoj povrSini. Mezotelne stanice pokazuju mnoga epitelna svojstva, ukljucujuci
poligonalni oblik, sadrzaj citokeratinskih intermedijarnih filamenata (Citokeratini 6,8,18 i 19)
(25), te sposobnost da stvaraju bazalnu membranu. Medutim, oni takoder pokazuju obiljezja i
mezenhimskih stanica, kao §to su prisutnost vimentina, dezmina a nakon stimulacije i o —
glatko-miSiénog aktina (26). Tijekom mezenhimsko-epitelne pretvorbe, stanice mezotela
zadrzavaju neke odlike mezenhimskih stanica, zadrzavajudi tako znacajke oba tipa stanica:
mezenhimskih 1 epitelnih. Medutim, stanice koje se diferenciraju na povrSinama seroznih i
mozdanih ovojnica su razli¢itog podrijetla: dok u podrucju glave stanice neuralnog grebena
(stanice neuroektodermalnog podrijetla) znacajno sudjeluju u stvaranju leptomeningi, to nije
slucaj za tipicne serozne ovojnice poput pleure i perikarda. Temeljem razlike u podrijetlu
izmedu seroznih ovojnica 1 mozdanih leptomeningi, ocCekujemo takoder razlike u

histokemijskim znacajkama epitelnih stanica koje ih prekrivaju.

11
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Slika 3. Hipotetski prikaz mati¢ne mezotelne stanice koja se nalazi u seroznom sloju.

Nakon ozljede, ove stanice se mogu pretvoriti u subserozne maticne stanice sa sposobnos¢u daljnje
diferencijacije u miofibroblaste, glatko-miSi¢ne stanice i endotelne stanice. Takoder, one se mogu
odvojiti od bazalne membrane i postati slobodne-plutajuce mati¢ne stanice u seroznoj tekucini prije
nego popune osteceni dio serozne ovojnice.

Preuzeto iz: Herrick, S. E. and S. E. Mutsaers (2004). "Mesothelial progenitor cells and their potential
in tissue engineering.” Int J Biochem Cell Biol 36(4): 621-42.

1.3. Mezenhim i mezenhimsko-epitelna pretvorba

Mezenhim je nediferencirano rahlo vezivno tkivo koje najve¢im dijelom potjece od
mezoderma, a manjim dijelom od stanica neuralnog grebena tj. ektoderma. Mezenhimske
stanice lako migriraju, za razliku od epitelnih stanica koje ne pokazuju veliku mobilnost.
Mezenhimu je svojstvena obilna medustani¢na tvar koji sadrzi nakupine retikulinskih vlakana
1 nespecijaliziranih stanica. Stanice mezenhima mogu se diferencirati u smjeru vezivnog
hrskavi¢nog, koStanog tkiva, te endotelnih stanica krvnih i limfnih zila i mezotelnih stanica
seroznih ovojnica (9, 27).

Mezenhimsko-epitelna pretvorba predstavlja proces zamjene mezenhimskih bjelancevina
epitelnim bjelan¢evinama i pojavom tipi¢ne bazalne membrane ispod epitelnog sloja (10, 11,

28). Ona je svojstvena ne samo razvoju mozdanih ovojnica, nego i razvoju seroznih ovojnica
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kao i drugih organa u ljudskom tijelu (20). Mezenhimsko-epitelna pretvorba je reverzibilni
bioloski proces koji ukljuCuje pretvorbu iz pokretljivih, zvjezdolikih ili vretenstih
mezenhimskih stanica u plocCaste, polarizirane stanice epitelnog tkiva. Za razliku od epitelnih
stanica, koje su nepokretne i specificne po apikalno-bazalnoj polarnosti, ¢vrstim stani¢nim
vezama 1 izrazaju medustani¢nih adhezivnih bjelancevina (npr. E-cadherin), mezenhimske
stanice nisu povezane medustanicnim vezama. One mogu prodirati kroz bazalnu membranu i
izrazavaju biljege kao Sto su vimentin, fibronektin, N-cadherin, Twist i Snail (29, 30).
Tijekom embriogeneze 1 ranog razvoja, stanice mijenjaju svoj fenotip uz pomoc
mezenhimsko-epitelne pretvorbe i njoj obrnutog procesa tj. epitelno-mezenhimske pretvorbe.
Mezenhimsko-epitelna pretvorba se najviSe proucavala tijekom razvoja bubrega (31), razvoja
somita (32), i razvoja jetre (33).

Najbolje opisani primjer mezenhimsko-epitelne pretvorbe odnosi se na razvoj bubrega (34,
35). O ulozi mezenhimsko-epitelne pretvorbe u nastanku tumora malo se zna, no postoje
brojne studije o ulozi epitelno-mezenhimske pretvorbe u tumorskim metastazama. Vjeruje se
da mezenhimsko-epitelna pretvorba sudjeluje u utvrdivanju i stabilizaciji udaljenih metastaza,
dozvoljavajuéi stanicama karcinoma da ponovno steknu epitelne odlike i tako se integriraju u
udaljene organe. Posljednjih godina, istrazivaci su poceli istrazivati i mezenhimsko-epitelnu

pretvorbu, kao jednu od mnogih potencijalnih ciljeva u spre¢avanju metastaza (36).

1.4. Tumori moZdanih i seroznih ovojnica

Tumori mozdanih ovojnica, nazvani meningeomi, uglavnom su benigni tumori odraslih,
obi¢no pri¢vr§éeni uz duru mater. Oni proizlaze iz meningotelijalnih stanica arahnoideje i
mogu se naci uzduz bilo kojeg dijela vanjske povrSine mozga, kao 1 unutar mozdanih komora.
Meningeomi pokazuju Sirok raspon histoloskih stupnjeva. Medu podtipovima klasificiranima
od strane Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) najces¢i su meningotelijski, fibrozni i
tranzicijski meningeomi. SZO klasificirala je meningeome u tri histoloska stupnja: benigni
(stupanj I po SZ0O), atipi¢ni (stupanj II po SZO) i1 anaplasti¢ni (maligni) meningeom (stupanj
II po SZO) (37). Stanice meningeoma izrazavaju nekoliko epitelnih markera, ukljucujuci
mezotelin, nestin i epitelni membranski antigen (10, 38-44). Ti nalazi upucuju na to da se ova
tri antigena mogu pojaviti u meningealnim stanicama ve¢ u nekim fazama normalnog razvoja
mozdanih ovojnica u covjeka.

Tumori mezotelnih stanica, poznati 1 kao mezoteliomi, uglavnom su agresivni tumori u
odraslih. Svjetska zdravstvena organizacija preporucuje nazivlje difuznog malignog

mezotelioma, kada se odnosi na maligne tumore koje proizlaze iz mezotelnih stanica. Postoji
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nekoliko patohistoloskih tipova mezotelioma koji su do sada opisani. Epitelioidni mezoteliom,
ima epitelioidnu gradu, a obi¢no se sastoji od svijetlih stanica s obilnom eozinofilnom
citoplazmom. Sarkomatoidni mezoteliom je sastavljen od vretenastih stanica koje su
nasumicno rasporedene. Neki sluc¢ajevi nalikuju na fibrosarkom, a drugi imaju uzorak nalik
nediferenciranim pleomorfnim sarkomima. Dezmoplasticni mezoteliom, sastoji se od rasutih
atipi¢nih stanica u storiformnom ili nespecificnom uzorku u viSe od 50% tumora, uronjenih u
gusto kolageno vezivno tkivo. Bifazicni mezoteliom, sadrzi kombinaciju drugih obrazaca, u
vecini slucajeva kombinaciju epitelioidnih i sarkomatoidnih uzoraka. Po definiciji, svaka

komponenta treba obuhvacati najmanje 10% od cjelokupnog tumora (45).

1.5. Biljezi mezotelnih stanica

1.5.1. Mezotelin

Mezotelin je nedavno opisana, 40-kDa membranska diferencijalna bjelanCevina stanine
povrsine, a izraZen je u normalnim tkivima pleure, perikarda i peritoneuma, kao i na povrsini
epitela jajnika, krajnika 1 jajovoda te u mozdanim ovojnicama u odraslog covjeka (10, 11, 44,
46). Ujedno je izraZzen u tumorskim tkivima, ukljuCujuci: mezoteliome, adenokarcinoma
gusterace, karcinomu plocastih stanica podrucja glave, vrata, plu¢a, jednjaka, grlica maternice
i vagine kao i meningeomima (39, 40, 43, 44). Do sada, imunoreaktivnost mezotelina
otkrivena je u citoplazmi stanica arahnoideje odraslih ljudi, ali ne i u normalnim stanicama
pije mater. Imunoreaktivnost na mezotelin je takoder otkrivena u citoplazmi i stani¢noj
membrani tumorskih stanica meningeoma histoloskog stupnja I, II i III (44). Do sada, moguce
funkcije mezotelina nisu jasno utvrdene, ali se pretpostavlja da ima ulogu u stani¢nom
povezivanju (40). Medutim, suprotne podatke daju rezultati na , knock-out* misevima, koji
se s nedostatkom mezotelina normalno razvijaju 1 razmnozavaju, bez histoloske
abnormalnosti tkiva (47).

Mezotelin je biljeg koji je izvorno opisan kao antigenski cilj K1 monoklonskog antitijela (48,
49), te je bio generiran koriStenjem OVCAR-3 linije karcinoma jajnika stanica (40).
Sekrecijski oblik je istovjetan €imbeniku za poticanje megakariocita (50). GPI-povezni
membranski  oblik mezotelina je uzrokovao najviSe interesa kao potencijalni
imunohistohemijski biljeg u dijagnostici tumora (51). Budu¢i da je mezotelin jako izrazen u

normalnim mezotelnim stanicama i1 u mezoteliomima, ova bjelancevina je posluzila kao
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imunohistokemijski biljeg za razlikovanje epitelioidnih mezotelioma 1 pluénih
adenokarcinoma (48, 49).

Kako su svi epitelioidni mezoteliomi bili pozitivni na anti-mezotelin protutijelo, a svi
adenokarcinomi pluca bili negativni, zakljueno je da je ovo protutijelo korisni mezotelni
biljeg za razlikovanje ova dva tumora. Ujedno je izrazen u meningeomima, adenokarcinomu
gusterace, 1 ploCastom karcinomu podrucja glave, vrata, pluca, jednjaka, grlica maternice i
vagine (10, 39, 40, 43, 44). Do sada mezotelin nije istrazivan tijekom razvoja ljudskih
mozdanih i seroznih ovojnica, osim u studijama koja su provedene kao dio ove doktorske

disertacije (10, 11).

1.5.2. Nestin

Nestin je jedan od intermedijarnih filamenata, koji zajedno s vimentinom i glijalnim
fibrilarnim kiselim proteinom (GFAP) oblikuje snopove u neuroepitelinim mati¢nim
stanicama, te na taj nacin sudjeluje u razvoju embrionalnog sredi$njeg ziv€anog sustava
Stakora 1 ljudi (52-57). Nestin, kopolimerizacijom (vjerojatno s vimentinom), oblikuje
snopove intermedijarnih filamenata u neuroepitelnim stanicama (55, 56). Rijetko se otkrije u
ne-neoplastiénim tkivima mozga, pojavljuju¢i se katkada slabijim izrazajem u endotelnim
stanicama krvnih zila. Takoder, u covjeka je pronaden u razvoju vidnog zivca (58), i spinalnih
ganglija (59). Nestin mRNA je pronadena i visoko izraZzena u mozgu Stakora tijekom
embrionalnog razdoblja kao i1 kod odraslih Stakora (52). Koriste¢i analizu izraZaja nestin-
transgenomski promovirane [-galaktozidaze u miSeva LacZ bojenjem, otkriven je u
neuroepitelu i somitima nedugo nakon zatvaranja neuralne cijevi (60). LacZ bojenje je postalo
jace izrazeno u zonama proliferacije mozdanih komora, dok je u stanicama korteksa odraslih
bio ograniCen samo na populaciju ependimskih stanica. Nestin je takoder otkriven u
tumorskim tkivima glioma, glioblastoma, hemangioblastoma i meningeoma u covjeka (41,
42).

