Primjena pluripotentnih matic¢nih stanica u terapiji

Garmaz, Lucija

Undergraduate thesis / Zavrsni rad

2023

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:605169

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-09-11

AY)
% £,
S S
© % . e
& Z Repository / Repozitorij:
27% E_;' Repository of the Faculty of Science - University of
2 & Zagreb
% &
< N
Op. o

\‘
Yo _ e

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:605169
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:12044
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:12044
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:12044

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematic¢ki fakultet
Bioloski odsjek

Lucija Garmaz
Primjena pluripotentnih mati¢nih stanica u

terapiji

Zavrsni rad

Zagreb, 2023.



University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology

Lucija Garmaz

Application of pluripotent stem cells in

therapy

Bachelor thesis

Zagreb, 2023.



Ovaj zavr$ni rad je izraden u sklopu studijskog programa preddiplomski studij Molekularne
biologije na Zavodu za molekularnu biologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matemati¢kog

fakulteta u Zagrebu, pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Petre Korac.



TEMELIJNA DOKUMENTACHSKA KARTICA

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek Zavrsni rad

Primjena pluripotentnih matic¢nih stanica u terapiji

Lucija Garmaz

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Pluripotentne mati¢ne stanice Sposobne su diferencirati se u sve tipove tkiva nekog organizma.
Dijele se na embrijske (hESC, od eng. human embryonic stem cells) i inducirane pluripotentne
mati¢ne stanice (iPSC, od eng. induced pluripotent stem cells). hESC se dobivaju iz blastociste
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mehanizmi bolesti, Sto je prvi korak na putu do konacnog cilja — oblikovanja terapije.
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1. Uvod

U danasnje vrijeme mati¢ne stanice pojam su koji nije ograni¢en samo na znanstvenu nisu, vec se
s njime susre¢emo svaki dan. Mati¢ne stanice su nediferencirane, ali imaju sposobnost
diferenciranja u sve vrste stanica koje grade neki organizam. Postoje u embrijima, ali i u brojnim
tkivima svih odraslih jedinki, pa tako i ljudi — u kostanoj srzi, mozgu, jetri, kozi i cirkulaciji (Wobus
& Boheler, 2005). Ovisno o tkivu u kojem se nalaze stanice su razli¢itih stupnjeva potentnosti,
odnosno sposobnosti diferencijacije — od totipotentnih pa do unipotentnih. Pluripotentne mati¢ne
stanice sposobne su tvoriti sva tkiva nekog organizma. Embrijske pluripotentne mati¢ne stanice
zapravo mozemo prona¢i samo u masi stanica koje tvore embrij u ranoj fazi. Inducirane
pluripotentne mati¢ne stanice primarno su bile somatske stanice koje se specificnim metodama
reprogramiranja stanica dediferencira tako da na kraju tretmana imaju sve odlike i obiljezja
pluripotentnih mati¢nih stanica. Nakon reprogramiranja moguce je dobivene stanice diferencirati
ponovno tako da tvore sva tkiva nekog organizma (Slika 1). UspjeSno reprogramiranje stanica
donijelo je veliki pomak u istrazivanju maticnih stanica jer je teSko dostupne embrijske maticne
stanice bilo moguc¢e zamijeniti induciranim pluripotentnim mati¢nim stanicama koje imaju gotovo
identi¢ne karakteristike, a rezultati istrazivanja ne pokazuju funkcionalne razlike ovih stanica
prilikom istrazivanja njihovih primjena. Tako se sve ostvarivijom ¢ini budu¢nost u kojoj ¢e se
matiCne stanice primjenjivati za lijeCenje raznih bolesti — od kardiovaskularnih pa do
degenerativnih bolesti i1 zatajenja organa. U ovom radu sazet ¢e se dosadaSnja saznanja o
embrijskim mati¢nim stanicama te induciranim pluripotentim stanicama i njihovoj primjeni u

medicinske svrhe.
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Slika 1. Prikaz reprogramiranja somatskih stanica kako bi se razvile pluripotentne mati¢ne stanice koje imaju
sposobnost razvitka u brojna tkiva (preuzeto i prilagodeno iz Aboul-Soud et al., 2021).

2. Podjela mati¢nih stanica

Totipotentnost, koju definiramo kao sposobnost stanice da se iz nje diferencira Citavi embrij i
izvanembrijske strukture, javlja se od stadija zigote pa sve do osmostani¢ne morule, a takve
maticne stanice nazivamo totipotentne. Totipotentne mati¢ne stanice imaju najvecu sposobnost

diferencijacije medu svim mati¢nim stanicama (Zakrzewski et al., 2019).

Totipotentna morula se dalje razvija do blastociste. Blastocista se sastoji od dvije vrste stanica:
vanjske tvore trofoblast, dok unutarnje tvore ,,unutarnju masu stanica“ (ICM, od eng. inner cell
mass) koju nazivamo embrioblast, dok pojedine stanice embrioblasta nazivamo embrijske mati¢ne
stanice (Zakrzewski et al., 2019). Stanice blastociste vise nemaju obiljezje totipotentnosti, ve¢ su
pluripotentne — iz njih se razvijaju sve stanice koje grade embrij, no ne i one koje tvore

izvanembrijske strukture (Wobus & Boheler, 2005). Iz embrioblasta se razvijaju izvanembrijski
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endoderm i epiblast iz kojeg se razvija embrij. Od trofoblasta se razvijaju izvanembrijske strukture
koje su nuzne za prezivljavanje embrija, kao Sto je posteljica koja je nuzna za dotok hranjivih tvari
i kisika. Iz unutra$njih stanica blastociste predimplantacijskog embrija dobivaju se embrijske

matic¢ne stanice (Zakrzewski et al., 2019).

