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SAZETAK

Utjecaj hipoksije na mati¢ne stanice oralne sluznice
Drazen Juraj Petrovi¢

lako je kliniCka praksa pokazala kako opsezne ozljede oralne sluznice Cesto
zaraStavaju bez oziljka, ¢ak i kada zahvacaju bazalnu laminu, razlog ove pojave nije
dugo bio objasnjen. Jedan od osnovnih uzroka brze obnove bi mogla biti nedavno
otkrivena populacija visoko potentnih mati¢nih stanica sluznice usne Supljine. Ove
multipotentne stanice pokazale su veliki potencijal diferencijacije u brojna tkiva, sto
predstavlja znacajnu osnovu za potencijalnu terapijsku primjenu. Njihovo podrijetlo iz
neuralnog grebena Cini ih etiCki vrlo prihvatljivim izvorom za mati¢ne stanice koje se
mogu diferencirati u neurone. Cilj ovoga istrazivanja bio je odrediti utjecaj hipoksije
na mati¢ne stanice oralne sluznice. Pokazali smo kako stanice izrazavaju biljege
mati¢nosti, a izlaganje ovih stanica hipoksiji rezultiralo je smanjenom aktivnosti
biljega OCT4 i Sox2. U atmosferskom kisiku nestin je bio distribuiran u citoplazmi i

jezgri stanice, no prilikom hipoksije nestin pokazuje tedenciju redistribucije u jezgru.

Kljune rije€i: matiéne stanice oralne sluznice, diferencijacija, neuralni greben,

hipoksija, oksidativni stres



SUMMARY
Influence of hypoxia on oral mucosa stem cells
Drazen Juraj Petrovi¢

Although clinical practice has shown that extensive oral mucosal injury often
heals without scarring, even when the basal lamina is affected, the cause of this
phenomenon has not been well documented. The main cause of this rapid recovery
is today considered to be the existence of a recently discovered population of highly
potent stem cells of the oral cavity. These multipotent cells have shown a huge
potential for differentiation into numerous tissues, offering significant therapeutic
potential. Their neural crest origin makes them an ethically acceptable source for
stem cells that can be differentiated into neurons. The aim of this study was to
determine the effect of hypoxia on stem cells of the oral mucosa. We have shown
that cell express stemness markers, however, exposure of these cells to hypoxia
resulted in reduced expression of OCT4 and Sox2 markers. In the atmospheric
oxygen nestin was distributed in the cytoplasm and the nucleus of the cell, yet in

hypoxia nestin shows tendency to redistribute in the nucleus.

Key words: oral mucosa stem cells, differentiation, neural crest, hypoxia, oxidative

stress



1. UVOD
1.1. Histologija usne Supljine

Usna Supljina je obloZena mnogoslojnim plo€astim epitelom, koji je uglavnom
neorozen, iako moze biti djelomi¢no orozen, ovisno o lokaciji (1). Poput stanica
epidermisa, ploCaste stanice povrsinskog sloja oralne sluznice se stalno ljuste i gube
s povrSine. Za razliku od epidermisa, odljusStene stanice oralne sluznice zadrzavaju
svoju jezgru. OroZeni stanicni slojevi otporni su na mehanicka ostecenja i najbolje su
razvijeni u zvacnoj sluznici gingive (desni) i na tvrdom nepcu. Lamina propria u ovim
podrucjima lezi izravno na periostu podlezeCe kosti. Neorozeni plocCasti epitel
prevladava u sluznici koja oblaze meko nepce, obraz, dno usta i Zdrijelo, testraznje
podrucje usne Supljine koja vodi do jednjaka (1). IstraZivanja su ukazala na prisutnost
multipotentnih praroditeljskih (progenitor) stanica u vezivnom tkivu desni (2). Ovakve
multipotentne stanice imaju sposbnost diferencijacije u osteoblaste, hondrocite i
adipocite (2,3).

1.2. Neuralni greben

Neuralni greben razvija se prilikom neurulacije zametka kada se neuralni
nabori izdiZzu i zatvaraju neuralnu cijev. Neposredno prije zatvaranja neuralne cijevi,
sa ovoga ruba odvaja se posebna skupina stanica nazvanih stanice neuralnog
grebena (NCC - neural crest cells). Prilikom aktivnhe migracije u podlezeéi mezoderm,
ove stanice prolaze kroz epitelno-mezenhimsku tranziciju. Zatvaranjem neuralne
cijevi, stanice neuralnog grebena iz podrucja trupa migriraju u dva smjera: 1. dorzalni
put kroz dermis, gdje ulaze u ektoderm i diferenciraju se u melanocite koze i folikula
dlake; te 2. ventralni put kroz prednju polovicu svakog somita nakon Cega se
diferenciraju u osjetne ganglije, simpati¢ke i crijevne neurone, Schwannove stanice i
stanice srzi nadbubrezZne Zlijezde. Stanice neuralnog grebena migriraju iz kranijalnog
djela zametka neposredno prije zatvaranja neuralne cijevi. Ove stanice doprinose
razvoju kraniofacijalnog kostura, a iz njih se razvijaju i neuroni za kranijalne ganglije,
glija stanice, melanocite, keratinocite oralne mukoze, podlezece fibroblaste i brojne

druge stanice (4,5).




1.3. Maticne stanice
1.3.1. Pojmovi vezani uz mati¢énost

Totipotencija (lat. totipotentia - sposobnost za sve [stvari]) je sposobnost
jedne stanice da se dijeli i stvori sve diferencirane stanice u organizmu. Zigota,
oplodena jajna stanica, predstavlja totipotentnu stanicu iz koje se moze razviti cijeli
organizam. Kako se razvoj odvija, stanice ranog embrija umnozZavaju se i
diferenciraju u prve dvije linije, pluripotentnu unutarnju stani¢nu masu i trofoektoderm
(6). Pluripotencija (lat. pluripotentia - sposobnost za mnogo [stvari]) odnosi se na
mati¢nu stanicu koja ima potencijal diferencirati se u bilo koji od tri zametna listi¢a.
Multipotencija opisuje progenitorske stanice (PC) koje imaju potencijal aktivacije
gena za diferencijaciju u specfiCne tipove stanica. Inducirana pluripotencija je
umjetno postignut proces kojime se diferencirana stanica dediferencira u

pluripotentnu stanicu za $to su Yamanaka i Gurdon 2012. dobili Nobelovu nagradu

(7).
1.3.2. Podjela i raznolikost mati¢nih stanica

MatiCne stanice su stanice koje se mogu diferencirati u druge tipove stanica.
Imaju sposobnost samoobnavljanja, proces kojim se mati¢na stanica dijeli kako bi
proizvela viSe mati¢nih stanica (8). U sisavaca postoje dvije vrste matiCnih stanica:
embrionalne mati¢ne stanice, koje su izolirane iz unutarnje stani¢ne mase blastocista
u ranom embrionalnom razvoju i odrasle matiCne stanice, koje se nalaze u razli€itim
tkivima potpuno razvijenih sisavaca.

