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Sazetak. Mezenhimske mati¢ne stanice (MMS) multipotentne su nekrvotvorne stanice prvobitno otkrivene u kostanoj srzi.
MMS su imunoprivilegirane stanice koje u in vitro sustavu izrazavaju imunomodulatorne znacajke, $to ih ¢ini vrlo pogod-
nima za klini¢ku primjenu. Ex vivo umnozene MMS novi su oblik staniéne terapije koji ima vrlo $irok raspon potencijalne
klinicke primjene. Do sada se u klini¢kim studijama potvrdila sigurnost primjene MMS i njihova u¢inkovitost u tri klinicke
situacije: u suzbijanju reakcije presatka protiv primatelja, poticanju prihvata transplantiranih alogenih krvotvornih mati¢nih
stanica i poticanju rasta bolesnika s osteogenesis imperfecta. lako mehanizmi imunomodulatornog djelovanja MMS nisu
potpuno razja$njeni, potencijalna korist terapije s MMS opravdava njezinu klini¢ku primjenu u nekoliko bolesti. U ovom
¢lanku dan je povijesni pregled razvoja klinicke primjene MMS i trenuta¢na znanstvena i klinicka dostignuca u tom po-
drugju. Bolje poznavanje bioloskih znacajki i mehanizama djelovanja MMS nesumnjivo ¢e omoguciti njihovu $iru klini¢ku
primjenu.

Descriptors: Mesenchymal stem cells — immunology; Multipotent stem cells — immunology; Immunomodulation; Mes-
enchimal stem cell transplantation

Summary. Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent nonhematopoietic cells that were first identified in bone mar-
row. Clinical interest for MSCs was initiated by the observation that MSCs are immunoprivileged cells that display immu-
nomodulatory properties in vitro. Ex vivo expanded MSCs have therefore become a new type of cellular therapy in develop-
ment with a wide range of potential clinical applications. So far many clinical studies confirmed safety of their use and
showed that infused MSCs suppress graft versus host disease, support engraftment of transplanted allogeneic hematopoi-
etic stem cells and stimulate growth in patients with osteogenesis imperfecta. Although underlying immunomodulatory
mechanisms of action are not completely understood, potential benefit of MSC therapy justifies its clinical use in a broad
range of disorders. In this report we give historical overview of MSC discovery and current scientific and clinical achieve-
ments in this field. Better insight into their biological properties and mechanisms of action are needed.
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U svim postnatalnim tkivima postoje malene subpopula-
cije mirujuéih (engl. quiescent) mati¢nih stanica koje su,
nakon stimulacije lokalnim podrazajem, sposobne dati od-
govarajuce diferencirano stanicno potomstvo i istodobno
odrzavati pri¢uvu mati¢nih stanica za buduée potrebe (sa-
moobnavljanje). U kostanoj srzi (KS) nalaze se dvije vrste
postnatalnih mati¢nih stanica: krvotvorne i mezenhimske.
Obje su vrste mati¢nih stanica multipotentne stanice koje
daju specijalizirano stani¢no potomstvo. Krvotvorne ma-
ti¢ne stanice (KMS) odgovorne su za proizvodnju i odrza-
vanje svih zrelih krvnih stani¢nih loza. Mezenhimske ma-
ti¢ne stanice (MMS) proizvode razli¢ite prekursorske stani-
ce koje sudjeluju u medustani¢nim interakcijama te luce
¢imbenike rasta i proteine matriksa koji sudjeluju u regula-
ciji hematopoeze i ¢ine stromu KS.! Glavne su znacajke
mati¢nih stanica sposobnost odrzavanja ravnoteze izmedu
samoobnavljanja i diferencijacije, sposobnost stvaranja ve-
likog broja stanica specijaliziranih za odredenu funkciju te
plasti¢nost koja podrazumijeva mogucnost diferencijacije
ne samo u tkivo u kojem se nalaze ve¢ i u druga tkiva.

Interes za istrazivanja MMS zapoceo je nakon objave
zapazanja A. Friedensteina da KS sadrzava stanice koje
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prianjaju na plasti¢énu podlogu, vretenasta su oblika i spo-
sobne su diferencirati se u stanice ko$tanog fenotipa.? Te su
stanice u daljnjim ispitivanjima in vitro definirane kao sta-
nice koje stvaraju kolonije $to sli¢e malim nakupinama
kostanih stanica ili stanicama hrskavice.>* Tijekom 80-ih
godina proslog stolje¢a mnoge su se istrazivacke skupine
bavile ispitivanjem znacajki tih stanica i potvrdile da su one
multipotentne i da se u kulturi in vitro mogu diferencirati ne
samo u osteoblaste ve¢ i u hondrocite i adipocite.** Buduéi
da su MMS izolirane iz KS imale sposobnost samoobnav-
ljanja i diferencijacije u najmanje tri razlicita tkivna odjeljka,
zadovoljile su kriterije da dobiju naziv »multipotentne
mati¢ne stanice«. Caplan je 1991. godine poc¢eo rabiti naziv
»mezenhimske mati¢ne stanice« koji je potom postao opce-
prihvacen.® Ranih 90-ih godina proslog stolje¢a istraZivanja
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MMS dozivljavaju pravi procvat, pogotovo u podrucju nji-
hove potencijalne primjene u stani¢noj terapiji. Danas je
poznato da je MMS moguée izolirati iz mnogih tkivnih
odjeljaka poput kostane srzi, krvi iz pupkovine, kosti, ma-
snog tkiva, periferne krvi, misica, hrskavice, jetre, koze,
slezene, timusa, fetalne jetre, tkiva pupkovine, posteljice i
amnionske tekuéine.” !

