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1. UVOD

1.1. Embrionalni razvoj neuralnog grebena

1.1.1. Nastanak neuralnog grebena

Neuralni greben potjece od stanica smjeStenih duz lateralnog ruba neuralne ploce, koja se
pojavljuje tijekom procesa neurulacije. Stanice neuralnog grebena izdvajaju se kao rezultat
poticajne aktivnosti ¢imbenika iz povrSinskog ektoderma (BMP 4 i 7, kostana morfogenetska
bjelancevina, eng. bone morphogenetic protein; Wnt signalne molekule, eng. wingless and
int) na stanice u lateralnom dijelu neuralne ploce (1). S druge strane, tumorski ¢imbenik rasta
TGFP1 i 2 (eng. tumor growth factor) u stanicama neuralnog grebena potiCe izrazaj slug/snail
gena, transkripcijskog cimbenika obitelji homologne regije cinkovog prsta, koji je
karakteristi¢an za stanice koje mijenjaju svojstva od tipicnih epitelnih prema mezenhimskim
stanicama (2). Aktivacija ovog gena Stiti stanice od programirane stanicne smrti, S$to
vjerojatno osigurava odrzavanje dovoljnog broja stanica neuralnog grebena za procese
migracije u udaljena podrucja tijela (1).

Stanice neuralnog grebena odvajaju se od neuralne ploce ili neuralne cijevi mijenjajuci oblik 1
svojstva od tipiénih neuroepitelnih stanica prema mezenhimskim stanicama (1). Epitelno-
mezenhimskom preoblikovanju stanica svojstven je gubitak medustanicne povezanosti. Ovaj
proces nastaje uslijed gubitka adhezijskih molekula (CAMs, eng. cell adhesion molecules)
tipicnih za neuralnu cijev (N-CAM i N-cadherin) i stanice neuralnog grebena tijekom
migracije (1). Nakon $to stanice neuralnog grebena zavrSe migraciju te stignu na ciljno
mjesto, one se diferenciraju u odredene tvorbe, pri ¢emu se na njima ponovno pojavljuju

adhezijske molekule (1).



1.1.2. Migracija stanica neuralnog grebena i neurogeneza osjetnih neurona

Migracija stanica neuralnog grebena ovisi o razvoju somita i epitelno-mezenhimskom
preoblikovanju (3). Put migracije stanica neuralnog grebena odreden je njihovim unutarnjim
svojstvima 1 uvjetima podru¢ja u kojima stanice migriraju. Migraciju stanica u
izvanstanicnom prostoru omogucéuju i poticu molekule poput fibronektina, laminina i
kolagena tipa IV te bjelancevine iz obitelji integrina, dok visoka razina hondroitin-sulfat
proteoglikana inhibira migraciju stanica (1).

Nakon odvajanja od neuroepitela neuralne ploce, stanice neuralnog grebena oblikuju nakupine
sli¢ne lancu, pri ¢emu su stani¢na medudjelovanja klju¢na u usmjeravanju stanica u ciljna
podru¢ja. U izvanstanicnom prostoru, bogatom raznim molekulama, zapocinje opsezna
migracija stanica uzduz nekoliko dobro definiranih putova: dorzolateralni put migracije
izmedu povrSinskog ektoderma i somita (gdje ¢e se stanice neuralnog grebena diferencirati u
melanocite), zatim ventromedijalni put (simpatiko-adrenalni put) migracije izmedu neuralne
cijevi i somita (gdje ¢e se diferencijacijom stanica neuralnog grebena razviti autonomni
ziv€ani sustav 1 srzZ nadbubrezne zlijezde), te ventrolateralni put migracije u podrucje prednjeg
dijela somita gdje ¢e se razviti spinalni gangliji (1). U razdoblju neposredno prije izlaska
aksona iz spinalnih ganglija, neke od stanica neuralnog grebena zaustavljaju se u dva
specificna podrucja: podrucju izlaska ventralnog korijena iz kraljeznicne mozdine i podrucju
ulaska dorzalnih korjenova spinalnih ganglija u kraljeznicnu mozdinu ¢ineéi tzv. grani¢nu
kapu (eng. boundary cap). Grani¢na kapa je prolazna razvojna tvorba koja sluzi kao vazan
izvor stanica prethodnica, koje kasnije migriraju u unutra$njost spinalnog ganglija i
diferenciraju se u neurone i potporne stanice (4).

Neurogeneza osjetnih neurona u pile¢im embrijima odvija se u tri uzastopna vala migracije
stanica neuralnog grebena (5). U prvom, ranom valu migracije postoji vrlo ograni¢ena dioba

stanica neuralnog grebena u kojoj nastaju neuroni s obiljezjima mehanoreceptora (6).



Mehanoreceptori provode informacije o finom osjetu dodira direktno u jezgre dorzalnih
kolumni mozdanog debla (7). Prosjecno od jedne stanice nastane 3.1 neuron (oko 4% neurona
u spinalnim ganglijima odraslih). U drugom, kasnijem valu migracije, kada stanice nasele
podruc¢ja spinalnih ganglija, dolazi do opsezne diobe postmigratornih stanica neuralnog
grebena pri ¢emu od jedne stanice prosje¢no nastane 35.9 neurona (oko 91% neurona u
spinalnim ganglijima odraslih). Diobom stanica u ovom razdoblju nastaju svi podtipovi
neurona (8). U tre¢em valu neurogeneze, stanice neuralnog grebena iz podrucja tzv. grani¢ne
kape useljavaju se u podrucje spinalnih ganglija i dijele, pri ¢emu gotovo iskljucivo nastaju
nociceptori (oko 5% neurona u spinalnim ganglijima odraslih). Nociceptori prenose
informaciju o osjetu bola i zavrSavaju u dorzalnim rogovima kraljezni¢ne mozdine (7). Dakle,
vecina stanica neuralnog grebena usmjeri se prema diferencijaciji u neurone nakon migracije i
tijekom oblikovanja spinalnih ganglija (E10.5 u miSa, Sto odgovara 4. tjednu ljudskog

razvoja) (5).

1.1.3. Diferencijacija stanica neuralnog grebena

Mehanizmi kojima se stanice neuralnog grebena u jednom trenutku zaustave i pocnu
diferencirati u razliCite tipove stanica, do sada su jos uvijek relativno nepoznati. Postoje dva
suprotna shvacanja koja nastoje objasniti kontrolne mehanizme stani¢ne diferencijacije.
Prema prvom shvacanju (1), sve stanice neuralnog grebena imaju jednake razvojne
mogucénosti, a krajnja diferencijacija stanica u potpunosti ovisi o okoliSu u koji stanice
useljavaju. Drugo shvacanje (1) naglasava kako su ve¢ stanice prethodnice (progenitorske ili
mati¢ne stanice) neuralnog grebena unaprijed predodredene za razlicitu razvojnu sudbinu te
da neke mati¢ne stanice imaju prednost u diferencijaciji u odnosu na druge, Cija je
diferencijacija inhibirana tijekom migracije (1). Novija istrazivanja upucuju kako je stvarni

odgovor negdje izmedu ove dvije pretpostavke (5). Brojni dokazi upucuju na meduovisnost
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vremena pocetka migracije stanica neuralnog grebena i njihovih razvojnih moguénosti.
Primjerice, stanice koje prve po¢nu migrirati imaju mogucnost diferencijacije u razne tipove
stanica, dok su, s druge strane, stanice koje migriraju kasnije sposobne oblikovati samo neke
derivate karakteristicne za dorzalni smjeStaj stanica neuralnog grebena poput spinalnih
ganglija, ali ne i za simpaticke neurone ili stanice srzi nadbubrezne Zlijezde. Stanice koje
zadnje migriraju mogu oblikovati isklju¢ivo pigmentne stanice (1).

Nekoliko pokusa na zivotinjama pokazalo je kako sudbina stanica neuralnog grebena nije
nuzno i nepovratno vezana uz svoj kona¢ni smjestaj u tijelu (1). Naime, transplantacija stanica
neuralnog grebena iz jednog podrucja tijela u drugo, dovodi do diferencijacije stanica u
smjeru stanica koje bi se inace i razvile u podrucju transplantacije: stanice neuralnog grebena
iz torakalnog podrucja transplantirane u podrucje glave, diferenciraju se u kolinergicke
parasimpati¢ke neurone umjesto u adrenergicke simpati¢ke i obrnuto (1). Slicni primjeri
mogu se dokazati i u kulturi stanica neuralnog grebena, kada se koriste kontrolirani uvjeti
okolisa i odgovaraju¢i ¢imbenici rasta, Sto dovodi do usmjerenja diferencijacije stanica prema
neuronima, glija stanicama ili glatkim miSi¢nim stanicama (1). S druge strane, kod stanica
neuralnog grebena iz podrucja trupa transplantiranih u podrucje glave ne moze se postici
diferencijacija u hrskavicu ili koStane elemente, iako je to svojstveno stanicama neuralnog
grebena u podrucju glave (1).

Vecina pokusa pokazuje kako stanice neuralnog grebena tijekom migracije imaju ograni¢en
potencijal diferencijacije u smjeru samo nekih stani¢nih linija, ali ne svih fenotipova (1).
Najveci broj stanica neuralnog grebena je bipotentan (moguénost usmjerenja u dvije stani¢ne

linije) 1 ovisan o signalima iz okoliSa koji usmjeravaju njihovu kona¢nu diferencijaciju.
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1.2. Stanice spinalnih ganglija

Stanice spinalnih ganglija razlikuju se po morfoloskim i funkcionalnim osobitostima te po
elektrofizioloSkim i biokemijskim svojstvima (7). Tijekom razvoja spinalnih ganglija
diferenciraju se dvije osnovne stani¢ne populacije: neuroni i glija stanice. Neuroni spinalnih
ganglija mogu se podijeliti u dvije glavne vrste: velike, svijetle stanice i male, tamne stanice
koje se medusobno razlikuju razvojno, histokemijski i funkcionalno (9, 10). Veliki neuroni
imaju promjer 35-50 um i mijelinizirana vlakna koja provode osjet dodira i propriocepcije
direktno u jezgre dorzalnih stupova mozdanog debla, a mali neuroni imaju promjer 9-35 um i
nemijelinizirana vlakna koja provode osjet boli i zavrSavaju u dorzalnim rogovima
kraljezni¢ne mozdine (11). Veliki i mali neuroni medusobno se razlikuju i po izrazaju
citoskeletnih komponenti (12) i natrijevih voltaznih kanala (13). Nadalje, imaju razlicit izrazaj
neuropeptida poput tvari P i CGRP (peptid povezan s genom za kalcitonin, eng. calcitonin
gene related peptide) (14) te receptora poput vaniloidnih receptora (15), P2X receptora (16) i
g-bjelancevinskog para receptora (17).

Neuroni spinalnih ganglija su po tipu pseudounipolarni i imaju dva nastavka. Sredisnji
nastavak ulazi u kraljezni¢nu mozdinu i oblikuje straznji korijen spinalnog Zzivca, dok se
periferni nastavak spaja s prednjim korijenom spinalnog zivca i daje somatska i visceralna
osjetna vlakna. Glija stanice u spinalnim ganglijima razdvajaju neurone, stvaraju mijelin te
imaju hranidbenu i fagocitnu ulogu (18). Razvoj spinalnih ganglija ovisi o mnogim
¢imbenicima, neuralnom ¢imbeniku rasta, signalnim molekulama i drugim bjelan¢evinama
unutar ganglija (1). Njihova interakcija regulira unutarstani¢ne transkripcijske programe koji

u konacnici usmjeravaju razvojni put svake stanice (1).
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1.3. Vaznost stanica neuralnog grebena

Razvoj stanica neuralnog grebena jedan je od najvaznijih dogadaja u evolucijskom razvoju
kraljeznjaka (19). Glavna znacajka stanica neuralnog grebena je njihova velika pokretljivost
koja im dopusta naseljavanje jako udaljenih tkiva i organa. Nacelna vaznost ovih stanica
ocituje se u njihovoj multipotentnosti i sudjelovanju pri oblikovanju mnogih organa i tkiva,
poput perifernog zivéanog sustava (neuroni i glija), srca, krvnih zila, kostiju, uha, oka, koze,
zuba, mozdanih ovojnica, skeletnih miSi¢a i nadbubreznih zlijezda (19). Derivati neuralnog
grebena su takoder i neke sastavnice vezivnog tkiva zlijezda poput hipofize, suzne, pljuvacne,
Stitne 1 paraStitne Zlijezde te timusa (20).

Spinalni (osjetni) gangliji, kao vazan dio perifernog ziv€anog sustava, razvijaju se tijekom
primarne neurulacije migracijom i diferencijacijom multipotentnih stanica neuralnog grebena
(1). Njihov je normalan razvoj bitan zbog ¢injenice da se sve somatosenzorne informacije iz
tijela (osim kranijalnih regija) prenose neuronima spinalnih ganglija. Ovo ukljucuje Cetiri
glavna osjetna modaliteta: osjet dodira, nocicepcije (osjet boli), propriocepcije (osjet polozaja
tijela u prostoru) i osjet temperature (7).

Ve¢ina radova o razvoju neuralnog grebena je zbog pristupacnosti 1 dostupnosti
odgovarajucih biljega izvodena na embrijima ptica i miSeva. Prema spoznajama iz literature, u
razvojnoj prici o spinalnim ganglijima na Zivotinjskim modelima koriSteni su brojni ¢imbenici
razvoja poput biljega rane diferencijacije stanica neuralnog grebena (phox2b) (21), biljega
neuroepitelnih maticnih stanica (nestin) (22), biljega za neurone (PGP, NF200, IB4) (5) 1
satelitske stanice (GFAP, S100) (23). Zbog odredenih odstupanja u izrazaju navedenih biljega
u razli¢itim Zivotinjskim vrstama i nedostatka sustavnih istrazivanja na ljudskim embrijima
nas je cilj bio istraziti kakav je izrazaj navedenih biljega u embrionalnom razvoju spinalnih

ganglija u covjeka.
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1.4. Cimbenici razvoja i diferencijacije

1.4.1. Biljezi nezrelih stanica u spinalnim ganglijima (nediferencirane stanice neuralnog
grebena)

Phox2b je transkripcijski ¢cimbenik jezgre, u miSeva je izrazen u stanicama neuralnog grebena
tijekom migracije i pocetne diferencijacije stanica u smjeru neurona (21). Mutacije ovog gena
dovode do poremecaja u diferencijaciji neuroblasta i posljedi¢nog izostanka razvoja zrelih
neurona (24). Nasuprot ovome, prekomjerni izraZaj ovog gena u spinalnom podrué¢ju neuralne
cijevi (buduca kraljezni¢na mozdina) potice izlazak iz stani¢nog ciklusa i brzu diferencijaciju
neurona (24). Phox2b gen je Cesto mutiran u pacijenata s neuroblastomom (25) 1 s
kongenitalnim centralnim hipoventilacijskim sindromom (26). Nadalje, mutacije ovog gena
dovode do deficita u centralnom signalnom putu aldosterona i autonomnom odgovoru na
manjak natrija (27). Phox2b do sada nije istrazivan u spinalnim ganglijima ljudskih embrija
nego samo u simpati¢kim ganglijima pile¢ih embrija (28) te kulturi stanica prepeli¢jih embrija
(29).

