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omogucuju endometrijske mati¢ne stanice. Dio njih tijekom menstruacije zavrsi u menstrualnoj
krvi te ih je moguce izolirati i uzgajati u kulturi. Na njih se referira imenom menstrualne
maticne stanice. Imaju markere mezenhimalnih mati¢nih stanica, ali i neke embrionske. Ne
reprezentiraju hematopoetske markere. Pravilno inducirane mogu diferencirati u stani¢ne linije
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The endometrium of the human uterus undergoes periodic shredding and renewal.
Endometrium stem cells enable its regeneration. Some of them end up in menstrual blood
during menstruation. It is possible to isolate them and grow them in culture. They are referred
to as menstrual stem cells. Menstrual stem cells have mesenchymal and some embryonic
markers. They do not present hematopoietic markers. If induced properly it is possible to obtain
cell lines of all three germ layers. They show fibroblast-like morphology in vitro, stable
karyotype even after a great number of passages, and high proliferative capacity. Because of
these qualities, they have everything that is required for further studies as potential sources of
cells for cell therapy, but what truly distinguishes them from other stem cells is the way they
are collected. It is minimally invasive, economical, does not require surgery because donors
perform it themselves, does not face ethical dilemmas, and results a great number of obtained
cells. There are plenty of potential donors and the process can be repeated periodically. Dozens
of papers on animal models have already been published on the use of menstrual stem cells
treating various diseases, including premature ovarian dysfunction, diabetes type 1, and thin
endometrium. The results are promising. The attitude of women towards the donation of
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to enable great advance in regenerative medicine.

Keywords: stem cell therapy, menstrual blood, stem cells collection
(17 pages, 2 figures, 0 tables, 40 references, original in: Croation)

Thesis is deposited Central Biological Library.

Mentor: prof. dr. sc. Inga Urli¢



Sadrzaj

| oY« SO P PP PRT PP 1
2 Podrijetlo 1 karakteristike MEenSC......c..ioiiuiiiiiiiiiiiiiiiie e 2
3 Prednosti i nedostatci menstrualnih mati¢nih stanica u regenerativnoj medicini.............. 6
4 Primjena menstrualnih matiénih Stanica...........ccooeviiiiiiiiicii 7

4.1 Lijecenje prijevremene ovarijske insuficijencije izazvane kemoterapijom............... 8

4.2 Novi pristup u lijecenju stanja tankog endometrija ........cccoocevriveerieiiieenieiiee e 9

4.3 Menstrualne maticne stanice kao lijek za diabetes mellitus tip 1 .........cccovvevrnennn. 10
BT A [0 4101 - PO PTUTRTUPPOPRUPRPS 11
L 114 {7 OSSR 12
A v 1 1 F OO TP PR PURPPPPOPRPRPP 13

R/ 0103 o3 TR 17



1 Uvod

Mati¢ne stanice izolirane iz menstrualne krvi (MenSC, engl. menstrual stem cells) su
matiCne stanice koje se nalaze u oljustenom dijelu endometrija maternice tijekom mjesecnih

menstrualnih ciklusa (Gargett i Masuda 2010).

Osnovno svojstvo mati¢nih stanica je da mogu diferencirati u specificne stanicne linije
ili se regenerirati, odnosno mitotskom diobom dati identi¢ne stanice kéeri (Zakrzewski i sur.
2019). Razlikuju se prema vrstama i broju stani¢nih linija u koje mogu diferencirati te opéenito
govorimo o totipotentnim, pluripotentnim, multipotentnim, oligopotentnim i unipotentnim
matic¢nim stanicama (Kalra i Tomar 2014). Iz totipotentnih stanica se mogu razviti sve stanice
u organizmu te sva ekstraembrionalna tkiva. Totipotentne stanice su zigota i nekoliko prvih
blastomera. Ve¢ u stadiju blastociste unutarnja stani¢na masa (ICM, engl. inner cell mass)
odnosno embrioblast moze diferencirati u sve stanice koje daju tri zametna listia, no ne i
ekstraembrionalna tkiva, te se takve stanice zovu pluripotentnima. Embrionalne maticne
stanice su pluripotentne (Baker i Pera 2018). U odraslom organizmu se nalaze multipotentne,
oligopotentne i unipotentne mati¢ne stanice. Multipotentne stanice mogu dati brojne, ali ne sve,
stani¢ne linije. Primjerice, odrasle hematopoetske mati¢ne stanice diferenciraju u sve vrste
krvnih stanica; i mijeloidne i1 limfoidne loze. Oligopotentne stanice mogu diferencirati u
nekoliko bliskih stani¢nih tipova. Tako limfoidne mati¢ne stanice daju T i B limfocite, plazma
stanice 1 prirodne stanice ubojice, a mijeloidne mati¢ne stanice megakariocite, mijeloblaste,
eritrocite 1 mastocite (Barmanbay 2024). Unipotentne stanice poput satelitnih miSi¢nih
mati¢nih stanica mogu stvarati samo stanice svog tipa te se samoobnavljati. Upravo ih svojstvo

samoobnavljanja razlikuje od ne-mati¢nih stanica njihovog tipa (Seale 1 sur. 2001).

