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Sazetak

,Primjena genske terapije i mati¢nih stanica u lije¢enju oStec¢enja hrskavice*

U posljednjih nekoliko stoljeca, Zivotni tempo se neprestano ubrzava, a zivotni vijek je sve
duzi i stresniji. Prehrana je nezdrava, sve vise i vise ljudi je pretilo, a razvojem tehnologije razvijaju
se i racunala i obavljaju sve vise posla, §to dovodi do toga da znatan broj ljudi radi u uredu ili ima
neko sli¢no, sedentarno zanimanje. Sve gore navedeno su faktori rizika za razvoj jedne od
degenerativnih bolesti hrskavice. Lijecenje ovih bolesti je kompleksno, a terapijske metode su za
sad ili nedovoljno efektivne dugoro¢no gledano ili pre invazivne u ranoj ili umjereno razvijenoj fazi
bolesti. Razvojem regenerativne medicine, doslo do novog pogleda na metode lijecenja oSte¢enja
hrskavice jer postoji razlika izmedu tkiva dobivenog popravkom hrskavice i onog dobivenog
regeneracijom hrskavice. Cilj je svakako posti¢i regeneraciju hijaline hrskavice, nasuprot cijeljenja
fibroznom. Postoji velik broj modela koji se proucavaju kao potencijalne metode lijeCenja
osteoartritisa, degenerativne bolesti diska i patologije meniskusa koje koriste mati¢ne stanice,
naj¢eS¢e mezenhimalne mati¢ne stanice. Ispituje se primjena mati¢nih stanica na nosacima,
ubrizgavanje istih u zglobnu pukotinu ili pak injiciranje samo njihovih produkata u zglob u obliku
egzosoma. Mati¢ne stanice mogu biti ubrizgane onakve kakve su izolirane, nepromijenjene ili se
moze njima manipulirati citokinima i faktorima rasta. Uz mati¢ne stanice, potencijal za koristenje
u terapiji ve¢ navedenih bolesti ima i genska terapije koja se, isto kao i terapija mati¢nim stanicama,
istrazuje u raznim oblicima. Dio istrazivanja kao vektore koristi viruse, naj¢es¢e adenoviruse i
rekombinantne adeno-povezane viruse, drugi koriste neviralne vektore. U ovom pregledu literature
su navedene ¢injenice iz trenutno dostupnih radova s tematikom mati¢nih stanica i genske terapije.
Znanstvena zajednica se slaze da je ovo podrudje istrazivanja zanimljivo i obecavajuce, ali se isto

tako slaze i da nedostaje velik broj kvalitetnih istrazivanja i dobro osmisljenih klini¢kih pokusa.

Kljuéne rije¢i : maticne stanice, genska terapija, hrskavica, osteoartritis, degenerativne bolesti
hrskavice, regenerativna medicina



Abstract

,Application of gene therapy and stem cells in cartilage damage therapy*

During several last centuries, the pace of life is constantly getting faster and life span is getting
longer and more stressful. Diet is unhealthy and statistics regarding obesity are catastrophic. Perpetual
development of technology has lead to a situation in which most of the work is being done in front of a
computer, sitting. Everything that was just stated is a risk factor for the development of degenerative
cartilage disease. Treatment of these diseases is complex while therapy methods are either not effective
enough in the long run or too invasive for a patient with mild disease. With the development of
regenerative medicine, new perspectives concerning therapy methods have emerged because there is a
big difference between tissue reparation and restoration. The goal of the treatment method should be
hyaline cartilage restoration, as opposed to the reparation with fibrocartilage. There are numerous models
of potential osteoarthritis, degenerative disc disease, and meniscus treatments that could be using
mesenchymal stem cells in the future. Likewise, there are several methods for stem cell application being
tested, such as stem cell scaffolds, injection of the cells in the joint and injection of the products of the
stem cells via their exosomes. Stem cells can be used in therapy without any treatment with growth factors
or cytokines, but many authors have experimented with the preparation of mesenchymal stem cells with
different molecules. Besides stem cells, gene therapy has shown great potential for the treatment of
degenerative cartilage diseases. There are quite a few ways of using gene therapy for these diseases. For
instance, a portion of researchers uses adenoviruses, while other use recombinant adeno-associated
viruses. Others use non-viral methods of gene transfer. The facts listed in this review are collected from
scientific researches concerning gene therapy and stem cells. The scientific community agrees on the
prosperity and theoretical possibilities of this area of research, but there is also a consensus that states

that there is a further need for investigation and well-designed experiments and clinical trials.

Keywords: stem cells, gene therapy, cartilage, osteoarthritis, degenerative cartilage diseases,
regenerative medicine



1. Uvod

Moderan i nezdrav stil Zivota, produljenje Zivotnog vijeka i epidemija pretilosti u svijetu
su uvelike utjecali na porast prevalencije degenerativnih bolesti poput osteoartritisa, osobito
medu starijom populacijom (1). Osteoartritisom je zahvac¢eno oko 7% svjetske populacije (2),
dok se taj postotak prema nekim autorima (3) penje i na viSe 50% od ukupnog stanovniStva za
populaciju stariju od 65 godina. Za razliku od starije populacije, u mladoj populaciji do
ostecenja hrskavice i dolazi zbog sportskih ozljeda, koje su najcesée povezane s profesionalnim
i rekreativnim bavljenjem odredenim sportovima, osobito nogometom, kosarkom i ameri¢kim
nogometom (4). Te ozljede tek kasnije mogu dovesti do osteoartritisa stradalih zglobova.
Upravo je terapija maticnim stanicama novi oblik terapije koji ima potencijal prevenirati i
lijeciti ovu degenerativnu bolest.

Terapija oStecenja hrskavice se za potrebe uvodnog dijela ovog diplomskog rada moze
podijeliti na konzervativnu ili nekirursku i kirurSku, a detaljniji opis terapijskih metoda se
nalazi dalje u radu. U posljednjih dvadesetak godina se razvila metoda pod nazivom ACI
(Autologous chondrocyte implantation) ili autologna implantacija hondrocita, koja je postala
zlatni standard u terapiji hrskavi¢nih defekata (5). Napretkom molekularne biologije,
ortopedije 1 opéenito medicinskih znanosti otkrivene su nove metode koje bi se rezultatima
mogle usporedivati s ACI kao §to je implantacija mezenhimalnih mati¢nih stanica (6).
Mezenhimalne mati¢ne stanice bi mogle pronaci primjenu i kod bolesti vertebralnih diskova i
meniskusa koljena.

Cilj ovog preglednog rada je iznijeti recentne i relevantne stavove i Cinjenice iz
literature iz podrucja terapije oStecenja hrskavice s posebnim naglaskom na molekularno-

bioloske aspekte terapijskih metoda u kojima se koriste mati¢ne stanice te genska terapija.




2. Hrskavica

Hrskavica je avaskularno, aneuralno i alimfati¢no tkivo koje se, kao i ostala vezivna
tkiva, sastoji od stanica (hondrocita), vlakana i ECM-a (ekstracelularnog matriksa) (7).
Hondrociti su stranice koje se u zdravih odraslih osoba gotovo uopc¢e ne dijele, a energiju
proizvode i aerobnim i anaerobnim procesima, ovisno o uvjetima u kojima se nalaze. Nutrijente
opskrbljuje tkivo perihondrija, a ako perihondrij nedostaje hrskavica dobiva nutrijente preko
okolnih struktura, ponajvise sinovijalne tekucine. Do samih hondrocita nutrijenti dolaze
procesom difuzije.

U ljudskom tijelu postoje tri vrste hrskavice : hijalina ili staklasta, elasti¢na i vezivna
ili fibrozna hrskavica. Perihondrij je vezivno tkivo koje okruzuje hrskavicu i sastoji se od dva
sloja. Vanjski sloj perihondrija sadrzi krvne Zile koje prehranjuju hrskavicu, a unutarnji sloj
sadrzi fibroblaste i osteohondroprogenitorne stanice koje se kasnije diferenciraju u osteoblaste
i hondrocite. Hijalina hrskavica se naziva i staklastom zbog svog izgleda, a nalazi se u grkljanu,
dusniku, bronhima, ventralnim krajevima rebara, epifiznim zonama rasta i na zglobnim
povrSinama. Elasticnu hrskavicu nalazimo u uski, vanjskom slusnom hodniku, epiglotisu,
grkljanu i bronhima, a osim vlakana koja su izgradena od kolagena tipa II, sadrzi i mrezu
elasti¢nih vlakanaca. Vezivna hrskavica se uglavnom sastoji od kolagena tipa [ 1 [11 izgraduje
zglobne diskove i meniske, pubi¢nu simfizu, a nalazimo je 1 na mjestima insercije tetiva.

