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1. UVOD

Ljudsko tijelo je izuzetno sloZeno, sastavljeno od razli€itih tkiva i organa, koji su izgradeni od
razlicitih tipova stanica. Sve te stanice s razli¢itim funkcijama potjecu od jedne jedine stanice
a to je oplodena jajna stanica, koja je takoder 1 mati¢na stanica. Tijekom razvoja embrija, ova
se stanica dijeli i diferencira u razliite tipove stanica. Sto otvara temeljno pitanje: kako jedna
stanica moze stvoriti toliko razlicitih vrsta stanica? Pitanje koje istrazuje tisu¢e znanstvenika
diljem svijeta, a danas, zahvaljujuéi biologiji mati¢nih stanica, mogu ga promatrati iz nove
perspektive [1].

Matic¢ne stanice imaju potencijal revolucioniranja medicine u narednim desetlje¢ima. Posjeduju
veliki potencijal u podrucju regenerativne medicine §to ih ¢ini glavnim predmetom istrazivanja
1 za posljedicu ima brz napredak u tom podruc¢ju. Bez mati¢nih stanica rane se ne bi zacjeljivale,
krv, koza i druga tkiva se ne bi obnavljala. Bez ovih bioloskih svestranih stanica, Ziva bi¢a ne
bi mogla nastati niti prezivjeti [1].

Velike su nade koje se polazu u ove stanice zato $to bi upravo one trebale objasniti kako rastu
ljudi, Zivotinje i biljke, ali i pomo¢i u lijecenju raznih bolesti kao Sto je rak, koji je vode¢i uzrok
smrti u razvijenim i nerazvijenim zemljama te predstavlja sve vece medicinsko opterecenje
Sirom svijeta zbog rasta populacije 1 starenja [1,2].

Klini¢ka ispitivanja, temeljena na mati¢nim stanicama, pokazuju njihov veliki potencijal u
primjeni kao ciljanih terapija u borbi protiv raka. Ipak, ostaju znanstvene zabrinutosti u vezi s
primjenom terapija mati¢nim stanicama, te su potrebna daljnja istraZivanja kako bi se potvrdila
primarna klini¢ka ispitivanja [2].

Danasnja situacija u istrazivanju mati¢nih stanica usporediva je s istrazivanjem gena pocetkom
ovog stoljeca. Kada je postalo poznato oko tri milijarde slova ljudskog genoma, mnogi su mislili
da ¢e brzo mo¢i razviti nove lijekove na toj osnovi. Taj san nije ostao neispunjen, ali je

realizacija trajala duze nego $to se ocekivalo, jer je sve sloZenije nego $to se na pocetku mislilo

[1].



2. MATICNE STANICE

Rani razvoj karakterizira iznimno brza proliferacija embrionalnih stanica koje se zatim
diferenciraju u mnoge specificne vrste stanica koje tvore tkiva i organe viSestani¢nih
organizama [3]. Kako se stanice diferenciraju, njihova brzina proliferacije opada, Sto znaci da
unipotentna mati¢na stanica nije sposobna diferencirati se u toliko vrsta stanica kao
pluripotentna, [5] te vec¢ina stanica u odraslom organizmu ostaje u fazi mirovanja stanicnog
ciklusa. Neke diferencirane stanice se nikada vise ne dijele i ne mogu biti zamijenjene ako
propadnu tijekom Zivota organizma. Medutim, mnoga tkiva sadrze stanice koje mogu ponovno
zapoceti proliferaciju kako bi nadomjestile stanice izgubljene zbog ostecenja ili stani¢ne smrti.
Osim toga, neka tkiva imaju stanice koje se neprestano dijele cijelog Zivota, zamjenjujuci
stanice koje brzo propadaju kod odraslih organizama [3].

Stanice kod odraslih organizama mogu se svrstati u tri osnovne skupine s obzirom na njihovu
sposobnost proliferacije i zamjene. Neke diferencirane stanice, poput stanica sr¢anog misi¢a
kod ljudi, nemaju sposobnost diobe i ne mogu se zamijeniti u sluc¢aju ozljede ili stani¢ne smrti.
Te stanice nastale su tijekom embrionalnog razvoja, diferencirale su se 1 ostaju takve tijekom
cijelog zivota organizma. Drugi tip diferenciranih stanica zadrzava sposobnost kontrolirane
proliferacije. One mogu uc¢i u fazu mirovanja stani¢nog ciklusa, ali i dalje imaju sposobnost
ponovne proliferacije ako je potrebno zamijeniti ozlijedene ili mrtve stanice. Takve stanice
ukljucuju stanice glatkih misi¢a, endotelne stanice koje oblazu krvne zile 1 epitelne stanice
nekih unutarnjih organa, poput jetre [3].

Vec¢ina potpuno diferenciranih stanica nema sposobnost dijeljenja, ali mogu biti zamijenjene
proliferacijom manje diferenciranih stanica, poznatih kao mati¢ne stanice, koje su prisutne u
tkivima odraslog organizma. Mati¢ne stanice igraju klju¢nu ulogu u odrZavanju odraslog tkiva
zbog svoje sposobnosti kontinuirane proliferacije 1 zamjene diferenciranih stanica tijekom
cijelog Zivota organizma [3].

Glavna znacajka matic¢nih stanica je njihova sposobnost da diobom stvaraju stanice-kéeri koje

se mogu dalje diferencirati ili ostati mati¢ne stanice kao $to prikazuje slika 1.
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Slika 1. Dioba mati¢ne stanice [4].

Buduéi da mati¢ne stanice diobom stvaraju nove mati¢ne stanice koje mogu, ali ne moraju
diferencirati, one predstavljaju samoobnavljaju¢u populaciju koja sluzi kao izvor za
proizvodnju diferenciranih stanica tijekom cijelog zivota. Njihova je uloga posebno vidljiva
kod odredenih vrsta diferenciranih stanica, poput krvnih stanica, epitelnih stanica koze i
epitelnih stanica koje oblazu probavni trakt, koje imaju kratak zivotni vijek i zamjenjuju se

kontinuiranom proliferacijom stanica kod odraslih organizama [3].
2.1. Tipovi mati¢nih stanica

Sve mati¢ne stanice potjecu od onoga §to bi se moglo smatrati krajnjom mati¢cnom stanicom,
oplodene jajne stanic, zigote. Zigota se smatra najpotentnijom stanicom jer je totipotentna [6].
Kao totipotentna jedinica, oplodena jajna stanica ima sposobnost diferencijacije u bilo koji tip
stanice u tijelu 1 ukljucuje sve potrebne informacije za formiranje potpunog organizma [4].
Totipotentne maticne stanice mogu se podijeliti 1 diferencirati u stanice cijelog organizma.
Totipotentnost ima najvec¢i potencijal diferencijacije i omogucuje stanicama da formiraju i
embrij 1 izvanembrionalne strukture [5].

Nakon 5. do 6. dana od oplodnje, zigota prelazi u blastocistu i postaje izvor pluripotentnih
stanica, postaje sama pluripotentna. Pluripotentne mati¢ne stanice formiraju stanice svih tkiva
unutar embrija, ali ne 1 izvanembrionalne strukture kao §to je posteljica ili amnionska tekucina.
Primjer takvih stanica su embrionalne mati¢ne stanice koje potjecu iz unutarnje stanicne mase

embrija. Drugi primjer su inducirane pluripotentne mati¢ne stanice [5].



Multipotentne mati¢ne stanice imaju uzi spektar diferencijacije od pluripotentnih mati¢nih
stanica. Primjer je hematopoetska mati¢na stanica koja se moze razviti u nekoliko tipova krvnih
stanica. Nakon diferencijacije, hematopoetska mati¢na stanica postaje oligopotentna stanica
¢ija sposobnost diferencijacije tada postaje jo§ manja, postaje ograni¢ena samo na jednu liniju
stanica. Oligopotentne maticne stanice mogu se diferencirati u nekoliko tipova stanica. Primjer
je mijeloidna mati¢na stanica koja se moze podijeliti u bijele krvne stanice, ali ne i crvene krvne
stanice [5]. Slika 2. prikazuje sve razli¢ite vrste krvnih stanica kako se razvijaju od jedne
pluripotentne mati¢ne stanice u kostanoj srzi. Stanice prolaze kroz nekoliko ciklusa stani¢ne

diobe, pri ¢emu se diferenciraju i sazrijevaju, te na posljetku gube sposobnost diferencijacije

[4].
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Slika 2. Formiranje krvnih stanica [4].

Krvne stanice imaju Zivotni vijek koji je ograni¢enog trajanja, u intervalu od manje od dana do
nekoliko mjeseci. Diobom jedne zajednicke pluripotentne mati¢ne stanice u kostanoj srzi one
neprekidno nastaju. Nasljednici pluripotentne mati¢ne stanice u koStanoj srzi potom prolaze
kroz nekoliko razli¢itih diferencijacija. Nastavljaju s procesom proliferacije te prolaze kroz

nekoliko dioba do svoje potpune diferencijacije i tada, kada postanu potpuno diferencirane,



prestaju s proliferacijom. Tako da u principu, odrzavanje populacije diferencijaciranih krvnih
stanica ovisi o stalnoj proliferaciji pluripotentne mati¢ne stanice [4].