Osim toga, nestin nije pronaden samo u nezrelim neuroepitelnim i stanicama glioma, nego i u
endotelnim stanicama tijekom aktivne proliferacije (42). Nestin je otkriven u razvoju ljudskih
mozdanih ovojnica u nekim stanicama arahnoideje te najviSe u endotelnim stanicama krvnih

zila (10).

1.5.3. Epitelni membranski antigen (EMA)
Epitelni membranski antigen (EMA) pripada u heterogenoj skupini visoko glikoziliranih

transmembranskih bjelancevina poznatih kao humani globulini mlije¢ne masti (HMFG). Ova
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obitelj antigena nije ograni¢ena samo na tkivo dojke, nego se moze naéi u sekretornom i ne-
sekretornom epitelu (npr. ploCastom epitelu), stanicama leptomeningi u covjeka, ali 1 u
razli¢itim adenokarcinomima, karcinomima plocastog 1 prijelaznog epitela, sitnostani¢nim
anaplastiénim karcinomima, mezoteliomima, histiocitnim limfomima, sinovijalnim i
epiteloidnim sarkomima, te meningeomima (10, 11, 38, 61-65). Protutijela na EMA su
koristena u dijagnosti¢koj histopatologiji 1 citologiji kao pokazatelji epitelne diferencijacije
(66-68). EMA se takoder koristi u identifikaciji meningeoma (u kombinaciji s vimentinom) i
ependimoma, za razlikovanje od drugih tumora kao $to su gliomi (69, 70). U tkivima u
razvoju, EMA pomaze kod odredivanja podrijetla Zljezdanih organa. Mati¢ne stanice pili¢a i
misSeva takoder izrazavaju EMA (71). Mogucée vrijeme pojavljivanja EMA u stanicama
mozdanih 1 seroznih ovojnica u ¢ovjeka, do sada nije sustavno proucavano osim u dijelu

istrazivanja provedenih u okviru ove disertacije (10, 11).

16



2. CILJEVI I HIPOTEZE

2.1. Cilj
Cilj ove studije je primjenom odgovaraju¢ih imunohistokemijskih biljega za nestin, mezotelin
i EMA, u normalnim tkivima mozdanih i seroznih ovojnica tijekom razvoja (od 5. do 22.
tjedna) i u odraslih, te u mezoteliomima i meningeomima analizirati:
1. prostornu i vremensku raspodjelu nestin-pozitivnih nezrelih stanica u podruc¢jima
mozdanih i seroznih ovojnica tijekom razvoja
2. prvu pojavu EMA 1 mezotelina kao biljega stani¢ne diferencijacije u povrsinskim
dijelovima mozdanih i seroznih ovojnica tijekom razvoja
3. mjesto i vrijeme pojavljivanja stanica jednoslojnog plocastog epitela (mezotelnih
stanica) na povrSini mozdanih i1 seroznih ovojnica kao posljedici mezenhimsko-
epitelne pretvorbe, te moguce razlike u tom procesu zbog razliCitog podrijetla
navedenih ovojnica.
4. pojavu istih biljega (nestina, EMA 1 mezotelina) u normalnom tkivu odraslih ovojnica,
tumorima mozdanih ovojnica meningeomima 1 tumorima seroznih ovojnica

mezoteliomima.

2.2. Hipoteze

Ocekuje se da ¢e razvoj mozdanih i1 seroznih ovojnica u covjeka biti popracen promjenom
izrazaja, vremena 1 mjesta stani¢nog pojavljivanja istrazivanih biljega. Prvotno jak izrazaj
nestina, bit ¢e zamijenjen sve jacim izrazajem mezotelina i EMA u povrSinskim stanicama
ovojnica. Obzirom na razli¢ito podrijetlo mozdanih i seroznih ovojnica, ocekuju se razlike u
izrazaju navedenih biljega. Analiza rezultata uputit ¢e na mogucu ulogu ovih biljega u
razvoju mozdanih i1 seroznih ovojnica, te ovojnica odraslih i tumorskih tkiva. Temeljem
pracenja istih stani¢nih linija u navedenim tkivima dobit ¢e se informacija o smjeru
diferencijacije ili maligne pretvorbe tih stani¢nih populacija u normalnom i tumorskom tkivu.
Provedena istrazivanja razvoja i tumora mozdanih 1 seroznih ovojnica u covjeka, objavljena
su u obliku dva rada u cCasopisu Acta Histochemica (10,11). Slicne studije na humanom

materijalu ne postoje vezane uz ovu temu istrazivanja.
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3. METODE I MATERIJAL

3.1. Sakupljanje tkiva i odredivanje starosti

Istrazivanje se provelo na 12 normalnih ljudskih zametaka od 7. do 22. tjedna starosti (tablica
1), 6 uzoraka mozdanih (tablica 2) i seroznih ovojnica odraslih ljudi (tablica 3), 6 uzoraka
meningotelijskih meningeoma histoloskog stupnja 1 prema SZO (tablica 4) i 6 uzoraka
mezotelioma pleure epitelioidnoga histoloskog podtipa prema SZO (tablica 5). Tkivo jednim
dijelom potjece iz postojece arhivske zbirke Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu i Klinickog zavoda za patologiju, sudsku medicinu
i citologiju Klinickog bolnickog centra Split (tkivo spontano pobacenih zametaka i zametaka
iz tubarnih trudnoca, tkivo mozdanih i seroznih ovojnica plu¢a i srca sakupljeno nakon
izvrSenih obdukcija 1 tumorskog tkiva). Uzimani su samo oni embriji i fetusi koji su dobro
oCuvani 1 bez vanjskih znakova maceracije. Starost zametaka odredila se na temelju podataka
o ovulacijskoj dobi, mjerenjem duzine tjeme-zadak (eng. crown-rump length - CRL) (7) te

usporedbom sa stadijima Carnegie Instituta (72).

Tablica 1. Dob i broj ljudskih embrija i fetusa analiziranih u studiji

Dob (tjedni) CRL (mm) Carnegie stage FL (mm) Broj

7-8 23 21 - 3
9-10 57 - 8 3
15-16 142 - 29 3
20-22 214 45 3

CRL, (eng. crown-rump length) duljina tjeme-zadak; FL, (eng. foot length)
duljina stopala; Carnegie stage (7).
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Tablica 2. Karakteristike bolesnika za normalne uzorke mozdanih ovojnica

Slu¢aj  Dob (godine)/spol Lokacija meningi Uzrok smrti
1 68/M Desno parijetalno Infarkt miokarda
2 63/M Desno parijetalno Hematotoraks
3 56/7 Desno parijetalno Kardiomegalija
4 76/M Desno parijetalno Pneumonija
5 72/M Desno parijetalno Infarkt miokarda
6 60/7 Desno parijetalno Embolija plué¢a

M, muski; Z, zenski.

Tablica 3. Karakteristike bolesnika za normalne uzorke perikarda i pleure

Slucaj  Dob (godine)/spol Lokacija Uzrok smrti
perikarda/pleure
1 67M Lijevi vetrikul/lingula CVI
2 597 Lijevi vetrikul/lingula SAH
3 72M Lijevi vetrikul/lingula CVI
4 68M Lijevi vetrikul/lingula SAH
5 7™M Lijevi vetrikul/lingula CVI
6 747, Lijevi vetrikul/lingula CVI
M, muski; Z, Zenski; CVI, cerebro-vaskularni inzult; SAH, subarahnoidalno
krvarenje

Tablica 4. Karakteristike bolesnika za uzorke meningeoma

Slucaj Dob Lokacija meningeoma  Patologija meningeoma  Histoloski
(godine)/spol gradus
1 48/7. Desni konveksitet Meningotelijski Gl
2 69/7 Desno sfenoidalno Meningotelijski GI
3 74/7 Desno frontalno Meningotelijski GI
4 80/M Lijevo temporalno Meningotelijski GI
5 66/M Dolje frontalno Meningotelijski GI
6 77/7 Desno okcipitalno Meningotelijski Gl

M, muski; Z, zenski.



Tablica5S. Karakteristike bolesnika za uzorke mezotelioma

Slucaj Dob Lokacija mezotelioma Patologija mezotelioma
(godine)/spol
1 58/M Lijevi donji rezanj pluca Epitelioidni
2 62/7 Desni donji rezanj pluca Epitelioidni
3 68/M Desni donji rezanj pluca Epitelioidni
4 70/M Lijevi donji rezanj pluca Epitelioidni
5 59/'M Desni gornji rezanj pluca Epitelioidni
6 71/M Desni gornji reZanj pluca Epitelioidni
M, muski; Z, Zenski.

3.2. Vodenje i uklapanje tkiva

Nakon pregleda vanjskog izgleda plodova, ucinila se mikrosekcija kojom su se odvojili
dijelovi tkiva koji sadrze ovojnice. Komadi¢i tkiva iz podrucja glave te povrSine pluca i srca
embrija 1 ranih fetusa, fiksirala su se u 4% formaldehidu u fosfatnom puferu tijekom 24 sata,
te nakon ispiranja u fosfatnom puferu, dehidrirala u uzlaznim koncentracijama alkohola.
Nakon ispiranja u ksilolu, uklopila su se u parafin na 56°C. Serijski su se izrezali na popre¢ne
rezove debljine 7 pum, te prilijepile na predmetna stakla prethodno obradena 0.01%-tnom
vodenom otopinom poly-L-lizina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA). Ucinila su se
orijentacijska bojanja svakog 10-tog stakla hemalaunom i eozinom, kako bi se provjerila

razina reza 1 o¢uvanost tkiva.

3.3. Imunohistokemijsko bojanje rezova

Imunohistokemijski postupak zapoceo je deparafiniranjem rezova prvo u ksilolu, a zatim
nastavljeno rehidracijom u alkoholima sve nize koncentracije. Inkubacijom u 3% H,O, (15
minuta pri sobnoj temperaturi) inaktivirala se endogena peroksidaza. Radi otkrivanja
antigenskih mjesta rezovi su se zatim kuhali u citratnom puferu u mikrovalnoj peénici na
95°C kroz 17 minuta 1 isprali u PBS-u (eng. phosphate buffered saline-PBS). Daljnji postupci
ovisili su o uputama proizvodaca za imunohistokemijsku uporabu protutijela i o referentnim

metodama nasSeg laboratorija.
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Koristiti smo primarna mi§ja monoklonalna protutijela na ljudski:

e EMA antigen (razrjedenje 1:100, clone E29, Dako, Glostrup, Denmark),
e mezotelin (spremno za upotrebu, SPM 143, Abcam, Cambridge, UK),
e nestin (razrjedenje 1:100, clone 10C2, Abcam, Cambridge, UK).

Nakon jednosatne inkubacije s primarnim protutijelom i ispiranja u PBS-u, koristitili smo dva
nacina za sekundarnu detekciju primarnih protutijela: imunofluorescencija i bojanje DAB-om

(diaminobenzidin).

3.3.1. Imunofluorescencija

Za ovu metodu koristili smo sekundarno protutijelo za prikazivanje vezanja primarnih
protutijela i to prema Zivotinjskom podrijetlu primarnog protutijela:

Texas Red, T-862, Jackson Immuno Research Lab., PA, USA u razrjedenju 1:200.

Rezovi su se inkubirali jedan sat sa sekundarnim fluorescentnim protutijelom u tamnoj
komori. Primarno protutijelo se inkubiralo kroz jedan sat, a nakon ispiranja u PBS-u dodalo se
sekundarno protutijelo u trajanju od jednog sata. Nakon zadnjeg ispiranja u PBS-u, rezovi su
se uklopili u medij za uklapanje (Immuno-Mount, Shandon, Pittsburg, PA, USA) i pokrili
pokrovnim stakalcem. Stanice koje su reagirale s odgovaraju¢im kompleksom primarnog i
sekundarnog protutijela imala su crveno obojenu citoplazmu ili jezgru. Stanice koje nisu
reagirale s odgovaraju¢im kompleksom primarnog i sekundarnog protutijela imala su DAPI-
jem (4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride — DAPI, D1306, Invitrogen Molecular
Probes Inc, Eugene, OR, USA) plavo obojenu jezgru.

