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1. Sazetak

Transplantacija mati¢nih stanica u lije€enju infarkta miokarda
Bosni¢ 1.

Ljudsko srce ima ograniceni regenerativni kapacitet 1 zbog toga njegov funkcionalni oporavak
predstavlja velik izazov. Unato¢ dostignu¢ima u farmakoloskom i kiruskom lijecenju
ishemijskih bolesti miokarda, one su i dalje medu glavnim uzrocima morbiditeta i mortraliteta
u razvijenim zemljama. Nadomjestak oste¢enih kardiomiocita nova je paradigma u lije¢enju,
medutim ograni¢ava je nedostatak ljudskih kardiomiocita koje bi se koristili u tu svrhu.
Nedavna otkrica embrionalnih mati¢nih stanica, adultnih mati¢nih stanica, induciranih
pluripotentnih mati¢nih stanica i unipotentnih satelitskih stanica, te mati¢nih stanica u

samome srcu predstavljaju potencijalno rijeSenje problema.

U ovome diplomskom radu baviti ¢u se vrstama stanica koje bi se mogle upotrijebiti u terapiji
infarciranog miokarda, te prednostima i nedostatcima svake vrste. Spomenuti ¢u nacine
njihove primjene- intrakoronarno, intrakardijalno, stvaranje slojeva stanica ili tkiva za
transplantaciju. Biti ¢e opisane neke od studija na Zivotinjama i do sada provedena, zna¢ajnija
klini¢ka istraZivanja. Raspraviti ¢u potencijalne mehanizme kojima mati¢ne stanice mogu
dovesti do poboljsanja sréane funkcije — diferencijacijom u nove kardiomiocite,
imunomodulatornim ucincima ili parakrinom signalizacijom. Neke od potencijalnih
komplikacija ¢e takoder biti spomenute, poput imunosnog odbacivanja, poticanja autoimunog

odgovora i formacije tumora.

Konac¢no, opisati ¢u predstoje¢e izazove, koji moraju biti prevladani prije Sire klinicke

upotrebe ove terapije.

Kljuéne rijeci: ishemijska bolest srca, mati¢ne stanice, regeneracija



2. Summary

Cardiac stem cell transplantation in therapy of infarcted myocardium
Bosni¢ L.

Adult human heart has limited regenerative capacity, and therefore, functional restoration of
the damaged heart presents a great challenge. Despite the progress achieved in the
pharmacological and surgical treatment of ischemic myocardial diseases, they are still
considered one of the major causes of morbidity and mortality in developed countires.
Repopulation of the damaged heart with cardiomyocites represents a novel therapeutic
paradigm, but is hampered by the lack of human cardiomyocites that would be used for this
purpose. The recent derivation of human embryonic stem cell lines, adult stem cells, induced
pluripotent stem cells, unipotent satellite cells, and cardiac resident stem cells may provide a

solution for this problem.

This thesis will focus on the types of stem cells that can be used for the treatment of infarcted
myocardium and their potential sources. The means of stem cells application will be
mentioned — intravenous, intracoronary, cell layers and engeneered tissues. Some of the
experimental studies will be described, as well as some clinical trials. Potential mechanisms
of stem cells contribution to heart regeneration — by differentiation to new cardiomyocites,
immunomodulatory effects, or paracrine signalization — will be discussed. Some of the
potential clinical complications of this procedure will also be discussed, such as graft

rejection, inducton of autoimmune response and tumor formation.

Finally, the hurdles and challenges toward fully harnessing the potential clinical applications

of these unique cells will be described.

Key words: ischemic cardiac disease, stem cells, regeneration



3. Uvaod
3.1. Infarkt miokarda

3.1.1. Definicija
Infarkt miokarda (IM) ireverzibilna je nekroza sréanog misi¢a zbog dugotrajne ishemije.
Incidencija infarkta miokarda je 5/100.000 godisnje u razvijenim zemljama (Kruslin B i Nola
M, 2011).

3.1.2. Epidemiologija
IM je bolest starije dobi, a vise je od polovine bolesnika (0ko 55%) starije od 65 godina. U
dobi do 60 godina muskarci oboljevaju 4-5 puta ceS¢e nego Zene, no u uznapredovaloj dobi
razlika je manje uocljiva. IM se cCeS¢e pojavljuje u osoba koje imaju neke od riziénih
¢imbenika kao $to su obiteljska sklonost sr¢anim bolestima i aterosklerozi, hipertenzija,
dijabetes, pretilost i pusenje cigareta (Kruslin B i Nola M, 2011). Kardiovaskularne bolesti
uzrok su viSe od polovine smrti u Europi, a vjeruje se da ih je 80% moguce sprijeciti

(http://www.euro.who.int/).

3.1.3. Etiologija
IM je u vise od 95% oboljelih uzrokovan aterosklerozom koronarnih arterija. Najéesce se radi
0 rupturi nestabilnog aterosklerotskog plaka sa stvaranjem tromba i okluzijom krvne zile. U
manjine bolesnika je uzrokovan sistemnom hipotenzijom, emboli¢nim zacepljenjem
koronarnih krvnih Zila, spazmom krvnih Zila uzrokovanim kokainom 1 sistemskim

vaskulitisom koji zahvati i koronarne arterije.

3.1.4. Patogeneza
S obzirom na patogenezu postoje dvije vrste infarkta: transmuralni i subendokardijalni infarkt.
Transmuralni infarkti ograniceni su na anatomsko podrucje koje opskrbljuje jedna koronarna
arterija. Takve se nekroze protezu od epikarda gotovo do endokarda, odnosno zahvacaju
skoro cijelu debljinu stijenke. Najces¢e dolazi do zacepljenja jedne od triju glavnih
koronarnih arterija: lijeve prednje silazne arterije (LAD), desne koronarne arterije (RCA) i
lijeve cirkumfleksne arterije (CX). LAD je zahvacena u 40-50% slucajeva i rezultira
infarktom prednje stijenke lijeve klijetke prema apeksu, prednjeg dijela ventrikularne
pregrade i Citavog opsega apeksa. Zacepljenje RCA uzrokuje infarkt straznjeg dijela stijenke

lijeve klijetke, straznjeg dijela ventrikularne pregrade i desne klijetke, a javlja se u 30-40%



sluc¢ajeva. Zacepljenje CX javlja se u 15-20% slucajeva i zahvaca lateralni dio stijenke lijeve
klijetke, osim apeksa. Subendokardijalni infarkt nastaje tijekom hipotenzivnih epizoda, bez
oStecenja koronarnih arterija. OStecenje je ograniCeno na subendokardijalni dio miokarda i

obi¢no obuhvaca citav opseg lijeve klijetke (Kruslin B i Nola M, 2011).

3.1.5. Patologija
Mikroskopske promjene u podrucju infarkta sli¢e promjenama koje se vide u toku cijeljenja
rane. Nakon prvotnog osStecenja nekroti¢no tkivo infiltriraju neutrofili, koje ubrzo zamjene
makrofagi. Makrofagi izluCuju citokine i Cimbenike rasta koji stimuliraju urastanje
angioblasta i fibroblasta i stvaranje granulacijskog tkiva. S vremenom se granulacijsko tkivo
pretvori u vezivni oziljak. U tablici 1. prikazan je slijed mikroskopski vidljivih promjena u

infarktu miokarda.

Tablica 1. Slijed promjena u infarktu miokarda (Kruslin B i Nola M, 2011)

Vrijeme Vrsta promjena Mikroskopske promjene

0-24 sata Ireverzibilno oStecenje miocita Valovita vlakna, hiperkontrakcija

1-3 dana Nekroza i akutna upala Nekroza miocita, brojni neutrofili

4-6 dana Akutna i kroni¢na upala Piknoti¢ni neutrofili, makrofagi, ostatci
nekroti¢nih miocita

1-2 tjedna Kroni¢na upala i granulacijsko tkivo ~ Makrofagi, angioblasti, fibroblasti

2-5 tjedana Granulacijsko tkivo Angioblasti, fibroblasti, makrofagi,
kolagen

6 tjedana Oziljak Fibroblasti i obilni kolagen

3.1.6. Dijagnostika
Dijagnoza IM-a se postavlja na osnovi klinickog pregleda, EKG-a te laboratorijskih nalaza.
Tipicni simptomi infarkta su produzena prekordijalna bol, duzeg trajanja 1 jaeg intenziteta od
anginozne boli, a bol se moze Siriti u lijevu stranu vrata ili lijevu ruku. Mogu se javiti
mucnina, nagon na povracanje, znojenje, gusenje i dispneja. Od klinickih znakova moze se
javiti tahikardija, sniZzenje tlaka u odnosu na normalnu bolesnikovu visinu tlaka, nepravilan
puls 1 krepitacije nad plu¢ima. U 20% IM je asimptomati¢an. EKG Cesto pokazuje tipicne
ishemijske promjene (obrnute T valove), a ponekad i elevaciju ili denivelaciju ST spojnice.
Nakon stvaranja oziljka nad zahva¢enim podrucjem zaostaju Q zupci. Laboratorijski nalazi
pokazuju izrazitu dinamiku porasta i pada vrijednosti mioglobina, troponina i kreatinin kinaze
u toku prvih 24 sata. Unutar prva dva sata dolazi do poviSenja mioglobina, nespecificnog

ranog znaka IM-a. Tri do Cetiri sata od pocetka infarkta dolazi do povisenja troponina i T.
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Kod velike veéine oni su pozitivni unutar 6 sati od pocetka infarkta i vrlo su osjetljiv znak
IM-a. Cetiri do Sest sati od pocetka IM-a iz oiteéenih miocita oslobada se MB frakcija enzima
kreatin-kinaze (CK).

3.1.7. Lijecenje
Morbiditet i mortalitet znacajno su smanjeni ukoliko se rano prepoznaju simptomi i znakovi,
brzo se poduzme hitno zbrinjavanje bolesnika, te se pravodobno poduzme definitivno
lije¢enje. U hitnom zbrinjavanju bolesnika s akutnim koronarnim sindromom, koji uz IM
ukljucuje i nestabilnu anginu pektoris, upotrebljavaju se morfij, kisik, nitroglicerin, aspirin i
klopidogrel (Longmore M, 2010). Primarni cilj je utvrdivanje postojanja ST elevacije,
odnosno prepoznavanje infarkta sa ST elevacijom (engl. ST-segment elevation myocardial
infarction STEMI) i infarkta bez ST elevacije (engl. non-ST-segment elevation myocardial
infarction, NSTEMI). STEMI infarkt je infarkt s novonastalom elevacijom ST segmenta na
razini J to¢ke >0.2 mV kod muskaraca ili >0.15 mV kod zena u odvodima V2 i V3; 1/ili
elevacija >0.1 mV u bilo koja dva susjedna EKG odvoda, dok NSTEMI oznacuje sve sréane
infarkte kojima je zajedni¢ki nazivnik izostanak ST elevacije u EKG-u
(http://dx.doi.org/10.1093/eurheartj/ehs215). Ovisno o tome o kojem se od ta dva glavna tipa
IM-a radi, ovisi razina dokaza o poduzimanju odredenih terapijskih procedura. Potrebna je $to
ranija reperfuzija miokarda, kako bi se spasilo §to viSe ugrozenog miokarda. To se postiZze
bilo medikamentozno ili invazivnim postupcima. Kemijska sredstva su fibrinolitici
(trombolitici), streptokinaza i alteplaza. To su enzimi koji izravhom ili neizravhom
aktivacijom plazminogena stvaraju plazmin, koji razgraduje fibrin ili cijepa tromb (Buljevi¢ B
i Reiner Z, 2010). Fibrinolitici se primjenjuju ukoliko ne postoji moguénost kateterizacije srca
i stavljanja intrakoronarnog stenta. UCinkovita je terapija ukoliko se primjeni unutar 3-6 h od
pocetka bolova. Kod STEMI i pacijenata s nestabilnim NSTEMI provodi se kateterizacija srca
S postavljanjem stenta u okludiranu krvnu zilu- perkutana koronarna intervencija (engl.
percutaneous coronary intervention, PCI) (Vrhovac B i sur., 2003.). PCI je terapija zlatnog
standarda u lije¢enju IM. Indikacije za reperfuziju su: bol u prsima u trajanju < 12 sati koja ne
popusta na nitrate, perzistentna elevacija ST spojnice u barem dva odvoda jedne regije, slika
posteriornog infarkta, novonastali blok lijeve grane, prezentacija 12-24 sata od nastupa
akutnog koronarnog sindroma (ACS) u sluc¢aju kontinuiranih bolova i znakova infarkta u
razvoju. Smjernice za postupanje s pacijentom sa STEMI infarktom prikazane su na slici 1.
Alternativni nac¢in revaskularizacije je kardiokiruska operacija postavljanja premosnice sréane

arterije (engl. coronary artery bypass graft, CABG).
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Slika 1. Strategija reperfuzije, smjernice European Society of Cardiology iz 2012. godine
(http://dx.doi.org/10.1093/eurheartj/ehs215)

Daljnje mjere osiguravaju smanjenje boli, osiguranje balansa opskrbe i potro$nje energije i
prevencija ili lije¢enje komplikacija. Dobro razvijena kolateralna cirkulacija bitan je faktor
smanjenja ozljede miokarda. U uvjetima mirovanja ona je ¢esto dovoljna da se odrze uvijeti
bez ishemije, medutim u uvjetima pojacanih napora ili stresa zbog nedostatka autoregulacije
kolateralna cirkulacija postaje insuficijentna. Stoga je potrebo strogo mirovanje
(http://emedicine.medscape.com/).

