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POPIS KRATICA

HE — hemalaun i eozin

MEM — minimalni esencijalni medij (MINIMAL ESSENTIAL MEDIUM)



1. UVOD



Epiglotis je organ koji je jo§ uvijek nedovoljno istrazen. Sva su se dosadasnja istra-
Zivanja uglavnom bavila njegovom ulogom u bolestima vezanim uz grkljan te promjenama
koje nastaju starenjem (npr. povecano ulaganje kalcija §to moze utjecati na proces gutanja
(Kano i sur. 2005)). Vrlo je malo podataka o razvoju epiglotisa, a u nama dostupnoj litera-
turi nema podataka o diferencijaciji njegovog epitela tijekom intrauterinog i ranog postna-

talnog razvitka.

Danas se sve viSe govori o nediferenciranim embrionalnim stanicama koje bi se mogle
koristiti u regenerativnoj medicini. Njima bi se mogli nadomjestiti tkiva i organi koji su
osteceni zbog trauma ili bolesti (Buli¢-Jakus 1 sur. 2005; Buli¢-Jakus i sur. 2006). Epiglotis
bi kao transplantat mogao posluziti u estetsko-korektivnoj kirurgiji, prvenstveno u rekon-
strukciji kapaka (Adams i sur. 1993). Zbog toga je nuzno poznavanje njegovog razvoja,

osobito epitela koji ga prekriva.

U ovom je radu na 28 originalnih mikrofotografija prikazan razvoj epitela humanog
epiglotisa od embrija starosti Sest tjedana do odrasle dobi od 35 godina, pa se zbog toga

moze koristiti kao atlas humanog epiglotisa.

1.1. GRADA EPIGLOTISA

Epiglotis se nalazi na ulazu u grkljan (slika 1). Kako je njime grkljan odijeljen od pro-
bavnog sustava tijekom gutanja, joS se naziva i grkljanski poklopac. Sredisnji dio epiglotisa
izgraduje elasti¢na hrskavica koja je u profilu savijena u obliku dvostrukog slova ,,S“. S
gornje, oralne, i donje, laringealne strane, hrskavica je prekrivena mnogoslojnim plocastim
neorozenim epitelom. Donji dio laringealne strane prekriven je viSerednim cilindricnim
epitelom, a uz bazu epiglotisa nalazi se uska zona mnogoslojnog cilindri¢nog epitela. Zivci,
krvne 1 limfne Zile te Zlijezde nalaze se u lamini propriji s laringealne strane (Padovan 1 sur.

1990; Duanci¢ 1986).



jezi¢na povrsina
.~ epiglotisa

grkljanska povrsina -~
epiglotisa

elasti¢na hrskavica -

Slika 1. Uzduzni presjek kroz epiglotis covjeka. (Preuzeto iz Sobotta, 2004.)



Epiglotis je u donjem dijelu pri¢vr§¢en za unutarnju stranu Stitne hrskavice (cartila-
go thyreoidea) pomocu snaznog tireoepiglotskog ligamenta (lig. thyreoepiglotticum). Taj
se donji, uski dio poklopca naziva petiolus (petiolus epiglottidis). Na gornjem, Sirem kraju
nalaze se nabori, plicae aryepiglotticae 1 pharyngoepigloticae. Preko njih je epiglotis po-
vezan s korijenom jezika i stjenkom zdrijela. Prednja strana poklopca vezana je s trupom
jezi¢ne kosti preko hioepiglotskog ligamenta (/ig. hyoepiglotticum). Tirohioidna membrana
(membrana thyrohyoidea), koja povezuje stitnu hrskavicu i jezi¢nu kost, sadrzi otvore za
prolaz zila i unutarnje grane grkljanskog Zivca. Izmedu ligamenata i tirohioidne membrane,
odnosno u preepiglotskom prostoru nalazi se masno tkivo (corpus adiposum laryngis), koje
sudjeluje u procesu gutanja. Kada se grkljan podigne, pritisne masno tkivo pa ono potiskuje

epiglotis prema natrag zatvarajuci tako ulaz u grkljan (slika 2) (Krmpoti¢-Nemani¢ 1993).

1.2. RAZVOJ EPIGLOTISA

Iako je razvoj grkljana u ¢ovjeka dobro poznat, razvoj epiglotisa jos uvijek nije detalj-

no istrazen. To se osobito odnosi na diferencijaciju njegovog pokrovnog epitela.

Poznato je da se epiglotis razvije od mezenhima 4. Zdrijelnog luka (slika 3) te da je

njegov razvoj povezan s razvojem grkljana.

Trideset i drugog dana intrauterinog razvoja primitivni ulaz u grkljan (aditus laryngis)
omeduju tri nabora-jedan gornji i dva postrani¢na. Gornji nabor u pocetku usko prileze uz
osnovu jezika i od njega se razvije epiglotis. Od postrani¢nih nabora razviju se aritenoidni
nabori. Naknadnim odvajanjem epiglotisa od osnove jezika nastaju vallecula epiglottica,
plica glossoepiglottica lateralis 1 plica glossoepiglottica mediana. Naknadnim spajanjem
postrani¢nih rubova epiglotisa s aritenoidnim naborima nastaju plicae aryepiglotticae. Gla-
snice (plicae vocales) pocnu se isticati ve¢ potkraj 3. fetalnog mjeseca, a nesto kasnije i

ventriculus laryngis.