Preparati su pregledani fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX61 (Olympus, Tokyo,

Japan) 1 slikani s DP71 digitalnom kamerom.

3.3.2. Bojanje diaminobenzidinom (DAB)

Drugim na¢inom detekcije primarnih protutijela koristili smo o podrijetlu protutijela neovisni
Streptavidin-Biotin Peroxidase System (K0690, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA), te
nakon ispiranja u PBS-u, rezove smo obojili diaminobenzidinom (DAB) tijekom 10 minuta na
sobnoj temperaturi i isprali u destiliranoj vodi, te obojili hemalaunom. Rezovi su se zatim
uklopili u medij za uklapanje 1 pokrili pokrovnim stakalcem. Stanice koje su reagirale s

odgovaraju¢im primarnim protutijelima imale su smede obojenu citoplazmu ili jezgru. Stanice
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koje nisu reagirale s primarnim protutijelima, imale su jezgru plavo obojenu hemalaunom i
svijetlu citoplazmu.
Preparati su pregledani svjetlosnim mikroskopom Olympus BX40 (Olympus, Tokyo, Japan)

koji je opremljen odgovaraju¢im konfokalnim dodatkom.

3.3.3. Negativna kontrola

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

signala citoplazmi ili jezgara stanica.

3.3.4. Pozitivna kontrola

Pozitivna kontrola na istrazivanim rezovima je smede obojenje (bojenje s DAB-om) odnosno
fluorescentni signal (bojenje fluorescentnim sekundarnim protutijelima) pojedinih citoplazmi
ili jezgara stanica u okolnim strukturama za koje se iz literature zna da reagiraju s primarnim
protutijelima. Dodatno su se raspored i razlike pozitivnih od negativnih stanica u strukturama

rezova provijerile u literaturi i to za svaki trazeni ¢imbenik.

3.4. Semi-kvantifikacija pozitivnih stanica

Semi-kvantifikacija pozitivnih stanica radila se samo za preparate obojane DAB-om na
kojima se to¢no vidi koje vrste stanica istrazujemo, dok isto nije bilo moguée raditi na
preparatima imunofluorescencije (u kojima vidimo fluorescentni signal jezgre i specificnog
antitijela) a pozadina je tamna. Imunofluorescencija je u ovome slucaju koriStena da bi
preciznije prikazala specificno vezanje koriStenih biljega za pojedine stanice i nakupine
stanica. Jakost izrazaja pozitivnih stanica u odnosu na negativne stanice mozdanih i seroznih
ovojnica, normalnog i tumorskog tkiva istrazivalo se na 12 embrija i fetusa starosti od 5. do
22. tjedna razvoja kao i1 na 6 uzoraka moZzdanih i seroznih ovojnica odraslih ponaosob i po 6
uzoraka meningeoma i mezotelioma. Pozitivne i negativne stanice brojale su se u tri ne-
priljezeca reza uzeta iz svakog uzorka. Bilo koji intenzitet bojanja stanica smatrao se
pozitivnim. Za ovu analizu koristio se Olympus BX40 mikroskop s DPI11 digitalnom
kamerom kao i DP-SOFT Version 3.1 ra¢unalni program.

Statisticka analiza uzoraka nije se provela u okviru ove doktorske disertacije jer je osnovni

cilj bio dokazati prisutnost istrazivanih biljega mezenhimsko-epitelne pretvorbe tijekom
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razvoja, u zdravom odraslom tkivu i u tumorskom tkivu. Osnovna ideja ovog rada je bilo
pracenje diferencijacije stani¢nih linija koje su u tumorskom tkivu izvor malignih stanica.
Statisticke metode primjenjive na dostupnim uzorcima tkiva ovdje nisu bile metoda izbora,
obzirom na ekskluzivnost humanog embrionalnog i fetalnog materijala koji je tesSko dostupan,

a broj uzoraka nedostatan.

3.5. Eti¢ka nacela

Istrazivanje se provelo na embrionalnom, fetalnom tkivu (starosti od 5. do 22. tjedna razvoja),
tkivu odraslih ljudi i tumorskome tkivu iz arhivske kolekcije Zavoda za anatomiju, histologiju
1 embriologiju, te plodovima i tkivima sakupljenim u Zavodu za patologiju, citologiju i
sudsku medicinu Klini¢ckog bolnickog centra Split.

Za istrazivanje na projektu MZOS-a broj 216.2160528-0507 dobivena je suglasnost Eti¢kog
povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu i
suglasnost Etickog povjerenstva Klini¢ckog bolnickog centra Split.

Postovala su se eticka nacela o istrazivanju embrionalnog 1 fetalnog materijala u skladu s
etickim normama (73) i medunarodnim ugovorima (World Medical Association Declaration

of Helsinki- 52" WMA General Assembly, Edinburgh, Scotland, October, 2000).
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4. REZULTATI

4.1. Opdi prikaz razvoja i grade moZdanih ovojnica i menigeoma

4.1.1. Normalni razvoj moZdanih ovojnica u éovjeka

U sedmom tjednu razvoja Covjeka, embrionalne mozdane ovojnice sastojale su se od dva
mezenhimska zgusnuc¢a, odvojena jedno od drugog kao i od povrSine mozga mrezom rahlih
tracaka mezenhimskog tkiva. PovrSina glave ve¢ je bila prekrivena kozom, koju su
izgradivala 1-2 sloja povrSinskog epitela. Krvne Zile vidjele su se unutar mreze tracaka koja
odvaja vanjsko 1 unutrasnje mezenhimsko zgusnuce i koje predstavljaju buduce sinuse dure. U
podrucju buduceg subarahnoidnog prostora, smjestenog izmedu unutra$njeg mezenhimalnog
zgusnuca 1 pije mater na povrSini mozga, uocene su njezna trabekularna mreza i krvne zile
(slika 4A).

U osmom tjednu razvoja, znaci pocetnog razvoja hrskavice uoceni su u zatiljnom dijelu
vanjskog mezenhimalnog zgusnuca (buduce kosti lubanje), oznaCavaju¢i mjesto razvoja
zatiljne kosti. Tijekom daljnjeg razvoja (deveti tjedan), podrucje hrskavice u zatiljnom dijelu
lubanje se prosirilo, dok su mezenhimska zgusnucéa postala deblja i bolje formirana. Broj
krvnih zila je takoder porastao na podru¢ju izmedu unutarnjeg i vanjskog zgusnuca.
U kasnijem fetalnom razdoblju, dva vezivna zgusnuca su zadebljala i postala jasno
prepoznatljiva u odnosu na okolno tkivo, kao i epitel koze i1 korijum na povrSini. Unutar
vanjskog vezivnog zadebljanja, procesom intramembranskog okosStavanja doslo je do razvoja
kostanih gredica, dok je subarahnoidalni prostor sadrzavao trabekule vezivnoga tkiva i brojne

krvne Zile (slika 4B).

4.1.2. MoZdane ovojnice u odraslih
Nakon rodenja, arahnoideja je bila gradena od rahlog veziva koji sadrzi brojne krvne Zile,
prekrivena slojem dobro diferenciranoga epitela koji je na nekim mjestima sadrzavao

viSeslojne ¢vorove (granulacije) (slika 4C).

4.1.3. Tumorsko tkivo : meningotelijski meningeomi
Histoloska svojstva meningotelijskog meningeoma obiljezena su velikim brojem istovrsnih
tumorskih stanica, s ovalnim jezgrama koje sadrze kromatin i koje pokazuju sredisnji svijetli

dio, ili stvaraju citoplazmatsko-nuklearne inkluzije. Tumorske stanice formiraju vrtlozaste
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nakupine koje su na nekim mjestima odvojene jedne od drugih tankim pregradama vezivnog

tkiva s krvnim zilama (slika 4D).

Slika 4. (A) Frontalni presjek kroz podrucje glave ljudskog embrija starosti 7 tjedana: koza (s) je
prekrivena jednoslojnim epidermisom (e), vanjsko mezenhimsko zgusnuée (oc), unutarnje
mezenhimsko zgusnuce (ic), subarahnoidalni prostor (ss), pija mater (pm), mozak (b). Umetak slike:
krvna Zila (bv) i trabekularna mreZza (strelica) u subarahnoidalnom prostoru. (B) Sagitalni presjek kroz
podrucje glave ljudskog fetusa starosti 22 tjedna: koza (s) je prekrivena troslojnim epitelom (e).
Vanjsko mezenhimsko zgusnuée (oc) sa koStanom trabekulom (bt), unutrasnje mezenhimalno
zgusnuée (ic), 1 subarahnoidalni prostor (ss) s krvnom zilom (bv). Umetak slike: detalj
subarahnoidalnog prostora sa brojnim trabekulama (strelica) i krvnom Zzilom (bv). (C) presjek kroz
arahnoideju odraslih: jednoslojni plocasti epitel (e) na povrsini vezivnog tkiva (ct) arahnoideje, na
pojedinim mjestima stvara epitelne ¢vorove (g). (D) Presjek kroz meningotelijski meningeom
histoloskog gradusa 1 po SZO: vecina tumorskih stanica sadrze ovalnu jezgru s njeznim kromatinom
(strelica), odvojene snopovima vezivnog tkiva s krvnim Zzilama (bv). Hemalaun i eozin bojanje.
Ljestvice: Ai B =100 pm, ¢i D =25 um.
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4.2. Imunohistokemijsko bojanje

4.2.1. Epitelni membranski antigen (EMA)

U 7. tjednu razvoja, EMA nije bio prisutan u podru¢ju mozdanih ovojnica, dok je istovremeno
bio izrazen u kozi i epitelu usne Supljine, te u epitelnim stanicama koroidnog pleksusa.

U 8. tjednu razvoja, prvi znakovi umjerene reaktivnosti EMA uoceni su u stanicama u svih
triju ovojnica u razvoju: arahnoideje, pije i dure mater. Od 10. do 22. tjedna razvoja, jaka
reaktivnost na EMA protutijelo obiljeZila je povrSinu epitelnih stanica u obje leptomeninge
(arahnoideje i pije), kao 1 na povrsini stanica vezivne trabekularne mreze izmedu njih, dok
tkivo dure nije bilo prisutno (tablica 6, slika 5A). Nakon rodenja i u odraslih ljudi, unutar
mozdanih ovojnica naden je jaki izrazaj EMA u povrSinskom epitelu i granulacijama
arahnoideje, u podrucju pije mater, kao i na povrsini stanica vezivne trabekularne mreze u
subarahnoidalnom prostoru (tablica 6, slika 5B). Tumorske stanice meningotelijskih
meningeoma histoloskog gradusa 1 po SZO, pokazale su umjerenu citoplazmatsku
pozitivnost za EMA u gotovo svim tumorskim stanicama, osim u endotelnim stanicama

krvnih Zzila (slika 5C).

