Razvoj kaudalnog dijela zametka u misjih mutanata
splotch i truncate

Mitrecié, Dinko

Doctoral thesis / Disertacija
2006

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://Jum.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:324494

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-24

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:324494
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:5746
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:5746

Sredisnja medicinska knjiznica

Mitreci¢, Dinko (2006) Razvoj kaudalnog dijela zametka u misjih mutanata
splotch i truncate [ Development of the caudal part of splotch and truncate
mouse embryos ]. Doktorska disertacija, SveuciliSte u Zagrebu.

http://medlib.mef.hr/179/

University of Zagreb Medical School Repository
http://medlib.mef.hr/



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Dinko Mitreci¢é

Razvoj kaudalnog dijela zametka u
misjih mutanata spl/otfchi truncafte

DISERTACIJA

Zagreb, 2006.



Disertacija je izradena u Laboratoriju za neurogenetiku i genetiku
razvoja Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Voditelj rada: prof. dr. sc. Srecko Gajovié



Zahvaljujem voditelju ovog rada prof. dr. Sre¢ku Gajovicu, koji mi je svojim izvornim
zanosom za otkrivanjem novih spoznaja, brojnim idejama i dosljedno$¢u, pokazao

ulaz u neodoljiv svijet znanosti.

Posebno zahvaljujem prof. dr. Ljiljani Kostovié-Knezevi¢, &ija iskrena nesebi¢nost u
prenosSenju iskustva i znanja unosi stabilnost u moj rad, te omogucuje da se trenutne

ideje i grubi rezultati pretvore u sustavno obradene vrijednosti.

Zahvalnost dugujem i ing. med. lab. dg. Iris Elezovi¢, koja je strpljivo i precizno
izradila histoloSke preparate, te ing. med. lab. dg. Sandri Mavri¢, na koju se s
povjerenjem mogu osloniti u pripremi pokusa, te izvodenju lanCane reakcije
polimeraze.

Konaéno, najvise dugujem svojoj obitelji, k¢eri Lauri Dini, supruzi, sestri i roditeljima,

bez Cijeg razumijevanja ovaj rad nikada ne bi bio zavrSen. Vjerujem da vrijeme koje

nismo proveli zajedno moze biti nadoknadeno ljubavlju.

U Zagrebu, 2006.

Dinko Mitregi¢

i1



SADRZAJ

o007 6 L[ 6
Lo UVODD .. 7
1.1. Razvoj zametka U SISAVACA. ......oouiitiit ittt e 7
1.1.1. Gastrulacija 1 nastanak zametnih listica..................c.ooooiin. 9

1.1.2. Diferencijacija zametnih listia..............cooviiiiiiiiiiini ... 11

1.2. Primarni i sekundarni mehanizam razvoja...............ccooeiiiiiiiiiiennnnnn. 13
1.2.1. Razvoj kaudalnog dijela zametka.................ccoiiiiiiiiiiiiiinnn.. 13

1.2.2. Primarna i sekundarna neurulacija...............ccooeviiiiiiiininiennne. 14

1.2.3. Primarni i sekundarni razvoj notokorda................ccoooiiiiiiin 16

1.2.4. Primarni i sekundarni razvoj repnog Crijéva..........c.eevueenueernenennn. 17

1.3. Poremecaji razvoja kaudalnog dijela zametka...................coco 19
1.3.1. Poremecaji razvoja neuralne Clevi..........cooeveiininneininnennnenn.n. 19
1.4. ProuCavanje uloge gena U S1SAVACA.......ouvernreeieteetteieeaieeineeaieeenneennss 21
1.4.1. Mis kao pokusni model u genetici Sisavaca...........ceveveenneennnnnn. 22

1.4.2. Odredivanje uloge gena pomoc¢u genetski promijenjenih miseva......22

1.5. MiSje linije splotch 1 trunCate. .............oueieineii i, 24
1.5.1. MiSja linija SPLOtCh. ....oc.ooonee i e e, 24
1.5.1.1. Porodica Pax gena...........c.eeiueiiuiineeiiiiiianiieanieannen 25

1.5.1.2. Waardenburgov sindrom...............cooviiiiiiiiiiinnenn. 26

1.5.2. Misja linija truncate

1521 GENNOIO. ..o, 28



2. HIPOTEZA, CILJISVRHA RADA . ... ... 30

3. UZORCITPOSTUPCL. ... .ot e 31
3.1. POStUPCi S ZIVOUNJAMA. ... vvteittettt et et e e et e e et et e e e e e e aeeeneeens 31
3.1.1. Parenje ZIVOINJaA. . ...ouuenutntite ettt e 31

3.1.2. Zrtvovanje ZiVOtNJa............coeevuueeee e e e, 31

3.1.3. Izolacija zametaka.........ccovviiiiniiii i e 31

3.1.4. Odredivanje stadija zametka.............coovuiiiieiiiieiiie i eannns. 32

3.2. Postupci sa tkivima i DNA. ... ..o e 33
3.2.1. Izolacija DNA i genotipizacija zametaKa..............coeveiiiiiinnennnnnn.. 33

3.2.2. lIzrada histoloskih preparata i morfoloska analiza zametaka...................34

4. REZULTATI. ..o 35

4.1. Razvoj B6 zametka MiSa..........oouiiiiniiiiiii i eaeas 35

4.1.1. Zametak miSa star 9 dana u kaudalnom dijelu ima otvorenu neuralnu

cijev koja se nastavlja u primitiviiu prugu............ccooeviiiiinneennennen. 35

4.1.2. U zametku miSa starom 10,5 dana pojavljuje se osnova repa............... 38

4.1.3. U kaudalnom dijelu zametka miSa starog 11,5 dana odvija se

sekundarni mehanizam razvoja..........o.vvvuiiiiiiiiiieiiiai i 41

4.1.4. Zametak miSa star 12,5 dana obiljeZen je odumiranjem repnog crijeva ...44



4.2. Razvoj miSjeg zametka SplotCh. .........cooouiiiiii i 48

4.2.1. Genotipizacija lan¢anom reakcijom polimeraze omogucuje

prepoznavanje splotch zametaka prije pojave morfoloskih promjena....48
4.2.2. Otvorena neuralna cijev (spina bifida) u splotch zametaka
nastaje u podrucju prijelaza primarne u sekundarnu neurulaciju......... 51
4.2.3. Aksijalne strukture repa splotch zametka starog 11,5 dana
stapaju se u podrucju repnog pupoljka..............oooi, 58
4.2.4. Splotch zametak star 12,5 dana ima poremecenu gradu repnog
PUPOLJKA 1 OSNOVE T@PA. . uvtentteeete et eete et eeee et et e eeeeaeenaeens 59
4.3. Razvoj miSjeg zametka truncarte. .............ccoiieuiiiiii it 64
4.3.1. Genotipizacija lancanom reakcijom polimeraze omogucuje
prepoznavanje truncate zametaka.............ooiiiiiiiiiiiiii e 64
4.3.2. Truncate zameci imaju poremecen razvoj notokorda........................ 67
4.3.3. Poremecena grada notokorda u truncate zametka
povezana je s poremecenim razvojem repnog pupoljka.................. 69
4.3.4. Poremecena neurulacija i somitogeneza u truncate zametka
povezana je s poremecenim razvojem notokorda.......................... 71
RA S P R AV A 76
5.1. Razvoj B6 zametka miSa.........cooiiiiiiiiii e 76
5.1.1. Kaudalni dio zametka miSa razvija se sekundarnim
MEhaniZmMOMmM razvoja........ovuiiniiit i 76
5.1.1.1. Repni pupoljak je ishodiSte struktura koje se razviju
sekundarnim mehanizmom razvoja zametka..................... 78



5.1.1.2. Neuralna cijev u kaudalnom dijelu zametka miSa

nastaje sekundarnom neurulacijom...................coooii 80

5.1.2. Zbivanja tijekom razvoja kaudalnog dijela zametka miSa

odgovaraju onima tijekom razvoja kaudalnog dijela zametka Stakora...84

5.2. Razvoj miSjeg zametka SpLotCh. .......c.oviuiiie i 85

5.2.1. Otvorena neuralna cijev (spina bifida) u splotch zametaka

nastaje u podrucju spoja primarne 1 sekundarne neuralne cijevi.........85

5.2.2. Mogu¢i uzroci nastanka spine bifide.....................o 87
5.2.2.1. Dorzalna zavijenost osnove repa u splotch zametaka.......... 87
5.2.2.2. Poremecaj savijanja neuroepitela................coooeeiiiin 88
5.2.2.3. Opsezno odumiranje StaniCa............ceeveeeueennenunennennennnns 89

5.2.3. Poremecaji repnog pupoljka i aksijalnih struktura

repa u splotch zametaka..............ooooiiiiiiiiii i 89

5.2.3.1. Odsjecci sa spinom bifidom nemaju poremecen razvoj
notokorda, repnog crijeva i SOmita...........ocevvveenneennnnnnn. 90

5.2.3.2. Splotch zametak star 12,5 dana ima poremecenu

gradu repnog pupoljka i 0SNOVe repa...........coevvevuvnnnnn... 90
5.3. Razvoj miSjeg zametka truncate. .............coooiiiiiiiiiiiiiii 92
5.3.1. Truncate zameci imaju poremecen razvoj notokorda...................... 92
5.3.2. Moguc¢i uzroci nastanka poremecaja razvoja notokorda................... 94
5.3.2.1. Poremecaj diferencijacije repnog pupoljka...................... 94
5.3.2.2. Poremecaj kaudalnog produljivanja notokorda.................. 95
5.3.2.3. Poremecaj diferencijacije CNH....................ooiiiiinn. 95

5.3.3. Poremecena neurulacija i somitogeneza u truncate zametka
povezana je s poremecenim razvojem notokorda.................c..oeueenn. 96
5.3.4. Uloga gena u razvoju kaudalnog notokorda truncate zametka...........100



6. ZAKLJUCCI............

7. SAZETAK...............

8. SUMMARY..............

9. POPIS LITERATURE

10. ZIVOTOPIS.............



POPIS KRATICA

BMP4 - bone morphogenetic protein 4

B6 - C57BL/6NCrl

Chrd - chordin

CNH - kordoneuralni spoj, engl. chordoneural hinge

DLHP - dorzolateralne tocke savijanja, engl. dorsolateral hinge points
EDN3 - endotelin 3

EDNRB - endotelin-B receptor

Ems - empty spiracles

Fgf - fibroblast growth factor

Flh - floating head

Foxa? - forkhead box A2

Fist - follistatin

Gnot - gnot homeodomain protein

HGP - Projekt ljudskog genoma, engl. Human Genome Project
KOMP - Projekt onemogucavanja misjih gena, engl. Knockout Mouse Project
MHP - srediS$nja tocka savijanja, engl. median hinge point

MITF - microphthalmia-associated transcription factor

Myf - myogenic factor

Myo - myogenin

Nog - noggin

Noto - notochord homolog (Xenopus laevis)

NTF3 - neurotrophin 3

Pax3 - paired box gene 3

SHH - sonic hedgehog

SOXI10 - sex determining region Y-box 10

Stam?2 - signal transducing adaptor molecule 2

TGFBI - transforming growth factor, beta 1

Trp53 - transformation related protein 53

VER - ventralni ektodermalni greben, engl. ventral ectodermal ridge
Wntl - wingless-related mouse mammary tumor virus integration site 1
Wnt3a - wingless-related mouse mammary tumor virus integration site 3A

WS - Waardenburgov sindrom



1. UVOD

Jedan od osnovnih zahtjeva koji se postavljaju pred Ziva bica je opstanak vlastite vrste, $to se
postize na dva nacina: brojem potomaka ili njihovom vrsno¢om (1,2). Prva faza evolucije
obiljeZzena je nastankom vrsta koje se odrzavaju velikim brojem potomaka. Stopa njihovog
preZivljavanja je mala, a veliki broj omogucuje da neki od njih spolno sazriju 1 odrze vrstu.
Pojavom ptica, a osobito sisavaca, priroda je razvila drugaciji nacin prilagodbe: dugotrajna
briga 0 manjem broju potomaka omogucéuje da mnogi od njih doZive odraslu dob. Razredu
sisavaca, kao najviSoj tocki evolucijskog razvoja, svojstveni su usavrSeni krvoZzilni i diSni
sustav, te pojava dlake, ¢ime je omogucena toplokrvnost. Zbog toga se takve vrste mogu bolje
prilagoditi promjenama temperature okoline. Proizvodnja mlijeka u mlijecnim Zlijezdama
omogucila je stalno dostupnu i po sastavu idealnu hranu za mladuncad, a smanjena je ovisnost
o izvoru hrane u vrijeme dok se brinu o mladima (3). Jedan od kljucnih evolucijskih skokova
postignut je razvojem Ziv€anog sustava (4,5). Sisavci imaju razvijenije osjete, i posebno ih
brzo obraduju u ve¢em mozgu. UsavrSeni Ziv€ani sustav omogucuje pamcenje, a time i
ucenje. Stoga sisavci postaju spretniji, brzi i napredniji od svih ostalih vrsta. Istovremeno s
razvojem mozga, pojavile su se i nove potrebe. Budu¢i da je za razvoj Ziv€anog sustava
potrebno duze vrijeme razvoja zametka s osiguranim kisikom i hranjivim tvarima, umjesto u
jajetu, zametak se razvija u maternici. Danas postoji gotovo 5000 razli¢itih vrsta sisavaca, u

koje ubrajamo i ¢ovjeka.

1.1. Razvoj zametka u sisavaca

Razvoj zametka sisavaca je iznimno sloZen proces, tijekom kojeg se od oplodene jajne stanice
stvaraju prostorno uskladeni i funkcionalno povezani tkiva i organi. To se postiZze nizom

morfogenetskih zbivanja koji uklju¢uju umnazanje, migraciju, diferencijaciju, te smrt stanice.

Razvoj zametka zapocCinje spajanjem spermija i jajne stanice. Novostvorena oplodena jajna
stanica ili zigota pocCinje se mitotski dijeliti, tako da su stanice kéeri sve manje, a njihov broj
se povecava. Novonastala nakupina stanica oblikuje morulu. Potom dolazi do zbijanja
(kompakcije) stanica morule §to ukljucuje pojavu prvih medustani¢nih spojeva i polarizaciju
stanica. U bazalni dio stanice se smjeSta jezgra, dok se na suprotnom, apikalnom kraju

razvijaju mikrovili. Nakupljanjem tekucine koja razmice medustani¢ne prostore u srediSnjem



dijelu morule, nastaje Supljina blastocel, a nastala tvorba naziva se blastocista. Na stadiju
blastociste se po prvi put razlikuju dvije populacije stanica: embrionalni ¢vori¢, koji ¢e dati
osnovu za daljnji razvoj zametka, te trofoblast, od kojeg ¢e se razviti embrionalne ovojnice.
Trofoblast svojom aktivno$¢u omogucuje implantaciju, t.j. ukapanje blastociste u endometrij

maternice (6) (sl.1).

,fj{qgn&
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Slika 1: Shematski prikaz ljudske blastociste oko 12. dana razvoja. Stanice embrioblasta su se
podijelile na dvije populacije: epiblast (Ep) i hipoblast (H). Unutar epiblasta se vidi
amnionska Supljina (A), a unutar hipoblasta egzocelomska (E) Supljina. Stanice trofoblasta
oblikuju citotrofoblast (C) i sinciciotrofoblast (S). Na ovom stadiju zapoc€inje prodiranje
majc¢ine krvi iz sinusoidnih kapilara endometrija u lakune trofoblasta (L). Prilagodeno prema

Langman: Medical Embriology (6).



1.1.1. Gastrulacija i nastanak zametnih listi¢a

Tijekom implantacije embrionalni ¢vori¢ poprima plosnati oblik i tvori zametni $tit. Na njemu
se razlikuju dva sloja stanica, gornji epiblast, te donji hipoblast. U zametka miSa, Stakora i
drugih glodavaca epiblast 1 hipoblast su savijeni, pa se umjesto pojma zametni $tit rabi naziv
zametni cilindar, koji se sastoji s unutarnje strane od epiblasta, a s vanjske od hipoblasta (7)
(sl. 2). Epiblast i hipoblast sudjeluju u gastrulaciji, jednom od najvaznijih dogadaja u ranom
razvoju zametka obiljeZenim prvom seobom (migriranjem) stanica. Stanice epiblasta poc¢inju
migrirati prema srediSnjoj ravnini, gdje nastaje udubljenje - primitivna pruga. Nakon S$to
stanice dosegnu primitivnu prugu, one pocinju ponirati u nju, te se istovremeno izduzZuju i
podvlace pod epiblast i sele prema lateralno. Dio ovih stanica razmice hipoblast i na tom
mjestu tvore novi sloj stanica — endoderm. Ostale iseljene stanice epiblasta smjeStaju se
izmedu epiblasta i hipoblasta, gdje oblikuju novi srediSnji sloj — mezoderm. Tako od iseljenih
stanica epiblasta nastaju novi zametni listi¢i: mezoderm i endoderm, a od preostalih stanica
epiblasta nastaje ektoderm. Od hipoblasta koji je razmicanjem ustupio mjesto endodermu
nastaje Zumanjcana vreca. Tijekom gastrulacije se na kranijalnom kraju primitivne pruge
oblikuje zadebljanje - primitivni ¢vori¢. Dio stanica epiblasta, koje poniru kroz primitivni
¢vori¢ u srediSnjoj ravnini, migrira prema kranijalno do mjesta gdje se dodiruju ektoderm i
endoderm, bez umetanja mezoderma (prekordalna ploca). Ove stanice oblikuju notokord, koji

predstavlja primitivni skelet zametka.

Uzajamnim medudjelovanjem triju zametnih listi¢a (ektoderma, mezoderma i endoderma)
nastaju tkiva i organi zametka. Kako se zametni Stit izduZuje, primitivni ¢vor i primitivna
pruga se sve vise povlace prema kaudalnom kraju zametnog Stita, dok potpuno ne nestanu. To

predstavlja kraj oblikovanja triju zametnih listi¢a, $to znaci i kraj gastrulacije (6).



Slika 2: Gastrulacija u miSa. A. Shematski prikaz gastrulacije. Dio stanica epiblasta (plavo),
koji se u miSa nalaze s unutarnje strane zametnog cilindra, ponire kroz primitivnu prugu,
podvlaci se pod ostale stanice epiblasta i oblikuje mezoderm (crveno). Dio iseljenih stanica
razmice stanice hipoblasta (Zuto), te oblikuje endoderm (zeleno). B. Na scanning
elektronskomikroskopskoj snimci vidljivo je poniranje stanica epiblasta (eb) kroz podrucje

primitivne pruge (strelica). Prilagodeno prema Langman: Medical Embriology (6).
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1.1.2. Diferencijacija zametnih listi¢a

Dva osnovna derivata ektoderma su Ziv€ani sustav i koza (6,8) (sl.3). JoS na stadiju
dvoslojnog zametnog Stita, epiblast, a kasnije i mezoderm, izluCuju bjelancevine BMP4
(bone morphogenetic protein 4) i TGFB1 (transforming growth factor, beta 1). One na
ektoderm djeluju tako da poti¢u njegovu diferencijaciju u kozu i derivate koze. Induktivnim
signalima bjelancevina CHRD (chordin), NOG (noggin) i FST (follistatin) u kranijalnom
dijelu zametka, te FGF (fibroblast growth factor) i WNT1 (wingless-related mouse mammary
tumor virus integration site 1) u kaudalnom dijelu zametka, primitivni ¢vori¢ i notokord se
suprotstavljaju takvom utjecaju na ektoderm, te poti¢u razvoj neuralne cijevi, koja ¢ini osnovu
Zivcanog sustava. Taj proces se naziva neurulacija (6,8). Neurulacija zapocinje proliferacijom
i diferencijacijom stanica ektoderma u srediSnjoj crti, koje potom oblikuju neuralnu plocu.

Neuralna ploca se nabire u neuralni Zlijeb, koji spajanjem svojih rubova daje neuralnu cijev.

Stanice srednjeg zametnog listica, mezoderma, daju osnovu za razvoj miSi¢nokoStanog,
krvoZilnog i urogenitalnog sustava (6,9) (sl.3). One se u ranoj fazi razvoja zametka intenzivno
umnazaju, te duz zametka sa svake strane notokorda oblikuju dva krila mezoderma, koja se
podijele od medijalno prema lateralno na paraaksijalni mezoderm, intermedijarni mezoderm,
te bo¢ne ploce. Paraaksijalni mezoderm se pod utjecajem notokorda podijeli u niz pravilnih
nakupina stanica — somita. Somiti se potom podijele na sklerotom, od kojeg nastaju kosti
trupa, miotom, koji daje osnovu za skeletne miSi¢e i dermatom, koji je osnova vezivnog tkiva
(dermisa) koze. Sklerotom nastaje pod utjecajem induktivnih signala SHH (sonic hedgehog)
iz notokorda i plo¢e dna neuralne cijevi, dok na miotom i dermatom djeluju bjelancevine iz
obitelji WNT i NTF3 (neurotrophin 3) koje izluCuje dorzalni dio neuralne cijevi.
Intermedijarni mezoderm daje osnovu za nefrotome i nefrogeni tracak, od kojih ¢e se razviti
osnove bubrega i spolnog sustava. Stvaranjem intraembrionalnog celoma bocne ploce se
razdvoje u parijetalni 1 visceralni list. Parijetalni list se zajedno s ektodermom razvija u
ventralnu 1 lateralnu stjenku tijela. Visceralni list s endodermom sudjeluje u izgradnji

probavnog i diSnog sustava.

Od endoderma nastaje primitivno crijevo koje ¢ini osnovu probavnog sustava (6,10) (sl. 3). U
pocetku probavna cijev Siroko komunicira sa Zumanjc¢anom vrecom, dok se kasnije ova

komunikacija suzi na ductus omphalomesentericus. Endoderm daje osnovu za pokrovni i

11



Zljezdani epitel probavnog i diSnog sustava, Stitnu Zlijezdu, epitelna tjeleSca, epitel bubnjista,

tonzile, timus, jetru, guSteracu, te epitel mokra¢nog mjehura.
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Slika 3: Prikaz derivata tri zametna listica.
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1.2. Primarni i sekundarni mehanizam razvoja

Razvoj miSjeg zametka, kao i zametaka drugih kraljesnjaka, odvija se razli¢ito u kranijalnom i
kaudalnom dijelu (11-16). Kranijalni dio zametka razvija se gastrulacijom, Sto znaci da
embrionalne strukture nastaju indirektno, preko zametnih listi¢a, $to se naziva primarnim ili
indirektnim mehanizmom razvoja. Za razliku od primarnog ili indirektnog mehanizma
razvoja, u kaudalnom dijelu zametka prisutan je sekundarni ili direktni mehanizam razvoja.
Tijekom sekundarnog mehanizma razvoja, strukture u kaudalnom dijelu zametka nastaju bez
stvaranja zametnih listi¢a, direktno od nediferenciranih mezenhimskih stanica smjeStenih u

samom vrhu repa zametka (repni pupoljak).

Zavrsetak oblikovanja triju zametnih listica i nestanak primitivne pruge predstavlja kraj
gastrulacije. Medutim, kaudalni dio zametka nastavlja rasti u duljinu. Buduéi da je
gastrulacija zavrSila, postavilo se pitanje podrijetla 1 nacina nastanka stanica i struktura
kaudalnog dijela zametka. Na temelju opisanih morfogenetskih zbivanja toga podrucja nastale
su dvije medusobno suprotstavljene teorije. Holmdahl je 1925. godine predlozio model
sekundarnog razvoja zametka, koji za razliku od primarnog, ne ukljucuje razvoj tkiva i organa
putem gastrulacije 1 zametnih listia, ve¢ direktno iz nediferenciranog mezenhima repnog
pupoljka (11). Ovom modelu je suprotstavljen Pasteelsov model iz 1943. godine, prema
kojem se kaudalne strukture zametka razvijaju kao produZetak struktura nastalih tijekom
gastrulacije (17). Morfoloska istrazivanja radena na zamecima Stakora (14,15), miSa (16) te
prisutnost multipotentnih stanica u repnom pupoljku (18), podrZzavaju Holmdahlov model,
dok su istrazivanja izrazaja gena pokazala da repni pupoljak nije homogena tvorba (19-22),

Sto podrzava Pasteelsov model. Tako je ova dvojba i dalje nerijesSena.

1.2.1. Razvoj kaudalnog dijela zametka
Repni nabor u misa se oblikuje kod 8,5 dana starih zametaka, dok se sama osnova repa

pocinje izdvajati kod 10 dana starih zametaka (30-35 somita, Theiler stadij 16). Pocetak

razvoja repa obiljeZzen je nestankom primitivne pruge i stvaranjem repnog pupoljka. Stanice
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repnog pupoljka potjecu od ostataka primitivne pruge 1 primitivnog c¢voric¢a, te stanica
iseljenih iz kaudalnog dijela neuralnog Zlijeba i kaudalnog dijela mezodermalnog celomskog
epitela (22). Diferencijacijom stanica repnog pupoljka nastaju dva tracka stanica: dorzalni —
mozdinski i ventralni — repni tracak (14-16). Diferencijacijom mozdinskog tracka nastaje
sekundarna neuralna cijev, dok se repni tracak podijeli na dorzalnu nakupinu stanica, koja
oblikuje notokord, te na ventralnu, od koje nastaje repno crijevo. Tako se diferencijacijom
repnog pupoljka oblikuju tri aksijalne strukture repa: neuralna cijev, notokord i repno crijevo,

dok se paraaksijalno razvijaju somiti (14-16).

1.2.2. Primarna i sekundarna neurulacija

Razlika izmedu primarnog i sekundarnog mehanizma embrionalnog razvoja vidi se najbolje
na razlici izmedu primarne i sekundarne neurulacije (12,23,24). Primarna neurulacija se
odvija u kranijalnom dijelu zametka. Pod utjecajem ve¢ spomenutih bjelancevina CHRD,
NOG, FST i WNT3 koje izluCuju stanice notokorda, srediSnji dio ektoderma zadebljava, pa
nastaje ravna neuralna ploca. Lateralni rubovi tako nastale neuralne ploce uzdignu se i ¢ine
neuralne nabore, dok srediSnje udubljenje oblikuje neuralni Zlijeb. Osnovni mehanizam kojim
se od neuralne ploce oblikuje neuralna cijev jest savijanje stjenki oko dvije tocke zakretanja:
ventralni dio neuralne ploce je pricvrsnim spojevima vezan uz prilezece tkivo, ukljucujuéi i
notokord, te tako omogucuje zakretanje oko srediSnje toCke savijanja (engl. median hinge
point, MHP), odnosno oblikovanje neuralnog Zlijeba u obliku slova ,,V*. Dorzolateralno
podrucje neuralnih nabora prilijeze uz povrsinski ektoderm, te je tako omoguceno zakretanje
oko dorzolateralnih tocki savijanja (engl. dorsolateral hinge points, DLHP), odnosno
zatvaranje neuralnog Zlijeba u neuralnu cijev (slovo ,,V* u slovo ,,0%). Prvo se spajanje
dogodi u kranijalnoj tre¢ini osnove zametka, da bi se potom zatvaranje neuralnog Zlijeba
istovremeno odvijalo u kranijalnom i kaudalnom smjeru. Ovim nacinom se u cijelom
kranijalnom i srednjem dijelu zametka oblikuje primarna neuralna cijev (6,25). Neuralna cijev
¢ini osnovu za razvoj kraljeZnicne moZzdine, dok njeno kranijalno proSirenje u obliku

moZzdanih mjehurica ¢ini osnovu za razvoj mozga.

