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POPIS KRATICA KORISTENIH U TEKSTU
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1. UVOD

1.1.  Embrionalni razvoj

Od oplodnje do rodenja odvija se jedan od najzamrSenijih procesa koji je Covjek ikad
imao prilike istraziti u nama poznatom svemiru — embrionalni i fetalni razvoj. To je niz
sloZzenih procesa u kojem od zigote proliferacijom, migracijom, diferencijacijom i
propadanjem stanica nastaje nova jedinka. Sva ta zbivanja mogu se usporediti s nevjerojatno
slozenom i skladnom simfonijom molekularnih, stani¢nih i fizioloskih zbivanja kojom kao da
odnekuda upravlja nevidljivi dirigent. Embrionalni je razvoj stoga jo$ uvijek podrucje od
velikog interesa kako znanstvenika, tako i suvremenog ¢ovjeka.

Embrionalni razvoj zapoc€inje oplodnjom, stapanjem haploidne muske i1 Zenske spolne
stanice u novu, diploidnu stanicu — zigotu. Jedan od rezultata oplodnje je poticaj na brazdanje,
umnozavanje stanica (blastomera) mitozama. Stanice ubrzo prolaze kroz kompakciju,
odnosno medusobno povezivanje ¢vrstim spojevima. Zametak nakon toga dolazi u fazu
morule (stadij sa 16 stanica) i nakon toga blastociste, u kojoj se razlikuju dvije skupine stanica
— embrioblast i trofoblast. Od stanica trofoblasta u velikoj mjeri razvit ¢e se posteljica, dok
stanice embrioblasta dalje formiraju dva sloja: epiblast i hipoblast. U tre¢em tjednu razvoja,
tijekom procesa koji se naziva gastrulacija, od epiblasta nastaju tri zametna listica — ektoderm,
mezoderm i endoderm. Od ta tri zametna listi¢a potjeCe veéina tkiva i organa odrasle jedinke.
Od tre¢eg do osmog tjedna razvoja nastaju osnove svih glavnih organskih sustava i to je
najosjetljivije razdoblje razvoja zametka (embrionalno razdoblje). Organi se u velikoj mjeri
formiraju uz pomo¢ indukcije, gdje jedna grupa stanica stvara signal na koji druga skupina
stanica odgovara ili skupine stanica djeluju jedna na drugu razmjenjuju¢i molekularne
“poruke®. U takve ,,poruke* spadaju mnogi proteini koji parakrinim ili jukstakrinim putem
djeluju kao ¢imbenici rasta. Primjeri proteina koji sudjeluju u stani¢nom signaliziranju Su
hedgehog proteini, koStani morfogenetski protein (BMP), anti-Miillerov hormon (MIF),
fibroblastni ¢imbenik rasta (FGF), WNT proteini i drugi. Od devetog tjedna intrauterinog
razvoja do rodenja traje fetalno razdoblje u kojem morfoloski i funkcionalno sazrijevaju
organi 1 odvija se rast organizma. U Covjeka normalan intrauterini razvoj od oplodnje do

rodenja traje 38 tjedana (1).



Znanost o intrauterinom razvoju zametka naziva se embriologija. Ta znanost prosla je
kroz mnoge faze, poc¢evsi od morfolo§ko-anatomskog pristupa prije vise stotina godina, preko
razvoja teratologije 1 eksperimentalne embriologije, narocito u dvadesetom stoljecu, pa sve do
suvremenih metoda prouCavanja koja se prvenstveno oslanjaju na genetiku i tehnike
proucavanja mati¢nih stanica. S obzirom na sam proces razvoja zametka i eticka pitanja
vezana uz istrazivanje istog, s vremenom su razvijene razli¢ite eksperimentalne metode koje
omogucuju bolje razumijevanje razvoja zametka (1). Prvenstveno se radilo o istrazivanjima
na zivotinjskim modelima i u kulturi stanica. Tijekom dvadestog stoljeca, osobito u drugoj
polovici, razvijene su metode proucavanja preimplantacijskih i postimplantacijskih zametaka
u kulturi in vitro (2-4). Neki od Zivotinjskih modela iznimno su prakti¢ni za embrioloska
istrazivanja. Na primjer, mi$ja trudnoca traje svega dvadesetak dana, miSica Cesto nosi velik
broj zametaka, a genetska slicnost misa s ¢ovjekom relativno je visoka, stoga je mi$ jedan od
vaznih zivotinjskih modela u embriologiji, a koristen je i u ovom radu (5,6). U suvremeno
doba ispitivanje razvoja zametka uvelike se oslanja na molekularni pristup istrazivanju gena i
njima kodiranih proteina. Brojni proteini, kao na primjer razni citokini (TNF-alfa i drugi) te
adhezijske molekule (beta-aktin, integrini, E-kadherin i druge) eksprimirani su, kako u
odraslom organizmu, tako i u embrionalnom razvoju te se istrazuju u oba okruzenja (7-12).
Sve je veci znaaj i koriStenja genetski izmijenjenih zivotinja (na primjer zivotinja s
isklju¢enim genima, engl. knock-out). Time se dobiva sve bolji uvid u znacaj pojedinih gena,
proteina te drugih molekula tijekom embrionalnog i fetalnog razvoja te u odraslom
organizmu. S obzirom da postoji ogroman broj takvih molekularnih ,kandidata“ za
istrazivanje, ne ¢udi da su istrazivanja U tom podruc¢ju znanosti i dalje intenzivna. Jedno od
podrucja takvih istraZivanja koja su se pojavila u novije vrijeme je i istrazivanje uloge TFF
proteina u organizmu.

Osim novih spoznaja o razvoju zametka, vremenskom rasporedu zbivanja tijekom
trudnoce te genetskoj i molekularnoj podlozi pojedinih procesa, embriologija je dala i jo$
uvijek daje velik doprinos klini¢ckoj medicini i suvremenoj zdravstvenoj skrbi, prvenstveno u
podrucju plodnosti i porodniStva. Razumijevanje embrionalnog razvoja pomaze stru¢njacima
medicinskih struka da bolje razumiju nastanak raznih poremecaja te je vrlo vrijedan dio
kurikuluma studija medicine (13). Razvoj embriologije doprinio je razvoju metoda prenatalne
dijagnostike i lijeCenja te U istrazivanju i spreavanju nastanka prirodenih malformacija.
Utjecaj embriologije vidi se u otkrivanju rizi¢nih ¢imbenika i ponaSanja tijekom trudnoce,
prouc¢avanju mehanizama nastanka sklonosti odredenim bolestima, pa ¢ak i u povezivanju

mehanizama embrionalnog razvoja te mehanizama nastanka tumora i degenerativnih bolesti u
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odraslih (1). Do danasnjeg je dana embriologija izvor novih znanstvenih otkri¢a od velikog

znacaja, kako za pretklinic¢ku, tako i za klini¢ku medicinu.

1.1.1. OkoStavanje

Jedan od kompleksnih procesa koji se odvija tijekom razvoja zametka je okoStavanje.
Postoje dvije osnovne vrste okoStavanja — intramembransko i enhondralno okoStavanje.
Intramembransko okoStavanje predstavlja stvaranje kosti u blizini, odnosno, unutar zgusnucéa
mezenhima izravnom mineralizacijom matriksa koji su izlu€ili osteoblasti, nastali
diferencijacijom mezenhimskih stanica. Na taj nacin nastaje vecina plocastih kostiju (14).

Enhondralno je okostavanje proces u kojem tijekom fetalnog razvoja nastaju kratke i
duge kosti na hrskaviénom modelu. U postnatalnom razdoblju, u dugim kostima, u podrucju
plo¢e rasta enhondralnim okoStavanjem Kosti rastu u duzinu. Prema klasi¢noj teoriji
hondrociti tijekom enhondralnog okosStavanja prolaze kroz brojne metabolicke i morfoloske
promjene te na kraju podlijezu apoptozi i bivaju uklonjeni, a na hrskavi¢nu osnovu odlaze se
novonastala kost (14). U novije vrijeme istrazivanja pokazuju da osteoblasti u enhondralnom
okostavanju mogu nastati i diferencijacijom hipertrofi¢nih hondrocita, a ne samo prodiranjem
osteoprogenitornih stanica iz periosta (15,16). Premda neke skupine istrazivaca jo§ uvijek
podupiru teoriju da hondrociti u enhondralnom okoStavanju nestaju apoptozom, sve je vise
istrazivanja koja objasnjavaju drugacije mehanizme smrti hondrocita koji se ne mogu svrstati
u apoptozu (17-19). Na temelju izgleda stanica i medustani¢ne tvari moze se izdvojiti pet
zona enhondralnog okoStavanja:

1) zona mirovanja, u kojoj se nalazi normalna hijalina hrskavica s hondrocitima

uobicajenog izgleda;

2) zona umnazanja, u kojoj su hondrociti u obliku stupi¢a gusto poredani jedan uz

drugog;

3) zona hipertrofi¢ne hrskavice, u kojoj su hondrociti znatno uvecéani, a medustani¢na

tvar reducirana;

4) zona ovapnjele hrskavice u kojoj se mogu vidjeti hondrociti u fazi odumiranja, a

zbog odlaganja hidroksiapatita u medustasni¢nu tvar dolazi do mineralizacije;

5) zona okoS$tavanja u kojoj na ostatke hrskavicnog matriksa osteoblasti odlazu

novosintetiziranu kost.



Postoje primarni i sekundarni centri okoStavanja, a njihovim Sirenjem tijekom
okostavanja te spajanjem u odrasloj dobi, nastaje vecina kostiju, dok manji dio nastaje

intramembranskim oko$tavanjem na mezenhimskoj osnovi (14,20).

1.2.  Obitelj trefoil factor proteina (TFF)

Obitelj trefoil factor proteina (TFF, engl. Trefoil Factor Family) sastoji se od tri mala
proteina: TFF1, TFF2 i TFF3. Ime obitelji trefoil factor proteina dolazi od posebnog motiva u
obliku trolista djeteline koji nastaje u peptidnom lancu zahvaljujuéi disulfidnim vezama (21—
26). TFF1 i TFF3 imaju jednu takvu strukturnu domenu (trefoil-domena), dok TFF2 ima dvije
(25). Ta je domena izuzetno stabilna i na njoj se temelji otpornost tih proteina na proteoliticku
razgradnju i hidrolizu (26). Zahvaljujuéi jo§ jednom cisteinu u svom peptidnom lancu, TFF1 i
TFF3 mogu stvarati homodimere i heterodimere (26-30).

Istrazivanje obitelji trefoil factor proteina zapocelo je u ranim 80-im godinama
dvadesetog stoljeca sluc¢ajnim otkricem spazmolitickog polipeptida gusterace (PSP, engl.
pancreatic spasmolytic polypeptide, danas poznatog kao TFF2) kao jedne od frakcija
dobivenih prociS¢avanjem inzulina te otkricem nepoznatog proteina induciranog estrogenom
u stani¢noj liniji humanog raka dojke, nazvanog pS2 (danas poznat kao TFF1) (25,31-34).
Kasnije je opisan i crijevni trefoil factor (ITF, engl. intestinal trefoil factor, danas poznat kao
TFF3). Imena TFF1, TFF2 i TFF3 usvojena su 1996. godine (34). Geni za sva tri proteina
nalaze se u obliku nakupine na dugom kraku 21. kromosoma (genomska regija 21922.3), a
egzonska struktura im je vrlo sli¢na (26,35). TFF1 sadrzi 60 aminokiselinskih ostataka, TFF2
106, a TFF 59 (28).

Prvotno su ti proteini istrazivani u probavnom sustavu, jer ih luce vréaste stanice
sluznice probavnog sustava. Kasnije je utvrdeno da i u drugim epitelima stanice koje luce
mucine sintetiziraju i TFF proteine te da se oni zajedno izlucuju, kao na primjer, u
respiracijskom epitelu (28,36—-38). Smatra se da udubina izmedu druge i trece petlje u trefoil-
domeni sluzi kao vezno mjesto za oligosaharid ili aromatski bocni lanac aminokiseline,
premda jo$ uvijek nema detaljnog objaSnjenja medudjelovanja TFF proteina i molekula
mucina (28). TFF proteini utje¢u na viskoznost sluzi na povrsini sluznice, na primjer, TFF2
viSestruko povecava viskoznost sluzi u Zelucu, ¢ak i ako se da intravenskim putem (39,40).

Osim u probavnom sustavu, TFF proteini pronadeni su i u raznim drugim tkivima

sisavaca, kao Sto su mukozni dijelovi zlijezda slinovnica, kubicni epitel Stitnjace, bubrezni



kanali¢i i neki neuroni u srediSnjem ziv€anom sustavu, a ekspresija pojedinih TFF proteina
razliita je u razli¢itim tkivima. Na primjer, TFF1 i TFF2 snazno su eksprimirani u sluznici
zeluca, dok je TFF3 vrlo slabo. S druge je strane u vrcastim stanicama crijeva TFF3 jako
eksprimiran, dok je TFF1 slabo, a TFF2 gotovo uopée nije eksprimiran (41-45). Osim toga, u
zdravih ljudi, sva tri TFF proteina pronadena su u serumu, amnionskoj tekucini, sjemenoj
tekucini, sekretima cerviksa, slini i urinu, a U serumu trudnica razine sva tri proteina
viSestruko Su povecane, TFF3 ¢ak 47 puta. U mlijeku se nalaze TFF1 i TFF3, a TFF2 i TFF3

u crijevnom sadrzaju (46).

1.2.1. Obitelj TFF u fizioloSkim procesima

Glavno myjesto fizioloSke sinteze TFF proteina su epitelne stanice probavnog sustava.
Tijekom sinteze u Golgijevom se aparatu pohranjuju u mukozne granule i zajedno se s
mucinima izlucuju na povrsinu sluznice gdje doprinose nastajanju zastitnog sluzavog sloja
koji prekriva epitelne stanice (26,47-50). Nakon ozljede sluznice, ekspresija i izlu¢ivanje TFF
proteina se brzo povecavaju (51). Dokazano je da TFF proteini imaju povoljan ucinak na
sluznicu 1 da pomazu zastiti 1 cijeljenju epitela. Na primjer, nakon ozljede sluznice TFF
proteini doprinose slabljenju veza medu epitelnim stanicama te izmedu epitelnih stanica i
bazalne membrane te tako djeluju kao ¢imbenici koji poti¢u pokretljivost stanica (motogeni).
Ti proteini djeluju i antiapoptoticki te smanjuju ovisnost stanica 0 povezanosti s podlogom,
Sto olakSava migraciju stanica. Nadalje, TFF proteini poti¢u stvaranje novih krvnih zila u
tkivu (angiogeneza), Sto je vazno za prehranu epitelnih stanica. Svi ti ucinci omogucuju
migraciju epitelnih stanica i reepitelizaciju (50,52-55). Osim toga, TFF peptidi imaju utjecaj i
na imunoloski sustav (56-58).

Takoder, dokazan je vaZzan utjecaj TFF proteina na pH vrijednost Zeluca kod ozljede te
povezanost ovog fenomena s migracijom stanica i integritetom barijere koju Cine Cvrsti
spojevi (59). Za zastitu sluznice Zeluca oc€ito je vazno vezanje TFF1 proteina za TFIZ1
(TFIZ1, engl. Trefoil Factor Interactions(Z) 1) protein u obliku heterodimera, Sto je i
uobicajen oblik u kojem se TFF1 protein nalazi u Zelucu. Ekspresija TFF1 i TFIZ1 proteina
medusobno je povezana u fizioloSkim 1 patoloSkim okolnostima, a ekspresija TFF1 bez
ekspresije TFIZ1 proteina povezana je s invazivnim oblicima raka Zeluca (30).

TFF proteini pojacavaju crijevnu barijeru koju ¢ine ¢vrsti spojevi medu enterocitima

intaktne sluznice (60). Neki od molekularnin mehanizama, na kojima pociva ovaj fenomen,



dobro su razjasnjeni i ukljucuju djelovanje TFF3 i Toll-like receptora 2 na PI3K/Akt signalni
put (61). Kod miseva kojima je gen za TFF3 protein onesposobljen narusena je sposobnost
cijeljenja sluznice debelog crijeva, tako da ozljeda koja bi kod divljeg tipa Zivotinje vrlo brzo
zacijelila, kod tih miSeva rezultira smrtonosnim os$te¢enjima sluznice (62).

TFF proteini nalaze se u endokrinom dijelu gusterace (63). Pojacana ekspresija TFF3
proteina u Langerhansovim oto¢i¢ima potiCe proliferaciju beta-stanica (64), a nedavno je
opisan slican uc¢inak i TFF2 proteina. To je otvorilo intrigantna pitanja povezana s lijeCenjem
dijabetesa (65). U zdravoj je gusteraci TFF3 esto smjesten u Langerhansovim oto¢i¢ima s
inzulinom 1 glukagonom, dok je u epitelu kanali¢a egzokrinog dijela gusterace nadena mRNA
sva tri TFF proteina (66). Na razinu TFF3 moze utjecati razina inzulina i glukoze u krvi, a
pacijenti s dijabetesom tipa 1 imaju snizene vrijednosti TFF3 proteina u serumu i stanicama
crijevnog epitela, koje se normaliziraju nakon davanja inzulina (67).

