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Sazetak
Reprogramiranje homeostaze i regeneracije koze uporabom nove tehnologije
mikrotransplatacije stanica
Andrea Cedilak
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Boskovi¢, Bijenicka cesta 54, 10000 Zagreb, Hrvatska

Ocekivani zivotni vijek drasti¢no se povecao tijekom posljednjih nekoliko desetljeca diljem svijeta,
pri ¢emu je povecana pojava brojnih kroni¢nih bolesti. Starenje je sloZzen proces koji ukljucuje
progresivno smanjenje funkcije tkiva i gubitak regenerativnog kapaciteta. U osnovi toga je stani¢na
senescencija, stanje stabilnog zastoja stani¢nog ciklusa koje se javlja kao odgovor na o$tecenje i
akumulaciju stani¢nog stresa. Starenjem se povecava ucestalost nastanka senescentnih stanica, te se
stoga posljednjih godina razvijaju razliCite strategije njihove inhibicije i1 eliminacije. Ovim
istrazivanjem sam htjela pokazati da ¢e promjenom omjera mladih i starih stanica u kozi Stakora
Fischer 344 do¢i do promjene tkivnog mikrookolisa i smanjenja efekta sekretornog fenotipa
senescentnih stanica (engl. Senescence-associated secretory phenotype, SASP) na okolne stanice i
tkiva. Dobiveni rezultati pokazuju kako mikrotransplatacija mladih stanica u kozu Stakora pozitivno
utjee na revitalizaciju niSe mati¢nih stanica i pove¢anje ukupnog broja stanica u tkivu te sam ujedno
pokazala dugotrajnost tog efekta. Pokazana je i promjena u genskoj ekspresiji u tkivu koze sa
starenjem, te promjena profila ekspresije nakon tretmana. Zaklju¢no, pokazala sam da sam uspjesno
smanjila sekretorni fenotip senescentnih stanica, promijenila homeostazu starog tkiva i uspjesno
regenerirala kozu.
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Abstract
Reprogramming of skin homeostasis and regeneration using young cells micro-transplatation
Andrea Cedilak
Laboratory for Molecular and Cellular Biology, Division of Molecular Biology, Ruder Boskovi¢

Institute, Bijeni¢ka cesta 54, Zagreb, Croatia

Life expectancy has increased dramatically over the past few decades worldwide, with an increase in
the occurrence of numerous chronic diseases. Aging is a complex process that involves a progressive
decrease in tissue function and loss of regenerative capacity, underlined by cellular senescence, a
stable state of cell cycle arrest that occurs in response to damage and accumulation of cellular stress.
Aging increases the frequency of occurrence of senescent cells, and for this reason, various anti-aging
strategies have been developed in recent years. In this work, | wanted to show that by changing the
ratio of young vs. old cells in the skin of Fischer 344 rats, we can change the tissue microenvironment
and a reduce the effect of senescence-associated secretory phenotype (SASP). The obtained results
show that the micro-transplantation of young cells in the skin of rats has a positive effect on the
revitalization of the niche of stem cells and an increase in the total number of cells in the tissue, and
at the same time | have demonstrated that this effect persist for longer period of time. Changes in
gene expression in skin tissue with aging, or changes as a result of treatment, were also shown. In
conclusion, | have shown that | successfully reduced the secretory phenotype of senescent cells,
changed the homeostasis of old tissue and successfully regenerated the skin.
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1. UVOD



1.1. Starenje

Starenje je proces postupnih i spontanih promjena koji je u viSih organizama opisan
progresivnim slabljenjem fizioloskih funkcija, propadanjem tkiva i organa, a time i organizma u
cjelini $to na kraju dovodi do smrti. Kao posljedica sve veceg udjela starog stanovniStva na
svjetskoj razini, dolazi do povecanja brojnih kroni¢nih bolesti u populaciji poput kardiovaskularnih
bolesti, dijabetesa, ateroskleroze, neurodegenerativnih bolesti i demencije te povecanja pojavnosti
znacajno opterecuje zdravstveni i financijski sustav te je stoga razumijevanje mehanizama starenja
presudno za intervenciju u taj proces 1 produzetak zdravog Zivota.

Eksperimentalni dokazi upucuju na to da je nakupljanje starih stanica glavni uzrok starenja
organizma te se taj proces jo§ naziva i stani¢na senescencija (Dimri i sur., 1995). To je proces u
kojemu normalne somatske stanice dosegnu krajnju granicu svojih dioba, tzv. Hayflickov limit
(Hayflick i Moorhead, 1961).

Ograniceni rast somatskih stanica je u prvom redu posljedica skra¢ivanja telomera, zastitnih
struktura na krajevima kromosoma, $to se dogada sa svakom stani¢cnom diobom (C. B. Harley,
Futcher i Greider, 1990). Stanica prepoznaje kriticno skra¢enu telomeru kao dvolan¢ani lom DNA
koji potie odgovor stanice na oSteCenje DNA S$to trajno zaustavlja daljnje diobe i pokrece
senescenciju (Shay i Wright, 2000; Bernadotte, Mikhelson i Spivak, 2016). Budu¢i da se
senescentne stanice ne mogu vise dijeliti, dolazi do gubitka sposobnosti obnove tkiva i organa, te
u konacnici do promjena koje uo¢avamo kod starenja (Dimri i sur., 1995).

Stani¢na senescencija moze se aktivirati i kao odgovor na vanjske $tetne ¢cimbenike kao $to
su razna zracenja, otrovi iz okolisa i sl., a koji uzrokuju oSteCenje DNA, poremecaj funkcije
telomera, aktivaciju onkogena 1 stres organela. Takoder, senescencija je povezana i s procesima
kao $to je zaustavljanje rasta tumora, popravak ostec¢enog tkiva i embriogeneza (Khalil, Diab-Assaf

i Lemaitre, 2023). Ipak, u procesima normalnog starenja najvaznije su nefunkcionalne telomere.

1.2. Molekularni mehanizmi stani¢ne senescencije

Stani¢na senescencija je stabilno i krajnje stanje zaustavljanja rasta u kojem stanice ne
mogu proliferirati unato¢ pogodnim uvjetima i podrazajima mitogena (Di Micco i sur., 2021).

Senescentne stanice imaju povec¢anu otpornost na stani¢nu smrt apoptozom upravo zbog aktivacije



puteva prezivljenja, ukljucujuéi obitelj protuapoptotskih proteina Bcl-2 (engl. B-cell lymphoma 2)
(Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xl, Bfl-1, i Mcl-1), ili puteva p53-p21-serpin i fosfoinozitid 3-kinaze
(PIBK)/AKT ¢ak i pri izlozenosti okolisnom stresu (Chang i sur., 2016; Yosef i sur., 2016). Ipak,
tip stanice odreduje koji ¢e proapoptotski ili protuapoptotski protein biti eksprimiran (Di Micco i
sur., 2006). Do sada nisu u potpunosti razjasnjenji molekularni mehanizmi koji odreduju hoce li
stanica i¢i u apoptozu ili senescenciju, $to moguce ovisi 0 jacini I trajanju pocetnog podrazaja, kao
i prirodi oStecenja i tipu stanice (Childs i sur., 2014). Takoder, moguce je da pokretanje apoptoze
odnosno otpornosti na nju ovisi o razini i aktivnosti proteina p53 u stanici te njegovoj interakciji s
proteinom FOXO-4 (engl. forkhead box O4) (Kirschner i sur., 2015).