Hijalina i elasticna hrskavica posjeduju perihondrij dok istog nema u vezivnoj
hrskavici. Iznimka su zglobne hrskavice, koje se histoloski svrstavaju u tip hijaline hrskavice,
ali niti kod njih se ne nalazi perihondrij. Zglobne hrskavice su osobito podlozne oStec¢enjima i
degenerativnim promjenama zbog nedostatka perihondrija te zbog velikih sila koje djeluju na

zglobove. Najcesce ostecenje hrskavice je oStecenje zglobne hrskavice koljena.




2.1. Zglobna hrskavica

Zglobna hrskavica je debela 2 — 4 mm. U sastavu ekstracelularnog matriksa zglobne
hrskavice se nalaze proteini kolageni, medu kojima dominira kolagen tip II koji s tipovima IX
i tip XI stvara osnovnu strukturu, te proteoglikani, glikozaminoglikani, ostali proteini i voda
(8) . Struktura zglobne hrskavice je kompleksna, podijeljena u ¢etiri sloja. Povrsinski sloj je
relativno tanak, s plosnatim hondrocitima i ve¢im brojem kolagenih vlakana. U prijelaznom ili
srednjem sloju nalazimo manje plosnate hondrocite i slabije organizirana kolagenska vlakna.
Isto tako, ovo je sloj s najviSe proteoglikana. Duboki, odnosno bazalni sloj se sastoji od
hondrocita koji su okrugli i posloZeni u stupove, paralelno sa smjerom pruzanja kolagenskih
vlakana. Posljednji, najdublji sloj hrskavice se naziva kalcificiranom slojem. Glavna uloga

kalcificiranog sloja zglobne hrskavice je povezivanje povrSnijih slojeva hrskavice sa

subhondralnim dijelom kosti.

Povrsinskisloj - .  ° . WA

Prijelazni sloj

Duboki sloj

o t Subhondralna kost
Spuzvasta kost

Slika 1. Slojevi zglobne hrskavice.

(slika preuzeta s https://www.orthobullets.com/basic-science/9017/articular-cartilage, prepravljena i prevedena)




Bitno je spomenuti i dio ekstracelularnog matriksa koji neposredno okruzuje hondrocite
— pericelularni matriks (PCM). PCM sluzi kao svojevrsna zona prijenosa biokemijskih,
signalnih molekula i biofizikalnih faktora koji nastaju optere¢enjem zgloba, te kao zona
transporta izmedu hondrocita i ekstracelularnog matriksa . Hondrocit s pripadaju¢im PCM tvori
jedinicu — hondron.

Funkcija zglobne hrskavice je viSestruka. Ona distribuira teret i smanjuje stres na
subhondralnu kost zbog svojih elasticnih svojstava koja proizlaze iz kompleksne strukture
hrskavice. Kolageni hrskavici daju oblik i vla¢nu ¢vrsto¢u, dok proteoglikani zbog svoje
polarnosti navlace molekule vode i uvelike pridonose elasticnosti i otpornosti na kompresiju
(9). U zglobovima faktori trenja su niski zbog glatke povrsine hrskavice i zbog sinovijalne

tekucine, koja sluzi kao lubrikant, pa pokreti u zglobu teku glatko.




2.2. Meniskusi

Meniskusi su male hrskavice koljena, oblika slova ,,C* kojima je glavna uloga postici
bolju kongruenciju zgloba i djelomi¢no oteretiti hrskavicu zglobnih povrSina (10). Postoje
medijalni i lateralni meniskus. Medijalni meniskus je polukruzna hrskavica koja se nalazi
izmedu medijalnih kondila femura i tibije, te je srastao s kolateralnim ligamentom tibije pa je
puno manje gibljiv nego lateralni. Lateralni meniskus je okruglastiji i pomiéniji je jer nije
srastao s ligamentima pa je i puno rjede oStecen. Nakon §to osoba dozivi odraslu dob, samo
vanjskih 10-25% meniskusa je vaskularizirano, pa se ta zona naziva i vaskularnom odnosno
neuralnom zonom ili crveno-crvenom zonom. Zona bez krvnih Zila se naziva bijelo-bijelom
zonom i upravo je ta avaskularna bijelo-bijela zona najpodloZnija trajnim posttraumatskim i
degenerativnim lezijama (11). Meniskusi su optereceni velikim silama tlaka i vlaka, a mogu ih
podnositi zbog svoje specifi¢ne strukture. U crveno-crvenoj zoni prevladava kolagen tip I, dok
u bijelo-bijeloj zoni prevladava kolagen tip II. Uz kolagene u meniskusima pronalazimo i

elastin, ¢iji utjecaj na biomehanicka svojstva meniskusa jos nije u potpunosti razotkriven (12).




2.3 Intervertebralni diskovi

Intervertebralni diskovi su hrskaviéne strukture koje se nalaze izmedu svakog
cervikalnog, torakalnog i lumbalnog kraljeska, a iznimka su atlas i axis izmedu kojih ne postoji
disk. U ljudskom tijelu ukupno postoji 23 intervertebralna diska, a svaki se sastoji od debelog
vanjskog, fibroznog prstena koji se naziva i annulus fibrosus i od unutarnjeg, mekanijeg dijela
koji se naziva i nucleus pulposus. U nucleusu pulposusu je kolagen nasumicno rasporeden (13),
a uz kolagen se nalaze jos i elastinska vlakna. Vanjski annulus fibrosus se sastoji od 12 do 25
koncentri¢nih prstenova, a kolagenska vlakna su postavljena otprilike pod 60° u odnosu na
vertikalnu os. Elasti¢na vlakna su postavljena izmedu lamela (14).

Uz annulus fibrosus i nucleus pulposus treéi dio intervertebralnog diska je zavr$na ploca
koja se nalazi na mjestu spajanja intervertebralnog diska s kraljeSkom. U intervertebralnim
diskovima kod odraslih ljudi u pravilu nema krvnih zilica, ali u vanjskoj lamini annulusa
fibrosusa postoje proprioceptori (15).

Funkcije diskova su bitne za pokretljivost tijela i uspravno hodanje kod covjeka.
Osnovna funkcija diska je da omoguéi pokrete izmedu kraljezaka. Druge funkcije diska su da
apsorbira mehanicki Sok na kraljeske i da distribuira teret koji kraljeznica nosi. Osim ovih
funkcija, struktura i cjelovitost diska su neophodne za odrzavanje intervertebralnih otvora

dovoljno velikim za prolazak mozdinskih zivaca.




3. Ostecenja hrskavice

U ovom poglavlju su opisane patologije hrskavice u ¢ijem se lijeCenju koriste mati¢ne
stanice 1 genska terapija ili postoje istrazivanja koja ispituju koristenje mati¢nih stanica ili

genske terapije.

3.1. Osteoartritis

Ghouri i Conaghan (16) navode da je osteoartritisom zahvaceno 242 milijuna ljudi na
svijetu, a u istrazivanju Global burden of diseases (17) iz 2019. godine stoji da je osteoartritis
15. bolest po broju YLD (Years lived with disability) s tendencijom blagog rasta na istoj tablici
od 1990. godine. Iz ovih podataka je vidljivo da je osteoartritis, do kojeg dolazi nakon akutnog
ili kroni¢nog ostecenja hrskavice, ozbiljan teret zajednici i zdravstvenim sustavima. Razlog
tome je, Sto barem tre¢ina osoba koje su oboljele od ove bolesti navodi da osjeti umjerenu do
jaku bol u podrucju zahvacenog zgloba (16), a drugi simptomi su ukocenost, osjetljivost,
gubitak fleksibilnosti zgloba i oteklina.

Postoji odredeno razilazenje izmedu razine oSte¢enja hrskavice i jacine klinickih
simptoma medu pacijentima (18), ali je ipak bilo potrebno uvesti klasifikaciju stupnja
oSte¢enja. Najpoznatija klasifikacija osteoartritisa je klasifikacija po Kellgreenu i Lawrenceu,
koja na temelju rendgenske slike raspoznaje Cetiri stadija osteoartritisa. Znakovi po kojima se
raspoznaje uznapredovalost osteoartritisa na rendgenskoj snimci su : suzenje zglobne pukotine,
osteofiti, subhondralna skleroza i ciste (19).