Hrskavice grkljana nastaju nastaju tijekom drugog mjeseca embrionalnog razvoja od

mezenhima, koji uglavnom pripada 4. 1 5. Zdrijelnom luku. (Hong i Yang 2003; Duanci¢

1988; Carlson 1999.)

hrskavica

jezicna

sivei  gll. epiglotticae
muskulatura _ . R

epiglotis

zdrijelna povrsina
epiglotisa

3 . sacculus laryngis
\ —m. ventricularis

i 9{. %, _ predvorje grkljana

_m. vocalis

~ glasnica

“vokalna sveza

~m. cricoarytaenoidaeus lat.

" epitel s trepetljikama

- hrskavica du$nika

dusnik

Slika 2. Frontalni presjek kroz polovicu grkljana covjeka. (Preuzeto iz Sobotta, 2004)



medijalna
jezi¢na kvrzica
lateralna jezi¢na kvrzica

foramen
cecum

kopula ulaz u grkljan

osnova aritenoidne izbo¢ine

epiglotisa

A. Osnova jezika u embrija starog 5 tjedana.

corpus jezika

nepéana

foramen .
tonzila
cecum
ulaz u grkljan korijen jezika

aritenoidne izboc¢ine - .
epiglotis

B. Izgled jezika u fetusa starog 5 mjeseci.

Slika 3. Pogled odozgo na zdrijelne lukove od kojih se razvije jezik.

Brojevi od I-1V oznacuju presjecene zdrijelne lukove. (Preuzeto iz Sadler, 1996)



Hrskavicu izgraduju stanice koje se zovu hondrociti 1 medustani¢na tvar. Hondroci-
ti nastaju diferencijacijom mezenhimskih stanica. Smjesteni su u lakunama okruzenima
medustanicnom tvari koju sami izlucuju. U lakunama se nalaze dvije ili viSe stanica koje
nastaju mitozom iz jedne roditeljske stanice. Medustani¢na tvar elasti¢ne hrskavice sasto-
ji se od kolagena tipa II, proteoglikana i elasti¢nih vlakana. Od proteoglikana najces¢i su
hondroitin sulfat i karatan sulfat. Elasti¢na se vlakna stvaraju kasnije od kolagenih, neg-
dje oko Sestog mjeseca fetalnog zivota, a vecina ih se stvara nakon rodenja djeteta. Zbog
elastina u vlaknima, elasticna hrskavica je zuckaste boje (http://hr.wikipedia.org/wiki/

/Hrskavica; http://en.wikipedia.org/wiki/Elastic_cartilage).

Diferencijacija hrskavice odvija se od sredine prema povrsini. Mezenhim na povrsi-
ni diferencira se u perihondrij. Perihondrij je vezivna ovojnica koja hrskavici omogucuje
zastitu, rast, regeneraciju i ishranu, budu¢i da u samoj hrskavici nema krvnih zila. Razliku-
jemo dva sloja perihondrija, vanjski, u kojem se nalaze fibroblasti koji stvaraju kolagen, 1
unutarnji, koji sadrzi nediferencirane stanice koje se lako mogu diferencirati u hondrocite

(http://en.wikipedia.org//wiki/Perichondrium).

1.3. ANOMALIJE 1 BOLESTI EPIGLOTISA

Anomalije epiglotisa uglavnom su prisutne u dojenackoj ili ranoj djec¢joj dobi.

Hondromalacija ili mlohavost laringalnih hrskavica zbog nedovoljnog ulaganja kalci-
ja, uglavnom se javlja kod djece koja nisu dobro prehranjivana. Dijete od rodenja pokazuje
znakove otezanog disanja , osobito za vrijeme spavanja. U uspravnom se polozaju simpto-
mi gube. Epiglotis je spusSten na lumen larinksa i ne uspravlja se kod udisaja. Tijekom prve

ili druge godine zivota mlohavost postepeno nestaje (Padovan i sur. 1990).

Pierre-Robinov sindrom je mikrognatija donje Celjusti sa slabijim uporiStem jezika,

epiglotisa 1 jezi¢ne kosti. To uzrokuje spustanje jezika prema zdrijelu 1 grkljanu onemo-



gucavajuci normalno disanje. Ova je anomalija povezana i s rascjepom nepca. Ankiloglo-
sija otezava gibanje jezika prema naprijed pa se javljaju problemi kod gutanja, hranjenja 1
disanja. Te se smetnje popravljaju u prvim mjesecima zivota pa je za to vrijeme potrebno
osigurati respiraciju i prehranu umjetnim putem. Ako se stanje ne lijeci, smrtnost je velika,

30-60% (www.sciencedirect.com).

Prirodeni kongenitalni stridor je povremeno ili stalno otezano disanje djeteta odmah

nakon rodenja ili kratko nakon toga. Uzroci stridora mogu biti razni (Padovan i sur. 1990).

