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Popis oznaka i kratica
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DAPI — 4’ 6-diamidino-2-fenilindol

DFSC — maticne stanice zubnog folikula (engl. dental follicle stem cells)
DMSO- dimetil-sulfoksid (engl. dimethyl-sulphoxide)

DPSC — mati¢ne stanice pulpe zuba (engl. dental pulp stem cells)

EMA — Europska agencija za lijekove (engl. European Medicines Agency)
EMS — embrionalne maticne stanice

ER — endoplazmatski retikulum

FBS — fetusni govedi serum (engl. fetal bovine serum)

FDA — Americka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)
FGF — fibroblastni Cimbenik rasta (engl. fibroblast growth factor)

GVSD - (engl. graft versus host disease)

HIE — hipoksijsko-ishemijska encefaopatija (engl. hypoxic-ischemic
encephalopathy)

hOMSC - ljudske mati¢ne stanice oralne sluznice (engl. human oral mucosa
stem cells)

ICC — imunocitokemija (engl. immunocytochemistry)

iPSC — inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (engl. induced pluripotent stem
cells)

ISCT — Internacionalno drustvo za stanicnu terapiju (engl. The International
Society for Cellular Therapy)

KFDA — Korejska agencija za hranu i lijekove (engl. Korea Food & Drug
Administration)

KMS — krvotvorne maticne stanice

LDH - laktat dehidrogenaza

MSS — mezenhimalne stromalne stanice (engl. mesenchymal stromal cells)
NCC - stanice neuralnog grebena (engl. neural crest cells)

NCSC — mati¢ne stanice neuralnog grebena (engl. neural crest stem cells)
OGD - deprivacija kisika i glukoze (engl. oxygen-glucose deprivation)



OMLPC - stanice lamine proprije oralne sluznice (engl. oral mucosa lamina
propria cells)

PBS - fizioloSka otopina puferirana fosfatom (engl. phosphate-buffered saline)
PDL - poli-D-lizin (engl. Poly-D-Lysine)

PDLSC — maticne stanice peridontalnog ligamenta (engl. peridontal ligament
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PFA- paraformalaldehid (engl. Paraformalaldehyde)

PMDAJ — Japanska agencija za farmaceutske i medicinske potrepstine (engl.
Pharmaceuticals and Medical Devices Agency in Japan)

PSC - pluripotentne matic¢ne stanice (engl. pluripotent stem cells)

RT-PCR- lan€ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. Real-time
polymerase chain reaction)

SCAP — mati¢ne stanice apikalne papile (engl. stem cells from apical papila)
SHED - matiCne stanice mlijeCnih zuba (engl. stem cells from exfoliated
deciduous teeth)

SOX2 — biljeg maticnih stanica (engl. SRY-Box Transcription Factor 2)

ZMS — Zivéane mati¢ne stanice



1. UVOD | SVRHA RADA

Mati¢ne stanice u posljednjih dvadesetak godina pobuduju veliko zanimanje ne
samo znanstvenika nego i opée populacije. Ono $to je uveliko utjecalo na razvoj
ovog istrazivackog polja je izolacija i generacija mati¢nih stanica (1). U proteklih
nekoliko godina, provedena su brojna klinicka istraZivanja s ciljem pronalazenja
nacina primjene matic¢nih stanica u lijeCenju poremecaja i oste¢enja Ziv€anog
sustava. Zivéane matiéne stanice (ZMS) su najbolji izbor za regeneraciju
Ziv€anog sustava, a jedan od razloga je Sto se mogu diferencirati u zrele
funkcionalne neurone. Ipak njihova primjena je ograni€ena raznim €imbenicima
kao Sto su oteZzano mijesto izolacije, ograni€en broj stanica, dugo uzgajanje u
kulturi in vitro i etiCke nesuglasice oko izvora dobivanja ovih stanica. Stoga su se
znanstvenici okrenuli traZenju novih izvora matic¢nih stanica koje imaju potencijal
za primjenu u lije€enju bolesti (2). Mezenhimske stromalne stanice (MSS) su se
u tom pogledu pokazale kao jako dobar izbor. Mogu se diferencirati u stanice
slicne neuronima i glija stanicama u uvjetima in vitro te izlu€uju brojne Cimbenike
koji doprinose obnovi tkiva (3). Ovo istrazivanje usmjereno je na novije otkrivene
mezenhimske stanice oralne sluznice koje su ektodermalnog podrijetla i potjeCu
iz neuralnog grebena. Oralna sluznica potencijalno je bogat izvor mati¢nih
stanica koje se mogu prikupiti relativno jednostavnim postupkom. Buduéi da se
radi o stanicama s visokim diferencijacijskim potencijalom, a razmjerno ih je lako
dobiti, predstavljaju vrlo dostupan izvor za potencijalnu terapijsku primjenu. Ipak,
unatoc€ velikom potencijalu, ne postoji standardizirani protokol za izolaciju stanica
niti je jasno definirano koje su to€no populacije i subpopulacije stanica koriStene.
Tako u znanstvenoj literaturi mozemo naic¢i na razliCite protokole za izolaciju
matiCnih stanica oralne sluznice (4). Upravo zbog svega navedenog cilj ove
disertacije je okarakterizirati populaciju stanica dobivenu biopsijom oralne
sluznice za koju se pretpostavlja da nudi velike mogucnosti u lijeCenju bolesti

Ziv€anog sustava.



1.1. Maticne stanice

MatiCne stanice predstavljaju heterogenu skupinu nediferenciranih stanica koje
se pojavljuju tijekom embrionalnog i fetalnog razvoja koje postoje i u odraslih
jedinki. Odlikuju se trima kljuénim obiljezjima: sposobnos¢u samoobnove,
klonalnoScu i potentnoS¢éu. Samoobnova omogucuje njihovo dijeljenje i stvaranje
novih maticnih stanica, klonalnost osigurava genetsku identi€nost dok im
potentnost omogucuje diferencijaciju u razne vrste stanica i tkiva. (5). Njihova
izuzetna svojstva Cine ih glavnim izvorom za obnovu stanica raznih tkiva u
ljudskom organizmu. Vazno je napomenuti da se obiljezja mati¢nih stanica
razlikuju ovisno o njihovom podrijetlu i stupnju potentnosti. Kroz ove varijacije,
maticne stanice pruzaju vazan doprinos procesima regeneracije, odrzavajuci

ravnotezu i funkcionalnost organizma (6,7).

Postoji niz razliitih vrsta mati¢nih stanica koje se mogu klasificirati prema
njihovom podrijetlu i stupnju potentnosti (Slika 1.). Kada razmatramo podrijetlo
mati¢nih stanica, moZzemo ih razvrstati u embrionalne mati¢ne stanice (EMS) i
adultne matiéne stanice (AMS). UzimajuCi u obzir i tehnike genetske
manipulacije na taj popis dodajemo inducirane pluripotentne mati€ne stanice
(iPSC, eng. induced pluripotent stem cells) (8,9). S obzirom na stupan;j
potentnosti, odnosno njihov kapacitet za diferencijaciju, mati¢ne stanice se dalje
mogu podijeliti na totipotentne, pluripotentne, multipotentne, oligopotentne i
unipotentne matic¢ne stanice (10). Kroz ovu raznolikost kategorija, povecava se
nase razumijevanje kompleksnosti i raznolikosti mati¢nih stanica sto je klju€no za

njihovu primjenu u razli€itim biomedicinskim kontekstima.
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Slika 1. Razli€ita podrijetla i stupnjevi potentnosti mati¢nih stanica. Embrionalne
mati¢ne stanice (ESC) se izoliraju iz blastociste koja predstavlja rani stadij razvoja
embrija. One imaju sposobnost diferencijacije u sva tri zametna listica; ektoderm,
mezoderm i endoderm i zbog toga imaju pluripotentnu sposobnost. Inducirane
pluripotentne mati¢ne stanice (iPSC) dobivamo pomocéu 4 “Yamanakina“ faktora
reprogramiranjem firoblasta. Odrasle mati¢ne stanice (ASC) su multipotentne i njih

mozemo danas naci u vecini tkiva i organa. Slika izradena u programu BioRender.



1.11. Embrionalne mati¢ne stanice

Embrionalne matiéne stanice (EMS) su posebna kategorija pluripotentnih
mati¢nih stanica koje su izolirane iz tkiva epiblasta, srediSnje unutrasnje mase
stanica blastociste. Blastocista predstavlja rani razvojni stadij embrija, starosti
oko 4 do 5 dana. Prvi put su embrionalne mati¢ne stanice izolirane, identificirane
i uzgojene 1981. godine iz blastociste miSa za Sto je znanstvenik Martin Evans
dobio Nobelovu nagradu (11). Njihovo otkri¢e otvorilo je vrata za razvoj genetski
modificiranih miSeva. Interes za prouCavanjem svojstava matiCnih stanica
povecao se kada je znanstvenik James Thomson uspjeSno izolirao ljudske
embrionalne mati¢ne stanice iz srediSnje mase blastociste (12,13). Ovo je uveliko
otvorilo vrata istrazivanjima i prou€avanjima modela bolesti kod €ovjeka i razvoju

novih terapija.

EMS su pluripotentne maticne stanice. Njih obiljezava sposobnost
neograniCenog rasta i diferencijacije u sva tri zametna listica: ektoderm,
mezoderm i endoderm. Genski elementi odrzavanja njihove pluripotentnosti su
transkripcijski faktori OCT4, NANOG i SOX2 koji inhibiraju gene koji dovode do
diferencijacije te na taj nacin Cuvaju pluripotentnost stanica (14,15). Dodatno,
povrsinski proteini poput SSEA3 i SSEA4 (glikolipidi) igraju vaznu ulogu u
identifikaciji i karakterizaciji ovih stanica (16).

Tijekom embrionalnog razvoja, EMS imaju vaznu ulogu u izgradnji raznovrsnih
tkiva i organa te u konacnici izgradnji cijelog organizma (17). Njihovo obiljezje
pluripotentnosti €ini ih klju€nima u razumijevanju i manipulaciji procesima razvoja

ljudskog tijela u biomedicinskom istrazivanju.



1.1.2. Adultne mati¢ne stanice

Adultne mati¢ne stanice (AMS) ili tkivno specificne matiCne stanice, specificna
su vrsta mati¢nih stanica prisutna u tijelu odraslih ljudi. Za razliku od EMS-a koje
se nalaze u embrionalnom tkivu, adultne mati¢ne stanice prisutne su u tkivima
odrasle osobe tijekom cijelog zZivota (18). One su jedina vrsta maticnih stanica
koje su uspjesno koriStene u lijeCenju pacijenata. Posljednjih godina u svijetu je
milijun ljudi oboljelih od raznih oblika hematoloskih bolesti lijeCeno terapijama
koje se zasnivaju na primjeni adultnih maticnih stanica (19,20). AMS mogu biti
multipotentne $to znaci da u odnosu na pluripotentne stanice, imaju ograniceni
potencijal za diferencijaciju. Ove stanice imaju vaznu ulogu u procesima obnove
i popravka ostecenih ili izgubljenih stanica u tijelu, odrzavanju ravnoteze i obnove
tkiva tijekom Zivota (21). U usporedbi s EMS, one su dostupne tijekom zivota,
nema etickih dvojbi vezano uz njihovo koristenje i izolaciju Sto je dovelo do
razvoja mnogih klinickih istrazivanja (22).

Aktivhost AMS pokazana je u mnogim tkivima i organima, ali toCna lokacija,
odnosno nisa AMS-a nije uvijek jasna zbog trenutnog nedostatka jasno
definiranih tkivno specifi€nih biljega koji bi ih identificirali (23). Tako su primjerice
neka od tkiva gdje ih moZzemo pronaci u kostanoj srzi, kozi, jetri, srcu, mozgu i
oralnoj sluznici. Kao Sto se i oCekivalo, otkri¢e odraslih maticnih stanica potaknulo

je istrazivacCe da ispituju potencijal tih stanica u regenerativnoj medicini (24).

Najbolje opisana i proucena vrsta AMS-a su mati¢ne stanice koStane srzi koje se
nazivaju krvotvorne matiéne stanice (KMS). |z njih nastaju sve stanice krvne
loze procesom hematopoeze, poput crvenih krvnih stanica (eritrociti), bijelih
krvnih stanica (leukociti) i ploCastih krvnih stanica (trombociti) periferne krvi
(25,26). One su ujedno i prototip multipotentnih mati¢nih stanica odraslog tkiva.
Ovu vrstu stanica nalazimo u kostanoj srzi, perifernoj krvi te krvi iz pupkovine.
Mezodermalnog su podrijetla te tijekom embrionalnog razvoja prvo se smjestaju

u zumanjcanoj vreci, zatim u fetalnoj jetri i potom u koStanoj srzi (27).



Mezenhimske stromalne stanice (MSS) su jo$S jedan primjer AMS
mezenhimskog podrijetla. Mezenhim je embrionalno vezivno tkivo iz kojeg se
razvijaju sve ostale vrste vezivnog i potpornog tkiva poput hrskavice, kostiju,
krvnih zila (28). Osim u stromi kostane srzi, MSS mozemo pronaci i u masnom
tkivu, kozi i oralnoj sluznici (29). Zbog svoje sposobnosti samobnavljanja,
diferencijacijskog potencijala i imunomodulatornih znacajki koje ispoljavaju u
uvjetima in vitro, MSS su postale fokus mnogih klinickih istrazivanja (30).

1.1.3. Inducirane pluripotentne mati€ne stanice

Sve donedavno, embrionalne maticne stanice (EMS) bile su jedini temeljito
prouceni izvor pluripotentnih stanica. Ipak, mnogi su se suprotstavljali njihovoj
upotrebi zbog etickih dilema koje proizlaze iz Cinjenice da se ljudski embriji
moraju zrtvovati kako bi se ove stanice izolirale (31). Godine 2006. japanski
znanstvenik Yamanaka i njegovi suradnici objavili su rad u kojem su pokazali
kako je moguce reprogramirati misje stanice fibroblasta (stanice vezivnog tkiva)
u pluripotentne stanice pomocu Cetiri specifiCna transkripcijska faktora. Rijec je o
Oct3/4, Sox2, c-Myc i KlIf4 koji su danas poznati kao “Yamanakini faktori®. Tako
dobivene stanice mogle su diferencirati u sva 3 zametna listica (endoderm,
mezoderm, ektoderm) Sto je ujedno i obiljezje pluripotentnosti (32). Godinu dana
kasnije, na isti naCin uspjeSno su reprogramirali i ljudske fibroblaste (33).
Yamanakino otkrice je tako predstavilo novu vrstu pluripotentnih mati¢nih stanica
bez potrebe za koriStenjem ljudskih embrija. Nazavane su inducirane
pluripotentne mati¢ne stanice (iPSC, eng. induced pluripotent stem cells).
Zbog ovog otkri¢a, Yamanaka je dobio Nobelovu nagradu iz podrucja fiziologije i
medicine 2012. godine (34). Ovo znacajno otkrice u svijetu biomedicine, ne samo
da je otvorilo nova vrata u biomedicinskim istrazivanjima i mogu¢nostima lijeCenja
mnogih bolesti, ve¢ je i umanijilo etiCcke probleme u medicini vezane uz primjenu
EMS-a (35,36).



Pomocu iPSC-a, uspjeSno su uzgojeni in vitro trodimenzionalni modeli
(organoidi) koji odrazavaju stani¢nu heterogenost, strukturu i funkciju primarnih
tkiva. Samim time, omoguceno je da se rekonstruiraju ljudski organi (37).
Organoidi omogucuju bolji uvid u prou€avanje ljudskih bolesti s primjenom u
regenerativnoj medicini, ispitivanju lijekova i personaliziranom lijeCenju
pacijenata (38). Do sada su uspjeSno uzgojeni cerebralni organoidi (39),

organoidi jetre (40) i organoidi srca (41).



1.2. ORALNA SUPLJINA

Oralna (usna) Supljina predstavlja poCetni dio probavnog, a dijelom i diSnog
sustava. Ima vitalnu ulogu u nizu fizioloSkih procesa, ukljuCujuci prehrambene
funkcije, zvakanje, gutanje i govor (42). Oralna Supljina sastoji se od dva dijela;
vanjskog vestibula, ogranicenog usnama i obrazima te unutarnje Supljine koja je
odvojena od vestibula alveolama koje nose zube i desni. Gornji dio unutrasnje
oralne Supljine oblikuje tvrdo nepce i meko nepce, donji dio Cine baza jezika i dno
usta, a sa straznje strane je omedena tonzilama i grlom (43). Oralnu Supljinu u
potpunosti oblaZe oralna sluznica. Sastavljena od viSeslojnog neorozenog
ploCastog epitela, oralna sluznica je direktno povezan s rahlim vezivnim tkivom,

lamina propria (44).

Epitel oralne sluznice potjeCe od ektoderma, dok se epitel jezika razvija iz
endoderma i ektoderma (45). Stanice koje izgraduju epitel nazivamo keratinociti.
Njih mozemo po gradi, obliku i funkciji podijeliti u gradivne slojeve epitela. Epitel
oralne Supljine ima Cetiri jasna sloja, a to su: stratum germinativum (bazalni sloj),
stratum spinosum (trnasti sloj), stratum granulosum (zrnati sloj) i stratum
corneum (roznati sloj). Navedeni se slojevi razlikuju u svojoj gradi Sto se oCituje

u obliku stanica, broju redova stanica i funkciji koju pojedini sloj ima (46).

Lamina propria je vezivno tkivo koje se nalazi neposredno ispod epitela. Sastoji
se od fibroznog tkiva, bogatog elasticnim vlaknima. Rastezanje tijekom zvakanja,
govora i gutanja, omogucavaju i olakSavaju upravo elastiCha vlakna. Lamina
propria dijeli se na povrSinski papilarni sloj i dublji retikularni sloj. Korium i
submukoza Cine vezivno tkivo oralne sluznice. Korium je svojom bazalnom
membranom povezan s viSeslojnim ploCastim epitelom te tako daje CvrstoCu
oralnoj sluznici (47,48). Vecina vezivnog tkiva nastaje iz neuralnog grebena pa
tako i vezivno tkivo oralne sluznice, lamina propria (49). Kod odraslih se derivati
stanica neuralnog grebena (NCDC, engl. neural crest derived cells) zadrzavaju s
netaknutom funkcijom i promoviraju regeneraciju tkiva prilikom ozljede ili stresa.
Njihova niSa je raznovrsna. Na podrucju glave ona ukljuuje oralnu Supljinu,

nosnu Supljinu i dla¢ne folikule kose (50).



1.2.1. Funkcija oralne sluznice

Oralna sluznica ima raznolike funkcije. One ukljuCuju zastitu tkiva submukoze od
razliCitih mehanickih, kemijskih i bioloskih podrazaja. Odgovorna je za izlu€ivanje
tvari potrebnih za oralno zdravlje, te ima vaznu senzornu funkciju koja omogucuje
osjet temperature, dodira, boli i okusa. Predstavlja mjesto prvog susreta tvari iz
vanjskog svijeta, poput alergena i mikroba koje kroz hranu, vodu, zrak unosimo
u organizam (51,52). Oralna barijera, zajedno sa slinom i oralnom mikroflorom,
pruza zastitu od patogenih mikroorganizama i brz imunolo$ki odgovor. Kroz ove
funkcije, oralna sluznica igra klju¢nu ulogu u odrzavanju cjelokupnog zdravlja
oralne Supljine. Lako je dostupna pregledu, a na njoj se mogu ocitovati bolesti
razliCitih organa i sustava ili se primarno javljati bolesti oralne sluznice (53,54).
Ipak, mehanizmi pomocu kojih tkiva oralne sluznice tumace i reagiraju na
okoliSne znakove jo$ uvijek su u velikoj mjeri neodredeni. Stoga proucavanje
ovog izuzetno izlozenog i otpornog tkiva Cini ga interesantnim i vaznim u daljnjim

medicinskim istrazivanjima.

