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POPIS KRATICA

PCNA — jezgreni antigen stanice u proliferaciji
Brdu — bromodeoksiuridin

Cdk — kinaze ovisne o ciklinu

CDKI — inhibitori ciklin-ovisnih kinaza

DAPI — 4'6'-diamino-2-fenilindol

PBS — fosfatni pufer
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1.1. Razvoj zuba

Razvoj ljudskog zuba (odontogeneza) proces je koji zapoCinje formiranjem zubnog
zametka, a zavrSava nicanjem zuba do okluzijskog kontakta s antagonistom te formiranjem
korijena i potpornih struktura zuba. U ranoj fazi odontogeneze zametak zuba prolazi
karakteristi¢ne razvojne stadije kao Sto su stadij incijacije, stadij pupoljka, stadij kape te stadij
zvona tijekom kojega se odvija histodiferencijacija i morfodiferencijacija caklinskog organa
(1). Za pravilnu izmjenu navedenih stadija presudne su interakcije izmedu epitela primitivne
usne Supljine (stomodeum) i podleZze¢eg mezenhima u okviru kojih se reguliraju osnovni
stani¢ni procesi u tkivima zametka zuba poput stani¢ne proliferacije, diferencijacije i
apoptoze (stani¢na smrt). Indukcijski potencijal za odontogenezu u pocetku imaju stanice u
ograni¢enim podru¢jima zadebljanja epitela primitivne usne Supljine (dentalne plakode), a
nakon inicijalnog urastanja epitela i formiranja zubnih pupoljka odontogenetski potencijal

prelazi u podleze¢i mezenhim, gdje i ostaje tijekom daljnje odontogeneze (2 - 4).

Krajem 5. tjedna intrauterinog zivota dolazi do migracije mezenhimnih stanica iz
kranijalnog neuralnog grebena u podruc¢je prvog zdrijelnog luka §to potice proliferaciju
(zadebljavanje) jednoslojnog epitela primitivne usne Supljine. Dolazi do formiranja epitelnih
ploc¢a koje se spajaju u primarnu epitelnu traku, a daljnjom proliferacijom iz nje nastaju
vestibularna i zubna gredica (lamina vestibularis 1 lamina dentalis) (slika 1. A). Iz
vestibularne gredice razvija se vestibulum, a iz zubne gredice formiraju se zubni zameci (1).
Proliferacijom epitelnih stanica dolazi do njihovog urastanja u podleZe¢i mezenhim koji se
posljedi¢no pocinje zgus$njavati. Kao rezultat toga, pocetkom 8. tjedna u stadiju pupoljka
formiraju se zametci zuba koji se sastoje od epitelnih pupoljaka 1 zgusnutog podlezeceg
mezenhima koji ih okruzuje (slika 1. B). Tijekom 9. tjedna u svakoj Celjusti postoji deset
zubnih zametaka, po jedan za svaki mlije¢ni zub (1, 3, 4). Tijekom stadija kape, u razdoblju
izmedu 10. i 14. tjedna, epitelni pupoljci pocinju se savijati pokrivajuéi podleze¢i mezenhim i
u zametku zuba sada se mogu uociti tri razliCita tipa tkiva: caklinski organ (epitelno tkivo iz
kojeg ¢e se razviti caklina buduce krune zuba), dentalna papila (podleze¢i kondenzirani
mezenhim iz kojeg ¢e se razviti pulpodentinski kompleks buduce krune i korijena zuba) te
dentalni folikul koji okruzuje caklinski organ i dentalnu papilu, a iz kojeg ¢e se razviti tkiva
potpornog aparata zuba (1, 4) (slika 1. C). Tijekom stadija kape s lingvalne strane dentalne
lamine svakog zubnog zametka odvajaju se dodatno i novi epitelni pupoljci koji ¢ine osnovu

trajnih zubi (sjekutic¢i, ocnjaci 1 pretkutnjaci) (4). U stadiju zvona odvijaju se invaginacija
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ograni¢enih dijelova epitela caklinskog organa i proliferacija dentalne papile zbog cega
caklinski organ poprima izgled zvona, a zametak zuba u cjelini se znatno poveca. Ograniceni
dijelovi epitela caklinskog organa koji urastaju u dentalnu papilu nazivaju se cervikalnim
(vratnim) petljama i nalaze se na spoju unutarnjeg caklinskog epitela (sloj stanica caklinskog
organa na sucelju s dentalnom papilom) i vanjskog caklinskog epitela (sloj stanica caklinskog
organa na sucelju s dentalnim folikulom). Op¢enito, cervikalne petlje upravljaju rastom krune,
a nakon formiranja krune i rastom korijena. Stanice u unutras$njosti caklinskog organa gube
morfoloSka obiljezja epitelnih stanica zbog nakupljanja tkivne tekucine te poprimaju izgled
mezenhimnih stanica s dugackim izdancima 1 formiraju tkivo koje se naziva reticulum
stelatum (zvjezdolika mrezica, caklinska pulpa) (1, 4). U stadiju zvona zapocCinje proces
histodiferencijacije koji podrazumijeva postupno ogranicavanje proliferativne aktivnosti u
tkivima caklinskog organa i dentalne papile ¢ime jedan dio stanica u tkivima preuzima svoje
genetski determinirane funkcije. Diferencijacija stanica najprije se po€inje odvijati u podrucju
vrska buduée krune zuba, gdje se stanice unutarnjeg caklinskog epitela diferenciraju u
preameloblaste, a stanice dentalne papile u preodontoblaste, §to postupno u gradijentu
napreduje prema cervikalnim petljama (slika 1. D, E). Faza apozicije 1 mineralizacije tvrdih
zubnih tkiva zapocinje diferencijacijom preameloblasta i preodontoblasta u ameloblaste 1
odontoblaste. Ove stanice uskladeno izlucuju organski matriks cakline (ameloblasti) i dentina
(odontoblasti) nakon ¢ega slijedi njegova mineralizacija (slika 1. F). Maturacija (sazrijevanje)
tvrdih zubnih tkiva odvija se i nakon nicanja krune zuba usporedno s rastom i razvojem

korijena u razli¢itom trajanju ovisno o tipu zuba (1) .
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1.2. Biljezi proliferacije i stani¢nog ciklusa