Unipotentne mati¢ne stanice karakteriziraju se najuzim mogucnostima diferencijacije. Ta ih
znacajka ¢ini obecavaju¢im kandidatom za terapijsku upotrebu u regenerativnoj medicini [5].
Na osnovi razliitih svojstava, stru¢njaci su podijelili mati¢ne stanice na nekoliko glavnih
skupina a to su embrionalne mati¢ne stanice, adultne matice stanice, inducirane pluripotentne
mati¢ne stanice te zadnja, posebna vrsta koja se zove progenitorne mati¢ne stanice. Sve one su
na mnoge nacine slicne ali isto tako postoje 1 razlike medu njima zbog kojih su razvrstane u

posebne skupine [8].
2.1.1. Embrionalne mati¢ne stanice

Embrionalne mati¢ne stanice (engl. embryonic stem cells, ESC) su stanice izolirane iz unutarnje
mase stanica 3—5 dana starog embrija, poznatog kao blastocista. One su pluripotentne, §to znaci
da imaju potencijal razviti se u bilo koji od tri embrionalna sloja klica (endoderm, mezoderm i
ektoderm), a samim time i u bilo koji tip odraslih stanica [8].

Ljudske embrionalne mati¢ne stanice (engl. human embyonic stem cell, hESC) prvi su put
uspjesno kultivirane koriStenjem embrija iz in vitro oplodnje od strane James Thomsona i
suradnika 1998. godine iz unutarnje mase stanica ljudske blastociste [8]. U svojoj izvornoj
publikaciji, James Thomson je pokazao da ljudske mati¢ne stanice stvaraju benigne tumore,
zvane 1 teratomima, kada se injiciraju u miSeve. Ti teratomi sadrZe sloZena tkiva ektodermalnog,
mezodermalnog 1 endodermalnog porijekla (diferencirane stanice svih triju slojeva klica),
stvarajuci strukture nalik organima, kao $to su kosti, zubi, folikuli dlake i plu¢no tkivo [10].
Ovi rezultati potvrduju da, uz odgovarajuce vanjske uvjete u laboratorijima, ljudska mati¢na
stanica moZe pro¢i kroz opseznu proliferaciju tijekom dugih razdoblja u kulturi bez
diferencijacije, ¢ime zadrzava svoj razvojni potencijal, ali takoder ukazuju na mogucu opasnost.
Ako bi embrionalne mati¢ne stanice ili njihovi transformirani potomci nakon transplantacije
ostali u nediferenciranom stanju, postojala bi mogucnost razvoja po zZivot opasnih tumora
(teratokarcinoma) [8,10].

Pluripotentne stanice, ako su dobivene od specifi¢nih pacijenata, mogu posluziti kao alat za
modeliranje bolesti ili se naknadno diferencirati u specifi¢ne tipove stanica za terapiju zamjene
kod pacijenata s gubitkom tkiva zbog ozljeda ili degenerativnih bolesti, te se zbog toga polazu
velike nade u istrazivanju embrionalnih mati¢nih stanica. Moguénost formiranja teratoma ostaje

jedna od glavnih zabrinutosti za terapiju mati¢nim stanicama [8]. Kako bi se embrionalne



maticne stanice linije mogle koristiti za terapiju i istovremeno isklju¢ila moguénost formiranja
tumora, potrebno je ograniCiti njihov bioloski razvojni program, na primjer djelomi¢nom

diferencijacijom u zeljenom smjeru [10].
2.1.2. Adultne mati¢ne stanice

Odrasle ili adultne matic¢ne stanice (engl. adult stem cell, ASC) su nezrele stanice koje se nalaze
u inace diferenciranim tkivima ili organima. One se obnavljaju cijeli zivot, generirajuci s jedne
strane identi¢ne kopije sebe same, a s druge strane diferencirajuci se u specijalizirane stanice
odredenog tkiva. Odrasle mati¢ne stanice su otkrivene u razliitim organima 1 tkivima zbog
¢ega se zovu i tkivne ili tkivno-specificne mati¢ne stanice [10]. Mati¢ne stanice tkiva borave u
specifi¢nim regijama tkiva koje nazivamo niSama mati¢nih stanica. Takva podruc¢ja mogu biti
prisutna u razli¢itim dijelovima tijela poput koStane srzi, mozga, krvnih zila, skeletnih misica,
srca, koZe, crijeva, jetre itd. U normalnim uvjetima, mati¢ne stanice tkiva ostaju neaktivne dok
ne budu potrebne za obnavljanje ili popravak tkiva zbog bolesti ili ozljeda. Tada ulaze u proces
podjele i diferencijacije kako bi stvorile nove stanice s posebnim funkcijama u tkivu u kojem
se nalaze [11].

Prema njithovom potencijalu za diferencijaciju, tkivne mati¢ne stanice se klasificiraju kao
multipotentne stanice, §to znac¢i da imaju sposobnost diferencijacije u nekoliko razli¢itih tipova
stanica prisutnih u tkivu u kojem se nalaze. Kada dode do stani¢ne diobe, tkivne mati¢ne stanice
imaju dvije moguénosti. Prva je simetri¢na dioba, gdje se formiraju dvije identiéne maticne
stanice kéeri. Druga mogucénost je asimetricna dioba, koja rezultira jednom identicnom
mati¢nom stanicom kcéeri koja zadrZzava sposobnost samoobnove, dok druga postaje
progenitorska stanica kceri ili mogu nastati dvije razliCite progenitorske stanice kceri koje
nastavljaju proces proliferacije i postupne diferencijacije [12].

KoriStenje odraslih mati¢nih stanica za lijecenje ljudskih bolesti bilo bi zanimljivo iz razli¢itih
razloga. S jedne strane, zadatak odrasle mati¢ne stanice je formiranje razliCitih stanica
odredenog tkiva. Stoga bi idealno bilo da transplantacija odraslih mati¢nih stanica omoguci
regeneraciju svih tih razliitih tipova stanica. S druge strane, pokazano je da barem neke
mati¢ne stanice mogu migrirati prema oste¢enom tkivu. Takva sposobnost bi znacajno olakSala
operacije jer ne bi bilo potrebno precizno ciljati Zeljeno tkivo tijekom transplantacije [10].
Plasti¢nost je sposobnost stanice da se razvija ne samo u stanice tipa tkiva u kojem se nalazi,
vec 1 u stanice drugog tkiva. Istrazivanja su dokazala da to specificno svojstvo imaju adultne

mati¢ne stanice. Ovisno o stupnju plasti¢nosti, razlikuju se unipotentne, oligopotentne,



multipotentne ili pluripotentne stanice. Otkri¢e da odrasle mati¢ne stanice mogu posjedovati
pluripotentnost bilo je veliko iznenadenje, buduci da se pretpostavljalo da mati¢ne stanice koje
potjecu iz jednog od tri embrionalna sloja klica (ektoderm, mezoderm ili endoderm) ne mogu
generirati potomstvo iz druga dva embrionalna sloja klica. Medutim, tu su pretpostavku
opovrgnula razlicita istrazivanja koja su, izmedu ostalog, pokazala da mati¢ne stanice iz koStane
srzi, koje same potjeCu iz mezoderma, mogu diferencirati u glavne tipove stanica u mozgu
(neurone, glije i astrocite), koji pak potjecu iz ektoderma. Takoder, mati¢ne stanice mozga su
se diferencirale u krvne 1 misi¢ne stanice, dok su Ziv€ane mati¢ne stanice iz mozga odraslih
miSeva, ubrizgavanjem u blastociste, imale sposobnost formirati stanice iz sva tri embrionalna
sloja klica. [10].

Odrasle mati¢ne stanice su vrlo rijetke te ih je teSko identificirati, a joS teZe izolirati od drugih
stanica u odgovarajuim organima. Stoga trenutno nije moguce iskljuc¢iti mogucnost da se u
odredenom tkivu nalazi viSe vrsta mati¢nih stanica [10]. Prema polozaju u tijelu, odrasle
mati¢ne stanice se mogu podijeliti s obzirom na tkivo, pa se tako razlikuju hematopoetske
(krvotvorne) mati¢ne stanice, mezenhimske mati¢ne stanice, mati¢ne stanice u crijevu, jetri,
kosti 1 hrskavici, epidermi, mozgu, gusteraci i oku [12].