Totipotentnost 1 pluripotentnost su klju¢ne za razvoj ¢itavog visestanicnog organizma
iz jedne stanice, a u odraslom organizmu mati¢ne stanice omogucavaju regeneraciju tkiva
oSte¢enih ozljedom, zamjenu stanica koje ulaze u apoptozu te rast i razvoj Sto je pokazano za
mozak, miSice, zivce, krv, kozu i druge organe. Zbog razlika u potentnosti stanica, nacinu
skupljanja 1 etickih dilema mati¢ne stanice se Cesto dijele na embrionalne (ESC, engl.
embryonic stem cells) 1 adultne mati¢ne stanice te inducirane pluripotentne stanice (iPSC, engl.
induced pluripotent stem cells) koje su dobivene u laboratoriju manipulacijom ekspresije gena

(Kalra 1 Tomar 2014).



Zahvaljujuci potencijalu za obnovu tkiva, mati¢ne stanice su ve¢ desetlje¢ima u fokusu
istrazivanja u podrucju regenerativne medicine. Poseban naglasak se stavlja na razvoj terapija
za bolesti za koje drugi tretmani daju slabe rezultate poput dijabetesa mellitusa tipa 1,
Parkinsonove i Huntingtonove bolesti, celijakije, sréanog udara, oste¢enja misica i neuroloskih
poremecaja (Kalra i Tomar 2014). Transplantacija koStane srzi u sklopu lijecenja leukemije
(radioterapijom ili kemoterapijom terminirane endogene hematopoetske maticne stanice se
nadomjestaju iz transplantirane srzi) te epitelnih mati¢nih stanica za tretiranje opeklina i

poremecaja roznice su ve¢ uhodane medicinske prakse (Kalra i Tomar 2014).

Maticne stanice izolirane iz menstrualne krvi (MenSC) imaju obecavajuci potencijal za
razvoj niza terapija baziranih na mati¢nim stanicama jer se prikupljaju jednostavno, efikasno,
minimalno invazivnom procedurom bez problema u postizanju dovoljnog broja stanica za
buducu klinicku primjenu te povoljnih bioloskih svojstava $to ¢e uz dosadasnja postignuéa u

razvoju terapija sa MenSC biti obrazloZeno u ovom zavrSnom radu.

2 Podryjetlo 1 karakteristike MenSC

Desetak vrsta visih primata ukljucujuéi ljude, Cetiri vrste SiSmiSa, surlaste rovcice i
jedna vrsta jeZolikog miSa imaju menstrualne cikluse sa menstrualnim krvarenjem (Bellofiore
1 sur. 2018; Emera 1 sur. 2012). U reproduktivnoj fazi Zivota endometrij Zenki tih vrsta prolazi
periodi¢na ljustenja 1 obnavljanja s iznimkom perioda trudnoce, kod ljudi sveukupno oko 400
ciklusa (Lv 1 sur. 2018). Nakon ljustenja, endometrij se regenerira §to omogucuje implantaciju
blastociste ukoliko dode do oplodnje jajne stanice. Tijekom obnavljanja u njemu se odvijaju
hiperproliferacija 1 angiogeneza te se zadeblja za pet do sedam milimetara (Meng 1 sur. 2007).
Endometrij Cine epitelni sloj 1 lamina propria. Epitel se dalje dijeli na funcionalis koji zauzima
dvije tre¢ine debljine endometrija i ¢ini veéinu oljustenog tkiva tijekom menstruacije i basalis
koji zauzima preostalu jednu tre¢inu (Khoury i sur. 2014). Obnavljanje endometrija nakon
menstrualnog ljuStenja do kojeg dolazi ukoliko blastocista nije implantirana omogucuju
endometrijske mati¢ne stanice (EndoSC, engl. endometrial stem cells) smjeStene u
perivaskularnoj regiji slojeva basalis 1 funcionalis (Fayazi i sur. 2016). U EndoSC spadaju
epitelne, stromalne i endotelne stanice endometrija (Santamaria 1 sur. 2018), a one
endometrijske maticne stanice koje se oljuSte i postanu dio menstrualne krvi se nazivaju

mati¢nim stanicama dobivenim iz menstrualne krvi (MenSC) (Gargett i Masuda 2010).