Embrionalne matiéne stanice (ES) su stanice koje imaju sposobnost
neograni¢enog rasta odnosno stani¢ne diobe i sposobnost diferencijacije u stanice
svih triju zametnih listica. Mogu se izolirati iz unutarnje stani€éne mase (ICM - Inner

cell mass) odnosno embrioblasta blastociste sisavaca (9,10).
Postoje brojne vrste odraslih maticnih stanica:

e Hematopoetske matiCne stanice iz kojih se razvijaju: crvene krvne stanice, B
limfociti, T limfociti, prirodne stanice ubojice (NK stanice), neutrofili, bazofili,

eozinofili, monociti i makrofazi (11).




1.3.3.

Neuralne (ziv€ane) maticne stanice u mozgu kao progenitori za tri glavne vrste
stanica: ziv€ane stanice (neurone) i dvije kategorije ne-neuronskih stanica -
astrocite i oligodendrocite (11).

Epitelne mati¢ne stanice u sluznici probavnog trakta, prisutne su u dnu
LieberkUhnovih kripta i stanice su progenitori iz kojih se razvijaju tri vrste
diferenciranih epitelnih stanica: apsorpcijski enterociti, vr€aste stanice koje
izlu€uju sluz i enteroendokrine stanice koje lu¢e hormone (12).

MatiCne stanice dojke pruzaju izvor stanica za rast mlijeCne Zlijezde tijekom
puberteta i trudnoce i igraju vaznu ulogu u karcinogenezi dojke (13).

MatiCne stanice kozZe nalaze se u bazalnom sloju epidermisa i nha dnu folikula
kose. Epidermalne matiCne stanice izvor su za diobu keratinocita, koji
migriraju na povrsinu koze i tvore zastitni sloj. 1z folikularnih maticnih stanica
mogu se razviti i folikul dlake i epidermis (11).

Mezenhimske maticne stanice prisuthe u mnogim tkivima. U koStanoj srZi
prisutna su dva tipa stanica: stromalne mati¢ne stanice kostane srZi i skeletne
mati¢ne stanice. |z tih progenitorskih stanica razvijaju se kos$tane stanice
(osteoblasti i osteociti), stanice hrskavice (hondrociti), masne stanice

(adipociti) i stanice strome koje podrzavaju razvoj ostalih krvnih stanica.

Mati¢ne stanice epidermisai oralne sluznice

Mati¢ne stanice epidermisa se nalaze u bazalnom sloju. U normalnim uvjetima

bazalni sloj epidermisa sadrzi 1-10% mati¢nih keratinocita, 50% tranzitornih stanica

(TA - transit amplifying) i 40% postmitotiCki diferenciraju¢ih stanica u ranoj fazi

keratinizacije. Oroznjavanije ili keratinizacija je proces odvajanja bazalnih stanica od

bazalne lamine nakon ¢ega slijedi njihova migracija prema povrsini epidermisa (14).

A. Webb i suradnici razvili su metodu kojom se pomocéu protoCne citometrije mogu

razdvojiti i razlikovati matiCne stanice koze od tranzitnornihi potpuno diferenciranih

keratinocita. Kako bi razlikovali te stanice su Koristili protutijela usmjerena na markere

stanicne membrane integrina a6 i receptora transferina (CD71) (15). Pomoéu ovoga

saznanja B. Calenic i suradnici ukazali su na prisutnost navedenih markera i u

bazalnom sloju oralne sluznice pomocu tehnologije magnetskih mikroCestica (16).




1.3.4. Biljezi mati¢nih stanica

Multipotentne mezenhimske stromalne stanice (MSC) privukle su veliki interes
istraZzivaca u brojnim biomedicinskim podrucjima. Medutim, istrazivacCi objavljuju
studije MSC-a koristeCi razliCite metode izolacije i ekspanzije, te razliCite pristupe
karakteriziranju stanica. Stoga je sve teZe usporedivati ishode studija, Sto ometa
napredak na ovom podru€ju. S ciliem rjeSavanja ovakvog problema, Odbor
mezenhimskih i tkivnih mati¢nih stanica Medunarodnog drustva za stani¢nu terapiju
(International Society for Cellular Therapy - ISCT) 2006. godine predloZio je
minimalne kriterije za definiranje ljudskih MSC. Prvo, MSC mora biti adherirana na
plastitnu podlogu kada se odrzava u standardnim uvjetima kulture. Drugo, MSC
mora izraZzavati povrSinske molekule CD73, CD90 i CD105, a ne smije izrazavati
CD45, CD34, CD14 ili CD11b, CD79a ili CD19 i HLA-DR. Tre¢e, MSC se mora modi
diferencirati u osteoblaste, adipocite i hondroblaste in vitro (17).

Fibroblasti i MSC se ne mogu razlikovati na temelju morfologije, biljega
povrSine stanice, potencijala diferencijacije ili imunomodulatornih svojstava.
R.A. Denu i suradnici testirali su fibroblaste koji su bili pozitivni na CD73, CD9O0 i
CD105, a negativni na CD14, CD34, CD45, CD19; i HLA-DR, gotovo identi¢no kao i
MSC-ovi. Takoder, analizom dodatnih biljega koji su karakteristi¢ni za MSC-ove, ali
nisu dio konsenzusnih kriterija ISCT-a, otkrili su da su svi fibroblasti pozitivni na
CD29 i CD44, a negativni na CD31, slicno kao MSC. Njihovi rezultati impliciraju da su
MSC-ovi i fibroblasti vrlo sli¢ni, a vjerojatno i posve isti tip stanice (18).

