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1 Uvod

Zivot visestani¢nih organizama zapoginje iz oplodenog jajasca. Ono predstavlja jedinstvenu
stanicu iz koje nastaju sve ostale stanice u tijelu, koje se zatim organiziraju u razli¢ita tkiva i
organe. Od vise milijuna stanica u naSem tijelu, svaka ima svoju funkciju i ulogu tj. svaka je
stanica specijalizirana za funkcioniranje unutar odredenog tkiva. SloZeni proces brze
proliferacije i1 diferencijacije embrionalnih stanica u ravnotezi je sa stanicnom smrcu.
Programirana stanicna smrt je uobicajeni fizioloski proces koji ima vaznu ulogu u
embrionalnom razvoju i u odraslim tkivima. Kako bi se odrzavala potrebna ravnoteza izmedu
stani¢ne smrti i obnove u odraslim tkivima, gubitak stanica nadomjestaju tkivne mati¢ne stanice

(Cooper i Hausman, 2009).

Mati¢ne stanice nisu specijalizirane i mogu se transformirati u bilo koji drugi tip stanica u
organizmu koji je uniSten tijekom procesa starenja, bolesti, povreda 1 sl. One su izvor svih
stanica tijela, a ova sposobnost regeneracije oStecenih tkiva ¢ini ih jedinstvenima u medicini.
Matic¢ne stanice imaju sposobnost samoobnavljanja i proizvodnje zrelih stanica u strogo
kontroliranom okruzenju. Vaznost razumijevanja funkcije mati¢nih stanica podupiru nova
istrazivanja koja pokazuju da, odrasle mati¢ne stanice, osim sli¢nih vrsta stanica, mogu stvoriti
I nesrodne stanice. Primjerice, mati¢ne stanice koStane srzi stvaraju ne samo krvne stanice, ve¢
i miSi¢ne odnosno beta stanice gusterae (Reddy, 2020). Mati¢ne stanice imaju znacajnu
primjenu u transplataciji tkiva tj. u regenerativnoj medicini ¢ime ubrzavaju i olakSavaju proces
transplatacije i pacijentima smanjuju vrijeme ¢ekanja do pronalaska podudarnog donora (F00 i
suradnici, 2021). Jedna od novijih klini¢kih studija opisuje intravenoznu primjenu egzosoma
dobivenih od mezenhimalnih mati¢nih stanica koStane srzi za lijeCenje oluje citokina u
pacijenata hospitaliziranih s teSkim COVID-19 (Senegupta i sur., 2020). Autori ovoga rada
navode i dodatne moguc¢nosti primjene egzosoma dobivenih iz koStane srzi, npr. kod brojnih
upalna stanja uklju¢ujuci klasi¢éni ARDS (engl. acute respiratory distress syndrome,), kroni¢nu
opstruktivnu pluénu bolest, sepsu, autoimunu bolest i rak S$to ukazuje na brojne moguénosti
primjene mati¢nih stanica i njihovih produkata. Mati¢ne stanice imaju vaznu ulogu u razvoju
tumora, recidivu i metastazama. Njihova moguénost samoobnavljanja i tumorigena svojstva
pruzaju im jedinstvenu sposobnost da se odupru razli¢itim oblicima terapije. Inhibicija

signalnih puteva kao $to su kaskade Notch, WNT, Hedgehog i Hippo proucava se u vise vrsta
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raka s ciljem razvoja terapeutika usmjerenih na ove signalne puteve i maticne stanice raka

(Claraii sur., 2019).

Sve vaznija primjena mati¢nih stanica u lijeenju brojnih patoloskih stanja kao $to su rak,
autoimune i neurodegenerativne bolesti upucuje na vaznost daljnjeg proucavanja biologije
mati¢nih stanica. Stoga je razumijevanje slozenih mehanizama koji stoje u pozadini regulacije
stani¢ne smrti i obnove putem mati¢nih stanica i dalje u fokusu brojnih znanstvenih istrazivanja
u stani¢noj biologiji i u medicini. U ovom radu opisana je stani¢na smrt i nac¢in na koji se odvija.
Objasnjena je funkcija mati¢nih stanica u obnovi tkiva. Nadalje, opisana je primjena mati¢nih
stanica za lije¢enje brojnih bolesti poput Huntingtonove bolesti, mozdanog udara i karcinoma.
Medicinska primjena mati¢nih stanica stoga je i dalje u fokusu znanosti, te nove spoznaje stalno
otvaraju mogucénosti za suvremene metode lije¢enja do sada neizljecivih bolesti i regeneraciju

oStecenih tkiva.

1.1 Cilj rada:

Cilj ovoga rada je:

e objasniti pojam stani¢ne smrti kao uobic¢ajenog fizioloskog procesa

e objasniti vaznost odrzavanja ravnoteze izmedu stani¢ne smrti i stani¢ne obnove
e navesti glavne izvrSitelje, regulatore te pokretace apoptoze

e opisati funkciju mati¢nih stanica u regeneraciji tkiva

e oOpisati primjenu mati¢nih stanica u lijeCenju bolesti poput mozdanog udara,

Huntingtonove bolesti te razvoja protutumorskih cjepiva



Lana Radevenji¢-Stani¢na smrt i obnova putem maticnih stanica

2 Razrada teme

2.1 Apoptoza

Apoptoza se jo$ naziva programirana stani¢na smrt jer predstavlja aktivan proces koji
trosenjem energije i aktivacijom gena sintetizira potrebite proteine (Zlender, 2003). Odrasli
organizmi putem programirane stanicne smrti odrzavaju konstantnim broj stanica u tijelu zbog
reguliranog odrzavanja ravnoteze stani¢ne smrti sa stani¢cnom obnovom. Brojni su primjeri u
kojima navedena ravnoteza osigurava odrzavanje Zivota organizma. Stvaranje krvnih stanica u
kostanoj srzi svakodnevan je proces spregnut s uklanjanjem viska stanica putem programirane
stani¢ne smrti. Takoder, istim mehanizmom uklanjaju se i one stanice koje su ostecene ili
potencijalno opasne kao §to su stanice s oStecenjima DNA molekule koje Cesto nose Stetne
mutacije. Takve stanice potrebno je eliminirati iz organizma jer bi u protivnom mogle dovesti
do nastanka karcinoma zbog svojstva nekontroliranog rasta (Cooper i Hausman, 2009).