Nestin je ¢lan obitelji intermedijarnih filamenata klase VI, a tijekom razvoja specificno je
izrazen u mati¢nim stanicama neuralnog grebena i u neuroepitelnim mati¢nim stanicama (30).
Prolazno pojavljivanje ovog intermedijarnog filamenta iskljuc¢ivo u mati¢nim stanicama ¢ini
ga njihovim izvrsnim biljegom. U trenutku pocetne diferencijacije prema neuronima i glija
stanicama, izrazaj nestina je inhibiran 1 zamijenjen drugim tkivno-specifi¢nim
intermedijarnim filamentima (30). U odraslom organizmu nestin moze biti izrazen u
Schwannovim stanicama, ali nije dokazana njegova prisutnost ni u normalnim ni u ozljedenim
spinalnim ganglijima (31). Ne postoji niti jedan rad koji je istrazivao ovu bjelanc¢evinu u
spinalnim ganglijima humanih embrija. Do sada je nestin istrazivan u spinalnim ganglijima

pokusnih zZivotinja, no u drugom kontekstu (32-34).
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1.4.2. Biljezi ziv€anih stanica u spinalnim ganglijima

PGP9.5 (eng. protein gene product) je citoplazmatska ubikvitarna C-terminalna hidroksilaza
specificna za neurone i neuroendokrine stanice tijekom razvoja perifernog i srediSnjeg
ziv€anog sustava u sisavaca (35). Gen za ovu bjelancevinu smjesten je na kratkom kraku
(p14) cetvrtog kromosoma (36) i raspodjela bjelancevine u potpunosti je sukladna s PGP9.5
mRNA (35). Specificnost izrazaja PGP9.5 u neuronima dovela je do koriStenja ove
bjelan¢evine kao biljega inervacije u brojnim imunohistokemijskim studijama (37-39).
Bjelancevina se takoder koristi kao biljeg u analizi neuroendokrinih tumora (40) i neuronalnih
stani¢nih linija (41). Iako su regulacija i funkcija PGP9.5 tijekom sazrijevanja neurona i kroz
zivot neurona slabo istrazeni, visoka razina izraZaja i razvojni period u kojem se bjelancevina
prvi put pojavljuje upucuju na njegovu vaznu ulogu u fiziologiji neurona (42). Potpora ovoj
tvrdnji su studije koje govore o nakupljanju ubikvitina i PGP9.5 u inkluzijskim tjeleScima
unutar oSte¢enja povezanih s nekoliko neurodegenerativnih bolesti, uklju¢uju¢i Alzheimerovu
i Parkinsonovu bolest (43). Do sada postoji samo jedna studija koja je istrazivala ovu
bjelancevinu u spinalnim ganglijima misjih embrija (35), dok istrazivanja na ljudskim tkivima
ne postoje.

Prema morfoloSkim znacajkama razlikuju se dvije glavne skupine osjetnih neurona: neuroni
malog promjera i neuroni velikog promjera (5). Osjetni neuroni malog promjera diferenciraju
se u dvije populacije stanica: jedna od njih sintetizira neuropeptide i pozitivna je na trkA —
receptor za ¢imbenik rasta ziv€anog tkiva, dok druga populacija pokazuje izrazaj za izolektin
B4 (eng. isolectin B4) (5).

Citoplazmatski glikoprotein izolektin B4 (IB4) je Clan obitelji tetramerskih tipa I izolektina
(IA4, TIA3B, 1A2B2, TAB3 i IB4) izoliranih iz biljke Griffonia simplificifolia (44). Izmedu
njih, IB4 se selektivno veZze za glikokonjugate osjetnih neurona malog promjera koji imaju

funkciju nociceptora (44, 45).
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Stanice velikog promjera funkcionalno pripadaju mehanoreceptorima i1 bogate su
neurofilamentom na koje se specificno veze protutijelo NF200 (46, 47). NF200 pripada

obitelji intermedijarnih filamenata nadenih u aksonima samo zrelih neurona (48, 49).

1.4.3. Biljezi potpornih stanica u spinalnim ganglijima

S100 pripada obitelji bjelanc¢evina koje vezu kalcij poput kalmodulina ili troponina C, a
lokalizirana je u citoplazmi i/ili jezgri astrocita, Schwannovih stanica, te stanicama
ependimoma i astroglioma (50). Unutar glija stanica S100 bjelancevina je klju¢na u regulaciji
stani¢nih procesa kao §to je stani¢ni ciklus i stani¢na diferencijacija (51) te ima vaznu ulogu u
funkcioniranju ziv€anog sustava (50). Izrazaj S100 bjelancevine u spinalnim ganglijima
opisan je u nekoliko pokusnih studija (23, 52, 53), ali nije istrazen u spinalnim ganglijima
humanih embrija.

GFAP (eng. glial fibrillary acidic protein) je ¢lan obitelji intermedijarnih filamenata klase III,
koja ukljuduje periferin, dezmin i vimentin (54). Specifi¢no je izraZen u astrocitima SZS-a, u
satelitskim stanicama perifernih ganglija 1 nemijeliniziranim Schwannovim stanicama
perifernih zivaca gdje se koristi kao biljeg tih stanica (55). Postoje i oprecna misljenja koja
govore kako u spinalnim ganglijima nema GFAP pozitivnih stanica (56) te radovi koji
upucuju na snazan izrazaj GFAP-a u mati¢nim ziv€anim stanicama (57). Istrazivanja GFAP-a
u knock-out miSeva pokazala su znacajno smanjenje izrazaja ovog intermedijarnog filamenta
te poremecaj medudjelovanja astrocita i neurona koji je vazan za normalno moduliranje
sinaptiCke aktivnosti (58). S druge strane povecan izrazaj GFAP bjelancevine primijecen je u
mnogim tumorima mozga nastalim od astrocita (55). Do sada se izrazaj GFAP bjelancevine
istrazivao u embrionalnim kulturama stanica spinalnih ganglija (59, 60).

Napredak u razumijevanju diferencijacije osjetnih neurona u spinalnim ganglijima moze

zna€ajno utjecati na nove metode lijeCenja odredenih neuroloSkih stanja i bolesti. Osjetne
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neuronopatije (gangliopatije) koje nastaju zbog degeneracije neurona spinalnih ganglija ¢esto
su udruzene s ataksijom (61). Degeneracija neurona moze nastati zbog autoimune ili maligne
karboplatine (61). Nadalje, oSte¢enje spinalnih ganglija uslijed dijabetesa dovodi do boli i
gubitka osjeta (62). Razumijevanje normalnog razvoja osjetnih neurona moze u pacijenata s
navedenim bolestima pomoc¢i u osmisljavanju lijecenja u cilju obnove funkcije oStec¢enih
neurona (63, 64). Istrazivanje diferencijacije neurona iz stanica neuralnog grebena moze
pomodi u razumijevanju razvojnog slijeda zbivanja u nastanku stani¢nih populacija spinalnih
ganglija, a time dati jasniju sliku vremenskog i prostornog izrazaja ¢imbenika diferencijacije.
U ovom radu koristili smo monoklonska i poliklonska protutijela na ljudske phox2b, nestin,
PGP9.5, S100, GFAP, IB4 i NF200 bjelancevine da bismo odredili mjesto i vrijeme
pojavljivanja te ulogu ovih ¢imbenika u razvoju i diferencijaciji spinalnih ganglija kao vaznog

dijela perifernog ziv€anog sustava covjeka.

1.5. Problematika i cilj istrazivanja

Postoji malo ¢lanaka o istrazivanju ranih razvojnih stadija ganglija u ljudskih plodova, koji se
fokusiraju uglavnom na razvoj mozga i kraljezni¢ne mozdine (65-68), ali ne i na razvoj
spinalnih ganglija. Vecina istrazivanja o ulozi stani¢ne diferencijacije tijekom razvoja
spinalnih ganglija provedena je na embrijima pokusnih zivotinja ili u dugotrajnim kulturama
stanica (69-73). Medutim, noviji ¢lanci pokazuju kako i izmedu Zzivotinjskih vrsta postoje
znaCajne razlike u ustroju neurona i projekciji srediSnjih nastavaka spinalnih ganglija u
dorzalnom rogu kraljezni¢cne mozdine (74). Obzirom da su istrazivanja u ovom podrucju
usmjerena prema terapijskim modelima za lijeCenje ljudi, naSa bi istraZivanja diferencijacije

ranih razvojnih stadija spinalnih ganglija u ljudskih plodova mogla dati relevantne informacije
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za buduce klinicke studije. Cilj je ove studije primjenom odgovarajué¢ih imunohistokemijskih
biljega tijekom embrionalnih i ranih fetalnih stadija (od 5. do 10. tjedna) razvoja ljudskih
spinalnih ganglija istraziti slijedece:

1. utvrditi eventualnu prisutnost nediferenciranih stanica neuralnog grebena (phox2b i
nestin) u najranijim razdobljima razvoja (5. tjedan)

2. analizirati prostorni i vremenski raspored pojave neurona te utvrditi njihovu
eventualnu neurogenezu (diobu neurona) primjenom dvostrukog
imunofluorescencijskog bojenja biljegom za proliferaciju (Ki-67 bjelancevina) i
biljegom specificnim za neurone (PGP9.5)

3. utvrditi jesu li se u istrazivanom razvojnom razdoblju (od 5. do 10. tjedna) stanicne
linije neurona diferencirale u podtipove neurona (IB4 i NF200), te u kojem
vremenskom razdoblju su se pojedini neuronski podtipovi prvi put pojavili

4. analizirati prostorni i vremenski raspored pojavljivanja potpornih stanica i utvrditi
njihovu eventualnu diobu (gliogeneza) primjenom dvostrukog imunofluorescencijskog
bojenja biljegom za proliferaciju (Ki-67 bjelancevina) i biljegom specificnim za

potporne stanice (S100 i GFAP).

1.6. Hipoteza

Ocekuje se da ¢e razvoj spinalnih ganglija u ¢ovjeka tijekom razdoblja izmedu 5. i 10.
razvojnog tjedna biti popraden promjenom intenziteta izrazaja te vremena 1 mjesta
pojavljivanja istrazivanih bjelancevina, S§to ¢e se prikazati imunohistokemijski u
embrionalnom tkivu (nestin, phox2b, PGP9.5, S100, GFAP, IB4 i NF200 pozitivne stanice) i
kvantitativno analizirati. Ocekujemo da proliferacijski ¢imbenik Ki-67 i biljeg za neurone

(PGP9.5) nec¢e usporedno postojati u istim stanicama, dok ¢e proliferacijski ¢imbenik Ki-67 i
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biljeg potpornih stanica (S100) biti istodobno prisutni u neuroglija stanicama tijekom
diferencijacije spinalnih ganglija. O¢ekujemo da se neuroni ne dijele nakon zavr$ne migracije
stanica neuralnog grebena u podrucje spinalnih ganglija. Takoder o¢ekujemo da se neuroni
prvi pocinju diferencirati unutar stanica spinalnih ganglija, usmjeravaju¢i se prema
podtipovima velikih i malih neurona prisutnih u odraslom organizmu. Nakon pocetne
diferencijacije neurona, o¢ekujemo stani¢nu proliferaciju te diferencijaciju potpornih stanica.

Vremenska i prostorna raspodjela istrazivanih ¢imbenika ukazat ¢e na njihovu moguéu ulogu
u razvoju i diferencijaciji spinalnih ganglija Covjeka. Ocekuje se vremensko i prostorno
preklapanje izrazaja nekih od navedenih ¢imbenika (primjerice neurofilamenata i IB4). Izrazaj
svakog pojedinog ¢imbenika mijenjat ¢e se tijekom razlicitih stadija diferencijacije spinalnih
ganglija sukladno pojavi pojedinih stani¢nih linija neurona i neuroglije, a na §to upucuju

dosadasnja istrazivanja na zivotinjskim i ljudskim zametcima.
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2. METODE I MATERIJAL

2.1. Sakupljanje tkiva i odredivanje starosti zametaka

Istrazivanje je provedeno na 10 normalnih ljudskih zametaka od 5. do 10. tjedna starosti
(Tablica 1). Tkivo potjece iz postojece arhivske zbirke Zavoda za anatomiju, histologiju i
embriologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu ili je dobiven s Klinickog Zavoda za
patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klinickog Bolni¢kog Centra Split (tkivo spontano
pobacenih zametaka i zametaka iz tubarnih trudnoca). U istrazivanje smo ukljucili samo one
embrije 1 fetuse koji su dobro oCuvani i bez vanjskih znakova maceracije. Za istrazivanje na
projektu ministarstva znanosti obrazovanja i Sporta (broj 021-2160528-0507) dobivena je
suglasnost Etickog povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu. Starost zametaka odredili smo na temelju podataka o ovulacijskoj dobi
(datum posljednje menstruacije), mjerenjem duzine tjeme-zadak (crown-rump length-CRL),

te usporedbom sa stadijima Carnegie Instituta (75).