Etiologija osteoartritisa je raznolika, ali sigurno je da traume, genetika, prekomjerna
tjelesna tezina, metabolic¢ki sindrom, operacije i drugi upalni procesi pridonose razvoju ove

bolesti. Molekularni mehanizmi u osteoartritisu su kompleksni. Prije prvih znakova




osteoartritisa dolazi do izmjena u molekularnom sastavu i organizaciji ECM (20). Hondrociti
se aktiviraju 1 dolazi do proliferacije. Oni se grupiraju , a u ostatku hrskavice dolazi do pojacane
kalcifikacije 1 vaskularizacije (21). lako se osteoartritis, ve¢ tradicionalno, smatra
degenerativnom boles¢u kojoj je glavni uzrok ,wear and tear”, utvrdeno je da se zbog
povecanog mehanickog optere¢enja dolazi do lucenja proupalnih citokina (TNF-a, IL-1f i IL-
6) i narusavanja homeostaze u ECM (22). Proupalni citokini udruzeni s velikim opterecenjima
zgloba dovode do aktivacije enzima iz skupine metaloproteaza matriksa (MMP) medu koje
spadaju kolagenaze i agrekanaze (23,24). Cilj u terapiji ranijih stadija osteoartritisa je sprijeciti
gubitak strukture, odnosno mreze kolagenih vlakana. U trenutku kada se izgubi kolagenska
struktura, hrskavica se viSe ne moze popraviti (21).

S biomehanicke strane, otkriveno je da dolazi do promjene u Y oungovom modulu PCM
kod hrskavice zahvacene osteoartritisom. Youngov modul PCM-a, mjera elasti¢nosti tkiva, je
znacajno smanjen kod osteoartritisa kao posljedica djelovanja MMP-a (25). Prema nekim
autorima, ove promjene PCM-a u osteoartritisu, osim $to mogu biti znak bolesti, mogu biti i
uzrok promjene hondrocitne aktivnosti zbog veé navedene vaznosti PCM u prijenosu sila,

svojevrsnih biomehanickih signala, do hondrocita.(26).




3.2. Ruptura meniskusa

Do rupture meniskusa najces¢e dolazi kod mlade i populacije srednjih godina koje se
bave sportom te kod starije populacije kod koje dolazi do degenerativnih promjena . Nagli,
snazni, rotacijski pokreti u flektiranom koljenu su naj¢es¢i mehanizam nastanka ove ozljede.
Uz ovakve pokrete koji su specificni za sportove poput nogometa, skijanja, kosarke i rukometa,
ulogu u rupturi meniskusa igraju i degenerativne promjene hrskavice. Faktori rizika za rupturu
meniskusa, osim bavljenja ve¢ navedenim sportovima, su : svakodnevno kle¢anje i ¢ucanje,
uspinjanje uz stepenice, dugotrajno stajanje i fizicki poslovi prenosenja tereta (27). Pacijenti se
najcesce zale na bol pri rotaciji i ekstenziji koljena, oteklinu, nemoguénost potpune ekstenzije
koljena - ,,zakljucano koljeno* i osjecaj preskakanja u koljenu. Sama ruptura meniska se dijeli
na horizontalne, radijalne, longitudinalne, ,,flap* rupture, degenerativne rupture i rupture nalik
na drsku koSarice (,,bucket-handle*). Vazno je spomenuti da uz rupturu medijalnog meniskusa
Cesto ide i ruptura prednjeg ukrizenog ligamenta i medijalnog kolateralnog ligamenta, Sto se

poznato i pod nazivom ,,zlokobni trijas®.




3.3 Degenerativna bolest diska

Degenerativna bolest diska, koja za posljedicu ima bol u ledima, je izrazito Cest uzrok
dolaska lije¢nicima opce prakse i specijalistima. U ovoj bolesti dolazi do propadanja diskova i
smanjenja udaljenosti izmedu susjednih kraljezaka i pritiskanja neuralnih struktura pa tako uz
bol, degenerativna bolest diska moze izazivati simptome nalik na radikulopatije, mijelopatije i
spinalnu stenoza (28). Dolazi do smanjenja kvalitete zivota zbog bolova, a odredena doza
degeneracije diska moze biti uzrok nastajanju protruzija i buldginga diska. Glavni mehanizam
nastanka bolesti je smanjivanje koli¢ine proteoglikana u nucleusu pulposusu i posljedicno
smanjivanje osmotskog tlaka i gubitak vode (29). Nakon gubitka vode i promijene mehanickih
svojstava diska, dolazi do aktivacije MMP-a i dolazi do preoblikovanja ECM-a (30). Faktori
rizika za degenerativnu bolest diska su starost, obiteljska anamneza, pusenje, pretilost,

sedentarni stil zivota i traume.
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4. LijeCenje

U ovom poglavlju bit ¢e govora o metodama lijeCenje gore navedenih patologija, a

terapija maticnim stanicama i genska terapija bit ¢e obradene dalje u diplomskom radu.

4.1. Lijecenje osteoartritisa

Trenutno, veéina terapijskih metoda lijeCenja osteoartritisa temelji na umanjivanju
simptoma i boli. Za pocetak, bitno je naglasiti vaznost blage do umjerene tjelesne aktivnosti,
fizikalne terapije i smanjenje BMI-ja iako je on visok. Medikamentozne metode se baziraju
na smanjenju upale, pa se zato u blagom obliku najvise upotrebljavaju nesteroidni protuupalni
lijekovi (NSAID), u teskom obliku mogu se upotrijebiti i analgetici koji nemaju protuupalno
djelovanje, ali smanjuju bol, a u egzacerbaciji bolesti su preporuceni i kortikosteroidi
intraartikularno (31). Uz kortikosteroide se mogu injicirati i preparati hijaluronske kiseline za
koje se vjeruje da pomazu kod blagog do srednje teSkog osteoartritisa. Cilj ubrizgavanja
hijaluronske kiseline u zahvaéeni zglob je obnavljanje viskoelasti¢nih svojstava sinovijalne
tekucine, pa se zato i ovaj oblik terapije naziva ,,viskosuplementacija®“. Rezultati metaanaliza
o poboljsanju bolesti nakon injiciranja hijaluronske kiseline su razliciti, a omjer koristi i troska
je upitan (32).

Nakon kortikosteroida i hijaluronske kiseline vazno je spomenuti i preparate plazme
bogate trombocitima, koji se takoder ubrizgavaju u zglob. Mehanizam akcije se temelji na
otpustanju faktora rasta iz trombocita koji ¢e potaknuti hondrogenezu, diferencijaciju stanica,
proliferaciju, a potisnut ¢e upalu (33). lako je ovaj oblik terapije obecavaju¢, za koriStenje

plazme bogate trombocitima nedostaje jakih znanstvenih dokaza prvenstveno zbog nedostatka
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biomarkera za pracenje bolesti i nepotpunog razumijevanja mehanizma djelovanja te su daljnja
istrazivanja neophodna (34).

Operacijsko lijeCenje je indicirano ako ne dode do poboljSanja simptoma nakon
medikamentoznog lije¢enja i smanjenja tjelesne tezine. Kod malih zglobova Sake postoje dvije
opcije kirurskog lije¢enja. Prva opcija je artrodeza odnosno fuzija kostiju zahvacenog zgloba.
Druga opcija je rekonstrukcija. Kirursko lijecenje razvijenog osteoartritisa kuka se temelji na
ugradnji totalnih endoproteza kuka i pokrovnih endoproteza kuka. Kirurske terapijske opcije
blazih oblika osteoartritisa kuka su ogranicene i sastoje se od metoda poput osteotomije pelvisa
i artroskopije kuka.

Oblik kirurskog lijecenja osteoartritisa koljena koji ¢e se provoditi ovisi o simptomima,
stadiju bolesti i o dobi bolesnika. Prije svakog kirurskog lijecenja je potrebno pokusati s
nekirurskim opcijama. Artroskopska lavaza i debridment je operacija za koju je metanalizama
utvrdeno da je korisna, odnosno da olaksava simptome kod osoba srednje i mlade dobi s blagim
do umjereno teskim osteoartritisom (35,36). Postupak se temelji na ispiranju viska tekuéine i
slobodnih tijela u zglobu (lavaza) te na zagladivanju zglobne povrSine, odnosno na
odstranjivanju ostecene hrskavice.