Osim kod odraslih organizama, programirana stani¢na smrt ima vaznu ulogu i tijekom
embrionalnog razvoja, primjerice za uklanjanje tkiva izmedu prstiju, kao i za razvoj zivéanog
sustava kod sisavaca. Naime, djelovanje apoptoze temelji se na stvaranju pravilno strukturiranih
veza neurona i ciljnih stanica u svrhu odrzavanja funkcionalnog ziv€anog sustava, kao i ostalih
organskih sustava koji ovise o faktorima rasta i dodiru sa susjednim stanicama (Cooper i
Hausman, 2009). Osim toga, prilikom stvaranja T-limfocita imunolo§kog sustava, apoptoza
odstranjuje potencijalno opasne T-limfocite koji imaju moguénost uniStenja vlastitih stanica
zbog kompatibilnosti receptora na stani¢noj povrsini S proteinima normalnih stanica.

Navedeni i brojni drugi primjeri pokazuju vaznost apoptoze u oblikovanju tkiva i organa

tijekom embrionalnog razvoja i u odrzavanju homeostaze odraslih organizama (Karp, 2013).

2.2 Zbivanja tijekom apoptoze

Apoptoza obuhvaca niz razli¢itih promjena koje se dogadaju u stanici. Prvi korak je
fragmentiranje molekule DNA koje nastupa zbog kidanja izmedu nukleosoma. Slijede
kondenzacija kromatina te raspad jezgre na sitne komadi¢e Sto dovodi do savijanja stanice i

3
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njezina raspada na apoptoticka tjelesca. Eliminacija raspadnutih stanica iz organizma
posredovana je putem fosfatidilserina. Naime, fosfatidilserin je molekula uobi¢ajeno smjestena
na unutra$njem sloju stani¢ne membrane. Tijekom apoptoze i raspada stanice, fosfatidilserin

biva izloZen na povrSini stanice i takva stanica postaje lako dostupna makrofagima za proces
fagocitoze.

-----

alternativni neapoptoticki mehanizam koji se naziva autofagija (Slika 1). Nasuprot navedenom,

nekroza je slu¢ajna stani¢na smrt koja nastaje kao posljedica ozljede (Cooper i Hausman, 2009).

—rem <) Ko 3% J
apoptoza ‘3/;&\ | 8 @
tip 1 >~

- @)Y _ !
@ &5
B —9) (@ -9
autofagija /f? N | &;;'.‘;'—."\".; N
. et : & .'. :‘ 2
tip 2 ( o )&/ A
B 44 s
SN <o
f‘ —— Qtz)' | \':3 c..-:- -3 |
=N | [-rj';? S
nekroza /({f-'.- e/ /( =\ x
tip 38 o ~.~." / ; -
i N e

Slika 1. Vrste stani¢ne smrti (izvor: web 1)

2.2.1 Autofagija

Autofagija primarno oznacava unos stani¢nih proteina ili organela u lizosom u svrhu
proteoliticke razgradnje enzimima koji su sadrzani u lizosomu. Proces je Cesto potaknut
stanjem gladi stanice pri ¢emu razgradnja unesenih proteina oslobada energiju potrebnu za

osnovne funkcije stanice (Cooper i Hausman, 2009). Okida¢ autofagije kod kvasaca i biljaka
4
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najcesce je nedostatak dusika, u manjoj mjeri i aminokiselina, nukleinskih kiselina, ugljika te
sulfata. Kod sisavaca okida¢ autofagije moze biti nedostatak razli¢itih aminokiselina, 0visno o
vrsti stanice. Autofagiju kod sr¢anog i skeletnih miSi¢a poti¢e iskljuc¢ivo nedostatak

aminokiseline leucin (Mizushima, 2007).

Autofagija je put koji je ponekad alternativan programiranoj stani¢noj smrti. Autofagiju od
apoptoze razlikuje stvaranje nakupina lizosoma umjesto uobic¢ajenog mehanizma raspada
stanice koji je osnova apoptoze. Istrazivanja su pokazala da je autofagija glavni nacin stani¢ne
smrti kod razvoja zlijezda slinovnica vinske musice, te da je takoder poti¢e virusna infekcija

(Cooper i Hausman, 2009).

2.2.2 Nekroza

Okida¢ nekroze je znatnije oStecenje stanice. Razliciti fizikalni i kemijski agensi uzroénici
su nekrotiénih oStecenja Sto za posljedicu ima nemoguénost odrzavanja ravnoteze iona i
teku¢ine u stanicama. Nedostatak kisika, ekstremne temperature, liza uzrokovana
mikroorganizmima samo su neki od faktora koji dovode do bubrenja stanice i nekontroliranog
ulaska kalcijevih i natrijevih iona u stanicu. To dovodi do raspada stani¢nih organela. Nekroza
najc¢eS¢e zahvaca 1 okolna tkiva zbog istjecanja sadrZaja raspadnute stanice u vanstanicnu
tekucinu Sto nadrazuje okolinu.