Znacajke MMS in vitro

Vecéina metoda izolacije MMS temelji se na ve¢ spome-
nutom svojstvu tih stanica da prianjaju za plasti¢nu podlo-
gu.!! No, svojstvo adhezije za plasti¢énu podlogu posjeduju i
druge populacije stanica poput makrofaga, endotelnih stani-
ca, limfocita i glatkih misi¢nih stanica. Stoga je pocetna
kultura MMS podrijetlom iz bilo kojega tkivnog izvora vrlo
heterogenoga stani¢nog sastava. Medutim »kontaminira-
juée« stanice postupno se gube iz kulture in vitro zbog po-
navljanih ciklusa presadivanja te se s viemenom dobiva ho-
mogena populacija stanica koje pokazuju znacajke MMS.
Nakon uspostavljanja kulture in vitro stanice prolaze pocetni
stadij prilagodbe na uvjete okoline, nakon ¢ega se pocinju
ubrzano dijeliti. Pritom vrijeme potrebno za udvostruéenje
stani¢ne populacije (engl. population doubling time, PDT)
ovisi o davatelju i po¢etnoj gustoci nasadenih stanica. Brzi-
na umnazanja MMS in vitro dodatno se moze ispitati testom
koji se temelji na svojstvu uzgojenih MMS da stvaraju kolo-
nije prilikom nasadivanja stanica u maloj gustoci (engl. co-
lony forming unit-fibroblast, CFU-F).”> Ovaj je test dobar
pokazatelj proliferacijske sposobnosti MMS.

Imunofenotip

MMS izrazavaju brojne povrsinske molekule, no unato¢
tomu nije mogucée definirati imunofenotip koji bi bio spe-
cifican samo za MMS. Opcenito je prihvaceno da ljudske
MMS ne izrazavaju biljege krvotvornih stanica CD45, CD34,
CD14 1 CD11, kostimulatorne molekule CD80, CD86, CD40
iadhezijske molekule CD31 (PECAM-1), CD18 (LCAMB),
CD56 (NCAM-1). S druge strane, MMS izrazavaju biljege
CD105 (SH2), CD73 (SH3/4), CD44, CD90 (Thy-1), CD71
i Stro-1 i adhezijske molekule CD106 (VCAM-1), CD166
(ALCAM), ICAM-1 i CD29." Vazno je naglasiti da izrazaj
povrsinskih biljega MMS uzgajanih in vitro ne mora uvijek
odgovarati obrascu izrazaja in vivo.'"* Naime, na izraZaj
povrsinskih biljega mogu utjecati brojni ¢imbenici poput
tkivnog izvora, metode izolacije stanica, uvjeta kulture sta-
nica in vitro isl. Ova je varijabilnost osobito prisutna tijekom
ranijih ciklusa presadivanja kada kultura MMS jo§ nije ho-
mogena i kada su MMS jo$ pod utjecajem ¢imbenika koje
luce druge stanice. Takoder, na brojnim je primjerima poka-
zano da je vrsta tkiva iz kojeg se izoliraju MMS jedan od
glavnih ¢imbenika koji moze utjecati na njihov fenotip.
Usporedbom MMS izoliranih iz koStane srzi s onima koje
su izolirane iz masnog tkiva (tzv. procesirani lipoaspirat,
PLA) uocena je razlika u izrazaju odredenih biljega. Tako je
biljeg CD49d izraZen na stanicama PLA, ali ne i na MMS iz
kostane srzi. S druge strane, stanice iz PLA ne izrazavaju
biljeg CD106 koji je izrazen na MMS iz koStane srzi i koji
je funkcionalno povezan s hematopoezom.!>!¢

Multipotentnost

Kako bi se dokazalo da su MMS uzgojene u kulturi in
vitro uistinu multipotentne mati¢ne stanice, potrebno je
funkcijskim testovima potvrditi da se one tijekom uzgoja u
specifiénim uvjetima in vitro mogu diferencirati u razli¢ite
vrste stanica, i to najéesce u osteoblaste, adipocite i hondro-

cite. Tako je uzgajanim MMS najvjerojatniji diferencija-
cijski put osteogeneza,'” uzgoj MMS u prisutnosti askorbin-
ske kiseline, B-glicerolfosfata i deksametazona tijekom 2-3
tjedna potice pravu osteogenezu. U takvim uvjetima pove-
cava se izrazaj alkalne fosfataze u stanicama, pa dolazi do
nakupljanja kalcija i proteoglikana. Mineralni depoziti do-
kazuju se bojom Alizarin red ili Von Kossovom tehnikom.'®

Uzgoj MMS u prisutnosti deksametazona, inzulina, izo-
butil metil ksantina (IBMX) i indometacina tijekom 2-3
tjiedna poti¢e adipogenezu. U stanicama se pojavljuju va-
kuole ispunjene kapljicama masti (lipidi), koje se napo-
sljetku ujedine i ispune ¢itavu unutrasnjost stanica. Dolazi i
do promjena na genskoj razini, pa stanice izraZzavaju trans-
kripcijski ¢imbenik PPARY2 i stvaraju protein aP2 koji se
veze za masne kiseline.'® Nakupine masti u stanicama mogu
se dokazati histoloski bojenjem s Oil Red O.

Za poticanje hondrogeneze MMS je potrebno uzgajati u
prisutnosti transformirajuéeg ¢imbenika rasta 3 (engl. trans-
forming growth factor f3, TGF-B)." U takvim se uvjetima
oblikuje viseslojni stani¢ni talog. Stanice stvaraju kolagen
tipa II koji je tipican za zglobnu hrskavicu, a u izvansta-
ni¢nome matriksu nakupljaju se proteini s vezanim glikoza-
minoglikanima koji se snazno boje toluidinskim modri-
lom." Tako je prema preporukama Medunarodnog drustva
za stani¢nu terapiju (engl. International Society for Cellular
Therapy, ISCT) za definiranje MMS in vitro dovoljno doka-
zati njihovu trolinijsku diferencijacijsku sposobnost, poka-
zano je da se u uvjetima in vitro MMS mogu potaknuti na
diferencijaciju i u druge stanice poput miocita, tenocita, he-
patocita, neurona i stanica visceralnog mezoderma (endo-
telne stanice). Tako uzgoj MMS u prisutnosti S5-azacitidina i
amfotericina B rezultira diferencijacijom MMS u mioblaste
¢ijom fuzijom nastaju miotubuli sposobni za ritmicke kon-
trakcije,® a uzgoj u prisutnosti ¢imbenika rasta hepatocita
(engl. hepatocyte growth factor, HGF) i fibroblastnog ¢im-
benika rasta 4 (engl. fibroblast growth factor 4, FGF-4)
poti¢e diferencijaciju u hepatocite.?! Mareschi i suradnici
uspjeli su potaknuti diferencijaciju MMS i u neuralne pre-
kursore s funkcijom stvaranja akcijskih potencijala, $to je
znacajka pravih neurona.??

