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1. UVOD

1.1. Maticne stanice

Mati¢ne stanice jedinstvene su i nespecijalizirane stanice iz kojih mogu nastati raznolike
skupine specijaliziranih stanica. Njihove su glavne karakteristike moguénost samoobnavljanja
1 sposobnost stvaranja diferenciranih stanica, tj. potencijal da se diferenciraju u jednu ili vise
stani¢nih linija. Samoobnavljanje podrazumijeva da njihovom diobom nastaju stanice kcéeri
identi¢ne majc¢inskoj stanici. Mati¢ne stanice imaju hijerarhiju potencijala, a kao totipotentne,
tijekom embriogeneze, mogu se definirati jedino zigota i stanice nastale prvim dvjema diobama
zigote jer one mogu stvoriti 1 embrij i embrionalni dio posteljice — trofoblast — koji nece biti dio
samog embrija. Daljnjim diobama i nastankom blastociste od tre¢eg do sedmog dana nakon
oplodnje, stanice embrioblasta postaju pluripotentne mati¢ne stanice iz kojih se razvija embrij,
a mogu se diferencirati u bilo koju stanicu tri zametna listi¢a. Iz embrioblasta tj. unutarnje mase
stanica (ICM, inner cell mass) moguce je izolirati mati¢ne stanice koje se nazivaju embrionalne
maticne stanice. Te stanice ¢e in vivo nestati sedmog dana od oplodnje jer ¢e se iz njih razviti
stanice zametnih listi¢a, ali se nakon izolacije mogu uzgajati in vitro 1 njihov potencijal se
odrzava neodredeno vrijeme. Takoder, postoje multipotentne mati¢ne stanice iz kojih se mogu
razviti samo odredene stani¢ne linije, tu spadaju npr. hematopoetske mati¢ne stanice koje mogu
diferencirati u eritrocite, limfocite, mastocite, trombocite, makrofage i granulocitne leukocite.
U odraslih se jedinki mati¢ne stanice nalaze u raznim tkivima i sluZe u odrZavanju homeostaze
tkiva jer diobama stvaraju specijalizirane stanice tkiva. Mati¢ne stanice odraslih tako mogu biti
multipotentne poput hematopoetskih mati¢nih stanica ili unipotentne — mogu stvarati samo
jednu stani¢nu liniju. Unipotentne mati¢ne stanice neki ni ne smatraju mati¢nim stanicama, vec¢
samo progenitorima specijaliziranih, diferenciranih stanica (Foster i sur. 2002). Na diobu,
diferencijaciju 1 brojnost mati¢nih stanica uvelike utjeCe mikrookoli§ u kojem se one nalaze u
specijaliziranim prostorima u tkivima tj. u niSama mati¢nih stanica (Lanza i sur. 2009). Vazno
je spomenuti da se ve¢ diferencirane stanice odraslih mogu reprogramirati i aktivirati gene
odgovorne za pluripotentnost, a ponasaju se kao embrionalne mati¢ne stanice te ih nazivamo
induciranim mati¢nim stanicama (Takahashi 1 Yamanaka 2006). Osim S§to su bitne u
embrionalnom razvoju i odrzavanju tkivne homeostaze odraslih jedinki, mati¢ne stanice danas
su sve popularnija tema klini¢kih istrazivanja vezanih za njihove terapijske potencijale u
lijeenju dijabetesa, sr€anih i neurodegenerativnih bolesti, genskoj terapiji, a jo§ uvijek se

otkrivaju i nove moguce primjene (Lanza i sur. 2009).



1.2. Retinoi¢na Kkiselina

Retinoi¢na kiselina (RA, retinoic acid) vrlo je vazna tvar bez koje je embrionalni razvoj
nemogu¢. Derivat je vitamina A i tijelo ju samo proizvodi iz vitamina A unesenog putem hrane.
Regulira embrionalni rast 1 genetske obrasce, a manjak vitamina A tijekom razvoja mozZe
uzrokovati malformacije, dok kod odraslih i dalje ima utjecaja na organizam, a prvenstveno na
plodnost, vid, neurodegenerativne bolesti 1 jo§ mnogo toga (Niederreither 1 Dollé 2008).
Retinoidi se u organizam unose prehranom u obliku retinola (vitamin A), retinil estera ili kao
karotenoid PB-karoten. Retinol se prenosi krvlju putem serumskog retinol-vezujuceg proteina
(sRBP), a ulazak retinola u stanicu omogucuju transmembranski protein Stra6, koji veze
kompleks retinola i sSRBP, te enzim lecitin:retinol-acil-transferaza (LRAT), koji esterificira
retinol u stanici pa potpomaze pozitivhom prinosu retinola u stanicu. U embrionalnom razvoju
placentalnih embrija glavni izvor retinola je maj¢inski plazmatski retinol te je izrazito bitna
uravnoteZena prehrana majke, a unutar stanica retinol se veZze za stani¢ni retinol-vezujuci
protein (CRBP) te se u retinoi¢nu kiselinu prevodi u dva koraka. Retinol-dehidrogenaza-10 je
enzim ovisan o NAD", a sluzi kao primarni enzim za prevodenje retinola u retinaldehid, dok
oksidaciju retinaldehida u retinoi¢nu kiselinu provodi retinaldehid-dehidrogenaza-2 (Gudas i
Wagner 2011). Nastala retinoi¢na kiselina mala je lipofilna molekula i moze djelovati intrakrino
u stanici koja ju je proizvela ili parakrino na susjedne stanice, moze sluziti kao ligand za jezgrine
receptore ili dalje metabolizirati u polarnije spojeve i degradirati se u prisustvu citokrom P 26
enzima. Unutar stanice retinoi¢nu kiselinu vezu i prenose stani¢ni RA-vezujuéi proteini —
CRABP (Slika 1). Oblik retinoi¢ne kiseline koji sluzi kao ligand za jezgrine receptore je sve-

trans-retinoi¢na kiselina (Niederreither i Dollé 2008).

Retinoi¢na kiselina neophodna je molekula u embriogenezi svitkovaca. Preko kontrole
ekspresije Hox gena djeluje na razvoj anteriorno-posteriorne osi tijela, sudjeluje u razvoju
neuralne cijevi s fokusom na prednji dio embrija 1 razvoj srediSnjeg Zivéanog sustava. Njen
utjecaj je vidljiv 1 u formaciji udova, srca, pluéa i o¢ne lece. Bitan je faktor u hematopoezi i
djeluje na reproduktivne karakteristike jedinke. Iz tih podataka moze se zakljuciti da je
retinoicna kiselina iznimno bitan ¢imbenik u rastu i razvoju sisavaca i da je zivot bez nje
nemoguc. No, koli¢ina retinoi¢ne kiseline mora se strogo regulirati jer njen viSak ili manjak
djeluje teratogeno, odnosno moze uzrokovati razvoj urodenih mana. Retinoi¢na kiselina u
prekomjernoj koli¢ini moze poremetiti signalne puteve unutar stanica u razvoju i uzrokovati
promjene u ekspresiji gena $to moze dovesti do malformacija u organizmu. UravnoteZena