U slucaju kada je prisutno slabije oSteCenje kojim ipak nije uvelike naruSena cjelovitost
stanice, nastupit ¢e samouniStenje. Suprotno, kada agens uzrokuje nepopravljivu Stetu na
stanici, ona ¢e umrijeti nekrozom. Dugotrajnost kao i jac¢ina ostecenja odredit ¢e na koji nacin
stanica gubi Zivot (Zlender, 2003).

Nekroza, kao i autofagija, moze biti put alternativan apoptozi. Primjerice, oSteCenja
molekule DNA ili odredene infekcije uzrok su nekroti¢ne smrti stanice. Ovo saznanje otvara
moguénost dodatnih istrazivanja nekroze zdravih stanica, stanica raka, te primjene u lijeenju

sr¢anih te neurodegenerativnih bolesti (Cooper i Hausman, 2009).
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2.3 lzvrsitelji apoptoze

Istrazivanja provedena na modelnom organizmu Caenorhabditis elegans identificirala su tri
gena koji su kljucni aktivatori apoptoze: ced-3, ced-4 i ced-9 (Horvitz, 1990). Mutagenezom
inaktivirani geni ced-3 i ced-4 onemogucavaju stani¢nu smrt, za razliku od gena ced-9 cija
mutacija dovodi do smrti. Stoga je ced-9 negativni regulator apoptoze, $to znaci da njegovom
aktivacijom, stanica prezivljava. Daljnjim istrazivanjima homologni geni su otkriveni kod
vinske musSice i sisavaca. Njihova funkcija je prenijeti uputu za sintezu proteina koji poti¢u

apoptozu (Cooper i Hausman, 2009).

2.3.1 Kaspaze

Glavni izvrSitelj apoptoze je skupinu proteaza za koje kodira gen ced-3. Zajednickim
imenom nazivaju se kaspazama (Slika 2), a njihova karakteristika je cisteinski ostatak u
aktivnim mjestima, te cijepanje supstrata nakon aspartata. Mehanizam djelovanja ukljucéuje niz
kaskadnih reakcija pocevsi s inaktivnim preteCama kaspaza koje se aktiviraju posredstvom
drugih kaspaza uz proteoliticku razgradnju. Supstrati kaspaza su razli¢ite vrste proteina, pa su
kaspaze glavni efektori programirane stani¢ne smrti. Vecina ciljnih molekula na koje djeluju
kaspaze ukljucena je u mehanizam raspada i smrti stanice, primjerice: inhibitor DNaze, jezgrini

lamini, te proteini za fragmentaciju sadrzani u matriksu Golgijeva aparata i citoskeleta.

Za razliku od vrste C. elegans kod koje postoji samo jedna kaspaza, ced-3, sisavci i vinske
musice posjeduju minimalno sedam vrsta kaspaza koje se mogu Klasificirati kao inicijatori ili
efektori. Inicijatorske kaspaze su one koje primaju signal za apoptozu i kaskadom reakcija
aktiviraju efektorske koje, prateci taj niz, cijepaju esencijalne proteine i dovode stanicu do smrti

(Cooper i Hausman, 2009).
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Slika 2. Trodimenzionalni prikaz strukture kaspaze (izvor: web 2)

2.4 Porodica Bcl-2-intrinzic¢ki put apoptoze

Osim vaznosti izvrSitelja apoptoze, velika vaznost imaju i regulatori. Bcl-2 je sredi$nji
regulator programirane stani¢ne smrti kod sisavaca, identificiran je kao onkogen koji
sudjeluje u razvoju limfoma B-stanica. Gen Bcl-2 srodan je genu Ced-9 kod vrste C. elegans.
Sisavci nose uputu za sintezu cijele porodice Bcl-2 proteina koja je podijeljena u tri osnovne
skupine medu kojima razlikujemo proteine koji inhibiraju apoptozu (antiapoptoticki), ali i
one koji je poti¢u (proapoptoticki) (Slika 3). Clanove ovih skupina karakterizira jedna ili vise
malih BH domena (BH; engl. Bcl-2 homology domains), pa tako unutar proapoptoticke
skupine postoje viSedomenska skupina s tri BH domene (BH1, BH2, BH3), kao i takozvana

samo-BH3 proteinska skupina (engl. BH3-only proteins) koja sadrzi samo jednu BH domenu.

Glavna karakteristika proteina iz porodice Bcl-2 je inhibicija apoptoze, zbog ¢ega se
takoder smatraju i onkogenima. Nekontrolirani rast stanica podjednako doprinosi nastanku
raka kao i neuspjela ili nepotpuna stani¢na smrt. Medusobna regulacija navedenih skupina
odreduje daljnju sudbinu stanice - zivot ili smrt. Tako su visedomenski proapoptoticki
¢lanovi porodice efektori koji induciraju apoptozu, no inhibirani su u interakciji s
antiapoptotickim ¢lanovima porodice. Odrzavanje ravnoteze izmedu njih od iznimne je

vaznost (Cooper 1 Hausman, 2009).
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Slika 3. Sekvenca i funkcionalna Klasifikacija BCL-2 proteina (izvor: Wicky i sur., 2019)

Navedene skupine proteina reguliraju aktivaciju intrinzickog puta apoptoze, koji je
uzrokovan genetickim pogreSskama, hipoksijom, nedostatkom citosolnog kalcijeva kationa,
proizvodnjom slobodnih radikala koji dovode do oksidativnog stresa (Karp, 2013). Velikoj
skupini navedenih proteina koji djeluju u mitohondrijima pripadaju i proteini Bax i Bak. Kao
proapoptoti¢ki, oni omogucuju aktivaciju apoptoze, dok su inhibirani u interakciji s
antiapoptotickim proteinima kao $to je i Bcl-2. Samo-BH3 proteini potaknut ¢e stani¢nu smrt
ako su stimulirani signalima kao §to je oSte¢enje DNA molekule, medutim uz stimulaciju

faktorima rasta, mogu sudbinu stanice preusmyjeriti na prezivljavanje.