1.2.1. Osteé¢enje DNA

Ostecenje DNA se Cesto navodi kao uzrok stanicne senescencije, uglavnom u obliku
dvolan¢anog loma DNA (engl. double strand breaks, DSBs) (Ovadya i sur., 2018) koji pokrece
odgovor popravka DNA (engl. DNA damage response, DDR) (Slika 1). DDR djeluje kao kontrolna
toc¢ka za zaustavljanje stani¢nog ciklusa i na taj naéin sprjeCava Sirenje oStecenja stanica tijekom
daljnjin dioba. Cimbenici DDR-a se nakupljaju na mjestima o$teéenja DNA gdje oblikuju
specifi¢na zariSta izmjenom kromatina uzrokovanom primjerice fosforilacijom histona H2AX i
proteina povezanih s njima, ukljuc¢uju¢i MDC1 (engl. mediator of DNA damage checkpoint protein
1) i1 53BP1 (engl. p53 Binding Protein 1). Ukoliko se oSteCenja ne poprave i signal potraje, dolazi
do trajnog zastoja stani¢nog ciklusa i samim time do pokretanja senescencije (Fumagalli i sur.,
2014).

Tumor supresori p53 i pRB igraju kljuénu ulogu u nastanku senescencije. Protein p53 je
meta kinaze ATM (engl. Ataxia Telangiectasia Mutated) i njezinog paraloga ATR (engl. Ataxia
Telangiectasia Rad3-related) te se nalazi na dnu kaskade DDR kad se aktivira te potice ekspresiju
p21, inhibitora nekoliko ciklina i ciklin-ovisnih kinaza, ¢ime se zaustavlja stani¢ni ciklus. Protein
p16'™NK4 inhibitor ciklin ovisnih kinaza 4 i 6 (CDK4 i CDKG®), takoder je kljucan za pokretanje
senescencije preko blokade pRB-a (Beauséjour i sur., 2003). Dok se p21 aktivira u ranoj fazi
senescencije kad je proces jo§ moguée zaustaviti, p16™K4 se aktivira kasnije kad je proces
nepovratan (Duli¢ i sur., 2000) (Slika 1).



1.2.2. Skradivanje i oSte¢enje telomera

Najvazniji mehanizam pokretanja stani¢ne senescencije je skradivanje i/ili oStecenje
telomera i jos se naziva replikativno starenje (Slika 1). Kod normalne replikacije DNA, DNA
polimeraza ne moze u potpunosti sintetizirati krajeve kromosoma te uz dodatnu enzimatsku doradu
(Wu, Takai i de Lange, 2012), a u nedostatku telomeraze, dolazi do skracivanja telomera sa svakom
stanicnom diobom. Nakon §to barem jedna telomera postane kriticno kratka dolazi do aktivacije
DDR na sli¢an nacin koji pokre¢u DSB unutar DNA (d’Adda di Fagagna i sur., 2003; Herbig i sur.,
2004), a samo jedan DDR signal je dovoljan za pokretanje mehanizama senescencije (Hemann i
sur., 2001).

Kinaze ATM, AT (engl. Ataxia Telangiectasia) i ATR su prve kinaze na kontrolnoj tocki
koje postanu aktivne kao odgovor na oste¢enje DNA (Guo i sur., 2007). Nakon toga, one aktiviraju
razlicite proteine, ukljucujuéi Chk2 (engl. Checkpoint kinase 2) koja djeluje kao kontrolna tocka
stani¢nog ciklusa. Fosforilacija ATM aktivira Chk2 tako $to aktivira oligomerizaciju i
autofosforilaciju Chk2 koji potom prenosi signale za oste¢enja DNA na druge ¢lanove ukljuéene u
zastoj stani¢nog ciklusa, apoptozu i popravak DNA. To ukljucuje fosforilaciju i aktivaciju proteina
za supresiju tumora puta p53-p21. Protein p21 dalje inhibira ciklin ovisnu kinazu 2 (engl. Cyclin-
dependent kinase 2, CDK2) kinazu i time sprjecava fosforilaciju proteina retinoblastoma
blokirajuci stani¢ni ciklus u G1 fazi (Childs i sur., 2014; van Deursen, 2014). Humane diploidne
stanice u fazi rane senescencije imaju povisenu ekspresiju proteina p21 koja s vremenom opada, a
raste ekspresija proteina p16™K4 kako nastupa duboka senescencija. Protein p16'™N<*? je poznat i
kao inhibitor ciklin ovisnih kinaza 2A (CDKNZ2A). Potonje usporavaju stani¢nu diobu odgadajuéi
prijelaz iz faze G1 u S fazu stani¢nog ciklusa dok se ne zavr$e potrebni popravci. Inace, CDKN2A
s kinazama CDK4 i CDK®, tvori kompleks koji blokira fosforilaciju pRB-a, $to p16NK4 &ini
glavnim ¢imbenikom stabilizacije senescencije. To bi ujedno bio i glavni razlog zbog kojeg stanice

raka ¢esce imaju mutacije u p16"™4 u usporedbi s mutacijama p21 (Alcorta i sur., 1996).

1.2.3. Senescencija uzrokovana onkogenima

Aktivacija onkogena koji poticu proliferaciju stanica je jedan od kriti¢nih mehanizama za
nastanak i razvoj tumora. lako je aktivacija onkogena dogadaj koji promice razvoj tumora i

neizostavan je korak tumorigeneze, takoder moze djelovati kao genetski stres 1 uzrokovati
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nepovratan zastoj u rastu stanica u kulturi i tumorskim tkivima (Saretzki, 2010). Na primjer,
onkogene mutacije u proteinu Ras (engl. Rat sarcoma virus) uzrokuju stani¢nu senescenciju u
primarnim fibroblastima pluca ¢ovjeka IMR90 (Serrano i sur., 1997), te povecana ekspresija Ras
u stanicama epitela dojke covjeka pokrece aktivaciju puteva za suzbijanje tumora i uzrokuje
nepovratan zastoj rasta stanica in vivo (Sarkisian i sur., 2007). Ovaj tip stani¢ne senescencije se jos
naziva i preuranjena senescencija te moze biti pokrenuta, pored Ras i aktivacijom drugih onkogena
poput BRAF, AKT, E2F1 i inaktivacijom tumor supresorskih gena uklju¢uju¢i PTEN i NF1
(Courtois-Cox, Jones i Cichowski, 2008). Pri tome je sama razina ekspresije bitna za pokretanje
senescencije, kao §to npr. istrazivanja pokazuju da indukcija senescencije onkogenom Ras nastaje
samo u slu¢ajevima kada je Ras prekomjerno eksprimiran (Guerra i sur., 2003).

Istrazivanja su pokazala da senescenciju mogu pokrenuti i razli¢iti vanjski/okolis$ni stresovi,
nefunkcionalni mitohondriji te promjene na kromatinu, medutim njihova je uloga tijekom starenja

manje bitna.
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Slika 1. Mehanizmi pokretanja senescencije i signalni putevi njihovog djelovanja (preuzeto i prilagodeno
iz Di Micco i sur., 2021).

1.2.4. Glavna obiljeZja stani¢ne senescencije

Jedno od ograni¢enja u polju istrazivanja starenja je nedostatak opcenitih i posebnih
obiljezja za utvrdivanje senescentnih stanica u kulturi ili uzorcima tkiva. Trenutno se opis
senescentnih stanica oslanja na koristenje vise razlicitih obiljezja koji, kad su prisutni istovremeno,
mogu razlikovati trajno zaustavljene senescentne stanice od onih u mirovanju ili onih koje su

trenutno pod stresom.
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Slika 2. Morfoloska i molekularna obiljezja senescentnih stanica (preuzeto i prilagodeno iz Hamsanathan i
Gurkar, 2022).

Najpouzdaniji te najéesce koristen bioloski marker za detekciju senescentnih stanica je
aktivacija lizosomalnog enzima nazvanog [3-galaktozidaza povezana s senescencijom (SA-R-gal)
koji stare stanice specifi¢no boji u plavo (Slika 2). U normalnim stanicama R-galaktozidazna
aktivnost je prirodno prisutna pri pH 4, a naknadno je otkriveno da pri pH 6 dolazi do specificnog
obojenja samo senescentnih stanica (Dimri i sur., 1995). Ovaj marker mozZe se detektirati
histokemijskim bojanjem u senescentnim stanicama i opéenito se ne nalazi u predsenescentnim

stanicama, stanicama u mirovanju ili besmrtnim stanicama.