Kada se neuralni nabori uzdignu, neuroektodermalne stanice na rubu nabora se pocinju

odvajati od ostatka neuroektoderma tvore¢i neuralni greben. Stanice neuralnog grebena
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oblikuju osjetne 1 autonomne ganglije, srZ nadbubrezne Zlijezde, vezivno tkivo glave 1 vrata,

Schwanove stanice, melanocite, te stanice moZdanih ovojnica (6,26).

Za daljnji razvoj i kona¢nu diferencijaciju stanica neuralne cijevi, potrebni su induktivni
signali iz okolnih struktura. Notokord izlucuje bjelancevinu SHH koja djeluje na ventralni dio
neuralne cijevi. Pod njezinim utjecajem dolazi do diferencijacije neuroektoderma i razvitka
ploCe dna: stjenka neuralne cijevi na tom je mjestu mnogo tanja od prosjecne debljine stjenke
neuralne cijevi, jezgre stanica su izduZenije od onih u ostatku neuralne cijevi i smjeStene

bazalno, te na tom mjestu nema razvoja neurona (27).

Plo¢a dna pod utjecajem notokorda pocinje takoder izlu¢ivati SHH koji djeluje na susjedna
podrucja neuralne cijevi. Ovisno o koncentraciji ove molekule podru¢ja neuralne cijevi
razli¢ito udaljena od ploce dna se razli€ito diferenciraju. Tako se neposredno uz plocu dna
pocinju razvijati motoneuroni. Postepeni pad koncentracije SHH prema dorzalnoj strani
neuralne cijevi omogucuje aktivaciju transkripcijskih ¢imbenika svojstvenih dorzalnom dijelu
neuralne cijevi kao Sto je PAX3 (paired box 3). Ova informacija o poloZaju u prostoru
omogucuje da se u dorzalnim dijelovima neuralne cijevi razviju neuroni osjetnog puta, te
interneuroni, a u ventralnom dijelu motorni neuroni kraljeZzni¢éne moZdine. Na taj nacin
gradijent SHH odreduje dorzo-ventralnu diferencijaciju neuralne cijevi. Osim niske
koncentracije bjelancevine SHH, dorzalni dio neuralne cijevi je pod utjecajem visoke

koncentracije BMP, kojeg izluCuje okolni mezenhim (28,29).

Za razliku od primarne neurulacije, kojom nastaje primarna neuralna cijev, nastanak
sekundarne neuralne cijevi obiljeZen je diferencijacijom stanica repnog pupoljka (16,18,23).
Od dorzalnog dijela repnog pupoljka odvaja se nakupina stanica koja se naziva mozdinski
traCak. U moZdinskom tracku dolazi do preraspodjele stanica, od otvorenog smjestaja stanica
svojstvenog mezenhimu repnog pupoljka u zatvoreni smjeStaj stanica, svojstven epitelu.
Tijekom ove mezenhimsko-epitelne preobrazbe stanice pocinju zrakasto okruZivati
novostvorenu sredisnju Supljinu. Na njima se razlikuje apikalni kraj koji granici sa srediSnjom
Supljinom i bazalni kraj uz koji se po€inje stvarati bazalna lamina. Uspostavom apikobazalne
polarizacije, te stvaranjem medustani¢nih spojeva i bazalne lamine, stanice dobivaju obiljeZja

neuroepitela.
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Iako se pretpostavlja da je granica izmedu primarne i sekundarne neuralne cijevi u podrucju
lumbosakralne regije, opisani mehanizmi direktnog i indirektnog razvoja imaju za posljedicu
nastanak neprekinute neuralne cijevi u kojoj nije moguce morfoloSkim kriterijima razlikovati
ova dva dijela neuralne cijevi. Jedino je kod ptica prolazno u razvoju prisutna prijelazna zona
preklapanja primarne i sekundarne neuralne cijevi, u kojoj se neuralna cijev oblikuje

spajanjem Supljina primarne i sekundarne neuralne cijevi (20).

1.2.3. Primarni i sekundarni razvoj notokorda

Prisustvo notokorda (lat. chorda dorsalis) predstavlja osnovnu osobinu nadkoljena chordata
(svitkovci), kojem pripadaju svi kraljeznjaci (koljeno vertebrata). To je prvi skelet zametka,
koji ¢vrsto¢om omogucuje rast u duljinu, te predstavlja jednu od prvih struktura zametka. U
nizih kraljeSnjaka notokord je trajna struktura, dok je u viSih kraljeSnjaka prisutan samo
tijekom razvoja zametka. U odraslih oblikuje nucleus pulposus intervertebralnih diskova.
Osim mehanicke uloge, notokord je izvor brojnih induktivnih signala. Normalan razvoj
neuralne cijevi (srediSnjeg Ziv€anog sustava) ovisi o ¢imbenicima koje izluCuju stanice

notokorda, smjeStene ventralno uz neuralnu cijev (6).

Tijekom gastrulacije primarni notokord nastaje iseljavanjem stanica epiblasta iz primitivnog
¢vorica smjestenog na kranijalnom kraju primitivne pruge (6). Ove stanice se iseljavaju prema
kranijalno dok ne dosegnu prekordalnu plocu. Na pocetku, zajedno sa stanicama hipoblasta,
¢ine krov pracrijeva, no kako se hipoblast zamjenjuje novostvorenim endodermom, notokord
postaje nezavisni tracak stanica. Ovaj traCak se pruza od primitivhog c¢vorica do
orofaringealne membrane, koja je mjesto spoja izmedu ektoderma i endoderma. Stanice
iseljene iz epiblasta pridodaju se stanicama notokorda u razvoju, pa se notokord produzuje
prema kaudalnom kraju zametka. Tijekom kranijo-kaudalnog savijanja zametka i stvaranjem
nabora glave, savija se i kranijalni dio notokorda, koji ima vaznu ulogu pri stvaranju kosti
baze lubanje. Ostali dio notokorda sudjeluje u diferencijaciji sklerotoma koji ¢e stvoriti kosti

kraljeznice.

U kaudalnom dijelu zametka notokord se razvija od srediSnjeg dijela repnog pupoljka (14,16).
Stanice repnog pupoljka, koje ne stvaraju mozdinski traak, udruzuju se u nakupinu stanica

smjeStenu ventralno od mozdinskog tracka, nazvanu repni tracak. Sekundarni notokord
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nastaje odvajanjem tracka stanica od dorzalnog dijela repnog tracka, Ciji ostatak predstavlja
osnovu za repno crijevo. Novostvorene stanice imaju znaCajke istovjetne onima koje ima
primarni notokord u tijelu zametka: velike medustani¢ne prostore, proSirene cisterne
Golgijevog aparata, mitohondrije u uskom kontaktu s cisternama hrapave endoplazmatske

mreZice, te velike nakupine glikogena (15).

1.2.4. Primarni i sekundarni razvoj repnog crijeva

Primarno crijevo je osnova za razvoj cijelog probavnog sustava i nastaje od endoderma.
Tijekom gastrulacije endoderm nastaje od iseljenih stanica epiblasta koje razmicu stanice
hipoblasta i smjestaju se uz rub Zumanjcane vrece. Tako nastali krov pracrijeva je u pocetku
ravna ploca, Siroko otvorena prema Zumanjcanoj vreCi. Tijekom rasta i produljavanja
zametka, veza s Zumanj¢anom vrecom se sve viSe suzuje. Endoderm postepeno poprima oblik
zlijeba, te se njegovim zatvaranjem oblikuje primitivno crijevo. Komunikacija s
Zumanj¢anom vre¢om preostaje samo u srednjem dijelu primitivnog crijeva i naziva se ductus
omphalomesentericus. Proksimalni i distalni zavrSeci primitivnog crijeva (bukofaringealna i
kloakalna membrana) su jedina dva mjesta u zametku gdje je endoderm u dodiru s

ektodermom.

Daljnjim rastom zametka, te nastankom repa, primitivno crijevo se bez prekida nastavlja
distalno od kloakalne membrane u osnovu repa. Taj se dio crijeva naziva repno crijevo. Ono
se razvija mehanizmom slicnim sekundarnoj neurulaciji i ukljucuje mezenhimsko-epitelnu
preobrazbu (15,16). Mezenhimske stanice repnog pupoljka oblikuju repni tracak, ¢iji je
dorzalni dio osnova za notokord. Stanice u ventralnom dijelu repnog tracka oblikuju rozetu,
unutar koje se pojavljuje Supljina i stjeCu epitelna svojstva. Stanice postaju apikobazalno
polarizirane, na njthovom apikalnom kraju se pojavljuju mikrovili, dok se na bazalnom kraju
stvara bazalna lamina. Repno crijevo kao privremena struktura ubrzo nestaje programiranim
odumiranjem stanica. Najprije dolazi do odumiranja stanica u proksimalnom dijelu repnog
crijeva, ¢ime se gubi veza repnog crijeva s crijevom u tijelu zametka. Proces odumiranja

stanica se postepeno §iri na cijelo repno crijevo, koje na kraju potpuno iS¢ezne.

17



Slika 4: Sekundarni mehanizam embrionalnog razvoja. U kaudalnom vrhu zametka se nalazi
nakupina nediferenciranih stanica — repni pupoljak (P). Kranijalno, diferencijacijom repnog
pupoljka nastaje dorzalna skupina stanica — mozdinski tratak (M) 1 ventralna skupina — repni
tracak (R). Stanice mozdinskog tracka oblikuju sekundarnu neuralnu cijev (NC), dok se
stanice repnog tracka podijele i oblikuju sekundarni notokord (N) i repno crijevo (RC). Crta

mjerila - 50 um.
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1.3. Poremecaji razvoja kaudalnog dijela zametka

Iznimno sloZena zbivanja od oplodene jajne stanice do razvijene jedinke pracena su rizikom
nastanka razli¢itih poremecaja. Poremecaji razvoja kaudalnog dijela zametka obuhvacaju

poremecaje razvoja sekundarne neuralne cijevi, notokorda, repnog crijeva i somita.

1.3.1. Poremecaji razvoja neuralne cijevi

Poremecaji razvoja neuralne cijevi obuhvacaju poremecaje razvoja kraljeZni¢ne mozdine i

njenih ovojnica. Ovi poremecaji su ¢esto povezani s poremecajima razvoja kraljeznice.

Spina bifida je jedan od najceS¢ih poremecaja razvoja zametka u Covjeka, buduci da zahvaca
oko 0,1% novorodene djece (30). Posljedica je nezatvaranja neuralne cijevi tijekom prvog

mjeseca embrionalnog razvoja i moze biti izrazena u tri razli¢ito teSka stupnja (31,32):

1. Spina bifida okulta (s.b. occulta) obiljeZena je otvorenim kraljeScima, dok su kraljeZni¢na
mozdina, ovojnice kraljeZni¢ne mozdine 1 prileZeca koZa neoSteceni (sl.5). Vecina ih ostaje

neotkrivena.

2. Spina bifida cystica je obiljeZena otvorenim kraljeScima kroz koje se izbocuju ili samo
ovojnice kraljeZzni¢ne mozdine (meningokela, meningocele) ili ovojnice kraljeZzni¢ne moZzdine
sa ziv€anim tkivom (meningomijelokela, meningomyelocele). U oba slucaja, koZa iznad
defekta je neoSteCena (sl.5). Ovaj defekt je redovito praen smetnjama u inervaciji

odgovarajuc¢ih podrucja tijela.
3. Rahishiza (rachischisis) je obiljeZena otvorenim kraljeScima i1 defektom koZe kroz koje se

izbocuju ovojnice kraljezni¢ne mozdine sa zZiv€anim tkivom. Osim smetnji u inervaciji, defekt

koze omogucuje popratne infekcije.
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Najcesce mjesto nastanka spine bifide je lumbosakralno podrucje, za koje je pretpostavljeno
da odgovara granici primarnog i sekundarnog procesa razvoja zametka (31-33). Budu¢i da
lumbalni Zivci inerviraju miSi¢e nogu, a sakralni zZivci mokraéni mjehur, spolne organe i
crijeva, posljedica spine bifide moZze biti cijeli niz poremecaja: manjak osjeta navedenih

podrucja, slabost regionalnih miSica, inkontinencija i impotencija (31,34).

Spinu bifidu moguée je dokazati ultrazvukom nakon 18. tjedna razvoja ljudskog fetusa. Na
postojanje spine bifide ukazuje poviSena razina acetilkolinesteraze te alfafetoproteina u krvi

trudnice (35).

Uzimanje folne kiseline tri mjeseca prije planiranog zaceca i tijekom prva Cetiri tjedna razvoja
zametka smanjuje vjerojatnost nastanka razvojnih poremecaja neuralne cijevi 1 do 70%

(32,36,37).

Nezatvaranje kranijalnog dijela neuralne cijevi uzrokuje anencefaliju (anencephalia), tezak
poremecaj obiljezen nedostatno razvijenim velikim mozgom i lubanjom. Iako osnovne
funkcije (disanje, rad srca) mogu biti odrZani, ovaj poremecaj je redovito pracen pobacajem ili

ranom novorodenackom smréu (32).

Encefalokela (encephalocele) je poremecaj razvoja u kojem zbog djelomicnog nezatvaranja
kranijalnog dijela neuralne cijevi postoji otvor na koStanim i koZnim strukturama, kroz koji
dolazi do protruzije ziv€anog tkiva. Vecina takvih poremecaja je takoder nespojiva sa

Zivotom, iako se manje encefalokele mogu operativno rijesiti (38).

Spina bifida occulta Meningocele Myelomeningocele

Slika 5 : Tri najcesS¢a oblika spine bifide u lumbosakralnom podrucju. Preuzeto iz (36).
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1.4. Proucdavanje uloge gena u sisavaca

Pitanje bioloske osnove nasljedivanja, koja se prenosi od roditelja na potomstvo, postavljeno
je u samim pocecima znanstvenih istrazivanja, ve¢ u raspravama starovjekovnih filozofa. Prvi
odgovori na to pitanje zaceti su sredinom 19. st. pokusima Mendela, koji nalazi zakonitosti u
nacinu nasljedivanja. Pritom ostavlja otvoreno pitanje prirode tvari koja se prenosi kroz
generacije. Griffith pokusima transformacije bakterija dokazuje postojanje materijalne osnove
nasljedivanja, dok Avery kona¢no pokazuje da je za prijenos svojstava zaduzena molekula
deoksiribonukleinske kiseline (DNA) (39). 1954. Watson i Crick objasnjavaju gradu DNA, te
otkrivaju nacin na koji ova molekula prenosi poruku (40). Kada je, deseteljeCe poslije,
razjasnjen geneticki kod, postavlja se temeljna dogma genetike: Gen je dio molekule DNA
koji se prepisuje u ribonukleinsku kiselinu (RNA), a ova se prevodi u bjelancevinu. Zapis
nasljeda sadrzan u DNA nazvan je genotip, a bjelancevine, koje genotip odreduje, osnova su
ustroja i1 djelovanja jedinke - fenotipa. UsavrSavanje postupka sekvencioniranja DNA
omogucuje Projekt ljudskog genoma (engl. Human Genome Project, HGP) koji je pokrenut
1990. godine s ciljem da se sekvencionira cijeli ljudski genom. Zahvaljuju¢i primjeni novih
tehnika (lanCana reakcija polimeraze, kvaScev umjetni kromosom, automatizacija,
minijaturizacija i sl.), ali 1 sve ve¢em broju ukljucenih znanstvenika, HGP 1 tvrtka Celera
Genomics su u velja¢i 2001. istovremeno objavili prvu nepotpunu verziju kompletnog
ljudskog genoma (41,42). Najvazniji rezultat ovih napora je podatak da Covjek ima znatno
manje gena od procijenjenog broja (od procijenjenih 100 tisuc¢a doSlo se do 20-tak tisuca), Sto
je jednako ili ¢ak manje nego u nekim drugim vrstama. Manje od 2% DNA kodira
bjelancevine a jedan ljudski gen zbog alternativnog prekrajanja moZe odrediti viSe

bjelancevina (43).

Ova otkri¢a potaknula su prijelaz iz ere sekvencioniranja u eru funkcionalne genomike, ¢iji je
osnovni zadatak povezivanje sekvence s to¢nom ulogom pojedinog gena. Od poznavanja
sekvence ljudskog genoma ocekuju se barem dvije velike moguce dobiti: sinteza novih

lijekova i moguénost genske terapije dosad neizljeCivih bolesti (44-46).
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1.4.1. MiS kao pokusni model u genetici sisavaca

Najcesce koriSten model za istraZivanje genetike sisavaca je miS. MiS je mala, za uzgoj
razmjerno jeftina Zivotinja koja se brzo razmnoZzava, te dijeli oko 95% gena sa ¢ovjekom.
Evolucijski ¢ovjeku blize zivotinje poput majmuna su neusporedivo skuplje za uzgoj, nije ih
moguce imati dovoljan broj za potrebe vecine bazi¢nih istraZivanja, a zbog duge Zivotne dobi

rezultati bi bili neizvjesni (47,48).

Osim istraZivanja na odraslim Zivotinjama, mi§ je posebno vrijedan u podrucju embriologije.
Metodom pracenja vaginalnih Cepova, lako se odreduju dani trudnoce, te se jednostavno
izoliraju zameci odredenih razvojnih stadija. Analizom vanjskih obiljeZja zametaka, te
uvidom u tablice u kojima su za svaki stadij navedene odredene osobitosti pojedinih stadija,
moze se vrlo precizno odrediti to¢na starost zametka (49). Razvoj tkiva 1 organa misa

usporediv je s ljudskim.

1.4.2. Odredivanje uloge gena pomocu genetski promijenjenih miSeva

Dva su osnovna pristupa kojima mozemo ispitivati ulogu nekog gena. Prvi je fenotipski:
promatranjem promjena u fenotipu (promjena u izgledu ili djelovanju stanice, organa ili
cijelog organizma), njihovim opisivanjem, te potom pronalazenjem gena koji je za te
promjene odgovoran. Znac¢ajan broj primjera osigurala je sama priroda, spontano stvorivsi
razne mutante. Djelovanjem raznih mutagenih sredstava, umjetno je stvoren velik broj
Zivotinja nosilaca mutiranih gena. Nedostaci ovog pristupa su da mutacije nastaju slucajno,
nastala promjena se ne moze kontrolirati niti predvidjeti, a mutirani gen se moZe odrediti tek

sloZzenim postupkom pozicijskog kloniranja.

U obrnutom, genotipskom pristupu (engl. reverse genetics) krece se od gena i poznatog dijela
DNA koji zauzima. Mijenjanje aktivnosti ovog gena, promijenit ¢e fenotip, te se na osnovu
promjene fenotipa zakljucuje o ulozi gena. Dodatna aktivnost gena rezultira dodatnom
ulogom (engl. gain of function), a smanjena aktivnost ili potpuno onemogucavanje gena
(engl. knockout) dovodi do neispunjenja njegove uloge (engl. loss of function). Sustavnim
proucavanjem promjena fenotipa, dolazi se do spoznaje za Sto je taj gen zaduzen. Jedan od

najraSirenijih i naj¢esce koriStenih postupaka je onemogucavanje gena.
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2003. je pokrenut Projekt onemogucavanja misjih gena (engl. Knockout mouse project,
KOMP) kojemu je cilj genetski preinaciti sve miSje gene. Tako ¢e se dobiti banka mutiranih
miSjih gena koja ¢e imati za posljedicu uvid u ulogu svih gena u misa. Iako se ljudski geni
djelomicno razlikuju od misjih, velika ¢e sli€nost izmedu ova dva sisavca doprinijeti

razumijevanju ljudskog genskog ustroja, fiziologije i patologije (50).

Posebna vrijednost postojanja genetski promijenjenih miSeva ocituje se u podrucju
embriologije. Naime, eksperimentalnu embriologiju zametaka sisavaca oteZava Cinjenica da
se razvoj odvija u maternici, te je zametak teSko dostupan istraZzivacu. Buduci da su
eksperimentalne manipulacije zamecima sisavca time znatno ogranic¢ene, genetski preinacene
Zivotinje s razli¢itim razvojnim poremecajima predstavljaju rjeSenje tog problema. Tako
danas postoji niz mutanata s promijenjenim razvojem neke ciljane strukture. Proucavanje
posljedica do kojih takav nedostatak vodi omogucava uvid o ulozi te strukture u razvoju

zametka.
Misji mutanti istraZivani u ovom radu nastali su spontano i prepoznati su na osnovi promjene

fenotipa (fenotipski pristup). Danas je za oba mutanta poznata mutacija koja je odgovorna za

te promjene.
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1.5. Misje linije splotch i truncate

1.5.1. Misja linija splotch

Splotch je prvi put opisan 1947. kao spontano nastali nasljedni poremecaj miSeva (51).
Misevi su naziv splotch dobili po bijeloj pjezi (engl. splotch) na trbuhu, koja obiljeZzava
heterozigotne nosioce mutacije. Splotch homozigoti ugibaju oko 14. dana razvoja miSjeg
zametka, tijekom kojeg pokazuju poremecaje u razvoju neuralne cijevi, poremecaje migracije
stanica neuralnog grebena, te poremecaje u razvoju somita i srca (52,53). Uzrok tog fenotipa
je tockasta mutacija u 3. intronu Pax3 gena (1. kromosom) koja dovodi do greske u
prekrajanju i gubitka 4. egzona, odnosno do prevodenja u kracu i nefunkcionalnu
bjelancevinu, kojoj nedostaje oktapeptid domena (54). Splotch homozigoti u
lumbosakralnom podrucju nemaju zatvoren neuralni Zlijeb, t.j. neuralna cijev je otvorena
(spina bifida), a stanice dorzalnog dijela otvorene neuralne cijevi apoptoticki odumiru. U

kranijalnom dijelu neuralne cijevi u nekih homozigota nalazi se egzencefalija.

Nedostatak Pax3 gena u stanicama neuralnog grebena ima za posljedicu poremecaj njihove
migracije, Sto uzrokuje nedostatak simpatickih i spinalnih ganglija, Schwanovih stanica,
melanocita i stanica koje migriraju u srce (56,57). Nepravilan razvoj srca je neposredan

uzrok smrti homozigotnih splotch zametaka starih oko 13 dana (57,58).

Pokusima u kojima su u splotch miSeva oznaCene stanice somita, od kojih su neke prekursori
za razvoj misSica udova, dokazano je da izostaje njihova migracija u osnove udova. Kada su
te stanice presadene u osnovu udova doslo je do normalnog razvoja miSi¢a tog podrucja.
Time se pokazalo da je Pax3 gen potreban za migraciju, ali ne i za diferencijaciju stanica
koje iz somita migriraju u osnovu udova (59). Iako Pax3 nije izrazen u sklerotomu, u splotch
heterozigotnih miSeva postoje poremecaji grade rebara, Sto ukazuje na postojanje induktivnih
Pax3 signala iz dermomiotoma na sklerotom (60). Pokusima u kulturi stanica pokazano je da

je Pax3 nuzan za diferencijaciju neurona perifernog zZiv€anog sustava (61).
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1.5.1.1. Porodica Pax gena

Gen Pax3 dio je porodice Pax gena, koja u miSa broji do sada otkrivenih 9 ¢lanova (62,63).
Svi su ¢imbenici prepisivanja, $to znaci da utjecu na prepisivanje drugih gena. Svi Pax geni
dijele paired box domenu od 384 pb. Uz paired box domenu, u razli¢itim Pax genima mogu
jo$ biti prisutne domene oktapeptid 1 homeodomena. Paired box 1 homeodomena su
odgovorne za vezanje ovih bjelancevina za DNA. Visoka evolucijska ocuvanost, odnosno
prisutnost sekvence u gotovo svim Zivim bi¢ima u skladu je s brojnim ulogama ovih gena u
razvoju zametka. Premda se moZe re¢i da gotovo svi Pax geni sudjeluju u razvoju gotovo
svih organskih sustava, ipak postoji podjela po vaznosti pojedinih Pax gena u pojedinim
organskim sustavima. Tako PaxI i Pax9 prvenstveno upravljaju razvojem koStanog sustava.
Mutant Pax] nazvan undulated jedan je od modela za istraZivanje razvoja skeleta. Pax2 i

Pax8 upravljaju razvojem urogenitalnog sustava, te njihove mutacije sudjeluju u nastanku

Slika 6: Splotch miS. Vidljiva je bijela pjega u podrucju trbuha.

25



tumora 1 malformacija bubrega. Pax3 1 Pax7 upravljaju razvojem Ziv€anog i miSi¢nog
sustava, te srca. Mutacija Pax3 u miSa je nazvana splotch, a u Covjeka odgovara
Waardenburgovom sindromu. Pax4 i Pax6 upravljaju razvojem endokrinog dijela gusterace,
Pax5 imunoloSkog sustava, a Pax6 oka. Pax6 mutant se naziva smalleye, $to u Covjeka

odgovara aniridiji.

1.5.1.2. Waardenburgov sindrom

Waardenburgov sindrom (WS) je prvi put opisan 1951. godine kada je uoceno da neka djeca
s razli¢itom bojom Sarenice oka imaju oslabljen sluh (64). Do danas su opisana 4 tipa
Waardenburgovog sindroma (65,66). Tip 1 je autosomno dominantna bolest uzrokovana
mutacijom PAX3 gena u kojoj su prisutni razliCiti poremecaji razvoja glave, kao Sto su
urodena gluhoca, tipican izgled lica (Siroko razmaknute oci - dystopia canthorum, spljoSten
nos), te poremecena pigmentacija o€iju, koze i kose (67). WS tip 2 uzrokuju mutacije
razli¢itth gena, od kojih je najceS¢a mutacija gena MITF (microphthalmia-associated
transcription factor) (68). Osobe oboljele od WS tip 2 imaju teze oSteCen sluh, no
malformacije lica su manje od onih u WS tip 1 (66). Tip 3 (Klein-Waardenburg) je tezak
oblik bolesti kod homozigotnih nosioca promijenjenog PAX3 gena, Sto je uz opisane
simptome pracen nerazvijenim miSi¢ima ramenog obrua 1 ruku (69,70). Tip 4
(Waardenburg-Shah) je heterogena bolest uzrokovana mutacijom gena EDNRB (endotelin-B
receptor), EDN3 (endotelin 3) ili SOX10 (sex determining region Y-box 10), ¢iji simptomi su

razli¢iti poremecaji inervacije crijeva (Hirschprungova bolest), pigmentacije, te sluha (71).
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1.5.2. Misja linija truncate

Truncate je prvi put opisan 1959. kada se pojavio kao spontano nastao mutant (72). Truncate
homozigoti Zive i pare se, te imaju kratak, kao odsjeCen rep (engl. truncate). Suzenje
kaudalnog dijela repa se vida ve¢ kod 11 dana starih zametaka. Osnovni poremecaj kod
homozigota je nepravilan razvoj notokorda (16,72-74). Notokord je isprekidan i u nekih
zametaka ne dopire do vrha repa. Posljedice tog nedostatka ocCituju se na razvoju koStanog
sustava kaudalnog dijela zametka: opisana je mjestimi¢na degeneracija sklerotoma,
poremecen razvoj ili nedostatak sakralnih 1 lumbalnih kraljezaka, te suZena zdjelica (72). U
nekih jedinki poremecaj grade kaudalnog dijela kraljeznice ima za posljedicu pritisak na
kraljeZnicnu moZzdinu, te paralizu straZznjih udova. Poremecaji inervacije uterusa i suzena

zdjelica zajedno doprinose smanjenoj plodnosti truncate homozigotnih Zenki.