razina retinoi¢ne kiseline takoder je vazna za pravilan obrazac diferencijacije stanica.
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Teratogeni efekti retinoicne kiseline su kraniofacijalne abnormalnosti vezane za nepravilan
razvoj usiju ili dismorfije lica, defekti u Ziv€anom sustavu zbog poremecaja u razvoju neuralne
cijevi, src¢ani defekti, malformacije timusa i paratiroidne Zlijezde Sto utjeCe na pogreske u
imunoloskom 1 endokrinom sustavu (Lee i sur. 2012). Danas je retinoi¢na kiselina, ili njeni
derivati, vrlo prisutna u kozmetickoj industriji te je izrazito bitno osvijestiti Siroku javnost o
opasnostima prekomjerne primjene pripravaka koji je sadrze, pogotovo kod trudnica. Osim
preko kozmetic¢kih pripravaka, bitno je i da se tijekom trudno¢e ne unosi prevelika koli¢ina
hrane bogate vitaminom A, ali veéinski se to odnosi na dodatke prehrani. Oprez u trudnoéi je
kljucan kako se s retinoicnom kiselinom ne bi ponovila katastrofa uzrokovana koristenjem
talidomida protiv mucnine u trudnica tijekom 1950-tth Sto je rezultiralo mnogim
malformacijama u djece koje su bile i fizicke i mentalne, ali i dogodilo se i puno pobacaja te je
puno djece mrtvorodeno (Vargesson 2015).

Visceralna Zumanjéana vreéa
Embrionalna krv

Retinol

RBP4

Retinaldehid _
RALDHI-3 |
—_—

RDH

Slika 1 - Sinteza, metabolizam 1 regulacija signalizacije retinoida u embrionalnim stanicama.
Kratice: retinol-vezujuéi protein-4 (RBP4), stanic¢ni retinol-vezujuéi protein (CRBP), retinol-dehidrogenaza
(RDH), retinaldehid-dehidrogenaza (RALDH), retinoi¢na kiselina (RA), stani¢ni retinoi¢na kiselina-vezujuci
protein (CRABP), citokrom P26 (CYP26), receptor retinoi¢ne kiseline (RAR), receptor reksinoida (RXR), RAR-
vezujuca sekvenca (RARE). (Preuzeto i prilagodeno iz Niederreither i Dollé, 2008)



Vrlo vaZzna funkcija retinoicne kiseline je sposobnost indukcije diferencijacije u
nediferenciranim stanicama kao $to su mati¢ne stanice. U normalnim koli¢inama retinoi¢na
kiselina preko diferencijacije uzrokuje pravilan embrionalni razvoj sisavaca. Fokus ovog rada
pregled je dosada$njih saznanja o mehanizmima pomocu kojih retinoi¢na kiselina uzrokuje
diferencijaciju i specijalizaciju pluripotentnih stanica. Te informacije bitne su za bolje
razumijevanje embrionalnog razvoja sisavaca, ali osim toga mogu imati vrlo vaZznu primjenu u
biomedicinskim istrazivanjima. Razumijevanje to¢nih mehanizama diferencijacije stanica
moglo bi se primjenjivati u regenerativnoj i transplantacijskoj medici, a sve je vise fokus na
retinoi¢noj kiselini u terapiji protiv malignih tumora — diferencijacijom maticnih stanica raka
zaustavilo bi se njihovo nekontrolirano dijeljenje (Takahashi i sur. 2022). Retinoi¢na kiselina

vec je u primjeni kod lijecenja promijelocitne leukemije (Breitman i sur. 1980).

2. MOLEKULARNI MEHANIZMI DIFERENCIJACIJE MATICNIH
STANICA POSREDOVANE RETINOICNOM KISELINOM

Za diferencijaciju mati¢nih stanica potrebna je potpuna promjena u genskoj ekspresiji. To moze
biti putem djelovanja razlicitih transkripcijskih faktora koji uzrokuju aktivaciju ekspresije ili ¢e
inhibirati ekspresiju nekog gena. Epigeneticke promjene poput metilacije ili fosforilacije
takoder igraju veliku ulogu u nacinu slaganja kromatina koji moze postati rjede pakirani
eukromatin, s kojeg je moguca transkripcija, ili guSce pakirani heterokromatin kod kojeg se
transkripcijska masinerija ne moze vezati. Postoje raznoliki signalni putevi koji sudjeluju u
mijenjanju genetickih uzoraka odredene stani¢ne linije, a retinoi¢na kiselina moze djelovati
samostalno ili u sklopu drugih signalnih puteva kako bi dovela do diferencijacije mati¢nih

stanica te njeni ucinci mogu biti genomski ili negenomski.

2.1. Receptori retinoi¢ne kiseline

U jezgrama stanica sisavaca postoje tri tipa receptora retinoicne kiseline: RARa, RARPB 1 RARY.
U prijenosu signala retinoic¢ne kiseline djeluju kao heterodimeri uz RXR proteine ¢iji ligandi su
reksinoidi. Kristalografskim analizama utvrdene su strukture RAR-ova te je poznato da imaju
varijabilnu N-terminalnu domenu (NTD) ¢ija struktura nije razjasnjena, ali se zna da sadrzi
evolucijski oCuvana mjesta fosforilacije. Centralna DNA-vezuju¢a domena (DBD) je
globularna domena koju formiraju dvije a-zavojnice i dva Zn>" iona. Ligand-vezujuéa domena
(LBD) nalazi se na C-terminalnom dijelu receptora, a od DBD je odvojena Sarkom. Sudjeluje

u vezanju liganda, dimerizaciji s RXR receptorima i u interakciji s drugim proteinima, ve¢inom

koregulatorima. Sastoji se od 12 konverziranih a-zavojnica i od B-zavoja, odvojeni su om¢ama



1 presavijeni u trosloj. C-terminalna zavojnica je varijabilne konformacije i razlikuje se u
svakom receptoru, a promjena njegove konformacije bitna je prilikom vezanja ili otpustanja

regulatornih proteina (Slika 2) (de Lera i sur. 2007).
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Slika 2 - A. Struktura receptora retinoi¢ne kiseline. Kratice: ligand-vezuju¢a domena (LBD), DNA-vezujuéa
domena (DBD), N-terminalna domena (NTD). B. Promjene konformacije receptora uzrokovane vezanjem

liganda. a-zavojnice oznacene su slovom H i brojevima. (Preuzeto i prilagodeno iz Rochette-Egly, 2015)