Hematopoetske (krvotvorne) maticne stanice (engl. hematopoietic stem cell, HSC) iz koStane
srzi su najbolje karakterizirane odrasle mati¢ne stanice [10]. Sve krvne stanice nastaju kroz
proces proliferacije i diferencijacije krvotvornih mati¢nih stanica u specijaliziranom tkivu koje
proizvodi krv, a taj proces se zove hematopoeza [12]. Ne nalaze ih samo u koStanoj srzi, ve¢ i
u fetalnoj jetri 1 slezeni, kao 1 u krvi posteljice 1 pupkovini [10]. Pod odredenim
eksperimentalnim uvjetima, hematopoetske mati¢ne stanice mogu formirati tipove stanica koji
nisu dio krvi, poput stanica jetre. Dodatna istrazivanja upucuju na to da se hematopoetske
mati¢ne stanice mogu diferencirati u razli¢ite vrste stanica koje se integriraju u specifi¢na tkiva,
poput stanica skeletnih miSi¢a, sr€anih miSi¢a, krvnih Zila i mozga. Jedna pojedinacna
hematopoetska mati¢na stanica moZe se diferencirati u stanice sva tri embrionalna sloja klica.
Sli¢no tome, to vrijedi 1 za drugu vrstu mati¢nih stanica iz koStane srzi, poznate i kao
mezenhimalne mati¢ne stanice (engl. mesenchymal stem cell, MSC) [10].

Mezenhimalne mati¢ne stanice mogu, poput hematopoetskih mati¢nih stanica, tvoriti potomke
svih triju embrionalna sloja klica, na primjer, daju sve oblike vezivnog 1 potpornog tkiva,
poprecnoprugastu muskulaturu, gotovo sve glatke miSi¢ne stanice, sr¢ani misi¢ i endotel zila
[10]. Mezenhimske mati¢ne stanice prisutne u kostanoj srzi imaju sposobnost diferencijacije u
kost ili hrskavicu kada su izloZene odgovaraju¢im uvjetima. Osim ovih univerzalnih stanica, u

kosti 1 hrskavici postoje specificne mati¢ne stanice koje se aktiviraju nakon ozljede. U samoj
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kosti nalaze se i nespecificne mati¢ne stanice kao i specificne progenitorske stanice za kosti.
Kada dode do prijeloma kosti, koStana srz je izlozena, S§to dovodi do obilnog krvarenja i
formiranja hematoma, ¢ime se stvara povoljno okruzenje za regeneraciju kosti. Suprotno tome,
hrskavica ima ograni¢en kapacitet za regeneraciju nakon ozljede. To je zbog Cinjenice da su
maticne stanice koje sudjeluju u obnovi hrskavice malobrojne, a njihovi regulacijski faktori su
ograniceni. Smatra se da ove maticne stanice potjecu iz misica, kosti ili drugih okolnih tkiva
koja nisu hrskavicna, Sto dodatno otezava proces regeneracije hrskavice [12].

Do sada nisu uspjesno izolirane MSC iz ljudi starijih od 50 godina. Jedan od razloga za to moze
biti taj Sto se odrasle mati¢ne stanice takoder podvrgavaju procesu starenja. Nadalje, prema
jednoj uobicajenoj hipotezi, ljudsko tijelo je programirano za zivotni vijek od oko 45 godina.
Izuzetno vazno pitanje je 1 jesu li l[judske MSC uopce prikladne za terapijske svrhe. Ako je to
slucaj, moze se ocekivati puno od ovog tipa matic¢nih stanica iz koStane srzi u buduénosti [10].
Ljudska jetra je poznata po svojoj izvanrednoj sposobnosti brzog obnavljanja. Za razliku od
vecéine drugih organa, njeno izvorno tkivo moze se obnoviti unutar samo dva do tri tjedna, $to
omogucava osobi da prezivi ¢ak i nakon kirurSkog uklanjanja znacajnog dijela jetre. Proces
regeneracije jetre ukljucuje razlicite tipove stanica i mehanizama, koji se aktiviraju ovisno o
stupnju oSte¢enja. Konkretno, u slucaju jetre, regeneracija je Cesto potaknuta transplantacijom
stanica donora, $to omoguéava obnovu funkcionalnog tkiva [12].

Mnogobrojne su prepreke 1 problemi prisutni koje treba prevladati prije nego $to se odrasle
mati¢ne stanice mogu koristiti u terapijske svrhe. Prvi problem je taj Sto su mati¢ne stanice
prisutne u organima samo u malom broju. Medutim, da bi se odrasle mati¢ne stanice mogle
smisleno koristiti, moraju biti dostupne u vecim koli¢inama ili obogacene. To direktno dovodi
do drugog problema, nedostatka znanja o ucinkovitim i optimalnim uvjetima kulture i
diferencijacije za odrasle maticne stanice. To je uglavnom zbog ¢injenice da se malo zna o
staniénom okruZenju matic¢nih stanica u organima i o faktorima rasta koji se stvaraju u tim
okruZzenjima [10]. Jo§ jedan problem je moguce odbacivanje stanica od strane imunoloskog
sustava. Zbog malog broja odraslih mati¢nih stanica u tkivima, one su, kao $to je ve¢ receno,
vrlo teSke za izoliranje, zbog Cega vecina transplantacija koStane srzi sadrzi brojne razlicite

tipove stanica [10].
2.1.3. Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice

Godine 2006., japanski stru¢njaci Takahashi i Yamanaka, otkrili su da ekspresija Cetiri

transkripcijska faktora izvan normalnog mjesta ekspresije gena inducira pluripotentnost kod



somatskih stanica [13]. Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (engl. induced pluripotent
isti znanstvenici su dobili takve stanice iz ljudskih fibroblasta. Stanice su po svim osobinama
vrlo slicne originalnim embrionalnim maticnim stanicama [14]. Ovaj postupak, nazvan
»reprogramiranje®, od tada se koristi za dobivanje induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica
iz somatskih stanica. Reprogramiranje opisuje postupak u molekularnoj biologiji kojim se
somatske stanice manipuliraju tako da pokazuju karakteristike i diferencijacijski potencijal
pluripotentnih mati¢nih stanica. To bi se moglo nazvati obrnutim procesom diferencijacije [13].
Ove inducirane pluripotentne maticne stanice svojim svojstvima vrlo su sliéne embrionalnim
mati¢nim stanicama i, osim neograni¢ene dostupnosti, imaju prednost da njihovo istrazivanje
ne izaziva eticke dileme. Poput embrionalnih mati¢nih stanica, one su pluripotentne i gotovo
neograni¢eno se mogu obnavljati. Takoder, sliéne su embrionalnim mati¢nim stanicama u
svojoj morfologiji. Medutim, postoje naznake da inducirane pluripotentne mati¢ne stanice
imaju veéu genetsku nestabilnost. Do sada je reprogramiranje i diferencijacija induciranih
pluripotentnih mati¢nih stanica u odredene linije stanica jo§ uvijek neefikasna. Prisutnost
nediferenciranih stanica povezana je s nastankom teratoma. Sigurnost primjene induciranih
pluripotentnih mati¢nih stanica do sada je istrazena samo u nekoliko klini¢kih studija [13].

Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice mogu se generirati iz somatskih stanica izrazavanjem
Cetiri transkripcijska faktora. Izrazavanje klju¢nih transkripcijskih faktora moze se postiéi,
izmedu ostalog, putem virusnih nosaca koji unose odgovaraju¢u DNA u stanicu [13], slika 3.

[16].



Stanice koZe sluZe kao
pocetni materijal

tﬁ_si;&\_i& Virus, nosac
transkripcijskih faktora

Transkripcijski faktori
programiraju somatske
stanice kako bi stvorile iPSC

‘ &@% ‘ iPSC nastavljaju rast in vitro
e te nastaju sve vrste
somatskih stanica

Slika 3. Dobivanje iPSC procesom ,,reprogramiranja‘. Preuzeto i prilagodeno: [16].

Budu¢i da koristenje induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica zaobilazi kontroverznu
upotrebu zametaka i omogucéava postizanje potpune potencijalnosti ¢ak i kod odraslih stanica,
¢ini se da su izgledi za primjenu takvih stanica, koje imaju karakteristike embrionalnih mati¢nih
stanica, u terapiji zamjene stanica sve blizi [15].