Nakon lavaZe i debridmenta , treba spomenuti i abrazijsku artroplastiku, mikrofrakture,
mozaikplastiku i presadak autologne hrskavice (ACI). Abrazijskom artroplastikom se
instrumentom abraderom skida 1-2 mm subhondralne kosti kako bi doslo do krvarenja i
gruSanja krvi. Nakon gruSanja dolazi do nakupljanja granulacijskog tkiva i pluripotentnih
matic¢nih stanica koje pridonose reparaciji hrskavice (37). Artroplastika mikrofrakturama je
proces slican prethodno opisanoj abrazijskoj artroplastici. Mozaik plastika je
autotransplantacija kosStanog cilindra sa zdravom hrskavicom s mjesta manjeg opterecenja

tezinom na mjesto hrskavi¢nog defekta u koljenu. Presadak autologne hrskavice je proces
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skupljanja hondrocita, umnoZavanja in vitro, te se unose s ili bez nosaca u podrucje defekta
hrskavice (38).

Iduca kirurska opcija je korektivna osteotomija. Ona se koristi kada je osteoartritis
izrazeniji na jednoj strani koljena, a procedura se sastoji od vadenja klina kosti tibije ispod
zdrave strane koljena kako bi rasteretio dio zahvacen osteoartritisom. Ova metoda se koristi
kod mlade i aktivnije populacije (39). Ako se bolest ne stavi pod kontrolu i ne reagira se
pravodobno, od kirurskih metoda ostaje samo potpuna ili parcijalna artroplastika, odnosno
ugradivanje endoproteze koljena. lako ugradivanje endoproteze velikom broju pacijenata

uvelike povecava kvalitetu zivota, njih 30% 1 dalje iskazuje nezadovoljstvo s istom (40).

4.2. Lijecenje rupture meniskusa

Odabir metode lijeCenja rupture meniska ovisi o veli¢ini i lokalizaciji rupture, ali i o
starosti pacijenta, razini fizicke aktivnosti i drugim ozljedama. Ako se manja ruptura dogodi
u crvenoj zoni meniskusa, postoji moguénost da ona sama zacijeli. A ako je ruptura veca i
nalazi se u bijeloj zoni hrskavice meniskusa, moguénost cijeljenja je manja. Ako simptomi nisu
nepodnosljivi i prolaze, a samo koljeno nije ,,zaklju¢ano™ mogu se primijeniti nekirurske
metode poput hladenja koljena, umatanja zavojima, koriStenja NSAID-a, fizikalne terapije i
postede koljena.

lako istrazivanja pokazuju da neoperativno lijecenje rupture meniskusa, prvenstveno
jacanje muskulature, pomaze pacijentima, trecina tih pacijenata se ipak odluci za operacijsko
lijecenje kako bi smanjili bol i poboljsali funkciju koljena (41). Prije operacije lije¢nik utvrduje
tezinu 1 lokaciju rupture meniska uz pomo¢ magnetske rezonance i artroskopije. Operacije

meniska su u danasnje doba u pravilu artroskopske i manje invazivne od otvorenih operacija

13



......

u cijelosti, druga opcija je parcijalna meniscektomija u kojoj se odstranjuje samo dio meniska

i popravak, odnosno Sivanje meniska.

4.3. LijeCenje degenerativne bolesti diska

Terapiju treba zapoceti s konzervativnim metodama. Za pocetak je kljucno smanjiti bol
koju pacijent osjeca pomocu fizioterapije, analgezije i promjene nacina zZivota, prvenstveno
drzanja i smanjenja tjelesne tezine. Ako se pacijentu stanje ne poboljSa nakon navedenih
metoda i ima nepodnosljive bolove ili gubitak funkcije, on je kandidat za operacijsko lijecenje.
Opcije kirurskog lijeCenja su spinalna dekompresija, discektomija i fuzija kraljezaka koja se
sastoji od discektomije, ugradnje metalnog ,,cagea‘ i fiksacije kraljezaka. Fuzija kraljeznice je
gotova kada kostano tkivo preraste ,,cage®. Spinalna dekompresija ima cilj osloboditi Ziv€ane
strukture od pritiska. Discektomija se moze izvesti kao minimalno invazivna procedura ili kao

operacija ugradnje umjetnog diska.

Pedikularni
vijak

Fuzijski
kavez

Slika 2. Graficki prikaz stanja nakon posteriorne fuzije kraljznice.
(preuzeto 12.6.2020 s https://www.orthogate.org/patient-education/lumbar-spine/anterior-lumbar-fusion-with-
cages i prevedeno)

14



5.

Maticne stanice 1 hondrogeneza

U ovom poglavlju bit ¢e govora o temeljnim podjelama i tipovima mati¢nih stanica, te 0 samom

procesu diferencijacije istih u hondrocite.

5.1. Mati¢ne stanice

Matic¢ne stanice covjeka su prvi put izolirane 1994. godine iz blastociste (42), dok je
prva linija ljudskih embrionalnih mati¢nih stanica (hES) nastala 1998.godine (43). Postoji vise
vrsta ljudskih mati¢nih stanica, a razlikuju se po potentnosti i po podrijetlu. Mati¢na stanica
mora ispunjavati dva uvjeta. Prvi uvjet je da se moze diferencirati u specijalizirane stanice, a
drugi uvjet je samoobnavljanje, odnosno sposobnost stanice da se dijeli i da se pritom ostaje u
nediferenciranom obliku.

Rane embrionalne mati¢ne stanice su totipotentne i njih pronalazimo u embriju prije
nego Sto dode do formiranja blastociste. Ove stanice imaju potencijal diferencirati se u sve
ljudske somatske stanice, ali i u ekstra-embrionalna tkiva, kao $to je i posteljica. Nakon
formiranja blastociste, stanice iz unutarnje mase stanica (ICM) visSe nisu totipotentne, nego
pluripotentne. To znaci da su izgubile dio diferencijacijskog potencijala, ali i dalje se mogu
fetusa, a iz pupkovine se mogu izolirati multipotentne stanice.

Multipotentne maticne stanice se izoliraju i iz tkiva odrasle osobe, najcesce iz kostane
srzi, zivaca, mi$ica, kosti, koze i periferne krvi (44). Tipovi mati¢nih stanica koje pronalazimo
kod odraslih ljudi su mezenhimalne mati¢ne stanice, hematopoetske mati¢ne stanice i neuralne
mati¢ne stanice. Multipotentne mezenhimalne maticne stanice (MSC) moZemo naéi u vise

vrsta tkiva, ali se najcesce izoliraju iz koStane srzi, masnog tkiva i iz pupkovine. One su po prvi
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puta opisane u istraZivanju Friedensteina 1968.godine kao stanice sli¢ne fibroblastima,
izolirane iz koStane s moguc¢noSéu diferencijacije u kostano tkivo (45). 2006. godine
Medunarodno drustvo za stani¢nu terapiju je odredilo tri kriterija koja moraju biti ispunjena
kako bi se kultura stanica mogla smatrati kulturom mezenhimalnih mati¢nih stanica (46). Prvi
kriterij kaze da stanice moraju biti adherentne na plasticnu podlogu pri standardnim uvjetima
kulture tkiva. Drugi kriterij govori da stanica na sebi mora imati eksprimirane markere CD73,
CD90 i CD105, dok se na stanici ne smiju nalaziti markeri CD45, CD34, CD14, CDI11b,
CD79a, CD19 niti HLA-DR. Treci i posljednji kriterij zahtjeva da stanice iz kulture imaju

kapacitet diferencijacije u osteoblaste, adipocite i hondroblaste in vitro.

Totipotentnost

L reprogramiranje
\.I somatske stanice

Pluripotentnost sC .

Multipotentnost |!_'

Ellastu::lst;l'

Eht rm Mezoderm Eru:ll:larm

Somatska ‘,f,‘:_'tf_';.;;
stanica u tkivu

Slika 3. Smanjenje potentnosti stanica diferencijacijom
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Prema nekim istrazivanjima (47-48), za regenerativhu terapiju hrskavice su
najpogodnije mezenhimalne mati¢ne stanice izolirane iz kostane srzi, dok druga navode kako
bi mati¢ne stanice iz masnog tkiva mogle biti bolji odabir za ovakav oblik terapije zbog manje
imunogenosti i jednostavnije izolacije (49). Treéi (50) pak tvrde da sinovijalne MSC imaju
superiorni potencijal za hondrogenezu naspram ostalih.

Uz sve navedene vrste maticnih stanice, treba navesti i inducirane pluripotentne stanice
(iPSC). 2006. godine Takahashi i Yamanaka su objavili istrazivanje u kojem je po prvi puta
opisan proces reprogramiranja tjelesne stanice misa u induciranu pluripotentnu stanicu. U
somatsku stanicu se uz pomo¢ retrovirusa unose geni i dolazi do ektopi¢ne ekspresije faktora
Oct4, Sox2, KIf4 i c-Myc, danas poznatih kao i Yamanaka faktora (50). Inducirane
pluripotentne stanice zaobilaze i1 jedan od veéih problema u istrazivanju mati¢nih stanica —
pitanje eti¢nosti i prikupljanje mati¢nih stanica iz ljudskih blastocista.