U promotorima ciljnih gena nalaze se specificne sekvence nazvane RARE (Retinoic acid
response elements) koje se sastoje od dva izravna heksamerna ponavljanja koja odvaja od 0 do
8 nukleotida, a postoje 1 sekvence u kojima su heksamerna ponavljanja invertna (Moutier 1 sur.
2012). Na RARE motive se preko svojih DNA-vezuju¢ih domena mogu vezati RAR/RXR
heterodimeri preko kojih se ostvaruje regulacija transkripcije (Slika 3). Kada nema retinoi¢ne
kiseline, heterodimeri ostvaruju interakcije s korepresorima koji omogucuju epigeneticku
djelatnost histonske deacetilaze kojom se spreCava transkripcija gena zbog kondenzacije
kromatina (Perissi 1 sur. 2010). Ciljni geni retinoi¢ne kiseline su takoder utiSani pomocu
djelovanja Polycomb grupe proteina koji su u embrionalnim mati¢nim stanicama izrazito bitni
kao inhibitori razvoja gdje sprecavaju diferencijaciju mati¢nih stanica. U odsutnosti retinoi¢ne
kiseline, Polycomb proteini oplakuju ciljne gene i represivnim epigenetiCkim oznakama
sprecavaju njihovu ekspresiju. Dodatkom retinoi¢ne kiseline ti proteini ¢e disocirati 1 doci ¢e
do ekspresije gena odgovornih za diferencijaciju stanica (Gillespie i Gudas 2007). Vezanjem
retinoi¢ne kiseline za RAR dogode se konformacijske promjene koje uzrokuju otpustanje
korepresorskih proteina s receptora Sto otvara vezna mjesta za koaktivatore steroidnih

receptora. Osim S§to omogucuju ostvarivanje interakcija s drugim aktivatorskim proteinima
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takoder imaju 1 vlastitu histonsku acetil-transferaznu djelatnost. Dolazi do micanja represivnih
oznaka na kromatinu koji se uslijed toga dekondenzira pa transkripcijska masinerija ima pristup

genima.

Nema transkripcije

Met
H3R17, H3R26, H4R3

Medijator
GTF
RNA Polll

Transkripcija

oY

Slika 3 — Regulacija transkripcije ciljnih gena retinoi¢ne kiseline. A. U odsutnosti retinoi¢ne kiseline transkripcija
je utiSana korepresorima NCoR uz histonsku deacetilazu HDAC, a Polycomb proteini (PcG) postavljaju represivne
oznake na kromatin. B. Disocijacija korepresora vezanjem retinoi¢ne kiseline, a vezu se koaktivatori NCoA i
proteini koji postavljaju aktivirajuée oznake na kromatin (HMT, HAT). C. Vezanje transkripcijske masSinerije
(medijator, RNA polimeraza II i generalni transkripcijski faktori GTF) na promotor. (Preuzeto i prilagodeno iz

Rochette-Egly, 2015)

Osim tih promjena u jezgri stanice, retinoi¢na kiselina djeluje ve¢ i u samoj citoplazmi tako $to

aktivira kaskadu kinaza. U nekim stanicama kao §to su fibroblasti 1 stanice leukemije dolazi do
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aktivacije MAPK signalnog puta dok u embrionalnim mati¢nim stanicama, neuronima i
Sertolijevim stanicama dolazi do aktivacije Erk signalnog puta (Rochette-Egly 2015). Poznato
je da postoje RAR proteini koji se nalaze izvan jezgre na lipidnim splavima u stani¢noj
membrani (Piskunov i Rochette-Egly 2012). Kod Erk signalnog puta dolazi do interakcije RAR
proteina i PI3K ili Src kinaze ovisno o tipu stanice. Ova signalizacija dolazi i do jezgre gdje se
aktivira idu¢a kinaza MSK1. U jezgri se fosforiliraju histoni — histon H3 na dva serina S10 1
S28 — §to potpomaze dekondenzaciji kromatina zbog privlacenja remodelirajucih proteinskih
kompleksa na to mjesto. Osim histona fosforiliraju se i proteini povezani s transkripcijom
ciljnih gena retinoicne kiseline pa tako i RAR-ovi. Ve¢ je spomenuto da NTD regija sadrzi
konzervirana mjesta za fosforilaciju. To se odnosi na prolinom bogat motiv unutar kojeg se
dogada fosforilacija serina pomocu cdk7/ciklin H/MAT 1 kompleksa koji je dio transkripcijskog
faktora TFIIH. Drugo mjesto za fosforilaciju nalazi se u LBD u om¢i izmedu zavojnica H9 i
H10 gdje je argininom i lizinom bogat motiv, a fosforilaciju serina obavlja MSK1 ili neka druga
kinaza. Izrazito je bitan slijed fosforilacija RAR. Prvo MSK1 mora fosforilirati serin u LBD
kako bi doslo do promjene strukture i interakcija izmedu proteina Sto omogucuje vezanje ciklina
H na LBD. Cdk7 se onda nade u idealnoj poziciji za fosforilaciju serina u NTD (Slika 4)
(Rochette-Egly 2015). Ova dva serina konzervirana su u svim poznatim receptorima retinoicne
kiseline sisavaca (Bastien i sur. 2000). U istrazivanjima provedenim na stanicama pacijenata
oboljelih od bolesti Xeroderma Pigmentosum s mutacijama u podjedinicama TFIIH nije doslo
do fosforilacije serina u NTD-u RARa s negativnim posljedicama na ekspresiju ciljnih gena
retinoi¢ne kiseline (Keriel 1 sur. 2002). Takvi rezultati upuéuju na izrazitu vaznost fosforilacije
receptora retinoi¢ne kiseline u regulaciji genske ekspresije. Novija otkriCa vezana za
fosforilaciju serina u RAR-ovima donose zakljucke da je fosforilacija neizostavna kako bi se
RAR uopce mogao vezati za promotore ciljnih gena retinoi¢ne kiseline. U tom istraZivanju
pronadeno je da prvo p38MAPK aktivira kinazu MSK1 koja zatim pokre¢e daljnju kaskadu
kinaza kao S$to je ve¢ opisano. Fosforilacija RARa i histona H3 ovdje je klju¢na kako bi se
ostvarila veza izmedu RARa 1 TFIIH te kako bi se kromatin dekondenzirao i1 otkrio RARE
sekvence. Kompleks RARo/TFIIH zatim ¢e moc¢i vezati RARE sekvence u genomu 1 potaknuti
transkripciju ciljnih gena retinoi¢ne kiseline. Ovaj signalni put iznimno je bitan 1 kod razvoja
tumora. Otkriveno je da stanice raka kod kojih se javljaju abnormalnosti u p38MAPK/MSK 1
signalnom putu nemaju mogucnost ostvariti kaskadu kinaza potrebnu za ispravno
funkcioniranje RARa receptora. Zbog toga je odgovor stanice na retinoi¢nu kiselinu smanjen 1
transkripcijska aktivnost na ciljnim genima ne postoji. Takve tumorske stanice ne odgovaraju

dobro na terapiju u kojoj se koristi retinoi¢na kiselina jer se neée posti¢i diferencijacija stanica
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potaknuta RARa aktivno$¢u. Takvo saznanje izrazito je bitno kod ve¢ postojece terapije za
akutnu promijelocitnu leukemiju unutar koje se koristi retinoi¢na kiselina jer postoje pacijenti

na koje takva terapija ne djeluje (Bruck i sur. 2009).