Potraga za genom cija mutacija uzrokuje opisani fenotip zapocela je odredivanjem susjednih
gena koji se prenose zajedno s njim kao vezano svojstvo (73). Analiza viSe od osam tisuca
miSeva u nekoliko generacija doprinijela je pretpostavci da je gen truncate smjeSten u
podrucju 6. kromosoma velikom 3,3 cM, §to odgovara oko 3,3 Mb. Upotrebom umjetnih
bakterijskih kromosoma, te pozicijskim kloniranjem, podru¢je gena fruncate suzeno je na
priblizno 180 kb (74). Podrucje je u potpunosti sekvencionirano, te je nadeno da sadrzi 6
gena. Pomocu programa za predvidanje izgleda bjelanCevina otkriveno je da jedan gen sadrzi
homeodomenu sliénu onoj koju sadrze geni koji u drugim vrstama upravljaju razvojem
notokorda (Flh, Cnot, Xnot). Tada je postupkom in sifu hibridizacije odreden izraZaj tog
novootkrivenog gena, te je pronadeno da je izraZen u notokordu. Ipak, za potpuni dokaz da je
mutacija ovog gena odgovorna za fenotip truncate misa, bilo je potrebno u potpunosti odrediti
mutaciju. To je ucinjeno sekvencioniranjem novootkrivenog gena u nekoliko truncate i
kontrolnih miSeva. Otkriveno je da je opisani fenotip uzrokovan tockastom mutacijom u
podrucju 2. egzona ovog gena, koja dovodi do zamjene fenilalanina cisteinom u prvoj petlji
homeodomene. Unato¢ <d{injenici da je mutirana samo jedna aminokiselina, ovakva
bjelancevina je nedjelotvorna (74). Sukladno genima koji su u drugim vrstama odgovorni za
razvoj notokorda, gen je nazvan Noto. Dodatni dokaz da je mutacija Noto gena odgovorna za
truncate fenotip napravljen je onemogucavanjem ovog gena u misa: umjesto 80% Noto gena,
ubacen je konstrukt sa zelenom flourescentnom bjelancevinom. Analiza ovog miSa pokazala
je da je fenotip izmedu noto'” i noto®“** miga gotovo identi¢an. Time je nedvojbeno

pokazano da je mutacija gena Noto odgovorna za truncate fenotip. Nesto jace izraZen fenotip
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GFP/GFP

u Noto miSu (veca postnatalna smrtnost i poremecaj notokorda u vecem dijelu

zametka) pokazala je da je u truncate miSu prisutna mala aktivnost NOTO bjelancevine.

1.5.2.1. Gen Noto

Analiza izrazaja gena Noto u miSa pokazala je da se gen prvo izraZzava u podrucju primitivnog
¢vori¢a u razdoblju regresije primitivne pruge (zameci stari 7,5 dana). Dan kasnije, izrazaj
Noto se nalazi u kaudalnoj polovici notokorda, gdje je vidljiv do razdoblja do 12,5 dana

starosti zametka. Zameci stari 13 dana viSe ne izraZzavaju gen Noto (74).

Gen Noto u miSa pripada evolucijski o¢uvanoj homeobox skupini gena koja upravlja
razvojem aksijalnog skeleta. Homologni geni postoje u vinskoj musici (Ems) (75), riba (Flh)
(76), vodozemaca (Xnot) (77) i ptica (Gnot) (78). Ipak, dok je u vecini kraljeSnjaka ovaj gen
izraZen cijelom duljinom notokorda, u sisavaca se izrazaj Noto ograni¢ava samo na kaudalni
dio notokorda. Taj nalaz je sukladan evolucijskom shvacanju sloZzenosti razvoja zivih bica. Po
njemu se sloZenost ustroja postiZze povecanjem broja gena i bjelan¢evina koje sudjeluju u
razvoju 1 fizioloSkim procesima. Buduci da je razvoj sisavaca sloZeniji od razvoja vinske
musice, u razvoju svake strukture sudjeluje veci broj gena. Gen Noto pripada skupini gena
koja se naziva ortolozi, odnosno evolucijski sljednici srodnih gena u jednostavnijim vrstama.
Ipak zbog pojave novih gena koji takoder kontroliraju razvoj nekog dijela tijela, Cini se da je
gen Noto preuzeo manji i specificniji odsjeCak. Tako gen Noto kontrolira razvoj samo
kaudalnog dijela notokorda, Sto predstavlja dodatni poticaj u proucavanju autonomnih

razvojnih zbivanja u kaudalnom dijelu zametka.

Odgovaraju¢i gen NOTO se u ¢ovjeka nalazi na 2. kromosomu i za sada nije nadena njegova

mutacija koja bi se povezala s nekim fenotipom u ljudi.
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Slika 7: Truncate miS. Vidljiv je nedostatak repa i nepravilan poloZaj straZnjih udova.
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2. HIPOTEZA, CILJ I SVRHA RADA

Dosadasnja istraZzivanja embrionalnog razvoja sisavaca pretpostavila su postojanje razliCitih
mehanizama razvoja u kranijalnom i kaudalnom dijelu zametka. IstraZivanja radena na
zamecima Stakora opisala su razvoj kaudalnog dijela u normalnih zametaka, no nisu se bavila
moguc¢im mehanizmima nastanka razli¢itih poremecaja razvoja. Stoga je svrha ovog rada na
modelu genetski promijenjenih misSeva opisati mehanizme razvoja i medusobne odnose
struktura kaudalnog dijela zametka 1 doprinijeti razumijevanju etiopatogeneze odgovarajucih

poremecaja.

Hipoteza ovog rada je da su promjene fenotipa mutiranih miSeva splotch i truncate posljedica

nepravilnog razvoja repnog pupoljka, te poremecenog sekundarnog mehanizma razvoja.

Cilj ovog rada bio je opisati razvoj kaudalnog dijela zametka normalnog miSa, te ga

usporediti s poremecenim razvojem zametka u mutanata splotch i truncate.

Da bi se postigao op¢i cilj rada, postavljeni su slijedeci specifi¢ni ciljevi:

Odrediti slijed zbivanja u razvoju kaudalnog dijela normalnih miSjih zametaka

Odrediti slijed zbivanja u razvoju kaudalnog dijela splotch i truncate zametaka

Razjasniti odnos poremecenog razvoja ispitivanih struktura i repnog pupoljka

s wbdh o=

Opisati razvoj notokorda, repnog crijeva i somita uz prisutnost poremecenog razvoja
neuralne cijevi u splotch zametaka
5. Opisati razvoj neuralne cijevi, repnog crijeva i somita uz prisutnost poremecenog

razvoja notokorda u truncate zametaka
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3. UZORCI I POSTUPCI

U ovom radu upotrijebljeni su miSji zameci soja B6 (C57BL/6NCrl), te zameci miSjih
mutanata splotch i truncate na genetskoj podlozi B6. Ukupno je za pokuse Zrtvovano 50

Zenki, ¢ime je dobiveno oko 300 zametaka starih izmedu 91 12,5 dana.

3.1. Postupci s Zivotinjama

3.1.1. Parenje Zivotinja

Kako bi dobili zametke odgovarajuceg stadija, dvije ili tri Zenke stavljene su preko noci u
kavez s jednim muZjakom. Svakog jutra pregledana je rodnica Zenki kako bi se utvrdila
prisutnost sjemene tekucine u obliku vaginalnog Cepa (engl. vaginal plug). Buduéi da se
Zenke pare samo tijekom ovulacije, koja je u misSa svakog Cetvrtog dana, nalaz vaginalnog

¢epa odgovara pocetku trudnoce.

3.1.2. Zrtvovanje Zivotinja

Trudne Zenke su Zrtvovane postupkom cervikalne dislokacije za genetsku i histoloSku analizu
zametaka. Jednom rukom se glava Zivotinje ucvrsti u nepomi¢nom poloZaju, dok se drugom
rukom izvede nagli pokret povlacenja repa. To dovodi do prekida kraljeznicne moZzdine u
podrucju vrata, te trenutne smrti. Potrebno je naglasiti kako je cervikalna dislokacija, uz
usmréivanje plinom, koje je pogodno za Zrtvovanje veceg broja Zivotinja, preporucen

postupak eutanazije miSeva zbog trenutne smrti eksperimentalne Zivotinje.

3.1.3. Izolacija zametaka

Kako bi se dobili zameci Zeljenog stadija, potrebno je trudnu miSicu Zrtvovati u odredeni dan.
Dan Zrtvovanja trudne misSice se racunao se od dana kada je naden vaginalni ¢ep, buduéi da je
taj dan oznacen kao dan kada je zametak star O dana, odnosno 0,5 dana, budu¢i da se miSevi
pare noc¢u. Tako je moguce lako odrediti dan i dio dana kada treba Zrtvovati trudnu Zenku.
Zenka Zrtvovana cervikalnom dislokacijom se poloZila na kirurSku podlogu i dlaka joj se

premazala etilnim alkoholom. Prvim rezom se s donjeg dijela trbuSne Supljine odstranila koZa,
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a drugim rezom miSi¢na stjenka. Tada se pristupilo trbuSnoj Supljini, te su se nasli lijevi 1
desni rog maternice sa zamecima. Rogovi maternice su se odrezali i premjestili u hladni
fosfatni pufer PBS (engl. phosphate buffered saline; 13,7 mM NaCl, 0,27 mM KCl, 0,65 mM
Na,HPOy, 0,14 mM KH,PO,). U puferu su zameci odvojeni od svojih ovojnica. Kranijalni dio
zametka je bio premjeSten u pufer za izolaciju DNA, dok je kaudalni dio zametka bio uronjen
u fiksativ. Za dobivanje homozigotnih zametaka linije splotch i truncate, sparivane su odrasle
heterozigotne Zivotinje. Ocekivani broj homozigotnih zametaka po Mendelovim zakonima je
bio jedna cetvrtina homozigotnih zametaka, polovina heterozigotnih zametaka i jedna
Cetvrtina zametaka divljeg tipa. Splotch homozigoti stari 11 i 12 dana su bili prepoznati po
svojim morfoloskim obiljezZjima - spinom bifidom, egzencefalijom i1 dorzalno zavijenim
vrthom osnove repa. Za potrebe prepoznavanja mladih homozigotnih splotch zametaka,
homozigotnih truncate zametaka, ali i potvrdu genotipa starijih zametaka razvijena je tehnika
genotipizacije reakcijom lancane polimeraze na osnovu DNA izolirane iz kranijalnog dijela
zametka. Svim homozigotnim zamecima su kontrole bili zameci iz istog legla kojima je

potvrden genotip divljeg tipa (B6 kontrolni zameci).

3.1.4. Odredivanje stadija zametaka

Osim odredivanja dobi zametka pra¢enjem vaginalnih ¢epova, potvrda dobi dobivena je
brojanjem somita, te promatranjem vanjskih osobitosti zametaka. Tako je dob zametka starog
9 dana potvrdena stadijem od 16 do 22 parova somita, te makroskopski vidljivog zatvaranja
prednjeg neuroporusa. Zametak star 10,5 dana je imao izmedu 30 i 36 parova somita,
zatvoren kaudalni neuroporus, te vidljivu osnovu straznjih udova. Zametak star 11,5 dana je
imao od 40 do 45 parova somita, vidljivo proSirenje na zavrSetku prednjeg uda kao osnovu
stopala, te dug rep sa repnim pupoljkom koji prosijava kroz vrh repa. Zametak star 12,5 dana
je imao vise od 45 parova somita, vidljiv pocetak razvoja prstiju na prednjem udu, te

proSirenje osnove stopala na zavrSetku straZnjeg uda.
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3.2. Postupci s tkivima i DNA

3.2.1. Izolacija DNA i genotipizacija zametaka

Budu¢i da je ovaj rad istrazivao morfogenetska zbivanja u kaudalnom dijelu zametka,
kranijalni dio zametka je bio iskoriSten za dobivanje DNA zametka. Kranijalni dio zametka je
uronjen u 200 uL pufera za otapanje (engl. lysis buffer, 50 mM Tris, pH 8,0, 100 mM EDTA
pH 8,0, 100 mM NaCl, 1% SDS) kojem je dodana proteinaza K u konac¢noj koncentraciji od
100 pg/ul. Uzorak je ostavljen preko no¢i na +56°C. Iduce jutro izolirana je DNA: uzorku je
dodano 200 pl izopropanola, nakon cega je moguce vidjeti precipitiranu DNA. Nakon
centrifugiranja od 20 minuta na maksimalnom broju okretaja, izopropanol se izbaci, a umjesto
njega DNA se ispere dva puta sa 70% etilnim alkoholom. Nakon ponovnog centrifugiranja,
alkohol se izbaci, a uzorak se ostavi sat vremena da ostatak alkohola potpuno ishlapi. Tako

izolirana DNA se otopi u 50 ml sterilne vode.

Genotipizacija zametaka bila je ucinjena lanéanom reakcijom polimeraze. Reakcija je bila
izvedena sa slijede¢im parametrima: 200 nM pocetnica, ImM dNTP, 2mM MgCl, 1,25 U
GoTaq DNA polimeraze (Promega) i oko lpug DNA, u ukupnom volumenu od 50ul.
Temperature reakcija su bile slijedece: pocetna denaturacija 94°C 2 minute, 30 ciklusa koji
sadrze denaturaciju na 94°C, 30 sekundi, ljepljenje pocetnica na 56°C kod genotipizacije
splotch zametaka, odnosno 64°C kod genotipizacije truncate zametaka, 30 sekundi te
polimerizaciju na 72°C, 1 minutu. ZavrSna polimerizacija na 72°C trajala je 7 minuta.
Reakcija se odvijala u stroju za lanc¢anu reakciju polimerazom (GeneAmp PCR System 2400,
Perkin Elmer), a rezultati lancane reakcije polimerazom provjereni su elektroforezom u gelu
agaroze. Pocetnice koriStene za genotipizaciju splotch i truncate zametaka su navedene u

tablici 1.
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Tablica 1: Popis pocetnica koristenih za genotipizaciju splotch i truncate zametaka. Prva dva
para pocetnica koriSteni za genotipizaciju linija splotch (D6Gajl12 1 D6Gajl2sp), odnosno
truncate (D6Gajl4 1 D6Gajl4tc) su specificni za odgovarajue gene, dok je zadnji par
(D6Gajl3 u liniji splotch i D6Gajl5 u liniji truncate) koriSten za pozitivnu kontrolu.

Pocetnica | Redoslijed nukleotida (5' — 3')

splotch 5 3

D6Gaj12 gtgtgcgctectcettttctecag aattggacttagtattgttggaacg

D6Gajl2sp | cgtgtgcgcetectetttegtgtg aattggacttagtattgttggaacg

D6Gaj13 gctttacagtggggatacat ttatggcttttaggcaatct

truncate

D6Gaj14 gcaagagttggagaaggtgtt ccacacacataaaaaggaggaagc

D6Gajldtc | gcaagagttggagaaggtgtg ccacacacataaaaaggaggaagce

D6Gaj15 tctaccaggcccagtcagtc actgtggggagacacaaagg

3.2.2. Izrada histoloskih preparata i morfoloska analiza zametaka

Nakon §to su izvadeni iz ovojnica, zameci su fiksirani 2 sata u smjesi 1% paraformaldehida i
1% glutaraldehida u 0.1 M fosfatnom puferu, te postfiksirani 1 sat u 1% osmijevom
tetroksidu. Nakon ispiranja u PBS puferu, zameci su dehidrirani u uzlaznom nizu alkohola i
uklopljeni u Durcopan (Fluka-Sigma) sintetsku smolu. Ultramikrotomom Reichert-Jung
rezani su serijski 1 wm debeli polutanki rezovi, okomiti na duZzu osovinu repa, bojani
toluidinskim modrilom i analizirani svjetlosnim mikroskopom. Fotografije histoloskih
preparata ucinjene su Olympus AX70 mikroskopom opremljenim Nikon DXM1200

digitalnom kamerom.
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4. REZULTATI

Kako bi se usporedio razvoj kaudalnog dijela zametka splotch i truncate mutanata s razvojem
kaudalnog dijela zametka kontrolnog miSa, analizirani su popre¢ni serijski polutanki rezovi
repova zametaka. Nastanak 1 diferencijacija repnih struktura odvija se od baze prema vrhu
repa, pa je zbog toga radena serija rezova u obrnutom smjeru, od vrha prema bazi repa. Ona
pokazuje slijed zbivanja koja su se odvijala tijekom razvoja repa. Stoga su rezultati u ovom

radu prikazani uvijek od vrha prema bazi repa.

4.1. Razvoj B6 zametka miSa

4.1.1. Zametak misa star 9 dana u kaudalnom dijelu ima otvorenu neuralnu cijev koja se

nastavlja na primitivnhu prugu

Analiza rezova od kaudalnog kraja zametka prema kranijalno pokazala je poput Stakorskog
zametka na odgovaraju¢em stadiju, da se u misjeg zametka starog 9 dana na kaudalnom kraju
nalazi primitivna pruga koja kranijalno bez oStre granice prelazi u neuralnu plocu (sl.9A).
Prema kranijalno neuralni nabori se poCinju pribliZavati, §to znaci da se neuralni Zlijeb zatvara
u neuralnu cijev. Na razini gdje se izdiZu neuralni nabori, ventralno od neuralnog Zlijeba
nalazi se kaudalni zavrSetak primitivnog crijeva (sl.9B). Primitivno crijevo je obloZeno

cilindri¢nim epitelom, te zauzima petinu povrSine poprecnog presjeka zametka.

Analizom poprec¢nih presjeka u kranijalnom smjeru dolazi se do razine na kojoj se nabori
neuralnog Zlijeba postepeno pribliZzavaju, dok se izmedu ventralnog dijela neuralnog Zlijeba i
primitivnog crijeva pojavljuje zgusnuce stanica (s1.9C). Ta struktura odgovara kaudalnom
pocetku notokorda, kojeg nije moguce potpuno razgraniCiti od epitela neuralnog Zlijeba i
epitela primitivnog crijeva, pa je stoga ova skupina stanica prepoznata kao kordoneuralni spoj
(CNH) u zametku misa.

Stjenke neuralnog Zlijeba se prema kranijalno (sl.9D-H) pocinju sve viSe pribliZavati,
postepeno oblikujuc¢i slovo «V». Na ovoj razini se oblikuje i notokord: u smjeru prema
kranijalno notokord se odvoji od neuroepitela (sl.9E), a potom se nekoliko rezova dalje odvoji

od primitivnog crijeva, te postaje samostalna struktura (sl.9F). U istom odsjecku zametka
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(s1.9C-H) se nalaze lijeva i desna dorzalna aorta, Supljina intraembrionalnog celoma (s1.9C-
H), te a. vitellina (sl.9E,F). Prema kranijalno neuralni Zlijeb se nastavlja suzavati, da bi se
konacno stjenke spojile i oblikovale neuralnu cijev (s1.9I). U odsjecku zametka u kojem se
neuralna cijev zatvorila nalaze se: neuralna cijev u dorzalnom dijelu, ventralno od nje
notokord, ventralno od notokorda primitivno crijevo, te Siroki prostor medusobno povezanog

izvanembrionalnog i embrionalnog celoma (s1.91).

Osnovno obiljeZje ovog stadija je prisustvo primitivne pruge na dorzalnoj strani zametka koja
kranijalno bez oStre granice prelazi u neuralni Zlijeb. Primitivno crijevo i notokord se oblikuju
primarnim mehanizmom razvoja zametka. Osnova repa, repni pupoljak 1 sekundarni

mehanizam razvoja na ovom stadiju jos uvijek nisu prisutni.

Slika 8: Shema kaudalnog dijela B6 misjeg zametka starog 9 dana.

Slika 9: Poprecni serijski rezovi kroz kaudalni zavrSetak zametka starog 9 dana (9A) prema
kranijalno. U dorzalnom dijelu kaudalnog vrha zametka nalazi se neuroektoderm u obliku
neuralne ploce (NE). Kranijalno, neuroektoderm prelazi u neuralni Zlijeb (9B-H), da bi se
zatvorio u neuralnu cijev (9I). Ventralno od neuralnog Zlijeba nalazi se kaudalni zavrSetak
notokorda u kontaktu sa ventralnim neurepitelom i dorzalnim epitelom repnog crijeva (9C).
Dalje prema kranijalno se razlikuje ventralna granica neuroepitela, notokord i repno crijevo
(9F-D).

NP — neuralna plo¢a, NZ — neuralni Zlijeb, NC — neuralna cijev, CNH — kordoneuralni spoj, N
— notokord, C — repno crijevo, A — dorzalna aorta, IC — intraembrionalni celom, V — a.

vitellina. Crta mjerila — 50 pm.
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4.1.2. U zametku misa starom 10,5 dana pojavljuje se osnova repa

Kaudalni kraj zametka se na ovom stadiju sastoji od mezenhima obavijenog jednoslojnim
ploCastim epitelom povrSinskog ektoderma. Neposredno ispod epitela nalaze se Siroko
razmaknute mezenhimske stanice, dok se u sredini nalazi gusto zbijena nakupina
mezenhimskih stanica. Ova nakupina stanica odgovara repnom pupoljku (sl.11A,B). Vecina
krvnih Zila tog podruc¢ja nalazi se izvan repnog pupoljka u rahlo rasporedenom mezenhimu
koji ga okruzuje (sl.11A-C). Prema kranijalno se iz repnog pupoljka oblikuje sekundarna
neuralna cijev: dorzalni dio repnog pupoljka se zgusSnjava, da bi se unutar njega pojavila

Supljina (sl.11C, strelica), koja se prema kranijalno proSiruje (sl.11D).

Ventralno od oblikovane Supljine sekundarne neuralne cijevi, nalazi se druga nakupina
zgusnutih stanica (sl.11C-F). Odsjecak u kojem se razlikuju dvije skupine stanica predstavlja
mjesto gdje je dorzalno smjeStena sekundarna neuralna cijev i1 ventralno repni tracak
(sl.11E,F). Prema bazi u ventralnom dijelu repnog tracka dolazi do promjena u izgledu i
polozaju stanica: stanice se izduZuju i rasporeduju centralno simetri¢no. Oblikuje se rozeta
koja je izgradena od nediferenciranih mezenhimskih stanica, koje su se preoblikovale u
polarizirane epitelne stanice. Tako se postepeno oblikovala Supljina sekundarnog repnog
crijeva (sl.11F,G). U istom odsjeCku ventralni epitel, koji pokriva kaudalni dio zametka
zadebljava, te oblikuje ventralni ektodermalni greben (sl.11E-I). On se prepoznaje kao
zadebljanje ektoderma smjeSteno s ventralne strane osnove repa zametka, a odgovara
apikalnom ektodermalnom grebenu u osnovi udova. Prema kranijalno, repni se tracak se jasno
razlikuje kao samostalna tvorba, u ¢ijem je ventralnom dijelu otvoren lumen buduceg repnog
crijeva, dok zgusnuce stanica na dorzalnom dijelu repnog tratka odgovara buducem
notokordu (sl.11G). Prema kranijalno dolazi do oblikovanja notokorda (sl.11G-I): postepeno
se odvaja dorzalna grupa stanica repnog tracka, kontakt izmedu dorzalnog i ventralnog dijela
repnog tracka se suZava, da bi se neposredno pred razdvajanje mogle razlikovati epitelne
stanice koje pripadaju repnom crijevu od stanica koje pripadaju notokordu. Stanice koje
izgraduju notokord su gusto razmjeStene i oblikuju pravilnu okruglu nakupinu s oStrim
granicama prema okolnom tkivu. Na ovaj su nacin od repnog tracka nastale dvije tvorbe:
dorzalno se nalazi notokord, a ventralno repno crijevo.

U smjeru baze repa od dorzalno prema ventralno nalaze se oblikovane sve tri aksijalne

strukture repa: neuralna cijev, notokord i repno crijevo (sl.111). U odsjecku repa u kojem se
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pojavio notokord neuralna cijev se izduZuje u dorzo-ventralnom smjeru. Sve tri strukture se
proteZu cijelom duljinom osnove repa i nastavljaju na iste strukture smjeStene unutar tijela

zametka.

Osnovno obiljezje ovog stadija je produljivanje zametka kaudalno od kloakalne membrane i
pojava osnove repa. Po prvi put se u vrhu zametka nalazi repni pupoljak. Aksijalne strukture
kaudalnog dijela zametka, sekundarna neuralna cijev, notokord i repno crijevo su u

kontinuitetu s repnim pupoljkom, Sto odgovara sekundarnom mehanizmu razvoja zametka.

Slika 10: Shema kaudalnog dijela B6 miSjeg zametka starog 10,5 dana.

Slika 11: Poprecni serijski rezovi kroz kaudalni zavrSetak zametka starog 10,5 dana (11A)
prema kranijalno. U kaudalnom vrhu zametka (11A,B) nalazi se zgusnuée mezenhimskih
stanica — repni pupoljak (P). Kranijalno, repni pupoljak se dijeli na mozdinski i repni tracak
(11C), te se u mozdinskom traku otvara Supljina sekundarne neuralne cijevi (11C, strelica).
Usporedo s oblikovanjem sekundarne neuralne cijevi, ventralni dio repnog pupoljka oblikuje
repni tratak (11C-F). Prema kranijalno se unutar repnog tracka pocinje otvarati Supljina
repnog crijeva (11F, vrh strelice). Potom se repni tratak razdvoji na dvije strukture, te
oblikuje sekundarni notokord i repno crijevo (11G-I).

P — repni pupoljak, M — mozdinski tratak, R — repni tracak, NC — neuralna cijev, N —
notokord, C — repno crijevo, strelica — poCetak otvaranja Supljine sekundarne neuralne cijevi,

vrh strelice — pocetak otvaranja Supljine repnog crijeva. Crta mjerila — 50 um.
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4.1.3. U kaudalnom dijelu zametka misa starog 11,5 dana odvija se sekundarni
mehanizam razvoja

U vrhu repa misjih zametaka starih 11,5 dana naden je mezenhim repnog pupoljka okruzen
jednoslojnim plocastim epitelom (sl.13A). Prema bazi repa dorzalni dio repnog pupoljka se
dodatno zguSnjava, te se mozZe pratiti oblikovanje mozdinskog tracka (sl.13B): u dorzalnom
dijelu repnog pupoljka stanice se izduZuju i simetri¢no preraspodjeljuju, te tako postepeno
oblikuju rozetu. Prema kranijalno cilindri¢ne stanice koje okruZuju Supljinu ¢ine viSeredni
cilindricni epitel, te se uspostavlja granica prema repnom traCku. Time je zavrSeno
oblikovanje sekundarne neuralne cijevi (sl.13C). Na ovom stadiju oblikovanje sekundarne
neuralne cijevi zavrSava u njenom dorzalnom dijelu, dok je ventralni neuroepitel na toj razini
neostro odvojen od ventralnog dijela repnog pupoljka. Taj odsjeCak repa u 11,5 dana starih
zametaka odgovara kratkom osjeCku u 9,5 1 10,5 dana starim zamecima gdje su povezani

ventralni neuroepitel, notokord i dorzalni epitel repnog crijeva.