Menstrualne mati¢ne stanice prvi su put izolirane iz menstrualne krvi 2007. godine te
je predloZen naziv regenerativne stanice endometrija (ERC, engl. endometrial regenerative
cells), $to se zadrzalo kao pojam u dijelu literature (Meng i sur. 2007). Danas se menstrualna
krv najcesce prikuplja u menstrualne ¢asice i u Sto kraéem roku podvrgava izolaciji (Patel i sur.
2008). Empirijski se tijekom jednog ciklusa moze skupiti 40 — 80 mL menstrualne krvi. Po
mililitru skupljene krvi izolira se priblizno 10* menstrualnih mati¢nih stanica (Zhang i sur.
2023). Prikupljena krv moze stajati 72 sata na 4 °C prije provodenja uspjesne izolacije (Y. Liu
i sur. 2018). MenSC u kulturi su adherentne na plastici, morfologije sli¢ne fibroblastima, §to je
vidljivo na Slici 1 (Meng i sur. 2007). Meng i sur. (2007) su izmjerili da je vrijeme duplikacije
19,4 sata, Patel 1 sur. (2008) izmedu 24 1 36 sati, Sto je u svakom slu€aju krace od 40 do 45 sati,
koliko je vrijeme duplikacije MCS izoliranih iz koStane srzi (Khoury i sur. 2014). S
povecanjem dobi donora povecava se i vrijeme duplikacije izoliranih MenSC (J. Chen 1 sur.
2015). MenSC spadaju u mezenhimalne mati¢ne, odnosno prema nekim autorima stromalne,
stanice (MSC, engl. mesenchymal stem cells). Nazivlje nije unificirano jer unato¢ mogucnosti
autoregeneracije i diferencijacije in vitro, karakteristike MSC nisu rigorozno provjerene in vivo
te MSC predstavljaju heterogenu populaciju za koju jos nisu dobro definirani markeri prema

kojima bi se mogle odvojiti subpopulacije stanica (Lindner i sur. 2010).

Slika 1. Menstrualne mati¢ne stanice nakon A) prve i B) Cetvrte pasaze, fotografija sa fazno-kontrastnog

mikroskopa (Fayazi i sur. 2016).

Identitet mati¢nih stanica potvrduje se fenotipskom karakterizacijom. MenSC
eksprimiraju mezenhimalne markere CD9, CD29, CD41a, CD44, CD59, CD73, CD90 1
CD105, telomeraznu reverznu transkriptazu (hTERT), a nemaju hematopoetske markere
CD14, CD34, CD38, CD45 i CD133, mezenhimalni marker STRO-1 kojeg eksprimiraju MSC

u endometriju, niti HLA-DR. Od markera embrionalnih mati¢nih stanica MenSC iznenadujuce



eksprimiraju Oct-4, dok u nekim radovima je, a u nekima nije zabiljezena ekspresija markera
SSEA-4 i Nanog $to je posebno zanimljivo obzirom da njihova ekspresija nije karakteristi¢na

za MSC (Y. Liu i sur. 2018; Meng i sur. 2007; Patel i sur. 2008; Phermthai i sur. 2016).

U usporedbi s maticnim stanicama izoliranima iz pupCane vrpce ekspresija
metaloproteaza MMP-3 i MMP-10, citokininskih faktora rasta GM-CSF i PDGF-BB te faktora
angiogeneze ANG-2 je znacajno ve¢a kod MenSC, dok je sekrecija VEGF, HGF i EGF, takoder
faktora angiogeneze, podjednaka (Meng i sur. 2007).

MenSC in vitro, nasadene u odgovaraju¢im koncentracijama i komercionalno
dostupnim medijima, diferenciraju u stani¢ne linije svih zametnih listi¢éa; mezoderma,
ektoderma 1 endoderma (Meng i sur. 2007). Dobiveni su miociti, osteociti, hondrociti,
endotelne stanice, adipociti i kardiomiociti od stanica mezodermalne loze, stanice jetre,
gusterace 1 respiratorni epitel od endodermalnih, te ziv€ane stanice, koje su ektodermalna
stani¢na linijja. Za potvrdivanje identiteta diferenciranih stanica koriste se njihova
karakteristi¢na svojstva, primjerice osteociti se potvrduju bojanjem bojom alizarin crveno,
endotelne stanice se vizualiziraju primarnim antitijelima anti-CD34 i anti-CD62 1 sekundarnim
fluorescentno obiljezenim antitijelima, adipociti bojanjem fluorescentnom bojom AdipoRed,
stanice jetre 1 guSteraCe primarnim antitijelima za albumin i inzulin (Y. Liu 1 sur. 2018; Meng 1
sur. 2007; Patel 1 sur. 2008). Morfologija 1 vizualizacija diferenciranih MenSC in vitro
prikazana je na Slici 2. Bez odgovarajuc¢eg stimulansa MenSC ne eksprimiraju markere
diferencijacije (Meng 1 sur. 2007). Kariotip MenSC je stabilan, ne javlja se aneuploidija,
poliploidija ni druge vidljive abnormalnosti tijekom uzgoja u kulturi niti nakon 68

udvostrucenja populacije (Meng 1 sur. 2007; Patel i sur. 2008).