Tablica 6. I1zrazaj razli¢itih biljega u moZdanim ovojnicama ¢ovjeka izmedu 7. i 22.
tjedna razvoja, u meningama odraslih ljudi i meningeomima

Protutijelo

Dob embrija i Dio mozdanih
fetusa (tjedni) EMA MEZOTELIN NESTIN ovojnica/

meningeoma
7 -/-/- -/-/- +/+/+ D/A/P
7-8 -/-1- -/-/- +/+/+ D/A/P
8 +/+/+ -/-/- +/+/+ D/A/P
9-10 +/+/+ -/-1- +/+/+ D/A/P
15-16 -[+/+ -/-/- +/+/+ D/A/P
20-22 -[+/+ -/E/£ -[+/+ D/A/P
Meninge u -/+/o -I+/o -/+lo D/A/P
odraslih ljudi
Meningeomi
GI -/+ -/+ +/+ S/C

D = dura mater, A = arahnoideja, P = pija mater; GI (benigni meningeomi po klasifikaciji
Svjetske zdravstvene organizacije, histoloski gradus 1); S = stromalni dio tumorskog tkiva, C
= stani¢ni dio tumorskog tkiva (meningotelijske stanice); + = jaki izrazaj, + = umjereni
izrazaj, - = nema izrazaja, ¢ = struktura nedostaje u tkivu.
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4.2.2. Mezotelin

Od 7. do 15. tjedna razvoja, nije zamije¢ena pozitivnost na mezotelin u podrucju glave tj.
mozdanih ovojnica u razvoju. U 15. tjednu razvoja, mezotelin je uocen u povrSinskom epitelu
koze, ali ne i u mozdanim ovojnicama u razvoju. U 22. tjednu, mezotelin je prvi put uocen
samo u nekim povrSinskim stanicama arahnoideje, a vrlo rijetko u stanicama vezivne
trabekularne mreze u subarahnoidalnom prostoru (tablica 6, slika 5D). U mozdanim
ovojnicama nakon rodenja, kao i1 u odraslih ljudi, snazna reakciju na mezotelin uocena je
samo u nekim povrSinskim stanicama epitela i granulacijama arahnoideje, kao i u povrSinskim
stanicama trabekularne mreze u subarahnoidalnom prostoru (tablica 6, slika 5D). U
meningotelijskim meningeomima histoloskog stupnja 1 po SZO, umjereni citoplazmatski
izrazaj mezotelina otkriven je samo u nekim dijelovima tumorskog tkiva koje sadrzi gnijezda

tumorskih stanica (tablica 6, slika 5F).
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Slika 5. (A) Presjek kroz arahnoideju u 22. tjednu razvoja: jaka reaktivnost na EMA je zamijecena u
stanicama jednoslojnog plocastog epitela (stanicama nalik na mezotel) (strelica) na povrsini
trabekularne mreze (tm) u subarahnoidalnom prostoru (ss). Imunohistokemijsko bojanje na EMA. (B)
Presjek kroz arahnoideju odraslih: EMA je jako izrazen (strelica) u povrSinskim epitelnim stanicama
(e) 1 ¢vorovima (g) koji prekrivaju vezivno tkivo (ct) arahnoideje. Imunohistokemijsko bojanje na
EMA. (C) Presjek kroz meningotelijski meningeom histoloskog stupnja 1 po SZO: EMA je jako
izrazen (strelice) u citoplazmi vecine tumorskih stanica (t) ali ne u endotelnim stanicama krvnih Zzila
(bv). Imunohistokemijsko bojanje na EMA. (D) Presjek kroz arahnoideju u 22. tjednu razvoja:
mezotelin je izrazen (strelica) samo u pojedinim povrSinskim stanicama plocastog epitela (e) koji
prekriva vezivno tkivo (ct) arahnoideje. Imunohistokemijsko bojanje na mezotelin. (E) presjek kroz
arahnoideju odraslih: dio arahnoideje prikazuje odsutnost izrazaja mezotelina u ¢vorovima na povrsini
epitela (g), ali jaki izrazaj mezotelina (strelica) je zamije¢en u pojedinim stanicama trabekularne mreze
unutar subarahnoidalnog prostora (ss). Umetak slike: detalj prikazuje mezotelin pozitivne (strelica)
stanice na povrSini trabekula. Imunohistokemijsko bojanje na mezotelin. (F) Presjek kroz
meningotelijski meningeom histoloskog stupnja 1 po SZO: izrazaj mezotelina je prikazan u obliku
finih citoplazmatskih granula (strelice) u pojedinim tumorskim stanicama (t). Imunohistokemijsko
bojanje na mezotelin. Ljestvice: A, B i D = 10 pwpm, C, E i F = 25um.
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4.3. Imunofluorescentno bojenje s mezotelinom i nestinom u kombinaciji s DAPI-jem

4.3.1. Mezotelin

U arahnoideji odraslih ljudi, biljezi za mezotelin koji oboji citoplazmu stanica i jezgre
obojene plavo DAPI-jem, jako su izrazeni u povrSinskim epitelnim stanicama i granulacijama,
te u pojedinacnim stanicama na povrsini trabekularne mreze smjeStene unutar subarahnoidnog

prostora (slika 6A-C).

4.3.2. Nestin

U 7. tjednu razvoja, umjereni izrazaj nestina zabiljezen je u svim dijelovima mozdanih
ovojnica u razvoju. Reakcija na nestin bila je ja¢a u nekim stanicama trabekularne mreze, dok
je velina stanica u podru¢ju unutraSnjeg mezenhimskog zgusnuéa pokazivala umjerenu
reakciju na nestin (tablica 6, slika 6D-F). Tijekom daljnjeg razvoja, reaktivnost na nestin se
prvo povecavala u stanicama mozdanih ovojnica, dok se u kasnijim stadijima fetalnog razvoja
populacija pozitivnih stanica smanjivala u svim dijelovima mozdanih ovojnica (tablica 6). U
arahnoideji odraslih, umjereni izrazaj nestina naden je u povrSinskim epitelnim stanicama i
granulacijama, kao i u pojedina¢nim stanicama trabekularne mreze unutar subarahnoidalnog
prostora (tablica 6, slika 6G-I). U meningotelijskih meningeoma histoloskog stupnja 1 po
SZ0, izrazaj nestina i bojanja jezgara DAPI-jem bilo je jako izrazeno u nekim dijelovima
tumora (tablica 6, slika 6J-L): pretezno u zidovima krvnih Zila, ali i u pojedinacnim

tumorskim stanicama (umetak na slici 6L).
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Slika 6. (A) Presjek kroz arahnoideju odraslih: mezotelin je izrazen (strelice) u pojedinim povrSinskim
epitelnim stanicama (e) i trabekularnoj mrezi (tm) u subarahnoidalnom prostoru (ss). (B) DAPI
pozitivno bojanje jezgara vidi se (strelice) u jezgrama povrSinskih epitelnih stanica i trabekularne
mreze. (C) (Preklapanje A+B): zamjecuje se pozitivno bojanje na mezotelin i DAPI (strelice) u
opisanim strukturama. Imunofluorescentno bojanje na mezotelin i DAPI. (D) Presjek kroz mozdane
ovojnice ljudskog embrija u 7. tjednu razvoja: nestin je umjereno izrazen (strelice) u unutarnjem
mezenhimskom zgusnuéu (ic), a jako je izrazen u stanicama trabekularne mreze (tm) unutar
subarahnoidalnog prostora (ss). (E) DAPI pozitivno bojanje jezgara se vidi (strelice) u jezgrama obiju
struktura. (F) (Preklapanje D+E): nestin i DAPI su izraZeni (strelice) u opisanim strukturama.
Imunofluorescentno bojanje na nestin i DAPI. (G) Presjek kroz arahnoideju odraslih: citoplazmatski
izrazaj nestina (strelice) svojstven je epitelnim ¢vorovima (g) i pojedina¢nim stanicama na povrsini
trabekularne mreze (tm) unutar subarahnoidalnog prostora (ss). (H) DAPI pozitivno bojanje jezgara
(strelice) se vidi u obje strukture. (I) (Preklapanje G+H): nestin i DAPI su izrazeni (strelice) i u
¢vorovima i u trabekularnoj mrezi. Imunofluorescentno bojanje na nestin i DAPI. (J) Presjek kroz
meningotelijski meningeom histoloskog stupnja 1 po SZO: citoplazmatski izrazaj nestina (strelice) se
vidi u endotelnim stanicama krvnih zila (bv) i u pojedinim tumorskim stanicama (t). (K) DAPI bojanje
jezgara je izrazeno (strelice) u jezgrama endotelnih i tumorskih stanica. (L) (Preklapanje J+K):
citoplazmatsko bojanje na nestin 1 bojanje jezgara na DAPI je izraZzeno (strelice) u krvnim zilama i
tumorskim stanicama. Umetak slike: izrazaj nestina u endotelnim stanicama krvnih zila.
Imunofluorescentno bojanje na nestin i DAPI. Ljestvice: A, B,C, D, E,F,G,H,iI=25um, J, KiL =
50 pm.
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4.4. Op¢i prikaz razvoja i grade seroznih ovojnica i mezotelioma

4.4.1. Normalni razvoj seroznih ovojnica u covjeka
Tijelo covjeka sadrzi dvije velike Supljine (pleuralnu i peritonejsku) i1 jednju manju
(perikardijalnu), a sve su prekrivene slojem mezotelnih stanica. Mezotel takoder prekriva i

unutarnje organe (visceralni mezotel) kao i zidove navedenih Supljina (parijetalni mezotel).

4.4.2. Razvoj perikarda i pleure

Tijekom ranog razvoja ¢ovjeka, srcana cijev se razvija u splanhnickom mezodermu, koji se
zatim podijeli u tri sloja: unutrasnji sloj ili endokard, mi$i¢ni zid ili miokard, te epikard koji
prekriva vanjsku povrSinu srca. Tijekom istog razdoblja razvoja, splanhnicki mezoderm na
povrsini pluéa razvija se u visceralnu pleuru. Slijedom navedenog, serozne ovojnice
prekrivaju povrSinu organa trbuSne Supljine, pluca i srce.

U 10. tjednu razvoja, pluca i srce su prekriveni relativno tankom visceralnom seroznom
ovojnicom: visceralna pleurom 1 visceralnim perikardom (epikard). Obje serozne ovojnice
sastoje se od rahlog vezivnog tkiva i povrSinskog epitelnog sloja. U tom stadiju, vezivno tkivo
seroznih ovojnica se bez jasne granice nastavlja u tkivo pluca i srca, dok povrSinski epitelni
ima oblik jednoslojnog epitela s ovalnim jezgrama (kubi¢ni epitel) tj. mezotela (slika 7A,
umetci slike a,b).

Tijekom daljnjeg razvoja, vezivno tkivo obiju seroznih ovojnica zadeblja i1 sadrzava krvne i
limfne zile. U fetalnom razdoblju (22. tjedan razvoja), serozne ovojnice su jasno odvojene od
podlijezec¢eg sréane muskulature (miokarda) u srcu (slika 7B) te od terminalnih vreéica
(primitivnih alveola) plu¢a u razvoju (slika 7D). Jednoslojni plocasti epitel na povrSini
(mezotel) ¢ini jedan sloj potpuno spljosStenih stanica, koji prekriva povrSinu vezivnoga tkiva

obiju seroznih ovojnica: perikarda (slika 7B, umetak slike) i pleure (slika 7D, umetak slike).

4.4.3. Serozne ovojnice u odraslih
Nakon rodenja i u odraslih ljudi, obje serozne ovojnice (plaura i perikard) imaju istu
strukturu. Obje serozne ovojnice sastoje se od guScéeg vezivnog tkiva i1 mezotelnog sloja

(jednoslojni plocasti epitel) na povrsini (slika 7C, E).