Aplazija ili nedostatak epiglotisa je rijetka anomalija. Obicno se pojavljuje zajedno s

anomalijama drugih organskih sustava (Hong 1 Yang 2003).

Epiglotitis je upala epiglotisa koja se javlja uglavnom kod djece od 2 do 6 godina. Za-
pocinje naglo s poviSenom tjelesnom temperaturom, boli u grlu i respiratornim stridorom
(zvucéni fenomen koji se javlja kod suzenja diSnog puta). Dijete obi¢no sijedi nagnuto na-
prijed, diSe tesko 1 povrSno, usta su mu puna sline, a daje dojam tesko bolesnog, intoksici-
ranog djeteta. Ova bolest brzo napreduje uz prijetnju potpunog zatvaranja diSnih putova pa
je potrebna hitna medicinska intervencija. NajceS¢i uzrocnici epiglotitisa su Haemophilus
influenzae tipa B 1 Streptococcus pneumoniae (www.healthsystem.virginia.edu; www.eme-

dicinehealth.com).

1.4. VRSTE POKROVNOG EPITELA EPIGLOTISA

Buduc¢i da epiglotis prekrivaju Cak tri vrste epitela: mnogoslojni plocasti neorozeni,
viSeredni cilindri¢ni 1 mnogoslojni cilindri¢ni epitel, razmotrit ¢emo oblike 1 znacajke epi-

telnog tkiva.



1.4.1. OBLICI I ZNACAJKE EPITELNOG TKIVA

Epitelno tkivo dijelimo na temelju morfoloskih i funkcijskih razlika na pokrovni, Zljez-

dani 1 osjetni epitel.

Pokrovni epitel pokriva sve slobodne povrsine i tvori granicu izmedu podloge koju
pokriva i okoline. U pokrovnom su epitelu epitelne stanice medusobno ¢vrsto vezane i
udruzene u jedan ili viSe slojeva, pa prema broju razlikujemo jednoslojne i mnogoslojne
epitele. Prema obliku stanica medu jednoslojnim epitelima razlikujemo: plocasti, kubi¢ni
i cilindri¢ni epitel. U novijem nazivlju kubi¢ni epitel oznacuje se kao ,,izoprizmati¢an®, a
cilindri¢ni epitel kao ,,visokoprizmati¢an®“. Mnogoslojne epitele razlikujemo prema obliku
najpovrsnijeg sloja stanica: mnogoslojni plocasti, mnogoslojni kubi¢ni i mnogoslojni ci-
lindri¢ni epitel. Viseredni epiteli su oni koji imaju slojevit raspored stanica. Pri tom sve
stanice dopiru do baze epitela bilo da na njoj Siroko leze ili samo $alju tanak izdanak svoje
citoplazme. Sve stanice ne dopiru do slobodne povrsine. Buduci da se jezgra svake stanice
nalazi obi¢no u njezinom najsirem dijelu, dobiva se dojam vise redova jezgara pa otuda i

naziv ,,viseredni® epitel, a to je viseredni cilindri¢ni epitel (Durst-Zivkovi¢ 2007).

Sve epitelne stanice koje leze na podlozi od vezivnog tkiva imaju na svojoj bazalnoj
plohi sloj izvanstani¢ne tvari koji se naziva bazalna lamina. Ona se vidi samo elektronskim
mikroskopom, a €ini je gust sloj, debeo 20-100 nm, koji se sastoji od njezne mreze tankih
vlakanaca (lamina densa). Bazalna lamina mozZe s jedne ili obje strane /amine dense imati
1 svijetli sloj, koji se naziva lamina rara ili lamina lucida. Bazalna lamina uglavnom je
izgradena od kolagena tipa IV, glikoproteina laminina 1 entaktina te protoglikana (heparan
sulfat protoglikan nazvan perlekan). Bazalna lamina je s vanjske (donje) strane pricvr§¢ena
uz vezivno tkivo tzv. sidrenim vlakancima, izgradenim od posebne vrste kolagena tipa VII

(Junqueira i sur. 2005).

Slobodna ploha epitelnih stanica okrenuta je vanjskom svijetu (na povrsini tijela) ili

prema lumenu nekog Supljeg organa (Zile, crijeva, dusnik itd.). Na njoj mogu biti razvijene



posebne tvorbe, koje su u vezi sa specificnom ulogom epitelne stanice: mikrovili (prugasta

prevlaka), kinocilije i stereocilije (Duanci¢ 1986).

Lateralne plastine kojima se stanice medusobno dodiruju mogu biti raznoliko diferen-
cirane u tzv. medustani¢ne spojeve. Oni nisu samo mjesta adhezije, nego i brtvila koja spre-
¢avaju prolazenje tvari kroz medustani¢ni prostor (paracelularni put), a uz to i tvorbe koje
omogucavaju komunikaciju medu stanicama. Razli¢iti spojevi smjesteni su obi¢no odre-
denim redom od vrha stanice prema njezinoj bazi: ¢vrsti spoj ili zonula occludens, zonula
adherens, tijesni spoj ili nexus 1 dezmosom ili macula adherens. Na dodirnoj povrsini izme-
du nekih epitelnih stanica i njihove bazalne lamine Cesto se nalaze hemidezmosomi (Junqu-

eira i sur. 2005).