U kratkom odsjecku kranijalno od onog u kojem se oblikovala sekundarna neuralna cijev,
stanice ventralno od neuralne cijevi i dalje grade repni tracak (sl.13C). Kranijalno, u repnom
tratku dolazi do preraspodjele stanica, te se oblikuje rozeta sa srediSnjim lumenom.
Usporedo s nastajanjem lumena buduceg repnog crijeva, dolazi do postepenog odvajanja
dorzalne grupe stanica repnog tracka (sl.13D-F). Najprije dolazi do suZavanja povrSine
kontakta izmedu dorzalnog i ventralnog dijela repnog tracka, da bi se neposredno pred
razdvajanje mogle razlikovati epitelne stanice koje ¢e izgradivati repno crijevo od stanica koje
¢e izgradivati notokord. Stanice koje izgraduju notokord su gusto razmjeStene i oblikuju

pravilnu okruglu nakupinu s oStrim granicama prema okolnom tkivu.

U jednom od cetiri zametka ovog stadija nadeno je podvostrucenje kaudalnog dijela repnog
crijeva. Repni tracak se podijelio na tri dijela. Prvo se u ventralnom dijelu otvara Supljina
(sl.13I), a zatim prema kranijalno i u srediSnjem (sl.13]J). Tako se oblikuju dvije Supljine
repnog crijeva. Usporedo s otvaranjem srediSnje Supljine, dorzalni dio repnog tracka se odvaja
1 oblikuje notokord (sl.13J). Dva repna crijeva se ne odvoje, ve¢ se prema kranijalno spoje u
jedno repno crijevo (sl.13J-L). Tako se i u ovom slu¢aju oblikuju tri aksijalne strukture repa,
od dorzalno prema ventralno: neuralna cijev, notokord i repno crijevo. Sve tri strukture se

nastavljaju na odgovarajuce strukture u tijelu zametka.
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Proksimalno od razine na kojoj su se oblikovale tri aksijalne strukture repa dolazi do
zgu$njavanja stanica paraaksijalnog mezenhima. Lateralno, ispod povrSinskog epitela oblikuje
se dermomiotom, graden od gustog sloja stanica polukruZznog oblika. Prostor izmedu
dermomiotoma i neuralne cijevi, odnosno notokorda, ispunjava sloj rahlo rasporedenih stanica
— sklerotom. Prema bazi repa pojavljuje se sloj svijetlih stanica s medijalne strane

dermomiotoma, koje ¢e se izdvojiti 1 postati miotom.

Osnovno obiljezje ovog stadija je dugacka osnova repa u kojoj se strukture razvijaju
sekundarnim mehanizmom razvoja. U vrhu se nalazi repni pupoljak, a moZdinski 1 repni
traCak su jasno ograni¢eni. Od mozdinskog se tracka oblikuje sekundarna neuralna cijev, a od
repnog notokord i repno crijevo. Po prvi put se u repu nalaze dobro diferencirani somiti. Sve

tri aksijalne strukture se nastavljaju u odgovarajuce strukture u tijelu zametka.

Slika 12: Shema kaudalnog dijela B6 miSjeg zametka starog 11,5 dana.

Slika 13: Poprecni serijski rezovi kroz osnovu repa od kaudalnog kraja zametka (13A) starog
11,5 dana prema kranijalno.

U vrhu osnove repa nalazi se zgusnu¢e mezenhimskih stanica — repni pupoljak (P).
Kranijalno, u dorzalnom dijelu repnog pupoljka se otvara Supljina (13B) sekundarne neuralne
cijevi. Usporedo, ventralni dio repnog pupoljka oblikuje repni tratak (13B-D). Prema
kranijalno se repni traak razdvaja na dvije strukture, te se oblikuju sekundarni notokord i

repno crijevo (13F).

U jednog zametka se, nakon Sto se oblikuje repni tracak (13G,H), od srediSnjeg dijela repnog
tracka odvaja dodatna nakupina stanica (131, strelica). Kranijalno sredis$nji dio repnog tracka
oblikuje dodatnu Supljinu repnog crijeva (13J), koja se spaja s ventralnom Supljinom repnog
crijeva (13K). I u ovom slucaju se oblikuje normalna osnova repa sa sekundarnom neuralnom

cijevi, notokordom i repnim crijevom (13L).
P — repni pupoljak, M — moZdinski tracak, R — repni tratak, NC — neuralna cijev, N —

notokord, C — repno crijevo, strelica — oblikovanje dodatne Supljine repnog crijeva. Crta

mjerila — 50 pm.

42



13C 13E

B6 zametak star 11,5 dana

Slike 121i 13

43



4.1.4. Zametak misa star 12,5 dana obiljeZen je odumiranjem repnog crijeva

U usporedbi s dan mladim zamecima, u kaudalnom dijelu 12,5 dana starih misjih zametaka
prisutno je nekoliko manjih razlika. U vrhu repa se nalazi mezenhim repnog pupoljka
(sl.15A,B) koji se prema bazi repa dijeli na moZzdinski i repni tracak (sl.15C). Za razliku od
dan ranijeg stadija zametka, kod 12,5 dana starih zametaka odsjeCak repa s oblikovanim
mozdinskim i repnim trackom je vrlo kratak (sl.15C). Naime, gotovo na istoj razini na kojoj
se uoCavaju dva tracka, moZe se pratiti oblikovanje notokorda, kao samostalne nakupine
stanica izmedu moZdinskog tracka i ventralnog dijela repnog tracka (sl.15D-F). Na istoj razini
gdje se po prvi put jasno uocava nakupina stanica, koja ¢e se kranijalno odvojiti i oblikovati
notokord, odvija se i oblikovanje neuralne cijevi (sl.15D-G). Stanice se razmjeStaju oko
Supljine i poprimaju osobine polariziranog epitela. Kranijalno se nalaze neuralna cijev i repno

crijevo, te notokord kao samostalna struktura.

Razvoj paraaksijalnog mezenhima se odvija na isti nain i na istoj razini repa kao i u dan
mladih zametaka, pa u 12,5 dana starih zametaka postoji ve¢i dio repa u kojem su vec

oblikovane aksijalne strukture okruZene nesegmentiranim mezenhimom.

Sekundarna neuralna cijev i notokord se bez prekida nastavljaju u odgovarajuce strukture u
trupu zametka. Za razliku od njih, repno crijevo je prisutno samo u distalnom dijelu repa. U
srednjem dijelu repa vidljivo je suzavanje Supljine (sl.16B) i1 piknotiCke jezgre epitelnih
stanica svojstvene odumiranju stanica apoptozom (sl.16C-E). U bazalnom dijelu repa crijevo
je potpuno zatvoreno (sl.16C-E) i potom potpuno nestaje (sl.16F), tako da se ne nastavlja na

crijevo u trupu zametka.

Kaudalni dio miSjih zametaka starih 12,5 dana razvija se sekundarnim mehanizmom razvoja.
U odnosu na dan mladi stadij, prisutno je nekoliko manjih razlika: oblikovanje notokorda i
sekundarne neuralne cijevi se odvija u gotovo istom odsjeCku, a repno crijevo propada u

srednjoj trecini repa, pa je njegov kontinuitet sa straznjim crijevom izgubljen.
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Slika 14: Shema kaudalnog dijela B6 miSjeg zametka starog 12,5 dana.

Slika 15: Poprecni serijski rezovi kroz osnovu repa od kaudalnog kraja zametka (15A) starog
12,5 dana prema kranijalno.

U vrhu osnove repa (15A,B) nalazi se zgusnu¢e mezenhimskih stanica — repni pupoljak (P).
Kranijalno (15C), repni pupoljak se podjeli na dvije skupine stanica: dorzalnu — mozdinski
tracak (M) i ventralnu — repni tracak (R). Za razliku od dan mladeg stadija, oblikovanje
sekundarne neuralne cijevi, notokorda i repnog crijeva se odvija u kra¢em odsjecku repa
(15D-G). Najprije se uspostave jasne granice notokorda (15E), potom se kranijalno oblikuju
Supljine sekundarne neuralne cijevi i repnog crijeva (15G). Prema kranijalno, dolazi do
zatvaranja Supljine repnog crijeva.

P — repni pupoljak, M — mozdinski tratak, R — repni tracak, NC — neuralna cijev, N —

notokord, C — repno crijevo. Crta mjerila — 50 um.
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Slika 16: Odumiranje repnog crijeva u
B6 zametaka starih 12,5 dana

Slika 16: Odumiranje repnog crijeva u B6 zametka starog 12,5 dana.

Ve¢ u srednjem dijelu repa vidljivo je suZavanje Supljine (16B) i piknoticke jezgre epitelnih
stanica karakteristicne za odumiranje stanica apoptozom (16C-E). U bazalnom dijelu repa
nedostaje Supljina crijeva (16C-E), a potom nestanu i preostale stanice (16F), tako da se
repno crijevo ne nastavlja na crijevo trupa zametka.

C —repno crijevo. Crta mjerila — 50 um.
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4.2. Razvoj misjeg zametka splotch

Splotch mutanti su u dosadasnjim radovima opisani kao zameci s poremecajem neurulacije,
koji se ocituje kao otvorena neuralna cijev — spina bifida i egzencefalija. U skladu s
postavljenim ciljevima rada, ovo je istraZivanje trebalo opisati razvoj kaudalnog dijela splotch
zametaka, odnos poremecene neurulacije 1 razvoja repnog pupoljka, kao 1 razvoj ostalih

struktura zametka.

4.2.1. Genotipizacija lan¢anom reakcijom polimeraze omoguéuje prepoznavanje splotch

zametaka prije pojave morfoloskih promjena

Odrasli splotch miSevi se odrZavaju kao heterozigotna linija, buduc¢i da homozigotni zameci
odumiru oko 14. dana razvoja. U ovom radu su koriSteni zameci stari od 9 do 12,5 dana
razvoja. Homizigotni zameci stari 11,5 i 12,5 dana, dobiveni parenjem heterozigota,
prepoznaju se po otvorenoj neuralnoj cijevi u podru¢ju repa (spina bifida) i glave
(egzencefalija). Budu¢i da zametke mladih stadija nije moguce prepoznati po morfoloSkim
osobitostima (otvorena neuralna cijev je dio normalnog razvoja Ziv€anog sustava),

uspostavljen je test genotipizacije zametaka.

Genotipizacija splotch zametaka se osniva na postojanju tockaste mutacije na kraju 3. introna
gena Pax3. Sintetizirane su slijedeCe pocetnice: pocetnica u 3' smjeru koja odgovara
normalnoj sekvenci, druga pocetnica u 3' smjeru koja odgovara mutiranoj, splotch sekvenci,

te zajednicka pocCetnica u 5' smjeru.

Dobiveni produkt lancane reakcije polimeraze je 1 s normalnom 1 sa splotch pocetnicom
identi¢ne veliCine (419 pb), pa je lancana reakcija polimeraze radena u dva kruga. U prvom
krugu je umnozZena sekvenca samo s kontrolnom pocetnicom, dok je u drugom koriStena
splotch pocetnica. U slucaju da je zametak na oba alela imao normalnu sekvencu, produkt
umnazanja bio je prisutan samo u prvom krugu, a ukoliko se radilo o homozigotu za splotch
mutaciju, produkt je bio prisutan samo u drugom krugu. Heterozigot je dao produkt u oba

kruga lancane reakcije polimerazom.
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Pax3 sekvenca Splotch Pax3 sekvenca

gtgtgcgcetectetttteteca gtgtgcgctectetttcgtgts

~. .

tegtgtgcgctectetttxxxxxx TGAGTTCTATCAGCCGCATCCTGAGGAAAATTTGGAAAAG
GAGAAGAGGAGGAGGCGGATCTAGAAAGGAAGGAAGCAGAAGAAAGCGAGAA
AAAGGCTAAACACAGCATCGATGGCATCCTGAGTGAGCGAGgtaagagggcccagtgggcc
gcgegcetgagatttgtggtctgegeaaccgeaggecageagtggctcatctcagageteaccteceggettaggttagagggaaggac
attcaagtgaaaggccagagaggtacttggcgttaaaaaatcttctctattctaatttttattttaatttcctgacgagcaaatccagegtttec
tatatgatcggcccagtgctgtacctctgagecacgttccaacaatactaagtccaatttat

-
<

Slika 17: Sekvenca zavrSetka 3. introna, 4. egzona (velika tiskana slova) i pocetka 4. introna
Pax3 gena. Splotch mutacija obuhvaca zavrSetak 3. introna, gdje su postavljene pocetnice za

genotipizaciju. PoCetnica u suprotnom smjeru je unutar 4. introna gena Pax3.

Kao kontrola da je reakcija genotipizacije svakog uzorka uspjeSno provedena, koriSten je
dodatni par pocetnica svojstven drugom genu na drugom kromosomu (D6Gajl3, gen Stam2,
2. kromosom, 600 pb). Rezultat genotipizacije vjerodostojan je samo uz prisutnost

umnoZenog DNA odsjecka dobivenog ovim kontrolnim parom pocetnica.

Pouzdanost genotipizacije je provjerena na odraslim Zivotinjama ili na zamecima kojima je na
osnovu fenotipa moguce pretpostaviti genotip. Svi odrasli miSevi sa pjegom na trbuhu su
prepoznati kao splotch heterozigoti, dok su svi zameci s vidljivom spinom bifidom prepoznati

kao splotch homozigoti.

Ovako uspostavljen postupak genotipizacije splotch zametaka omogucuje jednostavno i
pouzdano razlikovanje splotch homozigota, heterozigota i normalnih zametaka. Posebna
vrijednost postupka je Sto se istraZivanje splotch mutanata ne ograniCava na stadije s
ocekivanim vidljivim morfoloSkim osobitostima, jer je lanCanom reakcijom polimeraze

moguce genotipizirati svaki zametak, bez obzira na stadij razvoja.
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Slika 18: Genotipizacija splotch miSjih zametaka.

Splotch je oznacen toCkastom mutacijom unutar 3. introna Pax3 gena. U prvom krugu lancane
reakcije polimerazom koriste se splotch pocetnice (D6Gajl2sp, dobiveni produkt je veliCine
419 pb), dok se u drugom krugu koriste pocetnice koje odgovaraju normalnoj Pax3 sekvenci
(D6Gajl2, dobiveni produkt je isto 419 pb). U oba kruga se koriste kontrolne pocetnice u
Stam?2 genu (D6Gajl3, 600 pb). U ovom primjeru genotipizacija je otkrila zametke koji su
imali prisutne umnoZene DNA odsjecke samo splotch pocetnicama (linije 4 1 7), te su
prepoznati kao splotch homozigoti. Zameci divljeg tipa su imali prisutne umnoZene DNA
odsjecke samo u drugom krugu lancane reakcije (uzorci 5,8,9,10), dok su heterozigotni

zameci imali umnoZene DNA odsjecke u obje reakcije (uzorci 1,2,3,6).
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4.2.2. Otvorena neuralna cijev (spina bifida) u splofch zametaka nastaje u podrudju

prijelaza primarne u sekundarnu neurulaciju

Kao prilog odgovoru na pitanje kada nastaje spina bifida u u splotch mutanata, izolirani su
zameci na stadiju u gdje je prisutna samo primarna neurulacija (9 dana, 16-22 somita) do onih

gdje je prisutna samo sekundarna neurulacija (12,5 dana, 45-58 somita).

Splotch zametak star 9 dana (16-22 somita) se ne razlikuje od kontrolnog zametka iste
starosti. Na dorzalnoj strani kaudalnog zavrSetka zametka nalazi se zgusnuce stanica koje
odgovara kaudalnom zavrSetku neuralne ploce (sl.20A,B). U ventralnom dijelu nalaze se
ogranci krvnih zila (lijeva i desna dorzalna aorta), te kaudalni dio primitivnog crijeva.
Ventralno od neuralne ploCe se pojavljuje zgusnuce stanica, od kojeg ¢e prema kranijalno
nastati notokord (s1.20C-I). Kao 1 u kontrolnih zametaka, tesko je odrediti da li od ove skupine
stanica nastaje i dio ventralnog neuroepitela, odnosno dorzalnog epitela repnog crijeva, Sto se
naziva kordoneuralni spoj. U istom odsjeCku kaudalnog dijela zametka se prati priblizavanje

stjenki neuralnog Zlijeba, odnosno oblikovanje neuralne cijevi (s.20C-I).

Slika 19: Shema kaudalnog dijela splotch misjeg zametka starog 9 dana.

Slika 20: Poprec¢ni serijski rezovi kroz kaudalni zavrSetak splofch zametka starog 9 dana
(20A) prema kranijalno. U usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim zametkom, nisu nadene
nikakve fenotipske osobitosti. U dorzalnom dijelu kaudalnog vrha zametka nalazi se
neuroektoderm u obliku neuralne ploce (20B,NE). Kranijalno, neuroektoderm prelazi u
neuralni Zlijeb (20B-H), da bi se zatvorio u neuralnu cijev (20I). Ventralno od neuralnog
zlijeba nalazi se kaudalni zavrSetak notokorda u kontaktu sa ventralnim neurepitelom i
dorzalnim epitelom repnog crijeva (20C). Dalje prema kranijalno se razlikuje ventralna
granica neuroepitela, notokord i repno crijevo (20E-I).

NP-neuralna ploa, NZ — neuralni Zlijeb, NC — neuralna cijev, CNH — kordoneuralni spoj, C —
repno crijevo, N — notokord, A — dorzalna aorta, IC — intraembrionalni celom. Crta mjerila —

50 pm.
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Vrh osnove repa splotch zametka starog 10,5 dana (30-36 somita) graden je od rahlog
mezenhima, dok povrSinu pokriva jednoslojni plocasti epitel (sl.22A). Prema kranijalno se
postepeno u dorzalnom dijelu stanice zgusSnjavaju, radijalno rasporeduju, te oblikuju
mozdinski tracak (sl.22B). Tako oblikovan mozdinski tracak se niti po nastanku, niti po
izgledu ne razlikuje od mozZdinskog tracka u kontrolnog zametka iste starosti, pa se zakljucuje
da je proces sekundarnog razvoja ocuvan u ovom dijelu i na ovom stadiju razvoja splotch
zametaka. Ipak, za razliku od kontrolnog zametka, normalna Supljina sekundarne neuralne
cijevi se moze pratiti u kratkom odsjecku prema kranijalno (s1.22C). Postepeno se dorzalni
neuroepitel stanjuje (s.22D), da bi se dalje prema kranijalno neuralna cijev otvorila, te se
stvara spina bifida (sl.22E-H). Na ovom stadiju u kontrolnih zametaka nema otvorene
neuralne cijevi, kaudalni neruoporus je zatvoren, a na ovoj razini nalazi se sekundarna

neuralna cijev nastala opisanim procesom sekundarne neurulacije.

U splotch zametaka se ventralno od otvorene neuralne cijevi nalazi zgusnuce stanica koje
odgovara repnom tracku u kontrolnog zametka (s1.22B-G). Repni tracak je izduzen u dorzo-
ventralnom smjeru, te se razlikuje njegov gusti dorzalni dio kao notokorda i rjedi ventralni dio
koji se postepeno preoblikuje i tvori Supljinu repnog crijeva (sl.22G-I). Otvaranje Supljine
repnog crijeva usporedivo je s onim u kontrolnom zametku. Postepeno odvajanje notokorda i
repnog crijeva se ne razlikuje od istovjetnog procesa u normalnog zametka niti po
morfoloskim obiljeZjima, niti po odsjeCku repa, niti po duljini odsjecka u kojem se zbiva.
Opisano oblikovanje repnog crijeva i notokorda odvija se u odsjecku repa sa spinom bifidom.
Otprilike u istom odsjecku repa na kojem se notokord odvaja kao samostalna struktura nabori
otvorene neuralne cijevi se priblizavaju, da bi se prema kranijalno spojili (s1.22I). Tako se

prema kranijalno ponovno oblikuje neuralna cijev.
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Slika 21: Shema kaudalnog dijela splotch misjeg zametka starog 10,5 dana.

Slika 22: Poprecni serijski rezovi kroz kaudalni zavrSetak splotch zametka starog 10,5 dana
(22A) prema kranijalno. U vrhu osnove repa nalazi se zgusnu¢e mezenhimskih stanica — repni
pupoljak (P). Kao i1 u kontrolnom zametku, u dorzalnom dijelu repnog pupoljka se nalazi
pocetak oblikovanja mozdinskog tracka (22B), te sekundarne neuralne cijevi (22C). Za
razliku od kontrolnog zametka, kranijalno se otvara Supljina neuralne cijevi i oblikuje se spina
bifida (22D-H). Usporedo s postojanjem spine bifide, ventralni dio repnog pupoljka oblikuje
repni tracak (22B-G). Otprilike u istom odsjecku u kojem se otvorena neuralna cijev zatvara,
te se ponovno uspostavlja normalna morfologija neuralne cijevi, repni traak se razdvoji na
dvije strukture: kranijalni dio repnog tracka oblikuje notokord, a ventralni repno crijevo
(22H,I).

P — repni pupoljak, M — mozdinski tracak, R — repni tracak, SB — spina bifida, NC — neuralna

cijev, N — notokord, C — repno crijevo. Crta mjerila — 50 pm.
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U splotch zametaka starih 11,5 dana poremecaj neurulacije smjeSten je prema bazi zametka,
Sto odgovara prijelazu kaudalne u srednju tre¢inu repa. Prema proksimalno dolazi se do razine
gdje se dorzalni dio neuroepitela stanjuje (sl.24E). Na prijelazu srednje u trecu tre¢inu repa
Supljina neuralne cijevi se otvara (sl.24F). Otvorena neuralna cijev tog podruc¢ja ima oblik
slova V (s1.24G) Takav oblik je posljedica normalne morfologije medioventralnog dijela
neuralne cijevi, dok stjenke dorzalne polovice nisu zatvorene. Kut izmedu lateralnih stjenki
neuralne cijevi odgovara onome u normalnih zametaka, Sto dovodi do zakljucka da je oCuvana
srediSnja tocka zatvaranja. Prema kranijalno, stjenke neuralne cijevi se razmicu, te je kut
izmedu otvorenih stjenki sve veci. Usporedo sa razmicanjem neuralnih nabora, neuroepitel
jednoliko zadebljava. U srediSnjem dijelu spine bifide, stjenka otvorene neuralne cijevi ima
slijedeci izgled (sl.24H): ventralni dio neuralne cijevi je normalne grade i prisutna je srediSnja
toCka zatvaranja, dok se lateralne stjenke razmicu i poloZene su prema lateralno pod kutem od
90 stupnjeva u odnosu na ventralni dio. Krajnje dorzalni dio otvorene neuralne cijevi
usmjeren je prema dorzalno i poloZen je takoder pod kutem od 90 stupnjeva u odnosu na
lateralne stjenke. Prisutnost dvaju dijelova neuralnih nabora (krajnjeg ventralnog i krajnjeg
dorzalnog) koji s ve¢inom stjenke neuralne cijevi ¢ine kut od 90 daje spini bifidi tog podrucja
izgled vitiCaste zagrade. Proksimalno, spina bifida ponovno mijenja oblik (sl.241): nestaje kut
izmedu krajnjeg dorzalnog i lateralnog dijela neuralnih nabora, pa krajnji dorzalni dio prati
vanjski oblik repa. I kod ovog oblika spine bifide krajnji ventralni dio je ofuvao normalnu

gradu (ploca dna je prisutna). Otvorena neuralna cijev nastavlja se u tijelo zametka.

Slika 23: Shema kaudalnog dijela splotch miSjeg zametka starog 11,5 dana.

Slika 24: Poprecni serijski rezovi kroz kaudalni zavrSetak splotch zametka starog 11,5 dana (24A)
prema kranijalno. U vrhu osnove repa nalazi se repni pupoljak (24A). Kranijalno, u dorzalnom
dijelu repnog pupoljka oblikuje se moZdinski tracak (24B-D) i pojavljuje lumen sekundarne
neuralne cijevi. Usporedo s oblikovanjem moZdinskog tracka, ventralni dio repnog pupoljka
oblikuje repni tracak (24B-D). Prema kranijalno se repni tracak razdvoji na dvije strukture, te se
oblikuju sekundarna neuralna cijev, sekundarni notokord i repno crijevo (24E). Paraaksijalni
mezenhim oblikuje somite (24E). Prema kranijalno se nalazi otvorena neuralna cijev — spina
bifida, koja se moze pratiti sve do u lumbosakralno podrucje zametka (24F-I).

P — repni pupoljak, M — moZdinski tracak, R — repni tracak, NC — neuralna cijev, N — notokord, C

— repno crijevo, SB — spina bifida. Crta mjerila — 50 pm.

56



I
T
[

i3
P

s

a4

> 4

"e®

3|

-~

5 .

Splotch zametak star 11,5 dana

Slike 23 i 24

57



Analizom razvoja zametaka splotch miSa najranija morfoloSka razlika u odnosu na razvoj
normalnog zametka nadena je na stadiju 23-36 somita, $to odgovara 10-10,5 dana starim
zamecima. Dok je u kontrolnim zamecima iste starosti kaudalna neuralna cijev zatvorena, u
splotch zametaka se nalazi spina bifida. Obzirom da se na ovom stadiju kona¢no oblikovanje
notokorda i1 repnog crijeva odvija kaudalno od odsjecka u kojem je ponovno neuralna cijev
normalne morfologije (s1.22H,I), moZe se zakljuciti da se spina bifida u splotch zametaka
starih 10,5 dana nalazi izmedu odsjecCaka repa u kojima nastaju mozdinski tracak i sekundarni
notokord. U dan starijih splotch zametaka spina bifida se nalazi na prijelazu srednje u
kaudalnu tre¢inu repa. Na temelju rezultata koji pokazuje da se prva otvorena neuralna cijev
nalazi u 10,5 dana starih splotch zametaka, kao i dokaza da se otvorena neuralna cijev
redovito nalazi proksimalno od odsjecka gdje se oblikuje moZdinski tracak, moze se zakljuciti
da je mjesto nastanka spine bifide u splotch zametaka podrucje spoja primarne i sekundarne

neuralne cijevi.

4.2.3. Aksijalne strukture repa splotch zametka starog 11,5 dana stapaju se u podrucju

repnog pupoljka

Splotch zameci stari 10,5 i 11,5 dana, kao i zameci kontrolnih miSeva, u samom vrhu repa
imaju gustu nakupinu homogenog mezenhima — repni pupoljak, okruzZenu rahlim
mezenhimom (sl.24A). Prema bazi, repni se pupoljak izduzuje. U dorzalnom dijelu repnog
pupoljka se uocava preraspodjela mezenhimskih stanica: stanice se izduZuju i simetri¢no
rasporeduju, oblikuju¢i kruznu tvorbu - rozetu mozdinskog tracka (sl.24B-D). Prema
kranijalno, stanice koje su bile u sredistu rozete ugraduju se u njenu stjenku, tako da se stvara
Supljina buduce neuralne cijevi. Prema kranijalno se slicno zbiva u ventralnom dijelu repnog
tracka, gdje se postepeno oblikuje repno crijevo (s1.24C,D). Uz dorzalni dio buduceg repnog
crijeva se nalazi grupa stanica koja se prema kranijalno postepeno odvaja. 1 u splotch
zametaka starih 10,5 i 11,5 dana odvijaju se ista morfogenetska zbivanja kao i u kontrolnih
zametaka: u kaudalnom dijelu repa oblikuje se dorzalno sekundarna neuralna cijev, dok se u
ventralnoj polovici repa nalazi repni traak. Istovremeno s oblikovanjem repnog crijeva,

dolazi do odvajanja notokorda (s1.24C,D).
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Proksimalno, dolazi do zguSnjavanja paraaksijalnog mezenhima i1 formiranja somita (sl.24E).
Oblikovanje somita je bilo identicno onome u kontrolnog misa. Moze se zakljuciti da je grada

repnog pupoljka ovih stadija normalna.

