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1. UVOD

1.1. Embrionalni razvoj ljudskog oka

Osnova oka pojavljuje se u ljudskog embrija od 22 dana starosti u obliku o¢ne
udubine u lateralnoj stijenci prozencefalona (1-4). U embriju od 4 tjedna starosti, iz
o¢ne udubine nastaje polukuglasta izbocina, tj. o¢ni mjehuri¢ koji svojim lateralnim
rastom dosegne povrsinski ektoderm. Veza o¢nog mjehurica sa stijenkom
diencefalona suzava se i pretvara u o¢ni drzak (1,3-5). Medusobnim dodirivanjem
o¢nog mjehuriéa i povrsinskog ektoderma dolazi do recipro¢ne induktivne interakcije,
tijekom koje se djelovanjem o¢nog mjehurica stanice povrsinskog ektoderma pocinju
izduzivati i stvarati lecnu plakodu. Udubljivanjem sredi$njeg dijela le¢ne plakode
nastaje le¢na jamica. Njenim induktivnim djelovanjem pocinje udubljivanje i onog
mjehurica, od kojega se u 5. tjednu oblikuje o¢ni vr¢ s vanjskim i unutrasnjim zidom
odvojenim intraretinalnim prostorom. Udubljivanjem, zatim priblizavanjem i
spajanjem rubova le¢ne jamice nastane le¢ni mjehuri¢, koji se tijekom 5. tjedna odvoji
od povrsinskog ektoderma i smjesti u unutrasnjost ocnog vréa (3,4) (shema 1).

Do kraja embrionalnog razdoblja, tj. 8. tjedna, pojavom pigmentnih zrnaca u
cijelom vanjskom zidu o¢nog vr¢a nastaje pigmentni sloj mreznice. Unutrasnji se zid
u straznje 4/5 o€nog vréa postupno diferencira u Zivcani sloj buduceg vidnog dijela
mreznice (pars optica retinae), dok u prednjoj 1/5 o¢nog vrca unutrasnji zid trajno
ostane sloj epitelnih stanica priljubljen uz pigmentni epitel. Ova dva epitelna sloja
oblikuju buduéi slijepi dio mreznice (pars caeca retinae) koji izgraduje dio Sarenice
(pars iridica retinae), te cilijarnog tijela (pars ciliaris retinae) (4,6). Potkraj 7. tjedna,
Supljinu le¢nog mjehuri¢a ispune primarna le¢na vlakna nastala diferencijacijom i

izduZivanjem prema naprijed stanica straznjeg pola mjehurica (1,3,4,6) (shema 2).



Tijekom daljnjeg razvoja le¢énog mjehurica, stanice njegovog prednjeg epitela
proliferiraju, zatim migriraju u podrucje ekvatora lece, gdje se izduzuju i diferenciraju
u sekundarna le¢na vlakna koja okruzuju primarna. Proliferacija, migracija i
diferencijacija stanica prednjeg epitela lece koje su zapocele u embrionalno doba,
nastavljaju se odvijati i tijekom odrasle dobi, iako postupno slabe sa starenjem
organizma (4).

Potkraj 5. tjedna, o¢ni vr¢ potpuno je okruzen rahlim mezenhimom (shemal).
On se ubrzo diferencira u unutrasnji i vanjski sloj. Od unutrasnjeg sloja nastane dobro
prokrvljena i pigmentirana zilnica, dok se vanjski sloj razvije u fibroznu bjeloo¢nicu.
Roznica nastaje od povrsinskog ektoderma i mezenhima ispred ocnog vréa (3,4,6). U
mezenhimu smjeStenom u unutrasnjosti ocnog vrca, tj. izmedu leénog mjehurica i
mreznice, razvija se njezna mreza vezivnih vlakana, zatim prozirna zelatinozna tvar,
tj. staklasto tijelo (corpus vitreum), te hijaloidne zile ¢iji krajnji ogranci prehranjuju
lecu (tunica vasculosa lentis) i ¢ine sloj na unutrasnjoj povrsini mreznice (4) (shema

2).
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Shema 1. Razvoj oka u ljudskog embrija od 5 tjedana starosti. (Reproducirano iz
Kierszenbaum AL. Histology and cell biology: an introduction to pathology. Mosby,
Inc., 2002.)
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Shema 2. Razvoj oka u ljudskog embrija od 8 tjedana starosti. (Reproducirano iz
Kierszenbaum AL. Histology and cell biology: an introduction to pathology. Mosby,
Inc., 2002.)



1.2. Uloga stanicne proliferacije u razvoju oka

Tocna regulacija stani¢ne proliferacije neophodna je u svim razvojnim
zbivanjima. Naime, u to¢no odredeno vrijeme neke stanice proliferiraju, a druge
nakon diferencijacije trajno izlaze iz stani¢nog ciklusa (7).

Mitotska aktivnost opisana je jo$ u ranom razvoju lece Stakora, tj. u le¢noj
jamici u kojoj ne postoje vecée razlike u mitotskoj aktivnosti u razli¢itim podru¢jima
epitela. U le¢cnom mjehuricu, slabija mitotska aktivnost opisana je u njegovom
straznjem dijelu iz kojega se diferenciraju primarna le¢na vlakna (8). Tijekom
daljnjeg razvoja le¢nog mjehurica, stanicna proliferacija odvija se samo u epitelu
ispred le¢nog ekvatora, tj. u zametnom podrucju. Nastale stanice zatim se smjestaju
iza le¢nog ekvatora, tj. u prijelaznom podrucju, gdje se odvija njihova diferencijacija
u sekundarna le¢na vlakna. Ova vlakna nastavljaju se stvarati i postnatalno, iako sve
slabije sa starenjem zivotinja (7,9,10).

Odstupanja od normalne prostorne raspodjele stani¢ne proliferacije i
diferencijacije mogu remetiti razvoj leée, §to se zbiva u Prox” migjem mutantu. U
ovom zivotinjskom modelu, zbog pojave proliferiraju¢ih stanica u straznjem dijelu
le¢nog mjehuri¢a ne napreduje diferencijacija i izduzivanje le¢nih vlakana prema
prednjem le¢nom epitelu, te posljedi¢no ostaje Supljina u mjehuric¢u (11). Pravilna
orijentacija diobene ravnine takoder je neophodna u razvoju leée $to potvrduje i
istrazivanje misjeg embrija, u kojemu poremecaj u orijentaciji mitotskih dioba u
le¢noj plakodi 1 jamici dovodi do razvoja afakije, tj. oka bez lece (12).

Tijekom ranog embrionalnog razvoja misjeg oka, mitotske figure ne pojavljuju
se samo u povrSinskom ektodermu, tj. u osnovi lece, ve¢ i u neuroepitelu ocnog
mjehurica (13,14). U stadiju o¢nog vrca, stani¢na proliferacija veca je u njegovom

unutra§njem nego u vanjskom zidu (13,15,16). Tijekom razvoja mreznice misa



(15,17-22), kuniéa (23) i Stakora (24) neophodno je uskladeno djelovanje
proliferacije, diferencijacije i apoptoze. Proliferacija se smanjuje s napredovanjem
diferencijacije, dok abnormalno povecanje udjela proliferirajuéih stanica tijekom rane
neurogeneze moze remetiti razvoj mreznice, kao u transgeni¢nog misa s izrazajem
p6575K Posljediéno, u ovom misu nastaju ektopiéne mase stanica oblikujuéi nabore u
njegovoj zivéanoj mreznici (22). Spira i Hollenberg (1973) su koriStenjem svjetlosne i
elektronske mikroskopije opisali raspodjelu mitotskih stanica u mreznici ljudskog
fetusa od 6.5 do 15 tjedana starosti. U ljudskih zametaka od 5 do 9 tjedana starosti
raspodjela mitotskih figura istrazena morfoloskim tehnikama ukazuje na ulogu mitoze
u oblikovanju o¢nog vr¢a, neurogenezi mreznice, te u razvoju lece (25).

U histopatoloskim istrazivanjima stani¢ne proliferacije koristi se Ki-67
bjelancevina (26). Dok se morfoloskim tehnikama mogu otkriti proliferirajuce stanice
samo u mitotskoj fazi (M) stani¢nog ciklusa, imunohistokemijskim bojenjem za Ki-67
bjelancevinu prikazuju se proliferirajuée stanice u svim fazama stani¢nog ciklusa, tj. u
Gl1, S, G2 i M, osim u fazi mirovanja (G0) (26-34). Na osnovi karakteristi¢nih oblika
jezgrine obojenosti, moguce je raspoznati razlicite faze stani¢nog ciklusa. Naime,
najslabije zrnasto obojenje s naglaSenom jezgricom nalazi se u G1 fazi, jace tockasto
obojenje s istaknutom jezgricom u S i G2 fazi, a najjace obojenje u kromosomima u
M fazi. Stanice u GO fazi stani¢nog ciklusa ostaju neobojene (35,36). Ki-67-pozitivne
proliferirajuce stanice pojavljuju se tijekom neurogeneze odraslog Stakora (34). U
ljudi, otkrivene su u fetalnom i postnatalnom hipokampusu (37), zatim u kori malog

mozga (38), te u mreznici fetusa od 13 tjedana starosti (39).



1.3. Uloga intermedijarnih filamenata u razvoju oka

Citoskelet stanica ljudskog oka sastoji se od intermedijarnih filamenata,
aktinskih mikrofilamenata, te mikrotubula (40). Intermedijarni filamenti su s obzirom
na promjer od 10 nm intermedijarni u odnosu na aktinske mikrofilamente (promjera
5-8 nm) i mikrotubule (promjera 20-25 nm) (41). Oni se svrstavaju u Sest skupina:

L. kiseli keratini; II. bazi¢ni keratini; III. dezmin, glijalna fibrilarna kisela bjelanc¢evina
(GFAP; engl. glial fibrillary acidic protein), periferin i vimentin; IV. neurofilamenti
(NF); V. jezgrini laminini; V1. nestin (42).

Intermedijarni filamenti glavni su dijelovi citoskeleta stanica ljudskog oka, a
imaju vaznu ulogu u njihovom rastu, diferencijaciji, te u o€uvanju stani¢nog
integriteta 1 funkcije. Mutacije pojedinih intermedijarnih filamenata mogle bi dovesti
do razvoja nekih o¢nih bolesti (43). Tijekom morfoloSkog i funkcionalnog
sazrijevanja pojedinih dijelova oka neki se intermedijarni filamenti pojavljuju, dok

drugi nestaju (44).

1.3.1. Uloga nestina u razvoju oka

Nestin je embrionalni intermedijarni filament koji se pojavljuje u
multipotentnim neuroepitelnim mati¢nim stanicama, te u prete¢ama neurona i glije u
sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS) sisavaca (41,45-48). Njegov se izrazaj smanjuje s
napredovanjem diferencijacije nezrelih stanica u neurone i astrocite (49-54). U skladu
s navedenim, u ljudskom fetalnom mozgu u drugom trimestru (15-16 tjedana) u
usporedbi sa prvim trimestrom (8-9 tjedana), broj je nestin-pozitivnih stanica
smanjen, dok je broj astrocita i neurona povecéan (55). Nestin se nalazi u zametnom
matriksu 1 u radijalnoj gliji kore mozga ljudskih zametaka od 6. do 40. tjedna starosti

(42). U telencefalonu ljudskog fetusa od 9.5 tjedana starosti najjaci izrazaj nestina



opisan je u ependimskim, kao i u stanicama ventrikulskog sloja, dok do slabljenja
izrazaja dolazi udaljavanjem od lumena ventrikula (56). U odraslom mozgu sisavaca,
nestin je prisutan samo u endotelnim stanicama, pericitima, te u proliferirajuéim
nezrelim stanicama subventrikulskog (subependimskog) sloja. Nakon ozljede mozga,
izrazen je 1 u reaktivnim astrocitima (48,50,52,56-59).

Tijekom razvoja misjeg embrionalnog oka, nestin se u odredenom
vremenskom slijedu pojavljuje u ocnom drsku, zivéanom sloju mreznice, leénom
epitelu i vlaknima, te u epitelu roznice (60). U ziv€éanom sloju mreznice kraljeznjaka,
nestin je prisutan u preteCama ganglijskih stanica koje predstavljaju prve diferencirane

neurone mreznice (61).

1.3.2. Uloga citokeratina u razvoju oka

Citokeratini su intermedijarni filamenti specificni za epitelne stanice (40,62).
U ljudskim se epitelnim stanicama pojavljuje 20 citokeratina koji se svrstavaju u tip I
ili kiseli (CK 1-8), te tip II ili bazi¢ni (CK 9-20). Heterodimerni citokeratinski
filamenti izgradeni su od dva citokeratina koji pripadaju razli¢itim tipovima (41).

U oku ljudskog zametka, citokeratini se pojavljuju u leénom epitelu tijekom
oblikovanja leénog mjehurica, tj. od 4. do 7. tjedna, dok nestaju nakon zatvaranja
Supljine mjehurica. Stoga bi oni mogli imati ulogu u ranom razvoju lece, dok bi se
njihovo nestajanje od 8. tjedna razvoja moglo povezati s diferencijacijom leénih
vlakana (40,63). Ljudski se le¢ni epitel po nestajanju izrazaja citokeratina potpuno
razlikuje od vecine drugih intra- i ekstra-okularnih epitela, kao i od le¢nog epitela
nekih drugih vrsta (npr. riba). Oni se ponovno mogu pojaviti u ljudskim le¢nim

epitelnim stanicama samo u patoloskim stanjima poput katarakte (41).



U ljudskog zametka od 4. do 12. tjedna starosti, citokeratini nalaze se u epitelu
cijelog o¢nog vré¢a, mezenhimu oko o¢nog vrca, te u endotelu hijaloidnih zila. Za
razliku od nepromijenjenog izrazaja u pigmentnom sloju mreznice, njihov izrazaj u
ziv€anom sloju mreznice slabi prema kraju prvog trimestra (63). Citokeratini se u
epitelu roznice pojavljuju jos u 8. tjednu, u kojemu se, kao 1 u pigmentnom sloju
mreznice, nalaze i u odrasloj dobi (40,44). Iz navedenog se moze zakljuciti da stanice
ziv€anog 1 pigmentnog sloja mreznice, obje podrijetla od neuroektoderma o¢nog vrca,
tijekom svojega morfoloskog i funkcionalnog sazrijevanja razvijaju razliciti oblik

citoskeleta (44).

1.3.3. Uloga vimentina u razvoju oka

Vimentin je glavni, a naj¢esce i jedini intermedijarni filament mezenhimskih
stanica. Usporedno s drugim intermedijarnim filamentima pojavljuje se u jo§ nekim
vrstama stanica (40). U epitelima mezodermalnog i neuroektodermalnog podrijetla
izrazen je s citokeratinima (41). U fetalnom mozgu, te u kraljezni¢noj mozdini
glodavaca i ljudi, pojavljuje se usporedno s nestinom, u proliferiraju¢im
neuroepitelnim stanicama, zatim u preteCama neurona i glija stanica, te u radijalnim
glijalnim vlaknima (56). Tijekom kasnijeg razvoja, izrazaj nestina iz glijalnih vlakana
nestaje, dok izrazaj vimentina ostaje (47).

Tijekom prvog trimestra, vimentin se nalazi u oba zida ljudskog o¢nog vréa
(40). U oku ljudskog zametka od 13. do 40. tjedna starosti, prisutan je u pigmentnom
sloju mreznice, te u gliji zivéanog sloja mreznice (44), dok se u pigmentnom sloju
odrasle mreZnice pojavljuje samo u nekim intraokularnim bolestima (40,64).
Miillerove stanice u mreznici ljudskog fetusa od 12. do 36. tjedna razvoja (43), kaoiu

odrasloj misjoj, kuni¢joj 1 ljudskoj mreznici reaktivne su na vimentin. To su velike



glijalne stanice koje se protezu radijalno od unutrasnjeg ruba (uz prostor staklovine)
do 50-70% dubine ziv€anog sloja mreznice, a sluze kao spremiste glikogena za
neurone mreznice (65).

Istrazivanjem ljudskog fetalnog oka od 8. do 32. tjedna starosti, izrazaj
vimentina dokazan je i u preteCama astrocita (66), tj. malih glijalnih stanica
smjestenih u vaskulariziranim podru¢jima mreznice (66-68). U ljudskoj mreznici
postoje dvije vrste astrocita: 1. izduzeni astrociti s brojnim usporednim nastavcima
izmedu snopova aksona i krvnih kapilara u sloju Ziv€éanih vlakana; 2. zvjezdoliki
astrociti oko krvnih kapilara u sloju ganglijskih stanica (66,67). S obzirom na izrazaj
Pax2, GFAP-a i vimentina razlikuju se tri vrste nezrelih astrocita u ljudskog zametka:
1. preteCe astrocita (Pax2+, GFAP-, vimentin+t); 2. nezreli perinatalni astrociti
(Pax2+, GFAP+, vimentin+t) koji se pojavljuju od 12. tjedna; 3. zreli perinatalni
astrociti (Pax2+, GFAP+, vimentin-) koji se pojavljuju od 32. tjedna (66). 1z
navedenog proizlazi zakljucak da je pravilan izrazaj vimentina tijekom fetalnog
razvoja ljudskog oka neophodan u normalnoj diferencijaciji razli¢itih stanica
mreznice (43).

Vimentin je opisan u leénom epitelu i vlaknima ljudskih zametaka od 4. do 12.
tjedna starosti (63), te od 12. do 36. tjedna starosti (43). U odrasloj ljudskoj le¢i,
izrazen je u leénom epitelu, a slabije u diferenciranim le¢nim vlaknima (40,41,69).
Takoder se i u prenatalnoj 1 postnatalnoj misjoj le¢i pojavljuje u leénom epitelu, te u
diferenciraju¢im prvo primarnim, a zatim i sekundarnim le¢nim vlaknima, dok mu
izrazaj nestaje iz potpuno diferenciranih vlakana (69). Istrazivanje transgeni¢nog misa
sa poviSenim izrazajem vimentina ukazuje da je njegov normalan izrazaj u le¢i
neophodan u stvaranju normalne optic¢ke prozirnosti le¢e. U opisanog misa, poviseni

izrazaj vimentina remeti diferencijaciju le¢nih vlakana, tj. njithovu denukleaciju i



izduzivanje, sa posljedicnim razvojem katarakte i propadanjem lece (70). Od 10.
tjedna razvoja, kao i u odrasloj dobi, vimentin je prisutan u epitelu i endotelu ljudske

roznice (40).

1.3.4. Uloga GFAP-a u razvoju oka

Glijalna fibrilarna kisela bjelancevina (GFAP; engl. glial fibrillary acidic
protein) nalazi se u glijalnim stanicama, tj. astrocitima, ependimskim stanicama,
Schwannovim stanicama, te tijekom razvoja oligodendrocita (40). Osim u glijalnim
stanicama, pojavljuje se usporedno s citokeratinima prvenstveno u epitelnim
stanicama (41).