Pluripotentne stanice dalje se razvijaju u multipotentne, oligopotentne i unipotentne, koje sa
svakim stupnjem razvoja imaju sve manju sposobnost diferencijacije u razli¢ite tipove stanica.
Multipotentne mati¢ne stanice mogu se diferencirati u stanice koje pripadaju odredenoj stani¢noj
liniji za koju je specijalizirana ta multipotentna stanica. Primjer ovih mati¢nih stanica su
hematopoetske mati¢ne stanice koje se mogu diferencirati u nekoliko tipova krvnih stanica.
Oligopotentne stanice imaju jo$ uzu sposobnost diferencijacije od multipotentnih, a za primjer
mozemo uzeti mijeloidne maticne stanice koje se mogu razviti do razlicitih tipova leukocita, ali ne
1 do eritrocita. Unipotentne matic¢ne stanice uvijek se diferenciraju u jedan tip stanica, kao $to su

primjerice dermatociti (Zakrzewski et al., 2019).

Tijekom embriogeneze, formiraju se tri zametna listica (ovaj se proces naziva gastrulacija) —
endoderm, mezoderm 1 ektoderm. Iz tih zametnih listi¢a razvijaju se svi organi odraslog
organizma. Mati¢ne stanice zametnih listia su multipotentne jer ne mogu tvoriti stanice niti jednog
drugog zametnog listi¢a (Biehl & Russell, 2009). Nakon implantacije i gastrulacije, formiraju se i
stanice zametnog listi¢a (primordijalne) od kojih se u konacnici formiraju gamete (Thomson &
Odorico, 2000). Cijeli proces razvoja specijaliziranog tkiva, od totipotentne maticne stanice, pa

sve do organa, prikazan je na Slici 2.
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Slika 2. Hijerarhija mati¢nih stanica: stanice razvojne faze od zigote do morule su totipotentne, stanice unutrasnje
stani¢ne mase blastociste su pluripotetne (izgraduju sve zametne listice - endoderm, mezoderm i ektoderm, kao i
primordijalne zametne listic¢e koji su nuzni za formiranje muskih i zenskih gameta), multipotentne i progenitorske
maticne stanice karakteristicne su za odrasla tkiva te nadoknaduju ostecene stanice u tkivima i organima. ICM —

unutarnja masa stanica, ESC — embrijske mati¢ne stanice (preuzeto i prilagodeno iz Wobus & Boheler, 2005).

Maticne se stanice diferenciraju inducirane ili ekstrinzi¢nim faktorima — poloZajem u organizmu,
kontaktom s okolnim stanicama 1 kemijskim tvarima koje se nalaze u tom okolisu - ili intrinzi¢nim
faktorima — onima definiranim genetskim kodom (Zakrzewski et al., 2019). U odraslih
organizama, maticne stanice dijele se po potrebi ovisno o tkivu u kojem se nalaze — primjerice,
maticne stanice koStane srzi dijele se konstantno, dok se mati¢ne stanice gusterace dijele samo

uslijed rijetkih fizioloSkih stanja (Zakrzewski et al., 2019).



Gotovo sve mati¢ne stanice, bez obzira na stupanj diferenciranosti, danas su predmet istrazivanja

kako bi se razvila njihova medicinska primjena.

3. Ljudske embrijske maticne stanice

Ljudske embrijske maticne stanice prve su okarakterizirali James Thomson 1 njegova istrazivacka
skupina u svom radu 1998. (Thomson et al., 1998). Embriji koje su koristili ovi znanstvenici poti¢u
1z neuspjeSnih trudnoca. Proveli su istraZivanja tako Sto su prvo kiruSki odstranili trofoblast, a
zatim su unutrasnju masu stanica nasadivali na hranjivu podlogu koja sadrzi miSje embrijske
fibroblaste (Pera et al., 2000). Na ovaj su nac¢in dobili brojne embrijske mati¢ne stanice koje su
rasadivali dalje kako su se one umnozavale. Sve od tada istrazuju se metode primjene hESC u
lije€enju raznih medicinskih stanja, kao §to su ozljeda kraljeznice, dijabetes tipa 1, Parkinsonova

bolest i druge (Yamanaka, 2020).

hESC se dobivaju iz unutrasnje mase stanica blastociste predimplantacijskog embrija. Glavne
karakteristike ovih stanica su mogucnost samoobnavljanja, dugacak period nediferenciranog
razvoja te mogucénost formiranja sva tri zametna listica. Uzgojem u kulturi, formiraju relativno
plosnate, kompaktne kolonije (Slika 3.) ¢ije stanice imaju veliki omjer jezgre naspram citoplazme
(Thomson & Odorico, 2000), a period udvostrucenja kolonije iznosi otprilike 30 do 35 sati (Wobus
& Boheler, 2005). Za prezivljavanje kolonije potrebno je da se u hranidbenoj podlozi nalaze faktori
rasta koji poti¢u od drugih Zivuéih stanica koje imaju slicne povrSinske antigene, transkripcijske
faktore 1 enzimsku aktivnost (primarno je rije¢ o visokom stupnju aktivnosti alkalne fosfataze)
(Biehl & Russell, 2009). Zato se obicno ove kolonije uzgajaju na hranidbenoj podlozi s misjim
embrijskim fibroblastima. Kako bi se sprije€ila diferencijacija, stani¢noj kulturi su potrebni
signalni proteini Noggin i Wnt (Biehl & Russell, 2009). hESC mogu dugo opstati u kulturi bez da
dode do poremecaja u kariotipu te imaju sposobnost nediferencirane proliferacije cak dulje od
godinu dana, a smatra se da je za to zasluzna pojacana ekspresija telomeraza u ovim stanicama

(Thomson & Odorico, 2000).



Slika 3. Kultura ljudskih embrijskih mati¢nih stanica na podlozi s mi§jim fibroblastima (preuzeto iz Thomson &

Odorico, 2000).