,,Onaj tko moze mnogo, ponekad je i opasan “, to se odnosi na sve maticne stanice ali najvise
na pluripotentne maticne stanice tj. na embrionalne mati¢ne stanice 1 inducirane pluripotentne
mati¢ne stanice. Iz njih nastaju sva tjelesna tkiva, ali 1 rijetka vrsta raka, teratom. Stoga su
nedavno pokrenute studije koje se bave ,,direktnom reprogramacijom® (Slika 4.). Za razliku od
reprogramiranja koje ukljuuje maticne stanice, kod direktne reprogamacije uopée nisu
ukljucene mati¢ne stanice. Tu je smanjena ili ¢ak potpuno eliminirana opasnost od raka.
Postupak je isti kao 1 kod dobivanja iPSC, najprije se ubacuju transkripcijski faktori u somatske
stanice koji brzo preuzimaju kontrolu i mijenjajuéi identitet stanice. Odabir transkripcijskih
faktora gena je takav da se ne stvaraju pluripotentne mati¢ne stanice, ve¢ druge somatske
stanice. Vjerojatnost za nastanak raka je smanjena, ali 1 dalje postoji, stoga metoda direktne

reprogramacije jo§ nema primjenu u medicini [17].
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Pomodu direktne reprogramacije
se najprije dobiju mati¢ne stanice
iz kojih se razvijaju somatske

stanice
@~
o3~ 00 ¥
. Zivéane stanice
Kozna stanica ; IPSC

Direktnom reprogramacijom je
moguce dobiti nove somatske
stanice bez pluripotentnih stanica

u éitavom procesu

Zivéane stanice

Slika 4. ,,Direktna reprogramacija‘, dobivanje ciljanih somatskih stanica. Preuzeto i

prilagodeno: [17].
2.1.4. Progenitorne mati¢ne stanice

Progenitorne stanice su specifi¢nije od mati¢nih stanica, s naglaSenom sklono§¢u diferenciranju
u ciljane stanice. Za razliku od matic¢nih stanica, njihov proliferativni kapacitet je ogranicen.
Nalaze se na sredini diferencijacijskog puta izmedu mati¢nih stanica i potpuno diferenciranih
stanica. Potentnost ovih stanica ovisi o tipu njihove ,,roditeljske* mati¢ne stanice 1 nisi u kojoj
se nalaze, pri ¢emu su najcesce oligopotentne ili unipotentne. Ve¢inom su u stanju mirovanja
ili povremeno aktivne, s ciljem odrzavanja postojecih stanica tkiva i organa, slicno kao i adultne

maticne stanice [18].
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3. RAK

Rak se razvija kada regulacijski mehanizmi normalnih stanica zakazu, Sto dovodi do
nekontroliranog rasta i diobe stanica. Uobicajeno, u viSestanicnim organizmima, stanice su
pazljivo regulirane kako bi zadovoljile potrebe cijelog organizma. Medutim, stanice raka gube
tu kontrolu te nekontrolirano rastu i Sire se po tijelu, ometajuc¢i normalno funkcioniranje tkiva i
organa [3].

Osnovni uzrok raka kao bolesti je trajno narusena proliferacija stanica. Umjesto da odgovaraju
na signale koji kontroliraju ponasanje normalnih stanica, stanice raka nekontrolirano rastu i
dijele se, infiltriraju¢i normalna tkiva i organe te se Sireci po cijelom tijelu. Ovaj generalizirani
gubitak kontrole rasta, karakteristiCan za stanice raka, nastaje uslijed nakupljanja poremecaja u
razli¢itim stani¢nim regulacijskim sustavima. To se manifestira na razli¢ite nacine, ¢ime se

stanice raka znacajno razlikuju od normalnih stanica [3].
3.1. Vrste raka

Rak moze nastati zbog poremecaja proliferacije bilo koje vrste stanica u tijelu, Sto rezultira vise
od stotinu razli¢itih vrsta raka, koje se znacajno razlikuju po ponaSanju i odgovoru na lijecenje.
Klju¢na stvar u patologiji raka je razlikovanje benignih (dobro¢udnih) od malignih (zlo¢udnih)
tumora. Tumor je izraz za svaku nenormalnu proliferaciju stanica koja moze biti dobro¢udna ili
zlo¢udna. Na primjer, dobro¢udni tumor poput koZne bradavice ostaje ograni¢en na mjesto gdje
je nastao i ne Siri se u susjedna tkiva niti u udaljene dijelove tijela. S druge strane, zlocudni
tumor ima sposobnost invazije susjednih tkiva 1 Sirenja po cijelom tijelu putem krvozilnog ili
limfnog sustava, $to se naziva metastazama. Pojam ,,rak* odnosi se isklju¢ivo na zlo¢udne
tumore, a njihova sposobnost Sirenja 1 metastaziranja ¢ini ih posebno opasnima. Dok se
dobro¢udni tumori obi¢no mogu kirur§ki ukloniti, zlocudni tumori cesto zahtijevaju
kompleksnije metode lijeCenja zbog njihovog Sirenja na udaljene dijelove tijela, Sto otezava
potpuno izljecenje lokalnim tretmanima [3].

Tumori, bilo dobrocudni ili zlo¢udni, klasificiraju se prema vrsti stanica iz kojih potjecu. Vecina
tumora moze se svrstati u jednu od tri glavne skupine: karcinomi, sarkomi te leukemije 1
limfomi. Karcinomi, koji ¢ine otprilike 90 % slucajeva raka u ljudi, predstavljaju zloCudne
bolesti epitelnih stanica. Sarkomi su rijetki kod ljudi 1 manifestiraju se kao Cvrsti tumori
vezivnih tkiva poput miSica, kostiju, hrskavice te specifi¢nih vrsta vezivnih tkiva. Leukemije i
limfomi, koji obuhvacaju oko 7 % zlo¢udnih bolesti kod ljudi, razvijaju se iz krvotvornih

stanica 1 stanica imunoloskog sustava [3].
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Daljnja klasifikacija tumora temelji se na tkivu iz kojeg potjecu te vrsti zahvacenih stanica. Na
primjer, karcinom pluéa nastaje iz pluénog tkiva, dok fibrosarkomi potjecu iz fibroblasta, a
eritroidne leukemije iz preteca eritrocita. Ova detaljna klasifikacija pomaze u preciznijem
razumijevanju 1 lijeCenju razli¢itih vrsta tumora, omogucujuci ciljaniji pristup terapijama

ovisno o specificnom tipu stanica i tkiva zahvacéenih boles¢u [3].
3.2. Nastanak raka

Jedno od temeljnih svojstava raka je klonalnost tumora, nastanak tumora iz jedne stanice koja
pocinje nenormalno proliferirati [3].

Klonsko podrijetlo tumora ne znaci da je pocetna stanica odmah imala sve karakteristike stanice
raka. Umjesto toga, rak nastaje kroz visestupanjski proces u kojem stanice postupno postaju
zlo¢udne zbog niza progresivnih promjena. Jedan od pokazatelja da se radi o viSestupanjskom
procesu je Cinjenica da se vecina slucajeva raka javlja u kasnijoj Zivotnoj dobi [3]. Razvoj
tumora pocinje kada jedna mutirana stanica po¢ne abnormalno proliferirati §to pokazuje slika
5.[3].
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Slika 5. Stupnjevi razvoja tumora. Razvoj tumora pocinje kada jedna mutirana stanica poc¢ne
abnormalno proliferirati. Naknadne mutacije i selekcija stanica koje brze rastu unutar te
populacije rezultiraju progresijom tumora, koji s viemenom raste sve brZe i postaje sve

zlo¢udniji [3].

Na stani¢noj razini, nastanak raka moze se promatrati kao viSestupanjski proces koji ukljucuje
mutacije i selekciju stanica s povecanom sposobnosc¢u proliferacije, prezivljavanja, Sirenja i
metastaziranja. Vjeruje se da je prvi korak u ovom procesu, poznat kao inicijacija tumora,
rezultat geneticke promjene koja uzrokuje abnormalnu proliferaciju jedne stanice. Ta

proliferacija dovodi do prekomjernog rasta monoklonske populacije tumorskih stanica.
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Progresija tumora nastavlja se nakupljanjem dodatnih mutacija u populaciji tumorskih stanica.
Neke od ovih mutacija, kao Sto su one koje omogucuju brzi rast, pruzaju selektivnu prednost
stanici u kojoj su se pojavile, ¢ime njezini potomci postaju dominantna populacija u tumoru.
Taj proces, nazvan klonska selekcija, omogucuje stvaranje novih klonova tumorskih stanica
zbog svojstava poput brzeg rasta, prezivljavanja, Sirenja ili metastaziranja, koja im daju
selektivnu prednost nad drugim stanicama. U tumorima je klonska selekcija stalan proces, $to
rezultira njihovim postupnim ubrzavanjem rasta i proliferacije te povecanjem zlo¢udnosti [3].