Prema funkciji oralnu sluznicu mozemo podijeliti na oblazuéu, zvaénu ili
mastikatornu i visoku specijaliziranu sluznicu (dorzum jezika).

Oblazuéa sluznica je najrasprostranjenija. Cini oko 60% ukupne povrsine oralne
Supljine. OblazZe usne, predvorje, obraze, donju stranu jezika, meko nepce i dno
usta. Vazna je jer pruza fleksibilnost tokom zvakanja, gutanja i govora. Ova vrsta
sluznice ima vrlo tanak ili nepostojeci keratinski sloj, a lamina propria je elasticna
Sto omogucuje vecu apsorpcijsku povrsinu (55).

Zvacéna ili mastikatorna sluznica, prekriva dijelove sluznice gingive i tvrdog nepca.
Zauzima 25% ukupne povrsine oralne Supljine. Dizajnirana je da podnosi veca
mehaniCka oStecenja i pritiske. Za razliku od oblazuce sluznice, Zvacna sluznica
ima deblji keratinizirani sloj i ¢vrstu laminu propriju. Sastavljena je od tankih
ploCastih stanica bez jezgre (56).

Visoko specijalizirana sluznica nalazi se na dorzumu jezika i pokriva 15% ukupne
povrsine oralne Supljine. Njezina glavna funkcija je osjetilna. Sadrzi osjetilne
papile koje prenose informacije o okusu, dodiru, boli, temperaturi i kvaliteti tvari.

Tim informacijama omogucuju pravovremenu zastitu organizam. Histoloski, ova



sluznica podsje¢a na mozaik keratiniziranog i nekeratiniziranog epitela koji sadrzi

jezicne papile s okusnim pupoljcima (57).

1.2.2. Maticne stanice oralne sluznice

lzuzetna sposobnost regeneracije oralne Supljine kod odraslog Covjeka ukazuje
na postojanje robusne populacije stanica. MatiCne stanice oralne Supljine nalaze
se na viSe razliCitih mjesta (Slika 2.). Tako se mogu naci u pulpi zuba, sluznici,
apikalnoj papili, zubnom mesu (gingivi), mlijecnim zubima i paradontnom
ligamentu (58). Marynka-Kalmani i suradnici (59) su prvi identificirali postojanje
mezenhimskih stromalnih stanica (MSS) u oralnoj sluznici. Opisali su ih kao
stanice koje su fenotipski slicne stanicama neuralnog grebena (59). Danas u
mati¢ne stanice oralne sluznice (OMSC, engl. oral mucosa stem cells)
svrstavamo matic¢ne stanice pulpe zuba (DPSC, engl. dental pulp stem cells),
maticne stanice mlijeCnih zuba (SHED, engl. stem cells from exfoliated deciduous
teeth) matiCne stanice peridontalnog ligamenta (PDLSC, engl. peridontal
ligament stem cells), matiCne stanice apikalne papile (SCAP, engl. stem cells
from apical papila), maticne stanice zubnog folikula (DFSC, engl. dental follicle
stem cells) i mezenhimalne matiCne stanice gingive (GMSC, engl. gingival
mesenchymal stem cells) (60).

Novije pronadene MSS lamine proprije nazivaju se ljudske mati€éne stanice
oralne sluznice (hOMSC, engl. oral mucosa stem cells). | epitel i lamina propria
oralne sluznice sadrze hOMSC koje su se pokazale kao znacajan izvor maticnih
stanica. U in vitro uvjetima imaju sposobnost diferencirati se u stanice tkiva za
koja nisu primarno predisponirane (61). Tako se mogu diferencirati u epitel
roznice ili stanice koZe gdje mogu zamijeniti tkivo oSteceno opeklinama (62,63).
Takoder u odredenim in vitro uvjetima, hOMSC izolirane iz lamine proprije mogu
se diferencirati u neuro-dopaminergiCke stanice. Takve diferencirane stanice
koriStene su u terapijske primjene za modele hemi-parkinsonovih Stakora (64).
Ganz i sur. diferencirali su hOMSC u in vitro uvjetima u stanice sliCne astrocitima

koje su pruzile neuroprotekciju nakon ozljede zivca (65).
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MatiCne stanice oralne sluznice pokazuju potencijal pluripotentnosti. Mogu se
diferencirati u sva tri zametna listicCa: ektoderm, mezoderm i endoderm.
|zrazavaju biliege MSS i EMS poput SOX2, OCT3/4i NANOG. Pokazuju svojstva
imunomodulatornih i protuupalnih funkcija i ne potiCu imunoloski odgovor u
primatelja. Ova sposobnost posljedica je nedostatka izrazaja MHC molekula
klase Il. (66). Usporedimo li ih s MSS, hOMSC pokazuju puno veci kapacitet
samoobnove. Imaju potencijal diferencijacije u osteoblaste, hondroblaste,
adipocite i neuralnu lozu (67). Zbog svog anatomskog poloZaja, lako su dostupne
i mogu se izolirati iz malog uzorka tkiva. Uzmemo li u obzir da je oralna Supljina
lako dostupna kao mjesto izolacije, oralna sluznica je potencijalni kandidata za
izolaciju mati¢nih stanica (68). Brzo zacjeljivanje rana i odsustvo kozmetickih i
funkcionalnih problema nakon biopsije su joS jedan od razloga zasto je ovo tkivo
pogodan kandidat za izolaciju. UzevSi sve u obzir, hOMSC ¢ine vrlo zanimljivu

populaciju za napredak istrazivanja maticnih stanica i tkivnog inzenjerstva (69).
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Slika 2. lzvor mati¢énih stanica iz oralne Supljine. Postoji nekoliko vrsta oralnih

mezenhimskih stromalnih stanica (OMSC); mati¢ne stanice pulpe zuba (DPSC), mati¢ne

stanice mlijeCnih zuba (SHED), mati¢ne stanice peridontalnog ligamenta (PDLSC),

mati¢ne stanice apikalne papile (SCAP), engl. stem cells from apical papila), mati¢ne

stanice zubnog folikula (DFSC), mezenhimalne mati¢ne stanice gingive (GMSC) i

mati¢ne stanice oralne Supljine (hOMSC). Pokazuju veliki potencijal diferencijacije u

razliCite vrste stanica i tkiva i potencijal za primjenu u klini¢kim terapijama. Slika izradena

u programu BioRender.
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1.2.3. Podrijetlo mati€nih stanica oralne sluznice

Za hOMSC se pretpostavlja da su podrijetiom od stanica neuralnog grebena
posto se iz njih razvijaju sva tkiva glave i vrata (70). Neuralni greben, prvi puta
je opisan i prepoznat 1868. godine od strane Svicarskog embriologa Wilheima
Hisa. On je proucCavaju¢i embrije pilica uoCio da dorzalna strana neuralne cijevi
sadrzi stanice koje se nalaze izmedu dorzalnog ektoderma i neuralne cijevi. Zbog

anatomskog polozaja to je podruCje odluCio nazvati “Zwischenstrang’

(intermedijalna vrpca), a kasnije je preimenovan u neuralni greben (71).

Od 1920. godine pa nadalje provedena su mnogobrojna istrazivanja neuralnog
grebena gdje se najviSe pratio razvoj i migracija stanica. Njegov razvoj zapocinje
prilikom neurulacije zametka (Slika 3.). Neuralni nabori izdizu se i zatvaraju
neuralnu cijev. Stanice neuralnog grebena (NCC, engl. neural crest cells) su
migratorna populacija stanica. One se odvajaju s ruba neuralne cijevi prilikom
njenog zatvaranja. Tijekom embrionalnog i odraslog razvoja, NCC stvaraju Sirok
spektar stanica i tkiva (72). Zbog multipotentne i migratorne sposobnosti,
neuralni greben se joS naziva i Cetvrtim zametnim listi¢em (73). Migraciju stanica
induciraju signali koji dolaze iz kontaktom posredovanih interakcija tkiva izmedu
neuralne ploCe i povrSinskog ektoderma. NCC prijelaze iz epitelnog u
mezenhimalno stanje i po€inju intenzivno migrirati na nekoliko razliitih lokacija u
embriju. Pridonose stvaranju nizu razli€itih tipova tkiva, od perifernog Ziv€anog
sustava (PZS) pa sve do kraniofacijalnog skeleta. Neuralni greben mozemo
podijeliti u tri glavne neuroaksijalne populacije — kranijalna, vagalna i trup. Svaka
od njih migrira drugadijim putem i iz njih se razvijaju razliCite vrste stanica.
Kranijalne NCC predstavljaju najbolji primjer multipotentnosti. Iz njih se razvija
pigmentne stanice. Vagalne NCC sudjeluju u razvoju enteri¢nih ganglija. NCC
trupa stvaraju neurone, glija stanice, pigmentne stanice koze i sekrecijske stanice

endokrinog sustava (74).

Prvi put su mati¢ne stanice neuralnog grebena (NCSC, engl. neural crest stem
cells) opisane kod glodavaca od strane znastvenika Stemple i Anderson. Oni su
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koristili specificne proteinske biliege na povrsini stanica p75N™R (engl.
neurotrophin receptor -NTR) za izolaciju NCSC-a. Dokazali su sposobnost

samoobnavljanja ove vrste stanica (75).
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Slika 3. Neurulacija. Proces neurulacije zapocinje proliferacijom i diferencijacijom
stanica ektoderma koje pod utjecajem notokorda stvaraju neuralnu plocu. Lateralni
rubovi neuralne plocCe se izdizu i stvaraju neuralne nabore, prilikom Cega nastaje neuralni
greben dok srediSnje udubljenje €ini neuralni Zlijeb. Pod utjecajem notokorda, mezoderm
se podjeli na pravilnu nakupinu stanica — somite. 1z njih se razvija skleroton od kojeg
nastaju kosti trupa. Spajanjem rubova neuralnog Zlijeba nastaje neuralna cijev. Prilikom
zatvaranja neuralne cijevi, NCC se odvajaju s ruba neuralnog grebena. NCC migriraju i
oblikuju osjetne i autonomne ganglije, srz nadbubrezne Zlijezde, vezivno tkivo glave i
vrata, Schwanove stanice, melanocite i stanice mozdanih ovojnica (76). Slika izradena

u programu BioRender.
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Ono $to je nepoznanica jest da li su NCC multipotentne ili njihova sudbina ovisi
o podruc¢ju migracije. Provedbom in vitro eksperimenta gdje su koriStene
prepelicje premigratorne NCC-e potvrden je njihov razvojni potencijal. Uzgojem
u stani¢noj kulturi in vitro, uspjeSno su dobivene dvije stanicne linije: melanociti i
neuralne stanice. Kada su te stanice transplantirane u embrije pilica, one su
mogle dalje migrirati putevima neuralnog grebena i doprinijeti razvoju tkiva i
organa koji su endogenetski sli¢ni prepeli¢jim. Otkrice da se NCC-ovi mogu
izolirati u embrijskim stadijima gdje pokazuju sposobnost multipotentnosti i

samoobnove, otvorilo je vrata buducim istrazivanjima (77).
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1.3. MATICNE STANICE U LIJECENJU | ISTRAZIVANJU

Posljednjih godina znanstvena istraZivanja usredotoCena su na identifikaciju i
karakterizaciju maticnih stanica u embrionalnim i odraslim tkivima. To je dovelo
do vaznih otkrica o samoj prirodi mati¢nih stanica i njihovoj ulozi u obnovi tkiva
(78). Identifikacija i karakterizacija maticnih stanica predstavlja glavni fokus ne
samo razvojne biologije, ve¢ i regenerativne medicine s komponentom translacije
u kliniCku primjenu. Njihova primjena u medicinskom podrucju pruza
mnogobrojne moguénosti u regeneraciji tkiva i zamjeni organa. lpak, za
uspostavu terapijskih postupaka temeljenih na maticnim stanicama, potrebno je
ispuniti sljedeCe uvjete: populacija mati¢nih stanica mora biti dostupna za
izolaciju i mora biti dobro okarakterizirana. To je posebno vazno kod ljudi gdje je
potrebno dobiti stanice iz lako dostupnih tkiva samog pacijenata (79,80).

PretkliniCka istrazivanja su od velike vaznost za prijelaz u kliniCku fazu davanja
terapije maticnim stanicama. U njima se odreduje njihova uc€inkovitost, sigurnost
i izvodljivost (81). Cesto se koriste Zivotinjski modeli, najvise glodavci (mis,
Stakor) i primati (majmun) koji najbolje mogu predociti patoloSko stanje u Covjeka
(82). U pretklinickim istrazivanjima, mati¢ne stanice dobivene iz raznih tkivnih
izvora pokazale su znacajan potencijal u poboljSanju stani¢nog i funkcionalnog
oporavka, regeneraciji tkiva te povecanju stope prezivljenja (83). Tako su
primjerice Zivéane matiéne stanice (ZMS) kod misjih i $takorskih modela za
Parkinsonovu i Alzheimerovu bolest dovele do smanjenja nakupljanja amiloidnih
plakova i poboljSanja motoriCkih funkcija (84,85). Kod Stakorskog modela za
amiotroficnu lateralnu sklerozu (ALS), transplantirane MSS smanijile su napredak

bolesti i povecale stopu prezivljenja (86,87).

Nakon niza zadovoljavajucih rezultata s eksperimentalnim Zivotinjama, doslo je
do prvih klini€kih studija koje su pokazale obecavajuce rezultate. Kod pacijenata
s oStecenjem kostiju glave nakon transplantacije stanica iz bukalnog masnog
tkiva pokazan je napredak u obnovi oStecenog tkiva (88). Isto tako, direktna
transplantacija hOMSC stanica kod pacijenata s oSte¢enjem limbalnih matic¢nih
stanica roznice, poboljSala je vid u 80% pacijenata (89,90). Kod pacijenata s

16



ozljedom ledne mozdine, istrazivanje je pokazalo kako su transplantirane MSS
kod jednog dijela pacijenata dovela do poboljSanja motorickih funkcija (91).
Studije iz 2020. godine na pacijentima s mozdanim udarom pokazale su kako 12
mjeseci nakon transplantacije MSS-a, dolazi do znacajnog povecanja stupnja
oporavka (92,93).

Nekoliko klinickih ispitivanja je koristilo maticne stanice iz oralne sluznice.
KoriStene su u lijeCenju paradontalne bolesti, regeneraciji dentina i zuba. Za
epitelne stanice oralne sluznice je pokazano kako se mogu transplantirati u
roznicu bolesnika s oSte¢enjem matiCnih stanica limbusa oka (94). Granz i
suradnici su pokazali da hOMSC se mogu diferencirati u stanice koje proizvode
dopamin i posjeduju neuralno-dopaminergicki fenotip. Njihova transplatacija u
striatum kod Stakorskog modela Parkinsonove bolesti utjecala je na poboljSanje
simptoma bolesti (64). Takoder je pokazano kako se mogu diferencirati u stanice
slicne astrocitima koje imaju neuroprotektivni u€inak kod ozljede perifernog zivca,
poboljSavajuéi motoricku funkciju nakon transplatacije (65). Korejska skupina
istrazivacCa istrazivala je uCinak stanica iz oralne sluznice u ozljedi ledne mozdine.
Pokazano je kako njihova transplantacija smanijila apoptozu (95).

Ono Sto je znaCajni nedostatak u navedenim istrazivanjima je da nije koristen isti
postupka izolacije stanica. Isto tako, nije jasno navedena toCna populacija i
subpolulacija koriStenih stanica.

lako postoji viSe vrsta mati¢nih stanica, MSS prednjace u odnosu na ostale. To
dokazuje i podatak da od ukupno 6205 prijavijenih klinickih istrazivanja s
mati¢nim stanicama diljem svijeta, njih 1240 se odnosi na terapije pomo¢u MSS
(96). Veliki broj prijavljenih klinickih istrazivanja upucuje na vaznost daljnjih
istrazivanja mati¢nih stanica. Tako su neka od klinickih istrazivanja pokusala
pomoc¢u modificiranih MSS stanica lijeCiti akutni infarkt miokarda (97), traumatsku
degeneraciju hrskavice (98) i akutnu bolest odbacivanja transplantiranog organa
ili tkiva (GVSD, engl. Graft versus host disease) (99). Limbalne maticne stanice
najviSe su koriStene u klinickim istrazivanjima za lijeCenje roznice nakon opekline
uzrukovane kiselinom (100). Navedena istrazivanja predstavljaju napredni oblik

terapije mati¢nim stanicama.
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1.3.1. Napredne terapije mati¢nim stanicama

Napredne terapije maticnim stanicama (ATMPs, engl. advance therapy medicinal
products) ukljuCuju sofisticirane metode i genetske manipulacije maticnih stanica.
Za razliku od njih, klasic¢ne terapije mati¢nim stanicama uklju€uju mati¢ne stanice
iz samih tijela pacijenata (autologne maticne stanice) koje nisu modificirane i kao
takve se transplatiraju. Najpoznatija klasiCna terapija je transplatacija KMS-a
(101).

ATMPs su podjeljene na tri vrste terapija. Gensku terapiju, terapiju somatskim
stanicama i terapija inZinjeringom tkiva. Genska terapija koristi rekombinantne
gene za lijeCenje genetskih poremecaja, kroniCnih bolesti i raka. Terapije
somatskim stanicama sluze za lijeCenje dijagnostiku i prevenciju bolesti pomocu
manipuliranih stanica. Terapija inzZenjeringom tkiva omogucuje popravak,
regeneraciju ili zamjenu ostecenog ljudskog tkiva (102). Ovi pristupi predstavlju
znaCajan napredak u personaliziranoj i regenerativnoj medicini. Trenutno u
Europi su provedena 142 kliniCka istrazivanja koristeCi stani¢nu terapiju, od kojih
je 27 doseglo lll. fazu istrazivanja (103). Postoji 21 proizvod temeljen na mati¢nim
stanicama, gdje ih je 12 odobreno od strane FDA (AmeriCka agencija za hranu i
lijekove, engl. Food and Drug Administration) ili EMA (Europska agencija za
lijekove, engl. European Medicines Agency) dok su drugi odobreni u Azijskim

zemljama (96).
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Tablica 1. Popis odobrenih ATMPs terapija krvotvornim matiénim stanicama.
EMA (engl. European Medicines Agency), FDA (engl. Food and Drug Administration)
(104).

Naziv (proizvodac) Primjena Odobreno
Allocord
(SSM Cardinal Glennon FDA, 2011.
Children's Medical Centre)
Clevecord
(Cleveland Cord Blood Za poremecaje hematolodkog FDA, 2016.
Center) sustava koji su nasljedni, steceni ili
Ducord rezultat lijeCenja mijeloablativnim
(Duke University School of FDA, 2012.
tretmanom
Medicine)
Hemacord
FDA, 2011.
(New York Blood Center)
Regenecyte
genecy FDA, 2024.
(StemCyte, Inc.)
Lyfgenia Bolest srpastih stanica (SCD
Vi P SCD) | kpa, 2023,
(bluebird bio, Inc)
Libmeldy Metakromatska leukodistofija (MLD)
EMA, 2020.
(Orchard Therapeutics)
Casgev
Ievy EMA, 2024
(Vertex Pharmaceuticals) o N
Transfuzijski ovisna talasemija
Zynteglo
ymeg EMA, 2019.
(bluebird bio)
Strimvelis Imunodeficijencija uzrokovana
(GlaxoSmithKline) nedostatkom enzima adenozin EMA, 2016.
deaminaze (ADA-SCID)
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Tablica 2. Popis odobrenih ATMPs terapija mezenhimskim stromalnim stanicama.