Jedna od prvih, 1 dalje nerijeSenih, poteSkoca razvoja terapije stanicama hESC bila je spoznaja
kako injektiranjem hESC u imunokompromitirane miSeve dolazi do formiranja teratoma —
benignih tumora koji se o¢ituju kao neorganizirane mase sva tri zametna listic¢a (Pera et al., 2000).
U njima se ¢esto mogu identificirati pojedine tvorbe kao Sto su glatki misi¢, kost, dlake, neuralni
epitel, gangliji 1 sliéno (Thomson & Odorico, 2000). HistoloSke preparate tkiva koji pokazuju
takva obiljezja prikazuje Slika 4. Ovakve reakcije organizma primatelja jos§ su uvijek problem kod
primjene hESC u lijecenju jer je rizik nastanka teratoma prevelik da bi se provodila istrazivanja na

pacijentima.



Slika 4. Teratomi hESC nakon uno$enja u imunokompromitirane miseve diferenciraju u sva tri zametna listica: (a)

crijevo, (b) fetusne glomerularne cjevcice, (c) kost, (d) neuralni ektoderm (preuzeto iz Thomson & Odorico, 2000).

4. Primjena ljudskih embrijskih mati¢nih stanica u terapiji

Od prvih istrazivanja hESC pa do danas, ove stanice su in vitro razvijene do brojnih stani¢nih linija
— kardiomiocita (Kehat et al., 2003), osteocita (Sottile et al., 2003), ziv€anih stanica (Cohen et al.,
2007; Chambers et al., 2009; Kim et al., 2010; Stacpoole et al., 2011), hepatocita (Sasaki et al.,
2009). Ukupno se procjenjuje da postoji oko 20 vrsta stanica koje su se uspjele proizvesti iz hESC,
Sto je otvorilo put istrazivanju mehanizama 1 terapija za oko 40 vrsta bolesti (Kobold et al., 2023).
U posljednjem desetlje¢u najviSe se radilo na razvoju hESC do stanica pigmentnog epitela

mreznice 1 stanica prirodnih ubojica (NK, od eng. natural killer).



4.1. Degenerativne bolesti

Otkrice kako se hESC mogu diferencirati do gotovo svih tipova stanica, medu kojima su i
neuronske i glija stanice, predstavljala su obecavajuéi napredak u lijecenju nekih neuroloskih
poremecaja kao Sto je ozljeda ledne mozdine (Ronaghi et al., 2010). Jedna od posljedica ozljede
ledne mozdine je propadanje oligodendrocita koji zbog upalnog procesa tkiva prolaze kroz
stanicnu smrt. Ovaj nedostatak mijeliniziranog tkiva dovodi do slabih neuronskih funkcija.
RjeSenje je primjena hESC — moguce je diferencirati te stanice u oligodendrocite i onda ih unijeti
u pacijenta, prilikom ¢ega se vraca funkcionalnost oSte¢enom dijelu ledne mozdine (Nistor et al.,
2005). Ovakve su transplantacije provedene na laboratorijskim Zivotinjama. Najveci je rizik
ispravna diferencijacija hESC, koje zahtijevaju dugacak proces obrade kako bi se razvili u
definirane i proc¢is¢ene zeljene stani¢ne linije (Ronaghi et al., 2010). Neki od faktora koji su nuzni
za razvoj Ziv€anih prekursorskih stanica iz hESC su vitronektin, retinoi¢na kiselina te proteini
»Sonic Hedgehog* 1, Noggin“ (Gil et al., 2009). hESC se Cesto diferenciraju u neuroektodermne
stanice ili neuroepitelne maticne stanice koje zadrZavaju visoki potencijal za diferencijaciju 1
proliferaciju ¢ak i nakon dugo vremena provedenog u uvjetima in vitro (Elkabetz et al., 2008; Koch
et al., 2009). Danas se i dalje rade neka sli¢na istrazivanja primarno orijentirana na optimiziranje
protokola za diferencijaciju hESC i sprjeCavanje razvoja teratoma nakon transplantacije kako bi se

u buduc¢nosti ovaj tretman mogao poceti primjenjivati u klinickoj terapiji (Ronaghi et al., 2010).

Huntingtonova bolest je autosomna dominantna neurodegenerativna bolest do koje dolazi zbog
dugackih ponavljajucih sljedova CAG u genu HTT. U uznapredovalim fazama bolesti dolazi do
propadanja zivcanog tkiva kod oboljelih, a kako ne postoji uspjeSna terapija, istrazuje se primjena
matic¢nih stanica kao potencijalne metode lijeCenja. Medu recentnijim istrazivanjima ove bolesti,
vazno je istaknuti jednu od najvecih klini¢kih transplantacija hESC iz 2020. (Bachoud-Lévi et al.,
2020) u kojem se u pacijente intracerebralnim injekcijama unosilo fetusno ganglijsko tkivo. Iako
rezultati nisu bili uspjesni, uocen je potencijal ovakvog istrazivanja te je od 2021. u tijeku jos$ jedno
slicno istrazivanje (Drew et al., 2021). Cilj tog istraZivanja je definiranje ucinkovite doze
primarnih fetusnih stanica koje je potrebno unijeti u pacijenta kako bi bio uklonjen postoje¢i trajni

neuroloski deficit, a da pri tom ne bi doslo do intrakranijalnog krvarenja ili infekcije.



Dijabetes tipa 1 jedna je od najucestalijih bolesti endokrinog sustava, koju karakterizira
hiperglikemija zbog autoimunog razaranja B-stanica gusterac¢e zaduzenih za proizvodnju inzulina
(Rezania et al., 2014). Uz dosadasnje terapije kao $to su egzogeni unos inzulina ili transplantacija
B-stanica ili cijele gusterace, sve se viSe razvija i terapija induciranja nastanka B-stanica ili cijelih
Langerhansovih otoc¢i¢a iz maticnih stanica. Poznat je klinicki protokol za pripravljanje potrebnih
B-stanica in vitro od hESC, a tako pripravljene stanice reagiraju na podrazaj uzrokovan promjenom
koncentracije glukoze i pritom oslobadaju inzulin. Prednost kod ove terapije je Sto nije nuzno
integrirati transplantirane stanice direktno u oSteeno tkivo gusSteraCe, ve¢ tretman moZe biti

uspjesan 1 ukoliko je transplantacija ektopicna, $to znatno olakSava lijecenje (Merani et al., 2008).