Najraniji stadij u razvoju tumora je povecana proliferacija stanica. U pocCetku, od jedne stanice
iz proliferirajuce populacije, stvara se mala dobro¢udna novotvorina, poput adenoma ili polipa.
Daljnje epizode klonske selekcije rezultiraju stvaranjem vecih adenoma s ve¢im proliferativnim
potencijalom. Iz tih dobro¢udnih adenoma potom se razvijaju zlo¢udni karcinomi, koji se
odlikuju Sirenjem tumorskih stanica kroz bazalnu laminu u susjedna tkiva. Stanice raka
nastavljaju proliferirati i $iriti se u okolna tkiva. Uz to, Sire se u krvne i limfne zile, §to im

omogucuje metastaziranje u razne dijelove organizma [3].
3.3. Uzroci raka

Tvari koje uzrokuju rak nazivaju se karcinogenima. Otkriveni su kroz istraZivanja na pokusnim
zivotinjama. Budu¢i da je nastanak zlo¢udne bolesti slozen proces koji se odvija u vise koraka,
mnogi ¢imbenici mogu utjecati na vjerojatnost razvoja raka, pa je u vecini slucajeva pretjerano
pojednostavnjeno govoriti o jednom uzroku raka. Unato¢ tome, poznato je da mnogi agensi,
ukljucujudi zracenje, kemikalije 1 viruse, uzrokuju rak kod pokusnih Zivotinja i ljudi [3].
Zracenje 1 mnogi kemijski karcinogeni djeluju tako da oSte¢uju DNA 1 izazivaju mutacije, dok
drugi karcinogeni ne uzrokuju mutacije, ve¢ poti¢u razvoj raka stimulirajuéi proliferaciju
stanica. Takvi spojevi nazivaju se promotorima tumora. Oni uzrokuju povecanje broja dioba
stanica, omogucujuci stanicnoj populaciji koja proliferira da u ranim fazama razvoja tumora
nadmasi ostale stani¢ne klonove. Klasi¢an primjer su forbolni esteri, koji poticu proliferaciju
stanica aktiviranjem protein-kinaze C. Nacin njihovog djelovanja razjasnjen je istraZivanjima
kemijski induciranih tumora koze kod miSeva. U ovom modelu proces tumorigeneze zapocinje
jednim izlaganjem miSeva mutagenim karcinogenima. Medutim, tumori se ne razvijaju ako se
miSevi nakon toga ne izloZe promotoru tumora (obi¢no forbolnom esteru) koji stimulira
proliferaciju mutiranih stanica [3].

Hormoni, posebno estrogeni, igraju klju¢nu ulogu u promicanju razvoja odredenih oblika raka

kod ljudi. Na primjer, estrogeni poticu proliferaciju stanica endometrija, §to moze znacajno
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povecati predispoziciju Zena za razvoj raka trupa maternice. Dugotrajna terapija visokim
dozama estrogena u postmenopauzi povecava ovaj rizik, medutim, dodavanje progesterona
moze znacajno smanjiti ovaj rizik. Progesteron inhibira stimulativni u¢inak estrogena na
proliferaciju stanica endometrija, pruzajuci time u¢inkovitu strategiju za minimaliziranje rizika
od razvoja karcinoma trupa maternice [3].

Pored izlozenosti kemikalijama i zraCenju, virusi su takoder poznati uzrocnici raka kod
pokusnih Zivotinja i ljudi. U ljudi, rak jetre i grlica maternice su medu naj¢eS¢im vrstama raka
izazvanim virusima, ¢ine¢i zajedno 10 do 20 % svih slucajeva raka globalno. Vazno je
napomenuti da ti virusi nisu samo uzro¢nici raka, ve¢ su njihova istrazivanja imala i klju¢nu
ulogu u razumijevanju molekularnih mehanizama koji leZe u osnovi razvoja raka, bez obzira na

to jesu li oni inducirani virusima ili nevirusnim karcinogenima [3].
3.4. Svojstva stanica raka

Nekontrolirani proliferativni proces stanica raka nastaje kao posljedica kumulacije raznih
neuravnotezenih procesa u stanici. Ovaj se odnos ogleda u razli¢itim aspektima ponaSanja po
kojima se stanice raka razlikuju od odgovaraju¢ih normalnih stanica. Tipi¢no, stanice raka
pokazuju poremecaje u mehanizmima koji reguliraju proliferaciju, diferencijaciju i
prezivljavanje, §to u cjelini opisuje zlocudni tumor na stani¢noj razini [3].

Neovisan rast stanica raka u stani¢noj kulturi pokazuje analogno ponasanje kao i u in vivo
uvjetima. Kljucna razlika izmedu stanica raka i normalnih stanica u kulturi lezi u Cinjenici da

normalne stanice pokazuju inhibiciju proliferacije u ovisnosti o gustoci stanica [3].

normalne stanice

stanice izlaze
iz ciklusa

proliferacija
stanica se nastavlja

Slika 6. Inhibicija rasta stanica u ovisnosti o gustoc¢i stanica. Normalne stanice u kulturi
proliferiraju sve dok ne postignu odredenu gustocu stanica, nakon ¢ega prestaju s daljnjim
ulaskom u stanicni ciklus. Za razliku od toga, tumorske stanice proliferiraju neovisno o

gusto¢i stanica, kontinuirano se dijele unato¢ gusto¢i okoline [3].
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Normalne stanice u kulturi proliferiraju do trenutka kada postignu odgovarajucu gustocu, Sto
djelomicno ovisi o dostupnosti faktora rasta prisutnih u mediju (obi¢no u obliku seruma).
Nakon postizanja te gustoce, proliferacija se zaustavlja, a stanice ulaze u fazu mirovanja.
Medutim, vecina tumorskih stanica ne reagira na inhibiciju proliferacije ovisnu o gustoci.
Umjesto da odgovore na signale koji normalno dovode do prestanka proliferacije i ulaska u
fazu mirovanja, tumorske stanice nastavljaju rasti u kulturi sve dok ne postignu visoku gustocu,
Sto odrazava nekontroliranu proliferaciju u in vivo uvjetima (Slika 6.) [3].

Povezana s tim je i ¢injenica da mnoge stanice raka imaju smanjenu ovisnost o izvanstani¢nim
faktorima rasta. Za odredene tipove stanica, posebno fibroblaste, prisutnost faktora rasta u
serumu kljuéna je za njihovu sposobnost proliferacije u kulturi. Potreba ovih stanica za
faktorima rasta usko je povezana s fenomenom inhibicije ovisne o gusto¢i stanica, jer je gustoca
pri kojoj normalni fibroblasti prelaze u fazu mirovanja proporcionalna koncentraciji faktora
rasta prisutnih u mediju. Mnoge tumorske stanice imaju manju potrebu za faktorima rasta od
odgovarajucih normalnih stanica $to pridonosi nereguliranoj proliferaciji tumorskih stanica in
vitro 1 in vivo [3].

U rijetkim slucajevima stanice raka same stvaraju faktore rasta koji stimuliraju njihovu

proliferaciju, Sto prikazuje slika 7. [3].

stimulacija

receptora \

stvara nje
faktora
rasta

Slika 7. Autokrina stimulacija stanica raka. Stanica sama proizvodi faktor rasta na koji

reagira, Sto rezultira stalnom poticajnom proliferacijom [3].

Takvo nenormalno stvaranje faktora rasta unutar stanica, na koje same reagiraju, rezultira
stalnom samopoticajnom diobom stanica (autokrina stimulacija rasta), smanjujuci ovisnost
stanica raka o faktorima rasta izvan njezinih uobicajenih izvora. U drugim slucajevima,

smanjena ovisnost stanica raka o faktorima rasta proizlazi iz poremecaja unutarstani¢nih
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signalnih puteva, kao Sto je deregulacija aktivnosti receptora za faktore rasta ili drugih proteina
(poput Ras proteina ili proteina-kinaza), koji normalno posreduju u signalnom putu koji potice
stani¢nu proliferaciju [3].

Interakcije medu stanicama i izmedu stanica i ekstracelularnog matriksa manje su ucinkovite
kod stanica raka u usporedbi s normalnim stanicama. Vecina stanica raka ima slabiju adheziju
u odnosu na normalne stanice, Sto Cesto proizlazi iz nize ekspresije adhezijskih molekula na
njihovoj povrSini. Smanjena ekspresija stani¢nih adhezijskih molekula ¢ini stanice raka manje
ograni¢enima u interakcijama s drugim stanicama i komponentama tkiva, Sto olaksava njihovu
sposobnost Sirenja i metastaziranja. Smanjena adhezivnost stanica raka takoder dovodi do
promjena u morfologiji i citoskeletu. Mnoge tumorske stanice imaju okrugliji oblik u usporedbi
s normalnim, djelomice zbog slabijeg prianjanja za ekstracelularni matriks ili susjedne stanice
[3].

Postoji jasna distinkcija izmedu normalnih stanica i stanica raka kada je u pitanju fenomen
dodirne inhibicije. Normalni fibroblasti se kre¢u duz povrsine posudice za kulturu sve dok ne
dodu u kontakt sa susjednom stanicom. Nakon toga, daljnje migracije prestaju, a normalne
stanice se medusobno povezuju stvarajuc¢i uredan sloj na dnu posudice za kulturu. Nasuprot
tome, tumorske stanice nastavljaju migrirati ¢ak i nakon $to dodu u kontakt sa susjedima,
prelazeéi jedna preko druge i rastuéi neuredno u vise slojeva. Osim §to zaustavlja kretanje, dodir
sa susjednim stanicama takoder inhibira proliferaciju mnogih normalnih stanica, za razliku od
stanica raka koje nisu osjetljive na dodirnu inhibiciju rasta [3].