3.1.8. Prognoza
Smrtni ishod zbog kardijalnog aresta moZe se ocekivati kod 20% bolesnika koji dozive
infarkt. Medu prezivjelima 10-20% ima nekompliciran tijek oporavka. U ostalih 80-90%
nastaju komplikacije. Od komplikacija valja spomenuti aritmije, zatajivanje srca, prosirenje
infarkta, stvaranje muralnih tromba i tromboembolija, fibrinozni perikarditis, rupturu
miokarda 1 ventrikularnu aneurizmu. Aritmije se javljaju u oko 80% bolesnika i najces¢i su

uzrok smrti u neposrednom postinfarktnom razdoblju. Prosirenje infarkta javlja se u 10%



pacijenata tijekom prvog tjedna i Siri se na rubna podruc¢ja s marginalnom opskrbom kisika
uslijed pojacanog naprezanja. Uslijed oSte¢enja endokarda ili vrtloznog protoka krvi u
prosirenim pretklijetkama 1 klijetkama u 30% bolesnika dolazi do stvaranja muralnih tromba
koji mogu biti izvor embola te uzrokovati infarkte mozga, crijeva, bubrega, slezene i dr.
Fibrinozni perikarditis javlja se tijekom prvog tjedna u oko 30% pacijenata s transmuralnim
IM. Ako se javi poslije 2-6 tjedana od infarkta radi se o autoimunoj reakciji na proteine iz
nekroti¢nih sréanih stanica poznatoj kao Dresslerov sindrom. Ruptura miokarda javlja se u
5% bolesnika uslijed razmekSanja sr¢anog miSic¢a radi nekroze i djelovanja litickih enzima
upalnih stanica. Ovisno o mjestu puknuc¢a miokarda- na slobodnoj stijenci, papilarnom misi¢u
ili pak interventrikularnoj pregradi moze do¢i do potencijalno smrtonosnih komplikacija
tamponade srca, insuficijencije mitralnog usca ili pak komunikacije lijeve i desne klijetke sa
zatajenjem srca. U manjeg broja bolesnika, 2-3% njih, na mjestu formiranog oziljka nastaje
ventrikularna aneurizma. Budu¢i da se oziljei ne mogu kontrahirati tijekom sistole, pod
povisenim tlakom s vremenom se izboc¢uju. Takvo je podrucje pogodno za nastanak tromba

(Kruslin B i Nola M, 2011).

3.2. Kroni¢na ishemijska sr¢ana bolest
Kroni¢na ishemijska sréana bolest je zatajivanje srca kao posljedica kroniénog ishemijskog
oSte¢enja miokarda. Javlja se u starijih bolesnika, s aterosklerozom zahvacenim krvnim
zilama. Hipoksi¢na oStecenja pokrecu kaskadu dogadaja, s formacijom oziljnog tkiva, tlacnim
i volumnim preoptere¢enjem i prerastezanjem kardiomiocita (Kruslin B i Nola M, 2011).
Pokusaj odrzanja minutnog volumena i ejekcijske frakcije retencijom tekucine na kraju vodi
zatajenju srca i smrti. Kao rezultat povefanog opterecenja kardiomiociti mogu i
ucetverostruciti svoj volumen, a regulacijom proizvodnje 1 razgradnje citoplazmatskih
proteina i mitohondrija mogu modulirati svoje ponaSanje (Leri A i sur., 2011). Povecanje
radnog optere¢enja rezultira hipertrofijom miocita, medutim kada ono prijede kriticnu
granicu, daljnja hipertrofija nije moguca te dolazi do disfunkcije ventrikula. U toj disfunkciji
bitnu ulogu igra i relativno sporije remodeliranje u odnosu na brz nastup hemodinamskih
optere¢enja. Prilikom hipertrofije dolazi i do promjena u homeostazi kalcija i ionskih struja,
Sto rezultira poremecajima u kontraktilnosti. Neurohumoralne promjene, pomak prema
glikolitickom metabolizmu, nedostatna krvna opskrba, remodeliranje izvanstani¢nog matriksa
1 B-adrenergiCka aktivacija pogorSavaju zatajenje. Do nedavno se vjerovalo da je regeneracija
miocita nemoguca, te da se volumen srca mijenja jedino na racun hipertrofije miocita.

Medutim, otkricem sr¢anih mati¢nih stanica ta se paradigma mijenja, te se danas smatra da
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balans izmedu funkcijskog preopterecenja i odgovora srca na to opterecenje ovisi o nastanku
miocita, njihovu rastu te smrti. Rast miocita podrazumijeva njihovu hipertrofiju i
proliferaciju, a smrt se javlja u obliku apoptoze i nekroze (Leri A i sur., 2011). Funkcijsko
preopterecenje, s posljedicnim remodeliranjem srca Cesto se vida kod valvularnih greSaka
(primjerice aortne stenoze ili mitralne insuficijencije) ili pak nakon IM-a. Kod fizioloske
hipertrofije srca (primjerice kod treniranih sportasa ili u trudnoc¢i) poveéava se broj i masa
kardiomiocita, a rast koronarne vaskulature jos je intenzivniji od porasta kardiomiocita. To¢ni
mehanizmi ove fizioloske hipertrofije u sportasa i u trudno¢i se ne znaju. Takoder nije
poznato da li prestankom vjezbanja/trudnoce ti novostvoreni kardiomiociti odumiru ili
atrofiraju. Patoloska hipertrofija Cesto vodi k zatajenju srca, ¢emu pridonosi nesrazmjer
povecanja miSi¢ne mase u odnosu na povecanje opskrbe krvlju. Kako bi se detaljnije mogli
istraziti mehanizmi hipertrofije, bilo je potrebno pronac¢i molekularni korelat dekompenzirane
sréane hipertrofije. Vjeruje se da bi ekspresija fetalnih gena a-aktina i teSkog lanca B-miozina
mogla biti dobar pokazatelj dekompenzirane hipertrofije, medutim ne zna se radi li se o
ekspresiji gena u novostvorenih miocita ili pak dedifrencijaciji terminalno diferenciranih
miocita. Dilatacija ventrikula i zadebljanje stijenke srca dva su temeljna strukturna
pokazatelja zatajenja srca (slika 2). Oni su lako anatomski mijerljivi i ukazuju na stupanj

disfunkcije srca.

ventricular dimensions chamber diameter

myocyte diameter

olume
and length i

composition
of the myocardium

7 thickness

Slika 2. Strukturne odrednice zatajenja srca - debljine stijenke srca i polumjer Kklijetke (Leri A
i sur., 2011)

Medutim i tkivna arhitektura odreduje funkciju ventrikula, te je bitan parametar u utvrdivanju
i procjeni bolesti srca. Prema Laplaceovom zakonu funkcija ventrikula ovisi o masi miokarda,
hemodinamskom opterecenju 1 anatomiji srca. Napetost stijenke srca umnozak je tlaka i
polumjera srca, podijeljenog s debljinom stijenke. Ovisno o tome radi li se o volumnom
opterecenju (dijastolicko ili predopterecenje) ili o tlanom opterecenju (sistolicko ili
naknadno opterecenje) miociti se slazu serijski, odnosno paralelno te doprinose dilataciji

odnosno zadebljanju ventrikula (slika 3).



Slika 3. Iznenadne promjene dijastolickog tlaka u klijetci dovode do apoptoze kardiomiocita,
te redistribucije kardiomiocitnih slojeva u stijenci zbog medusobnog klizanja. Gubitak

pojedinih miocita i pomak medu slojevima dovodi do dilatacije klijetke (Leri A isur., 2011)

Za primjer tlatnoga opterecenja mogu se uzeti aortalna ili pulmonalna stenoza, a volumno
opterecenje javlja se primjerice kod insuficijencija aortne valvule (Gamulin S i sur., 2011).
Promjene oblika stanice vrlo su specifiéne ovisno o vrsti optere¢enja kojoj stanica podlijeze,
medutim nije to¢no poznato zaSto volumno opterecenje dovodi do serijskog dodavanja

sarkomera, a porast tlaka do paralelnog dodavanja sarkomera (slika 4).
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Slika 4. Nacin rasta sarkomere doprinosi rastu miocita u duzinu ili Sirinu (A), dok se novi

miociti mogu se dodavati serijski ili paralelno (B) (Leri Aisur., 2011)

S vremenom, gubitak stanica, oziljkaste promjene, neproporcionalno produzenje miocita i
nedovoljna regeneracija doprinose zatajenju srca (slika 5). Neki miociti su normalne veli¢ine,
medutim brojni su atrofiéni i sadrzavaju lipofuscin, dok su drugi hipertrofi¢ni i povecanih
jezgara. Krpicasta zariSta fibroze nadomjestaju kardiomiocite, a mjestimi¢no se vide i veci
oziljci na mjestu zacjeljenih infarkta miokarda. Klinicki se ocituje postupnim zatajenjem

lijevoga i desnoga srca (Kruslin B i Nola M, 2011)
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Slika 5. Anatomske i stanicne promjene, osteCenje tkiva i nakupljanje kolagena uzrokuju

prijelaz tlanog preopterecenja u zatajenje srca (Leri A i sur., 2011)



3.3. Nove perspektive u lijeCenju AMI-ja i CHF-a
Unato¢ napretku u podruc¢ju medikamentoznog i kiruskog lije¢enja ishemijskih bolesti
miokarda, one su i dalje glavni uzrok morbiditeta i mortaliteta u svijetu. Pojava brojnih novih
terapijskih opcija poput resinkronizacijske terapije, kiruske kardiomioplastike i umjetnog srca
pokusaji su optimizacije sréane funkcije nakon ozljede miokarda. Unato¢ svim tim
terapijskim opcijama znaCajan broj pacijenata razvije zatajenje srca s posljedi¢nim
funkcijskim ogranicenjima (Feng Y i sur., 2012). Repopulacija oSte¢enog srca s
kardiomiocitima predstavlja novu terapeutsku paradigmu lijeCenja  ishemijskih
kardiovaskularnih bolesti (Caspi O i Gepstein R, 2006). Pokusi na zivotinjama i klinicka
istrazivanja sugeriraju da bi se infarcirani ili kroni¢nom ishemijom os$tec¢eni miokard mogao

regenerirati uz pomo¢ transplantacije mati¢nih stanica.



4. Reakcija stanice na ishemiju

4.1. Promjene genskog izrazaja u hipoksiji
Hipoksija je Cesti uzrok ostecenja stanica. U akutnoj hipoksiji dolazi do promjena u enzimskoj
aktivnosti, dok se u kroni¢noj hipoksiji organizam prilagodava opseznim promjenama
genskog izrazaja, s promjenama metabolickih puteva i stani¢ne funkcije koje omogucavaju
bolje prezivljenje hipoksi¢nih prilika. Stani¢ni senzor zamje¢uje smanjenje parcijalnog tlaka
kisika te pocinje sintezu ¢imbenika induciranog hipoksijom (engl. hypoxia-inducible factor,
HIF). To je transkripcijski ¢imbenik koji se veze za specificne promotore brojnih gena i potice
njihovo ocitovanje. U svim stanicama potice sintezu glikolitickih enzima i time anaerobnu
glikolizu. U endotelnim stanicama potie sintezu zilnoendotelnog ¢imbenika rasta (engl.
vascular endothelial growth factor, VEGF) i angiogenezu, te inducibilne sintetaze dusikova
oksida (engl. inducible nitric oxide synthase, iNOS) i vazodilataciju. U bubrezima potice
sintezu eritropoetina i posljedi¢nu eritropoezu, U glomus karotikusu sintezu tiroksin
hidroksilaze, s posljedi¢no pove¢anom sintezom dopamina i hiperventilacijom. U dugotrajnoj
hipoksiji u fibroblastima se aktiviraju geni jun i fos, poti¢e se sinteza transformirajuceg
¢imbenika rasta B (engl. transforming growth factor B, TGF-B), te potiCe sinteza kolagena s

posljedi¢nom fibrozom hipoksi¢nog tkiva (Kova¢ Z i Gamulin S, 2011).

4.2. Popravljiva hipoksi¢na oStecenja stanice
U akutnoj hipoksiji, prestankom oksidativne fosforilacije nastaje manjak adenozin trifosfata
(ATP). ATP se jo§ neko vrijeme generira anaerobnom glikolizom, medutim kao produkt
razgradnje glukoze nakuplja se mlije¢na kiselina, koja je zaustavlja i blokira taj zadniji,
spasonosni mehanizam nastanka ATP-a. U stanici nastupom hipoksije prvo nastupaju
popravljiva oSteCenja stanice: javljaju se poremecaji transportnih procesa (Ca’* crpke i
Na’/K* ATP-aze), u stanici se nakupljaju kalcij, natrij i voda, a gubi se kalij, prosiruju se
stani¢ne ciSterne, inhibira se sinteza bjelanc¢evina. Ukoliko dode do uspostave oksigenacije u
ovoj fazi njihova funkcija se moze oporaviti, kao i druge stani¢ne funkcije (Kovac¢ Z i

Gamulin S, 2011).

4.3. Nepopravljiva hipoksi¢na oStec¢enja stanice
Kod duljeg trajanja hipoksije nastupa permeabilitetna tranzicija mitohondrija. Uslijed
povecane propusnosti mitohondrijske membrane mitohondriji bubre, raspreze se oksidativna
fosforilacija, povecava proizvodnja superoksidnog aniona i istjeCu kalcij 1 mitohondrijske

bjelancevine, Sto nepovoljno utjece na sve stani¢ne procese. Kalcij se veze s kalmodulinom ili
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neposredno aktivira niz mehanizana koji oStecuju stanicu. Kalcij kalmodulin kompleks
aktivira fosfolipazu Al i A2 ugradenu u stanicne membrane, uzrokuju¢i oslobadanje masnih
kiselina. Oslobada se arahidonska kiselina, razgraduje se ciklooksigenazom i
lipooksigenazom, pri ¢emu nastaju slobodni radikali kisika. Kalcij kalmodulin kompleks
aktivira proteazu koja ksantin dehidrogenazu pretvara u ksantin oksidazu. Taj je enzim
posebno obilan u endotelnim stanicama i sudjeluje u oksidaciji hipoksantina i ksantina.
Prelaskom u formu ksantin oksidaze umjesto generiranja nikotinamid adenin dinukleotida
(NADH) ovaj enzim pocinje stvarati superoksidne anione, koji dalje prelaze u vodikov
peroksid i hidroksilne radikale. Kalcij kalmodulin kompleks takoder poti¢e aktivnost iINOS, a
nastali dusi¢ni monoksid (engl. nitric oxide, NO) reagira sa slobodnim radikalima stvarajuci
peroksinitritni ion i OH- (Kova¢ Z i Gamulin S, 2011).

4.4. Metabolicke promjene u ishemi¢nom miokardu
Miokard aerobnim procesima podmiruje goleme energetske potrebe. Oksidacijom masnih
kiselina, glukoze, laktata i aminokiselina nastaje energija koja se pohranjuje u obliku fosfata s
visokim sadrzajem energije. Zaliha supstrata za dobivanje energije u miocitu su triacilgliceroli

i glikogen. Bogata kapilarna mreza omogucuje difuziju kisika iz krvi u miocite.

U ishemi¢nom miokardu prevladava iskoriStenje ugljikohidrata kao energetskog izvora,
suprotno fizioloSkim okolnostima kada prevladava oksidacija masnih kiselina. Produbljenjem
hipoksije aerobni metabolizam prelazi u anaerobni, te dolazi do nakupljanja mlije¢ne kiseline
i iona vodika. Ti metaboliti koce glikolizu i prije no $to je potroSena zaliha glikogena. Ovaj je
fenomen jaCe izrazen u ishemiji nego u hipoksiji zbog smanjena ,ispiranja®“ otpadnih
produkata metabolizma. U ishemi¢nom miokardu veéa je potrosnja ATP-a nego proizvodnja.
Stoga dolazi do zatajenja funkcija ovisnih o ATP-u — kontrakcije i relaksacije miokarda, te

odrzavanja ionske homeostaze (Smalcelj A i Durakovi¢ Z, 2011).