Najnaprednijima se smatraju istraZzivanja usmjerena na lijeCenje degenerativnih bolesti mrezZnice,
preciznije proizvodnju stanica pigmentnog epitela mreznice ili fotoreceptora (Kobold et al., 2023).
Ne postoje efikasne terapije za lijeCenje bolesti mreznice koje su uznapredovale dovoljno da dode
do gubitka stanicja, Sto se Cesto dogada kod oboljelih od vlaznog oblika senilne makularne
degeneracije, retinitis pigmentose ili Stargardtove bolesti (Ahmed et al., 2021). Ve¢ prije dvadeset
godina provedene su prve indukcije stanica pigmentnog epitela mreznice iz hESC (Klimanskaya
et al., 2004), dovodeci do spoznaja kako je za njih neophodno u protokolu koristiti nikotinamid,
aktivin A, transformiraju¢i faktor rasta B, nodalni signalni inhibitor Lefty-A te neke inhibitore
signalnog puta Wnt (Ahmed et al., 2021). Na taj je nacin moguce producirati fotoreceptorske
stanice, Cunjice 1 Stapice, iz hESC, a sli¢nim protokolom to je moguce posti¢i 1 iz induciranih
pluripotentnih mati¢nih stanica, Sto rezultira popravkom vida kod oboljelih. Pokusna istrazivanja
potvrdila su da ovako proizvedene stanice dolaze u interakciju sa sinapsama u tkivu 1 okolnim
stanicama mreznice te odgovaraju na svjetlosne podrazaje (Lamba et al., 2006, 2009; Singh et al.,
2020). Ipak, ostaju brojni problemi i u ovim granama istraZivanja, prvenstveno povezani sa slabom
produkcijom fotoreceptorskih stanica iz hESC te visokim stupnjem kontaminacije stani¢nih
kultura (Ahmed et al, 2021). Danas je moguce degenerirano tkivo oka zamijeniti 1
transplantiranim tkivom nastalim od iPSC te se smatra da je upravo ova tehnika pokazala najvecu

uspjesnost 1 najmanji rizik od nuspojava kod lije€enja ovakvih stanja (Wong et al., 2011).



4.2. Kardiovaskularne bolesti

Kardiovaskularne bolesti vodeci su uzrok smrti i invaliditeta u svijetu, a zahvacaju srce i krvozilni
sustav. Src¢ano stanicje vrlo je osjetljivo na nedostatak kisika te slabe regenerativne moéi zbog cega
Cesto dolazi do nekroze stanica kardiomiocita. Zbog kompleksnosti operacija srca i ograni¢enih
ublazavanja simptoma srcanih stanja lijekovima, fokus istrazivanja postala je terapija maticnim
stanicama (Correia et al., 2023). Proizvodnja kardiomiocita iz embrijskih mati¢nih stanica
pokazala se mogucom, a terapija se iskusala primarno za stanja kao $to su zatajenje srca, zatajenje
lijevog ventrikula te ishemijska bolest srca (Chen et al., 2020). Iako se ovakva terapija pokazala
mogucom kod Stakora (Caspi et al., 2007), svinja (Kehat et al., 2004) te nekih primata (Chong et
al.,, 2014), iz etickih razloga se ne podupire daljnji rad s hESC, ve¢ se istrazuju mogucénosti
koriStenja iPSC za proizvodnju kardiomiocita. Osim eti¢kih razloga, koriStenje hESC u ovakve
svrhe nije idealno zbog visokog rizika od imunosne reakcije 1 razvoja teratoma te slabe vijabilnosti

stanica nakon transplantacije u oboljele.

4.3. HematoloSki poremeca;ji

Hematoloski se poremecaji najcesce tretiraju nadoknadivanjem deficijentnih zrelih eeritrocita koji
se razvijaju kroz kompleksan proces eritropoeze. Nedostatak ovog pristupa je to Sto zreli eritrociti
nemaju sposobnost proliferacije Sto znaci da se moraju stalno diferencirati iz eritroblasta ukoliko
ih manjka. Zbog kompleksnosti eritropoeze, u koju su ukljuceni brojni faktori rasta i hormoni, to
je zahtjevan proces. Zato se ¢es¢e podlijeze transfuziji krvi, no ona takoder ima svoje nedostatke,
primarno vezane za nekompatibilnost povezanu s razlikom u krvnim grupama i Rh-antigenima

davatelja i primatelja te povecanim rizikom infekcije.

Moguénost hematopoetske primjene hESC pojavila se uspjesSnim razvojem eritrocita iz hESC (Lu
et al., 2008) (Slika 5). Tako proizvedeni eritrociti imaju sposobnost prenosenja kisika jednaku kao
1 eritrociti proizvedeni u uvjetima in vivo. Vazno je i da takvi eritrociti reagiraju na promjenu u pH
1 koncentraciji 2,3-difosfoglicerata (Lu et al., 2008). Na morfoloSkoj razini uocljivo je da prilikom
formiranja eritrocita iz hESC dolazi do znac¢ajnog smanjenja stanica, kondenzacije kromatina te

izbacivanja jezgre. Analizom pomocu antitijela za B-globin uoceno je kako nakon 28 dana
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kultiviranja 16% stanica sadrzi B-globinske lance (Lu et al., 2008). Eritrocite dobivene od hESC
moguce je 1 genotipizirati, to¢nije pokazuju raznovrsnost s obzirom na Rh-faktor i ABO-krvne
grupe. Smatra se da bi ovakva proizvodnja eritrocita mogla pronacéi primjenu u lijecenju f-
talasemije, srpaste anemije i sli¢nih stanja, ali mogla bi biti korisna i na dnevnoj bazi prilikom

pomanjkanja krvi za transfuziju.