Senescentne stanice se i morfoloski razlikuju od normalnih stanica, pri ¢emu dolazi do
poveéanja volumena stanica i stupnja granuliranosti, povecanja jezgre i lizosoma, smanjenja
funkcije proteosoma te povecanja proizvodnje reaktivnih kisikovih radikala (engl. reactive oxygen
species, ROS) kao posljedica oSte¢enja mitohondrija (De Cecco i sur., 2011; Hamsanathan i
Gurkar, 2022) (Slika 2). Senescencija je proces koji trosi puno energije te zahtijeva stalnu opskrbu
ATP-om zbog povecanog sadrzaja disfunkcionalnih mitohondrija po stanici. Pri tome se oni
fuzioniraju sa zdravim mitohondrijima, ali i medusobno stvaraju¢i duge fuzijske produkte. To
rezultira ve¢im mitohondrijskim kapacitetom i povec¢anjem respiracije (Hubackova i sur., 2019).
lako je u senescentnim stanicama povecana masa mitohondrija, zbog disfunkcije ne sintetiziraju

ATP ve¢ doprinose akumulaciji visokih razina ROS-a. Njihovo uklanjanje autofagijom stoga je



nuzno, ali je energetski vrlo zahtjevno, a uz to ga kompromitiraju disfunkcionalni lizosomi, §to u
kombinaciji znacajno povecéava stanicni stres (Kang i sur., 2017). Nadalje, kod senescentnih stanica
izostaje replikacija DNA zbog prestanka stanicnih dioba, $to se tipi¢no detektira imunoloSkim
bojenjem za markere proliferacije, kao $to su PCNA (engl. proliferating cell nuclear antigen) i Ki-
67, dolazi do aktivacije DDR faktora (yYH2AX ili pS3BP1 fokusi) te akumulacije kompleksnog
pigmenta lipofuscina.

Inhibitori ciklin ovisnih kinaza p21 i p16™K* su komponente tumor supresorskih puteva
kojima upravljaju p53 1 pRB, a eksprimirani su u senescentnim stanicama (Slika 2). Budu¢i da su
razine ekspresije p21 i p16'™%4 dovoljne za uspostavljanje i odrzavanje prestanka rasta povezanog

sa starenjem, koriste se za identifikaciju senescentnih stanica u tkivima i stani¢nim kulturama

(Witkiewicz i sur., 2011).

Heterokromatinski ~ fokusi  senescentnih  stanica (engl.  Senescence-associated
heterochromatin foci, SAHF) (Slika 2) takoder se koriste za identifikaciju senescencije 1 izrazeniji
su u senescenciji izazvanoj onkogenima te kao odgovor na oste¢enje DNA (Di Micco i sur., 2011).
Nastaju kao posljedica jake kondenzacije kromatina u pojedinim regijama genoma te se geni bitni
za proliferaciju stanica vise ne mogu transkribirati, a ta prostorna preraspodjela heterokromatina
povezana je sa smanjenom ekspresijom lamina B1 (LMNB1). Razvoj SAHF-ova nije ograni¢en
samo smanjenjem LMNBI, promice ga i pRB put, nehistonski proteini povezani s kromatinom,
histonski saperon HIRA i Asfla i DNMTL1 (Sati i sur., 2020). Osim toga, povezivanje TPR
nukleoporina sa kompleksom nuklearnih pora u Ras induciranoj senescenciji IMR90 (fibroblasti
pluc¢a ¢ovjeka) stanica odgovorno je za stvaranje SAHF-a i aktivaciju SASP-a (Boumendil i sur.,
2019). Specifi¢na protutijela se mogu koristiti za identifikaciju SAHF-a fluorescencijom kao $to
su H3K9Me2 (engl. histone H3 lysine 9 dimethylation), H3K9Me3 (engl. histone 3 lysine 9
trimethylation), macroH2A (engl. macroH2A histon), HP-1a (engl. heterochromatin Protein la),
HP-1B (engl. heterochromatin Protein 1) ili HP-1y (engl. heterochromatin Protein 1ly) u
kombinaciji s DAPI (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole) bojom (Khalil, Diab-Assaf i Lemaitre,
2023).

Sekretorni fenotip senescentnih stanica (Slika 2) je jedan od najvaznijih obiljezja
senescencije te uglavnom ukljucuje pojacanu ekspresiju i sekreciju brojnih proupalnih citokina i

kemokina, faktora rasta, metaloproteinaza, serinskih proteaza, fibronektina i reaktivnih kisikovih i



dusikovih vrsta (ROS/RNS) (Coppé i sur., 2008; Rodier i sur., 2009). Osnovni SASP sastoji se od
transformiraju¢eg Cimbenika rasta (TGF), interleukina-1p (IL-1p), interleukina-la (IL-1la),
interleukina-6 (IL-6), interleukina-8 (IL-8), kemokinskih liganda 20 C-C motiva (CCLZ20),
kemokinskih liganda 4 C-X-C motiva (CXCL 4), monocitnih kemoatraktantnih proteina 1 (MCP1),
inhibitora aktivatora plazminogena-1 (PAIl), metaloproteinaza matriksa 3 (MMP3),
prostaglandina E2 (PGEZ2) itd. Neke od komponenta SASP-a su zastupljenije od drugih, ali to
opéenito ovisi 0 tipu stanice i uzroku nastanka senescencije (Coppé i sur., 2010; Ozcan i sur., 2016;
Lopes-Paciencia i sur., 2019; Basisty i sur., 2020). Osim toga, vise aspekata moze kontrolirati
ekspresiju i proizvodnju komponenti SASP-a, od kojih su najvazniji NF-xB put (engl. nuclear
factor kappa B), p53 put, CCAT-pojacivac-vezujuéi protein (C/EBP) put (Huggins i sur., 2013;
Lopes-Paciencia i sur., 2019) i protein GATA4 put (Lopes-Paciencia i sur., 2019).

Zaklju¢no, do sada jos uvijek nije otkriven univerzalni biomarker senescencije upravo zbog
toga $to su fenotipovi starenja vrlo heterogeni i mogu se razlikovati ovisno o inicijalnom okidacu
1 vrsti stanice koja se proucava te je zbog toga potrebno koristiti adekvatne markere za pojedine

stanicne situacije.

1.2.5. Regulatorni putevi SASP-a
1.2.5.1. Regulatorni put NF-xB

Kljucan put koji upravlja SASP-om koji se ¢esto navodi i kao klju¢ni faktor transkripcije
komponenti SASP-a je regulatorni put NF-xB (Malaquin, Martinez i Rodier, 2016; Lopes-
Paciencia i sur., 2019). Regulira stvaranje dimera izmedu NF-kB i DNA, regulira transkripciju,
sintezu citokina i prezivljavanje stanica. U citoplazmi, dimer p65/p50 je blokiran inhibitorom
proteina nuklearnog faktora kappa B (IkB) (Slika 3). Kinaza IkB (IKK), koja se sastoji od
heterodimera IKK-a i IKK-B plus regulatornog proteina IKKy (poznat i kao modulator NF-«B,
NEMO) aktivira NF-xB. Aktivni IKK fosforilira protein kB, §to rezultira njegovom razgradnjom
I omogucuje da NF-«xB putuje u jezgru i sudjeluje u transkripciji gena SASP-a. Razliciti podrazaji,
ukljucujuéi oksidativni stres, bolesti, ¢imbenici rasta i proupalni citokini mogu aktivirati IKK.