Najces¢i okidac intrinzickog puta stani¢ne smrti je oSteCenje DNA molekule kojim se
uklanjaju mutacije s potencijalno karcinogenim svojstvima. Pokreta¢ moze biti i nedostatak
faktora rasta, signala koji omogucuju opstanak razli¢itim tipovima stanica. Utjecaja ovih
signala na razvoj stanica o¢ituje se primjerice u zivéanom sustavu sisavaca ¢iji neuroni pod
utjecajem faktora rasta prezivljavaju, dok ostali umiru uslijed nedostatka istog (Cooper i
Hausman, 2009).

2.4.1 Mehanizam djelovanja intrinzi¢kog puta

Programiranu stani¢nu smrt u sisavaca nadgleda mitohondrij kao srediSnje mjesto regulacije
apoptoze u stanici. Citokromi C koji su smjesteni u medumembranskom prostoru mitohondrija

dobit ¢e slobodan put za izlaz putem pora na membrani ili interakcije s okolnim membranskim
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proteinima u trenutku kada na povrSini mitohondrijske membrane proteini Bax i Bak budu
aktivirani u obliku oligomera nekim signalom smrti. Tvorba oligomera dovodi do otpustanja
citokroma C iz mitohondrija. Citokrom C vezZe se za Apaf-1 (Apoptotski proteaza-aktivirajuéi
faktor 1) (Slika 4).

Stress stimuli

& }
o2 — NNe

o
% Cytochrome ¢ Mitochondria

dATP/ATP
dADP/ADP

Apaf-

Procaspase-3

00

00

Active caspase-3

Apoptosome

Key @ Cytochrome ¢ OrPP ATP “ WD40
OPP ADP = NOD @» CARD
CCR Molecular Pathways AR

Slika 4. Formiranje apoptosoma (izvor: web 3)

Apafl aktivira se vezanjem za ATP. Kada se citokrom C veZe za aktivirani Apafl, nastane
kompleksna kruzna molekula, apoptosom. Apoptosom Ce vezati i cijepati prokaspazu-9, pri
¢emu ona postaje aktivirana kaspaza-9. Ona svojom proteolitickom aktivnoscu cijepa ostale
prokaspaze ¢ime ih aktivira kaskadom reakcija (Xiong i sur., 2014). Za vrijeme stani¢nog
prezivljavanja ovaj kompleks nece nastati jer tada potrebni citokromi C nisu prisutni u citosolu

zajedno s kaspazom-9 i Apaf-1 proteinom zbog ¢ega oni tada ostaju inaktivirani (Slika 5).
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Apoptoza ne mora nastati samo kao posljedica stani¢nog stresa i signala koji ju poti¢u
intrizickim putem, ve¢ moze biti aktivirana i ekstrinzickim putem preko specifi¢nih polipeptida
koji djeluju na stani¢ne receptore kojima se dalje prenose signali smrti u stanicu (Slika 6)

(Cooper i Hausman, 2009).

Pro-survival Bcl-2
members

caspases
3&7

DEATH

Slika 5. Shematski prikaz puta apoptoze u mitohondriju (izvor: web 4)

2.5 Faktor tumorske nekroze - ekstrinzic¢ki put apoptoze

Trimerni protein, faktor tumorske nekroze (engl. Tumor necrosis factor — TNF), nastaje kao
produkt stanica imunoloSkog sustava kao odgovor na nepovoljne uvjete u stanici poput
poviSene temperature, izlaganja stanice radijaciji, toksi¢nim agensima ili uslijed virusne
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infekcije. Mehanizam djelovanja ovog faktora ne razlikuje se od ostalih, a sastoji se od vezanja
na specifini receptor na povrSini membrane preko kojeg prenosi uputu za stani¢nu smrt ili
prezivljavanje. Jedan od receptora je i transmembranski protein TNFR-1 koji pripada obitelji
takozvanih ,,death” proteina jer na polipeptidnom lancu sadrzi segment od sedamdesetak
aminokiselina koji omogucuje interakciju proteina i usmjerava stanicu prema apoptozi.
Kaskadnim aktivacijama proteina proteoliticki se cijepaju i aktiviraju dvije prokaspaze-8 (Karp,
2013). One dalje kidaju i aktiviraju ostale kaspaze te na taj nacin iniciraju apoptozu (Cooper i
Hausman, 2009).

Interakcija TNF s ¢lanovima porodice TNF receptora ¢esto u unutrasnjost stanice prenosi
dva suprotna signala od kojih jedan omogucava prezivljavanje stanice, dok je drugi vodi prema
smrti. Vecina stanica koje sadrze TNF receptor ne¢e podle¢i apoptozi, iako su prethodno
tretirane TNF-om. To znaci da se tumorske stanice ipak ne mogu lije¢iti uz pomo¢ TNF-a.
Stanica se opire apoptozi pomocu velikog broja transkripcijskih faktora koji aktiviraju
ekspresiju gena kodirajucih za niz proteina stani¢nog preZivljavanja. Stoga se stani¢na sudbina
temelji na odrzavanju ravnoteze izmedu signala koji ju odrzavaju na zivotu, i onih koji ju

usmjeravaju prema apoptozi i nekrozi (Karp, 2013).