Dan 17 Dan 23 uzorak krvi
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Slika 5. Sazrijevanje zrelih eritrocita iz hESC in vitro. Znacajne promjene do kojih dolazi su povecanje razine
hemoglobina te smanjenje cjelokupnog volumena stanice. Stanice su bojane Wright-Giemsa bojom i benzidinom te
promatrane pod uveéanjem 200x (preuzeto i prilagodeno iz Lu et al., 2008).

4.4. Bolesti imunosnog sustava

Vazna 1 jako zastupljena su 1 istraZivanja povezana s imunosnim sustavom, pri ¢emu su iz hESC
proizvedene stanice slicne NK-stanicama, a ovakva su istrazivanja druga najzastupljenija kad je
rije¢ o terapiji koja koristi hESC (Kobold et al., 2023). Velika vaznost ovih istraZivanja lezi u
sposobnosti ovako proizvedenih stanica da ciljaju tumore u razli€itim razvojnim fazama, a djeluju
1 in vitro 1 in vivo (Zhu & Kaufman, 2019). Dokaz tome je nekoliko istraZivanja €iji rezultati su
pokazali kako NK-stanice dobivene iz hESC uspjesno uklanjaju tumorske stanice unesene u
imunokompromitiranog misa te ¢ak ublaZzavaju simptome infekcije HIV-om in vitro (Ni et al.,
2011, 2014; Woll et al., 2009). NK-stanice dobivene iz hESC, ali 1 iz iPSC, brzo tvore homogene
kulture koje imaju fenotip, transkriptom te funkcije gotovo identi¢ne prirodnim NK-stanicama

(Knorr et al., 2013). Nakon trotjednog razvoja kulture stanice se ispituju primarno na sposobnost
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razaranja tumorigenih stanica razli¢itim imunoloSkim testovima, a rezultati su pokazali kako je
moguce dobiti odrasle NK-stanice normalne citotoksi¢nosti (Zhu & Kaufman, 2019). Dodatna je
prednost NK-stanica proizvedenih in vitro §to se mogu geneticki modificirati tako da se na hESC
djeluje transpozonima ili virusima, pa nastaju uniformne NK-stani¢ne linije sa Zeljenim
svojstvima. hESC je relativno jednostavno manipulirati tehnikama genetickog inzenjerstva
CRISPR/Cas9 i TALEN, pa se moze napraviti delecija odredenih gena koje se Zeli izbaciti iz
genoma NK-stanica (Zhu & Kaufman, 2019).

Vazno je naglasiti kako se danas hESC zamjenjuju s iPSC iz primarno eti¢kih razloga, ali koriStenje
1IPSC ima 1 dodatne pozitivne karakteristike poput lakSe dostupnosti, a jednakog potencijala u

terapiji.

5. Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice

Veliki pomak u terapiji maticnim stanicama dogodio se 2006. godine, kada je objavljen prvirad o
reprogramiranju diferenciranih mis$jih stanica u embrijski stadij (Takahashi & Yamanaka, 2006).
Sljedece godine postignuto je reprogramiranje humanih somatskih stanica na isti nacin (Takahashi
et al., 2007). Takahashi i Yamanaka proucavali su pluripotentnost, vodeci se ¢injenicama kako se
somatske stanice mogu reprogramirati tako da se njihove jezgre prenesu u oocite (Wilmut et al.,
1997) ili fuzijom s embrijskim mati¢nim stanicama (Cowan et al., 2005; Tada et al., 2001). Tako
su dosli do hipoteze da neoplodena jajna stanica, kao i embrijske mati¢ne stanice, sadrze faktore
koji odrzavaju pluripotentnost te bi ti faktori isto mogli izazvati pluripotentnost ako ih se unese u
somatske stanice. U konacnici, ovi su znanstvenici uspjeli inducirati pluripotentnost kod
diferenciranih stanica misjih fibroblasta pomocu specifi¢nih faktora rasta. lako je u pocetnom
istrazivanju za induciranje pluripotentnosti koristeno 24 transkripcijska faktora, obradom podataka
pokazalo se kako su za indukciju pluripotentnosti nuzna samo Cetiri. Rijec¢ je o transkripcijskim
faktorima za koje je poznato da sudjeluju u odrZavanju pluripotetnosti ranih stadija embrija i
embrijskih mati¢nih stanica: Oct3/4 (Nichols et al., 1998; Niwa et al., 2000), Sox2 (Avilion et al.,
2003) te Nanog (I. Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003). Pokazano je i da su za postizanje

pluripotentnosti nuzni Oct3/4 1 Sox2, dok je vaznost Nanog transkripcijskog faktora zanemariva.
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Nesto kasnije, utvrdena su jo§ dva transkripcijska faktora velike vaznosti za odrzavanje
pluripotentnosti, a to su c-Myc i Klf4. Protein c-Myc ima Siroku funkciju, a neke od njih su
poticanje proliferacije i transformacije stanica (Adhikary & Eilers, 2005). Dodatna vaznost ovog
proteina je Sto potjeCe acetilaciju histona (Fernandez et al., 2003), $to omogucava bolje vezanje
Oct3/4 i Sox2 na vezna mjesta koja su za njih specificna. Klf4 djeluje na proliferaciju stanica
suprotno od c-Myc — inhibira stani¢ne diobe. Suprotno djelovanje ova dva faktora nuzno je za
razvoj 1PSC kako bi se brojnost stanica u kulturi odrzavala optimalnom. Osim ove uloge, Klif4
takoder inhibira p53 (Rowland et al., 2005), a smatra se da je posljedica toga povecavanje
koncentracije faktora koji potjecu proliferaciju. Potvrdeno je kako p53 utjeCe na smanjenje
koncentracije Nanog transkripcijskog faktora (Lin et al., 2005), pa se moze pretpostaviti da sli¢no
djeluje 1 na druge transkripcijske faktore slicnih funkcija. Pokazano je kako je moguca i
alternativna varijanta — transkripcijski faktori Nanog i1 Lin28 mogu zamijeniti c-Myc 1 Klf4

prilikom stani¢nog reprogramiranja somatskih stanica u pluripotentne stanice (Yu et al., 2007).