4.4.4. Tumorsko tkivo: epitelioidni mezoteliom
Epiteloidni mezoteliom histoloski je graden od svijetlih stanica sa eozinofilnom citoplazmom,

koje sadrze ovalne mjehuraste jezgre sa svijetlim kromatinom i jezgricom. Tumorske stanice
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stvaraju nakupine epiteloidnih stanica, koje su medusobno odvojene hijaliniziranom

acelularnom vezivnom stromom koja sadrzi krvne zile (slika 7F).
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Slika 7. (A) Poprecni presjek kroz srce i pluca ljudskog embrija starosti 10 tjedana: perikard (pe) i
pleura (p) prekriveni su jednoslojnim mezotelom (m) ispod kojeg je vezivno tkivo (ct). Umetak slike
a: mezotel (m), submezotelni sloj (sm) perikarda i lumen atrija (I). Umetak slike b: mezotel (m), i
vezivno tkivo (ct) u pleuri. (B) Popre¢ni presjek kroz ljudsko fetalno srce u 22. tjednu razvoja:
perikard (pe) se sastoji od jednoslojnog mezotela (m) i vezivnog tkiva (ct) s krvnim Zzilama (bv).
Miokard (my). Umetak slike: detalj prikazuje mezotelne stanice (m) sa ovalnim jezgrama (strelice) i
submezotelnim slojem (sm). (C) Presjek kroz srce odraslog covjeka: jednoslojni mezotel (m) na
povrsini perikarda, vezivno tkivo (ct) i masno tkivo (at). Miokard (my). Umetak slike: detalj mezotela
(m) sa spljostenim jezgrama (strelice) i vezivnim tkivom (ct). (D) Presjek kroz pluca ljudskog fetusa
starosti 22 tjedna: pleura (pl) se sastoji od jednoslojnog mezotela (m) i vezivnog tkiva (ct) pod njim.
Nezreli alveolarni prostori (as). Umetak slike: detalj pleure sa mezotelom (m) i vezivnim tkivom (ct) s
krvnim zilama (bv). Nezreli alveolarni prostori (as). (E) Presjek kroz pluca odraslog ¢ovjeka: pleura
(p)) je prekrivena sa jednoslojnim mezotelom (m) koji lezi na vezivamm tkivu (ct). Alveolarni prostori
(as). Umetak slike: detalj pleure (pl) sa spljostenim mezotelom (m) koji prekriva vezivno tkivo (ct) sa
krvnim zilama (bv). (F) Presjek kroz epitelioidni mezoteliom: veéina tumorskih stanica sadrze ovalnu
jezgru sa svijetlim kromatinom 1 jezgricom (strelice), a medusobno su odvojene hijaliniziranom
acelularnom vezivnom stromom (s) koja sadrzi krvne Zile (bv). Umetak slike: detalj prikazuje
tumorske stanice (strelice). Hemalaun i eozin bojanje. Ljestvice: A =100 um, B, C, D i E =50 um, F
=25 pum.
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4.5. Imunohistokemijsko bojanje

4.5.1. Pleura

4.5.1.1. Epitelni membranski antigen (EMA)

U 7. do 8. tjednu razvoja, EMA nije izraZen niti u jednom dijelu pleure, dok je istovremeno
izrazen u epitelu koZe i1 bronha (Tablica 4). U 9. 1 10. tjednu razvoja, prvi znakovi umjerenog
izrazaja EMA biljega vide se u povrSinskim stanicama mezotela pleure (tablica 7, slika 8A).
O 10. do 22. tjedna razvoja, rektivnost na EMA se pojacava i prisutna je u svim povrsinskim
epitelnim stanicama (mezotel) pleure, u pojedinim stanicama vezivnog tkiva, kao i u epitelu
bronhalnog stabla (tablica 7, slika 8§B).

Nakon rodenja kao i u pleuri odraslih, jaki izrazaj EMA vidi se u povr$inskom mezotelu i u
dijelovima vezivnoga tkiva. Unutrasnje povrSine alveola su takoder pozitivhe na izrazaj

mezotelina (tablica 7, slika 8C).

Tablica 7. Izrazaj razlicitih biljega u pleuri ¢ovjeka izmedu 7. i 22. tjedna razvoja i
pleuri odraslih ljudi

Protutijelo
Dob embrija i Dio serozne
fetusa (tjedni) EMA MEZOTELIN NESTIN ovojnice
Pleura
7-8 -/- -/- -/- M/VT
9-10 +/+ -/- -/+ M/VT
15-16 +/+ /- -/£ M/VT
20-22 +/+ +/- -/£ M/VT
Pleura odraslih +/+ +/- -/+ M/ VT
ljudi
M = mezotel, VT = vezivno tkivo; + = jaki izrazaj, + = umjereni izrazaj, - = nema izrazaja.
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4.5.1.2. Mezotelin

Od 7. do 9. tjedna razvoja, nije zamijecen izraZzaj mezotelina u pleuri tijekom razvoja (tablica
7). U 10. tjednu razvoja, mezotelin se uoc¢ava u pojedinim mezotelnim stanicama na povrsini
pleure u razvoju, dok preostale stanice plu¢a ne izrazavaju mezotelin (tablica 7, slika 8D).
Tijekom daljnjeg razvoja, reaktivnost na mezotelin se postupno Siri na ostale povrSinske
epitelne stanice, pa je u 22. tjednu razvoja mezotelin izrazen u svim povrsinskim mezotelnim
stanicama (tablica 7, slika 8E). Nakon rodenja i u pleuri odraslih, jaki izrazaj mezotelina

svojstven je samo stanicama mezotela pleure (tablica 7, slika 8F).

4.5.1.3. Nestin

U 9.1 10. tjednu razvoja, nije zamijecen izraZaj nestina u podrucju povrsinskih mezotelnih
stanica, dok je jaki izrazaj naden u nekim stanicama strome i u endotelnim stanicama krvnih
zila (tablica 7, slika 8G). U 22. tjednu razvoja, umjereni izrazaj ne mezotelin pokazuju
pojedinacne stanice unutar strome i endotelne stanice, dok povrSinske mezotelne stanice ne
izrazavaju nestin (tablica 7, slika 8H). Nakon rodenja, u pleuri odraslih nema izrazaja nestina
u mezotelnim stanicama, dok je jaki izrazaj prisutan u endotelnim stanicama krvnih zila

unutar interalveolarnog prostora (tablica 7, slika 8I).
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Slika 8. (A) Presjek kroz pluca ljudskog embrija u 10. tjednu razvoja: jaka reaktivnost na EMA je
uocena u stanicama jednostavnog plocastog epitela (stanice mezotela) (m) na povrSini pleure (pl), u
vezivnom tkivu (ct) i epitelu bronha (b). Umetak slike: pozitivna reakcija na EMA (strelice) u
mezotelu (m) i vezivnom tkivu pleure (pl). (B) Presjek kroz pluca fetusa u 22. tjednu razvoja: EMA je
jako izraZen (strelica) u stanicama mezotela (m) koji prekriva vezivno tkivo (ct) plure (pl), kao i u
epitelu bronha (b). (C) Presjek kroz pluca odraslog Covjeka: EMA je izrazen (strelica) u stanicama
mezotela (m) koji prekriva vezivno tkivo (ct) pleure, kao i na unutrasnjim povrSinama alveolarnih
prostora (as) i interalveolarnim septama (is). Umetak slike: detalj prikazuje izrazaj EMA u mezotelu
(m) 1 vezivnom tkivu (ct) (strelice). Imunohistokemijsko bojanje na EMA. (D) Presjek kroz pluca
ljudskog embrija u 10. tjednu razvoja: mezotelin je izraZen (strelica) samo u nekim stanicama
mezotelnog sloja (m) na povrsini, ali ne i u vezivnom tkivu (ct) pleure (pl). (E) Presjek kroz pleuru u
22. tjednu razvoja: mezotelin je izrazen (strelice) u svim stanicama povrsinskog mezotelnog sloja (m),
ali ne i u vezivnom tkivu (ct) pleure (pl). Umetak slike: detalj prikazuje kontinuirani izrazaj
mezotelina (strelica) u mezotelu (m) pleure (pl). (F) Presjek kroz pluca odraslog Covjeka: pozitivnost
mezotelina u mezotelnim stanicama na povrSini (m) pleure (pl). Imunohistokemijsko bojanje na
mezotelin. (G) Presjek kroz pluca ljudskog embrija u 10. tjednu razvoja: odsutnost pozitivne reakcije
na nestin u stanicama mezotela (m), ali jaki izrazaj nestina (strelica) i pojedinim stanicama strome (sc)
i endotelnim stanicama krvnih Zzila (bv). Umetak slike: detalj prikazuje odsutnost izraZaja nestina u
stanicama mezotela (m) i1 pozitivni izrazaj u stanicama strome (strelice). (H) Presjek kroz pluéa fetusa
u 22. tjednu razvoja: blagi izrazaj mezotelina se uoc¢ava u pojedinim stanicama strome (sc) i nezrelim
alveolama (a), ali izostaje izraZaj nestina u stanicama mezotela (m) pleure (pl). Umetak slike: detalj
prikazuje odsutnost nestina u mezotelu (m). (I) Presjek kroz pluc¢a odraslog ¢ovjeka: jaki izrazaj
nestina je uoCen u endotelnim stanicama (e) krvnih zila (bv) i stromalnim stanicama (sc)
interalveolarnih septa (is). Imunohistokemijsko bojanje na nestin. Ljestvice: A, B, C, D, E, F, G, Hil
=25 pum.
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4.5.2. Perikard

4.5.2.1. Epitelni membranski antigen (EMA)

Izmedu 7. 1 9. tjedna razvoja, EMA je takoder odsutan u podrucju perikarda tijekom razvoja
srca (tablica 8). U 10. tjednu razvoja, umjerena reaktivnost na EMA je primije¢ena u
pojedinim mezotelnim i submezotelnim stanicama perikarda (tablica 8, slika 9A). Od 16.
tjedna razvoja nadalje, te nakon rodenja i u perikardu odraslih, EMA je jako izraZzen samo u

mezotelnim stanicama (tablica 8, slika 9B).

Tablica 8. Izrazaj razlicitih biljega u perikardu ¢ovjeka izmedu 7. i 22. tjedna razvoja, u
perikardu odraslih ljudi i u epitelioidnom mezoteliomu

Protutijelo

Dob embrija i Dio serozne
fetusa (tjedni) EMA MEZOTELIN NESTIN ovojnice/

mezotelioma
Perikard
7-8 -/-/- -/-/- -/+/+ M/SM/MI
9-10 -/+/- -/+/- -/E/+ M/SM/MI
15-16 +/+/- +/+/- = M/SM/MI
20-22 +/+/- +/-/- -/£/+ M/SM/MI
Perikard +/+/- +/-/- -/-1£ M/SM/MI
odraslih ljudi
Epitelioidni +/- +/- +/+ C/S
mezoteliom

M = mezotel, SM = submezotelni sloj, MI = miokard; C = stani¢ni dio tumorskog tkiva
(epitelioidne tumorske stanice), S = stroma tumorskog tkiva; + = jaki izrazaj, + = umjereni
izrazaj, - = nema izrazaja.
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4.5.2.2. Mezotelin

Izmedu 7. do 9. tjedna razvoja, reaktivnost na mezotelin je odsutna u prikardu (tablica 8). U
10. tjednu razvoja, jaki izraZzaj mezotelina se zamjecuje u nekim submezotelnim stanicama
(tablica 8, slika 9D), ali od 22. tjedna razvoja nadalje, u razdoblju nakon rodenja i u perikardu

odraslih, jaki izrazaj mezotelina je zamijeen samo u povrSinskim mezotelnim stanicama

(tablica 8, slika 9E).

4.5.2.3. Nestin

Od 7. do 10. tjedna razvoja, izrazaj nestina je zamije¢en u nezrelim stanicama miokarda i u
endotelnim stanicama krvnih zila, kao i1 u pojedinim stanicama submezotelnog sloja perikarda
(tablica 8, slika 9G). Tijekom razdoblja od 16. do 22. tjedna razvoja, kao i nakon rodenja i u
perikardu odraslih, nije zamijeCen izrazaj nestina u mezotelu, submezotelnom sloju i
stanicama miokarda, nego je zamijeen samo umjereni izrazaj u endotelnim stanicama krvnih

zila (tablica 8, slika 9H).

4.5.3. Epitelioidni mezoteliom

Stanice epitelioidnog mezotelioma, pokazuju blagu citoplazmatsku pozitivnost na EMA u
gotovo svim tumorskim stanicama, izuzev u stanicama strome (tablica 8, slika 9C).

U epitelioidnom mezoteliomu, umjereni citoplazmatski izrazaj mezotelina je zamijeCen samo
u pojedinim podrucjima koja sadrze gnijezda tumorskih stanica (tablica 8, slika 9F).