[ Intrinsic pathway ] [ Extrinsic p:\thwayJ

@ Ligand (e.g. TRAIL)
7 Death receptor (e.g. DRS)
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Slika 6. Shematski prikaz intrinzi¢kog i ekstrinzickog puta apoptoze (izvor: web 5)
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2.6 Maticne stanice i odrZavanje odraslih tkiva

Za odrzavanje ravnoteze izmedu stani¢ne smrti i obnove, potreban je poseban tip stanica
koji ima sposobnost brze proliferacije u svrhu odrzavanja pravilne funkcije i stalnog broja

stanica vecine tkiva i organa.

Mnogostani¢ni organizmi vec¢inom sadrze diferencirane stanice koje gube sposobnost
daljnje proliferacije. Gubitak diferenciranih stanica tkiva nadomjesta se samoobnavljaju¢im
mati¢nim stanicama koje su manje diferencirane. Diobom mati¢nih stanica nastaju stanice-
kéeri od kojih je jedna uvijek mati¢na stanica, dok se ostale diferenciraju. Ovaj proces
karakterizira stanice kao $to su, primjerice: spermiji, krvne stanice, epitel koze, epitel koji
oblaze probavne organe. Navedene stanice imaju kratki zivotni vijek i konstantno se moraju

nadomjestati proliferacijom.

Tkiva, odnosno stanice, koje se regeneriraju aktivnosséu samoobnavljaju¢ih mati¢nih stanica

Su:

e Hematopoetski sustav: Sadrzi nekoliko vrsta krvnih stanica, od kojih svaka ima
razli¢itu funkciju, sto ukazuje na visoki stupanj diferencijacije jedne mati¢ne stanice
koja potjece iz koStane srzi. Kratkozivuce krvne stanice moraju se kontinuirano
iznova stvarati jer ih ¢ovjek dnevno izgubi vise od 100 milijardi. Posredstvom faktora
rasta 1 brojnim diobama, omoguceno je specifi¢no diferenciranje prema odredenom

tipu krvnih stanica sto oznacava kraj proliferacije.

e Epitel crijeva: Dno crijevnih kripti glavno je mjesto diobe mati¢nih stanica kojima
se iznova stvaraju stanice crijevnog epitela koje zbog nepovoljnih uvjeta zive jako
kratko i svakodnevno su podlozne programiranoj stani¢noj smrti. Uloga stanica
epitela crijeva je probava i apsorpcija hrane. Postoje tri osnovna tipa stanica:
apsorpcijske, enteroendokrine i peharske koje nastaju preko prijelazno-umnazajucih

stanica.

e Koza i kosa: Epidermalne mati¢ne stanice diobom stvaraju prijelazno-umnazajuce
stanice koje diferencijacijom dolaze na povrSinu koze gdje nadomjesStaju odbacene
stanice. Tri su tipa koznih stanic¢nih linija: epiderma, folikul kose 1 Zlijezde lojnice,

od kojih se svaka obnavlja putem vlastite mati¢ne stanice.
12
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Podrucje folikula kose sadrzava mati¢ne stanice odgovorne za nastanak kose, to
mjesto naziva se nabreknuce. Putem prijelazno-umnazajucéih stanica nastat ¢e vlas

kose. U bazi Zlijezda lojnica takoder Su smjestene mati¢ne stanice.

Postoje i one stanice koje ulaze u Go-fazu stani¢nog ciklusa pri ¢emu zadrzavaju moé
proliferacije, koja se aktivira po potrebi. Na taj na¢in su u mogucnosti regenerirati oSteCena

tkiva.

e Fibroblasti: Nalaze se u vezivhom tkivu i lu¢e kolagen. Njihova funkcija je popravak
oStec¢enja tkiva koja su izloZena ranjavanju uz pomo¢ faktora rasta trombocita (engl.
platelet-derived-growth factor, PDGF) koji je potaknut stvaranjem krvnog ugruska
na mjestu ozljede. Kaskadom reakcija koja ukljucuje proteinsku tirozin-kinazu,

izlucit ¢e se kolagen i popraviti ostecenja u tkivu.

e Endotel krvnih Zila: Faktor rasta vaskularnog endotela (engl. vascular endothelial
growth factor, VEGF) potice proliferaciju endotelnih stanica te tvorbu novih krvnih
zila. Njega proizvode stanice tkiva u kojem ¢e izrasti nove krvne kapilare. Jedan od
aktivatora ovog faktora je stani¢na hipoksija Na isti na¢in proliferiraju stanice glatkog

miSica arterija i dijelova probavnog i di$nog sustava.

e Skeletni mi§i¢: Grada skeletnih miSic¢a obuhvaca snop misi¢nih vlakana s velikim
brojem jezgara. OSteCenje miSi¢a nastalo primjerice vjezbom obnavlja se putem
satelitnih mati¢nih stanica. Te stanice nalaze se ispod bazalne lamine vlakna i
zaustavljene su u Go-fazi stani¢nog ciklusa. Sposobne su brzo proliferirati nakon $to

su aktivirane, pri ¢emu regeneriraju misi¢na vlakna.

e Epitel unutra$njih organa: Jetra Stakora se moze u potpunosti obnoviti U svega
nekoliko dana zahvaljujuc¢i iznimno brzoj proliferaciji jetrenih stanica koje se
aktiviraju o$te¢enjem ili kirurSkim uklanjanjem dijela jetre (Cooper i Hausman,
2009).