Danas se primarni ljudski kozni fibroblasti lako mogu proizvesti iz uzorka dobivenog biopsijom
koze (Park et al., 2008) (Slika 6). Postoje razni kokteli transkripcijskih faktora, koji osim
najvaznija Cetiri ¢esto ukljucuju i1 druge faktore koji pospjesuju cijeli proces, a koje se koristi za
reprogramiranje stanica kako bi nastale iPSC, i to metodom retrovirusne transdukcije
transkripcijskih faktora. Metodom RT-PCR mozZe se potvrditi prisutnost stanicnih markera koje
inace povezujemo s embrijskim stanicama u kolonijama nastalih iPSC (Takahashi & Yamanaka,
2006). Osim toga, ove kolonije karakterizira ista morfologija koja je prisutna i u embrijskim
stanicama: okruglasti oblik, velika jezgra i oskudna citoplazma, a odgovara i vrijeme duplikacije
stanica koje za hESC iznosi priblizno 17 sati, a za iPSC tek nesto viSe. Kako su transkripcijski
faktori nuzni za proces reprogramiranja potencijalno onkogeni zbog svog utjecaja na proliferaciju
stanica, klinicka je primjena ipak ogranicena te je puno viSe zastupljena proizvodnja iPSC in vitro,
Sto omogucava uspjeSno modeliranje razvoja bolesti te u kona¢nici pomaze identifikaciji uzroka

bolesti.
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Slika 6. Pregled pripreme ljudskih koznih fibroblasta i izolacije iPSC. Izoliran je uzorak koze biopsijom te je 6 mm

tkiva nasadeno na podlogu za razvoj koznih fibroblasta. Fibroblasti su potom tretirani s retroviralnim vektorima koji

su omogudili ekspresiju transkripcijskih faktora Oct4, Sox2, Myc i KIf4. Tretirane stanice inkubiraju se u mediju za
hESC dok ne postanu uocljive kolonije iPSC koje se dalje nasaduju (preuzeto i prilagodeno Park et al., 2008).

6. Primjena induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica u
terapiji

Proucavanjem Zivotinjskih modela doslo se do nekoliko znacajnih moguc¢ih primjena iPSC u
terapiji, kao $to su lijeCenje genetickih poremecaja (npr. srpasta anemija) i degenerativnih stanja
kao Sto su dijabetes ili Alzheimerova bolest. Takoder, uoc¢ena je moguc¢nost koristenja iPSC za
transplataciju organa bez potrebe za imunosupresijom (Hanna et al., 2007; Stadtfeld &

Hochedlinger, 2010).

6.1. Degenerativne bolesti

Neurodegenerativna i pshijatrijska stanja Cesto karakteriziraju strukturne i funkcionalne promjene
tkiva s kompleksnim genetickim promjenama. iPSC se primarno koriste za razumijevanje
mehanizma bolesti, $to je prvikorak do razvoja terapije. Primjerice, provedeno je istraZivanje koje

pokazuje kako se mogu proizvesti iPSC iz tkiva bliskih ¢lanova obitelji pacijenata oboljelih od
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shizofrenije, pri cemu donori imaju mutaciju pomaka okvira ¢itanja u genu koji kodira za protein
DISCI. Poznato je kako je mutacija u ovom proteinu razlog nepravilnoj regulaciji ekspresije nekih
gena vaznih za sinapsu. Promjena u ekspresiji tih gena predispozicija je za nastanak nepravilnosti
u sinapsama $to moze dovesti do shizofrenije. Uredivanjem genoma iPSC, dobiveni su izogeni
sojevi ¢ija je jedina razlika mutacija u genu DISCI. Rezultati su ukazali kako svi mutirani proteini
DISC1 wuzrokuju promjene u ekspresiji gena vaznih za rad sinapse te smanjenje brojnosti
sinaptickih vezikula u neuronima prednjeg mozga. Dakle, uvodenjem mutacije povezane sa
psihijatrijskim stanjem dolazi do sinaptickog deficita i transkripcijske deregulacije u neuronima,

Sto je jedan novi molekularni mehanizam koji omogucava supresiju bolesti (Wen et al., 2014).

Parkinsonova bolest progresivni je poremecaj centralnog zivéanog sustava do koje dolazi zbog
oStecenja ili gubitka nigrostrijatnih dopaminergickih neurona (Aboul-Soud et al., 2021). Kako
biokemijski mehanizam ove bolesti jo§ nije najjasnije razlu¢en, modeli s maticnim stanicama
koriste se primarno za bolje razumijevanje bolesti, a sekundarno 1 za lijecenje. Provedeno je
istrazivanje na temelju koriStenja lentivirusnih vektora koji su inducibilni doksiciklinom i
izrezivani rekombinazom Cre-Lox, kojim se potaknuo nastanak iPSC koje imaju funkciju
dopaminskih neurona te sadrze sve pluripotentne karakteristike (Soldner et al., 2009). Drugo
znacajno istrazivanje u ovom podrucju imalo je za cilj pospjesiti transplantaciju dopaminergi¢nih
neurona nastalih iz iPSC kod oboljelih glodavaca. Rezultati su pokazali da se jedna stani¢na linija
integrirala u mozdano tkivo 16 tjedana nakon transplantacije te obnovila motoricku funkciju koja
je prethodno narusena tretiranjem 6-hidroksidopaminom (6-OHDA) (Sundberg et al., 2013).
Vazno je 1 opazanje kako su neuralne stanice nastale iz iPSC prezivjele u organizmima pacijenata
dulje od jedne godine bez imunosupresijske reakcije, $to je jos jedan pokazatelj sigurnosti iPSC u

transplantaciji.