Neke studije sugeriraju kako bi odentifikacija i eliminacija fibroblasta iz MSC
kultura znacajno poboljSala prinos MSC-a i potencijal diferencijacije te takoder
sprije€ila nastanak tumora nakon transplantacije MSC-ova. S. Halfon i suradnici
pokazali su da se markeri koji se trenutno koriste za definiranje MSC protonom
citometrijom, kao $to su CD105, CD166, CD90, CD44, CD29, CD73 i CD9, takoder
izrazavaju na fibroblastima ljudske kozZe i fibroblastima plu¢a. Medutim, razina
ekspresije CD166 bila je znacajno visa, a CD9 zna¢ajno manja u MSC-ova nego u
fibroblastima. CD146 specfiCan je samo za MSC-ove. RT-PCR potvrdio je da je
ekspresija CD106, integrina alfa 11 i inzulinu sli¢an faktor rasta-2 u MSC-ima bila 10
puta veca nego u fibroblasta; dok je izrazavanje MMP1 i MMP3 bila je gotovo 100

puta niza u odnosu na fibroblaste (19).




1.3.4.1. Biljezi progenitorskih stanica

MatiCne stanice odnosno stanice progenitori nalaze se u bazalnom sloju
epitela (epidermis, oralna sluznica). Zbog njihovog terapijskog potencijala postojao je
veliki interes da se ove bazalne stanice izoliraju.

Za izolaciju progenitorskih stanica iz epidermisa koze razvijena je posebna
metoda diferencijalne adhezije na proteine ECM. Metoda diferencijalne adhezije je
bazirana na tretiranju petrijevih plasticnih posudica zasebno kolagenom tipa 1V,
fibronektinom, lamininom ili ekstracelularnim matriksom proizvedenim od samih
keratinocita. Jones i suradnici su pokazali da je maksimalno povecanje u sposobnosti
formiranja kolonija (CFE - colony forming efficiency) 5.5 puta vele u stanica
adheriranih na kolagen tipa 4 unutar 20 minuta u odnosu na kontrolu. Stanice koje su
se adherirale na fibronektin unutar 5 minuta imaju tek 2 puta vec¢u CFE, a stanice
adherirane na laminin nemaju vecu sposobnost formiranja kolonija. Zanimljivo je da
stanice adherirane na ekstracelularni matriks keratinocita nakon 10 minuta imaju 4
puta vecu sposobnost formiranja kolonija (20).

Davies i suradnici su puta prikazali izolaciju i karakterizaciju nove skupine
progenitorskih stanica koje se nalaze u lamini propriji oralne sluznice (OMLP) (5).
Progenitorske stanice (PC) pouzdano su izolirane iz OMLP diferencijalnom
adhezijom na fibronektin. 1zolirane kolonije koje potje€u iz jedne stanice pokazale su
brzu pocCetnu fazu proliferacije, vise od 50 udvostru¢enja populacije (PD) prije ulaska
u staniCno starenje (senescence). Ovi podaci su poduprijeti ekspresijom aktivne
telomeraze unutar razvijajuce kolonije i ekspandiranih klonova kao $to je procijenjeno
imunocitokemijom (ICC) i protokolom kvantitativnog telomernog ponavljanja (Q-
TRAP). FACS analiza odnosno protoCni citometar potvrdio je ekspresiju markera
mati¢nih stanica CD44, CD90, CD105 i CD166, ali i negativitet CD34 i CD45 $to
iskljuCuje hematopoetsko podrijetlo za ove progenitore. Porijeklo neuralnog grebena
potvrdeno je poveéanom ucinkovitoS¢u stvaranja kolonija (CFE) u prisutnosti
Jaggeda 1 i ekspresiji neuralnih markera Nestina, B-lll tubulina, GFAP-a i NFM.
Dokazani su i markeri Schwannovih stanica S100 i MPB pomoc¢u imunocitokemije
ICC-a i Western blotta. Multipotentnost ove nove progenitorske populacije pokazana
je diferencijacijom stanica prema mezenhimu (hondrociti, osteoblasti i adipociti) i
prema neuralnom tkivu (neuroni i Schwannove stanice) (5). Ljudski fibroblasti oralne

sluznice (hOMF) pozitivni su na biljege neuralnog grebena CD56 i PDGFRa (21).




Enoch i sur. pokazali su da fibroblasti dobiveni iz OMLP ostvaruju 80-115
totalnih stani¢nih udvostrucenja (CPD) prije stani¢nog starenja, dok su odgovarajuci
upareni kozni fibroblasti istog donora ostvarili samo 40-65 CPD-a. Ovako povecani
kapacitet samoobnavljanja OMLP-fibroblasta neovisan je o telomerazi (upitno zbog
neobjavljenih podataka i u sukobu s naknadno objavljenim rezultatima), ali je bio
povezan s povec¢anom duljinom telomera u odnosu na koZne fibroblaste. Navedeni
rezultati sugeriraju da OMPL fibroblasti posjeduju inherentni mehanizmima koji
odrzava duljinu telomera (22).

B. Calenic i suradnici razvili su metodu za medusobno razlikovanje mati¢nih
bazalnih stanica od tranzitnornih stanicate od diferenciranih keratinocita u ljudskoj
oralnoj sluznici (tri razliCite subpopulacije stanica). Za to je koristena tehnologija
magnetskih mikroCestica vezanih na protutijela. Stanice su razdvojene upotrebom
markera povezanog s proliferacijom, CD71 i a6B4 integrina. Tri razliCite
subpopulacije oralnih keratinocita dobivene su nakon magnetske separacije: o634
pozitivno CD71 negativno, a6B4 pozitivno CD71 pozitivno i a6B4negativno (16).
Frakcija mati¢nih stanica pozitivnih na a6p4, ali negativnih na CD71 bila je pozitivha
za Oct 3/4, CD44H i citokeratin 19 dok je uoCen izostanak ekspresije Nanog, Nestina
i CD117. Druge dvije frakcije stanica a6f4pos CD71pos i a6B4neg bile su negativne
za sve markere mati¢nih stanica. Takoder, a634 pozitivna CD71 negativna frakcija
bila je u stanju regenerirati dobro stratificiran i organizirani ekvivalent oralnog epitela.
Distribucija citokeratina 19 i involukrina u ekvivalentu oralnog epitela odrazava stanje
in vivo oralnog gingivalnog epitela (23). A6B4 integrin kao sastavni dio
hemidesmosoma ima klju¢nu ulogu u vezanju laminina-5 (laminin-332) u bazalnoj
lamini, a eksprimiran je isklju€ivo na povrSini bazalnih keratinocita (24).