U opisanim ranim stadijima odontogeneze odvijaju se osnovni staniéni i tkivni procesi
koji ukljuuju proliferaciju stanica, diferencijaciju stanica, apoptozu (stani¢nu smrt) te
epitelno-mezenhimske interakcije, $to je opcenito kljucno za razvoj svakog organa pa tako i
zuba (6, 7). Morfodiferencijacija i histodiferencijacija tijekom embriogeneze predstavljaju
ravnotezu izmedu proliferacije progenitorskih stanica i njihove diferencijacije u zrele stanice.
Takva ravnoteza omogucava progenitorskoj populaciji da postigne potrebni broj stanica
kojima ¢e se osigurati odgovarajuca veliina i pravilna diferencijacija tkiva. Eliminacija
stanica programiranom stanicnom smrti takoder doprinosi veli¢ini, obliku i pravilnoj

diferencijaciji tkiva (8).

Proliferacija je kontinuirano stvaranje novih stanica ubrzanim i uzastopnim mitotskim
diobama. Proces stani¢ne diobe pazljivo je reguliran nizom dogadaja u sklopu stani¢nog
ciklusa. Stani¢ni ciklus se sastoji od Cetiri faze: G1, S, G2 1 M. U GI1 fazi (G od eng. gap:
praznina, meduprostor) stanica je metabolicki aktivna i neprestano raste, ali bez replikacije
staniéne DNA. Nakon G1 faze slijedi S faza (S od eng. synthesis: sinteza, spajanje) u kojoj
dolazi do replikacije stanicne DNA. U G2 fazi odvija se sinteza proteina potrebna za pripremu
i prelazak stanice u M fazu (M od eng. mitosis: mitoza), odnosno kona¢nu diobu stanice na

dvije stanice kceri (9, 10).

1.2.1. Biljeg proliferacije Ki67

Stanice u fazi proliferacije izrazavaju razli¢ite antigene koji se mogu
imunohistokemijski detektirati odgovaraju¢im protutijelima. Najc¢eS¢e koriSteni biljezi za
prikazivanje stanica u fazi proliferacije su PCNA, BrdU i Ki67. Jezgreni antigen stanice u
proliferaciji (eng. Proliferating cell nuclear antigen, PCNA) prisutan je tijekom G1, S i G2
faze, a odsutan tijekom mitoze (11, 12). Medutim, ¢imbenici rasta ili oSte¢enja DNA koja se
dogadaju izvan stani¢nog ciklusa mogu uzrokovati povecan izrazaj PCNA i tako pokazati
vecu proliferativnu aktivnost stanica nego $to ona u stvarnosti jest (13). Bromodeoksiuridin
(BrdU) je biljeg stanica koje se nalaze u S fazi stani¢nog ciklusa, a dodatno se koristi 1 za
procjenu kinetike stani¢nog ciklusa. Medutim, klinicka upotreba BrdU je ograniena jer
zahtijeva zivo tkivo 1 koriStenje radioaktivnih materijala za prikazivanje signala (11). Zbog

.....

navedenih razloga protutijelo na Ki67 se smatra pouzdanijim 1 prakti¢nijim
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imunohistokemijskim biljegom za prikazivanje stanicne proliferacije. Monoklonsko
protutijelo Ki67 je prvi put u suradnji s kolegama opisao Johannes Gerdes 1983. godine 1
predlozio njegovo koriStenje kao biljega proliferacije (13). Ki67 je nehistonski jezgreni
protein koji je izraZen tijekom svih aktivnih faza stani¢nog ciklusa (G1, S, G2 i mitoze), ali se
ne moze pronaci u stanicama koje su u fazi mirovanja (GO). Tijekom G1, S i G2 faze nalazi se
isklju¢ivo u jezgri dok se tijekom mitoze premjesta na povrSinu kromosoma. To ga Cini
izvrsnim biljegom u procjeni udjela rasta u bilo kojoj ljudskoj stani¢noj populaciji te za
razlikovanje stanica koje su u fazi proliferacije od onih koje nisu proliferacijski aktivne (14,
15). Nadalje, Ki67 se koristi i kao dijagnosticki biljeg za prikazivanje proliferativne aktivnosti
u neoplasti¢nim tkivima kao $to su gliom te karcinom prostate i dojke, a njegova povecana
izrazenost povezuje se i s napredovanjem bolesti oralne sluznice. Do sada je koriSten kao
biljeg proliferacije u nekoliko istraZzivanja odontogenih cista i stoga se moZze smatrati

pouzdanim pokazateljem proliferacije i u tkivima zametka ljudskoga zuba (15-17).

1.2.2. Biljeg stani¢nog ciklusa p19Ink4d

Osim proliferacije, vazan proces tijekom odontogeneze jest stani¢na diferencijacija
koja omogucuje nezrelim stanicama zubnog zametka da postanu specijalizirane 1 na taj nacin
stvaraju morfoloski 1 funkeijski razli€ita tkiva. Dok stani¢na proliferacija opcenito omogucéava
rast zubnog zametka, prestankom proliferacije zapocinje diferencijacija stanica unutar

pojedinih tkiva zubnog zametka (3, 7).