S brojem pasaza u kulturi smanjuje se proliferativni kapacitet MSC, pa tako 1 MenSC.
Zemelko 1 sur. (2012) su pokazali da stanice prolaze i preko 45 udvostru¢enja prije ulaska u
senescenciju. Na sli¢an nacin, ali u manjoj mjeri, na sposobnost diobe MenSC utjece 1 dob
donora. Stanice starijih donora imaju smanjenu ekspresiju gena povezanih sa stani¢nim rastom
1 razvojem poput gena CDC42SE] ukljucenog u formaciju citoskeleta, EGFR nuZnog za
proliferaciju mati¢nih stanica i odrzavanje nediferenciranog stanja, VEGFA vaznog za
migraciju 1 proliferaciju te niz gena koji omogucavaju diferencijaciju, $to upucuje da se
multipotentnost stanica smanjuje s povecanjem dobi donora. S druge strane, povecana je razina
OSTFI1 koji promovira razvoj osteoklasta te MAP3K5 1 TNFSF4 ukljucenih u apoptozu i
prijenos upalnih signala (J. Chen 1 sur. 2015).



Slika 2. Morfologija i vizualizacija diferenciranih MenSC in vitro u: A) adipocite, Zuto obojane su
lipidne vakuole bojom AdipoRed; B) osteocite, crveno obojenje lokalizira kalcij obojen alizarin
crvenim; C) miocite, zeleno obojenje oznacava alfa aktinin; D) stanice skeletnog miSica, zeleno
oznacava skeletni miozin; E) endotelne stanice, zeleno obojenje oznacava CD34; F) endotelne stanice,
zeleno obojenje oznacava CD62; G) stanice jetre prepoznatljive po svojoj morfologiji; H) stanice jetre,
zeleno obojenje oznacava albumin ; I) stanice gusterace, zeleno obojenje oznacava inzulin; J) Ziv€ane
stanice, zeleno obojenje oznacava Nestin; K) ziv€ane stanice, zeleno obojenje oznacava GFAP; L)
respiratorni epitel, zeleno obojenje oznaCava prosurfaktantni protein C; M) sréane stanice, zeleno

obojenje oznacava troponin 1 (Meng i sur. 2007).




3 Prednosti 1 nedostatci menstrualnih mati¢nih stanica u
regenerativnoj medicini

Menstrualne mati¢ne stanice pokazuju mnoge prednosti nad drugim tipovima mati¢nih
jeftiniji, moze se ponavljati svaki mjesec te se suocava s malo etickih dilema (Khoury i sur.
2014). Prikupljanje kostane srzi za izolaciju hematopoetskih mati¢nih stanica (HSC) ukljucuje
invazivnu proceduru busenja kosti, najées¢e zdjelice, te izvlacenje jedne do jedne i pol litre
srzi specijaliziranim Spricama (Hatzimichael i Tuthill 2010). Prikupljanje HSC iz pupcane
vrpce je manje invazivno; nakon poroda i rezanja vrpce iz nje se iscijedi krv, no prilika za
doniranje se javlja relativno rijetko (Solves 1 sur. 2003). Takoder, pokazano je da odgodeno
rezanje pupcane vrpce (30 — 60 sekundi nakon poroda) rezultira viSim razinama hemoglobina
te ve¢im zalihama zeljeza u prvim mjesecima zZivota novorodenceta, a benefiti su jos izrazeniji
za nedonoscad. S druge strane, broj stanica koji se moze prikupiti iz pupcane vrpce nakon
odgodenog rezanja se drasticno smanjuje (Committee on Obstetric Practice 2020) Sto je,
imajuci u vidu da je glavni problem kod korisStenja pupcane vrpce kao izvora matic¢nih stanica
mali broj stanica koje se mogu skupiti (Mancinelli 1 sur. 2006), velika prepreka za Siroku
klinicku primjenu. Embrionalne mati¢ne stanice imaju iznimno visok kapacitet proliferacije
Sto je poZeljno svojstvo 1 za potrebe istraZivanja 1 za klini¢ku upotrebu, no s druge strane u
pogledu regenerativne medicine izrazena je moguc¢nost odbacivanja transplantata zbog
imunosne reakcije te razvoj teratoma uslijed diferencijacije stanica nakon transplantacije
(Meng 1 sur. 2007). Dodatno, izolacija humanih ESC, obi¢no u stadiju blastociste pet do Sest
dana poslije fertilizacije, dize eticke dileme obzirom da ukljucuje destrukciju embrija (Park 1

sur. 2024). Sli¢ni problemi se javljaju 1 kod ostalih poznatih izvora mati¢nih stanica.

Nadalje, menstrualne maticne stanice imaju visoku stopu proliferacije Sto im daje
dodatnu prednost u klinickoj primjeni. Terapije mati¢nim stanicama zahtijevaju relativno
veliku brojnost stanica kako bi tretmani bili uspjesni, §to je sa MenSC moguce posti¢i (Khoury
1 sur. 2014). U prednosti MenSC valja ubrojiti i stabilan kariotip i telomeraznu aktivnost, kao
Sto je ve¢ diskutirano. Opce je prihvacena teorija da se vecina poremecaja endometrija u
premenopauzi, poput ponovljenih spontanih pobacaja, endometrioze, jakog menstrualnog
krvarenja i neplodnosti javlja zbog abnormalnosti EndoSC, no nije skupljeno dovoljno
podataka koji ju podupiru (Tempest 1 sur. 2018). Kako MenSC poticu iz endometrija smatra se