13
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2.6.1 Diferencijacija mati¢nih stanica

Oplodena oocita koja €ini zigotu, zajedno s njenim potomcima nastalim u prvim dvjema
diobama, ¢ine prvu i najprimitivniju skupinu mati¢nih stanica. One se nazivaju totipotentnima
jer tvore embrij i trofoblaste posteljice. Nakon otprilike Cetiri dana, totipotentne stanice
specijaliziraju se u ,,Suplju loptu* poznatu kao blastocista, te u nakupinu stanica ICM (engl.
inner cell mass) iz koje ¢e proiza¢i embrij. Njihova sposobnost je diferencijacija u gotovo sve
vrste tkiva osim u embrij jer ne podrzavaju rast i razvoj posteljice i potpornog tkiva, te se stoga
smatraju pluripotentnima. Sljedeca skupina stanica koja ima sposobnost stvaranja ograni¢enog
broja diferenciranih stanica koje podrijetlom odgovaraju lokaciji u tkivu su multipotentne
stanice. Osim navedenih, poznate su jos$ i unipotentne maticne stanice koje generiraju jednu

specifi¢nu vrstu stanica (Slika 7) (Alison i sur., 2002)..

I Totipotent embryonic stem cell I

Pluripotent embryonic stem cells ] Humansmbryonic siem cel

Induced pluripotent stem cells

Endoderm line Mesoderm line Ectoderm line
A\‘
b \
Multipotent stem cells I

) 4 i F ) ’ Adult bone marrow, skin,
\ : : @@ @ ’ cord blood, deciduous teeth

\\1_/’ ‘ ) '\!__/ |
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muscle

Slika 7. Diferencijacija mati¢nih stanica (izvor: web 6
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2.6.2 Medicinska primjena odraslih mati¢nih stanica

Korist mati¢nih stanica u medicini je velika budu¢i da se njima potencijalno moze
nadomjestiti oSteCeno tkivo. Jedna od primjena odraslih mati¢nih stanica je transplatacija
kostane srzi u svrhu suzbijanja ubrzanog $irenja tumorskih stanica. Kemoterapija, kao metoda
lijeCenja karcinoma, za svrhu ima onemogucavanje replikacije ili inhibiciju DNA stanica
tumora koje se brzo dijele. Medutim, kemoterapija nepovoljno djeluje i na okolne stanice koje
trebaju stalnu obnovu putem mati¢nih stanica. Medu tkivima koja se na ovaj nacin unistavaju
najvise stradaju su koza, kosa i crijevni epitel te hematopoetski sustav. Transplatacijom

mati¢nih stanica koStane srzi omogucava se obnova ovoga sustava .

Dva su izvora mati¢nih stanica koje se koriste u lije¢enju karcinoma. jedna mogucénost je
pohrana mati¢nih stanica pacijenta prije primjene kemoterapije. One se vracaju u pacijenta
nakon zavrsetka kemoterapije, pri ¢emu je vazno da su takve mati¢ne stanice zdrave. Blisko

srodni donor takoder moze donirati vlastite mati¢ne stanice u svrhu lije¢enja (Slika 8).

Navedeni postupak se koristi za lijeenje raka i za druge hematopoetske bolesti poput
aplastine anemije, imunodeficijencije ili poremecaja hemoglobina. Osim mati¢nih stanica
kostane srzi, epitelne stanice takoder imaju klini¢ku primjenu, $to se koristi kod pacijenata
kojima je potrebna transplatacija koznog tkiva zbog opeklina ili rana. Postupak se sastoji od
uzgoja epidermalnih stanica u kulturi iz kojih se stvara epitelni sloj. Tkivo se potom moze
transplatirati, pri ¢emu se zbog upotrebe pacijentove koze, eliminira potencijalno odbacivanje
presatka. Komplikacije u primjeni odraslih mati¢nih stanica nastaju najées¢e zbog poteskoca

prilikom izolacije mati¢nih stanica i njihova uzgoja u kulturi (Cooper i Hausman, 2009).

15



Lana Radevenji¢-Stani¢na smrt i obnova putem maticnih stanica

Bone Marrow Aspiration and Biopsy

Bone marrow

.slkin R Hip bone

R

Seiakociagrat o
) "lo.':

]
’-".. @

1IN "’;«'-

A

IS 5

AN 7 -~ s 8 ‘
b S ?‘.

Slika 8. Aspiracija koStane srzi i biopsija (izvor: web 7)

2.6.3 Embrionalne mati¢ne stanice

Mati¢ne stanice ranoga embrija za razliku od odraslih mati¢nih stanica, vrlo se lako izoliraju
i uzgajaju. Buduc¢i da imaju moguénost brze proliferacije i zadrzanu sposobnosti diferencijacije
u sve tipove stanica, nazivaju se pluripotentnima.

Embrionalne mati¢ne stanice misa moguce je dobiti iz unutra$nje mase stanica embrija i
uzgajati ih u kulturi. Potrebno je odrzavati ih nediferenciranima, $to omogucuje upotreba
specificnog faktora rasta LIF (engl. leukemia inhibitory factor). Uklanjanjem LIF-a, dolazi do
agregacije stanica u embrioidna tjeleSca te diferenciranja u razlicite tipove stanica kao §to su
adipociti, neuroni, krvne stanice, epitelne stanice itd. Faktori rasta koji se koriste u medijima za
uzgoj embrionalnih mati¢nih stanica odreduju sudbinu stanice. Ovo upuéuje na vaznost
proucavanja faktora rasta koji bi omogucili uzgoj neurona ili stanica kardiomiocita za lijeCenje

srca ili mozga oStec¢enih sréanim odnosno mozdanim udarom (Cooper i Hausman, 2009).
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2.6.4 Kloniranje prijenosom jezgre somatske stanice

Pedesetih godina prosloga stoljeca izvedeni su prvi pokusi kloniranja na zabama, kasnije se
provode i na sisavcima ukljucujuéi ovce, miSeve, goveda, zeCeve itd. Postupkom prijenosa
jezgre somatske stanice (epitel mlije¢ne Zlijezde), u neoplodenu jajnu stanicu kojoj je uklonjena
jezgra enukleacijom, nastala je ovca Dolly. Embrij je nakon uzgoja u kulturi prebacen u
zamjensku majku, pa je nastali potomak klon ovce koja je donirala jezgru (Slika 9). Kloniranje