Odvijanje stanicnog ciklusa strogo je regulirano u tzv. kontrolnim toCkama Sto
omogucava pravilnu izmjenu pojedinih faza stani¢nog ciklusa. Glavnu ulogu u kontrolnim
mehanizmima stani¢nog ciklusa imaju ciklini 1 kinaze ovisne o ciklinu (Cdk), odnosno njihovi
heterodimeri koji stvaraju aktivne komplekse $to je nuzno za normalno odvijanje stani¢nog
ciklusa u stanicama koje proliferiraju. Aktivnost Cdk i sposobnost stvaranje aktivnih
kompleksa sa ciklinima pozitivno se regulira fosforilacijom, a negativno Cdk inhibitorima
(CDKI). U sisavaca, a tako i u ¢ovjeka, postoje dvije obitelji CDKI, Cip/Kip i Ink4. Cip/ Kip
obitelj ima sposobnost vezivanja za sve dosad poznate Cdk-ciklin komplekse, a Ink4 obitelj
inhibira aktivnost Cdk4 i Cdk6 koji su u kombinaciji sa ciklinima tipa D odgovorni za prijelaz
stanice iz G1 u S fazu. Ink4 obitelj se sastoji od Cetiri predstavnika: p16(Ink4a), p15(Ink4b),
p18(Ink4c) i p19(Ink4d) (slika 2.) (9).
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Slika 2. Molekularna regulacija stani¢nog ciklusa. Preuzeto iz (18).

P19Ink4d (dalje u tekstu p19) snazno je izraZzen u odraslom tkivu, a njegov gubitak ili
nedostatna funkcija je opisana u razliCitim tipovima novotvorina poput hepatocelularnog
karcinoma, glioblastoma, leukemije i adenokarcinoma pluca §to ujedno upucuje i na njegovu
funkciju kao tumor supresora (19). S obzirom da kontrolira jednu od kritiénih tocaka
stanicnog ciklusa na nacin da blokira prijelaz iz G1 u S fazu, pl9 se smatra vaznim
regulatorom proliferacijske aktivnosti tijekom embrionalnog i fetalnog razdoblja razvoja.
Stoga, postojanje njegovog izrazaja u tkivima u razvoju upucuje na mogucu diferencijaciju
progenitorskih stanica jer normalna stani¢na diferencijacija zapocinje kada stanice izlaze iz
stanicnog ciklusa upravo tijekom G1 faze. Zbog toga, p19 se koristio kao negativni biljeg
proliferacijske aktivnosti u istraZivanjima razvoja misjeg zuba (20). Naime, smanjeni izrazaj
p19 pratila je pojacana proliferacijska aktivnost u tkivima zubnog zametka, dok je porast
izrazaja pl9 rezultirao manjkom proliferacijske aktivnosti i pojacanom diferencijacijom
progenitorskih stanica (20, 21). Sukladno tome, pl9 moze se koristiti kao mjerodavan

pokazatelj  proliferacijske 1  diferencijacijske  aktivnosti  tijekom  odontogeneze.

7
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Cilj istrazivanja bio je prikazati obrasce proliferacijske aktivnosti stanica u zametcima
ljudskog zuba tijekom razvojnih stadija pupoljka, kape i zvona. Nadalje, s obzirom da se
zametci mis$jih zubi koriste kao glavni model za istrazivanje ranog razvoja zuba i s obzirom na
sliénosti u regulacijskim molekularnim mehanizmima vezanima za odontogenezu, cilj je bio
usporediti nalaze izrazaja Ki67 i p19 u zametku ljudskog zuba s izrazajem istih ¢imbenika
opisanih u prethodno provedenim istrazivanjima na zametcima miSjeg zuba temeljem

pregleda znanstvene literature.
Nulte hipoteze ovog istrazivanja su sljedece:

1. Izrazaj Ki67 kao biljega proliferacije i izrazaj p19 kao inhibitora proliferacije se
o¢ekuje na razli¢itim mjestima u zametku ljudskog zuba tijekom svih ispitivanih
razvojnih stadija pri ¢emu se izrazajni obrasci Ki67 i p19 ne bi trebali preklapati,

tj. trebali bi prikazivati obrnute trendove.

2. Ne ocekuju se razlike u obrascima izrazaja Ki67 i p19 izmedu ljudskih i mis§jih

zametaka zuba.
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3.1. Sakupljanje i obrada uzoraka tkiva

U svrhu istrazivanja koriSteni su uzorci tkiva uzeti iz deset ljudskih fetusa starih 7, 8/9,
10 1 14 tjedana trudnoce dobivenih nakon spontanih pobacaja i ektopi¢nih trudnoca te
preuzetih s Odjela patologije KBC-a Split. Uzorci su ¢uvani kao dio arhivske zbirke Zavoda
za anatomiju, histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Splitu u obliku histoloskih
rezova pohranjenih na temperaturi od -24°C. U skladu s Helsinskom deklaracijom (22),
Eticko povjerenstvo KBC-a Split dalo je odobrenje za obradu tkiva. Imunohistokemijska
analiza provedena je na fetalnom tkivu u podrucju glave odnosno dijelova celjusti koji su
sadrzavali zubne zametke. Uzorci tkiva su uklopljeni u parafin i rezani mikrotomom u
transvezalnoj i frontalnoj ravnini. Rezovi debljine 7 pm postavljeni su na mikroskopska
stakalca i pregledani Olympus BX51 svjetlosnim mikroskopom. Nakon §to se tkivo uklopilo u
parafin svaki deseti rez se bojao hemalaun-eozinom (orjentacijski rezovi) radi provjere

ocuvanja tkiva i uvida u strukture koje su zahvacene rezom.