TFF proteini istrazuju se i u diSnom sustavu. Smatra se da utjecu na diferencijaciju
stanica sluznice respiracijskog epitela i na njegovo remodeliranje. Poti¢u pokretljivost stanica
tog epitela (motogeni ucinak) i u tim procesima sinergijski djeluju s epidermalnim
¢imbenikom rasta (38,68). Istrazivanja ukazuju da je TFF1 autokrini faktor koji ima ulogu u
transdiferencijaciji Clara stanica u vrcaste stanice (38,69), dok TFF2 i TFF3 pokazuju
kemotakticku aktivnost u stani¢nim linijama iz bronhalnog epitela covjeka. Uc¢inak TFF2 na
pokretljivost tih stanica je aditivan s djelovanjem epidermalnog ¢imbenika rasta (68).
Egzogeni TFF3 potic¢e diferencijaciju stanica s trepetljikama i stvaranje trepetljika na njima.
Taj je proces djelomi¢no ovisan o receptoru za epidermalni ¢imbenik rasta (37). Takoder,
njihovi motogeni ucinci na stanice epitela vazni su u restituciji oSteCenja respiracijske
sluznice (70), a TFF2 vazan je u odrzavanju barijere krv-zrak, jer smanjuje propusnost
epitelnih i endotelnih stanica (71) te je opcenito izuzetno vazan u odrZavanju integriteta
sluznice disnog sustava (72).

U mokra¢nom sustavu TFF proteini zapaZeni su u nekoliko histofizioloskih okruZenja.
Eksprimirani su u tkivu bubrega, s tim da je ekspresija TFF3 najizraZenija, slijedi TFF1, a
TFF2 je naden u vrlo malim koli¢inama u samom tkivu bubrega, medutim, od sva tri TFF
proteina, njegove su razine u urinu najvise (43). Pretpostavlja se da TFF2 i 3 pomazu u
procesu oporavka oSteCenja epitela bubreznih kanalica. Tijekom starenja smanjuje se
ekspresija TFF3 u tkivu bubrega, Sto se povezuje sa smanjenom sposobnoS¢u obnavljanja
tkiva bubrega u starijoj dobi (73).

U sredi$njem ziv€anom sustavu pretezno je istrazena prisutnost TFF1 1 TFF3 proteina,

dok je TFF2 za sada opisan jedino u ganglijskim stanicama mis$je mreZnice koja ima
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zajednicko embrionalno porijeklo (74). Osim toga, podaci o ekspresiji TFF2 u zivéanom
sustavu vrlo su oskudni. TFF1 i TFF3 eksprimirani su u razli¢itim dijelovima mozga odraslog
Stakora, miSa i Covjeka. Znacajna ekspresija TFF1 zamijecena je u hipokampusu, frontalnom
korteksu i cerebelumu $takora (75), a slaba (ali jednolika) ekspresija TFF1 proteina zapaZena
je u svim regijama miSjeg mozga (76). U miseva i Stakora, pokazano je da astrociti
sintetiziraju TFF1 (75,77,78). U mi§jem mozgu znacajna ekspresija TFF3 zabiljezena je u
hipokampusu, temporalnom korteksu i cerebelumu (76). Takoder, TFF3 pronaden je u
hipotalamusu ¢ovjeka i Stakora, osobito u supraoptickim i paraventrikularnim jezgrama, a
prema ultrastrukturnoj analizi svinjske hipofize, u neurohipofizi smjesten je u sekretnim
zrncima zajedno s oksitocinom (79-81). Pretpostavlja se da se iz tih zrnaca TFF3 otpusta u
krv zajedno s oksitocinom te da tim putem dospijeva do potencijalnih, jo§ neotkrivenih
receptora (82). Zanimljivo je da je primjena monomera TFF3 proteina u amigdale Stakora
utjecala na ponasanje ovisno 0 dozi, i to anksioliticki pri niskim dozama, a anksiogeno pri
visokim dozama (81). Nedavna istrazivanja pokazuju da je TFF3 neuropeptid koji olakSava
ucéenje, prepoznavanje predmeta i zadrzavanje pamcenja. (83).

TFF proteini ukljuceni su i u druge fizioloSke procese, koji se jo§ uvijek istrazuju, kao
§to je njihov utjecaj na slus$ni organ. TFF2 i TFF3 lokalizirani su u puznici, a misevi s
isklju¢enim genom TFF3 razvijaju oSte¢enje sluha (84,85).

Postnatalna kolonizacija crijeva bakterijama utje¢e na ekspresiju TFF3 gena, kao i
gena nekih mucina, ovisno o prisutnosti pojedinih bakterijskih sojeva. To izravno utjeée na
njihovu ekspresiju u crijevu te upucuje na zakljuak da je kolonizacija crijeva bakterijama
usko povezana s razvojem zastitnih mehanizama u crijevu, izmedu ostalog i onih u kojima
sudjeluje TFF3 (86). TFF3 se izluuje u mlijeko i utjeCe na neke citokine i defenzine u
stanicama crijevnog epitela, §to ukazuje na moguénost modulacije nespecifi¢ne imunosti kod

dojencadi hranjene maj¢inim mlijekom (87).

1.2.2. Obitelj TFF u patoloskim procesima

Istrazivanja TFF proteina u patoloSkim procesima pocela su nedugo nakon njihovog
otkri¢a. Zapravo, prvo otkrice TFF1 proteina bilo je u pokusima sa stanicnom linijom raka
dojke. U pocetku su ovi peptidi prvenstveno promatrani u bolestima sluznice probavnog
sustava i tumorima dojke, no opseg istrazivanja S vremenom se jako proSirio. Danas su

navedena dva podrucja samo dio velike palete istrazivanja u kojima sudjeluju znanstvenici iz



raznih grana pretklinickih 1 klinickih medicinskih znanosti, kao i razni stru¢njaci iz drugih
podrugja. Cini se da su ranije opisana svojstva TFF proteina (kao $to je njihov udinak na
motilitet stanica, apoptozu, stvaranje novih krvnih zila te utjecaj na imunoloski sustav) vazna
ne samo u fizioloskim, nego i u patoloskim procesima. U nastavku ¢e biti ukratko navedena

vaznija saznanja o povezanosti TFF proteina s raznim patoloSkim stanjima.

Probavni sustav

Smanjena ekspresija TFF1 u sluznici Zeluca (ili je uopée nema), povecava sklonost
nastanku malignih promjena. Naime, u 40-60% zelu¢anih tumora nema ekspresije TFF1, dok
je u stanicama okolne, zdrave sluznice njegova ekspresija normalna (88,89). Takoder, u
epitelu Zelucane sluznice miSeva s isklju¢enim genom TFF1 razvija se teSka hiperplazija i
displazija visokog stupnja te nastaju adenomi zeluca i pilori¢na stenoza, a u dijelu Zivotinja i
karcinomi zeluca (89,90). Stoga se gen za TFF1 smatra zelu¢ano specificnim tumor-
supresorskim genom. | druga dva TFF proteina pokazuju promijenjenu ekspresiju u tumorima
Zeluca i na razlicite naine se dovode u vezu s njima. U nekim slu¢ajevima im se pripisuje
zastitna uloga, dok u drugim uloga u Sirenju maligniteta (91-93). Prema najnovijim
podacima, razina TFF3 u serumu dobar je biomarker za pracenje raka zeluca te se ¢ak navodi
da je razina TFF3 u serumu bolja metoda nego pepsinogenski test, koji se ve¢ duZe vrijeme
smatra korisnim u dijagnostici raka zeluca (94-96). Xue i suradnici pokazali su da je TFF2
vazan u cijeljenju mikroskopskih ozljeda Zelu¢ane sluznice, a da TFF2 i TFF3 mogu utjecati
na pH uz povrSinu sluznice i tako pospjesiti cijeljenje putem koji nije vezan uz
ciklooksigenazu (59). Poulsen i suradnici dokazali su da TFF2 primijenjen oralnim ili
supkutanim putem pospjesuje cijeljenje umjetno izazvanog ulkusa na zelucu Stakora (97).

S obzirom da se TFF1 ne nalazi u sluznici zdravog debelog crijeva, a pronaden je u
adenomima i karcinomima debelog crijeva, smatra se da njegova ekspresija moze doprinijeti
nastanku adenoma odnosno karcinoma debelog crijeva (98). TFF3 se povezuje s agresivnim
fenotipom stanica karcinoma debelog crijeva, sto ukljucuje i metastatski potencijal, osobito u
jetri, a in vitro smanjenje ekspresije TFF3 u stanicama invazivnog tipa kolorektalnog
karcinoma umanjilo je njihov metastatski potencijal (99,100). Razine TFF1 i TFF 3 povisene
su u bolesnika s kolorektalnim karcinomom, a mutacije gena za TFF1 i TFF3 mogu biti dio
patogeneze kolorektalnog karcinoma (101,102). Xiao i suradnici u svom radu iznose kako je
razina TFF3 poviSena u bolesnika s rakom zeluca 1 debelog crijeva, te da je razina TFF3 u

serumu izravno povezana s razvojem i napredovanjem obje bolesti, ukljucujuéi i postojanje
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udaljenih metastaza. Takoder, pokazuju da razine TFF3 u serumu vrlo dobro odrazavaju
odgovor bolesnika s tim vrstama raka na kemoterapiju (103).

Ekspresija TFF proteina izmijenjena je i u upalnim bolestima crijeva, premda nije u
svim slucajevima sigurno je li rije¢ o posljedici ili uzroku patoloskih promjena sluznice
crijeva (104). S obzirom na dosadasnja saznanja o ulogama TFF proteina, ipak se smatra da je
njihova uloga u upalnim bolestima crijeva pretezito zastitna te se danas razmislja o njihovoj
mogucoj ulozi u lijeCenju (105). Na primjer, jedno istrazivanje navodi kako sistemska
primjena TFF1 proteina i epidermalnog ¢imbenika rasta (EGF) pomaze u ublazavanju upale
kod umjetno izazvanog kolitisa (106). Takoder, lokalna primjena TFF2 pomaze u zastiti
sluznice od upale tijekom umjetno izazvanog kolitisa, §to je bilo povezano sa smanjenom
ekspresijom adhezijske molekule VCAM-1, a time i adhezije leukocita na stjenku venula,
ukoliko je TFF2 primijenjen prije izazivanja kolitisa, dok na ve¢ prisutna oStec¢enja sluznice
nije imao utjecaj (107). Ipak, opisano je da lokalno primijenjen TFF2 moze ublaziti simptome
kolitisa (108). U svakom slucaju, postoji moguénost lokalne primjene TFF2 barem u
sprjeavanju relapsa ulceroznog kolitisa (107), a moguce i ve¢ razvijenog oblika. IstraZivanja
pokazuju da lokalna primjena TFF3 dimera i sistemska primjena TFF3 proteina ublazava tijek
kolitisa (109), ali da parenteralna primjena TFF proteina, osobito monomera TFF3, moze
pogorsati tijek bolesti (108). Opisana je interakcija dimera TFF3 proteina s DMBT1 (Deleted
in Malignant Brain Tumor 1) proteinom, a njihove razine u upalnim bolestima crijeva
pokazuju da bi zajednicko djelovanje ova dva proteina moglo biti vazno u zastiti sluznice
(110). S obzirom na navedena istrazivanja i na ¢injenicu da TFF3 djeluje zastitno na Cvrste
spojeve medu epitelnim stanicama, smatra se da bi se i 0n mogao uspjesno koristiti u lije¢enju
upalnih bolesti crijeva (60), no potrebno je pomiriti donekle proturje¢ne rezultate razlicitih
istrazivanja. U meduvremenu, razvijaju se i drugi pristupi primjeni TFF proteina u lije¢enju
upalnih bolesti crijeva, kao $to je adenovirusni vektor kojemu je ubacen gen za TFF3 te
poticanje ekspresije TFF3 u crijevu putem povecanog sadrzaja konjugirane linoleinske
kiseline u hrani (111,112). Ipak, vrijednost TFF proteina u dijagnostici i terapiji upalnih
bolesti crijeva tek se treba u potpunosti definirati (105).

U Zu¢nim vodovima unutar jetre, TFF1 je znatno poviSen u hepatolitijazi, displaziji
bilijarnog epitela i u neinvazivnom intrahepati¢Ckom kolangiokarcinomu. Takoder je povecan i
u invazivnom obliku intrahepatiCkog kolangiokarcinoma, no bitho manje nego u
neinvazivnom obliku. Dokazano je da povecana ekspresija TFF1 u stanicama ovog tumora
povecéava njegovu invazivnost (113,114). Zapravo, ekspresija sva tri TFF proteina je pojacana

u kolangiokarcinomu (115,116). Neki podaci pokazuju da je pojacana ekspresija gena regije
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21922, u kojoj se nalaze i geni za TFF proteine povezana s povecanom invazivnoséu i
metastatskim potencijalom kolangiokarcinoma (117).

U benignih i malignih tumora zlijezda slinovnica, povecana je ekspresija sva tri TFF
proteina (118). Neuravnotezena ckspresija TFF proteina javlja se i u bolestima gusterace,
osobito u tumorima (119,120). Ekspresija TFF1 i TFF3 pojacana je u kronicnom
pankreatitisu, intraepitelnoj neoplaziji i u dobro diferenciranom duktalnom adenokarcinomu
gusterace, dok je TFF2 pojatano eksprimiran u kronicnom pankreatitisu 1 duktalnom
adenokarcinomu gusterace. Klini¢ka vrijednost ovih promjena ekspresije jo$ je nejasna (66),
no zna se da TFF1 pojacava migraciju i metastaziranje stanica raka gusterace (121), tako da se

TFF1 moze razmatrati u kontekstu dijagnostike i terapije tog poremecaja.

Disni sustav

U raznim bolestima di$nog sustava, ekspresija TFF proteina ¢esto je promijenjena.
Ekspresija TFF1 i TFF3 znatno je poviSena u alergijski upaljenoj sluznici (122), dok TFF2
inducira stvaranje kemijskih glasnika koji su vazni za tip 2 imunoloskog odgovora tijekom
astme i infekcije rudarskom glistom (123). Pokusi na miSevima pokazali su da je TFF2 vazan
¢imbenik u remodeliranju diSnog epitela sluznice zahvacene astmom, da je pojacano
eksprimiran tijekom alergijske upale i da lijecenje egzogenim TFF2 djelomi¢no poniStava
patoloske promjene disnih putova nastalih zbog kroni¢ne alergijske bolesti (69,124). Razina
TFF3 je znatno poviSena u serumu i U tumorskom tkivu kod bolesnika koji boluju od
karcinoma pluca, dok je razina TFF1 i 2 samo blago povisena u serumu istih bolesnika (125).
Sva tri TFF proteina vjerojatno su ukljuena u popravak toksi¢nog oSte¢enja sluznice
respiracijskog epitela. Za TFF1 je specifi¢no da se nakon takvog oStecenja sluznice njegova
razina naglo poveca, a to obiljezje moze posluziti kao biomarker oStecenja sluznice disnog
sustava otrovnim tvarima (126). Sva tri TFF peptida pojacano su eksprimirana u bolesnika s
kroni¢nom opstruktivnom pluénom bolesti, s tim da su razine TFF1 1 TFF3 proteina
viSestruko poveéane u sputumu, dok je u serumu tih bolesnika visestruko poveéana razina
svih TFF proteina (127). Stoga postoji i patent za upotrebu TFF proteina u lijecenju kroni¢nih
plucnih bolesti (128).
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Mokraéni sustav

Dokazano je da TFF proteini imaju ulogu i u patologiji mokraénog sustava. U
stani¢nim kulturama bubreZznog karcinoma otkrivena je njihova uloga u poticanju invazivnosti
karcinomskih stanica (129), a gen za TFF3 je medu genima koji su eksprimirani u karcinomu
bubrega induciranom oksidativnim stresom (130). Ekspresija TFF1 je usko povezana s
ekspresijom mucina MUC1 u bolesnika s karcinomom bubrega, a MUC1 je povezan s
prognozom bubreznog karcinoma (131). Takoder, TFF1 u urinu pokazuje o dozi ovisan
ucinak inhibicije nastanka kristala kalcijevog oksalata i formiranja oksalatnih bubreznih
kamenaca (132). Pacijenti s nefrolitijazom imaju bitno poviSene razine TFF2, a donekle i
TFF3 u urinu te ih se predlaze kao moguce klinicke biomarkere u nefrolitijazi i moguce u
drugim upalnim bolestima bubrega (43). Kod kroni¢ne bolesti bubrega razina TFF3 u urinu i
u krvi znacajno je povisena (133,134). Najnovija istrazivanja pokazuju da je razina TFF3
povezana i sa smrtnoS¢u od bubreznih bolesti te, uz jos neke markere, sa Sirokim spektrom
vaznih klini¢kih ishoda kod bolesti bubrega (135). Kod idiopatskog cistitisa u macaka, u urinu
1 u uroepitelu je bitno smanjena koli¢ina TFF2 proteina, na temelju ¢ega Lemberger i
suradnici smatraju kako bi nedostatak TFF2 u epitelu mokra¢nog mjehura mogao biti
odgovoran za smanjenu sposobnost obnove epitela 1 za veéu podloznost upalnim procesima

(136).