Kariotip

Iako prema definiciji mati¢nih stanica MMS karakterizi-
ra sposobnost samoobnavljanja, neizbjezno je da tijekom
ponavljanih ciklusa umnazanja in vitro neke stanice udu u
proces senescencije pracen postupnim gubitkom multipo-
tentnosti. Senescencija je povezana s umjerenim skraciva-
njem telomera i zastojem u stani¢nom ciklusu. Ako stanice
izbjegnu ovaj zastoj, nastavljaju se dijeliti dok telomere ne
postanu toliko kratke da stanice udu u fazu krize, karakte-
riziranu op¢om nestabilno$¢u kromosoma koja izaziva ma-
sovnu apoptozu. lako je utvrdeno da ljudske MMS mogu
dozivjeti spontanu transformaciju u kulturi in vitro, takva je
pojava vrlo rijetko opisana.'®* Navedene kromosomske
aberacije nisu se medutim pokazale stabilnima i odrzivima
tijekom ponavljanih ciklusa presadivanja, na temelju cega
se zakljucilo da opisane promjene nisu patoloske prirode te
da stanice koje sadrzavaju te promjene nemaju selektivnu
prednost u kulturi stanica in vitro.*

Imunoloske znacajke

MMS izrazavaju takozvani neimunogeni imunofenotip
koji odlikuje vrlo slab izrazaj HLA TI" i neizrazaj HLA 1T,
CD40, CD80-, CD86". To omogucuje njihovu transplanta-
ciju u alogenog domacdina i bez prethodne imunosupresije.'®
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Slika 1. Shematski prikaz imunomodulatornog djelovanja MMS. PGE2, prostaglandin E2; TGF-P, transformirajuci cimbenik rasta B; IL-4, inter-
leukin 4; IL-6, interleukin 6, IL-12, interleukin 12; IL-10, interleukin 10; TNFa, c¢imbenik nekroze tumora o M-CSF, ¢imbenik rasta makrofagnih
kolonija, IDO, indolamin 2,3-dioksigenaza; IFN-v, interferon gama; HGF, ¢imbenik rasta hepatocita.

Figure 1. Schematic presentation of immunomodulatory action of MSC. PGE?2, prostaglandin E2; TGF-J, transforming growth factor B; IL-4, inter-
leukin 4; IL-6, interleukin 6, IL-12, interleukin 12; IL-10, interleukin 10, TNFo, tumor necrosis factor o, M-CSF, macrophage colony stimulating
factor; IDO, indolamine 2,3-dioxygenase,; IFN-Y, interferon-gamma; HGF, hepatocyte growth factor

Iako MMS mogu predociti antigen u sklopu HLA-molekula
klase I te tako aktivirati aloreaktivne T-stanice, zbog izo-
stanka kostimulatornih molekula limfociti T ¢e ostati aner-
gi¢ni.” To upucuje na ulogu MMS u mehanizmu stvaranja
imunosne tolerancije. U in vitro modelima dokazano je da
MMS izrazavaju imunosupresivna svojstva snizujuéi odgo-
vor limfocita T u reakciji pomijeSanih limfocita (engl. mixed
lymphocyte reaction, MLR) i proliferaciju limfocita T nakon
stimulacije mitogenima.?® Ovaj oblik imunosupresije neovi-
san je o HLA-podudarnosti izmedu MMS i limfocita T, a
to¢an mehanizam nije potpuno razja$njen. Mnoge studije
upucéuju na to da supresija proliferacije limfocita T nema u
pozadini imunosnu restrikciju, ve¢ da dolazi do neselek-
tivne inhibicije njihove proliferacije zbog djelovanja toplji-
vih ¢imbenika za ¢ije je lucenje klju¢an medustani¢ni kon-
takt MMS i limfocita T.!%?¢ DiNicola i suradnici pretposta-
vili su da je u takvom djelovanju kljuéno lucenje TGF-J i
HGF, jer su dokazali da je nakon blokiranja njihova djelo-
vanja mogucée ponovno uspostaviti proliferativni odgovor
limfocita T in vitro.”” No, sve je vise dokaza u literaturi koji
upucuju na to da vrsta mehanizma imunomodulacije po-
sredstvom MMS ovisi o vrsti njegova poticaja. U nastojanji-
ma da se identificiraju klju¢ni ¢imbenici, enzim indolamin
2,3-dioksigenaza (IDO) istaknuo se kao potencijalna mo-
lekula koja zna¢ajno sudjeluje u mehanizmima imunomo-
dulacije posredstvom MMS. Nakon stimulacije upalnim ci-
tokinima, MMS pocinju izrazavati aktivnost IDO koja je
pracena degradacijom triptofana, §to uzrokuje inhibiciju
proliferacije limfocita.'** Taj nalaz govori u prilog tvrdnji
da MMS nespecifi¢no inhibiraju proliferaciju limfocita T in
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vitro djelujuéi samo na efektorski dio T-stani¢nog odgovora.
Tu hipotezu podupire i nalaz Ramasamyja i suradnika koji
su opisali da MMS mogu inhibirati i proliferaciju malignih
stanica.”

MMS mogu djelovati imunomodulatorno utjecajem na
sazrijevanje dendriti¢kih stanica. Poti¢uéi proizvodnju pro-
tuupalnih (IL-10) i smanjujuéi lucenje upalnih (IL-12,
TNFo, IFNYy) citokina, MMS stvaraju okruZzenje u kojem
nezrele dendritiCke stanice ne mogu sazrijevati na pravi
nadin i stoga ne mogu aktivirati limfocite T.'

Iako pravi mehanizam djelovanja MMS jos nije potpuno
razjasnjenioditoukljucujeslozenuinterakcijumedustani¢nih
kontakata i cijele mreze topljivih ¢imbenika, i dalje se sma-
tra da su najvazniji imunomodulatorni u¢inci MMS inhibi-
cija proliferacije limfocita T i inhibicija sazrijevanja den-
dritickih stanica.

Navedene imunomodulatorne zna¢ajke MMS dokazane
su u in vitro modelima te ih treba potvrditi i u odgovarajué¢im
studijama in vivo. Razumijevanje njihova prihvacéanja,
udomljavanja i preZivljenja nakon transplantacije pomoc¢i ¢e
u rasvjetljavanju mehanizma njihova djelovanja in vivo. No,
oc¢iti dokaz djelotvornosti MMS in vivo jest pobolj$ani ishod
alogenih transplantacija ko$tane srzi zbog boljeg prihvaéanja
presatka’ i sprjeavanja pojave reakcije presatka protiv pri-
matelja (engl. Graft Versus Host Disease; GvHD).>!