3.2. Protokol za imunoflorescenciju

Rezovi tkiva su deparafinirani po standardnom protokolu ksilenom i etanolom (u
koncetracijama etanola od 100%, 95%, 70% 1 50%) te rehidrirani u destiliranoj vodi. Nakon
toga preparati su ostavljeni 30 minuta u 0, 1% otopinu vodikovog peroksida u svrhu
poniStavanja aktivnost endogene peroksidaze. Rezovi su kratko isprani u fosfatnom puferu
(PBS) i potom stavljeni u natrijev citratni pufer u kojem su zagrijani 15 minuta u mikrovalnoj
pecnici na 95°C, a zatim ostavljeni na sobnoj temperaturi da se ohlade. Nakon bojanja
primarnim protutijelima, monoklonskim protutijelom za Ki67 (mouse Ki67, anti-human; 1:50,
DAKO, Glostrup, Danska) 1 monoklonskim protutijelom za pl9 (rabbit p19Ink4d, anti-
human; 1:300, ab93287, Abcam, UK), preparati su inkubirani 24 sata u tamnoj komori. Potom
su preparati bojani sekundarnim protutijelima, za prikazivanje Ki67 koristio se Alexa Fluor
488 (ZELENO, 1:400, ab150105, Abcam, UK), a za prikazivanje pl9 Alexa Fluor 594
(CRVENQO, 1:300, ab, Abcam, UK). Nakon stavljanja sekundarnih protutijela, slijedila je
inkubacija od 1 sat u tamnoj komori. Kada je inkubacija zavrSila, rezovi su isprani PBS-om i
obojani 4'6'-diamidino-2-fenilindolom (DAPI) 1-2 minute da bi se prikazale stani¢ne jezgre.
Zatim su preparati nakratko isprani u destiliranoj vodi i posuSeni te su preko njih stavljena

pokrovna stakalca.
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3.3. Obrada podataka i analiza fotografija

Preparati su fotografirani SPOT Insight kamerom postavljenom na Olympus BX51
fluorescencijski mikroskop. Izvorne slike dobivene su Cella® softverom, a potom obradene u
AdobePhotoshop® CS6. Plava imunoflorescencija (bojanje jezgara DAPI-jem) je
promijenjena u crvenu, a crvena imunoflorescencija (p19) je promijenjena u zelenu. Inverzija
boja nije radena za zelenu imunoflorescenciju (Ki67). Superponiranjem slika (merge) prema
slijedu crveni DAPl/zeleni Ki67, crveni DAPI/zeleni pl9 i crveni pl9/zeleni Ki67 te
obradivanjem istih u Imagel softveru vizualno i graficki procijenjivala se izrazajna domena
ispitivanih ¢imbenika, odnosno njihova kolokalizacija temeljem korelacije intenziteta izrazaja
¢imbenika u tkivima. Analiza inteziteta korelacije izrazaja ispitivanih ¢imbenika u tkivima
izvedena je zasebno odredenim podru¢jem interesa (ROI eng. region of interest) na
superponiranim slikama da bi se iz analize iskljucilo tkivo koje okruZzuje zubne zametke.
Kako bi se izbjeglo lazno pozitivno preklapanje signala iz razliCitih stani¢nih odjeljaka
(citoplazma/jezgra), analiza intenziteta korelacije izvedena je na superponiranim slikama

iskljuc¢ivo pri povecanjima od x20 i x40 (23, 24).
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4.1. Obrasci izrazaja Ki67 i p19 u zametku ljudskog sjekutic¢a tijekom stadija pupoljka

Tijekom 7. tjedna intrauterinog zivota zubni zametak se nalazi u stadiju pupoljka.
Proliferacijski aktivne stanice pozitivne na Ki67 se uocavaju podjednako u zubnom pupoljku,
oralnom epitelu i dentalnom mezenhimu (slika 2. B-C, J-K). Umjereni citoplazmatski izrazaj
pl9 moze se uociti u zubnom pupoljku i oralnom epitelu, dok je nesto slabije zastupljen u

mezenhimu celjusti koji se nalazi ispod i oko zubnog pupoljka (slika 2. F-G, I, K).
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Slika 3. Obrasci izrazaja Ki67 i p19 u stadiju pupoljka (uvecanje x40).
oe-oralni epitel; dl-dentalna lamina; zp-zubni pupoljak; m-mezenhim; merge-superponiranje;

co-loc-kolokalizacija
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4.2. Obrasci izrazaja Ki67 i p19 u zametku ljudskog sjekutic¢a tijekom prelaska stadija
pupoljka u stadij kape

Prelazak stadija pupoljka u stadij kape odvija se izmedu 8. i 9. tjedna intrauterinog
zivota kada dolazi do savijanja epitela na vrSku pupoljka i posljedi¢nog stvaranja unutarnjeg i
vanjskog caklinskog epitela, te zguSnjavanja ¢eljusnog mezenhima ispod i oko pupoljka ¢ime
zapocinje stvaranje dentalne papile. Proliferacijski aktivne stanice pozitivnhe na Ki67
zastupljene su podjednako u unutarnjem i vanjskom caklinskom epitelu, na njihovom spoju te
u dentalnoj papili (slika 3. B-C, J-K). Srednje jak izrazaj p19 se primjecuje unutar vanjskog i
unutarnjeg caklinskog epitela, na njihovom spoju te u dentalnoj papili, a nesto je slabiji u

podrucju dentalne lamine (slika 3. F-G, I, K).