GFAP je jedini intermedijarni filament u astrocitima odrasle ljudske mreznice
(41). U ljudskom fetalnom oku, ova je bjelan¢evina izrazena u nezrelim perinatalnim
astrocitima koji se pojavljuju od 12. tjedna razvoja, te u zrelim perinatalnim
astrocitima od 32. tjedna razvoja. Nalazi se i u astrocitima u odrasloj ljudskoj
mreznici (66). Nadalje, GFAP je u ljudskoj fetalnoj mreznici nakon 20. tjedna razvoja
opisana u astrocitima koji se nalaze u sloju ziv€anih vlakana, te oko krvnih kapilara u
sloju ganglijskih stanica (43). Astrociti u sloju ziv€anih vlakana postnatalne Stakorske
mreznice (71), te u odrasloj mreznici misa (68) reaktivni su na GFAP. Osim jakog
izrazaja u astrocitima, njezin slabiji izrazaj prisutan je i u radijalnim nastavcima
Miillerovih stanica uz unutrasnju povrSinu mreznice ljudskog fetusa nakon 36. tjedna
razvoja (43), kao i u odrasloj ljudskoj (72), te mac¢joj mreznici (73). U razli¢itim
patoloskim stanjima, kao u retinitis pigmentozi (72), ishemiji (65), te u proliferativnoj
vitreoretinopatiji (43), izrazaj GFAP-a se u Miillerovim stanicama povecava

ispunjajuéi njihovu cijelu citoplazmu.
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Tijekom razvoja lece sisavaca, ubrzo nakon pojave citokeratina, u le¢énom
epitelu pojavljuju se vimentin i GFAP (69). U le¢i odraslog misa, izrazaj GFAP-a
nalazi se iskljucivo u epitelnim stanicama, smanjujuéi se od prednjeg pola prema
ekvatoru le¢e usporedno sa promjenom oblika epitelnih stanica od kubi¢nog prema

izduZzenom. Ova bjelancevina nije opisana u diferenciranim le¢nim vlaknima (74).

1.3.5. Uloga neurofilamenata u razvoju oka

Neurofilamenti (NF) su heteropolimerni intermedijarni filamenti izgradeni od
polipeptidnih podjedinica razli¢ite molekulske mase: NF-L (68 kD), NF-M (160 kD) i
NF-H (200 kD). Oni su gotovo isklju¢ivo izrazeni u zivéanom tkivu, u kojemu s
mikrotubulima oblikuju glavni dio citoskeleta neurona, te nekih neuroendokrinih
stanica (40,41,75). Neurofilamenti imaju vaznu ulogu u razvoju mozga, kao i u
odrzavanju plasti¢nosti i u regeneraciji citoskeleta neurona (75).

U odrasloj ljudskoj mreznici nalaze se u aksonima ganglijskih stanica u sloju
ziv€anih vlakana, zatim u njihovim tijelima u sloju ganglijskih stanica, te u dendritima
u unutrasnjem mrezastom sloju. Za razliku od ljudske mreznice, u mreznici mnogih
sisavaca pojavljuju se ne samo u ganglijskim, ve¢ i u horizontalnim (41,75),
bipolarnim, te amakrinim stanicama (75). U ljudskom oku, kao i u oku Stakora i misa,
prisutni su u aksonima ganglijskih stanica u sloju Ziv€anih vlakana, te u vidnom Zivcu
(41). Neurofilamenti se u oku pile¢eg embrija pojavljuju jos tijekom rane
diferencijacije ganglijskih stanica, tj. u zadnjoj mitotskoj diobi njihovih preteca uz
intraretinalni prostor, zatim tijekom migracije diferencirajucih postmitoti¢kih
neuroblasta, kao i nakon zavrSetka njihove migracije u sloju ganglijskih stanica (76).
Od 20. tjedna razvoja ljudskog fetalnog oka, izrazeni su u sloju ziv¢anih vlakana prvo

u blizini vidnog Zivca, a zatim sa Sirenjem prema perifernim, tj. prednjim dijelovima
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mreznice (43). Nakon ostecenja vidnog Zivea i u glaukomu, njihov se izrazaj
povecava u ganglijskim stanicama mreznice. Ovo bi povecanje moglo uzrokovati

propadanje i smrt neurona, te remecéenje aksonskog transporta (75).

1.4. Uloga B-tubulina u razvoju oka

Beta-tubulin je glavni sastojak mikrotubula citoskeleta (promjera 20-25 nm)
(41,73). Pojavljuje se u kasnijim stadijima diferencijacije preteca neurona, te u
diferenciranim neuronima (54,76). Nadalje, B-tubulin s aktinskim filamentima ima
vaznu ulogu u rastu aksona (77).

U mreznici pile¢eg embrija, za razliku od neurofilamenata, izrazen je u
preteCama ganglijskih stanica mreznice tek nakon njihove migracije do sloja
ganglijskih stanica (76). U embriju Stakora, opisan je u primarnim vidnim putovima u
o¢nom drsku i u mreznici (78). Na osnovi vremenske i prostorne raspodjele izrazaja
B-tubulina, Sharma i sur. (2003) su opisali tri stadija u razvoju perinatalne misje
mreznice: 1. stadij s izrazajem samo u unutraSnjem mrezastom sloju; 2. stadij s
izrazajem 1 u vanjskom mrezastom sloju; 3. stadij s izrazajem duz citoplazme vecine
neurona mreznice i njegovim poveéanjem u vanjskom mrezastom sloju. Pojava B-
tubulina u mrezastim slojevima povezana je sa razvojem aksona pojedinih neurona
mreznice. U odraslih Stakora (79), osim u ganglijskim stanicama, prisutan je u jo$
nekim neuronima mreznice. Nakon intraorbitalne aksotomije, njegov se izrazaj u
ganglijskim stanicama smanjuje, dok se tijekom regeneracije aksona ponovno
povecava. Opisano istrazivanje takoder ukazuje na sudjelovanje B-tubulina u rastu

aksona.
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1.5. Uloga receptora ¢imbenika rasta u razvoju oka

1.5.1. Uloga receptora fibroblastnog ¢imbenika rasta u razvoju oka

U sisavaca, obitelj fibroblastnih ¢imbenika rasta (FGF; engl. fibroblast growth
factor) sastoji se od najmanje 23 strukturno sli¢nih polipeptida. Oni imaju razlicite
uloge u SZS-u, kao §to su stani¢na proliferacija i diferencijacija, sprje¢avanje
apoptoze, te vodenje aksona (80). Svoje bioloske ucinke ostvaruju aktivacijom visoko
specifi¢nih tirozin-kinaznih transmembranskih receptora fibroblastnog ¢cimbenika
rasta (FGF-R; engl. fibroblast growth factor receptor) od kojih su poznata Cetiri
(FGF-R1 do FGF-R4) (81-83), uz jo§ mogu¢e FGF-R5 i FGF-R6 (80). U mozgu i
mreznici Stakora, ovi se receptori nalaze u membrani na povrsini neurona, glije, te jo$
nekih stanica (84).

FGF-R1 izrazen je u neuroepitelu ocnog mjehurica pile¢eg embrija. U o¢nom
vréu pili¢a (76) i Stakora (85), sudjeluje u diferencijaciji ganglijskih stanica iz
nediferenciranog neuroepitela. Raspodjela FGF receptora u fetalnoj i postnatalnoj
sredi$njoj mreznici makaka majmuna upucuje na njihovu ulogu u diferencijaciji i
sprjecavanju apoptoze ganglijskih stanica i fotoreceptora, prvenstveno ¢unji¢a u fovei
centralis, tj. u podru¢ju najjasnijeg vida (80). Nadalje, oni sprje¢avaju apoptozu i
postmitotickih neurona u mreznici pile¢eg embrija (86), zatim zavr$no diferenciranih
pigmentnih epitelnih stanica u mreznici goveda (81), te postmitotickih fotoreceptora u
mreznici odraslog Stakora (84,87). U odraslom ljudskom oku (88), kao i u
postnatalnom i odraslom oku Stakora (83,88), izraZeni su u pigmentnom epitelu, te u
svim slojevima ziv€anog sloja mreznice.

Ovi su receptori prisutni u stanicama ljudske lece (89), kao i le¢e nekih drugih

sisavaca (90-93). Istrazivanje transgeni¢nog misa s dominantno-negativnim FGF-R1
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ukazuje na vaznu ulogu ovog receptora u indukciji leéne plakode, te kasnije u
proliferaciji epitelnih stanica le¢ne jamice i mjehuri¢a. Smanjen ili odsutan izrazaj
FGF receptora u transgeni¢nih miseva, osim poremecaja u najranijem razvoju lece
(94), remeti 1 diferencijaciju primarnih, te sekundarnih le¢nih vlakana. Naime, le¢na
se vlakna ne izduzuju do prednjeg le¢nog epitela niti gube jezgru, a kasnije u sredistu
le¢e umiru apoptozom. Posljedi¢no nastaju refraktorne anomalije, katarakta,
mikroftalmija, tj. malo oko ili samo manja ostecenja oka (90,91,95). Navedena
istrazivanja transgeni¢nih miseva ukazuju da su FGF receptori neophodni u indukciji
le¢ne plakode i oblikovanju le¢ne jamice i mjehurica (94), kao i u normalnoj
diferencijaciji le¢nih vlakana, te u sprjeavanju apoptoze srediSnjih, zavr$no

diferenciranih vlakana (90,91,95).

1.5.2. Uloga beta-receptora trombocitnog ¢imbenika rasta u razvoju oka

U skupini receptora trombocitnog ¢imbenika rasta (PDGF-R; engl. platelet
derived growth factor receptor) nalaze se dva strukturno sli¢na tirozin-kinazna
transmembranska receptora: PDGF-Ra i PDGF-RB. Oni se medusobno razlikuju po
svojoj specifi¢nosti za ligande, tj. dimere polipeptidnih lanaca trombocitnog
¢imbenika rasta (PDGF; engl. platelet derived growth factor). PDGF-Ra moze vezati
homodimere i heterodimere izgradene od A i/ili B lanca trombocitnog ¢imbenika rasta
(PDGF-AA, -BB, -AB), dok PDGF-Rf veze samo homodimere od B (PDGF-BB)
(71), te od D lanca (PDGF-DD) (96). Aktivacijom PDGF-RB nastaju bioloski
odgovori, kao stani¢na proliferacija i migracija (96-98).

U embrionalnom i postnatalnom oku Stakora, PDGF-RS je izrazen u nizovima
stanica s izduzenom jezgrom. S obzirom na izgled i poloZzaj, u embrija bi ove stanice

mogle pripadati stijenci hijaloidnih krvnih zila na straznjoj povrSini le¢e i unutrasnjoj
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povrsini mreznice, a u postnatalnom i u odraslom oku stijenci krvnih zila u mreznici i
u vidnom zivcu (71). Mikrovaskularni periciti su glavne stanice mreznice s izrazajem
PDGF-RB (68,99). Ove stanice nastaju od PDGF-RB-pozitivnih stanica prete¢a u
arterijskoj stijenci, koje zatim migriraju duz kapilarnih endotelnih izdanaka s
izrazajem PDGF-BB. Na vaznu ulogu PDGF-BB u razvoju pericita ukazuje
istrazivanje miSeva, u kojih njegov nedostatak sprjecava razvoj pericita, a njegovo
povecano stvaranje prekomjernu proliferaciju navedenih stanica (68). Opisani su i
miSevi bez PDGF-BB ili PDGF-R8 u kojih, vjerojatno zbog poremecaja u
usmjeravanju potpornih stanica prema endotelnim stanicama tijekom embrionalnog
razvoja, nastaju krvne Zile sa propusnom stijenkom (100).

PDGF-RB je prisutan u mreznici postnalnih miseva (99). U ljudskom odraslom
oku nalazi se u pigmentnom epitelu mreznice. Poveéanje njegovog izrazaja u
epiretinalnim membranama koje se stvaraju u proliferativnoj vitreoretinopatiji,

ukazuje na ulogu PDGF-RB u nastanku ove bolesti u ljudi (101).

1.6. Uloga koStanih morfogenetskih bjelan¢evina u razvoju oka

Kostane morfogenetske bjelancevine (BMP; engl. bone morphogenetic
protein) predstavljaju veliku podobitelj (s vise od 20 clanova) unutar obitelji
transformirajuéih ¢imbenika rasta B (TGF B; engl. transforming growth factor beta).
Ove bjelancevine sudjeluju u brojnim razvojnim zbivanjima kao u stanicnoj

proliferaciji, diferencijaciji 1 apoptozi, te u stanicnim medudjelovanjima (102).
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1.6.1 Uloga BMP4 u razvoju oka

Tijekom embrionalnog razvoja misjeg oka, BMP4 se u stadiju o¢nog
mjehuri¢a i leéne plakode nalazi u perifernom dijelu buduée mreznice. Tijekom
kasnijeg razvoja, tj. u stadiju ocnog vrc¢a i leénog mjehuri¢a, osim u perifernom dijelu
ziv€éanog sloja mreznice, ova je bjelancevina izrazena u o¢nom drsku, te u okolnom
mezenhimu (103).

Tijekom ranog razvoja le¢e u miSeva, BMP4 se samo prije indukcije le¢ne
plakode pojavljuje u povrSinskom ektodermu ispred o¢nog mjehuri¢a, dok sa pojavom
plakode njen izrazaj nestaje. Istrazivanje Bmp4™ null mutantnog misa u kojemu
izostaje razvoj le¢ne plakode, ukazuje da je ova bjelancevina neophodna u indukeciji
lece (104).

Fenotip misjeg heterozigota s izrazajem BMP4 " upuéuje na ulogu BMP4 u
razvoju prednjeg segmenta oka, vidnog Zivca, unutrasnje mreznice, te hijaloidnih zila.
Naime, u ovih miSeva nastaju strukturni poremecaji prednjeg segmenta oka, stoga i
trabekularne mreze, te Schlemmovog kanala drenaznog sustava, dovodeci do porasta
intraokularnog tlaka. Buduc¢i da opisani poremecaji u misa slice anomalijama u
ljudskom oku sa razvojnim glaukomom, kao $to je Axenfeld-Riegerova anomalija, za
pretpostaviti je da poremecaj u izrazaju BMP4 moZze dovesti do razvoja glaukoma u

ljudi (102).

1.6.2. Uloga BMP7 u razvoju oka

BMP7 bi svojom pojavom u povrsinskom ektodermu ispred ocnog mjehurica,
te kasnije u le¢noj plakodi i jamici mogla imati vaznu ulogu u najranijem razvoju
misje lece, dok u stadiju leénog mjehuri¢a vise nije izrazena (94,103). U misSjeg

embrija, izrazaj BMP7 pojavljuje se u epitelu ocnog mjehuri¢a i drska, a kasnije u
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pigmentnom epitelu ocnog vréa, o¢nom drsku, povrSinskom ektodermu, tj. epitelu
buduée roznice i u okolnom mezenhimu (103,105).

IstraZivanja BMP7 " knockout miSeva s mikroftalmijom i mikrofakijom sve
do anoftalmije, ukazuju na sudjelovanje ove bjelancevine u indukciji leéne plakode,

razvoju i diferencijaciji oba sloja mreznice, te u rastu svih struktura oka (94,106,107).

1.7. Spoznaje o ulozi razli¢itih ¢cimbenika u ranom razvoju ljudskog oka
Opéenito su spoznaje o ranom razvoju oka oskudne i ve¢inom se temelje na
zivotinjskim modelima, dok su istrazivanja o embrionalnom razvoju ljudskog oka
malobrojna. Ona se odnose na istrazivanja raspodjele i uloge proliferirajuéih stanica u
mreznici (25,108) 1 u le¢i (25) iskljuc¢ivo morfoloskim tehnikama, ali ne i
imunohistokemijskim dokazivanjem pojave Ki-67-pozitivnih proliferirajucih stanica.
U oku ljudskog embrija, imunohistokemijski je istrazena raspodjela citokeratina i
vimentina (63), te izrazaj GFAP-a i vimentina tijekom diferencijacije astrocita
mreznice (66). Do sada u embrionalnom razvoju ljudskog oka nije bila poznata uloga
slijedecih citoskeletnih bjelancevina koji sudjeluju u razvoju mozga i/ili oka u
ljudskog fetusa i/ili na Zivotinjskim modelima: nestina (41,42,45-56,60,61),
neurofilamenata (43,76) i B-tubulina (76-78). Raspodjela izrazaja FGF receptora
(76,80,85,86,90,91,94,95) i PDGF-Rp (68,71), koja je opisana tijekom razvoja
zivotinjskog oka, nije istraZena na ljudskom embrionalnom oku. Nadalje, tijekom
razvoja oka u ljudskog embrija, nedostaje istrazivanje izrazaja BMP4 (102-104) 1
BMP7 (94,103,105-107) koji sudjeluju u embrionalnom razvoju misjeg oka. Do sada
nisu postojala sustavna imunohistokemijska istrazivanja ¢imbenika koji bi, sukladno

zivotinjskim modelima, mogli sudjelovati i u ranom razvoju ljudskog oka.
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Odstupanja od normalnog izrazaja pojedinih ¢imbenika istrazenih u ovoj
studiji uzrokuju poremecaj u indukeiji i u razvoju le¢e (11,12,70,90,91,94,95,104), te
mreznice u misa (22,103,105-107), kao i pojavu glaukoma (102). Shodno navedenom,
i u ¢ovjeka bi neke razvojne anomalije oka mogle nastati kao posljedica poremecenog

prostornog rasporeda i vremenskog slijeda pojave nekih od istrazenih ¢imbenika.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Istraziti vremensku i prostornu raspodjelu, te morfoloske i ultrastrukturne
znacajke mitotskih stanica u oku ljudskih zametaka primjenom svjetlosne i
elektronske mikroskopije.

Kvalitativno i kvantitativno istraziti pojavu i raspodjelu Ki-67-pozitivnih
proliferirajucih stanica u oku ljudskih zametaka od 6 do 9 tjedana starosti
primjenom imunohistokemijskog postupka bojenja, a zatim usporedbom
izracunatih udjela Ki-67-pozitivnih stanica u ukupnom broju stanica korisStenjem
Kruskal-Wallis ANOVA testa i Wilcoxonovog testa uskladenih parova.
Primjenom imunohistokemijskih postupaka bojenja u oku ljudskih zametaka
istraziti prostorni raspored i vremenski slijed pojave slijedecih citoskeletnih
bjelancevina: nestina, citokeratina, vimentina, GFAP-a, neurofilamenata 1 8-
tubulina.

Istraziti vremensku i prostornu raspodjelu FGF receptora i PDGF-Rf u oku
ljudskih zametaka primjenom imunohistokemijskih postupaka bojenja.

Istraziti pojavu i raspodjelu BMP4 i BMP7 u oku ljudskih zametaka primjenom
imunohistokemijskih postupaka bojenja.

Na osnovi prostornog rasporeda i vremenskog slijeda pojave istrazenih ¢imbenika
objasniti njihovu ulogu u normalnom razvoju 1 diferencijaciji razlicitih dijelova
oka ljudskih zametaka.