EMA (engl. European Medicines Agency), DCGI (engl. Drug Controller General of India),
JMHW (Japanese Ministry of Health and Welfare) KFDA (engl. Korea Food and Drug

Administration) (105).

Naziv (proizvodac) Primjena Odobreno
Cellgram
Akutna infarkt miokarda KFDA, 2011.
(Pharmicell)
Cartistem Traumatska degeneracija
(Medipost) hrskavice, uklju€ujuéi i KFDA, 2012.
degenerativni osteoartritis
Cartistem
_ Knee OA KFDA, 2012.
(Medipost)
Queencell . o
Subkutani defekti tkiva KFDA, 2010.
(Anterogen)
Holoclar Deficit limbalnih mati¢nih stanica
o o _ EMA, 2015.
(Chiesi Farmaceutici) uzrukovan opeklinama
Alofisel Kompleks perianalne fistule kod
_ _ . EMA, 2018.
(TiGenix NV/Takeda) Chronove bolesti
Cupistem _
Chronova fistula KFDA, 2012.
Anterogen
TEMCELL HS Inj.
. Akutna GvHD JMHW, 2015.
(JCR Pharmaceutics)
Reme-stemcel
Akutna GvHD FDA, 2015.
(Mesoblast, Ltd)
NeuroNata-R
Amiotroficna lateralna skleroza KFDA, 2014.
(Corestem)
Stemirac _ _
. . Ozljeda ledne mozdine JMHW, 2018.
(Unique Access Medical)
Stempeucel Limbalna ishemija uzrokovana
. . DCGI, 2017.
(Stempeutics) Buergerovom bolesti
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1.3.2. Mati¢ne stanice i neurodegenerativnie bolesti

Neurodegenerativne bolesti su jedan od vecih uzroka smrtnosti i generalni
uzroCnik smanjena Zivotnog vijeka. lako joS ne postoje terapije matiCnim
stanicama za lijeCenje bilo koje neurodegenerativne bolesti, postoje mnoga
pretkliniCcka istrazivanja koja pokazuju potencijal za daljnji razvoj klinickih
istrazivanja (106). Od ukupno 492 klini¢ka istrazivanja, samo dva su dos$la do V.
faze istrazivanja dok su ostala izmedu . i Il. faze (107). Istrazivanja su se najviSe
usredotoCila na terapiju mati¢nim stanicama kod mozdanog udara, multipla
skleroze, mozdanih tumora, oSte¢enja mozga, ledne mozdine i perifernih zivaca
(108,109,110,111,112).

Za Alzhimerovu i Parkinsonovu bolest, veliki potencijal za terapijsku primjenu
pokazali su egzosomi dobiveni od MSS-a i stani¢ni derivati iPSC-a i EMS-a.
Nazalost vecina terapijskih pristupa i dalje je u pretklini¢koj fazi istrazivanja. Tu
im se pridruzuju i hOMSC kao novi izvor mati¢nih stanica. One predstavljaju
obecCavajuce rezultate kod mozdanog udara gdje sprjeCavaju proliferaciju
mikroglija, reduciraju mozdane edeme i utjeCu na prezivljenje hipoksijski
oStecenih neurona (113,114).
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1.4. HIPOKSIJSKA OZLJEDA

Kako bi ispravno funkcionirao, nas organizam treba stalnu razinu kisika u krvi koji
dopire do stanica i tkiva. Kada razina kisika padne ispod odredene granice, javlja
se hipoksija. FizioloSka razina kisika u organizmu je znatno niZza od koncentracije
kisika u okolini (21%). Ona varira u razliCitim tkivima kako bi se prilagodila
zahtjevima potrosnje kisika razliCitih stani¢nih tipova. Hipoksija moze biti
uzrokovana hipoksemijom koja oznaCava smanjenu koncentraciju kisika u
arterijskoj krvi zbog smanjenog parcijalnog tlaka kisika (PaOZ2), otezanom
dostavom oksigenirane krvi iz alveolarnih kapilara u sama tkiva i otezanim
prijenosom molekule kisika s hemoglobina u citoplazmu stanice pa sve do
mitohondrija gdje se odvija oksidativni metabolizam (115,116).

Mozak je organ koji zahtjeva najviSe kisika u naSem organizmu. Oko 20%

oStecenje (117).

Mozdani udar predstavlja hipoksijsko - ishemijsku ozljedu ziv€anog sustava.
Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, engl. World health
organization), mozdani udar je drugi vodeci uzrok smrti u svijetu, uzrokujuci 11%
svih smrtnih slucajeva. Oko milijun stanovnika Europe dozivi mozdani udar svake
godine, a Sirom svijeta ukupno 16.9 milijuna stanovnika. Epidemiolozi predvidaju
da ¢e do 2030. godine ta brojka narasti do 77 milijuna stanovnika (118). Mozdani
udar se definira kao cerebrovaskularna bolest kod koje dolazi do poremecaja
opskrbe krvlju odgovaraju¢ih podru¢ja mozga. Ona rezultira fokalnom ili
globalnom cerebralnom disfunkcijom s vidljivim simptomima bez ociglednog
uzroka vaskularnog problema. Postoje dvije vrste mozdanog udara. Ishemijski
mozdani udar koji je rezultat zaCepljenja arterijskih krvnih Zila uzrokovanih
embolom ili trombom. UcCestaliji je i javlja se u 80-85 % slucCajeva. U ostalih 10-
20 % sluCajeva rijeC je o hemoragijskom mozdanom udar koji je posljedica
rupture cerebralne arterije u mozgu (119,120). Smanijeni ili prekinuti dotok krvi u
mozak dovodi do manjka kisika i glukoze Sto posljedi€no utjeCe i na sintezu ATP-

a (adenozin trifosfat). Takva situacija izaziva ekscitotoksi¢nost i potice aktivaciju
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reaktivnih astrocita prisutnih u podrucjima lezija Sto dovodi do neuroinflamacije,

stvaranja glijalnih oziljaka i aktivacije protuupalnih citokina (121,122).

Osim ishemijskog mozdanog udara, jedna od ugestalijih bolesti SZS-a (sredi$nji
Ziv€ani sustav) je perinatalna hipoksijsko-ishemijska encefalopatija (HIE) (123).
RijeC je o bolesti koja se javljaj kod novorodencadi tijekom trudnoce, za vrijeme
poroda ili poslije poroda kada dode do nedostatka kisika u prenatalnom mozgu.
Ovisno o stupnju razvoja mozga i veli€ini ishemijske ozljede, te proteklom
vremenskom periodu mogu se razlikovati patofizioloSki i neuroloski poremecaji.
HIE se pojavljuje u 26 slu¢ajeva na 1000 porodaja od kojih 15-20% umire u ranom
neonatalnom periodu. Preziviela novorodenad boluje od neuroloskih
poremecaja poput cerebralne paralize, epilepsije te intelektualnih poteskoca.
(124,125,126). Jedina odobrena terapija za lijeCenje HIE je hipotermija. Ovom
terapijom se ciljano hladi glava na temperaturu od oko 34 °C ili cijelo tijelo na oko
33 °C gdje je vrlo vazno da se terapijom zapoCne unutar 6 sati nakon porodaja.
Mora se strogo kontrolirati i odrzavati zadana temperatura sljede¢a 72 sata. lako
terapija ima pozitivan uCinak i dalje veliki postotak novorodencadi ne uspijeva
prezivjeti ili se suoCava s odredenim stupnjem invalidnosti (127,128). Novija
kliniCka istrazivanja pokazala su potencijal u lijeCenju s MSS stanicama, ali
trebaju proci zavrdne faze testiranja (129,130).
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2. HIPOTEZA

MatiCne stanice oralne sluznice poboljS8avaju oporavak neurona oStecCenih

hipoksijom.
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3. CILJEVI RADA

3.1.  Opéi cilj
Cilj ove disertacije je ispitati potencijal mati¢nih stanica oralne sluznice te istraZiti

hoCe Ii njihova prisutnost povecavati prezivljenje zivCanih stanica oStecCenih
hipoksijom.

3.2. Specificni ciljevi

1. Uspostaviti standardiziran postupak izolacije mati¢nih stanica iz tkiva

oralne sluznice Covjeka.

2. Pronadi biljege koji definiraju maticne stanice oralne sluznice.

3. lIstraziti potencijal matic¢nih stanica oralne sluznice za diferencijaciju u

stanice ziv€anog tkiva.

4. lIstraziti kako mati¢ne stanice oralne sluznice djeluju na neurone ostecene

hipoksijom.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Postupci sa stanicama

4.1.1. Biopsija tkiva oralne sluznice ¢ovjeka

Biopsija tkiva oralne sluznice Covjeka dobivena je od dobrovoljnih darivatelja,
starosti izmedu 20 do 30 godina. Darivatelji su prije uzimanja biopsije potpisali
informirani pristanak o davanju uzorka (definiran EtiCkom dopusnicom
Medicinskog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu) gdje su upoznati sa svrhom
znanstvenog istrazivanja, postupkom uzimanja biopsije i mogucim
komplikacijama. U suradnji sa Stomatoloskim fakultetom, Sveucilista u Zagrebu,
izvedena je punch biopsija. Ova vrsta biopsije pokazala se kao najbolja za
uzimanje uzorka tkiva iz oralne sluznice. Rije€ je o vrsti incizijske biopsije gdje se
uz pomo¢ posebnog okruglog kirurskog instrumenta izrezuje cilindrican uzorak
tkiva tono odredenog promjera. Postupak se izvodi tako da se u podrucje
bukalne sluznice, oko 5 cm iznad gingive prekutnjaka inicirala anestezija 2%-tnim
lidokainom s epinefrinom u omjeru 1 : 100 000 u koli€ini od jedne ampule ili manje
(1.8 mililitara). Nakon 5 minuta provjerilo se djeluje li anestezija te se sluznica
imobilizirala pincetom. Pomocu kirurSkog instrumenta izvela se punch biopsija.
Veli€ina sluznice koja se uzimala je bila 3x3x3 milimetara. Rana se zatvorila s 3
Sava resorptivnim koncem. Uzorci su stavljeni u petrijeve zdjelice u kojima se
nalazilo ukupno 2 ml DPBS (Gibco), poklopljeni i tako preneseni u laboratorij za
kulturu stanica gdje su se provodili daljnji postupci.

4.1.2. lzolacija stanica iz tkiva oralne sluznice ¢ovjeka

Komadiéi tkiva dobiveni biopsijom prvo su isprani u mediju za ispiranje
sastavljenom od DPBS-a, 1x otopine antibiotika i antimikotika,
Penicilin/Streptomicin (Gibco, Life Technologies, 100x) i 1x Amfotericina B
(Gibco, Life Technologies) kako bi se sprijecila kontaminacija mikroflorom oralne
Supljine. Nakon 5 minuta ispiranja, Petrijeve zdjelice s komadi¢ima tkiva su

stavljene pod lupu gdje su pomocu sterilnih kirurSki Skarica komadici tkiva
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izrezani na manje komadice. To je ucinjeno kako bi se omogucilo lakSe djelovanje
enzima koji pospjeSuju odvajanje lamine proprie od epitela. Izrezani komadici
tkiva prebaceni su u epruvete gdje je bilo dodano 990 ul medija za rast i 10 pl
smjese enzima kolagenaze/dispaze (Roche, 5 mg/ml). Medij za rast sastojao se
od LG-DMEMA (Gibco, Life Technologies), 10% FBS-a (fetalni govedi serum,
Gibco), 1% otopine Penicilina/Streptomicina i 1% Glutamaxa (Gibco, Life
Technologies). Jedna epruveta s uzorcima je preko noci bila ostavljena na +4°C
kako bi se razgradile membrane, a druga se prebacila u inkubator na 37°C na 2
sata. Nakon inkubacije s enzimima, komadici tkiva su bili izvadeni iz enzimske
smjese te su prebaceni u Petrijevu zdjelicu gdje su ispirani 5 minuta u mediju za
neutralizaciju koji je istog sastava kao medij za rast. Za vrijeme ispiranja,
pripremljen je medij za rast Ciji je sastav prethodno opisan i stavljen je na grijanje
u vodenu kupelj na 37°C. Nakon ispiranja, zdjelica s uzorcima se prenjela pod
lupu. Pomocu kirursSki sterilne pincete odvojila se lamina propria (crvenkasti
dijelovi tkiva) od epitela (bijeli dijelovi tkiva). Za daljnju izolaciju stanica koriStena
je samo lamina propria koja je bila dodatno usitnjena pod lupom pomocu sterilnog
kirurSkog nozica na manje komadice. Pripremljene su sterilne ploCice sa 6
bunari¢a (Falcon). U svaki bunari¢ je bilo dodano 3 ml medija za rast te se
prebacilo oko 3 do 4 komadica usitnjene lamine proprie. PloCice sa stanicama su
prebacene u inkubatoru na 37°C i 5% CO2 s vlagom od minimalno 90%. Medij se
stanicama mijenjao svaka 2 dana. Izvadilo se 50% starog medija i dodalo 50%
novog medija za rast. Pod mikroskopom se pratila pojava adherentnih stanica.

4.1.3. Disocijacija mati¢nih stanica oralne sluznice

Nakon pojave adherentnih stanica, izvadeni su komadi¢i tkiva. Kako bi se
dobivene stanice odlijepile i dalje pasazirale, koristen je 0,25% tripsin (Gibco, Life
Technologies). |1z bunari¢a se izvadio sav medij i dodalo se ukupno 1 ml 0.25%
tripsina. Pod mikroskopom se promatralo odljepljivanje stanica, a kako bi se
pospjesilo njihovo odljepljivanje, bile su lagano protresene. Kada je vecinski dio
stanica bio odlijepljen, dodalo se 1 ml medija za rast kako bi se zaustavilo

djelovanje tripsina. Stanice su lagano resuspendirane i prebaCene u epruvetu s
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medijem za rast. Neutralizirane su u volumenu od 6 ml medija za rast. Omjer
tripsina i medija iznosio je najmanje 1:4, odnosno 1 ml tripsina neutraliziran je s
minimalno 3 ml medija. Stanice su stavljene na centrifugiranje kako bi se odvojile
iz otopine tripsina i medija na 200g, 6 minuta. Nakon centrifugiranja, supernatant
se odlio. Talog sa stanicama je resuspedniran u 1 ml medija za rast pomocu
nastavka za pipete od 1 ml. Stanice su prebacene u plo€ice sa 6 bunari¢a za
daljnji uzgoj. U jednom bunari¢u je bilo ukupno 3 ml medija za rast. PloCice sa
stanicama su vracene natrag u inkubator gdje su drzane u uvjetima na 37 °Ci 5%
CO2 s vlagom od minimalno 90%. Medij se mijenjao svaka 2 dana i pratila se
konfluentnost stanica pod mikroskopom.

Kada su stanice postigle konfluentnost od 70%, tada su ponovno pasazirane. Iz
bunari¢a se izvadio sav medij, a na stanice dodalo 1 ml 0,25% tripsina. Nakon
par minuta, stanice su odlijepljene i neutralizirane s ukupno 6 ml medija za rast.
Stavljene su na centrifugiranje 200g, 6 minuta. Nakon centrifugiranja,
supernatant je odliven, a talog sa stanicama njezno resuspendiran s ukupno 1 ml
medija za rast. Stanice su prebrojane pomoc¢u Neubauerove komorice. U jedan
bunari¢ nasadilo se izmedu 600 000 i 1 000 000 stanica u mililitru (st/ml). Taj

nasad predstavlja pasazu 1 (P1).

4.1.4. Zamrzavanje mati€nih stanica oralne sluznice

Posto istovremeno nisu potrebne sve stanice za pokus, dio stanica je zamrznut.
Zamrzavanje stanica je omogucilo vremensku fleksibilnost u izvodenju pokusa i
ponavljanju istih. Stanice su bile zamrznute u pasazi P1. Nakon izolacije, stanice
su uzgajane u ploCicama sa 6 bunari¢a kako bi se pojavile adherentne stanice
(P0). Nakon pojave adherentnih stanica, bile su pasazirane (P1). Tri dana nakon
disocijacije, stanice su bile zamrznute u P1 pasazi. Iz ploCica sa 6 bunari¢a
izvaden je sav medij, stanice su odlijepliene pomocu 0,25% tripsina te
centrifugirane na 200g, 6 minuta. U meduvremenu, pripremio se medij za
zamrzavanje stanica koji je bio drzan na ledu. Za zamrzavanje stanica koristio se
krioprotektant DMSO (dimetil slufoksid). On povecCava poroznost stani¢nih

membrana i omogucava time slobodnije prolazenje vode i sprieCava formiranje
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kristalica leda prilikom zamrzavanja stanica na niske temperature (130). Medij za
zamrzavanje sastojao se od medija za rast stanica s 20 % DMSO-a (Sigma-
Aldrich) i 20 % FBS-a. Nakon centrifugiranja, supernatant se odlio, a talog u
kojem su bile stanice, lagano resuspendirao pomocu pipete s nastavkom od 1
ml. Stanice su resuspendirane u ukupno 1 ml medija za zamrzavanje i nakon
toga su prebaCene u kriotubice (Thermo Scientific). U jednoj kriotubici su
zamrznute stanice iz jednog bunari¢a. Kriotubice su bile drzane na ledu, a kasnije
su prebacene u spremnik za zamrzavanje (Corning) koji je prethodno bio ohladen
na +4 °C. Spremnik sa stanicama je potom prebacen na — 80 °C na 24 sata. Nakon
toga, kriotubice sa stanicama su prebacene u spremnik s teku¢im dusikom na

dugotrajno skladistenje.

4.1.5. Odmrzavanje mati¢nih stanica oralne sluznice

Stanice u kriotubicama su zamrznute u pasazi P1. Za vadenje kriotubice iz
tekuceg dusSika potrebno je koristiti zastitne rukavice i zastitne laboratorijske
naocCale. Spremnik za zamrzavanje stanica ohladen na +4 °C (Corning) Kkoristio
se za prijenos stanica do laboratorija sa stanichom kulturom. Kriotubice su
otapane u vodenoj kupelji zagrijanoj na 37 °C kako bi proces otapanja bio Sto brzi
i smanjio se Stetni utjecaj DMSO-a na stanice. Stanice su otapane otprilike 1
minutu i lagano resuspendirane. Nakon toga, odmah su prebacene u 10 ml
medija za rast kako bi se neutraliziralo citotoksi¢no djelovanje DMSO-a.
Centrifugirane su na 200g, 6 min. Supernatant se odlio, a talog sa stanicama je
njezno resuspendiran pomocu 1 ml medija za rast. Cjelokupni volumen od 1 ml
prebacen je u 12 ml medija za rast. Stanice su lagano ispustane, kap po kap u
medij za rast. Stanice su ponovno lagano resuspendirane i prebaCene u sterilne
ploCice sa 6 bunari¢a. U svaki bunari¢ je prethodno stavljeno ukupno 2 ml medija
za rast. PloCica sa stanicama se stavila u inkubator na 37 °C i 5% CO2 s vlagom
od minimalno 90%. Nakon tri dana stanice su bile spremne za pasaziranje.
Pasaziranje je provedeno kako je opisano u poglavlju 3.1.3.. Za pokuse su bile
koriStene stanice izmedu pasaze P2 i P3.
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4.1.6. Kultura neurona

Za potrebe pokusa s diferenciranim ljudskim neuronima koriStena je komercijalno
dostupna linija ljudskih iPSC-a (WTSIi189-A) dobivena uz suglasnost iz
suradnickog laboratorija dr. Songa (Innovation Diagnostics, Republika Koreja).
Neuroni (DIV50) su uzgojeni po standardiziranom protokolu od strane
Laboratorija za matiCne stanice na Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga
(HIIM). Za potrebe ko-kulture, koriSteni su isti neuroni koji su bili uzgojeni s
hOMSC stanicama. Ko-kultura je trajala 28 dana. Vremenske toCke koje su bile
uzete za analizu su dan 0 (DO) — referentna toCka, dan 14 (D14) i dan 28 (D28).
Analiza promjene izrazaja hOMSC biljega bila je analizirana pomoc¢u metode RT-
PCR-a (opisano u poglavlju 4.6.).