Ostale dvije karakteristike stanica raka imaju znac¢ajan utjecaj na njthovu sposobnost interakcije
s drugim komponentama tkiva te stoga igraju klju¢nu ulogu u Sirenju 1 metastaziranju tumora.
Prvo, ve¢ina malignih stanica proizvodi proteaze koje razgraduju komponente ekstracelularnog
matriksa, Sto omogucuje stanicama raka da se proSire u susjedna normalna tkiva. Drugo, stanice
raka luce faktore koji poticu formiranje novih krvnih Zzila (angiogeneza). Angiogeneza je
neophodna za kontinuirani rast tumora veceg od otprilike milijun stanica, jer su u toj fazi tumora
potrebne nove krvne zile kako bi se osigurala opskrba proliferiraju¢ih tumorskih stanica
kisikom i hranjivim tvarima. Ti faktori poti¢u proliferaciju endotelnih stanica u zidovima
kapilara u okolnom tkivu, §to rezultira formiranjem novih kapilara u tumoru. Formiranje novih
krvnih zila nije vazno samo za podrzavanje rasta tumora, ve¢ 1 za proces metastaziranja.
Novoformirane kapilare, potaknute angiogeniCkim stimulacijama, aktivnho se Sire,
omogucavajuéi tumorskim stanicama da lako prodru kroz njih i udu u krvozilni sustav,
zapocinjuci tako proces metastaziranja [3]. U nekim sluc¢ajevima stanice raka brze rastu od

krvnih Zila koje ih opskrbljuju kisikom te u tome slu€aju tijekom rasta stanice tumora ne
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dobivaju dovoljno kisika tj. dozivljavaju hipoksiju koja moze imati za posljedicu brzi rast samih
tumorskih stanica i promjene u glikolitickom putu [19].

Jo$ jedna karakteristika koja je uobiCajena kod vecine stanica raka je nedostatak normalne
diferencijacije. Ovaj poremecaj u zrelosti stanica ¢esto je povezan s disbalansom u proliferaciji,
jer veéina potpuno diferenciranih stanica ne prolazi kroz proces diobe. Umjesto da nastave sa
svojim uobiCajenim programom diferencijacije, stanice raka ostaju blokirane u ranoj fazi
diferencijacije koja je karakteristicna za kontinuiranu aktivnu proliferaciju. Leukemije pruzaju
posebno dobar primjer ove povezanosti izmedu poremecaja diferencijacije i malignosti bolesti.
Sve zrele krvne stanice potjeCu iz iste mati¢ne stanice u koStanoj srzi, a njeni potomci se
usmjeravaju prema razli¢itim smjerovima diferencijacije. Na primjer, neke od njih se
diferenciraju u eritrocite, dok se iz drugih razvijaju limfociti, granulociti ili makrofagi. Tijekom
diferencijacije, sve ove stanice prolaze kroz nekoliko rundi diobe, no dioba se zaustavlja nakon
Sto potpuno sazru. Za razliku od toga, leukemijske stanice ne sazrijevaju u potpunosti, §to je

prikazano na slici 8.
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Slika 8. Poremecaj diferencijacije i leukemije [3].

Tijekom procesa sazrijevanja, prete¢e diferenciranih stanica se nekoliko puta podijele, ali u

kasnijim fazama diferencijacije, dioba stanica se zaustavlja. Leukemijske stanice ostaju
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blokirane u ranim fazama diferencijacije u kojima su jo$ uvijek sposobne za diobu i umnazanje
[3].

Programirana stani¢na smrt, poznata kao apoptoza, kljuni je element u programu
diferencijacije mnogih vrsta stanica, ukljucujuci i krvne stanice. U mnogim slucajevima stanice
raka izbjegavaju apoptozu, Sto rezultira njihovim duljim prezivljavanjem u usporedbi s
odgovaraju¢im normalnim stanicama. Nedostatak apoptoze kod tumorskih stanica znacajno
doprinosi nastanku tumora. Na primjer, prezivljavanje mnogih normalnih stanica ovisi o
signalima faktora rasta ili ekstracelularnog matriksa koji sprjecavaju apoptozu. Nasuprot tome,
tumorske stanice Cesto prezivljavaju Cak i bez prisutnosti faktora rasta koji su neophodni za
prezivljavanje normalnih stanica. Moguénost tumorskih stanica da izbjegnu apoptozu kad im
nedostaju normalni signali iz okoliSa moZe biti klju¢na ne samo za nastanak primarnog tumora,
ve€ 1 za prezivljavanje 1 rast metastaza u tkivima gdje nije uobicajeno. Normalne se stanice
takoder podvrgavaju apoptozi nakon oSte¢enja DNA, dok mnoge stanice raka to ne ¢ine. U
takvim slu¢ajevima, odsutnost apoptoze povecava otpornost tumorskih stanica na zracenje i

mnoge citostatike koji djeluju na nacin da ostecuju DNA [3].
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4. MATICNE STANICE U LIJECENJU RAKA

Prema jednom od modela, tumor se sastoji od nekoliko stanica s karakteristikama mati¢nih
stanica 1 sposobno$cu samooobnavljanja, kao i od prete¢a stanica koje se intenzivno
umnozavaju. Iz tih preteca stanica, razvijaju se manje ili viSe diferencirane stanice stvarne
tumorske mase [20].

Prethodno opisani model tumora objasnjava zasto se tumori Cesto vrac¢aju nakon uspjesne
kemoterapije i godina remisije. DanaSnje terapije obi¢no djeluju na stani¢ni ciklus ili diobu
stanica 1 eliminiraju prvenstveno zrelije, brzo dijelece stanice. Mati¢ne stanice koje se dijele
rjede Cesto ostaju nedostupne terapijskim metodama. Molekularna karakterizacija tih stanica i
njihova razlika od normalnih mati¢nih stanica omogucuje identifikaciju novih terapijskih
pristupa [20].

Klasi¢ne metode lijecenja malignih tumora, poput kemoterapije i radioterapije, ¢esto uspjesno
reduciraju veéinu tumorskog tkiva. Medutim, unato¢ tome, ponovna pojava tumora nakon
terapije nije rijetka pojava. Povecana otpornost stanica raka mati¢nih stanica na primijenjenu
terapiju smatra se kljuénim faktorom za ponovnu pojavu tumorskog rasta [23].
Kemorezistenciju mati¢nih tumorskih stanica prvenstveno odreduje njihova kompleksna
biologija, obuhvacuju¢i epigeneticke modifikacije, promijenjene obrasce signalnih putova
kljuénih za odrzavanje njihove diferencijacije i samoobnavljanja, te metabolicke i imunoloske
adaptacije. Stoga je nuzno temeljito razumijevanje bioloskih karakteristika ovih stanica kako bi
se razvili ciljani lijjekovi koji ciljaju specificne bioloSke znacajke koje su inherentne samo
mati¢nim tumorskim stanicama. Integracija ovih ciljanih terapija s konvencionalnim metodama
antitumorske terapije ima potencijal za potpuno eliminiranje tumorskog tkiva i sprjecavanje
recidiva tumora [23].

Razvijene su razliCite strategije za lijeCenje raka pomocu terapije mati¢nim stanicama,
ukljuc¢ujuéi transplantaciju HSC, infuziju MSC za post-kancerogeno lijecenje, koriStenje
mati¢nih stanica kao terapeutskih nosaca, generiranje imunih efektorskih stanica i proizvodnju
cjepiva. Transplantacija HSC koristi se za rekonstrukciju krvotvornih stanica i leukocita nakon
intenzivne kemoterapije ili radioterapije. Mati¢ne stanice se u lije€enju raka mogu koristiti kao
nosaci razlicitih agenasa u svrhu: (i) zastite terapeutskih sredstava od brze bioloSke razgradnje,
(i1) smanjenje nuspojava u organizmu i (iii) povecanje lokalnih razina terapeutika zbog izraZzene
sposobnosti mati¢nih stanica da ciljaju tumorske stanice. ESC 1 iPSC mogu se koristiti za
proizvodnju efektorskih imunih stanica. Osim toga, ESC 1 iPSC mogu biti potencijalni izvori

za proizvodnju cjepiva protiv raka [25].
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4.1. Sli¢nosti 1 razlike izmedu tumorskih 1 normalnih matiénih stanica

Normalne mati¢ne stanice i tumorske mati¢ne stanice (engl. cancer stem cell, CSC) obje sluze
kao kljucni, trajni izvor novonastalih diferenciranih stanica. Medutim, diferencijacijska
sposobnost tumorskih mati¢nih stanica je u vecini slucajeva znacajno ogranic¢ena u usporedbi s
normalnim stanicama tkiva. Za obje vrste stanica, normalne mati¢ne stanice i tumorske mati¢ne
stanice, vrijedi Cinjenica da zrelije stanice obi¢no prolaze programiranu stani¢nu smrt
(apoptozu) nakon odredenog broja dioba, dok je ta sposobnost ogranic¢ena ili potpuno odsutna
kod tumorskih mati¢nih stanica [24].