Svaka sistola zapo¢inje ulaskom Ca’" pomocu L-tipa kalcijskih kanala, a povisenje Ca?* u
citoplazmi potice i otpustanje kalcija iz sarkoplazmatskog retikuluma. Po zavrSetku misi¢ne
kontrakcije veéina kalcija se uklanja pomoéu Na* /Ca®* transportera (NCX), koji ga izbacuje
iz stanice, a manji dio uklanja sarkolemalna Ca**ATP-aza (SERCA). Medutim, U uvjetima
acidoze, visak vodikovih iona izbacuje Na'/H" pumpa (NHE), poveéavajuéi svojim radom
unutrastaniénu koncentraciju Na*. Promjene polarizacije membrane i porast koncentracije
natrija aktiviraju obrnuto djelovanje NCX transportera, §to dovodi do porasta Ca®* u

kardiomiocitu. Nakupljeni Ca®* u stanici moZe uzrokovati aritmije, katkad smrtonosne, ili
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produljenu kontrakciju kardiomiocita s posljedi¢nim osteéenjem. Dio Ca?* se ubacuje i u
mitohondrij, koristeéi Ca?* uniporter, te za svoje djelovanje tro§i energiju potencijala
mitohondrijske membrane, koji inace sluzi za generiranje ATP-a iz adenozin difosfata (ADP).
Na taj se nacin jo§ viSe smanjuje energetska proizvodnja stanice (Murphy E i Steenbergen C,
2008).

Slika 6 pokazuje ionske i metobolicke promjene u stanici tijekom ishemije i nacin na koji
poveéanje koli¢ine protona dovodi do porasta intracelularnog kalcija. Reverzna forma
mitohondrijske FiFo-ATPase trosi stani¢ni ATP kako bi stvarala transmembranski gradijent
AY. Energija toga gradijenta se tro$i na ulazak kalcija u stanicu. Taj kalcij moZe aktivirati
mitohondrijske permeabilizacijske pore (engl. mitochondrial permeability transition pore,
mPTP), ali u vrijeme ishemije one jo§ nisu aktivne jer ih blokira niski pH. Reperfuzijom se

aktivira mPTP koja vodi k daljnjem os$tecenju stanice.

NHE Inhibitors

| /\ Low pH

cyclosporin

oligomycin

Slika 6. Ionske i metaboli¢ke promjene u ishemiji (Murphy E i Steenbergen C, 2008)

Defosforilacijom adenozin monofosfata (AMP) u adenozin uslijed manjka ATP-a, gubi se
mogucénost obnove stani¢nih energetskih zaliha, buduéi da adenozin difundira kroz stani¢nu
membranu i odlazi iz stanice. Nakupljanjem metabolita u stanici s mnostvom novonastalih

molekula mlijeéne kiseline iz jedne molekule glikogena, te zbog zatajenja Na'/K* ATP-aze,
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dolazi do povecanog osmotickog opterecenja stanice, stani¢nog bubrenja i smrti. Uz to brojni
metaboliti mogu biti i direktno toksi¢ni po stanicu. Aktivacija unutarstani¢nih proteaza
nakupljenim kalcijem dovodi do razgradnje strukturnih elemenata $to doprinosi nekroti¢noj
smrti stanice. Na periferiji samog infarkta se susreCe i apoptoza radi viSih stanic¢nih
koncentracija ATP-a. Vaznu ulogu u oSte¢enju stanice igraju i slobodni radikali kisika koji se

narodito snazno proizvode u poéetku reperfuzije (Smalcelj A i Durakovi¢ Z, 2011).

4.5. Omamljenost i hibernacija miokarda

U nekim slucajevima odredeni segmenti miokarda mogu djelovati mrtvi, medutim nakon
revaskularizacije toga podru¢ja moze im se oporaviti kontraktilnost. Radi se o fenomenima
omamljenosti i hibernacije. Omamljenost (engl. stunning) se odnosi na prolazno slabljenje ili
gubitak mehanicke funkcije miokarda nakon kracih razdoblja ishemije. Pretpostavlja se da je
uzrok omamljenja gubitak adeninskih nukleotida, ¢ija je obnova resintezom razmjerno spor
proces. Hibernacija miokarda je reverzibilna miokardna disfunkcija u kroni¢noj ishemiji.
Nakon uspostavljanja protoka PCI-em ili CABG-om segmenti koja su mjesecima ili godinama
bili bez odgovaraju¢e mehanicke funkcije oporavljaju kontraktilnost. Ovakva dugotrajna ili
opetovana ishemija moze preko izmijenjene ekspresije gena uzrokovati reverzibilne promjene
u funkcionalno vrlo vaznim proteinskim strukturama poput ionskih kanala (Smalcelj A i
Durakovi¢ Z, 2011).

4.6. Reperfuzijsko oStecenje tkiva
Metabolicke promjene u stanicama u vrijeme ishemije stvaraju uvijete za nastanak slobodnih
radikala. Mala koli¢ina Kkisikovih radikala (engl. reactive oxygen species, ROS) koja nastaje
tijekom ishemije oStecuje komponente I 1 III lanca prijenosa elektrona u mitohondrijskoj
membrani. Zbog tih oStecenja transport elektrona postaje neefikasan i1 dalje se generiraju novi
ROS. Uz to se smanjuje aktivnost enzima koji brane stanicu od njih (superoksid dismutaze,
katalaze i glutation reduktaze). Dolazi do oksidativnog stresa, stanja u kojem je proizvodnja

slobodnih radikala ve¢a od njihove razgradnje (Kova¢ Z i Gamulin S, 2011).

Na unutarstani¢noj razini zdruzenim djelovanjem poviSena koncentracija kalcija u
mitohondriju i ROS doprinose aktivaciji mPTP. Radi se o megakanalu koju premoscuje
unutarnju i vanjsku mitohondrijsku membranu. Niski pH za vrijeme ishemije djeluje
protektivno, ali povisenjem pH nakon reperfuzije otvaraju se mPTP. Isto tako, tek nastupom
reperfuzije stvara se velika koli¢ina ROS koji doprinose oste¢enju mitohondrija. Prode li

mnogo mitohondrija permeabilitetnu tranziciju, stanica ostaje bez izvora energije ATP, gubi
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se 1 ionska homeostaza stanice, stanica bubri, te uslijedi nekroza. Druga je moguénost da
mitohondrij bubri, puca oslobadajuci citokrom ¢ iz intermembranskog prostora, $to vodi
aktivaciji kaspaza i apoptoti¢noj smrti stanice. Stvaranje mPTP je glavni regulator i apoptoze i

nekroze u ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi (Murphy E i Steenbergen C, 2008).

Na slici 7 prikazan je niz promjena u stanici koje pocinju ishemijom, a progrediraju

reperfuzijom koja uslijedi. Sve te promjene doprinose stani¢noj smrti koja moze biti nekroza,

apoptoza i autofagija.

o

. Membrane damage
‘. and rupture

Slika 7. Putovi koji uzrokuju stani¢nu smrt u ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi (Murphy E i
Steenbergen C, 2008)

Na endotelnim stanicama slobodni radikali nastali tijekom hipoksije djeluju kao vjesnicke
molekule, te aktiviraju sustav nuklearnog ¢imbenika kB (engl. nucler factor kB, NF-kB).
Posljedi¢no tome povecava se izrazaj adhezijskih molekula na membranama endotelnih
stanica. Leukociti s obnovom krvotoka dolaze u ishemi¢no podruéje, prianjaju na membrane
endotelnih stanica posredstvom adhezijskih molekula, te ulaze u hipoksi¢no tkivo.
Aktivacijom leukocita razvija se velika koli¢ina slobodnih radikala kisika. Respiratorni lanac
mitohondrija je jedan od najvaznijih izvora kisikovih radikala u reperfuziji. Slobodni radikali
kisika mogu ostetiti sve dijelove stanice- U membranama peroksidiraju nezasi¢ene masne

kiseline, oksidiraju sulfhidrilne skupine enzima, depolimeriziraju polisaharide, hidroksiliraju
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baze nukleinskih kiselina, te prekidaju njihove lance. Tako dolazi do nepopravljiva oStecenja

stanica u podrucju u koje je nakon hipoksije dosao kisik (Kova¢ Z i Gamulin S, 2011).

4.7. Ishemijsko prekondicioniranje
Ishemijsko prekondicioniranje je pojava da kratka razdoblja ishemije prije infarkta aktiviraju
endogene zaStitne mehanizme te povecavaju preZivljenje kardiomiocita. Ova je pojava prvi
put otkrivena u pasa kod kojih je nakon 4 uzastopne kratke ishemije od po 5 minuta opseg
infarkta nastalog 40 minutnom okKluzijom krvne zile bio 75% manji. Proces
prekondicioniranja veze se uz spoznaju da osobe koje su imale anginozni napadaj u toku 48
sati prije infarkta miokarda imaju daleko manju smrtnost i opseg infarkta, nego osobe bez
angine. Pretpostavljeni put djelovanja u osoba s prethodnom anginom je razvoj kolaterala i
ishemijsko prekondicioniranje. Postoje dva razdoblja nakon ishemijskog prekondicioniranja u
kojima je miokard otporniji na ishemiju. Prvo je razdoblje kratko, unutar 2 sata, u kojemu se
preko receptora vezanih uz G protein povecava aktivnost protein kinaze C (PKC), koja se
premjesta iz citoplazme na plazmatsku membranu i fosforilira proteine, a medu njima i ATP-
osjetljiv sarkolemalni K* kanal (sarcKatp). Drugi prozor zastite javlja se za 24 sata od
prekondicioniranja 1 traje oko 48 sati. Radi se o promjeni ekspresije gena za razliCite
citoprotektivne bjelan¢evine poput stani¢nih stresnih bjelan¢evina (engl. heat shock proteina,
HSP) i antioksidantnih enzima. Sukladno tome brojna su istrazivanja pokazala da blokatori
Katp kanala poput glibenklamida (koriStenog u terapiji dijabetesa melitusa) dovode do
blokade ucinka prekondicioniranja. Otkriveno je i1 da tvari koje aktiviraju adenozinske Al
receptore, te opioidne receptore takoder dovode do prekondicioniranja. Farmakolosko
prekondicioniranje se moze posti¢i i inhalacijskim anesteticima. Dodatan pozitivan uéinak
imaju ACE inhibitori, zbog smanjene razgradnje bradikinina i pojacane aktivacije receptora
za bradikinin-B;, s poja¢anim ucinkom ishemijskog prekondicioniranja i kod slabijih
ishemijskih podrazaja. Mehanizmi prekondicioniranja eksperimentalno su dokazani na
zivotinjama. U klini¢koj praksi se primjenjuje kardioprotekcija inhalacijskim anesteticima
tijekom operacija u kojima se moze ocekivati ishemijsko oSte¢enje miokarda, i to prema
smjernicama strukovnih udruga American Heart Association i American College of
Cardiology. Kod ljudi je prekondicioniranje uo¢eno na nekoliko primjera, i to nakon 90
sekundnih okluzija koronarne krvne zile balon kateterom, kratkim zatvaranjem krvne zile
tijekom CABG operacije ili negativnim u¢inkom lijekova koji antagoniziraju adenozinske A1l

receptore ili zatvaraju Kartp kanale (Tomai F i sur., 1999).
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5. Mati¢ne stanice

5.1. Definicija
Mati¢ne stanice imaju sposobnost neogranicenog dijeljenja u kulturi i samoobnavljanja, te
diferencijacije u najmanje jedan tip visoko diferencirane stanice (Watt FM i Hogan BL,
2000). Takve sposobnosti imaju zahvaljujuci asimetri¢noj stani¢noj diobi, kojom se proizvodi
istovjetna multipotentna jedinka i dodatna progenitorna stanica sa specijaliziranom funkcijom
(Sylvester KG i Longaker MT, 2004). Ovisno o vrstama stanica u koje se mogu diferencirati,
mati¢ne stanice dijelimo na totipotentne, pluripotentne, multipotentne i unipotentne.
Totipotentne mati¢ne stanice imaju sposobnost stvaranja stanica potomaka svih stani¢nih
tipova u tijelu, te svih tipova stanica koje stvaraju ekstraembrionalna tkiva poput placente
(amniona, koriona i sl.). Pluripotentene mati¢ne stanice sposobne su proizvesti sve tipove
stanica u tijelu, odnosno sva tri zametna sloja, ali ne mogu proizvesti ekstraembrionalna tkiva.
Transplantacijom u imunosuprimiranog primaoca stvaraju teratome. Multipotentne mogu
proizvesti nekoliko vrsta stanica u tijelu, a unipotentne samo jedno, npr. satelitske stanice u

skeletnom misicu (http://stemcells.nih.gov/).

5.2. Uloga maticnih stanica
U mnogim tkivima mati¢ne stanice sluze za obnavljanje stanica, dijeleci se bez ogranicenja i
zamjenjuju¢i druge stanice za cijelog Zivotnog vijeka organizma. Kada se mati¢na stanica
dijeli, svaka stanica potomak moze postati ili mati¢na stanica ili diferencirana stanica sa
specijaliziranom funkcijom, npr. misi¢na stanica, eritrocit ili neuron. U nekim organima poput
crijeva ili koStane srzi mati¢ne se stanice stalno dijele kako bi osigurale popravak oStecenih
tkiva. S druge strane, u nekim se tkivima mati¢ne stanice dijele samo u posebnim
okolnostima, kao primjerice u gusteraci ili pak u srcu. Iz nekih mati¢nih stanica, nazvanih
embrionalnim mati¢nim stanicama, koje se nalaze u unutrasnjosti blastociste, nastaje cijeli

novi organizam, sa svim njegovim specijaliziranim stanicama (http://stemcells.nih.gov/).

5.3. Vrste mati¢nih stanica
Embrionalne mati¢ne stanice (engl. embrionic stem cells, ESC) su nediferencirane stanice
derivirane iz unutrasnje mase stanica preimplantacijskih embrija. U kulturi se mogu dugo

razmnozavati bez diferencijacije i mogu se razviti u stanice triju primarnih zametnih slojeva.

Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (engl. induced pluripotent stem cells, iPSC) vrsta

su pluripotentnih zametnih stanica, slicnih embrionalnim mati¢nim stanicama. Umjetno se
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formiraju uvodenjem ¢imbenika ili gena pluripotentnosti U somatsku stanicu (npr. u

fibroblast) koji reprogramiraju samu stanicu.