4.1.8. Nasadivanje za diferencijaciju

Za istraZivanje potencijala diferencijacije hOMSC-a koriStene su stanice iz
pasaza P2 i P3. Stanice su bile nasadene u ploCice s 24 bunari¢a, ukupno 70
000 st/ml u 500 pl medija za rast. Stanice su drzane 24 h u inkubatoru na 37 °C i
5% CO2. Nakon 24 h, aspiriran je sav medij i dodano je ukupno 1 ml medija za
diferencijaciju. Medij za diferencijaciju sastojao se od Neurobasala (Gibco), 2%
B27 (Gibco), 1% N2 (Gibco) i 1% mjeSavine Penicilina i Streptomicina. Medij je
mijenjan svaka 2 dana. Izvadilo se 500 pl starog medija i dodalo 500 ul svjeze
pripremljenog medija za diferencijaciju. Pod mikroskopom se promatrala
promjena morfologije. Pojavom sfernih nakupina, medij sa sferama se pokupio i
stavio na centrifugiranje 2 min na 300G kako bi ostale samo sferne nakupine.
Kako bi se sferne nakupine razbile, koriSten je enzim akutaza (Gibco). Akutaza
je prirodna smjesa enzima koja ima djelovanje sli¢no tripsinu i kolagenazi i manje
je agresivna u odnosu na tripsin, a posto se radi o osjetljivim sfernim nakupinama
odlucili smo je koristiti kako se ne bi oStetile sam sfere. Ukupno 5 ml ugrijane

akutaze je bilo dodano sfernim nakupinama za njihovo razbijanje.
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Nakon razbijanja vrSila se neutralizacija pomoc¢u medija za diferencijaciju. Sada
razbijene stanice su bile nasadene na stakalca presvucena poli-D-lizinom u
plo€ice s 24 bunarica. Stanice i sferne nakupine su slikane pomoc¢u uredaja
EVOS FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific).
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4.2. Fiksacija stanica za imunocitokemiju

Za potrebe imunocitokemijske analize, koristene su ploCice s 24 bunarica
(Falcon) u kojima su bila postavljena okrugla stakalca promjera 12 mm (Menzel).
Nasadilo se ukupno 70 000 st/ml po bunari¢u u 500 ul medija za rast. Stanice su
bile fiksirane treCi dan svjeze pripremljenim 4 % paraformaldehidom (PFA) u
PBS-u. U svaki bunari¢ se dodalo ukupno 500 pl fiksatora. Stanice su fiksirane
ukupno 10 min nakon Cega su ispirane 3 x 10 min s 500 ul PBS-a. Fiksacija se
vrSila na sobnoj temperaturi. Stanicama na kojima se nije provodila
imunocitokemija je bilo dodano 1 ml PBS-a u bunari¢. PloCica se zatvorila
parafiimom kako bi se sprijeCilo isparavanje i isuSivanje stakalca. Pospremljena

su na + 4 °C gdje se mogu drzati najviSe tjedan dana.
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4.3. Imunocitokemija (ICC)

Procjena proteinskog sadrzaja metodom imunocitokemije zapocela je
permabilizacijom fiksiranih stanica. Fiksirane stanice permabilizirane su s 500 pl
otopine 0.2 % Tritona (Sigma Aldrich) u PBS-u na 10 min. Zatim su isprane 3x
po 10 min s PBS-om sobne temperature. Nakon ispiranja, stanice je bilo potrebno
blokirati te je na njih stavljeno 500 pl otopine za blokiranje koju je €ino 3 %-tni
kozji serum (Thermo Fisher Scientific) otopljen u PBS-u. Blokiranje se vrSilo 2 h
na sobnoj temperaturi. Po zavrSetku blokiranja, stanicama se dodalo 250 pl
otopine specificnog primarnog protutijela koje je bilo otopljeno u 3%-tnom kozjem
serumu u PBS-u. Stanice su stavljene na inkubaciju preko noci na +4 °C. Idudi
dan, primarna protutijela su isprana s PBS-om 3x 5 min. Nakon ispiranja, stanice
su inkubirane s odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima u 3%-tnom kozjem
serumu u PBS-u. Inkubacija se vrSila 2 h na sobnoj temperaturi, a stanice su
prekrivene folijom kako bi se zastitile od svijetlosti. Po zavrSetku inkubacije,
sekundarna protutijela su isprana 3x 10 min u PBS-u. Na stanice se dodala
otopina DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindole, Roche) koja se koristi za vizualizaciju
stani¢nih jezgara. Stanice su bojane 10 min, a DAPI se razrijedio u PBS-u,
koncentracije 0,1 pg/ml. DAPI je ispran 3x 10 min, a stanice su nakon toga
uklopljene medijem za poklapanje fluorescentnih preparata (engl. Dako
Fluorescent Mounting Medium, Agilent) na mikroskopska stakalca. Poklopljeni
preparati su ostavljeni da se suSe preko noci na sobnoj temperaturi. Preparati su
dugorocno ¢uvani na +4 °C. Preparati su analizirani na konfokalnom mikroskopu
(Olympus, FV 3000), a obrada slika radena je u Imaged softveru (NIH, National
Institutes of Health, SAD).
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Tablica 3. Primarna protutijela koriStena za imunocitokemiju (ICC).

Podrijetlo | Ciljani protein | Razrijedenije Proizvodac Ka’:)ar:éki
Mis NESTIN 1:200 Millipore Mab353
SLUG 1:100 Abcam ab27568
3 SOX2 1:200 Cell Signaling D9B8N
Kunic OCT4 1:250 Abcam ab181557
MAP2 1:1000 Abcam ab32454

Tablica 4. Sekundarna protutijela koriStena za imunocitokemiju (ICC).

Kataloski
Protutijelo Razrjedenje | Proizvodac _
broj
Alexa Fluor 488 koza anti - mis 1gG | 1:1000 Invitrogen A28175
(H+L)
Alexa Fluor 633 koza anti - kunic¢ | 1:500 Invitrogen A-21070
lgG (H+L)
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4.4. lzolacija proteina iz stanica i mjerenje koncentracije
proteina Bradfordovom metodom

Stanice iz pasaza P2 i P3 su nasadene u ploCice sa 6 bunari¢a. Nakon Sto se
postigla konfluentnost stanica od oko 70 %, stanice su bile spremne za izolaciju
proteina. PlocCica sa stanicama je bila stavljena na led, sav medij iz bunari¢a je
aspiriran, a stanicama je bio dodan 1 ml hladnog PBS-a (+ 4 °C). Nakon 2 minute,
PBS se maknuo, a stanicama se dodalo 150 ul RIPA pufera za lizu stanica
(Millipore) s proteaznim (Roche) i fosfataznim inhibitorima (Roche). Nakon toga
stanice su sastrugane pomocu strugaca za stanice (Falcon). Pokupio se lizat
stanica pomocu pipete i stavio se u tubicu od 1.5 ml (Thermo Scientific) koja je
bila drzana na ledu. Proteinski lizat stanica se sonificirao 10-15 sekundi na 30%
jaCine sonikatora (Qsonica, CL 188). Nakon sonifikacije, lizat stanica se
centrifugirao na 14 000 g, 10 min, na + 4 °C. Supernatant se pazljivo odlio, a talog
s proteinima spremio na —20 °C do koriStenja.

Bradfordova metoda za mjerenje koncentracije proteina se izvodila prema
uputama za koriStenje. U ploCice s 96 bunari¢a (Falcon) se dodalo 10 ul BSA
standarda i uzorak. Sve je bilo radeno u triplikatu, a na kraju se dodao Bradfordov
reagens (Thermo Scientific) po 300 pul u svaki bunaric. PloCica se omotala folijom
i ostavila na sobnoj temperaturi inkubirat 10 min. Apsorbancija se izmjerila na

uredaju GloMax® Explorer Sytem na 600 nm.

35



4.5. lzolacija ukupne RNA

Ukupna RNA iz stanica je bila izolirana pomocu RNeasy Mini Kita (Qiagen). Za
potrebe izolacije RNA, stanice su bile nasadene na plocCice sa 6 bunari¢a. Nakon
Sto je bila postignuta konfluentnost stanica od oko 80%, stanice su koriStene za
izolaciju. 1z bunari¢a se aspirirao sav medij, a stanicama se dodalo 600 ul RLT
pufera iz kita. Stanice su nakon toga sastrugane pomocu strugaca za stanice.
Lizati stanica su pokupljeni pomocu pipete i prebaceni u tubice od 1.5 ml koje su
bile drzane na ledu. Pomocu spremnika lizati su prebaceni na -80 °C. Izolacija
RNA se nastavila kada se sakupio dovoljan broj stanicnih lizata. Lizati su otopljeni
u vodenoj kupelji na 37 °C i nastavilo se s daljnjim postupcima kako je navedeno
u uputama proizvodacCa. Koncentracija RNA se izmjerila na spektrofotometru
(Thermo Scientific, NanoDrop ND- 1000).

36



4.6. Lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu
(RT-PCR)

Pomocu komercijalnog dostupnog High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit with RNase Inhibitor Kit-a (Applied Biosystems) izolirana RNA se prepisala u
cDNA sljedeci upute proizvodaca. KoriStene su specificne kombinacije proba i
pocCetnica koje su navedene u Tablici 3. Svi uzorci su radeni u triplikatima s
koncentracijom cDNA od 1 ng/uL, a volumen ukupne reakcijske smjese bio je 20
pML. Ukupna reakcijska smjesa sastojala se od 10 yL TagManTM Gene
Expression Master Mix (Applied BiosystemsTM), 1 pL odredene kombinacije
TagMan pocCetnica i proba, te jednake koncentracije cDNA razrijedene u vodi bez
RNAaze. LanCana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu napravljena je
prema uputama proizvodaca u uredaju 7500 Real-Time PCR system (Applied
Biosystems). Analiza genskog izrazaja se odredivala tako da je od CT (engl.
treshold cycle) vrijednosti za odredeni gen oduzeta CT vrijednost endogene
kontrole. Tako se dobila ACT vrijednost. Relativha ekspresija gena dobivena je

pomocu formule 2-24€T,
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Tablica 5. Popis koristenih kombinacija proba i pocetnica za

reakciju polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR).

lanéanu

Kombinacija proba i poCetnica Kataloski broj
(assay)
Actb Mm02619580_g1
Oct4 Hs04260367_gH
Sox2 Hs04234836_s1
CD40 Hs01002915_g1
CD166 Hs00977641_m1
CD90 Hs06633377_s1
CD73 Hs00159686_m1
Nestin Hs04187831_g1
Slug Hs00161904_m1
BDNF Hs02718934_s1
VEGF Hs00900055_m1
NGF Hs00171458 m1
GDNF Hs01931883_s1
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4.7. Model izlaganja hOMSC i iPSC stanica uvjetima anoksije

Za potrebe istrazivanja utjecaja razliitih razina kisika na prezivljenje hOMSC-a,
za usporedbu su bile koriStene komercijalno dostupne iPSC stanice. Obje
stanicne linije su bile nasadene u plo€ice sa 6 bunari¢a u mediju za rast (opisan
u poglavlju 4.1.2.). Nasadeno je bilo 6 plo€ica za svaku stani¢nu liniju, ukupno 12
ploCica. Istovremeno su bila koriStena dva inkubatora kako bi se mogli usporediti
utjecaji razliCite razine kisika na staniCne linije. Jedan inkubator je bio podeSen
na razinu od 5% kisika, dok je kod drugog inkubatora razina kisika iznosila 0%
(anoksija). Odabrane su bile tri vremenske toCke u kojima ¢e se usporedivati
prezivljenje stanica: 6h, 12h i 24h izlaganja 0% i 5% kisika. U inkubator s 5%
kisika bile su stavljene 3 ploCice s hOMSC stanicama i 3 ploCice s iPSC
stanicama. Isti postupak je bio napravljen za inkubator s 0% kisika (anoksija).
Nakon svake vremenske toCke, stanice su bile izvadene iz inkubatora. Napravio
se Live/Dead test (Invitrogen) pomocu komercijalno dostupnog kita prema
uputama proizvodacCa. Live/Dead test omogucuje kvantifikaciju zivih i mrtvih
stanica u stvarnom vremenu. Nakon provedenog testa, stanice su bile fiksirane
pomocu 4% PFA (opisano u poglavlju 4.2.). Stanice su bile poslikane na EVOS

uredaju za snimanje slika.
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4.8. Model deprivacije kisika i glukoze (OGD) i reoksigenacija
ostec¢enih neurona pomoéu hOMSC i kondicioniranog
medija

U dijelu istrazivanja u kojem se usporedivalo djelovanje hOMSC-a i
kondiciniranog medija na hipoksijski ostecene neurone koriSten je in vitro model
ishemijskog mozdanog udara. Neuronima nasadenim na stakalca u plo€icama s
24 bunarica, njezno se aspirirao medij te se dodalo 1 ml medija bez glukoze koji
se sastojao od DMEM, no glucose (Gibco) i 1% Penicilina i Streptomicina. Kako
bi se induciralo hipoksijsko oStecenje, ploCice s neuronima su bile stavljene u
inkubator s kontroliranom razinom kisika od 1% uz razinu CO2 od 5% i vlage
90%. Stanice su bile izlozene ovim uvjetima 24 h nakon Cega se provela
reoksigenacija.

Po zavrSetku OGD tretmana, iz bunari¢a se aspirirao sav medij i zamijenio s
medijem za rast neurona. Kontrolnoj skupini, dodao se samo medij za rast
neurona. U druge dvije skupine ispitivao se utjecaj hOMSC-a i njihovog
kondiciniranog medija na oSteCene neurone. Tako se jednoj skupini dodalo 30 %
medija za rast neurona i 70% kondicioniranog medija u kojem su uzgajane
hOMSC. Drugoj skupini se dodalo 100 000 st/ml koriStenjem sterilnih stani¢nih
inserata (Merck Millipore) u 1 ml medija za rast. Nije se koristio medij za rast
neurona zbog trajanja ko-kulture (24 h) gdje bi moglo doé¢i do morfoloskih
promjena hOMSC i njihovog gubitka mati¢nosti. Plo€ice sa stanicama su vracene
u inkubator u normalne uvjete od 5 % CO2 i vlage 90% na 24 h. Nakon 24 h

reoksigenacije, stanice su fiksirane.

U svrhu analize proveo se Live/Dead test (Invitrogen) prema uputama
proizvodaca i poslikao na EVOS uredaju za snimanje slika.

Takoder se odredio intenzitet staniCne smrti mjerenjem oslobodene laktat
dehidrogenaze (LDH test). Laktat dehidrogenaza je enzim koji je vazan za
metabolizam glukoze, a prilikom ostecenja stanicne membrane se oslobada.
Koristen je LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay (Promega) prema uputama
proizvodaca. Kako bi se izmjerila oslobodena LDH-a, uzeo se medij na pocetku,
prije oSteCenja neurona hipoksijom Sto je predstavljalo poCetnu tocku te nakon
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24 sata reoksigenacije na temelju Cega se izraCunala koncentracija oslobodene
LDH tijekom reoksigenacije. Mediji su bili pohranjeni na — 20 °C u otopini za
pohranu (200mM Tris-HCI (pH 7.3), 10% Gilicerol, 1% BSA). Na dan analize,
uzorak se u omjeru 1:1 pomijeSao sa LDH detekcijskim reagensom i inkubirao 50

min. Luminiscencija se izmjerila na uredaju GloMax® Explorer Sytem.
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4.9. Statisticka obrada rezultata

Za obradu rezultata, koriSteni su podaci koji su se prikupili provedbom 3 neovisna
eksperimentalna ponovljena pokusa. Za dio rezultata gdje su bila usporedivana
dva uvjeta, koristio se Student T-test i one-way Anova gdje se p<0.05 smatrao
statisticki znacajnim (*), p<0.01 statisticki iznimno znacajnim (**), a p>0.05
statistiCki beznacajnim (ns) pod pretpostavkom normalne distribucije podataka.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Za
usporedbu podataka izmedu razli€itih tretmana neurona izlozenih hipoksijskom
oStecenju koriStena je Two-way ANOVA. Statisticka analiza i graficki prikaz
radeni su u programu GraphPad Prism verzija 9.4.1. (681) za Windows operativni
sustav (GraphPad Software, San Diego, California, SAD).
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5. REZULTATI

5.1. Uspostava ué€inkovitog protokola izolacije homogene
populacije ljudskih mati¢nih stanica oralne sluznice

Kako bi se uspostavio protokol za dobivanje dovoljnog broja stanica iz bioptata

usne sluznice, testiralo se nekoliko varijanti protokola.

Nakon $to je napravljena biopsija oralne sluznice, prvo je bilo potrebno sprijeciti
kontaminaciju mikroflorom iz usne Supljine. To je postignuto tako Sto je tkivo bilo
stavlieno u otopinu Streptomicina/Penicilina i Amfotericina B. Enzimatsko
odvajanjem epitela od lamine proprie kako bi se osigurale Ciste mezenhimske
stanice podlezeCeg veziva, predstavljalo je vrlo vaZzan korak. Testirana su dva
enzima; kolagenaza i dispaza. Dispaza razgraduje glikoprotein fibronektin koji
povezuje kolagen s izvanstani¢nim matriksom, a kolagenaza razgraduje kolagen
tip IV kao jednu od kljuénih molekula koja povezuje epitel s laminom propriom. U
sluCajevima kada se koristi samo jedan od tih enzima Sto je uobi€ajeno u slicnim
protokolima, ne dobiva se zadovoljavajuci rezultat. Stoga je bilo potrebno testirati
kombinaciju enzima dispaze i kolagenaze u koncentraciji 5 mg/ml, ¢ime se

postiglo uspjeSno odvajanje epitela.

Takoder su testirana razliCite temperature i vremena djelovanja tih enzima. Jedan
dio uzoraka je bio ostavljen preko noci na +4 °C u smjesi enzima, a drugi dio je
bio stavljen u inkubator na 37 °C na 2 sata. lako su oba postupka dovela do
odvajanja lamine proprie od epitela, inkubacija tkiva s enzimima na 37 °C
pokazala je znatno bolje rezultate. ViSa temperatura omogucila je bolje djelovanje
smjese enzima i brzu razgradnje vezivnhe membrane $to je rezultiralo lakSim i
preciznijim odvajanjem lamine proprie bez komadica epitela koji su bili zahvacéeni

u slucaju kod odvajanja uzoraka koji su se inkubirali na +4 °C.
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Nakon uspjeSnog odvajanja, komadici lamine proprie bili su dodatno usitnjeni
kirurSkim Skaricama kako bi se olakSalo spontano izlazenje stanica iz njih. Nakon
otprilike 2 tjedna iz komadica tkiva su pocCele migrirati stanice koje su bile
adherirane za podlogu bunari¢a. Adherentne stanice su odlijepliene pomocu
enzima tripsina i dalje pasazirane kako bi se dobila homogena populacija stanica.