Alternativno, moze ga uklju¢iti mTOR (engl. mammalian target of rapamycin) interakcijom s IKK-



om ili DDR-om pri ¢emu se kompleks ATM/NEMO nalazi u citoplazmi i NEMO se veze na IKK-
a i kompleks IKK-B i na taj nac¢in ga aktivira (Tilstra i sur., 2012).

1.2.5.2. Regulatorni put C/EBP

Clanovi iste obitelji faktora transkripcije, kao §to su CCAAT/pojadivag-vezujuéi protein
(C/EBP), C/EBPB i C/EBPy, mogu imati suprotne ucinke na regulaciju SASP-a. C/EBPf je
inducibilni faktor transkripcije, slican NF-xB-u, koji aktivira regulatorne puteve tijekom
senescencije uzrokovane onkogenima i kontrolira otpustanje citokina, kao $to je IL-1p, IL-8, IL-6,
GROa/CXCL1 (engl. growth related oncogene-a /C-X-C motif chemokine ligand 1) i
NAP2/CXCL7 (engl. neutrophil activating peptide 2/C-X-C motif chemokine ligand 7) (Lopes-
Paciencia i sur., 2019). C/EBP se fosforilira u prisutnosti RasV12, koji poti¢e stvaranje
homodimera i interakciju s p300/CBP (Slika 3). Potonji kompleks uzrokuje senescenciju i
transkripciju SASP gena. C/EBPy s druge strane, smanjuje ekspresiju SASP gena u primarnim

fibroblastima misa kroz stvaranje dimera s C/EBPJ (Lopes-Paciencia i sur., 2019).

1.2.5.3. Regulatorni put p53 i GATA4

Jedan regulatorni put moZe potencijalno imati razli¢ite u€inke na razlicite faktore SASP-a.
Na primjer, p53 stimulira ekspresiju nekih faktora SASP-a dok inhibira ekspresiju drugih. Osim
toga, moze inhibirati p38MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase), jedan od kljuénih
regulatornih mehanizama ukljucéenih u stvaranje SASP-a (Lopes-Paciencia i sur., 2019). Inhibitori
MDM2 (engl. mouse double minute 2 homolog) sprjec¢avaju degradaciju p53 i time poti¢u njegovu
funkciju, takoder smanjuju ekspresiju i 1L-6 i IL-1a (Wiley i sur., 2018). To upucuje na to da se
inhibitori MDM2 mogu primjenjivati 1 kao senoterapeutici uz svoju primjenu za lijeCenje raka
(Wang i sur., 2020).

Dodatni klju¢ni regulator SASP-a je regulatorni put GATA4 (Slika 3), pri cemu GATA4
aktivira ATM i ATR te to potice stvaranje IL-1a i aktivaciju NF-kB (Watanabe i sur., 2017; Lopes-
Paciencia i sur., 2019). Zajedno, ta dva procesa, aktivacija ekspresije IL-1a i NF-kB imaju znacajan
utjecaj na ekspresiju komponenti SASP-a (Orjalo i sur., 2009; Lopes-Paciencia i sur., 2019).
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Slika 3. Glavni signalni putevi koji upravljaju SASP-om (preuzeto i prilagodeno iz Khalil i sur., 2023).

1.2.6. Uloge senescencije

Senescencija je slozen i evolucijski o¢uvan proces koji je odgovaran za obavljanje brojnih
bitnih i korisnih procesa te prema funkciji u organizmu moze imati pozitivan ili negativan utjecaj
(Burton i Krizhanovsky, 2014). Pozitivne funkcije senescentnih stanica vidljive su prilikom
embrionalnog razvoja i morfogeneze te kasnije u zivotu prilikom popravka tkiva i inhibicije
nastanka tumora (Slika 4). Taj proces je strogo kontroliran; utjeCe samo na odredeni tip stanica u
tkivu, koje zatim imunoloSki sustav brzo eliminira. Na primjer, tijekom embriogeneze,
senescencija poc¢inje u odredenoj fazi razvoja i lokalizaciji, te je uklju¢ena u morfogenezu,
remodeliranje tkiva i proliferaciju stanica (Mufioz-Espin i sur., 2013; Storer i sur., 2013). Embriji
u srednjim do kasnijim fazama razvoja sadrze senescentne stanice u vrlo specifiénim anatomskim
strukturama unutar embrija poput udova, vrhu repa, u$nim i mozdanim mjehuri¢ima, srasloj prsnoj
kosti 1 crijevnom endodermu. U svakom od ovih slucajeva, senescentne stanice moraju biti
ucinkovito uklonjene od strane makrofaga kako bi se omogucilo pravilno formiranje tkiva i

sazrijevanje. Ovaj proces je vrlo vazan jer ukoliko dode do supresije senescencije do¢i ¢e do
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razvoja abnormalnosti kod miSeva te je time pokazana klju¢na pozitivna funkcija stani¢ne
senescencije kod pravilne embriogeneze (Mufioz-Espin i Serrano, 2014). Ekspresija p21 i drugih
komponenti SASP-a dvije su karakteristike koje embrionalne senescentne stanice imaju zajedni¢ko
sa stanicama u kojima je senescencija inducirana onkogenom. S druge strane, odsutnost ekspresije
p16'™K4a  ostedenja DNA i otpustanja IL-6 i IL-8 su neke od razlika izmedu senescencije
uzrokovane starenjem 1 senescencije tijekom embrionalnog razvoja (Storer i sur., 2013).
Senescentne stanice se u embriju pojavljuju tijekom kratkog vremenskog perioda, podvrgnute su
stani¢noj smrti, a zatim ih imunolo$ki sustav eliminira prije rodenja (Mufioz-Espin i sur., 2013;
Storer i sur., 2013). Kao rezultat toga, tijekom razvoja embrija, TGF-f (engl. transforming growth
factor-beta) aktivira SMAD (engl. suppressor of mothers against decapentaplegic), koji djeluje
zajedno s proteinima FOXO kako bi regulirao ekspresiju p21 i aktivirao zastoj stani¢nog ciklusa.

Senescentne stanice takoder ograni¢avaju tkivna oSteéenja sprjeCavanjem prekomjerne
proliferacije stanica te pospjesuju zacjeljivanje rana lu¢enjem PDGF-AA (engl. platelet-derived
growth factor) koji stimulira diferencijaciju miofibroblasta i granulaciju tkiva (Demaria i sur.,
2014). Jedna od najvaznijih funkcija senescencije je supresija tumora. Stare stanice ograni¢avaju
razvoj tumora nakon oste¢enja DNA blokiranjem stani¢nog ciklusa preko pozitivne regulacije p53,
p16™NK4a i n21, ali i promicanjem nastanka senescencije susjednih stanica lu¢enjem IL-6 i IL-8.
Zakljucno, primarna je funkcija senescencije da regulira reakciju organizma na oStecenje tkiva 1
olak$a popravak i remodeliranje tkiva te da vrati tkivo u funkcionalno stanje (Khalil, Diab-Assaf,
i Lemaitre, 2023).

lako SASP pogoduje pravilnom razvoju tkiva, popravku tkiva i regrutiranju imunoloskih
stanica, s vremenom njegova postojanost moze uzrokovati kroni¢nu upalu i pridonijeti bolestima
povezanim sa starenjem i, paradoksalno, nastanku raka. Proupalno starenje (engl. inflammageing)
nastaje kao posljedica cirkuliranja visokih razina raznih upalnih molekula u organizmu (Franceschi
i sur., 2000). Faktori SASP-a, ukljucujuci IL-6 i interleukin 1 receptor antagonist (IL-1RA), GROa
i interferon y (IFN-y) su glavni posrednici ovog ucinka (Slika 4). Dodatno, metaloproteinaze
matriksa (MMP) os$tecuju arhitekturu tkiva i poti¢u upalu te promoviraju tumorigenezu. Zbog

pojacane ekspresije proteina staniénog ciklusa, kao §to su p16NK4

i p21, maticne ili progenitorske
stanice usporeno se dijele te ulaze u senescenciju pa unatoc stalno prisutnoj aktivnosti telomeraze
vise ne mogu normalno obavljati svoju funkciju u regeneraciji tkiva (Khalil, Diab-Assaf i Lemaitre

2023).
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Slika 4. Pozitivne i negativne bioloske uloge senescentnih stanica (preuzeto i prilagodeno iz Khalil i sur.,
2023).