Tkivni izvori MMS

Unato¢ zajednickim opéim znacajkama, MMS iz raznih
tkiva ipak pokazuju male razlike koje se mogu ocitovati u



Lije¢ Vjesn 2012; godiste 134

M. Golemovi¢ i sur. Mezenhimske mati¢ne stanice

fenotipu, klonogenom i diferencijacijskom potencijalu.® Iako
je kostana srz tradicionalni izvor MMS, sve popularniji po-
staju 1 njihovi alternativni tkivni izvori. Pri tome sve vecu
pozornost dobivaju tkiva koja ne zahtijevaju invazivne me-
tode prikupljanja stanica kao §to je to slucaj pri punkciji
kostane srzi. U tom bi smislu krv iz pupkovine bila idealan
izvor takvih stanica. Medutim nekoliko je ¢imbenika koji
ovaj izvor MMS ¢ine slabo iskoristivim. Prvi je problem Sto
izolacija MMS iz krvi iz pupkovine ide na Stetu krvotvornih
mati¢nih stanica u ionako volumenom malom i vrijednom
transplantatu za potrebe transplantacije krvotvornih mati¢nih
stanica. Drugi je problem vrlo malen broj MMS u krvi iz
pupkovine. S porastom gestacijske dobi njihov broj sve vise
pada tako da u krvi iz pupkovine donosenog djeteta iznosi
svega 0,3 MMS na 10° mononuklearnih stanica (MNS).??
Stoga se uspjesno umnazanje MMS iz krvi iz pupkovine u
prosjeku postiZe u svega 20-30% slu¢ajeva.>? S druge stra-
ne, tkivo pupkovine pokazalo se kao bogat izvor MMS.*%
Postupak izolacije MMS iz tkiva pupkovine nesto je sloze-
niji, no uvjeti umnazanja bitno se ne razlikuju od onih koji
su ve¢ opisani za MMS iz koStane srzi. S obzirom na ras-
polozivost pupkovine, ovaj je izvor potencijalno iskoristiv u
svrhu stvaranja zalihe stani¢nih pripravaka MMS. Poznato
je da bioloske osobitosti odraslih davatelja kostane srzi, po-
put dobi,* mogu znacajno utjecati na brzinu rasta MMS in
vitro. U slu€aju uporabe MMS iz tkiva pupkovine utjecaj
dobi je zanemariv, unato¢ bioloskoj raznolikosti izmedu da-
vatelja.

Kontrola kvalitete stani¢nog pripravka
prije izdavanja i klinicke primjene

U razli¢itim znanstvenim istrazivanjima i klinickim stu-
dijama rabljene su razli¢ite metode izolacije stanica iz raz-
nih tkivnih odjeljaka, kao i razli¢iti uvjeti umnazanja i ka-
rakteriziranja uzgojenih MMS. To je znatno otezalo uspo-
redbu rezultata dobivenih u tim studijama, a samim time i
napredak u ovom podru¢ju. Tomu je svakako pridonijela i
¢injenica da dugo nisu postojali standardni kriteriji za defi-
niranje MMS. Zbog toga je Vijec¢e za mezenhimske i tkivne
mati¢ne stanice ISCT-a (engl. Mesenchymal and Tissue
Stem Cell Committee) predlozilo minimalne kriterije za ka-
rakterizaciju umnozenih ljudskih MMS.* Predlozeni mini-
malni kriteriji za definiranje MMS jesu: 1) prianjanje stani-
ca na plasti¢énu podlogu, 2) specifi¢an imunofenotip i 3)
multipotentni diferencijacijski potencijal.

Dakle, od MMS se o¢ekuje da u standardnim uvjetima
uzgoja in vitro adheriraju na plasti¢énu podlogu i da se pro-
tocnom citometrijom potvrdi da >295% uzgojenih stanica iz-
razava biljege CD105, CD73 i CD90 i da ne izrazavaju
(£2%) biljege CD45, CD34, CD14, CD19 i HLA II. Samo
iznimno, i to prilikom stimulacije interferonom gama
(IFN-y), MMS izrazavaju molekule HLA-DR, no i dalje
moraju zadovoljavati navedene kriterije.®

Treci kriterij za definiranje MMS je dokaz da su stanice
multipotentne, tj. da se u specificnim uvjetima rasta mogu
diferencirati u osteoblaste, adipocite i hondrocite.>

Ako se MMS umnazaju tijekom velikog broja ciklusa
presadivanja, svakako je preporucljivo provjeriti i kariotip.
Tijekom veéeg broja presadivanja moguc je razvoj kromo-
somskih promjena koje bi mogle pridonijeti razvoju nove
stani¢ne linije koja ne bi zadovoljila zahtjeve za MMS. No,
ova se pretraga zbog klinicke primjene stanica uzgojenih u
vrlo malom broju ciklusa presadivanja ne smatra nuznom za
rutinsko definiranje MMS.

Prilikom izdavanja stani¢nog pripravka MMS treba zado-
voljiti sve gore navedene zahtjeve. Za kontrolu kvalitete

svakako je potrebno uciniti i mikrobiolosko testiranje pri-
pravka, ukljucujudi i testiranje na mikoplazmu.®

Klini¢ka primjena MMS umnoZenih
in vitro

Budu¢i da je ucestalost MMS u aspiratima koStane srzi
vrlo niska i iznosi svega 2—5 MMS/10°MNS, 33 umnazanje
MMS in vitro i provjera njihovih bioloskih osobitosti nuzni
su za znanstvena i klini¢ka ispitivanja, kao i za njihovu
klinicku primjenu.’’ Glavni problemi pri umnazanju aloge-
nih MMS za klini¢ku primjenu jesu malen pocetni volumen
aspirata koStane srzi, uvjeti uzgoja stanica in vitro, raz-
doblje nuzno za umnazanje MMS te postizanje zadovolja-
vajuéeg broja MMS za infuziju, §to ovisi i o bioloskim
znacajkama samih dobrovoljnih davatelja. Katkada je po-
trebno u vrlo kratkom vremenu umnoziti odgovarajuci broj
MMS in vitro da bi se postigao odgovarajuéi terapijski
ucinak u primatelja. No, s obzirom na sve navedene ¢imbe-
nike to je ¢esto tesko izvedivo. S obzirom na to da su MMS
imunomodulatorne i imunoprivilegirane stanice koje ne
zahtijevaju HLA-podudarnost izmedu davatelja i prima-
telja, otvara se mogucnost njihove primjene u kotransplan-
taciji uporabom stanica od bilo kojega zdravog dobrovolj-
nog davatelja. Na taj je nac¢in moguce uvesti tzv. »off-the-
-shelf« model i imati na zalihi pripravke MMS koji bi za
potrebe kotransplantacije bili na raspolaganju u svakom tre-
nutku.’%3