da imaju veci utjecaj na regenerativne stanice maternice i jajnika od drugih mati¢nih stanica te



ih dulje stimuliraju nakon transplantacije (Zhang i sur. 2023). Pretpostavlja se da su za to
zasluzni specificni markeri endometrijskih epitelnih stanica koji tek trebaju biti
okarakterizirani. Neki autori isticu da zbog jednostavnosti skupljanja MenSC nude priliku
autologne terapije za veliki dio populacije kod koje nema bojazni od imunosne reakcije i
odbacivanja transplantata (Meng i sur. 2007). Za potrebe autologne transplantacije MenSC se
mogu skupiti 1 smrznuti prije tretmana koji uniStavaju mati¢ne stanice poput kemoterapije, Sto

¢e detaljnije biti objasnjeno u sljede¢em poglavlju (Y. Liu i sur. 2018).

Prepreka za klinicko koriStenje menstrualnih mati¢nih stanica je nedostatak provjerenih
i uhodanih metoda za izolaciju, uzgoj u kulturi, administraciju te pracenje razvoja bolesti u
odnosu na terapiju s MenSC (Zhang i1 sur. 2023). Ovako stanje nije neobi¢no niti
obeshrabrujuce jer vrijedi za svaki novi oblik terapije, a mnogo posla je ve¢ odradeno te postoji

dobra podloga u pogledu razumijevanja MenSC.

4 Primjena menstrualnih mati¢nih stanica

Neko¢ su se MenSC koristile kao podloga za rast ESC u kulturi kako bi ih odrzavale u
nediferenciranom stanju (Zemelko 1 sur. 2012). Odlican su kandidat kao glavni izvor stanica
za induciranje pluripotentnosti jer se efikasnije reprogramiraju od do sad najc¢esce koristenih

ljudskih dermalnih fibroblasta (Li i sur. 2013).

Moguénost klini¢ke primjene MenSC je prvi put ispitana na ¢etiri pacijenta s multiplom
sklerozom (Zhong 1 sur. 2009). Terapija je administrirana intravenozno i intratekalno s ciljem
ispitivanja sigurnosti te se stanje pacijenata nije dodatno pogorSavalo u narednih nekoliko
mjeseci do godinu dana koliko su praceni, $to je zeleno svijetlo za daljnja ispitivanja. Sedam
pacijenata s Ashermanovim sindromom je takoder primilo autolognu terapiju MenSC.
Zabiljezeno je znacajno zadebljanje endometrija i jedna spontana trudnoc¢a (Tan 1 sur. 2016).
lako je rezultat nezadovoljavajuéi za klinicku primjenu, odli¢an je poticaj za razjaSnjavanje

mehanizma 1 optimizaciju metode.

Premda su objavljeni deseci radova o primjeni menstrualnih mati¢nih stanica u
tretiranju razlicitih bolesti, primjerice akutne ishemije ekstremiteta, epitelnog raka jajnika,
Duchenne misi¢ne distrofije 1 idiopatske pluéne fibroze, gotovo sva istrazivanja su provedena
na miSevima ili Stakorima, kao Sto je jedino i za o€ekivati (L. Chen 1 sur. 2019). Prije klinic¢kih

ispitivanja nuzno je potvrditi efikasnost terapije i razjasniti mehanizme koji stoje iza nje. U



nastavku opisana su dostignuc¢a u lijeCenju prijevremene ovarijske insuficijencije izazvane
kemoterapijom, tankog endometrija i dijabtesa mellitusa tipa 1 menstrualnim mati¢nim

stanicama.

4.1 LijeCenje prijevremene ovarijske insuficijencije izazvane
kemoterapijom

Menstrualne mati¢ne stanice se mogu primijeniti u lijeenju prijevremene ovarijske
insuficijencije (POI, engl. premature ovarian insufficiency) izazvane kemoterapijom. POI je
medicinsko stanje u kojem se kod Zena mladih od 40 godina, prije ocekivane fizioloske
menopauze koja ukljuuje progresivan pad funkcije jajnika, javljaju abnormalnosti u
menstrualnom ciklusu, izostanak ovulacije, poviSena razina hormona FSH (folikul-
stimuliraju¢i hormon) 1 niza razina estrogena. Prijevremena ovarijska insuficijencija zahvaca
1% Zena ispod 40 godina (Webber 1 sur. 2016). Terminalni stadij POI-a obiljezavaju amenoreja,
simptomi perimenopauze, visoke razine FSH, snizene razine estrogena i neplodnost.
Disfunkcija jajnika takoder utjeCe i na kardiovaskularni sustav, kosti i neurokognitivne
funkcije. Kako su jajnici iznimno osjetljivi na kemoterapeutske lijekove, a rak se sve ceSce
javljaikod mladih pacijenata te se lijei radioterapijom i kemoterapijom, raste i pojavnost POI-
a izazvanog kemoterapijom (Lai 1 sur. 2015). Kemoterapeutski lijekovi koji su izrazito toksicni
za jajnike su alkilirajuci agensi dobiveni od duSi¢nog iperita, njihovi analozi od platine, biljni
alkaloidi, antraciklini 1 taksani. Prijevremena ovarijska insuficijencija se najc¢eSce tretira
hormonalnom terapijom koja samo smanjuje simptome perimenopauze, ali ne obnavlja

funkciju jajnika. Medu ostalim, zbog toga se javlja problem neplodnosti.