Umjereni citoplazmatski izrazaj nestina je zamije¢en u pojedinim nezrelim epitelioidnim

tumorskim stanicama i u endotelnim stanicama svih krvnih Zila u tumoru (tablica 8, slika 9I).
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Slika 9. (A) Presjek kroz srce ljudskog embrija u 10. tjednu razvoja: blagi izrazaj EMA se uocava u
pojedinim stanicama mezotela (m) i submezotelnim stanicama (sc) perikarda (pe). Umetak slike: detalj
prikazuje rektivnost na EMA (strelice) u mezotelu (m), submezotelnim stanicama (sc) i vezivnom
tkivu (ct). (B) Presjek kroz srce odraslog ¢ovjeka: EMA je jako izrazen (strelica) samo u stanicama
mezotela (m) koji prekriva vezivno tkivo (ct) perikarda (pe). Umetak slike: detalj prikazuje pozitivitet
(strelice) samo u mezotelu (m). Submezotelne stanice (sc) i vezivno tkivo (ct). (C) Stanice
epitelioidnog mezotelioma pokazuju jaki citoplazmatski izrazaj na EMA (t). Imunohistokemijsko
bojanje na EMA. (D) Presjek kroz srce ljudskog embrija u 10. tjednu razvoja: mezotelin je izraZen
samo u pojedinim stanicama submezotelnog sloja (sc) perikarda (pe), ali ne u mezotelu (m) i u
vezivnom tkivu (ct). Umetak slike: detalj prikazuje pozitivnost na mezotelin (strelica) u pojedinim
submezotelnim stanicama (sc) perikarda (pe). (E) Presjek kroz srce odraslog ¢ovjeka: pozitivnost na
mezotelin se uocava samo u mezotelnim stanicama (m) na povrsini ali ne u submezotelnim stanicama
(sc) i vezivnom tkivu (ct). Umetak slike: detalj prikazuje mezotelin pozitivne stanice (strelica) na
povrsSini perikarda (pe). (F) Blagi izrazaj mezotelina u tumorskim stanicama (t) epitelioidnog
mezotelioma. Imunohistokemijsko bojanje na mezotelin. (G) Presjek kroz srce ljudskog embrija u 10.
tjednu razvoja: odsutnost izrazaja nestina u stanicama mezotela (m), ali jaki izrazaj nestina (strelica) u
pojedinim submezotelnim stanicama (sc), endotelnim stanicama krvnih Zila (bv) i u nezrelim
miocitima (mc). Umetak slike: detalj prikazuje odsutnost nestina u stanicama mezotela (m). (H)
Presjek kroz srce odraslog Covjeka: jaki izrazaj nestina je uocen u endotelnim stanicama krvnih zila
(bv), ali ne 1 u miokardu (my). Umetak slike: detalj prikazuje nestin pozitivne endotelne stanice (ec)
krvnih zila. (I) Blagi citoplazmatski izraZaj nestina u pojedinim nezrelim epitelioidnim tumorskim
stanicama (t) i endotelnim stanicama krvnih Zila (nije prikazano). Imunohistokemijsko bojanje na
nestin. Ljestvice: A, B, C, D, E,F, G, Hil=25 um.
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4.5.4. Imunofluorescentno bojanje nestinom u kombinaciji s DAPI-jem
U 10. tjednu razvoja, umjereni izrazaj nestina zamijeéen je u pojedinim stanicama
submezotelnog sloja pleure 1 perikarda (tablica 7, tablica 8, slika 10A-C). U epitelioidnom

mezoteliomu, reaktivnost na nestin je umjerena u pojedinim epitelioidnim tumorskim

stanicama (tablica 8, slika 10D-F).

Slika 10. (A) Transverzalni presjek kroz srce i plu¢a ljudskog embrija u 10. tjednu starosti: perikard
(pe) i pleura (pl) su prekriveni jednoslojnim mezotelom (m) koji nalijeze na vezivno tkivo (ct): nestin
je blago izrazen (strelice) u pojedinim submezotelnim stanicama pleure (pl) i perikarda (pe), i jako
izrazen u miokrdu (my). (B) DAPI pozitivho bojanje jezgara se vidi (strelice) u jezgrama stanica
mezotela na povrsini (m), submezotelnim stanicama (sc) i vezivnom tkivu (ct) perikarda (pe) i pleure
(pD. (C) (Preklapanje A+B): uocava se pozitivnost na nestin i DAPI (strelice) u submezotelnim
stanicama i miokardu. (D) Presjek kroz epitelioidni mezoteliom: blagi citoplazmatski izrazaj (strelice)
se uo¢ava u pojedinim tumorskim stanicama (t). (E) Bojanje jezgara DAPI-jem se uocava (strelice) u
tumorskim stanicama (t). (F) (Preklapanje D+E): nestin i DAPI su izraZzeni (strelice) u pojedinim
tumorskim stanicama (t). Imunofluorescentno bojanje na nestin i DAPI. Ljestvice: A, B, C,D,i1 E=10
pm.
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5. RASPRAVA

Nase istrazivanje pokazalo je izraZzaj sva tri ispitivana biljega (nestin, EMA, mezotelin) u
stanicama arahnoideje (leptomeningealnim stanicama) tijekom normalnog razvoja kao i u
tumorima meningeomima. Dok je izrazaj nestina bio svojstven nezrelim leptomeningealnim
stanicama, povecanje izrazaja EMA 1 mezotelina bio je u skladu sa sazrijevanjem povrSinskih
leptomeningealnih stanica 1 njihovom diferencijacijom u smjeru mezotela. Serozne ovojnice
(pleura i perikard) takoder su pokazivale reaktivnost na navedene biljege, kao i tumori
mezoteliomi. EMA i mezotelin pojavili su se ranije u tijeku razvoja u mezotelnim stanicama
na povrsini pleure i perikarda, dok je nestin bio svojstven nezrelim miSi¢énim stanicama u
miokardu 1 pojedinim nezrelim stanicama u pluénoj stromi i endotelnim stanicama krvnih Zila.
Pojava istih biljega u tumorskim stanicama meningeoma i mezotelioma pokazala je da bi
njihova prisutnost u tumorima mogla biti posljedica maligne pretvorbe stani¢ne populacije

prisutne ve¢ tijekom ranog razvoja mozdanih ovojnica.

5.1. Razvoj i tumori moZdanih ovojnica u ¢ovjeka

Kao $to je pokazalo naSe istrazivanje, mozdane ovojnice (meninge) pojavljuju se kao dva
mezenhimska zgusnuéa u podru¢ju glave ranih ljudskih embrija, koja se postupno
diferenciraju u dijelove kostura glave, u duru mater te u paucinastu ovojnicu (arahnoideju) i
piju mater. Razliciti autori jo§ uvijek se ne slazu oko konaénih derivata ova dva zgusnuca:
dok neki autori smatraju da vanjski sloj moze biti izvor samo za koStane komponente glave
(2), drugi smatraju da je i dura mater proistekla iz vanjskog zgusnuca (4). Medutim, svi se
autori slazu se da se iz unutraSnjeg zgusnuca razvijaju i diferenciraju leptomeningealne
ovojnice tj. arahnoideja i pija mater. Tijekom razvoja mozdanih ovojnica, dva se
mezenhimska zgusnuéa postupno histoloski diferenciraju u dva razli¢ita tkiva: unutra$nje dio
¢ini vezivno tkivo (gusée u podru¢ju dure mater i rahlo u podrucju leptomeninga) i vanjsku
povrsinsku komponentu koju ¢ini jednoslojni epitel tj. mezotel.

Epitelna komponenta pojavljuje se kao rezultat mezenhimsko-epitelne pretvorbe, koja je
svojstvena ne samo razvoju mozdanih ovojnica, nego i razvoju seroznih ovojnica kao i drugih
organa u ljudskom tijelu (20). Ovaj proces u stanicama mezenhimskog tkiva obiljezen je
zamjenom mezenhimskih (vezivnih) bjelancevina epitelnim bjelanevinama te pojavom
tipicne bazalne membrane ispod epitelnog sloja (28). Medutim, stanice koje se diferenciraju
na povrSinama seroznih 1 mozdanih ovojnica razli¢itog su podrijetla: dok u podrucju glave

stanice neuralnog grebena (stanice ektodermalnog podrijetla) znacajno sudjeluju u formiranju
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leptomeningi, to nije slucaj za tipicne mezotelne stanice seroznih ovojnica kao Sto su pleura i
perikard, koje nastaju samo od mezoderma. Najnoviji rezultati u Stakora pokazali su da
leptomeningealne stanice nastale iz neuralnog grebena posjeduju sposobnost Zivcanih
mati¢nih stanica i pod odredenim okolnostima se mogu diferencirati u ziv€ane i glija stanice
(74). Studije na tumorima (meningeomima), otkrile su prisutnost nekih biljega u tumorskim
stanicama, koji bi takoder mogli biti povezani sa stanicama tijekom razvoja mozdanih

ovojnica.

5.1.1. Nestin

U ovom istrazivanju, nestin je pronaden u mozdanim ovojnicama ¢ovjeka vrlo rano, ve¢ u 7.
tjiednu razvoja u pojedinim stanicama trabekularne mreze 1 stanicama mezenhimskih
zgusnuca. Tijekom daljnjeg razvoja, njegov izrazaj se prvo povecavao (tijekom embrionalnog
i ranog fetalnog razdoblja), a zatim postupno smanjivao u kasnom fetalnom razdoblju i nakon
rodenja. To je u skladu s dosadasnjim istrazivanjima o ulozi nestina kao biljega mati¢nih
stanica, koje se mogu naci u tkivima uglavnom tijekom embrionalnog i fetalnog razdoblja, ali
1 u tkivima odraslih te tumorima. Prethodna istrazivanja na ljudskim tkivima i pokusnim
zivotinjama ukazuju na mogucu ulogu nestina u razvoju sredi$njeg ziv€anog sustava, osobito
u neuroepitelnim mati¢nim stanicama i kod tumora glioma (41, 52). Nedavno je pokazano da
je nestin bio izraZzen u mati¢nim stanicama tijekom razvoja ljudskih spinalnih ganglija 1
vidnog zivca. Kao i u mozdanim ovojnicama, izrazaj nestina u tim stanicama postupno se
smanjivao u kasnijim razvojnim fazama, i na kraju je nestao u terminalno diferenciranim i
zrelim stanicama (58, 59). Izrazaj nestina u leptomeningealnim stanicama Stakora takoder je
pronaden u razli¢itim razvojnim fazama, a postupno se smanjivao s napretkom razvoja, kao i
u nasoj studiji provedenoj na mozdanim ovojnicama covjeka. Utvrdeno je da tijekom razvoja
leptomeningealne stanice mogu posjedovati karakteristike tipi¢nih mati¢nih stanica te da se
mogu diferencirati u druge vrste stanica (74). Meningotelijski meningeomi u nasem
istrazivanju su takoder pokazali jasan izrazaj nestina, prvenstveno u endotelnim stanicama
krvnih Zila, ali i u malom broju samostalnih tumorskih stanica, izuzev stanica krvnih Zila.
Dakle, mala populacija nestin-pozitivnih nezrelih meningealnih stanica moze dovesti do
stvaranja tumorskih stanica, nezavisno od krvnih Zzila u tumoru. Suprotno nasim rezultatima,
drugi autori su opisali slican uzorak izrazaja nestina u tumorskom tkivu, ali je bio ograni¢en

iskljucivo na endotelne stanice u proliferaciji (42).
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5.1.2. Epitelni membranski antigen (EMA)

U naSoj studiji je nakon rane pojave nestina uslijedila pojava biljega EMA, koji je bio blago
izrazen u svim dijelovima mozdanih ovojnica u razvoju po prvi put u 8. tjednu u stanicama
arahnoideje, pije 1 dure mater. Tijekom daljnjeg razvoja, izrazaj EMA se izrazito povecao i
zadrzao jaki izrazaj i nakon rodenja. EMA je bio svojstven svim epitelnim stanicama
mozdanih ovojnica. Prethodna istrazivanja na tumorskim tkivima ukazala su da je EMA
izrazen u ploc¢astim 1 ne-plocastim epitelnim stanicama kod raznih bolesti i tumora, te je vrlo
koristan za otkrivanje mikrometastaza i podru¢ja mikroinvazije (62, 66, 70, 75, 76). U nasoj
studiji, EMA je takoder bio izrazen u vedini stanica meningotelijskih meningeoma
(histoloskog stupnja I po SZO), osim u endotelnim stanicama krvnih zila. EMA je do sada
otkriven u stanicama arahnoideje postnatalnih mozdanih ovojnica u ¢ovjeka, ali samo na
onom dijelu stani¢ne povrSine koji je topografski bio smjeSten apikalno (77), dok je u

meningeomima EMA pokrivao cijelu povrsinu stanice (38).