Punch biopsija

hOMSC
Kolagenaza/

dispaza

37°C
5% CO2

Created in BioRender.com bio

Slika 4. Primarna kultura hOMSC. Pomocu "punch" biopsije dobiveni su uzorci tkiva
oralne sluznice koji su usitnjeni i stavljeni na inkubaciju 2 h u smjesi enzima kolagenaze
i dispaze. Enzimi su omogudili lak8e odvajanje lamine proprie od epitela koja je dodatno
usitnjena i nasadena u plocice s 6 bunari¢a u mediju za rast hOMSC-a. Nakon 15 dana
uoCena je pojava adherentnih stanica — hOMSC, koje su dalje pasazirane do dobivanja

homogene populacije stanica. Slika izradena u programu BioRender.
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U pokuSaju da se optimizira odvajanje stanica od podloge testirane su dvije
razliCite koncentracije tripsina; 0,25 % i 0,5%. Odljepljivanje stanica se
promatralo pod mikroskopom, gdje je uoCeno da je brzina odljepljivana stanica
gotovo jednaka. Ono $to je uoceno je da 0,5 % tripsin znatno poveéava smrtnost
stanica Cak i pri kratkom izlaganju Sto je potvrdeno bojanjem stanica trypan blue
bojom koja ulazi u stanice koje imaju oste¢enu stanicnu membranu i boja njihovu
citoplazmu. Na temelju toga zaklju€eno je da je koncentracija od 0,25 % tripsina
optimalna za ovaj protokol jer osigurava ucinkovito odvajanje stanica uz

minimalne negativne ucinke na njihovu odrzivost.

Slika 5. Bioptat oralne sluznice. Nakon uspjesne “punch” biopsije, bioptati su

stavljeni u smjesu enzima kolagenaze/dispaze (A). Enzimi su pospjesili odvajanje
epitela (oznacen bijelom strelicom) od lamine proprie (ozna¢eno crnom strelicom) (B).
Slike preuzete uz dozvolu Laboratorija za mati¢ne stanice (Medicinski fakultet
Sveucilista u Zagrebu).

Rezultati istrazivanja pokazuju uspjeSno uspostavljeni protokol izolacije i uzgoja
homogene populacije matic¢nih stanica iz oralne sluznice. Kombinacija enzima
kolagenaze i dispaze te optimalna inkubacija na 37°C pokazali su se klju¢nima
za uspjesSno odvajanje epitela od lamine proprie. Takoder, niza koncentracija
tripsina (0,25%) omogucila je optimalno odvajanje adherentnih stanica uz

minimalnu smrtnost, Sto je bitno za daljnji rast stanica i istrazivanje ovih stanica
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5.1.1. Morfologija matiénih stanica oralne sluznice

Nakon uspjeSne izolacije stanica iz oralne sluznice i uspostave primarne kulture
mati¢nih stanica oralne sluznice (hOMSC), dobiveni rezultati pokazuju nekoliko
vaznih osobina tih stanica koje ih razlikuju od drugih tipova maticnih stanica.

Prva znacajka je njihov tipi¢an izduzZeni oblik. Ovaj oblik je specifitan za hOMSC
neposredno nakon izolacije, a tijekom uzgoja stanice poprimaju morfoloSki
homogeni fenotip. Njihova izduzenost, nastavci s centralno smjeStenom jezgrom
i izrazenom jezgricom omogucuju njihovo prepoznavanje pod mikroskopom.
Ovakav morfoloski izgled ukazuje na njihovu sposobnost da prianjaju na podlogu
bez potrebe za premazivanjem ploCica lamininom ili kolagenom, Sto je Cest
zahtjev za druge stanicne linije. To Cini ove stanice relativnho jednostavnima za
uzgoj u stanicnoj kulturi, te predstavlja jos jednu prednost za eventualnu primjenu

u medicini.

Slika 6. Morfologija oralnih mati¢nih stanica (hOMSC). Slika (A) prikazuje
pojedinaéne stanice nakon disocijacije. Nakon 48 h uspjeSno su bile priljeplijene za
podlogu te pokazuju karakteristicnu morfologiju izduZzenog oblika, tipicnu za mati¢ne
stanice u pocetnoj fazi rasta (B). Kada stanice dosegnu konfluentnost od 90% pokazuju
zavojitu konformaciju $to ukazuje na potpunu adheziju stanica i njihovu medusobnu
interakciju. Slikano na EVOS FL Auto System (Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu)
sustavu za slikanje stanica. Mjerna crta 200 um (A,B) i 400 um (C).
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Takoder, stanice su pokazale visoku otpornost i prilagodljivost. Njihova
sposobnost brzog rasta i dijeljenja potvrdena je €injenicom da su bile spremne
za pasaziranje svaka tri dana. Pri postizanju 90%-tne konfluentnosti, ove stanice
formiraju specificne zavijene linijaste strukture. Ovakav uzorak rasta potencijalno
moze ukazivati na organizaciju stanica koja je vazna za njihovu funkcionalnost i
specijalizaciju u tkivima, Sto je vazno za daljnje istrazivanje njihovih
diferencijacijskin sposobnosti i terapijskog potencijala. Ovakva sposobnost
stani¢ne kolonizacije ukazuje na njihov visoki kapacitet za samoobnavljanje, koji

je bitan za primjene u regenerativnoj medicini.

Rezultati opisani u ovom dijelu sugeriraju da hOMSC posjeduju sve kljuéne
karakteristike potrebne za daljnja istrazivanja i potencijalnu kliniCku primjenu.
Njihova morfologija, otpornost, brzina dijeljenja i sposobnost stvaranja kolonija

Cine ih obecavaju¢im kandidatom za regenerativne terapije.
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5.2. lzrazaj biljega matiénosti NESTIN i SOX2 u mati¢nim
stanicama oralne sluznice

Kako bismo definirali identitet maticnih stanica oralne sluznice temeljem
izrazavanja specificne kombinacije gena, testirali smo NESTIN, SOX2 i OCTA4.
Za to smo koristili lanCanu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR)

i imunocitokemiju (ICC).

Biljeg NESTIN je specifiCan za odrzavanje svojstva mati¢nost stanica. Glavni je
intermedijalni filamentni (IF) protein tipa IV. Povezan je s osnovnim funkcijama
kao Sto su regeneracija, proliferacija, diferencijacija i migracija (131). Na temelju
toga, pretpostavili smo da bi NESTIN trebao biti izrazen u hOMSC-ima. NaSa
pretpostavka je potvrdena ICC analizom, gdje je viSe od 95% hOMSC-a pokazalo

izrazenost ovog biljega Sto upucuje na visoku razinu mati¢nosti stanica.

Nestin DAPI + Nestin i

Slika 7. lzrazaj biljega mati€nosti NESTIN u hOMSC stanicama. Imunocitokemijski
(ICC) prikaz izrazaja biliega NESTINA (zeleno) u hOMSC-ima. Ovaj bilieg mati¢nosti
lokalizira se u citoplazmi stanica. Jezgre stanica su obojene pomocu DAPI boje (plavo)
koja omogucava vizualizaciju nuklearnih struktura i razlikovanje jezgra stanica od
citoplazmatskih dijelova. Vecina stanica na slici pokazuje snaznu pozitivhost na NESTIN
Sto sugerira njihovu pluripotentnost ili multipotentnost. Slike su snimljene pomocu
konfokalnog mikroskopa pri povec¢anju 20x (Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu).

Mjerna crta je 200 pym.
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Biljeg SOX2 je transkripcijski €imbenik izrazen u embrionalnim matiCnim
stanicama (ESC) i ima vaznu ulogu u odrZavanju stani¢ne pluripotentnosti (132).
Pretpostavljajuci da su stanice pozitivne na marker nestin, oCekivali smo da ¢e
biti i na SOX2 Sto je uspjesno potvrdeno s ICC i RT-PCR-om.

Biljeg OCT4 takoder je jedan od transkripcijski ¢imbenik €ija je prisutnost bila
oCekivana kod hOMSC, jer je Cesto izrazen uz SOX2. On je od iznimne vaznosti
za pluripotentnost stanica, a izrazaj mu se gubi njihovom diferencijacijom (133).
Vecina stanica pozitivno je izrazavala ovaj biljeg Sto je potvrdila i ICC.

SLUG (SNAIL2) je vazan biljeg koji ukazuje na mezenhimsku prirodu hOMSC-a.
Kod maticnih stanica on je povezan s odrzavanjem njihove plastiCnosti i
multipotentnosti. Metodom ICC nismo uspjeli dobiti zadovoljavajuce rezultate, ali
pomocu RT-PCR-a smo ga detektirali u stanicama.
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DAPI Sox2 Nestin

DAPI + Nestin Sox2 + Nestin DAPI + Nestin + Sox2

Slika 8. Izrazaj biljega SOX2 i NESTIN u hOMSC stanicama. Imunocitokemijski (ICC)
prikaz izrazaja biljega SOX2 (crveno) u hOMSC stanicama koji je detektiran u jezgrama.
Vecina stanica pokazuje snaznu pozitivnost na SOX2 $to ukazuje na njegovu znacajnu
ulogu u odrzavanju pluripotentnih svojstava tih stanica. Citoplazmatski nastavci stanica
prikazani su pomocu biliega NESTIN (zeleno). On se istiCe u obliku filamentoznih
struktura unutar citoplazme ¢ime se oznaCavaju potencijalne proliferativne ili
neurorazvojne stanice. Jezgre su prikazane pomocu DAPI boje (plavo). Slike su
snimljene konfokalnim mikroskopom pri povecéanju 20x (Medicinski fakultet Sveucilista u

Zagrebu). Mjerna crta je 200 pym.
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Nestin

DAPI + Nestin Oct4 + Nestin DAPI + Nestin + Oct4

Slika 9. lIzrazaj biljega OCT4 i NESTIN u hOMSC stanicama. Imunocitokemijski (ICC)
prikaz pozitivhog izrazaja biliega OCT4 (ljubi¢asto) koji je lokaliziran unutar jezgri
hOMSC stanica. Njegova prisutnost sugreira na pluripotentnu karakteristiku ovih
stanica. Citoplazmatski nastavci stanica prikazani su pomocu biliega NESTIN (zeleno)
koji se €esto povezuje s neuralnim progenitorskim stanicama, naglasavajuci neuralni
potencijal ovih stanica. Slike su snimljene konfokalnim mikroskopom pri povecéanju od

20x (Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu). Mjerna crta je 200 ym.
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DAPI Slug DAPI + Slug

Slika 10. Izrazaj biljega SLUG u hOMSC stanicama. Imunocitokemijski (ICC) prikaz
izrazaja biljiega SLUG u hOMSC-ima. SLUG je prikazan ljubi¢astom bojom i vidljiv je u
jezgri i citoplazmi stanica Sto upucuje na njegovu prisutnost i aktivnost unutar njih. Jezgre
svih stanica obojene su DAPI bojom (plavo) Sto olakSava razlikovanje stanica u prikazu.
Slike su snimljene konfokalnim mikroskopom pri povec¢anju od 20x (Medicinski fakultet

Sveucilista u Zagrebu). Mjerna crta je 200 pm,

Pomoc¢u RT-PCR-a analiziran je izrazaj dodatnih biljega: CD166, CD90 i CD73 i
CD40. Za razliku od RT-PCR-a, imunocitokemijska (ICC) analiza nije bila
dovoljno osjetljiva da bi jasno detektirala sve markere u ovoj populaciji stanica
stoga je ovom metodom dodatno provjeren i dokazan izrazaj biljega. Biljeg
CD166 koji je specifican za MSS, pokazao je posebno visoku razinu izrazaja u
stanicama. Potvrdena je pozitivha ekspresija i billega CD90 i CD73 dok izrazaj
CDA40 je neznatno detektiran Sto je ujedno odvojilo hOMSC od fibroblasta.
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Slika 11. Izrazaj biljega hOMSC stanica. Graf prikazuje rezultate RT-PCR analize za
specificne biljege u stanicama hOMSC. Na x-osi su prikazani analizirani biljezi: OCT4,
SOX2, CD40, CD166, CD90, CD73, NESTIN i SLUG dok y-os prikazuje relativan izrazaj
biliega. |1z grafa se moze uociti da su biljezi CD166, NESTIN i SLUG izrazeni u visokom
intenzitetu u odnosu na ostale i samim time potvrduju da hOMSC potjeu od neuralnog
grebena. Biljezi OCT4 i SOX2 ukazuju na pluripotentni potencijal stanica. Biljezi CD90 i
CD73 takoder pokazuju mjerljiv izrazaj, ali u nizim razinama. Bilieg CD40 ima najmaniji
izrazaj medu analiziranim biljezima s minimalnim prisutnim signalom Sto dodatno
hOMSC odvaja od fibroblasta. Vrijednost izrazaja za svaki pojedini pokus dobivena je

normalizacijom intenziteta pojedinih signala s odgovarajuéim signalom -Aktina.
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5.3. Diferencijacija mati¢nih stanica oralne sluznice

Pretpostavljaju¢i da hOMSC potjeCu od neuralnog grebena, trebao se ispitati
njihov potencijal za diferencijaciju prema ziv€anom tkivu. Diferencijaciju hOMSC-
a opisuje proces u kojem ove stanice poc€inju poprimati specificne karakteristike

nekog tkiva, u ovom slucaju ziv€anog.

Kako bi se ispitao diferencijacijski potencijal stanica, bile su uzgajane u
Neurobasalnom mediju koji je dizajniran za podrzavanje diferencijacije u ziv€ane
stanice. Suplementi N2 (1%) i B27 (2%) su bili dodani kako bi se stimulirao rast i
razvoj stanica u smjeru ziv€anog tkiva. Medij se mijenjao svaka dva dana te se
pod mikroskopom pratila promjena morfologije stanica. Tijekom prvog tjedna, nije
bilo zna€ajnih morfoloskih promjena osim povec¢anja broja stanica. Ovo sugerira
da su stanice prolazile kroz proliferaciju, ali jos nisu uSle u fazu diferencijacije.
Nakon 10 dana, stanice su se pocCele organizirati u male kuglaste nakupine, ali
su i dalje bile adherentne (pricvrScene) za podlogu. |z nakupina su pocele
izrastati stanice koje se zrakasto-radijalno Sire od glavne skupine stanica. Ove
nakupine predstavljaju poCetne znakove organizirane diferencijacije. Oko 15.
dana uzgoja stanice su se odvojile od podloge i poCele slobodno plutati u mediju.
Ovaj fenomen stvaranja sfernih struktura u kulturi Cesto je znak stanicne

diferencijacije u smjeru ziv€anih stanica.

54



a) 8. dan

b)10. dan
c| 12. dan _

Slika 12. Sferne (kuglaste) nakupine stanica hOMSC u Neurobasalnom mediju.

a) Nakon 8 dana u neurobasalnom mediju, hOMSC poc€inju migrirati i usmjeravati se
prema centralnoj tocki, stvaraju¢i pocCetne oblike sfernih nakupina. b) Nakon 10 dana,
jasno su vidljive kuglaste formacije iz kojih zrakasto izrastaju stanice koje su orijentirane
prema vanjskom dijelu sfere. Stanice ostaju adherentne za podlogu. ¢) Do 12. dana
formiraju se dobro definirane sfere koje su i dalje pri€vrSc¢ene za podlogu, zadrzavajuéi
karakteristiCan sferni oblik. Sve slike su snimliene pomoéu EVOS FL Auto System
(Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu) sustava za slikanje stanica. Mjerna crta je
400 ym (slike 1,2,3,4,5,7,8,9) i 200 ym (slika 6).
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Slika 13. Slobodno plutaju¢e sferne nakupine stanica nakon 15 dana uzgoja.

Na slici su prikazane sferne nakupine stanica koje su se nakon 15 dana uzgoja odvojile
od podloge te slobodno plutale u mediju. Ovaj fenomen ukazuje na promjenu u prianjanju
stanica Sto moze biti znak diferencijacije ili druge fizioloSke promjene u stanicama.
Snimljeno pomoc¢u EVOS FL Auto System (Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu)
sustava za slikanje stanica. Mjerna crta iznosi 400 pm.

Slika 14. Stanice razbijenih sfera. Nakon razbijanja sfernih nakupina, oslobodene
stanice su nasadene na stakalca premazana poli-D-lizinom. Uogljiv je drugaciji fenotip
stanica u odnosu na hOMSC stanice koje sada imaju znatno izduzene stani¢ne izadnke.
Snimka je napravljena pomoc¢u EVOS FL Auto System (Medicinski fakultet Sveucilista u
Zagrebu) sustava za slikanje stanica. Mjerna crta je 400 pm.

56



Kako bi se istrazio daljnji potencijal hOMSC-a za proliferaciju i diferencijaciju
primijenio se postupak pasaziranja. Medij sa sferama se pokupio i stavio na
centrifugiranje kako bi ostale samo sferne nakupine. Razbijene sferne nakupine
bile su nasadene na stakalca. Na stanicama je napravljena ICC koristeci neuralni

bilieg MAP?2 te biljeg maticnosti Nestin.

DAPI Nestin Map2

DAPI + Nestin DAPI + Map2 DAPI + Nestin+ Map2

Slika 15. Istrazivanje potencijala stanica u sferama. Za detaljniju analizu
diferencijacije, provedena je imunocitokemijska analiza (ICC). DAPI (plavo) oznaCava
jezgre dok MAP2 (crveno) i NESTIN (zeleno) oznaCavaju citoplazmatske markere.
Stanice pokazuju izduzenu morfologiju karakteristicnu za Ziv€ane stanice te su pozitivhe
na bilieg MAP2. Ovi rezultati sugeriraju potencijal diferencijacije stanica iz sfera prema
neuralnim fenotipovima. Snimljeno konfokalnim mikroskopom pri povecanju 20x

(Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu). Mjerna crta je 200 ym.
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5.4. Otpornost mati€nih stanica oralne sluznice u uvjetima
anoksije

Buduci da je jedan od ciljeva ove disertacije bio istrazit potencijal hOMSC-a u
tretiranju ziv€anog tkiva oSte¢enog hipoksijom, prvo se istrazio utjecaj anoksije
na ponasanje hOMSC-a. Za usporedbu su bile koriStene komercijalno dobivene
ljudske iPSC. Eksperiment je proveden kako bi se usporedila preZivljenja stanica

pod razli¢itim razinama kisika i u razli¢itim vremenskim to¢kama.

Obje stanicne linije (hOMSC i iPSC) su bile izlozena razini kisika od 5% i od 0%.
Odabrane su bile tri vremenske toCke u kojima se usporedivalo prezivljenje
stanica nakon 6 h, 12 h i 24 h izlaganja. Prezivljenje i smrt stanica analizirani su
pomocu komercijalno dostupnog kita za za Live/Dead test koji omogucuje

kvantifikaciju zivih i mrtvih stanica u stvarnom vremenu.