Terapija iPSC se sve viSe spominje 1 u kontekstu dijabetesa tipa 1 zbog vece efikasnosti 1 manjih
rizika od odbijanja tkiva i imunosupresije nego §to je to primjenom hESC. ViSe su puta uspjesno
inducirane B-stanice koje proizvode inzulin kao odgovor na podrazaj, primjerice KC1 (D’ Amour
et al., 2006). Ipak, ove stanice nisu idealne jer postoje problemi s izlu¢ivanjem glukagona i
somatostatina te njthovom koregulacijom. Smatraju se uspje$nijima indukcija nastanka
endodermalnih stanica gusterace 1 Langerhansovih otoc¢i¢a iz iPSC, a u ovakvim se slu¢ajevima

naknadno diferenciraju funkcionalne B-stanice. Za diferencijaciju ovih iPSC potrebni su faktori
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rasta koji su kljuc¢ni i u analognim procesima in vivo, a to su Nodal, Wnt, retinoi¢na kiselina,
Hedgehog faktori, epidermni i fibroblastni faktor rasta, Notch te kosStani morfogeni protein. Svi
oni imaju ulogu u aktivaciji ili inhibiciji u nekim koracima signalnog puta. Kao nastavak ovih

istrazivanja, pretpostavlja se da ¢e se pokusati diferencirati cijela gusteraca (Kondo et al., 2018).

6.2. Kardiovaskularne bolesti

Terapija iPSC proucava se za nekoliko sr€anih stanja, kao Sto su sindrom dugog QT-a (LQTS, od
eng. long QT syndrome), dilatativna kardiomiopatija (DCM, od eng. dilated cardiomyopathy),
hipertrofna kardiomiopatija (HCM, od eng. hypertrophic cardiomyopathy), aritmogena
kardiomiopatija desne klijetke (ARVC, od eng. arrhythmogenic right ventricular
cardiomyopathy), obiteljska pluéna arterijska hipertenzija (FPAH, od eng. familial pulmonary
arterial hypertension), Williams-Beurenov sindrom (WBS) te Marfanov sindrom (MFS) (Ye et al.,
2018).

LQTS je aritmijski poremecaj koji na elektrokardiogramu karakterizira produljeni QT interval i
abnormalan T-val. U ovo stanje ukljuceno je 17 gena, a najucestalija terapija je primjena [-
blokatora ili kirurSki zahvat. iPSC se u ovom kontekstu koriste za pospjesenje dijagnosticiranja i
razvoj alternativnog nacina terapije. Ideja je da se iz iPSC razviju kardiomiociti (iPSC-CM) (Wu
et al., 2019) koji se kultiviraju u uvjetima razlicitih stimulansa, a potom fenotipiziraju te razdvajaju
na patogene i benigne varijante. Unutar ovog istrazivanja takoder su definirani faktori koji
uzrokuju LQTS, a to su primarno povecana ekspresija gena DLG2, KCNE4, PTRF 1 HTR2C te
smanjena ekspresija CAMKV. DCM je bolest srca u kojoj zbog poremecene sistolicke funkcije
dolazi do prosirenja klijetki i pretklijetki. Istrazivanja iPSC povezana s ovom bolesti primarno se
fokusiraju na razumijevanje mehanizma rada sréanog mi$i¢a i proteoma vaznog za taj mehanizam.
Promatrane mutirane iPSC-CM oboljelih imaju poremecéenu strukturu sarkomera, oslabljeni
odgovor B-adrenergi¢nih receptora, povecano izbacivanje iona (primarno kalcijevih) i visoke
razine angiotenzina II (Schick et al., 2018). HCM je rezultat nepravilne dijastole zbog ¢ega dolazi
do zadebljanja miokarda. Modeli iPSC-CM izradeni su od uzorka tkiva preuzetog iz pacijenata
koji su naslijedili HCM putem mutirane maj¢inske mitohondrijske 16S rRNA (gen MT-RNR2).

Model je pokazao da zbog tockaste mutacije dolazi do promijenjene funkcije mitohondrija,
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smanjene ekspresije mitohondrijskih proteina, niskih razina ATP-a i posljedicno povecane stope
unutarstani¢nih koncentracija iona kalcija zbog ¢ega dolazi do bolesti (Li et al., 2018). ARVC je
bolest miokarda uzrokovana mutacijama u genima koji kodiraju dijelove dezmosoma, koji ¢ine
medustani¢ne veze na povrsini miokarda, zbog ¢ega dolazi do aritmije. FPAH je nasljedni oblik
pluéne arterijske hipertenzije, stanja povecanog tlaka u arterijama plu¢a. Modeli iPSC pokazali su
kako mutacija u BMPR2 u petini slucajeva uzrokuje ovu bolest, a takoder su ista istrazivanja
pokazala kako se simptomi mogu sprijeciti pove¢anom ekspresijom B/IRC3 (Gu et al., 2017). WBS
je posljedica delecije genomskog materijala, a od brojnih simptoma ovog genetickog poremecaja,
jedni od najcescih su kardiovaskularni problemi. Koristenjem iPSC dokazan je deficit elastina kod
oboljelih uzrokovan haploinsuficijencijom zbog cega su glatki miSi¢i oboljelih visoko
proliferativni, no nezreli 1 nefunkcionalni, a takvo stanje tretira se pove¢anjem ekspresije elastina
ili koriStenjem antiproliferativnih tvari kao $to je rapamicin (Kinnear et al., 2013). MFS je
poremecaj vezivnog tkiva koji u ozbiljnijim sluc¢ajevima obuhvaca kardiovaskularni sustav, Cesto
na nacin da se ne razvijaju pravilni sr¢ani zalisci koji su izgradeni upravo od vezivnog tkiva.
Koristenjem 1PSC definirani su uzroci ovog sindroma — akumulacija promijenjenog fibrilina-1,
degradacija izvanstani¢nog matriksa te promjene povezane s transkripcijskim faktorom p (Granata
et al., 2017). Navedeni primjeri samo su neki od brojnih dokaza kako se iPSC uspjeSno koriste za
modeliranje i razumijevanje raznih kardiovaskularnih stanja, a vjeruje se kako ¢e se u budu¢nosti
ciljati 1 na razvijanje preciznih terapija za svaku od ovih dijagnoza, u ¢emu ¢e ulogu vjerojatno

imati 1 inducirane mati¢ne stanice.