Dojka

Povezanost TFF proteina i tumora dojke ve¢ se godinama istraZzuje. Skupina
istrazivaca nedavno je objavila rad u kojem se isti¢e znacaj TFF1 u pradenju pacijentica s
rakom dojke, gdje se izdvaja nekoliko fenotipskih skupina s visokim, odnosno niskim rizikom
za ponovno pojavljivanje raka unutar 3 godine od lijecenja i to na temelju TFF1 statusa te
prisutnosti estrogenskih i progesteronskih receptora (137). Podaci ukazuju da je TFF1 vazan
¢imbenik u mehanizmu estrogenom potaknute otpornosti stanica na apoptozu prilikom
kemoterapije doksorubicinom te se smatra kako bi supresija TFF1 u tumorima dojke povecala
odgovor na kemotrerapiju (138). S druge strane, postoje istrazivanja koja navode protektivnu
ulogu TFF1 u tumorima dojke (139). Ekspresija TFF3 u tumorima dojke potaknuta je
estrogenom, a taj uCinak umanjuje se primjenom tamoksifena (140). Prisutnost TFF3 u raku
dojke pokazatelj je vece sklonosti metastaziranju, s obzirom da TFF3 pomaze invaziju i

metastaziranje stanica raka pozitivnih na estrogenske receptore (141). Potaknuta ekspresija
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TFF3 stimulira proliferaciju, prezivljenje, rast neovisan o podlozi, migraciju i invazivnost
stanica, dok blokiranje ekspresije ili aktivnosti TFF3 proteina poboljsava odgovor na anti-
estrogensku terapiju, povecava apoptozu 1 na druge na¢ine usporava rast tumora. Stoga su
autori tog istrazivanja zakljucili da je TFF3 onkogen (142). Takoder, ekspresija TFF3
povezana je sa slabijim prezivljenjem kod raka dojke (141). Drugi autori smatraju da je TFF3
normalan protein dojke, no da u wuznapredovaloj bolesti potpomaze angiogenezu,
napredovanje i diseminaciju tumora (143). Ova dva gledista zapravo i nije teSko pomiriti ako
uzmemo u obzir ve¢ navedene fizioloSke uloge TFF proteina. Moguce je da jednostavno
uznapredovali tumor koristi svojstva TFF proteina koja mu ,,odgovaraju®, te da TFF3 sam po
sebi ne mora biti odgovoran za nastanak tumora dojke (144). Sasvim sigurno, ovo podrudje i
dalje ¢e privlaciti istrazivace s obzirom na klinicku i1 epidemiolosku vaznost problematike

raka dojke.

Prostata

TFF3 protein pretjerano je eksprimiran u nekoliko vrsta raka prostate, a ekspresija u
udaljenim metastazama sli¢na je onoj u primarnom tumoru (145,146). Jedan od mehanizama
putem kojeg se mijenja aktivnost TFF3 proteina u tumoru prostate opisali su Rickman i
suradnici, a on ukljuCuje androgene receptore i transkripcijski faktor ERG (147).
Koncentracija sva tri TFF proteina u plazmi bolesnika s rakom prostate su povisena, a razina
TFF3 je povezana i1 s razinom prostata specifi¢nog antigena (PSA) te je osobito poviSena u
pacijenata s metastazama u kostima (148). TFF1 protein smanjuje ekspresiju E-kadherina,
transmembranskog proteina koji je vazan u stani¢noj adheziji I tim putem pospjeSuje
migraciju 1 invazivnost tumorskih stanica te time olakSava nastanak udaljenih metastaza
(149). Jedan od mehanizama povecane ekspresije TFF1 i TFF3 u raku prostate je
hipometilacija promotora njihovih gena (150).

Zivcani sustav

Liu i suradnici pokazali su kako TFF3 protein djeluje na ishemijsko-reperfuzijsku
ozljedu mozdanog tkiva kao protektivni endokrini faktor izluen u jetrenim stanicama, i to s
izravnim supresivnim u¢inkom na aktivnost kaspaze 3, koja poti¢e apoptozu nakon ozljede
mozdanog tkiva. Njihovo istrazivanje pokazalo je da je aktivnost TFF3 smanjila smrtnost

mozdanih stanica, koli¢inu mozdanih infarkta te poboljSala motoricku aktivnost udova nakon
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cerebralne ozljede (151). Snizena razina TFF3 u cerebrospinalnoj tekuéini u jednom se
s odlaganjem beta amiloida, osobito Alzheimerove bolesti. Jo§ uvijek nije jasno zbog Cega
niska razina TFF3 tako dobro korelira s cerebralnom atrofijom, jer ni uloga TFF3 u zZivéanom
tkivu nije jo§ razjasnjena (152). Zanimljivo je i da se TFF3 moze Koristiti kao marker
toksi¢nosti lijekova koji utje¢u na aktivnost gama-sekretaze u lijeCenju Alzheimerove bolesti,

za §to postoji i patent (153).

Ostalo

Visoka ekspresija TFF3 proteina opaZena je u hrskavici pacijenata s osteoartritisom, a
takoder i u mi§jem modelu osteoartritisa i septi¢nog artritisa, dok u zdravoj ljudskoj hrskavici
nije pronadena ekspresija TFF3 proteina. Isto istrazivanje pokazalo je da TFF3 djeluje kao
proapoptotski faktor i da potice in vitro degradaciju hrskavice (154). TFF3 je znatno poviSen
u serumu pacijentica sa slabo diferenciranim karcinomom endometrija (155).

Razvijeni su razliciti sustavi detekcije razina TFF proteina u serumu ili izlu¢evinama
organizma te je utvrdeno da se u razli¢itim patoloSkim procesima te razine mijenjaju. TFF1 je
znatno povisen u serumu bolesnika s rakom dojke, te u urinu bolesnika rakom dojke i s
upalnim bolestima crijeva. Razina TFF2 je jako poviSena u Zelu¢anom soku bolesnika s
gastritisom, a TFF3 u bolesnika s rakom endometrija. Sva tri su znatno poviSena u slini
bolesnika s radijacijskim mukozitisom te u serumu bolesnika s rakom prostate i zeluca. Za
detaljniji pregled ovih podataka i pregled njihove dosadasnje vrijednosti u klini¢koj
dijagnostici vidjeti (46).

1.2.3. Obitelj TFF u embrionalnom razvoju

Premda su prisutnost i ekspresija TFF proteina u tkivima odraslih ljudi i zivotinja
(poglavito miSeva) vrlo dobro dokumentirana, do sada ima malo podataka o prisutnosti i
smjeStaju TFF proteina u zametku tijekom embrionalnog i fetalnog razdoblja. Takoder, nije
istrazena ni njihova potencijalna uloga u razvoju zametka i pojedinih organskih sustava
zametka, iako su upravo migracija stanica, angiogeneza i apoptoza temeljna zbivanja tijekom
embrionalnog razvoja. U tom kontekstu pojavljuje se samo nekoliko istrazivanja, no ni jedno

do sada nije ponudilo sistematizirani pregled javljanja TFF proteina u embrionalnom razvoju
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niti se bavilo moguc¢im ulogama tih proteina u razvitku zametka. Na primjer, u dva rada
prikazano je istrazivanje ekspresije TFF mRNA u sluznici probavnog sustava tijekom
embrionalnog razvoja miSa, a otkriveno je da se TFF mRNA pojavljuje od 13. do 18. dana
razvoja, odnosno od 15. dana razvoja do okota i da to pojavljivanje ima svoju dinamiku,
odnosno, da se tijekom razvoja mijenja lokalizacija predominantne ekspresije TFF mRNA
(156,157). Takoder, ekspresija gena za TFF1, 2 i 3 zapazena je u mozgu misjeg embrija
starosti 16 i 18 dana (76).

S obzirom na rasprostranjenost TFF proteina u zrelim tkivima, brojne uloge u
fizioloskim 1 patoloskim procesima, a posebice ucinke na migraciju stanica, angiogenezu i
apoptozu, Kkoji predstavljaju osnovna razvojna zbivanja, potrebno je detaljno istraziti
vremenski i prostorni raspored njihovog pojavljivanja u tkivima i organima tijekom razvoja.
Svaki doprinos boljem razumijevanju razvoja zametka i uloge koju u njemu imaju pojedine
molekule, pridonosi boljem razumijevanju fizioloSkog funkcioniranja organizma i nastanka
prirodenih malformacija te etiopatogeneze tumora. Tijekom intrauterinog razvoja organizma
odvija se diferencijacija tkiva i njihov rast, stoga su pritom proliferacija i migracija stanica
intenzivne, kao 1 medudjelovanje stanica i medustani¢ne tvari. O uskladenosti i uspjesnosti tih

procesa ovisi prezivljavanje, rast, razvoj i zdravlje organizma.
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2. HIPOTEZA

Osnovna hipoteza je da su TFF 1 i 3 proteini prisutni u tkivima miSjeg zametka, a
njihov smjestaj analogan je onome u tkivima odraslog misa. Buduc¢i da su TFF 1 i 3 proteini
ukljuceni u temeljne procese u embriogenezi, pojavljivanje TFF 1 i 3 proteina u tkivima

zametka ovisi o stadiju razvoja misa, odnosno stupnju diferencijacije tkiva.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Na temelju hipoteze postavljeni su slijede¢i specificni ciljevi:

e straziti prisutnost TFF1 i TFF3 proteina u tkivima mi$jih zametaka razli¢itih
razvojnih stadija, od 14 do 18 dana starosti;

e usporediti tkivni smjestaj TFF1 i TFF3 proteina s ve¢ poznatim podacima dobivenim
na tkivima odraslih miseva i ljudi;

e opisati prisutnost TFF1 i TFF3 proteina u tkivima ovisno o podrijetlu prema
embrionalnim zametnim listi¢ima;

e utvrditi postoje li znacajne histomorfoloske razlike u gradi epifizne ploce i spuZvaste
kosti u sekundarnim centrima okoStavanja kostiju divljeg tipa miSeva i miSeva s

isklju¢enim genom TFF3;
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Materijal

Istrazivanje prisutnosti TFF1 i TFF3 proteina u misjim zamecima vr$ilo se na
zamecima CD1 miSeva starosti 14 do 18 dana, koji su uzeti iz embrioloSke zbirke misjih
zametaka razli¢itih razvojnih stadija Katedre za histologiju 1 embriologiju Medicinskog
fakulteta u Osijeku. Postupak za dobivanje zametaka odgovarajuée starosti, tj. odredenog
razvojnog stadija provodi se na slijede¢i nacin: nakon stavljanja Zenki u kavez s muzjakom,
svakog se jutra vrSi pregled rodnice Zenki u svrhu pronalazenja vaginalnog cepa, ¢ija
prisutnost zna¢i pocetak trudnoce. Odredenog dana, ovisno o tome koje starosti trebaju biti
zameci, Zenke se zrtvuju postupkom cervikalne dislokacije. Neposredno nakon Zzrtvovanja,
pristupa se trbusnoj Supljini kirurSkim putem, odvajaju se rogovi maternice sa zamecima i
stavljaju u hladni PBS pufer (engl. phosphate buffered saline), gdje se zameci odvajaju od
ovojnica. Zameci se fiksiraju u 4% paraformaldehidu i uklapaju u parafinske blokove. Daljnji
postupak sa zamecima opisan je u odjeljku ,,Metode*. Ukupno je koristeno 23 misja zametka,
3-6 po razvojnom stadiju (broj po stadiju donekle varira, s obzirom na razli¢it broj zametaka u
pojedinoj trudno¢i te da se neke zametke moralo iskljuciti zbog neodgovarajuce fiksacije 1
prozetosti parafinom).

Za istrazivanje histomorfologije Kkostiju koristeni su muZzjaci miseva divljeg tipa
visoko srodenih Zzivotinja razvijenih krizanjem misjih sojeva 129/Sv i C57BL/6j te miseva s
isklju¢enim genom TFF3, i jedni i drugi starosti 1 mjesec (28 do 31 dan). U ovom istrazivanju
koristeno je 5 miseva po skupini, ukupno 10. Zivotinje su uzgojene i hranjene u Vivariju
Medicinskog fakulteta u Osijeku, pod rezimom 12-satnih ciklusa svjetlo-tama, na prosjec¢noj
temperaturi od 23,5 °C 1 relativnoj vlaznosti 50-60%. Hrana i voda bile su dostupne ad
libidum. Zrtvovanje miSeva za potrebe istrazivanja histomorfologije kostiju izvrieno je u
sklopu projekta MZOS ,.Uloga malih zatitnih TFF proteina u zdravlju i bolesti “ (3ifra 219-
0982914-2179, voditelj prof.dr.sc. Mirela Baus Loncar). Razliciti sojevi divljeg tipa miSeva
koristeni su u embrioloskom i morfometrijskom dijelu istrazivanja, jer je embrioloska zbirka
prikupljena od CD1 soja, a trenutku uzimanja uzoraka za morfometriju kosti na raspolaganju

nam je bio gore navedeni soj.
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4.2. Imunohistokemijski pokusi na miS§jim zamecima

Parafinski blokovi sa zamecima rezali su se na mikrotomu te su koriSteni za
imunohistokemijsko bojanje, a ujedno i za negativhu kontrolu. Blokovi su se rezali na
mikrotomu marke Reichert-Jung model 2400 na rezove debljine 6um i nanosili na adhezivna
predmetna stakla Menzel-Gliaser Polysine slides (Thermo Scientific, Rockford, SAD) ili
ekvivalentna stakla drugog proizvodaca te potom susili. Rezovi su se zatim deparafinirali kroz
niz otopina kako slijedi: 100% ksilol 2x15 min, 100% etilni alkohol 3x10 min, 70% etilni
alkohol 1x10 min, H20. Na preparatima se nakon toga vrsilo 15-minutno blokiranje endogene
peroksidaze 0,3%-tnim vodikovim peroksidom, te provelo izlaganje epitopa (antigen
retrieval) u citratnom puferu (pH=6,0), zagrijavanjem u mikrovalnoj pe¢nici tijekom priblizno
5 minuta. Blokiranje nespecifiénog vezanja ucinilo se koriStenjem SuperBlock® reagensa
(Thermo Scientific, Rockford, SAD) tijekom najmanje 30 minuta. Procis¢eno poliklonalno
ze¢je primarno protutijelo (vlastito) nanosilo se u koncentraciji 1:500 za TFF1 i 1:5000 za
TFF3 te se pristupilo inkubiranju rezova na 4°C preko noc¢i, dok se na negativne kontrole
nanosilo PBS (pH=7,4) bez primarnog protutijela, te takoder drzalo preko noci u istim
uvjetima kao rezovi na koje je naneseno primarno protutijelo. Rezovi misjeg zeluca Koristili
su se kao pozitivne kontrole za TFF1, a debelog crijeva kao pozitivne kontrole za TFF3.
Pozitivne kontrole prolazile su potpuno isti postupak kao ispitivani rezovi. Nakon inkubacije s
primarnim protutijelom, rezovi su se ispirati u PBS-u u koji je dodan Tween (0,05%) (Sigma-
Aldrich, St. Louis; MO, SAD) 4 puta po 5 minuta. Nakon toga, biotinilirano sekundarno kozje
protu-zecje protutijelo u razrjedenju 1:300 (Dako, Glostrup, Danska) nanosilo se na sve
rezove i stajalo 30 minuta na sobnoj temperaturi. Uslijedilo je jos 4 ispiranja u PBS-u s 0,05%
Tween-a, a zatim su se rezovi inkubirali sa streptavidinom konjugiranim s peroksidazom iz
hrena (Streptavidin-HRP) (Dako ili Sigma) u razrjedenju 1:300 na sobnoj temperaturi tijekom
slijede¢ih 30 minuta. Nakon jo$ 4 ispiranja u PBS-u s Tween-om, nanesena je otopina 3,3'-
diaminobenzidina (DAB, supstrat) pripremljena iz seta otopina DAB Peroxidase Substrate Kit
(Vector) ili, alternativno, pripremljena iz 3,3'- diaminobenzidina u prahu (Sigma-Aldrich).
Slijede daljnja 4 ispiranja u PBS-u s Tween-om, a nakon njih su se preparati kontrastno
obojili hemalaunom (counterstaining) i dehidrirali u otopinama kako slijedi: 96% etilni
alkohol 2x15 minuta, 100% etilni alkohol 2x15 minuta, 100% ksilol 2x10 minuta. Na kraju
postupka nanesen je kanada balzam i na njega stavljeno pokrovno staklo te se tako dobilo
trajne preparate. Preparati su fotografirani digitalnim fotografskim aparatom marke
Olympus®, model C-5050, spojenim na mikroskop marke Olympus®, model BX-50. Za
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slikanje je koristen QuUickPHOTO Pro softver (Promicra s.r.o, Prag, Republika Ceska).
Zameci za ovaj dio pokusa uzeti su iz embrioloske zbirke miSjih zametaka Katedre za
histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku. Imunohistokemijski podaci nisu
semikvantitativno analizirani. Jedan od razloga je S§to su ti podaci dobiveni ru¢nim
izvodenjem pokusa, a zbog toga se pojedine serije bojenja u odredenoj mjeri razlikuju u
intenzitetu bojenja, kako samog signala imunokompleksa, tako i kontrastnog bojenja
hemalaunom. Zbog toga bi se semikvantitativnom analizom dobile lazne razlike medu
pojedinim preparatima. Osim toga, cilj je bio istraziti prisutnost i lokalizaciju, a ne

kvantitativno opisati ekspresiju navedenih proteina (144).