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

Starost (tjedni) CRL (mm) Carnegie stadij* Broj zametaka u
istazivanju
5 8 15 1
6 14 17 2
7 21 20 1
8 27 22 2
9 32 23 2
10 36 27 2

*Prema referenci Carnegie Instituta (75).
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2.2. Postupci s embrijima, uklapanje tkiva u parafin i rezanje

Nakon pregleda vanjskog izgleda plodova, napravili smo mikrosekciju kojom smo odvojili
dijelove tkiva koji sadrze ganglije. Komadice tkiva iz torakolumbalnog podrucja embrija i
ranih fetusa fiksirali smo u 4% formaldehidu u fosfatnom puferu (phosphate buffered saline-
PBS) tijekom 24 sata, te nakon ispiranja u PBS-u, dehidrirali u povecavaju¢im
koncentracijama alkohola. Nakon ispiranja u ksilolu, uklopili smo ih u parafin na 56°C. Tkiva
smo serijski izrezali na poprecne rezove debljine 7 pum, te pri¢vrstili na predmetna stakla
prethodno obradena 0.01%-tnom vodenom otopinom poly-L-lizina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, USA). Na svakom 10-om rezu, uradili smo orijentacijsko bojanje hemalaunom i

eozinom kako bismo provjerili razinu reza i ouvanost tkiva.

2.3. Imunohistokemijsko bojanje rezova

U ovom radu koristile su se dvije tehnike: imunohistokemija i imunofluorescencija.
Imunohistokemijski postupak zapoceo je deparafiniranjem tkiva prvo u ksilolu, a zatim
rehidracijom u alkoholima sve nize koncentracije. Inkubacijom u 0.1% H>O, (30 minuta pri
sobnoj temperaturi) inaktivirana je endogena peroksidaza. U svrhu otkrivanja antigenskih
mjesta rezovi su kuhani u citratnom puferu u mikrovalnoj peénici na 95°C kroz 17 minuta i
isprani u PBS-u (eng. phosphate buffered saline-PBS). Nakon hladenja na sobnoj temperaturi
rezovi su 60 minuta inkubirani s primarnim protutijelima:
1. monoklonalna protutijela uzgojena u misu na ljudske antigene:
o Ki-67 antigen (M7240, DAKO, Glostrup, Denmark),
o neurofilament 200 (N0O142, Sigma, Saint Louis, MO, USA),

o nestin (MAB1259, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA),
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2. poliklonalna protutijela uzgojena u zecu na ljudske antigene:
o Ki-67 antigen (AB9260, Chemicon, Temecula, CA, USA),
o PGP9.5 antigen (AB5925, Chemicon, Temecula, CA, USA),
o GFAP antigen (AB5804, Chemicon, Temecula, CA, USA),

S100 antigen (Z0311, DAKO, Glostrup, Denmark),

O

3. poliklonalno protutijelo uzgojeno u kozi na C-kraj ljudskog antigena:
o Phox2b antigena (sc-2018, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA).
Osim navedenih primarnih protutijela koristio se i IB4 FITC-konjugat obiljezen s biotinom
(L2895, Sigma, Saint Louis, MO, USA).
Nakon jednosatne inkubacije s primarnim protutijelom i ispiranja u PBS-u, koristila su se dva
nacina za sekundarnu detekciju primarnih protutijela: imunofluorescencija i1 bojanje

diaminobenzidinom (DAB).

IMUNOFLUORESCENCIJA:

Za ovu metodu koristila su se sekundarna protutijela za prikazivanje vezanja primarnih
protutijela i to prema Zivotinjskom podrijetlu primarnih protutijela:
o Texas Red, T-862, Jackson Immuno Research Lab., PA, USA u razrijedenju
1:200;
o Texas Red, sc-2780, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA u
razrijedenju 1:200;
o Fluorescein izotiocijanat — FITC, sc-2024, Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA, USA u razrijedenju 1:200;
o Fluorescein izotiocijanat — FITC, AP132F Chemicon, Temecula, CA, USA u

razrijedenju 1:200;
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o Rodamin, AP124R, Jackson Immuno Research Lab., PA, USA u razrijedenju
1:50)
o Biotinizirana sekundarna protutijela sc-2040 1 sc-2039 Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA u razrijedenju 1:200;
o Streptavidin Alexa Fluor 488 konjugat, Invitrogen Molecular Probes Inc,
Eugene, OR, USA.
Rezovi su se inkubirali jedan sat sa sekundarnim fluorescentnim protutijelom u tamnoj
komori. Za potrebe dvostrukog imunofluorescencijskog bojanja koristila se kombinacija dvaju
primarnih protutijela koja su se inkubirala kroz jedan sat, a nakon ispiranja u PBS-u dodala se
kombinacija odgovaraju¢ih sekundarnih protutijela u trajanju od jednog sata. Nakon zadnjeg
ispiranja u PBS-u, rezovi su se uklopili u medij za uklapanje (Immuno-Mount, Shandon,
Pittsburg, PA, USA) i pokrili pokrovnim stakalcem. Stanice koje su reagirale s odgovaraju¢im
kompleksom primarnog i sekundarnog protutijela imale su zeleno ili crveno obojanu
citoplazmu ili jezgru. Stanice koje nisu reagirale s odgovaraju¢im kompleksom primarnog i
sekundarnog protutijela imale su DAPI-jem (4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride
— DAPI, D1306, Invitrogen Molecular Probes Inc, Eugene, OR, USA) plavo obojanu jezgru.
Preparati su pregledani fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX61 (Olympus, Tokyo,

Japan) i slikani DP71 digitalnom kamerom.

BOJANJE DIAMINOBENZIDINOM (DAB):

Drugim na¢inom detekcije primarnih protutijela, koristili smo o podrijetlu protutijela neovisni
Streptavidin-Biotin Peroksidaza Sustav (K0690, DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA), te
nakon 30. minutne inkubacije i ispiranja u PBS-u, rezove smo obojali diaminobenzidinom
(DAB) tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi i isprali u destiliranoj vodi, te obojali

hemalaunom (75). Rezove smo zatim uklopili u medij za uklapanje i pokrili pokrovnim
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stakalcima. Stanice koje su reagirale s odgovaraju¢im primarnim protutijelima imale su smede
obojanu citoplazmu ili jezgru. Stanice koje nisu reagirale s primarnim protutijelima, imale su
jezgru plavo obojanu hemalaunom i svijetlu citoplazmu.

Preparati su pregledani svjetlosnim mikroskopom Olympus BX40 (Olympus, Tokyo, Japan)

opremljenim odgovaraju¢im konfokalnim dodatkom.

NEGATIVNA KONTROLA:

Rezovi namijenjeni negativnoj kontroli kod imunohistokemijskog bojanja svakog antigena
podvrgnuti su zajedno s ostalim rezovima istom postupku, osim §to se nisu inkubirali s
primarnim protutijelom, nego su za to vrijeme bili u PBS-u. Negativna kontrola ima samo
hemalaunom, odnosno DAPI-jem plavo obojane jezgre stanica bez smede boje jezgre ili

citoplazme odnosno bez zelenog ili crvenog fluorescentnog signala.

POZITIVNA KONTROLA:

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

rezova provjereni u literaturi i to za svaki traZzeni ¢cimbenik ponaosob.

2.4. Kvantifikacija pozitivnih stanica

Kvantifikacija phox2b, PGP9.5, S100, GFAP i NF200 pozitivnih stanica radena je na

preparatima obojanim DAB-om, a kvantifikacija nestin i IB4 pozitivnih stanica radena je na

preparatima obojanim imunofluorescentnom tehnikom (sekundarno protutijelo i DAPI). Na
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10 zametaka starosti od 5. do 10. razvojnog tjedna, istraZzen je broj pozitivnih stanica za
pojedini biljeg u odnosu na broj negativnih stanica. Pozitivne i negativne stanice brojane su u
svakom tre¢em nepriljeze¢em rezu. Bilo koji intenzitet bojanja stanica smatrali smo
pozitivnim. Brojanje je provedeno kroz cijelu duljinu ganglija (na obje strane kraljezni¢ne
mozdine i odvojeno za ventralni i dorzalni dio). Na svakom dijelu odabranom za brojanje
stanica, koriStena su podrucja povrSine 50 umx50 pum, na povecanju 40x. Kriterij za
razlikovanje ventralnog od dorzalnog dijela ganglija bio je prostorni polozaj stanica
(ventralno nasuprot dorzalnom dijelu). Neke arbitrarne odluke su bile neizbjezne, dijelom zato
jer su linije razgrani¢enja izmedu dvije populacije bile neostro ograni¢ene. Medutim, relativno
niska standardna greSka pokazala je konzistentnost podataka. Za ovu analizu koristili smo
Olympus BX40 mikroskop s DP11 digitalnom kamerom i Olympus BX61 s DP71 digitalnom
kamerom, a broj pozitivnih stanica racunali smo pomoc¢u DP-SOFT Version 3.1 ra¢unalnog
programa. Kvantitativnu analizu pozitivnih stanica proveli smo za tri skupine (5.16., 7.1 8.,

te 9.1 10. tjedan) sukladno odgovarajucoj dobi embrija.

2.5. Statisti¢ka analiza

U obradi podataka rabljen je program Excel 2000 (Microsoft, USA), i GraphPad Prism
version 4.00 za Windows (GraphPad racunalni program, San Diego, CA, USA). U svakom
podrucju (50x50pum), izra¢unali smo udio pozitivnih stanica za nestin, phox2b, PGP9.5, S100,
GFAP, IB4 i NF200 ¢imbenike (pozitivne stanice/ukupni broj stanica).

U skladu s rezultatima Kolmogorov-Smirnovog testa o normalnosti raspodjele podataka,
odabrali smo odgovarajuci statisticki test (Mann-Whitney ili t-test). Udio pozitivnih stanica
izrazili smo kao srednju vrijednost + standardna devijacija. Odabrana razina vjerodostojnosti

u svim testovima je p< 0.05.
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2.6. Eticka nacela

Istrazivanje je provedeno na embrionalnom ljudskom tkivu starosti od 5. do 10. tjedana iz
arhivske kolekcije Zavoda za anatomiju, histologiju i embriologiju. Materijal je dobiven i s
Klinickog Zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju Klinickog Bolnickog Centra
Split. Za istrazivanje na projektu MZOS-a broj 210-2160528-0507 je dobivena suglasnost
Etickog povjerenstva za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Splitu. U istrazivanju su postivana eticka nacela o istrazivanju embrionalnog i fetalnog

materijala, a u skladu s eti¢kim normama (76) i Helsinskom Deklaracijom (77).
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3. REZULTATI

3.1. Morfoloske osobitosti razvoja ljudskih spinalnih ganglija izmedu 5. i 10. tjedna razvoja

Tijekom 5. razvojnog tjedna spinalne ganglije oblikuju ovalne bilateralno simetricne nakupine
stanica duz obje strane kraljeznicne mozdine. Spinalni gangliji su smjeSteni izmedu
kraljeznicne mozdine 1 stanica dermatomiotoma. Sve stanice u gangliju su slicnog izgleda, s
naznakama pocetne diferencijacije u smjeru dviju stani¢nih populacija. U gangliju se mogu
primijetiti brojne mitotske figure kao 1 tamne, povremeno fragmentirane jezgre, koje
morfologki odgovaraju apoptotskim stanicama. Ziv&ani nastavci ganglijskih stanica ventralno
nastavljaju put s aksonima motornih neurona koji izlaze iz prednjeg roga kraljezni¢ne
mozdine i tako oblikuju spinalne Zivce. Dorzalno, vrlo tanki ziv€ani nastavci ulaze u dorzalni

dio kraljezni¢ne mozdine (krilna ploca) (Slika 1).
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Slika 1. Poprecni presjek kroz lumbalno podrucje kraljezni¢ne mozdine ljudskog zametka starosti 5
tjedana: spinalni ganglij (SG) je smjesten izmedu kraljezni¢éne mozdine (KM) i dermatomiotoma
(DM). Unutar spinalnog ganglija vide se brojne mitotske figure (strelice). Umetak: detalj ganglijske
stanice u telofazi (strelica). Hematoksilin & eozin. Povecanje 20x, ljestvica 40pum.

U 6. tjednu razvoja veéina ganglijskih stanica ima eukromatske jezgre s istaknutim
jezgricama. Stanice su razdvojene vezivnim tkivom koje sadrzi krvne zile, a vezivo se
nastavlja u povrSinsku ovojnicu. Tijekom 7. 1 8. tjedna razvoja, spinalni gangliji se
povecavaju, a njihove stanice oblikuju dobro definirane ventralno i dorzalno usmjerene
ziv€ane nastavke. U gangliju su najbrojnije stanice koje imaju velike i1 svijetle jezgre sa
istaknutim jezgricama. Jezgre mitotskih stanica se mogu prepoznati po specificnoj
organizaciji kromozoma i nasumi¢no su rasporedene unutar stani¢ne populacije. Krvne zile su

prisutne na povrsini i unutar ganglija (Slika 2).
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Slika 2. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti od 8 tjedana: Unutar srednjeg
dijela spinalnog ganglija vide se mjehuraste jezgre s jezgricom (strelice), vezivno tkivo (V) i eritrociti
s jezgrom (dvostruke strelice). Hematoksilin & eozin. Povecanje 40x, ljestvica 20pm.

Tijekom 9. i1 10. razvojnog tjedna spinalni gangliji su ovalnog ili kruSkolikog oblika. Stanice
sa svijetlim jezgrama i istaknutim jezgricama, te stanice s tamnim i1 manjim jezgrama
rasporedene su i u ventralnim i u dorzalnim dijelovima ganglija. Tracci ziv€anih vlakana
mogu se vidjeti izmedu stani¢nih tijela. Na povrSini svakog ganglija vidljiva je dobro

definirana vezivno tkivna kapsula (Slika 3).
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Slika 3. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti od 9 tjedana: Unutar
dorzalnog dijela spinalnog ganglija vide se stanice s mjehurastim jezgrama i jezgricama (dvostruke
strelice), stanice s malim tamnim jezgrama (strelice), vezivno tkivo (V), vezivna kapsula (vk), krvna
zila u vezivnoj kapsuli (kz). Hematoksilin & eozin. Povecanje 40%, ljestvica 20pm.