S. Pitaru i suradnici jednostavno su i reproducibilno izolirali velik broj stanica iz
uzorka oralne sluznice veli¢éine 3-4x2x1 mm? i nazvali ih matiéne stanice ljudske
oralne sluznice (hOMSC) (25). Vecina ovih stanica izrazava mezenhimalne markere
stromalnih stanica (CD29, CD73, CD90, CD105, CD166). Ove stanice imaju
sposobnost diferencijacije prema svim trima zametnim listi¢ima: mezodermu
(osteoblasti, hondroblasti i adipocitni), definitivni endoderm i ektoderm (neuroni).
Stanice pozitivne na markere mati¢nosti odnosno transkripcijske faktore Oct4 i Sox2 i
za p75 formiraju strukturu nalik na vrpcu (cord-like) u tkivu izoliranom iz oralne

sluznice. Buduc¢i da Nanog i nestin nisu identificirani u stanicama koje formiraju ove




stukture, moguce objasnjenje je da se njihova ekspresija pokrece ili u eksplantatu ili u

stanicama koje napustaju ovu strukturu i migriraju u podlogu za kulturu (25).
1.3.5. Terapijske primjene mati¢nih stanica

Ljudske ES stanice imaju znacajan terapijski potencijali za brojne bolesti, kao
$to je Parkinsonova bolest, ozljeda kraljezniéne mozdine te Secerna bolesti tipa 1
(26). Medutim, postoje eticke poteSkocée koriStenja ljudskih zametaka, kao i problem
odbacivanja tkiva nakon transplantacije u bolesnika. Jedan od nacina zaobilaZenja
ovih problema je stvaranje pluripotentnih stanica izravno iz stanica pacijenata (7).

Mezenhimske mati¢ne stanice (MSC) se mogu samoobnavljati i diferencirati u
vise stani¢nih linija. Trenutno se kostana srz smatra glavnim izvorom MSC-a.
Medutim, postoje odredeni nedostaci i ograniCenja kod uporabe ovih stanica za
stani¢nu terapiju. Ljudski MSC-ovi dobiveni iz tkiva gingive imaju nekoliko prednosti u
odnosu na MSC-ove dobivene iz koStane srzi. Gingivalni MSC-i lako se izoliraju,
homogeni su i proliferiraju brze od MSC-a kostane srzi bez ikakvog faktora rasta.
Vazno je i da gingivalni MSC-ovi pokazuju stabilnu morfologiju i ne gube
karakteristiku MSC-a kod viSih pasaza. Osim toga, MSC-ovi gingive odrzavaju
normalni kariotip i stabilnu aktivnhost telomeraze u dugoroénim kulturama, a nisu
tumorigeni. Ljudska gingiva bolji je izvor MSC-a od kostane srzi jer se veliki broj
funkcionalno i klinicki kompetentnih MSC-a moze generirati u kratkom vremenu za
stani¢nu terapiju u regenerativnoj medicini i tkivnom inZenjerstvu (27).

Ljudski fibroblasti oralne sluznice (hOMF) su potencijalni stani¢ni izvor za
autolognu regeneraciju tkiva dobivenih iz mezenhima ili neuralnog grebena (21).

S. Pitaru i sur. inducirali su diferencijaciju hOMSC u stanice koje pokazuju
morfologiju slicnu astrocitima koje izraZzavaju karakteristiCne astrocitne markere.
Navedeni markeri su glijalni fibrilarni kiseli protein (GFAP), S100b, transporter
ekscitatorne aminokiseline 1 (EAAT1) i izlu€eni neurotrofni faktori (NTF), kao $to je
neurotrofni faktor iz mozga (BDNF), faktor rasta vaskularnog endotela (VEGF),
neurotrofni faktor dobiven glijalnom stani€nom linijom (GDNF) i inzulinu sli¢an faktor
rasta 1 (IGF-1). Kondicionirani medij induciranih stanica spasSava motorne neurone
od hipoksije ili oksidativhog stresa in vitro, Sto upucuje na neuroprotektivi ucinak
posredovan izlugenim faktorima. Stakorima podvrgnutim ozljedama ishijadi¢nog

Zivca, transplantirani su diferencirani hOMSC-ovi. Stakori modeli pokazali su




poboljSanu motoricku funkciju nakon transplantacije. Na mjestu presadivanja
pronadene su transplantirane stanice, povisene razine NTF-a, te znaajno oCuvanje
funkcionalnog neuromuskularnog spoja, Sto je dokazano kolokalizacijom a-
bungarotoksina (a-BTX) i sinaptofizina (SYP) (28).

S. Pitaru i suradnici 2014. godine prvi put opisuju diferencijaciju hOMSC u
stanice koje izluCuju dopamin. Ovako diferencirane stanice pozitivne su na
neuronalne markere B-lll tubulin (TUJ1), MAP2 i sinapsin s karakteristikama
dopaminergickih neurona (transkripcijski factori FoxA2, Lmx1A i Nurr1). Nakon
usadivanja u striatum Stakora modela za Parkinsonovu bolest dolazi do poboljSanje
simptoma(29).

hOMSC pokazuju veliki potencijal u lije€enju totalne transekcije kraljezni¢ne
mozdine. Stanice nasadene na 3D dizajnirani biorazgradivi konstrukt izgraden od poli
I-mlije¢ne kiseline (PLLA) i polilakticne-glikolne kiseline (PLGA) potaknute su da
izluCuju faktore povezane s neuroprotekcijom, imunomodulacijom i aksonalnim
produljenjem. Stakori sa implantiranim konstruktom tkivnog inZenjeringa povratile su
finu motoriCku kontrolu, koordinaciju i hod (30).