TFIIH

Konformacijske promjene

Vezanje

O

Fosforilacija NTD

Slika 4 — Fosforilacija LBD regije receptora retinoi¢ne kiseline. (Preuzeto i prilagodeno iz Rochette-Egly, 2015)

2.1.1. Fosforilacija receptora retinoicne kiseline u diferencijaciji maticnih stanica

Rochette-Egly i njen tim su 2014.12015. u svojim istrazivanjima dali uvid u utjecaj fosforilacije
RARY na diferencijaciju embrionalnih maticnih stanica misa. Kultura agregata mati¢nih stanica
misa nakon tretmana retinoicnom kiselinom diferencira u mrezu neurona. U svom istrazivanju
koristili su mati¢ne stanice u kojima su geni za RAR zbog homologne rekombinacije bili
poremeceni 1 u njima su eksprimirali RAR fosfomutante (Tanoury i sur. 2014). Matic¢ne stanice
bez RARYy nisu se diferencirale u neurone, a od dvije RARy izoforme nastale alternativnim
prekrajanjem samo su stanice s RARYy2 postale progenitorske stanice neurona. Mutanti koji su
umjesto serina na poziciji 68 u NTD-u imali alanin takoder nisu postali neuroni. Proveli su i
RNA sekvenciranje kako bi utvrdili na koje gene fosforilacija RARY2 ima utjecaj. Oko 50%
gena kod kojih je pri normalnim okolnostima ekspresija povecana zbog utjecaja RARY2 nakon
dodatka retinoicne kiseline u fosfomutantima nije bilo aktivirano. Ti geni ukljucuju Lefty-1,
homeobox gene Gbx2, HNFI1f 1 Meis2, a svi sudjeluju u neuralnom razvoju. Pronasli su da
fosforilirana forma RARY2 aktivira te gene vezanjem na RARE sekvencu kod koje su direktna

ponavljanja heksamera odvojena s 5 ili 7 nukleotida, ali da nema interakcije s ostalim RARE
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sekvencama. Prolinom bogati motiv u kojem se nalazi mjesto fosforilacije veze Src-homology-
3 ili Trp-Trp domene, a novo je otkriven protein vineksin-B-adaptor koji sadrzi tri Src-
homology-3 domene. Taj adaptor ostvaruje interakciju s nefosforiliranim oblikom RARY2 i
inhibira ekspresiju gena jer skriva receptor od kromatina. Fosforilacijom NTD adaptor disocira
s receptora i omogucuje DBD vezanje RARE sekvence ¢iji heksameri su udaljeniji (Slika 5)

(Rochette-Egly, 2015).
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Slika 5 — Vezanje RARY2 na specifiécne RARE sekvence pod utjecajem fosforilacije. A. Blizina DBD i mjesta
fosforilacije u NTD. B. Utjecaj fosforilacije na tip RARE koji RARY2 veze. C. Vezanje heterodimera na RARE
sekvence s razmaknicom od jednog nukleotida (DR1) i pet nukleotida (DRS). (Preuzeto i prilagodeno iz Rochette-

Egly, 2015)

2.2. Djelovanje retinoi¢ne Kiseline kroz druge signalne puteve

Retinoi¢na kiselina do diferencijacije mati¢nih stanica moze dovesti izravno, djelovanjem

svojih receptora na epigeneticke promjene i ekspresiju gena koji dovode do opredjeljenja u

morfogena. Preko svojih receptora ili putem kaskade kinaza retinoi¢na kiselina moze potaknuti
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druge stani¢ne signalne molekule na aktivaciju i tako dovesti do diferencijacije (Chen i sur.
2012). Retinoi¢na kiselina sluzi kao opceniti pokreta¢ diferencijacije 1 nije specificna za
odredenu stani¢nu liniju, ali koja stani¢na linija ¢e se razviti ovisi o drugim aktivnim signalnim
putevima (Stavridis i sur. 2010). U odlomcima koji slijede fokus ¢e biti na liniji Ziv€anih stanica
1 liniji germinativnih stanica. Spolne prastanice razvijaju se iz stanica epiblasta koje se nisu
opredijelile u odredeni zametni listi¢ (McLaren 2003), a ZivCane stanice nastaju iz
ektodermalnog listica (Abranches i1 sur. 2009) pa je ve¢ tu vidljiva sveobuhvatna uloga

retinoi¢ne kiseline u diferencijaciji stanica sisavaca tijekom razvoja.

2.2.1. FGF signalni put u diferencijaciji maticnih stanica u neuralnu stanicnu liniju

Fibroblastni faktor rasta (fibroblast growth factor) zapravo je obitelj faktora rasta koja se sastoji
od vise od 20 ¢lanova. Oni svoje funkcije ve¢inom obavljaju vezanjem na svoje receptore FGFr
kao ligandi. Sudjeluju u diferencijaciji, proliferaciji i opéenito prezivljavanju stanica $to ih ¢ini
kljuénim proteinima za rast i razvoj sisavaca i mnogih drugih organizama (pronadeni su i u
ribama, vodozemcima i pticama, a ¢ak i u beskraljeSnjacima). Istaknutiji ¢lanovi FGF obitelji
su FGF8 koji sudjeluje u neuralnom razvoju, FGF4 je kljucan u proliferaciji mati¢nih stanica

trofoblasta, a FGF1 i FGF2 djeluju tijekom angiogeneze (Yun i sur. 2010).

Stavridis 1 suradnici (2010) su dokazali da retinoi¢na kiselina koristi FGF/Erk signalni put kako
bi potaknula diferencijaciju. Koristili su hibridni protein GFP-Sox1 kako bi dokazali
diferencijaciju embrionalnih mati¢nih stanica u neuralne progenitorske stanice posto je Sox1
ekspresija specificna za njih. Maticne stanice su uzgajali u uvjetima sa i bez retinoida
(retinoi¢ne kiseline) 1 utvrdili da ¢e do diferencijacije do¢i samo u prisustvu retinoi¢ne kiseline.
Htjeli su vidjeti je li potreban period FGF/Erk signalizacije kako bi doslo do diferencijacije ili
je dovoljno tretirati mati¢ne stanice retinoicnom kiselinom pa su inkubirali stanice s inhibitorom
FGF receptora te u tim stanicama nije bilo ekspresije Sox1, a gen pluripotentnosti Nanog je bio
prisutan. FGF/Erk signalizacija oCito je potrebna kako bi mati¢ne stanice izgubile sposobnost
samoobnavljanja, tek tada ¢e retinoi¢na kiselina mo¢i u njima uzrokovati diferencijaciju bez da
se stanice vrate u pluripotentno stanje. Takoder su otkrili da je retinoi¢na kiselina potrebna kako
bi inicijalno povecala aktivnost signalnog puta FGF/Erk jer je doSlo do represije signalnog puta
kada su primijenili inhibitore RAR/RXR heterodimera. To je dovelo do zakljucka da je za
aktivaciju FGF/Erk signalizacije odgovorna genomska aktivnost retinoi¢ne kiseline, a ne njena
sposobnost poticanja kaskade kinaza. Pratili su ekspresiju FGF4 i FGF8 te uvidjeli da retinoi¢na
kiselina potice ekspresiju FGF8 ¢ak i pri dodatku inhibitora FGFr, ali se Erk aktivnost utiSava