Slika 4. Obrasci izrazaja Ki67 i p19 za vrijeme prijelaza pupoljka u stadij kape (uvecanje

x20).

dl-dentalna lamina; vce-vanjski caklinski epitel; uce-unutarnji caklinski epitel; dp-dentalna

papila; merge-superponiranje; co-loc-kolokalizacija
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4.3. Obrasci izrazaja Ki67 i p19 u zametku ljudskog sjekutic¢a tijekom stadija kape

Zametak zuba se nalazi u stadiju kape tijekom 10. tjedna intrauterinog zivota kada se
na mjestu spoja unutarnjeg i vanjskog caklinskog epitela formira cervikalna petlja, a u
unutrasnjosti epitelnog dijela zametka zuba stanice se pocinju medusobno udaljavati i
formirati zvjezdasti retikulum. Proliferacijski aktivne stanice pozitivhe na Ki67 se i dalje
jasno vide, zastupljene u velikom broju u epitelnim i mezenhimnim dijelovima zubnog
zametka (slika 4. B-C, J-K). Izrazaj p19 najintenzivniji je u podrucju cervikalnih petlji i
vanjskog caklinskog epitela, umjeren u dentalnoj papili, a neSto slabiji u unutarnjem

caklinskom epitelu (slika 4. F-G, I, K).

< DAPI/ ki67

DAPI/ p19

Slika 5. Obrasci izrazaja Ki67 i p19 u stadiju kape (uvecanje x20).
dl-dentalna lamina; vce-vanjski caklinski epitel; uce-unutarnji caklinski epitel; zr-zvjezdasti
retikulum; cp-cervikalna petlja; dp-dentalna papila; merge-superponiranje; co-loc-

kolokalizacija
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4.4. Obrasci izrazaja Ki67 i p19 u zametku ljudskog sjekuti¢a tijekom ranog stadija

Zzvona

U 14. tj. intrauterinog zivota zametak zuba se nalazi u ranom stadiju zvona. U odnosu
na prethodni stadij, zametak zuba se znatno povecao. Epitelni dio zametka formira caklinski
organ kojeg Cine unutarnji i vanjski caklinski epitel te zvjezdasti retikulum izmedu njih.
Takoder se primjecuje sloj zgusnutih stanica vretenastog oblika izmedu unutarnjeg caklinskog
epitela i stanica zvjezdastog retikuluma, tzv. stratum intermedium. Cervikalne petlje sve vise
se razvijaju i urastaju prema dentalnoj papili, a oba tkiva okruzuju stanice dentalnog folikula.
Proliferacijski aktivne stanice pozitivne na Ki67 najve¢im dijelom se nalaze u unutarnjem
caklinskom epitelu u podrucju buduéeg incizalnog brida, pridruzenim stanicama stratuma
intermediuma i u cervikalnim petljama (slika 5. B-C, J-K) (slika 6. B-C, J-K). Umjereno jaki
izrazaj p19 se moze primjetiti u istim dijelovima caklinskog organa kako je opisano za stanice
pozitivne na Ki67, ali i u dentalnoj papili i to na sucelju sa unutarnjim caklinskim epitelom u

podrucju buduceg incizalnog brida (slika 5. F-G, I, K) (slika 6. F-G, I, K).
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Slika 6. Obrasci izrazaja Ki67 i p19 u ranom stadiju zvona (uvecanje 10x).
dl-dentalna lamina, vce-vanjski caklinski epitel; uce-unutarnji caklinski epitel; zr-zvjezdasti
retikulum; si-stratum intermedium; cp-cervikalna petlja; df-dentalni folikul; dp-dentalna

papila; merge-superponiranje; co-loc-kolokalizacija
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Slika 7. Obrasci izrazaja Ki67 1 p19 u ranom stadiju zvona na podruc¢ju unutarnjeg caklinskog
epitela i cervikalnih petlji (uvecanje x20).
si-stratum intermedium; uce-unutarnji caklinski epitel; cp-cervikalna petlja; dp-dentalna

papila; merge-superponiranje; co-loc-kolokalizacija

4.5. Obrasci kolokalizacije Ki67/p19 u zametku ljudskog sjekuti¢a tijekom stadija

pupoljka, prijelaza pupoljka u stadij kape, stadija kape i ranog stadija zvona

Tijekom stadija pupoljka, izrazaj Ki67 i p19 djelomi¢no se preklapao u pojedinim
dijelovima oralnog epitela, dentalne lamine, zubnog pupoljka i mezenhima (slika 2. L). Za

vrijeme prijelaza pupoljka u stadij kape njihova kolokalizacija je bila neSto izrazenija,
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poglavito u dentalnoj papili te spoju unutarnjeg i vanjskog caklinskog epitela, dok je pomalo
slabija bila u dijelovima unutarnjeg i vanjskog caklinskog epitela (slika 3. L). Tijekom stadija
kape, izrazaj Ki67 i p19 preklapao se u podrucjima cervikalnih petlji i dentalnoj papili te
mezenhimu celjusti (slika 4. L). Kada je zametak zuba bio u ranom stadiju zvona, izraZaj
Ki67 i p19 je postao ogranicen na unutarnji caklinski epitel, stratum intermedium, cervikalne
petlje i dijelove vanjskog caklinskog epitela blizu cervikalnih petlji. Mjestimi¢no se njihov

izrazaj preklapao u dentalnoj papili i dentalnom folikulu (slika 5. L, slika 6. L).