Stromalne stanice kostane srzi (MSCs) pokazuju sposobnost visoko ucinkovite
i specificne indukcije u stanice s neuronskim karakteristikama, bez diferencijacije u
glija stanice. Indukcija MSC-ova Stakora i Covjeka izvedena je pomocu transfekcije
gena s Notch unutarstanicnom domenom (NICD) i naknadnim tretiranjem bFGF-om,
forskolinom i cilijarnim neurotrofnim faktorm (CNF) (31). Ovako dobivene stanice
nazvane su SB623 i trenutno su u klini¢kim ispitivanjima. Radi se o otvorenoj studiji s
jednom rukom (NCT01287936) koja je dizajnirana za procjenu sigurnosti i klini¢kih
ishoda. SB623 stanice stereotaktiCki su usadene na rub oSteéenja nastalog usred
mozdanog udara u bolesnika s kroni¢nim motoriCkim deficitom >6 mjeseci nakon
poCetnog mozdanog udara. Preliminarni 12-mjeseéni privremeni podaci iz ove
dvogodisnje studije pokazuju da su stanice SB623 bile sigurne i povezane s
poboljSanjem kliniCkog ishoda, ali nedostatak studije je izostanak randomizacije i
nedostatak kontolne skupine (32). Faza 2b ove studije zvana Actissima, u kojoj se
ispitala ucinkovitost i sigurnost SB623 u 163 bolesnika s motori¢kim deficitom
povezan s kroni¢nim ishemijskim mozdanim udarom, nije zadovoljila svoju primarnu

zavrsnu toCku Sto znaci da nema statistCki znacajne razlike prema kontroli (33).




Vrhunski uspjeh terapije provedene mati¢nim stanicama postigao je talijanski tim pod
vodstvom M. De Luca. Radilo se o sedmogodiSnjem djeCaku koji je bolovao od
bulozne epidermolize (JEB) u kojeg je do$lo do ostecenja preko 60% povrSine koze.
Bolest je uzrokovana mutacijom gena LAMB3 $to je ovaj tim uspio ispraviti. Sam
proces bazirao se na biopsiji malog djela zdrave koze djeCaka. Nakon uzgajanja
autolognih holoklonova (progenitorske stanice) Kkeratinocita, transfecirali su ih
vektorom sa zdravim tipom LAMB3. Tako priredeni kerationiciti presadeni su na
djeCaka koji se danas smatra prvom osobom izlleCenom od tako teSke genetske
bolesti (34).

Rekonstrukcija okularne povrSine (OSR) uz koriStenje kultiviranih slojeva epitelnih
stanica oralne sluznice tkivnim inZenjeringom (COMECS) obecéavajuci je novo
razvijeni tretman za pacijente s teSkim oSteCenjem povrSine oka raznim bolestima
(35).

1.4. Hipoksija

Hipoksija (hypo- (“ispod”) + oxygen + -ia) je pojam koji u doslovhom prijevodu
znaCi smanjen kisik. Hipoksija se definira kao neuspjeh oksigenacije tkiva (36).
Fizioloska koncentracija kisika u tkivu mozdane kore Stakora normalno iznosi od 2.5
do 5.2% (19-40mmHg) (37). Ovakva koncentracija predstavlja hipoksiju za
standardizirane uvjete uzgajanja stanica u kulturi atmosfere (kisik od oko 21%)
sa 5% COa.

Mezenhimalne mati¢ne stanice Stakora (rMSC) uzgajane u uvjetima niskog
kisika (5% O,), pokazuju vecu sposobnost proliferacije i diferencijacije u odnosu na
kontrolne stanice u atmosferskom kisiku (20% O5) (38).

Inkubacija ljudskin mezencefalnih prekursorskih stanica u 3% atmosferskom
kisiku rezultirala je brojnijim stani¢nim diobama u odnosu na kisik prisutan u zraku
(39).

X. Hu i suradnici kultivirali su mezenhimalne matiCne stanice iz transgenic¢nih
miSeva (sa zelenim fluorescentnim proteinom) u uvjetima normoksije ili hipoksije
(0,5% kisika tijekom 24 sata). Prekondicioniranje u hipoksi¢nim uvjetima povecava

ekspresiju faktora vezanih uz prezivljenje i angiogenezu. Navedeni faktori su: faktor 1




induciran hipoksijom (HIF-1a), angiopoetin-1 (Ang-1), vaskularni endotel faktor rasta
(VEGF) i njegov receptor, FIk-1, eritropoetin (EPO), Bcl-2 i Bcl-xL. Ovako
prekondicionirane stanice pogodnije su za transplantaciju u ishemi¢ni miokard (40).
lzumi i sur. istrazili su ucinak hipoksije na potencijal proliferacije i fenotip
primarne kulture ljudskih oralnih keratinocita uzgojenih pri parcijainom tlaku
atmosferskog kisika (20%) i u uvjetima hipoksije (2 i 0,5% O2). Smanjenje ekspresije
p21WAFL/CIPL "h16'NK4A te smanjen broj B-galaktozidaza pozitivnih stanica ukazalo je
na miran (quiescent) fenotip, a ne na starenje (senescence) u hipoksi¢nih stanica. U
usporedbi s normoksi¢nim stanicama, hipoksi¢ne stanice stvaraju znacajno manje
reaktivnih kisikovih spojeva (ROS). U hipoksi¢nih stanica suprimirana je aktivnost
ciline molekule rapamicina u sisavaca (MTOR), a povecana ekspresija hipoksijom
induciranog faktor-1a (HIF-1a) Sto upucuje na fenotip bazalnih stanica. Dakle,
hipoksi¢ni uvjeti mogu odrzavati oralne keratinocite u nediferenciranom i mirnom

stanju in vitro (41).
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2. HIPOTEZA

Hipoksija mijenja izrazaj biliega mati¢nosti stanica izoliranih iz sluznice usne Supljine.
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3. CILJEVI RADA

Kako bi se testirala hipoteza postavljeni su sljedeci ciljevi rada:

1. Izolirati stanice iz lamine proprije oralne sluznice.
2. Istraziti matiCnost izoliranih stanica.

3. Istraziti promjenu izrazaja biljega mati¢nosti u hipoksicnim uvjetima.

12



4. MATERIJALI | METODE

4.1. Izolacija mati¢nih stanica sluznice usne Supljine

Maticne stanice usne Supljine izolirane su od odraslih donora u starosti od 20
do 44 godine prilikom operacije ostranjivanja umnjaka. Uzorak tkiva sluznice usne
Supljine izrezan je nakon lokalne aplikacije lidokaina. |zolirani uzorak tkiva veli€ine je
4x2x2 mm?®. Nakon, uzimanja uzorka komadié tkiva premjesten je u sterilnu petrijevu
posudicu gdje je ispran medijem (DMEM). Komadiéi sluznice usne Supljine stavljeni
su u otopinu dispaze (Dispase |, Sigma-Aldrich, D4818-2MG) (10 ul dispaze | 990 pl
medija), na 4 °C u tubici od 1,5 ml. Drugi dan se od tkiva sluznice usne supljine
odvojio epitel, a ostatak tkiva, odnosno lamina propria se mehanicki usitnila kirurSkim
Skaricama te su se komadici premjestili u malu Petrijevu zdjelicu u medij sastavljen
od: 2 ml low glucose DMEM (1mg/l of glucose), 1% Penicilin/Streptomicin, 1% L-
glutamin i 10% od FBS. Medij se mijenjao svakih 2-3 dana. Nakon 7-10 dana tkivo se
zalijepilo za podlogu i stanice su poéele izlaziti iz tkiva. Zeljene stanice smo odlijepili
akutazom (StemPro®Acutase® Cell Dissociation Reagent, Gibco by life
Technologies, A11105-01). Radi se o adheriranim stanicama koje se najprije isperu
jednom s DPBS-om (2 ml), nakon toga smo dodali akutazu 8 min u inkubatoru (2 ml).
Nakon 8 min stanice s akutazom se pokupe, te se stave nutralizirati u medij za
neutralizaciju (low glucose DMEM koji mora biti minimalno duplo veceg volumena od
same akutaze. Nakon toga slijedi centrifugiranje pri 200 g tokom 6 minuta.
Supernatant se odstranjuje, preciptat se resuspenidira nakon ¢ega se broje stanice i
nasaduju u flasku (tretirana) u gusto¢i od 200 000 st po flasci u 15 ml medija.
Pasaza se provodi kada stanice postignu konfluentnost od oko 80%. Pasaziranje se
provodi ve¢im volumenom akutaze (5 ml), a ispire se s 5 ml DPBS-a. Prvo se stanice
isperu jednom s DPBS-om (5 ml), nakon toga doda se akutaza 8 min u inkubatoru (5
ml). Nakon 8 min stanice s akutazom se pokupe, te se stave nutralizirati u medij za
neutralizaciju (low glucose DMEM koji mora biti minimalno duplo ve¢eg volumena od
same akutaze. Nakon toga slijedi centrifugiranje pri 200 g tokom 6 minuta.
Supernatant se odstranjuje, preciptat se resuspenidira nakon ¢ega se broje stanice i
nasaduju u flasku (tretirana) u gustoc¢i od 200 000 st po boci u 15 ml medija.

13



4.2. Fiksacija stanica

Stakalca za fiksaciju su naprije bila potopliena u 70% etanolu 20 minuta, a
nakon toga su bile pod UV svjetlom sat vremena. Nakon toga stakalca nisu posebno
tretirana jer se zbog seruma u mediju stanica koji omoguc¢ava adheriranje hOMSC za
stakalca. Nakon toga stanice su bile fiksirane 4% otopinom paraformaldehida kroz 10
minuta. Nakon toga stanice su isprane tri puta sa DPBSom (engl. Dulbecco’s
phosphate buffer saline, pH 7,4). Stanice ostaju u DPBS-u do provodenja

imunocitokemije.
4.3. Imunocitokemija

Fiksirane stanice isprane su Cetri puta po 10 minuta PBS-om te im je dodano
500 uL otopine za permeabilizaciju 10-15 minuta (0,2% triton X-100 (Sigma, T8787-
100ML) u PBS-u). Nakon permeabilizacije ponovno je provedeno ispiranje stanica
PBSom po 10 minuta. Blokiranje sa svrhom da se prekriju nespeificni epitopi
provedeno je 3% magare¢im serumom u PBS-u tokom jednog sata. Primarna
protutijela u 3% magare¢em serumu i PBS-u dodana su na stanice te je ostavljeno u
frizideru na +4 °C preko noci®. Kao kontrola koriSten je serum magarca bez primarnih
protutijela. Primarna protutijela, podrijetlo, razriedenje i proizvodac, upotrijebljena u
ovom istrazivanju prikazana su u Tablici 1.

Drugi dan su primarna protutijela isprana PBS-om tri puta po 10 minuta.
Nakon ispiranja primarnih protutijela na stanice je stavljena otopina sekundarnih
protutijela u PBS-u te su tako stanice inkubirane jedan sat na sobnoj temperaturi u
zamracenoj prostoriji. Sekundarna protutijela, podrijetlo, razrjedenje i proizvodac,
upotrijebljena u ovom istrazivanju prikazana su u Tablici 2. Nakon jednog sata,
isprana su sekundarna protutijela, takoder tri puta po 10 minuta te je na stanice
stavljena fluorescentna boja za jezgre, DAPI u koncentraciji 1:8000. Nakon deset
minuta, DAPI je isprana, takoder tri puta po 10 minuta te su stanice poklopliene
medijem za fluorescentno poklapanje (Dako Fluorescent Mounting Medium, S3023).
Poklopljeni preparati, ostavljeni su u frizideru +4 °C na suSenju do mikroskopiranja na
EVOS FL Auto Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific).
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Tablica 1. Primarna protutijela upotrijebljena za imunocitokemiju.

Protutijelo Podrijetlo Razrjedenje Proizvodac

Cleaved Caspase 3 Zec 1:400 Cell Signaling (#9661S)
Sox2(D9b8N) Zec 1:400 Cell Signaling (#23064S)
Oct-4 (D7052) Mis 1:200 Cell Signaling (#75463S)
Nestin (G-20) Koza 1:200 Santa Cruz (sc-21248)

Tablica 2. Sekundarna protutijela upotrijebliena za imunohistokemiju i

imunocitokemiju.

Protutijelo Razrjedenje Proizvodac

Alexa Fluor 647 magarac anti-zec IgG 1:500 LifeTechologies (A31573)
Alexa Fluor 647 magarac anti-mis 1gG 1:500 LifeTechologies (A31571)
Alexa Fluor 633 magarac anti-koza IgG | 1:500 LifeTechologies (A21082)

4.4. Hipoksija i deprivacija glukoze

Stanice su isprane DMEMom bez glukoze a zatim je isti medij staljen na njih.
Nakon toga stanice su stavljene 3 sata na 0% kisika u na EVOS FL Auto Cell
Imaging System (Thermo Fisher Scientific). Nakon provedene hipoksije, stanicama je

vracen normalni medij.