Adultne (somatske ili zrele) mati¢ne stanice su relativno rijetke nediferencirane stanice
pronadene u brojnim tkivima i organima s ogranicenom sposobnostima samoobnavljanja i
diferencijacije u laboratorijskim uvijetima. ldentificirane su izmedu ostalog i u mozgu,
kosStanoj srzi, crijevima, krvnim zilama, skeletnim misi¢ima, kozi, zubima, srcu, jetri te
epitelu ovarija i testisa. Smatra se da se nalaze u specificnom podrucju svakog tkiva
nazvanom ,,nisa maticne stanice”. Postoje dokazi da se u mnogim tkivima zapravo radi o
pericitima, stanicama koje sadinjavaju vanjski sloj malih krvnih zila. One miruju dulje
vrijeme, ne dijeleci se, sve dok ih potreba za povecanjem broja stanica ili oSte¢enje tkiva ne
aktivira. Te stanice se razlikuju u svome diferencijacijskom kapacitetu, ali on je uglavnom
ogranien na stanice koje postoje u ishodiSnom organu. Medutim, ponekad se i
transdiferencijacijom moze posti¢i da te stanice daju potomke specijaliziranih stanica koje
nisu karakteristicne za tkivo iz kojeg doticne adultne mati¢ne stanice potjeCu (npr. da
mozdane mati¢ne stanice formiraju krvne zile ili da stromalne stanice koStane srzi formiraju

sréane miocite) (http://stemcells.nih.gov/). Adultne mati¢ne stanice se dijele na:

e Mati¢ne stanice iz koStane srzi (engl. bone marrow stem cells, BMSC) su stromalne
mati¢ne stanice koStane srzi 1 hematopoetske mati¢ne stanice koStane srzi.

o Stromalne mati¢ne stanice kostane srzi (engl. mesenchymal stem cells, MSC) su
podvrsta stanica u koStanoj srZi koje su multipotentne i mogu formirati kost,
hrskavicu, stromalne stanice koje podupiru formiranje krvnih stanica, masne i
stanice vezivnog tkiva (Ding DC i sur., 2011).

o Hematopoetske mati¢ne stanice koStane srzi (engl. hematopoietic stem cells,
HSC) su podvrsta stanica u kostanoj srzi koje su multipotentne i mogu formirati
sve tri vrste krvnih stanica.

e Mezenhimalne mati¢ne stanice (engl. mesenchymal stem cells, MSC) su adultne
maticne stanice (osim krvotvornih mati¢nih stanica) iz brojnih razli¢itih tkiva. Nije posve
jasno jesu li MSC strome kostane srzi jednake mezenhimalnim stanicama iz drugih izvora.

e Neuralne mati¢ne stanice U mozgu stvaraju neurone i dvije vrste neneuralnih stanica:
astrocite i oligodendrocite.

e Epitelne mati¢ne stanice se nalaze u dubokim kriptama probavnog sustava i stvaraju

neuroendokrine, vr¢aste, apsorptivne stanice, te Panetove stanice.
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e KoZne maticne stanice Cine bazalni sloj epidermisa i bazu folikula dlake.
o Satelitske stanice ili skeletni mioblasti su unipotentene mati¢ne stanice koje se nalaze u
bazalnoj membrani miSi¢nih vlakana, mogu se diferencirati samo u miocite, te odrzavaju

homeostazu skeletnih misic¢a (http://stemcells.nih.gov/).

5.4. Progenitorne stanice
Progenitorne su stanice oligopotentne stanice, koje su tijekom svojega razvoja izgubile
sposobnost samoobnavljanja 1 sposobnost diferencijacije u odredenim smjerovima.
Diferenciranije su od mati¢nih stanica, te bi se slikovito moglo re¢i da su na pola puta izmedu
mati¢nih stanica i posve diferenciranih stanica. ,,Potentnost™ koju one imaju ovisi 0 njihovim

roditeljskim stanicama i o nisi u kojoj se nalaze (http://www.copewithcytokines.de/).

5.5. Povijesni razvoj
Prije vise od 30 godina znanstvenici su otkrili kako derivirati embrionalne stanice iz ranih
misjih embrija. Detaljnim upoznavanjem biologije misjih embrionalnih mati¢nih stanica 1998.
je otkrivena metoda derivacije ljudskih mati¢nih stanica iz prekobrojnih ljudskih embrija
dobivenih in vitro fertilizacijom i njihova uzgoja u laboratorijskim uvijetima. Te su stanice
nazvane ljudskim embrionalnim mati¢nim stanicama (engl. human embryonic stem cells,
hESC) (http://stemcells.nih.gov/). Budu¢i da se embrionalne mati¢ne stanice dobivaju iz
unutarnje mase stanica blastocista, uzgoj ove vrste stanica nosi odredene pravne i eticke
probleme, ovisno o stavovima o vremenu pocetka Zzivota. Uz to ESC su povezane s
tumorigenezom. Zbog ovih nedostataka istrazivanja su se usmjerila i na druge vrste mati¢nih
stanica poput adultnih mati¢nih stanica (Ding DC i sur., 2011). 2006. godine Takahashi i sur.
dosli su do velikog otkri¢a da se 1 neke specijalizirane odrasle stanice mogu reprogramirati U
IPS stanice. To je postignuto retrovirusnim unoSenjem gena s transkripcijskim faktorima (Oct
3/4, Sox 2, KIf 4 i c-Myc) u mi$je embrionalne i odrasle fibroblaste (Takahashi K i Yamanaka
S, 2006). Te su stanice nakon izrazaja doti¢nih gena dobile svojstva embrionalnih mati¢nih
stanica, morfoloski izgled, povrSinske markere, a formirale su i tumore od sva tri zametna
sloja prilikom transplantacije ispod koze misa (ESC). 2007. godine iPS stanice proizvedene su
i od ljudskih fibroblasta, koriste¢i istu (Takahashi K i sur., 2007) ili slicnu kombinaciju
faktora reprogramiranja (OCT4, NANOG, SOX2 i LIN28) (Yu J i sur., 2007). Buduéi da i iPS
stanice imaju nedostatke pri transplantaciji, poput formiranja tumora i nedostatne
diferencijacije, postoje metode kojima se pokusava pribaviti §to veca koli¢ina mezenhimalnih

mati¢nih stanica- iz menstruacijske krvi, endometrija, endometralnih polipa, jajovoda, kriznih
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ligamenata koljena, matriksa pupcane vrpce koje bi se koristile za regeneraciju. Ovisno o
genetskim dogadanjima, transkripcijskim faktorima i mikrookolini MSC se mogu diferencirati
u endodermalna, mezodermalna i ektodermalna tkiva (Ding DC i sur., 2011). IstraZivanja na
podruc¢ju adultnih mati¢nih stanica zapocela su jo§ 1950-ih godina, kada je otkriveno da se
koStana srz sastoji od dva tipa mati¢nih stanica- hematopoetskih (iz kojih se stvaraju sve
krvne stanice) i stromalnih (iz kojih nastaju koStane stanice, hondrociti, adipociti, stanice
vezivnog tkiva). Adultne mati¢ne stanice upotrebljavaju se U terapiji ve¢ 45 godina, kao
transplantacija mati¢nih stanica koStane srzi. Medutim, u tkivima je vrlo malen broj adultnih
mati¢nih stanica, te se ove stanice slabo dijele u kulturi, §to onemogucuje stvaranje velikog
broja mati¢nih stanica. Ostaje nepoznato koliko adultnih mati¢nih stanica postoji, u kojim
tkivima se one nalaze, kako nastaju i da li su to zaostatci embrionalnih mati¢nih stanica.
Postavlja se pitanje zasto bas te stanice ostaju nediferencirane, kada su sve ostale stanice oko
njih diferencirane i postoji li neka nisa koja kontrolira njihovo ponaSanje? Nadalje, nepoznato
je koji su faktori koji kontroliraju njihovu proliferaciju i diferencijaciju, te koji im je kapacitet
transdiferencijacije, koji ih faktori vode k mjestu ozljede ili oStecenja, te kako one povoljno
djeluju prilikom transplantacije — troficki, preko direktnog medustani¢nog kontakta,

sekrecijom nekih ¢imbenika ili na neki drugi nacin.

U terapiji ishemijskog mozdanog udara $takora s MSC dokazano je da one svoj povoljan
ucinak barem jednim dijelom postizu izlucuju¢i TGF-B. U ishemi¢nom mozdanom udaru jako
je povisen monocitni kemotakticki protein (engl. monocyte chemoatractant protein, MCP-1),
kemoatraktant za monocite/makrofage, koji onda ulaze u osteceno podruc¢je kroz oSteéenu
krvno mozdanu barijeru. Pokazano je da TGF-p kojeg secreniraju MSC smanjuje proizvodnju
MCP-1 i posljedi¢nu infiltraciju upalnih stanica u ishemi¢no podrucje. U prilog tome govori i
Cinjenica da u prisutnosti anti-TGF-p protutijela ili pak kod MSC kojima je nokautirana
proizvodnja TGF-f izostaje ovaj pozitivan efekt MSC (Yoo SW i sur., 2013).

5.6. Sli¢nosti i razlike embrionalnih i adultnih mati¢nih stanica
U regenerativnoj medicini i embrionalne i adultne mati¢ne stanice imaju svojih prednosti i
nedostataka. Glavna je razlika u broju i tipovima stanica u koje se mogu diferencirati.
Embrionalne stanice su pluripotentne, te mogu postati bilo koji tip stanice u tijelu. Adultne su
stanice limitirane na tipove stanica organa iz kojeg potjecu. Embrionalne se stanice lako
uzgajaju u kulturi. Adultne su stanice rijetke u tkivima, te ih je veliki izazov iz njih izolirati, a

ne postoje ni dobre metode za njihovo umnozavanje u stani¢noj kulturi. Te dvije vrste mogle
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bi se razlikovati i u izazivanju transplantacijske reakcije. Dok bi embrionalne stanice mogle
izazvati transplantacijsku reakciju, to je manje vjerojatno za adultne mati¢ne stanice. One bi
se uzele iz samoga pacijenta, diferencirale u kulturi i vratile u pacijenta, §to smanjuje
moguénost imunosnog odbacivanja. Imunosno odbacivanje alogeni¢nih stanica mozZe se
sprijeciti uvodenjem imunosupresijske terapije, medutim ona nosi svoje negativne posljedice.
Treca vrsta mati¢nih stanica koja obecava u regeneracijskoj terapiji, iPS stanice, su
pluripotentne poput ESC-a, te se individualizirano proizvode iz somatskih stanica samoga
pacijenta, $to znaci da su HLA podudarne. Medutim zbog mogucih epigenetskih i genetskih
abnormalnosti ove stanice mogle bi uzrokovati tumorigeni¢nost i imunogeni¢nost in vivo (de
Almeida PE i sur., 2013). Imunogeni¢nost ESC i iPS stanica transplantacijom u
imunokompetentnog primaoca uzrokuje odbacivanje, dok kod imunosuprimiranoga primaoca
moze dovesti do stvaranja teratoma. Takoder, buduc¢i da se neke iPS stanice proizvode
unosenjem gena za reprogramiranje pomocu virusa, taj proces se mora pazljivo kontrolirati i
testirati ukoliko be se primijenio na ljudima. Bolja alternativa je razvoj drugih tehnika dostave
reprogramiraju¢ih faktora poput plazmida ili ubacivanje samih proteina Sto bi iskljucilo

koristenje virusa (http://stemcells.nih.gov/).

5.7. Upotreba mati¢nih stanica
Maticne se stanice danas istrazuju u svrhu proucavanja kompleksnog sustava promjena koji se
javlja tijekom razvoja nove jedinke. Neka od najtezih stanja u medicini, poput urodenih
razvojnih defekta i razvoja tumora javljaju se uslijed abnormalnog dijeljenja i diferencijacije
stanica. Razumijevanje genetike i molekularne podloge nastanka tih bolesti moze pruziti uvid
u nove metode lijeCenja. Ljudske mati¢ne stanice trenutno se koriste 1 za testiranje novih
lijekova. Novi se lijekovi testiraju na diferenciranim stanicama deriviranim iz pluripotentnih
stani¢nih linija. Danas mozda najbitnije podrucje uporabe mati¢nih stanica je stvaranje novih
stanica i tkiva za potrebe regenerativne medicine. Cesto se transplantiraju tkiva i organi kako
bi se nadomjestilo osteceno ili unisteno tkivo, medutim potrebe visestruko nadilaze dostupnu
koli¢inu tkiva i organa. Mati¢ne stanice, ukoliko bi se uspjesno mogle diferencirati u
specifi¢ne stanice nude moguénost stvaranja obnovljivog izvora zamjenskih stanica i tkiva u
lijecenju bolesti poput Alzheimera, ozljede ledne mozdine, moZdanog udara, opeklina, sréane

bolesti, dijabetesa, osteoartritisa i reumatoidnog artritisa (http://stemcells.nih.gov/).
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5.8. Maticne stanice prikladne za terapiju
Preduvjet koriStenja terapije mati¢nim stanicama na podrucju regenerativne medicine je
stvaranje reproducibilne tehnike rukovanja mati¢nim stanicama, kako bi se postigla uspje$na
diferencijacija, transplantacija i prihvacanje u primatelja. Mati¢ne stanice treba dovesti u
stanje ekstenzivnog dijeljenja, da bi se generiralo dovoljne koli¢ine stanica koje bi stvorile
tkivo, razviti putove diferencijacije u Zeljeno tkivo, osigurati prezivljavanje u primatelju
nakon transplantacije, integraciju u okolno tkivo, prikladno funkcioniranje tijekom
primateljeva Zivota, bez Stete za primatelja u bilo kojem pogledu (http://stemcells.nih.gov/).
Takoder ne smije biti etickih dvojbi vezano uz nacin pribavljanja i rukovanja mati¢nim

stanicama.
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6. Srcane mati¢ne stanice (CSC)

6.1. Otkrice sréanih mati¢nih stanica
Kao $to je ve¢ spomenuto, brojna tkiva sadrze odreden mali broj adultnih mati¢nih stanica,
koje miruju u svojim niSama i ¢ija je najvjerojatnija funkcija obnavljanje oStec¢enja tkiva u
kojemu se nalaze. Cijelo proslo stolje¢e smatralo se da je srcano tkivo terminalno
diferencirano postmitoticko tkivo, da je broj kardiomiocita definiran ve¢ pri rodenju i
perzistira tijekom cijelog Zivota organa i organizma. Medutim, otkri¢e c-kit pozitivnih sr¢anih
mati¢nih stanica (engl. cardiac stem cells, CSC) koje zive u srcu i diferenciraju se u brojne
stani¢ne linije, korjenito mijenja naSe razumijevanje biologije miokarda (Beltrami AP i sur.,
2003). One su u srcu relativno rijetke, te se nalazi jedna c-kit pozitivnha CSC na otprilike 30
000 stanica u srcu (miocita i ne-miocita). CSC su smjestene u niSama, koje kontroliraju njihov
fizioloski obrtaj, rast, te migraciju i diferencijaciju onih koje napustaju niSe i zamjenjuju
umiru¢e miokardijalne stanice (Leri A i sur., 2011). Iako je nadeno viSe kategorija
progenitornih stanica u srcu, c-kit pozitivne stanice su jedine do sada otkrivene koje imaju

bioloska i funkcionalna svojstva tkivno specifi¢nih adultnih mati¢nih stanica.