Usporedujuéi obrasce izrazaja Ki67 i p19 sa DAPI-jem koji boja stani¢ne jezgre,
vidljivo je da Ki67 ima pretezno jezgreni obrazac izrazaja (slika 7. A, D, G, J) dok je p19
izrazen u citoplazmatskom odjeljku stanice (perinuklearni obrazac) (slika 7. B, E, H, K) §to se
moze uociti na dijagramu rasipanja kao manjak korelacije (manjak zute boje) (slika 7. C, F, I,
L). Stoga, unato¢ njihovoj zajednickoj aktivnosti u pojedinim podru¢jima zubnog zametka
vidiljivo je da se Ki67 i pl9 ne izrazavaju u istom stani¢nom odjeljku iako ovi ¢imbenici

mogu biti istovremeno izrazeni u istim tkivima.
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: iﬁ?(Z}/DAPI(C) B p19 (Z}/DAP.‘{C)

Slika 8. Obrasci izrazaja Ki67 i p19 prikazani na dijagramu rasipanja. Na x-osi nalaze se
crveni (C) kanali, a na y-osi zeleni (Z) kanali. Zuta boja ozna¢ava kolokalizaciju dvaju
faktora, odnosno prisutnost dvaju faktora, ne samo u istom tkivu, ve¢ i u istom stani¢nom

odjeljku (jezgra /citoplazma)
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Tablica 1. Izrazaj p19 u epitelnim i mezenhimnim dijelovima zametka ljudskog sjekuti¢a u

razdoblju od 7. do 14. gestacijskog tjedna.

Dijelovi zametka zuba Epitelni Mezenhimni
Dob (tjedni) zp dl uce vce zr cp si oe dp df m

7 ++ ++ F * * * R ¥ O* 4

8/9 ++ + A+ K * * o+ ++ + o+

10 * o+ + -+ o+ ++ - 4+

14 * o+ + + -+ o+ o+ + + +

Legenda: zp-zubni pupoljak; dl-dentalna lamina; uce-unutarnji caklinski epitel; vce-vanjski
caklinski epitel; zr-zvjezdasti retikulum; cp-cervikalna petlja; si-stratum intermedium; oe-
oralni epitel; dp-dentalna papila; df-dentalni folikul; m-Celjusni mezenhim. Izrazaj: -

(odsutan); + (slab); ++ (umjeren); +++ (jak); * (nepostojanje strukture/tkiva u razvojnom

stadiju)
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Na temelju rezultata dobivenih analizom imunoflorescentnih slika vidljivo je da se, unato¢
normalnoj raspodjeli proliferacijski aktivnih stanica pozitivnih na Ki67, izrazaj pl9 kao
regulatora stanicnog ciklusa te inhibitora proliferacije ne prikazuje u zametku ljudskog zuba
na ocekivani nacin. Proliferacijski aktivne stanice pozitivne na Ki67 nalaze se u epitelnim i
mezenhimnim dijelovima zametka pri ¢emu je ta raspodjela najogranicenija tijekom ranog
stadija zvona. U isto vrijeme, p19 je izrazen u svim dijelovima zubnog zametka, ali je njegova
jacina bila drugacija ovisno o stadiju razvoja zuba (tablica 1.). Ki67, kao jezgreni antigen, bio
je izrazen podjednako u zubnim tkivima i epitelnog i mezenhimnog porijekla od stadija
pupoljka pa nadalje. Nasuprot tome, izrazaj pl9 u stadiju pupoljka bio je znatno jaci u
epitelnim dijelovima zametka, a kako je razvoj zametka napredovao prema stadiju kape i
zvona tako je i izrazaj pl9 postajao zamjetniji i u tkivima mezenhimnog porijekla (dentalna
papila, dentalni folikul). Sukladno tome, vidljivo je da se raspodjela proliferacijski aktivnih
stanica pozitivnih na Ki67 djelomi¢no preklapala s izraZzajem pl9 u svim ispitivanim
stadijima razvoja zametka ljudskog zuba. Najizrazenije preklapanje (kolokalizacija) izraZaja
oba biljega zabiljezeno je na sucelju epitelnog i mezenhimnog dijela zametka zuba, odnosno,
u podru¢ju unutarnjeg caklinskog epitela, cervikalnih petlji 1 dentalne papile, dakle u

proliferacijski izrazito aktivnim podru¢jima zametka ljudskog zuba.

Cinjenicu da je izrazaj p19 u zametku ljudskog zuba prisutan i u tkivima s jakom
proliferacijskom aktivnosti, jednim dijelom potvrduju i funkcijske studije o metabolizmu p19
tijekom stani¢nog ciklusa provedene na razliitim kulturama stanica. Napredovanje stanice
kroz stani¢ni ciklus zahtijeva preciznu regulaciju ravnoteZze izmedu aktivnosti Cdk 1 ciklina,
koji omogucavaju prelazak iz jedne faze stanic¢nog ciklusa u drugu, te aktivnosti CDKI koji
imaju suprotno djelovanje na odvijanje stani¢nog ciklusa (25). Clanovi Ink4 obitelj CDKI (za
razliku od CDKI koji pripadaju Cip/Kip obitelji) tijekom stani¢nog ciklusa vezu se isklju¢ivo
za Cdk4 i Cdk6. Pod utjecajem mitogena kao $to su ¢imbenici rasta, u ranoj G1 fazi povecava
se 1zrazaj ciklina D §to dovodi do formiranja aktivnih kompleksa sa Cdk4/6. Izrazaj ciklina D
ostaje prisutan tijekom cijelog stani¢nog ciklusa, za razliku od ciklina A i B koji reguliraju
prijelaz S faze u G2 fazu i koji se brzo razgrade nakon izvrSavanja svoje funkcije. Ink4 CDKI
inhibiraju aktivnost Cdk4 i Cdké6 te na taj nacin zaustavljaju stvaranje aktivnih kompleksa
izmedu ciklina D 1 Cdk4/6, koji su nuzni za fosforiliranje tzv. retinoblastoma proteina (Rb),
¢ime se zaustavlja stani¢ni ciklus i omogucava zavrSna diferencijacija progenitorskih stanica
(9, 10, 20). Medutim, aktivnost p19 mnogo je dinamicnija od aktivnosti ostalih CDKI Ink4