U pokusnim in vivo modelima pokazalo se da je nakon
transplantacije iz koStane srzi primatelja teSko ponovno
prikupiti transplantirane MMS pa se stoga pretpostavilo da
one nakon transplantacije migriraju u razna tkiva i organe
gdje posreduju u lokalnoj imunosupresiji. Na mi§jim se mo-
delima sukladno tomu dokazalo da infundirane MMS mi-
griraju u limfoidne organe® i na mjesta ozljede tkiva ili rasta
tumora.!

Kod intravenske (iv.) primjene MMS pokazuju sklonost
nakupljanja u kapilarnim mrezama mnogih tkiva, posebno
pluca,”? a to je velik problem u sustavnoj uspostavi zado-
voljavajuéeg broja stanica. U pokusnim in vivo modelima
ovaj problem poku$ava se izbje¢i prethodnom primjenom
vazodilatatora® i intraarterijskom infuzijom.** U slucaje-
vima teskih o$tecenja tkiva, kao npr. o§te¢enjima uzrokova-
nim radioaktivnim zraéenjem, MMS se primjenjuju lokalno
na zeljeno mjesto djelovanja.** Izbor nadina primjene
staniénog pripravka stoga ovisi o namjeni primjene MMS u
primatelja te moZe znacajno utjecati na uspjesnost ispostave
MMS na Zeljeno mjesto djelovanja.

Autologne MMS prvi su put primijenjene u ljudi 1995.
godine,® ¢ime je prvi put dokazana sigurnost njihove kli-
nicke primjene. Alogeni pripravak MMS prvi je put pri-
mijenjen 2002. godine u bolesnika kojima je veé prethodno
bila transplantirana alogena kos$tana srz.*

Uzmemo li u obzir njihova jedinstvena imunomodulator-
na svojstva, MMS su obecavajuéi oblik stani¢ne terapije
ponajvise u slucajevima imunosnih i hematoloskih bolesti
te pri transplantaciji solidnih organa. Danas se terapija u
obliku infuzije MMS najc¢e$¢e rabi u lijeCenju posttran-
splantacijske reakcije presatka protiv primatelja (GvHD) i
lijecenju osteogenesis imperfecta (Ol).

Reakcija presatka protiv primatelja

Alogena transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica
(KMS) standardni je naéin lijeCenja brojnih hematoloskih
i nehematoloskih bolesti. No, oporavak bolesnika nakon
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transplantacije ovisi o vie ¢imbenika i potpun hematoloski
oporavak nije uvijek moguc. Uspjesnost alogene transplan-
tacije KMS u znatnoj mjeri ovisi o reakciji presatka protiv
leukemije (engl. Graft versus Leukemia, GvL) koja je po-
sredovana davateljevim limfocitima T i NK-stanicama. Na
zalost, GvL-reakcija Cesto je povezana i s pojavom GvHD.
Ucinkovito kontroliranje reakcija GvL i GvHD ostaje i da-
nas najveci izazov u podrucju alogene transplantacije. Stoga
se u klinickoj praksi rjeSenja nastoje nac¢i boljom HLA-
-podudarnosc¢u davatelja i primatelja, uklanjanjem efektor-
skih alogenih limfocita T iz presatka ili naknadnim infuzija-
ma davateljevih limfocita (engl. donor lymphocyte infusion,
DLI) radi boljeg GvL-odgovora.”® Zbog intenzivne citotok-
si¢ne radioterapije i/ili kemoterapije, u bolesnika koji se
pripremaju za transplantaciju KMS dolazi i do naruSavanja
stromalnog mikrookruzenja u kostanoj srzi. Takvo je oSte-
¢enje dugotrajno, a s obzirom na ulogu stromalnog mikro-
okruzenja u prihvatu transplantiranih KMS, svakako moze
dodatno usporiti oporavak bolesnika nakon transplanta-
cije.¥

Unato¢ c¢injenici da je koStana srz dobar izvor MMS,
standardnom alogenom transplantacijom stanica koStane
srZi ne postize se prijenos davateljevih MMS i proizvodnja
prekursorskih mezenhimskih stanica u primatelja. Razlog
tomu moze biti neucinkovito kondicioniranje koje nije u
potpunosti uniStilo stromu primatelja i/ili neprihvacanje
stromalnih progenitora te vrlo malen broj MMS u KS.343648
Nekoliko klini¢kih studija®®3 ispitivalo je u¢inak kotran-
splantacije MMS u bolesnika koji su nakon alogene tran-
splantacije KMS oboljeli od akutnog oblika GVHD (aGvHD)
refraktornog na terapiju glukokortikoidima. Jednogodisnje
prezivljenje ovih bolesnika je 30%,** a dvogodi$nje samo
10%.% Klini¢ka studija LeBlanca i sur.* provedena je na 55
bolesnika s aGvHD u razdoblju od 2001. do 2007. godine.
Bolesnicima su iv. infundirane MMS prethodno umnoZzene
in vitro podrijetlom od HLA-podudarnih, poluidenti¢nih i
nepodudarnih dobrovoljnih davatelja.*® Pracenje oporavka
bolesnika ukljucenih u ovu studiju pokazalo je da se dvo-
godisnje prezivljenje bolesnika s aGvHD uz primjenu MMS
podiglo na 52%, $to je svakako znacajan napredak. Neki su
bolesnici odgovorili na samo jednu iv. infuziju pripravka
MMS, dok su drugima bile potrebne dvije ili vise infuzija
MMS. Uoceni su razli¢iti odgovori bolesnika kojima su in-
fundirane stanice istog davatelja. Kao $to je prethodno utvr-
deno u klini¢kim ispitivanjima primjene umnozenih MMS u
lije¢enju bolesnika s osteogenesis imperfecta,”* ni u ovoj
studiji nisu zabiljezene akutne, a ni dugoro¢ne nezeljene
reakcije nakon infuzije alogenih MMS. Isto tako nije uoc¢ena
korelacija izmedu prethodne terapije bolesnika i njihova od-
govora na infuzije MMS. Ovom studijom utvrdena je sigur-
nost i ucinkovitost primjene MMS u slucaju refraktornog
aGvHD. Optimalna doza stanica i ucestalost infuzija jos
nisu utvrdene. Medijan broja infundiranih MMS po infuziji
bio je 1,4 x 10%kg. Terapijski je cilj posti¢i 2 x 10° MMS/
kg,”” no vrlo esto taj broj stanica nije moguce posti¢i zbog
ve¢ navedenih tehnickih i organizacijskih problema koji se
javljaju pri njihovu umnazanju.