1.2.7. Utjecaj senescentnih stanica na tkiva i organe

Stare stanice negativno utjeCu na homeostazu i obnovu tkiva putem SASP-a na nacin da
pridonose ukupnom padu regenerativnog potencijala tkiva koji se javlja sa starenjem. Jedan od
mehanizama je da sprjecavaju funkciju susjednih progenitorskih i mati¢nih stanica mijenjajuci
mikrookoli§ i izvanstani¢ni matriks (Brack i sur., 2007; Pricola i sur., 2009; Krtolica i sur., 2011)
(Slika 5). To je potvrdeno na nacin da se regenerativni potencijal mati¢nih stanica starog organizma
znacajno poboljSao kada su one presadivanjem na mladi organizam promijenile mikrookolis §to je
vidljivo i u eksperimentima parabioze (Conboy i sur., 2005; Brack i sur., 2007). Parabioza se odnosi
na stanje u kojem se dvije cijele Zive Zivotinje spajaju kirurski i razvijaju jedinstven, zajednicki

krvozilni sustav.

Senescentne stanice kroni¢no luce i proteaze koje remete arhitekturu i organizaciju tkiva
razgradnjom membranskih receptora, signalnih liganada, proteina izvanstani¢nog matriksa ili
drugih komponenti u tkivnom mikrookruzenju (Parrinello i sur., 2005; Coppé i sur., 2008) (Slika
5). Osim toga, druge komponente SASP-a, poput IL-6 i IL-8, mogu stimulirati tkivnu fibrozu u
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odredenim tkivima induciranjem tranzicije epitelnih u mezenhimske stanice (engl. epithelial to
mesenchymal transition, EMT) (Parrinello i sur., 2005; Laberge i sur., 2012). Kroni¢na sterilna
upala tkiva (Slika 5) karakterizirana infiltracijom makrofaga, limfocita, pojavom fibroze te
staniénom smréu, povezuje se sa razvojem raznih bolesti koje se pojavljuju sa starenjem (Freund i
sur., 2010). Takoder, procesi sterilne upale uzrokuju parakrino starenje kada se faktori SASP-a
prenose iz primarnih senescentnih stanica u okolne stanice u tkivu sekretacijom IL-1p i TGFj te
odredenih kemokinskih liganada (Nelson i sur., 2012; Acosta i sur., 2013) (Slika 5). Isto tako,
sterilna upala povezana sa starenjem snazno utjece 1 na postmitotske diferencirane stanice kao sto

su neuroni i misicne stanice otpustanjem SASP faktora u njihovu okolinu.

Do svih ovih znacajnih promjena sa starenjem organizma dolazi postepeno tijekom
vremena $to se dovodi u vezu sa postupnom akumulacijom senescentnih stanica (D. J. Baker i sur.,
2004; Garinis i sur., 2008; Faggioli i sur., 2012). U mladom organizmu se senescentne stanice
efikasno uklanjaju pomoc¢u imunoloskog sustava privlatenjem T stanica, makrofaga i stanica
prirodnih ubojica, te kroz lu¢enje proupalnih citokina i kemokina (Xue i sur., 2007; Freund i sur.,
2010; T.-W. Kang i sur., 2011). Starenjem imunolo$ki sustav prolazi kroz slozen niz promjena u
urodenom 1 ste¢enom imunitetu koji kulminiraju imunodeficijencijom povezanom sa staroscu
(Nikolich-Zugich, 2008) s$to uzrokuje smanjenu ucinkovitost uklanjanja starih stanica iz

organizma.
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Slika 5. Mehanizmi kojima stani¢na senescencija naruSava homeostazu tkiva i organa (preuzeto i
prilagodeno iz van Deursen, 2014).

1.3. Uloga telomera i telomeraze u starenju

Telomere su specijalizirane strukture ponavljaju¢e DNA na krajevima kromosoma
eukariotskih organizama. Kod sisavaca, ponavljajuc¢a sekvenca je TTAGGG ¢&iji nizovi se
ponavljaju vise tisu¢a puta (Moyzis i sur., 1988; Button i sur., 2022). Uloga telomera je da Stite
krajeve kromosoma od razgradnje te da se isti ne prepoznaju kao dvolanc¢ani lom DNA. Bez
telomera, doslo bi do spajanja kromosoma i samim time do genetske nestabilnosti (O’Sullivan i
Karlseder, 2010). Na ponavljaju¢e sekvence telomera veze se velik broj proteina od kojih je
najvaznijih 6 koji €ine tzv. shelterin kompleks (Slika 6.). Taj kompleks stabilizira telomere na nacin
da specifi¢no savija telomernu DNA 1 tvori takozvanu telomernu petlju, tj. T-petlju (de Lange,

2005). Skracivanje telomera, oSteCenje telomera ili ekspresija mutiranih proteina koji se vezu na
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telomere i time naruse njihovu strukturu mogu poremetiti kompleks shelterin i dovesti do aktivacije
odgovora na oSte¢enje DNA 1 zaustavljanja stani¢nog ciklusa te posljedi¢no i do senescencije
(d’Adda di Fagagna i sur., 2003). Skracivanje telomera dogada se tijekom normalne replikacije
DNA uslijed nepotpune replikacije i dodatne modifikacije krajeva kromosoma (Levy i sur., 1992).
Na taj nacin skracéivanje telomera djeluje kao unutarnji mehanizam koji broji stani¢ne diobe i

odgovoran je za ulazak stanica u stani¢nu senescenciju (Aubert i Lansdorp, 2008).

Telomeraza je enzim c¢ija je primarna funkcija produljivanje kratkih telomera (Collins i
Mitchell, 2002). Sastoji se od 2 glavne podjedinice, proteinske reverzne transkriptaze nazvane
TERT i RNA komponente nazvane TERC (Slika 6.) koja sluzi kao kalup za TERT prilikom
dodavanja telomernih ponavljajuc¢ih sljedova na jednolan¢ani 3' produzetak (Greider i Blackburn,
1989). Ekspresija enzima telomeraze strogo je regulirana u ljudskim stanicama, pri ¢emu je njezina
aktivnost prisutna u mati¢nim stanicama i spolnim stanicama, dok diferencirane somatske stanice
ne pokazuju njenu aktivnost (Wright i sur., 1996). Mnogi radovi pokazuju da je TERT komponenta
ograni¢avajuci faktor aktivnosti telomeraze (Liu, 1999; Smogorzewska i de Lange, 2004; Bellon i
Nicot, 2008) dok je RNA komponenta TERC eksprimirana u veéini somatskih stanica, uklju¢ujuci
kozne fibroblaste i epidermalne stanice (Ogoshi i sur., 1998).