3.1.1. Imunohistokemijske i imunofluorescentne tehnike
Koristenjem imunohistokemijskih i imunofluorescentnih tehnika utvrdili smo prisutnost svih
istrazivanih ¢imbenika (nestin, phox2b, PGP 9.5, S100, GFAP, 1B4 i NF200) u spinalnim

ganglijima tijekom 5. do 10. tjedna razvoja (Slika 4-42).
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3.2. Diferencijacija stanica pozitivnih na biljege neuralnog grebena

3.2.1. Bojanje nestinom, odredivanje broja pozitivnih stanica i kolokalizacija s Ki-67 biljegom
proliferacije

3.2.1.1. Kvantifikacija nestin-pozitivnih stanica

Znatan stupanj nediferenciranosti stanica neuralnog grebena posebice je izrazen u 5. i 6.
tjednu embrionalnog razvoja, kad vecina stanica spinalnih ganglija pokazuje prisustvo nestin-
pozitivnih vlakana (62% pozitivnih stanica). U 7. i 8. tjednu razvoja, dolazi do neznatnog
smanjenja postotka pozitivnih stanica (59%), a u 9. i 10. tjednu pozitivno je 56% stanica
(Slika 4). Rezultati govore u prilog postupnoj stani¢noj diferencijaciji stanica spinalnog

ganglija, pra¢enoj smanjenjem broja nestin-pozitivnih stanica.
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Slika 4. Raspodjela nestin-pozitivnih stanica u spinalnim ganglijima po tjednima gestacije. Podatci su
prikazani kao srednje vrijednosti = standardna devijacija (okomita crta).
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Tijekom cijelog istrazivanog razdoblja broj nestin-pozitivnih stanica bio je ve¢i u dorzalnom
nego u ventralnom dijelu ganglija. U 7. i 8. tjednu razvoja razlika izmedu ventralnog i
dorzalnog dijela je i statisti¢ki znacajna (Mann-Whitney, p=0,012) (Slika 5). Ovi su rezultati u

skladu s ranijom diferencijacijom ventralnih dijelova ganglija u odnosu na dorzalne dijelove.
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Slika 5. Postotak nestin-pozitivnih stanica u ventralnim (V) i dorzalnim (D) dijelovima spinalnih
ganglija tijekom istrazivanih tjedana. Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna
devijacija (okomita crta). U 7. i 8. tjednu postoji statisticki znacajna razlika (*) izmedu ventralnog i
dorzalnog dijela (Mann Whitney, p=0,012) (N=25-51).

3.2.1.2. Imunofluorescentno bojanje nestinom

Tijekom cijelog istrazivanog razdoblja unutar spinalnih ganglija mogu se vidjeti
nediferencirane nestin-pozitivne stanice. Morfoloski, nestin-pozitivne stanice se u tehnici
imunofluorescentnog bojanja (TR bojanje, eng. Texas Red) prikazuju crvenim obojenjem
intermedijarnih vlakana unutar citoplazme koja poput niti okruzuju DAPI-jem plavo obojane

jezgre unutar spinalnih ganglija i kraljezni¢ne mozdine (Slika 6).
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Slika 6. Poprecni presjek kroz lumbalno podruéje kraljezniéne mozdine ljudskog zametka starosti 6
tjedana: spinalni ganglij (SG) je smjesten izmedu kraljeznicne mozdine (KM) i dermatomiotoma
(DM). Unutar spinalnog ganglija vide se vlakna nestin-pozitivnih stanica (strelice). Umetak: detalj
nestin-pozitivnih vlakana (strelica) (A). DAPI-jem plavo obojane jezgre stanica unutar ganglija (B),
preklapanje slika A i B, crveno obojana vlakna nestin-pozitivnih stanica (strelica) (C). Uvecanje
detalja slike C unutar kvadrata, crveno obojana vlakna nestin-pozitivnih stanica (strelica) (D).
Imunofluorescentno bojanje na nestin i DAPI. Povecanje 40%, ljestvica 20um.

U 7. 1 8. tjednu embrionalnog razvoja nestin-pozitivna vlakna posebice su izraZzena u

dorzalnom dijelu ganglija i izlazi$tu dorzalnog korijena spinalnog Zivca (Slika 7).
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Slika 7. Poprec¢ni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 8 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se crveno obojana vlakna nestin-pozitivnih stanica (strelice) (A) i DAPI-jem plavo
obojane jezgre stanica unutar ganglija (strelice) (B), preklapanje slika A i B, crveno obojana vlakna
nestin-pozitivnih stanica (strelice) (C). Uvecanje detalja slike C unutar kvadrata, crveno obojana
vlakna nestin-pozitivnih stanica (strelice) (D). Imunofluorescentno bojanje na nestin i DAPL
Povecanje 40x%, ljestvica 20um.

3.2.1.3. Imunofluorescentno bojanje nestinom i biljegom proliferacije Ki-67

Dvostrukim imunofluorescentnim bojanjem na biljeg stanica neuralnog grebena (nestin) i na
biljeg proliferacije (Ki-67), utvrdili smo prisutnost oba biljega u istim stanicama (Slika 8).
Ovaj nalaz upuc¢uje na €injenicu da stanice koje se dijele unutar spinalnih ganglija pripadaju

populaciji nezrelih nestin-pozitivnih stanica.
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Slika 8. Popre¢ni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 6 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se crveno obojana vlakna nestin-pozitivnih stanica (A), uvecéanje detalja slike A unutar
kvadrata, nestin-pozitivne stanice (strelice) (B). Zeleno obojane jezgre Ki-67-pozitivnih stanica (C),
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uvecanje detalja slike C unutar kvadrata, Ki-67-pozitivne stanice (strelice) (D). Preklapanje slika A i C
(E), preklapanje uvecanih detalja slika B i D, vidi se kolokalizacija nestina i Ki-67 u istim stanicama
(strelice) (F). DAPI-jem plavno obojane jezgre stanica (G) uvecanje detalja slike G unutar kvadrata,
plavo obojane jezgre stanica (strelice) (H). Preklapanje slika A, C i G (I), uvecanje detalja slike I
unutar kvadrata, vidi se kolokalizacija nestina i Ki-67 u istim stanicama (strelice) (J).
Imunofluorescentno bojanje na nestin, Ki-67 i DAPI. Povecanje 40x, ljestvica 25um.

3.2.2. Bojanje s bjelan¢evinom phox2b i odredivanje broja pozitivnih stanica

3.2.2.1. Kvantifikacija phox2b-pozitivnih stanica

U 5. 1 6. tjednu embrionalnog razvoja vecina ganglijskih stanica je pozitivha na phox2b
¢imbenik (73% pozitivnih stanica). Kasnije tijekom razvoja dolazi do postupnog smanjivanja
postotka pozitivnih stanica. U 7. 1 8. tjednu razvoja 65% stanica unutar ganglija pozitivno je

na phox2b, au 9. 1 10. tjednu pozitivno je 59% stanica (Slika 9).

©
o
J

80 1

% phox2b+ stanica
N W A OO O N
© & © © & o

1 L L 1 1 1

10 T

5i6 7181 910 ]

tjedni gestacije

Slika 9. Raspodjela phox2b-pozitivnih stanica u spinalnim ganglijima po tjednima gestacije. Podatci
su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (okomita crta).
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Tijekom cijelog istrazivanog razdoblja broj phox2b-pozitivnih stanica je ve¢i u dorzalnom
nego u ventralnom dijelu ganglija. U 7. i 8. tjednu razvoja razlika izmedu ventralnog i

dorzalnog dijela je i statisti¢ki znac¢ajna (t-test, p=0,007) (Slika 10).
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Slika 10. Postotak phox2b-pozitivnih stanica u ventralnim (V) i dorzalnim (D) dijelovima spinalnih
ganglija tijekom istrazivanih tjedana. Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti £ standardna
devijacija (okomita crta). U 7. i 8. tjednu postoji statisticki znacajna razlika (*) izmedu ventralnog i
dorzalnog dijela (t-test, p=0,007) (N=25-105).

3.2.2.2. Imunohistokemijsko bojanje phox2b

Tijekom cijelog istrazivanog razdoblja phox2b-pozitivne stanice prisutne su u spinalnim
ganglijima. Morfoloski, u tehnici imunohistokemijskog bojanja vizualizacijom primarnog
protutijela pomocéu DAB-a, stanice pozitivne na phox2b pokazuju smede obojanu citoplazmu
1 hemalaunom plavo obojanu jezgru te su rasporedene medu malobrojnim phox2b-negativnim

stanicama koje imaju samo hemalaunom plavo obojanu jezgru (Slika 11).
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Slika 11. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka od 10 tjedana: phox2b-pozitivne
stanice sa smede obojanom citoplazmom (strelice) dominiraju medu phox2b-negativnim stanicama s
plavo obojanom jezgrom (dvostruke strelice). Imunohistokemijsko bojanje na phox2b. Povecanje
100x, ljestvica 10pm.

3.2.3. Dinamika pojavljivanja nestin- i phox2b-pozitivnih stanica (usporedba kvantifikacije
nestin-pozitivnih stanica i phox2b-pozitivnih stanica)

Usporedbom dinamike pojavljivanja nestin- 1 phox2b-pozitivnih stanica tijekom istrazivanih
tjedana (5. — 10. razvojnog tjedna), mogu se vidjeti slicnosti u obrascu raspodjele, no s nesto
vecim postotkom phox2b-pozitivnih stanica (Slika 12). Ovi rezultati upucuju na phox2b biljeg

kao znacajan marker najnezrelijih stani¢nih populacija unutar spinalnih ganglija.
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Slika 12. Postotak nestin- i phox2b-pozitivnih stanica u spinalnim ganglijima tijekom istrazivanih
tjedana. Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (okomita crta).

3.3. Diferencijacija stanica pozitivnih na biljege neurona

3.3.1. Bojanje s PGP9.5 bjelancevinom, odredivanje broja pozitivnih stanica i kolokalizacija s
Ki-67 bjelancevinom i nestinom

3.3.1.1. Kvantifikacija PGP9.5-pozitivnih stanica

U 5.1 6. tjednu embrionalnog razvoja brojne ganglijske stanice se pocinju diferencirati u
neurone, Sto je prikazano visokim postotkom PGP9.5-pozitivnih stanica (41% pozitivnih
stanica). Trend povecanja broja PGP9.5-pozitivnih stanica nastavlja se i tijekom 7. 1 8. tjedna

razvoja (48%), au 9. 1 10. tjednu dostize razinu od 55% pozitivnih stanica (Slika 13).
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Slika 13. Raspodjela PGP9.5-pozitivnih stanica u spinalnim ganglijima po tjednima gestacije. Podatci
su prikazani kao srednje vrijednosti = standardna devijacija (okomita crta).

U 5.1 6. tjednu embrionalnog razvoja broj PGP9.5-pozitivnih stanica je posebice visok u

ventralnom dijelu ganglija (45% pozitivnih stanica) i znacajno je veéi nego u dorzalnom

dijelu (37% pozitivnih stanica) (t-test, p<0,0001). Statisti¢ki znacajna razlika u broju PGP9.5-

pozitivnih stanica izmedu ventralnog i dorzalnog dijela nalazi se i u 7. i 8. razvojnom tjednu,

gdje je udio pozitivnih stanica veéi u ventralnom dijelu (t-test, p=0,004). U 9. i 10. tjednu broj

PGP9.5-pozitivnih stanica je takoder veéi u ventralnom dijelu, ali razlika nije statisticki

znacajna (Slika 14).
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Slika 14. Postotak PGP9.5-pozitivnih stanica u ventralnim (V) i dorzalnim (D) dijelovima spinalnih
ganglija tijekom istrazivanih tjedana. Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti £ standardna
devijacija (okomita crta). U 5.1 6., te u 7. i 8. tjednu postoji statisticki zna¢ajna razlika (*) izmedu
dorzalnog i ventralnog dijela (t-test, p<0,0001 odnosno p=0,004) (N=50-112).

3.3.1.2. Imunofluorescentno bojanje PGP9.5-om

Diferencirani neuroni prisutni su ve¢ u 5. tjednu embrionalnog razvoja $to je prikazano
PGP9.5-pozitivnim stanicama unutar spinalnog ganglija. Morfoloski, PGP9.5-pozitivne
stanice u tehnici imunofluorescentnog bojanja (TR, eng. Texas Red) imaju crveno obojanu

citoplazmu (Slika 15).
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Slika 15. Popre¢ni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 5 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se crveno obojane citoplazme PGP9.5-pozitivnih stanica (strelice). Imunofluorescentno
bojanje na PGP9.5. Povecéanje 40x, ljestvica 35um.

3.3.1.3. Imunofluorescentno dvostruko bojanje neuronalnim biljegom PGP9.5 i
proliferacijskim biljegom Ki-67

Analizom razdoblja izmedu 5. 1 10. razvojnog tjedna, ni u jednom tjednu razvoja nismo nasli
kolokalizaciju PGP9.5 pan-neuronalnog biljega i Ki-67 proliferacijskog ¢imbenika unutar
istih stanica (Slika 16 1 17). Tehnikom imunofluorescentnog bojanja (TR, eng. Texas Red)
PGP9.5-pozitivne stanice imaju crveno obojanu citoplazmu, a Ki-67-pozitivne stanice imaju
zelenim signalom (FITC) obojanu jezgru. Dobiveni rezultati upucuju na odsustvo dijeljenja

stanica koje su krenule smjerom diferencijacije prema neuronima.
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Slika 16. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 5 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide crveno se obojane citoplazme PGP9.5-pozitivnih stanica (strelice) (A) i zeleno obojane
jezgre Ki-67-pozitivnih stanica (strelice) (B), preklapanje slika A i B (C). Imunofluorescentno bojanje
na PGP9.5 i Ki-67. Povecanje 60x, ljestvica 10um.

Slika 17. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 8 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se crveno obojane citoplazme PGP9.5-pozitivnih stanica (strelice) (A) i zeleno obojane
jezgre Ki-67-pozitivnih stanica (strelice) (B), preklapanje slika A i B, nema kolokalizacije PGP9.5 i
Ki-67 u istim stanicama (C). Imunofluorescentno bojanje na PGP9.5 i Ki-67. Povecanje 40x, ljestvica
15pum.