Cijelom duZinom repa, notokord, somiti i repno crijevo su normalne grade. Izgled repnog
pupoljka i mehanizam sekundarnog razvoja zametka na ovom stadiju su ocuvani. Budu¢i da
nije nadena razlika u izgledu notokorda, somita i repnog crijeva u dijelu repa gdje je neuralna
cijev normalna, kao ni u dijelu gdje je neuralna cijev otvorena, zakljucuje se da usprkos
poremecenoj neurulaciji, sekundarni razvoj ostalih aksijalnih, ali i paraaksijalnih struktura, na

ovom stadiju nije promijenjen.

4.2.4. Splotch zametak star 12,5 dana ima poremec¢enu gradu repnog pupoljka i osnove

repa

Splotch misji zametak star 12,5 dana (45-58 parova somita) razlikuje se od kontrolnih
zametaka divljeg tipa i od dan mladih zametaka splotch miSa. Stanice u kaudalnoj tre¢ini repa
nisu gusto zbijene, ve¢ se izmedu njih nalazi dosta slobodnog medustani¢nog prostora. Repni
pupoljak se oblikovao, ali je u usporedbi s kontrolom, i ovdje zgusnu¢e mezenhima slabije
izraZzeno (s1.26A). Budu¢i da su medustanicni prostori $iroki, teSko je odrediti oStre granice
izmedu struktura osnove repa. Prate¢i rezove od vrha osnove repa prema kranijalno dolazi se
do razine, gdje se repni tracak odvaja od skupine stanica, koje ¢e oblikovati neuralnu cijev
(s1.26B). Dalje prema kranijalno se repni pupoljak podjeli na dorzalnu i ventralnu skupinu
stanica. Na toj razini postoje tri skupine stanica koje po svom polozZaju odgovaraju stanicama
koje u kontrolnom zametku oblikuju neuralnu cijev, notokord i repno crijevo, no, njihov je

izgled nepravilan.

U 12,5 dana starih splotch zametaka nije moguce precizno odrediti razinu oblikovanja
mozdinskog traCka. Dorzalna skupina stanica, koja odgovara nediferenciranim stanicama
mozdinskog tracka, nepravilna je oblika i nema oStre granice prema okolnom mezenhimu
(s1.26B-C). Supljina je nepravilna i neuroepitel je nejednolike debljine. U kaudalnoj treéini
repa 12,5 dana starih splotch zametaka mjestimicno se nalaze odsjecci osnove repa, gdje se u

podrucju neuralne cijevi stanice podjele na dvije skupine (sl.26C), koje se ponovno spoje i
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oblikuju neuralnu cijev (s1.26D). Na rezovima bliZe bazi repa oblikuje se pravilna neuralna

cijev s ravnomjernom debljinom stjenke i prisutnom ploc¢om dna (sl.26F).

Notokord se kao samostalna struktura izdvojena iz repnog tracka nalazi svega nekoliko rezova
proksimalno od vrha repa, t.j. udaljenost izmedu odvojenog notokorda i repnog pupoljka je
mala (s.26C). Usprkos ranom odvajanju od osnove za repno crijevo, oblik i veliina
notokorda su nepravilni. Na nekim razinama notokord je graden od nekoliko stanica, dok je
ponegdje dvostruko veci od onog u kontrolnog zametka. U kratkom odsjecku izmjenjuju se
razliciti oblici: od pravilno okruglog, izduZzenog do nepravilnog poligonalnog. Stanice koje ¢e
kranijalno oblikovati notokord prolazno oblikuju Supljinu. Nakon Sto postigne normalan oblik

i veli¢inu, notokord je normalnog izgleda i bez prekida cijelom duzinom repa.

Nakon odvajanja dorzalnog dijela repnog tracka u samostalnu tvorbu notokorda, preostaje
ventralna skupina stanica koja postepeno oblikuje repno crijevo. Na ovom stadiju splotch
zametaka nije moguce naci razinu gdje se oblikuje rozeta repnog crijeva. Umjesto pravilnog
otvaranja Supljine, repno crijevo od mjesta nastanka prema bazi repa na nekoliko mjesta

oblikuje Supljine, koje gubi nekoliko puta. Stjenka repnog crijeva je neravnomjerne debljine.

Poput neuralne cijevi, tek se na proksimalnim razinama oblikuje repno crijevo u vrlo kratkom

dijelu repa. Ono proksimalno izgubi Supljinu, te nestane kao i kod kontrolnih zametaka.

Na istoj razini kao i u dan mladeg zametka, t.j. na prijelazu srednje u distalnu tre¢inu repa
nalazi se podrucje otvorene neuralne cijevi (sl.26G-I). Za razliku od dan mladeg stadija gdje
se otvaranje odvijalo postupno, ovdje je prijelaz izmedu potpuno zatvorene u otvorenu
neuralnu cijev vrlo oStar. Distalno od razine na kojoj se nalazi otvorena neuralna cijev, njen
oblik je normalan, s prisutnom ploom dna i normalnom debljinom neuroepitela. Svega par
rezova proksimalno nalazi se potpuno otvorena neuralna cijev, Cije stjenke prate oblik repa.
Neuroepitel je zadebljan i cijelom duZinom spine bifide je prisutno odumiranje stanica. Izgled
otvorene neuralne cijevi slican je spini bifidi koja se nalazi u krajnjem proksimalnom dijelu
otvorene neuralne cijevi u dan mladeg zametka. Otvorena neuralna cijev se nastavlja u trup

zametka.

Osnovno obiljezje splotch zametaka starih 12,5 dana jest poremecen izgled repnog pupoljka,

te poremecen razvoj svih aksijalnih struktura zametka.
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Slika 25: Shema kaudalnog dijela splotch misjeg zametka starog 11,5 dana.

Slika 26: Poprecni serijski rezovi kroz kaudalni zavrSetak splotch zametka starog 12,5 dana
(26A) prema kranijalno.

Poprecni serijski rezovi kroz osnovu repa od kaudalnog kraja (26A) prema kranijalno. U
kaudalnom vrhu zametka (26A) nalazi se zgusnu¢e mezenhimskih stanica — repni pupoljak
(P). Kranijalno (26B), repni pupoljak se podjeli na dvije skupine stanica: dorzalnu —
mozdinski tracak (M) i ventralnu — repni tratak (R). Za razliku od dan mladeg stadija,
oblikovanje ovih skupina stanica praceno je nastankom viSestrukih nakupina stanica
mozdinskog tracka (26C). Mozdinski tracak se u splotch zametaka ovog stadija proteZe u
kranijalnom smjeru sve do odsjecka repa, gdje su potpuno oblikovani notokord, repno crijevo
i somiti (26E). Normalno oblikovana sekundarna neuralna cijev nastaje blize bazi zametka za
razliku od kontrolnog miSjeg zametka (26F). Kranijalno se nalazi otvorena neuralna cijev
koja se nastavlja u trup zametka (26G-I).

P — repni pupoljak, M — mozdinski tra¢ak, R — repni tracak, NC — neuralna cijev, SB — spina

bifida, N — notokord, C — repno crijevo, S — somiti. Crta mjerila — 50 um.
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Slike 25 1 26: Splotch zametak star 12,5 dana



U skladu s postavljenim ciljevima rada, ovo je istraZivanje opisalo razvoj kaudalnog dijela
splotch zametaka. Za razliku od 9 dana starih zametaka koji se ne razlikuju od zametaka
kontrolnog misSa, splotch zameci stari 10,5 dana imaju spinu bifidu. Budu¢i da se pocetak
ovog poremecaja nalazi u podrucju neuralne cijevi koja se pocinje oblikovati sekundarnim
mehanizmom razvoja, moze se zakljuciti da spina bifida u splotch zametka nastaje u podrucju
spoja primarne i sekundarne neurulacije. Budu¢i da je nastanak svih struktura u kaudalnom
dijelu zametka jednak onome u kontrolnog miSa, proizlazi da je grada repnog pupoljka
normalna, a sekundarni mehanizam razvoja ocuvan. Ipak, poremecen izgled cijelog kaudalnog
dijela zametka u splotch zametaka starih 12,5 dana ukazuje na negativan utjecaj spine bifide
na sva tkiva kaudalno od mjesta poremecaja. Buduci da je razvoj svih struktura zametka starih
10,51 11,5 dana usporedo sa spinom bifidom bio normalan, zakljucak je da prisustvo otvorene

neuralne cijevi ne utjeCe na normalan razvoj okolnih struktura osnove repa.
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4.3. Razvoj misSjeg zametka truncate

Misja linija truncate izabrana je za istraZivanje mehanizama morfogeneze osnove repa, jer je
u nje primarno poremecen razvoj notokorda. Istrazivanje razvoja zametka ovog mutanta
trebala je odgovoriti na slijedeca pitanja: koji je slijed zbivanja u razvoju fruncate zametka,
kakav je odnos poremecenog razvoja notokorda i repnog pupoljka, te kakav je odnos

poremecenog razvoja notokorda i razvoja ostalih struktura kaudalnog dijela zametka.

4.3.1. Genotipizacija lan¢anom reakcijom polimeraze omogucuje prepoznavanje

truncate zametaka

Odrasli truncate heterozigotni miSevi ne mogu se razlikovati od misSeva divljeg tipa, stoga se
odabir nosilaca mutacije moze uciniti isklju¢ivo prepoznavanjem homozigotnih miSeva, koji
imaju malformacije repa. Iako su homozigoti plodni, pare se slabo, pa se linija ne moze
odrzati isklju¢ivo medusobnim parenjem homozigota. Zato se homozigoti pare s miSevima
divljeg tipa, da bi se u njthovom potomstvu dobili svi heterozigoti, a potom se u slijedecoj
generaciji heterozigoti pare medusobno da bi se opet dobili homozigoti, koji se mogu
prepoznati u leglu. Ovakav nacin parenja je spor, a ima i nedostatak Sto se homozigotni
zameci dobivaju iskljucivo parenjem dvaju homozigota. Kako bi omogudili da se linija
truncate odrzava sparivanjem heterozigota, te genotipizaciju zametaka koji su dobiveni

medusobnim parenjem heterozigota, uspostavljen je test genotipizacije truncate miseva.

Genotipizacija truncate zametaka temelji se na tockastoj mutaciji unutar 2. egzona gena Noto.
Sintetizirane su slijede¢e pocetnice: jedna u 3' smjeru koja odgovara normalnoj sekvenci, te
jedna koja odgovara mutiranoj, truncate sekvenci. U 5' smjeru je koriStena jedna zajednicka

pocetnica.

Budu¢i da je produkt i sa normalnom i sa truncate pocetnicom identi¢ne veli¢ine (312 pb),
lancana reakcija polimeraze je radena u dva kruga. U prvom krugu je umnoZena sekvenca
samo s kontrolnom pocetnicom, dok je u drugom koriStena truncate pocetnica. U slu€aju da je
zametak na oba alela imao normalnu sekvencu, umnozen DNA odsje€ak je bio prisutan samo

u prvom krugu, a ukoliko se radilo o homozigotu za truncate mutaciju, umnozen DNA
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odsjecak je bio prisutan samo u drugom krugu. Heterozigot je dao umnoZen DNA odsjeCak u

oba kruga lan¢ane reakcije polimerazom.

Noto sekvenca Truncate Noto sekvenca

GCAAGAGTTGGAGAAGGTGTT GCAAGAGTTGGAGAAGGTGTG

o~ L

GCTGCAAGAGTTGGAGAAGGTGTXTGCAAAGCAGCACAACCTGGTGGGGAAGG

AGAGAGCCCAGCTGGCTGCCAGGCTGCACCTGACGGAGAATCAGGTGAGAGCAG
GGACGAGGCTCAGGCTGTGTAGGGGGCATCTGATACCCTTGTAGTAAGGGATGG

GAAGATGATATGACCTTTTTCCTCTGAGCTAGGATGATGAGGAGAGAGCCCCCCC
TTTTTAAAAACACATTCCCTATGTAATATTCCTATCGGGAGTCACATTATAAACAT
AACCAAAGGTTCCTCTAGTQCTTCCTCCTTITTATGTGTGTGGGTTGCATATGTGC

ATATATGTTTTTGCATGTGTGTAGGCACACACATGTGTGTAAGTATGTGTGTATGT
GTGGGGCCTGAGGTTG

Slika 27: Sekvenca 2. egzona gena Nofo. Truncate mutacija obuhvaca zamjenu timina
gvaninom, te su na tom mjestu postavljene pocetnice za lanCanu reakciju polimerazom.

Pocetnica u suprotnom smjeru je 312 pb dalje.

Kao kontrola da je reakcija genotipizacije svakog uzorka uspjeSno provedena, koriSten je
dodatni par pocetnica svojstven drugom genu (D6Gajl5, gen Noll, 6. kromosom, 348 pb).
Rezultat genotipizacije vjerodostojan je samo uz prisutnost umnozenog DNA odsjecka

dobivenog ovim kontrolnim parom pocetnica.

Pouzdanost genotipizacije je provjerena na odraslim Zivotinjama ili na zamecima kojima je na
osnovu fenotipa moguce pretpostaviti genotip. Svi odrasli miSevi bez repa, te zameci s

vidljivim suzenjima repa su prepoznati kao truncate homozigoti.

Ovako uspostavljen postupak genotipizacije truncate zametaka omogucuje prepoznavanje
truncate homozigota, heterozigota i normalnih zametaka, Sto do sada nije bilo moguce,
buduci da ne postoje jasni morfoloski kriteriji za prepoznavanje truncate zametaka. Drugim
rijeCima, uvodenjem ovog postupka moguce je sparivati odrasle heterozigotne Zivotinje, te u

istom leglu dobiti zametke sva tri genotipa. Time se postignulo da je homozigotnom zametku
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kontrola heterozigot ili divlji tip dobiven iz istog legla, dakle, zametak jednako star, Sto je

vazno za morfoloske analize.

truncate pocetnice

tc/+ tc/+ tc/tc tc/+ +/+ tc/+ tc/tc

Slika 28: Genotipizacija truncate misjih zametaka.

Truncate je oznaCen s toCkastom mutacijom unutar 2. egzona gena Noto. U prvom krugu
lan¢ane reakcije polimerazom koriste se truncate pocetnice (312 pb), dok se u drugom krugu
koriste pocetnice koje odgovaraju normalnoj Noto sekvenci (312 pb). U oba kruga se koriste
kontrolne pocetnice u Noll genu (348 pb). U ovom primjeru genotipizacija je otkrila zametke
koji su imali prisutne umnoZene DNA odsjecke samo u prvom krugu (uzorci 3 i 7), te su
prepoznati kao truncate homozigoti. Zameci divljeg tipa su imali prisutne umnoZene DNA
odsjecke samo u drugom krugu lan¢ane reakcije (uzorak 5), dok su heterozigotni zameci imali

umnoZene DNA odsjecke u obje reakcije (uzorci 1,2,4 1 6).
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4.3.2. Truncate zameci imaju poremecen razvoj notokorda

Istrazivanje notokorda na serijskim poprecnim rezovima truncate zametaka starih 11,51 12,5
dana pokazalo je da je notokord isprekidan u cijelom kaudalnom dijelu (s1.29-34). Broj
nadenih odsjecaka varira od jednog do pet (tablica 2). Distalni zavrSeci odsjeCaka notokorda
obiljeZeni su postepenim smanjivanjem broja stanica koje grade notokord, tako da na
distalnim krajevima notokord zavrSava traCkom od nekoliko stanica (s1.30C-G). Za razliku od
distalnog kraja, proksimalni kraj notokorda je zadebljan i redovito zavrSava oStrim prekidom.
Notokord u 11,5 1 12,5 dana starih truncate zametaka varira u promjeru i obliku. U nekim
dijelovima repa zadebljava, da bi se u nekima stanjio, te se iz pravilno oblog oblika mijenja u
nepravilan poligonalan oblik. Opcenito, notokord je u truncate zametaka tanji od notokorda u

normalnih zametaka.

Vecina odsjecaka notokorda dodiruje epitel neuralne cijevi (s1.30D). Redovito je distalni kraj
notokorda taj koji se naslanja na neuroepitel. Na nekim mjestima notokord bez prekida prelazi
u epitel stjenke neuralne cijevi (sl.34G). Za razliku od distalnih krajeva, proksimalni su
krajevi redovito odvojeno od neuralne cijevi 1 smjeSteni ventralno od nje, na mjestu gdje se
nalazi neprekinuti notokord u miSa divljeg tipa. U vecini istrazivanih osnova repa se notokord
odvojio od stjenke neuroepitela, postepeno se pomicao prema ventralno i povecavao u
promjeru, prema bazi se smjestio u sredinu repa, te na par rezova prema proksimalno nestao

(s1.32C-F).

U jednom proucavanom truncate zametku starom 11,5 i u jednom starom 12,5 dana notokord

je potpuno nedostajao u osnovi repa (sl.34J).

Na osnovu nalaza potpunog ili djelomi¢nog nedostatka, poremecenog izgleda ili smjeStaja
notokorda, te na osnovi Cinjenice da je poremecen razvoj ostalih struktura zametka naden
samo u podru¢jima gdje je poremecen razvoj notokorda, zakljuceno je da je u truncate

zametaka primarno poremecen razvoj notokorda.
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JO0 30

Slike 29 i 30: Truncate zametak star 11,5 dana

Slika 29: Shema kaudalnog dijela truncate misjeg zametka starog 11,5 dana.

Slika 30: Poprecni serijski rezovi kroz kaudalni zavrSetak fruncate zametka starog 11,5 dana
(30A) prema kranijalno.

Umyjesto oblikovanja notokorda i repnog crijeva, repni tracak (R) oblikuje dvije Supljine
repnog crijeva (C) (30B-D). Prema kranijalno, dorzalna Supljina repnog crijeva nestaje (30E-
H). Kaudalni zavrSetak notokorda (strelica) nema kontakt s repnim trackom, ve¢ je povezan s
ventralnim neuroepitelom (30C-G). Dalje prema kranijalno nestaje (30H).

P — repni pupoljak, M — mozdinski tracak, R — repni tracak, NC — neuralna cijev, C — repno

crijevo, strelica — kaudalni zavrSetak notokorda. Crta mjerila — 50 pm.
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Tablica 2: Vecina odsjecaka notokorda u truncate zametaka zavrsava u kontaktu s neuralnom

cijevi. Somiti su normalno razvijeni, bez morfoloSkih osobitosti (-) ili su spojeni u medijanoj

liniji (+).

Ukupan Kaudalni Kaudalni Kaudalni
broj zavrSetak zavrsSetak zavrSetak Somiti
odsjeaka | notokorda | notokorda | notokorda spojeni u
Analizirani notokorda spojen s dodiruje smjeét.er.l u mec.lij.g.noj
Zameci u repu neu?gln.om neu.r.alnu sredini liniji
cijevi cijev repa
tcl 3 1 1 1 +
tc2 5 4 0 1 +
g tc3 2 1 1 0 -
§ tcd 0 0 0 0 +
Z tc5 2 0 1 1 ]
E tc6 1 0 1 0 -
2“ tc7 2 1 1 0 +
tc8 2 1 1 0 -
tc9 1 0 1 0 +
‘5 tc10 1 0 1 0 -
%j tcll 5 1 3 1 -
g tcl12 0 0 0 0 +
s | tc13 3 2 1 0 _
.,‘: tcl4 1 1 0 0 +
= tclS 3 1 2 0 +

4.3.3. Poremecena grada notokorda u truncate zametka povezana je s poremecenim

razvojem repnog pupoljka

Odgovor na pitanje kakav je nastanak kaudalnog dijela notokorda, te da li je oCuvan
sekundarni mehanizam razvoja, dobiven je detaljnim opisivanjem morfologije repnog

pupoljka u truncate zametaka starih 11,51 12,5 dana.

Na oba ova stadija, kao i u zametaka kontrolnog miSa, nadena je u vrhu repa nakupina
zgusnutog mezenhima — repni pupoljak, okruZena rahlim mezenhimom (s.30A,34A). Prema
bazi, repni se pupoljak dodatno izduZuje i dijeli na dva tracka stanica: dorzalni — moZdinski i

ventralni — repni traCak. Na istoj razini se u repnom tracku zajedno sa stvaranjem Supljine

69



repnog crijeva otvara jo$§ jedna mala Supljina. Ovo je jedna od najve¢ih razlika izmedu
normalnog i truncate zametka: dorzalni dio repnog tracka u truncate zametka se nikada ne
diferencira kao u zametaka divljeg tipa u notokord. Umjesto notokorda, stanice dorzalnog
dijela repnog tracka oblikuju dodatnu Supljinu repnog crijeva (sl.30B-D,34C-D). Tako su na
toj razini prisutni mozdinski traak i1 dvije Supljine repnog crijeva. Prema bazi, dorzalna
Supljina repnog crijeva postaje sve manja, sve dok se u potpunosti ne zatvori (s1.30G,34D).
Tako u kratkom odsjecku repa na mjestu dorzalne Supljine repnog crijeva postoji mala
skupina stanica vezana uz ventralni lumen repnog crijeva. Dorzalna skupina stanica se
smanjuje i prema bazi repa u potpunosti nestane (sl.30H,34E). Na taj nacin od dvije Supljine

repnog crijeva nastaje jedna.

Budu¢i da se pojedini odsjecci notokorda nalaze i u kaudalnoj tre¢ini osnove repa, bilo je
potrebno odrediti gdje je njihov kaudalni zavrSetak. Prate¢i zavrSni kaudalni odsjecak
notokorda, nadeno je da se kaudalni kraj notokorda nastavlja u malu skupinu stanica prisutnu
izmedu dorzalne (dodatne) Supljine repnog crijeva i neuralne cijevi (sl.30C-G). Kod svih
istrazivanih repova truncate misa bilo je nemoguce sa sigurnos¢u utvrditi da li neke od tih
stanica pripadaju neuralnoj cijevi, dorzalnom dijelu dorzalnog repnog crijeva ili su potpuno
neovisne. Razlozi zbog kojih je bilo nemoguce odrediti mjesto njihovog to¢nog pocetka su
bili slijede¢i: u tim je dijelovima repa ventralna granica neuralne cijevi neostra - stanice koje
oblikuju stjenku nisu u pravilnom rasporedu i razli¢ite su veli¢ine. Dorzalna Supljina repnog
crijeva se na istoj razini spaja s ventralnom i pomalo nestaje, pa je bilo nemoguce precizno
odrediti jasnu dorzalnu granicu repnog crijeva. Kaudalni kraj tracka stanica koji se nastavlja
na notokord graden je od svega dvije do pet stanica koje su mjestimice u dodiru s neuralnom

cijevi, a mjestimice s repnim crijevom.

U zametaka starih 12,5 dana nadeni su osim poremecaja razvoja repnog pupoljka sli¢nih

onima u zametaka starih 11,5 dana i slijede¢i dodatni poremecaji.

U jednoj osnovi repa nadena su dva notokorda, jedan uz drugi (sl.34H). Serijski rezovi od
vrha prema bazi repa pokazali su da se prvo razvio jedan notokord ventrolateralno, potom
prema bazi repa joS jedan, simetri€no u odnosu na prvi. Dva notokorda su se spojila u jedan,
koji se protezao prema bazi repa i poput ostalih odsjecaka notokorda u jednom dijelu repa je

nestao.
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U jednom zametku je nadena grupa stanica u medijanoj liniji izmedu notokorda i repnog
crijeva (sl.341). Vjerojatno se radi o ostatku drugog repnog crijeva, koji se nije do kraja spojio

s ventralnim repnim crijevom.

Buduc¢i da je poremecen razvoj notokorda osnovno obiljeZje razvoja kaudalnog dijela truncate
zametaka, za pretpostaviti je da je u osnovi ovog poremecaja poremecan razvoj repnog
pupoljka. Zaista, nastanak sekundarnog notokorda u truncate zametaka koji je vezan uz
ventralni neuroepitel ili njegov potpuni nedostatak u kaudalnoj tre¢ini osnove repa, uz
poremecen razvoj repnog crijeva, potvrdili su pretpostavku da je u truncate zametaka

poremecen mehanizam sekundarnog razvoja.

4.3.4. Poremecena neurulacija i somitogeneza u fruncate zametka povezana je s

poremecenim razvojem notokorda

Osim notokorda, u truncate zametka nadene su promjene i u okolnim repnim strukturama.
Poremecaji razvoja nadeni su samo u dijelovima repa u kojima je nedostajao notokord.
Neuralna cijev u ovim podruc¢jima mijenja oblik. Umjesto pravilno ovalnog nadeni su
nepravilni oblici, s nepravilnom ili izgubljenom Supljinom (sl.32B-F). U najve¢em broju
odsjecaka repa bez notokorda nedostaje plo¢a dna. Morfoloski kriteriji za plocu dna bili su:
ventralni dio neuralne cijevi koji je 3 puta tanji od ostalih dijelova stjenke, radijalno i bazalno
poloZene jezgre, te nedostatak buducih korjenova kraljeZnicne moZdine toga podrucja (27). U
nekim slucajevima, u cijeloj stjenci neuralne cijevi nadene su brojne odumrle stanice. One su
imale zgusnut kromatin, te odvojene dijelove stanica poput mjehuri¢a koji predstavljaju

ostatke raspadnutih stanica tijekom odumiranja, Sto su znacajke apoptoze.

U bazalnim dijelovima repa, u kojima nedostaje notokord, neuralna cijev je povecanog
promjera, stjenka je zadebljana, a Supljina izrazito uska. Smjestaj osnova spinalnih ganglija je
poremecen. Umjesto uz dorzalni, nalaze se uz ventralni rub neuralne cijevi, a ponekad su

spojeni u medijanoj liniji (sl.32E,F).

Nedostatak notokorda u kaudalnom dijelu osnove repa rezultira spojenim somitima u
medijanoj liniji (s1.32B-F). U nekim slu¢ajevima, dolazi do dorzo-ventralne inverzije somita,

tj. dermomiotom je smjeSten ventromedijalno. Nedostatak notokorda u bazalnim dijelovima
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repa ne utjeCe na morfologiju somita (s.34K). Somiti su u ovom podrucju spojeni samo u

zamecima u kojima notokord nedostaje u cijelom repu.

Kao i u prethodnom stadiju u zametaka starih 12,5 dana nedostatak notokorda je pracen
poremecajima u razvoju neuralne cijevi i somita. Neuralna cijev gubi normalan izduZen oblik,
te joj nedostaje ploa dna. Osobitost ovog stadija je izduZena neuralna cijev u latero-
lateralnom, umjesto u dorzo-ventralnom smjeru. Neuroepitel je obiljezen brojnim

odumiranjem stanica.

U nekim slucajevima nedostatak notokorda u distalnim dijelovima repa pracen je
odumiranjem stanica, te nalazom dijelova osnove repa u kojima neuralna cijev u potpunosti
nedostaje (s1.34J). Umjesto neuralne cijevi, cijelom Sirinom osnove repa se nalaze spojeni

somiti.

Budu¢i da je poremecena neurulacija i somitogeneza u truncate zametaka nadena samo u
odsjeccima u kojima nedostaje notokord, moze se zakljuciti da je poremecen razvoj notokorda

negativno utjecao na razvoj opisanih struktura.

Slika 31: Shema kaudalnog dijela truncate misjeg zametka starog 11,5 dana.