Primjena MMS djeluje na GvHD, ali ne i na reakciju
GvVL. To je dobrodosao klini¢ki doprinos, ali ne obja$njava
mehanizam djelovanja MMS. Pretpostavlja se da mehani-
zam djelovanja MMS ukljucuje i medustani¢ne kontakte i
otpustanje topljivih ¢imbenika. Smatra se da je jedan od bit-
nih ¢imbenika upletenih u imunosupresiju izrazaj enzima
indolamin 2,3-dioksigenaze (IDO), koji katalizira konver-
ziju triptofana u kinurenin.”® U MMS izrazaj enzima IDO
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potice se upalnim citokinima koji se otpustaju tijekom alo-
genog T-stani¢nog odgovora. Zbog uklanjanja triptofana iz
mikrookruZenja inhibira se proliferacija limfocita T.?® Na-
vedeni mehanizam jedno je od objasnjenja u¢inkovitog dje-
lovanja MMS u slu¢aju GvHD, ali ne objasnjava ¢injenicu
da MMS ne ometaju GvL-reakciju. Stoga je nuzna dodatna
procjena doprinosa i potencijalnih rizika primjene MMS u
alogenoj transplantaciji.

Osteogenesis imperfecta

Osteogenesis imperfecta (Ol) genski je poremecaj me-
zenhimskih stanica karakteriziran opéom osteopenijom,
znacajno usporenim rastom i pojavom deformiteta kostiju
koje postaju izrazito krhke i sklone prijelomima. Bolest pra-
te i abnormalnosti u vezivnom tkivu poput dentinogenesis
imperfecta i plave obojenosti bjeloo¢nica. Prema tezini kli-
nicke slike razlikuju se Cetiri tipa OI (tip [-IV). Uzrok bole-
sti je mutacija u jednom od dva gena za kolagen tipa I,
glavni strukturni protein kostiju, koji je ili nefunkcionalan
(Ol tip II, 1T i IV) ili ga ima premalo (OI tip I).%!

Trenutacno je glavni nacin lije¢enja OI primjena antire-
sorptivnih lijekova, osobito bisfosfonata, koji poveéavaju
gustocu kostiju inhibirajuéi osteoklastno djelovanje.*® Me-
dutim unato¢ tomu $to poboljSavaju strukturne parametre
kostiju, bisfosfonati ipak ne rje$avaju osnovnu patofiziolo-
giju bolesti niti utjecu na rast. Nadalje, produljeno vrijeme
poluzivota bisfosfonata u kostima (¢ak do 8 godina) nosi
mogucénost nezeljenih dugoroénih posljedica za bolesnika.
Stani¢na terapija koja bi osigurala normalne osteoblaste i
stvaranje normalnog kolagena omogudila bi rjesavanje pro-
blema konvencionalne terapije.

Temelj za pocetak klinickih studija primjene MMS u dje-
ce oboljele od OI bili su prethodni rezultati Pereire i surad-
nika dobiveni na mi§jem modelu OI.>* MiSevi su bili letalno
i subletalno ozraceni te potom transplantirani s MMS uz-
gojenim od miseva divljeg tipa. Dva i pol mjeseca nakon
transplantacije kod primatelja je utvrdeno 4—-19%-tno pri-
hvacanje transplantata u razli¢itim tkivima (koStana srz,
kost, hrskavica i pluc¢a). Rezultati ovog istrazivanja prido-
nijeli su razvoju ideje da u KS postoje stanice koje imaju
sposobnost diferenciranja u nekrvotvorna tkiva, ukljucujuci
i kost.

Uslijedila je prva klini¢ka studija primjene MMS u djece
oboljele od teskog oblika OI tipa III (Horwitz i suradnici,
1999.) koja je bila usmjerena na primjenu transplantacije
kostane srzi kod nehematoloske bolesti i na u¢inak njezine
nekrvotvorne komponente u nekrvotvornom tkivu.** Studija
je pokazala da transplantacija stanica nemanipulirane alo-
gene kostane srzi rezultira prihvacanjem stanica davatelja u
kosti primatelja i znacajno poboljSava procese stvaranja i
mineralizacije kostiju te smanjuje ucestalost prijeloma.>
Udio davateljevih stanica u ukupnom broju osteoblasta pri-
matelja bio je 1,5-2%. Polariziranom svjetlosnom mikro-
skopijom i bojenjem toluidinskim modrilom potvrdeno je
da kolagen stvaraju stanice davatelja. Tijekom vremena se
pokazalo da je, unato¢ inicijalnom porastu mineralizacije
kostiju u oboljelih, u¢inak bio prolazan, §to je pokazalo da
samo transplantacija stanica kostane srzi nije dovoljan tera-
pijski zahvat. S obzirom na to da se pretpostavilo da su po-
voljni ucinci transplantacije povezani s prihvaéanjem me-
zenhimske komponente koStane srzi davatelja, uslijedila je
druga klini¢ka studija kojom se Zeljela utvrditi uloga trans-
plantiranih MMS u oporavku djece s OI. Sest mjeseci nakon
transplantacije alogene koStane srzi djeci su infundirane
umnozene alogene MMS koje su prethodno bile oznacene
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genskim biljezima kako bi se razlikovale od onih podrijetlom
iz transplantirane kostane srzi. Ozna¢ene MMS pronadene
su u kostima primatelja. Iako je utvrdena povezanost infu-
zije MMS s ubrzanim rastom djece, terapijski u¢inak bio je
opet kratkorocan, a ukupan broj osteoblasta u primatelja bio
je manji od 1%.%