Iako je vrlo vjerojatno da ¢e se u buducnosti terapija maticnim stanicama u medicini
samo nastaviti razvijati, treba biti oprezan. NajéeS¢e komplikacije ove terapijske opcije su
tumori zbog same sposobnosti mati¢nih stanica za diferencijaciju u razlicite vrste stanica. Uz
tumore, poteSkoce nakon terapije mati¢nim stanicama mogu nastati i zbog : migracije mati¢nih

stanica sa zeljenog mjesta, transplantacije inficiranih stanica i imunoloskih reakcija.
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5.2. Hondrogeneza

Kada govorimo o mati¢nim stanicama u kontekstu lijeenja oSte¢enja hrskavice, gotovo
se uvijek govori o mezenhimalnim mati¢nim stanicama. Mezenhimalne mati¢ne stanice su
podobne za ovakav oblik terapije zbog svoje dostupnosti kod odraslih Ijudi i zbog toga §to su
ove maticne stanice i histoloSki prekursori hondrocita. Diferencijacija mati¢nih stanica u
hondrocite, odnosno hondrocitogeneza, kao i diferencijacije u druge stanice ovise o faktorima
transkripcije.

lako postoji joS nepoznanica u morfoloskim i1 molekularnim dogadanjima u
hondrogenezi,ona se po Hidaki (51) moze podijeliti na Cetiri etape. Prva etapa je migracija
matic¢nih stanica , a slijedi ja agregacija. Za vrijeme agregacije dolazi do interakcije medu
stanicama i izmedu stanica i matriksa i stvaranja propusnih veza i ECM-a bogatog hijaluronom
povecanom aktivnosc¢u hijaluronidaze i pojavljivanjem N-kadherina i N-CAM molekula koje
se kasnije mogu prona¢i samo u perihondralnim stanicama. Indukcija stvaranja N-kadherina,
N-CAM i fibronektina je potaknuta citokinina iz skupine transforming growth factor 3 (TGFp)
u koju spadaju i koStani morfogeni proteini (BMP) (52). Sljede¢i korak je povecana
proliferacija i remodelacija ECM-a koji iniciraju tranziciju hondroprogenitornih stanica u zrele
hondrocite.

Prvi znak da ¢e MSC zapoceti diferencijaciju prema hondrocitu je ekspresija Sox9 gena,
koji je izrazen u svim hondroprogenitornim stanicama, hondrocitima, ali nije eksprimiran u
visokodiferenciranim hipertroficnim hondrocitima (53). Sox geni kodiraju transkripcijske
faktore i pripadaju posebnoj super-obitelji gena koji se nazivaju HMG-box (high mobility

group), a igraju vazne uloge i u razvitku neuralnog grebena, neurogeneze centralnog zivéanog
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sustava i razvitku testisa. Konkretno, u diferencijaciji sudjeluju transkripcijski faktori gena Sox
5,6,8,9113 (54), dok Sox 9, Sox 5 i Sox 6 reguliraju ekspresiju gena za kolagen tip Il i agrekan..

Kostani morfogeni proteini (BMPs) su skupina citokina ¢ija je uloga otkrivena preko
njihove sposobnosti da izazovu stvaranje ektopi¢ne hrskavice i kosti u zivotinja. Yoon i Lyons
(55) tvrde da BMP proteini kroz sat vemena pojacavaju ekspresiju gena za Sox 9, a L-Sox 51
Sox 6 nesto kasnije. Isto tako, tvrde da sam BMP ne moze inducirati kondenzaciju prekursora
hondrocita.

Uz ve¢ navedene regulatore hondrogeneze treba spomenuti i faktor rasta slican inzulinu
(IGF). IGF-1 kod mezenhimalnih mati¢nih stanica inducira proliferaciju, regulira apoptozu i
stimulira ekspresiju specificnih markera hondrocita, poput kolagena tip II. Ako djeluje s TGF-
B2 ili BMP-2 , IGF-1 moZe inducirati diferencijaciju mati¢nih stanica u hondrocite (56,57).

Iako je potencijal u stvaranju hrskavice hondrogenezeom iz MSC-a ogroman, i dalje
postoje odredene nepoznanice i problemi. I dalje postoji razlika u misljenjima stru¢njaka o
samoj hondrogenezi, a nakon toga se javlja problem u odrzavanju hondrocitnog fenotipa.
Konkretno, problem je u zaustavljanju diferencijacije kako se hondrociti ne bi dalje

diferencirali u hipertrofi¢ne hondrocite i izazvali mineralizaciju matriksa (58).
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6. Mehanizmi lijeCenja hrskavi¢nih defekata maticnim stanicama i
genskom terapijom

Terapijske metode u kojima se koriste mezenhimalne maticne stanice mozemo
podijeliti na one u kojima se koriste maticne stanice u nosacu (eng. scaffold), injiciranje
maticnih stanica i injiciranje egzosoma u oStec¢ene zglobove. Nakon izolacije, mati¢ne stanice
je potrebno nasaditi na hranjivu podlogu kako bi se razmnozile i kako si dobili kulturu stanica.
Genska terapija se temelji na koriStenju viralnih ili neviralnih vektora kako bi se kodirala

zeljena ,,copy DNA“ u stanicama, a rezultat bi bio produkcija gradivnih molekula hrskavice.

6.1. Kokultura

Prva metoda koja ¢e biti opisana se naziva kokulturom i ona je specifi¢na jer
omogucuje parakrinu komunikaciju izmedu dva tipa stanica. Kokulture mogu biti direktne 1
indirektne. Kod direktne kokulture ne postoji barijera izmedu tipova stanica, dok se kod
indirektne izmedu dva tipa stanica nalazi polupropusna membrana. In-vitro istrazivanja su
pokazala da kokultura MSC-a i hondrocita dovodi do stvaranja ECM-a (59), ali i dalje ostaje
velik broj nepoznanica. Odredenja istrazivanja (60) navode kako su kokulture izmedu ljudskih
MSC-a i govedih hondrocita uspjesno razvile ECM kroz 4 tjedna uz dodatak TGF-B3 i
deksametazona. Druga istrazivanja (61) dovode u pitanje moze li se potaknuti diferencijacija
MSC-a u smjeru hondrocita bez dodavanja TGF-B1, a tre¢a (62) istrazuju razvija li se ECM u
in-vitro uvjetima kokulture zbog same diferencijacije MSC-a ili zbog trofickog efekta MSC-a

na hondrocite.
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U daljnjim istrazivanjima ovog podrucja, kljucno ¢e biti odrediti pravi omjer MSC-a i
hondrocita i vanjskih faktora koji bi se teoretski mogli dodati (poput faktora rasta) kako bi se
postigla optimalno stvaranje ECM-a. Uz MSC, metoda kokulture je ispitana (in-vitro) i za sada
daje obecavajuce rezultate i s induciranim pluripotentnim stanicama. Naravno, ova metoda je

jos uvijek daleko od klinicke primjene (63).