6.2. Uloga sr¢anih mati¢nih stanica
Smrt 1 regeneracija miocita u srcu dogadaju se nepredvidljivo, pri ¢emu vrijeme najveceg
broja staniénih smrti ne mora odgovarati vremenu maksimalne regeneracije miocita. Kod
zatajivanja srca s vremenom se smanjuje broj novonastalih miocita i povecava se broj
odumrlih. Zanimljivo je da se broj miocita moZe vratiti u normalu ili ¢ak povecati, medutim to
ne doprinosi oporavku funkcije, smanjenju radnog opterecenja, niti anatomskoj restituciji
(Leri Aisur., 2011).

6.3. Vrste sréanih mati¢nih stanica
Do sada je otkriveno sedam vrsta CSC: C-kit*, kardiosfere, Sca-1, side population, Islet-1,

epikardijalne i SSEA-1. Njihovo razvojno podrijetlo i meduodnosi nisu posve razjasnjeni.

c-kit" CSC najistrazenije su sréane mati¢ne stanice. Izolirane su 2003. godine iz srca misa
(Beltrami AP i sur., 2003). Te su stanice klonigeni¢ne, multipotentne i sposobne za samo-
obnavljanje in vivo i in vitro. Nakon izolacije stvaraju kardiomiocite, glatke miSi¢ne stanice i
endotelne stanice. Nekoliko godina kasnije pronadene su u ljudi i dokazano je da imaju iste
karakteristike (Bearzi C i sur., 2007). Kod neonatalnih miSeva ove su Se stanice sposobne

usmjereno diferencirati in vitro, medutim njihova se sposobnost stvaranja kardiomiogenog
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fenotipa s vremenom postupno gubi. Nove studije pokazuju da podrzavaju postinfarktnu
miogenzu u neonatalnih miseva, ali ne i u odraslom srcu (Jesty SA i sur., 2012). I u ljudi su te
stanice najobilnije u neonatalnom periodu, te se s vremenom ubrzano smanjuje njihov broj.
Kako bi bile pogodne za terapijsku primjenu, potrebno je dobiti njihov veliki broj. Razvijena
je metoda magnetski aktiviranog sortiranja stanica iz uzoraka aurikule atrija, kojom se
jednostavno i jeftino mogu izolirati i umnoziti te stanice, s relativno velikim udjelom CSC
(He JQ i sur., 2011). Mehanizam pozitivnog u¢inka c-kit+ stanica ukljucuje i diferencijaciju u
kardiomiocite i parakrine u¢inke. Medu parakrinim u¢incima otkriveni su oni posredovanjem
¢imbenika rasta sli¢nog inzulinu (engl. insulin-like growth factor 1, IGF-1) (Kawaguchi N i
sur., 2010).

Kardiosfere su izoliranje iz srca glodavaca i uzoraka biopsije ljudskog srca. Te stanice imaju
sposobnost samoobnavljanja, klonigeni¢ne su i mogu se diferencirati u kardiomiocite. Radi se
o nakupini (engl. cluster) c-kit" stanica u sreditu, s periferijom diferenciranih stanica
(sr¢anih, vaskularnih, endotelnih i mezenhimalnih). To su trodimenzionalne strukture koje
stvaraju mikrookoli§ sliCan onome u niSama mati¢nih stanica, §to favorizira njihovo
preZivljenje 1 funkcionalno poboljSanje. Disocijacijom kardiosfere u pojedine stanice ti se
pozitivni u¢inci gube. Stanice koje nastaju disocijacijom kardiosfere zovu se iz kardiosfere
derivirane stanice (engl. cardiosphere derived cells, CDC). Bas kao i c-kit" stanice, kvaliteta
kardiosfera opada s dobi te su u neonatalnom razdoblju najkvalitetnije. Tome bi mogla
doprinjeti 1 veca koncentracija citokina u neonatalnom organizmu, te ve¢i broj mati¢nih

stanica (Leri Aisur., 2011).

+ v . . v . " . .
Sca-1" srCane progenitorne stanice su adultne mati¢ne stanice pronadene u misa. Ljudski

ortolog nije naden (Leri A isur., 2011).

Side population sréane progenitorne stanice nadene su u ljudi. U osoba s ishemi¢nim

miokardom brojnije su od c-kit" stanica (Zhang H i sur., 2014).

Is11" sréane progenitorne stanice jedne su od rijetkih stanica za koje se zna razvojna osnova.
One su autenti¢ni, endogeni progenitori srca (kardiomioblasti), te se iz njih razvija drugo
sréano polje. Te se stanice mogu lako umnozavati prije diferencijacije u tri glavne vrste
srcanih stanica (endotelne, glatkomiSi¢ne stanice i kardiomiocite). Ne koriste se u popravku
srca buduci da bi mogli dovesti do diferencijacije u nepoZzeljne vrste stanica, $to bi moglo

dovesti do nepovoljnih u¢inaka (Zhang H i sur., 2014).
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Epikardijalne sr¢ane progenitorne stanice, pokazuju regenerativni kapacitet u misa, no
njihov je broj nedovoljan da bi nadomjestio kardiomiocite infarciranog srca (Zhang H i sur.,
2014).

SSEA" sréane progenitorne stanice brojne su u odraslom srcu $takora, mogu se diferencirati u

endotelne, glatkomisi¢ne stanice i kardiomiocite (Zhang H i sur., 2014).
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7. Transplantacija mati¢nih stanica u terapiji infarkta

Dvije su osnovne vrste stanica koje se transplantiraju u srce: egzogene i endogene. Brojne
egzogene stanice ukljucuju totipotentne/pluripotentne ESC, iPSC te adultne mati¢ne stanice
limitiranog potencijala kao S§to su rezidentne sréane mati¢ne stanice, cirkulirajuce
progenitorne stanice i adultne mati¢ne stanice iz drugih tkiva. Stanice kandidati za
transplantaciju mogu zamijeniti kardiomiocite i/ili poboljsati sréanu funkciju. U idealnom
slu¢aju te stanice moraju biti imunokompatibilne sa srcem donora i funkcionalno se integrirati

s ostatkom miokarda.

Za transplantaciju mati¢nih stanica prilikom terapije zatajenja srca koriste se ESC, iPSC,
BMSC i MSC. Svaka od njih ima vlastite karakteristike, prednosti i nedostatke.

7.1. Maticne stanice koStane srzi (BMSC)
BMSC su najistrazenije medu mati¢énim/progenitornim stanicama u terapiji ishemijski
oste¢enog miokarda. U koStanoj srzi postoje dvije skupine razlic¢itih mati¢nih stanica, kako je
ve¢ opisano, hematopoetske progenitorne/mati¢ne stanice (HSC) i stromalne odnosno

mezenhimalne mati¢ne stanice (MSC).

7.1.1. Mezenhimalne mati¢ne stanice (MSC)
MSC koje mogu biti izolirane ne samo iz koStane srzi, nego i iz drugih tkiva (masnog tkiva,
pupCane vrpce, menstrualne krvi, endometralnih polipa, endometrija, kriznih ligamenata)
(Ding DC i sur., 2011), te ih je relativno jednostavno pribaviti. Posjeduju pozitivne stromalne
markere (CD44, CD49d, CD90 i CD166), negativne hematopoetske markere (CD14, CD45,
CD34) i negativne endotelne markere (VEGFR2, CD34, CD105) (Feng Y i sur., 2012). Profil
njihovih adhezijskih molekula razlikuje se od jednog do drugog davaoca, te ovisi 0 mediju
kori§tenom za uzgoj stanica (Ding DC i sur., 2011). Ne pretvaraju se direktno u
kardiomiocite, ve¢ svoje pozitivne efekte postizu parakrinim djelovanjem. Tome u prilog
govore 1 sli¢ni ucinci postignuti injiciranjem medija iz kulture BMSC-a, kao i samih BMSC.
Ovaj bi podatak mogao doprinjeti koriStenju paradigme lijeCenja IM bez koriStenja samih
stanica (Feng Y i sur., 2012). Smatra se da brojni faktori koje izlu¢uju trombociti i monociti,
medu kojima su i VEGF-A, PIGF i SDF-1 aktiviraju matriks metaloproteinazu 9 (MMP-9) i
uzrokuju mobilizaciju HSC, MSC, EPC. Zbirne interakcije ovih stanica doprinose procesu
revaskularizacije (Ding DC i sur., 2011). Uz ove stanice se veze jo§ jedan zanimljiv fenomen.
Naime, injiciranjem u krv Stakora pokazano je da se one endogeno ,,utkivljuju u specifi¢nim

tkivima (npr. plu¢ima), dok ih se u drugima ne moze naéi (npr. u mozgu). Modeli vaskularne i
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miokardijalne ozljede govore da bi za to specificno usmjeravanje mogli biti odgovorni
povecéanje ¢imbenika 1 deriviranog iz stromalne stanice (engl. stromal cell derived factor 1,
SDF-1) u infarciranom miokardu i udomljavanje stanica koje eksprimiraju receptor za SDF-1
(CXCR4). Ovaj faktor i njegov receptor kljucni su u zadrzavanju ovih stanica u kostanoj srzi,
mobilizaciji i udomljavanju. Razli¢ite vrste tkiva variraju u ekspresiji receptora, $to znaci da
njihov afinitet udomljavanja ovisi o vrsti tkiva. G-CSF povecava migraciju mati¢nih stanica
prema SDF-1 (Ding DC i sur., 2011), a povecanjem ekspresije CXCR4 moze dovesti i do
poboljSanja migracije i prihvacanja u ciljnom tkivu, u $to je ukljucena i regulacija na gore
matriksne metaloproteinaze (engl. matrix metalloproteinase, MMP) (Feng Y i sur., 2012). U
misjem modelu pozitivnim efektima nakon ishemije noge MSC su doprinjele izlu¢ivanjem
fibroblastnog ¢imbenika rasta 2 (engl. fibroblast growth factor 2, FGF2), VEGF i ¢imbenika
rasta posteljice (engl. placental growth factor, PIGF). Ove se stanice mogu i genetski
modificirati da eksprimiraju kinazu Akt2 koja poti¢e prezivljavanje. Ona izluCuje sFRP2
(engl. secreted frizzled-related protein 2), koji je Wnt antagonist i ¢ini kardiomiocite
otpornijima na apoptozu induciranu hipoksijom i poboljsava funkciju miokarda. (Feng Y i
sur., 2012). Za MSC se vjeruje da su imunoprivilegirane, $to je povecalo njihovu uporabu kod
alogeniénih primaoca. (Feng Y i sur., 2012) Njihov snazan imunomodulatorni efekt se oCituje
inhibicijom proliferacije i funkcije limfocita T, B i NK stanica, kao posljedica inhibicije
ciklina D2 (Ding DC i sur., 2011).

Istrazivanje na Stakorima s transmuralnim infarktom LAD, kojima je u periinfarktnu zonu
injektirano 1x10” autolognih MSC, pokazalo je da 2 mijeseca nakon implantacije nastaje
funkcionalno i histolosko poboljsanje, pojacana ekspresija angiogenetskih faktora i regulacija
na dolje proapoptotskih enzima. Bojenje 5-brom-2-deoksiuridinom je pokazalo da se
transplantirane stanice doista nalaze u ishemi¢nom miokardu. Gustoca kapilara se povecala
40% u usporedbi s kontrolom kojoj je injektiran samo medij. Neke od transplantiranin MSC
su se ugradile 1 u novostvorene krvne zile. U usporedbi s kontrolama transplantirana su srca
imala znacajno vece koncentracije osnovnog fibroblastnog ¢imbenika rasta (engl. basic
fibroblast growth factor, bFGF) i VEGF. Takoder su imali 60% manje Bax proapoptoti¢kog
proteina. Kontraktilna funkcija je bila 49% u eksperimentalnoj prema 19% u kontrolnoj
skupini (Tang YL i sur., 2005).1 ostala istrazivanja na Stakorima i svinjama nakon IM
pokazala su poboljSanje funkcije srca uslijed poboljSanja vaskularizacije u injiciranim

podrucju, ali bez formacije novih kardiomiocita.

26



Provedena su brojna klinic¢ka istrazivanja i sveukupni rezultati pokazuju da u usporedbi s
kontrolom terapija s MSC povisuje ejekcijsku frakciju lijevog ventrikula (engl. left ventricular
ejection fraction, LVEF) za 2.99% [95% CI 1.26-4.72%, P=0.0007], znacajno smanjuje
krajnji dijastolicki volumen lijevoga ventrikula (engl. left ventricular end diastolic volume,
LVEDV) za 4.74 mL [95% CI 1.64-7.84 mL, P=0.003] i smanjuje leziju miokarda za 3.51%
[95% CI 1.11-5.91%, P = 0.004] (Zhang H i sur., 2014). Medutim, u klini¢kim istrazivanjima
najjaci pozitivni efekt pokazuje 14% povecanje ejekcijske frakcije (EF) nakon intrakoronarne
aplikacije velikoga broja autolognih MSC (Chen SL i sur., 2004). Intravenska pak primjena
alogeniénih hMSC (CD105" i CD 166", CD45"), dobivenih iz HLA nekompatibilnog davaoca,
10 dana nakon infarkta, dobro je tolerirana, smanjivala je aritmije i smanjila kontraktilnu
disfunkciju u odnosu na skupinu tretiranu placebom. U tijeku pra¢enja od 12 mjeseci LVEF
mjerena magnetnom rezonancijom srca (engl. cardiac magnetic resonance imaging, cMRI) se
povecala za 5.2+1.99% (P = 0.003) u odnosu na placebom tretiranu skupinu (Hare JM i sur.,
2009).