4.3.  Analiza kostiju divljeg tipa miSeva i miSeva s isklju¢enim genom TFF3

Nakon Zrtvovanja, miSevima se odstranilo donje udove te su se izolirale kosti (lijeva i
desna tibia). Nakon pazljivog uklanjanja suvi$nog tkiva (skeletna muskulatura, tetive i dr.),
kosti su se stavile u 4%-tni paraformaldehid i fiksirale najmanje 24h. Nakon fiksacije, kosti su
premjestene U otopinu za dekalcinaciju (5%-tna dusi¢na kiselina), koja traje 24 h.
Dekalcinirane kosti standardnim postupkom uklopljene su u parafinske blokove te izrezane na
mikrotomu u rezove debljine 6pum. Rezovi su obojeni trikromnim bojanjem po Massonu.
Preparati su se slikali digitalnim fotografskim aparatom marke Olympus®, model C-5050,
spojenim na mikroskop marke Olympus®, model BX-50. Za slikanje je koriSten
QuickPHOTO Pro softver (Promicra s.r.o, Prag, Republika Ceska). Na fotografijama su se
vrsila mjerenja i analize uz pomo¢ rac¢unalnih programa QuickPHOTO Pro i Ellipse (ViDiTo,
Kosice, Slovacka).

Za analizu epifizne ploce rasta uzeti Su reprezentativni rezovi iz sredine kosti (na
primjer nisu se uzimali u obzir rezovi izvan srednje dvije trecine epifizne ploce), i to po 3 reza
za svaku kost. Vrsilo se mjerenje ukupne debljine epifizne ploce, kao i pojedinih zona
enhondralnog okoStavanja (zona mirovanja, zona umnazanja, zona hipertrofije 1 zona
ovapnjele hrskavice), s tim da zbog pruzanja zone okostavanja duboko u dijafizu kosti te
nemogucnosti preciznog odredivanja njene debljine, njena debljina nije mjerena. Mjerenje je
uc¢injeno na nacin da se u relevantnom podrucju ploce rasta ucini 3 mjerenja i iz tih vrijednosti
izraGuna prosje¢na vrijednost, koja se potom koristila u statisti¢koj analizi. Osim mjerenja
debljine izvrSena je i deskriptivna, morfoloSka procjena organizacije i izgleda hondrocita u

ploci rasta te je na po tri razlicita reza za svaku kost izra¢unata gusto¢a hondrocita po jedinici
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povrsine, tako da se u zadanom okviru koji se proteze kroz sve 4 ispitivane zone epifizne
ploge prebroji sve hondrocite te se taj broj podijeli s povrsinom kvadrata izraZenoj u mm?. Iz
dobivenih vrijednosti izracunata je prosjecna vrijednost gusto¢e hondrocita za svaku
ispitivanu kost te su te vrijednosti analizirane statistickim testom. Metoda opisana u ovom
odlomku razvijena je na temelju drugih sli¢nih istrazivanja (158-163).

Za dobivanje histomorfometrijskin parametara sekundarnih centara okoS$tavanja,
slikane su digitalne fotografije uz pomo¢ Olympus BHA mikroskopa (Olympus, Tokyo,
Japan) i Pulnix digitalne kamere (Pulnix, Yokohama, Japan) povezanih sa stolnim ra¢unalom.
Slike su nacinjene pod povecanjem 100 x te su na njima izvrSena mjerenja uz pomocé

poluautomatskog sustava za analizu slike s Issa softverom (VamsTec, Zagreb, Croatia)

Gustoc¢a volumena kostanih gredica spuzvaste kosti (BV/TV, izrazen u %) izveden je
iz dvodimenzionalnih mjerenja podrudja kosti (B.Ar) i podruc¢ja spuzvaste kosti (T.Ar) prema
Parfittovoj formuli (164):

BV/TV = 100B.Ar/T.Ar

Gustoc¢a povrsine spuzvaste kosti (BS/TV, izrazena u /mm) izraCunata je iz mjerenja

opsega kostanih gredica (B.Pm) i podrucja kosti (B.Ar):
BS/TV = B.Pm/B.Ar

Izracunate su 1 tri dodatne vrijednosti, kako bi se procijenila arhitektura spuzZvaste

kosti:

1) Debljina kostanih gredica (Tb.Th, izraZzena u pm), izvedena iz mjerenja opsega

kostanih gredica (B.Pm) i podru¢ja kosti (B.Ar) prema Parfittovoj formuli:
Th.Th = (B.Ar/B.Pm)(n/2)

2) Broj kostanih gredica (Tb.N, izrazen u /mm) izveden iz mjerenja opsega kosStanih

gredica (B.Pm) i podruéja spuzvaste kosti (T.Ar) prema formuli:
Tb.N = (B.Pm/T.Ar)x10

3) Razdvojenost kostanih gredica (Th.Sp, izrazena u pm) izvedena prema formuli:
Th.Sp = (1000xT.Ar - B.Ar)/B.Pm

Zivotinje za ovaj dio pokusa Zrtvovane su u sklopu projekta ,,Uloga malih zastitnih

TFF proteina u zdravlju i bolesti* voditeljice prof.dr.sc. Mirele Baus Loncar.
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4.4, Statisticke metode

Numeric¢ki podaci koji su dobiveni mjerenjem histomorfometrijskinh parametara
testirani su Mann-Whitneyevim U testom s obzirom na veli¢inu uzorka (5 miSeva po skupini).
Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na a=0,05. Za statisticku

analizu koriSten je program Statistica (inacica 12, StatSoft.inc, Tulsa, Oklahoma, SAD).
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5. REZULTATI

5.1.  Imunohistokemijski pokusi

Imunohistokemijski pokusi provedeni su na sveukupno dvadeset i tri zametka, od tri
do Sest po razvojnom stadiju. Nakon provedenih pokusa, preparati su analizirani pod
svjetlosnim mikroskopom. S obzirom da su rezultati imunohistokemijskih pokusa dobiveni
rucno, pojedine serije donekle se medusobno razlikuju u intenzitetu bojanja, Sto je uzeto u
obzir prilikom analize. Na negativnim kontrolama nije uo¢en imunohistokemijski signal, dok
su se pozitivne kontrole obojile specifi¢no za TFF1 i TFF3 signal (Slika 5.1.). Prikaz rezultata
nalazi se u tablici 5.1. za TFF1 i u tablici 5.2. za TFF3. U vrlo malom broju slu¢ajeva zbog

artefakta nedostaje podatak za odredeni organ.

Slika 5.1. Prikaz pozitivnih i negativnih kontrola u pokusima imunohistokemije. A i B:
presjek kroz epitel glandularnog dijela misjeg Zeluca (kontrole za TFF1 protein); C i D:
presjek kroz misje tanko crijevo (kontrole za TFF3 protein). A i C: pozitivna kontrola; B i D:
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negativna kontrola. Uocava se izrazen imunohistokemijski signal (smede bojenje) u epitelnim

stanicama Zelu¢ane sluznice, kao i u vrcastim stanicama tankog crijeva. Povecanje: 400x.

Tablica 5.1. Sazet prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja na TFF1 protein, na
zamecima starosti 14 do 18 dana. Pojasnjenje kratica: E14.1. — prva brojka oznacava starost
zametka, a druga redni broj zametka (dakle, E14.1. zna¢i zametak star 14 dana, redni broj 1,
E15.3. — zametak star 15 dana, redni broj 3 i tako dalje). US — usna $upljina; Z — Zeludac; TC
— tanko crijevo; DC — debelo crijevo; G — gusterada; J — jetra; NS — nosna $upljina; P — pluéa;
B — bubreg; MM — mokra¢ni mjehur; M — mozak; KM — kraljezni¢na mozdina; Gn — gangliji;
K — koza; H — hrskavica; EO — enhondralno okostavanje; (-) — nema signala; (-/+) — nejasan

ili vrlo slab signal; (+) — jasan signal; ND — nije dostupno.

Zametak (US| Z | TC |[DC| G | J NS | P | B |MM M| KM |[Gn| K | H]|EO
E14.1. + | -+ = - S S ey A% + | -/+ + + 4 J+ |+ - +
E14.2. + | -+ | o+ | |+ - + + - -+ + + + + R T
E143. | + | - | - | - | - | - - | - | -] - [dt| At [+ |4+ ] - | -+
E14.4. -+ - - - A+ |- - J+ |- - -+ -+ g+ | -+ | - J+
E145. | + | - 5 s (v - - [ = J+ |4+ + [+ 4+ - | +
E15.1. + | -+ - S I I - + | ND | + + 7 T +
E15.2. + | o+ |+ |+ + |+ A+ + + > + + + + - m
E15.3. + |+ |+ | ] -+ - |+ - + + + + - +
E15.4. + | -+ | -+ - -+ | -+ - + + = + + + + - +
E15.5. + - - - S L I + + + + |+ | - +
E16.1. + + -[+ - - |-+ + -+ |+ -[+ + + 4 m - +
E16.2. -+ |+ A+ |+ o+ |-+ + I T T + + | o+ | - +
E16.3. + + -[+ - -+ | -+ + - + = + + + + - +
E16.4. + | -+ - I T S Y £ B £ - + - + + + | -+ - +
E16.5. + - - - + |+ + |-+ + o + + + T - T
E16.6. + + -/+ - + | -/+ + |-+ | -+ + -+ + + R +
E17.1. + + + + + + + + + + + + + + - +
E17.2. + |ND | + + |+ [+ 4+ + |+ | -+ |+ + A+ |-+ | - +
E17.3. 4 e + -+ |+ | -+ + + o - + + + + - T
E18.1. + + + - + | -+ + + |+ o+ |+ -+ J+ |+ _ +
E18.2. + + + | -+ + | - + + |+ | A+ |+ + 4+ |+ | - +
E18.3. + + S L Y S Y S -+ + + J+ |+ - +
E18.4. + + + A+ o+ | -+ + -+ |+ -I+ + + m 1 - +
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Tablica 5.2. Sazet prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja na TFF3 protein, na

zamecima starosti 14 do 18 dana. Pojasnjenje kratica: E14.1. — prva brojka oznacava starost

zametka, a druga redni broj zametka (dakle, E14.1. znac¢i zametak star 14 dana, redni broj 1,

E15.3. — zametak star 15 dana, redni broj 3 i tako dalje). US — usna Supljina; Z — Zeludac; TC

— tanko crijevo; DC — debelo crijevo; G — gusteraca; J — jetra; NS — nosna Supljina; P — pluda;

B — bubreg; MM — mokra¢ni mjehur; M — mozak; KM — kraljezni¢na mozdina; Gn — gangliji;

K —koza; H — hrskavica; EO — enhondralno okostavanje; (-) — nema signala; (-/+) — nejasan

ili vrlo slab signal; (+) — jasan signal; ND — nije dostupno.

Zametak | US | Z [TC|DC| G| J [NS| P | B | MM KM | Gn H | EO
E14.1. & R B + + | || - + + = +
E142. | - | + |+ | - |-+ + | - |+ | - | - + | o+ N
E14.3. + + - - + + |-+ 4+ - -+ + -+ B +
E14.4. + + + + + + + o+ |+ + -1+ - +
E14.5. A -[+ + + + + + | -+ | + = + T - +
E15.1. + |-+ + |+ |+ |+ |+ ]+ + | ND + + I
E15.2. + -+ |+ + + + + | -+ | + + + + - +
E15.3. + |+ |-+ - |+ |+ |+ | - |-+ ]|ND + + o+
E15.4. -+ |-+ |+ + | -+ | + + | -+ | + -+ T + i} ¥
E15.5. + -+ |+ + | <[+ | + + - + + + + - +
E16.1. + + + + + + + + + + 4 a5 - +
E16.2. + |-+ ]+ + + + + |+ + -+ + + J+ |+
E16.3. + |+ + |+ |+ |+ |+ | + + o
E16.4. + + + + + + + |-+ ]+ + + + - +
E16.5. T+ + + + |+ + |+ |-+ 4 -+ + + - +
E16.6. + + + |+ [+ |+ |+ |+ ]+ | -/t + + -+
E17.1. + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + + + -+
El7.2. + IND| + | + | + | + | + | + | + + + + -+
E17.3. + + + + - |-+ + + + -[+ + + - +
E18.1. + + + |+ |+ |+ |+ |+ | + + + + - +
E18.2. + + e O B i Y o B S I I S e £ + | -+ N
E18.3. R e £ 2 N S B S S A + + -+
E18.4. + + + + + + + + + -[+ + + - +
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5.1.1. Probavni sustav

Analiza prisutnosti TFF1 proteina

Signal za TFF1 pronaden je u razli¢itim dijelovima probavnog sustava. U usnoj je
Supljini signal prvenstveno pronaden u citoplazmi stanica mnogoslojnog ploc¢astog epitela.
Signal je bio slab do umjeren u zametaka 14 dana starosti, a u ostalih (od 15 do 18 dana
starosti) umjeren. Od ostalih tkiva u usnoj Supljini, blag do umjeren signal uocen je u
stanicama skeletnog misica jezika te u stanicama epitelnog i mezenhimskog podrijetla osnove

zuba, na primjer, odontoblastima i ameloblastima (Slika 5.2. A).

Slika 5.2. A: Prisutnost TFF1 u kasnoj fazi razvoja zuba. Signal se vidi u ameloblastima
(AM) i odontoblastima (OD) te neSto slabije u stanicama vanjskog caklinskog epitela.
Mjestimic¢no se javlja signal u stanicama papile zuba. Zametak starosti 18 dana; poveéanje
200x. B: TFF3 u mnogoslojnom plo¢astom epitelu predvorja usne Supljine. Zametak starosti

16 dana; povecanje 400x%.

Pregledavanjem presjeka kroz zeludac u zametaka starih 14 i 15 dana, uglavnom nije
uocena prisutnost TFF1 proteina, osim mjestimi¢no i slabo u pojedinim stanicama epitela. U
nekoliko zametaka starih 16 dana uocen je umjeren signal u epitelu glandularnog dijela Zeluca
i slab signal u epitelu aglandularnog dijela. Medutim, na nekim zamecima starim 16 dana,
bojenje je bilo slabije izrazeno, iako prisutno. U zametaka starih 17 1 18 dana, signal je bio
jasno vidljiv u epitelu zeluca, s tim da je bio osobito jak u glandularnom dijelu, a nesto slabiji

u aglandularnom dijelu (Slika 5.3. A'i B).
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Slika 5.3. Prisutnost TFF1 (fotografije A i B) i TFF3 proteina (fotografije C i D) u Zelucu
misjeg zametka starosti 18 dana. A i C: aglandularni dio Zeluca; B i D: glandularni dio Zeluca.
Moze se zapaziti izraZen signal za TFF1 protein u glandularnom dijelu Zeluca (strelice), dok
se aglandularni dio ne boja na taj protein. Umjereno bojenje za TFF3 vidi se u aglandularnom
dijelu (strelice), a u glandularnom dijelu ne. Povecanje: A, B i D: 400x%; C: 200x.

U razdoblju od 14 do 16 dana starosti u tankom crijevu uglavnom nije uocen signal za
TFF1, dok je na stadijima E17 i E18 vidljiv bio signal u epitelnim stanicama, na pojedinim
presjecima nesto izrazenije u vr€astim stanicama. U debelom crijevu uglavnom nije zapazena
prisutnost TFF1, osim mjestimi¢no slabog bojanja ili signala na samoj apikalnoj povrSini
epitelnih stanica i to u zametaka starosti 17 i 18 dana.

U 7Zlijezdama pridruzenim probavnoj cijevi takoder se mogla uociti prisutnost TFF1
proteina. Acinusi gusterace bili su negativni na stadijima od E14 do E16, a na stadijima E17 i
E18 uocen je slabiji signal u citoplazmi stanica seroznih acinusa. U vezivnom tkivu gusterace,
odnosno, u nakupinama stanica koje podsje¢aju na Langerhansove oto¢ice uocena je

prisutnost TFF1, s tim da je signal bio slabiji u zametaka starosti 14 i 15 dana, no u zametaka
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starosti od 16 do 18 dana bio je umjeren do jak (Slika 5.5. A). U jetri je signal bio slab i
neodreden na svim stadijima razvoja, tako da se na temelju imunohistokemije ne moze
objektivno procijeniti prisutnost TFF1 u jetri mi§jih zametaka starosti 14 do 18 dana. Zlijezde
slinovnice nisu bile pozitivne na TFFI, barem ne Zljezdani epitel. U intersticiju Su

mjestimi¢no bile prisutne pozitivne stanice.