Tijekom 7. i 8. tjedna embrionalnog razvoja sredi$nji nastavci neurona spinalnih ganglija ve¢
su urasli u kraljeznicnu mozdinu u visini dorzalnih rogova. Periferni nastavci neurona
spinalnih ganglija spajaju se s ventralnim korijenovima kraljezni¢ne mozdine ¢ineci spinalni

zivac koji se nakon kratkog toka grana u straznje i prednje primarne ogranke (Slika 18).
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Slika 18. Popre¢ni presjek kroz lumbalno podrucje kraljeznicne mozdine (KM) ljudskog zametka
starosti 8 tjedana: Unutar spinalnog ganglija vide se crveno obojane citoplazme PGP9.5-pozitivnih
stanica (strelice) (A) i zeleno obojane jezgre Ki-67-pozitivnih stanica (strelice) (B), preklapanje slika
A i B, put spinalnog Zivca, straznji i prednji primarni ogranci (dvostruke strelice), urastanje dorzalnog
korijena spinalnog Zivca u dorzalni rog kraljeznicne mozdine (strelice) (C). Uvecanje detalja slike C
unutar kvadrata (D). Imunofluorescentno bojanje na PGP9.5 i Ki-67. Povecanje 10x, ljestvica 100um.

3.3.1.4. Imunofluorescentno dvostruko bojanje neuronalnim biljegom PGP9.5 1 nestinom
Analizom razdoblja izmedu 5. i 10. razvojnog tjedna, ni u jednom tjednu razvoja nismo nasli

kolokalizaciju PGP9.5 pan-neuronalnog biljega i nestina unutar istih stanica (Slika 19).
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Slika 19. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 10 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se zeleno obojane citoplazme PGP9.5-pozitivnih stanica (strelice) (A), uvecanje detalja
slike A unutar kvadrata, PGP9.5-pozitivne stanice (strelice) (B). Crveno obojana vlakna nestin-
pozitivnih stanica (strelice) (C), uveéanje detalja slike C unutar kvadrata, nestin-pozitivne stanice
(strelice) (D). Preklapanje slika A 1 C (E), preklapanje uvecanih detalja slika B i D, nema
kolokalizacije PGP9.5 i nestina u istim stanicama (F). DAPI-jem plavno obojane jezgre stanica (G)
uvecanje detalja slike G unutar kvadrata (H). Preklapanje slika A, C i G (I), uvecanje detalja slike |
unutar kvadrata, nema kolokalizacije PGP9.5 i nestina u istim stanicama (J). Imunofluorescentno
bojanje na PGP9.5, nestin i DAPI. Povec¢anje 100x, ljestvica 35um

3.3.2. Bojanje s NF200 bjelancevinom i odredivanje broja pozitivnih stanica

3.3.2.1. Kvantifikacija NF200-pozitivnih stanica

U 5.1 6. tjednu embrionalnog razvoja 9% stanica je pozitivno na NF200. Tijekom 7. 1 8.
tjedna razvoja broj NF200-pozitivnih stanica se udvostrucuje (18%), te se nastavlja postupno

povecavati tijekom 9. 1 10. tjedna razvoja (22% pozitivnih stanica) (Slika 20).
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Slika 20. Raspodjela NF200 pozitivnih stanica u spinalnim ganglijima po tjednima gestacije. Podatci
su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (okomita crta).
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U 5. 1 6. tjednu embrionalnog razvoja broj NF200-pozitivnih stanica znacajno je veéi u
ventralnom dijelu ganglija (10% pozitivnih stanica) nego u dorzalnom dijelu (8% pozitivnih
stanica) (Mann-Whitney, p=0,040). Statisticki znacajna razlika u broju NF200-pozitivnih
stanica izmedu ventralnog i dorzalnog dijela nalazi se i u 9. i 10. razvojnim tjednu, gdje je
udio pozitivnih stanica veé¢i u ventralnom dijelu (Mann-Whitney, p=0,003). U 7. i 8. tjednu
broj NF200-pozitivnih stanica je takoder vec¢i u ventralnom dijelu, ali razlika nije statisticki

znacajna (Mann-Whitney, p=0,463) (Slika 21).
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Slika 21. Postotak NF200-pozitivnih stanica u ventralnim (V) i dorzalnim (D) dijelovima spinalnih
ganglija tijekom istrazivanih tjedana. Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna
devijacija (okomita crta). U 5.1 6., te u 9. 1 10. tjednu postoji statisticki znacajna razlika (*) izmedu
dorzalnog i ventralnog dijela (Mann Whitney, p=0,040 odnosno p=0,003) (N=50-103).

3.3.2.2. Imunohistokemijsko bojanje neuralnim biljegom NF200 za mehanoreceptore
Imunohistokemijskom metodom prikaza primarnog protutijela pomoéu DAB-a, NF200-

pozitivni mehanoreceptori imaju smede obojanu citoplazmu, te se vide brojni aksoni koji
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izrastaju iz mehanoreceptora i oblikuju periferne nastavke neurona spinalnih ganglija (Slika

22).
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Slika 22. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka od 8 tjedana: NF200-pozitivne
stanice sa smede obojanom citoplazmom (strelice) i smede obojanim neurofilamentima (dvostruke
strelice) koji izlaze iz spinalnog ganglija i oblikuju periferne nastavke neurona spinalnih ganglija.
Izmedu NF200-pozitivnih stanica nalaze se NF200-negativne stanice koje imaju samo hemalaunom
plavo obojane jezgre. Imunohistokemijsko bojanje na NF200. Povecanje 20%, ljestvica 25um.

Napretkom procesa diferencijacije neurona, broj NF200-pozitivnih stanica se povecava kroz

9.1 10. tjedan posebice u neuronima veceg promjera (Slika 23).
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Slika 23. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka od 10 tjedana: NF200-pozitivne
stanice (strelice) imaju smede obojanu citoplazmu i vide se medu NF200-negativnim stanicama koje
imaju samo hemalaunom obojanu jezgru (dvostruke strelice). Imunohistokemijsko bojanje na NF200.
Povecanje 40x, ljestvica 10um.

3.3.2.3. Imunoflourescentno bojanje neuralnim biljegom NF200 za mehanoreceptore
Morfoloski, NF200-pozitivnim stanicama primjenom imunofluorescentnog bojanja (TC, eng.

Texas Red), svojstveno je crveno obojenje citoplazme (Slika 24).

49



Slika 24. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 5 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se crveno obojane citoplazme NF200-pozitivnih stanica (strelice). Umetak: uvecanje
detalja slike unutar kvadrata. Imunofluorescentno bojanje na NF200. Povecanje 40x%, ljestvica 10pm.

3.3.3. Bojanje s IB4 bjelancevinom nociceptora i odredivanje broja pozitivnih stanica

3.3.3.1. Kvantifikacija IB4-pozitivnih stanica

U 5.1 6. tjednu embrionalnog razvoja 7% stanica je pozitivno na IB4. Tijekom 7. 1 8. tjedna
razvoja broj IB4-pozitivnih stanica se gotovo utrostrucuje (20%) te se nastavlja postupno

povecavati tijekom 9. 1 10. tjedna razvoja (24% pozitivnih stanica) (Slika 25).
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Slika 25. Raspodjela IB4-pozitivnih stanica u spinalnim ganglijima po tjednima gestacije. Podatci su

prikazani kao srednje vrijednosti =+ standardna devijacija (okomita crta).

Tijekom 5. do 10. tjedna razvoja postotak IB4-pozitivnih stanica u ventralnim dijelovima

ganglija je ve¢i nego u dorzalnim dijelovima, medutim ova razlika nije statisticki znacajna (t-

test, 5.1 6. tjedan p=0,659, 7. 1 8. tjedan p=0,619, 9. 1 10. tjedan p=0,152) (Slika 26).
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Slika 26. Postotak IB4-pozitivnih stanica u ventralnim (V) i dorzalnim (D) dijelovima spinalnih
ganglija tijekom istrazivanih tjedana. Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna
devijacija (okomita crta). U istrazivanim tjednima ne postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu

ventralnog i dorzalnog dijela (t-test, p=0,659, p=0,619, p=0,152) (N=49-98).

3.3.3.2. Imunofluorescentno bojanje bjelanc¢evinom IB4

Nociceptori (IB4-pozitivne stanice) su u spinalnom gangliju prisutni ve¢ u 5 tjednu

embrionalnog razvoja (Slika 26), a tijekom daljnjeg razvoja uocava se povecanje njihovog

broja i intenziteta obojenja stanica (Slika 27).
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Slika 27. Popre¢ni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 5 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se zeleno obojane citoplazme IB4-pozitivnih stanica (strelice). Umetak: uvecanje detalja
slike unutar kvadrata. Imunofluorescentno bojanje na IB4. Povecéanje 40%, ljestvica 20um.

Morfoloski, IB4-pozitivnim stanicama u metodi imunofluorescentnog bojanja (IB4 FITC-

konjugat obiljezen s biotinom), svojstveno je zeleno obojenje citoplazme (Slika 28).
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Slika 28. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 7 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se zeleno obojane citoplazme IB4-pozitivnih stanica (strelice). Umetak: uvecanje detalja
slike unutar kvadrata. Imunofluorescentno bojanje na IB4. Povecéanje 40x%, ljestvica 30um.

3.3.4. Dinamika pojavljivanja PGP9.5- (neuronalni biljeg), NF200- (biljeg mehanoreceptora) i
[B4- (biljeg nociceptora) pozitivnih stanica

Usporedbom dinamike pojavljivanja PGP9.5-, NF200- i IB4-pozitivnih stanica od 5. do 10.
tjedana razvoja, moZze se vidjeti slican obrazac porasta broja pozitivnih stanica tijekom
vremena. Medutim, ukupan broj stanica pozitivnih na op¢i neuralni biljeg PGP9.5 krece se od
41% (u ranim embrionalnim razdobljima) do 55% (u kasnijim embrionalnim razdobljima).
Unutar istog razdoblja, broj NF200-pozitivnih stanica, koje predstavljaju stani¢nu liniju
mehanoreceptora, znatno je manji i kree se 9% u ranijim razdobljima do 24% u kasnijim
razvojnim stadijima. Vrlo slican postotak pozitivnih stanica i1 njihov porast tijekom
istrazivanog razdoblja (od 7% u ranijim stadijima na 22% u kasnijim razvojnim stadijima)

svojstven je IB4-pozitivnim stanicama tj. nociceptorima (Slika 29).

54



50 7

—&— 9% PGP9.5+
—— % IB4+
—— 9% NF200+

% pozitivnih stanica
w
o
[l

5061 7i8t; 9i10t]

tjedni gestacije

Slika 29. Postotak PGP9.5-, NF200- i IB4-pozitivnih stanica u spinalnim ganglijima tijekom
istrazivanih tjedana. Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti = standardna devijacija (okomita
crta).

3.4. Diferencijacija stanica pozitivnih na biljege potpornih stanica

3.4.1. Bojanje sa S100 bjelan¢evinom, odredivanje broja pozitivnih stanica i kolokalizacija s
Ki-67 bjelancevinom

3.4.1.1. Kvantifikacija S100-pozitivnih stanica

U 5.1 6. tjednu embrionalnog razvoja 11% stanica je pozitivno na S100 protutijelo. Povecanje
broja S100-pozitivnih stanica nastavlja se tijekom 7. 1 8. tjedna razvoja (28%), a u 9. 1 10.
tjednu se gotovo ucetverostrucuje u odnosu na 5. i 6. tjedan (40% pozitivnih stanica) (Slika

30).
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Slika 30. Raspodjela S100-pozitivnih stanica u spinalnim ganglijima po tjednima gestacije. Podatci su

prikazani kao srednje vrijednosti = standardna devijacija (okomita crta).

Tijekom cijelog istrazivanog razdoblja u ventralnim dijelovima ganglija je veci postotak

S100-pozitivnih stanica nego u dorzalnim dijelovima, no ova razlika nije statisticki znacajna

(t-test, 5.1 6. tjedan p=0,153, 7. 1 8. tjedan p=0,084, 9. 1 10. tjedan p=0,169) (Slika 31).
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Slika 31. Postotak S100-pozitivnih stanica u ventralnim (V) i dorzalnim (D) dijelovima spinalnih
ganglija tijekom istrazivanih tjedana. Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti £ standardna
devijacija (okomita crta). U istrazivanim tjednima ne postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu
ventralnog i dorzalnog dijela (t-test, p=0,153, p=0,084, p=0,169) (N=25-90).

3.4.1.2. Imunohistokemijsko bojanje S100 biljegom
U 6. tjednu razvoja S100-pozitivne potporne stanice prisutne su i u podrucju izlazista
spinalnih Zivaca. U metodi imunohistokemijskog bojanja vizualizacijom primarnog protutijela

pomocu DAB-a, S100-pozitivne stanice imaju smede obojanu citoplazmu (Slika 32).
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Slika 32. Uzduzni presjek kroz ventralni i dorzalni korijen spinalnog Zzivca ljudskog zametka od 6
tjedana: S100-pozitivne stanice sa smede obojenom citoplazmom (strelice) okruzuju aksone neurona
ili su rasporedene u prostoru izmedu aksona. Imunohistokemijsko bojanje na S100. Povecanje 40x,
ljestvica 35pum.

U metodi imunohistokemijskog bojanja vizualizacijom primarnog protutijela pomoc¢u DAB-a,
S100-pozitivne stanice su prikazane sa smedom citoplazmom, a vide se i unutar ganglija i na

presjeku spinalnog zivca (Slika 33).
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Slika 33. Popre¢ni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka od 10 tjedana: S100-pozitivne
stanice sa smede obojanom citoplazmom (strelice) okruzuju plavo obojane jezgre neurona ili su
rasporedene u prostoru izmedu neurona. S100-pozitivne stanice posebice dominiraju u podrucju
izlazi§ta spinalnih zivaca (podrucja unutar kvadrati¢a) gdje okruzuju aksone spinalnih Zivaca.
Imunohistokemijsko bojanje na S100. Povecanje 40%, ljestvica 15um.

3.4.1.3. Imunofluorescentno dvostruko bojanje S100 biljegom 1 proliferacijskim Ki-67
biljegom

Prve potporne stanice unutar spinalnog ganglija prisutne su u 5. tjednu razvoja. Morfoloski,
S100-pozitivnim stanicama u metodi imunofluorescentnog bojanja (FITC), svojstveno je
zeleno obojenje citoplazme (Slika 34A).