7.1.2. Hematopoetske mati¢ne stanice (HSC)
Lavinu istrazivanja vezanih uz hematopoetske progenitorne/mati¢ne stanice pokrenula je
objava rada Orlic D. i suradnika, da se primjenom hematopoetskih mati¢nih stanica injiciranih
u rubnu zonu infarkta miokarda one diferencijaciju u kardiomiocite (Orlic D i sur., 2001).
Medutim, ovo otkri¢e nije bilo potvrdeno buducim istrazivanjima, ve¢ se pokazalo da se ove
stanice postaju zrele krvne stanice. Unatoc izostanku stvaranja kardiomiocita ova je terapija u
brojnim studijama ipak pokazala poboljSanja srane funkcije, implicirajuéi parakrini
mehanizam svojih uéinka. Stoga je napravljen veci broj klini¢kih istrazivanja 1., 2. i 3. faze u
kojima su transplantirane autologne stanice kostane srzi pacijentima sa zatajenjm srca ili pak s
akutnim infarktom miokarda. Najve¢i medu tim istrazivanjima su randomizirani, placebom
kontrolirani pokusi REPAIR-AMI (Schaechinger V i sur., 2006) i BOOST (Wollert KC i sur.,
2004). REPAIR-AMI pokazao je da intrakoronarna infuzija stanica deriviranih iz kostane srzi
smanjuje broj negativnih ishoda nakon godine dana i dovodi do poboljsanja funkcije lijevog
ventrikula. S druge strane u BOOST studiji injiciranje mononuklearnih stanica iz ko$tane srzi
(mBMC), 24 h nakon PCI, kod pacijenata s akutnim infarktom miokarda (AMI) nije dovelo
do funkcionalnog poboljsanja nakon 18 mjeseci, ali je smanjena veli¢ina oziljka i poboljsano
gibanje srcane stijenke. Kasnija metaanaliza 18 randomiziranih i nerandomiziranih pokusa na
999 pacijenata s AMI i kroni¢nim zatajenjem srca (CHF) (Abdel-Latif A i sur., 2007)

pokazala je da transplantacijom odraslih stanica kostane srzi dolazi do poboljSanja ejekcijske
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frakcije za 5.4%, veli¢ina oziljka se smanjuje za 5.49%, a LVEDV za 4.8mL. Ova istrazivanja
pokazuju da su primijenjene metode provedive i sigurne, ali uz skromne u¢inke. Medutim,
teSko je donositi relevantne zakljucke, budu¢i da se radi o malim uzorcima pacijenata,
heterogenom dizajnu istrazivanja, razli¢itim vrstama stanica koje su istrazivane, razli¢itim
putevima primjene stanica i vremenu primjene stanica. Posebnu paznju treba obratiti na
mBMC. Vec¢inom se radi o nefrakcioniranim stanicama kostane srzi, gdje >99% stanica Cine
nezreli granulociti i hematopoetske linije, ne mati¢ne Stanice. U vecini injektiranih mjeSavina
stanica hematopoetskih progenitornih stanica s markerima CD34 ili CD133 ima relativno
malo, izmedu 0.1 1 5%. Zbog njihova tako mala broja tesko je tvrditi da samo one doprinose
terapeutskim ucincima ovih stanica (Feng Y i sur., 2012). U tablici 2. sazeta su do danas

zavrsena klinicka istrazivanja presadbe stanica kostane srzi u terapiji AMI-a ili CHF-a.
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Tablica 2. Klinicka istrazivanja s BMSC (www. clinicaltrials.gov)

. . Klin Godina IstraZivana o .
. .. Ukljuceni ,, . Metoda primjene  IstraZivani . .
Naziv studije . icka  zavrSet vrsta . . Metoda pracenja
pacijenti . SC ishodi
faza ka stanica
Autologous_Ste_m Cell 2-3 h nakon Autologne Intrakoronarno za Ef'ka?HOSt EKG, SPECT’
Transplantation in AMI AMI | 2006. MBMC vriieme PCI kvaliteta ergometrija, SF36
(ASTAMI) y Fivota formular
Combination Stem Cell .
CHF, AMI Intrakardijalna .
M.E.SE.N DO therapy for u zadnjih 12 | 2009. Autologne infuzija za vrijeme Slgurnost, SPECT, UZV srca
Utilisation and Rescue of . BMSC efikasnost
. mj. CABG
Infarcted Myocardium
Bone Marrow Stem Cell .
Infusion Following a Heart 27 CEE | 2010. Al Intrakoronarno Slgurnost, Holter, lab, MRI
nakon AMI mBMC efikasnost
Attack
Safety and efficacy of
Intracoronary Adult Human i Autologne Sigurnost,
MSC after AMI AMI " 2010. MSC Intrakoronarno efikasnost SPECT
(SEED-MSC)
Prospectie Randomised study
of Mesenchymal stem cell Autoloane Intrakardijalna Siqurnost MRI, UZV, holter
therapy in Patients CHF Lill 2011. MSCg injekcija tijekom efigkasnost, CK, troponin,
Undergoing cardiac surgery CABG NYHA, MLHF
(PROMETHEUS)
Bypass surgery and CD133
Marrow Cell injection for Wi CD133 Intrakardijalna
treatment of Ischaemic Heart CHF " 2011. stanice injekcija tijekom Efikasnost MRI, NYHA
Failure kostane srzi CABG
(Cardio 133)
Use of Adult Autologous SC
in Treating People Who Have 37 dana Autologne .
Had a Heart Attack nakon AMI 1 2012. MBMC Intrakoronarno Sigurnost EKG, MRI
(The TIME study)
_Per_cutaneo_us Stem Cell Autologne | Transendokardijal
Injection Delivery Effects on i MSC i na injekcija Sigurnost
Neomyogenesis Pilot Study CHF " 2012. alogene ti'eJkomJ efigkasnos'; CT,uzv
(The POSEIDON Pilot g Jexom
MSC kateterizacije
Study)
The Transendocardial Transendokardijal
Autologous Cells Human autologne na iniekciia Siqurnost
MSC and BMC in Ischaemic CHF lin | 2012 MSC i TUEREN gurnost, MRI, UZV
- h tijekom efikasnost
heart failure trial BMSC

(TAC-HFT)

kateterizacije

*MmBMC — mononuklearne stanice koStane srzi
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Iz prilozene tablice vidimo da je proveden velik broj klinic¢kih istrazivanja faze 1, 2 1 3 s
razli¢itim vrstama stanica, razli¢itim putevima primjene i neusuglaSenim metodama pracenja
rezultata (SPECT, MR, UZV, EKG, holter, NYHA, itd.). Prema trazilici na stranici
www.clinicaltrials.gov ukupno ima 34 klinic¢ke studije koje se bave transplantacijom mati¢nih
stanica u terapiji infarkta miokarda. Ovdje su navedena zavrSena istrazivanja (9), medutim,

jos§ ih je mnogo u tijeku ili nepoznatog statusa (24), te je jedno prekinuto.

7.2. Embrionalne mati¢ne stanice (ESC)
Pribavljanje, istrazivanja i upotreba ESC stanica u lijeCenju podlijeze etickim dilemama, iako
je njihova primjena pokazala dobre rezultate na zivotinjama (Zhang H i sur., 2014). Uspjes$na
izolacija ovih stanica 1990-ih kamen je temeljac svim terapijama koje se baziraju na
transplantaciji stanica. Imaju sposobnost neograni¢enog samoobnavljanja i medu ostalim
stvaranja kardiomiocita. Dosadasnja saznanja prikupljena su iz istrazivanja na Zzivotinja,
pretezno glodavcima i svinjama. Mi§je embrionalne stanice diferencirane u kardiomiocite
(engl. murine embryonic cells derived cardiomyocites, mES-CM) transplantirane u zdravo
misje srce pokazale su sposobnost stvaranja stabilnih intrakardijalnih graftova, a u modelima
nakon IM su pokazale poboljsanje sréane funkcije. S druge strane, deriviranje kardiomiocita
iz ljudskih embrionalnih stanica (RESC) mnogo je zahtjevnije, dok je spontana diferencijacija
hESC u kardiomiocite spora. Upotreba aktivina A i kostanog morfogenetskog proteina 4
(engl. bone marrow protein 4, BMP4) za 30% poboljsava diferencijaciju hESC u
kardiomiocite. Takoder je bitan problem prezivljavanje stanica u sr¢anom tkivu nakon
transplantacije. Smrt transplantiranih stanica nastupa uslijed ishemije, zbog transplantacije u
ishemi¢no podrucje, anoikisa odnosno programirane smrti stanica uslijed odvajanja stanica od
podloge tj. ekstracelularnog matriksa i zbog faktora povezanih s upalom — slobodnih radikala,
citokina 1 NK stanica. Kako bi se potaknulo prezivljenje transplantiranih stanica,
upotrebljavaju se razliCiti kokteli sacinjeni od Matrigela koji sprjecava anoikis, peptida Bcl-
XL koji blokira mitohondrijsku smrt stanice, ciklosporina A koji inhibira mitohondrijske
puteve ovisne o ciklofilinu D, pinacidila koji otvara ATP ovisne K kanale i oponasa
prekondicioniranje, IGF-1 koji aktivira Akt puteve te inhibitor kaspaze ZVAD-fmk. Ovaj je
koktel poboljSao 1 preZivljenje i veli¢inu grafta hESC-CM u miSeva. Svi ovi faktori ne djeluju
pojedina¢no, medutim koristeni zajedno daju dobre rezultate, §to upucuje da su mehanizmi

smrti transplantiranih stanica u miokardu brojni i razli¢iti (Laflamme MA i sur., 2007).
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Zanimljiva su istrazivanja na Zzivotinjama sa sporim sréanim ritmom ili S totalnim AV
blokom. U njih su hESC-CM zamijenili stanice pacemakera, te uzrokovali ektopican ritam
kompatibilan s prezivljenjem Zivotinje (Kehat I i sur., 2004). To istrazivanje ukazuje da su
kardiomiociti derivirani iz embrionalnih stanica sposobni stvoriti propusne veze (engl. gap
junctions) sa stanicama domacinova miokarda, te se ukljuciti u elektricnu aktivnost srca
domacdina. Medutim, reparacija lijevog ventrikula kardiomiocitima zahtjevniji je zadatak od
stvaranja pacemakera, i zahtjeva 1000 puta viSe stanica. Primjena hESC u srce
imunosuprimiranog misa S neozlijedenim srcem u 90% slucajeva je rezultirala prihvacanjem
grafta, medutim u infarciranih srca samo kod 18% su se mogli detektirati hRESC. Diferencirani
kardiomiociti dobiveni iz hESC, transplantirani u srce imunosuprimiranog mis$a nakon
umjetno proizvedenog infarkta prednje stijenke, omogucili su popravak sréane strukture i
funkcije nakon infarkta. hESC-CM bili su locirani ne samo u periinfarktnoj zoni, nego i u
srediSnjem podrucju infarkta, pokazujuci tako dobru prilagodbu na neprijateljsko okruzenje u

samom oziljku.

U srcu transplantiranih miSeva nadene su i ljudske endotelne stanice koje su se povezale s
mi$jim endotelnim stanicama stvarajuci nove kapilare. Ljudske stanice nisu bile pronadene u
drugim organima, osim u srcu. U svih je Stakora kontrolne i eksperimentalne grupe poslije
infarkta porastao polumjer lijevog ventrikula na kraju dijastole (engl. left ventricular end
diastolic diameter, LVEDD), a smanjila se sistolicka funkcija lijevog ventrikula (LV),
medutim u grupi s transplantiranim hESC-CM te su promjene bile manje izrazene. Postoje
naznake da su se hESC-CM sinkronizirali s ritmom kontrakcija ostatka miokarda i tako
doprinjeli poboljsanju sistoliCke funkcije. Takoder se ¢ini da su ove stanice parakrinim
mehanizmom potakle prezivljenje kardiomiocita domacina, angiogenezu, poboljSale
izvanstani¢ni matriks i modulirale imunosni odgovor (Laflamme MA i sur., 2007). Ovi su
uspjesni eksperimenti na zivotinjama poticaj za daljnja istrazivanja, no prije uporabe hESC-
CM u klini¢kim istrazivanjima treba rijesiti nekoliko problema. Moraju biti upotrijebljeni vrlo
prociséeni pripravci diferenciranih kardiomiocita, a ne samih hESC zbog rizika stvaranja
teratoma. Zbog toga je potrebno dogovoriti uniformne protokole kojima ¢e se to postici.
Takoder ¢e biti potrebno razviti protokole kojima ¢e se zaobi¢i imunosna reakcija, buduci da
se te stanice dobivaju iz alogeni¢nih in vitro fertiliziranih embrija. Treba uzeti u obzir i
elektrofizioloske posljedice i funkcionalnu integraciju tih stanica s primateljem (Feng Y i sur.,
2012). Znacajna su i eticka ograni¢enja. U veéini zemalja se ne dozvoljava stvaranje novih

hESC linija ve¢ se omogucava koristenje postoje¢ih. Postoji mogucnost stvaranja aritmija
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koje bi se mogle pojaviti u ljudi koji imaju sporiji sréani ritam, jer je moguée da brz sréani

ritam srca Stakora maskira povratne provodne putove (Laflamme MA i sur., 2007).

7.3. Inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (iPSC)
Dobivanje iPSC reprogramiranjem adultnih somatskih stanica u pluripotentne stanice jedno je
od najznacajnijih otkri¢a na podrucju istrazivanja mati¢nih stanica u zadnjih nekoliko godina
(Takahashi K i Yamanaka S, 2006). Postoji mnogo istrazivanja koja pokazuju da
kardiomiociti derivirani iz iPS stanica imaju elektrofizioloske, funkcijske i mikrostrukturne
sli¢nosti s nativnim kardiomiocitima (Yu T i sur., 2013). Buduéi da se nakon transplantacije
mogu aktivirati neki geni iz virusa ili pak onkogeni (koji su uneseni samom metodom
reprogramiranja radi unoSenja ¢imbenika pluripotentnosti), prije klinicke upotrebe ovih
stanica nuzno je pronaéi protokole kojima ¢e se reprogramiranje postic¢i bez prisustva virusa.
Nedavno su uspjehe u tome poluéili transpozoni, episomi i mikro RNA, te direktni putevi
dostave proteina (Feng Y i sur., 2012). Takoder je potrebno provesti jo§ translacijskih
istrazivanja da bi se sa sigurno$¢u utvrdilo da su potomci ovih stanica koriSteni u terapiji
funkcionalni, netumorigeni¢ni, stabilni, da se ne dediferenciraju i ne uzrokuju imunosne
odgovore koji bi ugrozili njihov opstanak in vivo. Potrebno je produbiti znanja o biologiji,
genetici i epigenetici iPSC. Unato¢ prvotnom odusevljenju da ¢e ove stanice biti odli¢an izvor
autolognih stanica za stani¢nu terapiju, pokazalo se da one mogu imati genetske i epigenetske
abnormalnosti koje bi mogle uzrokovati imunogeni¢nost i tumorigeni¢nost in vivo (de

Almeida PE i sur., 2013).