Buduc¢i da je u oba istrazivanja prihvac¢anje mezenhimske
komponente bilo kratkoro¢no, postavilo se pitanje poveza-
nosti prihva¢anja MMS u kostima i poticanja rasta njiho-
vom diferencijacijom u osteoblaste. Pretpostavilo se da
MMS vise djeluju posredstvom topljivih ¢imbenika koji
poticu regeneraciju oSteéenog tkiva i/ili prilagodavaju lo-
kalni mikrookoli§ u smjeru poticanja regenerativnog djelo-
vanja nego u doslovnom smislu regenerativnih mati¢nih
stanica.** Stoga su u trecoj klini¢koj studiji grupe Horwitza
i suradnika prezentiranoj na 2nd regional meeting of ISCT
(2010., Italija) djeca oboljela od OI primila mononuklearne
stanice iz koStane srzi koje ne prianjaju na plasti¢nu podlo-
gu (engl. nonadherent marrow cells). Na temelju rezultata
dobivenih na Zivotinjskim modelima i na temelju prelimi-
narnih rezultata ove klinicke studije zakljuceno je da osteo-
progenitori iz populacije neadherirajuéih stanica kostane
srzi stvaraju potomstvo osteoblasta, dok, s druge strane,
MMS luce »tihog posrednika« koji potice proliferaciju hon-
drocita i sintezu kolagena i tako djeluju na lokalni mikro-
okolis. Stoga se na temelju tih rezultata pretpostavilo da u
kostanoj srzi postoje dvije stani¢ne vrste koje ¢ine osnovu
za ovaj tip stani¢ne terapije.

Ova istrazivanja nedvojbeno pokazuju postojanje razli-
¢itih mezenhimskih progenitora te da izbor specifi¢ne sta-
niéne populacije moze biti klju¢an ¢imbenik za klini¢ki
ishod. Transplantacija MMS obecavajuci je oblik stani¢ne
terapije za bolesti mezenhimskih tkiva, i to osobito kostanih
bolesti. Glavni problem ovog nacina lije¢enja i dalje ostaje
prolaznost ucinka terapije. Taj se problem moze djelomi¢no
prevladati primjenom druge infuzije MMS u razmaku od
Sest mjeseci, ¢ime se postize poboljsanje pracenih parame-
tara u bolesnika.’!

Dijabetes tipa 1

Imunomodulatorna svojstva i njihova niska imunogenost
¢ine MMS potencijalno primjenjivima i u slu¢ajevima re-
fraktornih autoimunosnih bolesti.

Dijabetes tipa I autoimunosna je bolest koju karakterizira
uni$tavanje B-stanica guSterace posredstvom limfocita T.
Osnovna terapija u takvim je slu¢ajevima primjena inzulina.
Medutim, metaboli¢ka kontrola razine inzulina jest problem,
kao i ¢injenica da egzogeno primjenjivan inzulin ne moze
potpuno nadomjestiti njegovo fiziolosko luéenje.> Trans-
plantacija oto¢i¢a gusterace od preminulih davatelja za sada
je jedini oblik lijeenja kod krajnje uznapredovale bolesti.
Problemi pri tomu jesu dostupnost davatelja i dodatne kom-
plikacije uzrokovane samom transplantacijom.*® U tom smi-
slu, stani¢na je terapija zanimljiv pristup u osmisljavanju
novih oblika lije¢enja ovog tipa dijabetesa. Mnogi pokusSaji
koji su ukljuc¢ivali manipulacije s KMS za sada nisu postigli
veci uspjeh.’*>” U posljednje vrijeme isti su se pokusaji
usredotocili na diferencijaciju MMS in vitro u stanice koje
proizvode inzulin.®® Yuan H. i sur. (2009.) transficirali su
MMS stakora s cDNA gena Pdx1 (engl. pancreatic duode-
nal homeobox 1; Pdx1) koji igra bitnu ulogu u razvoju feno-
tipa stanica koje luc¢e inzulin.*® Na taj su na¢in u uvjetima in
vitro uspjeli u transficiranih MMS potaknuti razvoj feno-
tipa B-stanica i njihovu organizaciju u strukture nalik oto-
¢i¢ima u gusteradi te nestabilnu proizvodnju inzulina.® Ti

su rezultati tek pocetni koraci koje nakon razvoja stabilnog
in vitro modela treba primijeniti u modelu in vivo. No, nave-
deni nalazi svakako zasluzuju viSe paznje i dodatna ispiti-
vanja u buducénosti.

Opekline uzrokovane radioaktivnim zracenjem

Terapija s MMS predstavlja obecavajuéi je oblik lijecenja
i teskih oStecenja koze i misSi¢nog tkiva koja su uzrokovana
radioaktivnim zraCenjem. Za razliku od lijecenja termalnih
opeklina ili onih zadobivenih elektri¢nim udarom, opekline
zadobivene radioaktivnim zrac¢enjem teze se lijec¢e konven-
cionalnim terapijskim postupcima. U takvim slu¢ajevima
patofizioloski procesi popraceni su nepredvidljivim upal-
nim procesima koji sezu u dubinu tkiva i poti¢u nekroticke
procese te su popraceni nekontroliranom boli. Primjena
MMS novi je koncept lijecenja takvih oStecenja, ponajprije
zbog regenerativnog potencijala stanica i lu¢enja ¢imbenika
koji mogu ublaziti lokalnu upalu te potaknuti angiogenezu.
Lataillade i suradnici®® opisali su dva klini¢ka slucaja: in-
cident u Cileu 2005. g. i incident u Dakaru 2006. g. U oba
slu¢aja osteceno tkivo u ozracenih bolesnika nadomjesteno
je zdravim autolognim koznim presatkom i lokalno tretira-
no autolognim MMS umnozenim iz uzoraka kostane srzi.
Zahvati nisu bili pra¢eni negativnim popratnim pojavama,
upalni su procesi zaustavljeni, a uspjeSan oporavak bole-
snika pracen je tijekom dvije godine od zahvata.