Primjenom dvostrukog imunofluorescentnog bojanja s biljegom za potporne stanice S100 i1
proliferacijskim Ki-67 biljegom 1 utvrdili smo prisutnost ova dva biljega u istim stanicama

unutar ganglija tijekom cijelog istrazivanog razdoblja (Slika 34 1 35).
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Slika 34. Poprec¢ni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 5 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se zeleno obojane citoplazme S100-pozitivnih stanica (strelice) (A) koje okruzuju crveno
obojane jezgre Ki-67-pozitivnih stanica (strelice) (B), preklapanje slike A i B, kolokalizacija S100 i
Ki-67 u istim stanicama (strelice) (C). Uvecéanje detalja slike C unutar kvadrata, kolokalizacija S100 i
Ki-67 u istim stanicama (strelice) (D). Imunofluorescentno bojanje na S100 i Ki-67. Povecanje 40x,
ljestvica 20pm.
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Slika 35. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 9 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se zeleno obojane citoplazme S100-pozitivnih stanica (strelice) (A) i crveno obojane
jezgre Ki-67-pozitivnih stanica (strelice) (B), preklapanje slike A i B, kolokalizacija S100 i Ki-67 u
istim stanicama (strelice) (C). Uvecéanje detalja slike C unutar kvadrata (D). Imunofluorescentno
bojanje na S100 i Ki-67. Povecanje 40x, ljestvica 35um.

Primjenom dvostrukog imunofluorescentnog bojanja s proliferacijskim Ki-67 biljegom i
biljegom za potporne stanice S100 utvrdili smo prisutnost ova dva biljega u istim stanicama i
u podrucju izlazista spinalnih zivaca (Slika 36). Rezultati ukazuju na proliferacijsku aktivnost

potpornih stanica u spinalnim ganglijima.
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Slika 36. Poprecni presjek kroz izlaziste spinalnog Zivca ljudskog zametka starosti 10 tjedana: Unutar
spinalnog Zivca vide se zeleno obojane citoplazme S100-pozitivnih stanica (strelice) (A) i crveno
obojane jezgre Ki-67-pozitivnih stanica (strelice) (B), preklapanje slike A i B, kolokalizacija S100 i
Ki-67 u istim stanicama (strelice) (C). Uvecanje detalja slike C unutar kvadrata (D).
Imunofluorescentno bojanje na S100 i Ki-67. Povecanje 40%, ljestvica 20pm.

3.4.1.4. Imunofluorescentno dvostruko bojanje S100 biljegom i nestinom
Primjenom dvostrukog imunofluorescentnog bojanja s biljegom za potporne stanice S100 i
nestinom utvrdili smo prisutnost ova dva biljega u istim stanicama unutar ganglija (Slika 37).

Rezultati ukazuju na nepotpunu diferenciranost potpornih stanica u spinalnim ganglijima.
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Slika 37. Poprecni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 10 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se zeleno obojane citoplazme S100-pozitivnih stanica (strelice) (A), uvecanje detalja
slike A unutar kvadrata, S100-pozitivne stanice (strelice) (B). Crveno obojana vlakna nestin-pozitivnih
stanica (strelice) (C), uvecanje detalja slike C unutar kvadrata, nestin-pozitivne stanice (strelice) (D).
Preklapanje slika A i C (E), preklapanje uvecanih detalja slika B i D, vidi se kolokalizacija S100 i
nestina u istim stanicama (strelice) (F). DAPI-jem plavno obojane jezgre stanica (G) uvecanje detalja
slike G unutar kvadrata (H). Preklapanje slika A, C i G (I), uvecanje detalja slike I unutar kvadrata,
vidi se kolokalizacija S100 i nestina u istim stanicama (strelice) (J). Imunofluorescentno bojanje na
S100, nestin i DAPI. Povecanje 100x, ljestvica 20um

3.4.2. Bojanje s GFAP bjelanCevinom, odredivanje broja pozitivnih stanica i kolokalizacija sa
S100 bjelan¢evinom i nestinom

3.4.2.1. Kvantifikacija GFAP-pozitivnih stanica

U 5. 1 6. tjednu embrionalnog razvoja 21% stanica je pozitivno na GFAP protutijelo.
Neznatano povecanje broja GFAP-pozitivnih stanica nastavlja se tijekom 7. 1 8. tjedna razvoja

(23%) 1 tijekom 9. 1 10. tjedna razvoja (25% pozitivnih stanica) (Slika 38).
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Slika 38. Raspodjela GFAP-pozitivnih stanica u spinalnim ganglijima po tjednima gestacije. Podatci
su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (okomita crta).
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Od 5. do 10. tjedna razvoja u ventralnim dijelovima ganglija postotak GFAP-pozitivnih
stanica je veci nego u dorzalnim dijelovima, no ova razlika nije statisti¢ki znacajna (t-test, 5. 1

6. tjedan p=0,069, 7. 1 8. tjedan p=0,208, 9. 1 10. tjedan p=0,074) (Slika 39).
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Slika 39. Postotak GFAP-pozitivnih stanica u ventralnim (V) i dorzalnim (D) dijelovima spinalnih
ganglija tijekom istrazivanih tjedana. Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna
devijacija (okomita crta). U istrazivanim tjednima ne postoji statisticki znaCajna razlika izmedu
ventralnog i dorzalnog dijela (t-test, p=0,069, p=0,208, p=0,074) (N=26-52).

3.4.2.2. Imunofluorescentno dvostruko bojanje GFAP-om i nestinom

Ve¢ u 5. tjednu razvoja GFAP-pozitivne stanice su prisutne unutar spinalnog ganglija.
Morfoloski, GFAP-pozitivnim stanicama u metodi imunofluorescentnog bojanja (FITC),
svojstveno je zeleno obojenje citoplazme (Slika 40A). Primjenom dvostrukog
imunofluorescentnog bojanja s GFAP bjelanCevinom 1 biljegom nediferenciranih stanica
neuralnog grebena nestina, u nekima od istih stanica postoji kolokalizacija ova dva biljega

(Slika 40).
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Slika 40. Popre¢ni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 8 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se zeleno obojane citoplazme GFAP-pozitivnih stanica (strelice) (A), crveno obojana
vlakna nestin-pozitivnih stanica (strelice) (B). Preklapanje slika A i B, kolokalizacija GFAP- i nestin-
pozitivnih stanica (strelice) (C). DAPI-jem plavo obojane jezgre (strelice) (D). Preklapanje slika C i D,
kolokalizacija GFAP- i nestin-pozitivnih stanica (strelice) (E). Uveéanje detalja slike E unutar
kvadrata, vidi se kolokalizacija GFAP- i nestin-pozitivnih stanica (strelice) (F). Imunofluorescentno
bojanje na GFAP, nestin i DAPI. Povecanje 100x, ljestvica 25um.
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3.4.2.3. Imunofluorescentno dvostruko bojanje GFAP-om i S100
Primjenom dvostrukog imunofluorescentnog bojanja s GFAP bjelanCevinom 1 biljegom

potpornih stanica S100, u vecini stanica postoji kolokalizacija ova dva biljega (Slika 41).
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Slika 41. Popreéni presjek kroz spinalni ganglij ljudskog zametka starosti 10 tjedana: Unutar spinalnog
ganglija vide se zeleno obojane citoplazme GFAP-pozitivnih stanica (strelice) (A), crveno obojane
citoplazme S100-pozitivnih stanica (strelice) (B). Preklapanje slika A i B, kolokalizacija GFAP- i
S100-pozitivnih stanica (strelice) (C). DAPI-jem plavo obojane jezgre (strelice) (D). Preklapanje slika
C i D, kolokalizacija GFAP- i S100-pozitivnih stanica (strelice) (E). Uveéanje detalja slike E unutar
kvadrata, vidi se kolokalizacija GFAP- i S100-pozitivnih stanica (strelice) (F). Imunofluorescentno
bojanje na GFAP, S100 i DAPI. Povecanje 100x%, ljestvica 20um.
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3.4.3. Dinamika pojavljivanja S100- i GFAP-pozitivnih stanica

Usporedbom dinamike pojavljivanja S100- i GFAP-pozitivnih stanica tijekom razvoja, ocita
je razlika u trendu pojavljivanja i raspodjeli broja pozitivnih stanica na ova dva biljega
tijekom vremena. U 5. i 6. tjednu broj GFAP-pozitivnih stanica u odnosu na S100-pozitivne
stanice je dvostruko veéi, da bi se u 7. i 8. tjednu taj broj skoro izjednacio. Tijekom 9. i 10.
tjedna broj GFAP-pozitivnih stanica ostaje gotovo isti kao i u prethodnom razdoblju dok se

broj S100-pozitivnih stanica udvostrucava (Slika 42).

—— 9% GFAP+
% S100+

% pozitivnih stanica

5i 6] 7i81] 9i 104

tjedni gestacije

Slika 42. Postotak S100- i GFAP-pozitivnih stanica u spinalnim ganglijima tijekom istrazivanih
tjedana. Podatci su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (okomita crta).
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4. RASPRAVA

Spinalni gangliji razvijaju se od stanica neuralnog grebena koje migriraju u podrucja izmedu
neuralne cijevi i dermatomiotoma. Ve¢ tijekom migracije stanice prolaze kroz procese
proliferacije i diferencijacije te u trenutku kona¢nog naseljavanja u podrucéja gdje ¢e se
oblikovati spinalni gangliji (5. tjedan embrionalnog razvoja u ¢ovjeka) dio stanica ve¢ ima
obiljezja neurona i potpornih stanica. Dosada$nja saznanja o procesima diferencijacije stanica
neuralnog grebena u spinalnim ganglijima temelje se na istrazivanjima embrija pokusnih
zivotinja, a vrlo je malo podataka o procesima diferencijacije spinalnih ganglija u Covjeka,

posebice za embrionalno i rano fetalno razdoblje, a koje je istrazeno u ovom radu.

4.1. Diferencijacija stanica pozitivnih na biljege neuralnog grebena

Nestin je ¢lan obitelji intermedijarnih filamenata koji je izrazen u nezrelim (mati¢nim)
stanicama spinalnog ganglija. U 5. i 6. tjednu razvoja, nestin-pozitivne stanice se unutar
spinalnih ganglija mogu vidjeti u visokom postotku (62% pozitivnih stanica) Sto ukazuje na
znatan stupanj nediferenciranost ganglijskih stanica. Ovaj je nalaz u suglasnosti sa studijama
koje takoder potvrduju visok izrazaj nestina u mati¢nim stanicama neuralnog grebena (30, 78,
79). U naSem radu izraZaj nestina se postupno smanjuje tijekom vremena (u 5. i 6. tjednu
62%; 59% u 7. 1 8. tjednu, te 56% u 9. 1 10. tjednu), Sto upucuje na procese postupnog
sazrijevanja stanica. Sli¢ni rezultati nadeni su u studijama koje govore da se smanjenje
izrazaja nestina u stanicama neuralnog grebena vremenski poklapa s poc¢etkom diferencijacije
neurona ili glija stanica (80-82). Navedena istrazivanja takoder isticu kako se tijekom stani¢ne
diferencijacije izrazaj nestina zamjenjuje drugim tkivno specifiénim intermedijarnim

filamentima, medutim taj se proces u ¢ovjeka vjerojatno odvija u kasnijim fazama razvoja, jer
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nasi rezultati pokazuju visok stupanj izrazaja nestina kako u 5. tako i u 10. tjednu razvoja.
Izrazaj nestina prestaje kada se stanica u potpunosti diferencira (81), pa njegov visok izrazaj
tijekom cijelog istrazivanog razdoblja ukazuje kako vecina stanica tijekom embrionalnog
razdoblja nije zavr$no diferencirana i kako se proces diferencijacije nastavlja kroz fetalno
razdoblje. Shi i sur. su u miSeva u ranom postnatalnom razdoblju dokazali kolokalizaciju
nestina i1 biljega pojedinih stani¢nih populacija u ganglijima i naglasavaju kako su takve
stanice upravo zbog prisutnosti nestina u srednjem stupnju diferencijacije (22). U prilog
nepotpunoj diferencijaciji ganglijskih stanica govori i ¢injenica kako je dio nestin-pozitivnih
stanica u procesu proliferacije, $to je potvrdeno istovremenom prisutnoséu (kolokalizacijom)
nestina i Ki-67 biljega u istim stanicama unutar spinalnih ganglija. Kolokalizacija ove dvije
bjelancevine nije iznenadujuca, jer su nestin-pozitivne stanice multipotente stanice i samim
tim su opcenito definirane kao populacija stanica koje se dijele i koje imaju sposobnost
diferencijacije. Ove rezultate potvrduje i studija Shija i sur. u C57BL/6J miSeva (22).

Kako bi potvrdili navedena opazanja s nestinom, dodatno smo istrazili i phox2b biljeg,
svojstven stanicama neuralnog grebena. Kvantitativna analiza phox2b-pozitivnih stanica,
pokazala je slicnu raspodjelu kao i analiza nestin-pozitivnih stanica. Medutim, phox2b
pozitivne-stanice prisutne su u spinalnom gangliju u nesto veéem postotku od nestin-
pozitivnih stanica (u 5. 1 6. tjednu 73% pozitivnih stanica u 7. i 8. tjednu 65%, te u 9. i 10.
tjednu 59% pozitivnih stanica). Razlog tome mogla bi biti ¢injenica da je phox2b bjelancevina
osim u nediferenciranim stanicama neuralnog grebena izrazena i u onim stanicama neuralnog
grebena koje su se upravo pocele diferencirati u smjeru neurona, $to potvrduju i brojne
prethodne studije (21, 29). U prilog ovome govori i ¢injenica kako mutacija gena za phox2b
dovodi do potpunog izostanka razvoja neurona (29). Pattyin i sur. ukazuju i na vaznu ulogu
ove bjelancevine u procesima stani¢nog prezivljenja tijekom razvoja osjetnih ganglija (83).

Slicno postnatalnom smanjenju izrazaja nestina u spinalnim ganglijima miSeva (22), i u
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spinalnim ganglijima prepelica tijekom istog razdoblja naden je i vrlo mali udio phox2b-
pozitivnih stanica (29). Oba istrazivanja upucuju na zakljucak da se proces diferencijacije
stanica spinalnih ganglija u najve¢oj mjeri zavrSava u ranom postnatalnom razdoblju. Dio
stanica spinalnog ganglija ipak zadrzava svojstva nediferenciranih stanica, ostavljajuéi tako
moguénost obnove stani¢nih linija u odredenim patoloskim stanjima.