6.3. Hematoloski poremecaji

Hematoloske bolesti, kao $to su akutna mijeloi¢na leukemija (AML), mijelodisplasti¢ni sindrom
(MDS) ili mijeloproliferativne neoplazme (MPN), mogu se tretirati uz klonove iPSC nastale iz
tkiva koStane srzi ili krvi te razvijanjem sustava CRISPR/Cas9 popravka mutacije. Ova stanja ¢esto
su posljedice tockastih mutacija te se upravo te mutacije definiraju razvojem klonova iPSC koji se
nalaze u razli¢itim stadijima razvoja bolesti. Jednom kad je definirana mutacija, ona se mozZe

ispraviti uredivanjem genoma tehnikom CRISPR/Cas9 (Papapetrou, 2018).
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Razvija se i lijeCenje B-talasemije uz pomo¢ iPSC tako Sto se uvode insercijske mutacije za -
globinske gene u iPSC koje se zatim kloniraju 1 integriraju u pacijente kao dio vektora (Boulad et
al., 2014). Uvodenje mutacija u iPSC sigurnije je nego insercija u hematopoetske progenitorske
stanice koje eksprimiraju CD34 oboljelih od B-talasemije jer tako genom domacina ostaje stabilniji
te je manji rizik da ¢e do¢i do negativnih posljedica. Mutacije se u iPSC uvode na specifi¢na mjesta
koja se smatraju sigurnima. Takva mjesta dijelovi su genoma koji prilikom unosa stranog
genetiCkog materijala ne gube stabilnost pa ne dolazi do promjena u postoje¢em genomu niti u

unesenim genima (Papapetrou & Schambach, 2016).

Moguca je 1 diferencijacija zrelih eritrocita iz iPSC, premda se ova metoda ne koristi Cesto zbog

mogucnosti proizvodnje kroz proces diferencijacije hematopoetskih maticnih stanica.

6.4. Gubitak funkcije organa

Transplantacija organa naj¢esca je metoda intervencije kod zatajenja organa pacijenta, no ona sa
sobom nosi mnoge teskoce kao $to su nedostatak donora, identifikacija podudaranja antigena HLA

davatelja i primatelja, rizik od infekcije ili odbacivanja i sli¢no.

Velik broj istrazivanja bavi se formiranjem inducirane jetre (Ding & Cowan, 2013; Fox & Duncan,
2013; Willenbring & Soto-Gutierrez, 2013) na nacin da se formiraju stanice sli¢ne hepatocitima,
koje predstavljaju vecinu tkiva jetre te su nuzne za odrzavanje homeostaze. Diferenciraju se uz
faktore kao $to su aktivin A, fibroblastni faktor rasta 2 (FGF2) i kostani morfogenetski protein 4
(BMP4). Ovako inducirani hepatociti obavljaju ve¢inu jetrenih funkcija, kao Sto su pohrana lipida

1 glikogena ili sinteza ureje.

Pokazalo se kako je moguce iskoristiti mati¢ne stanice i kako bi se regenerirala plu¢a. To je vrlo
znacajno jer je brzina regeneracije pluca vrlo malena, pa ¢ak 1 manja oStecenja mogu uzrokovati
komplicirana medicinska stanja (Aboul-Soud et al., 2021). Osim i1PSC, za regeneraciju pluca
uspjeSnima su se pokazale i maticne stanice koStane srzi, kao i hESC. Neka su istrazivanja
pokazala kako je moguce regenerirati kompletno pluéno krilo, no takva su istraZivanja tek u

zaCetku (Cortiella et al., 2010; Ghaedi et al., 2013).
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7. Eticka pitanja

Istrazivanja moguénosti primjene hESC u terapiji sa sobom nose brojna ograni¢enja, od kojih su
neka najznacajnija visoki troskovi takvih istrazivanja i malen broj postojecih stani¢nih linija (Park
et al., 2008). Ipak, najvece je ograni¢enje sto se hESC dobivaju jedino iz ljudskih embrija, koji
takav proces izolacije ne mogu prezivjeti. Na pocetku je rjeSenje za to bilo koriStenje embrija
covjeku sli¢nih zivotinja, primarno primata, a danas se ¢esSce koriste iPSC. Potvrdeno je kako iPSC
dovoljno nalikuju hESC da bi ih mogle zamijeniti u istrazivanjima. Prilikom reprogramiranja
dolazi do reaktivacije utiSanih gena u stanicama , pa se tako u uzorcima koji potje¢u od zenki
aktivira nasumi¢no utiSani X kromosom (Mabherali et al., 2007). Histoni poprimaju modifikacije
koje nalikuju onima u hESC, ukazuju¢i kako ekspresija svih gena u iPSC odgovara ekspresiji
karakteristicnoj za embrijske stanice (Maherali et al., 2007). Vaznost hESC i dalje je znaCajna jer

su to jedine stanice koje su uistinu pluripotentne.

8. Zakljucak

Nakon nekoliko desetljeca proucavanja maticnih stanica, sa sigurnos¢u mozemo istaknuti vaznost
ovakve vrste terapije. Rezultati istrazivanja iPSC koji se postizu svakodnevno ukazuju na to da
nismo daleko od budu¢nosti u kojoj je moguce da se odredene bolesti, prvenstveno neuroloske,
tretiraju unoSenjem tkiva proizvedenog in vitro u oboljele. Ukoliko istrazivanja nastave imati
jednako perspektivne rezultate, izgledno je da ¢emo kroz jos nekoliko desetljeca rada na maticnim
stanicama u¢i u razdoblje naglog skoka u razvoju terapija za dosad neizljecive bolesti,

povecavajuci tako kvalitetu Zivota velikog broja ljudi.
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