6.2. Nosaci mati¢nih stanica

Sljede¢a metoda koristenja mati¢nih stanica u ovom podrucju je implantiranje nosaca
mati¢nih stanica. Sam nosa¢ mora imati odredene karakteristike poput biorazgradivosti i
biokompatibilnosti da bi se smanjio imunoloski odgovor na njega. Uz to treba biti ¢vrst kako
bi mogao izdrzati opterecenje u zglobu, ali i porozan kako bi bila moguca migracija stanica i
nutrijenata. Na kraju, materijal od kojeg je sacinjen nosa¢ mora posjedovati i odredenu dozu
adhezivnosti da bi stanice i aktivne tvari mogle ostati uz njegovu stijenku (64). Nakon svega
navedenog, jasno je zasto su se tu bioloski materijali nametnuli kao jedna od boljih opcija. Od
prirodnih biomaterijala najvise obecavaju nosaci gradeni od kolagena i hijalurona, gradivnih
elemenata hrskavice. Eksperimentalna istrazivanja na zivotinjama su pokazala da sama
implantacija kolagenskog nosaca (scaffolda) bez ikakvih dodanih faktora rasta niti stanica
dovodi do naseljavanja MSC-a i njihove diferencijacije u hondrocite (i do popravka defekta)
(65). Uz prirodne biomaterijale postoje i sintetski biomaterijali koji su na¢injeni od polimera.
Najpoznatiji polimeri iz ove skupine su PGA (poliglikolna kiselina), PLA (polilakti¢na
kiselina), polikaprolakton (PCL) i PLGA (polilakti¢no-glikolna kiselina). PLGA je jedan od
najatraktivnijih materijala jer ispunjava gore navedene uvjete, ali i iz drugih razloga: moze biti

modificiran tako da otpusta aktivne tvari kroz duZe ili krace razdoblje i moze biti gradivni
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element u nosacima razliitih veli¢ina, pa tako moze posluziti i kao nosac stanica, ali i kao
nanosfera i mikrosfera (66). Neprestano se razvijaju novi materijali i ispituju se novi nacini
upotrebe postojecih materijala, ali znanost jo$ uvijek nije pronasla materijal koji bi imao
mehanicka i1 bioloSka svojstva kao zglobna hrskavica. U novije vrijeme, istraZuju se opcije
koriStenja kemijskog gradijenta kako bi se privukle mati¢ne stanice in vivo. Ugraduje se nosac
bez mati¢nih stanica, s razli¢itim kemokinima i faktorima rasta koji poti¢u mati¢ne stanice na

migraciju i diferencijaciju (67).

Slika 4. Slike uc¢injene skeniraju¢im elektronskim mikroskopom. Alginat (A), alginate-chitosan (B),
chitosan (C).
(open access, Oryan A, i sur., 2014. (68))
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6.3. Injiciranje mati¢nih stanica

MSC koje se najceSce koriste za injiciranje u zglob su mati¢ne stanice dobivene iz
kostane srzi ili iz masnog tkiva (69). Princip je relativno jednostavan : matic¢ne stanice se
izoliraju iz tijela pacijenta, mogu se umnoziti in-vitro, ali i ne moraju i nakon toga se injiciraju
u osteceni zglob. Korak koji se odvija in vitro omogucava homogeniju selekciju stanica koje
¢e se unijeti u zglob po kriterijima ve¢ opisane klasifikacije za mati¢ne stanice (70). Prema
nekolicini istrazivanja (71-72), mehanizam djelovanja ove terapijske metode je temeljen na
pretpostavci da mezenhimalne mati¢ne stanice ne sluze samo kao prekursori hondrocita, nego
su ukljucene i u obnavljanje hrskavice, smanjenje upale i smanjuju odgovor na stres svojom
parakrinom aktivno$¢u, pa ih danas neki autori nazivaju i ,,medicinal signaling cells*“. MSC
svakako imaju mogucénost diferencijacije u hondrocite i prethodni navodi to ne negiraju, nego
navode ovaj mehanizam kao dodatni nacin na koji mati¢ne stanice mogu biti koriStene u
lijecenju hrskavi¢nih defekata. Navedena teorija je svakako zanimljiva i potrebna su daljnja,

opsezna istrazivanja.
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6.4. Injiciranje egzosoma mati¢nih stanica

Egzosomi su jedan oblik ekstracelularnih vezikula (EV), ¢ija je primarna funkcija
komunikacija medu stanicama (73). Ove vezikule su vrlo male, a veli¢ina u promjeru je
najcesce izmedu 35 1 150 nm (74). Kao §to je ve¢ navedeno u proslom dijelu, sve se vise
istrazuje tvrdnja da MSCi imaju funkciju da svojim parakrinim lucenjem, primarno
egzosomima, sudjeluju i u apoptozi, proliferaciji, invaziji 1 migraciji stanica, a jedan od
mehanizama kojima to uspijevaju je i microRNA (75). Uz nukleinske kiseline, u egzosomima
se nalaze i lipidi i proteini koji takoder igraju ulogu signalnih molekula. Istrazivanja na
zivotinjama su mnogobrojna, detaljna i vrlo perspektivna (76-78), unato€ tome terapija
egzosomima u ovom podrucju je i dalje nedovoljno istraZzena. U svakom slucaju, egzosomi se
namecu kao jedna od terapijskih metoda kojom bi se u budu¢nosti mogao lijeciti osteoartritis,

hrskavi¢ne traume, te kao podrucje interesa sve veceg i veceg broja istrazivanja.

Ekstracelularni
prostor

Citosol

Egzosom

Slika 5. Shematski prikaz biogeneze egzosoma. Endosom se spaja sa stanicnom membranom i otpusta
egzosome koji sadrze proteine, DNA i RNA.
(preuzeto od : de la Torre Gomez C i sur. (2018)(79) i prilagodeno)
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6.5. Genska terapija

Cilj genske terapije je unos gena u stanicu koji bi kodirali potrebne proteine. Sama ideja
koriStenja genske terapije za regeneraciju hrskavi¢nog tkiva je nastala kada je otkriveno da bi
ekspresija pojedinih gena mogla utjecati na proces cijeljenja defekta (80). Prva podjela nac¢ina
primjene genske terapije je podjela po vrsti vektora za unos gena. Vektori mogu biti viralni i
neviralni, a genska terapija se moze provoditi i in vivo i ex vivo.

Najces¢i neviralni vektor je plazmid, a za sam unos plazmida je potrebno primijeniti
jednu od fizikalnih metoda poput elektroporacije, ultrazvuka ili genetskog pistolja (engl. gene
gun). Nasuprot fizikalnih metoda za transfekciju plazmida, postoje i kemijske metode u koje
spada koristenje liposoma sastavljenih od sintetickih kationskih lipida, koji se jo§ nazivaju i
lipopleksima i od poliplexa, sintetickih kationskih polimera poput polietilenimina (PEI) (81).
Koristenje plazmida za prijenos Zeljenog gena je jeftinije i sigurnije, ali je i manje ucinkovito

od koriStenja virusa.

A B _—— & ——
P s N, - e
¥ . A —
| o d ’.‘ ‘\\*\ 4 ¢+ "
o+ | ¥4 LA f e B f ey
\_7F . )i 1y [ e W\ .
¢ oL — po! ' il ARt ! DNA
e A . - \ | f <& '
f =l * LR : ] L ‘l Y-'} bt
1 >
+ ] e ‘ '.\ ‘.. ’_l ) '.‘ . ‘!,r - )
T 2 A D g ,
I% o\ NSt ey =3 polycation

Slika 6. Shematski prikaz polipleksa (A), lipopleksa (B) i polilipopleksa (C)
(uz dozvolu preuzeto od : Chen W i sur, 2016. (82))
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Postoji velik broj viralnih vektora koji se koriste za gensku terapiju, a samo neki od njih
su: adenovirusi, rekombinantni adeno-povezani virusi (rAAV), gamaretrovirusi i bakulovirusi,
a AdS5 je serotip koji se najcesce spominje u in vivo i in vitro istrazivanjima (83). In vitro su se
uspjesnim pokazali onkoretrovirus (84) i adenovirus (85) na zivotinjskim modelima, a na
ljudskim hondrocitima se u sklopu klinic¢kih ispitivanja ( 86,87) istrazuje prijenos gena za TGF-
regeneracije hrskavice je rAAYV virus za in vivo primjenu jer moze prodrijeti duboko u zglobnu
hrskavicu i prenijeti genetski materijal hondrocitu in situ. lako su in vivo istraZivanja na
zivotinjskim modela su uspjesna i s drugim vrstama virusa, u klinickim ispitivanjima na
ljudima se za sad koriste samo rAAV virusi (88).

Jedan od problema genskoj terapiji oste¢enja hrskavice je dugotrajnost ekspresije gena
nakon transdukcije. Istrazivanja su pokazala da je produkt uneSenog gena bio sintetiziran samo
do dva tjedna nakon pocetka terapije, Sto nije dovoljno za terapijski ucinak (89,90) . Nadalje,
produkcija zeljenih faktora rasta nije ravnomjerna i u pocetnim danima nakon unosa gena moze
do¢i i do superterapijskih, odnosno toksi¢nih razina faktora rasta (91). Uz upitnu dugotrajnost
ekspresije postoji i problem kancerogenosti. Uz dugotrajnost genske ekspresije, problem moze
biti i u imunogenosti virusa, u insercijskoj mutagenezi (insercija gena u tumor supresor gen ili
u onkogen stanice) i sklonosti virusa mutacijama. Takoder, genska terapija je i dalje

stigmatizirana od strane pacijenata (92).
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7. Mogucénosti primjene mati¢nih stanica i genske terapije u odabranim
patologijama hrskavice.