Tijekom cijelog istrazivanog razdoblja, broj nestin- i phox2b-pozitivnih stanica je ve¢i u
dorzalnom nego u ventralnom dijelu ganglija, a u 7. i 8. tjednu razvoja razlike dorzalnog i
ventralnog dijela su i statisticki znacajne. Ovaj nalaz ukazuje na raniju diferencijaciju
ventralnog dijela ganglija u odnosu na njegov dorzalni dio, i u skladu je s nacelom
embrionalnog razvoja ziv€anog sustava u ventro-dorzalnom smjeru, opisanom i tijekom

razvoja kraljezni¢ne mozdine u ¢ovjeka (68).

4.2. Diferencijacija stanica pozitivnih na biljege neurona

Ve¢ smo naglasili kako izrazaj nestina prestaje kada se stanica diferencira (81), a kako unutar
ganglija sve stanice ipak nisu nestin-pozitivne (38-44%) mozemo pretpostaviti da su nestin-
negativne stanice u ve¢em stupnju diferencijacije. Kako u nasem radu tijekom istrazivnog
razdoblja nema diobe PGP9.5 (biljeg specifi¢an za neurone) pozitivnih neurona, moguce je da
su upravo te stanice dosegle dovoljan stupanj diferencijacije u kojem viSe ne izrazavaju
nestin. Kako bi potvrdili navedeno razmisljanje, provedeno je dvostruko imunofluorescentno
bojanje na PGP9.5 i nestin. Kako nema kolokalizacije ova dva biljega u istim ganglijskim
stanicama, potvrduje gore navedenu tezu da su PGP9.5-pozitivne stanice diferencirani
neuroni. Medutim, ova pretpostavka u konacnici ne mora znaciti kako su PGP9.5-pozitivne
stanice 1 sudbinski predodredeni neuroni. Naime, Henion i sur. (84) su u kulturi stanica

neuralnog grebena prepeli¢jih embrija obojali stanice intracelularnom injekcijom boje i otkrili
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kako se u jednom trenutku gotovo polovica stanica ponasa kao sudbinski usmjerene stanice
prethodnice koje stvaraju samo jednu vrstu stanica (neurone ili glija stanice ili melanocite),
dok preostale stanice mogu stvarati sva tri podtipa stanica neuralnog grebena. Medutim,
tijekom daljnje diferencijacije, vidjeli su da se i one stanice koje su oznacili kao sudbinski
predodredene stanice prethodnice, mogu diferencirati u razlic¢ite podtipove stanica neuralnog
grebena (84).

Iako postoji nekoliko studija koje pokazuju morfometrijske dokaze o postnatalnoj
neurogenezi unutar spinalnih ganglija u Stakora (85-88), u nasem radu dvostrukim
imunofluorescentnim bojanjem na PGP9.5 i Ki-67 nismo nasli kolokalizaciju ova dva biljega
u istim stanicama. U studiji Farela i sur. u kojoj je umjesto Ki-67 koriSten BrdU
(bromodeoksiuridin) biljeg za proliferaciju, takoder nisu potvrdili neurogenezu diferenciranih
neurona (89). S druge strane, neke studije sugeriraju kako se povecanje broja neurona
postnatalno moze objasniti ¢injenicom da se satelitske stanice pod odredenim uvijetima mogu
diferencirati u neurone (90, 91). Temeljem naSih rezultata, smatramo kako se neurogeneza
razli¢itth tipova osjetnih neurona spinalnih ganglija odvija samo proliferacijom
nediferenciranih progenitornih stanica neuralnog grebena, koje se nakon dovoljnog broja
dioba povlace iz stani¢nog ciklusa i poc€inju izrazavati neuronalna obiljezja. Sli¢ne stavove
potvrduju i druge studije (5, 92, 93).

U 5.1 6. tjednu razvoja prisutan je manji broj nociceptora i mehanoreceptora. Ovo je u
suglasnosti sa studijom Marmigere i sur., koja istice kako se pojedini podtipovi neurona
pocinju po prvi put pojavljivati ve¢ tijekom prvog i drugog vala migracije stanica neuralnog
grebena (E9.5 1 E10 u mi§jih embrija) (5). Nasuprot tome, studija Dahla i Bignamija govori
kako se NF200 bjelancevina, koja je biljeg mehanoreceptora, nalazi samo u aksonima zrelih,
ali ne i nezrelih neurona (49). Mogu¢i razlog za ovu nesuglasnost je Cinjenica kako su

navedeni autori u svom radu koristili protutijelo koje prepoznaje samo fosforilirane epitope
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NF200 bjelancevine, dok smo u nasem radu koristili protutijelo na NF200 bjelancevinu koje
prepoznaje i fosforilirani i nefosforilirani oblik. U prilog ovome govori i studija Fostera i sur.
koji su u kulturi stanica spinalnih ganglija i kraljezni¢éne mozdine misjih embrija (E13)
dokazali prisutnost NF200 bjelancevine, a takoder su koristili protutijelo na fosforilirani i
nefosforilirani oblik (94). Oblingerova istice kako se nefosforilirani oblik nalazi u citoplazmi
oko jezgre, dok se zreli fosforilizirani oblik pojavljuje u aksonima (95) §to je u suglasnosti s
nasim nalazima o rasporedu ove bjelancevine u neuronima (citoplazma i aksoni).

Tijekom 7. i 8. tjedna razvoja, broj mehanoreceptora se udvostrucuje (18%), a broj
nociceptora se gotovo utrostrucuje (20%), Sto ukazuje na napredovanje procesa diferencijacije
stanica neuralnog grebena. Tijekom 9. i 10. tjedna razvoja udio IB4-pozitivnih stanica
neznatno raste (24%) 1 gotovo se izjednacuje s udjelom NF200-pozitivnih stanica (22%). U
spinalnim ganglijima Stakora, nakon prvog postnatalnog dana ima 23% IB4-pozitivnih stanica
1 34% NF200-pozitivnih stanica (96). Ovaj nalaz ukazuje kako se ve¢ tijekom ranog fetalnog
razvoja stvara konaCan broj nociceptora, a razlog manjem broju mehanoreceptora u nasem
radu moze biti zbog tehnike brojanja. Naime, mehanoreceptori imaju veéi promjer od
nociceptora, a obje vrste stanica se broje u kvadrati¢ima 50x50pm, §to moze dovesti do
podcjenjivanja broja mehanoreceptora. S druge strane razlog moze biti i u kasnijoj
diferencijaciji dijela mehanoreceptora.

Neki radovi na spinalnim ganglijima pile¢ih embrija isticu kako mehanoreceptori naseljavaju
ventrolateralne, a nociceptori dorzomedijalne dijelove ganglija (6, 97, 98). U nasem radu, broj
nociceptora i mehanoreceptora je bio neSto ve¢i u ventralnom dijelu ganglija, ali unutar
ganglija nismo potvrdili prostorno ogranicenu raspodijelu neuronskih podtipova. Ovo ukazuje
na specificne razlike izmedu sisavaca i ptica u pogledu razvoja neurona u spinalnim

ganglijima.
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Prisustvo nociceptora i mehanoreceptora ve¢ u 5. tjednu razvoja, urastanje dorzalnih
korijenova spinalnih Zivaca u kraljeznicnu mozdinu te grananje ventralnih korijenova tijekom
7. 1 8. tjedna, ukazuje na mogucu prisutnost osjeta bola i dodira tijekom ranog razvoja
covjeka.

Zbroj postotaka NF200 i IB4 pozitivnih stanica ne odgovara postotku PGP9.5. pozitivnih
neurona. Naime, iako smo u ovom radu istrazivali dvije glavne podvrste neurona, treba
naglasiti kako postoji mnogo razli€itih tipova neurona unutar spinalnih ganglija. Primjerice,
razlicite klase nociceptora imaju razliite receptore, razli¢ite molekule koje prenose
informacije 1 razliCite ciljne projekcije (63, 64). Nadalje, postoje nociceptori koji se ne mogu
obojati s IB4 bjelancevinom (74). S druge strane kada se uzme u obzir i Cinjenica kako
postoje preklapanja u izrazaju razlicitih biljega osjetnih neurona, situacija je jos sloZenija i

zahtijeva dodatna istrazivanja koja prelaze okvir ovog rada.

4.3. Diferencijacija stanica pozitivnih na biljege potpornih stanica

Studija Jessena i sur. navodi kako u spinalnim ganglijima Stakora uopée nema GFAP-
pozitivnih stanica (56). Medutim, u naSem radu GFAP-pozitivne stanice prisutne su u
spinalnim ganglijima u razdoblju od 5. do 10. tjedna razvoja u covjeka.

U 5.1 6. tjednu razvoja, postotak GFAP-pozitivnih stanica (21%) bio je dvostruko veci nego
S100-pozitivnih stanica (11%). Taj se odnos donekle izjednacio u 7. 1 8. tjednu (23% GFAP
prema 28% S100). Tijekom 9. 1 10. tjedna, broj GFAP-pozitivnih stanica se neznatno povecao
(25%), dok se broj S100-pozitivnih stanica gotovo ucetverostrucio u odnosu na 5. i 6. tjedan
(40%). Zamah u porastu S100-pozitivnih stanica tijekom 7. 1 8. tjedna razvoja i kasnije, iako
se jednim dijelom mozZe objasniti intenzivnim procesima proliferacije stanica, ipak dovodi u

pitanje kojih je stanica S100 biljeg. Naime, postoje radovi koji potvrduju S100 bjelancevinu
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kao biljega zrelih mijeliniziranih Schwannovih stanica (50, 99, 100). Nasuprot navedenom je
rad Shija 1 sur., koji govori o S100 bjelancevini kao biljegu i satelitskih stanica i nezrelih
prethodnica Schwannovih stanica (22). U naSem radu, obzirom na morfoloski izgled i
raspored S100/Ki-67-pozitivnih stanica, pretpostavili smo kako se radi o nezrelim potpornim
stanicama koje ukljucuju i satelitske i Schwannove stanice. Opravdanost ove pretpostavke
potvrdili smo dokazom kolokalizacije S100 i nestina u istim stanicama, §to je u skladu sa
studijom Maroa i sur. (4). Medutim, na$ rezultat takoder moze upucivati kako bi S100/nestin-
pozitivne stanice mogle predstavljati jednu zalihu nezrelih progenitornih stanica neuralnog
grebena. Kuo i sur. sugeriraju kako bi se upravo takve potporne stanice koje izrazavaju nestin,
u odredenim patoloSkim stanjima mogle diferencirati u neurone (90). Relativno veéi udio
S100-pozitivnih stanica u 9. i 10. tjednu razvoja u odnosu na udio PGP9.5-pozitivnih neurona
u istom razdoblju (55%) sugerira znacajnu proliferaciju potpornih stanica koja vjerojatno
prethodi vecoj diferencijaciji neurona u razdobljima koji slijede. Ovo razmisljanje potvrduje
studija Seria i sur. koja govori kako potporne stanice u SZS-u zna¢ajno proliferiraju prije nego
Sto novostvorene stanice pocnu izrazavati biljege neurona (101). Medutim, s druge strane,
studija Heniona i sur. sugerira postojanje stanica neuralnog grebena koje izrazavaju biljege i
neurona i potpornih stanica, a koje se na kraju diferenciraju u neurone (84).

Pojacan izrazaj S100 bjelancevine u izlaziStima spinalnih Zivaca tijekom 7. i 8. tjedna i
kasnije, ukazuje na moguce pocetne procese mijelinizacije aksonskih zavrSetaka.
Kolokalizacija S100 i Ki-67 biljega u istim stanicama u podrucju izlazista spinalnih Zivaca,
potvrduje S100 bjelancevinu kao specificnog biljega za prethodnice Schwannovih stanica.
Golding 1 sur. sugeriraju kako proliferirajue stanice u izlaziStima zivaca potjecu iz tzv.
grani¢ne kape (102), Sto potvrduju i nalazi Maroa i sur. (4). Oba autora takoder isti¢u kako se
radi o prethodnicama Schwannovih stanica.

Primjenom dvostrukog imunofluorescentnog bojanja na S100 i GFAP, postoji kolokalizacija
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u vecini stanica $to upucuje da su obje bjelancevine zasigurno biljezi satelitskih stanica unutar
ganglija. Medutim, u 5. i 6. tjednu razvoja broj GFAP pozitivnih stanica je dvostruko ve¢i, §to
ukazuje da joS neka subpopulacija stanica u gangliju, osim potpornih, izrazava ovaj biljeg.
Upravo kolokalizacija GFAP-a i nestina otvara moguénost da se radi o nezrelim stanicama
neuralnog grebena ili mati¢nim ziv€anim stanicama. Ovo razmisljanje potvrduje i rad Lukasa
i sur. koji su nasli snazan izrazaj GFAP-a u mati¢cnim ziv€anim stanicama kraljezni¢ne
mozdine u covjeka (57), te rad Le Gal La Salle koji je potvrdio kolokalizaciju ranih biljega
neurona (TUC-4 i PSA-NCAM) i GFAP-a u razvoju SZS-a (103). U naem radu
kolokalizacija nestina i GFAP-a pokazuje kako se imunoreaktivnost nestina u GFAP-
pozitivnim stanicama pojavljuje u vidu tankih filamenata ili ogranaka filamenata. Slican nalaz
imali su Kuo i sur. tijekom razvoja SZS-a u §takora, medutim oni smatraju da se radi o
izrazaju nestina u potpornim stanicama (90).

Tijekom cijelog istrazivanog razdoblja u ventralnim dijelovima ganglija postotak S100- i
GFAP-pozitivnih stanica je bio vec¢i nego u dorzalnim. Ove razlike iako nisu statisticki
znacajne ukazuju na neSto brze procese diferencijacije potpornih stanica ventralnog dijela
ganglija.