Razli¢ite maticne stanice (iPSC, MSC, ESC) su istraZzivane kao mogu¢i tretman POI
induciranog kemoterapijom te su zabiljeZena znacajna poboljSanja nakon transplantacija.
Nakon transplantacije MSC zabiljezena je manja stopa apoptoze te regeneracija granulosa

stanica 1 primordijalnih spolnih stanica (Zhang 1 sur. 2023).

MenSC injektirane intraovarijski u ciklofosfamidom induciranog POI misa su vijabilne
1nakon 14 dana, smanjen je broj atreticnih 1 povecan broj zrelih folikula te se detektira poviSena
razina inhibina a 1 3, folikul stimuliraju¢eg hormonskog receptora (FSHR), anti Miillerovog
hormona (AMH) i proliferacijskog markera Ki67. To indicira da su MenSC u jajniku POI misa
diferencirale u granulosa stanice (T. Liu i1 sur. 2014). Na Stakorima s 4-vinilcikloheksen

diepoksidom induciranom POI-em je pokazano da je funkcija jajnika popravljena i tretmanom



eksosmima dobivenim od MenSC (MenSC-Exos, engl. MenSCs-derived exosomes) (Zhang 1
sur. 2021). Eksosomi su vezikule veli¢ine izmedu 40 i 150 nm koje se izluCuju iz stanice.
Sadrze proteine, nekodirajuéu RNA i faktore rasta te u organizmu sudjeluju u apoptozi,
proliferacji, stvaranju citokinina i regulaciji imunosnog odgovora i metabolizma. U Stakorima
tretiranima eksosomima je uspostavljena normalna razina spolnih hormona, cikli¢nost estrosa
te je povecan postotak zivorodenih mladunaca. Povecan je takoder broj zrelih folikula i
proliferacija granulosa stanica unutar njih. Jasno je da MenSC parakrino djeluju na stanice
jajnika, a mehanizam jo§$ treba utvrditi. Dosadasnji rezultati daju naznaku da se prijevremena
ovarijska insuficijencija izazvana kemoterapijom moze uspjeSno lijeciti transplantacijom
menstrualnih maticnih stanica ili eksosoma koje izlucuju, Sto svakako treba detaljnije istraziti

kako bi se povecala kvaliteta zivota pogodenih pacijenata.

4.2 Novi pristup u lije€enju stanja tankog endometrija

Zdrav endometrij je nuzan za implantaciju embrija te normalan razvoj trudnoce. Jedno
od stanja koje moZe uzrokovati neplodnost je tanki endometrij (TE, engl. thin endomertium).
TE moze biti uzrokovan invazivnim procedurama na maternici, primjerice kiretazom nakon
pobacaja, odnosno struganjem maternice, zbog oStec¢enja bazalnog sloja prilikom postupka (K.
Chen i sur. 2024). Cilj svih terapija TE je povecanje debljine endometrija. Standardni tretman
je stimulacija endometrija estrogenom S$to Cesto rezultira stvaranjem adhezija. Adhezije se
razdvajaju histeroskopijom, no ¢esto se ponovno javljaju nakon tretmana (Kumar Roy 1 sur.
2014). Kako bi se ponovna pojava sprijecila, istraZivane su mogucnosti intrauterinih uredaja,

balona 1 natrijevog hijaluronata, no problem nije u cijelosti rijeSen.

Pokazano je da je uzrok TE smanjeni broj te manja sposobnost proliferacije i1 poticanja
angiogeneze mati¢nih stanica u bazalnom sloju endometrija. Sukladno tome lijecenju TE se
odnedavno pristupa sa stajaliSta MSC jer one poticu proliferaciju, angiogenezu i imunosnu
regulaciju tkiva. Specifi¢no, potice se decidualizacija endometrija, odnosno transformacija
mati¢nih stanica endometrija u decidualne mati¢ne stanice (DSC, engl. decidualized stromal
cells) sa sekretornom ulogom. Za tu svrhu kao ishodisne MSC mogu se koristiti MenSC.
Decidualizacijom se mijenja morfologija stanica od vretenastog do spljoStenog oblika, te se
smanjuje stopa proliferacije. Povecava se stopa ekspresije gena PRL, GFBP-1, LIF i HOXA-
10 te se izluCuju znatne koli¢ine proteina PRL iz stanica. Dvostruko je povecana razina

izluc¢ivanja proteina VEGF koji omogucava angiogenezu u DSC u odnosu na MenSC, a obje



vrste stanica poticu zatvaranje praznine uvedene u kulturu konfluentnih endotelnih stanica. Na
modelu Stakora je pokazano da nakon transplantacije DSC i MenSC (odvojene grupe) u
inducirani model TE se biljezi znacajna stopa angiogeneze, oc¢ekivano veca u grupi sa DSC
transplantatom. Debljina endometrija i broj Zlijezda su nakon 14 dana odgovarali onoj kod
kontrolne grupe. Uoceno je znacajno poboljSanje u fertilnosti, izrazenije kod transplantacije
decidualnih mati¢nih stanica (K. Chen 1 sur. 2024). Menstrualne maticne stanice nalaze svoju
primjenu u istrazivanju i potencijalnom lijeenju medicinskog stanja tankog endometrija, Sto

je vrlo znacajno u vremenu kad neplodnost predstavlja sve veci problem na svjetskoj razini.