Smatra se da normalne mati¢ne stanice, a isto tako i tumorske mati¢ne stanice imaju
mehanizme koji sprjecavaju ulazak i zadrzavanje odredenih toksina. Ovaj bioloski koncept
vjerojatno sprjecava naglo smanjenje broja maticnih stanica u slucaju izlozenosti toksinima.
Molekularni mehanizmi koji stoje iza ove zastitne funkcije djelomi¢no su poznati. Vazan dio
zaStitnog sustava Cine ionske pumpe na stani¢noj membrani. Pokazalo se da ovi kanali brzo
ispumpavaju toksine iz stanica. Nazalost, ovo vrijedi i za mnoge lijekove, Sto Cesto rezultira
primarnom otporno$¢u mati¢nih stanica na razliite lijekove. Uz to, tumorskim mati¢nim
stanicama Cesto nedostaju transporteri lijekova (takoder ionski kanali) preko kojih bi mogli
apsorbirati odgovarajuce lijekove [24].

Postoji niz funkcionalnih interakcija na molekularnoj 1 stani¢noj razini koje ukazuju na sli¢nosti
izmedu normalnih mati¢nih stanica i tumorskih mati¢nih stanica. Takoder, primije¢eno je da se
tumorske mati¢ne stanice 1 normalne mati¢ne stanice koriste sliénim signalnim putevima.
Postoje takoder 1 jasne slicnosti u obrascima ekspresije gena 1 u epigenetskim regulatornim

obrascima izmedu mati¢nih stanica 1 CSC [24].
4.2. Transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica

Hematopoetske mati¢ne stanice posebno se koriste u lijeCenju hematoloskih bolesti 1 kao dio
terapije onkolosSkih bolesti [13]. Presadivanje HSC Siroko je klini¢ki primijenjivano kako bi se
olakSao doZivotni hematoloski oporavak nakon lije€enja malignih bolesti visokim dozama
radioterapije ili kemoterapije. Ovaj tretman ima za cilj rekonstituirati koStanu srz, djelujuci tako
da opskrbljuje mati¢ne stanice koje se diferenciraju u Zeljeni tip krvne stanice [26].
Transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica (engl. hematopoietic stem cell
transplantation, HSCT) ukljucuje prijenos krvotvornih mati¢nih stanica s donora na primatelja.
Ako su donor 1 primatelj ista osoba, postupak se naziva autologna transplatacija hematopoetskih

mati¢nih stanica. S druge strane, ako su donor i primatelj genetski razliciti, postupak se naziva

22



alogena HSCT [21]. Transplantacija hematopoetskih mati¢nih stanica predstavlja klju¢nu
terapijsku metodu u lijecenju raznih hematoloskih bolesti prvenstveno u lije¢enju bolesti poput
leukemije, limfoma 1 sindroma zatajenja koStane srzi. Ova procedura omogucava ponovno
uspostavljanje zdravog hematopoetskog sustava kod pacijenata €iji je koStana srz oStecena ili
unistena uslijed bolesti ili agresivnih terapija kao $to su kemoterapija i zracenje. Osim toga,
ovaj postupak se sada Siroko istrazuje u klinickim ispitivanjima, u kombinaciji s kemoterapijom
ili imunoterapijom, za lijeCenje drugih vrsta raka, poput tumora mozga, neuroblastoma,
sarkoma 1 karcinoma dojke [21,25]. U mnogim slucajevima, posebno kod visokorizi¢nih
leukemija, HSCT nudi jedinu moguénost za dugoro¢no prezivljenje i potencijalno izljecenje
[24]. HSCT se uglavnom odnosi na primjenu hematopoetskih progenitorskih stanica iz kostane

srzi, periferne krvi ili pupkovine [21].
4.2.1. Transplantacija koStane srzi

Najdetaljnije istraZzene su mati¢ne stanice kosStane srzi, koje su izvor vise od polovice razli¢itih
tipova krvnih i imunoloskih stanica. Buduéi da su sposobne proizvesti viSe vrsta stanica unutar
barem jedne obitelji stanica, nazivaju se multipotentnima [22]. Ideja da neke odrasle mati¢ne
stanice mogu biti iznenadujuce svestrane nastala je 1969. godine u Seattleu kada je lijecnik E.
D. Thomas spasio zZivot pacijentu s rakom krvi presadivanjem kostane srzi od primatelja koji je
u srodstvu sa pacijentom. Nakon presadivanja koStane srzi, potomci stranih stanica,
diferencirane mati¢ne stanice presadene koStane srZzi, su se pojavili u potpuno razli¢itim tkivima
pacijenta. Iz toga su neki istraZivaci zakljucili da mati¢ne stanice koStane srzi, u odgovarajuéim
uvjetima, mogu sudjelovati u stvaranju gotovo svakog tkiva Thomas je 1990. godine dobio
Nobelovu nagradu za medicinu [22,28]. U prvim godinama, ovaj je postupak jo§ uvijek
predstavljao rizik koji su samo rijetki prezivjeli. Imunoloski sustav pacijenta napadao je
doniranu koS$tanu srz, ubijajudi strane mati¢ne stanice i tako sprje¢avajuci obnavljanje krvi, $to
je rezultiralo smréu oboljelog. Tek su osamdesetih godina proSlog stoljec¢a lije¢nici stavili pod
kontrolu reakciju odbacivanja i od tada se metoda presadivanja koStane srzi smatra pouzdanom.
Od tada je obavljeno vise od milijun transplantacija koStane srzi. To je jako u¢inkovit postupak,
ali 1 opasan. Prije same transplantacije pacijent je izloZen zracenju i agresivnoj kemoterapiji
kako bi se u potpunosti uklonila njegova kosStana srz. To sprjecava ,,stari* imunoloski sistem da
odbaci novu kosStanu srz. Nakon transplantacije postoji mogucnost da donirana koStana srz
napadne pacijenta, u tome slucaju je bitno da se darivatelj 1 primatelj Sto bolje podudaraju, da

su u krvnom srodstvu. Ali, ¢ak i1 ako postoji dobro podudaranje, prvih nekoliko tjedana nakon

23



transplantacije mati¢nih stanica ostaje kriticno vrijeme jer pacijent i dalje ima malo
imunoloskih stanica koje su osjetljive na razne infekcije [28].

Rak krvi danas je u mnogim sluc¢ajevima izljeciv, a tome je pridonijela upravo transplantacija
kostane srzi. Sedamdesetih godina proslog stoljec¢a leukemija kod djeca je bila gotovo uvijek

smrtonosna, ali danas je stopa prezivljavanja najmanje 80 % [28].
4.3. Genetski modificirane mati¢ne stanice

Najces¢e mati¢ne stanice koje se genetski modificiraju su MSC. Takve su maticne stanice
virusno transducirane kako bi poboljsale ekspresiju i izlu¢ivanje citokina koji djeluje na
tumorske stanice ili odredenih enzima koji kataliziraju pretvorbu prolijekova u aktivne
molekule koji pokazuju vecéu toksi¢nost za tumorske stanice. Primjer takvog prolijeka je 5-
fluorocitozin (5-FC), koji se dodatkom genetski modificiranih MSC s pove¢anom ekspresijom

enzima citozin-deaminaze, u€inkovitije prevodi u tumor-toksi¢ni 5-fluororacil (5-FU) [25].
4.4. Mati¢ne stanice kao nositelji onkoliti¢kih virusa

Onkoliticki virusi su virusi koji imaju sposobnost uniStavanja tumorskih stanica, ¢ime
potencijalno mogu posluZiti kao terapija za razlicite vrste karcinoma. Ovi virusi se razlikuju od
tradicionalnih terapijskih metoda jer ciljaju tumorske stanice u kojima se repliciraju i ubijaju
ih, dok istovremeno minimalno oSte¢uju normalne stanice tkiva. Onkoliticki virusi mogu
inducirati proces uniStenja tumorskih mati¢nih stanica i isto tako otpustiti ,,signale opasnosti*
za aktiviranje imunoloskih stanica kako bi poboljsale lizu tumorskih stanica [25]. Neki
onkoloski virusi su dizajnirani da prepoznaju specifi¢ne receptore koji su prisutni samo na
tumorskim stanicama. Nakon ulaska u stanicu ili jezgru stanice tumora, zapoc¢inju replikaciju
koja dovodi do nakupljanja viriona koji dovode do liti€¢ke smrti stanice tumora [29].
Onkolo8ki virusi se izvode nizom modifikacija iz jednolancanih ili dvolanc¢anih DNA ili RNA
virusa prema vrsti nukleinske kiseline, od kojih su najzastupljeniji ssRNA (engl. single stranded
RNA) i dsDNA (engl. double stranden DNA). dsDNA virusi uglavnom ukljuc¢uju adenovirus,
virus vakcinije 1 herpesvirus dok ssRNA poliovirus, virus ospica i mnoge druge [29].
Medutim, imunoloske stanice mogu lako prepoznati gole onkoliticke viruse 1 brzo ih ukloniti
iz tijela. Mati¢ne stanice mogle bi biti obecavajuc¢i nosaci za zastitu i isporuku onkoliti¢kih
virusa na mjesta tumora, $to je i utvrdeno raznim klini¢kim istraZivanjima na misevima. Ali,
ucinkovitost nositelja maticnih stanica ovisi o njihovim terapeutskim uc¢incima kao i o odnosu