ako se FGF8 blokira protutijelom. To ukazuje da je FGF8 klju¢ni protein posrednik za utjecaj
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retinoi¢ne kiseline u aktivaciji Erk. Tijekom prvog dana inkubacije mati¢nih stanica s
retinoicnom kiselinom doslo je dakle do povecanja aktivnosti FGF/Erk signalnog puta, ali
tijekom drugog dana dolazi do utiSavanja tog istog signalnog puta, a smatra se da je to posljedica
smanjenja ekspresije FGF4 koji je glavni stimulator Erk signalizacije tijekom diferencijacije
embrionalnih mati¢nih stanica. Tijekom prvog dana retinoi¢na kiselina ¢e uzrokovati smanjenje
ekspresije gena pluripotentnosti Oct4 1 Sox2. Ekspresija oba gena potrebna za je ekspresiju
FGF4, a posto ¢e retinoi¢na kiselina na taj neizravan nacin djelovati na FGF4 potrebno joj je
dulje vrijeme da utiSa FGF4 pa ¢e se smanjenje razine dogoditi tek drugi dan. Nakon smanjenja
FGF/Erk akcije dolazi do ekspresije novih markera neuralnih progenitora: Ngn2, Mashl i Pax6.
Osim ovog utjecaja na razvitak linije ziv€anih stanica, u svom su istrazivanju dokazali da
mehanizam kojim retinoi¢na kiselina djeluje na FGF/Erk signalizaciju nije specifican za tu
stani¢nu liniju. Dodali su Bmp4 — protein koji uzrokuje nastanak epitela, a inhibira nastanak
neurona. Zajednicko prisustvo retinoi¢ne kiseline i Bmp4 je povecalo ekspresiju gena markera
epitela: keratin8 i keratin18 (Slika 6). U ovom istrazivanju dokazana je op¢enita i konzervirana
funkcija retinoi¢ne kiseline kao agensa diferencijacije koji u ovisnosti o prisustvu drugih
indikatora stani¢nih linija uzrokuje diferencijaciju embrionalnih mati¢nih stanica i omogucuje

rast 1 razvoj ¢itavog organizma.

+RA— FGF8 _
FGF4 BMP4 —» ne-neuralni ektoderm

dP-Erk1/2 RA \/
Nanog neuralni ektoderm

Embrionalna
matiéna

Stanica primitvnog
- ektoderma
stanica predanost stani¢noj liniji

Slika 6 — Diferencijacija embrionalnih mati¢nih stanica misa pod utjecajem retinoi¢ne kiseline s utjecajem na
FGF/Erk signalni put. Retinoi¢na kiselina povecava aktivnost FGF8 i potice FGF/Erk signalizaciju §to uzrokuje
gubitak samoobnavljanja, a onda inhibira FGF4 ekspresiju. Prvo ¢e nastati stanica primitivnog ektoderma kojoj je
potrebna retinoi¢na kiselina kako bi se predala u specificnu stani¢nu liniju. (Preuzeto i prilagodeno iz Stavridis i

sur. 2010)

2.2.2. Smad signalni put u diferencijaciji mati¢nih stanica u germinativnu stanic¢nu liniju

Primordijalne germinativne stanice (PGC) nastaju iz epiblasta, prije diferencijacije zametnih
listica. Mogu se pronaci u zumancanoj vre¢i odvojene od stanica namijenjenih za somatsku

sudbinu. Migriraju iz izvanembrionalnog tkiva u embrionalno i to na mjesto razvitka gonada
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gdje ¢e se iz njih razviti muske ili Zenske gamete 1 omoguciti reproduktivnu funkciju organizmu
u kojem se razvijaju (McLaren 2003). U Zenskim embrionalnim gonadama retinoi¢na kiselina
proizvedena u mezonefrosu posluzit ¢e kao poticaj za mejozu, a u muskim embrionalnim
gonadama aktivan je citokrom P 26 koji ¢e uzrokovati degradaciju retinoi¢ne kiseline pa do
mejoze ne¢e doci u tom stadiju. lako mejoza pocinje u razliito vrijeme, retinoi¢na kiselina ¢e
u obje vrste gameta potaknuti mejozu povecanjem ekspresije Stra8 (Koubova i sur. 2005). BMP
(Bone morphogenic protein) je signalna molekula koja se izluCuje iz izvanembrionalnog
ektoderma 1 poti¢e aktivaciju Smadl/5 unutarstanicnog signalnog puta u primordijalnim
germinativnim stanicama koji se smatra kljuénim za njihovu proliferaciju (Ying i Zhao 2001).
Smadl i Smad5 spadaju u R razred Smad unutarstanicnih medijatora 1 regulirani su
receptorskim kinazama, a zajedno sa Smad8 posreduju signalizaciju BMP receptora. Djeluju
kao transkripcijski faktori i nakon aktivacije ulaze u jezgru gdje reguliraju ekspresiju gena

(Wrana 1 Attisano 2000).

Chen 1 suradnici (2012) Zeljeli su saznati na koji nacin retinoi¢na kiselina ostvaruje regulaciju
Stra8 gena pa su na promotor gena ugradili GFP kako bi nastao hibridni protein GFP-Stra8.
Ocekivano su nakon tretmana embrionalnih mati¢nih stanica misa retinoi¢nom kiselinom dobili
GFP-Stra8 pozitivne stanice i potvrdili da retinoi¢na kiselina zaista djeluje na ekspresiju Stra8
u mati¢nim stanicama, a njegovo nakupljanje pocinje ve¢ sat vremena nakon dodatka kiseline.
Razina markera mejoze (Dazl) i markera diferenciraju¢ih PGC (Mvh) takoder su narasle nakon
tretmana s retinoicnom kiselinom Sto znaci da ona u pocetnim stadijima diferencijacije
germinativne stani¢ne linije potiCe ekspresiju gena germinativnih stanica. PoSto je uz
diferencijaciju detektirana i povecana razina BMP2 i BMP8h mRNA moze se pretpostaviti da
Smad proteini sudjeluju u diferencijaciji germinativne stani¢ne linije kao transkripcijski faktori.
I zaista su u istrazivanju detektirali aktivaciju Smadl/5 puta ve¢ dva sata nakon tretmana
retinoicnom kiselinom. Primijenili su 1 spoj SB431542 koji povecava aktivnost Smad1/5 u
embrionalnim mati¢nim stanicama i kada su na te stanice dodali retinoi¢nu kiselinu doslo je do
velikog povecanja ekspresije gena germinativne stani¢ne linije u usporedbi sa stanicama koje
su bile tretirane samo retinoi¢nom kiselinom. Na kraju su jo$ koristili RNAi1 mehanizam kako
bi dobili knock-out gena Smadl, Smad5 ili oba gena. Kod stanica koje su imale oba gena izvan
funkcije dosta se smanjila ekspresija gena germinativnih stanica nakon tretmana s retinoi¢nom

kiselinom u usporedbi s normalnim stanicama.