. Shelterin kompleks
Telomeraza
TIN2 TPP1 |
\{ e
G o~
POT1 & )
TERFL TERF2 / hTERT

TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 3 |
| _—AAUCCC /

AATCCCAATCCC

5I
/
Ponavljajuéa sekvenca

Telomera

Slika 6. Grada kompleksa shelterin i telomeraze (preuzeto i prilagodeno iz Button i sur., 2021).
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Posebno treba istaknuti da eksprimiranje telomeraze u potpunosti revitalizira stanice.
Umjesto uobicajenih 55-60 dioba, telomeraza omogucava stanicama ¢ovjeka neogranic¢en diobeni
potencijal istovremeno zadrzavajuci normalan mladi genotip i fenotip (Jiang i sur., 1999; Morales
i sur., 1999). Ovo je prvi put pokazano na fibroblastima i epitelnim stanicama ¢ovjeka, a ubrzo i
na mnogim drugim tipovima stanica iz raznih organizama (Calvin B. Harley, 2002). Sve stani¢ne
kulture modificirane na na¢in da kontinuirano eksprimiraju telomerazu ne pokazuju znakove
senescencije ni nakon stotina dioba (Narzt i sur., 2021), zadrzavaju profil ekspresije gena kao i
sekretorni profil mladih stanica te formiraju kvalitetne trodimenzionalne tkivne formacije in vitro

ili u tkivnim komoricama u miSevima bez imuniteta (engl. nude mice) (Funk i sur., 2000).

Efekti produzenja zivotne dobi, vitalnosti i revitalizacije eksprimiranjem telomeraze u
raznim modelima transgeni¢nih miSeva dokazuju da su telomere primarni mehanizam kontrole
starenja na razini organizma (Tomés-Loba i sur., 2008) te da se tim mehanizmima moze uspje$no
manipulirati. De Jesus i suradnici (de Jesus i sur., 2012) pokazali su da tretman miSeva
telomerazom, odnosno transdukcija adenovirusom koji eksprimira misji TERT ima izvanredne
ucinke na zdravlje 1 kondiciju, ukljucujuéi osjetljivost na inzulin, osteoporozu, neuromuskularni
fitnes te joS nekoliko molekularnih biomarkera starenja. Pri tome su tretirani misevi imali smanjenu
incidenciju nastanka tumora uz bolje prezivljenje dok se profil nastalih tumora nije mijenjao u
odnosu na kontrolne zivotinje. Kona¢no, misevima tretiranima telomerazom u dobi od 1 godine i
u dobi od 2 godine, povecan je srednji zivotni vijeka za 24%, odnosno 13%. Time su pokazali da
aktivacija telomeraze na razini organizma omogucuje odgadanje fizioloskog starenja i produljuje

normalni zivotni vijek.

1.4. Koza

Koza je najveci organ ¢ovjeka koji prekriva cijelo tijelo s ukupnom povr§inom od prosjecno
2 m? . Sastoji se od tri karakteristi¢na sloja, a to su epidermis, dermis i hipodermis (Slika 7). Njezina
glavna funkcija je da djeluje kao barijera koja pruza zastitu od mehanickih naprezanja, ekstremnih
temperatura, toksina, zraenja i mikroorganizama te ima osjetilnu i regulatornu funkciju (Limbert
i sur., 2019; Swaney i Kalan, 2021). Starenjem dolazi do promjena u morfologiji i funkciji koze

kao posljedica kontinuiranog izlaganja vanjskim i unutarnjim ¢imbenicima (Limbert i sur., 2019).
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Vanjsko ili ekstrinzi¢no starenje pokrecu ¢imbenici iz okolisa (ultraljubicasto zracenje (UV),
onecisc¢enje zraka), mehanicki ¢imbenici te nacin zivota kao npr. dijeta, nacin spavanja, pusenje
cigareta itd. (Limbert i sur., 2019; Kim, Park i Kang, 2022). Pri tome je jedan od glavnih vanjskih
uzroc¢nika starenja kontinuirano nezasti¢eno izlaganje suncu, poznato i kao fotostarenje (Tobin,
2017; Kim, Park i Kang, 2022). Unutrasnji ¢imbenici pokre¢u kronolosko ili intrinzi¢no starenje,

a kao glavni uzrocnici se smatraju genetski i hormonalni faktori (Limbert i sur., 2019).

Mlada koza Stara koza

Dlaka

EPIDERMIS —

DERMIS —

HIPODERMIS —

Znojna SiiiEngeE Izravnavanje dermalno-
Zlijezda . epidermalna bazalne
vaskularno tkivo
membrane

Organizirana
kolagenska vlakna

— Masne o i
Vaskularno stanice Dezorganizacija i gubitak

tkivo kolagenskih vlakana

Slika 7. Razlike izmedu mlade i stare koze kao posljedica starenja koze (preuzeto i prilagodeno iz

https://apothekari.com/aging-skin-7-things-that-can-happen/).

1.4.1. Epidermis

Vanjski sloj koze poznat je kao epidermis i tanji je 15 do 40 puta u usporedbi s dermisom
(Limbert i sur., 2019). Sastoji se prvenstveno od keratinoznog slojevitog plocastog epitela koji nije
vaskulariziran. Komponente epidermisa mozemo podijeliti u dva dijela. Prvi dio naziva se stratum
corneum i nalazi se na krajnjem vanjskom dijelu koze. Sastoji se od mrtvih spljostenih korneocita
I odgovoran je za zastitu koze, sprjeCavanje gubitka vode, odrzavanje optimalne hidratacije koze i
sprjecavanje prekomjerne dehidracije te mnoge druge zastitne funkcije. Drugi dio se uglavnom

sastoji od zivih stanica kao $to su keratinociti (90-95%), Langerhansove stanice (2%), melanociti
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(3%) i Merkel stanice (0,5%) (Tobin, 2017). U najdubljem dijelu epidermisa nalazi se bazalni sloj
koju cine epidermalne mati¢ne stanice 1 one doprinose njegovoj Visokoj proliferativnoj
sposobnosti. Sposobne su diferencirati u keratinocite koji ¢e zatim migrirati prema Stratum
corneumu procesom Keratinizacije (Limbert i sur., 2019). Pri tome ¢e pomicati starije keratinocite
prema povrsini I na Kraju postati korneociti. Medutim, sposobnost proliferacije epidermalnih
maticnih stanica znacajno se smanjuje starenjem, tocnije pada za polovicu u dobi od 30 do 70
godina (Limbert i sur., 2019). Najveca promjena tijekom starenja u epidermisu je upravo na

bazalnoj membrani koja postaje sve tanja.

1.4.2. Dermalno-epidermalna bazalna membrana

Dermalno-epidermalna bazalna membrana sluzi kao granica izmedu epidermisa i dermisa
te nosi epidermalne mati¢ne stanice (Taghavikhalilbad i sur., 2017; Bonté i sur., 2019). Pored toga,
funkcija joj je da omoguéava razmjenu hranjivih tvari, stani¢nu signalizaciju i uklanjanje otpada
avaskularnog epidermisa. Starenjem, dermalno-epidermalna bazalna membrana ¢e se izravnati
(dolazi do smanjenja naboranosti) zbog smanjene gusto¢e dermalnih papila (Bonifant i Holloway,
2019; Limbert i sur., 2019; Franco, Aveleira i Cavadas, 2022). Navedeno dovodi do smanjenja
debljine epidermisa (¢ak do 80%). Kao posljedica smanjenja dermalnih papila tog sloja, smanjit ¢e
Se i povrSina kontakta izmedu epidermisa i dermisa, $to na kraju uzrokuje smanjenje razmjene
hranjivih tvari i otpada, ali i smanjenje elasti¢nosti koze i dovodi do stvaranja bora (Tobin, 2017;

Franco, Aveleira i Cavadas, 2022).

1.4.3. Dermis

Srednji sloj koze poznat je kao dermis, smjeSten izmedu potkoznog tkiva i dermalno-
epidermalne bazalne membrane. Dermis je odgovoran za prijenos hranjivih tvari i potporu
cirkulaciji (epidermis nema vlastitu opskrbu krvlju) te kozi daje mehani¢ku ¢vrstocu (Limbert i
sur., 2019). Dermis se sastoji od 2 dijela: povrSinski papilarni dermis i dublji retikularni dermis.
Najveci dio dermisa sacinjavaju vezivno tkivo, kolageni 1 elastini, u koje su uklopljeni dermalni
fibroblasti te znojne Zlijezde, lojne zlijezde, krvne Zzile, zivci i korijen dlake (Wong i sur., 2016).