15




5. REZULTATI

5.1. Postupak izolacije je doveo do uspjesno dobivene populacije oralnih

maticnih stanica

Prvi rezultat ovog diplomskog rada bila je uspje$na izolacija mati¢nih stanica
oralne sluznice. Tkivo oralne sluznice (slika 1.) tretirali smo dispazom preko noci.
Dispaza cijepa fibronektin i tip IV kolagena Sto ju Cini idealnim enzimom za
razgradnju bazalne lamine (42). Ovaj postupak omogucio je jednostavno odvajanje
epitela od podlezec¢e lamine propriae. Izdvojenu laminu propriu smo usitnili kirurSkim
Skaricama i koristili kao izvor mati¢nih stanica oralne sluznice. Komadiéi tkiva
adherirali su na podlogu nakon 7-10 dana nakon €ega su stanice pocele migrirati iz
tkiva na povrSinu Petrijeve zdjelice. Nakon otprilike 2 tjedna stanice su migrirale (slika
2.) nakon Cega smo ih odlijepili akutazom i koristili za daljnje pasaziranje i

imunocitokemiju.

Slika 1. Tkivo oralne sluznice. Bijela strelica pokazuje crveno tkivo lamine proprije
koristene u pokusu. Crna strelica oznacava blijedo tkivo koje predstavlja epitel oralne
sluznice.
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Slika 2. Morfologija stanica koje su migrirale iz tkiva lamine proprije oralne sluznice.

Stanice su adherirane uz brojne stani¢ne izdanke.

5.2. Mati€ne stanice oralne sluznice izrazavaju biljege OCT4, Sox2 i

nestin

U drugom dijelu diplomskog rada testirali smo odabrane markere Oct4, Sox2, nestin i

Ccasp3, te smo promatrali je li hipoksija utjeCe na njihov izrazaj.

Bojanje na OCT4 u uvjetima normoksije je pokazalo umjereno slab signal (slika 3).

Slika 3. Imunoobojenje stanica u atmosferskom kisiku na OCT4. Pokazuje prisutnost
slabog signala. Imunobojenje sa OCT4 (crveno) (a) i protuboja s DAPI (b). Fazna

slika istih stnica (c). Skala 100 um.
Bojanje na SOX2 u uvjetima normoksije pokazuje umjereno slab signal(slika 4).

Bojanje na nestin, bilieg neuralnih mati¢nih stanica (43), pokazuje pozitivitet u

citoplazmi kao i u jezgri svih stanica (slika 4 i 5).
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Slika 4. Imunoobojenje stanica u atmosferskom kisiku. Prisutan je slab signal SOX2
(a, crveno) i jaCi signal nestina (b, crveno) u svim stanicama. DAPI plavom bojom

obojane su jezgre Skala 100um.

Slika 5. Imunoobojenje stanica u atmosferskom
kisiku. Imunoobojenje na Nestin (crveno) i
protuboja DAPI (plavo)(b). Skala 10 um.

Bojanje na pocijepanu kaspazu 3 (CCasp3) kao biljeg programirane stani¢ne smrti
apoptoze (44), pokazuje umjereno jak nuklearni signal te slabije obojenje citoplazme
(slika 6).

Slika 6. Imunoobojenje na CCasp3 pokazuje umjereno jak nuklearni te slabiji
citoplazmatski signal. Imuno obojenje na DAPI (plavo)(a). Imuno obojenje na

pocijepanu kaspazu 3 CCasp3 (crveno)(b). Skala 100 um.
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5.3. Hipoksija djeluje na izrazaj biljega OCT4, Sox2 i nestin u populaciji

oralnih maticnih stanica

Kako bismo istraZili kako hipoksija utjeCe na izrazaj odabranih markera,
stanice su izloZene hipoksi¢nim uvjetima od 0% kisika bez glukoze u mediju.

U usporedbi s normoksijskim uvijetima, biljezi mati¢nosti OCT4 i SOX2 su
pokazali potpun nedostatak signala.

U usporedbi s normoksijskim uvijetima, bojanje na nestin pokazuje signal
prisutan gotovo iskljucivo u jezgri stanica (slika 7), dok je signal u citoplazmi mnogo
slabiji nego je to bio slu¢aj kada smo stanice uzgajali u normoksijskim uvijetima.

U usporedbi s normoksijskim uvijetima, bojanje na pocijepanu kaspazu 3
(CCasp3) pokazuje umjereno slab signal u jezgri stanica, te gotovo potpun

nedostatak signala u citoplazmi (slika 8)

Slika 7. Imunoobojenje stanica depriviranih glukozom u hipoksiji pokazuje primarno

nuklearni signal nestina (crveno) . Skala 700 um.
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Slika 8. Imunoobojenje stanica depriviranih glukozom u anoksiji na DAPI i CCasp3 .
Imuno obojenje na DAPI (plavo)(a). Imuno obojenje na pocijepanu kaspazu 3
CCasp3 (crveno)(b). Skala 100 um.
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6. RASPRAVA

Osnovni cilj ove studije bio je utvrditi ima li razlike u izrazaju biljega maticnosti
OCT4 i Sox2 te nestina i CCasp3 u hipoksiji u odnosu na normoksiju. Kako bismo to
ostvarili, dizajnirali smo pokus koji se sastojao od izolacije mati¢nih stanica iz lamine
propriae oralne sluznice te izlaganje navedenih stanica hipoksiji i normoksiji.

KoriStenjem protokola koji je uklju€ivao tretiranje tkiva oralne sluznice
dispazom te izdvajanjem tkiva laminae propriae s mogucnosti priljepljivanja istoga na
podlogu, uspjeli smo izolirati maticne stancie iz tkiva laminae propriae. lako je
postupak dugotrajan i zahtjeva period u kojem stanice spontano izlaze iz eksplantata,
uspjesSnost je u nasim rukama bila vrlo dobra.

Buduci da smo htjeli istraziti kako hipoksija utjeCe na neke od glavnih gena koji
reguliraju mati¢nost,odabrali smo OCT4 i Sox2. OCT4 je billeg embriogeneze u
Covjeka (45), ali i mati¢nih stanica odraslog Covjeka (46). Sox2 gen je neophodan za
regulaciju pluripotencije i samoobnavljanja embrionalnih mati¢nih stanica u Covjeka
(47). OCT4 i Sox2 formiraju heterodimer i vezu DNA te njihov relativni odnos
koncentracija ima klju¢an utjecaj na usmjerenje ESC prema samoobnavljanju ili
diferencijaciji (48,49).