Analiza prisutnosti TFF3 proteina

TFF3 protein pronaden je duz probavne cijevi, no u odredenoj mjeri drugacije
rasporeden nego TFF1. U usnoj su Supljini stanice mnogoslojnog plo¢astog epitela blago do
umjereno pozitivne na svim istrazenim stadijima razvoja (Slika 5.2. B). Na presjecima kroz
razne faze razvoja zuba, takoder je pronaden signal za TFF3 u stanicama epitelnog i
mezenhimnog podrijetla, na primjer, stanicama caklinskog epitela, zvjezdolike mrezice i
odontoblastima. Premda je signal u usnoj Supljini vidljiv i na preparatima zametaka starih 14
dana, na njima je nesto slabiji nego na preparatima starijih zametaka.

Zameci na razvojnim stadijima E14 i E15 imali su slabu ili nikakvu ekspresiju TFF3 u
epitelu zeluca. Tamo gdje je bio prisutan, nalazio se na apikalnoj povrsini epitelnih stanica.
Na stadiju E16 signal je bio izrazeniji, premda ne prisutan na svim prerezima. Na stadijima
E17 1 E18 signal je bio jasno vidljiv u sluznici Zeluca, viSe u aglandularnom nego u
glandularnom dijelu (Slika 5.3. C i D).

U tankom crijevu signala uglavnom nije bilo na stadiju E14, dok je na stadiju E15 bio
nesto jaCe izrazen, ali jo§ uvijek slabo. Na tim stadijima vréaste stanice jo§ se nisu mogle
uociti. Na stadijima E16 — E18 vréaste stanice snazno se boje slicno kao u crijevu odrasle
zivotinje. Takoder, neSto sasuSenog crijevnog sadrzaja bilo je pozitivno na TFF3. Sli¢an
obrazac prisutnosti naden je u debelom crijevu, s tim da na stadiju E16 vrcaste stanice nisu jo$
svuda jednako diferencirane. Stoga je signal na stadijima E14 1 E15 slabo izrazen i to
uglavnom samo na apikalnoj povr$ini stanica. Od stadija E16, a osobito na stadijima E17 i
E18, signal je snazno izrazen u vr€astim stanicama, Sto je zbog njihove brojnosti posebno

izrazeno U rektumu (Slika 5.4.).
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Slika 5.4. Prisutnost TFF3 proteina u sluznici crijeva. A: tanko crijevo mis§jeg zametka starog
17 dana; B: debelo crijevo miSjeg zametka starog 18 dana. Jak signal vidljiv je u vrcastim
stanicama tankog i debelog crijeva (strelice). U ostalim epitelnim stanicama tankog crijeva

vidi se njezno, najvjerojatnije pozadinsko bojanje. Povecéanje: 400x.

Acinusi gusSterace bili su negativni na gotovo svim prerezima i na svim razvojnim
stadijima, dok su se izmedu acinusa mjestimi¢no vidjele nakupine stanica pozitivnih na TFF3

koje mogu odgovarati Langerhansovim otoc¢i¢ima (Slika 5.5. B).

28



Slika 5.5. Lokalizacija TFF1 i TFF3 proteina u tkivu gusterace. A: TFF1, mi§ji zametak star
18 dana, povecanje 400x%; B: TFF3, misji zametak star 17 dana, povecanje 200%. Medu
seroznim acinusima egzokrinog dijela gusterace (*) oba proteina su prisutna u pojedinim
stanicama tkiva koje, po smjestaju i izgledu, moze odgovarati Langerhansovim oto¢i¢ima

(strelice).
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U jetri signal na TFF3 je nehomogen i mjestimi¢no se vidi slabo bojenje u
hepatocitima, a nesSto jace bojenje mjestimi¢no u drugim stanicama koje morfoloski
odgovaraju stanicama hematopoetske loze. Zlijezde slinovnice su najveéim dijelom negativne
na TFF3, iako se signal vidi u epitelnim stanicama pojedinih izvodnih kanali¢a kada su

zahvacene presjekom.

5.1.2. Disni sustav

Respiracijski je epitel nosne Supljine na stadijima E14 i E15 mjestimi¢no slabo
pozitivan na TFF1, pretezno uz apikalnu povrSinu stanica. Na stadiju E16 vidi se njezno
pozitivan respiracijski epitel, uglavnom u povrsinskom dijelu epitela, a na stadijima E17 i E18
vidi se jasan signal u stanicama respiracijskog epitela, pretezno u citoplazmi, osobito vréastih
stanica (Slika 5.6. A). U plu¢ima signal uglavnom nije prisutan na stadijima E14 i E15,
eventualno slican kao 1 u nosnoj Supljini. Slab signal javlja se na stadiju E16 mjestimi¢no u
citoplazmi stanica epitela dusnika i njegovih vecih ogranaka. TFF1 bio je prisutan u ve¢im
ograncima bronhalnog stabla u epitelu ukljucujuéi trepetljike, na stadijima E17 i E18 (Slika
5.7. A). U alveolama i manjim ograncima bronhiola nije uo¢ena prisutnost TFF1 proteina.

TFF3 naden je u respiracijskom epitelu nosne Supljine i to naro¢ito u zametaka starosti
16 do 18 dana, kod kojih je pronaden umjereno snazan signal u stanicama respiracijskog
epitela, osobito u podruc¢ju trepetljika te u vrcastim stanicama (Slika 5.6 B). U zametaka
starosti 14 i 15 dana mjestimi¢no je naden slabiji signal i to ne na svim presjecima. U plu¢ima
je TFF3 bio lokaliziran pretezno u respiracijskom epitelu, uglavnom u vrcastim stanicama i
podrucju trepetljika vec¢ih ogranaka bronhalnog stabla i u bronhiolima, na stadijima E17 i
E18, dok ga se u manjim ograncima nije uocilo (Slika 5.7. B). U ranijih stadija signal je

slabiji ili ga uop¢e nema.
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Slika 5.6. Lokalizacija TFF1 i TFF3 proteina u respiracijskom epitelu nosne Supljine. A:
Respiracijski epitel pozitivan na TFF1; zametak star 17 dana. B: Respiracijski epitel pozitivan
na TFF3; zametak star 16 dana. Signal je za oba proteina osobito vidljiv u vréastim stanicama
(strelice) i u podrucju trepetljika na povrsini epitela (*). Povecanje: A: 400x; B: 400x,
obrezano.
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Slika 5.7. TFF proteini u tkivu pluca. A: Respiracijski epitel bronha pozitivan na TFF1
(strelice); zametak starosti 18 dana. Povecanje 400x. B: Respiracijski epitel bronhiola je

pozitivan na TFF3 (strelice). Ostatak plu¢nog tkiva je negativan. Zametak starosti 17 dana.

Povecanje 200x%.
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5.1.3. Mokraéni sustav

Oba proteina pronadena su u mokra¢nom sustavu zametaka. Bubreg i mokracni
mjehur dva su glavna mjesta na kojima se trazila prisutnost TFF1 i TFF3 proteina. Signal za
TFF1 bio je slab ili nije bio prisutan na stadijima E14 i E15, dok je na stadijima od E16 do
E18 bio dobro vidljiv i konzistentan. Mogao se uociti u sustavu kanali¢a u razvoju, kako u
kori, tako i u srzi. Pozitivni kanali¢i kore morfoloski su odgovarali proksimalnim i distalnim
kanali¢ima te u srzi sustavu Henleove petlje i sabirnim kanali¢ima (Slika 5.8. A i B). TFF3
pronaden je u bubreznim kanali¢ima, gdje je signal bio ja¢i nego za TFF1 protein (Slika 5.9.).
lako se na pojedinim rezovima lagano bojenje uocavalo i u zametaka starih 14 dana, umjeren
do jak signal u bubregu uocen je 15. dana embrionalnog razvoja i na kasnijim stadijima.
Imunohistokemijsko bojenje prvenstveno se uocavalo u kanali¢ima, i to kanali¢ima kore, koji
morfoloski mogu odgovarati i proksimalnim i distalnim zavijenim kanali¢ima te kanali¢cima
srzi koji morfoloski mogu odgovarati debelom kraku Henleove petlje i sabirnim kanali¢ima. I
kod bojenja na TFF1 i na TFF3, sabirni kanali¢i bili su slabije obojeni nego kanalici
podrijetlom iz bubreznog mjehuric¢a. Stanice su glomerula uglavnom bile negativne na svim
razvojnim stadijima, a Kortikalni presjeci kroz mokracovodne pupoljke i cijelu nefrogenu
zonu su takoder bili negativni, kao i okolno vezivno tkivo i bubrezna ¢ahura.

Tkivo je mokra¢nog mjehura uglavnom bilo negativno na TFF1, s nekoliko iznimaka,
gdje je slab signal uocen u prijelaznom epitelu i to uglavnom blize uretri. Mjestimi¢no je 1
misiéni sloj bio blago pozitivan. Sli¢no je i s TFF3, tkiva mokra¢nog mjehura vecinom su bila
negativna, mjestimi¢no je uocen slab signal u epitelu 1 glatkim misi¢ima, a umjeren signal u

ganglijskim stanicama u stjenci mokraénog mjehura.
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Slika 5.8. Lokalizacija TFF1 proteina u bubregu zametka starog 17 dana. A: Kora bubrega.
TFF1 signal vidljiv je u zavijenim kanali¢ima kore (ZK), dok ga u glomerulima (G), vezivu i
preostalim dijelovima mokracovodnog pupoljka (MP) u kori nema. B: Srz bubrega. TFF1
signal vidljiv je u presjecima kroz kanalice Henleove petlje (HP) te sabirne kanali¢e (SK).

Vezivno tkivo je negativno. Povecéanje: 200x.
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Slika 5.9. Lokalizacija TFF3 proteina u bubregu zametka starog 17 dana. Raspodjela signala i
u kori i u srzi ista je kao i u slucaju TFF1, Sto znaci da se pozitivni signal nalazi u zavijenim
kanali¢ima kore te presjecima kroz Henleovu petlju i sabirne kanaliée srzi, a u glomerulima i

ostatku mokrac¢ovodnog pupoljka ga nema. Povecanje: 200x.

5.1.4. Ziv&ani sustay

Rezovi su prikazali razlicite dijelove zivéanog sustava zametaka. Nisu uocene nikakve
morfoloske nepravilnosti, a Ziv€ano tkivo bilo je u skladu s razvojnim stadijima koji su
istrazivani. Prisutnost TFF1 i TFF3 proteina zapazena je u razli¢itim dijelovima Ziv€anog
sustava zametaka na svim istraZzenim razvojnim stadijima. Promatranju su bili dostupni
mozak, kraljezni¢na mozdina, spinalni gangliji, mjestimi¢no i cerebralni gangliji.

TFF1 pronaden je u tijelu ganglijskih stanica spinalnih ganglija i u trigeminalnom
gangliju. Signal imunohistokemijskog bojanja bio je prisutan u citoplazmi, dok u jezgri
uglavnom nije. Takoder, blaga do umjerena prisutnost TFF1 proteina zapazena je u bijeloj
tvari posvuda u embrionalnom zivéanom sustavu. Pozitivni su bili razli¢iti neuroni mozga i
kraljezni¢ne mozdine te neke od glija stanica (Slika 5.10 A, C, E).

TFF3 bio je prisutan u citoplazmi i u jezgri ganglijskih stanica spinalnih ganglija i
trigeminalnog ganglija, a naden je i u citoplazmi te jezgrama neurona smjesStenih u raznim

podru¢jima mozga i produljene mozdine. Neuroni sive tvari kraljezni¢ne mozdine bili su
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takoder pozitivni. U srediSnjem ziv€anom sustavu zametaka uoceno je difuzno, njezno
bojenje bijele tvari (Slika 5.10 B, D, F). Stanice koroidnog spleta bile su pozitivne i na TFF1 i
na TFF3. Detaljna lokalizacija TFF1 i TFF3 proteina u pojedinim regijama mozga nije
istrazena.

Slab do umjeren signal pronaden je i u hipofizi. U adenohipofizi su pronadena oba
proteina, a obojile su se samo pojedine stanice. S obzirom na dob zametka i gradu
adenohipofize, nije bilo mogucée tocno odrediti koje su stanice pozitivne, a koje ne. Signal u
adenohipofizi bio je umjeren za TFFI 1 neSto slabiji za TFF3, dok je u neurohipofizi
prisutnost TFF3 bila bolje vidljiva nego TFF1 (Slika 5.11).

Oba proteina bila su prisutna i u ganglijskim stanicama perifernog Ziv€anog sustava,
na primjer, unutar misi¢nog sloja zeluca i mokra¢nog mjehura. Na nekim je mjestima presjek
zahvatio 1 periferni zivac, gdje je uoceno difuzno bojenje bijele tvari na oba proteina koje je
odgovaralo bojenju bijele tvari u srediSnjem zivéanom sustavu istih zametaka. Prisutnost TFF
proteina u ziv€anom sustavu misjih zametaka bila je podjednaka na svim ispitanim razvojnim

stadijima.
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Slika 5.10. Prisutnost TFF proteina u sredisnjem Zivéanom sustavu. A: Neuroni hipokampusa
zametka starog 16 dana blago pozitivni na TFF1 (*). B: Umjeren TFF3 signal u neuronima
olfaktornog bulbusa zametka starog 16 dana (strelice). C: Prisutnost TFF1 proteina u
neuronima i bijeloj tvari kraljezni¢ne mozdine zametka starog 15 dana (strelice). D: TFF3
protein vidljiv je u neuronima i slabije u bijeloj tvari kraljezni¢éne mozdine zametka starog 15
dana (strelice). E: TFF1 signal u ganglijskim stanicama (*) spinalnog ganglija zametka starog
15 dana. F: Prisutnost TFF3 proteina u ganglijskim stanicama (*) spinalnog ganglija zametka

starog 15 dana. Signal je nesto izrazeniji u jezgrama ganglijskih stanica. Povecanje: 400x.
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Slika 5.11. TFF proteini u hipofizi mi§jeg zametka. A: TFF1 vidljiv je u oba prikazana reznja
hipofize, s izraZenijim bojenjem u pojedinim stanicama adenohipofize i blazim, ali difuznim
signalom u neurohipofizi. Zametak star 16 dana. B: TFF3 je takoder prisutan u oba vidljiva
reznja. Signal je umjeren i difuzno prisutan u tkivu neurohipofize, dok su samo neke stanice
adenohipofize pozitivne i to slabije nego neurohipofiza. Zametak star 17 dana. AH:

adenohipofiza; NH: neurohipofiza. Povecanje: 400x.
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5.1.5. Okostavanje i kost

Na rezovima zametaka svih starosti, bili su vidljivi centri enhondralnog okoStavanja na
raznim mjestima (kosti neurokranija i viscerokranija, rebra, kraljeSci, prednji i straznji udovi
te zdjelica). U kostima koje nastaju enhondralnim oko$tavanjem moglo se pronaci razlicite
faze enhondralnog okos$tavanja sa svim pripadaju¢im zonama. Dok je zona mirovanja bila
negativna s obzirom na TFF1 i TFF3, oba su peptida bila prisutna u citoplazmi hondrocita u
zoni proliferacije, zoni hipertrofije, zoni ovapnjele hrskavice i zoni okoStavanja. U zoni
okos$tavanja pozitivne stanice bile su rasporedene na povrSini novonastale kosti, a morfoloski
su odgovarale osteoblastima (Slika 5.12). Signal imunohistokemijskog bojenja nije zapazen u
novonastalom kostanom matriksu. U hrskavici koja ne podlijeze enhondralnom okos$tavanju,
kao $to su hrskavice dusnika i bronha, hrskavica zglobnih plostina te ventralni dijelovi rebara,
TFF proteini nisu bili prisutni.