5.1.3. Mezotelin

Za razliku od nestina i EMA, koji se mogu smatrati kao rani biljezi u razvoju mozdanih
ovojnica, mezotelin se u mozdanim ovojnicama pojavio u kasnijim fazama fetalnog razvoja i
nakon rodenja. Bio je blago izrazen samo u nekim stanicama mozdanih ovojnica u razvoju,
Sto odgovara epitelnim (mezotelnim) stanicama na njihovoj povrSini. Prethodna istrazivanja
nisu otkrila izrazaj mezotelina tijekom razvoja mozdanih ovojnica, nego je otkriven tek u
stanicama arahnoideje odraslih (44). Meningotelijski meningeomi histoloskog stupnja I po
SZO0, u nasem istrazivanju takoder su pokazali jasnu citoplazmatsku reakciju na mezotelin, ali
u maloj stani¢noj populaciji. Prethodno je mezotelin opisan u meningeomima razliCitih
histoloSkih podtipova po klasifikaciji SZO (44).

Rezultati nasSeg istrazivanja pokazali su da je mezenhimsko-epitelna pretvorba povrSinskih
stanica mozdanih ovojnica povezana s promjenama u izrazaju triju ispitivanih biljega.
Mezotelin i EMA svojstveni su epitelnim stanicama pa njihov izrazaj moze biti posljedica
sazrijevanja 1 diferencijacije nezrelih mezenhimskih stanica u smjeru epitela. Nestin se
pokazao kao biljeg nezrelih stanica, a bio je prisutan u mozdanim ovojnicama i tijekom
razvoja i nakon rodenja. Prema uzorku izrazaja nestina prisutnog u tumorima meningeomima
u nasoj studiji, nestin pozitivne nezrele stanice mogu biti izvor ne samo za endotelne stanice
krvnih Zila, nego 1 za malu populaciju tumorskih stanica. Stani¢na plasti¢nost i sposobnost
stanicne diferencijacije je proces od temeljne vaznosti kako za razvoj embrija, tako i

tumorsku transformaciju (78). Gubitak epitelnih svojstava stanica i ponovno stjecanje
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migracijskog fenotipa karakteristicnog za mezenhimske stanice, presudni su za razvoj
invazivnog karcinoma i metastaziranje. Medutim, obzirom na morfoloske slicnosti izmedu
primarnog tumora i metastatskih lezija, vjerojatno je da tumorske stanice mogu ponovno
aktivirati odredena epitelna svojstva kroz mezenhimsko-epitelnu pretvorbu na drugom mjestu
(79). Tri biljega istrazivana u nasoj studiji, pojavila su se u stanicama mozdanih ovojnica
tijekom normalnog razvoja i mozdanih ovojnica odraslih, te u tumorskim stanicama
meningeoma. Nestin pozitivne stanice su vjerojatno predstavljale populaciju nezrelih stanica
ektodermalnog podrijetla, ¢iji se broj postupno smanjivao tijekom sazrijevanja i razvoja
mozdanih ovojnica. Ipak, mali broj nestin-pozitivnih stanica ostao je i nakon rodenja u maloj
populaciji meningealnih stanica. Ova bi se stani¢na populacija mogla povezati s prisustvom
nezrelih stanica koje su vazne za obnavljanje tkiva u odraslih. Koli¢cina EMA i mesotelin
pozitivnih stanica povecavala se u tkivu mozdanih ovojnica tijekom razvoja, prvenstveno u
epitelnim stanicama na povrsini leptomeningi, koje su se diferencirale tijekom mezenhimsko-
epitelne pretvorbe. Dakle, razli¢ite histokemijski prepoznatljive stani¢ne linije pojavile su se u
normalnim mozdanim ovojnicama ve¢ tijekom razvoja, te ostale prisutne u tkivu normalnih
mozdanih ovojnica nakon rodenja kao 1 u odrasloj dobi. U tumorima meningeomima, ista tri
biljega bila su prisutna u tumorskim stanicama, S$to bi se moglo objasniti malignom

pretvorbom stani¢ne populacije prisutne ve¢ tijekom normalnog razvoja (10).

5.2. Razvoj i tumori seroznih ovojnica u ¢ovjeka

U ovom su se istrazivanju sva tri ispitivana biljega (EMA, mezotelin i nestin) pojavila u pleuri
i perikardu ¢ovjeka tijekom razvoja u pravilnom vremenskom i prostornom rasporedu. Isti su
biljezi bili svojstveni i epitelioidnom mezoteliomu ali u obliku razbacanih skupina stanica u

nepravilnom rasporedu.

5.2.1. Nestin

Nestin, biljeg nezrelih stanica, pojavio se vrlo rano u razvoju u obje serozne ovojnice, pleuri i
perikardu. U perikardu prvi izrazaj nestina naden je u submezotelnom sloju 1 miocitima, ali je
tijekom daljnjeg razvoja njegova pojavnost bila vezana samo uz endotelne stanice krvnih zila.
U pleuri, nestin se nikada nije pojavio u povrSinskom mezotelnom sloju nego samo u
endotelnim stanicama krvnih Zzila, oko bronhalnih ogranaka i u interalveolarnim pretincima
nakon rodenja. Do sada nije provedeno istrazivanje o ulozi nestina u razvoju seroznih

ovojnica covjeka, osim istrazivanja Petri¢evica i suradnika (11).
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5.2.2. Epitelni membranski antigen (EMA)

Dok se EMA pojavio paralelno u mezotelu, submezotelnom sloju 1 vezivnom tkivu obiju
seroznih ovojnica tijekom 9. tjedna razvoja, tijekom daljnjeg razvoja izrazaj EMA se zadrzao
samo na povrSini mezotela u perikardu. S druge strane, pojacao je intenzitet u epitelnoj 1

vezivnoj komponenti pleure, §to se nastavilo i tijekom postnatalnog perioda.

5.2.3. Mezotelin

Tijekom razvoja seroznih ovojnica, izrazaj mezotelina je uocen ranije u perikardu nego u
pleuri (9. naspram 15. tjedna razvoja). Uz to, u perikardu se izrazaj mezotelina pojavio
najprije u vretenastim stanicama submezotelnog sloja a tek zatim u mezotelu, dok se u pleuri
tijekom razvoja pojavio iskljucivo i odmah u mezotelnom sloju. Prema tome, obje serozne
ovojnice su pocele razvijati epitelne znacajke (pozitivnost na EMA) na pocetku fetalnog
razdoblja, dok su se vremenske i1 prostorne razlike u izraZzaju mezotelina pojavile izmedu
dviju seroznih ovojnica tijekom procesa mezenhimsko-epitelne pretvorbe. Nestin, sa druge
strane karakterizira samo vezivnu komponentu seroznih ovojnica, ali se nikada ne pojavljuje u

njihovim mezotelnim slojevima (11).

5.3. Mezenhimsko-epitelna pretvorba i mati¢ne stanice

U nasSoj studiji, tijekom ranog fetalnog razdoblja, povrSinskim stanicama seroznih ovojnica
bile su svojstvene ovalne jezgre, koje su imale znacajke kuboidnih epitelnih stanica. U
kasnijim stadijima razvoja i u postnatalnom periodu, ove su stanice postale morfoloski tipi¢ne
plocaste stanice, sa spljostenim jezgrama koje su lezale paralelno s povrSinom bazalne
membrane seroznih ovojnica, tako stjeCuci znacajke zrelih mezotelnih stanica. Do sada su
slicne (kuboidne) stanice uocene nakon ozljede ili nakon podrazaja povrSine seroznih
ovojnica (80). Slicne kuboidne stanice su prethodno opisane na razli¢itim mjestima seroznih
ovojnica. Takoder je pokazano da se u slucaju promjena mikrookoliSa, peritonealni mezotel
moze diferencirati u ostale stanicne linije te da njegove stanice imaju moguc¢nost ponovnog
ulaska u stani¢ni ciklus i stvaranja razli¢itih stani¢nih linija, prvenstveno mezenhimalnog
podrijetla. Dodatno je pokazano da je mezotelni sloj obdaren mogucénoséu vlastite
regeneracije (81). Sto se ti¢e funkcije mezotelnih stanica, istraZivanja su pokazala da bi
mezotelne stanice mogle biti uklju¢ene kako u Sirenje tako 1 u inhibiciju rasta tumora unutar
seroznih Supljina. Tijekom procesa cijeljenja, mezotelne stanice na rubu rane pokazale su
sposobnost pretvorbe u vretenaste stanice (poput fibroblasta), Sto ukazuje na mogucénost

prijelaza epitelnih svojstava zrelih mezotelnih stanica natrag u mezenhimske stanice tj. proces
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epitelno-mezenhimske pretvorbe (20). Istrazivanja su pokazala da bi se progenitorske
(nezrele) mezotelne stanice mogle nalaziti u mezotelnom i1 submezotelnom sloju ili bi se
mogle pojaviti kao slobodne ,,plutajuce® stanice u seroznoj tekucini. Takoder je predloZeno da
mogu nastati iz populacije multipotentnih stanica krvi (20). U naSoj studiji, submezotelne
stanice perikarda su tijekom razvoja istovremeno izrazavale sva tri biljega, Sto upucuje na
njihovu pluripotentnost 1 stoga bi upravo te stanice mogle biti izvor mezotelnih mati¢nih
stanica. Stovise, te su stanice imale vretenasti izgled, §to morfoloski odgovara stanicama
vezivnog tkiva i glatkog miSi¢ja (miofibroblastima). Naime, prijasnja istrazivanja su pokazala
da prikladnom stimulacijom, stanice nalik na fibroblaste koje se nalaze u subseroznom
vezivnom tkivu, migriraju na seroznu povrsinu i diferenciraju se u zrele mezotelne stanice
(82-84). Ova je ideja dodatno potkrijepljena embrioloskim studijama i kulturom stanica, koje
su pokazale da mezotelne stanice mogu pod razli¢itim uvjetima mijenjati svoj morfoloski
izgled 1 funkciju te izraZavati mnoge karakteristike koje ih povezuju sa fibroblastima, kao §to
je proizvodnja medustani¢ne tvari (85-89). Osim toga, istrazujuci izrazaj intermedijarnih
filamenata u tkivu seroznih ovojnica odraslih ljudi, Bolen i suradnici su (90, 91) pokazali da
neke submezotelne stanice nalik na fibroblaste izraZzavaju citokeratine, Sto je karakteristika
epitelnih 1 mezotelnih stanica, a koje u normalnim uvjetima fibroblasti ne izrazavaju. Nakon
uspostave i obnove normalnog mezotela, ove stanice ponovno poprimaju fenotip nalik
epitelnom (92, 93). Ovi podaci se uvelike slazu sa nasSim opisima submezotelnih stanica
tijekom razvoja perikarda, ukazujuéi na populaciju vretenastih submezotelnih stanica kao
mogucéih maticnih stanica. U naSoj studiji, slicna stani¢na populacija nije uocena tijekom
razvoja pleure. Razlike u razvoju ovih dviju seroznih ovojnica mogle bi se objasniti malim
razlikama u njithovom podrijetlu. Naime, pokazano je da povrSinske stanice epikarda
migriraju iz podrucja sinusa venosusa, kruzno prekrivajuci prvo zid ventrikula, 1 zatim se Sire
kranijalno i kaudalno kako bi obavile cijelu vanjsku povrSinu srca (94). Sli¢an proces
migracije nije opisan za razvoj pleure. Studija Whitakera i suradnika (19) dala je potpuno
drugacCija objaSnjenja za razvoj i diferencijaciju mezotela i predlozila teoriju da zrele
mezotelne stanice migriraju u subserozno vezivno tkivo, a ne obrnuto.