Zljezdani epitel je specijaliziran za funkciju sekrecije. Njegove se stanice odlikuju
specificnim metabolizmom. One imaju sposobnost da sintetiziraju izlu€uju tvari posebnog

kemijskog sastava, koje imaju odredenu ulogu u organizmu.
Prema mjestu izlu€ivanja sekreta razlikujemo:

1. Zlijezde s vanjskim izlu¢ivanjem (egzokrine), tj. one koje sekret izlu¢uju van bilo
na vanjsku povrsinu tijela (na kozu) ili u Supljinu organa (Supljina probavnih, dis-

nih cijevi, bubreg).

2. Zlijezde s unutarnjom sekrecijom (endokrine): hipofiza, nadbubrezna Zlijezda,
Langerhansovi otocic¢i itd. izluuju svoje sekrete u krv (hemokrine) i limfu (limfo-

krine) (Durst-Zivkovié¢ 2007).

Osjetni epitel ¢ini vazan sastavni dio osjetnih organa. Graden je od osjetnih i pot-
pornih stanica, a mjestimi¢no formira posebno diferencirana podrucja, kao $to su Cortijev
organ, crista ampularis, macula statica 1 u pocetnom dijelu probavne cijevi, osobito u jezi-

ku brojne okusne pupoljke (Junqueira i sur. 2005).
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1.4.2. STRUKTURA EPITELA EPIGLOTISA

Mnogoslojni ploc¢asti neoroZeni epitel oblaze vlazne Supljine (npr. usnu Supljinu, jed-
njak, rodnicu). Znacajka mnogoslojnoga neorozenog epitela su Zive plocaste stanice na po-
vr$ini koje imaju jezgre, za razliku od oroZenog epitela, koji se nalazi na povrSini koze, a
u kojem su povrsinske stanice odumrle i izgubile jezgru. Stanice u dubljim slojevima ovog

epitela su visoke, a prema povrsini su spljoStene i plocaste.

ViSeredni cilindri¢ni epitel ostavlja dojam epitela sastavljenog od vise slojeva stanica,
jer su okrugle i ovalne jezgre smjestene u vise redova. Ipak se radi samo o jednom sloju sta-
nica, koje sve dodiruju dobro razvijenu bazalnu membranu, ali sve ne dopiru do slobodne
povrsine epitela. Stanice koje dopiru do slobodne povrsine epitela jesu visoke, cilindri¢ne, s
vecim svijetlim jezgrama. Bazalne stanice su nize, s malim i tamnim jezgrama. PovrSinske
stanice ovog epitela mogu na slobodnom dijelu imati pokretne trepetljike. U ovom epitelu

medu povrsinskim cilindri¢énim stanicama mogu se nalaziti i vréaste stanice.

Mnogoslojni cilindri¢ni epitel sastoji se od malih nepravilnih ili vretenastih stanica u
dubljem dijelu, a u povrsnom dijelu od visokih prizmati¢nih stanica. Samo njegov bazalni
sloj lezi na bazalnoj lamini. Pokriva ve¢e odvodne kanale nekih Zlijezda, pars cavernosa
urethrae, fornix conjunctivae 1 conjunctivu palpebrarum, te male povrsSine na prijelazu iz-
medu mnogoslojnog plocastog i viSerednog cilindri¢nog epitela s trepetljikama na bazi 1
donjoj strani epiglotisa (Duanéi¢ 1986; Junqueira 2005; Durst-Zivkovi¢ 2007., Ovalle i
Nahirney 2008).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Budu¢i da se vrlo malo zna o razvoju epitela epiglotisa u ¢ovjeka cilj je ovog istrazi-
vanja opisati 1 dokumentirati mikrofotografijama diferencijaciju epitela epiglotisa tijekom
embrionalnog i fetalnog razdoblja te ga usporediti s ranim postnatalnim epiglotisom, epi-

glotisom djeteta u pubertetu kao i epiglotisom odraslog ¢ovjeka.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. PRIKUPLJANJE UZORAKA

U ovom je radu koriSten humani materijal iz zbirki Medicinskog fakulteta Sveucilista

u Zagrebu.