Provedeni eksperiment je pokazao da su i hOMSC i IPSC imale visoku stopu
prezivljenja u uvjetima s 5% kisika Sto je bilo oCekivano jer je poznato da niza
razina kisika pogoduje mati¢nim stanicama, omogucavajuéi im da zadrze svoja
svojstva i bolje proliferiraju. Stoga je uoCen porast broja stanica u obje stanic¢ne
linije za otprilike 150% nakon 24 h Sto ukazuje na intenzivnu proliferaciju pod
blagim hipoksi¢nim uvjetima. Visoka stopa prezivlienja hOMSC-a i slicna
proliferacija kao kod iPSC-a ukazale su na to da hOMSC imaju sposobnost
prilagodbe na blago hipoksi¢ne uvjete koji su Cesto prisutni unutra nisa mati¢nih

stanica.
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Slika 16. Usporedba hOMSC i iPSC u uvjetima anoksije. Grafikoni prikazuju
izlozenost dviju stani¢nih populacija, hOMSC i iPSC, uvjetima s 0% kisika i 5% kisika.
Izlozenost stanica ovim uvjetima analizirana je u tri vremenske tocke: 6h, 12h i 24h koje
su prikazane na x-osi, a postotak mrtvih stanica prikazan je na y-osi. Moze se uociti kako
nema statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu stani¢nih populacija kod izlaganja 5% kisika isto
kao i kod utjecaja vremenskog perioda izloZzenosti stanica. Kod izlaganja hOMSC i iPSC
0% kisika, prvih 6h nisu uocene znacajne razlike, ali nakon 12h i 24h uo¢eno je kako su
hOMSC znatno rezistentnije u odnosu na iPSC. Napravljena je two-way Anova. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Statisticka znacajnost

smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**)ili p < 0.05 (*), a p>0.05 statisti¢ki beznacajnim (ns).

lako su hOMSC i iIPSC pokazale slicne rezultate u uvjetima s 5% Kkisika,
iznenadujuce je bilo da su hOMSC pokazale znac¢ajno vecu otpornost u uvjetima
potpune anoksije, razina kisika 0%. Analiza stanica nakon 6 h izlaganja
anoksicnim uvjetima nije ukazala na znacajne razlike izmedu hOMSC-a i iPSC-
a. Obje stani¢ne linije pokazivale su visoku stopu prezivljenja, bez vidljivih
znakova oStecenja ili gubitka funkcionalnosti. Medutim, nakon 12 sati anoksije,
prve promjene u prezivljenju stanica postale su oCite gdje je pokazano da je
manje od 20% iPSC stanica preZivjelo, dok je kod hOMSC-a stopa prezivljenja
bila znatno viSa, oko 50%. Ovo je znacajan nalaz, jer sugerira da hOMSC imaju
vecu otpornost na dugotrajni nedostatak kisika u usporedbi s iPSC-om. Nakon
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24 h anoksije, ucinci su postali joS izrazZeniji. Prezivljenje iPSC stanica bilo je
gotovo nepostojece, dok je hOMSC stanica uspjelo prezivjeti oko 20%, Sto je vrlo
znacCajan rezultat s obzirom na ekstremne uvjete. Ovi podaci sugeriraju da su

hOMSC daleko otpornije na uvjete ekstremne hipoksije u odnosu na iPSC.

Rezultati jasno pokazuju klju¢nu razliku izmedu otpornosti HOMSC-a i iPSC-a na
uvjete anoksije. Dok su iPSC, unato€ svojoj pluripotentnost, pokazale vrlo
ograni€enu sposobnost prezivljavanja u uvjetima potpunog nedostatka kisika,
hOMSC su pokazale znacajnu rezistentnost. Ova povecana otpornost hOMSC-a
moze biti povezana s njihovim izvornim okoliSem, buduci da oralna sluznica ima
kapacitet za oporavak i prilagodbu na stresne uvjete, uklju€uju¢i povremenu
hipoksiju, Sto mozda objaSnjava njihovu vecu izdrzljivost u laboratorijskim

uvjetima anoksije.

60



5.5. Utjecaj trajanja ko-kulture hOMSC i zrelih neurona na
genski izrazaj hOMSC-a

Kako bi se istrazilo kako se hOMSC ponasaju kada su izloZene Ziv€anom tkivu,
bile su uzgojene s neuronima dobivenim iz ljudskih iPSC (DIV50) tijekom 28
dana. Odabrane su bile tri vremenske toCke tokom koji je analizirana ekspresija

markera pomoc¢u RT-PCR-a.

Prva vremenska toCka DO, referentna toCka, omogucila je pracenje promjene
genskog profila hOMSC-a pod utjecajem ziv€anog tkiva. Kao Sto je potvrdeno i
prilikom karakterizacije samih stanica, oCekivalo se da ¢e nulti dan iskazivati
biljege pluripotencije poput OCT4 i SOX2 Sto je i potvrdeno. UoCeno je da
hOMSC iskazuju visoku razinu ovih biljega, ali isto tako i biljiega mezenhimskog
podrijetla CD166, CD90 i CD73 te biljega neuralnog grebena NESTIN i SNAILZ.
Biljezi neuralnog grebena bili su jasno pozitivni i potvrdili vaznu pretpostavku da
su hOMSC tog podrijetla. Vazno je uoCiti kako je biljeg fibroblasta CD40 bio
negativan, ¢Cime se dodatno potvrdila jedinstvenost ovih stanica.

Nakon uspjeSno uspostavljene ko-kulture neurona sa stanicama hOMSC-a,
sljede¢a vremenska toCka bio je 14. dan (D14). Ova vremenska tocka omogucila
je pracenje promjene genskog profila hOMSC-a, te kako se on mijenja pod
utjecajem ziv€anog tkiva. UocCio se smanjeni izrazaj biljega pluripotentnosti OCT4
i SOX2 Sto ukazuje na pocetak diferencijacije i prijelaza prema specificnim
stani¢nim tipovima. Smanjena ekspresija CD73 biljega, dodatno podrzava ovu
tranziciju jer ukazuje na postupno gubljenje tipi€nih svojstava mezenhimskih
stanica. S druge strane, povecan izrazaj NESTINA ukazuje da hOMSC pod
utjecajem Ziv€anog tkiva poc€inju poprimati fenotip koji je blizi neuralnoj liniji Sto je
u skladu s pretpostavkom da su podrijettom neuralnog grebena. Zadnja
vremenska toCka koja je bila uzeta je 28. dan ko-kulture, D28. Izrazaj mnogih
klju€nih biljega i Cimbenika rasta, zna€ajno se smanjio $to sugerira da nakon dulje
izloZenosti zivéanom tkivu, hOMSC postupno gube svoja inicijalna obiljezZja
pluripotentnosti.
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Slika 17. Promjena genskog profila hOMSC ovisno o duljini izlaganja neuronskoj
kulturi. Uspostavljena ko-kultura izmedu neurona i hOMSC-a ukazuje na promjenu u
izrazaju biliega hOMSC-a ovisno o vremenskom razdoblju izlaganja.. Na x-osi prikazani
su biljezi, a na y-osi njihov izrazaj. a) Graficki prikaz izrazaja biliega kod hOMSC izlozenih
ko-kulturi 14 dana. Smanjena izrazaj OCT4 i SOX2 ukazuje na smanjenu pluripotentnost
hOMSC-a. Povec¢ana izrazenost NESTINA potvrduje da hOMSC poprimaju fenotip
stanica koje su podrijetlom od neuralnog grebena. b) Graficki prikaz izrazaja biljega kod
hOMSC izloZenih ko-kulturi 28 dana. Nakon duzeg vremenskog izlaganja ko-kulturi
neurona, izrazaj mnogih klju¢nih biljega se zna¢ajno smanijio, $to sugerira da hOMSC
postupno gube svoja inicijalna obiljezja pluripotentnosti. Vrijednost izraZzaja za svako
pojedino mjerenje dobivena je normalizacijom intenziteta pojedinih signala s

odgovarajuéim signalom B-Aktina.
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Slika 18. lzrazaj specifi¢nih biljega hOMSC-a prema duljini izlaganja ko-kulturi.

Na x-osi prikazan je vremenski period izlaganja hOMSC-a kulturi neurona (DO, D14,
D28), a y-os pokazuje njihovu izrazaj normaliziran prema 3-Aktinu. Najvaznije je istaknuti
pozitivan izrazaj biliega NESTIN i CD166, te da je detekcija izrazaja biljega fibroblasta
CD40 gotovo zanemariva. Vrijednost izrazaja za svako pojedino mjerenje dobivena je
normalizacijom intenziteta pojedinih signala s odgovaraju¢im signalom [(-Aktina.
Napravljena je one-way Anova. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost *
standardna devijacija. StatistiCka zna¢ajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**)ili p <

0.05 (*), a p>0.05 statisticki bezna€ajnim (ns).
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Kako bi se istrazila ovisnost luCenja molekula koje sudjeluju u obnovi tkiva u
odnosu na dan diferenciijacije, provjerena je prisutnost tri ¢imbenika rasta —
BDNF, VEGF i NGF. BDNF (engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor) igra vaznu
ulogu u prezivljavanju i rastu neurona, te u sinaptickoj plasticnosti. VEGF (engl.
Vascular Endothelial Growth Factor) poznat je po svojoj ulozi u angiogenezi, ali
takoder ima znacajne neuroprotektivne funkcije koje pomazu u odrzavanju
zdravlja neuronskog tkiva. NGF (engl. Nerve Growth Factor) je presudan za rast,
odrzavanje i prezivljavanje simpatickih i senzoriCkih neurona. Sva tri imbenika
su bila izrazena u hOMSC-ima, a njihovo prisustvo omogucilo nam je da bolje
razumijemo regenerativni potencijal hOMSC-a i njihovu mogucu primjenu u
terapijama za popravak neuronskih oStecenja, posebno nakon hipoksicnih

ozljeda.

64



Ekspresija

qPCR qPCR qPCR
0.6 0.25- 0.20
. 0.20 . 0154
0.4 — —
o3 B 0.415- B
[ ] 9 9 0.10-
% 0.10 % l
0.2 i il
0,05+ 0.05+
0.0 T 0.00- 0.00-
BDNF VEGF NGF BDNF VEGF NGF BDNF VEGF NGF

Slika 19. lzrazaj faktora rasta: BDNF, VEGF i NGF kod hOMSC. Grafikoni prikazuju
promjene u izrazaju faktora rasta kod duljine izlaganja hOMSC kulturi neurona. Na x-osi
su predstavljeni faktori rasta, a na y-osi njihov izrazaj analizirana metodom RT-PCR u tri
vremenske toCke. a) Dan 0 predstavlja pocetnu tocku, kada hOMSC nisu izlozene ko-
kulturi neurona. Zamije¢ena je pozitivan izrazaj sva tri faktora od ¢ega najviSe NGF-a. b)
Nakon 14 dana izlaganja, naglo raste izrazaj BDNF, a VEGF znacajno opada. ¢) Zadnja
vremenska tocCka je bila 28 dan ko-kulture kada se moze uociti kako BDNF ima najveci
izrazaj u odnosu na dan 0 te kako izrazaj ostalih faktora rasta zna€ajno opada. Vrijednost
izrazaja za svako pojedino mjerenje dobivena je normalizacijom intenziteta pojedinih

signala s odgovarajuc¢im signalom -Aktina.
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Slika 20. Promjena izrazaja faktora rasta: BDNF, VEGF i NGF kod hOMSC. Grafikoni
prikazuju promjenu u izraZaju faktora rasta kod hOMSC koje su izloZzene kulturi neurona.
Izrazaj BDNF, VEGF i NGF je analizirana pomo¢u RT-PCR metode u tri vremenske
toCke: DO, D14 i D28 (D - dani). BDNF je faktor s najveéim izrazajem u odnosu na ostale.
Vrijednost izrazaja za svako pojedino mjerenje dobivena je normalizacijom intenziteta
pojedinih signala s odgovaraju¢im signalom B-Aktina. Provedena je two-way ANOVA.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Statisticka
znacajnost smatrana je ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.05 (*), a p>0.05 statistiCki

beznacajnim (ns).

Ovi rezultati ukazuju na to da hOMSC-i kada su izlozeni ziv€anom okruzenju,
prolaze kroz promjene u morfologiji i biljezima specificnim za neuronsku
diferencijaciju Sto potencijalno implicira njihovu sposobnost diferencijacije u

smjeru ziv€anih stanica.
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5.6. Utjecaj mati€nih stanica oralne sluznice i njihovog
kondicioniranog medija na hipoksijski osteéene neurone in

vitro

Jedan od glavnih ciljeva ove disertacije je bio istraziti potencijal hOMSC-a za
oporavak ziv€anog tkiva oSte¢enog hipoksijom. Kako bi se istraZio potencijal ove
nove populacije mati¢nih stanica, dizajnirao se pokus koji je uklju€ivao deprivaciju
kisika i glukoze (OGD), te hipoksijske uvjete od 1% kisika u inkubatoru. Dizajnrom
ovog pokusa simulirani su in vitro uvjeti mozdanog udara. Takoder ispitao se
utjiecaj hOMSC-a i njihovog kondicionirani medij na eventualni oporavak

oStec¢enih neurona.

Nakon 24 h izloZzenosti hipoksijiskim uvjetima, utvrdene su znacCajne razlike
izmedu kontrolne i eksperimentalne skupine neurona. Kontrolna skupina neurona
pokazala je vrlo nisku stopu prezivijenja gdje je viSe od 90% neurona bilo
oSteceno Sto je bilo i u skladu s o€ekivanjima s obzirom na njihovu izloZenost
teSkim hipoksi¢nim uvjetima.

Skupini neurona tretiranoj kondicioniranim medijem, dodala se kombinacija
kondicioniranog medija (60%) i medija za rast neurona (40%). U ovoj skupini oko
22% neurona je pokazalo znakove oporavka, odnosno prezivljenja Sto zapravo
sugerira da faktori prisutni u kondicioniranom mediju hOMSC-a imaju
neuroprotektivni ucinak, ali ne u dovoljnoj mjeri kako bi omogucili ve¢u stopu

prezivljenja neurona.
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Slika 21. Shematski prikaz plana pokusa. Neuronima nasadenim u ploCice s 24
bunari¢a stavio se novi medij bez glukoze te su plocice prebacene u inkubator s 1%
kisika na 24 h. Nakon 24h izlaganja hipoksiji, ploCice s neuronima su bile izvadene.
Kontrolnoj skupini se vratio medij za rast neurona, druga skupina tretirana je izravnim
dodatkom hOMSC stanica, a tre¢a skupina tretirana je kondicioniranim medijem
dobivenim od hOMSC-a. PloCice s neuronima vratile su se u inkubator na 24 h

reoksigenacije. Slika izradena u programu BioRender.
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U skupini neurona koji su tretirani izravno s hOMSC stanicama, dodano je 100
000 st/ml u mediju za rast hOMSC-a. |zabran je upravo taj medij kako bi se
izbjegao potencijalni utjecaj medija za rast neurona na same stanice hOMSC-a,
ali i na neurone. Ovaj pristup omogucio je procjenu utjecaja izravnog kontakta
hOMSC-a na oporavak hipoksijski oSte¢enih neurona. U ovoj skupini, oko 84%
neurona je prezivjelo.

Ovi rezultati nam ukazuju da izravan kontakt izmedu neurona i hOMSC-a ima
dostatan uc€inak na njihovo preZivljenje te da ova interakcija moZze pruziti dodatne

signale ili faktore koji potiCu oporavak neurona.
Proveden je Live/Dead test prema uputama proizvodaca na sve tri skupine, a

ploCice sa stanicama su poslikane na EVOS uredaju za snimanje slika. Analiza

slika odradena je pomocu programa Fiji.
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Slika 22. Live/Dead test. Na slikama su zelenim kanalom prikazane zive stanice
obojane kalceinom, a crvenim kanalom mrtve ili oSte¢ene stanice obojane EthD (etidium
homodimer-1). Iz slika se moze uociti kako skupina neurona tretirana izravnim dodatkom
hOMSC-a pokazuje najvece prezivljenje stanica. Kondicionirani medij takoder pokazuje
prezivljenje stanica u odnosu na kontrolu skupinu, ali u znatno manjoj mjeri. Slike su
snimljene na EVOS FL Auto System (Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu) sustavu

za slikanje stanica. Mjerna crta je 2000 um.
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Slika 23. Utjecaj hOMSC-a i kondicioniranog medija na prezivljenje neurona.

a) Graf pokazuje utjecaj dvije skupine tretmana na hipoksijski oStecene neurone koje su
prikazane na x-osi te postotak zivih stanica na y-osi. Moze se uociti kako je tretman
izravnim dodatkom hOMSC stanica imamo znatno bolji u€inak na oporavak neurona u
odnosu na kondicionirani medij dobiven od hOMSC $§to je i sam Live/Dead test pokazao.
b) Graf pokazuje koji postotak LDH se oslobodio prikazano na y-osi kod hipoksijski
oStecenih neurona tretiranih hOMSC stanicama i njihovim kondicioniranim medijem,
prikazano na x-osi. Manje LDH se otpustilo kod tretmana hOMSC stanicama $to je u
skladu s rezultatima koji su prikazani na grafu a). Ono §to mozZemo zakljuciti je da sam
kondicionirani medij nije imao dovoljno pozitivan ucinak na prezivljenje neurona kao $§to
je izravan kontakt s hOMSC-ima. Napravljen je one-way ANOVA. Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Statisticka zna€ajnost smatrana je ukoliko
jep <0.01(*)ili p<0.05 (*), a p>0.05 statisticki beznacajnim (ns).
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Stupanj staniCne smrti uzrokovane hipoksijskim oStecenjem neurona i utjecaj
hOMSC-a te njihovog kondicioniranog medija na oporavak neurona procijenjen
je mjerenjem oslobadanja laktat dehidrogenaze (LDH). LDH je enzim koji se
oslobada prilikom oste¢enja stanicnih membrana te je njegovo otpustanje
koriSteno kao indikator citotoksi¢nosti i oSteCenja stanica.

Za mjerenje oslobodene LDH, medij je prikupljen na dvije vremenske tocke: na
pocCetku pokusa (prije hipoksijskog oStecenja neurona), sto je sluZilo kao poCetna
toCka, te nakon 24 sata reoksigenacije. Na temelju koncentracije oslobodene
LDH izraCunata je razina hipoksijskog oStecenja tijekom reoksigenacije. Rezultati
su pokazali razlike u razinama LDH oslobadanja izmedu razliCitih
eksperimentalnih skupina, Sto je omogucilo kvantifikaciju stupnja oStecenja
neurona te utjecaja hOMSC-a i njihovog kondicioniranog medija na prezivljenje
stanica nakon hipoksije i reoksigenacije. Pove¢ana razina LDH ne ukazuje nuzno

na smrtnost stanica nego na njihovo ostecenje i pokusaj stanica za oporavak.

Rezultati mjerenja oslobodene LDH pokazuju da hOMSC-i i njihov kondicionirani
medij mogu imati pozitivan ucinak na oporavak hipoksijom oStecenih neurona.
Unato€ izazovima, rezultati sugeriraju da hOMSC-i bilo izravnim kontaktom s
neuronima ili putem izluCenih faktora u kondicioniranom mediju mogu imati
potencijal za regeneraciju oSte¢enog neuralnog tkiva. Potrebna su dodatna
optimiziranja eksperimentalnog dizajna kako bi se smanjio stupanj stani¢ne smrti
i osigurali bolji uvjeti za preZivljenje neurona nakon hipoksije. Time bi se
omogucila preciznija evaluacija stvarnog terapijskog potencijala hOMSC-a u
oporavku hipoksijskih oSteCenja Ziv€anog tkiva, Sto bi moglo imati vazan doprinos

u istrazivanjima regenerativne medicine.
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6. RASPRAVA

6.1. Vaznost standardizacije protokola izolacije stanica

Istrazivanje maticnih stanica predstavlja jedno od najperspektivnijin podrucja
biomedicinskih znanosti. One nude potencijal za lijeCenje mnogih ozbiljnih bolesti
uklju€ujuci i neurodegenerativne bolesti. Medutim, unatoc€ velikim moguénostima,
mnoga KliniCka istrazivanja suocila su se s brojnim preprekama. Prepreke
ukljuCuju eticke dileme, posebno kada je rije€ o ve¢ dobro poznatom izvoru
embrionalnih mati¢nih stanica, gdje se postavljaju pitanja o prirodi Zivota i
moralnosti njihovog koriStenja (134). Uz to, postoje i tehniCki izazovi, poput
kontrole diferencijacije stanica i rizika od stvaranja tumora. Sve te prepreke
usporavaju napredak. Stoga je potraga za novim izvorom maticnih stanica jedan
od nacina kojim mozemo prevladati navedene prepreke u istrazivanju. Otkrice
iPSC-a je jedno od vaznijih postignuca koje je omogucilo izbjegavanje etickih
dilema. Osim iPSC-a, bilo je potrebno istraziti i druge izvore, poput stanica iz tkiva
pupkovine, masnog tkiva, koStane srzi te iz oralne sluznice, ¢ime se bavi ova
disertacija. Ovi izvori nude mnoge prednosti jer su lakSe dostupni, manje eticki
sporni i imaju potencijal za regeneraciju tkiva, a samim time i za lijeCenje

odredenih bolesti.