U podru¢jima intramembranskog okosStavanja (pretezito kosti lubanje) novonastala
kost bila je negativna na TFF1, no stanice koje po polozaju i izgledu odgovaraju
osteoblastima bile su umjereno pozitivne na svim stadijima razvoja. Sli¢no je i kod bojenja na
TFF3, stanice koje odgovaraju osteoblastima bile su umjereno do jako pozitivne, dok je
kostani matriks bio negativan, osim u par slucajeva, gdje se i on lagano obojio, no to bi mogla

biti superpozicija signala ili lagano pozadinsko bojanje (Slika 5.13).
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Slika 5.12. TFF proteini prisutni su u enhondralnom okos$tavanju. A: TFF1 signal nije
prisutan u zoni mirovanja, dok se jasno moze uociti u razli¢itim zonama enhondralnog
okostavanja (EO) u rebru 16 dana starog misjeg zametka. Povecanje: 200x. B: TFF3 signal u
zoni proliferacije (ZP), zoni hipertrofi¢ne hrskavice (ZH) i1 zoni ovapnjele hrskavice (ZOH)
tijekom enhondralnog okostavanja humerusa 17 dana starog miSjeg zametka. Povecanje:
400x, obrezano. C: TFF3 signal u zoni ovapnjele hrskavice (ZOH) i zoni okostavanja (ZO)
tijekom enhondralnog okoStavanja humerusa zametka starog 14 dana. Stanice koje morfoloski
odgovaraju osteoblastima nanizane su uz novonastale kostane gredice i pozitivne su na TFF3,

dok je kostani matriks negativan. Povecanje: 400%, obrezano.
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Slika 5.13. TFF proteini u intramembranskom okos$tavanju. A: TFF1 protutijelo; B: TFF3
protutijelo. Signal se vidi u stanicama koje odgovaraju osteoblastima (strelice), dok je

novostvoreni matriks negativan (*). Povecanje: 400x.
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5.1.6. Koza i osjetni organi

Na razvojnim stadijima E14 1 E15 epidermis jo$ uvijek nije imao karakteristicne
slojeve, Sto je u skladu s normalnim embrionalnim razvojem. Na stadiju E16, a osobito E17 1
E18 moze se uociti slojevitost epidermisa. Na stadijima E14 i E15 moZze se vidjeti slab do
umjeren difuzan signal za TFF1 i TFF3 u stanicama epidermisa. Kako se formiraju slojevi
epidermisa, signal je uglavnom lokaliziran u srednjim slojevima epidermisa (stratum
spinosum i stratum granulosum), u stratum corneumu se javlja samo mjestimi¢no i to kod
bojenja na TFF3 na stadiju E18, dok je stratum basale skoro na svim presjecima negativan na
oba TFF proteina. Imunohistokemijski signal bio je prisutan i u folikulu dlaka, u stanicama
koje odgovaraju pozitivnim epidermalnim slojevima. Bojenje na TFF3 bilo je intenzivnije
nego na TFF1. U dermisu nije uocen signal ni za jedan TFF protein (Slika 5.14).

Od osjetnih organa, pozitivan signal uocen je u nekim strukturama oka i uha u razvoju.
TFF1 signal podjednakog je intenziteta na svim razvojnim stadijima oka, uglavnom slab do
umjeren (Slika 5.15. A), dok je TFF3 signal nesto intenzivniji na stadijima od E14 do E16
(umjeren), a slab do umjeren na stadijima E17 i E18. Lokalizacija signala za oba proteina bila
je uglavnom u mreznici te epitelu roznice 1 spojnice, no vidi se i u le¢i te optickom zivcu. U
unutarnjem uhu signal za TFF1 1 TFF3 pronaden je preteZzno u stanicama epitela razli¢itih
dijelova membranoznog labirinta, uglavnom puznice i polukruznih kanali¢a. Na nekim
presjecima zahvaéena je crista ampularis, u kojoj su se takoder neke stanice pozitivno obojile
te ganglion spirale, koji je takoder bio slabo do umjereno pozitivan (Slika 5.15. B). Zivéana
vlakna osjetnih ganglija unutarnjeg uha bila su blago i difuzno pozitivna. Ostali dijelovi
labirinta, ukljucuju¢i vezivo i hrskavicu, bili su negativni. Signal za TFF3 bio je nesto
intenzivniji od signala za TFF1 u unutarnjem uhu. TFF1 signal bio je slabiji na stadijima od
E14 do E16, a slab do umjeren na stadijima E17 i E18, dok je TFF3 signal bio slab do
umjeren na stadijima E14 do E17, a slabiji na stadiju E18.
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Slika 5.14. Prisutnost TFF proteina (*) u epidermisu koZe zametaka starosti 17 dana. A:
TFF1; B: TFF3. Njezniji signal za TFF1 i jaci signal za TFF3 u stratum granulosumu (SG) te
stratum spinosumu (SS) epidermisa. Stratum corneum (SC) i stratum basale (SB) uglavnom

su negativni. U dermisu nema signala. Povecanje: 400x.
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Slika 5.15. Prisutnost TFF proteina u osjetnim organima. A: MreZnica miS§jeg zametka starog
17 dana. TFF1 signal prisutan je u stanicama mreznice U razvoju (*). B: Presjek unutarnjeg
uha misjeg zametka starog 17 dana u podrucju puznice. TFF3 protein vidi se u epitelu scale
medije (E), ukljucujuci i Cortijev organ u razvoju. Signal je prisutan i u jezgri te citoplazmi

ganglijskih stanica gangliona spirale (GS). Povecanje: 200x.
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5.1.7. Ostala tkiva

Osim u prethodno navedenim organskim sustavima, signal za TFF1 i TFF3 pronaden
je u jo$ nekim tkivima. U miSi¢nim stanicama skeletnog i sr¢anog miSi¢a javljao se blag do
umjeren signal za oba proteina, a slab signal mogao se uociti na nekim presjecima glatkih
miSica u stjenkama cjevastih organa. Signal za oba proteina uofen je i na presjecima
nadbubrezne Zlijezde u stanicama kore i u srzi, gdje pozitivne stanice odgovaraju ganglijskim
stanicama. Na nekim rezovima zahvacene su spolne zlijezde u kojima je mjestimi¢no uocen

slab signal. Smede masno tkivo i vezivo su uglavnom bili negativni za oba proteina.

5.2. Histomorfometrija kostiju

5.2.1. Analiza epifizne ploce

Mjerenja epifizne ploce ucinjena su na kostima muzjaka miSeva starosti mjesec dana
(Slika 5.16.). Medijan debljina epifizne ploce divljeg tipa bio je 212,33 um, a kod zivotinja s
isklju¢enim genom TFF3 249,44 pum. Kao S§to se moze vidjeti iz tablice 5.3., statisticka
analiza mjerenja epifiznih plo¢a pokazala je da nema znaajne razlike izmedu debljine
epifizne ploce divljeg tipa i zivotinja s isklju¢enim genom TFF3. Nije bilo zna¢ajne razlike ni
u debljini pojedinih zona enhondralnog okostavanja u epifiznoj plo¢i proksimalnog dijela
tibije divljeg tipa i miSeva s isklju¢enim genom TFF3.

Medijan gusto¢e hondrocita dobivene brojanjem hondrocita u podrucju epifizne ploce
definirane povrsine bio je 4220,12 stanica po kvadratnom milimetru u divljeg tipa, a 3786,55
stanica po kvadratnom milimetru u Zivotinja s isklju¢enim genom TFF3. Gusto¢a hondrocita
nije se znacajno razlikovala izmedu divljeg tipa i zivotinja s isklju¢enim genom TFF3. Ti su

podaci zajedno s P vrijednoscu prikazani u tablici 5.4.
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Slika 5.16. Snimka zaslona na kojoj se vidi epifizna ploca tibije misa s isklju¢enim genom

TFF3 te mjerenje ploce i pojedinih zona okoStavanja uz pomo¢ programa QuickPHOTO Pro.

Histomorfoloskom procjenom Eetiri ispitane zone epifizne plo¢e rasta nije se moglo
uociti razlike u gradi same ploce, rasporedu hondrocita ili drugih parametara. U obje skupine
zivotinja epifizna plofa imala je karakteristican izgled i1 raspored stanica u zonama
enhondralnog okoStavanja, koji je bio u skladu s dobi zivotinja u kojoj su kosti uzete radi

analize.
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Tablica 5.3. Vrijednosti debljine epifizne plo¢e i zona enhondralnog okos$tavanja (izrazene u

um i zaokruzene na dvije decimale) kod miseva divljeg tipa (WT) i miSeva s isklju¢enim

genom TFF3 (T3). EP: debljina epifizne plo¢e; ZM: debljina zone mirovanja; ZU: debljina

zone umnazanja; ZH: zona hipertrofi¢ne hrskavice; ZOH: zona ovapnjele hrskavice.

Sifra kosti EP (um) ZM (um) ZU (um) ZH (um) ZOH (um)
WT 1 251,11 17,67 107,44 56,89 68,11
WT 2 286,44 19,78 106,22 85,78 77,44
WT 4 127,33 14,89 56,33 33 22
WT 5 212,33 11 74,11 64,44 57,33
WT 6 180,33 18,44 70,89 41 43,89
T31 249,44 19,33 101,44 64,22 67,44
T32 272,67 19,33 104,44 70,78 81,56
T33 208 17,33 91,67 48,22 55,78
T34 241,44 29,56 91,67 63,78 56,22

T35 255,67 27,56 115,67 52,11 59,56
P vrijednost 0,547619 0,150794 0,420635 0,841270 0,690476

Tablica 5.4. Vrijednosti gusto¢e hondrocita kod miseva divljeg tipa (WT) i misSeva s

isklju¢enim genom TFF3 (T3) izrazene kao broj hondrocita po kvadratnom milimetru

epifizne ploCe, zaokruZene na dvije decimale.

Sifra kosti | Gustoc¢a hondrocita (N/mm?)
WT 1 3671,67
WT 2 3768,56
WT 4 7426,85
WT 5 4220,12
WT 6 8110,49

T31 4038,77
T32 3786,55
T33 4125,07
T34 3745,40
T35 3104,05
P vrijednost 0,309524
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5.2.2. Analiza sekundarnih centara okoStavanja

Nakon trikromnog bojanja po Massonu, preparati kosti su pregledani svjetlosnim
mikroskopom, a potom je ucinjena histomorfometrijska analiza (Slika 5.17. i 5.18.).
Promatranjem na manjim povecanjima u zivotinja s iskljuéenim genom TFF3 moze Se jasno
uocCiti manja koli¢ina gredica spuzvaste kosti i njihova veéa medusobna razdvojenost
(udaljenost susjednih koStanih gredica). Podrucje koStane srzi ispunjavalo je samim time i
veéi dio epifiznog prostora, a debljina koStanih gredica bila je manje-vise sli¢na, s tim da se
mjestimi¢no moglo zamijetiti deblje kostane gredice u miseva s isklju¢enim genom TFF3.
Sveukupan je dojam manje brojnosti i vece razvedenosti koStanih gredica u spuzvastoj kosti
epifize tibije miSeva s isklju¢enim genom TFF3 (Slika 5.19).

Medijan gusto¢e volumena spuzvaste kosti (BV/TV, %) bio je znadajno veci kod
miSeva divljeg tipa (44.23 %) nego u skupini miseva s isklju¢enim genom TFF3 (23,36 %). |
u slucaju mjerenja gustoce povrsine spuzvaste kosti dobiveni su slicni rezultati. Gustoca
povrsine spuzvaste kosti (BS/TV, /mm) bila je znacajno veca u skupini divljeg tipa miseva
nego u skupini miseva s isklju¢enim genom TFF3 (2,78 /mm u skupini divljeg tipa, a 1.72

/mm u skupini miseva s isklju¢enim genom).
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Slika 5.17. Graficki prikaz razlika (A) gusto¢e volumena i (B) gustoe povrSine spuzvaste
kosti medu skupinama divljeg tipa (WT) i miSeva s isklju¢enim genom TFF3 (T3). BV/TV:

gusto¢a volumena spuzvaste kosti; BS/TV: gustoc¢a povrSine spuzvaste kosti.
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Debljina kostanih gredica bila je neSto manja u miseva divljeg tipa nego u miseva s
isklju¢enim genom TFF3 (divlji tip: 246,65 pm; misevi s iskljuéenim genom TFF3: 253,55
um), medutim, ta razlika nije bila statisticki znacajna. S druge strane, broj kostanih gredica te
njihova razdvojenost bile su statisti¢ki znacajno razli¢ite izmedu te dvije skupine Zivotinja.
Divlji tip miSeva imao je veci broj gredica spuzvaste kosti (1.48 /mm), nego zivotinje s
iskljuéenim genom TFF3 (1.14 /mm). Razdvojenost kostanih gredica bila je znatno veca u

miSeva s isklju¢enim genom TFF3 (952.14 um), nego u miseva divljeg tipa (736.88 um).
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Slika 5.18. Graficki prikaz razlika (A) debljine, (B) broja i (C) razdvojenosti koStanih gredica
u spuzvastoj kosti izmedu skupine divljeg tipa (WT) i miSeva s iskljuéenim genom TFF3
(T3). Tb.Th: debljina kostanih gredica; Tb.N: broj kostanih gredica; Tb.Sp: razdvojenost

kostanih gredica.

49



L S
_{v}.\}‘( S -\?S\ 'fsﬁ%

B By
R e
NS W
b N AN SR IR
(N N\ R 2

Slika 5.19. Histoloski presjeci kroz epifize proksimalnih dijelova tibija miseva starih mjesec
dana. A: divlji tip misa; B: mi§ s isklju¢enim genom TFF3. U zivotinje s isklju¢enim genom
TFF3 moze se uociti nesto deblje, ali malobrojnije i znatno slabije razvedene kostane gredice
(G). Udaljenost medu pojedinim gredicama vidljivo je ve¢a u misa s iskljuéenim genom

TFF3, a povrsina spuzvaste kosti manja je naustrb prostora kostane srzi. Povecanje 100x.
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6. RASPRAVA

6.1. TFF1i TFF3 proteini u zametku misa

U ovom istrazivanju pokazano je da su oba prouc¢avana TFF proteina zastupljena u
razli¢itim tkivima miSjeg zametka starosti od 14 do 18 dana. Pronadeni su u epitelu
probavnog, diSnog, mokra¢nog sustava i koze, enhondralnom i intramembranskom
okostavanju te tkivu zivéanog sustava. Pojavljivanje i intenzitet signala u veéini prouc¢avanih
tkiva ovisio je o razvojnom stadiju zametka. Dobiveni se rezultati jednim dijelom poklapaju s
lokalizacijom TFF1 i TFF3 proteina u tkivima odraslih zivotinja (i ljudi) (42,146), dok su u
drugim slu¢ajevima bili prisutni u tkivima u kojima ih ne nalazimo u odraslim organizmima.
Iako se moze reci da su epitelne stanice razlicitih sluznica u misjem zametku bile jedno od
glavnih mjesta ekspresije TFF proteina, ti su proteini pronadeni i u tkivima koja nisu
epitelnog karaktera. Stovise, ako rezultate sagledamo u kontekstu &etiri glavne vrste tkiva,
epitelnog, vezivnog, misi¢nog i zivéanog, moze se reci da su tijekom embrionalnog razvoja
TFF1 1 TFF3 proteini zastupljeni u svim osnovnim vrstama tkiva, bar u odredenoj mjeri.

TFF1 i TFF3 proteini nisu pokazali specifi¢an raspored s obzirom na podrijetlo tkiva
iz tri glavna embrionalna listia, ektoderma, mezoderma i endoderma. Oba proteina
pronadena su u derivatima ektoderma (sredi$nji i periferni ziv€ani sustav, epidermis, epitel
osjetnih organa, srz nadbubrezne zlijezde), mezodrema (enhondralno i intramembransko
okoStavanje, miSi¢ne stanice, bubreZni kanali¢i) te endoderma (sluznica probavnog i diSnog
sustava, neke Zlijezde pridruzene probavnoj cijevi). Iako je njihov smjestaj i funkcija (premda
jo$ nedovoljno razjasnjena) razli¢ita u pojedinim tkivima, to vjerojatno nije povezano s
njihovim embrionalnim podrijetlom, kao ni njihove medusobne razlike u ekspresiji.

Jedno od glavnih mjesta ekspresije TFF1 i TFF3 proteina u zametaka bio je probavni
sustav. Lokalizacija ta dva proteina u probavnom sustavu bila je donekle razlicita, Sto je u
skladu i s nekolicinom prethodno publiciranih radova (156,157). U ovom istrazivanju TFF1 je
tijekom embrionalnog razvoja bio prisutan u zelucu, slabije na ranijim stadijima razvoja, a
intenzitet se pojacavao od E16 do E18. Na stadijima E16, a posebno E17 i 18, TFF1 bio je
prisutan i u crijevu. TFF3 naden je u zelucu, tankom i debelom crijevu na istim stadijima kao
I TFF1. Lokalizacija TFF3 u Zelucu bila je drugacija, TFF3 bio je prisutan u aglandularnom
dijelu, dok je prisutnost TFF1 proteina bila izrazenija u glandularnom dijelu. Takoder,

prisutnost u TFF3 proteina u crijevu bila je izrazenija i stroze lokalizirana u vréastim
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stanicama. Otto i Patel su metodom in situ hibridizacije dokazali prisutnost TFF1 mRNA ve¢
tijekom 15. dana embrionalnog razvoja u tankom crijevu i cekumu, a koja je 19. dana iscezla
(156). TFF3 mRNA bila je prisutna u Zelucu od 13. dana, 15. i 16. dana bila je prisutna od
Zeluca do debelog crijeva, a od 17. dana bila je ograni¢ena na tanko i debelo crijevo (156).
Podaci u ovom radu su u skladu s time, osim $§to ,,kasne* jedan do dva dana, jer se mMRNA
moze detektirati ranije, nego protein koji nastaje sintezom prema uputama koje ona sadrzi. Na
stadijima E14 i E15 prisutnost tih proteina u epitelu Zeluca i crijeva bila je vrlo slaba i
neujednaena. Dobiveni rezultati mogu biti posljedica Ccinjenice da se kod miSeva
diferencijacija endoderma u crijevni epitel dogada tek 15. ili 16. dana embrionalnog razvoja
(165). Stoga na stadijima E14 i E15 smjestaj TFF1 i TFF3 proteina ne moze odgovarati
smjeStaju TFF1 proteina u epitelnim stanicama zeluca, odnosno, TFF3 proteina u vréastim
stanicama crijeva kao u odrasle jedinke. U skladu s tim, u ovom je istrazivanju prisutnost
TFF1 i TFF3 proteina bila najizraZenija na stadijima E17 i E18.