1. Prva grupa istrazivanih epiglotisa pripada Zbirci humanih embrija i fetusa iz Arhiva
Zavoda za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Ova se
zbirka sastoji od serijskih rezova zametaka uklopljenih u celoidin te rutinski obradenih 1
obojenih hemalaunom i eozinom. Za ovo istrazivanje koriSteni su slijede¢i stadiji zameta-
ka:

a) embrij dug 10 mm (starost embrija 6 tjedana), Carnegie stadij 16 (Gasser 1975;
Moore i sur. 1994)

b) embrij dug 13 mm (starost embrija 7 tjedana), Carnegie stadij 17

c) embrij dug 18 mm (starost embrija 8§ tjedana), Carnegie stadij 19

d) embrij dug 19 mm (starost embrija 8 tjedana), Carnegie stadij 20

e) fetus star 9 tjedana

2. Druga grupa istrazivanih epiglotisa takoder pripada Arhivu Zavoda za histologiju i
embriologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Ova zbirka obuhvaca epiglotise

uklopljene u parafin tijekom 1980.—1982. godine. Iz nje smo koristili:

a) epiglotis novorodenceta starog 1 dan
b) epiglotis djeteta starog 13 godina

c) epiglotis odraslog starog 35 godina

3.2. HISTOLOSKA OBRADA ZA ANALIZU SVJETLOSNIM
MIKROSKOPOM

Uzoreci koriSteni u ovome radu fiksirani su u 4% vodenom formalinu (96 ml H O i 4 ml

40% formalina). Zatim je materijal dehidriran kroz seriju alkohola, te uklopljen u celoidin

15



1 parafin. Serijski rezovi su rutinski pripremljeni i obojeni hemalaunom i eozinom (HE),
trikromnim bojenjem po Massonu (za prikazivanje vezivnog tkiva) i orceinom (selektivna

metoda za prikazivanje elasticnih vlakana).

3.2.1. UKLAPANJE

3.2.1.1. Celoidin

Odabrani uzorci dehidriraju se do 100% etanola i zatim se ostave 24 sata u njemu, te
u smjesi etanola i etera u omjeru 1:1 slijede¢a 24 sata. Nakon toga tkivo se stavlja u 2%
celoidin, koji se pripremi tako da se 2 g suhoga celoidina otopi u smjesi etanola i etera u

omjeru 1:1.

Uzorci mogu ostati u celoidinu 1 viSe mjeseci. U 2% celoidinu uzorci se ostavljaju
najces¢e 30 dana do 2 mjeseca. Uklapanje se vrsi postepeno sve dok se celoidin toliko ne
stisne da u njega ,,teSko ulazi nokat*. Kad je celoidin tako stisnut oblikuju se blokovi koji

sadrze odabrane uzorke. Blokovi se drze u 70% etanolu sve do rezanja.

Neposredno prije rezanja blok se izvadi iz 70 % etanola 1 lijepi se na plasticnu podlogu
(plasti¢na plocica) pomocu 2% celoidina koji ne smije biti previSe gust, ve¢ teku¢ kao ulje.
Na plasti¢nu podlogu prvo se nanese 2% celoidin, a zatim se postavlja blok koji se opet
oblaze celoidinom kako bi se S§to bolje zalijepio. Blok ostavimo da se susi oko 5 minuta.
Plasti¢na podloga, koja nosi blok, ulozi se na drza¢ na mikrotomu. Celoidinske serije rezu

se na debljinu od 810 pum, a prerezi se skupljaju u posudice sa 70 % etanolom.

Prerezi se izvade iz 70% etanola 1 isperu se nekoliko puta destiliranom vodom, a zatim
se boje hemalaunom i eozinom. Obojeni prerezi prenose se lopaticom u terpineol. U njemu
ostaju sve dok se ne prozmu, tj. dok ne padnu na dno. Dobro proZzeti prerezi lopaticom se
prenose na predmetno stakalce i1 posuse se filter papirom. Na tako pripremljen prerez stavlja

se kanadski balzam i pokrovno stakalce.
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Celoidinska tehnika omogucuje oc¢uvanje strukture tkiva i medusobnih odnosa tkiva u

organu.

3.2.1.2. Parafin

Nakon fiksacije tkivo se ispire 24 sata teku¢om vodom, a zatim se dehidrira uzlaznim
nizom etanola i1 prebacuje u intermedij (tri izmjene metilbenzoata); zatim 30 minuta u ben-
zol, te 30 minuta u smjesu benzola i parafina u termostatu na 37 °C. Slijedi prozimanje
tkiva ¢istim parafinom u tri izmjene po 2 sata na temperaturi 58—60 °C. Nakon prozimanja

parafinom tkivo se uklapa u €isti parafin kako bi se dobio parafinski blok.

Parafinske serije rezu se na rotacijskom mikrotomu na debljinu od 6 pum. Prerezi se
lijepe na predmetna stakalca smjesom glicerola i bjelanjka, a zatim se suSe. Na parafinskim

su rezovima primijenjene specijalne metode bojenja.

3.2.2. BOJENJE PREPARATA

Prije bojenja preparati se moraju ocistiti od parafina, a za to se koristi postupak depara-
finizacije sa ksilolom i nizom alkoholnih otopina te postupak rehidracije. Kako bi se razlici-

ta tkiva mogla razlikovati i lakSe uociti, preparati se boje razli¢itim bojama.

3.2.2.1. Bojenje hemalaun-eozinom

Bojenje hemalaun-eozinom je najcesce koriStena metoda bojenja u histologiji. Hema-
laun boji plavo-ljubicasto kisele odnosno bazofilne strukture kao na pr. kromatin u jezgri.