obitelji. Tijekom odvijanja stani¢nog ciklusa u proliferacijski aktivnim stanicama, razina p19
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izrazito varira tijekom stani¢nog ciklusa, odnosno raste kako stani¢ni ciklus napreduje prema
M fazi. Rezultati istrazivanja provedenih na kulturi misjih fibroblasta pokazuju da su razine
p19 proteina niske u GO fazi, jedva primjetne u G1 fazi, a zatim naglo rastu u S fazi i dosezu
vrhunac tijekom prijelaza G2 u M fazu. Ulaskom u novi stani¢ni ciklus i novu G1 fazu dolazi

do naglog smanjenja izrazaja p19 (25).

Usporedujuci izrazaj pl9 tijekom razvoja zametka miSjeg zuba s izrazajem pl9 u
zametku ljudskog zuba mogu se uociti bitne razlike. Naime, izrazaj pl19 u zametku misjeg
zuba bio je odsutan tijekom stadija pupoljka i kape, dok je tijekom istih stadija pl9 jasno
izraZen i u epitelnom i mezenhimnom tkivu zametka ljudskog zuba. U skladu s tim, rezultati
dobiveni u ovom istrazivanju upucuju na to da p19 ima aktivniju ulogu u kontroli stani¢ne
proliferacije tijekom razvoja ljudskog zuba nego §to je to slucaj kod razvoja zuba u miseva.
Iako je glavna uloga p19 inhibicija stani¢nog ciklusa, odnosno izlazak stanice iz ciklusa u G1
fazi, izrazaj p19 i u ostalim fazama ciklusa upucuje na vaznost ovog CDKI tijekom odvijanja

normalne proliferativne aktivnosti stanica (20).

Nadalje, istrazivanja na embrijima Xenopus laevis (africka rogata zaba) pokazala su da
je upravo p19 jedini CDKI koji se pojavljuje i tijekom najranijih faza razvoja prije formiranja
osnovnih zametnih slojeva u stanicama ¢iji se stani¢ni ciklus sastoji od samo dvije faze (S
faza 1 M faza). S obzirom na glavnu funkciju p19 kao inhibitora prelaska G1 faze u S fazu,
postoji moguénost da ovaj CDKI mozda ima ulogu i u nekim drugim stani¢nim procesima.
Pretpostavka da ima ulogu 1 u drugim stani¢nim procesima dodatno se moze potkrijepiti i
¢injenicom da nedostatak p19 proteina uslijed gubitka funkcije pripadajuceg gena, uzrokuje
defekte, ne samo u tkivima zubnog zametka, ve¢ i u svim tkivima koja potjecu od stanica

neuralnog grebena (9).

S obzirom na klju¢nu ulogu p19 u regulaciji stani¢nog ciklusa postalo je 1 zanimljivo
pitanje njegove moguce uloge kao jednog od tumor supresora. Drugi ¢lanovi Ink4 obitelji, kao
Sto su pl6 i plS, ve¢ odavno su potvrdeni kao tumor supresori u ¢ovjeka sto bi dalo naslutiti
da i ostali ¢lanovi, p18 i p19, s obzirom na strukturalnu i funkcijsku slicnost, imaju istu ulogu
(9). U novije vrijeme, istraZivanja na misevima pokazala su da delecija p19 gena uzrokuje
tumore  mnogih organa i tkiva, a primarno hiperplaziju hipofize. Nedostatak p19
onemogucava inhibiciju Cdk4/6 §to pojacava fosforilaciju Rb proteina uzrokujuéi znacajno

povisenu proliferacijsku aktivnost u tkivima i sukladno tome razvoj tumora. Kod ljudi,
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promjene u regulaciji p19 gena pronadene su i kod znacajnog broja osteosarkoma, karcinoma

pluéa i karcinoma jetre (19, 26).
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Cilj ovog istrazivanja bio je prikazati obrasce proliferacijske aktivnosti i ispitati ulogu
inhibitora stani¢nog ciklusa p19 u zametku ljudskog zuba tijekom ranih stadija razvoja.
Dosadasnje spoznaje o razvoju zuba najviSe se temelje na istrazivanjima provedenima na
miSevima kao glavnom modelu za proucavanje molekularne regulacije odontogeneze. lako se
u pocetnim stadijima razvoja zametci ljudskih 1 mi$jih zubi ne razlikuju ni histoloski ni
morfoloski, i iako u kontroli razvoja sudjeluju isti ¢imbenici, razlike u trajanju
odontogenetske sekvence i konacnom proizvodu (zub) upucuju na to da u sklopu molekularne
regulacije osnovnih stani¢nih procesa tijekom razvoja zuba odredeni ¢imbenici mogu imati 1

bitno drugacije uloge kada se njihovo djelovanje usporeduje izmedu razlicitih vrsta.

