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Razvojna biologija u Hrvatskoj ima 50-godinju tradiciju zahvaljujuéi njenom osnivaéu prof. dr. Nikoli Skrebu, te velikom broju nje-
govih suradnika i uenika. IstraZivanja su bila usmjerena na kriti¢na razdoblja razvoja u ranoj embriogenezi sisavaca (mi$, Stakor).
Razradenim postupcima izolacije zametnih listi¢a te, potom, transplantacije istih na ektopi¢na mjesta domacina (korioalantoisna
membrana, prednja oéna komora, bubrezna ¢ahura) dobiveni su teratomi, koji su omogucili posredno prou¢avanje razvojnih sposob-
nosti nediferenciranog presatka. Postupci kulture zametaka in vitro i transplantacije in vivo pokazali su stabilnost diferencijacije. U
potrazi za genima koji upravljaju embrionalnim razvojem, primijenio se postupak genske zamke, kojim se mogu otkriti novi geni s

ograni¢enim uzorkom ekspresije.

Kljuéne rijefi: embriogeneza sisavaca, eksperimentalni modeli prouc¢avanja

Od Aristotela ( 384-322. prije Krista) do danas razvoj je sisava-
ca bio predmetom znatizelje i brojnih istrazivanja. U pocetku je
embriologija bila samo opisna i zasnivala se na proucavanju
razvoja nizih vrsta. Unato¢ dugoj povijesti istrazivanja u
podrucju embriologije, i danas se zna mnogo vise o razvoju nizih
zivotinja, kao $to su jezinci, kukei, zabe i ptice, nego §to se zna
o0 razvoju sisavaca, posebno ¢ovjeka. Jedan od najvaznijih razlo-
ga lezi u nepristupacnosti intrauterinom razvoju zametka sisava-
ca. Zbog toga se klasi¢na embriologija ¢ovjeka sluZi rezultatima
istrazivanja drugih srodnih znanstvenih disciplina, kao §to su
razvojna biologija, genetika i, posljednjih desetak godina,
molekulska biologija.

Razdoblje prepoznatljive 1 medunarodno prihvaéene "zagre-
backe Skole" razvojne biologije zapocelo je ranih 50-tih godina
zahvaljujuéi prof dr. Nikoli Skrebu, te velikom broju njegovih
suradnika i u¢enika, ¢ijom zaslugom je zapocelo eksperimental-
no istrazivanje rane embriogeneze, posebice ranog postim-
plantacijskog razdoblja. Metodolo8ki pristup rjeSavanju proble-
ma rane embriogeneze vrien je na modelu sisavaca (mis, $takor).
Istrazivanja su u pocetku bila usmjerena na odredivanje kri-
ti¢nog razdoblja ranog razvoja s obzirom na djelovanje terato-
genih Cimbenika. Proucavana su klju¢éna dogadanja tijekom
ranog razvoja: proliferacija , determinacija, migracija, indukcija,
citokemijska diferencijacija i bioloska smrt stanica. Rezultati tih
istrazivanja pokazali su da je najkriti¢nije razdoblje ranog razvo-
ja doba prvog morfogenetskog zbivanja (19). To je razdoblje
gastrulacije, tj. diferencijacije zametnih listi¢a (slika 1). Prije tog
stadija osnova zametka pokazuje ucinak "sve ili nista" ("all or
none"). To znaci da djelovanje teratogenog ¢imbenika u najrani-
jim razvojnim stadijima dovodi do uniStenja zametka ili se nas-
tavi normalni razvoj (24).

PRIMARNI I SEKUNDARNI RAZVOJ ZAMETKA

Rani razvoj zametka kraljesnjaka odvija se na dva razli¢ita naci-
na: primarni ili indirektni i sekundarni ili direktni (10,13,14).
Primarni ili indirektni razvoj se odvija u kranijalnom dijelu
zametka i obuhvaca gastrulaciju i formiranje zametnih listica,
koji ¢ine osnovu za daljnji razvoj embrionalnih struktura.
Gastrulacija zapocinje pojavljivanjem primitivne pruge na

povriini epiblasta za vrijeme dvoslojnog zametnog $tita. Stanice
epiblasta migriraju kroz primitivhu prugu prema unutra, $to se
naziva invaginacija. Tako epiblast mehanizmom gastrulacije
postaje izvorom svih triju zametnih listica u ranom zametku
(ektoderma, mezoderma i endoderma).

Sekundarni ili direktni razvoj odvija se u zametku kaudalno od
primarnog nakon zavrene gastrulacije (3,11). Obuhvaca
stvaranje embrionalnih struktura neposredno od nediferenciranih
mezenhimskih stanica, bez prethodnog stvaranja zametnih lis-
tica. Mezenhimske stanice, koje su osnova za sekundarni razvoj
embrionalnih aksijalnih struktura repa, podijeljene su u dvije
odvojene skupine stanica: mozdinski tracak i repni tracak.