Slika 32: Usporedni prikaz presjeka kroz kaudalni dio normalnog (32A) i truncate (32B)
zametka. Vidljivi su nedostatak notokorda (N) i somiti spojeni u medijanoj liniji (S). Neuralna
cijev (NC) je smanjenog promjera, nema Supljinu i u stjenci se vide stanice koju odumiru.
Kranijalno od odsjecka zametka u kojima je vidljiv kontakt notokorda i neuralne cijevi (32C)
nalazi se migracija stanica koje grade notokord prema ventralno (32D,E). Dalje prema
kranijalno notokord nestaje (32F). Takoder je vidljiva osnova spinalnih ganglija spojena u
medijanoj liniji (32E,F).

NC - neuralna cijev, N — notokord, C — repno crijevo, S — somiti, strelica — stanice koje se
odvajaju od neuralne cijevi i migriraju prema ventralno, dvostruka strelica — osnova spinalnih

ganglija spojenih u medijanoj liniji. Crta mjerila — 50 um.
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32C-F

Slike 31 i 32: Truncate zametak star 11,5 dana
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Slika 33: Shema kaudalnog dijela truncate misjeg zametka starog 12,5 dana.

Slika 34: Poprecni serijski rezovi kroz kaudalni zavrSetak fruncate zametka starog 12,5 dana
(34A) prema kranijalno.

U samom vrhu zametka nalazi se repni pupoljak, koji se prema kranijalno podjeli na
mozdinski i repni tracak (34B). Usporedivo s dan mladim truncate zametkom, repni tracak ne
oblikuje notokord. Umjesto notokorda, dorzalni dio repnog tracka oblikuje dodatni lumen
repnog crijeva (34C,D). Dalje prema kranijalno, dva se lumena spajaju u jedan (34E). Za
razliku od dan mladeg zametka, truncate zametak star 12,5 dana u kaudalnom vrhu nema

notokord.

U usporedbi s normalnim misjim zametkom (34F), truncate misji zametak star 12,5 dana
pokazuje razliCite poremecaje razvoja: kaudalni zavrSetak notokorda u kontaktu s ventralnim
neuroepitelom (34G), dva notokorda (34H), dodatnu skupinu stanica izmedu notokorda i
repnog crijeva (34I), potpuni nedostatak neuralne cijevi i notokorda sa somitima spojenima u
medijalnoj liniji (34J), te neodostatak notokorda uz ocuvanu morfologiju ostalih struktura
(34K).

P — repni pupoljak, M — mozdinski tracak, R — repni tracak, NC — neuralna cijev, C — repno
crijevo, N — notokord, strelica — kontakt neuralne cijevi i notokorda, X — dodatna nakupina
stanica izmedu notokorda i repnog crijeva, zvjezdica — sklerotom somita spojenih u medijanoj

liniji. Crta mjerila — 50 pm.
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Slike 33 i 34: Truncate zametak star 12,5 dana
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S. RASPRAVA

5.1. Razvoj B6 zametka miSa

5.1.1. Kaudalni dio zametka miSa razvija se sekundarnim mehanizmom razvoja

Razvoj zametka u kraljeSnjaka oznacen je istodobnim odvijanjem razlicitih morfogenetskih
procesa. lako postoje manje razlike u nacinu oblikovanja kaudalnih struktura, u svih
proucavanih vrsta postoji dvojba oko nacina nastanka i diferencijacije stanica tijekom
produljivanja zametka. Budu¢i da je oko 10. dana razvoja zametka miSa (30 somita)
zatvaranje kaudalnog neuroporusa zavrSeno i da na tom stadiju u kaudalnom dijelu zametka
viSe ne postoji neuralna ploca, za pretpostaviti je da i u miSa postoje dodatni morfogenetski
procesi koji omogucuju razvoj neuralne cijevi u kaudalnom dijelu. Ista pretpostavka vrijedi i

za ostale strukture kaudalnog dijela zametka: notokord, repno crijevo i somite (12,13,79-81).

Jedan od osnovnih ciljeva ovoga rada bio je utvrditi da li su mehanizmi razvoja kaudalnog
dijela zametka miSa razli¢iti u odnosu na njegov kranijalni dio. Budu¢i da postoje dokazi da
se u kaudalnom dijelu zametka miSa neuralna cijev razvija diferencijacijom stanica dorzalnog
dijela repnog pupoljka, te da se notokord i crijevo razvijaju iz zajednicke osnove,
diferencijacijom stanica ventralnog dijela repnog pupoljka, moze se zakljuciti da je u razvoju

kaudalnog dijela zametka miSa prisutan sekundarni mehanizam razvoja.

Ovaj rad, gledano sa stajaliSta oblikovanja struktura, potvrduje rezultate istraZivanja
Holmdahla, koji je proucavao razvoj kaudalnog dijela zametka pileta (11). Neuralna se cijev,
nakon zavrSetka primarne neurulacije, nastavlja kao rozeta sve slabije diferenciranih stanica,
koja u samom vrhu repa zavrSava kao homogena nakupina mezenhima - repni pupoljak.
Budu¢i da su prisutne razlike u stupnju diferenciranosti struktura od baze prema vrhu repa,
predlozen je model u kojem neuralna cijev u kaudalnom dijelu nastaje diferencijacijom
mezenhimskih stanica repnog pupoljka (11). Ovaj rad je potvrdio nastajanje sekundarne
neuralne cijevi diferencijacijom iz repnog pupoljka putem mozdinskog tracka (23). Obzirom

da se do sli¢nih rezultata doSlo proucavanjem razvoja repnog crijeva, te notokorda u
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kaudalnom dijelu, potvrdena je pretpostavka da sve aksijalne strukture u kaudalnom dijelu

zametka nastaju diferencijacijom iz nediferenciranih mezenhimskih stanica u vrhu repa.

Ovi rezultati ukazuju da se zametak kraljeSnjaka razvija na dva nacina: u kranijalnom se
dijelu razvija putem zametnih listi¢a nastalih gastrulacijom, dok se u kaudalnom dijelu razvija
iz mezenhima ¢iji konacni izgled nije odreden gastrulacijom. Ipak, Pasteels je proucavanjem
razvoja vodozemaca uocio da kaudalni zavrSetak notokorda, ventromedijalni dio neuralne
cijevi i prednji dio repnog pupoljka ¢ine zajedniC¢ku nakupinu stanica - kordoneuralni spoj
(CNH, franc. charniere chordo-neurale, engl. chordo-neural hinge). Pretpostavio je da je
CNH dokaz da su stanice unutar repnog pupoljka ve¢ unaprijed predodredene za razvoj u
odredene strukture, t.j. da se u CNH moze vidjeti nastavak gastrulacijom nastalih slojeva (17).
Ukoliko je ta tvrdnja to¢na, stanice u repnom pupoljku ne bi smjele biti pluripotentne, vec je
njihov poloZzaj posljedica slaganja tri zametna listi¢a prisutnih u kranijalnom dijelu zametka.
Novija istrazivanja na Zabama, pticama i miSevima su djelomi¢no potvrdila Pasteelsova
opazanja. Repni pupoljak je struktura u kojoj postoje subpopulacije stanica Cija se migracija

moZe pratiti od primitivne pruge do u vrh zametka (19-22).

Nalaz specificnih subpopulacija u kaudalnom zavrSetku zametka ipak ne moze odbaciti
Holmdahlova opaZanja kao netocna. Ovaj rad pokazuje da se u miSjih zametaka starih 11,5
dana, kada je rast kaudalnog dijela tijela najizrazeniji, kaudalni zavrSetak notokorda spaja s
kaudalnim zavrSetkom repnog crijeva, te da su te dvije populacije stanica odvojene od
medularnog tracka. Obzirom da su u vrijeme gastrulacije ove strukture priljubljene jedna uz
drugu, te da je ovaj rad pokazao da je kaudalni dio notokorda povezan s neuralnom cijevi i
primitivnim crijevom, moZemo pretpostaviti da smo uspjeli pokazati morfoloski ekvivalent
CNH u misa. Tijekom sekundarnog mehanizma razvitka jedan od kandidata za CNH je repni
traak, premda nije povezan sa sekundarnim razvojem neuralne cijevi, ve¢ povezuje samo
notokord 1 crijevo. Premda se tijekom razdoblja gastrulacije i primarnog mehanizma razvitka
u tijelu moZe dokazati morfoloski ekvivalent CNH u misSa, on se ne moZe dokazati u podrucju

osnove repa.
Morfoloski gledano, ovaj rad potvrduje prisutnost specificnih zbivanja u kaudalnom dijelu

zametka, iako je pracenje genskog izrazaja i oznaCavanje stanica dokazalo da se zbivanja

zapoceta gastrulacijom nastavljaju u kaudalni dio zametka (21,22).
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Prilog tvrdnji da se kaudalni dio zametka razvija drugacijim mehanizmima od kranijalnog je
prisutnost niza poremecaja opisanih samo u kaudalnom dijelu zametka. (spina bifida,
sindromi kaudalne disgeneze i ageneze) (34,36,37,82). Druga skupina dokaza o posebnim
morfogenetskim zbivanjima prisutnima u kaudalnom dijelu zametka temelji se na genima koji
su dokazano izraZzeni samo u tom dijelu (npr. 7, Foxa2, Noto) (74,83,84). Onemogucavanje
tih gena ima za posljedicu poremecaje razvoja kaudalnog dijela zametka. To potvrduju i
mutanti istrazivani u ovom radu: u splotch zametaka je spina bifida prisutna u kaudalnom
dijelu, a u truncate zametaka je poremecen razvoj notokorda prisutan samo u kaudalnom

dijelu zametka.

5.1.1.1. Repni pupoljak je ishodiste struktura koje se razviju sekundarnim mehanizmom

razvoja zametka

Jedan je od osnovnih ciljeva ovog rada bio opisati razvoj repnog pupoljka u zametka misa, te
odrediti njegovu ulogu u razvoju kaudalnih struktura zametka. ZavrSetak primarne neurulacije
u kaudalnom dijelu zametka miSa (9,5 dana, 28 somita) pracen je pojavom repnog pupoljka
kao skupine stanica u kaudalnom zavrSetku koja odgovara ostatku primitivne pruge i
primitivnog ¢vori¢a (23). Taj nalaz je usporediv sa onima u Stakorskih (14,15) i pile¢ih
zametaka (20,85). Morfoloski dokazi postepenim pracenjem sve starijih stadija pokazuju
kontinuitet nediferenciranih stanica repnog pupoljka do postupno sve diferenciranijih
struktura mozdinskog 1 repnog tracka s diferenciranim stanicama koje oblikuju neuralnu cijev,
notokord i crijevo. Repni pupoljak je uvijek bio prisutan, bez obzira na poremecaje razvoja
pojedinih struktura u splotch i truncate miseva. lako je sekundarni mehanizam razvoja u
nekim sluc¢ajevima poremecen, slijed diferencijacije od repnog pupoljka prema razvijenim

strukturama proksimalnog dijela zametka je uvijek prisutan.

Vecina je dosadasnjih morfoloskih studija na glodavcima (14,15,16,18) i Xenopusu (86)
pokazala da je repni pupoljak nakupina nediferenciranih stanica. Stanice uzete iz bilo kojeg
dijela repnog pupoljka trebale bi se diferencirati u bilo koju od struktura kaudalnog dijela
zametka. To je djelomi¢no potvrdeno pokusima gdje se kaudalni dio jednog zametka

presadivao u razne dijelove kaudalnog dijela drugog zametka istog ili razliCitog stadija
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(20,22,87). Stanice repnog pupoljka su se diferencirale u tkiva porijekla sva tri zametna

listica.

Tumacenje da je repni pupoljak ishodiSte struktura koje se razvijaju sekundarnim
mehanizmom embrionalnog razvoja suprostavlja se istraZzivanjima koja su u nekih vrsta (ribe,
vodozemci, ptice) pokazala postojanje kordoneuralnog spoja, kao nakupine stanica koje se
kranijalno diferenciraju u dno neuralne cijevi, notokord i krov repnog crijeva (86,88,89).
Pokusi s oznacavanjem stanica u kaudalnom dijelu zametka miSa su pokazali da i u sisavaca
postoji mala nakupina stanica koja odgovara CNH u niZih kralje$njaka (90). Cini se da svi
kraljeSnjaci imaju evolucijski saCuvano morfogenetsko zbivanje: stanice iz CNH migriraju
kaudalno, u sam vrh kaudalnog mezenhima, da bi se u kasnijim fazama razvoja vracale
kranijalno i oblikovale aksijalne i paraksijalne strukture. Rezultati istraZzivanja su pokazali da
je podrucje repnog pupoljka suZzeno na sam vrh kaudalnog mezenhima (repni pupoljak u uZzem
smislu) (90). Dokazano je da se kranijalni dio repnog pupoljka moze diferencirati u bilo koji
dio kaudalnog dijela zametka, a da kaudalni mezenhim viSe ne posjeduje to svojstvo. Stoga je
predloZena podjela po kojoj se kaudalni dio zametka dijeli od kranijalno prema kaudalno na

tri osnovna podrucja (91):

Podrucje 1) odgovara prelasku kaudalnog zavrSetka neuralne cijevi u ono $to je u ptica i
vodozemaca opisano kao CNH. CNH sadrzi stanice koje potjecu iz primitivnog ¢vorica i
oblikuju notokord. Ostatak CNH potjece od primitivne pruge, pa oblikuje plo¢u dna neuralne
cijevi, somite, ali je odgovaran i za migraciju stanica u sam vrh osnove repa, gdje se razvija u
kaudalni mezenhim. Opisana sposobnost repnog pupoljka da inducira razvoj dodatne osnove
repa (engl. primitive inducer activity) posljedica je induktivnih signala iz CNH. Pluripotentne
stanice se nalaze upravo u ovom podruc¢ju. Ovaj rad nije mogao niti potvrditi, niti odbaciti
postojanje CNH u mi§jih zametaka. U 9-9,5 dana starim zamecima ventralni neuroepitel,
buduci notokord i dorzalni epitel repnog crijeva su priljubljeni, no, na osnovu izgleda stanica
je tesko potvrditi da se radi o zajednickoj strukturi. Nedvojbeno je da je zajednicka struktura
nadena u obliku repnog tracka, koji je kao ishodiSte notokorda i repnog crijeva prisutan u

starijim miSjim zamecima.

Podrucje 2) odgovara onome Sto je morfoloski opisano kao mozdinski tracak. On je izvor
stanica za razvoj cijele neuralne cijevi, osim plo¢e dna, koja, po nekim istraziva¢ima, ima

zajednicku osnovu s notokordom i dijelom repnog crijeva. Porijeklo sekundarne nuralne cijevi
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u tom podrucju je dvostruko: ili uvrtanjem primarne neuralne cijevi, ili diferencijacijom iz
repnog pupoljka. Ovaj rad pokazuje da je neuralna cijev u kaudalnom dijelu zametka nastala
diferencijacijom i preraspodjelom stanica koje se nastavljaju na one smjeStene u dorzalnom

dijelu repnog pupoljka.

Podrucje 3) odgovara repnom pupoljku. Cambrey i Wilson (90) su pokazali da je vecina
stanica tog podruc¢ja usmjerena prema razvoju paraksijalnih struktura kaudalnog dijela
zametka. Manji dio tih stanica se ipak razvije u sve tri aksijalne strukture u samom vrhu repa.
Stoga je zakljuceno kako dio repnog pupoljka posjeduje stanice koje pokazuju pluripotentna

svojstva.

Ovaj je rad pokazao postojanje repnog pupoljka, kao nakupine nediferenciranih stanica u
kaudalnom vrhu mi$jeg zametka starih 10-12,5 dana. Sve strukture u kaudalnom dijelu misjeg
zametka se razvijaju u kontinuitetu sa repnim pupoljkom. Jasni dokazi za postojanje CNH u
misa nisu nadeni. Ipak, ostaje otvoreno pitanje postojanja CNH u misa kao prolazne tvorbe

prisutne oko 9. dana razvoja zametka.

5.1.1.2. Neuralna cijev u kaudalnom dijelu zametka miSa nastaje sekundarnom

neurulacijom

Za razliku od primarne neurulacije, koja je definirana kao morfogenetsko zbivanje gdje se
neuroektoderm zatvara u neuralnu cijev, pitanje podrijetla neuralne cijevi u kaudalnom dijelu
zametka joS je uvijek predmet rasprave. Jedan od osnovnih zadataka ovog rada bio je opisati
nastanak neuralne cijevi u kaudalnom dijelu zametka miSa. Analiza serijskih rezova izmedu 9
1 12,5 dana starih zametaka pokazuje da se nakon oblikovanja kaudalnog zavrSetka primarne
neuralne cijevi, kaudalno od nje nalazi nakupina stanica preostalih od primitivnog ¢vorica i
pruge. Nakon §to se primarna neuralna cijev zatvori i oblikuje kaudalni neuroporus, daljnji
rast zametka u duljinu pracen je produljivanjem neuralne cijevi. Kaudalno od kaudalnog
neuroporusa nalazi se sve uza Supljina neuralne cijevi koja je obloZena manje diferenciranim
stanicama. Kona¢no, neuralna cijev zavrSava nakupinom stanica koje nemaju lumen, te

nediferenciranim mezenhimom - repnim pupoljkom. Iz ovog nalaza proizlazi osnovno
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pitanje: da li je kaudalni dio neuralne cijevi nastao produljivanjem i izrastanjem iz primarne
neuralne cijevi ili je nastao diferencijacijom iz kaudalnog zavrSetka zametka — repnog
pupoljka. Drugim rijeCima, da li je kaudalni dio neuralne cijevi (sekundarna neuralna cijev)
nastao morfoloskim preslagivanjem primarne neuralne cijevi u sve nepravilniju strukturu
prema vrhu zametka ili je kaudalni dio neuralne cijevi nastao de novo, diferencijacijom
pluripotentnog mezenhima. Da bi se odgovorilo na ovo pitanje potrebno je odrediti granicu
izmedu primarne i sekundarne neurulacije. Kod misa, ali i Covjeka postoji problem §to u tom
podrucju, u tom razdoblju, nema somita. Ipak, ukoliko se zamisli da se nakon 25. para somita,
somiti nastavljaju u jednakim razmacima, kaudalni neuroporus bi doSao na razinu zamisljenog
31. somita, Sto bi odgovaralo kranijalnoj polovici sakralnog podrucja. Dakle, granica izmedu
primarne i sekundarne neurulacije je u sakralnom podrucju (somit 31, odgovara kraljesku S2)
(92,93). Identican odgovor bi se dobio ukoliko bi se granica izmedu primarne i sekundarne
neurulacije smjestila u podrucje prolaznih viSestrukih Supljina neuralne cijevi, kao Sto je to
slu¢aj u ptica. Postojanje viSestrukih Supljina neuralne cijevi u ptica ide u prilog pretpostavci
0 postojanju izvora Ziv€anog tkiva u vrhu zametka. Sukladno svim spoznajama, nemoguce je
na¢i razlog da primarna neuralna cijev svojim produljivanjem oblikuje nekoliko Supljina u

kaudalnom dijelu.

Oblikovanje sekundarne neuralne cijevi obiljeZeno je manjim razlikama medu razliitim
vrstama: kod riba cijelom duzZinom tijela, kao i u kaudalnom dijelu urasta neuroektoderm u
mezenhim, te se postupno u toj nakupini stanica stvara Supljina. Stoga kod riba ne postoji
primarna i sekundarna neurulacija. U ptica i Covjeka se istovremeno oblikuje primarna i
sekundarna neuralna cijev, pa je prolazno prisutna zona preklapanja ovih morfogenetskih
procesa, s viSestrukim Supljinama neuralne cijevi. Ovaj rad je potvrdio da se kod glodavaca
(miS, Stakor) sekundarna neuralna cijev neposredno nastavlja na primarnu bez zone

preklapanja.

Analize izrazaja razliCitih gena za koje se pretpostavljalo da bi mogli biti specifi¢ni za razvoj
sekundarne neuralne cijevi nisu dokazale gen Ciji bi izrazaj oznaCavao oStru granicu
primarnog i sekundarnog mehanizma embrionalnog razvoja. Ovaj rad je pokazao da mutacija
gena Pax3 ima za posljedicu otvorenu neuralnu cijev u kaudalnom dijelu zametka, no Pax3 se
izraZzava i u kranijalnom dijelu. Sli¢no je i s genom Noto. Takav se nalaz moZe objasniti na
dva nacina: ukoliko razvoj zametka shvatimo kao kontinuirano zbivanje, bez dramaticne

promjene u kranijalno-kaudalnom smjeru bilo na genskoj, bilo na morfoloSkoj razini, za
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ocekivati je da se ve¢ina gena koji su izraZeni tijekom primarnog mehanizma oblikovanja
zametka nastavljaju izraZavati u tom podru¢ju. Drugo objasnjenje bilo bi da se neki geni
izraZzavaju tijekom gastrulacije (npr. Foxa2), a zatim u kaudalnom dijelu zametka, Sto bi
odgovaralo modelu «alternativne gastrulacije», odnosno sekundarnom mehanizmu
embrionalnog razvoja koji ima i brojna zajedni¢ka svojstva s primarnim mehanizmom

embrionalnog razvoja.

Budu¢i da je teSko odrediti granicu primarne i sekundarne neurulacije i podrijetlo
pojedinacnih stanica u zoni preklapanja, istraZivan je potencijal, morfoloski izgled 1 izrazaj
gena u podrucju repnog pupoljka. Ukoliko je repni pupoljak «genski resetiran», sekundarni
mehanizam razvoja bi bio lako objaSnjiv. Ipak, ¢ini se vjerojatnijim da je sekundarna
neurulacija «sekundarna» prvenstveno po svojem poloZaju i posebnim morfogenetskim

zbivanjima, a da je potencijal stanica koje je oblikuju zadan gastrulacijom.

Budu¢i da je podrucje koje se razvija sekundarnim mehanizmom embrionalnog razvoja
obiljeZeno nastankom specifi¢nih i razmjerno Cestih poremecaja, posebnu pozornost izaziva
istraZzivanje nastanka kaudalne neuralne cijevi u Covjeka. U ljudskih zametaka su tijekom
sekundarne neurulacije nadene viSestruke Supljine neuralne cijevi, kao u ptica (94). Kaudalno
se podrucje moZe podijeliti u tri odsjecka: kranijalna tre¢ina je oznacena kontaktom neuralne
cijevi i notokorda, Sto podsje¢a na CNH. U srednjem podrucju dolazi do promjene izgleda
neuralne cijevi u moZdinski tracak, dok se ventralno nalazi nakupina mezenhima. U vrhu
zametka se nalazi poCetak mozdinskog tracka, te repni pupoljak. Da 1i neuralna cijev u
kaudalnom dijelu zametka nastaje produljivanjem neuralne cijevi iz kranijalnog dijela ili se
dio struktura u Covjeka razvije diferencijacijom iz repnog pupoljka vrlo je tesko odgovoriti.
Usporedbom s dosadaSnjim istrazivanjima na misu i piletu, nadene strukture u covjeka se
zbog malog broja uzoraka nisu mogle istraZivati u tako preciznim vremenskim razmacima.
Nakupina mezenhima u srednjoj trec¢ini kaudalnog vrha ljudskog zametka izgleda poput
repnog traCka. Postoji mogucénost da dio notokorda nastane diferencijacijom iz nakupine
mezenhima ventralno od mozdinskog tracka. Takoder nema dokaza da mozdinski tracak u
covjeka nastaje preslagivanjem primarne neuralne cijevi, kao niti da se notokord odvaja od
zajednicke osnove sa neuralnom cijevi. Ukoliko bi se zanemareni repni pupoljak uzeo kao
moguci izvor kranijalnih struktura, razvoj kaudalnog dijela u ¢ovjeka bi se mogao tumaciti
jednako onome u miSa, s iznimkom viSestrukih Supljina neuralne cijevi, koji su se do sada

smatrali osobitoScu ptica.
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Pokusi na modelima prepelica-pile (91,95,96) pokazali su da primitivni ¢vori¢ i pruga,
odnosno CNH kao njihov ostatak u kaudalnom dijelu, oblikuju plocu dna, notokord i dorzalni
epitel repnog crijeva. Time je pitanje diferencijacije repnih struktura u kranijalnom smjeru
nadopunjeno jos jednim: ukoliko plo¢a dna i notokord dijele isto porijeklo, postoje li uopce
induktivni signali notokorda prema ventralnom neuroepitelu (95-98)? Pokusi koji su branili
model indukcije notokord-ploca dna temeljili su se na tri grupe dokaza: 1) ektopi¢ni notokord
inducira ektopi¢nu plocu dna, 2) odstranjenje notokorda, kao i onemogucéenje Shh ima za
posljedicu nerazvijanja ploce dna i 3) nekoliko vaZznih signalnih molekula (npr. Shh) se prvo
izrazava u notokordu, a onda u neuroepitelu, gdje gradijent tih molekula odreduje dorzo-
ventralnu diferencijaciju neuralne cijevi. Ipak, u novije vrijeme postoje dokazi koji govore
protiv navedenog: 1) ektopic¢na ploCa dna takoder inducira ektopi¢nu plocu dna, S§to mozda
govori o ostatku aktivnosti ,,organizatora“, a ne o fizioloSkoj vaZnosti notokorda kao
induktora, 2) ukoliko su ploc¢a dna i notokord u razvoju tako ¢vrsto priljubljeni, Sto posebno
vrijedi za CNH u sekundarnom mehanizmu razvoja, nemoguce je odstraniti nokord, a da se ne
odstrani i osnova za plocu dna i 3) razlika u vremenu izraZaja u notokordu i plo¢i dna moze
biti posljedica njihovog smjeStaja u novom okoliSu. Dodatne ¢injenice o utjecaju notokorda
na ventralni neuroepitel donose podaci dobiveni iz pokusa u kojima se osim analize izgleda
plo¢e dna promatrao proces neurulacije. Cinjenica da se odstranjen neuroektoderm u kulturi
moze samostalno zatvoriti u neuralnu cijev govori u Korist intrinzi¢nih svojstava tih stanica da
oblikuju cijev, Cak i u nedostatku induktora. Ipak, nedostatak notokorda in vivo ima za
posljedicu nedostatak srediSnje toCke savijanja (MHP) Isto tako, zanimljivo je da Shh nije
potreban da bi se oblikovala srediSnja tocka savijanja, Sto govori u prilog nepoznatog
¢imbenika koji uzrokuje njen nastanak. Postojanje mutanata koji imaju izoliran poremecaj
ploce dna ili notokorda govore u korist neovisne diferencijacije ove dvije populacije stanica,
1ako se morfoloSka obiljeZja razvoja tih struktura u promijenjenom mikrookruZenju razlikuju

od onih u normalnih Zivotinja.
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5.1.2. Zbivanja tijekom razvoja kaudalnog dijela zametka misa odgovaraju onima

tijekom razvoja kaudalnog dijela zametka Stakora

Dosadasnja detaljna istraZzivanja morfologije kaudalnog dijela zametka i1 diferencijacije
repnog pupoljka nacinjena su na Stakoru. Postojanje brojnih mis§jih mutanata s poremecajem
razvoja repa zahtijevalo je provjeru da li morfoloski odnosi utvrdeni kod Stakora odgovaraju
onima kod miSa. Ovaj cilj ostvaren je usporedbom dobivenih rezultata tijekom izrade ove
disertacije te rezultata iz literature koji su opisali razvoj Stakorskog zametka. Usporedeni su
razliciti stadiji miSeva visoko srodenog soja C57BIl/6 i Stakora visoko srodenog soja Fisher, te

je pokazano da su u misa prisutna sva morfogenetska zbivanja kao u Stakora (tablica 3).