Na kraju ovog preglednog rada bit ¢e opisani rezultati recentnih i relevantnih

istrazivanja o primjeni i potencijalu za primjenu opisanih terapijskih metoda .

7.1.  Mati¢ne stanice 1 genska terapija kao buducnost lijeCenja osteoartritisa

Znacajni napredak u regenerativnoj medicini u posljednjih desetak godina je osobito
vidljiv u podrucju lijecenja degenerativnih bolesti hrskavice. Autologna implantacija hrskavice
je 1 dalje zlatni standard u popravku hrskavi¢nih defekata, ali nedostatak te metode je taj Sto
ona ukljucuje dvije operacije, a prikupljanje hondrocita mora biti ograni¢eno na zdrave,
nepromijenjene dijelove hrskavice koji mogu biti uniSteni tijekom postupka (93).

U sistematiziranom pregledu literature, kojeg su objavili Di Matteo i suradnici 2019.
godine (94) stoji da je pregledom 23 istrazivanja utvrdeno da su istrazivanja o koriStenju
minimalno manipuliranih mati¢nih stanica relativno loSe kvalitete zbog moguéeg biasa
(pogreske). Imajuéi to na umu, utvrdeno je da je postupak zadovoljavajuce siguran i da ima
kratkotrajno pozitivno djelovanje na simptome osteoartritisa, ali i da su se metode preparacije
i administracije mati¢nih stanica razlikovale. Di Matteo zakljucuje da nedostaje kvalitetnih
studija, ali i da bi ovaj oblik terapije mogao biti siguran i djelotvoran, barem kratkoro¢no.

Metaanaliza Songa i suradnika iz 2020. godine (95), koja je obuhvatila devetnaest
kontroliranih randomiziranih klinickih ispitivanja, retrospektivnih i kohortnih studija, koje su
proucavale subjektivne upitnike pacijenata prije i nakon terapije MSC-ima. Upitnici koji su bili
proucavani su WOMAC (,,The Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis

Index*) koji ispituje, ukocenost i funkciju zglobova zahvacenih osteoartritisom i VAS (Visual
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Analogue Scale) skala boli. Zakljucak je da terapija mati¢nim stanicama pokazuje obecavajuce
rezultate sa znacajnim poboljSanjem simptoma po upitnicima. Takoder, zabiljezene su i
nuspojave ove terapije — bol, oteklina, krvarenje, frakture, infekcije, infarkti miokarda, ileus i
poteskoce u pomicanju zglobova. Zaklju¢ak ove metaanalize je da je potreban veci uzorak kako
bi se terapija mati¢nim stanicama mogla uvesti u klini¢ku praksu.

Maheshwer i suradnici su u metaanalizi obradili dvadeset i pet studija s 439 pacijenata
(96). Za razliku od ve¢ navedenih istrazivanja, oni su utvrdili da nije bilo znacajne razlike u
boli izmedu kontrola i ispitanika lijeCenim MSC-ima, ali je znacajna razlika u korist MSC-a po
pitanju poboljSanja funkcije i povecanja volumena hrskavice. Takoder, napominju da postoji
rizik od biasa u sedamnaest od dvadeset i pet studija. ZakljuCuju da preliminarni podatci o
rezultatima terapije mezenhimalnim mati¢nim stanicama pokazuju znatnu heterogenost i

napominju da je potreban oprez pri interpretaciji tih podataka.

Genska terapija je joS nedovoljno istrazena i nedostaje metaanaliza i sistematiziranih
pregleda, ali dostupna literatura je dovoljna za postaviti nekoliko tvrdnji. IL-1f igra ulogu u
medijaciji erozivnih procesa hrskavice (97) i jasno je da je antagonist njegovog receptora
molekula od interesa u ovom podrucju, a studija iz 2012. godine (98) tvrdi da su pacijenti
lijeCeni ovim antagonistom imali bolju funkciju koljena i manju bol u usporedbi s kontrolnom
skupinom pacijenata. Uz IL-1f istraZuju se moguc¢nosti i vezane uz transformirajuci faktor

rasta, o kojem je ve¢ bilo rijeci u ovom radu.
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7.2. Primjena mati¢nih stanica i genske terapije kod patologije meniskusa

Ernest Chew u uvodu u svoj pregledni rad (99) navodi kako je regeneracija pomocu
mati¢nih stanica svojevrsni sveti gral regeneracije meniskusa. Osim ove slikovite usporedbe u
njegovom pregledu, koji je obuhvatio Cetiri istrazivanja, stoji da i dalje nedostaje dokaza kako
bi se moglo utvrditi da mati¢ne stanice mogu stvoriti tkivo sa svojstvima slicnim ljudskom
meniskusu, unato¢ pozitivnim rezultatima na zivotinjskim modelima. U budu¢nosti, postoji
potreba za standardizacijom protokola. Iako ovo istrazivanje ne daje pozitivne rezultate, i dalje
vjeruje da ¢e maticne stanice igrati vaznu ulogu u lijecenju oSte¢enja meniskusa u buduénosti

U istrazivanju Kozaka (100) takoder stoji da su rezultati pretklinickih ispitivanja
perspektivni, ali da je najduzi period pracenja rezultata terapije bio 6 mjeseci, §to nije dovoljno
za procjenu pravog kapaciteta za terapiju. Jacob i suradnici (101) u svom radu navode kako je
samo jedna randomizirana, dvostruko slijepa studija koji ispituje volumen meniskusa nakon
medijalne meniscektomije i aplikacije MSC injekcijom (102). Rezultati pokazuju poveéanje
volumena meniskusa nakon aplikacije, dok isto nije zabiljezeno u kontrolnoj skupini. Druga
istrazivanja su provedena na izrazito malom broju pacijenata, razli¢itim metodama i MSC-ima
iz razlicitih tkiva, ali sva pokazuju povecanje volumena meniskusa (103-106). Na kraju svog
rada, Kozak (100) napominje da si iz literature moze zakljuciti da su MSC sigurne i efektivne
u terapiji ostecenja meniskusa i da postoje mnogobrojni nacini njihove primjene poput nosaca
i dodataka faktora rasta, ali unato¢ tome jo§ ne postoji konsenzus akademske zajednice o
najboljem izvoru i nacinu primjene ovih stanica.

Genska terapija oSte¢enja meniskusa je izrazito slabo istrazena tema s malim brojem
istrazivanja. Vadodaria u svom pregledu iz 2019. godine (107) tvrdi da genska terapija
pokazuje ogroman potencijal i u in vivo i u in vitro ispitivanjima (108-110) i da ubrzava proces
popravka hrskavice, ali vjeruje da je ipak tkivno inZenjerstvo buduénost terapije oStecenja

meniskusa.
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7.3. Primjena mati¢nih stanica 1 genske terapije kod degenerativne bolesti
intervertebralnog diska

2020. godine je Yolcu objavio sistematizirani pregled radova (111) iz ovog podrucja u
kojem je Sest istrazivanja ispunjavalo kriterije. U klopu svakog istrazivanja je ubrizgavan
razli¢it broj mati¢nih stanica, a brojevi su varirali od 10 do 50 milijuna stanica po jednom disku.
Prosjecno poboljsanje po skali za bol je nakon 12 mjeseci iznosilo 44.1%, a po ODI (Owestry
disability index) je poboljsanje iznosilo 25.7%. Owestry disability index je skala koja u kojoj
pacijent boduje intenzitet bola i mogucnost izvrSavanja svakodnevnih aktivnosti, kao $to su:
hodanje, spavanje, sposobnost za higijenu, seksualni zivot, ustajanje, sjedenje i socijalni Zivot.
Zakljucak Yolcua i suradnika, nakon upozorenja na opasnosti u koristenju maticnih stanica, je
da maticne stanice imaju potencijal postati terapija izbora u buduc¢nosti za smanjenje boli kod
degenerativne bolesti diska, ali da su za to potrebna daljnja, dobro dizajnirana ispitivanja.

Migliorini i suradnici su u sistematiziranom pregledu iz 2018. godine (112) analizirali
devet istrazivanja 1 utvrdili su da se ODI kroz 12 mjeseci poboljSao za 21.78%, a VAS za
30.04% u istom razdoblju. Zanimljivo je da je i u ovom sistematiziranom pregledu ¢injenica
da su MSC-i dobiveni iz razli¢itih tkiva tek napomenuta.