Ipak, ¢injenica da se i TFF1 i TFF3 u odredenoj mjeri u ovom dijelu probavne cijevi
mogu nadi 1 prije samog sazrijevanja epitela otvara pitanja o mogucoj ulozi tih proteina u
diferencijaciji glavnih stani¢nih linija u sluznici Zeluca i crijeva. Ve¢ se neko vrijeme zna da
TFF1 ima vazan utjecaj na diferencijaciju epitelnih stanica Zelucane sluznice, a poznat je i dio
molekularne regulacije tog procesa (158,159). Osim toga, u Zivotinja s isklju¢enim genom
TFF1 u Zelucu je pojacano stvaranje nediferenciranih stanica, $to rezultira tumorima zeluca
(82). S obzirom na vrijeme pojavljivanja mRNA TFF1 i TFF3 proteina u epitelu probavne
cijevi te njihovu slabu prisutnost zapazenu imunohistokemijom, moguée je da doprinose i
diferencijaciji endoderma u zreli epitel, no to treba potvrditi dodatnim istrazivanjima.
Rezultati ovog rada u skladu su s drugim istrazivanjima, na temelju kojih se TFF proteine
smatra markerima sazrijevanja epitela Zeluca, tankog i debelog crijeva (157). Ekspresija TFF
proteina prije sazrijevanja epitela zasluzuje daljnja istrazivanja s ciljem boljeg razumijevanja
uloge TFF proteina u embrionalnom razvoju. Prisutnost TFF proteina, osim u stanicama
epitela, uocena je i na povrsini tkiva, a u tankom i debelom crijevu te u oskudnom crijevnom
sadrzaju. S obzirom na navedene uloge TFF proteina u sluznici probavnog sustava, moguce je
da je to jedan od nacina na koji se crijevo zametka prije okota ve¢ priprema za uvjete
vanjskog okoliSa kako bi mehanizmi zastite sluznice 1 nespecifi¢ne imunosti bili u potpunosti
funkcionalni.

Signal TFF proteina u tkivu gusterace podudara se s onim §to se zna o njihovom
smjestaju u zrelom tkivu guSterate gdje su smjeSteni u Langerhansovim oto¢i¢ima i u

epitelnim stanicama odvodnih kanali¢a egzokrinog dijela (63-66). U ovom radu lokalizacija
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TFF1 i TFF3 proteina u tkivu izmedu acinusa vjerojatno odgovara Langerhansovim
oto¢i¢ima, dok neke stanice mozda predstavljaju i epitelne stanice odvodnih kanali¢a u
nastajanju. Daljnja istrazivanja trebala bi odgovoriti na pitanje u kojoj mijeri ti proteini
doprinose pravilnom razvoju gusterace, a u kojoj mjeri je njihova prisutnost u tkivu posljedica
samog tog razvoja.

U ovom istrazivanju pojavljivanje jasnog signala na TFF1 i TFF3 vremenski se
podudaralo s pojavom vrcastih stanica u respiracijskom epitelu provodnog dijela diSnog
sustava (ukljucujuéi i nosnu Supljinu). Prisustvo TFF1 i TFF3 proteina je u slabijoj mjeri
mjestimi¢no uoc¢eno i na ranijim stadijima. Ti Su proteini bili, osim u vr€astim stanicama,
prisutni i na povrsini respiracijskog epitela misjeg zametka. S obzirom na saznanja o ulozi
TFF proteina u diferencijaciji stanica respiracijskog epitela (37), dobiveni rezultati u ovom
radu podupiru predloZzenu ulogu u sazrijevanju respiracijskog epitela. | u tom slu¢aju moze ih
se smatrati ranim markerima sazrijevanja epitela.

U bubregu prisutnost oba proteina bila je izrazena u sustavu kanali¢a u razvoju od
stadija E15, do kada je sustav kanali¢a metanefrosa ve¢ u odredenoj mjeri razvijen. Nadalje,
signal za oba proteina najslabiji je ili ga uopée nema u nefrogenoj zoni bubrega, gdje se
odvija mezenhimsko-epitelna pretvorba. To navodi na zakljucak da u slu¢aju razvoja bubrega,
TFF1 i TFF3 proteini nemaju ulogu u mezenhimsko-epitelnoj pretvorbi stanica niti u
diferencijaciji stanica bubreznih kanali¢a. Njihovo pojavljivanje na kasnijim stadijima moze
upucivati na funkcionalno sazrijevanje stanica kanalica bubrega, s obzirom na prisutnost TFF
proteina u tkivima odraslog bubrega i u urinu.

Stratifikacija epidermisa u mis§jim zamecima zapocinje oko 15. dana embrionalnog
razvoja (166). U ovom radu TFF1 i TFF3 protein pronadeni su u epidermisu upravo u to
vrijeme (od E14 do E18) u nazubljenom i zrnatom sloju, u kojima se odvija umnazanje i
diferencijacija keratinocita. TFF1 i TFF3 u kozi ne bi mogli imati ulogu markera sazrijevanja,
s obzirom da u zdravom, odraslom epidermisu nisu prisutni (42). Nazalost, nema dovoljno
informacija o TFF proteinima u koZnoj patologiji, no injenica da barem jedan tip karcinoma
koze lu¢i TFF1 1 TFF3, potice na razmi$ljanje o0 mogucoj povezanosti razvoja tog tumora s
embrionalnim tkivima (167).

Prisutnost TFF1 1 TFF3 proteina u ovom radu pronadena je na slicnim razvojnim
stadijima kao 1 ekspresija TFF gena u mozgu misjih zametaka u istrazivanju koje su proveli
Hinz i suradnici (76). U njihovom istrazivanju obuhvaceno je i tkivo mozga odraslih jedinki,
u kojem je TFF1 bio jednoliko i blago eksprimiran u svim regijama mozga, dok je TFF3 bio

preciznije lokaliziran, $to je u odredenoj mjeri sli¢cno rezultatima ovog rada. Sama uloga TFF
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proteina u ziv€anom sustavu jo$ nije u potpunosti razjasnjena ni u odraslih jedinki, pa tako ni
u embrionalnom razvoju. Ipak, dosadasnja istrazivanja navode na zakljucak da bi TFF3
mogao imati ulogu neurotransmitera ili neuromodulatora u razli¢itim regijama mozga koje su
inervirani neuronima koji sadrze TFF3, kao $to su mozdano deblo, tegmentum ponsa i
kraljezni¢na mozdina (168), ili neurohormona koji se preko neurohipofize otpusta u krvotok
te djeluje na moguce periferne ciljeve. S obzirom da su oba istrazivana TFF proteina
pronadena i u tkivu embrionalnog srediSnjeg zZivCanog sustava, moguce je da navedene
funkcije vrSe ve¢ u mozgu zametka. TFF3 protein ima i1 bihevioralne ucinke, koji su ve¢
spomenuti u uvodu (81,83), stoga bi bilo opravdano istraziti imaju li odredenu ulogu u
razvoju sinapsi ili drugih vrsta interakcija medu neuronima ili medu neuronima i glija-
stanicama. TFF proteini imaju vaznu ulogu u migraciji i diferencijaciji razli¢itih vrsta stanica,
a to su nezamjenjivi mehanizmi i u razvoju sredi$njeg ziv€anog sustava (169). Moguce je da
su TFF proteini aktivno ukljuceni u razvoj i odredene mehanizme zastite ziv€anog tkiva,
plasti¢nosti mozga te regeneraciju nakon ozljede. Posljednjem u prilog ide i nedavno otkrice
gena u glodavaca koji kodira protein odgovoran za regeneraciju zivéanog tkiva, a koji sadrzi
domenu homolognu TFF1 proteinu te poti¢e migraciju, proliferaciju i diferencijaciju neurona,
rast stani¢nih nastavaka neurona te potpomaze i prezivljenje neurona (170). Potrebno je joS$
istrazivanja da bi se razjasnila uloga TFF proteina u zZivéanom sustavu zametaka, no za
suvremenu medicinu takva su istraZivanja od velikog znac¢aja jer mogu iznjedriti poveznice s
raznim bolestima i moguce nove terapijske pristupe (171).

Vec¢ se neko vrijeme javljaju kontradiktorna misljena o ,,korisnosti* i o ,,Stetnosti* TFF
proteina u zdravim i bolesnim tkivima. lako su vrlo vazni u zdravim tkivima zbog
poboljSanog popravka sluznica, diferencijacije odredenih stanica, a moguce i1 uloge u
srediSnjem ziv€anom sustavu, ¢ini se da su vazni u patogenezi nekih bolesti. Isti mehanizmi
kojima TFF proteini povoljno djeluju na cijeljenje i homeostazu odredenih tkiva (utjecaj na
migraciju, diferencijaciju 1 apoptozu stanica, angiogenezu i1 drugo), C€ini se, doprinose
malignom potencijalu razlicitih vrsta raka te olakSavaju njihovu invazivnost i metastaziranje.
Kad se uzme u obzir i njihova prisutnost u embrionalnim tkivima, koja je opisana u ovom
radu, otvara se moguénost da su TFF proteini ,,neduzni promatraci, odnosno molekularni
alati koji u nekim slu¢ajevima mogu imati zastitnu ulogu, a u drugim sluéajevima Stetnu.

S obzirom da neki tumori mogu imati odredena obiljezja embrionalnog tkiva, bolje
razumijevanje uloge pojedinih proteina (kao Sto su TFF proteini) u embrionalnom razvoju
moglo bi doprinijeti boljem razumijevanju patogeneze i Sirenja tumora u organizmu (144,
172).
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Posebno je zanimljivo podru¢je sazrijevanja embrionalnog tkiva okoStavanje. Oba
proteina pronadena su u enhondralnom okostavanju, kako u hondrocitima koji prolaze
drasticne morfoloske (a i metabolicke) promjene, tako i u osteoblastima. Takoder, u
intramembranskom okosStavanju pronadeni su u osteoblastima. To navodi na zakljucak da bi
TFF1 1 TFF3 proteini mogli imati ulogu u razvoju skeleta. S obzirom na dosadasnje spoznaje
o TFF3 proteinu u hrskavi¢no-kostanoj patologiji i dobivene rezultate na zamecima, poseban

¢e odjeljak biti posvecen TFF3 proteinu i enhondralnom okoStavanju.

6.2. TFF3ienhondralno okoStavanje

U pokusima s tibijama miSeva starih mjesec dana, kod kojih je enhondralno
okostavanje jo$§ uvijek u snaznom zamahu, a epifizna ploc¢a rasta izrazena i aktivna, pokazalo
se da je veéina ispitanih morfometrijskih parametara spuzvaste kosti u sekundarnom centru
okostavanja proksimalne tibije izmijenjena kod miSeva s isklju¢enim genom TFF3, u odnosu
na divlji tip. U miseva s isklju¢enim genom TFF3 broj, povrsina i volumen kostanih gredica
bili su manji, a njihova medusobna razdvojenost veca. 1z tih se mjerenja moze zakljuciti da
nedostatak TFF3 proteina u Zivotinja s isklju¢enim genom TFF3 u odredenoj mjeri utjeCe na
stvaranje spuzvaste kosti u epifiznom centru sekundarnog oko$tavanja. Prema navedenim
promjenama u morfometrijskim parametrima, ¢ini se da spuzvasta kost u miseva s
isklju¢enim genom TFF3 nije iste kvalitete. S obzirom na vaznost spuzvaste kosti U
biomehanici, postoji moguénost da kosti TFF3 miSeva nemaju istu sposobnost prijenosa i
podnosenja sile opterecenja te da bi, kao posljedica manjkavosti u stvaranju kostanih gredica,
arhitektonika kosti TFF3 misa mogla biti promijenjena i na drugim mjestima, bilo kao
posljedica nedostatka TFF3 proteina, bilo kao kompenzatorni odgovor na navedene promjene
u gradi spuzvaste kosti u epifizi.

Mehanizam zbog kojeg dolazi do tih promjena nije sasvim jasan, medutim, s obzirom
da u miSeva s iskljuéenim genom TFF3 nedostaje utjecaj TFF3 proteina na apoptozu
hondrocita i na aktivnost nekoliko matriksnih metaloproteinaza (154), moguce je da je proces
propadanja hrskavice (koji prethodi odlaganju novostvorene kosti) oStecen ili barem usporen
kod zivotinja s isklju¢enim genom TFF3. To bi moglo kao posljedicu imati smanjeno
stvaranje koStanog matriksa na mjestima gdje bi trebale nastajati gredice spuZvaste kosti.
Osim toga, s obzirom na to da je dokazano da TFF proteini u diSnom sustavu utjecu na

transdiferencijaciju nekih vrsta stanica (37,38,173), mozda bi to njihovo svojstvo moglo biti
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izrazeno 1 u enhondralnom okostavanju. Naime, novija istrazivanja pokazuju da osteoblasti u
enhondralnom okostavanju ne potjecu samo od stanica periosta, nego da velik dio njih nastaje
transdiferencijacijom iz hipertrofi¢nih hondrocita enhondralnog okostavanja (15,16). Ukoliko
TFF3 ima odredeni utjecaj na diferencijaciju hondrocita u osteoblaste, tada bi smanjeno
stvaranje koStanih gredica u epifizi tibije moglo biti posljedica nedostatka utjecaja TFF3
proteina na diferencijaciju osteoblasta. Takoder, bilo bi zanimljivo vidjeti i koliki postotak
osteoblasta u miSevima s isklju¢enim genom TFF3 potjeCe iz hondrocita, a koliki iz drugih
izvora. Cini se da utjecaj TFF3 proteina nije ograni¢en samo na degradaciju hrskavice, nego
da ima i svoje mjesto u stvaranju nove kosti. To je u skladu s novijim istrazivanjima koja
pokazuju kako su zbivanja u zglobnoj hrskavici usko vezana uz zbivanja u kosti ispod nje u
zglobovima zahvacenim artritisom (174,175).

S druge strane, mjerenja debljine epifizne ploce rasta i njenih pojedinih zona te
racunanje gusto¢e hondrocita u epifiznoj ploc¢i proksimalnog dijela tibije miSeva starih mjesec
dana nisu pokazala statisti¢ki znacajne razlike. Histomorfoloska procjena preparata navedenih
kostiju bojenih trikromnim bojenjem po Massonu i promatranim pod svjetlosnim
mikroskopom takoder nije otkrila znacajne razlike medu epifiznim plo¢ama u kostima divljeg
tipa i zivotinja s isklju¢enim genom TFF3. To pokazuje da, iako prema nekim istrazivanjima
TFF3 ima utjecaj na apoptozu hondrocita te da aktivacijom matriksnih metaloproteinaza
potice degradaciju medustani¢nog matriksa (154), taj utjecaj nije presudan za normalno
funkcioniranje prve Cetiri zone enhondralnog okosStavanja u miseva ili su drugi mehanizmi
dostatni za nesmetano odvijanje tog procesa. U protivnom bi epifizna ploca miseva s
isklju¢enim genom TFF3 vjerojatno bila deblja i ispunjena vec¢im brojem hipertrofi¢nih
hondrocita ili bi mozda koli¢ina medustani¢ne tvari bila povecana, dakle, morala bi se uociti
veca devijacija od normalne epifizne ploce rasta. Ipak, s obzirom na gore navedene razlike u
nastanku spuZvaste kosti, mozemo zakljuciti da u zavr$noj fazi enhondralnog okoStavanja
TFF3 ima znacajan utjecaj. Odgovor na pitanje radi li se o u¢inku na medustani¢ni matriks,
diferencijaciju hondrocita u osteoblaste ili o neCemu treCem, mogla bi dati buduca
istraZivanja.