izmedu stanica nositelja i tumorskih stanica. Druga istrazivanja pokazala su da inducirane
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maticne stanice nisu podrzale replikaciju virusa, ali ve¢i broj virusa se mogao osloboditi u toku

istrazivanja iz same inducirane mati¢ne stanice [25].
4.5. Cjepiva protiv raka

Terapije koje ciljano utjecu na tumorske mati¢ne stanice znacajno bi poboljSale ucinkovitost u
borbi protiv raka. Medu razli¢itim pristupima takvih ciljanih terapija, proizvodnja cjepiva protiv
raka vrlo je obecavajuca zbog njihove visoke imunogenosti. Cjepiva protiv raka mogu se
proizvesti iz onkofetalnih peptida ili cijelih stanica koje su dobivene iz embrionalnih ili
induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica. Proizvodnja ovih cjepiva najces¢e ukljucuje
unosenje antigena u neke vrste imunoloskih stanica, koje se zatim koriste za generiranje T-
stanica in vivo ili in vitro koje bi bile sposobne boriti se protiv uzroka njihovog nastanka [25].
Glavni problemi su moguénost stvaranja tetratoma i indukcija autoimunosti. U usporedbi s
ksenogenskim izvorom, utvrdeno je da su homologna ESC i autogena iPSC cjepiva u€inkovitija
u sprjeavanju ponovne pojave tumora kod miseva, sto je dokazano pojacanom proliferacijom
imunoloskih stanica misa. Medutim, ta se cjepiva trebaju koristiti kao preventivni tretman, a ne
kao terapijski tretman jer jednokratna upotreba cjepiva bilo onkofekalnih peptidnih cjepiva ili
onih podrijetlom iz ESC 1 iPSC. Tumori s jakim imunosupresivnim mikrookruZenjem mogli bi
smanjiti uCinkovitost lijeCenja cjepivom zbog mehanizma brzog izlaska koji sprjecava da se
imunoloSka stanica zadrZzava u njegovom okruzenju. Kako bi se poboljSao antitumorski
imunitet, nuZna je kombinacija s drugim terapijama, kao $to su kirurgija, terapija zracenjem,

kemoterapija i inhibitori imunoloskih kontrolnih toc¢aka [25].
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5. PREPREKE U PRIMJENI MATICNIH STANICA

5.1. Eticki 1 pravni problemi

Znacajno je, za zakonsku regulaciju istrazivanja matic¢nih stanica to §to su u svim zemljama
diskusije i zakonski propisi poceli tek kada istrazivanje viSe nije bilo zaustavljivo. Kao
posljedica toga, ve¢ina zemalja pokrenula je debatu o statusu i zastiti ljudskog zivota,
terapijskim moguénostima i slobodi istrazivanja. No, najviSe paznje privlace i dalje pitanja o
vrijednosti ljudskog Zivota te statusu embrija. Postoji neslaganje, posebice u pogledu toga kada
bi embrij trebao biti smatran takvim, odnosno kada bi trebao biti pod posebnom zastitom ili
imati vlastita prava [26].

Raspon etickih argumenata za i protiv istrazivanja mati¢nih stanica je iznimno §irok i slojevit
[26]. Kriticari istrazivanja na embrionalnim maticnim stanicama smatraju da je uniStenje
embrija sli¢no abortusu. Oni vjeruju da je embrij zivo bice, budu¢i da ima potencijal da se
potpuno razvije u odraslu osobu. Dodatni argument protiv istrazivanja na embrionalnim
mati¢nim stanicama je taj $to se danas u terapijama vec Siroko koriste odrasle mati¢ne stanice,
Sto dovodi do zakljucka da nije potrebno ni zapoc€injati istraZivanja na embrionalnim stanicama
[27]. Pristase istrazivanja na embrionalnim mati¢nim stanicama smatraju da embrij koji jos nije
implantiran u maternicu nema psiholoSka, emocionalna ni fizicka svojstva koja povezujemo s
osobom, §to ih ¢ini prikladnima za upotrebu u korist pacijenata. Dodatni argument u korist
takvih istraZivanja je da su embriji koriSteni u procesu umjetne oplodnje i da bi inace bili
uniSteni, pa se stoga smatraju korisnima za poboljSanje ljudskih zivota. Takoder vjeruju da
embriji koji su ve¢ uniSteni nakon legalnih abortusa trebaju biti iskoriSteni u istrazivanjima

kako bi se poboljsali ljudski Zivoti, umjesto da se jednostavno odbace [27].
5.2.Nedostatak istrazivanja

Osim etickih 1 pravih problema koji se javljaju prilikom istrazivanja i primjene maticnih stanica
tu su mnogi dokazi koji pokazuju kako terapija maticnim stanicama moze povecati rizik od
formiranja novih tumora [27].

Kada se mikrookruZenje mati¢nih stanica nepovoljno promijeni, normalne mati¢ne stanice
mogu se transformirati u tumorske maticne stanice, Sto potom dovodi do stvaranja cijelog
tumorskog tkiva. Kod ¢ovjeka, endogene maticne stanice su strogo nadzirane od strane drugih
okolnih stanica. Medutim, transplantirane mati¢ne stanice koje su izloZene vanjskim uvjetima

tijekom kulture prije transplantacije mogle bi promijeniti svoju genomsku ekspresiju i naknadni
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fenotip. Sto je kultura dulja, to se matiéne stanice priblizavaju stanicama raka. Utvrdeno je da
se 45,8 % mehenzimalnih mati¢nih stanica spontano transformiralo u maligne stanice nakon
jednog duljeg mjeseca u kulturi. Iako je ovaj fenomen jo§ uvijek kontroverzan, vazno je
napomenuti da uvjete kulture treba strogo kontrolirati kako bi se smanjile negativne promjene

u mati¢nim stanicama [25].
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6. ZAKLJUCAK

medicini jer predstavljaju potencijalno neiscrpan izvor nediferenciranih stanica. Uz
odgovarajuci poticaj, ove stanice imaju sposobnost da se diferenciraju u razlicite tipove stanica
u tijelu, te na taj nacin zamijene oStecene ili uniStene stanice i tkiva. Ovaj pristup ima potencijal
lijecenja nekih od najtezih urodenih i stecenih bolesti 1 stanja.

Za medicinsku upotrebu uglavnom su dostupne multipotentne, hematopoetske i mezenhimalne
mati¢ne stanice. Hematopoetske maticne stanice danas se prvenstveno dobivaju iz periferne
krvi, ali 1 iz koStane srzi i krvi iz pupkovine te se koriste prvenstveno u lije¢enju hematoloskih
bolesti. Mezenhimalne mati¢ne stanice mogu se izolirati, medu ostalim, iz koStane srzi, masnog
tkiva 1 pupkovine.

Brojne su primjene matic¢nih stanica u lijeCenju raka bilo u obliku cjepiva dobivenim iz mati¢nih
stanica ili direktom transplantacijom mati¢nih stanica. Danas je najucinkovitija primjena
mati¢nih stanica iz koStane srZi pri lije€enju leukemije. Takav pristup lijeCenju raka je izrazito
ucinkovit 1 djelotvoran ali isto tako vuce sa sobom i1 smrtonosne rizike od samog pocetka
tretmana.

Buduéi da je to relativno mlado podrucje istrazivanja i unato¢ raznim okolnostima koji prijece
daljnja istrazivanja, potrebno je duZe vremena da se pojedina istraZivanja dovedu do kraja i

donesu jasni zakljucci.
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7. POPIS I OBJASNJENJA KRATICA KORISTENIH U RADU:

ASC- engl. adult stem cell; adultna ili odrasla mati¢na stanica

CSC- engl. cancer stem cell; mati¢na tumorska stanica

ESC- engl. embryonic stem cell; embrionalna mati¢na stanica

hESC- engl. human embryonic stem cell; ljudska embrionalna mati¢na stanica

HSC — engl. hematopoietic stem cell, hematopoetska mati¢na stanica

HSCT- engl. hematopoietic stem cell transplantation; transplantacija hematopoetskih mati¢nih
stanica

iPSC — engl. induced pluripotent stem cell; inducirana pluripotentna mati¢na stanica

MSC — engl. mesenchymal stem cell; mezenhimalna mati¢na stanica
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