U tom radu fokus je bio na Smadl 1 SmadS5 kao pripadnicima BMP signalne kaskade, ali ne

izostavlja se mogucnost da bi retinoi¢na kiselina mogla djelovati i na druge sudionike. Svakako
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se moze zakljuciti da je Smad signalizacija kljucna u reprogramiranju mati¢ne stanice u
germinativnu stani¢nu liniju 1 da retinoi¢na kiselina i ovdje sluzi kao onaj glavni poticaj u

preokretu stanice iz samoobnavljajué¢eg u diferencirano stanje.

2.3. Utjecaj retinoi¢ne Kiseline na mikroRNA ekspresiju u diferencijaciji

matiénih stanica

MikroRNA su male regulatorne RNA molekule. One nastaju transkripcijom iz genoma pomocu
RNA polimeraze II. Zbog prisutnosti autokomplementarnosti prvo stvaraju dvolancane
dijelove, a nakon obrade enzimima Drosha i Dicer nastaje jednolancana RNA koja u sklopu
ribonukleoproteinskog  kompleksa sudjeluje u regulaciji  ekspresije gena. Taj
ribonukleoproteinski kompleks naziva se RISC (RNA induced silencing complex), a najvaznija
proteinska komponenta je enzim Argonaut koji moze vezati RNA, ali i sluziti kao RNaza 1
cijepati RNA. Sadrzi aktivnho mjesto s magnezijevim ionima unutar kojeg se odvija cijepanje
komplementarne mRNA. MikroRNA ¢e ve¢inom uzrokovati smanjenje ekspresije odredenog
gena, bilo spreCavanjem translacije ili uzrokovanjem degradacije mRNA, a postoje i drugi
mehanizmi kojima se smanjuje koli¢ina odredene mRNA u stanici. Smatra se da je za djelovanje
mikroRNA najvaznija sekvenca na 5'-UTR od drugog do osmog nukleotida — ako je ona
komplementarna s ciljanom mRNA dogodit ¢e se degradacija. Ukoliko je mikroRNA slabo
uparena s nekom mRNA prvenstveno ¢e se dogoditi represija translacije zbog nemogucnosti
vezanja ribosoma. Kod savr§ene komplementarnosti mRNA s mikroRNA uglavnom dolazi do
razgradnje te mRNA pomoc¢u RISC kompleksa. Regulacija ekspresije samih mikroRNA dogada
se preko transkripcijske aktivacije ili inhibicije, a mozZe biti postignuta i preko epigenetickih
modifikacija (Mohr i Mott, 2015). Osim $to su vazne u svakodnevnoj genskoj ekspresiji,
mikroRNA su izrazito bitne u embrionalnom razvoju i omogucuju nastanak diferenciranih
stanica iz embrionalnih mati¢nih stanica finom regulacijom ekspresije gena. Djelovanjem na
mRNA gena pluripotentnosti kao Sto su Nanog, Oct4 1 Sox2 dolazi do diferencijacije mati¢nih

stanica misa (Tay 1 sur. 2008).

Znacajno je otkri¢e da retinoi¢na kiselina utjece na ekspresiju mikroRNA kako bi doslo do
diferencijacije mati¢nih stanica. Zhang i suradnici (2015) su proveli istrazivanje s ciljem
saznanja kako retinoi¢na kiselina regulira mikroRNA ekspresiju u diferenciraju¢im mati¢nim
stanicama. Sekvenciranjem malih RNA u mi§jim embrionalnim stanicama usporedili su
ekspresiju u stanicama koje su tretirane retinoi¢nom kiselinom 1 stanicama koje nisu dosle u

dodir s njome. Pronasli su ¢ak 175 mikroRNA koje imaju drasti¢no smanjenu ekspresiju i jo$
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31 s povecanjem ekspresije. Smanjenu ekspresiju su izmedu ostalih imale mikroRNA iz
porodice miR-200 koje su vrlo vazne u determinaciji epitela. Ve¢ je prije spomenuta vazna
uloga retinoi¢ne kiseline u diferencijaciji mati¢nih stanica u epitelnu stani¢nu liniju (Stavridis
i sur. 2010) pa su se u daljnjem istrazivanju fokusirali na mikroRNA koje determiniraju fenotip
epitela. Od triju miR-200 mikroRNA prekomjernom ekspresijom su dokazali da miR-200b i ¢
uzrokuju povecanje u ekspresiji gena pluripotentnosti Nanog i Oct4, dok miR-200a nije imala
nikakav utjecaj na te gene. Kada su u stanice ubacili inhibitore miR-200b i ¢ primijetili su pad
u ekspresiji Nanog i Oct4 $to upucuje na zakljucak da retinoi¢na kiselina inhibira te dvije
mikroRNA 1 poti¢e smanjenje ekspresije gena pluripotentnosti. Takoder je primije¢eno da je
inhibicija miR-200b 1 c rezultirala i pove¢anjem ekspresije gena Nestin koji sluzi kao gen

marker ektodermalne stani¢ne linije.

3. Primjena retinoi¢ne kiseline u terapijske svrhe

Sposobnost retinoi¢ne kiseline da uzrokuje diferencijaciju vrlo je primamljivo svojstvo u borbi
protiv raznih bolesti. Tu se prvenstveno misli na razne maligne tumore i leukemije kod kojih se
stanice nekontrolirano dijele zbog manjka diferencijacije. Kod takvih bolesti vrlo je tesko
uspostaviti povoljnu terapiju i retinoi¢na kiselina otvara vrata svijetloj buduénosti borbe protiv
raka, ali potreba za velikim oprezom je prisutna zbog razli¢itog uc¢inka retinoi¢ne kiseline na
razliCite stani¢ne linije jer osim diferencijacije moze potaknuti 1 proliferaciju (Mezquita i

Mezquita 2019).