I embrionalne mati¢ne stanice koriste se u svrhe terapijskog kloniranja.
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Slika 9. Postupak kloniranja- ovca Dolly (izvor: web 8)

Terapijsko kloniranje temelji se na prijenosu jezgre u jajasce kojem je odstranjena jezgra,
nakon Cega slijedi uzgoj embrija u kulturi. Rani embrij je izvor embrionalnih mati¢nih stanica
koje se dalje koriste i diferenciraju u potrebno tkivo za transplataciju. Prednost ovoga postupka
je izbjegavanje imunoloSkog odbacivanja presatka zbog geneticke identi¢nosti presadivanih

mati¢nih stanica s primateljem.

Samo 1-3% embrija dobivenih na gore opisani nac¢in moze dati Zivo potomstvo. Veéina

embrija u daljnjem postupku bude unistena. 1z navedenog razloga znanost je vise usmjerena
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metodama kao $to je uzgoj induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica (Cooper i Hausman,
2009).

2.6.5 Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice

Cetiri transkripcijska faktora (Oct3/4, Sox2, KIf4 i c-Myc) dovoljna su za reprogramiranje
tjelesnih stanica u pluripotentne mati¢ne stanice. Vektori za unoSenje transkripcijskih faktora u
stanicu su retrovirusi (Slika 10). Nastale inducirane pluripotentne mati¢ne stanice imaju
sposobnost diferencijacije u veliki broj tipova stanica kada se prebace u misji embrij. Ovo
otkrice provedeno na misjim fibroblastima potvrdeno je i na stanicama koze ljudi. | dalje
postoje problemi i izazovi ovog postupka za koje znanost trazi u¢inkovita rjeSenja. Primjerice,
neki transkripcijski faktori, kao §to je c-Myc, djeluju kao onkogeni. Nadalje, koristenje
retrovirusa za unos transkripcijskih faktora u stanicu moze uzrokovati mutacije koje vode

nastanku raka (Cooper i Hausman, 2009).

Transduce stem cell-associated genes ) Harvest and culture the cells
into the cells by viral vectors according to ES cell culture
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’ transfected cells
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@

Slika 10. Proces razvoja induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica (izvor: web 9)
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2.6.6 Nova otkric¢a u klinickoj primjeni mati¢nih stanica

Mati¢ne stanice Su potencijalni izvor ziv€anih i glija stanica koje se mogu nadomjestiti
oStecene stanice mozga i ledne mozdine. Takvu sposobnost imaju embrionalne mati¢ne stanice
I mati¢ne stanice fetalnog i odraslog centralnog ziv€anog sustava. Za terapiju primjenom
mati¢nih stanica nuzno je detaljno poznavanje patologije odredene bolesti. Ovisno o uzroku i
obliku ostecenja, lijeCenje ukljucuje i potrebne lijekove. Na opisani nacin postignuti su rezultati
u lijeGenju mozdanog udara, Huntingtonove bolesti, multiple skleroze, Alzheimerove bolesti
itd. (Lindvall i Kokaia, 2006).

Primjena mati¢nih stanica ostvaruje se postupkom direktne transplatacije ili transplatacijom
neposredno nakon prediferencijacije, odnosno genetske modifikacije stanica u kulturi (Slika
11). Svrha ovog postupka je usmjeravanje diferencijacije ka specificnim neuronima, glija
stanicama ili stanicama koje proizvode posebne neurozastitne molekule kojima se uspostavlja
mehanizam oporavka putem vlastitih mati¢nih stanica pacijenta. Te stanice migriraju i

popunjavaju ostecenje mozga ili ledne mozdine (Lindvall 1 Kokaia, 2006).

Embryonic Neural stem cells Other tissue stem cells
stem cells
J’ .3
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% genetic modification
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Slika 11. Primjena mati¢nih stanica za lijecenje neuroloskih poremecaja (izvor: Lindvall i Kokaia, 2006)
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2.6.7 Mozdani udar

Zacepljenjem mozdane arterije dolazi do nastanka mozdanog udara koji je popracen
zari$nom ishemijom, gubitkom Zziv¢anih i glija stanica, te motornim, osjetilnim i kognitivnim
oSte¢enjima. Transplatacija mati¢nih stanica predstavlja metodu lijeCenja. Izvori mati¢nih
stanica poput fetalnog mozga, stanica neuroepitela, kosStane srzi ili pupCane vrpce Koriste se u
lijeCenju 1 oporavku od mozdanog udara. Trofi¢ki faktori prehranjuju stanice ¢ime im
omogucuju prezivljavanje, te odrzavanje funkcije. Terapija mati¢nim stanicama ima za cilj

zamijeniti uni$tene neurone, nemijelinizirane aksone ali i popraviti Zivéane puteve.

Transplatacija ljudskih fetalnih ziv€anih mati¢nih stanica u mozak Stakora oSte¢en
mozdanim udarom To dovodi do migracije novih Ziv€anih stanica prema mjestu ozlijede.
Nadalje, istrazivanja pokazuju da transplatacija majmunskih embrionalnih mati¢nih stanica u
mozak miSa rezultira diferencijacijom u Ziv€ane i glija stanice, ¢ime se obnavljaju unisteni
zivéani putevi te veza s ciljnim neuronima. Posljedica je poboljsanje motori¢kih funkcija.
Moguénost poboljsanja ove metode je genetska modifikacija mati¢nih stanica, primjerice
ekspresijom anti-apoptotickih gena. Siva mozdana tvar odraslih glodavaca ima sposobnost
samoobnavljanja nakon osteé¢enja uzrokovanog mozdanim udarom pri ¢emu su vlastite matic¢ne
stanice izvor novih neurona koji migriraju na mjesto ozlijede. Stoga se brojna istrazivanja bave
istrazivanjem moze li i na koji nac¢in ljudski mozak povecati moguénost preZivljavanja vlastitih

kortikalnih neurona (Lindvall i Kokaia, 2006).