Eozin boji crveno bazi¢ne odnosno acidofilne strukture kao $to je na pr. kolagen.
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Preparati se prvo inkubiraju u hemalaunu 3 minute. Zatim se ispiru u destiliranoj vodi
1 minutu te u vodovodnoj vodi 10 minuta. Slijedi inkubiranje u eozinu 3 minute i postupak
dehidriranja odnosno ispiranje preparata u alkoholima rastu¢ih koncentracija, od 70%-tnog
do apsolutnog alkohola kako bi se uklonila voda. Nakon toga preparati se uranjaju u ksilol

kako bi postali prozirni (Cook 1974).

3.2.2.2. Trikromno bojenje po Massonu

Masson trikromno bojenje je bojenje s tri razlicite boje. Weigartov hematoksilin je boja
koja tamnosmede boji jezgru, kiseli fuksin svijetlocrveno do ruzicasto boji citoplazmu, a

Licht griin zeleno ili plavo boji kolagenska vlakna.

Weigartov zeljezni hematoksilin se sastoji od dvije otopine. U prvoj je hematoksilin
pomijesan s a 96%-tnim alkoholom. Druga se otopina sastoji od Zeljezovog (III)-klorida,
destilirane vode i1 koncentrirane kloridne kiseline. Prije bojenja pomijesaju se jednake koli-
¢ine dviju otopina i to samo onoliko koliko je potrebno za bojenje jer se mjesavina tih dviju
otopina pokvari za tjedan dana. Prilikom bojenja predmetna se stakalca ne uranjaju u boju
nego se boja nakapa na preparat. Nakon 20 sekundi boja se ispire destiliranom vodom, a
zatim se diferencira u vodovodnoj tekucoj vodi. Na rezu se poslije tog bojenja mogu uociti
intenzivno crne jezgre. Slijedi bojenje citoplazme kiselim fuksinom koje traje 1 minutu,
a preparat se zatim ispire u destiliranoj vodi i1 diferencira u 1%-tnoj fosfomolibdenskoj
kiselini. Tim bojenjem citoplazma je crvene boje, a vezivo ostaje neobojeno. Preparat se
zatim ispire u destiliranoj vodi 1 inkubira u 70%-tnom alkoholu. Slijedi bojenje 1%-tnim
Licht grilnom i diferenciranje u 1%-tnoj octenoj kiselini dok se ne ukloni zelena ili plava
boja stanica. Nakon bojenja slijedi postupak dehidracije sa apsolutnim alkoholom i ksilo-

lom (Cook 1974).
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3.2.2.3. Bojenje orceinom

Ta se metoda koristi za prikazivanje elasticnih vlakana. Deparafinirani prerezi boje se
1% orceinom 1-24 sata (kontrola nakon 2 sata). Zatim slijedi dehidracija u alkoholu i is-
piranje destiliranom vodom. Potom se prerezi boje hemalaunom 3—5 minuta, isperu se de-
stiliranom vodom, te ostave 15 minuta u obi¢noj vodi, nakon ¢ega se isperu 70 % etanolom.
Na ovako pripremljene prereze nakapa se zasi¢ena pikrinska kiselina, a zatim se brzo ispere
u 96% etanolu i posusi filter papirom. Preparati se zatim uranjaju u smjesu 100 % etanola 1

ksilola, te u ¢isti ksilol (dva puta) i prekriju se kanadskim balzamom.

Rezultat bojenja tom metodom jesu ljubicasto-plave jezgre obojene hemalaunom i
smeda elasti¢na vlakna obojena orceinom, a kolagena vlakna su zuto obojena pikrinskom

kiselinom.

Tom se metodom mogu elasti¢na vlakna raspoznati u odnosu na ostala vezivna vlakna,

tj. kolagena 1 retikulinska (Sheehan i Hrapchak 1980).
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4. REZULTATI



4.1. HISTOLOSKA ANALIZA

Ovim je istrazivanjem ustanovljeno da u Sestom tjednu intrauterinog razvoja epiglotis
jos nije odijeljen od korijena jezika, a epiglotalni nabori su prekriveni jednoslojnim epite-

lom (slike 4—10).

U sedmom tjednu prenatalnog razvoja jednoslojni epitel osnove epiglotisa prekriven je

1 slojem mezenhima (slika 13).

Pocetkom osmog tjedna embrionalnog razvoja epitel epiglotisa se mijenja u dvoredni
(slike 17—19), da bi se u drugoj polovici osmog tjedna intrauterinog razvoja transformirao

u viSeredni nezreli epitel (slika 22).

U fetusa starog 9 tjedana epiglotis je joS uvijek prekriven viserednim nezrelim epite-

lom (slike 23 1 24).

U novorodenceta starog jedan dan veci dio epiglotisa prekriven je viSerednim cilindric¢-
nim epitelom, dok je samo mali dio oralne strane uz bazu jezika prekriven mnogoslojnim

plocastim epitelom (slike 25—28).