Spoznaje o zbivanjima tijekom normalnog ranog razvoja ljudskog oka mogle bi
pomoc¢i u razjasnjavanju mehanizama nastanka pojedinih razvojnih anomalija i

bolesti ljudskog oka.
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Utvrdivanjem postojanja nekih sli¢nosti u razvoju ljudskog i Zivotinjskog oka,

mogla bi se opravdati primjena zivotinjskih modela u istrazivanju normalnog

razvoja, te nastanka i lijecenja nekih razvojnih anomalija i bolesti ljudskog oka.
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3. TVORIVA I POSTUPCI

3.1. Ljudski embriji i fetusi

Istrazivanje je provedeno na 10 normalnih ljudskih zametaka, tj. 20 ociju
starosti od 5 do 9 tjedana (tablica 1). Dio tkiva pripada postojecoj arhivskoj kolekciji
Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju, dok se preostali dio odnosi na tkivo
spontano pobacenih zametaka dobiveno s Klinickog zavoda za patologiju, sudsku
medicinu i citologiju. Za istraZivanje je zatrazena i dobivena suglasnost Etickog
povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Splitu.

Starost zametaka odredena je na osnovi podataka o ovulacijskoj dobi,
mjerenjem duzine tjeme-zadak, te usporedbom sa stadijima Carnegie Instituta (109).
Kranijalni dijelovi zametaka odvojeni su pod povecalom, a zatim su histoloski

pripremljeni ovisno o primijenjenom postupku istrazivanja.

3.2. Elektronska mikroskopija

Da bi se $to bolje oc¢uvala struktura ljudskog embrionalnog i fetalnog tkiva,
mali komadi¢i tkiva fiksirani su dvostrukom fiksacijom: prvo u Karnovskijevom
fiksativu (2.5% glutaraldehid, 2% paraformaldehid) na 4 °C tijekom 2-5 sati, a potom,
nakon ispiranja u fosfatnom puferu, tkivo je fiksirano u 1%-tnom osmij-tetraoksidu na
4 °C tijekom jednog sata. Nakon dehidracije u sve visim koncentracijama alkohola,
tkivo je uklopljeno u smolu LX 112 (110).

Uklopljeno je tkivo zatim izrezano na polutanke rezove debljine 1-2 um, koji
su nakon bojenja 1%-tnim toluidinskim modrilom u izopropanolu pregledani

svjetlosnim mikroskopom Olympus BX 40 (Olympus, Tokyo, Japan). Iz odabranih
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tkivnih presjeka izrezani su ultratanki rezovi debljine 0.05 pum, koji su nakon bojenja
10%-tnim metanolnim uranil acetatom i Reynoldsovim olovnim citratom pregledani

transmisijskim elektronskim mikroskopom Zeiss 902A (Zeiss, Germany).

3.3. Imunohistokemijski postupci

Komadic¢i tkiva fiksirani su u 4%-tnom paraformaldehidu u fosfatnom puferu
tijekom 24 sata, a zatim su ispirani u fosfatnom puferu. Nakon dehidracije u sve viSim
koncentracijama alkohola, a potom ispiranja u ksilolu, uklopljeni su u parafin na
56 °C. Uklopljeni su komadi¢i tkiva serijski izrezani na rezove debljine 4-6 pm i
prilijepljeni na predmetna stakla prethodno obradena 0.01%-tnom vodenom otopinom
poli-L-lizina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA).

Na pocetku imunohistokemijskog postupka parafinski rezovi deparafinirani su
u ksilolu, a zatim rehidrirani u alkoholima sve nize koncentracije. Inkubacijom u
0.1-3%-tnom H,0; (5-30 minuta na sobnoj temperaturi) inaktivirana je endogena
peroksidaza, a kuhanjem u 10 mM natrij citratnom puferu tijekom 5-10 minuta
”demaskirani” su ispitivani antigeni. Nakon ispiranja u otopini fosfatnog pufera
(PBS), rezovi su, u vlaznoj komori na 4 °C tijekom no¢i, inkubirani s nekim od
primarnih protutijela (tablica 2).

Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi sa primarnim protutijelom za Ki-67
inkubirani su sa sustavom za vizualizaciju koji sadrzi sekundarno protutijelo
konjugirano sa peroksidazom (EnVision" + Single Reagents, K 4001, DAKO,
Glostrup, Denmark) na sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta, dok su ostali rezovi
inkubirani sa sustavom za vizualizaciju u kojemu se nalazi biotinizirano sekundarno
protutijelo (LSAB+ System-HRP, K 0679, DAKO, Glostrup, Denmark), takoder 30

minuta na sobnoj temperaturi. Zatim su rezovi isprani u PBS-u i obojeni
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diaminobenzidinom (DAB) tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja
u destiliranoj vodi kontrastno su obojeni hematoksilinom, te dehidrirani u etanolu i
ksilolu (111).

Na kraju su presjeci tkiva pregledani svjetlosnim mikroskopom Olympus
BX 40, a zatim su odabrani presjeci slikani mikroskopskom digitalnom kamerom
Olympus DP11 (Olympus, Tokyo, Japan). Slike su kasnije obradene kompjutorskim
programom Adobe Photoshop Version 5.5.

Semikvantitativnom procjenom broja reaktivnih stanica u odredenoj strukturi

oka odredena je jacina izrazaja svih istrazenih ¢imbenika, osim Ki-67 antigena ¢iji je

izrazaj odreden kvantitativno.

3.4. Kvantitativno odredivanje Ki-67-pozitivnih stanica

U tri zametka razlicite starosti (od 6 do 9 tjedana) imunohistokemijski su
obojene Ki-67-pozitivne stanice. Zatim je iz svakog zametka odabrano Sest tkivnih
rezova na kojima su izbrojene Ki-67-pozitivne i —negativne stanice. Stanice su
izbrojene na cijeloj povrsini leée, a u mreznici na dvije povriine veli¢ine 0.lmm? pri
povecanju 200x: u srediSnjoj mreznici na straznjem polu o¢nog vrca i u perifernoj
mreznici na prednjem rubu o¢nog vrca. Stanice su izbrojene pomoc¢u mikroskopske
digitalne kamere Olympus DP11 i kompjutorskog programa Olympus DP-SOFT
Version 3.1 (Olympus, Tokyo, Japan). Potom su na svakom rezu izrac¢unati udjeli Ki-
67-pozitivnih stanica u ukupnom broju stanica u le¢i, srediSnjem i perifernom dijelu
ziv€ane, kao i pigmentne mreznice. Bududéi da je na popre¢nim presjecima oka
embrija od 6 tjedana starosti nedostajalo tkivo periferne mreznice, nije bilo moguce

izraCunati udjele Ki-67-pozitivnih stanica u navedenom tkivu.
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Za svaki zametak, udjeli Ki-67-pozitivnih stanica izraZeni su srednjom
vrijednos¢u 1 standardnom pogreskom udjela dobivenih na njihovih Sest tkivnih
rezova. Primjenom Kruskal-Wallis ANOVA testa, izmedu tkivnih rezova razlicite
starosti usporedeni su udjeli Ki-67-pozitivnih stanica u le¢i, sredi$njoj i perifernoj
ziv€anoj, kao 1 pigmentnoj mreznici. Zatim su na rezovima iste starosti primjenom
Wilcoxonovog testa uskladenih parova, usporedeni udjeli Ki-67-pozitivnih stanica
izmedu srediSnjeg i perifernog dijela ziv€ane, kao i pigmente mreznice.

Unato¢ malom broju istrazenih tkivnih rezova statistickom je analizom
dobivena znatno veca razlika u vrijednosti udjela Ki-67-pozitivnih stanica izmedu

rezova razliite starosti nego unutar iste starosti.
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Tablica 1. Broj i starost istrazenih ljudskih zametaka.

oznaka zametka

starost (tjedni)

stadij po Carnegie-u

3

3k
24 B
22 B
6B
14B
10B
E3
E 47
15B

~N 3 N O LD

15
15
17
19
20
20
21
22
23
/
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Tablica 2. Znacajke primijenjenih primarnih protutijela.

naziv protutijela pod-  mono/poli  proizvodac kat. broj koncetracija
rijetlo (pg/ml)
Anti-Human Ki-67 Antigen = mi$ mono DAKO, Glostrup, Denmark M 7240 1.6
Anti-Vimentin/HRP mi§ mono DAKO, Glostrup, Denmark M 0725 3.6
Anti-Human GFAP mi$ mono DAKO, Glostrup, Denmark M 0761 2.3
Anti-Human Neurofilament ~ mi$ mono DAKO, Glostrup, Denmark M 0762 2.3
Anti-Human Cytokeratin mis mono DAKO, Glostrup, Denmark M 0821 1.3
Anti-Human Nestin mis mono R&D Systems, Inc., MAB 1259 0.5
Minneapolis, USA
B Tubulin (D-10) mis mono Santa Cruz Biotech., Inc., sc-5274 0.6
Santa Cruz, USA
FGF Receptor (Ab-1) mis mono Oncogene Research Products, GR 21 5
Darmstadt, Germany
PDGF-Rp (Ab-4) mis mono Oncogene Research Products, =GR 23L 5
Darmstadt, Germany
BMP-4 (3H2.3) mi§ mono Santa Cruz Biotech., Inc., sc-12721 1
Santa Cruz, USA
BMP-7 (N-19) koza  poli Santa Cruz Biotech., Inc., sc-6899 5

Santa Cruz, USA
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4. REZULTATI

4.1. Izrazaj stani¢ne proliferacije

4.1.1. Raspodjela i ultrastrukturna obiljeZja mitotskih stanica

U ljudskog embrija od 5 tjedana starosti osnovu mreznice tvori o¢ni vr¢
povezan s diencefalonom o¢nim dr§kom, tj. osnovom vidnog zivca. Izmedu vanjskog
1 unutrasnjeg zida o¢nog vrc¢a prisutan je Siroki intraretinalni prostor koji se nastavlja
u ventrikul o¢nog drska. Osnovu leée oblikuje le¢na jamica koja se postupnim
udubljivanjem odvaja od okolnog povrSinskog ektoderma. Mezenhim okruzuje ocni
vre.

Interfazne 1 neproliferirajuce stanice predstavljaju vecinu stanica u
povrsinskom ektodermu i epitelu le¢ne jamice, te u neuroepitelu ocnog vrca i o¢nog
drska. One su cilindri¢ne ili poligonalne, a jezgra im je ovalna i svijetla,
tj. eukromati¢na s naglasenom jezgricom. Mitotska se stanica prepoznaje po
karakteristi¢no organiziranim kromosomima izgradenima od zgusnutog kromatina. Na
osnovi razlika u organizaciji i izgledu kromosoma, u mitotskim se stanicama mogu
prepoznati razliCite faze diobe. U podrucju odvajanja le¢ne jamice od okolnog
ektoderma, mitotske se stanice pojavljuju iskljucivo u povrsinskim slojevima epitela
(slika 1).

Mitotske se stanice nalaze u neuroepitelu o¢nog vréa i o¢nog drska, a
najbrojnije su na prijelazu unutrasnjeg u vanjski zid ocnog vrca, te vanjskog zida vrca
u o¢ni drzak. One redovito leze uz lumen, tj. uz intraretinalni prostor ili ventrikul

o¢nog drska. Dijelovi citoplazme pojedinih neuroepitelnih stanica uz lumen “pupaju”,
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tj. izboCuju se u intraretinalni prostor ili ventrikul o¢nog drska (slika 2). Mjestimi¢no
su u lumenu prisutne i mitotske stanice koje su se sasvim odvojile od neuroepitela.
Ultrastrukturno, u mitotskim je stanicama nestala jezgrina ovojnica, a zgusnuti
kromatin oblikuje kromosome. Ove se stanice izbo€uju na epitelnoj povrsini. Tijekom
anafaze mitotske diobe, dvije skupine kromatida nastale diobom kromosoma putuju
prema suprotnim stani¢nim polovima duz diobenog vretena polozenog usporedno s

epitelnom povrsinom (slika 3).
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Slika 1. Polutanki uzduZzni presjek kroz podrucje odvajanja le¢ne jamice (/j) od
povrsinskog ektoderma (pe), podrucje prijelaza vanjskog (vz) u unutrasnji zid (uz)
o¢nog vrca, te kroz mezenhim (m) embrija od 5 tjedana starosti. Mitotske stanice sa
zgusnutim, tamnim kromosomima (glave strelica) vide se u povrsinskim slojevima
le¢ne jamice 1 okolnog ektoderma. Okolne stanice imaju ovalne, svijetle jezgre s
istaknutom jezgricom (n). Toluidinsko modrilo. Povecanje x 100.

e e ﬁt

Slika 2. Polutanki uzduzni presjek kroz neuroepitel (od) i ventrikul ocnog drska (vod)
embrija od 5 tjedana starosti. Mitotske stanice sa zgusnutim kromosomima (glave
strelica) nalaze se uz ventrikul o¢nog drska. Okolne jezgre su svijetle i ovalne, s
naglasenom jezgricom (7). U lumenu se vidi “pupanje” dijelova citoplazme
(dvostruke strelice). Toluidinsko modrilo. Povecanje x 100.
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Slika 3. Ultratanki presjek kroz epitel oka embrija od 5 tjedana starosti. Na epitelnoj
povrsini vidi se anafazna mitotska stanica u kojoj dvije skupine kromatida (glave
strelica) putuju prema suprotnim stani¢nim polovima. TEM. Povecanje x 3000.
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4.1.2. Kvalitativna raspodjela Ki-67-pozitivnih proliferirajucih stanica

U oku embrija od 6 tjedana starosti, nakupljanjem pigmenta melanina vanjski
zid o¢nog vréa postaje pigmentni sloj mreznice izgraden od viserednog cilindri¢nog
pigmentnog epitela. Od unutrasnjeg zida o¢nog vrca nastaje ziv€ani sloj mreznice
sastavljen od podrucja neuroblasta i marginalnog podrucja. Podrucje neuroblasta s
jezgrama neuroblasta proteze se duz vanjske tri ¢etvrtine debljine Zivéanog sloja
mreznice, dok se marginalno podrucje bez jezgri, tj. samo sa stani¢nim nastavcima,
proteze u unutrasnjoj cetvrtini navedenog sloja. Intraretinalni prostor razdvaja
pigmenti i ziv€ani sloj mreznice. Unutar o¢nog vréa smjesten je leéni mjehurié
oblozen le¢nim epitelom. Udubljivanjem donjeg dijela ocnog vréa i o¢nog drska
oblikuje se fetalna o¢na pukotina ispunjena mezenhimom i hijaloidnim krvnim zilama
koje ulaze u Supljinu ocnog vrca. Ki-67-pozitivne stanice, kojima je svojstveno smede
obojenje jezgre, prisutne su u pigmentnom sloju mreznice, podru¢ju neuroblasta
ziv€anog sloja mreznice, le¢nom epitelu, te u mezenhimu oko ocnog vréa i u fetalnoj
oc¢noj pukotini. Najjace je obojenje vidljivo u mitotskim figurama koje su smjestene
uz intraretinalni prostor i uz Supljinu leénog mjehurica (slika 4).

U pigmentom sloju, te u podrucju neuroblasta ziv€anog sloja mreznice,
Ki-67-pozitivne stanice pokazuju razlicite oblike obojenosti jezgre: najslabije zrnasto
obojenje s naglasenom jezgricom; jace to¢kasto obojenje s naglaSenom jezgricom, te
najjace obojenje kromosoma u mitotskim stanicama uz intraretinalni prostor. Jezgre
Ki-67-negativnih stanica su ovalne i blijede, s naglasenom jezgricom (slika 5).

U embrija od 7-8 tjedana starosti, pigmentni je sloj mreZnice stanjen na
jednoslojni cilindriéni pigmentni epitel. Zivéani sloj straznjeg (sredisnjeg) dijela
mreznice sastoji se od podrucja s jezgrama neuroblasta smjestenog uz intraretinalni

prostor, te od sloja ziv€anih vlakana uz prostor staklovine. U podrucju jezgri
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neuroblasta razlikuje se vanjski dio s ovalnim jezgrama i unutrasnji s vise okruglim
jezgrama. Prednji (periferni) dio zivéanog sloja mreznice je nezreliji i tanji od
straznjeg, a sadrzi samo jezgre primitivnih neuroblasta. Izmedu pigmentnog i
ziv€anog sloja mreznice nalazi se intraretinalni prostor. Prednju povrsinu le¢nog
mjehurica prekriva kubicni epitel, a Supljinu mjehuriéa ispunjavaju le¢na vlakna. Od
mezenhima oko o¢nog vrca (osim prednjeg dijela) nastaje unutrasnji, dobro
prokrvljen, pigmentirani sloj - Zilnica, te vanjski, fibrozni sloj — bjelooc¢nica.
Mezenhim ispred ocnog vréa diferencira se u vezivnu stromu roznice prekrivenu
epitelom nastalim od povrSinskog ektoderma. Ispred roznice, medusobno se
priblizavajuéi, rastu vjede izgradene od nabora mezenhima oblozenog povrsinskim
ektodermom. U Supljini o¢nog vr¢a, tj. u prostoru staklovine, nalazi se mezenhim s
hijaloidnim zilama.

Ki-67-pozitivne stanice pojavljuju se u pigmentnom sloju mreznice, te u
vanjskom podrucju neuroblasta straznjeg dijela ziv€anog sloja mreznice (slika 6). U
prednjem dijelu ziv€anog sloja mreznice ove se stanice nalaze u cijeloj debljini
podrucja s jezgrama primitivnih neuroblasta. One su prisutne u prednjem le¢nom
epitelu, prostoru staklovine, te u mezenhimu oko o¢nog vrca. Ki-67-pozitivne jezgre
pokazuju razli¢ite oblike smede obojenosti, dok su jezgre okolnih Ki-67-negativnih
stanica svijetle (slike 6 1 7).

U oku fetusa od 8-9 tjedana starosti, stvaranjem Supljine u mezenhimu ispred
o¢nog vrca oblikuje se prednja ocna sobica prekrivena straga iridopupilarnom
membranom, a sprijeda stromom roznice. Straznja o¢na sobica nastaje u mezenhimu
koji se nalazi iza buduce Sarenice, a ispred le¢e. Raspodjela Ki-67-pozitivnih stanica u

ovom razvojnom stadiju nalikuje onoj u embrija od 7-8 tjedana starosti.
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Raspodjela proliferirajucih stanica u pojedinim dijelovima oka ljudskih

zametaka od 5 do 8-9 tjedna starosti prikazana je u tablici 4.
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Slika 4. Poprecni presjek kroz pigmentni sloj mreZnice (pm), intraretinalni prostor
(ip), podrucje neuroblasta (nb), marginalno podrucje (mp), leéni mjehurié (/m)
obloZen le¢nim epitelom (/p), okolni mezenhim (m) 1 fetalnu o¢nu pukotinu (fp)
embrija od 6 tjedana starosti. Ki-67-pozitivne stanice imaju smedu jezgru.
Imunohistokemijsko bojenje za Ki-67. Povecanje x 10.