2.6.8 Huntingtonova bolest

Huntingtonova bolest je smrtonosan poremecaj koji je popracen drhtanjem, spontanim i
nekontroliranim pokretima tijela te progresivnom demencijom (Slika 12). Uzrok ovog stanja je
odumiranje eksitacijskih neurona sive tvari. U lijecenju ove bolesti takoder se moze primijeniti
terapija mati¢nim stanicama kojoj je glavni cilj vratiti ili saCuvati funkcije mozga zamjenom ili
zaStitom neurona sive tvari. IstraZivanja provedena na Stakorima pokazala su da presadivanje
fetalnih neurona sive tvari moze potpuno oporaviti mozak. Klinickim ispitivanjima dokazan je

I oporavak ljudskog mozga na isti nacin. lako nije vidljivo uspostavljanje mozdane cirkulacije,
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ljudske ziv€ane mati¢ne stanice implantirane u mozak Stakora pokazuju znacajno smanjenje

motornih oste¢enja uz pomo¢ trofickih faktora (Lindvall i Kokaia, 2006).

Normal brain Huntington's disease

Ventricle : Enlarged
< ventricles v )

Slika 12. Prikaz razlike izmedu zdravog mozga i mozga osobe oboljele od Huntingtonove bolesti

(izvor: web 10)

2.6.9 Buduénost- cjepiva protiv razvoja karcinoma

Pluripotentne mati¢ne stanice su u novije vrijeme znacajne za regenerativnu medicinsku
primjenu. Rijetka populacija stanica koje grade tumore, nazvane karcinomske mati¢ne stanice
(engl. Cancer stem cells, CSC), odgovorne su za rezistenciju na kemoterapiju, radioterapiju i
stvaranje metastaza, razvoj i recidiv karcinoma. U lijeCenju i prevenciji karcinoma, koristene
su brojne tehnike koje ciljaju na CSC. Tako se u novije vrijeme, primjenom pluripotentnih
mati¢nih stanica, razvijaju protutumorska cjepiva. Uzgojem karcinomskih mati¢nih stanica in

vitro, moguce je proizvesti velike koli¢ine CSC-specifi¢nih antigena.

Inaktivirane karcinomske mati¢ne stanice koriste se za proizvodnju cjepiva protiv karcinoma
pluca, kolona 1 jajnika kod Zivotinja. Dok se nalaze u imunosupresivhom okoliSu tumora,
stanice raka mogu potisnuti aktivaciju stanica imunoloSkog sustava. Cjepivo koje se temelji na
CSC-specifi¢nim antigenima moze nauciti stanice imunoloskog sustava da prepoznaju stanice
raka, te da ih uklone. Kao rezultat, imunoloski odgovor selektivno je usmjeren prema stanicama

tumora pacijenta, dok se istovremeno sprje¢ava imunoloski napad na zdrave stanice.
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Sli¢nosti izmedu pluripotentnih mati¢nih stanica i karcinomskih mati¢nih stanica ukljucuju
jednake razvojne putove na bioloskoj i molekularnoj razini, sli¢nu aktivaciju inicijalnih
signalnih puteva, ekspresiju transkripcijskih faktora, proteinski sastav i metabolizam. Studije i
saznanja o embrionalnom razvoju, te njegove sli¢nosti s razvojnim procesima karcinoma, Koji
pokazuju da procesi ukljuceni u rani razvoj embrija sudjeluju i u formiranju karcinoma, pomazu
znanstvenicima u istrazivanju novih metoda i terapija. Metode lije¢enja karcinoma ¢e se i dalje
poboljsavati primjenom novih saznanja temeljenih na istrazivanju specificnih tumorskih
markera, utjecaja embrionalnog mikrookolisa, svojstava mati¢nosti, puteva pluripotentnosti i

razvojem cjepiva (Barati i sur., 2021).
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3 Sazetak

Smrt stanice uobicajen je fizioloski proces kojim organizmi gube ostarjele, oStecene i1
nepotrebne stanice. Kao temelj funkcioniranja viSestani¢nih organizama, uspostava ravnoteze
izmedu konstantnog uniStavanja stanica putem programirane stani¢ne smrti ili sluajnom
ozljedom i ponovne obnove, klju¢na je u prezivljavanju organizma. Postizanje navedene
ravnoteze kompleksan je proces koji zahtjeva brojne kemijske i biolo§ke ¢imbenike, te posebne
uvjete mikrookoliSa. Mnogostani¢ni organizmi posjeduju mati¢ne stanice kojima nadomjestaju
stanice izgubljene apoptozom. Mati¢ne stanice omogucavaju regeneraciju tkiva i organa, te su
osim u suvremenoj stani¢noj i molekularnoj biologiji, vazne u klinickoj medicini. Ve¢ sada se
koriste se u lije¢enju karcinoma, autoimunih i drugih bolesti koje do sada nisu imale uspjesnu
alternativnu metodu lije¢enja. Dosadasnja otkri¢a i primjena mati¢nih stanica u transplatacijske
I regenerativne svrhe upucuje na ¢injenicu da ¢e mati¢ne stanice i u buduénosti otvarati nove

mogucénosti lijecenja i biti jedinstvene u medicini.
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