Aktivnost Ki67, koji je snazno izrazen u stanicama tijekom proliferacije, i p19, koji
prekida stani¢ni ciklus i omogucava pocetak stanicne diferencijacije, ocekivana je na
razli¢itim dijelovima zametka, upravo zbog njithovih opre¢nih uloga. Medutim, rezultati ovog
istrazivanja pokazali su upravo suprotan obrazac njihovog izrazaja u zubnom tkivu od
pretpostavljenog. Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju djelomi¢no potvrduju nalaze
funkcijskih studija na kulturama stanica prema kojima se p19 izraZzava ne samo u G1 fazi, ve¢
i u kasnijim fazama kad se stani¢ni ciklus odvija automatski. S druge strane, ¢injenica da su se
obrasci izrazaja p19 preklapali samo djelomicno s podru¢jem proliferacijski aktivnih stanica
pozitivnih na Ki67 u zametku ljudskog zuba i dalje ostaje nejasna. Zanimljivo je i da se
preklapanja u najvecoj mjeri nalaze na sucelju epitelnog i mezenhimnog dijela zametka zuba,
pogotovo u stadijima tijekom kojih se odvija histodiferencijacija 1 morfodiferencijacija
caklinskog organa. To upucuje na sljedece zakljucke: da p19 istovremeno moZze sudjelovati u
procesima proliferacije i diferencijacije u zametku zuba tijekom njegovog ranog razvoja, kao i
na to da je aktivnost pl9 vazno molekularno obiljeZje interakcija izmedu epitelnih i

mezenhminih dijelova zametka ljudskog zuba.
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Cilj istrazivanja
Cilj istrazivanja je bio prikazati obrasce proliferacijske aktivnosti stanica u zametcima

ljudskog zuba tijekom razvojnih stadija pupoljka, kape i zvona.
Materijali i metode

U svrhu istrazivanja koriSteni su uzorci tkiva uzeti iz deset ljudskih fetusa starih 7, 8/9,
10 i 14 tjedana trudno¢e dobivenih nakon spontanih pobacaja i ektopi¢nih trudnoca te
preuzetih s Odjela patologije KBC-a Split. Imunohistokemijska analiza provedena je na
fetalnom tkivu u podrucju dijelova €eljusti koji su sadrzavali zubne zametke. Rezovi su bojani
primarnim monoklonskim protutijelima za Ki67 1 p19. Preparati su fotografirani digitalnom
kamerom postavljenom na fluorescencijski mikroskop, a dobivene slike su obradene u
AdobePhotoshop® CS6. Superponiranjem slika (merge) te obradivanjem istih u Imagel

softveru procijenjivala se izrazajna domena ispitivanih ¢imbenika.
Rezultati

Proliferacijski aktivne stanice pozitivne na Ki67 uocene su u svim ispitivanim
stadijima zubnog zametka. Zastupljene su podjednako u epitelnim i mezenhimnim dijelovima
zubnog zametka, a pocetkom stadija zvona (histodiferencijacija) su bile najbrojnije u
njegovim epitelnim dijelovima, odnosno unutarnjem caklinskom epitelu, stratum
intermediumu 1 cervikalnim petljama. Izrazajna domena p19 se uvelike preklapala s tkivima
zubnog zametka u kojima su se nalazile stanice pozitivne na Ki67 u svim ispitivanim
stadijima razvoja, ali je u stadiju zvona p19 bio izrazen 1 u mezenhimnim dijelovima zubnog

zametka (dentalna papila).
Zakljucak

S obzirom na postojee znanje o osnovnoj funkciji pl19 i1 rezultatima dobivenim u
ovom istrazivanju, moZe se zakljuciti da p19 istovremeno sudjeluje u procesima proliferacije i
diferencijacije u zametku zuba tijekom njegovog ranog razvoja te da je aktivnost p19 vazno
molekularno obiljezje interakcija izmedu epitelnih 1 mezenhminih dijelova zametka ljudskog
zuba.

Kljuc¢ne rijeci

Zubni zametak, Ki67, p19, proliferacija
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Objectives

The goal of research was to show patterns of cell proliferative activity in developing

human tooth germ during bud, cap and bell stages.
Material and Methods

For the purpose of the study, tissue samples were taken from ten human fetuses aged
7, 8/9, 10 and 14 weeks of gestation after spontaneous abortions and ectopic pregnancies from
University Hospital Split Department of Pathology. Immunohistochemistry analysis was
performed on fetal tissues from head area or parts of the jaw containing tooth germs. Tissue
sections were stained with primary monoclonal antibodies against Ki67 and pl19. Stained
histological tissue sections were photographed by digital camera mounted on a fluorescence
microscope, and the microphotographs were processed in AdobePhotoshop® CS6. Merged
image doublets were then assembled and processed by using ImageJ software, to evaluate the

expression domains of the examined factors.
Results

Ki67 positive proliferating cells were observed in tissues of human tooth germ
throughout the investigated period. Ki67 proliferating cells were distributed equally in the
epithelial and mesenchymal parts of the tooth germ, whereas during the early bell stage
(histodifferentiation) these cells were more localized in its epithelial parts, such as the inner
enamel epithelium, stratum intermedium and cervical loops. Expression domains of pl9
greatly overlapped with areas populated by Ki67 positive proliferating cells throughout the
investigated period, but at the bell stage p19 was also expressed in the mesenchymal parts of

the dental germ (the dental papilla).
Conclusion

Based on the present knowledge about p19 cellular functions and results from this
study, it might be suggested that p19 can simultaneously participate in proliferation and in
differentiation processes during the early tooth development and that pl9 activity is an
important molecular feature of epithelial-mesenchymal interactions regulating basic cellular

processes in developing human tooth germ.
Keywords

Tooth germ, Ki67, p19, proliferation
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