Geni mati¢nosti OCT4 i Sox2 pokazuju slab intenzitet bojenja u normoksiji, a
bojenje u hipoksiji je negativho. Analiza rezultata iz literature pokazuje veliku
raznolikost definiranja razina kisika koja se smatra hipoksijom. Ipak sve viSe je
prihvaceno misljenje kako za mati¢ne stnaice treba koristiti koncentracije nize od 2%,
buduéi da mati¢ne stanice prirodno rastu na nizim koncentracijama kisika. Sto se ti¢e
OCT4 za kojega smo u ovome radu pokazali da hipoksija smanjuje njegov izrazaj,
slicno su opisali H. Ren i suradnici. Oni su pokazali da hipoksija ubrzava proliferaciju
i diferencijaciju MSC, §to dovodi do zaustavljanja transkripcije OCT4 (50).

Pocijepana kaspaza 3 (CCasp3) u normoksiji pozitivna je u jezgri stanica, a u
hipoksiji lokalizacija je ista i intenzitet bojenja je podjednak. Kaspaza 3 je cistein
proteaza i igra kriti€nu ulogu u regulaciji programirane stani¢ne smrti (apoptoza) (44).
Kaspaza 3 osim apoptoze ima znacajnu ulogu u diferencijaciji ESC cijepanjem
transkripcijskog faktora nanog (51). Gorup i sur. pokazali su kolokalizaciju GAP43
kljuénog faktora za izrastanje novih aksona te kaspaze 3 nakon indukcije mozdanog
udara u miSeva (52). Wang i suradnici pokazuju da nedostatak bFGF u kulturi

pluripotentnih stanica izaziva njihovo odvajanje od ECM. Odvajanje ovih stanica od
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ECM rezultira: 1. kaspazom 3 induciranu programiranu stani¢nu smrt anoikis u tim
stanicama, 2. kaspazom 3 pocijepan nanog Sto stimulira diferencijaciju ovih stanica
(53). Mi nismo vidjeli razliku u ekspresiji pocijepane kaspaze 3 $to moZze biti odrazaj
nedostatka bFGF i ECM u nasih kultura.

Nestin u normoksiji pokazuje pozitivitet u jezgri i citoplazmi dok se prilikom
hipoksije lokalizira vec¢inom u jezgri. Nestin je intermedijarni filament koji se
eksprimira u progenitorskim stanicama srediSnjeg Ziv€anog sustava i misi¢nog tkiva,
no njegova ekspresija isCezava prilikom diferencijacije stanica (56,57). Ekspresija
nestina u odraslih ljudi povec¢ana je u patoloskim stanjima kao Sto su glijalni oziljak
kod ozliede SZS, regeneracija o$te¢enog misiéa i neuroepitelni tumori (58—60).
Prilikom oksidativnog oStecenja stanica neuralnih progenitora dolazi do povecéanja
ekspresije nestina. Ovo povecanje ekspresije izrazito je povezano sa citoprotektivnim
ucinkom (61). Kako su stanice iz ovog eksperimenta uzgajane u atmosferskom
kisiku, vrlo je moguce da su stanice bile izlozene oksidativnhom stresu. Povecana
ekspresija nestina djeluje kao protektivni faktor i protuteZza aktivaciji apoptoze kao Sto
je pokazano pocijepanom kaspazom 3. Stromalne stanice ljudske oralne sluznice
dvostruko poztitivne na nestin i CD44 marker nalaze se uglavnom unutar vezivnih
papila ispod lamine proprie oralne sluznice (62). Pozitivni nestin ukazuje na
fibroblastno podrijetlo ovih stanica. Mi smo u naSsem radu pokazali da je nestin
pozitivan u jezgri, Zhang i suradnici pokazali su da pozitivan nestin u jezgri sudjeluje
u zastiti tumorskih stanica od stani¢nog starenja (63).

Jedan od razloga zasto smo u pocCeku, u normoksiji imali slabiji signal biljega
mati¢nosti OCT4 i SOX2 bi mogao biti da se ovim postupkom u naSem uzorku nalaze
stanice koje nisu maticne. Ipak, kada bi to bio slu€aj, vjerojatno bi vidjeli stanice s
velikom razlikom u izraZzaju ovih gena u istom uzorku. U buducénosti mozemo
razmisliti kako dodatno unaprijediti ovaj protokol: Danas postoje razne metode za
izolaciju mati¢nih stanica, a potencijalno najjednostavnija od njih bazirana je na
veli€ini stanice. Keratinociti veli€ine izmedu 11 i 20 um pokazuju najveéu sposbnost
dijeljenja, dok stanice vece od 20 um viSe nemaju sposbnost dijeljenja i terminalno su
diferencirane (54). Kako je metoda biranja stanica pod mikroskopom s naknadnim
nasadivanjem u praksi vrlo zahtjevna i neprihvatljiva, proizvedeni su posebni
najlonski filteri. Pomodu filtera od najlonske mreze (pore od 20 i 11um) izdvojen je

veliki broj progenitora keratinocita. Stanice koje su proSla oba filtera odnosno
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nezarobljene stanice pokazuju vecu vijabilnost i pozitivitet na billege a6 integrin i
CD71(55). Ovo saznanje otvorilo je put prema razvoju tehnologije bazirane na
magnetskim mikroCesticama vezanim na protutijela (16). Razvijena je i metoda

bazirana na differencijalnoj adherenciji na fibronektin ¢ime se izdvajaju mati¢ne
stanice (5).
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7. ZAKLJUCCI

1. Postupak koji smo primijenili u ovom radu je doveo do uspje$ne izolacije mati¢nih

stanica oralne sluznice.

2. Stanice izolirane iz tkiva lamine proprije oralne sluznice pokazuju slab intenzitet

signala na biljege maticnosti OCT4 i SOX2, te na nestin i kaspazu 3.

3. U usporedbi s normoksijskim uvjetima, hipoksi¢ni uvjeti uz deprivaciju glukoze

smanjuju intenzitet signala Oct4 i Sox2, a signal nestina postaje primarno nuklearan.
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