3.1. Utjecaj retinoilacije na diferencijaciju stanica akutne promijelocitne

leukemije

Opce je poznato da masne kiseline mogu sluziti za modifikaciju proteina. Acetilacija i
miristilacija Cesti su nacini modifikacije, a vazni su za lokalizaciju proteina unutar stanice i
transdukciju signala. Retinoi¢na kiselina prvenstveno je aktivna fizioloSka molekula, ali u
njenoj strukturi nalazi se karboksilna skupina pa retinoi¢na kiselina sadrzi hidrofobni 1
hidrofilni dio pa bi se mogla svrstati i u masne kiseline i uzrokovati modifikacije proteina.
Retinoilacija upravo predstavlja reakciju modifikacije prenoSenjem retinoilne skupine na neku
aminokiselinu preko intermedijera s koenzimom-A (Takahashi i sur. 2022). Retinoilaciju su
istrazivali na stanicama HL60, $to se odnosi na stani¢nu liniju akutne promijelocitne leukemije,
te su gledali utjecaj retinoi¢ne kiseline na njihovu diferencijaciju i prestanak proliferacije.
Dokaz retinoilacije proteina in vitro dobiven je preko radioaktivno oznacene retinoi¢ne kiseline
s tricijem. Nakon §to je sva slobodna retinoi¢na kiselina ekstrahirana iz stanica i dalje se mogla
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detektirati radioaktivnost u stanicama. Nakon digestije proteina pomocu enzima proteinaze K
ponovno je nastala slobodna retinoi¢na kiselina i radioaktivnost je detektirana u otopini. To je
upucivalo na zakljucak da su unutarstani¢ni proteini modificirani retinoicnom kiselinom, a
pomocu metanol-kalijevog hidroksida uspjeli su detektirati da retinoilacija vjerojatno ukljucuje
nastanak tioesterske veze, a intermedijer je retinoil-CoA, no takoder su pronadene i amidne i
esterske veze. Istrazivanja su zatim nastavljena in vivo na Stakorima s deficijencijom vitamina
A kojima je retinoi€na kiselina injektirana intraperitonealno. Najvise retinoilacije detektirali su
u bubrezima 1 jetri (Takahashi i Breitman 1991). Otkriveno je da reakcija retinoilacije ima dva
koraka, u prvom ¢e nastati intermedijer retinoil-CoA, a u drugom koraku nastaju retinoilirani
protein. Lokalizacija te reakcije najjaca je u endoplazmatskom retikulumu pa se smatra da se
tamo nalazi najviSe enzima koji ju poticu. Takoder je znacajno da ¢e retinoilirani protein nastati
samo u prisustvu mikrosoma, ATP-a, CoA i MgCl,. Retinoilirani proteini nalaze se unutar
jezgre i pokazuju povecan afinitet vezanja DNA. Retinoilacija je posttranslacijska modifikacija
1 dogada se na ve¢ postojecim proteinima. U HL60 stanicama, kao glavni retinoilirani protein
otkriven je vimentin — filamentni protein intermedijer. Retinoi¢na kiselina je povezana s
vimentinom preko kovalentne veze, ali smatra se da to nije tioesterska veza, ve¢ esterska.
Protein je lokaliziran u jezgri, a najveca mu je koncentracija u jezgrinoj ovojnici (Takahashis i
Breitman 1994). Kada su promatrali diferencijaciju HL60 stanica primijetili su da se dogada
retinoilacija otprilike 20 proteina, a jedan od njih je i cAMP-ovisna proteinska kinaza A, to¢nije
njezina regulatorna jedinica (PKA-R). Takoder su retinoilirani proteini ukljuceni u citoskeletne
promjene tijekom diferencijacije: a-aktinin i Rho-GDIB. U ranim stadijima diferencijacije
izrazena je retinoilacija proteinskih kinaza, a pretpostavlja se da je vimentin bitan u kasnijim
fazama diferencijacije jer mu tada raste koli¢ina retinoilacije. U terapijske svrhe najbolja
kombinacija tretmana su retinoi¢na kiselina i1 induktor proizvodnje cAMP-a: PGE2 (Slika 7).
Vrlo je vazan slijed tih tretmana kako bi se dogodio sinergisti¢ki u¢inak i ubrzala diferencijacija
stanica. Tretman samo sa retinoi¢nom kiselinom uzrokuje stabilnost PKA i njenu translokaciju
iz citoplazme u jezgru. PKA ¢e u jezgri fosforilirati proteine §to ¢e dovesti do diferencijacije
stanice. Ako se doda samo PGE2 on ¢e se vezati za receptor EP2 na stani¢noj membrani i
aktivirati adenilat ciklazu koja ¢e stvarati cAMP 1 do¢i ¢e do jace fosforilacije proteina u
citoplazmi pomocu PKA, ali ne¢e se dogoditi diferencijacija stanice. Ako se ta dva tretmana
kombiniraju, prvo tretman retinoi¢nom kiselinom, a zatim tretman s PGE2 do¢i ¢e do velikog
povecanja intenziteta diferencijacije stanice. Smatra se da retinoilacija sluZi kao lokalizacijski
signal za jezgru na PKA S§to uzrokuje njihovu translokaciju, a takoder spreCava razgradnju

regulatorne podjedinice PKA jer smanjuje njenu ubikvitinaciju. Povecanje fosforilacijske
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aktivnosti PKA uzrokuje porast razine cAMP u stanici. Zajedno ¢e retinoi¢na kiselina i cAMP
dovesti do diferencijacije HL60 stanica u granulocitne stanice — umjesto stanica nalik mati¢nim
stanicama koje nekontrolirano proliferiraju nastat ¢e diferencirani leukociti koji se normalno
nalaze u organizmu. Retinoi¢na kiselina dakle ima veliki potencijal u lijeCenju bolesti koje se
vrlo teSko lijece 1 uzrokuju velike probleme kod bolesnika. Potrebna su daljnja istraZivanja kako
bi se detaljno otkrili mehanizmi djelovanja te molekule kako bi se mogla sigurno koristiti u

lije¢enju ostalih bolesti osim akutne promijelocitne leukemije.

A B
1. tretman: RA > 2. tretman: PGE,
- PGE, -
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ATP cAMP RA ATP cAMP RA cAMP
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Slika 7 — Sinergisticki utjecaj tretmana retinoi¢nom kiselinom i s PGE2 na diferencijaciju stanica akutne

promijelocitne leukemije. (Preuzeto i prilagodeno iz N. Takahashi i sur. 2022)

3.2. Dvojaka funkcija retinoic¢ne Kiseline

Posljedice djelovanja retinoi¢ne kiseline mogu biti u smjeru diferencijacije kako je objaSnjeno
1 prije u ovom radu, ali, ovisno o tipu stanice na koju djeluje, retinoi¢na kiselina moze
uzrokovati i proliferaciju. To¢nije, moZe se potaknuti tzv. mati¢nost stanica koje se onda nalaze
u nediferenciranom stanju i imaju veliku sposobnost diobe (Mezquita i Mezquita 2019).
Istrazivanja na stanicama raka dojke dala su dobre uvide u ovu problematiku. Mlije¢ne zlijezde
su tkivo koje se razvija tek postnatalno i stoga je iznimno vazna dobra kontrola ravnoteze
izmedu samoobavljanja i diferencijacije stanica. Tumorske stanice kod raka dojke poprimaju
fenotip progenitora ili mati¢nih stanica, a gube osobine diferenciranih stanica. U njima se