4.3 Menstrualne mati¢ne stanice kao lijek za diabetes mellitus tip 1

Diabetes mellitus tip 1 (T1IDM, engl. type 1 diabetes mellitus) je kroni¢na bolest
uzrokovana nedostatkom inzulina zbog autoimunog unistenja -stanica gusterace. Ukoliko se
ne tretira vodi do hiperglikemije i drugih komplikacija. GodiSnje se za gotovo 90 000 djece
dijagnosticira TIDM. Standardna terapija ukljucuje doZivotne injekcije inzulina (Katsarou 1
sur. 2017). TIDM se efikasno tretira i transplantacijom humanih stanica jetre, no ogranicenja

ove metode su nedovoljan broj donora jetre i potreba za dugoro¢nom imunosupresijom.

Mezenhimale mati¢ne stanice su istrazivane kao moguca terapija. Isprva su u fokusu
istrazivanja bile MSC izolirane iz koStane srzi (BM-MSC, engl. bone marrow mesenchymal
stem cells) 1 pupCane vrpce (UBSC, engl. umbilical blood stem cells) za koje je pokazano da
snizavaju razinu glukoze u krvi. Zbog jednostavnosti skupljanja, velikog proliferativnog
kapaciteta i niskog imunogeniciteta MenSC je idealan kandidat medu MSC za razvoj uspjeSnog
tretmana, $to je pokazano na modelu misa s dijabetesom tipa 1 induciranim streptozotocinom.
Streptozotocin selektivno uniStava [-stanice gusterace alkilacijom DNA 1 stvaranjem
reaktivnih kisikovih vrsta. Tretmanom s menstrualnim mati¢nim stanicama smanjena je razina
hiperglikemije, povecana je stopa prezivljavanja miSeva, odrzavana je konstantna tjelesna
tezina 1 primjerena koncentracija glukoze u krvi. Za postizanje jednakog efekta
administracijom BM-MSC stanice moraju biti visoko procis¢ene i probrane, dok UBSC ni u
viSestruko ve¢im koncentracijama ne postizu Zeljeni u¢inak. MenSC migriraju u egzokirine
strukture, PB-stanice i glavni gustera¢ni vod u TIDM misu i prezivljavaju duze nego u
normalnom misu. U gusteraci stimuliraju endogenu regulaciju i regeneraciju -stanica. Naime,
u miSu s T1IDM induciranim streptozotocinom povecana je razina Ngn3, glavnog signala za

diferencijaciju endokirnih progenitorskih stanica, no razine gena povezanih s diferencijacijom



u B-stanice (PdxlI, Foxa2, Ngn3, Nkx6.1, Pax4, i Mafb) ostaju niske. Nakon transplantacije
MenSC ekspresija ovih gena se povecava te se biljezi porast ekspresije gena Mafa, Glut2 i
gena za inzulin specifi¢nih za zrele B-stanice. Prema tome, vjerojatan mehanizam regeneracije
funkcije gusterace je indukcija diferencijacije gusteri¢inih progenitorskih stanica u f-stanice
(Wu i sur. 2014). Dosadasnja znanja o ponaSanju MenSC u T1DM misu su odli¢na podloga za

razvijanje uCinkovite terapije za diabetes mellitus tip 1.