Ono $to je vazno kod novih izvora mati¢nih stanica je precizna selekcija stanicnog
izvora, njihova karakterizacija te standardizacija i definiranje kriterija koji odreduju
njihovu mati¢nost. Pretpostavka da hOMSC potje€u od neuralnog grebena je bila
vazna za odabir ovih stanica za istrazivanje zbog potencijalne primjene u
neuroregeneraciji. Istrazivanje je zapocelo biopsijom oralne sluznice. Bilo je vrlo
vazno uspostaviti i standardizirati protokol izolacije jer je neophodan za daljnju
primjenu stanica u pretklinickim i kliniCkim istrazivanjima kako bi se osigurala
kontrola kvalitete i da matiCne stanice budu uvijek korisne i uCinkovite. To je
ucCinjeno ispitivanjem najbolje kombinacije enzima za odvajanje lamine proprie od
epitela gdje smo dosli do zakljuCka da smjesa enzima kolagenaze i dispaze pri
temperaturi od 37 djeluje najbolje. Kolagenaza je enzim koji se Cesto koristi za

izolaciju stanica iz vezivom bogatih tkiva, kao Sto su koza, jetra, hrskavica,
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razgradujuci glavnu komponentu izvanstanicnog matriksa — kolagen (135). Koliko
je vazna optimizacija enzima potvrduje i istrazivanje Yonenage i sur. (2017) koji
su isto tako trazili najbolju koncentraciju kolagenaze za izolaciju hondrocita iz
hrskavice (136). Usporedbom literaturnih nalaza zakljucCili smo da kolagenaza
omogucuje izolaciju stanica bez oStecivanja njihove staniche membrane, ali
previsoka koncentracija mozZe dovesti do prekomjerne razgradnje i oStecenja
stanica. Dispaza je blagi proteolitiCcki enzim koji razgraduje izvanstaniCne
proteine, poput fibronektina i kolagena manje agresivno u odnosu na kolagenazu.
NajCeSce se koristi za izolaciju epitelnih stanica i embrionalnih stanica gdje je
vazno sacuvati veze izmedu stanica, ali zbog toga je sporija u usporedbi s drugim
enzimima i nije tako ucinkovita (137). U jednom od istrazivanja ispitao se utjeca;j
dispaze na djelovanje amnioticke membrane koja se koristi za rekonstrukciju
ocne povrsSine kod nedostaka limbalnih mati¢nih stanica ili oSte¢enja roznice
stoga je jako vazno da odvajanjem, membrana ne bude oStecena. Dokazano je
da dispaza minimalno utjeCe na samu strukturu membrane ukoliko je vrijeme
izlaganja kontrolirano (138). Stoga se izabralo koristiti kombinaciju kolagenaze i
dispaze koja se pokazala vrlo ucinkovitom jer je dovela do brze, ali blage
disocijacije tkiva i omogucila je oslobadanje stanica uz njihovo minimalno
oSteCenje. Nadalje, ovaj pristup nam je omogucio dobivanje homogene
populaciie hOMSC-a. Kako bismo odlijepili stanice od podloge, testirali smo
razliCite koncentracije tripsina. Tripsin razgraduje proteine koje stanice izlu€uju
kako bi ih drzali vezane za podlogu posude u kulturi. Djeluje brzo i u€inkovito, ali
zahtjeva preciznu kontrolu i upotrebu kako bi se izbjegla oSteCenja stanica (139).
Tako se najboljim pokazao 0,25% tripsin za odljepljivanje hOMSC-a od podloge
i njihovo daljnje uzgajanje u kulturi. Ovime je navedeno istrazivanje ostvarilo
jedan od glavnih ciljeva Sto je uspostava ucinkovitog i ne prezahtjevnog protokola
za izolaciju hOMSC.
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6.2. Karakterizacija mati€nih stanica

Nakon uspjesSno uspostavljenog protokola izolacije, sljedeci vazni korak je bila
karakterizacija mati¢nih stanica kako bi se bolje opisala njihova bioloSka svojstva

i potencijal koje je potrebno temeljito prouciti prije njihove klinicke upotrebe (140).

Koriste¢i metode ICC i RT-PCR, ustanovilismo da su hOMSC pozitivhe na nestin
koji je dobro definiran marker maticnih stanica koje sudjeluju u razvoju ziv€anog
tkiva. Osobito je vazan kod razvoja neurona i regeneracije tkiva, zbog Cega se
jos koristi kao marker za identifikaciju ZMS-a i stanica neuralnog grebena (141).
Njegova visoka ekspresija tijekom embrionalnog razvoja omogucuje proliferaciju
i migraciju neuralnih prekursora, a smanjuje se diferencijacijom ZMS u neurone,
astrocite i oligodendrocite (142). U odraslom tkivu se javlja kod stanica koje
sudjeluju u procesima regeneracije, osobito nakon ozljeda. Tako primjerice nestin
pozitivhe stanice doprinose regeneraciji nakon ozljede ledne mozdine, pomaZzu u
procesu angiogenze nakon ishemicne ozljede (143,144). Isto tako odrzavaju niSu
maticnih stanica kod koStane srzi i sluze kao biomarkeri za detekciju maticnih
stanica u gusteracCi (145,146). Sve navedeno, €ini nestin vaznim markerom za
istrazivanje potencijala mati¢nih stanica u regeneraciji tkiva, ali i za identifikaciju

razli¢itih vrsta matiénih stanica.

Jedan od transkripcijskih biljega Cija je prisutnost isto potvrdena u hOMSC-ima je
OCT4 koji sudjeluje u odrzavanju pluripotentnosti stanica. Eksprimira se u ranim
embrionalnim fazama, a vazan je za odrzavanje ESC-a te se koristi kod
reprogramiranja diferenciranih stanica u iPSC (147). Njegova smanjena
ekspresija indikacija je da stanice pocCinju gubiti pluripotentnost Sto dovodi do
induciranja diferencijacije ESC-a prema trofoblastu ili primitivnom endodermu i

mezodermu (148).
Ono $to je dodatno potvrdilo matiCnost hOMSC-a je prisustvo SOX2 biljega koji

zajedno s OCT4 kontrolira pluripotentnost i djeluje na formiranje ranih
embrionalnih stanica (149). SOX2 potice ESC na diferencijaciju prema
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neuroektodermu, a znaCajna ekspresija je zabiljezena kod neuralnih
progenitorskih stanica in vivo i in vitro gdje njegova slaba izrazenost oznaCava

diferencijaciju prema post mitotiCkim neuronima i glijalnim stanicama (150).

Idu¢i biljeg koji je bitan u definiraju populacije hOMSC-a je CD166. CD166
ukazuje na regenerativne sposobnosti samih stanica i na njihovo prezivljavanje
u mikrookruzenju. Pripada obitelji imunoglobulina, a poznat je joS pod nazivom
ALCAM (engl. activated leukocyte cell adhesion molecule). Eksprimira se kod
matinih i progenitorskih stanica sva tri zametna listica (151). Glikoprotein CD90

(Thy-1) se Cesto koristi za izolaciju ASC-a gdje kontrolira diferencijaciju (152).

Slicno kao CD166, hOMSC su pozitivne i na CD73. Smatra se da ima
imunomodulatornu ulogu Sto je potvrdeno eksperimentom gdje su kod miSeva s
infarktom srca bile transplantirane stanice koje imaju veliku i nisku ekspresiju
CD73. Stanice s vecom ekspresijom potaknule su anitupalnu reakciju te
funkcionalni oporavak srca (153). Njegova aktivacija moze imati zastitni ucinak
na stanice pod hipoksijskim oStecenjem te s kod hOMSC moze gledati u

kontekstu regeneracije.

Potvrda da hOMSC gotovo uopée ne izrazavaju marker fibroblasta CD40 je
dodatno potvrdila karakterizaciju ovih stanica kao mati¢nih. Mati¢ne stanice i
fibroblasti su dvije populacije stanica koje imaju razliCite uloge u regenerativnoj
medicini, svaka sa specificnim funkcijama i potencijalnim terapijskim primjenama.
Fibroblasti su specijalizirane stanice koje primarno sudjeluju u sintezi i
odrzavanju izvanstanicnog matriksa. Proizvode kolagena i druge proteine koji
¢ine osnovnu strukturu tkiva te sudjeluju zacjeljivanju rana (154). Morfoloski,
fibroblasti se odlikuju vretenastim ili zvjezdastim oblikom, s ovalnom jezgrom i
razvijenim endoplazmatskim retikulumom, Sto ukazuje na slichu morfologiju s
hOMSC stanicama (155). lako su fibroblasti izolirani iz razlicitih tkiva, ukljuCujuci
kozu, masno tkivo, sr¢ano tkivo i miSiCe, njihova specificna definicija ostaje
nejasna. Tradicionalno su smatrani terminalno diferenciranim stanicama, ali se

sada zna da imaju potencijal za diferencijaciju u osteogene, hondrogene i

76



adipogene stanice (156). Ova fleksibilnost u diferencijaciji dodatno komplicira
njihovu klasifikaciju i razlikovanje od maticnih stanica. Prema medunarodnim
smjernicama donesenim od strane Internacionalnog drustva za stani¢nu terapiju
(ISCT, engl. The International Society for Cellular Therapy) 2006. godine,
mati¢ne stanice moraju zadovoljiti odredene kriterije za klasifikaciju. Ovi kriteriji
ukljuCuju adherentnost stanica, izrazavanje specificnih povrSinskih markera:
CD90, CD73 i CD105 te negativnost za druge markere poput CD40, CD45, CD34
i CD14 kao i sposobnost diferencijacije in vitro (157). Ovi kriteriju uspjeSno su
zadovoljeni kod oralnih mati¢nih stanica. Jedan od znacCajnih izazova u
karakterizaciji fibroblasta i mati¢nih stanica je nespecificnost markera koji se
koriste za njihovo razlikovanje. Prema istrazivanju Halfona i suradnika (2011.),
marker CD166 se pokazao kao specifican iskljuivo za MSC kojeg takoder
izrazavaju i hOMSC Sto ih dodatno karakterizira kao mati¢ne stanice (158). lako
se obje populacije stanica (fibroblasti i MSC) razlikuju u svojim funkcijama i
kapacitetima, slozenost njihove karakterizacije i preklapanja u ekspresiji markera
predstavljaju izazov koji zahtijeva daljnja istrazivanja. Razvoj specificnih markera
i kriterija za njihovu klasifikaciju mogao bi znacajno unaprijediti sposobnost da

pravilno identificiramo i iskoristimo ove stanice u terapijskim kontekstima.
U zaklju€ku mozemo reci kako smo definirali populaciju hOMSC-a kao onu koja

osim morfoloSkih osobina prepoznatih tijekom uzgoja izrazava sljedece biljege:
NESTIN, OCT4, SOX2, SLUG2, CD166, CD90 i CD73.
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6.3. Diferencijacija mati€nih stanica oralne sluznice (hOMSC)
u sferne nakupine s neuralnim obiljezjima

Neurosfere su trodimenzionalne staniCne strukture koje nastaju kada se
progenitorske stanice ili ZMS uzgoje u posebnim in vitro uvjetima bez govedeg
seruma (FBS) koji sadrzi faktore rasta kao Sto su EGF i FGF. Ovi faktori poticu
proliferaciju i omogucuju stanicama da ostanu u nediferenciranom stanju gdje se

onda spontano pocinju stvarati kuglaste strukture stanica (159).

Kako zelimo predloziti hOMSC kao dobar potencijalni kandidat za terapijske
primjene u neurodegenerativnim bolestima, bilo je vazno istraziti njihov potencijal
za diferencijaciju prema ziv€anom tkivu. posebice jer proizlaze iz neuralnog
grebena. Stoga su hOMSC drZzane u Neurobasalnom mediju specificno
formuliranom za poticanje diferencijacije stanica prema ziv€anom tkivu uz
dodatak N2 i B27. Rije¢ je o suplementima koji se éesto koriste u kulturi ZMS-a
kako bi se potaknulo njihovo prezivljavanje, proliferacija i diferencijacija (160).
Zajedno, oni stvaraju optimalne uvjete za formiranje neurosfera. Dobiveni
rezultati pokazuju nekoliko vaznih aspekata diferencijacije ovih stanica,
ukljuCujuci stvaranje specificnih sfernih nakupina, Sto sugerira prisutnost
neurogenog potencijala kod hOMSC. Kod hOMSC koristili smo medij bez faktora
FGF i EGF jer same hOMSC vec¢ imaju prirodnu sposobnost stvaranja sferoidnih
struktura Sto je karakteristicno za mnoge populacije mati¢nih stanica. Za razliku
od ZMS koje ovise o EGF i FGF za proliferaciju i odrzavanje, hOMSC imaju
svojstva MSC-a, a njihova diferencijacija i proliferacija slijede drugacije signalne
puteve (161). Takoder ne dodavanje faktora rasta omogucuje spontano
formiranje sfera i izjegavanje pretjerane proliferacije. Isto tako, FGF i EGF bi
mogli pristrano potaknuti proliferaciju i diferencijaciju hOMSC-a prema Ziv€anom

tkivu.

Tijekom prvog tjedna eksperimenta nisu bile uoCene nikakve znacCajne
morfoloSke promjena kod stanica, osim povecanja njihovog broja. Ovaj pocCetni
period moze se objasniti potrebom stanica da se prilagode novom mediju i
proliferiraju prije nego Sto zapo€nu proces diferencijacije. UmnazZanje bez
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diferencijacije Cesto se opaza kod maticnih stanica kada su izlozene
stimuliraju¢im uvjetima jer stanice prolaze kroz niz promjena koje pripremaju
njihov fenotip za specificnu diferencijaciju. Takoder, ovaj period bez
diferencijacije mogao bi biti kljuCan za uspostavljanje stabilne stani¢ne kulture
prije aktivacije diferencijacijskih puteva (162).

Nakon 10 dana u kulturi, stanice su pocCele formirati male zrakaste nakupine, koje
su i dalje bile pricvrs¢ene za podlogu. Ovaj fenomen formiranja radijalnih
izdanaka moze se smatrati prvim znakom diferencijacije, buduc¢i da mnoge
matiCne stanice, osobito one s neurogenim potencijalom, formiraju takve
strukture prije nego Sto udu u kasnije faze diferencijacije (163). Stvaranje
zrakastih struktura koje smo uocili nakon 10 dana sugerira usmjerenje hOMSC-
a u smjeru neuralnih progenitorskih stanica, koje su poznate po svojoj
sposobnosti organiziranja u nakupine tijekom razvoja ziv€anog tkiva. Vazno je
napomenuti da se stanice u ovoj fazi i dalje ponasaju kao adherentne, sto znaci
da su joS uvijek pricvrS¢ene za podlogu. Ova adhezija moze biti indikator da
stanice nisu u potpunosti preSle u mobilniji fenotip, ali su u ranoj fazi
transformacije. Najznacajnija promjena u diferencijaciji uoCena je 15. dan, kada
su stanice formirale sferne nakupine koje su se odvojile od podloge i slobodno
plutale u mediju. Ovaj proces stvaranja sfernih struktura poznat je u istrazivanju
Zivéanih stanica. lako se smatralo da je to obiljezje ZMS-a, potvrdeno je kako
matiCne stanice imaju sposobnost stvaranja sfernih nakupina i da do toga vrlo
vjerojatno dolazi jer su izlozene uvjetima kulture koji kao kod ZMS-a promicu
neurogenu lozu (164). Stoga smatramo da je to isto jedno od obiljezja i
karakteristika mati¢nih stanica u ovom slu¢aju hOMSC-a. Isto tako, sfere ¢Ce se
razlikovati, ovisno potjeCu li od pluripotentnih ili multipotentnih mati¢nih stanica,
ali formacija sfera je u oba slu€aja funkcionalno skoro ista (165). Sferne nakupine
stoga mozemo koristiti kao biljeg za potvrdu neurogenog potencijala stanica jer
one predstavljaju skupine nediferenciranih stanica koje imaju sposobnost
diferencijacije u razli€ite tipove ziv€anih stanica.

Odvajanje sfernih nakupina od podloge dodatno potvrduje njihovu promjenu u

fenotipu te ukazuje na poveCanu mobilnost Sto moZzZe biti znak rane faze
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neurogeneze, gdje stanice postaju sposobne za migraciju i diferencijaciju u

specificne neuronske ili glijalne tipove (166).

Rezultati pokazuju da su sfere iako su inicijalno uspjesSno formirane, pokazale
nisku stopu adherencije nakon procesa razbijanja. Ovaj nalaz moze ukazivati na
nekoliko potencijalnih problema koji se mogu javiti tijekom manipulacije mati¢nim
stanicama. Prvo, moguci uzrok niske stopa adherencije mogao bi biti neprikladna
primjena akutaze. lako je akutaza koriStena za razbijanje sfernih nakupina,
postoje mogucénosti da je enzimska aktivnost nije bila optimalna za sve sferne
komponente, Sto moze rezultirati nedovoljnim razdvajanjem stanica unutar sfera
(167). Takoder, ukoliko su sferne nakupine bile previSe Cvrste ili kompakitne,
moglo bi biti teSko omoguciti jednoli¢no razbijanje, Sto bi dodatno otezalo kasniju
adherenciju. Isto tako mozda bi koriStenje 0,25% tripsina bilo uCinkovitije. Drugo,
koriStenje poli-D lizina za premazivanje stakalaca je uobiCajena praksa koja
poboljSava adherenciju stanica, ali moZe postojati potreba za dodatnim
optimizacijama uvjeta rasta ili promjenom koncentracije poli-D lizina kako bi se
osigurala bolja adherencija stanica. RazliCite koncentracije i uvjeti koriStenja ovog
premaznog materijala mogli bi utjecati na sposobnost stanica da se prilagode i
adheriraju na podlogu (168). Nadalje, niska uspjeSnost adherencije moze
implicirati da hOMSC mozda zahtijevaju specificne uvjete za rast i diferencijaciju
koji se razlikuju od onih koji su koristeni tijekom razbijanja i pasaziranja.

Rezultati ovog istrazivanja sugeriraju da hOMSC imaju znacajan potencijal za
diferencijaciju prema ziv€anom tkivu, Sto je u skladu s hipotezom da ove stanice
potjeCu iz neuralnog grebena. Neurobasalni medij, u kombinaciji s dodacima N2
i B27, stvorio je optimalne uvjete za pokretanje diferencijacije, €ime je potaknuo
formiranje sfernih struktura karakteristicnin za maticne stanice s neurogenim
potencijalom. Stvaranje sfernih nakupina i njihovo odvajanje od podloge vazan
su pokazatelj da hOMSC mogu proc¢i kroz rane faze neurogeneze u
odgovaraju¢im uvjetima. Ovi nalazi imaju vaznu implikaciju za potencijalnu
primjenu hOMSC-a u neuroregenerativnim terapijama, gdje bi se ove stanice

mogle Kkoristiti za obnavljanje oSteCenih neuronskih mreza. Razvoj neurona iz
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hOMSC moze biti osobito koristan za lijeCenje neurodegenerativnih bolesti ili
ozljeda srediSnjeg ziv€anog sustava, gdje je potrebna zamjena oStecenih ili
izgubljenih stanica.