javljaju epigeneticke modifikacije na histonima koje sluze kao inhibitori ekspresije tumor-
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supresorskih gena koji bi se inace eksprimirali kao odgovor stanice na djelovanje retinoi¢ne
kiseline. Stoga je izrazito vazna ravnoteza izmedu transkripcijskih 1 netranskripcijskih tj.
genomskih i negenomskih funkcija retinoi¢ne kiseline. Negenomske uloge ¢esto mogu poticati
razvoj tumora pa tu spada PI3K-AKT signalni put u kojem dolazi i do izravnog kontakta s
RARa receptorom, a uzrokuje proliferaciju tumora dojke (Rossetti i sur. 2016). Vazna je i
diferencijalna genska ekspresija u razli¢itim stanicnim linijama, najces¢e uzrokovana razlic¢itim
uzorkom metilacije na DNA. U nekim stanicama retinoi¢na kiselina ¢e zbog medudjelovanja s
produktima genske ekspresije uzrokovati supresiju rasta tumora, dok ¢e u drugima povecati
tumorogeni¢nost stanice 1 uzrokovati proliferaciju. Kod neinvazivnih vrsta raka 1 u
netumorskim stanicama mlijeCnih Zlijezda retinoi¢na kiselina djelovat ¢e pozitivno i1 potaknuti
aktivaciju gena za diferencijaciju stanice, a takoder uzrokuje pojavu malih nekodiraju¢ih RNA
koje ciljano smanjuju koli¢inu proteina koji sudjeluju u odrzavanju pluripotentnosti stanice.
Kod agresivnih tipova tumora dojke retinoi¢na kiselina ne moze potaknuti diferencijaciju
(Marcato i sur. 2015). Dosta je vazna ekspresija RARP receptora, a ovisno o tipu tumora on ¢e
potaknuti proliferaciju ili diferencijaciju. Kod neagresivnih vrsta raka dojke retinoi¢na kiselina
povecava lokalizaciju RAR receptora i TET2 (metilcitozin dioksigenaza) unutar jezgre. TET2
katalizira prijelaz 5-metilcitozina, koji sluzi kao represivni marker kromatina i sprecava
ekspresiju gena, u 5-hidroksimetilcitozin, koji uzrokuje aktivaciju ekspresije. Kao posljedica
toga aktiviraju se geni tumor-supresora 1 sprecava se proliferacija tumora, a potice
diferencijacija. Kod agresivnih tumora ¢e TET2 zaostati u citoplazmi jer nema dovoljno RAR
pa tretman s retinoi¢nom kiselinom ne uzrokuje diferencijaciju. Jos§ se jedna opasnost javlja kod
RARB. Ukoliko se on nade u stromi tumora dogodit ¢e se proliferacija raka dojke, a smatra se
da se to vjerojatno dogada stvaranjem kemokina SDF-1 u stanicama strome, a zatim se aktivira

signalni put Src-ErbB2-Akt koji ¢e potaknuti stani¢nu proliferaciju (Liu 1 sur. 2011).

Osim u tkivu mlije¢nih Zlijezda, retinoi¢na kiselina izaziva opre¢ne odgovore u mnogim drugim
tkivima u organizmu. Kratkotrajni tretman induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica
retinoi¢nom kiselinom uzrokovat ¢e odrzavanje pluripotentnosti, za razliku od embrionalnih
mati¢nih stanica o kojima je bila rije¢ u ovom radu (De Angelis i sur. 2018). U razvoju ziv€anog
sustava retinoi¢na kiselina uglavnom ¢e poticati diferencijaciju, ali postoje slucajevi kada je
retinoi¢na kiselina potrebna za proliferaciju. Kod rane neurogeneze bitna je za proliferaciju
mozdane kore, tocnije za proliferaciju radijalnih glija stanica koje ¢e omoguciti pravovremen
nastanak neurona u dovoljnim koli¢inama pa nedostatak retinoi¢ne kiseline moze uzrokovati

mikrocefaliju (Mishra i sur. 2018). Retinoi¢na kiselina klju¢na je 1 u krvotvornom sustavu gdje
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je neophodna za nastanak zrelih krvnih stanica iz njihovih progenitora procesom hematopoeze
(Purton 1 sur. 2006). Retinoicna kiselina pokazuje pozitivne u¢inke kod raka debelog crijeva
gdje inhibira proliferaciju tumora i njegovo metastaziranje (Guo i sur. 2016). U spolnom
sustavu retinoi¢na kiselina sprecava razvoj tumora jajnika (Young i sur. 2014). Takoder, je bitna
tijekom spermatogeneze gdje ¢e inducirati ekspresiju Stra8 gena koji poti¢e diferencijaciju
spermatogonija i inducira mejozu, a retinoi¢na kiselina sudjeluje 1 u elongaciji spermatida i

oslobadanju spermija (Wang 1 sur. 2016).

Retinoi¢na kiselina sve se viSe pokazuje kao idealan alat za koriStenje prilikom lijecenja
malignih bolesti, ali moze biti i vrlo opasna ukoliko se ne znaju svi signalni putevi prisutni u
nekom mikrookoliSu jer to moze odvagnuti djelovanje retinoi¢ne kiseline prema diferencijaciji

ili proliferaciji.

4. Zakljuéak

Na kraju ovog seminarskog rada moze se zakljuciti da je retinoi¢na kiselina izrazito bitan faktor
u diferencijaciji mati¢nih stanica. Bez nje diferencijacija ne bi bila moguca. Analizom mnogih
istrazivackih radova vidljivo je da retinoi¢na kiselina u diferencijaciji sudjeluje na genomskoj
razini transkripcijskom aktivacijom i supresijom putem svojih receptora, ali postoje i kljucne
akcije retinoicne kiseline izvan genoma. Moze aktivirati razne signalne puteve, kao $to su
kaskade kinaza, ili biti stimulans u signalnim mehanizmima drugih molekula. Takoder je
poznato i1 njeno djelovanje na modifikaciju proteina putem retinoilacije. Retinoi¢na kiselina
nece potaknuti razvoj samo jedne stanicne linije, ve¢ u suradnji s drugim molekulama u

staniénom mikrookoliSu omogucuje diferencijaciju i razvoj stanica svih zametnih listi¢a.

Medutim, retinoi¢na se kiselina moZe ponasati i kao inicijator proliferacije, a ne diferencijacije.
Njen dvojaki utjecaj jos uvijek je nedovoljno proucen te su potrebna jo§S mnoga istrazivanja za
potpuno razumijevanje kako retinoi¢na kiselina potice diferencijaciju ili proliferaciju i koje su
ostale molekule i signalni putevi odgovorni za stanicnu sudbinu koju ¢e retinoi¢na kiselina

uzrokovati.

Retinoi¢na kiselina zbog svoje sposobnosti da potakne diferencijaciju ima velik potencijal u
terapijama protiv malignih bolesti. Moze sprijeciti proliferaciju stanica raka tako Sto ¢e od
stanica sli¢nih mati¢nim stanicama koje se nekontrolirano dijele potaknuti razvoj diferenciranih
stanica. No potreban je veliki oprez pri primjeni retinoi¢ne kiseline u obliku lijeka jer moze

potaknuti 1 suprotan ucinak i time pogorsati rak.
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Retinoi¢na kiselina je molekula s raznolikim funkcijama, a ve¢ina njenih ucinaka jo$ nije u
potpunosti poznata. Kako bi se njena uloga u diferencijaciji maticnih stanica do kraja razjasnila
potrebno je poticati daljnja istrazivanja pomocu kojih treba do¢i do otkri¢a svih komponenti
koje utjecu na njeno djelovanje. Ostvarivanje potencijala retinoi¢ne kiseline predstavlja

buduénost biomedicinskih uspjeha i napredak u lije€enju teSkih bolesti.
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