Slika 5. Poprecni presjek kroz pigmentni sloj mreznice (pm), intraretinalni prostor
(ip), podrucje neuroblasta (nb) i marginalno podrucje (mp) embrija od 6 tjedana
starosti. Ki-67-pozitivne stanice sa smedom jezgrom (strelice) vide se u pigmentnom
sloju mreznice i u podrucju neuroblasta. Mitotske stanice s tamnim mitotskim
figurama (glave strelica) nalaze se uz intraretinalni prostor. Ki-67-negativne stanice

imaju ovalnu 1 blijedu jezgru s istaknutom jezgricom (7). Imunohistokemijsko bojenje
za Ki-67. Povecanje x 40.
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Slika 6. UzduZni presjek kroz pigmentni sloj mreZnice (pm), intraretinalni prostor
(ip), vanjsko (vnb) 1 unutrasnje podrucje neuroblasta (unb), sloj zivcanih vlakana (2v),
leéni epitel (le) 1 le¢na vlakna (/v), zatim kroz prostor staklovine (s¢) s hijaloidnim
zilama (hz2), zilnicu (2), bjelooc¢nicu (b), roznicu (7) i vjede (v) embrija od 7-8 tjedana
starosti. Ki-67-pozitivne stanice imaju smedu jezgru. Imunohistokemijsko bojenje za
Ki-67. Povecanje x 4.

Slika 7. Uzduzni presjek kroz prednji dio pigmentnog (pm) i ziv€anog sloja mreznice
(zm), le¢ni epitel (/e) i le¢na vlakna (/v), te kroz roznicu () embrija od 7-8 tjedana
starosti. Ki-67-pozitivne stanice sa smedom jezgrom (strelice) uo¢avaju se u oba sloja
mreznice, prednjem leénom epitelu i u roznici. Ki-76-negativne jezgre su svijetle.
Imunohistokemijsko bojenje za Ki-67. Povecanje x 20.
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4.1.3. Kvantitativna raspodjela Ki-67-pozitivnih proliferirajucih stanica

U le¢nom mjehuriéu, najveci udio Ki-67-pozitivnih stanica nalazi se u embrija
od 6 tjedana starosti, dok se statisti¢ki znacajno smanjuje (p=0.049) u zametaka od
7-8 1 8-9 tjedana starosti (slika 8a).

Na osnovi udjela Ki-67-pozitivnih stanica, proliferacijska aktivnost
neuroblasta u srediSnjem (straznjem) dijelu Zivéanog sloja mreznice znacajno je niza
u zametaka od 7-8 i1 8-9 tjedana starosti (»p=0.003) u usporedbi s embrijem od
6 tjedana starosti. U perifernom (prednjem) dijelu ziv€anog sloja mreznice udio
Ki-67-pozitivnih stanica ne smanjuje se znacajno. Usporedbom proliferacijske
aktivnosti izmedu sredi$njeg i perifernog dijela ziv€anog sloja mreznice u zametaka
iste starosti, znacajno vecéa aktivnost otkrivena je u perifernom dijelu ziv€éanog sloja
mreznice u embrija od 7-8 tjedana starosti (p=0.027), dok su u fetusa od 8-9 tjedana
starosti obje aktivnosti gotovo izjednacene (slika 8b).

Promjene u proliferacijskoj aktivnosti u pigmentnom sloju mreznice slice
promjenama u ziv€éanom sloju mreznice. Naime, udio Ki-67-pozitivnih stanica u
sredi$njem dijelu pigmentnog sloja mreznice znacajno je vecéi u embrija od 6 tjedana
starosti u usporedbi sa zamecima od 7-8 1 8-9 tjedana starosti (»p=0.002). [ u
perifernom se dijelu smanjuje proliferacijska aktivnost, iako ne znacajno. Kaoiu
ziv€anom sloju mreznice u embrija od 7-8 tjedana starosti, proliferacijska aktivnost u
pigmentnom sloju mreznice znacajno je niza u srediSnjem u odnosu na periferni dio
(p=0.046), dok su u fetusa od 8-9 tjedna starosti obje aktivnosti skoro jednake (slika

8¢).
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Proliferacija u leci
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Slika 8a. Udio Ki-67-pozitivnih stanica u leci statisticki se znacajno smanjuje u

zametaka od 6 do 8-9 tjedana starosti (p=0.049, Kruskal-Wallis ANOVA test). Podaci
su izrazeni srednjom vrijednoscu i standardnom pogreskom (X £ SE, n=6).
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Slika 8b. U zametaka nakon 6. tjedna starosti udio Ki-67-pozitivnih stanica statisticki
se znacajno smanjuje u srediSnjoj ziv€anoj mreznici (z.m.) (p=0.003, Kruskal-Wallis
ANOVA test), ali ne u perifernoj zivéanoj mreznici. Znacajna razlika izmedu
srediSnje 1 periferne Ziv€ane mreZnice postoji u embrija od 7-8 tjedana starosti
(*p=0.027, Wilcoxonov test uskladenih parova). Podaci su izrazeni srednjom
vrijednos$c¢u i standardnom pogreskom (X + SE, n=6).
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Proliferacija u pigmentnoj mreznici
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Slika 8c. Udio Ki-67-pozitivnih stanica statisticki se znacajno smanjuje u sredi$njoj
pigmentnoj mreznici (p.m.) zametaka nakon 6. tjedna starosti (p=0.002,
Kruskal-Wallis ANOVA test), dok se u perifernoj pigmentnoj mreznici smanjuje, ali
ne statisticki znacajno. U embrija od 7-8 tjedana starosti znacajna razlika postoji
izmedu sredis$nje 1 periferne pigmentne mreznice (*p=0.046, Wilcoxonov test
uskladenih parova). Podaci su izrazeni srednjom vrijedno$cu i standardnom
pogreskom (X = SE, n=6).
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4.2. Izrazaj intermedijarnih filamenata

4.2.1. Izrazaj nestina

U oku embrija od 5 tjedana starosti nestin-pozitivne stanice, kojima je
svojstveno smede obojenje citoplazme, prisutne su u cijeloj debljini neuroepitela
o¢nog drska. Vece se nakupine nestina uocavaju u citoplazmatskim dijelovima koji
grani¢e s mezenhimom. Jezgre su neuroepitelnih stanica svijetle i izduzene (slika 9).
Nestin-pozitivne stanice pojavljuju se i u neuroepitelu vanjskog zida o¢nog vrca.

Tijekom Sestog tjedna razvoja, nestin se mjestimi¢no pojavljuje u epitelnim
stanicama na povrsini le¢énog mjehurica. U leénom epitelu prema Supljini leénog
mjehurica prepoznaje se mitotska stanica u kojoj tamniji, zgusnuti kromatin oblikuje
kromosome (slika 10). Nestin-pozitivne stanice nalaze se i u unutra$njim dijelovima
zivéanog sloja mreznice, te u povrSinskom ektodermu.

U oku embrija od 7-8 tjedana starosti, nestin-pozitivne stanice prisutne su u
unutras$njim dijelovima ziv€anog sloja mreznice, prvenstveno u unutrasnjem podrucju
neuroblasta, te u manjem broju u unutrasnjem dijelu vanjskog podrucja neuroblasta.
Nestin se nalazi i medu zivéanim vlaknima vidnog zivca u podrucju njegovog
izlaziSta iz mreznice, stvarajuci u srediSnjim dijelovima Zivca veée nakupine
(slika 11). U leénom je mjehuriéu, osim u prednjem le¢nom epitelu, prisutan i u
straznjim dijelovima citoplazme le¢nih vlakana. Nestin-pozitivne stanice smjeStene su
i u epitelu i vezivnoj stromi roZnice.

U fetusa od 8-9 tjedana starosti, nestin je prisutan u unutra$njim dijelovima
ziv¢anog sloja mreznice, tj. u sloju ziv¢anih vlakana i u citoplazmama u unutraSnjem

podrucju neuroblasta (slika 12). Nestin-pozitivne stanice pojavljuju se u le¢cnom
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epitelu, zatim u epitelu, stromi i endotelu roznice, kao i u okolnom povrsinskom
ektodermu i stromi.
Raspodjela izrazaja nestina u pojedinim dijelovima oka ljudskih zametaka od

5 do 8-9 tjedana starosti prikazana je u tablicama 3 i 4, te slikama 21a —e.
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Slika 9. Uzduzni presjek kroz o€ni drzak (od) 1 okolni mezenhim () embrija od 5
tjedana starosti. Vece, smede citoplazmatske nakupine nestina (strelice) vide se uz
mezenhim. Jezgre neuroepitelnih stanica (n) izduZene su 1 svijetle.
Imunohistokemijsko bojenje za nestin. Povecanje x 100.

k

Slika 10. Poprecni presjek kroz leéni epitel (le) embrija od 6 tjedana starosti.
Nakupine nestina (strelice) vide se u povrSinskim dijelovima citoplazme le¢nih
epitelnih stanica. Njihove jezgre (n) imaju svijetli kromatin. Uz Supljinu le¢nog
mjehuri¢a uocCava se mitotska stanica sa tamnijim, zgusnutim kromosomima (glava
strelice). Imunohistokemijsko bojenje za nestin. Povecanje x 100.
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Slika 11. Uzduzni presjek kroz izlaziSte vidnog zivca (vZ), pigmentni (pm) 1 Ziv€ani
sloj mreznice (zm), te okolni mezenhim (m) embrija od 7-8 tjedana starosti. Nakupine

nestina (strelice) vide se u vidnom Zivcu. Imunohistokemijsko bojenje za nestin.
Povecanje x 20.
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Slika 12. Uzduzni presjek kroz sloj ziv€anih vlakana (Zv) i unutrasnje podrucje
neuroblasta (unb) fetusa od 8-9 tjedana starosti. Nakupine nestina (strelice) vide se u
sloju ziv¢anih vlakana, te u citoplazmama oko svijetlih, okruglih jezgri neuroblasta
(n). Imunohistokemijsko bojenje za nestin. Povecanje x 100.
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4.2.2. Izrazaj citokeratina

U oku embrija od 6 tjedana starosti, pojava citokeratina u obliku smede
obojenosti citoplazme, vidljiva je u pigmentnom i zivéanom sloju mreznice, u le¢cnom
epitelu na povrsini leénog mjehurica, te u mezenhimu u fetalnoj o¢noj pukotini i oko
o¢nog vrca (slika 13). Citokeratini pokazuju jaki izrazaj u povrSinskom ektodermu, a
nesto slabiji u mezenhimu ispod navedenog ektoderma.

Od sedmog do devetog tjedna razvoja, citokeratini se nalaze u stanicama
pigmentnog sloja mreznice. Oni se pojavljuju u obliku manjih nakupina u citoplazmi
neuroblasta duz cijele debljine zivcanog sloja mreznice, dok uz intraretinalni prostor
stvaraju vece nakupine (slike 14 1 15). Okruglaste nakupine citokeratina pokrivaju
cijelu povrsinu leénog mjehurica, zatim se pojavljuju u prednjem le¢nom epitelu, a
slabije su izraZeni u citoplazmi le¢nih vlakana. Oni se nalaze u endotelu hijaloidnih
zila, te u mezenhimskim stanicama u Zzilnici, bjeloo¢nici, te u prostoru staklovine
(slika 15). Citokeratini su jako izraZeni u epitelu roznice i vjeda, a slabije u njihovoj
stromi.

Raspodjela izrazaja citokeratina u pojedinim dijelovima oka ljudskih zametaka

od 6 do 8-9 tjedana starosti prikazana je u tablicama 3 i 4, te slikama 21a —e.
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Slika 13. Poprecni presjek kroz pigmentni (pm) 1 Ziv€ani sloj mreZnice (Zm),
intraretinalni prostor (ip), le¢ni epitel (/e) na povrsini lecnog mjehurica (Im), te
mezenhim (m) u fetalnoj o€noj pukotini (fp) embrija od 6 tjedana starosti. Smede
obojene citoplazmatske nakupine citokeratina vide se u pigmentnom i ziv€éanom sloju
mreznice, u leénom epitelu, te u mezenhimu fetalne o¢ne pukotine.
Imunohistokemijsko bojenje za citokeratine. Povecéanje x 20.

Slika 14. Uzduzni presjek kroz pigmentni sloj mreznice (pm), intraretinalni prostor
(ip), vanjsko (vnb) i unutrasnje podrucje neuroblasta (unb), te sloj zivcanih vlakana
(2v) fetusa od 8-9 tjedana starosti. Citokeratini (strelice) se uocavaju u pigmentnom
sloju mreznice, te u citoplazmi neuroblasta, prvenstveno uz intraretinalni prostor.
Mitotska stanica s tamnijim kromosomima (glava strelice) vidi se uz intraretinalni
prostor. Imunohistokemijsko bojenje za citokeratine. Povecanje x 40.
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Slika 15. Uzduzni presjek kroz pigmentni (pm) 1 Ziv€ani sloj mreznice (Zm),
intraretinalni prostor (ip), le¢ni epitel (/e) 1 vlakna (/v), hijaloidne zile (42) u prostoru
staklovine (s7), te kroz okolni mezenhim (m) fetusa od 8-9 tjedana starosti.
Citokeratini se vide u pigmentnom i ziv€éanom sloju mreznice, u endotelu hijaloidnih
zila, te u mezenhimskim stanicama u prostoru staklovine, kao 1 u okolnom
mezenhimu. Citokeratini tamnije smede boje prednji le¢ni epitel, kao i preostalu
povrsinu leénog mjehurica, dok leéna vlakna boje svjetlije. Imunohistokemijsko
bojenje za citokeratine. Povecanje x 10.
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4.2.3. Izrazaj vimentina

U oku embrija od 6 tjedana starosti, nakupine vimentina nalaze se u
pigmentnom sloju mreznice. U ziv€éanom se sloju mreznice vimentin pojavljuje u
obliku smede obojenih radijalno usmjerenih vlaknastih citoplazmatskih izdanaka, koji
se iz marginalnog podrucja pruzaju medu jezgre neuroblasta (slika 16). Vece
nakupine vimentin stvara u povrSinskom dijelu citoplazme leénih epitelnih stanica, a
prisutan je i u mezenhimu oko o¢nog vrca i u fetalnoj o¢noj pukotini.

U zametaka od 7 do 9 tjedana starosti, kao i u prethodnom razvojnom stadiju,
vimentin se nalazi u pigmentnom sloju mreznice, te u jos izrazenijim radijalnim
vlaknima koja se iz sloja ziv€éanih vlakana nastavljaju i medu jezgre unutrasnjeg
podrucja neuroblasta. Svjetlije smeda difuzna obojenost citoplazmi neuroblasta
uocava se u cijeloj debljini zivcanog sloja mreznice. U le¢nom se mjehuric¢u vidi
tamnije smede obojenje povrsinskih dijelova citoplazme le¢nih epitelnih stanica, te
svjetlije difuzno obojenje preostalog dijela citoplazme epitelnih stanica, kao i vlakana.
Vimentin je prisutan u mezenhimskim stanicama u prostoru staklovine, u zilnici 1
bjeloocnici, te u endotelnim stanicama hijaloidnih zila i krvnih Zila zilnice. Nakupine
vimentina nalaze se oko izduzenih, svijetlih jezgri u stromi roznice, dok nedostaju u
povrsinskom epitelu roznice (slika 17). I u vjedi se vimentin pojavljuje samo u stromi.

Raspodjela izrazaja vimentina u pojedinim dijelovima oka ljudskih zametaka

od 6 do 8-9 tjedana starosti prikazana je u tablicama 3 i 4, te slikama 21a,b,c,e.
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Slika 16. Uzduzni presjek kroz marginalno podrucje (mp) 1 podrucje neuroblasta (nb)
embrija od 6 tjedana starosti. Smede obojene vlaknaste tvorbe u marginalnom
podrudju, te izmedu svijetlih, ovalnih jezgri neuroblasta (n) predstavljaju vimentin.
Imunohistokemijsko bojenje za vimentin. Povecanje x 100.

Slika 17. Uzduzni presjek kroz epitel (epr) 1 stromu roznice (s7) fetusa od 8-9 tjedana
starosti. Nakupine vimentina vide se oko izduzenih, svijetlih jezgri (n) u stromi
roznice. Imunohistokemijsko bojenje za vimentin. Povecanje x 100.
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4.2.4. Izrazaj glijalne fibrilarne kisele bjelan¢evine (GFAP)

Tijekom sedmog tjedna razvoja, u zivéanom se sloju mreznice GFAP
pojavljuje u obliku tamnijih smedih nakupina rubno uz prostor staklovine, koje se
nastavljaju u svjetlije smede vlaknaste izdanke u sloju zivcanih vlakana i u podruc¢ju
neuroblasta, prvenstveno unutrasnjih. U vanjskom je podrucju neuroblasta GFAP jace
izrazena u citoplazmama uz intraretinalni prostor. U le¢cnom mjehuri¢u, GFAP
difuzno boji citoplazmu oko svijetlih i izduzenih jezgri le¢nih epitelnih stanica,
stvarajuci vece okrugle nakupine uz povrsinu mjehuri¢a. Budu¢i da izrazaj GFAP-a
slabi od straznjeg prema prednjem dijelu citoplazme le¢nih vlakana, u podrucju
le¢nog ekvatora vidljiva je samo slaba obojenost (slika 18). GFAP se pojavljuje u
citoplazmi stanica u stromi roznice i vjeda, te samo mjestimi¢no u stanicama Zilnice i
bjeloo¢nice. Prisutna je i u stijenci hijaloidnih zila u prostoru staklovine.

Izrazaj GFAP-a u leénom mjehuri¢u, mreznici, te u mezenhimu oko
o¢nog vréa u embrija od 7-8 tjedana starosti nalikuje izrazaju opisanom tijekom
sedmog tjedna razvoja. U roznici se GFAP pojavljuje u citoplazmi stromalnih stanica
i u endotelu, tj. u jednoslojnom plocastom epitelu koji granic¢i s prednjom o¢nom
sobicom, ali ne u povrSinskom epitelu (slika 19). U vjedi je prisutna samo u
stromalnim stanicama.

Raspodjela izrazaja GFAP-a u pojedinim dijelovima oku ljudskih zametaka od

7 1 8 tjedana starosti prikazana je u tablicama 3 i 4, te slikama 21b,c,e.
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Slika 18. Uzduzni presjek kroz le¢ni epitel (/e) i le¢na vlakna (/v) u podrucju ekvatora
le¢nog mjehuri¢a embrija od 7 tjedana starosti. Smede citoplazmatske nakupine
GFAP-a (strelice) vide se oko izduzenih, svijetlih jezgri (n) epitelnih stanica.
Nakupine su vece i tamnije uz povrsinu mjehuri¢a. U le¢nim je vlaknima uocljivo
svjetlije smede obojenje. Imunohistokemijsko bojenje za GFAP. Povecanje x 100.

eng

Slika 19. Uzduzni presjek kroz epitel (epr), stromu (s7) 1 endotel roznice (enr) embrija
od 7-8 tjedana starosti. Citoplazmatske nakupine GFAP-a (strelice) vide se oko jezgri

(n) stanica u stromi i endotelu roznice. Imunohistokemijsko bojenje za GFAP.
Povecanje x 100.
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4.2.5. Izrazaj neurofilamenata (NF)

U ziv€anom sloju mreznice embrija od 7 tjedana starosti, neurofilamenti
stvaraju okrugle smede citoplazmatske nakupine uz intraretinalni prostor, a nalaze se i
u citoplazmi nekih mitotskih stanica sa zgusnutim kromosomima. U obliku vlaknastih
izdanaka protezu se izmedu jezgri neuroblasta do sloja ziv€anih vlakana, u kojemu
stvaraju gustu mrezu isprepletenih izdanaka. U mezenhimu oko o¢nog vré¢a pojavljuju
se u snopovima debljih, usporednih vlakana.