Tablica 3: Usporedni prikaz istrazivanih zbivanja u razvoju zametka misa i odgovarajucih

zbivanja u razvoju zametka Stakora.

Zbivanje u razvoju kaudalnog dijela Stadij zametka misa Stadij zametka Stakora
zametka
Na kaudalnom kraju zametka se nalaze
primitivna pruga koja se nastavlja u neuralni | 9 dang (16-22 somita) 10,5 (19-21 somita)

Zlijeb, te zajedni¢ka osnova repnog crijeva,
notokorda i ventralnog neuroepitela.

U vrhu osnove repa se po prvi put nalazi

repni pupoljak iz kojeg se diferenciraju sve 10,5 (30-36 somita) 12 (35-38)
aksijalne strukture tog dijela zametka.

Osnova repa se produljuje i u njoj se 11,5 (40-45 somita) 13 (42-45)
pojavljuju somiti.

Odumiranje  stanica  prisutno je u 12,5 (vise od 45

proksimalnom dijelu osnove repa, te se repno ’ 14 (viSe od 45)
crijevo viSe ne nastavlja na crijevo u tijelu somita)

zametka.
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5.2. Razvoj miSjeg zametka splotch

Jedan od osnovnih zadataka ovog rada bio je opisati razvoj zametka u splotch miSeva.
Uspostavljena tehnika genotipizacije omogucila je da se mutirani zameci prepoznaju i prije
vidljivih morfoloskih osobitosti, te da se tako prouci poCetak nastanka poremecaja neurulacije
u splotch zametaka. Posebna je pozornost posvecena razvoju struktura koje nisu primarno
zahvacene mutacijom gena Pax3. To je doprinijelo razumijevanju meduodnosa u razvoju

razlicitih struktura u kaudalnom dijelu repa.

Osnovni poremec¢aj naden kod splotch zametaka jest spina bifida. Usporedbom s
odgovaraju¢im stadijem kontrolnih zametaka, otvorena neuralna cijev je vidljiva ve¢ kod 10,5
dana starih splotch zametaka u kaudalnoj trecini repa. Pazljivim promatranjem se vidi da je
otvorena neuralna cijev pra¢ena zadebljanjem neuroepitela, te da je vrh osnove repa u kojem
postoji spina bifida zakrivljen u dorzalnom smjeru. Prvo pitanje bilo je kako izgleda

sekundarni mehanizam razvoja u splotch zametaka.

5.2.1. Otvorena neuralna cijev (spina bifida) u splotch zametaka nastaje u podrucju

spoja primarne i sekundarne neuralne cijevi

Izolacijom razlicitih stadija splotch zametaka moze se pratiti prijelaz stadija s prisutnom
primitivnom prugom (9,5 dana starosti) u onaj gdje nastaje repni pupoljak (10 dana starosti),
odnosno gdje se pocinje oblikovati rep zametka (10,5 dana starosti). Vrh zametka se razvija
jednako kao u kontrolnog miSa, a sekundarna neurulacija se odvija otvaranjem rozete
mozdinskog tracka. Otvorena neuralna cijev se nalazi u odsjeCku repa smjeStenog izmedu
odsjecka gdje se oblikuju notokord i repno crijevo i odsjecka u kojem se diferencira
mozdinski tracak. Nalaz spine bifide u proksimalnom podrucju sekundarnog oblikovanja
aksijalnih struktura repa donosi pretpostavku da se pocetak nastanka poremecaja neurulacije u
splotch zametaka nalazi u podruc¢ju spoja izmedu primarne i sekundarne neuralne cijevi. Ovaj
nalaz nije u suprotnosti s predlozenim modelom istraZivanja neurulacije u pileta (12,79) i
miSeva (90) po kojemu se neuralna cijev nastala kaudalno od nestale primitivne pruge smatra

heterogenom po svom podrijetlu: kranijalni dio nastaje produljivanjem iz primarne neuralne
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cijevi, dok se dio vrha osnove repa diferencira u kratki odsje¢ak svih aksijalnih struktura, pa

tako doprinosi nastanku kaudalnog dijela neuralne cijevi. Neodgovoreno pitanje u ovakvom

shvacanju nastanka sekundarne neuralne cijevi jest tocna granica izmedu neuralne cijevi

nastale produljivanjem i one nastale iz mozdinskog tracka. Sukladno ovome, nastanak spine

bifide u splotch zametka se moZe objasniti s dvije teorije:

1y

2)

poremecaj produljivanja primarne neuralne cijevi ima za posljedicu spinu bifidu, dok
je kaudalni kraj neuralne cijevi nastao diferencijacijom repnog pupoljka normalan.
Kako rep raste tako se i jedno i drugo podrucje povecavaju. Zaista, u 11,51 12,5 dana
starih zametaka postoji znaCajan dio neuralne cijevi u kaudalnom dijelu repa koji je

normalan.

Spina bifida nastaje u podrucju neuralne cijevi koja potjece od stanica u vrhu osnove
repa. lako postoji diferencijacija neuroepitela u smjeru prema tijelu zametka, zbog
nekog nedostatka stjenke neuroepitela nikada ne oblikuju Supljinu neuralne cijevi.
Zaista, izgled spine bifide od vrha prema bazi repa podsjeca na diferencijaciju
neuralne cijevi tijekom primarne neurulacije, t.j. spina bifida u vrhu repa splotch
zametka izgleda poput neuralne cijevi u zatvaranju u tijeku rane normalne neurulacije
u tijelu zametka, dok spina bifida u bazi repa izgleda poput kasne faze normalne

neurulacije, u kaudalnom dijelu zametka.

Uzevsi u obzir ¢injenicu da je pocetak spine bifide u splotch zametaka smjeSten neposredno

uz repni pupoljak, pretpostavlja se da je uzrok spine bifide u splotch zametaka

nekoordiniranost u spajanju neuralne cijevi nastale produljivanjem primarne neuralne cijevi i

one nastale diferencijacijom totipotentnih stanica u vrhu osnove repa.
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5.2.2. Moguc¢i uzroci nastanka spine bifide

Iako u literaturi postoje razliCita objasnjenja uzroka nastanka spine bifide, u splotch zametaka
su tri mogucnosti koje bi svaka posebno ili u kombinaciji s nekom drugom mogle biti

uzrokom nezatvaranja neuralne cijevi.

5.2.2.1. Dorzalna zavijenost osnove repa u splotch zametaka

Nalaz koji redovito prati splotch homozigotne zametke jest osnova repa zavijena u dorzalnom
smjeru. Budu¢i da je poremecaj savijanja prvi opisan u mutanta miSa curly tail, ovaj
poremecaj je i objasnjen na curly tail modelu (99). U curly tail modela se nalazi dio osnove
repa savijene u ventralnom smjeru, Sto oteZava zatvaranje neuralne cijevi, dok se dio osnove
repa savija u dorzalnom smjeru. RazjaSnjene mehanizma nastanka zavijenog repica je
doprinijelo razumijevanju nastanka spine bifide. Naime, pokazano je da je u podlozi cijelog
razvojnog poremecaja nepravilno umnazanje stanica repnog pupoljka. To ima za posljedicu
nejednako brzo razvijanje dorzalnog i ventralnog dijela repica, te savijanje osnove repa.
Savijanje osnove repa oteZava zatvaranje kaudalnog neuroporusa, te omogucuje nastanak
spine bifide. Nalaz dorzalno savijene osnove repa u splotch zametaka ukazuje na mogucnost
da i u ovog mutanta razlog nezatvaranja neuralnog Zlijeba nije u defektu neuroepitela, nego u
nekordiniranom rastu razlicitih slojeva unutar osnove repa. Veza brzine rasta neuroepitela i
prileZecih tkiva, te zavijenosti zametka moZzda moZe objasniti jo§ jednu Cinjenicu: zasto se u
splotch zametak uz lumbosakralnu spinu bifidu ponekad nalazi egzencefalija? lako se ovaj rad
ne bavi razvojem kranijalne neuralne cijevi, do sada u literaturi nema objaSnjenja kako nastaju
izolirani poremecaji neurulacije u kranijalnom i kaudalnom dijelu. Osim pretpostavke kako
objasnjenje ove pojave treba traZiti u postojanju kranijalnog i kaudalnog neuroporusa, koji se
sporije zatvaraju, moguce je pretpostaviti da na nezatvaranje neuralne cijevi utjece kut koji
¢ine glava i trup zametka, odnosno ventralni zavoj repica i ostatak repic¢a. MoZe se spekulirati
kako je kranijalni dio zametka postavljen u nepovoljnom kutu prema ostatku tijela, pa to

doprinosi nezatvaranju neuralne cijevi u podrucju glave zametka.
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5.2.2.2. Poremecaj savijanja neuroepitela

Spina bifida u splotch zametaka ima drugaciji izgled u razli¢itim dijelovima repa. U svojoj su
kaudalnoj tre¢ini stjenke neuralne cijevi otvorene u obliku slova ,,V*. Usporedbom s
normalnom neurulacijom u misa (23,25,100), neurulacija gdje se stjenke savijaju u sredi$njoj
tocki savijanja vida se samo u 9,5 dana starih zametaka. U srednjoj trecini repa spina bifida
izgleda poput vitiCaste zagrade, Sto ukazuje na prisutnost srediSnje i dorzolateralne tocke
savijanja, Sto je osobitost 10 dana starih zametaka. U kranijalnoj tre¢ini osnove repa spina
bifida je gradena od debelog neuroepitela koji deformira izgled stijenki, pa nije moguce tvrditi
sa sigurnoSc¢u da su u tom podrucju prisutne samo dorzolateralne tocke savijanja. Budu¢i da je
srednji dio osnove repa razvijeniji (stariji) od kaudalnog, ta dva oblika neurulacije (razlicite
kombinacije MHP i DLHP) podsje¢aju na normalnu neurulaciju uz dvije bitne razlike: 1)
nalaz je prisutan u osnovi repa, gdje se stupanj diferencijacije tkiva odvija u suprotnom
smjeru od zatvaranja neuralnog Zlijeba u tijelu zametka i 2) prisutnost MHP i DLHP u 11,5
dana starih zametaka govori u prilog usporenom razvoju neuroektoderma, sa kaSnjenjem od 2
dana u odnosu na normalni razvoj. Ovaj je nalaz moguce komentirati u okviru pitanja da li
uopce postoji sekundarna neurulacija ili je neuralna cijev nastala kaudalno od primitivne
pruge samo produZetak primarne neuralne cijevi. Ukoliko se promatra otvorena neuralna cijev
u splotch zametaka od vrha repa prema tijelu, izmjenjivanje oblika spine bifide podsjeca na
oblike neuralnog Zlijeba u zatvaranju od razine 4. somita prema kaudalno, $to se u normalnom
razvoju dogada u razdoblju od 8,5 do 10,5 dana razvoja. Drugim rije¢ima, u osnovi repa
splotch zametaka se vidi promjena u zatvaranju neuralne cijevi od vrha prema tijelu zametka.
Upravo na to upucuje teorija sekundarnog mehanizma razvoja: diferencijacija od repnog
pupoljka prema kranijalno. Cinjenica da se spina bifida u splotch zametaka nikada ne zatvori
kao i da ti zameci ugibaju, ne umanjuje neobitnost ovog opaZanja. Stovise, moglo bi se
zakljuciti da se u repu splotch zametka odvija sekundarna neurulacija da bi nadoknadila ono
Sto nije uspjela primarna. Zbog nepoznatog uzroka koji zahvaca i jedan i drugi mehanizam, ni

jedna ni druga neurulacija ne uspijevaju oblikovati normalnu neuralnu cijev.
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5.2.2.3. Opseino odumiranje stanica

Programirano odumiranje stanica prisutno je u razvoju svih struktura. Rezultati dobiveni
pokusima u kojima se istrazivala neurulacija pokazuju da spina bifida moZe nastati i zbog
viSka ili manjka odumiranja stanica. Pokusi u kojima se blokirala apoptoza su pokazali da je
programirana smrt stanica nuZna za zatvaranje neuralne cijevi, jer su normalni zameci kojima
je blokirana apoptoza razvili spinu bifidu (101). Istovremeno, blokiranje apoptoze
onemogucavanjem funkcije 7Trp53 u splotch zametaka je imalo iznenadujucu posljedicu:
splotch homozigotni zameci nisu razvili spinu bifidu (55). To je dovelo do pretpostavke da je
uzrok spine bifide u splotch zametaka nedostatak signala Pax3 koji ima ulogu inhibitora
apoptoze posredstvom gena 7rp53. lako u ovom radu apoptoza nije posebno istrazivana, u
podrucjima gdje je neuroepitel zadebljan prisutan je veliki broj stanica s piknoti¢nim i
fragmentiranim jezgrama, $to su morfoloska obiljeZja odumiranja stanica. Proucavanje spine
bifide u splotch zametka pokazuje jasno regionalni ograni¢en poremecaj neurulacije. Ako je
neurulacija normalna, a apoptoza ta koja uzrokuje spinu bifidu, teSko se moze objasniti zaSto

su zahvac¢ena samo opisana podrucja.

5.2.3. Poremecaji repnog pupoljka i aksijalnih struktura repa u splotch zametaka

Osnovna hipoteza ovog rada je bila da se poremecaj razvoja kaudalnih struktura u splotch i
truncate mutanata moze povezati s nekim oblikom poremecaja diferencijacije repnog

pupoljka.

Analiza splotch zametaka starih 11,5 dana, a to je dob kada je u kontrolnim zamecima
sekundarni mehanizam razvoja jasno uocljiv, pokazala je da se u vrhu osnove repa splotch
zametaka nalazi zgusnuce mezenhima koje odgovara repnom pupoljku. Repni pupoljak se ni
po svojem polozaju, ni po izgledu stanica ne razlikuje od onog u kontrolnih miseva.
Kranijalno se u dorzalnom podrucju razvija rozeta moZzdinskog tracka i sekundarna neuralna
cijev, dok se ventralno nalazi spojeni kaudalni zavrSetak notokorda i repnog crijeva, koji
oblikuju repni tra¢ak. Drugim rijeima, nastanak kaudalnih struktura u osnovi repa 11,5 dana
starih splotch zametaka se ne razlikuje od nastanka odgovaraju¢ih struktura u kontrolnih
miSeva. Tako se dokazalo da je prisutan mehanizam sekundarnog razvoja zametka u splotch

mutanata. Budu¢i da je spina bifida nadena u podrucju spoja primarne i sekundarne
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neurulacije, moguce je pretpostaviti da je mehanizam sekundarnog razvoja zametka bio
poremecen na samom svom pocetku. Isto tako, moguce je pretpostaviti da je poremecen

razvoj kaudalnog dijela neuralne cijevi koji nastaje produljivanjem primarne neuralne cijevi.

5.2.3.1. Odsjecci sa spinom bifidom nemaju poremecen razvoj notokorda, repnog crijeva

i somita

Jedan od ciljeva ovoga rada bio je opisati razvoj notokorda, repnog crijeva i somita uz
prisutan poremeceni razvoj neuralne cijevi. Cilj je postignut usporedbom odsjecaka repa u
kojima je neuralna cijev normalnog izgleda s onima gdje je prisutna spina bifida, te s
odgovaraju¢im odsjeccima u kontrolnim zamecima. Svi dobiveni rezultati su pokazali da su
notokord, repno crijevo i somiti uz prisutnost spine bifide normalnog izgleda, te su nadeni u
ocekivanom dijelu osnove repa. Ovo navodi na zakljucak da spina bifida nema neposredni

negativni utjecaj na izgled ili polozaj opisanih struktura.

5.2.3.2. Splotch zametak star 12,5 dana ima poremeéenu gradu repnog pupoljka i osnove

repa

Za razliku od dan mladih splotch zametaka ili kontrolnih zametaka iste starosti, splotch
zameci stari 12,5 dana pokazuju poremecenu gradu cijelom duljinom osnove repa. lako u
samom vrhu zametka postoji nakupina stanica koja odgovara repnom pupoljku, razvoj
kaudalnog dijela zametka je poremecen. Sekundarna neuralna cijev ne nastaje
diferencijacijom iz jasno oblikovanog mozdinskog tracka. U splotch zametaka dorzalna
skupina stanica ne oblikuje pravilnu okruglu strukturu. Otvaranje Supljine unutar sekundarne
neuralne cijevi je skokovito. U kratkom odsjecku se Supljina otvori, da bi se opet zatvorila.
Stanice koje je grade mjestimi¢no se odvajaju, migriraju i nestaju, uz odumiranje stanica.
Slican poremecaj se vidi i kod repnog tracka, gdje postoji nepravilnost u oblikovanju
notokorda i repnog crijeva. lako se na prijelazu kaudalne u srednju tre¢inu osnove repa
uspostavlja normalna morfologija, nekoliko rezova prema kranijalno se nalazi otvorena

neuralna cijev.
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Opisani rezultati otvaraju pitanje uzroka poremecaja razvoja kaudalnog dijela splotch zametka
starog 12,5 dana. Da bi se odgovorilo na to pitanje potrebno je to¢no odrediti poremecaj. Za
razliku od truncate zametka, u ovom stadiju splotch zametka nije moguce govoriti o
specificnom poremecaju sekundarnog mehanizma razvoja. U splotch zametka starog 12,5
dana ne postoji izolirani poremecaj neke strukture, njeno nepravilno odvajanje ili oblik, ve¢ je
kompletno tkivo u kaudalnom dijelu zametka poremecenog izgleda. Najbolji dokaz za ovu
tvrdnju je izgled nediferenciranog okolnog vezivnog tkiva, koje, iako ne sudjeluje u nastanku
specificnih struktura takoder pokazuje pojacano odumiranje stanica i povecane medustanicne
razmake (102). Takoder, usprkos o¢iglednom poremecaju razvoja kaudalnog dijela zametka, u
splotch zametku starom 12,5 dana ne nastaje niti jedna prekobrojna struktura, niti neka
struktura nedostaje. Konac¢an dokaz za to je postojanje kratkog odsjecka repa s normalnom

morfologijom.

Opisani rezultati su u prilog tvrdnji da u splofch zametaka starih 12,5 dana ne postoji
specifican poremecaj sekundarnog mehanizma razvoja, koji bi promijenio razvoj neke
specificne strukture, kao Sto je to slucaj u truncate zametku, kod kojeg se svi poremecaji
mogu objasniti poremeéajem nastanka kaudalnog notokorda. Cini se da je kaudalni dio
splotch zametka starog 12,5 dana poremecen tako Sto je na razvoj svih struktura djelovao
odredeni negativan utjecaj. Ako se uzme u obzir da je za poremecaje nadene u splotch
zametaka starih 12,5 dana potreban odredeni vremenski period, ¢imbenik koji je utjecao na
njihov nastanak mogao bi biti prisutan u dan mladih splotch zametaka. Buduéi da je
poremecena kaudalna trecina repa zametka u splotch zametaka starih 12,5 dana, au 11,5 dana
starih zametaka je potpuno normalna, jedini poremec¢aj dokazan ovim istraZivanjem 11,5 dana
starih zametaka jest spina bifida. Mogu¢i drugi uzroci propadanja kaudalnog dijela splotch
zametaka su za sada upitni. Jedan od njih se nalazi u ¢injenici da splotch homozigoti odumiru
dva dana nakon ovdje opisanog poremecaja, a razlog odumiranja je joS uvijek predmet
rasprave. Cini se da je poremecaj cirkulacije zbog poremeéenog razvoja srca, zbog manjka
stanica neuralnog grebena, razlog odumiranja ovih zametaka. U svjetlu tih saznanja,
odumiranje kaudalnog dijela repa splotch zametka bi se moglo objasniti smjeStajem na

periferiji poremecenog krvoZzilnog sustava.
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5.3. Razvoj miSjeg zametka truncate

5.3.1. Truncate zameci imaju poremecen razvoj notokorda

Osnovni poremecaj naden u truncate zametaka jest nepravilan razvoj kaudalnog dijela

notokorda. Ovisno o dijelu i stadiju razvoja, nadene su slijedec¢e promjene:

a) mjestimi¢an nedostatak notokorda

Notokord je u truncate zametaka isprekidan. ProsjeCan broj odsjeCaka je dva, a neki su
zameci u kaudalnom dijelu imali i do pet odsjeCaka notokorda (tablica 2). Uoceno je da je
kaudalni zavrSetak odsjeCaka notokorda redovito u kontaktu s neuroektodermom, za razliku
od kranijalnog zavrSetka notokorda, koji je odvojen od drugih struktura. Sli¢an je fenotip
dobiven odstranjenjem primitivnog ¢voric¢a i prileZeceg endoderma, te njihovom zamjenom
primitivnim ¢vori¢em i endodermom srodne vrste (pokusi pile-prepelica) (91). Notokord u
torakalnom dijelu tijela zavrSava proSirenjem. Kaudalno postoji podrucje s nedostatkom
notokorda, a notokord nastao iz transplantiranog ¢vori¢a se ponovno nalazi u vrhu zametka.
Ovi pokusi potvrduju model kojem je kraljeSnjacima tijekom embrionalnog razvoja
zajednicka migracija stanica iz podru¢ja primitivnog ¢vori¢a u kaudalni zavrSetak zametka
(103). Produljenje notokorda u kraljeSnjaka nastaje umnazanjem stanica postojeceg primarnog
notokorda, kao 1 dodavanjem stanica koje iz ostataka primitivnog cvori¢a nadopunjuju
kaudalni kraj notokorda. Istovremeno, dio stanica primitivnog ¢vori¢a naseljava kaudalni vrh
zametka, te ima sposobnost stvaranja novih stanica notokorda u kaudalnom odsjecku
zametka. Zanimljivo je da je kaudalnom zavrSetku notokorda za dodavanje stanica
primitivnog ¢vorica potrebna prisutnost neprekinutog endoderma (91). Objasnjenje dobivenog
fenotipa je slijedece: prekid endoderma je sprijecio produljivanje notokorda dodavanjem
stanica na njegov kaudalni zavrSetak, dok su transplantirane stanice primitivnog Cvorica

uspjesno migrirale u kaudalni vrh zametka i izgradile notokord u tom podrucju.
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b) nepravilan polozZaj notokorda

Notokord je u svom kaudalnom pocetku redovito priljubljen uz ventralni epitel neuralne
cijevi. Kontakt notokorda i neuroepitela je u nekim zamecima naden i u proksimalnim
dijelovima repa. Za razliku od normalnog zametka, u truncate misSa usporedo s promjenom
izgleda notokorda, dolazi do promjene njegova polozaja u dorzo-ventralnom smjeru, tako da
je u nekim odsjeccima repa notokord blizi neuralnoj cijevi, a u nekim repnom crijevu.
Kontakt notokorda i neuralne cijevi je vidljiv i u pokusima u kojima su u normalni zametak
injicirane stanice kojima nedostaje gen 7. To se objaSnjava ¢injenicom da je gen T zaduZen za
migraciju stanica iz podrucja primitivnog cvori¢a u kaudalni dio zametka, te njihovu
diferencijaciju u notokord. Stanice koje trebaju izgraditi notokord u truncate zametku prisutne
su u podrucju repnog pupoljka, Sto ukazuje na ispravnu migraciju stanica primitivnog ¢vorica,

ali im je diferencijacija poremecena.

¢) nepravilan izgled notokorda

Za razliku od notokorda u kontrolnih zametaka, u truncate zametaka notokord usporedo s
promjenom polozaja, mijenja i svoj izgled. U kaudalnom dijelu je redovito graden od svega
nekoliko stanica. Povecanje promjera u kranijalnom smjeru je praceno nepravilnim
zadebljavanjem, tako da je nerijetko naden notokord koji nije pravilno okrugao, ve¢ je ovalan.
To se posebno odnosi na dijelove zametka u kojima je notokord u kontaktu s

neuroektodermom.
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5.3.2. Moguci uzroci nastanka poremecaja razvoja notokorda

5.3.2.1. Poremecaj diferencijacije repnog pupoljka

IstraZivanja presadivanja dijelova repnog pupoljka pokazala su da repni pupoljak sadrZi
odredenu populaciju pluripotentnih stanica (90,104-106). Diferencijacija repnog pupoljka u
kulturi ima za posljedicu razvoj tkiva podrijetla sva tri zametna listi¢a. Ipak, postavlja se
pitanje da li je izolirani mezenhim repnog pupoljka dovoljan kao izvor svih struktura
kaudalnog dijela zametka ili je za njihovu diferencijaciju potrebna i prisutnost susjednog
ektoderma. Pokusi na piletu su pokazali da je za normalnu diferencijaciju svih struktura
dovoljna prisutnost ventralnog mezenhima, koja, ¢ini se, nadoknaduje odsutnost ventralnog
epitela (ventralnog ektodermalnog grebena), dok, dorzalni mezenhim, kao i sam epitel,
nemaju tu sposobnost (105). Kod miSa nije mogucée dobiti razvijene strukture kaudalnog
dijela zametka bez ventralnog ektodermalnog grebena (104), Sto direktno podsje¢a na
diferencijaciju udova, gdje je takoder nuzna prisutnost apikalnog ektodermalnog grebena kao
induktora susjednog mezenhima (107). Zanimljivo je spomenuti da mutant brachyury kojem

nedostaje gen 7 nema niti VER, te mu je rep skracen (108).

Ukoliko repni pupoljak moze dati derivate sva tri zametna listia, onda je nastanak repnog
crijeva umjesto notokorda realna moguénost. Ovime bi se u fruncate mutanta moglo objasniti
postojanje kaudalnog odsjeCka notokorda koji se odvaja od neuroepitela. Drugim rije¢ima, u
nedostatku gena Noto pluripotentni repni pupoljak nema uputu za oblikovanje kaudalnog
dijela notokorda pa te stanice prolazno oblikuju dodatnu Supljinu repnog crijeva. Potrebno je
naglasiti da u miSa nema cijeli repni pupoljak jednak potencijal za razvoj svih struktura repa
(90). Stovise, pokusi s presadivanjem dijelova kaudalnog zavrietka zametka pokazali su da je
sam mezenhim repnog pupoljka uglavnom usmjeren u razvoj somita. Stanice koje su pokazale
pluripotentna svojstva nalaze se viSe prema kranijalno, u podrucju koje grani¢i s kaudalnim

zavrSetkom primarne neuralne cijevi.
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5.3.2.2. Poremec¢aj kaudalnog produljivanja notokorda

Ukoliko bi se strogo drzali Pasteelsove teorije i tvrdili kako su kaudalne strukture zametka
nastale kao produzetak kranijalnih dijelova, onda bi nedostatak notokorda u truncate misa bio
posljedica nepostojanja migracije stanica koje su trebale do¢i u kaudalni dio 1 oblikovati
notokord. Postojanje dodatnog repnog crijeva bi se moglo objasniti umnaZanjem postojece
populacije stanica koje oblikuju repno crijevo. Iako bi se ovom teorijom teSko moglo objasniti
postojanje isprekidanih odsjecaka notokorda, potencijalni odgovor je ponuden u pokusima s
odstranjenjem endoderma. Nedostatak endoderma rezultira prekidom kontinuiteta notokorda
(91). Ipak, ova teorija teSko moZe objasniti prisutnost viSe odsjeCaka notokorda, kao i
poremecéen izgled ventralnog neuroepitela i dvostruki lumen repnog crijeva. Cini se da u
truncate zametka zaista postoji poremecaj u razvoju svih zametnih listica. Dodatni dokaz
tvrdnji da u kaudalnom dijelu zametka postoje diferencijacije i da barem neke stanice u svoj
razvoj krecu ,,0od pocetka“ jesu pokusi u kulturi (87,90,106). Ne samo da neke stanice u
kaudalnom dijelu zametka pokazuju pluripotentna svojstva, nego se i transplantacijama CNH
izaziva stvaranje dodatnog repa, Sto ukazuje na oCuvanu sposobnost (prisutnost) organizatora
u tom podruc¢ju. Uzevsi sve u obzir, nije prihvatljiva tvrdnja da kaudalni notokord nastaje
iskljucivo produljivanjem strukture nastale kranijalno. Stoga se mora 1 odbaciti teorija koja ne
ukljucuje poremecaj diferencijacija stanica, odnosno poremecaj sekundarnog mehanizma

razvoja u objasnjenju fenotipa truncate zametaka.