5 Stav donora

Kako bi se ostvarila Siroka klinicka primjena MenSC koju mnogi autori predvidaju (L.
Chen 1 sur. 2019; Lv i sur. 2018) kljucan je stav javnosti, prvenstveno Zena koje menstruiraju
kao donora, prema skupljanju i doniranju menstrualne krvi. O¢ekivano, odnos prema koristenju
MenSC u lijeenju te razmisljanja o doniranju menstrualne krvi variraju u razli¢itim dijelovima
svijeta. Gotovo 80% zena iznad 18 godina koje nisu uSle u menopauzu te su pristupile
istrazivanju u Ujedinjenim Kraljevstvu je voljno donirati menstrualnu krv (Manley 1 sur. 2019).
Nije uoc¢ena poveznica izmedu dobi, prijaSnjeg doniranja periferne krvi, radanja te preferiranih
higijenskih proizvoda koristenih tijekom menstruacije (ulosci, tamponi ili menstrualna c¢aSica)
sa spremnos¢u doniranja. Znacajno je da bi ¢ak 73% Zena po prvi put isprobalo koristenje
caSice s ciljem doniranja menstrualne krvi (Manley i sur. 2019). Razlozi koje su Zene navodile
u prilog doniranju su iskoriStavanje neceg Sto bi inace bilo baceno za pomo¢ drugima, da bi
bilo Steta ne donirati kad je postupak tako jednostavan te da bi ovakvo koriStenje menstrualne
krvi moglo pomo¢i u razbijanju tabua o menstruaciji. Medu objasnjenjima zasto ne Zele
donirati su da im se postupak ¢ini nehigijenski i da ne mogu zbog medicinskih razloga. Prije
istrazivanja tek je 16% ispitanica culo za MenSC $to ukazuje da je ova tema jo$ relativno
nepoznata $iroj javnosti. Zanimljivo je da su ostale ispitanice trebale ocijeniti menstruaciju
prije 1 nakon $to su procitale o mogucnosti 1 potencijalu doniranja te da je ¢ak 40% njih
pozitivnije ocijenio menstruaciju nakon $to su upoznate s moguénostima MenSC. Svega 5% ih
je nakon ¢itanja menstruaciju ocijenilo negativnije, dok se ocjena kod ostalih nije promijenila
(Manley 1 sur. 2019). S druge strane, medu ispitanim zdravstvenim radnicama u Indiji 54% bi
bilo voljno donirati, a 65% podupire donaciju menstrualne krvi (Kaur 1 sur. 2023). Menstrualnu
caSicu je voljno koristiti po prvi put 37% ispitanica. Pokazana je ovisnost obrazovanja,
mjesecnih prihoda i statusa zaposlenja o stavu prema MenSC. Autori predlazu da bi
obrazovanje o menstrualnim mati¢nim stanicama pridonijelo demistifikaciji menstruacije i

koristilo drustvu u cjelini. Sveukupno, pozitivan stav mogucih donora je svakako joS jedan



poticaj za daljnja istrazivanja menstrualnih mati¢nih stanica i njihove klini¢ke primjene u

lije¢enju mnogih bolesti za koje za sada nema efikasnog lijeka.

6 Zaklju€ak

U zadnjim desetlje¢ima se rapidno akumulira znanje o maticnim stanicama. Terapije
koje su donedavno bile mastarije postaju stvarnost zbog istrazivanja karakteristika razlicitih
tipova mati¢nih stanica, ponaSanja in vivo te razvitka prikladnih laboratorijskih procedura.
Medu otkri¢ima koja su unaprijedila stani¢nu terapiju i otvorila nova vrata regenerativnoj
medicini je izolacija mati¢nih stanica iz menstrualne krvi (MenSC). MenSC su rezultat
ljuStenja endometrijskih mati¢nih stanica, stanica koje omogucavaju obnavljanje endometrija
nakon menstruacije, s ostalim tkivima funcionalisa. U kulturi su adherentne i izgledom
podsjec¢aju na fibroblaste. Reprezentiraju markere specifi¢ne za mezenhimalne maticne stanice,
telomeraznu reverznu transkriptazu 1 multipotentni marker Oct-4. Ne reprezentiraju
hematopoetske markere. Jo§ treba razjasniti reprezentiraju li multipotentne embrionske

markere SSEA-4 1 Nanog.

Menstrualna krv se u odnosu na koStanu srz, pup€anu vrpcu, placentu i embrio kao
izvor mati¢nih stanica prikuplja jednostavnije, uz manje invazivnu proceduru koju je moguce
periodicno ponavljati te se ne suocava s etickim dilemama. Osim toga, za MenSC je pokazana
visoka stopa proliferacije, stabilan kariotip 1 imunomodulatorni efekt. To je vrlo obecavajuce
za razvoj tretmana koji bi pomogli u lijjecenju raznovrsnih bolesti, primjerice prijevremene
ovarijske insuficijencije, stanja tankog endometrija i dijabetesa tipa 1 za koje je na modelima

miSeva 1 Stakora dokazano poboljSanje nakon terapije s MenSC.

Menstrualne mati¢ne stanice su relativnho nepoznate §iroj javnosti, no Zene kao
potencijalni donori pokazuju pozitivan stav prema doniranju te podrzavaju razvoj terapija
baziranih na MenSC. Ipak, djelomi¢no su zadrZane predrasude o menstruaciji te bi Siroka
klinicka primjena mogla naic¢i na odreden otpor. S druge stane, mozda upravo obrazovanje o

MenSC pomogne demistificirati normalnu fiziolosku pojavu menstrualnog krvarenja.

Ovaj izniman izvor mati¢nih stanica svakako zasluzuje daljnje proucavanje i razvijanje
metodologije. Dosadasnja saznanja pokazuju da bi MenSC mogle biti efikasna terapija za
zasada neizljecive bolesti. Kako bi se to obistinilo potrebno je jo§ mnogo rada, no s postoje¢om

znanstvenom podlogom vrlo je izgledno da su vrijedna otkri¢a samo pitanje vremena.
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