Ostecenje miokarda

Podrugje lije¢enja miokarda ostec¢enog infarktom primje-
nom autolognih KMS iz kostane srzi intenzivno se istrazuje.
Pri tome se ispituje i primjena KMS koje potjecu iz drugih
tkivnih odjeljaka poput krvi iz pupkovine. No, rezultati su
pokazali da KMS koje potjecu iz koStane srzi u ovakvim
slucajevima daju bolje rezultate u smislu neovaskularizacije
i kontraktilnosti novonastalih stanica. Bolji oporavak mio-
karda pripisuje se vecoj koli¢ini MMS u kostanoj srzi nego
u krvi iz pupkovine.®’ Pravi mehanizam djelovanja MMS u
oporavku o$te¢enog miokarda i njihova klini¢ka primjena
danas se intenzivno ispituje.*>%*

Umjesto zakljucka

Terapija primjenom MMS daje vrlo obecavajuée rezulta-
te u lijeCenju GvHD 1 OI. U posljednje vrijeme primjena
MMS ispituje se u vecem broju bolesti koje u etiologiji
imaju imunolosnu podlogu. Trenutaéna i buduéa istraZivanja
u tom smislu usmjerena su na standardizaciju uvjeta uzgoja
stanica, pronalazenje najboljih tkivnih izvora, identifikaciju
specifiénih biljega te razvoj odgovarajuéih in vivo modela
radi ispitivanja prezivljenja, udomljavanja i imunosupresiv-
nog uc¢inka MMS nakon transplantacije. Bolje poznavanje
biologkih znacajki i mehanizama djelovanja MMS nesum-
njivo ¢e omogucditi njihovu Siru klini¢ku primjenu.
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COCCYGODYNIA: ETIOLOGIJA, PATOGENEZA,
KLINICKE KARAKTERISTIKE, DIJAGNOZA I TERAPIJA

COCCYGODYNIA: ETIOLOGY, PATHOGENESIS,
CLINICAL CHARACTERISTICS, DIAGNOSIS AND THERAPY

VJEKOSLAV GRGIC*

Deskriptori: Trti¢na kost — patologija, radiografija; Bol — etiologija, dijagnoza, lijecenje

Sazetak. Naziv »coccygodynia« (kokcigodinija) znaci bol u podrudju trti¢ne kosti (os coccygis; kokcigis). Zbog intoleran-
cije sjedenja kokcigodinija moze znacajno narusiti kvalitetu zivota. Kokcigealni poremecaji koji se mogu manifestirati
kokcigodinijom jesu: ozljede (fraktura, subluksacija, luksacija), abnormalna pokretljivost (hipermobilnost, anteriorna i
posteriorna subluksacija ili luksacija kokcigisa), degeneracija diska u sakrokokcigealnom (SK) i interkokcigealnim (IK)
segmentima, kokcigealna spikula (koStana izraslina), osteomijelitis i tumori. Abnormalna pokretljivost kokcigisa, koja se
moze vidjeti na dinami¢kom rendgenogramu (lateralne slike kokcigisa u stoje¢em i sjede¢em polozaju), najéesci je patoloski
nalaz u bolesnika s kokcigodinijom (70% bolesnika). Ona moze biti posljedica ozljede te kroni¢noga statickog i dinamickog
preopterecenja kokcigisa (pretilost, prolongirano sjedenje, biciklizam, veslanje, jahanje i dr.). Kokcigealno podrijetlo boli
moze se potvrditi injekcijama lokalnog anestetika u strukture koje mogu biti izvoriste boli (SK disk, prvi IK disk, Waltherov
ganglij, miSi¢na hvatiSta oko vrska kokcigisa i dr.). Ekstrakokcigealni poremecaji koji se mogu manifestirati kokcigodi-
nijom jesu: pilonidalna cista, perianalni apsces, hemoroidi, bolesti zdjeli¢nih organa te poremecaji lumbosakralne
kraljeznice, sakroilijakalnih zglobova, mi$i¢a piriformisa i sakruma. U oko 30% bolesnika s kokcigodinijom ne moze se
otkriti uzrok boli (idiopatska kokcigodinija). Terapija kokcigodinije moze biti konzervativna i kirurska (parcijalna ili total-
na kokcigektomija). Konzervativna terapija ukljucuje: mirovanje, medikamentnu terapiju, akupunkturu, jastuk za bolnu
trticu, fizikalnu terapiju, manualnu terapiju (masaza i istezanje misica podizaca ¢mara; mobilizacija kokcigisa) i terapijske
intervencije (injekcije lokalnog anestetika i kortikosteroida u bolne strukture; radiofrekventna ablacija kokcigealnih disko-
va i Waltherova ganglija). Primjenom razli¢itih modaliteta konzervativne terapije, u vecine bolesnika s kokcigodinijom
postizu se zadovoljavajuéi rezultati. Kokcigektomija je indicirana u refrakternim slu¢ajevima, ponajprije u bolesnika s ab-
normalnom pokretljivos¢u kokcigisa i spikulama koji najbolje reagiraju na kirurski tretman.

Descriptors: Coccyx — pathology, radiography; Pain — etiology, diagnosis, therapy

Summary. The term ’coccygodynia’ means the pain in the tailbone area (os coccygis; coccyx). Due to the sitting intoler-
ance, coccygodynia can significantly disturb the quality of life. Coccygeal disorders that could be manifested in coccygo-
dynia are injuries (fracture, subluxation, luxation), abnormal mobility (hypermobility, anterior and posterior subluxation or
luxation of the coccyx), disc degeneration at sacrococcygeal (SC) and intercoccygeal (IC) segments, coccygeal spicule
(bony excrescence), osteomyelitis and tumors. Abnormal mobility of coccyx, which can be seen on dynamic radiograph
(lateral X-rays of the coccyx in the standing and sitting position), is the most common pathological finding in patients with
coccygodynia (70% of patients). It can be a result of an injury and chronic static and dynamic overload of the coccyx (obe-
sity, prolonged sitting, bicycling, rowing, riding etc). Coccygeal origin of the pain can be confirmed by injections of the
local anesthetic in the structures that can be a source of the pain (SC disc, first IC disc, Walther’s ganglion, muscle attach-
ments around the top of the coccyx etc). Extracoccygeal disorders that can be manifested by coccygodynia are: pilonidal
cyst, perianal abscess, hemorrhoids, and diseases of pelvic organs as well as disorders of lumbosacral spine, sacroiliac
joints, piriformis muscle and sacrum. In 30% of patients with coccygodynia, the cause of pain cannot be found (idiopathic
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