U djeteta starog 13 godina (slika 29) i u odraslog starog 35 godina (slike 30 i 31) mno-
goslojni plocasti epitel prekriva veci dio epiglotisa, dok je viSeredni cilindri¢ni epitel prisu-

tan samo pri bazi njegove oralne strane.
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4.2. SLIKOVNI PRIKAZ

Osnova oka Slusni mjehuri¢

Slika 4. Uzduzni presjek kroz embrij Covjeka star 6 tjedana (duzina embrija 10 mm),

HE x15.

Slika 5. Uzduzni presjek kroz embrij Covjeka star 6 tjedana (duzina embrija 10 mm),

HE x20.
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Slika 6. Uzduzni presjek kroz embrij covjeka star 6 tjedana (duzina embrija 10 mm),

J - jezik; E - epiglotis. HE x20.

Slika 7. Uzduzni presjek kroz embrij Covjeka star 6 tjedana (duzina 10mm),

OV - o¢ni vr¢; NJ - nosna jamica; SM - slusni mjehuri¢; J - jezik. HE x40.
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Slika 8. Uzduzni presjek kroz embrij ¢ovjeka star 6 tjedana (duzina embrija 10 mm),

J - jezik; E - epiglotis. HE x40.

Slika 9. Uzduzni presjek kroz embrij ¢ovjeka star 6 tjedana (duzina embrija 10 mm),
J - jezik; E - epiglotis; G - ulaz u grkljan; JE - ulaz u jednjak;
WV - osnovu epiglotisa prekriva jednoslojni epitel. HE x100.
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Slika 10. Uzduzni presjek kroz embrij covjeka star 6 tjedana (duzina embrija 10 mm),

E - epiglotis; G - ulaz u grkljan; JE - ulaz u jednjak. HE x200.

Slika 11. Poprecni presjek kroz glavu humanog embrija starog 7 tjedana (duzina embrija 13 mm),

J- jezik; E - epiglotis. HE x15.
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Slika 12. Poprecni presjek kroz glavu humanog embrija starog 7 tjedana (duzina embrija 13 mm),

J - jezik; E - epiglotis. HE x40.

Slika 13. Poprecni presjek kroz glavu humanog embrija starog 7 tjedana (duzina embrija 13 mm),

E - epiglotis; ¥ - epiglotis prekriva jednoslojni epitel; ’ - mezenhim. HE x100.
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Slika 14. Uzduzni presjek kroz covjecji embrij star 8 tjedana (duzina embrija 18 mm),

J - jezik; E - epiglotis. HE x15.

Slika 15. Uzduzni presjek kroz ¢ovjecji embrij star 8 tjedana (duzina embrija 18 mm),

7 - zivac; E - epiglotis; G - ulaz u grkljan; JE - ulaz u jednjak; D - du$nik. HE x20.
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Slika 16. Uzduzni presjek kroz covjecji embrij star 8 tjedana (duzina embrija 18 mm),

7 - zivac; H - hrskavica; G - ulaz u grkljan; E - epiglotis. HE x40.

A H:

- '-

Slika 17. Uzduzni presjek kroz bazu jezika i epiglotis Covjecjeg embrija starog 8 tjedana (duzina
embrija 18 mm), J - jezik; E - epiglotis; ¥ - epiglotis prekriva dvoredni epitel.
HE x100.
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Slika 18. Uzduzni presjek kroz epiglotis ¢ovje¢jeg embrija starog 8 tjedana (duzina

embrija 18 mm), J - jezik; E - epiglotis; ¥ - dvoredni epitel. HE x100.

Slika 19. Uzduzni presjek kroz epiglotis covje¢jeg embrija starog 8 tjedana (duzina

embrija 18 mm), E - epiglotis; ¥ - dvoredni epitel. HE x200.
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Slika 20. Poprecni presjek kroz glavu Covjecjeg embrija 8 tjedana (duzina

embrija 19 mm), E - epiglotis. HE x20.

Slika 21. Poprecni presjek kroz glavu covjecjeg embrija starog 8 tjedana (duzina

embrija 19 mm), J - jezik; E - epiglotis. HE x40.
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¢ni presjek kroz epiglotis humanog fetusa starog 9 tjedana

Slika 23. Popre

iSeredni cilindri¢ni epitel. HE x100.
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epiglotis;

E
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embrija 19 mm), E - epiglotis; ¥ - nezreli viSeredni cilindri¢ni epitel. HE x200.

Slika 22. Poprecni presjek kroz glavu Covjecjeg embrija starog 8 tjedana (duzina
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Slika 24. Poprecni presjek kroz epiglotis ¢ovjecjeg fetusa starog 9 tjedana,

WV - viseredni cilindri¢ni epitel. HE x400.

Oralna ) Laringealna
strana TS N strana

100um

Slika 25. Uzduzni presjek kroz epiglotis novorodenc¢eta, Masson x40.
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Laringealna

strana strana

100um

Oralna
strana

Laringealna
strana

Slika 27. Uzduzni presjek kroz epiglotis novorodenceta starog 1 dan, HE x40.
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Laringealna
strana

¢

Slika 28. Uzduzni presjek kroz epiglotis novorodenceta starog 1 dan, orcein x40.