Fibroblasti su najzastupljeniji tip stanica u dermisu te su odgovorni za sintezu komponenata
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izvanstanicnog matriksa kao Sto su kolageni, elastini i glikozaminoglikani i drugih proteina
izvanstani¢nog matriksa (Cole i sur., 2018).

Kolagen je najzastupljeniji protein u kozi te doprinosi strukturnoj ¢évrsto¢i koze (Limbert i
sur., 2019; Mathew-Steiner, Roy i Sen, 2021). Starenjem dolazi do promjene u strukturi kolagena
(Slika 7). U mladoj kozi, mreZa kolagena je pravilno organizirana i ¢vrsto zbijena unutar papilarnog
dermisa (Limbert i sur., 2019). Takoder, $iri se u epidermis tvoreé¢i dermalno-epidermalnu bazalnu
membranu, koja dalje pruza strukturnu potporu kozi. Glavni tip kolagena u mladoj kozi je kolagen
tipa | (80%) te potom kolagen tipa Il (15%) (Tobin, 2017). Medutim, u starijoj kozi, dermis je
ozbiljno ostecen i stanjen, sto je uglavnom uzrokovano povecanom fragmentacijom kolagena i
smanjenjem kolagena tipa I u dermisu.

U ostarjeloj kozi takoder je povecana ekspresija metaloproteinaza matriksa (MMP), enzima
koji degradiraju kolagenska vlakna te dovode do njihove fragmentacije (Limbert i sur., 2019; Blair
I sur., 2020). Posljedi¢no, dolazi do povecanja cijepanja kolagena $to dovodi do nastanka
degradiranog i neorganiziranog izvanstanichog matriksa. Osim toga, fragmentacija kolagena
uzrokuje gubitak mjesta za pri¢vrsc¢ivanje fibroblasta (Cole i sur., 2018; Blair i sur., 2020), §to
rezultira smanjenjem broja fibroblasta (Cole i sur., 2018) (Slika 5). Stoga ¢e biti manje dostupnih
fibroblasta za sintezu novih kolagenskih vlakna.

Sljede¢a vazna komponenta izvanstanicnog matriksa je elastin koji je odgovoran za
rastezljivost i elasticnost koze te je isprepleten s vlaknima kolagena (Xiong i sur., 2017). Starenjem
dolazi do gubitka elasti¢nosti koze uglavnom zbog UV zracenja koje pokrece remodeliranje i
razgradnju elasti¢nih vlakana putem aktivacije MMP-a (Tobin, 2017). Posljedi¢no, smanjenje
elastina kao i kolagena rezultirat ¢e smanjenjem elasti¢nosti i povecanjem plasti¢nosti dermisa.

Jedan od najvaznijih glikozaminoglikana u koZi je hijaluronska kiselina i smatra se
glavnom molekulom odgovornom za vlaznost koze (Bukhari i sur., 2018), uglavhom zbog njezine
sposobnosti zadrzavanja molekula vode koja je i do 1000 puta vece od njezine molekulske mase
(D. H. Lee, Ohi Chung, 2016). Medutim, u ostarjeloj kozi dolazi do smanjenja sinteze hijaluronske
kiseline (Papakonstantinou, Roth i Karakiulakis, 2012), kao posljedice smanjenog broja fibroblasta
odgovornih za njezinu proizvodnju. Prisutnost hijaluronske kiseline u kozi takoder osigurava
pravilnu konfiguraciju kolagena i elastina kako bi struktura ostala netaknuta (Bukhari i sur., 2018).
Dakle, smanjenje hijaluronske kiseline i povecanje dezorganizacije kolagena i elastina u ostarjeloj

kozi dovodi do istaknutosti finih linija i bora.
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1.5. Strategije za uklanjanje senescentnih stanica iz organizma

U literaturi se mogu pronaci brojni radovi koji pokazuju kako je nakupljanje senescentnih
stanica u organizmu glavni uzro¢nik brojnih bolesti povezanih sa starenjem (Childs i sur., 2017).
Takoder, pokazano je i da njihovo uklanjanje ima velike pozitivne ucinke te da je otkrivanje novih
uzrocnika i strategija za uklanjanje senescentnih stanica klju¢no u borbi protiv starenja. Strategije
za uklanjanje senescentnih stanica iz organizma mozemo opcenito podijeliti u dvije kategorije: na
senolitike, spojeve koji eliminiraju senescentne stanice te na senomorfne spojeve, koji sprjecavaju
Stetne stani¢no-okolis$ne uc¢inke senescentnih stanica i ukljucuju inhibitore SASP-a (Di Micco i
sur., 2021).

1.5.1. Senolitici

Senescentne stanice ¢esto imaju poja¢anu ekspresiju negativnih ¢imbenika koji utje¢u na
apoptozu, ukljucujuéi ¢lanove obitelji BCL-2 (uklju¢uju¢i BCL-2, BCL-W i BCL-xL), koji daju
otpornost stanici na signale koji izazivaju apoptozu (Chang i sur., 2016; Yosef i sur., 2016).
Senoliticki spojevi poput ABT-737 i ABT-263 (Slika 8), takoder poznat kao Navitoclax, inhibiraju
aktivnost c¢lanova obitelji BCL-2, omogucuju¢i senescentnim stanicama ulazak u apoptozu.
Navitoclax ciljano pokrece apoptozu u replikativnoj, onkogenom induciranoj ili zrac¢enjem
induciranoj senescenciji u razliitim tipovima stanica (epitelnim stanicama pupcane vene,
fibroblastima pluca ¢ovjeka i embrionalnim fibroblastima misa), ali ne u primarnim preadipocitima
¢ovjeka (Zhu i sur., 2016). Ispitivanje na ozracenim misevima otkrilo je da Navitoclax uklanja
senescentne stanice, pomladuje koStanu srz 1 miSi¢ne hematopoetske mati¢ne stanice i1 tako
smanjuje rano starenje hematopoetskog sustava (Chang i sur., 2016). Osim toga, Navitoclax
smanjuje sekreciju mnogih faktora senescentnih stanica u misjim plué¢ima, kao $to su p16'NK4 j
TNFo, $to umanjuje mogucnost post-traumatskog osteoartritisa selektivnom eliminacijom
senescentnih stanica iz zglobne hrskavice i sinovijalne membrane (Jeon i sur., 2017). Takoder,
provedena su i istrazivanja na strukturnom srodniku Navitoclaxa ABT-737, koriste¢i fetalne
stanice fibroblasta plu¢a covjeka IMR 90 i MEF (embrionalni fibroblasti misa) koje su
karakterizirane visokom ekspresijom BCL-2, BCL-W, i BCL-xL protuapoptotskih proteina, a
senescencija je potaknuta razli¢itim stimulansima (Yosef i sur., 2016). ABT-737 je uspjesno

uklonio senescentne stanice iz pluca i epidermisa ozra¢enih miSeva te je doSlo do poboljsane
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proliferacije mati¢nih stanica u folikulima dlake. Unato¢ pozitivnim efektima, Navitoclax i ABT-
737 se smatraju opasnima zbog njihovog toksi¢nog u¢inka na neutrofile i trombocite Sto ograni¢ava
njihovu primjenu. Trenutno je u ispitivanjima druga generacija inhibitora A-1331852 i A-1155463
koji su pokazali dobru senoliticku aktivnost, a smatra se da inhibiraju BCL-XL (Zhu i sur., 2017).