Od mozdinskog tracka nastaje neuralna cijev, a od repnog tracka
chorda dorsalis i repno crijevo (15,26,6). Mozdinski tracak,
repni tracak, neuralna cijev i repno crijevo podlijezu propadanju
i nestaju, dok je chorda dorsalis (notokord) jedina sekundarno
nastala struktura zametka ¢&iji su promijenjeni ostaci prisutni i u
odraslih sisavaca (6,8).

TRANSPLANTACIJA IN VIVO

Rezultati istrazivanja pokazali su razli¢ite razvojne sposobnosti
zametaka ovisno o njhovu razvojnom stadiju: prije stvaranja
mezoderma ili nakon njegove diferencijacije. Razraden je postu-
pak odvajanja zametnih listica, te potom transplantacije istih na
ektopi¢na mjesta domacina (korioalantoisna membrana, prednja
otna komora, bubrezna ¢ahura). Nakon odredenog vremena
dobiveni su teratomi koji su histomorfolo$ki pretrazivani kako bi
se dobio uvid u njihovu gradu. Ti su pokusi omogucili da se
posredno ispitaju razvojne sposobnosti jo§ nediferenciranog pre-
satka (zametnih listi¢a) s obzirom na stupanj razvoja. Dobiveni
rezultati istrazivanja dali su odgovore na pitanja o sposobnosti ili
nesposobnosti diferencijacije u razli¢ite vrste tkiva pojedinacnih
zametnih listi¢a, ili udruzenih u razli¢itim medusobnim kombi-
nacijama (22,25,23,27,). Proucavanjem transplantiranih
djelomi¢no diferenciranih stanica, npr. embrionalnih stanica
mreznice u mozak Stakora, pokazalo se da ganglijske stanice
mreznice, putem aksona, uspostavljaju vezu s mozgom domaci-
na (4). Metodom transplantacije se istrazuju i nove terapijske
mogucnosti, kao npr. presadivanje pigmentnog epitela kod nekih
bolesti oka (12).
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Kratki prikaz kljuénih zbivanja tijkom embriogeneze
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FIGURE 1.
Overview of the early developmental events during embryoge-
nesis

KULTURA IN VITRO

Novi horizonti u razvojnoj biologiji otvorili su se u trenutku
kada su se mogle razli¢ite vrste stanica sisavaca kultivirati u lab-
oratoriju in vitro tehnikom kulture organa i stani¢ne kulture.
Zato se embrionalni razvoj i njegovi regulacijski mehanizmi
proucavaju metodom kulture in vitro, metodom transplantacije
in vivo i kombinacijom tih dviju metoda.

Kulture in vitro predstavljaju jednostavne, ponovljive sustave
koji omogucéuju prezivljavanje, rast i diferencijaciju stanica,
tkiva organa ili ¢itavih zametaka. Upotreba medija bez seruma,
kada se u kemijski odredenim medijima moZe precizno prouca-
vati utjecaj odredene aktivne tvari na stani¢noj i molekularnoj
razini, ¢ini ih pogodnim za proucavanje, kako normalnih razvo-
jnih procesa i ¢imbenika koji ih reguliraju, tako i tumorski
promijenjena tkiva (1). Medutim, kultiviranje zametaka u medi-
ju bez seruma nepovoljno utjece na njihovo prezivljavanje i rast,
te ograni¢ava samu diferencijaciju (20,21).
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UDRUZENA METODA KULTURE IN VITRO I TRANS-
PLANTACHJE IN VIVO

Metoda udruZivanja kulture in vitro i transplantacije in vivo
pokazala se povoljnom za proucavanje stabilnosti diferencijaci-
je (20). Istrazivanja su pokazala da se u takvom pokusnom sus-
tavu mozZe utjecati na razvojnu sposobnost odredenih tkiva.
Uvodenjem kemijski definiranih medija, dokazano je da stakors-
ki zametak moZe prezivjeti u nepovoljnim uvjetima.
Dodavanjem odredenih tvari u medij za kultiviranje, mozZe se
utjecati na razvojnu sposobnost zametka. Tako, npr. transferin
bez zeljeza, moze sacuvati razvojnu sposobnost embrionalnih
stanica za ziv€ano, miSiéno i1 hrskavi¢no tkivo in vitro i
omoguciti da dode do izrazaja in vivo (17,18)

MOLEKULSKE METODE ISTRAZIVANJA U RANE
EMBRIOGENEZE

U posljednjih 10 godina molekularna biologija je omogucila prist-
up istim problemima novim postupcima. To su, u prvom redu,
postupci kloniranja gena, stvaranje transgeni¢nih Zivotinja, dobi-
vanje i uzgoj embrionalnih mati¢nih stanica, polimerazina lancana
reakcija, te in situ hibridizacija. UnoSenjem gena u eksperimen-
talne Zivotinje, naj¢eSce miSeve, dobivaju se transgeni¢ni misevi
koji pokazuju posebni genetski manjak, Sto omogucuje prouca-
vanje njihova fenotipa i u razvoju i u odraslih (2, 9).