Oralna
strana

Laringealna
strana

100um

Slika 29. Uzduzni presjek kroz epiglotis djeteta starog 13 godina, orcein x20.
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Oralna
strana

Laringealna
strana

200um

Oralna strana

Laringealna
strana

200um

Slika 31. Uzduzni presjek kroz epiglotis covjeka starog 35 godina, HE x40.
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5. RASPRAVA



Ovo je istrazivanje dalo nove podatke o razvoju humanog epiglotisa, osobito u vrijeme

prijelaza iz intrauterine sredine u vanjski okolis.

Starost embrija Zbirke humanih embrija i fetusa iz Arhiva Zavoda za histologiju i em-
briologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu je odredena prema Duanciéu, a u
ovom radu i prema Carneige Classification System koju su predlozili O’'Rahilly i Miiller

(Gasser 1975; Moore i sur. 1994).

Nase otkri¢e da je epiglotis novorodenceta starog jedan dan ve¢inom prekriven vise-
rednim cilindri¢nim epitelom postavlja pitanje o podrijetlu mnogoslojnog plocastog epitela
koji prekriva ve¢i dio povrSine epitela u odraslog covjeka. Na isto pitanje u kunica, po-
kusala je 1964. odgovoriti E. Kh. Abdrashitova svojim poznatim pokusima. Ona je tran-
splantirala epitel embrija kunica starih 3-4 tjedna te kunica starih 5-6 mjeseci unutar epitela
epiglotisa odraslih kunic¢a. Epitel epiglotisa je prezivio u izotransplantatu i pokazao veliku
reaktivnost 1 plasti¢nost. Zbog nacina rasta epitela epiglotisa u izotransplantatu 1 njegove
plasti¢nosti, on je vrlo slican ponaSanju drugih organa koji potjecu od prednjeg crijeva i
zato je spomenuta znanstvenica zakljucila da epitel epiglotisa u kunica potjece od prekor-

dalne ploce (Abdrashitova 1964).

Nedavno je pokazano da se viSeredni cilindricni epitel moze transdiferencirati u mno-
goslojni plocasti epitel tijekom obnove oStecenog respiratornog epitela (Park 1 sur. 2006).
Na eksplantatima embrija Stakora je pokazano da izlaganje strujanju zraka potice diferen-
cijaciju tkiva (Skreb i Crnek 1980). Otkriveno je da bez obzira na medij koji se koristi in
vitro, ¢ak 1 ako embriji provedu dva tjedna u MEM-u, kultivacija na mjestu gdje se susrecu
tekucina 1 zrak zadrzi razvojnu sposobnost za diferencijaciju mnogoslojnog plocastog epi-
tela 1 njegovih derivata (dlake i zlijezde lojnice) nakon naknadne transplantacije na ektopic-

no mijesto in vivo (Skreb i Buli¢ 1987; Buli¢-Jakus i sur. 2001).

Novija istrazivanja na stanicama epitela roZnice, pupkovog tracka i epitela spojnice

covjeka kultiviranih ,,air-lifting* metodom, takoder pokazuju da kontakt sa zrakom snazno

37



potic¢e diferencijaciju mnogoslojnog plocastog epitela (Ban i sur. 2003; Mizoguchi i sur.

2004; Tanioka i sur. 2006).

Pokusi s direktnom transplantacijom epiglotisa Stakorskog zametka in vivo, na ekto-
pi¢no mjesto pod ¢ahuru bubrega, pokazuju da viseredni cilindri¢ni epitel dominira u tran-
splantatu . To vjerojatno znaci da eksperimentalni uvjeti u kojima nedostaje kontakt sa zra-
kom nisu optimalni za diferencijaciju viSerednog cilindricnog epitela (Marinovi¢ Kuli$i¢ 1

sur. 2008).

Iz svega iznesenog mozemo pretpostaviti da se viSeredni cilindri¢ni epitel u novoro-
denceta transdiferencijacijom mijenja u mnogoslojni plocasti epitel jer izlaganje struji zraka
pocinje nakon rodenja. Druga je moguénost da se mnogoslojni plocasti epitel, koji nalazimo
pri bazi epiglotisa s njegove oralne strane, jednostavno prosiri u povoljnom okolisu (udari

struje zraka) kakav nalazimo u epiglotisu starijeg djeteta i starijoj dobi.
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6. ZAKLJUCAK



U Sestom tjednu intrauterinog razvoja osnova epiglotisa prekrivena je jednoslojnim

epitelom.

U osmom tjednu epitel se mijenja 1 postaje dvoredan.

Krajem osmog tjedna dvoslojni epitel prelazi u viSeredni nezreli epitel.

Neocekivani je nalaz da je epiglotis novorodenceta starog jedan dan ve¢im dijelom
prekriven viserednim cilindricnim epitelom, za razliku od epiglotisa u dobi od 13 1 35 godi-

na koji su gotovo cijelom povrSinom prekriveni mnogoslojnim plocastim epitelom.

Dominacija mnogoslojnog plocastog epitela u odnosu na viseredni cilindri¢ni epitel u
postnatalnoj dobi vjerojatno je uvjetovana strujanjem zraka na $to je mnogoslojni plocasti

epitel otporniji.
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