7.4. Sr¢ane maticne stanice (CSC)
Dvije od sedam vrsta CSC stanica, C-kit" i kardiosfere, prosle su klini¢ka istraZivanja faze I,
te pokazuju obeéavajuce rezultate. Stovise, istrazivanja pokazuju da bi se CSC mogle u in

vivo uvjetima pretvoriti u kardiomiocite (Zhang H i sur., 2014).

C-kit" CSC istrazivane su u klinickom istrazivanju faze | nazvanom SCIPIO [Stem Cell
Infusion in Patients with Ischaemic cardiOmyopathy], zavrsenom 2011 (Bolli R i sur., 2011).
Ova studija testirala je sigurnost i efikasnost autolognih C-kit" CSC kao dodatne terapije u
ljudi s kronicnom ishemickom kardiomiopatijom koji podlijezu CABG operaciji. Cilj je bio
prvenstveno procijeniti sigurnost ove metode, te sekundarno efikasnost pomocéu UZV srca i
CMRI. Studija je bila otvorenog dizajna (nije bilo provedeno zasljepljivanje), ali osobe koje su
izvodile UZV preglede pacijenata nisu znale da li je pacijent primio CSC ili je bio u

kontrolnoj skupini. Istrazivanje je provedeno na 23 pacijenta: 16 u eksperimentalnoj i 7 u
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kontrolnoj skupini. Pacijentima je za vrijeme CABG operacije uzeto 1 g tkiva miokarda iz
kojega su izolirane i umnozene mati¢ne stanice. 4 mjeseca nakon operacije intrakoronarnom
infuzijom uneseno je 1x10° autolognih c-kit+ CSC u srce. Navedeni odmak od 4 mjeseca
omogucio je oporavak i poboljSanje funkcije srca uslijed CABG, kako se u¢inci CABG ne bi
mjerili u samom istrazivanju. Analizom transplantiranih stanica utvrdeno je da su 75-98%
transplantiranih stanica bile su c-kit+, dok su 0.1-27% stanica bile usmjerene mati¢ne stanice
miocita, glatkih miSiénih stanica i endotelnih stanica. Nije bilo nuspojava povezanih s
terapijom u tijeku pracenja od godine dana. Istrazivanje je pokazalo je znaCajno smanjenje
veli¢ine oziljka, poboljsanje LVEF, te poboljsanje kvalitete zivota. LVEF se poboljsala s
medijana od 30.3% prije CSC infuzije, na 35.9% jedan mjesec nakon infuzije mati¢nih stanica
(p=0.014), te na 38.5% nakon cetiri mjeseca (p=0.001). Nakon toga nije bilo znacajnog
poboljsanja do kraja 12 mjeseca pracenja. S druge stane, kod pacijenata iz kontrolne skupine
nije bilo poboljsanja u periodu od 4 mjeseca pracenja- LVEF je bila 30.1% na pocetku
pracenja, a 30.2% nakon 4 mjeseca. U eksperimentalnoj skupini nadena je i pobolj$ana
pokretljivost srca, i to ne samo u injektiranom podrucju. cMRI s gadolinijem pokazao je
smanjenje veli¢ine infarkta za 24% nakon 4 mjeseca, te za 30% nakon 12 mjeseci. Postignuto
je i poboljsanje u kvaliteti Zivota mjereno MLHFQ skorom i smanjenje NYHA skora za jedan
funkcionalni razred (sa 2.19 na 1.63) nakon 4 mjeseca od terapije. Budué¢i da ne postoji
metoda pracenja sudbine CSC u srcu, ne moze se sa sigurnoS¢u utvrditi da 1li je navedeno
poboljsanje posljedica diferencijacije unesenih mati¢nih stanica, induciranja postojecih
mati¢nih stanica u srcu ili pak nekog drugog mehanizma. Nedostatci ovog istrazivanja su mali

broj ispitanika, te otvoreni dizajn studije bez kontrole se placebom (Bolli R i sur., 2011).

Kardiosfere su istrazivane u kliniCkom istrazivanju 1 faze, zavrSenom 2012. godine pod
nazivom CADUCEUS (Cardiosphere-Derived aUtologous stem Cells to reverse ventricUlar
dySfunction) (Makkar RR i sur., 2012). U ovome su randomiziranom klinickom pokusu
autori pacijentima s preboljenim IM unazad 1.5-3 mjeseca i LVEF 25-45% intrakardijalno
injicirali stanice derivirane iz kardiosfera (CDC). Uspjeh terapije pratili su cMRI. Pokazali su
da pacijenti za 6 mjeseci imaju za 28% manju masu oziljka, te za 12 mjeseci 42% manju masu
oziljka (Feng Y i sur., 2012). In vivo efekti dobiveni transplantacijom kardiosfera bi mogli biti

posljedica direktne regeneracije kardiomiocita i parakrinih efekata (Zhang H i sur., 2014).
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7.5. Prednosti i nedostatci pojedinih vrsta mati¢nih stanica

U tablici 3. prikazane su prednosti i nedostatci pojedinih vrsta maticnih stanica u terapiji

zatajenja srca.

Tablica 3. Razlicite vrste mati¢nih stanica u terapiji zatajenja srca - adaptirano prema (Zhang

Hisur., 2014)
ESC iPSC BMSC MSC CSC
Izvor stanica ogranicen neogranicen ogranicen neogranicen ogranicen
Diferencijacija + + - - +
u kardiomiocite
in vivo
Parakrini efekti + + + +
Imunosna + Ukoliko su Ukoliko su Ukoliko su
reakcija autologne ne | autologne ne | autologne ne
postoji postoji postoji
Nastanak + + - - -
teratoma
Poboljsanje + + + + +
funkcije in vivo
Eticke dvojbe da ne ne ne ne
Klinicka - - Faza Ill Faza Ill Faza |
istrazivanja

7.6. Metode primjene mati¢nih stanica
Putovi primjene ovih stanica su vrlo raznoliki. Raspravlja se o intravenskoj primjeni,
intrakoronarnoj i intrakardijalnoj injekciji. Kod zivotinja su svi ti putevi primjenjivi, medutim
u ljudi se mati¢ne stanice ve¢inom primjenjuju transendokardijalno ili intrakoronarno tijekom
PCI, ili se u tijeku CABG operacije na otvorenome srcu injektiraju direktno intrakardijalno
(www.clinicaltrials.gov). Medutim, prilikom injekcije stanica u miokard dio stanica bude
otplavljen u druga tkiva ili stanice izgube funkciju uslijed mehani¢kog stresa (Sawa Y |
Miyagawa S, 2013). Osim navedenih injekcija suspenzija stanica, koje rezultiraju slabim
zadrzavanjem stanica, razvijaju se nove metode primjene stanica. Radi se o drugoj generaciji
regenerativne terapije miokarda— kardiomioplastici tkivnim inzenjeringom. Primjer za to su
tkivnim inzenjeringom dobivena srcana tkiva razvijena na biorazgradivim matricama. Njima
je, u usporedbi sa suspenzijom stanica, postignuto bolje zadrzavane stanica u ciljnom tkivu.
Medutim, uoceno je samo marginalno funkcijsko poboljSanje. Moguce je da razgradnja

matrice uzrokuje upalne i fibrozne promjene (Li RK i sur., 1999). Nedavno je razvijena i
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metoda inzenjeringa stani¢nog lista nacinjenog od progenitornih stanica (slika 8). Ove se
stanice uzgajaju u posudu za stanicnu kulturu prekrivenim polimerom osjetljivim na
temperaturu PIPAAmM (N-isopropilakrilamid). Na 37°C on je hidrofoban i stanice na njega
adheriraju i dijele se, dok na 20°C postaje hidrofilan, bubri i odvaja se od podloge. Pri tome
nema oStecenja stani¢ne povrsine, izvanstani¢nog matriksa i narusavanja interakcija medu
stanica uzrokovanog enzimskom razgradnjom ili upotrebom etilendiamintetraoctene kiseline
(EDTA) (Masuda S i sur., 2008) (Sawa Y i Miyagawa S, 2013).

Rinsed with cold water to

; Temperature-
lectro raftod IPAA
zE):.\ v:: . mh. ‘,‘:: " ’ responsive culture dishes

IP AAm-PA solution ogen g Gas sterilization

PIP AAm-grafted stem cells

Gel (polymerization)

s e e
35-mm TCPS dish Cell culture at 37 °C

Left Anterior Descending Coronary
Artery (LAD) ligation model

4~ Cell SheetPatch
(Top View)

Slika 8. Procedura kardiomioplastike tkivnim inzenjeringom (Feng Y i sur., 2012)

Ovom je tehnologijom mogucée napraviti 3D sréano tkivo slazuci slojeve stanica jedan na
drugi. Ti su se slojevi brzo funkcionalno i strukturno povezali, §to je pokazano ekspresijom
koneksina 43 i stvaranjem spontanog sr¢anog ritma (Shimizu T i sur., 2002). Nakon
implantacije ovi su se stani¢ni listovi graftovi uspjesno spojili sa srcem Stakora s ishemi¢nom
sr¢anom bolesti, smanjili su formiranje oziljka i poboljsali sréanu funkciju te time poboljsali
sigurnost i efikasnost procedure (Miyagawa S i sur., 2005). Do sada su razvijeni stani¢ni
listovi saCinjeni od brojnih vrsta progenitornih stanica, primjerice: skeletnih mioblasta

(Memon 1A i sur., 2005), MSC (Zhang D i sur., 2010), sréanih progenitornih stanica
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(Zakharova L i sur., 2010) i kardiomiocita deriviranih iz iPSC (Miki K i sur., 2012). Klinicke
studije u kojima su stani¢ni listovi transplantirani epikardijalno pokazale su poboljsanje
dijastolicke funkcije srca (Saito S i sur., 2012). Najveci problem ostaje nedostatna krvna

opskrba, te to Sto transplantacija veeg broja stani¢nih listova rezultira slabijim rezultatima

(Sawa Y i Miyagawa S, 2013).

7.7. Transplantacija diferenciranih i nediferenciranih stanica
Usporedimo li transplantaciju pluripotentnih stanica i transplantaciju in vitro diferenciranih
mati¢nih stanica, pokazalo se da je transplantacija in vitro diferenciranih mati¢nih stanica kod
Zivotinja bila uspje$nija i sigurnija. Kod transplantacije nediferenciranih ESC (embrioidnih
tijela) u ishemi¢ni miokard prezZivljenje stanica bilo je slabo, a male nakupine prezivjelih
stanica Cesto su sadrzavale i druga ne-sr¢ana tkiva poput malih cista obloZenih epitelom
(Laflamme MA i sur., 2007). Transplantacija nediferenciranih stanica u imunosuprimiranog
primaoca u velikom broju slucajeva rezultira formacijom teratoma. Stoga se novija
istrazivanja usredotoCuju na stanice koje su diferenciranije- progenitorne stanice ili

kardiomiocite.
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8. Diskusija

8.1. Trenutna uloga mati¢nih stanica u terapiji IM-a i CHF-a
Morbiditet i mortalitet od kardiovaskularnih bolesti u svijetu raste. Veliki se napori ulazu u
prevenciju tih bolesti promjenom Zivotnih navika, ali unato¢ tome znatan broj ljudi dozivi
infarkt miokarda. Velik broj pacijenata koji prezive akutnu fazu razvija kroni¢nu ishemijsku
bolest srca. Nju Cesto prati slaba ejekcijska frakcija 1 brojna funkcionalna ogranic¢enja u Zivotu
bolesnika. Unato¢ postavljanju stentova ili revaskularizacijskoj terapiji, medikamentoznoj
terapiji u akutnoj i kasnije kroni¢noj fazi bolesti, te razli¢itim uredajima kojima se potpomaze
slaba funkcija lijevog srca, lijeCenje terminalne faze ishemijske kardiomiopatije je
neuspjesno. Zbog toga se mnogo nade polaze u terapiju mati¢nim stanicama i ve¢ se gotovo
20 godina intenzivno radi na pronalasku stanica koje bi obnovile miokard, smanjile o0ziljno
tkivo i poboljsale oStec¢enu sr¢anu funkciju. S jedne strane traze se nacini na koje bi se moglo
potaknuti mati¢ne stanice u samome srcu na aktivaciju, migraciju iz svojih niSa do mjesta
ozljede, proliferaciju i diferencijaciju u funkcionalne kardiomiocite. S druge strane, nastoji se
nac¢i ekstrakardijalne mati¢ne stanice koje bi se udomile u infarciranom srcu i same se
diferencirale u kardiomiocite ili pak svojim parakrinim djelovanjem stimulirale preZivljenje i
funkciju kardiomiocita ili sréanih mati¢nih stanica. Za sada u klinickoj primjeni terapija
mati¢nim stanicama U IM-u i CHF-u je pokazuje mala funkcijska poboljSanja, primjerice
porast LVEF za 5%, premda su neke studije imale i bolje rezultate. Medutim, terapija
mati¢énim stanicama ne djeluje istim mehanizmima kao klasiéna medikamentozna ili
invazivna terapija sr¢anih bolesti, te ima potencijala postati dodatno terapijsko sredstvo uz
standardnu terapiju. Stoga je tesko ocekivati da ¢e ova strategija u potpunosti zamijeniti
dosadasnju terapiju, ve¢ je vjerojatnije da ¢e pruziti jo§ jednu terapeutsku opciju u ljudi s

terminalnim zatajenjem srca.

Ovisno o tome koliko vremena imamo na raspolaganju za pripremu stani¢ne terapije, mati¢ne
stanice mozemo primijeniti u dva oblika. U kratkom roku mogu se prikupiti stanice iz koStane
srzi, selektirati Zeljene stanice prema povrSinskim markerima, te ih odmah presaditi u srce
bolesnika. Ova bi terapija bila moguca u terapiji akutnog infarkta miokarda. Za uzgoj i
umnozavanje stanica u kulturi, te njihovu diferencijaciju potrebno je vrijeme. Takva bi
terapija injiciranjem suspenzije diferenciranih i umnoZzenih stani¢nih preparata dobivenih iz
vlastitih mati¢nih stanica ili stvaranjem listova tkiva od vlastitih mati¢nih stanica bila moguca

jedino u terapiji kroni¢ne sréane bolesti. Ta metoda takoder bi bila skuplja, zbog vise rada i
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materijala koji mora biti uloZzen u ovakvu proceduru. Alogeni¢na transplantacija vec
pripremljenim diferenciranim ili nediferenciranim stanicama bila bi mnogo brza, i time
pogodna i za hitne slu¢ajeve. Medutim, da bi se mogla primijeniti potrebna je imunosupresija,
vjerojatno dozivotno, $to nosi znatne rizike. Kako bi se zaobiSla imunosna reakcija,
istrazivana je i produkcija heterolognih genetski modificiranih stanica koje ne bi izrazavale
HLA antigene. Ove stanice nisu se pokazale kao dobra alternativa jer su aktivirale NK
stanice, koje su ih uklonile.