5.3.2.3. Poremecaj diferencijacije CNH

U pokusima radenim na vodozemcima (86) i pticama (88) pokazano je da se stanice
ventralnog neuroepitela, notokorda i repnog crijeva spajaju u podru¢ju CNH. Takoder je
pretpostavljeno da bi se u jednoj fazi razvoja moglo govoriti 1 o CNH u misa (90). Kao Sto je
ve¢ opisano u odsjecku o repnom pupoljku, iako je na morfoloskoj razini pokazano kako u
miSa kaudalni dio notokorda nastaje u zajednickoj osnovi s repnim crijevom, odvojeno od
osnove neuralne cijevi, u kratkom trenutku razvoja kaudalnog dijela misjeg zametka mogu se
prepoznati stanice koje su nastale od primitivnog Cvori¢a 1 primitivne pruge, te izrazavaju
Foxa2, a kasnije se u razvoju nalaze u plo¢i dna, notokordu i u dorzalnom epitelu repnog
crijeva. Moze se spekulirati da 1i se radi o jednoj populaciji stanica koje se diferenciraju u

navedene strukture ili o tri populacije stanica koje su tu usko priljubljene, budu¢i da se radi o
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podrucju koje ukupno sadrzi stotinjak stanica (90). Za sada, ovo pitanje u miSa ostaje
nerijeSeno, Sto se ogleda i u raspravama da li je nedostatak plo¢e dna uzrokovan
odstranjenjem notokorda zbog nepostojanja indukcijskih signala ili odstranjenje notokorda

uvijek prati i odstranjenje stanica osnove ploce dna.

Truncate nedvojbeno pokazuje poremecaj diferencijacije notokorda (mjestimi¢ni nedostatak),
ventralnog neuroepitela (neoStre granice ventralnog neuroektoderma, odvajanje stanica) i
dorzalnog epitela crijeva (dvostruka Supljina), koji zajedno ¢ine CNH. Buduc¢i da su pokusi s
oznaCavanjem stanica pokazali da se upravo u tom odsjeCku repa nalaze stanice s
pluripotentnim svojstvima, t.j. stanice koje se diferenciraju u strukture kaudalnog dijela
zametka, opravdano je traziti poremecaj nastanka opisanih struktura u fruncate zametaka u
poremecaju CNH. Zbog kratkog vremenskog razdoblja i veli¢ine zametaka u kojem se moZe
nazrijeti zajednicko porijeklo ventralnog neuroektoderma, notokorda 1 dorzalnog epitela
repnog crijeva, jedini dokaz da takva populacija stanica u miSa postoji jest genski izrazaj koji
se prati od podrucja organizatora, preko CNH do opisanih struktura. Nedostatak gena Noto
koji upravlja razvojem notokorda u kaudalnom dijelu zametka ima za posljedicu da se stanice
od kojih treba nastati notokord diferenciraju u dodatno repno crijevo ili se ugrade u
neuroektoderm. MoZe se pretpostaviti da stanice kojima nedostaje genska uputa koja bi
upravljala njihovom diferencijacijom dolaze pod utjecaj okolnih stanica (109). Takoder se
moze pretpostaviti kako stanice ventralnog neureoktoderma i repnog crijeva nakon izostanka
notokorda, pokuSavaju nadoknaditi manjak Nofo gena tako da same oblikuju notokord. Takav
pokusaj ,,spaSavanja‘“ je nekoordiniran, pa se ,,pseudonotokord* oblikuje samo mjestimic¢no, a

ponegdje i dva notokorda, jedan pored drugoga.

5.3.3. Poremeéena neurulacija i somitogeneza u fruncate zametka povezana je s

poremecenim razvojem notokorda

Uz isprekidan notokord, kao osnovno obiljezje truncate zametaka, ovaj mutant pokazuje
poremecen razvoj neuralne cijevi i somita. Poremecena neurulacija i somitogeneza se redovito
nalaze u podrucjima gdje nedostaje notokord, iako su nadena podrucja gdje je notokord

isprekidan, a izgled ostalih struktura je normalan.
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Poremecena somitogeneza je nadena u obliku poremecenog rasporeda somita. Umjesto
normalnog paraaksijalnog poloZaja, u kaudalnim podruc¢jima repa zametka u kojima nedostaje
notokord, somiti su spojeni u medijanoj liniji. Stovise, iduéi od vrha prema bazi repa moguée
je pratiti njihov nepravilan razvoj. Prva diferencijacija mezenhima se dogada u sredis$njoj
liniji, pa somiti predstavljaju nakupinu stanica koja je spojena u srediSnjoj ravnini. Daljnja
diferencijacija, smjeStena bliZe tijelu zametka, oblikuje stanice u srediStu osnove repa, i to
tako da nastaje struktura sli¢na dermomiotomu (nastala mezenhimskoepitelnom pretvorbom u
zatvoreni smjeStaj stanica). Iako nalaz dermomiotoma ne iznenaduje, njegov normalan
polozaj je dorzolateralno podru¢je somita, a ne ventromedijalni dio somita. lako se u nekim
osnovama repa kranijalno od poremecenog rasporeda somita nalaze stanice koje oblikuju
strukture s obiljezjima notokorda, ovakav ,,obrnut* raspored somita se ne mijenja. Ukoliko se
poremecaj kontinuiteta notokorda nade u bazalnim podrucjima repa, gdje su somiti vec

oblikovani, nema promjena njihovog izgleda.

Danas poznajemo mnoge gene ukljuc¢ene u diferencijaciju somita (6,110): notokord izrazava
Shh koji djeluje u medijanoj liniji, potiCe izrazaj Paxl i diferencijaciju stanica u sklerotom.
Pod utjecajem gena Wnt, a vjerojatno i samog Pax3, dorzolateralni dio somita pocinje

izrazavati skupinu gena Myo i Myf, te Pax3 koji poti€u diferencijaciju dermatoma i miotoma.

Uzevsi u obzir navedene Cinjenice, postavlja se pitanje zasto se u truncate zametaka nalazi

nepravilan izgled somita:

1) u nedostatku notokorda, odnosno bjelancevine SHH, nema indukcijskog signala koji
bi potaknuo izrazaj Paxl, te diferencijaciju stanica medijane linije u sklerotom

2) u pokusima na piletu u kojima se odstranio notokord, izraZeno je odumiranje stanica
sklerotoma, te njithov smanjen broj (111)

3) pokazalo se da je u fruncate zametaka u podrucjima bez notokorda izrazaj Pax3 gena
prisutan u ventralnoj polovici neuralne cijevi, te su stanice medijane linije izloZene

izrazaju Pax3, umjesto Paxl (112)

Opisani poremecaji oblikovanja somita se slazu s rezultatima u drugih pokusnih modela.
Odstranjenje notokorda ili onemogucavanje gena koji sudjeluju u razvoju notokorda imaju za
posljedicu poremecaj u razvoju somita. U ovom slucaju se radi o nedostatku indukcijskih

signala zaduZenih za ventralizaciju somita, odnosno do neravnoteZze u dorzo-ventralnoj
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indukcijskoj osovini Sto ima za posljedicu gubitak orijentacije stanica somita. Iznimno je
zanimljivo pogledati fenotip somita u podrucjima truncate zametka gdje nedostaju kako
notokord, tako i neuralna cijev. Tu su somiti spojeni u medijanoj liniji, nalaze se u dorzalnom
podrucju repa, gdje bi normalno bila neuralna cijev, no njihov raspored nije «obrnut». Buduci
da nedostaju indukcijski signali notokorda, ali i neuralne cijevi, somiti se razvijaju s

dermomiotomom na dorzolateralnoj strani i sa sklerotomom medijalno.

Truncate mis je jedinstven model koji pokazuje Sto se dogada s razvojem somita u odsjeccima
zametka u kojima se prekine kontinuitet notokorda ili se kontinuitet notokorda ponovno
uspostavi, Sto nije slu€aj niti u jednom drugom mutantu, niti je takav model mogu¢ u
pokusima mehanickim odstranjivanjem. Ovaj rad jasno pokazuje da nedostatak notokorda
nema utjecaj na ve¢ oblikovane somite. Nakon pocetne diferencijacije, somiti se razvijaju
neovisno o signalu Shh, Pax3 ili Paxl. Potrebno je naglasiti da se ovaj rad bavi i splotch
miSem, mutantom za Pax3. U ispitivanim zamecima nisu nadeni poremecaji razvoja somita.
Ovu cinjenicu objasnjavaju pokusi koji su pokazali da nedostatak Pax3 ne utjeCe na raspored
ili diferencijaciju somita, ve¢ na njihovu sposobnost migracije (113). Zbog toga stariji Pax3
zameci ili ljudi koji boluju od Waardenburgovog sindroma imaju slabo razvijenu

muskulaturu, posebno u podru¢ju udova, do kojih stanice imaju dugi put migracije (70).

Drugi poremecaj naden u truncate zametku gdje nedostaje notokord je nepravilan razvoj
neuralne cijevi. Opseg poremecaja varira od manjih nepravilnosti oblika stanica

neuroektoderma do potpunog nedostatka neuralne cijevi.

Proucavanjem morfogenetskih zbivanja u razvoju truncate zametaka moguce je ukazati kako

notokord utjece na razvoj neuralne cijevi:

1) U podru¢ju sekundarnog mehanizma razvoja, nedostatak notokorda ima negativan
utjecaj na razvoj neuralne cijevi. U slucajevima kada notokord postoji kao mali tratak
stanica, ventralni dio neuralne cijevi se ne moZe normalno razviti: oStra granica prema
susjednim strukturama nedostaje 1 neuralna cijev nema jasnu dorzo-ventralnu
orijentaciju. Dokaz ovim tvrdnjama je da se neuralna cijev normalno razvije tek u

odsjecku u kojem je normalno oblikovan i smjeSten notokord.
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2) Ekstreman slu¢aj nepostojanja neuralne cijevi i notokorda u kaudalnom podrucju
mozZe se objasniti propadanjem kaudalnog zavrSetka zametka. Buduci da somiti nikada
ne dopiru do podru¢ja sekundarnog mehanizma razvoja, njihova prisutnost u
kaudalnom zavrSetku zametka govori u korist tvrdnje da je kaudalni dio zametka
propao. Uostalom, jedna od osnovnih osobina truncate miSa jest manji ili ve¢i opseg

propadanja buduceg lumbosakralnog podrucja.

3) Nestanak notokorda u podrucju repa u kojem se neuralna cijev ve¢ u potpunosti
razvila ima slijedece posljedice: neuroepitel zadebljava, Sto je izraZeno u ventralnom
podrucju, gdje se gubi ploca dna, a neuralna cijev postaje okrugla u dorzo-ventralnom
smjeru. Ukoliko je odsjecak bez notokorda kratak, njegovo ponovno pojavljivanje
upostavlja normalnu morfologiju neuralne cijevi. Ukoliko je odsjecak bez notokorda

dugacak, uocljivo je odumiranje stanica neuroepitela.

Sve navedeno ukazuje na nuZnost postojanja notokorda za normalan razvoj neuralne cijevi. U
ovom se slu¢aju moze nagadati o razvoju dvije neovisne strukture i njihovom medudjelovanju
nasuprot razvoju jedne strukture koja se razdvoji na tri dijela (ventralni neuroepitel, notokord,
dorzalni epitel crijeva, kao dijelovi CNH). Ukoliko se priklonimo prvom shvacanju lako je
objasniti poremecaj izgleda neuralne cijevi u nedostatku notokorda, iako se uvjerljivima ¢ine
pokusi koji su oznacavanjem stanica tijekom gastrulacije pokazali da buduca ploca dna i
notokord nastaju od iste populacije stanica (90,91,95) Takoder, u riba postoje mutanti (no
tail) koji nemaju notokord, no imaju normalan izgled cijele neuralne cijevi, ukljucujuci
razvijenu ploc¢u dna (114), te mutanti koji imaju notokord, no nedostaje im ploca dna (115).
Ipak, u razvoju mnogih struktura postoje razlike koje je donijela evolucija, pa se opisan nalaz
u riba ne mora odnositi i na misa. Ukoliko se priklonimo tumacenju koje prihvaca postojanje
CNH u misa, lako bi objasnili podru¢ja u kojima nedostaju notokord i plo¢a dna, te poremecaj
grade repnog crijeva. Ipak, masivno odumiranje stanica u neuralnoj cijevi u duljim
odsjeccima bez notokorda ili nedostatak neuralne cijevi i notokorda uz normalno razvijeno
repno crijevo ukazuju na postojanje induktivnih signala notokorda prema neuralnoj cijevi koji
su se razvili nakon gastrulacije. Cinjenica da se u podru¢ju sekundarnog mehanizma razvoja
ploca dna, notokord i dorzalni epitel repnog crijeva razvijaju zajedno, ne iskljucuje postojanje

induktivnih signala notokorda, osobito u kasnijim stadijima razvoja opisanih struktura.
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5.3.4. Uloga gena u razvoju kaudalnog dijela notokorda truncate zametka

Opisivanjem fenotipa fruncate misjeg mutanta pretpostavljena je uloga gena Noto u razvoju
zametka. Takoder, opisani su poremecaji u razvoju struktura koji su posljedica poremecéenog
razvoja notokorda. Osim svega navedenog, pregledom literature je moguce na¢i mutante koji
pokazuju sli¢nosti s fenotipom truncate misa. Usporedbom razli¢itih fenotipa moguce je
dodatno razjasniti ulogu gena Notfo, kao i pronaéi gene koji zajedno s genom Noto

kontroliraju iste ili komplementarne procese razvoja zametka.

Osnovni poremecaji opisani u razvoju truncate misa jesu nedostatak notokorda ili prisutnost
dodatne skupine stanica koja je ¢esto u kontaktu s ventralnim neuroepitelom. U skladu s tim,
homozigoti za gen Noto imaju poremecen razvoj skeleta u kaudalnom dijelu zametka. Opisani
fenotip je vrlo slican onom nadenom u mutanata za gen T (brachyury) (116). Homozigoti za
gen T odumiru zbog nerazvijenog kaudalnog dijela tijela, dok heterozigoti pokazuju
poremecenu gradu lumbosakralnog podrucja, kao sto je to slucaj u truncate misa. Pokusi s
unoSenjem stanica kojima nedostaje gen 7 u normalne zametke pokazali su da te stanice
pocinju oblikovati dodatni notokord, koji je nerijetko spojen sa ventralnim dijelom neuralne
cijevi (108). Analiza je pokazala da je gen T izraZen u primitivnom ¢voric¢u, primitivnoj pruzi,
u repnom pupoljku, te u notokordu (117). Vjeruje se da je zaduZen za migraciju stanica iz
primitivnog ¢voric¢a i pruge u repni pupoljak, te njihovu diferencijaciju u notokord i somite.
Uzevsi u obzir Cinjenice da fenotip brachyury moZemo opisati kao jaCe izrazen fenotip
truncate, te da homozigoti za gen T prije odumiranja ne pokazuju izrazaj gena Noto, moZe se
pretpostaviti kako 7' djeluje na izraZzaj Noto u svrhu ,fine“ diferencijacije struktura u
kaudalnom dijelu zametka. Moze se spekulirati kako i u jednom i u drugom mutantu spajanje
manjih odsjecaka notokorda s ventralnim neuroepitelom odrazava dediferencijaciju tih stanica
koje se tako vracaju na ranije faze u razvoju, dok su bile spojene u podrucju primitivnog

¢vora.

Ukoliko razloge truncate fenotipa pokuSamo objasniti poremecajem razvoja struktura koje
odgovaraju CNH (ventralni neuroepitel, notokord, dorzalni epitel repnog crijeva), zanimljivo
je prouciti gen Foxa2 Koji je u razvoju ogranicen na navedene strukture (118,119). Njegova
ogranicenost na plocu dna, notokord i dorzalni endoderm uzima se kao genetski dokaz

postojanja zajednicke populacije stanica ovih struktura, porijekla primitivne pruge i ¢vorica
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(CNH). Homozigoti za Foxa2 odumiru sredinom trudno¢e s potpunim nedostatkom
notokorda. Uzevsi u obzir €injenicu da homozigoti za Foxa2 ne izraZzavaju gen T, moZe se
pretpostaviti hijerarhija razvoja notokorda Foxa2 - T - Noto: od cijelog zametka (Foxa2),
preko njegove kaudalne polovice (7) do notokorda razvijenog isklju¢ivo sekundarnim

mehanizmom razvoja (Noto).

Budu¢i da je hipoteza ovog rada bila da je fenotip truncate misa posljedica poremecenog
razvoja repnog pupoljka, zanimljivo je vidjeti postoji li koji mutant sa slicnim fenotipom, a da
je nastao mutacijom gena koji je izraZzen u podrucju repnog pupoljka. U literaturi je opisan
mutant vestigial tail, kojemu nedostaje gen Wnt3a. Homozigoti pokazuju poremecaj razvoja
zametka kaudalno od straznjih udova, ukljucuju¢i i slabo razvijen repni pupoljak, te
viSestruke i ektopi¢ne Supljine neuralne cijevi (120). Zanimljivo je da se jednak fenotip
dobiva tretiranjem trudnih Zenki retinoicnom kiselinom (vitaminom A), Sto uzrokuje
smanjenje izraZaja gena Wnt3a (121). Pretpostavlja se da je sindrom kaudalne ageneze koji
nastaje u trudnica koje uzimaju prevelike koli¢ine vitamina A (122) uzrokovan smanjenim
izrazajem Wnt3a (121). Ipak, za sada ne postoje radovi koji su pokusSali objasniti

meduovisnost gena Wnt3a i Noto.

Ovaj rad je opisao razvoj kaudalnog dijela normalnog misjeg zametka, te u nedostatku gena
Pax3 i Noto. Znanstveni doprinos ovog rada temelji se na opisanim specificnim
morfogenetskim zbivanjima prisutnima u kaudalnom dijelu zametka. Opisani poremecen
nastanak neuralne cijevi i notokorda doprinosi razumijevanju razvojnih poremecaja u covjeka

- spine bifide, sindroma kaudalne disgeneze i Waardenburgovog sindroma.
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6. ZAKLJUCCI

1. U kaudalnom dijelu zametka misa prisutan je sekundarni mehanizam razvoja.

Ovaj rad je potvrdio da se u 10 dana starih zametaka miSa, nakon Sto zavrSi gastrulacija, u
kaudalnom vrhu repa zametka oblikuje repni pupoljak. Diferencijacijom stanica repnog
pupoljka oblikuju se sekundarna neuralna cijev, notokord i repno crijevo, koje su u
kontinuitetu sa odgovaraju¢im strukturama u kranijalnom dijelu zametka. Opisana

morfogenetska zbivanja u miSu odgovaraju onima opisanim u Stakoru.

2. Poremecena neurulacija u splofch miSeva nije uzrokovana poremecajem grade repnog

pupoljka.

Otvorena neuralna cijev (spina bifida) u splotch miseva u razvoju nadena je u 10,5 dana starih
zametaka. U dan starijih zametaka spina bifida zauzima gotovo tre¢inu duljine osnove repa. U
ovog poremecaja grada repnog pupoljka je normalna, kao i ostale strukture koje se razvijaju
sekundarnim mehanizmom razvoja. lako ovaj rad smjesta spinu bifidu u grani¢no podrucje
izmedu primarnog i sekundarnog mehanizma razvoja zametka, Cini se da sekundarni

mehanizam razvoja zametka u splotch miSeva nije primarno poremecen.

3. Poremecenu neurulaciju u splofch miSeva ne prati poremeéen razvoj notokorda,

repnog crijeva i somita.

Rezultati istraZivanja ukazuju da je osnovni poremecaj naden u splotch miSeva otvorena
neuralna cijev (spina bifida). lako se radi o zna¢ajnom poremecaju razvoja, koji u 11,5 dana
starih zametaka zauzima jednu tre¢inu duZine osnove repa, razvoj susjednih struktura

zametka, notokorda, repnog crijeva i somita, nije poremecen.
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4. Splotch homozigoti stari 12,5 dana osim spine bifide imaju poremecen razvoj cijelog

kaudalnog dijela zametka.

U 12,5 dana starih splotch zametaka je nadena poremecena grada cijelog kaudalnog dijela
zametka. Ovaj rad pokazuje da se ne radi o poremecaju sekundarnog mehanizma razvoja, ve¢
da se cijeli kaudalni dio zametka razvija poremeceno. Pretpostavlja se da je uzrok poremecene
grade kaudalnog dijela splotch zametka starog 12,5 dana spina bifida, koja se javlja u 10,5

dana starih zametaka.

5. Poremecen razvoj notokorda u truncate miSeva pracen je poremecenim razvojem

repnog pupoljka, pa stoga i nepravilnim sekundarnim mehanizmom razvitka.

Osnovni poremecaj naden u truncate zametaka jest poremecen razvoj notokorda, $to se
ocituje ili kao mjestimi¢ni nedostatak notokorda ili poremecen izgled i polozaj. Ishodiste
ovog poremecaja se nalazi u diferencijaciji repnog pupoljka tijekom sekundarnog mehanizma
razvoja zametka. Notokord u truncate zametaka ne nastaje iz zajednicke osnove s repnim
crijevom, Sto je slucaj u kontrolnih zametaka, ve¢ se odvaja od ventralnog neuroepitela.
Umjesto notokorda, dorzalni dio repnog tracka oblikuje dodatni lumen repnog crijeva.
Poremecaj notokorda u truncate zametaka posljedica je primarnog poremecaja sekundarnog

mehanizma razvoja zametka.

6. Poremecen razvoj notokorda u fruncate miseva uzrokuje poremecen razvoj neuralne

cijevi i somita.

Uz poremecenu gradu ili mjestimi¢ni nedostatak notokorda, u truncate misjih zametaka
poremecen je izgled susjednih struktura: neuralne cijevi i somita. U podrucjima neuralne
cijevi gdje nedostaje notokord, nedostaje plo¢a dna i njena dorzo-ventralna orijentacija.
Budu¢i da se ponovnim pojavljivanjem notokorda u susjednom odsjecku uspostavlja
normalna morfologija neuralne cijevi, zakljuCuje se da je poremecen razvoj neuralne cijevi u
truncate zametaka uzrokovan poremecenim razvojem notokorda. Poremecaj grade somita koji
su spojeni u medijanoj liniji nalazi se takoder u odsjeccima zametka gdje nedostaje notokord,

Sto potvrduje induktivni utjecaj notokorda na razvoj neuralne cijevi i somita.
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7. SAZETAK

Razvoj kaudalnog dijela zametka u misjih mutanata splotch i truncate

Razvoj kaudalnog dijela zametka kraljeSnjaka odvija se nakon zavrSetka gastrulacije i
nestanka primitivne pruge sekundarnim mehanizmom razvoja, tijekom kojeg strukture osnove
repa nastaju od nediferenciranih stanica repnog pupoljka. Kaudalni dio zametka poremecen je
u mi$jih mutanata splotch 1 truncate. U splotch miSeva mutiran je gen Pax3, §to ima za
posljedicu otvorenu neuralnu cijev (spina bifida) 1 poremecaj migracije stanica neuralnog
grebena. U fruncate miSeva mutiran je gen Noto, gdje je poremecen razvoj notokorda.
Hipoteza ovog istrazivanja bila je da je fenotip mutiranih miSeva splotch i truncate posljedica
nepravilnog razvoja repnog pupoljka, te poremecenog sekundarnog mehanizma razvoja. Cilj
rada bio je usporediti razvoj kaudalnog dijela zametka visoko srodenog soja C57Bl/6 s
poremecenim razvojem mutanata splotch i truncate. Grada misjih zametaka starih od 9 do
12,5 dana proucavana je svjetlosnom mikroskopijom serijskih polutankih rezova obojanih
toluidinskim modrilom. U zamecima C57Bl/6 miSeva sekundarni mehanizam razvoja
obuhvaca postupnu diferencijaciju stanica repnog pupoljka, koje se dijele na mozZdinski tra¢ak
od kojeg nastaje sekundarna neuralna cijev, i repni tracak od kojeg nastaje notokord i repno
crijevo. Poremecena neurulacija u splotch zametaka nije pracena poremecajem grade repnog
pupoljka, osim u splotch zametaka starth 12,5 dana, gdje dolazi do sveobuhvatnog
poremecaja razvoja osnove repa kaudalno od spine bifide. Spina bifida u splotch zametaka
nastaje na prijelazu iz primarne u sekundarnu neuralnu cijev. U truncate zametaka djelomi¢no
nedostaje notokord. Diferencijacija repnog pupoljka je poremecena, te se notokord umjesto od
repnog tracka odvaja od ventralne strane sekundarne neuralne cijevi. Dorzalni dio repnog
tratka umjesto notokorda oblikuje dodatni lumen repnog crijeva. Nedostatak notokorda u
0snovi repa povezan je s poremecajem razvoja susjednih struktura, neuralne cijevi i somita.
Opisana morfogenetska zbivanja doprinose razumijevanju razvojnih poremecaja u Covjeka -

spine bifide, sindroma kaudalne disgeneze i Waardenburgovog sindroma.
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8. SUMMARY

Development of the caudal part of splotch and truncate mouse embryos

Development of the caudal part of vertebrate embryo occurs when gastrulation is completed
and after the regression of the primitive streak. Tail structures form directly from the tail bud
blastema, by secondary body development. The caudal part of the body is malformed in
splotch and truncate embryos. Splotch is caused by mutation of Pax3 gene and it is
characterized by the open neural tube (spina bifida) and defective neural crest migration.
Truncate is mutant of Noto gene, characterized by defective development of the notochord.
The hypothesis of this study was that the phenotype of splotch and truncate mutants resulted
from defective tail bud and secondary body development. The aim of this work was to
describe development of the caudal part of C57Bl/6 embryos and to compare it to those of
splotch and truncate. Morphology of 9-12.5 days old embryos was investigated by light
microscopy using semithin toluidin stained histology sections. The secondary body
development in the caudal part of the mouse embryo included gradual differentiation of the
tail bud. Tail bud divided and formed the medullary cord and the tail cord. The medullary
cord differentiated in the neural tube and the tail cord differentiated in the notochord and the
tail gut. Defective neurulation in splotch embryos was not accompanied by defective tail bud
morphology, except in 12.5 days old embryos, when complete morphology of the tail, caudal
from spina bifida, was disturbed. Spina bifida in splotch embryos developed at the primary
and secondary neural tube boundary. In truncate embryos notochord was partially missing.
Differentiation of the tail bud was disturbed and the notochord did not develop from the tail
cord, but from ventral neuroectoderm. Dorsal part of the tail cord, instead of the notochord,
formed additional tail gut. Lack of the notochord was accompanied by disturbed development
of the neighboring structures, the neural tube and the somites. Described morphogenetic
processes which lead to secondary neural tube and notochord malformations contribute to
understanding of human birth defects — spina bifida, caudal disgenesis syndrome and

Waardenburg syndrome.
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