U fetusa od 8-9 tjedana starosti, neurofilamenti svjetlije smede i1 difuzno boje
citoplazmu oko okruglih, svijetlih jezgri u unutrasnjem podrucju neuroblasta. Kaoiu
prethodnom razvojnom stadiju, najjace su izraZeni u sloju ziv€éanih vlakana gdje
stvaraju smedu mrezastu strukturu (slika 20). Izrazeni su u snopovima debelih,
usporednih vlakana smjesStenih izmedu izduzenih jezgri mezenhimskih stanica oko
ocnog vrca.

Raspodjela izrazaja neurofilamenata u pojedinim dijelovima oka ljudskih

zametaka od 7 1 8-9 tjedana starosti prikazana je u tablicama 3 i 4, te slici 21b.
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Slika 20. Uzduzni presjek kroz unutra$nje podrucje neuroblasta (unb) i sloj Ziv€anih
vlakana (Zv) fetusa od 8-9 tjedana starosti. Izmedu svijetlih, okruglih jezgri
neuroblasta (n) vide se svjetlije smede citoplazmatske nakupine neurofilamenata
(strelice), dok se u sloju ziv€éanih vlakana uoc¢ava tamnije smeda gusta mrezasta
struktura. Imunohistokemijsko bojenje za neurofilamente. Povecanje x 100.
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Tablica 3. 1zrazaj intermedijarnih filamenata (IF) u oku od 5 do 8-9 tjedana starosti.

nestin citokeratini vimentin GFAP NF

starost zametaka 56 79 67 89 67 89 7 8 7 89
(tjedni)

o¢ni drzak / vidni zivac ~ +++  +++ / / / / /] / /
v.z.0. vréa/ p. mreznica  + - ++ ++ ++ ++ - - - -
u.z.0.vréa/ z. mreZznica  + I S s S o o S o S S o S o
le¢ni epitel + ++ HH 4 ++  ++ - -
le¢na vlakna - + - + - + + 4+ - .
hijaloidne zile / - / + / + / o+ / -
ektoderm/epitel roznice ~ ++  ++  +++ - - - - - -
stroma roznice / + + + ++ ++ ++ -+ - -
endotel roZnice / + / - / - /] 4+ / -
mezenhim oko o. vréa + + + + ++ ++ + + - -

Legenda: v.z.o. vréa = vanjski zid ocnog vrca; u.z.0. vréa = unutrasnji zid ocnog vrca;
p. mreznica = pigmentna mreznica; Z. mreznica = zivéana mreznica; +++ = jaki

izrazaj; ++ = umjereni izrazaj; + = slabi izrazaj; - = bez izrazaja; /= struktura nije

prisutna. Jacina izrazaja predstavlja semikvantitativno procijenjen broj reaktivnih
stanica u odredenoj strukturi oka.
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Izrazaj IF-a u pigmentnoj mreznici
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Slika 21a. Jacina izrazaja nestina, citokeratina i vimentina u pigmentnom sloju
mreznice u zametaka od 5 do 8-9 tjedana starosti. Jacina izrazaja (0 = bez izrazaja;

1 = slabi izrazaj; 2 = umjereni izrazaj; 3 = jaki izrazaj) predstavlja semikvantitativno
procijenjen broj reaktivnih stanica u pigmentnom sloju mreznice.

Izrazaj IF-a u ziv€anoj mreznici
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Slika 21b. Jacina izrazaja nestina, citokeratina, vimentina, GFAP-a i neurofilamenata
(NF) u ziv€éanom sloju mreznice u zametaka od 5 do 8-9 tjedana starosti. JaCina
izrazaja (0 = bez izrazaja; [ = slabi izrazaj; 2 = umjereni izrazaj; 3 = jaki izrazaj)
predstavlja semikvantitativno procijenjen broj reaktivnih stanica u ziv€éanom sloju
mreznice.
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I1zraZaj IF-a u epitelu lece
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Slika 21c. JaCina izrazaja nestina, citokeratina, vimentina i GFAP-a u epitelu lec¢e u
zametaka od 5 do 8-9 tjedana starosti. Jacina izrazaja (0 = bez izrazaja; [ = slabi
izrazaj; 2 = umjereni izrazaj; 3 = jaki izrazaj) predstavlja semikvantitativno
procijenjen broj reaktivnih stanica u epitelu lece.

Izrazaj IF-a u epitelu roznice
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Slika 21d. Jacina izrazaja nestina i citokeratina u epitelu roZnice u zametaka od 5 do
8-9 tjedana starosti. JaCina izrazaja (0 = bez izrazaja; I = slabi izrazaj; 2 = umjereni
izrazaj; 3 = jaki izrazaj) predstavlja semikvantitativno procijenjen broj reaktivnih
stanica u epitelu roznice.
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IzraZaj IF-a u stromalnim strukturama
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Slika 21e. JaCina izrazaja nestina, citokeratina, vimentina i GFAP-a u stromi roZnice,
zilnice 1 bjeloo¢nice u zametaka od 5 do 8-9 tjedana starosti. Jacina izrazaja (0 = bez
izrazaja; I = slabi izrazaj; 2 = umjereni izrazaj; 3 = jaki izrazaj) predstavlja
semikvantitativno procijenjen broj reaktivnih stanica u navedenim stromalnim
strukturama.
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4.3. Izrazaj p-tubulina

U fetusa od 8-9 tjedana starosti, B-tubulin pojavljuje se u cijeloj debljini
ziv€anog sloja mreznice. Izrazen je u citoplazmi oko izduzenih, svijetlih jezgri
vanjskog podrucja neuroblasta, zatim oko okruglih, svijetlih jezgri unutrasnjeg
podrucja neuroblasta, dok je najjaci izrazaj prisutan u sloju zivcanih vlakana (slika
22).

Raspodjela izrazaja B-tubulina u pojedinim dijelovima oka ljudskog zametka

od 8-9 tjedana starosti prikazana je u tablici 4.
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Slika 22. Uzduzni presjek kroz vanjsko (vnbd) 1 unutrasnje podrucje neuroblasta (unb),
te sloj ziv€éanih vlakana (Zv) fetusa od 8-9 tjedana starosti. Smede citoplazmatsko
obojenje vidi se u citoplazmi neuroblasta, te u sloju ziv¢anih vlakana.
Imunohistokemijsko bojenje za B-tubulin. Povecanje x 40.
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4.4. Izrazaj receptora ¢imbenika rasta

4.4.1. Izrazaj receptora fibroblastnog ¢imbenika rasta (FGF-R)

Tijekom Sestog tjedna embrionalnog razvoja, FGF receptori smede boje
ziv€ani 1 pigmentni sloj mreznice. U ziv€anom sloju mreznice pojavljuju se oko
svijetlih, izduzenih jezgri neuroblasta, te u obliku vlaknastih nastavaka u
marginalnom podrucju. Jace su izrazeni rubno uz intraretinalni, kao i prostor
staklovine. U prostoru staklovine pojavljuju se u stijenci hijaloidnih Zzila, te u obliku
sitnih vlakana (slika 23). Ovi se receptori nalaze u le¢nim epitelnim stanicama i
vlaknima, te u ¢ahuri na povrsini le¢nog mjehuric¢a. U mezenhimu oko o¢nog vr¢a,
prisutni su u stijenci krvnih zila, te u stromi i epitelu roznice i vjede.

U embrija od 7 i 8 tjedana starosti, izrazaj FGF receptora u pigmentnom i
zivéanom sloju mreznice, prostoru staklovine, zilnici 1 bjeloo¢nici sli¢i onom u
prethodnom razvojnom stadiju. Ovi receptori stvaraju tamnije smede nakupine u
prednjem epitelu lece i oko jezgri leénih vlakana u unutra$njosti leénog mjehurica,
dok ostatak citoplazme le¢nih vlakana boje difuzno svjetlije (slika 24). Pojavljuju se u
le¢noj Cahuri, zatim u epitelu, stromi i endotelu roZnice, te u stromi i epitelu vjede.

Raspodjela izrazaja FGF receptora u pojedinim dijelovima oka ljudskih

zametaka od 6 do 8 tjedana starosti prikazana je u tablici 4.
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Slika 23. Uzduzni presjek kroz intraretinalni prostor (ip), podrucje neuroblasta (nb),
marginalno podrucje (mp) i prostor staklovine (s7) embrija krajem Sestog tjedna
starosti. Smede obojenje uocava se oko svijetlih 1 izduZenih jezgri neuroblasta, zatim
u marginalnom podrucju, te u prostoru staklovine. Tamnije smeda obojenost vidi se

rubno uz prostor staklovine. Imunohistokemijsko bojenje za FGF receptore.
Povecanje x 40.

Slika 24. Uzduzni presjek kroz le¢na vlakna u unutrasnjosti leénog mjehuri¢a embrija
od 7 tjedana starosti. Citoplazmatske nakupine (strelice) vide se oko svijetlih,

okruglih jezgri (n) le¢nih vlakana. Imunohistokemijsko bojenje za FGF receptore.
Povecanje x 100.
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4.4.2. Izrazaj beta-receptora trombocitnog ¢imbenika rasta (PDGF-Rp)

Tijekom Sestog tjedna embrionalnog razvoja, PDGF-R pojavljuje se u
pigmentnom sloju mreznice. Nalazi se u cijeloj debljini zivcanog sloja mreznice,
tj. oko izduzenih, svijetlih jezgri neuroblasta, te u marginalnom podruc¢ju gdje
pokazuje najjaci izrazaj. U prostoru staklovine boji smede vlaknaste izdanke, te
stijenku hijaloidnih zila (slika 25). PDGF-Rp stvara vece tamnije nakupine u
prednjem le¢nom epitelu, te svjetlije difuzno obojenje u le¢nim vlaknima. Ovaj se
receptor nalazi u mezenhimskim stanicama i u stijenci krvnih zila oko o¢nog vr¢a, te
u epitelu 1 stromi roznice i vjeda.

U embrija od 7 tjedana starosti, izrazaj PDGF-R u mreznici, le¢i, mezenhimu
oko o¢nog vréa, roznici i vjedi ne razlikuje se od opisanog u prethodnom razvojnom
stadiju. PDGF-RJ se pojavljuje u obliku vlakana koja ispunjavaju prostor staklovine,
te u stijenci hijaloidnih krvnih zila (slika 26).

Raspodjela izrazaja PDGF-RJ u pojedinim dijelovima oka ljudskih zametaka

od 6 1 7 tjedana starosti prikazana je u tablici 4.
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Slika 25. Uzduzni presjek kroz pigmentni sloj mreznice (pm), intraretinalni prostor
(ip), podrucje neuroblasta (nb), marginalno podrucje (mp) i prostor staklovine (st)
embrija krajem Sestog tjedna starosti. Vidi se smede obojenje u pigmentnom sloju

mreznice, oko jezgri neuroblasta, u marginalnom podrucju, te u prostoru staklovine.

Imunohistokemijsko bojenje za PDGF-Rp. Povecanje x 40.

Slika 26. Uzduzni presjek kroz prostor staklovine (s7) embrija od 7 tjedana starosti.

PDGF-Rp uocava se u stijenci hijaloidnih zila (h2) (strelice), te u okolnim vlaknima.

Imunohistokemijsko bojenje za PDGF-Rf. Povec¢anje x 100.
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Tablica 4. Raspodjela proliferirajucih stanica, intermedijarnih filamenata, B-tubulina,

FGF-R i PDGF-Rp u pojedinim dijelovima oka istrazenih ljudskih zametaka.

v.7zivac Z.mreZznica p.mreZznica e.lee  e.roZnice stroma
prolif. st. + + + + + +
nestin + + + + + +
citokeratini  / + + + + +
vimentin / + + + - +
GFAP / + - + - +
NF / + - - - -
B-tubulin / + - - - -
FGF-R / + + + + i
PDGF-RB  / + + + + i

Legenda: v. Zivac = vidni zivac; Z. mreznica = Ziv€ana mreznica; p. mreznica =

pigmentna mreznica; e. lece = epitel lece; e. roZnice = epitel roznice; prolif- st. =
proliferirajuce stanice; + = Cimbenikje prisutan; - = ¢imbenik je odsutan;
/ = ¢imbenik nije istrazen u odredenom dijelu oka.
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4.5. Izrazaj kostanih morfogenetskih bjelancevina (BMP)

4.5.1. Izrazaj BMP4
U embrija od 7 tjedana starosti, BMP4 nespecifi¢no difuzno smede boji cijelu
debljinu ziv€anog sloja mreznice (slika 27). Pojavljuje se u zilnici, bjeloo¢nici, stromi

roznice i vjede, te u prostoru staklovine.

4.5.2. Izrazaj BMP7

Tijekom osmog tjedna razvoja, BMP7 stvara nespecificnu smedu obojenost u
ziv€anom sloju mreznice, prvenstveno u sloju ziv€anih vlakana, te mjestimicno medu
jezgrama neuroblasta. Pojavljuje se u stromi Zilnice i bjeloocnice, te u stijenci krvnih
zila zilnice (slika 28). BMP7 se nalazi u stijenci hijaloidnih zila u prostoru staklovine,

u prednjem epitelu lece, te u epitelu i stromi roznice i vjede.
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Slika 27. Uzduzni presjek kroz unutra$nje podrucje neuroblasta (unb) i sloj ziv€anih
vlakana (Zv) embrija od 7 tjedana starosti. Smeda se obojenost vidi oko svijetlih jezgri
neuroblasta (n), te u sloju Ziv€anih vlakana. Imunohistokemijsko bojenje za BMP4.
Povecanje x 100.

Slika 28. Uzduzni presjek kroz zilnicu (2), pigmentni sloj mreZnice (pm),
intraretinalni prostor (ip), vanjsko (vnb) i unutrasnje podrucje neuroblasta (unb), sloj
ziv€anih vlakana (2v) 1 prostor staklovine (s7) embrija od 8 tjedana starosti. Smede se
nakupine vide oko jezgri neuroblasta, te u cijelom sloju Ziv€anih vlakana. BMP7 se
uocava u stijenci krvnih Zila Zilnice (strelice), te u njenoj vlaknastoj stromi.
Imunohistokemijsko bojenje za BMP7. Povecanje x 40.
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5. RASPRAVA

5.1. Raspodjela i uloga stani¢ne proliferacije u oku ljudskih zametaka

5.1.1. Raspodjela i uloga mitotskih stanica tijekom embrionalnog razvoja oka

Mitoza, stani¢na diferencijacija, migracija i programirana stani¢na smrt
sudjeluju u ranoj morfogenezi oka (112). U ljudskog embrija od 5 tjedana starosti,
mitotske stanice nalaze se u neuroepitelu o¢nog vrca i drska, te u epitelu le¢ne jamice
i okolnog povrsinskog ektoderma. Opisana mitotska aktivnost vjerojatno sudjeluje u
oblikovanju i diferencijaciji lece, roznice, o¢nog vrca i drska (25). Raspodjela
mitotskih stanica u istrazenom oku, kao i u mi§jem oku (13,14), ukazuje na vaznu
ulogu mitoze u ranoj morfogenezi oka.

Morfoloska obiljezja istrazenih mitotskih stanica; tj. nedostatak jezgrine
ovojnice i kromosomi oblikovani od zgusnutog kromatina, ne razlikuju se od njihovog
ranijeg opisa u ranom razvoju ljudskog oka (25). Na osnovi polozaja kromosoma i
kromatida u mitotskim stanicama (113), prepoznaju se razlicite faze mitotske diobe u
oku. Mitotske stanice uocene su u povrsinskim slojevima epitela le¢ne jamice i
okolnog ektoderma, kao i u le¢nom epitelu misjeg i pile¢eg embrija (12). U
neuroepitelu ocnog vréa i ocnog drska, ove se stanice takoder nalaze uz luminalnu
povrsinu, tj. uz intraretinalni prostor, odnosno ventrikul o¢nog drska. Njihova diobena
vretena uglavnom su usporedna s epitelnom povrsinom, dok je diobena ravnina
okomita na povrSinu epitela. Iz ovog proizlazi zakljucak da mitoza tijekom ranog
razvoja oka omogucava rast leénog i mreznicnog epitela duz njihove slobodne
povrsine. Neispravna orijentacija diobenih ravnina u le¢noj plakodi i le¢noj jamici

moze uzrokovati ve¢e poremecaje u razvoju lece i oka, $to je i opisano u misjeg
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embrija s afakijom, tj. okom bez le¢e (12). Tako i ispravna orijentacija diobene
ravnine, osim pravilne raspodjele mitotskih stanica, moZze biti neophodna u

normalnom ranom razvoju i ljudske lece.

5.1.2. Kvalitativna i kvantitativna raspodjela, te uloga Ki-67-pozitivnih stanica
od 6. do 9. tjedna razvoja oka

U ovom je dijelu istrazivanja, raspodjela Ki-67-pozitivnih proliferiraju¢ih
stanica prvenstveno opisana u leénom mjehuri¢u i mreznici. U leénom mjehuricu,
proliferirajuce stanice uocene su prvo u epitelu na ¢itavoj povrsini mjehurica, dok se
one tijekom kasnijih razvojnih stadija pojavljuju samo u prednjem le¢nom epitelu.
Mitotske figure nalaze se iskljucivo u sloju epitela okrenutom prema Supljini le¢nog
mjehuri¢a. Opis ProxI”” mutantnog misa, u kojemu proliferirajuée stanice smjestene u
straznjem dijelu lecnog mjehuri¢a onemoguéavaju diferencijaciju primarnih le¢nih
vlakana sa posljedi¢nim stvaranjem Suplje le¢e (11), ukazuje na vaznost normalne
raspodjele mitotskih stanica u razvoju le¢énog mjehuri¢a. Stoga bi se moglo oc¢ekivati
da su i tijekom ranog embrionalnog razvoja ljudskog oka (6. tjedan), ispravna
raspodjela, kao 1 intezitet proliferacijske aktivnosti neophodni u normalnom
oblikovanju leénog mjehuriéa, te u stvaranju primarnih le¢nih vlakana. Znacajno
smanjena proliferacijska aktivnost tijekom kasnijeg embrionalnog i ranog fetalnog
razvoja (od 7. do 9. tjedna), prvenstveno moze imati ulogu u stvaranju sekundarnih
le¢nih vlakana, budu¢i da je u ovom razvojnom stadiju morfogeneza le¢nog mjehurica
gotovo zavrsena (slika 8a).