8.2. Mehanizmi djelovanja mati¢nih i progenitornih stanica
Iz brojnih provedenih istrazivanja mogu Se razluditi tri glavna mehanizma kojima mati¢ne
stanice doprinose funkciji ishemijom o$tecenog srca, barem u Zivotinjskim modelima. To su
diferencijacija u kardiomiocite, imunomodulatorni u¢inci 1 parakrini  efekti.
Imunomodulatorni u¢inci o€ituju se Smanjenom infiltracijom tkiva leukocitima, te smanjenim
oSte¢ivanjem i smrti okolnih kardiomiocita. Diferencijaciju u kardiomiocite pokazuju samo
neke matic¢ne stanice, primjerice ESC, iPSC i CSC. Diferencirane stanice uz karakteristi¢ne
morfoloske osobine, pokazuju i sposobnost povezivanja s drugim kardiomiocitima domacina,
stvaranje funkcionalnog, elektromehanickog sincicija. Ultrazvucno zadebljanje srca u sistoli
miSeva kojima su transplantirani kardiomiociti govori u prilog postojanju vise jedinica koje
generiraju silu u sréanoj stijenci s infarktom i funkcionalnoj integraciji transplantiranih
kardiomiocita. Takoder se mogu primijetiti i promjene u EKG-u, kao mogucéa posljedica te
integracije. Unato¢ tome, teSko je to¢no odrediti da 1i se graftovi sinkrono kontrahiraju s
ostatkom srca ¢ak i pomo¢u MRI. Sa sigurno$cu bi se to moglo provjeriti samo intravitalnim
oslikavanjem kalcijem. Parakrini efekti takoder bi mogli poboljsati kontraktilnu funkciju srca
poticuéi angiogenezu, poboljSavajuéi strukturu izvanstani¢nog matriksa, smanjujuci fibrozu ili
moduliraju¢i upalni odgovor na oStecenje tkiva, te odrzavanjem o$tec¢enih kardiomiocita na
zivotu. Sve transplantirane stanice djeluju parakrinim mehanizmima. Oni su vaZan

mehanizam djelovanja MSC, koje nemaju sposobnost diferencijacije u kardiomiocite.

8.3. Uspjesi istrazivanja na Zivotinjama i klini¢ka istraZivanja
Pretklinicka istrazivanja transplantacije mati¢nih stanica pokazala su pozitivne efekte na
sréanu funkciju i sigurnost. Medutim, u ljudi tako izrazeni pozitivni efekti nisu reproducirani.
Jedna je mogucénost da u Covjeka postoje drugi mehanizmi diferencijacije, opstanka i
djelovanja mati¢nih stanica, koji onemoguéuju prihvacanje, organizaciju i funkcionalnu

integraciju mati¢nih stanica kod ¢ovjeka. Te bi razlike mogle potjecati s mnogo razina- od
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regulacije genske ekspresije, djelovanja enzima, odnosno postojanja razli¢itih vrsta enzima,
interakcije medu stanicama, grade izvanstani¢nog matriksa, reakcije stanica na ozljedu,
osobitosti imunosnog ili upalnog odgovora. Nedostatak brojnih provedenih studija je da se
stanice injektiraju u krvne zile srca. Pri tome se ne zna gdje te stanice zavrSavaju- U srcu ili u
drugim tkivima. Pitanja su mogu li iz krvne zile prije¢i u Zeljeno tkivo- posjeduju li
odgovarajuce receptore za prihvac¢anje na endotel krvne Zile i prolazak kroz nju, kako ¢e u
tkivu opstati- buduci da se radi o ishemi¢nom podrucju, zahvaéenom raspadom stanica i
upalom ili u kroni¢noj fazi oziljno promijenjenom podruéju. Veéinom se radi o stanicama
koje su u velikom stresu zbog odvajanja od okoline u kojoj su se do tada nesmetano razvijale
(bila to kostana srz kod direktnog injektiranja ili petrijeva posuda kod uzgoja stanica). Postoji
mogucnost da bi se djelomi¢nom razgradnjom oZiljnoga tkiva moglo poboljsati ugnjezdenje
maticnih stanica i njihov opstanak, medutim to nosi rizike od prejake razgradnje stijenke srca
i rupture ili pak stvaranja aneurizme. S druge strane, izradom mjesavine sacinjene od vise
vrsta mati¢nih stanica medu kojima bi bile i stanice koje bi izgradile kapilare ili dodavanjem
faktora rasta koji bi to poticali moglo bi se produljiti preZivljenje stanicama u neprijateljskom
okruzenju oziljka i poboljsati dostava kisika te smanjiti stres. Drugi faktor koji bi mogao
doprinjeti boljem prezivljavanju je prekondicioniranje organizma ili pak samih stanica prije
transplantacije. U Zivotinja se prekondicioniranje postize uporabom inhalacijskih anestetika ili
visekratnim kra¢im okluzijama koronarnih arterija prije transplantacije mati¢nih stanica.
Mogucée je i prekondicionirati same stanice koje se transplantiraju upotrebom istih
inhalacijskih anestetika, tvari koje otvaraju Karp kanale ili adenozina. Na taj se nalin
usporava nekroza kardiomiocita, tj. transplantiranih stanica,odnosno produzuje njihovo
prezivljenje. Kod covjeka bi slican postupak mogao doprinjeti boljem prihvacanju
transplantiranih mati¢nih stanica. Zbog razlicitih metoda primjene Stanica, malog broja
ispitanika u istrazivanjima i razli¢itth metoda pracenja ucinka terapije, tesko je usporediti
uspjesnost pojedine metode 1 vrste mati¢nih stanica. Uz to postoji i razlika u indikaciji za
pojedinu vrstu terapije, Sto povecava mogucnost zabune zbog indikacije. Na primjer ne
mozemo usporedivati rezultate studija u kojima su pacijenti nakon koronarografije i pacijenti
nakon CABG primali mati¢ne stanice odredene vrste, buduc¢i da indikacije za te dvije
intervencije, odnosno teZina bolesti 1 opseg aterosklerotskog zahvacanja koronarne cirkulacije

nisu jednake u te dvije skupine pacijenata.
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8.4. Metode primjene
Injekcije suspenzije mati¢nih stanica koje su dugi niz godina bile istrazivane nisu opravdale
ocekivanja i sveukupno su pokazale slaba funkcionalna pobolj$anja. Jedan od razloga je mali
broj mati¢nih stanica u ukupnoj suspenziji koja se injektira, a druga je slabo zadrzavanje i
prezivljenje stanica u ciljnom tkivu- miokardu. Transplantati sacinjeni od listova
miokardijalnog tkiva dobiveni pomocu tehnologije termoosjetljive gel podloge je obecavajuca
terapija za popravak oStecenog miokarda. Prezivljenje stanica koristenjem listova tkiva je
mnogo bolje nego u drugim tehnikama. Medutim i kod ove terapije listovima stanica postoje
neka ograni¢enja. Na primjer, iako je prikladna za zatajenje srca, nije primjenjiva u hitnim
situacijama. Trenutna se primjena ograni¢ava na epikardijalnu transplantaciju $to ograni¢ava
krvnu opskrbu takvome transplantatu i1 reducira njegove ucinke. Terapija mati¢nim i

progenitornim stanicama zahtjeva poboljSanje 1 uniformnost u kvaliteti kultiviranih stanica.

8.5. Rizici
U stani¢noj terapiji sr€ane bolesti, akutna Zzivotno ugrozavaju¢a nuspojava moze biti
aritmogenost. Smatra se da je ona vjerojatnija ako se transplantirane stanice medustani¢nim
vezama spoje s ostalim kardiomiocitima i sudjeluju u stvaranju i provodenju impulsa u srcu.
Ukoliko bi njihov ritam bio brzi od spontane depolarizacije i repolarizacije sréanog
predvodnika mogu nastati tahiaritmije. Isto tako ako nastane neki povratni snopic, takoder su
moguce kruzne aritmije. Druga je opasnost stvaranje tumora, primjerice kod transplantacije
pluripotentnih mati¢nih stanica poput ESC ili iPSC na zivotinjama su se javljali teratomi.
Imunogenost 1 moguca senzibilizacija na vlastite antigene takoder su pronadene primjerice
kod upotrebe iPS stanica zbog genetskih greSaka koje se nagomilaju njihovim

reprogramiranjem.

8.6. Bududi izazovi
Sveukupno, mati¢ne stane mnogo obecavaju u buducoj terapiji, ali ostaju znacajne tehnicke
poteskoce, koje mogu biti prevladane uz godine intenzivnog istrazivanja. Potrebno je osigurati
dostatnu proliferaciju in vitro stanica kako bi se dobila znacajna, terapijska koli¢ina. Te
stanice moraju biti sigurne za primaoca. To znaci da moraju biti dobro diferencirane kako bi
se izbjegle pojedine stanice koje bi onda formirale teratome. Takoder je vazno izbjeéi
genetske pogreske generirane u nakupini stanica, budu¢i da bi takve pogreske mogle
generirati tumore ili pak biti okida¢ autoimunoj reakciji. Na temelju brojnih studija rezultati

su za sada relativno skromni, s malim povecanjem EF te malim smanjenjem mase infarkta.
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Unato¢ tome neke su vrste stanica dosle do 2. i 3. faze klini¢kih istrazivanja, uglavnom se tu
radi o MSC. Terapijski ucinci tih stanica mogu se pripisati faktorima koje te stanice izlucuju.
Oni bi se da su ekonomski pristupaéniji mogli jednostavnije i sigurnije primijeniti sami, bez
stanica, pri cemu opet ostaje pitanje ucinkovite dostave. JoS je potrebno definirati optimalnu
dozu pojedinih vrsta transplantiranih stanica i nacin primjene. Uz to mati¢ne se stanice mogu
zamrznuti, §to bi potencijalno omogucéilo bolje ucinke visestrukim ponovljenim dozama

autolognih mati¢nih stanica.
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9. Zakljucak

Terapija maticnim stanicama kao tretman infarciranog miokarda je obecavajuca, narocito u
pretklinickim studijama. Nakon transplantacije, mati¢ne stanice u zivotinjskim modelima
pokazuju parakrine uc¢inke, diferencijaciju u kardiomiocite, te imunomodulatorne efekte koji
doprinose poboljsanju funkcije miokarda. Meta analize klinickih studija pokazuju skromnije
rezultate. Usporedba rezultata vrlo je neprecizna zbog brojnih vrsta stanica ukljuc¢enih u
klinicka istrazivanja, razliCite razine prociSCenosti primijenjenih preparata, razlike u
metodama primjene i indikacijama u kojima su primjenjivane. Uzmemo li LVEF kao
pokazatelj ucinkovitosti terapije, vefina metaanaliza pokazuje oko 5% poboljSanje nakon
godinu dana uz primjenu terapije mati¢nim stanicama: u usporedbi s kontrolom terapija s
MSC povisuje LVEF za 2.99%, transplantacijom HSC dolazi do poboljsanja LVEF za 5.4%,
transplantacijom c-kit+ CSC LVEF raste sa 30.3% prije terapije, na 38.5% Ccetiri mjeseca
nakon infuzije mati¢nih stanica. Gotovo sve klini¢ke studije pokazuju sigurnost, ali Sto se ti¢e
efikasnosti ostaje mnogo prostora za napredak. Mnoge su nepoznanice u terapiji ljudskog
miokarda mati¢nim stanicama: koja je optimalne vrsta stanice za transplantaciju, u kojoj dozi,
da li je potrebno njihovo obogacivanje, pitanje diferencijacije i u kojem stadiju je
najuspjesnija transplantacija, koja je optimalna metoda primjene, kako optimizirati parakrine
uCinake te stvaranje novih krvnih Zila. Postavlja se pitanje kolika je vaZnost
prekondicioniranja ili zastite od ishemije prije i za vrijeme implantacije. Terapija mati¢nim
stanicama sve se ¢eS¢e spominje kao dodatna metoda lijecenja infarciranog miokarda, a broj
znanstvenih istraZivanja na ovome podrucju eksponencijalno raste, pruzaju¢i nadu da ce
jednoga dana biti moguce srce lijeciti tako da se uspjehom nece smatrati zaustavljanje procesa
gubitka funkcije, ve¢ aktivno poboljSanje srcane funkcije pomocu novih, funkcionalno

integriranih kardiomiocita.
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12. Zivotopis

Imam 24 godine i rodena sam u Zagrebu. Pohadala sam OS Vrbani, a potom sam zavrsila
prirodoslovno-matematicku V. gimnaziju u Zagrebu, takoder s odli¢énim uspjehom. Vise sam
puta sudjelovala na Zupanijskim i1 drzavnim natjecanjima i smotrama istrazivackih radova iz
biologije, fizike i informatike, te¢ na smotrama istrazivackih radova poput VipEureke.
Pohadala sam ljetnu $kolu znanosti S3++ u Visnjanu, te Ljetnu $kolu mladih biologa. 2009.
godine upisala sam Medicinski fakultet u Zagrebu. Na 3. godini osvojila sam Dekanovu
nagradu. Urednica sam rubrike znanost u studentskom ¢asopisu ,,Medicinar®. Demonstrator
sam iz predmeta patofiziologija. U tijeku studija napravila sam dva znanstvena istrazivanja
,,EKG promjene prilikom kateterske ablacije sporog puta AVNRT* prezentirane za ZIMS-u
2014. te sam osvojila 1. mjesto u konkurenciji poster prezentacija, te ,,Komorbiditet
onkoloskog bolesnika u ordinaciji obiteljske medicine” objavljenog na kongresu DNOOM
2015. gdje sam osvojila 3. mjesto na poster prezentaciji. Zanima me kardiologija, te sam
nakon zavrSene 4. godine mjesec dana provela na Odjelu Kardiologije u Kleveu, u
Njemackoj, na razmjeni koju je organizirao fakultet. Te¢no govorim engleski i njemacki, a
sluzim se i francuskim. Pohadala sam nekoliko tecaja $kola stranih jezika Becu, Berlinu i
Pettreboroughu. Bila sam stipendist Grada Zagreba za ucenike, te sada primam stipendiju
Grada Zagreba za nadarene studente. Treniram tenis, te sam na Humanijadi u Sarajevu 2013.
osvojila 3. mjesto za MEF Zagreb. Takoder treniram TacKwonDoe u studentskoj udruzi

SUBOS. Volim putovati, bavim se skijanjem, jedrenjem na dasci, ronjenjem s bocom.
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