Vec je spomenuto da su TFF1 i TFF3 pronadeni u enhondralnom okos$tavanju. Taj
rezultat mogao bi biti znacajan s obzirom na ¢injenicu da se TFF3 javlja u patoloskim
stanjima koja ukljucuju propadanje hrskavice. Iako su to naizgled potpuno razliciti procesi, u
osnovi imaju puno toga zajednic¢kog, pocevsi od Cinjenice da u oba slucaja dolazi do (bilo
fizioloskog, bilo patoloskog) propadanja hrskavice te do (bilo fizioloskog, bilo patoloskog)

stvaranja kosti. Osim toga, TNF-alfa i interleukin 1 beta poti¢u ekspresiju TFF3 proteina u
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hondrocitima (154), a upravo TNF-alfa ima vaznu ulogu u enhondralnom okoS$tavanju
(158,176). To navodi na zakljucak da sli¢ni, ako ne i isti, mehanizmi stoje u pozadini
enhondralnog okoStavanja i1 patologije zglobne hrskavice poput osteoartritisa ili septi¢nog
artritisa (177), a da je barem TFF3, ako ne i TFF1 uklju¢en u njih. Patoloske promjene
hrskavice u osteoartritisu mogle bi zapravo biti uzrokovane mehanizmima koji postoje u
embrionalnom razvoju, probudenim u krivo vrijeme i na krivom mjestu. Stoga bi bolje
razumijevanje enhondralnog okostavanja i uloge TFF proteina u tom procesu moglo pomoci i
u boljem razumijevanju nastanka bolesti, kao $to su neke vrste artritisa te razvijanje novih

dijagnostickih i terapijskih pristupa takvim zdravstvenim problemima danasnjice.

6.3.  Sire implikacije istraZivanja TFF proteina

TFF proteini prisutni su u razli¢itim tkivima i vrSe mnoge funkcije, od kojih se jo§
uvijek mnoge trebaju u potpunosti razjasniti, a neke se tek otkrivaju. U proteklim desetlje¢ima
to podrucje istrazivanja jako je uznapredovalo te se njime bave znanstvenici iz razli€itih
znanstvenih disciplina. TFF proteini viSe nisu samo mali proteini u sluznici probavnog
sustava o kojima se vrlo malo zna. Primjena saznanja o toj obitelji proteina otvorila je nove
mogucnosti dijagnostike i terapije. Na primjer, spomenuto je da su u raznim bolestima
vrijednosti TFF proteina bitno promijenjene u nekim tjelesnim teku¢inama, kao $to su serum,
likvor, urin, zeluéani sok i sli¢no (46). Te vrijednosti su vise ili manje specifi¢ne za odredeno
stanje, tako da se njihova vrijednost u dijagnostici i terapiji jo$ uvijek istrazuje i u vecini
sluc¢ajeva jos§ treba potvrditi ili opovrgnuti, no ve¢ se sada moze re¢i da takav razvoj dogadaja
daleko nadmasuje ocekivanja koja su se mogla gajiti u vrijeme otkri¢a TFF proteina. Neki od
primjera nedavnih istrazivanja pokazuju da TFF3 ima obecavaju¢u ulogu u dijagnostici raka
pluca, Zeluca i1 debelog crijeva, te da ¢ak moze posluziti kao koristan marker u pracenju
bolesnikova odgovora na kemoterapiju (103,125,137). Takva primjena TFF3 proteina u
dijagnostici mogla bi biti izvrsna pomo¢ u onkoloskom pristupu navedenim pacijentima, s
obzirom da bi kvalitetna povratna informacija o u¢inku kemoterapije na tumor bila vrijedna
pri pradenju pacijenta i razvoju terapijskog pristupa. Takvi podaci bili bi vrlo vrijedni u
pretklinickim fazama istrazivanja onkoloskih lijekova. U proteklih nekoliko godina
uznapredovala je primjena TFF proteina u kontekstu dijagnostike, ne samo malignih bolesti,

nego i u drugim patoloskim stanjima. S vremenom vjerojatno mozemo ocekivati vecu
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primjenu TFF proteina u dijagnostici, bilo u smislu mjerenja njihove razine u tjelesnim
teku¢inama, bilo u smislu imunokemijskih metoda u patohistoloskoj dijagnostici. To je sada
zapravo samo pitanje vremena, a u nekim slu¢ajevima je donekle 1 stvar jasnijeg
razumijevanja povezanosti TFF proteina s patogenetskim mehanizmima pojedinih bolesti, no
to ne mora uvijek biti prepreka dijagnostickoj primjeni, kao Sto se vidi iz primjera pracenja
tijeka Alzheimerove bolesti i odgovora te bolesti na terapiju (152,153).

S obzirom da se primjena TFF proteina pokazala obe¢avaju¢om i u terapiji nekih
patoloskih stanja, bilo u monoterapiji ili u kombinaciji s drugom vrstom lijeCenja, mogu se
oc¢ekivati daljnja istrazivanja na tom podruc¢ju. Neki od primjera su oSte¢enja roznice, upale
sluznice usne Supljine i razna druga patoloSka stanja sluznice ostalih dijelova probavnog
sustava, poput nekrotizirajuéeg enterokolitisa i drugih (178-182). Pitanje lokalne dostupnosti
1 eventualne stimulacije luc¢enja TFF proteina u nekim slucajevima mogla bi biti rijeSena na
razli¢ite nacine, na primjer, Sun i suradnici konstruirali su adenovirusni vektor kojim su
»dostavljene* velike koli¢ine TFF3 proteina u oSte¢enu sluznicu, $to je potaknulo poboljsano
cijeljenje nakon opekline (112). Osim toga, u nekim se istrazivanjima, kao Sto je vec
navedeno u uvodu, predlaze ciljanje i inaktivacija TFF proteina s ciljem neutraliziranja nekih
nepozeljnih uc¢inaka tih proteina u bolestima kao $to su tumori (142,183-185). Vrijeme ¢e

pokazati koliki je klinicki znacaj takvog pristupa terapiji.

6.4. Nova podruéja istrazivanja koja otvara ovaj rad

S obzirom na to da je u ovom istrazivanju obuhvaéeno pet kasnijih embrionalnih
stadija miSjeg zametka (E14, E15, E16, E17 1 E18), 1 da je ¢ak i u najranijem istrazenom
stadiju u nekim tkivima pronadena prisutnost TFF1 i 3 proteina, moglo bi se istraziti njihovu
lokalizaciju i prisutnost na ranijim stadijima embrionalnog razvoja. To bi moglo dodatno
rasvijetliti njihovu ulogu u procesu organogeneze, a mozda i otvoriti neka nova pitanja i
mogucnosti istrazivanja, na primjer: koje stanice prve tijekom embrionalnog razvoja pocinju
stvarati TFF proteine i na kojem stadiju? Osim toga, bilo bi potrebno na isti na¢in prikupiti i
podatke za trec¢eg ¢lana obitelji TFF proteina, TFF2.

TFF proteini mogli bi biti zanimljivi kandidati za istrazivanje embrionalnog razvoja i
sazrijevanja tkiva u buducnosti. S obzirom na njihovu Siroku rasprostranjenost i vaznost u
zrelim sluznicama, bilo bi korisno prikupiti vise podataka o embrionalnom razvoju organa i

sluznica koje su inace bogate TFF proteinima, ali i U miSeva s isklju¢enim genom za pojedini
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protein. Testovi naruSavanja funkcije pojedinih organa u Zzivotinja s isklju¢enim genom za
pojedini TFF protein mogli bi dati dodatne informacije o vaznosti TFF proteina u odrzavanju
homeostaze, a bihevioralni testovi na misevima s isklju¢enim genom TFF3 mogli bi
rasvijetliti ulogu tih proteina u zivéanom sustavu.

Imajuéi u vidu prethodno navedene podatke o utjecaju TFF3 proteina na stvaranje
kosti enhondralnim okoStavanjem, otvara se cijeli niz novih pitanja i mogucnosti za daljnja
istrazivanja tog fenomena: 1) mogu li se sli¢ne razlike uociti i u drugim dijelovima skeleta
zivotinja s iskljuéenim genom TFF3; 2) kakva je grada i debljina kompaktne kosti u kostima
zivotinja s isklju¢enim genom TFF3; 3) kakva su biomehani¢ka svojstva kostiju zivotinja s
iskljuéenim genom TFF3 u usporedbi s divljim tipom; 4) postoje li razlike u morfoloskoj
gradi i biomehanic¢kim parametrima (sposobnosti podnosenja opterecenja, ¢vrstoci i sliéno) u
odraslih Zivotinja?

S obzirom na ve¢ spomenuto pitanje podrijetla osteoblasta u koStanim gredicama
spuzvaste kosti, bilo bi korisno istraziti razlike u podrijetlu osteoblasta izmedu divljeg tipa i
Zivotinja s isklju¢enim genom TFF3 te utvrditi jesu li povezane s izmijenjenim izgledom
spuzvaste kosti u miSeva s isklju¢enim genom TFF3.

S obzirom da je ocit utjecaj TFF3 na enhondralno okoStavanje 1 artritis, a da postoji
mogucnost da u pozadini svega toga stoje isti molekularni mehanizmi, bilo bi vrlo zanimljivo
ispitati razlike u eksperimentalnim modelima reumatskog i septi¢nog artritisa kod divljeg tipa
i zivotinja s isklju¢enim genom TFF3. Ukoliko bi nedostatak TFF3 proteina u zglobnoj
hrskavici imao protektivnu ulogu u artritisu, moglo bi se istraziti bi li terapijski utjecaj na
lokalnu aktivnost TFF3 proteina u zglobnoj hrskavici usporio patolosko okostavanje i sam
tijek nekih degenerativnih bolesti hrskavice. Pritom bi trebalo voditi racuna o ubikvitarnosti
TFF3 te njegovoj povezanosti s odredenim onkoloskim bolestima. Stoga je potreban oprez i
sistemska terapija protiv u¢inaka TFF3 proteina je upitna.

Ovaj rad ima 1 odredena ograni¢enja. Prisutnost TFF1 1 TFF3 proteina opisana je kao
signal imunohistokemijskog bojenja u odredenim stanicama (jezgri ili citoplazmi), no njihov
smjestaj na ultrastrukturnoj razini nije istrazen. Istrazivanja elektronskim mikroskopom mogla
bi dati puno preciznije podatke o ultrastrukturnoj lokalizaciji navedenih proteina za pojedinu
vrstu tkiva. Takoder, ovo istrazivanje obuhvatilo je pet stadija razvoja misjeg zametka. Podaci
0 prisutnosti TFF1 i TFF3 proteina na ranijim stadijima razvoja zametka poput onih

dobivenih u ovom radu jos uvijek ne postoje.
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7. ZAKLJUCCI

e TFF 11 3 proteini prisutni su u epitelu probavnog, disnog, mokra¢nog sustava i koze,
enhondralnom i intramembranskom okosStavanju te tkivu Ziv€anog sustava miSjeg
zametka starosti od 14 do 18 dana;

e smjesStaj TFF1 i TFF3 proteina u nacelu je analogan onome u zrelim tkivima, osobito
na kasnijim stadijima razvoja (17. i 18. dan), s odredenim iznimkama: prisutnost u
epidermisu koze zametaka te prisutnost oba proteina u dijelu probavne cijevi od Zeluca
do debelog crijeva (za razliku od lokalizirane prisutnosti u zrelim tkivima);

e pojavljivanje TFF 1 i 3 proteina u tkivima zametka ovisi o stadiju razvoja misa,
odnosno stupnju diferencijacije tkiva, $to je jasno vidljivo u sluznici probavnog i
diSnog sustava;

e prisutnost TFF1 i TFF3 proteina u tkivima nije povezana s podrijetlom tkiva prema
embrionalnim zametnim listi¢ima;

e ne postoje bitne histomorfoloske razlike u debljini epifizne ploce rasta, pojedinih zona
enhondralnog okoStavanja niti u gusto¢i hondrocita po jedinici povrSine izmedu
divljeg tipa miSeva i miSeva s isklju¢enim genom TFF3;

e stvaranje spuzvaste kosti u sekundarnim centrima okoStavanja u epifizama misjih
tibija razlikuje se izmedu divljeg tipa miSeva i miSeva s isklju¢enim genom TFF3 tako
Sto su u Zivotinja s isklju¢enim genom vrijednosti gusto¢e volumena, gustoce povrsine
1 broja kosStanih gredica statisticki znacajno manje, a razdvojenost koStanih gredica je

statisti¢ki znacajno veca.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: TFF proteini ukljuceni su u razne fizioloske procese u probavnom,
disnom, mokra¢nom i ziv€anom sustavu. Osim toga, prisutni su i u patoloskim stanjima.
Utjecu na migraciju, diferencijaciju i apoptozu stanica, kao i na angiogenezu i imunoloski
odgovor te se intenzivno istrazuju U zdravlju i bolesti. S obzirom da ima vrlo malo podataka o
ekspresiji TFF proteina tijekom embrionalnog razvoja, u ovom radu imunohistokemijskom
metodom istrazena je prisutnost TFF1 i TFF3 proteina u tkivima misjih zametaka starosti od
14 do 18 dana. Analizirani su i histomorfoloski parametri epifizne ploce rasta i sekundarnih
centara oko$tavanja na proksimalnom dijelu tibije divljeg tipa i miseva s isklju¢enim genom
TFF3 starih mjesec dana.

Materijal i metode: Imunohistokemijski pokusi izvedeni su na preparatima 23
zametka CD1 miSeva fiksiranih 4%-nim paraformaldehidom i uklopljenih u parafin, starosti
od 14 do 18 dana. Histomorfometrijski parametri analizirani su na tibijama miSeva divljeg
tipa visoko srodenih Zivotinja razvijenih krizanjem sojeva 129/Sv 1 C57BL/6j te miSeva s
iskljuéenim genom TFF3. KoriSteno je 5 miseva po skupini, a histoloski preparati tibija
obojeni su trikromnim bojenjem po Massonu.

Rezultati: Prisutnost TFF 1 i 3 proteina u misjim zamecima uocena je u Sluznici
probavnog i1 diSnog sustava, guSteraCi, kanali¢ima bubrega, epidermisu koZe, Ziv€anom
sustavu te okoStavanju, a pojavljivala se ovisno o stadiju razvoja misa i stupnju diferencijacije
tkiva. Smjestaj TFF1 i TFF3 proteina u tkivima misjih zametaka nije bio povezan s
podrijetlom tkiva prema embrionalnim zametnim listi¢ima. Nisu pronadene znacajne
histomorfoloske razlike u debljini epifizne ploce rasta, pojedinih zona enhondralnog
okostavanja niti u gusto¢i hondrocita po jedinici povrSine izmedu divljeg tipa miSeva i miSeva
s iskljuc¢enim genom TFF3, medutim, u sekundarnim centrima okosStavanja u epifizama misjih
tibija u zivotinja s iskljucenim genom TFF3 vrijednosti gustoce volumena, gusto¢e povrsine i
broja kostanih gredica bile su znacajno manje, a razdvojenost kostanih gredica znacajno veca.

Zakljucak: TFF1 1 TFF3 protein zbog svojih brojnih fizioloskih uloga vazni su u
razvoju zametka te u nekim slucajevima mogu posluziti kao markeri fizioloSkog sazrijevanja
tkiva. TFF3 vjerojatno ima vazan ucinak na stvaranje i kvalitetu spuzvaste kosti u
sekundarnim centrima okostavanja.

Kljuéne rijeci: embrionalni razvoj, imunohistokemija, miSevi, osteogeneza, trefoil

faktor;
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9. SUMMARY

Localization of TFF1 and TFF3 proteins at different stages of the mouse

embryonic development

Objectives: TFF proteins are involved in different physiological processes in the
digestive, respiratory, urinary and nervous system and are also present in different
pathological conditions. These proteins influence cell migration, differentiation and apoptosis,
as well as angiogenesis and immune response and are under active research in health and
disease. Since very limited data are available on the expression of TFF proteins in the
embryonic tissues, presence of TFF1 and TFF3 in the tissues of 14 to 18-day old mice was
investigated in this work. Also, histomorphological parameters of the epiphyseal growth plate
and of the secondary ossification centers were investigated in the proximal tibia of the wild
type and TFF3 knock-out mice.

Material and methods: Immunohistochemical experiments were done manually,
using 23 formalin fixed, paraffin embedded CD1 mouse embryos, 14 to 18-day old.
Histomorphometric parameters were analyzed in the tibiae of inbred wild-type mice
developed by crossing 129/Sv and C57BL/6j strain and TFF3 knock-out mice. 5 mice per
group were used, and histological sections of tibiae were stained using Masson’s trichrome
stain.

Results: Presence of TFF1 and TFF3 proteins was detected in the gastrointestinal and
respiratory mucosa, pancreas, Kidney tubules, epidermis, nervous system and areas of
ossification of mouse embryos and occurred depending on the stage of embryonic
development and tissue differentiation. Localization of TFF1 and TFF3 protein in mouse
embryonic tissues didn’t depend on the germinal layer from which the tissue originated. No
significant histomorphological differences between wild-type mice and TFF3 knockout mice
were found in epiphyseal plate thickness, in the thickness of different zones of endochondral
ossification, and in the chondrocyte density. However, cancellous bone in the secondary
ossification centers of mouse tibia epiphyses showed significantly lower values of volume
density, surface density and trabecular number, while trabecular separation was significantly
higher.

Conclusion: Because of their numerous physiological roles, TFF1 and TFF3 are

important in the embryonic development, and in some cases may serve as early markers of
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tissue maturation. TFF3 probably has an important effect on the formation and quality of the
cancellous bone in the secondary ossification centers.
Keywords: Embryonic Development, Immunohistochemistry, Mice, Osteogenesis,

Trefoil Factor
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