U naSoj studiji, u epitelioidnim mezoteliomima najveéi dio tumorskih stanica bile su EMA
pozitivne, neSto manje ih izrazavalo nestin a tek manje nakupine stanica izrazavale su
mezotelin, dok dio tumorskih stanica nije izrazavalo niti jedan ispitivani biljeg (11). Slicno
izrazaju ovih biljega tijekom normalnog razvoja, nestin je bio svojstven endotelnim stanicama
ali i nekim tumorskim stanicama u epitelioidnom mezoteliomu. Te nestin pozitivne stanice

mogle bi pripadati populaciji nezrelih mati¢nih stanica. Ipak, epitelna tumorska populacija je
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primarno izrazavala biljeg EMA, dok je samo mali dio tih stanica izrazavao mezotelin. Nasa
istrazivanja normalnog razvoja mozdanih ovojnica i meningeoma, dala su neSto drugacije
rezultate od onih opisanih u seroznim ovojnicama. lako se sve mezotelne stanice diferenciraju
tijekom mezenhimsko-epitelne pretvorbe, svaka od tjelesnih ovojnica u ¢ovjeka (mozdanih i
seroznih), razvija svoj specifi¢ni vremenski i prostorni nacin diferencijacije mezotela, Sto se
moze objasniti razlikom u njihovom podrijetlu (10, 11) (slika 11). Nasuprot mezoteliomima,
gotovo sve stanice meningeoma izrazavale su EMA, dok su se mezotelin pozitivne stanice
pojavljivale u manjim nakupinama. Nestin je prevladavao u endotelnim stanicama krvnih zila
(10). Vecina stanica meningotelijskih meningeoma u konacnici su se diferencirale i poprimile
epitelne znacajke, dok su stanice epitelioidnog mezotelioma sadrzavale samo mali dio dobro
diferenciranih epitelnih stanica (EMA 1 mezotelin pozitivne), a ostatak tumora je sadrzavao
nediferencirane stanice.

Temeljem nasSih istrazivanja moze se zakljuciti da bi izmedu stanice koje izgraduju perikard,
submezotelne vretenaste stanice mogle pripadati populaciji mati¢nih stanica jer izraZzavaju sva
tri ispitivana biljega tijekom razli¢itih razvojnih stadija. Postupno, te se stanice prvo
transformiraju u nezrele kuboidne mezotelne stanice, a zatim u zrele ploCaste stanice
mezotelnog sloja na povrSini seroznih ovojnica. Kako se u pleuri mezotelin pojavio odmah u
povrSinskim stanicama mezotela, pretpostavljamo da u ovoj seroznoj ovojnici povrSinske

mezotelne stanice preuzimaju ulogu mati¢nih stanica.

5.4. Nastanak tumora i klinicka primjena istraZivanja

Tumori mezotelnih stanica nazivaju se mezoteliomi, nastaju malignom pretvorbom stanica
mezotela, a po naravi su agresivni 1 maligni (45). Tumori mozdanih ovojnica nazivaju se
meningeomi, pretezno su benigni tumori odraslih, a obi¢no su povezani uz duru mater.
Nastaju tumorskom pretvorbom meningotelijskih stanica arahnoideje (37). Rezultati nasih
istrazivanja ukazuju na to da mezenhimsko-epitelna pretvorba stanica mozdanih i seroznih
ovojnica moze biti povezana s promjenama u izrazaju ovih triju istrazivanih bjelancevina. U
tumorima meningeomima i mezoteliomima, iste tri bjelancevine nalaze se u tumorskim
stanicama, $to se moze objasniti malignom pretvorbom stani¢nih linija koje su prisutne veé¢
tijekom normalnog razvoja mozdanih i seroznih ovojnica. Razlike u tumorskoj pretvorbi
izmedu seroznih 1 mozdanih ovojnica mogu biti posljedica razlika u njthovom podrijetlu. U
slucaju mezotelioma, znacajna zastupljenost nezrelih nestin-pozitivnih stanica u odnosu na
malu zastupljenost istih stanica u meningeomima, ide u prilog razlikama u malignitetu izmedu

dvaju tumora koji su primijeceni i u klinickoj praksi.
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Maticne stanice odraslog covjeka su nediferencirane stanice koje se mogu naci u tijelu djece i
odraslih osoba, a poznate su pod nazivom somatske mati¢ne stanice (95). Nase je istrazivanje
pokazalo prisutnost embrionalnih mati¢nih stanica u podru¢ju mozdanih i seroznih ovojnica.
U mozdanim ovojnicama, ove su stanice ¢inile populaciju meningotelijskih stanica, a poneke
od njih nalazile su se u podruc¢ju subarahnoidalnog prostora. Dok su u perikardu prve mati¢ne
stanice bile smjeStene u submezotelnom sloju 1 zatim se postupno transformirale u mezotelne,
tijekom razvoja pleure, svojstva mati¢nih stanica odmah su pokazivale mezotelne stanice na
povrSini pleure. U svim slucajevima, potencijalne mati¢ne stanice nalazile su se na
povrSinama ovojnica u dodiru s tekuéinom (cerebrospinalna ili serozna tekuéina),
omogucujuci prenosenje (tzv. slobodne ,,plutajuce stanice, eng. free floating cells) do drugih
mjesta u tijelu gdje postoji potreba za regeneracijom tkiva. Naime, u odredenim uvjetima, one
se mogu dijeliti kako bi zamijenile umiruce stanice i regenerirale oSte¢eno tkivo. S druge
strane, prisutnost nezrelih stanica u tijelu covjeka moze dovesti do tumorskog rasta i maligne
pretvorbe.

Novija istrazivanja pokazala su da upotreba odraslih mati¢nih stanica u lijeCenju odredenih
bolesti nije toliko problemati¢na kao istrazivanja i primjena embrionalnih mati¢nih stanica,
jer proizvodnja odraslih stanica ne zahtijeva uniStenje embrija. Primjenom odraslih mati¢nih
stanica postignuta su napredovanja u terapiji Parkinsonove bolesti, dijabetesa i ozljeda

kraljeznicke mozdine (96).
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Slika 11. Dijagram podrijetla i nastanka mozdanih i seroznih ovojnica u covjeka
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6. ZAKLJUCCI

1. Biljezi koji su istrazivani u naSoj studiji (nestin, EMA i mezotelin), pojavili su se
tijekom normalnog razvoja mozdanih i seroznih ovojnica (perikarda i pleure) u
specificnom prostornom i vremenskom rasporedu, kao i u tumorima meningeomima i
mezoteliomima.

2. Nestin imuno-reaktivne stanice vjerojatno predstavljaju populaciju nezrelih (mati¢nih)
stanica, kojih se broj postupno smanjivao tijekom razvoja mozdanih i seroznih ovojnica.
Mali broj tih stanica zadrzao se i nakon rodenja.

3. Izrazaj EMA 1 mezotelin imuno-reaktivnih stanica povecavao se u tkivu mozdanih i
seroznih ovojnica tijekom razvoja: prvenstveno u epitelnim (mezotelnim) stanicama na
povrSini mekih moZzdanih ovojnica (leptomeningi) i povrSini seroznih ovojnica, te u
navedenim ovojnicama nakon rodenja i u odraslih.

4. Diferencijacija mezotelnih stanica na povrSini mozdanih i seroznih ovojnica, posljedica
je mezenhimsko-epitelne pretvorbe.

5. U perikardu bi submezotelne vretenaste stanice mogle pripadati populaciji mati¢nih
stanica, dok bi u pleuri ulogu mati¢nih stanica mogle imati povrSinske mezotelne stanice.
6. Razlike u vremenu i mjestu pojavljivanja istrazivanih biljega izmedu pojedinih seroznih
1 mozdanih ovojnica mogle bi se povezati s razlikama u njihovom podrijetlu.

7. U meningeomima i mezoteliomima, ista tri biljega nadena su u tumorskim stanicama
Sto se moze objasniti njihovom tumorskom pretvorbom, tj. poreme¢ajem mezenhimsko-
epitelne pretvorbe stani¢nih populacija prisutnih ve¢ tijekom normalnog razvoja mozdanih

1 seroznih ovojnica u ¢ovjeka.
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7. SAZETAK

Cilj: Istraziti vremensku i prostornu raspodjelu epitelnog membranskog antigena (EMA),
mezotelina i nestina u mozdanim ovojnicama u razvoju i u odraslih, seroznim ovojnicama i
tumorima meningeomima i mezoteliomima kako bi se otkrile razlike u tijeku mezenhimsko-

epitelne pretvorbe, koja dovodi do diferencijacije povrSinskih mezotelnih stanica.

Materijal i metode: Parafinski rezovi mozdanih ovojnica u razvoju, pleure i perikarda u 12
ljudskih embrija i fetusa starosti od 7. do 22. tjedna, 6 uzoraka mozdanih ovojnica, pleure i
perikarda u odraslih i 6 uzoraka meningeoma i mezotelioma, obojani su primjenom
imunohistokemijske i imunofluorescentne tehnike. Imuno-lokalizacija koriStenih biljega je

analizirana primjenom semi-kvantitativne metode.

Rezultati: U mozdanim ovojnicama tijekom razvoja, nestin se pojavio u 7. tjednu razvoja,
EMA u 8. tjednu, a mezotelin u 22. tjednu razvoja. U kasnijem fetalnom razdoblju i nakon
rodenja, izrazaj nestina se smanjio, dok se izrazaj EMA 1 mezotelina pove¢ao. EMA se
pojavio u svim stanicama, dok je mezotelin bio prisutan samo u nekim leptomeningealnim
stanicama, lokaliziran u povrSinskom mezotelu i meningealnim granulacijama. U
meningotelijskim meningeomima, EMA se pojavio u svim tumorskim stanicama osim u
endotelnim stanicama krvnih zila, mezotelin u gnijezdima tumorskih stanica, dok je nestin bio
svojstven samo krvnim zilama. U seroznim ovojnicama, EMA se pojavio u fetalnom
mezotelu, a kasnije se zadrzao samo u mezotelu perikarda, te mezotelu i vezivnom tkivu
pleure. Mezotelin se prvi put pojavio u submezotelnim stanicama perikarda, a u pleuri odmah
u mezotelu, dok su u odraslih EMA i mezotelin bili izrazeni samo u mezotelu. Tijekom
razvoja, nestin je bio izrazen u vezivnom tkivu i stanicama miokarda, dok se nakon rodenja

izrazaj zadrzao samo u endotelnim stanicama krvnih Zila.

Zakljucak: Tijekom normalnog razvoja i tumorogeneze, nestin je bio svojstven nezrelim
stanicama, dok su EMA i1 mezotelin bili izraZeni u zrelim epitelnim (mezotelnim) stanicama.
Submezotelne stanice perikarda i mezotelne stanice pleure, kao i leptomeningealne stanice
vjerojatno pripadaju populaciji mati¢nih stanica. Neoplasti¢na pretvorba ovih stanicnih linija

moze dovesti do stvaranja meningeoma i mezotelioma.
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8. ABSTRACT

Objective: To investigate spatial and temporal distribution of epithelial membrane antigen
(EMA), mesothelin and nestin in developing and adult human meninges, serous membranes
and tumors meningiomas and mesotheliomas in order to detect differences in the course of
mesenchymal to epithelial transformation, leading to differentiation of surface mesothelial

cells.

Materials and methods: Paraffin sections of developing meninges, pleura and pericardium in
12 human conceptuses (7-22 weeks), 6 adult samples and 6 tumors were stained using
immunohistochemical and immunofluorescent techniques. Immunolocalization of used

markers was analyzed using semi-quantification.

Results: In developing meninges, nestin appeared in the 7™ week, EMA in 8" and mesothelin
in 22™ week of development. In the late fetal period and postnatally, nestin expression
decreased, whereas expression of EMA and mesothelin increased. EMA appeared in all cells,
while mesothelin only in some meningeal cells, localized in the surface mesothelium and
meningeal nodules. In meningothelial meningiomas, EMA characterized all tumor cells
except endothelial, mesothelin nests of tumor cells, while nestin characterized blood vessels.
In serous membranes, EMA appeared in fetal mesothelium, later on retained only in
pericardial mesothelium and in mesothelium and connective tissue of pleura. Mesothelin
appeared first in pericardial submesothelial cells, in pleura immediately in mesothelium, while
in adults EMA and mesothelin were expressed in mesothelium. During development, nestin
characterized connective tissues and myocardial cells, while postnatally remained only in

blood vessels.

Conclusions: During normal development and tumorigenesis, nestin characterized immature
cells, while EMA and mesothelin characterized maturing epithelial (mesothelial) cells.
Submesothelial pericardial and mesothelial pleural cells, as well as leptomeningeal cells
might belong to population of stem cells. Neoplastic transformation of those cell lineages may

cause meningiomas and mesotheliomas.
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