Jedno od ograniCenja ovog istrazivanja je Cinjenica da nije provedena analiza
izrazaja specificnih neuralnih biljega, Sto bi moglo pruziti dodatnu potvrdu o
stupnju diferencijacije hOMSC prema neuralnim stanicama. Buduca istrazivanja
trebala bi ukljucivati detaljnu molekularnu analizu, poput izrazaja NESTINA, TUJ1
ili GFAP-a koji su biljezi za neuralne progenitorske stanice, neurone i astrocite
kako bi se dodatno potvrdio neurogeni potencijal hOMSC-a (169). Takoder,
potrebno je prouciti funkcionalna svojstva diferenciranih stanica, ukljuCujuci
njihovu sposobnost stvaranja sinaptiCkih veza i provodenja signala, kako bi se
procijenila njihova primjena u regenerativnim medicinskim terapijama. To bi
moglo pruziti dublji uvid u mogucnosti koriStenja hOMSC-a za specificne
terapijske namjene, kao Sto je lijeCenje neurodegenerativnih bolesti. Ovo
istrazivanje ukazuje na potencijal hOMSC za diferencijaciju prema ziv€anom
tkivu u specificnim uvjetima. Formiranje sfernih nakupina nakon 15 dana sugerira
da ove stanice mogu uci u ranu fazu neurogeneze kada su izlozene optimalnim
uvjetima, C¢ime se otvaraju mogucnosti za njihovu primjenu u
neuroregenerativnim terapijama. Daljnja istrazivanja usmjerena na molekularnu
karakterizaciju i funkcionalnu analizu diferenciranih stanica potrebna su kako bi

se dodatno razumio njihov puni terapijski potencijal.
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6.4. Usporedba prezivljavanja hOMSC i iPSC u anoksi€énim
uvjetima

lako hipoksija oStecuje ziv€ano tkivo, postoje radovi koji sugeriraju kako
hipoksicni uvjeti mogu doprinijeti diferencijaciji stanica ziv€anog tkiva (170).
Stoga smo pretpostavili kako blaga hipoksija pogoduje hOMSC-ima te da
vjerojatno iskazuju i veCu otpornost na nedostatak kisika. Usporedivanjem
stanica hOMSC-a s iPSC-ima zeljeli smo utvrditi postavljenu hipotezu. Rezultati
istraZivanja su potvrdili kako su hOMSC puno robusnije u odnosu na iPSC. Pokus
smo izveli tako da su obje stani¢ne populacije bile drzane u anoksi¢nim uvjetima,
gdje je razina kisika bila 0%. Takvi uvjeti Cesto nastaju u tkivima koja su pretrpjela
ishemijske ozljede, poput onih uzrokovanih mozdanim udarom, sr€anim udarom
ili teSkim ozljedama. PrezZivljavanje stanica u anoksiji ovisi o njihovoj sposobnosti

prilagodbe putem promjena u metabolizmu i aktivaciji zasStitnih mehanizama.

U ovom istrazivanju, rezultati jasno ukazuju na to da hOMSC pokazuju bolju
prilagodljivost u usporedbi s iPSC, posebice pri duzoj izlozenosti. Nakon 6 sati
anoksije, obje staniCne populacije nisu pokazale znaCajan gubitak prezivljenja,
Sto sugerira da kratkotrajna anoksija nije dovoljna da inducira ozbiljnu stani¢nu
smrt. Ovaj rezultat je oCekivan, jer stanice mogu Koristiti razliCite mehanizme,
poput anaerobnog metabolizma kako bi osigurale prezivljavanje tijekom kratkih
razdoblja bez kisika. Medutim, nakon 12 sati, razlike izmedu dvije staniCne
populacije postaju ocCite. Oko 50% hOMSC-a je prezivjelo dok je manje od 20%
iPSC stanica ostalo odrzivo. Ova razlika u preZivljenju moze se pripisati
inherentnim razlikama u njihovom stani€cnom metabolizmu i otpornosti na stres.
hOMSC, koje su somatske matiCne stanice, mozda posjeduju bolji kapacitet za
prezivljavanje u uvjetima metabolickog stresa, dok iIPSC, unato€ svojoj
pluripotentnosti, mozda nemaju istu razinu otpornosti, jer su ponovno
programirane iz diferenciranih stanica. Nakon 24 sata anoksije, prezivljenje
stanica postaje kriticno gdje su hOMSC pokazale iznimnu otpornost s
prezivljenjem od 20% dok iPSC stanice nisu prezivjele. To nam ukazuje da iPSC
imaju znacajno ograniCenu sposobnost prilagodbe na anoksiCne uvijete,

vjerojatno zbog nedostatka specificnih zastitnih mehanizama ili sposobnosti
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odrzavanja energetskih potreba bez kisika. S druge strane, hOMSC su mogle
aktivirati mehanizme koji im omogucuju produljeno prezivljavanje, poput

promjene u metabolizmu ili ekspresiji proteina stresa.

Otpornost hOMSC na anoksiju mozZe se objasniti prisutnoSéu nekoliko mogucih
mehanizama. Anaerobna glikoliza je jedan od procesa koji moZze omoguciti
hOMSC da ucinkovitije prijedu na anaerobni nacin proizvodnje energije, koristeci
glikolizu kako bi generirale ATP bez prisutnosti kisika (171). Takoder stanice pod
stresom mogu koristiti autofagiju. Rije€ je o procesu u kojem one razgraduju
vlastite komponente kako bi imale dovoljno energije i sprijeCile samim time
stanicnu smrt. Nedavno je i naSa istrazivaCka grupa objavila rezultate istrazivanja
u kojem smo pokazali kako stanice na razliCitom stupnju razvoja selektivho
aktiviraju autofagiju i mitofagiju (172). Ukoliko su hOMSC aktivirale protektivne
mehanizme autofagije i mitofagije, to bi im moglo omoguciti njihovo dulje
prezivljavanje u anoksi¢nim uvjetima. Isto tako hOMSC bi mogle izrazavati
antiapoptotski protein kao Sto je Bcl-2 koji inhibira apoptozu, programiranu
staninu smrt (173). Stanice koje prezivljavaju u niskim razinama kisika Cesto
pokazuju povecan izrazaj proteina koje nazivamo hipoksijom inducirani faktori
(HIF). Oni reguliraju niz gena koji pomazu stanicama da se prilagode na
nedostatak kisika, poput onih koji sudjeluju u angiogenezi, metabolizmu i
prezivljavanju stanica. Jedan od poznatijih faktora je HIF-1a koji potiCe izrazaj
gena koji su kljucni za prezivljavanje stanica i prilagodbu metabolizma na stresne
uvjete (174). Svi navedeni mehanizmi predstavljaju samo jednu od mogucénosti

kojom su hOMSC mogle prezivjeti anoksi¢ne uvjete bolje u odnosu na iPSC.

Jedno od ograniCenja ovog istrazivanja je relativno kratko vremensko razdoblje
pracenja stanica nakon anoksijskog ostecenja. Svakako bi bilo korisno analizirati
uCinak anoksije na stanice kroz duze vremenske periode ili u razli€itim fazama
anoksije. Takoder, budu¢i da je istrazivanje provedeno u kontroliranim
laboratorijskim uvjetima in vitro, rezultati mozda nece biti izravno primjenjivi na

slozene uvjete u in vivo organizmu. Stoga bi bilo korisno prouciti molekularne
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mehanizme odgovorne za otpornost hOMSC-a na anoksiju, Sto bi moglo otvoriti

nove mogucnosti za terapijsku primjenu ovih stanica.

Neovisno o navedenom, naSi rezultati sugeriraju da bi hOMSC mogle biti
pogodnije za primjene u uvjetima gdje stanice trebaju izdrzati ekstremne
metaboliCke stresove, dok su iPSC, iako izuzetno fleksibilne i korisne za terapije
zbog svoje pluripotentnosti, osjetljivije na uvjete poput anoksije. Daljnja
istrazivanja trebala bi se usmijeriti na bolju karakterizaciju ovih razlika i

mehanizme zastite hOMSC.
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6.5. Ucinci matiénih stanica oralne sluznice (hOMSC) i njihovog
kondicioniranog medija na prezivljenje hipoksijski
ostec¢enih neurona in vitro

Jedan od glavnih ciljeva ove disertacije bio je istraziti regenerativni potencijal
hOMSC-a u oporavku neurona ostecenih hipoksijom in vitro. Dizajn ovog pokusa
temeljio se na deprivaciji kisika i glukoze te izlaganju stanica 1% kisika (hipoksija)
kako bi smo dobili uvjete koji oponasaju ishemijsko oStecenje mozdanog tkiva.
OGD model koristi se za istrazivanje patofizioloSkih mehanizama mozdanog
udara, traumatske ozljede mozga i neurodegenerativnih bolesti. Model je vrlo
pogodan za testiranje ucCinaka razliCitih terapeutskih strategija, ukljuCujuci
upotrebu mati¢nih stanica i njihovih derivata jer omogucuje kontrolirane uvjete u
kojima se mogu analizirati mehanizmi stani¢ne smrti, preZivljenja i regeneracija.
Sam OGD model omogucuje procjenu razli€itih bioloskih parametara tijekom i
nakon ishemijskog ostecenja (175). U okviru ovog istrazivanja koristili smo ovaj
model kako bi ispitali regenerativni potencijal hOMSC-a i njihovog
kondicioniranog medija. Nakon 24 h hipoksije, neuroni su bili tretirani na tri
nacina: medijem za rast neurona (kontrolna skupina), kondicioniranim medijem
hOMSC-a i izravnim dodavanjem samih hOMSC stanica. Proces reoksigenacije
trajao je 24 h nakon Cega su bili analizirani ucinci na preZivljenje neurona.
Reoksigenacija je bila kljuéna komponenta pokusa, jer je omogucavala procjenu

oporavka neurona razli¢itim tretmanima.

Osim direktnog utjecaja stanica, odlucili smo testirati i kondicionirani medij jer ga
smatramo vaznim za poticanje regenerativnih procesa i povecavanja prezivljenja
osteCenih neurona bez potrebe za izravnim kontaktom s hOMSC-ima. Same
stanice u kondicioniranom mediju izluCuju razne bioaktivhe molekule poput
faktora rasta, citokina i ekstracelularnih vezikula koje sudjeluju u neuroprotekciji,
regeneraciji i regulaciji upalnih procesa (176). Jedan dio naseg istrazivackog tima
veé je dokazao kako egzosomi izolirani iz ZMS-a imaju blagotvoran uginak na
stanice oSte¢ene ishemijsko reperfuzijskom ozljedom, smanjujucCi razinu
superoksidinih aniona i samim time stani¢nu smrt (177). Kondicionirani medij je

imao blag ucinak na neurone u odnosu na hOMSC stanice koje su pokazale
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znatno pozitivniji utjecaj. Usporedujuci u€inak izravnog dodavanja hOMSC-a i
kondicioniranog medija donio je vazna saznanja o moguc¢im mehanizmima putem
kojih hOMSC doprinose regeneraciji. Cinjenica da je kondicionirani medij bio
slabo uspjesan u poticanju oporavka u odnosu na same stanice moze se pripisati
slabo zastupljenoj koncentraciji razli€itih neurotrofnih imbenika i drugih signalnih
molekula koje mogu potaknuti prezivljenje i oporavak neurona. Do sada su
istrazivanja bila usmjerena isklju€ivo na ucCinak samih mati¢nih stanica na
oSte¢ena tkiva. lako su pokazale dobar potencijal i dalje se suoCavamo s
poteSkoCama u stanicnoj terapiji koja treba zadovoljavati odredene kriterije poput
stabilne pasaze stanica, uvjeta u stani¢noj kulturi i najvazniji problem kod
transplantacije samih stanica. Kondicionirani medij nudi izvrsnu alternativu za
transplantaciju mati¢nih stanica. Neka istraZivanja pokazala su buduci potencijal
kondicioniranog medija, poput medija MSC-a koji je poboljSao oporavak mukoze
crijeva kod eksperimentalnog kolitisa ili poboljSao oporavak kod koznih bolesti
poput psorijaze, atopi€nog dermatitisa ili obnove dla¢nih folikula kose (178,179).
Njegova primjena istrazuje se i kod neurodegenerativnih bolesti poput
Alzhimerove gdje potencijalno utjeCe na inhibiciju uplanih procesa i prevenciju
apoptoze (180).

Tretman izravnim dodavanjem hOMSC-a rezultirao je zna€ajnim poboljSanjem
Sto opet ukazuje na mogucénost da hOMSC ne djeluju samo parakrino vec i kroz
izravan kontakt na neurone. U modelu Stakora s ozljedom ledne mozdine, jedna
skupina istrazivaCa je transplantirala stanice oralne sluznice koje su smanjile
apoptozu (111). Isto tako u radu gdje su transplantirane epitelne stanice oralne
sluznice, potaknule su regeneraciju osteCenog epitela roznice kod deficita
maticnih stanica limbusa oka (110). Interakcija izmedu hOMSC i oStecenog tkiva
moze ukljuCivati stani¢ne adhezijske molekule koje pruzaju fiziCku potporu ili je
rijeC o celularnom prijenosu signalnih molekula putem izvanstanicnih vezikula -
egzosoma. Isto tako hOMSC mogu ispoljiti imunomodulatorni u€inak i tako
smanijiti upalni proces koji je prisutan nakon hipoksije.
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Najveci problem s kojim smo se susreli tijekom eksperimenta bio je taj Sto su se
neuroni nakon izlaganja hipoksiji odlijepili od podloge zbog visokog stupnja
stanicne smrti. Nakon 24 sata izlozenosti hipoksiji, stanice su formirale plutajuce
nakupine stanicnog smeca sto je zna€ajno smanijilo broj Zivih neurona dostupnih
za daljnju analizu nakon reoksigenacije. Ovaj problem otezao je pouzdanu
procjenu ucCinaka hOMSC-a i njihovog kondicioniranog medija na prezivljenje i
oporavak hipoksijski oStecenih neurona. Razlog za ovakvo ponasanje neurona
nakon izlaganja hipoksiji moze se objasniti ozbiljnim oSteCenjem staniCne
membrane koje je dovelo do stani¢ne smrti i odvajanja neurona od podloge.
Hipoksija izaziva nedostatak kisika i glukoze koji rezultira metabolickim stresom
i nakupljanjem reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) u stanicama Sto na kraju
oStecuje vitalne stanicne funkcije (181). OStecenje staninih membrana uzrokuje
da neuroni postanu nestabilni i odvoje se od podloge Cime se smanjuje njihova
sposobnost prezivljavanja i dodatno otezava njihova regeneracija nakon
reoksigenacije. Neka od mogucih rjeSenja ovog problema bila bi postepena
reoksigenacija, gdje umjesto naglog vracanja neurona u normoksicne uvjete
nakon hipoksije imamo postepeno povecavanje koncentracije kisika Sto moze
smanijiti oksidativni stres i olakSati stanicama prilagodbu na promjenu. Takoder
dodavanje neuroprotektivnih faktora kao Sto su BDNF ili NGF u medij moze
pomoci neuronima da prezive hipoksi¢ne uvjete i smanji stani¢nu smrt ili upotreba
antioksidanasa poput N-acetilcisteina i glutationa koji mogu pomod¢i u smanjenju
nakupljanja ROS-a (182,183,184,185). Ove promjene mogle bi povecati
prezivljenje neurona nakon hipoksije i omoguciti bolju procjenu u¢inaka hOMSC-

a i njihovog kondicioniranog medija na oSteCene neurone.
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. ZAKLJUCAK

. Ovo istrazivanje je dovelo do standardizacije protokola za izolaciju stanica iz
bioptata oralne sluznice koji ukljuCuju primjenu mehani¢kih postupaka i
smjese enzima kolagenaze i dispaze u vremenski precizno definiranim

fazama

. Mati¢ne stanice oralne sluznice (hOMSC) definirane su kao populacija koja
izraZava biljege mati¢nosti: OCT4 i SOX2, biljege neuralnog grebena: SLUG
i NESTIN te biljege mezenhimalnih matic¢nih stanica: CD166, CD90 i CD73.
Istovremeno, stanice su negativne na biljeg fibroblasta CD40.

. Mati¢ne stanica oralne sluznice izlu€uju tri vazna faktora rasta koja sudjeluju
u obnovi tkiva; BDNF, VEGF i NGF.

. Maticne stanice oralne sluznice (hOMSC) pokazale su diferencijacijski
potencijal stvarajuéi sferne nakupine karakteristiCcne za mati¢ne stanice s

neurogenim potencijalom.

. Duljina izlaganja mati¢nih stanica oralne sluznice (hOMSC) kulturi neurona
smanjuje njihovu gensku ekspresiju biljega maticnosti Sto sugerira da nakon

duljeg izlaganja ziv€anom tkivu hOMSC polako gube pluripotentnost.
. U uvjetima anoksije, maticne stanice oralne sluznice (hOMSC) pokazale su
vecu rezistentnost na nedostatak kisika u odnosu na inducirane pluripotentne

mati¢ne stanice (iPSC).

. Mati¢ne stanice oralne sluznice (hOMSC) i njihov kondicionirani medij,

pospjesuju prezivljenje hipoksijski ostecenih neurona in vitro.
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8. SAZETAK

Regenerativna medicina je moderna disciplina koja jedan dio svojih uspjeha
temelji na terapijskom u€inku mati¢nih stanica i molekula koje one izlucuju. Ipak,
mnoge vrste mati¢nih stanica se teSko dobivaju ili je njihova primjena povezana
s etiCkim nedoumicama, pa je pronalaZzenje lako dostupnih izvora stanica vazno
za daljnji napredak. Ovo istrazivanje je opisalo novu populaciju mati¢nih stanica,
dobivenu biopsijom oralne sluznice, nazvanih ljudske matiCne stanice oralne
sluznice (hOMSC). Nakon Sto smo usporedbom razli€itih protokola uspostavili
postupak kojim dobivamo dovoljnu koli€¢inu homogenih stanica koje su
diferencijacijom oblikovale strukture tipicne za nezrele ektodermalne stanice,
testiranjem razlicitih biljega smo ovu populaciju definirali kao zna€ajno pozitivhu
na nestin i CD166, uz mjerljivu prisutnost OCT4, SOX2, CD90, CD40 i SNAIL2.
Testiranje njihove otpornosti na anoksiju je otkrilo kako oralne mati¢ne stanice
bolje prezivljavaju u odnosu na iPSC. Takoder, hOMSC izlu€uju regenerativne
molekule BDNF, VEGF i NGF $to je ovisilo o duljini kontakta s neuronima. Isto
tako je pokazano kako oralne matiCne stanice povecavaju prezivljenje ljudskih
neurona oStecenih manjkom kisika. Sve navedeno ukazuje kako je ovo
istrazivanje uspostavilo protokol dobivanje stani¢ne populacije iz razmjerno lako
dostupnog izvora koja ima znacajan potencijal u lijeCenju ishemijski oStecenog

ziv€anog tkiva.
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9. SUMMARY

Regenerative effect of oral mucosa stem cells on hypoxia damaged neurons in
vitro

Paula Standin

Zagreb, 2025.

Regenerative medicine is a contemporary discipline that relies part of its success
on the therapeutic effects of stem cells and the molecules they secrete. However,
many types of stem cells are difficult to obtain or are associated with ethical
concerns, making the identification of easily accessible cell sources crucial for
further advancement. This study describes a novel population of stem cells,
obtained through oral mucosa biopsy, referred to as human oral mucosa stem
cells (hOMSC). By comparing different protocols, we established a method to
obtain enough of homogeneous cells that differentiate into structures typical of
immature ectodermal cells. Through marker analysis, this population was
characterized as significantly positive for nestin and CD166 with a measurable
expression of OCT4, SOX2, CD90, CD40, and SNAILZ2. Testing their resistance
to anoxia revealed that oral stem cells exhibit substantial resilience under
extreme conditions compared to iPSC. Additionally, hOMSC secretes essential
regenerative molecules: BDNF, VEGF, and NGF. The duration of contact with
neurons modulates the secretion levels of these molecules. It was also
demonstrated that oral stem cells enhance the survival of human neurons
subjected to hypoxic damage. These findings indicate that this study has
established a protocol for deriving a cell population from an easily accessible
source with significant potential for treating ischemic neural tissue damage.
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