Ogranicenje ove studije u prvom redu je mali broj ljudskih embrija koji se koristio, no zbog
znacajnih etickih ograniCenja koriStenja ljudskog materijala te kako se radi o plodovima iz
vrlo ranih razdoblja gestacije nismo bili u moguénosti skupiti ve¢i broj zametaka. Obzirom da
uzduz tijela embrija ima dovoljan broj spinalnih ganglija koriSten je veci broj rezova. Nadalje,
izrazaj istrazivanih bjelancevina trebao bi biti u korelaciji s izrazajem njihove mRNA,
nepostojanje te podudarnosti moglo bi dovesti do pogresne interpretacije rezultata, stoga smo
u ovom radu koristili protutijela specifi¢na za upravo one bjelancevine za koje se iz literature

zna da njihov izrazaj korelira s izrazajem njihove mRNA (21, 30, 35, 44, 47, 52, 54).
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4.4. Sudbinska predodredenost stanica neuralnog grebena

Iako je uobicajeno razmisljanje kako se sudbinski predodredene stanice neuralnog grebena
izri¢ito oStro odvajaju tijekom diferencijacije prema stani¢nim subpopulacijama, u nasem radu
primjerice, dokazom kolokalizacije GFAP-a i nestina u istoj stanici, ukazujemo kako jedan
dio GFAP pozitivnih stanica zadrzava obiljezja nediferenciranih stanica neuralnog grebena
Sto ukazuje na postupnost procesa diferencijacije. Pitanje je mogu li takve stanice u
odredenim okolnostima promijeniti svoju razvojnu sudbinu u smjeru razvoja u neurone i
obrnuto. Upravo o moguénosti diferencijacije takvih stanica u neurone spekuliraju u radu Kua
i sur. (90), a studije na kulturama stanica neuralnog grebena, ukazuju na moguénost
diferencijacije takvih neurona u potporne stanice. Naime, kad se u stanicama neuralnog
grebena aktiviraju geni specifi¢ni za stanice prethodnice osjetnih neurona one i dalje u
odredenim okolnostima zadrzavaju sposobnost stvaranja potpornih stanica (104, 105). Stanice
neuralnog grebena koje su se ve¢ diferencirale u odredenu podvrstu, mogu utjecati na
usmjerenje susjednih stanica putem posrednih medustani¢nih molekularnih signala (106)
poput lateralne inhibicije ili difuzijom molekula s instruktivnim informacijama (107, 108). Iz
navedenog se moze zakljuciti kako je usmjeravanje razvojne sudbine stanica neuralnog
grebena, odnosno ograni¢enje u njihovoj multipotentnosti, regulirano zajedni¢kim utjecajem
individualnih razlika medu stanicama i ¢imbenika koji razli¢ito djeluju na stanicne
subpopulacije unutar ganglija. [ako su stanice neuralnog grebena sudbinski predodredene za
diferencijaciju u razli¢ite stanicne linije, to usmjerenje nije kona¢no nego u odredenim
okolnostima ove stanice mogu promijeniti svoju razvojnu sudbinu i diferencirati se u neku

drugu vrstu stanica.
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5. ZAKLJUCCI

1) Biljezi stanica neuralnog grebena, neurona i1 potpornih stanica pojavljuju se u

spinalnim ganglijima istodobno ve¢ u najranijim stadijima razvoja covjeka

(embrionalno i1 rano fetalno). Njihov izrazaj se mijenja po tocno odredenom

vremenskom i prostornom obrascu, omogucujuci proliferaciju i diferencijaciju stanica,

te normalno oblikovanje spinalnog ganglija:

Tijekom 5. 1 6. tjedna razvoja u spinalnom gangliju dominiraju nezrele stanice
(nestin- 1 phox2b-pozitivne), koje se mogu mitotski dijeliti. Neuroni su se vec
poceli diferencirati (PGP9.5) u dvostruko ve¢em broju od potpornih stanica.
Prisutan je manji broj nociceptora (IB4) i mehanoreceptora (NF200) koji se
kao 1 ostali neurone ne dijele. Broj potpornih stanica je malen (S100, GFAP),

ali se one dijele.

Tijekom 7. 1 8. tjedna razvoja smanjuje se broj nezrelih stanica. Povecava se
broj neurona, izmedu njih znafajan je porast broja mehanoreceptora i
nociceptora (~50%). Broj potpornih stanica se takoder povecava, posebice

S100-pozitivnih, dok se broj GFAP-pozitivnih stanica ne povecava znac¢ajno.

Tijekom 9. 1 10. tjedna razvoja, broj nezrelih stanica se ne smanjuje znacajno,
zadrzava se oko 55-60% nediferenciranih stanica. Broj neurona ne raste
zna€ajno, njihova diferencijacija u smjeru nociceptora i mehanoreceptora
takoder neznatno raste. GPAF-pozitivne stanice Cine stalnu stani¢nu
populaciju, koja se ne diferencira znacajno. Znac¢ajno se povecava broj S100-

pozitivnih stanica.
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2)

3)

4)

S)

= Jako vecina stanica tijekom cijelog istrazivanog razdoblja izrazava biljege
odredenih stani¢nih linija (neurona ili potpornih stanica), visok izrazaj nestina i
phox2b tijekom istog razdoblja ukazuje kako vecina stanica nije zavr$no
diferencirana 1 kako se proces diferencijacije nastavlja i tijekom fetalnog

razdoblja.

PGP9.5-pozitivni neuroni su zavr$no diferencirani i tijekom istrazivanog razdoblja
takvi neuroni se ne dijele (nema kolokalizacije PGP9.5 i Ki-67 biljega u istim

stanicama).

Prisustvo nociceptora i mehanoreceptora ve¢ u 5. tjednu razvoja, urastanje dorzalnih
korjenova spinalnih Zivaca u kraljezni¢nu mozdinu te grananje ventralnih korjenova

spinalnih zivaca, ukazuje na mogucu ranu prisutnost osjeta bola i dodira.

S100 biljeg je pozitivan u svim potpornim stanicama (Schwannove 1 satelitske
stanice), dok je GFAP pozitivan samo u satelitskim stanicama. Dio S100- i GFAP-
pozitivnih stanica izrazava biljeg nezrelih stanica neuralnog grebena, Sto ukazuje na
njithovu nepotpunu diferencijaciju. Tijekom cijelog istrazivanog razdoblja, te se

potporne stanice dijele (kolokalizacija S100 1 Ki-67 biljega u istim stanicama).

Postotak nezrelih stanica tijekom istrazivanih razdoblja je uvijek veéi u dorzalnim
dijelovima spinalnih ganglija, dok je postotak ostalih biljega (neurona i potpornih
stanica) uvijek veéi u ventralnim dijelovima i upucuje na ventro-dorzalni smjer

diferencijacije spinalnih ganglija.
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6) Opisani proces diferencijacije osjetnih neurona tijekom razvoja Covjeka moze imati
znacajan utjecaj na nove metode lijeCenja odredenih neuroloskih stanja i bolesti,
posebice imajuéi u vidu prisustvo skupine nezrelih stanica. Primjer takvih bolesti su
gangliopatije udruzene s ataksijom koje nastaju zbog degeneracije neurona spinalnih
ganglija ili oSteCenja spinalnih ganglija uslijed dijabetesa koja dovode do razvoja

neuropatske boli 1 gubitka osjeta.
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6. SAZETAK

Cilj: Utvrditi postoje li tijjekom razvoja u spinalnim ganglijima covjeka nediferencirane
stanice neuralnog grebena, analizirati prostorni i vremenski raspored neurona i njihovih
podtipova, pojavu potpornih stanica te utvrditi njihovu sposobnost umnazanja.

Metode i materijal: Imunohistokemijski i imunofluorescencijski analizirali smo tkiva 10
ljudskih plodova gestacijske dobi od 5. do 10. tjedana na parafinskim rezovima debljine 7pum.
Primarna protutijela na nestin, phox2b, PGP9.5, S100, GFAP, IB4 i NF200 prikazali smo
pomoéu DAB-a 1 fluorescentnih sekundarnih protutijela (Texas Red, Fluorescein
izotiocijanat). U statistickoj analizi koristili smo t-test i Mann-Whitney test.

Rezultati: Svi istraZivani ¢imbenici prisutni su u spinalnim ganglijima tijekom 5. do 10.
tjedna razvoja. Nestin 1 phox2b biljezi imali su najjaci izrazaj u 5. i 6. razvojnom tjednu (62%,
odnosno 73% pozitivnih stanica), postupno se smanjivaliu 7.1 8., te u 9. 1 10. (56%, odnosno
59% pozitivnih stanica). Dorzalni dio spinalnog ganglija imao je znacajno vec¢i postotak
nestina 1 phox2b u 7. 1 8. tjednu gestacije (Mann-Whitney, p=0,012; t-test, p=0,007). Izmedu
5.1 10. razvojnog tjedna, broj PGP9.5- (biljeg za neurone) pozitivnih stanica se postupno
povecavao s 41% na 55%, te je stalno bio veéi u ventralnom dijelu ganglija. Broj NF200-
(biljeg mehanoreceptora) i IB4- (biljeg nociceptora) pozitivnih stanica bio je najnizi u 5. 1 6.
tjednu (9% odnosno 7% pozitivnih stanica). Tijekom 7. i 8. tjedna, broj NF200-pozitivnih
stanica se udvostrucio (18%), a broj IB4-pozitivnih stanica se utrostrucio (20%). Njithov broj
se tijekom 9. 1 10. tjedna razvoja gotovo izjednacio (22% odnosno 24%). Tijekom cijelog
istrazivanog razdoblja broj nociceptora i mehanoreceptora je bio vec¢i u ventralnom dijelu
ganglija. Biljeg potpornih stanica GFAP bio je dvostruko ve¢i (21%) od S100 biljega (11%) u
5.1 6. tjednu, a njithov se broj izjednacio u 7. 1 8. tjednu (23% odnosno 28%). U 9. 1 10.
tjednu, broj GFAP-pozitivnih stanica neznatno se povecao (25%), a broj S100-pozitivnih

stanica se ucetverostrucio u odnosu na 5. 1 6. tjedan (40%). Izmedu 5. do 10. tjedna postotak
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GFAP- 1 S100-pozitivnih stanica bio je veéi u ventralnim nego u dorzalnim dijelovima
ganglija. Tijekom cijelog istrazivanog razdoblja i nestin- i S100-pozitivne stanice
kolokaliziraju s biljegom proliferacije Ki-67. Neuroni (PGP9.5-pozitivne stanice) ne pokazuju
kolokalizaciju ni s Ki-67 ni s nestinom. Za GFAP 1 S100 postoji kolokalizacija u veéini
ganglijskih stanica, dok za GFAP i nestin, te S100 i nestin, postoji kolokalizacija samo u
nekim stanicama.

Zakljudci: Tijekom Ccitavog istrazivanog razdoblja biljezi neuralnog grebena, neurona i
potpornih stanica pojavljuju se istodobno u spinalnom gangliju. Nezrele stanice se mitotski
dijele i1 sluze kao zaliha multipotentnih stanica koje se mogu diferencirati u sve podtipove
stanica. Dok se neuroni ne dijele, potporne stanice se dijele, a njihov broj znacajno raste
tijekom istrazivanog razdoblja. Rano prisustvo nociceptora i mehanoreceptora, ukazuje na
moguénost osjeta bola i dodira. ToCan vremenski i prostorni slijed pojave pojedinih biljega u
stanicama, omogucuje diferencijaciju stanica spinalnih ganglija, dok promjene tog slijeda

mogu dovesti do patoloskih poremecaja u oblikovanju i funkciji spinalnih ganglija.

Kljucéne rijeci: diferencijacija, neuralni greben, ljudski embrio, spinalni gangliji, neurogeneza
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7. ABSTRACT

TITLE: DEVELOPMENATAL FATE OF THE NEURAL CREST CELLS AND

THEIR DIFFERENTIATION IN THE HUMAN SPINAL GANGLIA

Aims: To determine the existence of undifferentiated neural crest cells in the spinal ganglia
during early human development, and analyse spatial and temporal distribution of neurons
and their subtypes, appearance of glial cells and their potential to divide.

Methods: Immunohistochemical and immunofluorescence techniques were performed on
tissues of 10 human conceptuses between 5" and 10™ gestational weeks, using paraffin
sections. Primary antibodies to phox2b, PGP9.5, S100, GFAP, IB4 and NF200 proteins were
visualised using DAB or fluorescent secondary antibodies (Texas Red and Fluorescein-
isothiocianate). T-test and Mann-Whitney test were used for statistical analysis.

Results: All investigated proteins were present in the spinal ganglia between the 5™ and 10"
week of gestation. Nestin and phox2b were strongly expressed in the 5™ and 6"
developmental week (62% and 73%, respectively), slightly decreasing during the 7™ and 8"
week, and during the 9™ and 10™ week (56% and 59%, respectively). Dorsal parts of the
spinal ganglia in comparison to ventral parts had a significantly higher rate of nestin- and
phox2b-positive cells in the 7" and 8™ week of gestation (Mann-Whitney, p=0,012 and
p=0,007 respectively). Between the 5™ and 10" week of development, the number of PGP9.5-
positive cells was subsequently increasing from 41% to 55%, and was constantly higher in the
ventral parts of ganglia. The number of NF200- and IB4-positive cells was lowest in the 5t
and 6" developmental week (9% and 7% respectively). During the 7" and 8" week, number
of NF200-positive cells doubled (18%), while the number of IB4-positive cells tripled (20%).
Their number reached almost the same values (22% and 24%, respectively) during 9™ and 10"

week. During the whole investigated period, the number of NF200- and IB4-positive cells was
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higher in the ventral parts of ganglia. GFAP marker for supporting cells was two fold higher
(21%) than S100 marker (11%) in 5™ and 6" week. Their number nearly levelled in 7" and 8"
week (23% and 28% respectively). In the 9™ and 10™ week, the level of GFAP reached 25%,
while there were 40% of S100-positive cells. Between 5™ and 10" week, the number of
GFAP- and S100-positive cells was higher in ventral parts of ganglia. Colocalization of nestin
and S100 with Ki-67 factor was observed during 5™ to 10™ week period, while PGP9.5 did
not colocalize with Ki-67 or nestin. GFAP and S100 colocalized in majority of ganglion cells,
while GFAP and nestin, as well as S100 and nestin, colocalized only in some cells.

Conclusions: During the whole investigated period, markers for neural crest cells and neural
and glial cells appeared simultaneously in the spinal ganglia. Undifferentiated cells
proliferated and served as a pool of multipotent cells that could differentiate into different cell
subtypes. While neurons did not divide, glial cells proliferated and their number significantly
increased during the investigated period. Early existence of nociceptors and mechanoreceptors
indicated possible appearance of pain and touch sensation. The expression of investigated
proteins changed in a temporally and spatially restricted pattern, thus enabling differentiation
of cell lines in the spinal ganglia. Changes in that pattern may lead to pathologic disturbances

of spinal ganglia formation and function.

Keywords: differentiation, neural crest, human embryo, spinal ganglia, neurogenesis
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