Tijekom razvoja mreznice, kao i u opisanoj misjoj mreznici, proliferacija se
smanjuje s napredovanjem diferencijacije (slike 8b i 8c). Buduéi da se u transgeni¢nih

PI3K

miseva s izrazajem p65 " zbog povecanog udjela proliferirajucih stanica tijekom
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ranog razvoja mreznice pojavljuju ektopic¢ne stani¢ne nakupine u njihovoj odrasloj
mreznici (22), udio proliferiraju¢ih neuroepitelnih stanica tijekom rane neurogeneze
moze utjecati i na razvoj ljudske mreznice. Od 7. do 9. tjedna razvoja, udio Ki-67-
pozitivnih proliferirajucih stanica u mreznici bio je nizi u usporedbi sa ranijim
stadijem, a ove su stanice dokazane samo u vanjskom podrucju neuroblasta. Ovo
istrazivanje ukazuje da se pretece ganglijskih, amakrinih i Miillerovih stanica,
smjesStene u unutraSnjem podrucju neuroblasta (6), prestaju mitotski dijeliti prije 7.
tjedna. Stanice u vanjskom podruc¢ju neuroblasta, koje ¢e se diferencirati u
fotoreceptore, bipolarne i horizontalne stanice (6), nastavljaju s mitotskom diobom
nakon 7. tjedna, Sto je u skladu s ve¢ postojecim opisom ziv€anog sloja mreznice
ljudskog fetusa od 13 tjedana starosti, u kojemu je vecina stanica u vanjskom
podrucju neuroblasta bila Ki-67-pozitivna (39). Za razliku od miSeva odgovarajuce
razvojne dobi (16), stanice u istrazenom pigmentnom sloju mreznice proliferiraju, a
proliferacijska im se aktivnost mijenja u skladu sa promjenama aktivnosti u ziv€anom
sloju mreznice.

Proliferacijska aktivnost u perifernom (prednjem) dijelu istrazenih mreZnica
bila je znacajno veca u usporedbi s onom u srediSnjem (straznjem) dijelu u embrija od
7-8 tjedana starosti, dok su u fetusa od 8-9 tjedana starosti proliferacijske aktivnosti u
oba podrucja bile skoro jednake. Opisane razlike u proliferacijskoj aktivnosti izmedu
dvaju dijelova mreznice mogu se protumaciti njihovim razli¢itim putovima razvoja i
diferencijacije. Naime, srediSnji se dio diferencira se u pars optica retinae koji se
sastoji od deset slojeva, dok se periferni dio razvija u dvoslojni epitel Sarenice i
cilijarnog tijela (pars caeca retinae) (3-6). Ovo istrazivanje, kao i prethodni opisi
razvoja mreznice u kunica (23), Stakora (24), misa (15,19,20) i ¢ovjeka (108), ukazuju

da je periferna mreznica nezrelija od sredisnje.

67



Tijekom razvoja mreznice u kunic¢a (23) i miSeva (15,20), proliferirajuce
stanice, prolazeci kroz razlicite faze stani¢nog ciklusa, migriraju kroz slojeve
neuroepitela mreznice, kao i1 u ostalim epitelima u srediSnjem ziv€éanom sustavu.
Temeljem razlika u jacini obojenosti jezgri neuroblasta, koja odrazava koli¢inu Ki-67
antigena u jezgri, moze se zakljuciti da su neuroblasti u kojima se odvija sinteza DNA
smjesteni dalje od ventrikulske povrSine mreZnice, te da zatim s napredovanjem
stani¢nog ciklusa migriraju prema njenoj ventrikulskoj povrsini. Ovakav je smjestaj
mitotskih stanica opisan i na polutankim presjecima oka obojenima toluidinskim
modrilom. Nizovi mitotskih jezgri uz luminalnu povr§inu mreznice opisani suiu
miSeva (15,17,21), te u ziv€anom sloju mreznice u ljudskih zametaka (25).

Moze se zakljuciti da mitoza tijekom najranijeg istrazenog razdoblja (5.
tjedan) sudjeluje u oblikovanju o¢nog vrca i drska, te u odvajanju le¢ne jamice od
povrsinskog ektoderma. U 6. tjednu razvoja, kada je proliferacijska aktivnost najveca,
moze imati ulogu ne samo u daljnjem oblikovanju i rastu le¢énog mjehurica, te zidova
o¢nog vrca, ve¢ 1 u neurogenezi mreznice. Tijekom kasnijeg razdoblja razvoja (od 7.
do 9. tjedna), znacajno niza proliferacijska aktivnost moze sudjelovati u neurogenezi
koja se zbiva samo u vanjskom podrucju neuroblasta, kao i u stvaranju sekundarnih
le¢nih vlakana. Znacajno razli¢ita proliferacijska aktivnost izmedu srediSnjeg i
perifernog dijela mreznice prije 9. tjedna, moze se protumaciti kasnijim razli¢itim
razvojem i diferencijacijom ziv€anog i pigmentnog sloja mreznice. Na osnovi opisa
miseva sa Prox]” mutacijom (11), te afakijom (12), kao i transgeni¢nog misa sa
p6577% (22), moze se o&ekivati da odstupanja od normalne raspodjele proliferiraju¢ih
stanica tijekom ranog razvoja ljudskog oka uzrokuju nastanak o¢nih malformacijaiu

ljudi.
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5.2. Raspodjela i uloga intermedijarnih filamenata u oku ljudskih zametaka

5.2.1. Raspodjela i uloga nestina od 5. do 9. tjedna razvoja oka

Nestin je embrionalni intermedijarni filament koji se pojavljuje u
neuroepitelnim mati¢nim stanicama, te preteCama neurona i glije tijekom razvoja
S7S-a u sisavaca (52). Vremenska i prostorna raspodjela nestina u ljudskom oku, sli¢i
opisanoj raspodjeli u misjem oku odgovarajuce starosti: nestin-pozitivne stanice
pojavljuju se u o¢nom drsku, kasnije vidnom Zivcu, zatim leCnom epitelu i straznjem
dijelu le¢nih vlakana, te u ziv€anom sloju mreznice i epitelu roznice (60).

U najranije istrazenom razdoblju ljudskog oka (5. tjedan), nestin je opisan u
neuroepitelu ocnog drska, a krajem 7. tjedna medu ziv€anim vlaknima vidnog Zivca u
podrucju njegova izlazista iz mreznice. Nestin je u ljudskom fetalnom mozgu izrazen
u preteCama astrocita (51), te u preteCama glija stanica i neurona, kao i u radijalnim
glijalnim vlaknima telencefalona i kraljeznice ljudskih zametaka (56). Moze se
zakljuciti da se i u istrazenom vidnom zivcu nestin pojavljuje u preteCama neuroglija
stanica koje podupiru ziv€ana vlakna, te u radijalnim glijalnim vlaknima, budu¢i da
neuroglija stanice nastaju proliferacijom i diferencijacijom stanica unutrasnjeg zida
o¢nog drska. Jedino oligodendrociti tek postnatalno migriraju iz diencefalona u
podrucje vidnog zivca (114).

Tijekom najranijeg istrazenog razdoblja (5. tjedan), nestin je uocen u
neuroepitelu vanjskog zida ocnog vrca, dok je iz njega nestao sa pojavom pigmentnih
zrnaca (6. tjedan). Iz navedenog proizlazi da se nestin pojavljuje samo u
neuroepitelnim mati¢nim stanicama prije njihove diferencijacije u pigmentne stanice.

Tijekom 6. tjedna razvoja zZiv€anog sloja mreznice, nestin je opisan u

unutrasnjem dijelu proliferiraju¢ih neuroblasta, te izmedu njihovih nastavaka u
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marginalnom podru¢ju. Tijekom slijede¢ih tjedana razvoja, izrazaj nestina se povecao,
S$to se moze povezati sa sazrijevanjem i diferencijacijom stanica. U unutrasnjem dijelu
neuroblasta, moze biti izrazen tijekom diferencijacije ganglijskih stanica, kao §to je
opisano u mreznici misjih embrija (61), te u radijalnoj gliji 1 preteCama astrocita u
sloju ziv¢anih vlakana. Buduc¢i da nestin nestaje s konacnom diferencijacijom
neurona, odnosno astrocita (49,50,53-55,57,115), opisani izrazaj nestina u vidnom
ziveu i u zivéanom sloju mreznice ljudskog oka tijekom 9. tjedna razvoja, ukazuje da
u ovom razdoblju u njima jo$ uvijek traje diferencijacija, za razliku od pigmentnog
sloja mreznice u kojemu je ona ve¢ zavrsila prije 6. tjedna.

Nestin je tijekom 6. tjedna opisan u epitelnim stanicama na povrsini le¢nog
mjehurica. Izrazaj mu se u kasnijem razdoblju povecao, sto se moze objasniti ulogom
nestin-pozitivnih epitelnih stanica u stvaranju sekundarnih le¢nih vlakana, koje
pocinje u 7. tjednu razvoja (4). Nestin je oskudan i u diferenciranim le¢nim vlaknima,
sli¢no nestajanju njegovog izrazaja iz diferenciranih neurona, odnosno astrocita
(49,50,53-55,57,115).

Pojava nestina prvo u povrSinskom ektodermu, te kasnije nakon odvajanja
le¢nog mjehuri¢a u epitelu roznice, upucuje da su neuroepitelne matic¢ne stanice
prisutne i u budu¢em epitelu roznice. Prisutnost nestina u tkivima koja nastaju od
povrsinskog ektoderma, tj. u leénom mjehuricu i epitelu roznice, moze se objasniti
neuroektodermalnim podrijetlom ovih stanica ili nekim njihovim zajednickim
obiljezjima s neuroektodermalnim mati¢nim stanicama.

Tijekom kasnijeg istrazenog razdoblja (od 7. do 9. tjedna), nestin je dokazan i
u stromi i endotelu roznice, koji nastaju od mezenhima ispred o¢nog vrca (6). Opisane
nestin-pozitivne mati¢ne stanice mogu potjecati od neuralnog grebena

(ektomezenhima), te tako ovo istrazivanje moZze upucivati na zakljucak da i
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ektomezenhim uz prekordalni mezoderm sudjeluje u stvaranju vezivnog tkiva roznice,
Sto do sada nije bilo poznato (5). Pojava nestina u mezenhimu oko o¢nog vréa, kasnije
u zilnici i bjeloo¢nici, takoder se moze protumaciti ektomezenhimskim podrijetlom
navedenih nestin-pozitivnih mati¢nih stanica. Samo je poznato da od ektomezenhima
nastaju pigmentne stanice u stromi Zilnice, dok do sada nije bilo sasvim poznato
podrijetlo stanica bjeloocnice (5).

Iz ovog istrazivanja proizlazi zakljucak da se nestin tijekom istrazenog
razdoblja pojavljuje u preteCama neuroglije, te u radijalnim glijalnim vlaknima u
vidnom zivcu. Takoder je prisutan u neuroepitelnim mati¢nim stanicama, prete¢ama
ganglijskih stanica i astrocita, te u radijalnim glijalnim vlaknima u zivéanom sloju
mreznice. Neuroepitelne maticne stanice nalaze se u vanjskom zidu o¢nog vréa samo
u 5. tjednu, tj. prije njihove diferencijacije u pigmentne stanice, dok prisustvo
nestin-pozitivnih stanica u ziv€anom sloju mreznice i tijekom 9. tjedna razvoja,
ukazuje da se jos i tada u ovom sloju zbiva diferencijacija. Nestin u 6. tjednu moze
imati ulogu u oblikovanju i rastu le¢nog mjehurica, a od 7. tjedna u diferencijaciji
sekundarnih leénih vlakana, kao i ektomezenhimskih stanica roznice, zilnice i
bjeloo¢nice. Ovim je istrazivanjem opisana ne samo raspodjela nezrelih stanica u
razlicitim strukturama oka, ve¢ ono ukazuje da neke stanice u epitelu roznice i u
leénom epitelu imaju neuroektodermalno podrijetlo ili neka zajednicka obiljezja s
neuroepitelnim stanicama. Nestin-pozitivne stanice u stromi i endotelu roznice, kao i
u mezenhimu oko o¢nog vr¢a, mogu potjecati od stanica neuralnog grebena, tj.
ektomezenhima. Tako nestin moze imati vaznu ulogu u diferencijaciji nezrelih stanica
vidnog Zivca, pigmentnog i zivéanog sloja mrezZnice, leénog mjehurica, te roznice,

zilnice 1 bjelooc¢nice.
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5.2.2. Raspodjela i uloga citokeratina od 6. do 9. tjedna razvoja oka

Citokeratini su intermedijarni filamenti prisutni u epitelnim stanicama
(40,41,62). U ovom istrazivanju, opisani su u stanicama pigmentnog sloja mreznice,
te u neuroblastima duz Citave debljine neuroepitela zivcanog sloja mreznice. Ovaj je
opis u skladu sa prethodnim istrazivanjem oka ljudskih zametaka od 4. do 12. tjedna
starosti, u kojima se citokeratini nalaze u epitelu cijelog o¢nog vrca, a izrazaj im u
ziv€anom sloju mreznice slabi prema kraju prvog trimestra (63).

U prednjem epitelu lece, citokeratini su opisani tijekom cijelog istrazenog
razdoblja, tj. od 6. do 9. tjedna, za razliku od opisa Kaspera i Viebahna (1992) u
kojemu tijekom 8. tjedna viSe nisu prisutni u epitelnim stanicama le¢e, dok suu
le¢nim vlaknima, kao i u istrazenom oku, tek slabo izrazeni. Iz navedenog proizlazi da
citokeratini postupno nestaju s morfoloSkom i funkcionalnom diferencijacijom le¢nih
epitelnih stanica.

U ovoj studiji, citokeratini su bili jako izraZeni i u povrSinskom ektodermu
glave, kasnije epitelu roznice, dok ih prethodna istrazivanja opisuju tek od 8. tjedna
razvoja (40). Nisu dokazani u endotelu roznice, $to odgovara ranijem opisu (40).
Citokeratini su, kao i u ljudskom oku od 4. do 12. tjedna razvoja (63), otkriveni u
stanicama strome roznice, te u mezenhimu oko o¢nog vréa. Nadalje, pojavljuju se i u
prostoru staklovine, te u endotelu hijaloidnih zila, u kojemu su ranije opisani od
4. do 10. tjedna razvoja (63).

Moze se zakljuciti da citokeratini tijekom istraZzenog razdoblja sudjeluju u
izgradnji citoskeleta epitelnih stanica koje nastaju od povrSinskog ektoderma,
tj. le¢nog epitela i epitela roznice, kao 1 neuroektodermalnih stanica mreznice. Osim u
epitelnim stanicama, pojavljuju se i u mezenhimskim stanicama strome roZznice,

zilnice, bjeloocnice i u prostoru staklovine, te u endotelu hijaloidnih zila, §to se moze
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objasniti ektomezenhimskim podrijetlom navedenih stanica, koje stoga imaju neka
zajedniCka obiljezja s epitelnim stanicama. Iz navedenog proizlazi da citokeratini
sudjeluju u razvoju i diferencijaciji epitela i strome roznice, leénog epitela iz kojeg ¢e
se diferencirati sekundarna le¢na vlakna, neuroepitela mreznice, strome Zilnice i

bjeloocnice, te mezenhima s hijaloidnim zilama u prostoru staklovine.

5.2.3. Raspodjela i uloga vimentina od 6. do 9. tjedna razvoja oka

Vimentin se nalazi u citoskeletu mezenhimskih stanica, ali se tijekom
embrionalnog razvoja ¢esto pojavljuje zajedno s drugim vrstama intermedijarnih
filamenta, prvenstveno s citokeratinima (41), te nestinom (47,56).

Tijekom istrazenog razvoja ljudskog oka, izrazaj vimentina uocen je u
pigmentnom i zZiv€éanom sloju mreznice, §to je ve¢ opisano u ljudskom o¢nom vréu
tijekom prvog trimestra razvoja (40). U ziv€anom sloju mreznice, vimentin je prisutan
u neuroblastima, te u obliku radijalnih niti koje se iz sloja ziv€anih vlakana protezu u
unutrasnje podrudje neuroblasta. Buduéi da se tijekom ranog razvoja SZS-a u
glodavaca i ljudi Cesto pojavljuje usporedno s nestinom (47,56), i u ljudskoj mreznici
s nestinom moze sudjelovati u razvoju i diferencijaciji radijalnih glijalnih vlakana, te
preteca neurona i astrocita. Nadalje, moZe imati ulogu u razvoju prete¢a Miillerovih
glija stanica. Vimentin je opisan u nastavcima Miillerovih stanica u mreznici ljudskog
fetusa od 12 tjedana starosti (43), dok je nakon 13. tjedna opisan u gliji ziv€anog
sloja, kao 1 u pigmentnom sloju mreznice (44). Vimetin-pozitivne pretece astrocita
opisane su uz unutra$nju povrsinu sloja ziv€éanih vlakana u ljudskom fetalnom oku
starosti od 8 do 12 tjedana (66). U ovom istrazivanju, u fetusa od 8-9 tjedana starosti,
povecanje izrazaja vimentina moze se protumaciti napredovanjem diferencijacije

neurona, astrocita, Miillerovih glija stanica, te radijalnih glijalnih vlakana.
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Vimentin je u ovom istrazivanju imao jaki izrazaj u lecnom epitelu, a slabiji u
le¢nim vlaknima, $to je u skladu sa prethodnim opisima izrazaja vimentina tijekom
embrionalnog razvoja ljudske (40,63) i misje lec¢e (69). Moze se se zakljuciti da
izrazaj vimentina postupno slabi tijekom diferencijacije le¢nih vlakana. Iako miSevi s
delecijom gena za vimentin pokazuju normalan razvoj leée, njegov prekomjerni
izrazaj u transgeni¢nog misa remeti diferencijaciju leénih vlakana, sa posljedi¢nim
nastankom katarakte i le¢ne degeneracije (70). Tako i u ¢ovjeka povecani izrazaj
vimentina tijekom diferencijacije le¢nih vlakana, moze remetiti normalan razvoj lece
sa posljedicnim smanjenjem njene opticke prozirnosti.

Tijekom istrazenog razdoblja, vimentin je uoen u mezenhimskim stanicama
strome roZnice, ali ne u njenom epitelu, niti u endotelu, u kojima je prethodno opisan
tek nakon 10. tjedna razvoja (40). Nadalje, vimentin je prisutan i u mezenhimskim
stanicama u prostoru staklovine, Zilnici i bjeloocnici, te u endotelnim stanicama
hijaloidnih zila i krvnih zila u zilnici.

1z navedenog proizlazi da vimentin tijekom istrazenog razdoblja moze imati
ulogu u razvoju pigmentnog sloja mreznice, te u diferencijaciji neurona, Miillerovih
glija stanica, astrocita i radijalnih glijalnih vlakana u Ziv€anom sloju mreznice.
Svojom pravilnom raspodjelom u leénom epitelu 1 vlaknima, moze sudjelovati u
stvaranju normalne optic¢ke prozirnosti lece. Nadalje, moZe imati ulogu i u razvoju

mezenhima roznice, Zilnice i bjelooc¢nice, te endotela krvnih Zila.

5.2.4. Raspodjela i uloga GFAP-a tijekom embrionalnog razvoja oka
Glijalna fibrilarna kisela bjelancevina (GFAP) glavna je citoskeletna
bjelancevina astroglije (40,41,52,53,57,68,74), ali se moZze pojaviti i u drugim vrstama

stanica, narocito epitelnim (41).
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U ziv€anom sloju mreznice, GFAP nadena je u obliku vecih nakupina rubno
uz prostor staklovine, te u obliku vlaknastih nastavaka koja se protezu kroz sloj
ziv€anih vlakana do unutrasnjih neuroblasta. Na osnovi navedenog opisa, moze se
zakljuciti da GFAP-pozitivne nakupine i niti predstavljaju citoplazme, odnosno
nastavke astrocita, kao $to je opisano i u misjoj (74), te Stakorskoj mreznici (71). Od
8. do 12. tjedna razvoja ljudskog fetalnog oka, opisane su samo vimentin-pozitivne
astrocitne pretece, a tek nakon 12. tjedna i nezreli perinatalni astrociti, koji su
vimentin- i GFAP-pozitivni (66). Medutim, u ovoj studiji, jo§ znatno ranije (u 7.
tjednu), GFAP-pozitivne stanice uocene su povrsinski u sloju ziv€éanih vlakana
mreznice predstavljajuci nezrele perinatalne astrocite.