GENSKA ZAMKA

U potrazi za genima koji upravljaju embrionalnim razvitkom,
primijenio se postupak genske zamke. Na taj se nacin mogu
otkriti novi geni s ograni¢enim uzorkom ekspresije. Pritom su se
koristile embrionalne mati¢ne stanice dobivene od embrionalnog
¢vorica blastociste, koje se mogu odrzavati generacijama u kul-
turi. Tako uzgojene embrionalne mati¢ne stanice mogu se
pridruziti osnovi zametka na stadiju morule ili blastociste i
zajednicki nastaviti normalni embrionalni razvoj, te se razviti do
odrasle Zivotinje. Prije pridruzivanja moruli, embrionalne
matine stanice se promijene ubacivanjem umetka DNK, koji
sadrZi prima¢ prekrajanja neposredno ispred gena za beta-galak-
tozidazu (lacZ) i za otpornost neomicin (neoR) kojima je
odstranjen promotor. Geni, ubaceni na taj nacin, aktivni su samo
unutar drugog misjeg gena, koji je na taj nacin "uhvacen" u gen-
sku zamku (16). Tako se putem ubaéenog umetka moze odrediti
uhvaceni gen, te pokazati njegov uzorak ekspresije tijekom
embrionalnog razvitka. Ubacivanje umetka DNK moze izazvati
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promjenu fenotipa mi$a, Sto ukazuje na moguéu ulogu
uhvaéenog gena. Cilj je istrazivanja u dobivenih linija miSeva
postupkom genske zamke dobiti nove gene s ograni¢enim
uzorkom ekspresije tijekom embrionalnog razvoja (5, 7).

GENI KOSENIC I LOBEL

Kosenic i lobel su geni vazni za razvoj zametka, te njihova
promjena uzrokuje poremecaj razvoja. Oni su do sada nepoznati
geni koji su nastali postupkom genske zamke. IstraZivanja su
pokazala da su izrazeni tijekom razvoja sredi$njeg Zivéanog sus-
tava i srca (7)

MISJE MUTANTE BRACHYURY, SPLOTCH I TRUN-
CATE

Proucavanje mutiranih sojeva miSeva sa poremecajima razvoja
omogucava da se na osnovu pokusa, koji je napravila sama
priroda, zakljuuje o =zakonitostima normalnog razvoja.
ZajedniCko svojstvo ovih spontano nastalih linija mideva je
promijenjeni kaudalni dio zametka. Brachyury ima promijenjen
T gen, sploch sadrzi promijenjen Pax-3 gen , dok je kod truncate
mi$eva gen nepoznat. Imajuci u vidu normalne parametre mor-
fogenetskih zbivanja tijekom sekundarnog razvoja kaudalnog
dijela zametka, proucavanje ovih linija mi§eva doprinijet ce
razumijevanju poremecaja razvoja ¢ovjeka (6,8).

Primjenom ovih eksperimentalnih modela u istraZivanju zakoni-
tosti razvoja doprinosi se odgovoru na veliku zagonetku embri-
ologije: kako od jednostavne oplodene jajne stanice nastane
nesto toliko sloZeno, kao to je ljudsko bi¢e. Poznavanjem nor-
malnih parametara razvoja ¢ovjeka, omogucuje se i razumije-
vanje anomalija razvoja i prirodenih bolesti.
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EXPERIMENTAL MODELS IN THE RESEARCH OF THE EARLY EMBRIOGENESIS
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ABSTRACT

The period of continuous and internationally recognized research in developmental biology began in Croatia in the early fifties. It
was initiated by Nikola Skreb and continued by his coworkers. His research was focused to the analysis of the early postimplanta-
tion rodent embryo with special attention on the crucial period of gastrulation. The next step was the analysis of growth and histo-
logical differentiation after transfer of embryos and separated germ lyers to ectopic sites (kidney capsule, anterior chamber of the
eye, chorioalantois membrane). The potential of early rat embryo to grow and differentiate was shown using a method of organ cul-
ture in vitro. After establishing molecular methods and identification of genes involved in the development, the same developmen-
tal problems are investigated in a new way. One of them is the gene trap procedure, which utilises the possibility to select trapped
genes active during embryogenesis.

Key words: experimental models, mammalian embriogenesis, research
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