Sukladno s prethodno navedenim istrazivanjima, Meisel i suradnici 2019. godine (113)
potvrduju poboljsanje stanja pacijenata prema upitnicima ODI i VAS, ali isto tako tvrde da je
tesko donijeti zakljucak o ovoj terapijskoj metodi zbog velikih razlika u rezultatima istrazivanja
koja su sli¢na. Kvaliteta dokaza je izrazito niska, a iako nema prijavljenih ozbiljnijih nuspojava
mogucénost njihovog nastanka nije iskljucena zbog malog broja ispitanika. Kao i u ostalim
navedenim radovima, naglasava se vaznost buducih usporednih studija visoke kvalitete dokaza.

Kao i u ostalim degenerativnim bolestima hrskavi¢nog tkiva, biokemijski modulatori

sudjeluju i u degenerativnoj bolesti intervertebralnog diska. Ve¢ je navedena uloga MMP-a u
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degenerativnoj bolesti diska, a uz MMP u razgradnji matriksa sudjeluju i IL-1, IL-6 i
prostaglandin E» (PGE:) (114). U preglednom radu Eun Ji Roha i suradnika (115) je navedena
nekolicina studija koje se bave temom genske terapije kod degeneracije intervertebralnih
diskova. Jo$ su krajem 90.-tih godina zapoceli in vitro pokusi s retrovirusima koji prijenose
antagonist receptora za IL-1 (116). Paralelno s njima zapoceti su i pokusi in vitro i in vivo s
adenovirusima na zivotinjskim modelima koji su se pokazali uspjeSnima(117). UspjeSnim se
pokazalo i koristenje rAAV i bakulovirusa kao vektora (118,119). Roh (115) navodi da bi se u
podrucju istrazivanja genske terapije uskoro mogao dogoditi promjena fokusa s virusnih
vektora na neviralne vektorske tehnologije kako bi se izbjegli rizici i nuspojave povezane s

koriStenjem virusa.
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8. Zakljucak

Ovim preglednim radom htjeli su se istraziti recentni i relevantni stavovi i ¢injenice iz
literature iz podrucja terapije oStecenja hrskavice s posebnim naglaskom na molekularno-
bioloske aspekte terapijskih metoda u kojima se koriste maticne stanice te genska terapija.

Pregledom literature ocito je da je razvitak i napredak regenerativne medicine i metoda
lijecenja hrskavi¢nih degenerativnih bolesti i oSte¢enja od osobitog znacaja u ovom podrucju
medicine. U ovom radu je predstavljen samo dio istrazivanja iz podrucja i to dio povezan s
mati¢nim stanicama i genskom terapijom, ali dovoljan dio da se stekne uvid u problematiku
vezanu uz ovo podrucje.

Vecina sistematiziranih pregleda i metaanaliza u svojim zaklju¢cima ima recenicu
poput ,,Za izvesti konacni zakljucak potreban je jos velik broj kvalitetnih laboratorijskih ili
klini¢kih ispitivanja, s velikim brojem ispitanika i manjom opasnos¢u od biasa.“. Treba
napomenuti da se u nekolicini navedenih metaanaliza i pregleda ne radi podjela s obzirom na
vrstu tkiva iz kojeg su izolirane mati¢ne stanice, dok druge samo napominju na razlike u
pripremi matic¢nih stanica za terapiju.

S druge strane imamo gensku terapiju koja izaziva iracionalan strah kod pacijenata, a
sumnja u neskodljivost ove terapije postoji i medu struénjacima. Kao i kod svake terapijske, a
i dijagnosticke metode, klju¢no je pronaci zadovoljavajuc¢i omjer rizika i koristi. U posljednje
vrijeme se javlja osobit interes za metode koriStenja nosaca poput lipopleksa i polipleksa,
kojima bi se moglo zaobici, pacijentima toliko odbojno, koriStenje virusa.

lako je evidentno da navedena podrucja nisu dovoljno istrazena, svakako treba
napomenuti da regenerativna medicina nije ograni¢ena samo na koriStenje mati¢nih stanica i
genske terapije. Razvojem tehnologije i biomedicinskih znanosti pronalazimo nove

mogucénosti. Ljudski genom ¢e uskoro biti u potpunosti sekvencioniran, a iz genetike se izrodila
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nova grana biologije — epigenetika. Regulacija ekspresije gena epigenetskim mehanizmima, u
¢iju se dubinu ne moze ulaziti u ovom radu, takoder postaje podrucje od interesa u lije¢enju
hrskavi¢nih degenerativnih bolesti. Uz epigenetiku postoji jos§ jedno podruéje koje se ubrzano
razvija i namece. To podrucje je nanotehnologija, koje je samo spomenuta kada je bilo rijeci
o PLGA i o nosac¢ima za maticne stanice.

Potencijal u koriStenju mati¢nih stanica i gena za lijeCenje mnogih bolesti, pa tako i
degenerativnih bolesti hrskavice, je ogroman. Isto tako i troskovi svih navedenih istrazivanja
su veliki 1 to bi mogao biti razlog za relativno malen broj istrazivanja. Terapija maticnim
stanicama i genska terapija u lijeCenju oSte¢enja hrskavice je nedvojbeno zanimljivo i
perspektivno podrucje koje zahtjeva jo§ truda znanstvene zajednice kako bi bilo primjenjivo u

svakodnevnom klini¢kom radu.
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9. Zahvale

Na pocetku, zZelio bih zahvaliti svom mentoru, doc. Frani Pai¢u na ukazanom strpljenju,
kvalitetnim savjetima i tome $to je u svakom trenutku bio dostupan. Zahvaljujem se i ¢lanovima

povjerenstva koji su ovaj rad pregledali i ocijenili.

Najvecu zahvalu zelim uputiti ¢lanovima svoje najuze obitelji, mami Jelici i teti Ljubici, bez
¢ije zrtve 1 puno razumijevanja zavrSetak Medicinskog fakulteta u Zagrebu ne bi bio moguc.
Hvala im §to su me naucile Zivotnim vrijednostima i §to su mi dale toliko ljubavi i predivnih

trenutaka.

Takoder, zelim zahvaliti i svim svojim prijateljima i kumovima, drugoj obitelji koju sami
biramo. I njima sam zahvalan na razumijevanju za mnoga propustena duzenja s moje strane i

na velikoj podrsci kroz svih Sest godina studija.

Hvala svim dragim kolegama s kojima sam doSao do kraja fakulteta i nadam se da je ovo tek
pocetak nase zajedniCke price jer je ve¢ odreden broj njih, kroz sve lijepe, a i one ne bas tako

lijepe uspomene na fakultetu, prerastao iz kolega u prijatelje.

Zahvalan sam §to sam i $to sam dio ove zajednice, zahvalan sam §to sam prozivio toliko lijepih
trenutaka za vrijeme studiranja i zahvalan sam i $to sam, nakon svega navedenog, priveo svoje

studiranje na Medicinskom fakultetu u Zagrebu kraju.
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11. Zivotopis

Roden sam 19.5.1996 u Zagrebu. Osnovnoskolsko obrazovanje sam stekao u Osnovnoj
Skoli Retkovec. 2010. godine upisujem VII. Gimnaziju, popularno nazvanu ,,Krizani¢eva“.
Tijekom osnovnoskolskog i srednjoskolskog obrazovanja sudjelujem na brojim natjecanjima
na podrucju fizike, kemije, matematike i biologije. Od malena pokazujem zanimanje za

prirodoslovlje, a 2014 zavrSavam srednju Skolu i maturiram za odli¢nim uspjehom.

U akademskoj godini 2016/2017 bio sam demonstrator na katedrama za Biologiju i
Fiziku, a interes za ortopediju mi se javio na 4. godini fakulteta. Na 4. godini se takoder
uclanjujem u studentsku udrugu EMSA Zagreb (European medical students’ association) i
ubrzo postajem i voditelj financijskog tima. U sklopu rada udruge sam sudjelovao u
organizaciji brojnih projekata poput Zagreb international medical summit- a (ZIMS) i

Emergency medicine summer schoola-a (EMSS).

Osim rada u studentskoj udruzi, vise godine fakulteta su mi obiljezene radom na Katedri
za Biologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu pod mentorstvom docenta Frane Pai¢a koji mi
je 1 bio mentor u istrazivackom radu ¢iji sam sazetak prezentirao na studentskom kongresu
CROSS. Za vrijeme rada na Katedri za Biologiju sam usvojio osnovne principe rada u
bioloSkom laboratoriju, izolacije nukleinskih kiselina iz periferne krvi i PCR-a. Naslov
prezentiranog sazetka je ,,Expression pattern of IncRNA H19 and MALAT]1 in the peripheral

circulation of patients with calcific aortic valve stenosis - preliminary data®
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