U ovom istrazivanju, GFAP je uocena u le¢nim epitelnim stanicama i
vlaknima, uz slabljenje izrazaja od straznjeg prema prednjem dijelu le¢nih vlakana. U
odrasloj misjoj le¢i, GFAP se pojavljuje samo u epitelnim stanicama, pokazujuéi
najjaci izrazaj u podrucju prednjeg pola, a najslabiji u podrucju ekvatora lece, dok
nedostaje u leénim vlaknima (74). Iz navedenog se moze zakljuciti da je za normalan
razvoj le¢nih vlakana neophodno smanjenje, odnosno nestajanje izrazaja GFAP—a.

GFAP se nalazi u stromi i endotelu roznice, zatim u manjem broju
mezenhimskih stanica Zilnice i bjelo¢nice, te u stijenci hijaloidnih zila. Dakle, osim u
astrocitima i leénim epitelnim stanicama koje nastaju od neuroektoderma, odnosno
povrsinskog ektoderma, GFAP se pojavljuje i u endotelnim i mezenhimskim
stanicama oko o¢nog vr¢a, koje mogu biti ektomezenhimskog podrijetla.

Ovo istrazivanje ukazuje da GFAP prvenstveno ima ulogu u razvoju astroglije
mreznice, te u diferencijaciji lenih vlakana. Nadalje, proizlazi da sudjeluje i u

razvoju strome i endotela roZnice, mezenhima Zilnice i bjelooc¢nice, te hijaloidnih Zzila.
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Izrazaj GFAP-a u navedenim mezenhimskim strukturama moze upucivati na njihovo

ektomezenhimsko podrijetlo.

5.2.5. Raspodjela i uloga neurofilamenata (NF) u razvoju oka

Neurofilamenti (NF) s mikrotubulima oblikuju glavni dio citoskeleta neurona
(40,41). U odrasloj ljudskoj mreznici, pojavljuju se u tijelima, aksonima i dendritima
ganglijskih stanica (75).

Tijekom 7. tjedna razvoja ziv€anog sloja ljudske mreznice, neurofilamenti se
uocavaju oko mitotskih figura uz intraretinalni prostor, u citoplazmi neuroblasta, te u
obliku mreze isprepletenih nastavaka u sloju ziv€anih vlakana. Opisana prostorna
raspodjela neurofilamenata ukazuje se oni pojavljuju u zadnjoj mitotskoj diobi preteca
ganglijskih stanica koja se odvija uz intraretinalni prostor, u diferenciraju¢im
neuroblastima koji putuju do svog konacnog odredista uz sloj zivcanih vlakana, te u
aksonima ganglijskih stanica. Neurofilamenti su i u mreznici pile¢eg embrija opisani
u ganglijskim stanicama jos od njihove rane diferencijacije, tj. u vrijeme zadnje
mitotske diobe (76). U 7. tjednu razvoja ljudskog oka, proliferacija buduc¢ih
ganglijskih stanica gotovo je zavrsSila, $to potvrduje i opisana raspodjela
Ki-67 bjelancevine, dok u unutrasnjem podrucju neuroblasta napreduje diferencijacija
ganglijskih stanica.

Tijekom kasnijeg razvojnog razdoblja, jaci izraZaj neurofilamenata u
unutrasnjem podrucju neuroblasta i u njihovim nastavcima, ukazuje da nakon
zavrSene migracije napreduje diferencijacija ganglijskih stanica. Ovakva raspodjela
neurofilamenata opisana je i nakon 20. tjedna razvoja fetalnog ljudskog oka (43).

Neurofilamenti mogu imati vaznu ulogu u diferencijaciji ganglijskih stanica

mreznice, pocevsi od njihove zadnje mitotske diobe. IzraZaj neurofilamenata
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vremenski i prostorno prati tijek diferencijacije ganglijskih stanica od zadnje mitotske
diobe i migracije diferencirajucih stanica, do uznapredovale diferencijacije u

unutra$njem podrucju neuroblasta tijekom kasnijeg razvoja.

5.3. Raspodjela i uloga B-tubulina tijekom razvoja ljudskog oka

Beta-tubulin, kao glavni sastojak mikrotubula, pojavljuje se u diferenciranim
neuronima (54,78). S aktinskim filamentima oblikuje citoskelet vazan u rastu aksona
(77).

U istrazenom ranom razvoju ljudskog oka, B-tubulin bio je prisutan u tijelima
ganglijskih stanica u unutrasnjem podrucju neuroblasta, te u njihovim nastavcima u
sloju ziv€anih vlakana, §to je u skladu s istrazivanjem oka pile¢eg embrija u kojemu je
njegov izrazaj opisan tek u kasnijim stadijima diferencijacije ganglijskih stanica (76).
Tijekom kasnijeg embrionalnog razvoja oka Stakora, dokazan je u vidnim putovima u
vidnom Zivcu 1 u mreznici (78). Beta-tubulin-pozitivne stanice u vanjskom podrucju
neuroblasta, s obzirom na poloZzaj, mogu predstavljati horizontalne stanice, koje se u
mreznici mi§jeg embrija pocinju rano diferencirati (77).

1z ovog proizlazi zaklju¢ak da B-tubulin u istrazenom razvojnom razdoblju
ljudskog oka sudjeluje u diferencijaciji ganglijskih stanica mreznice, te u rastu aksona
vidnog puta. U vanjskom podrucju neuroblasta, moze imati ulogu u diferencijaciji

horizontalnih stanica.
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5.4. Raspodjela i uloga receptora ¢imbenika rasta u oku ljudskih zametaka

5.4.1. Raspodjela i uloga FGF receptora (FGF-R) od 6. do 8. tjedna razvoja oka

Receptori fibroblastnog ¢imbenika rasta (FGF-R) reguliraju stani¢nu
proliferaciju i diferencijaciju, te sprjeavaju apoptozu stanica u srediSnjem zivéanom
sustavu (80).

U ziv€anom sloju mreznice embrionalnog ljudskog oka, FGF receptori nadeni
su u podruc¢ju neuroblasta i njihovih nastavaka, gdje mogu sudjelovati u proliferaciji
nediferenciranih neuroblasta, kao i u opisanoj mreznici pilic¢a (88), te u njihovoj
kasnijoj diferencijaciji u ganglijske stanice. Naime, i istrazivanje oka pile¢eg embrija,
u kojemu se izrazaj FGF receptora povecava od srediSnjeg prema perifernom dijelu
neuroepitela o¢nog vrca, tj. u smjeru napredovanja diferencijacije ganglijskih stanica,
ukazuje na ulogu ovih receptora u diferencijaciji ganglijskih stanica (76). FGF
receptori pojavljuju se i u ganglijskim stanicama u embrionalnoj Stakorskoj mreznici
(85), te u fetalnoj mreznici makaka majmuna (80). Ovi su receptori dokazani i u
pigmentnom sloju mreznice, u kojemu, kao i u ziv€anom sloju, mogu regulirati
stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju, te sukladno opisanoj ulozi u oku goveda (81),
sprjeCavati apoptozu zavr$no diferenciranih pigmentnih stanica.

Tijekom istrazenog razdoblja razvoja ljudskog oka, FGF receptori pojavljuju
se 1 u prednjem epitelu lece, te u vlaknima. Opisi transgeni¢nih miSeva s dominantno
negativnim FGF-R1 upucuju na ulogu ovih receptora u proliferaciji stanica
embrionalne lece (94), te u diferencijaciji le¢nih vlakana, tj. u njihovom izduzivanju
(90,91,95). Za ocekivati je da bi i u ¢ovjeka nedostatak ili smanjenje njihovog izrazaja

moglo remetiti izduzivanje le¢nih vlakana, sa posljedi¢nim razvojem, kao i kod
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transgeni¢nih miseva (90,91,95), refraktornih anomalija, katarakte, male lece
(mikrofakije) i malog oka (mikroftalmije).

U ovom istrazivanju, osim u mreznici i u le¢i, FGF receptori opisani suiu
prostoru staklovine, mezenhimskim stanicama Zilnice i bjeloo¢nice, zatim u epitelu,
stromi i endotelu roznice, kao i u stijenci hijaloidnih zila i krvnih zila Zilnice.

FGF receptori u zivéanom sloju mreznice mogu regulirati proliferaciju
nediferenciranih neuroblasta, te kasnije diferencijaciju ganglijskih stanica. Takoder i u
pigmentnom sloju mreznice mogu utjecati na stanic¢nu proliferaciju i diferencijaciju,
te na sprjecavanje apoptoze diferenciranih pigmentnih stanica. Nadalje, mogu biti
neophodni u proliferaciji le¢nih epitelnih stanica, te u njihovoj diferencijaciji u
vlakna. Osim uloge u proliferaciji i diferencijaciji ektodermalnih stanica, tj. epitela
lece i roznice, te neuroektodermalnih stanica mreznice, ovi receptori mogu sudjelovati

1 u razvoju mezodermalnih tkiva u roznici, Zilnici, bjelooc¢nici i u prostoru staklovine.

5.4.2. Raspodjela i uloga PDGF-Rp tijekom embrionalnog razvoja oka

PDGF-R sudjeluju u proliferaciji i migraciji mezenhimskih stanica, neurona,
te stanica u stijenci krvnih zila (96).

Prisutnost ovog receptora u ziv€anom i pigmentnom sloju mreznice tijekom
cijelog istrazenog razdoblja razvoja ljudskog embrionalnog oka, moze se objasniti
njegovom mitogenom ulogom na stanice mreznice.

Osim u mreznici, PDGF-RP moze sudjelovati i u proliferaciji i migraciji
le¢nih epitelnih stanica.

U ovom istrazivanju, PDGF-Rf dokazan je i u stijenci hijaloidnih Zila u
prostoru staklovine, te u stijenci krvnih Zila u mezenhimu oko o¢nog vr¢a, ukazujuéi

na njegovu vaznu ulogu u embrionalnom razvoju krvnih Zila. Njegov je izrazaj opisan
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i u stijenci hijaloidnih zila koje se nalaze na straznjoj povrsini lece, te uz unutrasnju
povrsinu mreznice embrija Stakora (71). PDGF-Rp pojavljuje se vjerojatno u
pericitima, a ne u endotelnim stanicama stijenke krvnih zila, te bi mogao imati ulogu
u proliferaciji preteca pericita u arterijskoj stijenci, a potom u njihovoj migraciji duz
endotela kapilara (68). Kao i u miSeva bez izrazaja PDGF-Rp (100), i u covjeka bi
nedostatak ovog receptora mogao remetiti rani razvoj krvnih zila, sa posljedi¢nim
povecanjem propusnosti njihove stijenke.

Opisana raspodjela u istrazenom oku ukazuje da PDGF-Rp regulacijom
stani¢ne proliferacije i migracije moze sudjelovati u razvoju mezenhima oko o¢nog
vréa i u prostoru staklovine, te strome i epitela roznice.

PDGF-R} tijekom 6. 1 7. tjedna razvoja moze regulirati proliferaciju i
migraciju stanica pigmentne i ziv€éane mreznice, epitelnih stanica lece i roznice, te
mezenhimskih stanica oko o¢nog vrca i u prostoru staklovine. Osobito vaznu ulogu

moze imati u razvoju stanica stijenke krvnih zila, vjerojatno pericita.

5.5. Raspodjela i uloga koStanih morfogenetskih bjelancevina (BMP) u oku

ljudskih zametaka

5.5.1. Raspodjela i uloga BMP4 u embrionalnom razvoju oka

Kostane morfogenetske bjelancevine (BMP) tijekom embrionalnog razvoja
reguliraju rast, diferencijaciju i apoptozu stanica, te su tako neophodne u morfogenezi
pojedinih struktura (102,103,106,116).

U ovoj studiji, BMP4 je nespecifi¢no bila prisutna u Zivéanom sloju mreznice,
te u mezenhimu Zilnice, bjeloo¢nice, roznice i prostora staklovine. U oku misjeg

embrija odgovarajuce razvojne dobi, kao i u istrazenom oku, BMP4 opisana je u
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mezenhimu, ali za razliku od ovog istrazivanja, uo¢ena je samo u perifernom dijelu
ziv€anog sloja mreznice (103).

Izrazaj BMP4 nije uocen u leénom mjehuricu, $to se i moglo ocekivati na
osnovi opisa embrionalnog razvoja misjeg oka, u kojemu je izrazena u povrsSinskom
ektodermu samo prije indukcije le¢ne plakode, dok sa pojavom plakode nestaje (104).

Jasni izrazaj BMP4 u ljudskom oku, mogao bi se oc¢ekivati u razvojnim

razdobljima koja prethode stadiju istrazenom u ovoj studiji.

5.5.2. Raspodjela i uloga BMP7 u embrionalnom razvoju oka

U ovom istrazivanju, BMP7 je nespecifi¢no bila prisutna u ziv€anom sloju
mreznice, epitelu lece i roznice, zatim u stromi zilnice, bjeloo¢nice i roznice, kao i u
stijenci krvnih zila u Zilnici i u prostoru staklovine. U mi§jem embriju odgovarajuceg
razvojnog stadija, BMP7 je opisana u perifernom dijelu zivéanog sloja mreznice,
epitelnim stanicama le¢e, mezenhimu oko o¢nog vréa, epitelu i stromi roznice, te u
hijaloidnim krvnim zilama. Nadalje, BMP7 se pojavljuje i u pigmentnom sloju
mreznice s nestajanjem u kasnijim stadijima misjeg embrionalnog oka (105).

U BMP7-/- mutantnim misevima, nedostatak BMP7 uzrokuje mikroftalmiju s
malom le¢om do anoftalmije (94,106,107). U ¢ovjeka bi smanjenje ili nedostatak
izrazaja BMP7 takoder moglo remetiti rani rast i razvoj oka.

Zbog nespecifi¢nog izrazaja BMP7 u istrazenom tkivu ljudskog oka ne moze

se zakljuc€iti o njenom znacenju u razvoju oka.
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5.6. Uloga istrazenih ¢imbenika u razvoju pojedinih dijelova ljudskog oka

U razvoju vidnog Zivca, mitotske stanice mogu imati ulogu u oblikovanju
o¢nog drska, a nestin u diferencijaciji neuroglija stanica.

Tijekom razvoja mreznice, mitotske stanice mogu sudjelovati u oblikovanju
o¢nog vrca, dok kasnije proliferacijska aktivnost moze imati ulogu u neurogenezi i u
razvoju pigmentnog epitela. U ziv€anom sloju mreznice, vimentin i nestin mogu
sudjelovati u diferencijaciji mati¢nih stanica, te preteca neurona i astrocita. Ostali
intermedijarni filamenti mogu imati ulogu u diferencijaciji pojedinih stani¢nih linija u
mreznici: citokeratini neuroepitelnih stanica, GFAP astrocita, a neurofilamenti i -
tubulin ganglijskih stanica. FGF receptori i PDGF-R mogu regulirati proliferaciju i
diferencijaciju nezrelih stanica mreznice.

U le¢i, mitotske stanice mogu imati ulogu u odvajanju le¢ne jamice od
povrsinskog ektoderma, dok tijekom kasnijeg razvoja, proliferacijska aktivnost moze
sudjelovati u rastu lecnog mjehurica, te u stvaranju le¢nih vlakana. Nestin,
citokeratini, vimentin, te GFAP, smanjujuéi svoj izrazaj tijekom diferencijacije le¢nih
vlakana, mogu imati vaznu ulogu u stvaranju normalne opticke prozirnosti le¢e. FGF
receptori i PDGF-RP mogu regulirati proliferaciju le¢nih epitelnih stanica, a FGF
receptori 1 izduzivanje le¢nih vlakana.

Proizlazi da PDGF-R utjece i na proliferaciju epitelnih stanica roznice, te da
nestin i citokeratini sudjeluju u njihovoj diferencijaciji. Vimentin moze imati ulogu u
diferencijaciji strome roznice, zilnice i bjeloo¢nice, dok nestin, citokeratini i GFAP
mogu sudjelovati u diferencijaciji samo ektomezenhimskih stanica strome. FGF
receptori i PDGF-RPB mogu regulirati proliferaciju i diferencijaciju stanica u stijenci
hijaloidnih zila, te u mezenhimu roznice, Zilnice, bjeloo¢nice i u prostoru staklovine.

Nadalje, moze se zakljuciti da vimentin sudjeluje u diferencijaciji stanica stijenke
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hijaloidnih zila, dok citokeratini i GFAP utjecu na razvoj samo njihovih

ektomezenhimskih stanica.

5.7. Razvojne anomalije i bolesti ljudskog oka povezane sa poremecajem u
izrazaju istraZenih ¢imbenika tijekom ranog razvoja oka

Abnormalna orijentacija diobenih ravnina u epitelu le¢ne plakode i jamice
mogla bi remetiti rast i oblikovanje navedenih struktura sa pojavom afakije, slicno
opisanom misjem embriju Zwaana i Kirklanda (1975). Tijekom 6. i 7. tjedna razvoja,
pojava proliferirajuéih stanica u epitelu straznjeg pola leénog mjehuri¢a, kao u
ProxI”” mijem mutantu (11), mogla bi sprijeciti diferencijaciju primarnih le¢nih
vlakana i ispunjavanje Supljine mjehurica, uzrokujuéi njegovo propadanje i afakiju.
Osim smetnji u razvoju lece, povecanje broja proliferiraju¢ih neuroepitelnih stanica
tijekom rane neurogeneze mreZnice, sli¢no transgeni¢nom misu s izraZajem p65° ">
(22), moglo bi stvoriti ektopi¢ne nakupine stanica u ziv€anoj mreznici.

Budu¢i da se povecanje nestinske reaktivnosti pojavljuje u nekim malignim
tumorima SZS-a dje&je dobi (53,56), povecanje njegovog izrazaja u zametka moglo bi
ukazivati na urodeni tumor oka. Na osnovi prisustva citokeratina u leénom epitelu
odraslog ljudskog oka s kataraktom (41), izrazaj citokeratina u epitelnim stanicama
le¢e nakon embrionalnog razdoblja, mogao bi upucivati na kongenitalnu kataraktu.
Sukladno opisu transgeni¢nog misa sa prekomjernim izrazajem vimentina (70),
izostanak slabljenja njegovog izrazaja tijekom diferencijacije sekundarnih le¢nih
vlakana, mogao bi i u ljudskog zametka remetiti denukleaciju i izduzivanje vlakana,
sa posljedicnom kataraktom. Za ocekivati je da i povecanje izrazaja nestina,
citokeratina, te GFAP tijekom diferencijacije sekundarnih le¢nih vlakana uzrokuje

kataraktu. Poremecaj u diferencijaciji Pax2+ preteca astrocita, te perinatalnih astrocita
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u blizini izlazi$ta vidnog Zivca, mogao bi dovesti do razvoja koloboma vidnog zivca
(66). Povisen intraokularni tlak u ljudskog zametka, kao i u majmuna (75), mogao bi
uzrokovati prekomjerno nakupljanje neurofilamenata u ganglijskim stanicama
mreznice.

U ljudskim fetusima s genetski uzrokovanim anomalijama oka i SZS-a, kao
Sto su Walker-Warburgov sindrom (WWS) i Meckelov sindrom, poremecen je izrazaj
pojedinih intermedijarnih filamenata. Tako je u fetalnoj mreznici s WWS-om poveéan
izrazaj vimentina i GFAP-a, a sniZen izrazaj neurofilamenata. Vimentin se ne nalazi u
le¢nim vlaknima fetusa s Meckelovim sindromom, dok je u WWS-u njegov izrazaj u
le¢nom epitelu i u vlaknima povecan (43).

Smanjenje ili nedostatak izrazaja FGF receptora, kao u opisanog
transgenic¢nog misa (94), moglo bi remetiti razvoj leée jos u stadiju le¢ne plakode, sa
posljedicnom malom le¢om ili afakijom. Na osnovi opisa transgeni¢nih miseva bez
FGF receptora (90,91,95), za ocekivati je da bi nedostatak ovih receptora remecenjem
diferencijacije primarnih i sekundarnih le¢nih vlakana mogao dovesti do nastanka
refraktornih anomalija, katarakte, te mikrofakije s mikroftalmijom. Nedostatak
PDGF-R bi zbog poremecaja u razvoju pericita u stijenci krvnih zila ljudskog
zametka mogao uzrokovati pojavu krvnih zila poveéane propusnosti, kao u istrazenog
misa bez navedenog receptora (100).

Nedostatak BMP4 bi u ljudskog embrija, sli¢no Bmp4™ null mutantnim
miSevima (104), mogao sprijeciti indukciju leéne plakode, sa posljedi¢nom afakijom.
Budu¢i da strukturni poremecaji prednjeg segmenta oka u misjeg heterozigota s
BMP4"" sli¢e onima u ljudskom oku s Axenfeld-Riegerovom anomalijom i razvojnim
glaukomom, za pretpostaviti je da poremecaj u izrazaju BMP4 ima ulogu u nastanku

laukoma (102). Na osnovi opisa Bm 7" misjih mutanata (94,103,106,107) ¢ini se da
g P p )
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bi nedostatak, kao i smanjeni izrazaj BMP7 mogao remetiti indukciju le¢ne plakode,
te strukturnu organizaciju i diferencijaciju pigmentnog i zivéanog sloja mreznice, sa
posljedicnom mikroftalmijom ili anoftalmijom. Takoder bi i povecani izrazaj BMP7,
kao u opisanog transgeni¢nog misa (105), mogao uzrokovati propadanje i ablaciju
ziv€anog sloja mreznice, te abnormalnu diferencijaciju le¢nih vlakana i mikrofakiju

(105).

5.8. Usporedba Zivotinjskog i ljudskog modela ranog razvoja oka

Kao u oku istrazenog ljudskog embrija, mitotska aktivnost sudjeluje i u ranoj
morfogenezi misjeg oka (13,14). Njena pojava u epitelu le¢ne jamice opisana je i u
embriju misa i pilica (12), te Stakora (8). U leénom mjehuricu Stakora, slabija
proliferacijska aktivnost u njegovom straznjem dijelu ima vaznu ulogu u
diferencijaciji primarnih le¢nih vlakana (8). Tijekom kasnijeg razvoja leénog
mjehurica, nastavljajuci se i postnatalno, proliferirajuce stanice prisutne iskljuc¢ivo u
prednjem epitelu lece sudjeluju u razvoju sekundarnih leénih vlakana u razli¢itih
zivotinja (7,9,10). U zivcéanom sloju mreznice mi§jeg embrija, proliferacijska se
aktivnost smanjuje s napredovanjem diferencijacije (22). Za razliku od pigmentnog
sloja istrazene ljudske mreznice u kojemu se odvija proliferacija i tijekom 9. tjedna
razvoja, u miSeva odgovarajuce razvojne dobi ona je ve¢ prestala (16). Tijekom ranog
razvoja oka kunica (23), Stakora (24) i miSeva (15,19,20), kao 1 u istrazenog ljudskog
zametka, periferna je mreznica nezrelija od sredisnje.

U oku misjeg embrija, sli¢no istrazenom ljudskom oku, izrazaj nestina se u
odredenom vremenskom slijedu pojavljuje u o¢nom drsku, le¢nom epitelu, straznjem
dijelu le¢nih vlakana, zivéanom sloju mreznice, te epitelu roznice (60). Nestin se i u

mreznici mi§jeg embrija pojavljuje u preteCama ganglijskih stanica (61).
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Sukladno izrazaju u leénom mjehuricu istrazenih ljudskih zametaka, vimentin
se 1 u prenatalnoj misjoj le¢i pojavljuje u leénom epitelu, te u diferenciraju¢im prvo
primarnim, a zatim i sekundarnim le¢nim vlaknima, dok nestaje iz potpuno
diferenciranih vlakana (69).

GFAP-pozitivne citoplazme i nastavci astrocita smjeSteni u sloju ziv€anih
vlakana mreznice istrazenih ljudskih zametaka opisani su i u odrasloj misjoj (74), te u
postnatalnoj Stakorskoj mreznici (71). U odrasloj misjoj le¢i, GFAP se nalazi u
epitelnim stanicama, dok nedostaje u diferenciranim le¢nim vlaknima (74), Sto
odgovara slabljenju njenog izrazaja od straznjeg prema prednjem dijelu
diferencirajucih le¢nih vlakana u istrazenoj ljudskoj leci

Neurofilamenti se u mreznici pileeg embrija, kao i u istrazenoj ljudskoj
mreznici, pojavljuju u ganglijskim stanicama jos tijekom njihove rane diferencijacije,
tj. u vrijeme zadnje mitotske diobe njihovih preteca uz intraretinalni prostor, zatim
tijekom migracije diferenciraju¢ih neuroblasta, kao i nakon migracije u sloju
ganglijskih stanica (76). U oku Stakora i miSeva, izrazeni su u aksonima ganglijskih
stanica u sloju ziv€anih vlakana, te u vidnom zivcu (41).

Za razliku od neurofilamenata, B-tubulin je u mreznici pile¢eg embrija, kao i u
istrazenoj ljudskoj mreZznici, prisutan u tijelima i nastavcima ganglijskih stanica tek u
kasnijim stadijima njihove diferencijacije, tj. nakon migracije u sloju ganglijskih
stanica (76). U embriju Stakora, dokazan je u vidnim putovima u o¢nom drsku i u
mreznici (78).

Kao i u istrazenog ljudskog zametka, u mreznici embrija pili¢a (76,88) 1
Stakora (85), te u fetalnoj mreznici makaka majmuna (80), FGF receptori imaju ulogu
u proliferaciji nediferenciranih neuroblasta, te u njihovoj kasnijoj diferencijaciji u

ganglijske stanice. Ovi receptori sudjeluju u stani¢noj proliferaciji i diferencijaciji, te
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u sprjecavanju apoptoze zavrsno diferenciranih pigmentnih stanica mreznice u goveda
(81). U oku misjih embrija, imaju ulogu u ranom oblikovanju le¢nog mjehurica i
proliferaciji stanica prednjeg epitela lece (94), te u diferencijaciji i sprjecavanju
apoptoze zavrs$no diferenciranih le¢nih vlakana (90,91,95).

PDGF-Rp u embriju Stakora, kao i u istrazenom ljudskom oku, svojim
izrazajem u stijenci hijaloidnih zila na straznjoj povrsini le¢e i uz unutrasnju povrsinu
mreznice sudjeluje u embrionalnom razvoju krvnih zila u oku (71).

U mi§jeg embrija razvojne dobi koja odgovara istrazenom ljudskom oku,
BMP4 je kao i u ljudskom oku izrazen u mezenhimu oko o¢nog vréa, dok se u
ziv€anom sloju mreznice pojavljuje samo u njegovom perifernom dijelu (103). U
stadiju le¢nog mjehuri¢a misjeg, kao i istrazenog ljudskog oka, izrazaj BMP4 nestaje
iz le¢nog epitela (103,104).

U oku mis$jeg embrija, kao i u istrazenom ljudskom oku odgovarajuéeg
razvojnog stadija, BMP7 se nalazi u perifernom dijelu ziv€anog sloja mreznice,
epitelu lece, mezenhimu oko o¢nog vréa, epitelu i stromi roznice, kao i u hijaloidnim
krvnim zilama. Za razliku od istrazenog ljudskog oka, ova bjelancevina nestaje iz
pigmentnog sloja mreZnice tek tijekom kasnijeg embrionalnog razvoja (105).

Opisane sli¢nosti u izrazaju istrazenih ¢imbenika tijekom ranog razvoja
ljudskog i Zivotinjskog oka ukazuju da bi se neki zivotinjski modeli, prvenstveno mis
1 Stakor, mogli koristiti u istrazivanju nastanka, kao i lije¢enja nekih razvojnih
anomalija i bolesti ljudskog oka. Budu¢i da je tkivo ljudskog embrionalnog oka tesko
dostupno, zivotinjski bi modeli znac¢ajno mogli pridonijeti u stvaranju novih spoznaja

o normalnom, te o abnormalnom razvoju oka u ljudskih zametaka.
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6. ZAKLJUCCI

e Raspodjela mitotskih stanica uocena na polutankim presjecima ljudskog
embrionalnog oka ukazuje da mitoza ima vaznu ulogu u ranoj morfogenezi oka, t;.
u oblikovanju o¢nog vr¢a i o¢nog drska, te u odvajanju le¢ne jamice od
povrsinskog ektoderma.

e Opisana raspodjela i broj Ki-67-pozitivnih proliferiraju¢ih stanica upucuje da ove
stanice tijekom 6. tjedna sudjeluju u oblikovanju i rastu leénog mjehurica, te u
stvaranju primarnih le¢nih vlakana, a od 7. do 9. tjedna u stvaranju sekundarnih
le¢nih vlakana. Proliferacijska aktivnost u mreznici ima ulogu u neurogenezi, te u
diferencijaciji neuroblasta i pigmentnih stanica. Znacajno veca proliferacijska
aktivnost u perifernom u usporedbi sa sredisnjim dijelom mreznice prije 9. tjedna
razvoja moze se objasniti razli¢itim smjerom diferencijacije ovih dijelova
mreznice, tj. srediSnjeg u pars optica retinae, a perifernog u pars caeca retinae.

e (d5.do9. tjedna razvoja oka, nestin ima ulogu u diferencijaciji preteca
neuroglija stanica 1 radijalnih glijalnih vlakana u vidnom Zzivcu, te neuroepitelnih
matiCnih stanica, preteCa ganglijskih stanica, astrocita i radijalnih glijalnih vlakana
u ziv€anom sloju mreznice. Tijekom 6. tjedna on sudjeluje u oblikovanju 1 rastu
leénog mjehurica, a kasnije u stvaranju sekundarnih le¢nih vlakana. Pojava nestin-
pozitivnih stanica u epitelu roznice i leCe moze se objasniti neuroektodermalnim
podrijetlom navedenih stanica ili nekim njihovim zajednic¢kim obiljezjima s
neuroepitelnim stanicama.

e U oku zametka od 6. do 9. tjedna starosti, citokeratini imaju ulogu u razvoju i
diferencijaciji epitelnih stanica lece i roznice, te neuroektodermalnih stanica

mreznice. Sudjeluju i u stvaranju sekundarnih le¢nih vlakana. Pojava citokeratin-
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pozitivnih stanica u mezenhimskim strukturama oka moze se objasniti
ektomezenhimskim podrijetlom navedenih stanica.

Od 6. do 9. tjedna razvoja oka, vimentin sudjeluje u razvoju i diferencijaciji
pigmentnih stanica, te prete¢a neurona, astrocita, Miillerovih glija stanica i
radijalnih glijalnih vlakana u mreznici. Snaznim izrazajem u le¢nom epitelu, te
njegovim postupnim slabljenjem tijekom diferencijacije sekundarnih le¢nih
vlakana, vimentin ima vaznu ulogu u postizanju normalne opti¢ke prozirnosti lece.
Nadalje, on sudjeluje 1 u razvoju mezenhimskih struktura oka.

GFAP ima ulogu u diferencijaciji astroglije mreznice, le¢nih vlakana, te stanica
ektomezenhimskog podrijetla.

Neurofilamenti imaju vaznu ulogu u diferencijaciji postmitotskih ganglijskih
stanica mreznice tijekom njihove migracije, kao i uznapredovale diferencijacije u
unutrasnjem podruc¢ju neuroblasta.

U oku zametka, B-tubulin sudjeluje u diferencijaciji ganglijskih stanica mreznice,
te u rastu njihovih aksona. On ima ulogu i u diferencijaciji vjerojatno
horizontalnih stanica u vanjskom podrucju neuroblasta,.

Od 6. do 8. tjedna razvoja oka, FGF receptori imaju ulogu u proliferaciji i
diferencijaciji nezrelih stanica, te u sprjecavanje apoptoze diferenciranih stanica
mreznice. Neophodni su i tijekom proliferacije le¢nih epitelnih stanica, kao i
izduzivanja le¢nih vlakana. Nadalje, sudjeluju u razvoju roznice, zilnice,
bjeloocnice, mezenhima u prostoru staklovine, te hijaloidnih i krvnih Zzila zilnice.
PDGF-Rp tijekom embrionalnog razvoja oka regulira stani¢nu proliferaciju i
migraciju u mreznici, zatim u epitelu lece i roZnice, te u mezenhimu zilnice,
bjelooc¢nice, roznice i1 prostora staklovine. Osobito vaznu ulogu ima u razvoju

stanica u stijenci krvnih zila, vjerojatno pericita.

89



Zbog nespecificnog izrazaja BMP4 i BMP7 tijekom 7. i 8. tjedna razvoja, ne moze
se odrediti uloga navedenih ¢imbenika u ovom razvojnom razdoblju oka.

Ovo istrazivanje ukazuje na vaznu ulogu pravilne prostorne i vremenske
raspodjele, kao i1 uskladenog djelovanja istrazenih ¢imbenika u normalnom

oblikovanju i diferencijaciji pojedinih dijelova embrionalnog ljudskog oka.
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7. SAZETAK

Istrazivanje vremenske i prostorne raspodjele proliferirajucih stanica,
citoskeletnih bjelanc¢evina (nestina, citokeratina, vimentina, GFAP-a,
neurofilamenata, B-tubulina), FGF receptora, PDGF-Rf3, BMP4 i BMP7 provedeno je
na 10 normalnih ljudskih zametaka, tj. 20 o€iju starosti od 5 do 9 tjedana primjenom
imunohistokemijskih postupaka bojenja. Morfoloske i ultrastrukturne znacajke
mitotskih stanica istrazene su svjetlosnom i elektronskom mikroskopijom, dok su
udjeli Ki-67-pozitivnih proliferiraju¢ih stanica usporedeni primjenom Kruskal-Wallis
ANOVA testa i Wilcoxonovog testa uskladenih parova.

Opisana raspodjela mitotskih figura i Ki-67-pozitivnih stanica ukazuje da u 5.
tjednu razvoja ljudskog oka stani¢na proliferacija sudjeluje u oblikovanju ocnog vréa i
drska, te u odvajanju le¢ne jamice od povrSinskog ektoderma. Tijekom kasnijeg
razvoja, osim u daljnjem rastu ocnog vréa i lecnog mjehurica, ima ulogu i u stvaranju
primarnih i sekundarnih le¢nih vlakana, te u neurogenezi i razvoju pigmentnog epitela
mreznice.

Citoskeletne bjelancevine svojom pravilnom vremenskom i prostornom
raspodjelom, kao i uskladenim djelovanjem, imaju vaznu ulogu u oblikovanju i
diferencijaciji razli¢itih dijelova embrionalnog ljudskog oka. Nestin sudjeluje u
razvoju neuroglija stanica vidnog Zivca. U Ziv€anom sloju mreznice, nestin i vimentin
imaju ulogu u diferencijaciji mati¢nih stanica, te prete¢a neurona i astrocita;
citokeretini neuroepitelnih stanica; GFAP astrocita; a neurofilamenti i -tubulin
ganglijskih stanica. Nestin, citokeratini, vimentin i GFAP svojim pravilnim izrazajem

pridonose stvaranju normalne opticke prozirnosti le¢e. Nestin i citokeratini sudjeluju
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u diferencijaciji epitelnih stanica roznice, dok usporednim djelovanjem s vimentinom
1 GFAP-om imaju ulogu u razvoju strome roznice, zilnice i bjeloo¢nice.

FGF receptori i PDGF-Rp reguliraju stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju
nezrelih stanica, te sprje¢avaju apoptozu diferenciranih stanica u mreznici, leénom
mjehuricu, kao i u mezenhimu roznice, Zilnice, bjelooc¢nice, te u prostoru staklovine.
FGF receptori imaju vaznu ulogu u diferencijaciji le¢nih vlakana, a PDGF-Rf u
razvoju pericita u stijenci krvnih zila.

Opisi misjih mutanata u kojima odstupanja od normalnog izrazaja nekog od
¢imbenika istrazenih u ovoj studiji remete razvoj lece i/ili mreznice ukazuju daiu
covjeka razvojne anomalije oka mogu nastati kao posljedica poremeéenog prostornog
rasporeda i vremenskog slijeda pojave pojedinih ¢cimbenika koji sudjeluju u ranom
razvoju ljudskog oka. Na osnovi utvrdenih slicnosti u izrazaju istraZzenih ¢imbenika
tijekom razvoja ljudskog i zivotinjskog oka, neki bi se zivotinjski modeli mogli

koristiti u istrazivanju normalnog, kao i abnormalnog ranog razvoja ljudskog oka.
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8. SUMMARY

The role of cell proliferation, cytoskeletal proteins and growth factors during the

early human eye development

The spatial and temporal distribution of proliferating cells, intermediate
filaments (nestin, cytokeratins, vimentin, GFAP, neurofilaments), B-tubulin, FGF
receptors, PDGF-R3, BMP4 and BMP7 were investigated in 10 normal human
conceptuses of 5-9 postovulatory weeks, using morphological techniques and
immunostaining. Ki-67-positive proliferating cells were analysed quantitatively by
means of the Kruskal-Wallis ANOVA and Wilcoxon matched-pairs test.

In the 5™ week, cell proliferation might be associated with the sculpturing of
the optic cup and stalk, and the lens pit, while at later stages, with the retinal
neurogenesis and the lens fibre differentiation. Intermediate filaments seem to be
involved in the differentiation of the retina, the mesenchyme surrounding the optic
cup, and with the formation of the secondary lens fibres. Neurofilaments and (-
tubulin might participate in development of the retinal ganglion cells. It seems that
growth factor receptors regulate the cell proliferation, differentiation and survival
occurring in the lens, the retina, and the mesenchyme.

Results from this study describe normal distribution of proliferating cells and
protein expression patterns in developing human eye. Variations from these results,
also observed as developmental eye anomalies in mutant mice, might explain

mechanisms of malformations of the human eye.
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