FOXO4-DRI je sintetski peptid sastavljen od D-aminokiselina koji djeluje tako da
interferira s p53 i onemogucuje mu vezanje S FOXO4 (W. Li i sur., 2019) (Slika 8). U senescentnim
stanicama, FOXO04 se veze s p53 i onemogucuje njegov put iz jezgre. Kad je ova interakcija
onemogucena interkaliranjem FOXO04-DRI, p53 izlazi iz jezgre, inicirajuc¢i oslobadanje citokroma
C iz mitohondrija i omogucena je apoptoza senescentnih stanica (Baar i sur., 2017). KoriStenje
raznih prirodnih flavonoida, ukljucujuci kvercetin i fisetin, same ili u kombinacija s dasatinibom,
inhibitorom pan-tirozin kinaze koji blokira c-KIT (engl. receptor tyrosine kinase protein), efrin
receptore i razli¢ite kinaze, pokazano je da moze stimulirati senolizu u in vitro i in vivo uvjetima
(Zhu i sur., 2015; Roos i sur., 2016; Schafer i sur., 2017; Yousefzadeh i sur., 2018) (Slika 8). Kod
starih miseva tretiranih kombinacijom dasatiniba i kvercetina dobiveni su rezultati da je doslo do
poboljsanja fizicke funkcije i produzenja Zivotnog vijeka zivotinja (Xu i sur., 2018). Vazno je
istaknuti da je primjena dasatiniba i kvercetina pokazala i u¢inkovitost u smanjenjenoj ekspresiji
p16™NK4 i SA-R-gal u fazi I klini¢kog ispitivanja medu pacijentima s dijabetickom bubreznom
bolesc¢u (Hickson i sur., 2019) i idiopatskom plu¢nom fibrozom (Justice i sur., 2019).

Provedene su brojne studije i na MitoTamu, lijeku koji spada u skupinu tamoksifena koji
cilja mitohondrije te se pokazao kao novi senolitik koji selektivno aktivira apoptozu senescentnih
stanica smanjenjem potencijala mitohondrijske membrane i prevencijom oksidativne fosforilacije
(OXPHOS), ¢ime se poboljsava mitohondrijska stabilnost (Hubackova i sur., 2019). Nadalje,
pokazalo se da MitoTam ucinkovito uniStava i inhibira razne vrste stanica raka bubrega u modelu
glodavaca, §to rezultira smanjenom tumorigenezom (EudraCT 2017-004441-25) te pokazuje
potencijal za klinicku fazu Il ispitivanja. Takoder, MitoTam se pokazao i kao potencijalni lijek za

dijabetes, jednu od najc¢escih bolesti povezanih sa starenjem (Vacurova i sur., 2022).
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Slika 8. Strategije za uklanjanje senescentnih stanica iz organizma pomoc¢u senolitika (preuzeto i

prilagodeno iz Di Micco i sur., 2021).

1.5.2. Senomorfni spojevi

Kao druga opcija aktivnom uklanjanju senescentnih stanica, pristup baziran na
senomorfnim spojevima pokusava ograniciti Stetne utjecaje tih stanica, uglavnom kroz podesavanje
SASP-a. Kod sisavaca to ukljucuje spojeve poput rapamicina koji djeluje na put mTOR Koji
uskladuje rast stanica i metabolizma kao odgovor na prisutnost hranjivih tvari (Slika 9). Rapamicin
djeluje kao inhibitor IL-1o. i samim time smanjuje proizvodnju SASP-a te ujedno utisava
protumorigena svojstva SASP-a (Herranz i sur., 2015), sprje¢ava senescencenciju (Thapa i sur.,
2017) i produljuje zivotni vijek laboratorijskih miseva. Nuklearni faktor-xB (NF-xB) (Slika 9)
kriti¢na je komponenta za proizvodnju SASP-g, i inhibicija njegove aktivnosti smanjuje moguénost
upale. U spojeve koji moduliraju NF-xB spadaju metformin (Moiseeva i sur., 2013; Maruthur i
sur., 2016; Noren Hooten i sur., 2016; Oubaha i sur., 2016), apigenin (Lim, Park i Kim, 2015),
kemferol (Lim, Park i Kim, 2015) i BAY 11-7082 (D. J. Baker i sur., 2011) te svi oni utjecu na
smanjenje proizvodnje komponenti SASP-a. Metformin, lijek protiv dijabetesa tipa 2, inhibira
ulazak NF-kB-a u jezgru i na taj nacin ogranicava razinu njegove ekspresije (Moiseeva i sur.,
2013). Metformin smanjuje upalne reakcije u modelu misa, na taj nacin ublazava nekoliko bolesti

povezanih sa starenjem i produzava zivot miseva (Martin-Montalvo i sur., 2013). Klinicka
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ispitivanja utjecaja metformina na starenje su u tijeku (Barzilai i sur., 2016; Campbell i sur., 2017)
te je ovo prvo probno ispitivanje nekog lijeka gdje se starenje tretira kao bolest. Takoder, dobra
senomorfna svojstva pokazala su i brojna protutijela usmjerena protiv klju¢nih komponenti SASP-
a ili njihovih receptora, ukljucujuci IL-6, IL-1a, IL-18 i TNF (Cohen i sur., 2002; Klareskog i sur.,
2004; Hoffman i sur., 2008; Kuemmerle-Deschner i sur., 2011; Laberge i sur., 2012; S. Liu i sur.,
2015; Wakita i sur., 2020) te brojni drugi putevi koji djeluju na uklanjanje stetnog djelovanja
SASP-a. Ciljanje IL-6 ili njegovog receptora moze Se posti¢i primjenom lijekova kao $to su
siltuksimab ili tocilizumab, koji inhibiraju citokine odnosno njegove receptore (Emery i sur., 2008;
Karkera i sur., 2011; van Rhee i sur., 2014). Medutim, potrebno je prethodno ispitati utjecaj tih
spojeva na SASP i starenje prije nego §to se mogu sigurno primjenjivati terapijski kao regulatori
starenja. Inhibitor aktivatora plazminogena-1 (PAI-1), takoder poznat pod nazivom SERPINE1,
kljuéna je komponenta SASP-a i izravni posrednik stani¢nog starenja. U mi§jem modelu ubrzanog
starenja, i nedavno kod ljudi iz Amiske zajednice, utvrdeno je da smanjena razina tog inhibitora
stiti od bolesti povezanih sa starenjem i produljuje Zivotni vijek (Eren i sur., 2014; Khan i sur.,
2017). Ciljana inhibicija PAI-1 s TM5441 pokazala je sli¢nu aktivnost u miSeva te je trenutno u

fazi klini¢kog ispitivanja.
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Slika 9. Strategije za uklanjanje senescentnih stanica iz organizma pomocu senomorfa (preuzeto i

prilagodeno iz Di Micco i sur., 2021).
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Obje navedene strategije ciljaju razli¢ite skupine stani¢nih puteva, $to ukazuje na Sirok
raspon razlic¢itih spojeva koji mogu utjecati na senescentne stanice odnosno komponente SASP-a
Sto je ujedno i prednost i mana. Nedostaci ovih strategija su $to ovi spojevi mogu biti i toksi¢ni za
organizam i nisu svi specifi¢ni za senescentne stanice §to ograni¢ava njihovu primjenu kod ljudi.
Senescentne stanice i komponente SASP-a takoder imaju i pozitivnu ulogu u organizmu te dosad
otkriveni spojevi ne mogu razlikovati njihovu pozitivhu od Stetne uloge (Hernandez-Segura,
Nehme i Demaria, 2018).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Stare stanice svojom akumulacijom i sekretornim fenotipom narusavaju tkivau homeostazu

I doprinose propadanju tkiva. Vodena tim saznanjem, o¢ekujem da ¢u povecanjem udjela mladih

stanica u kozi starog Stakora promijeniti metabolicki profil tretiranog tkiva, poboljSati regenerativni

potencijal stanica te revitalizirati tretirano tkivo. Na temelju navedene hipoteze istraZzivanja

definirani su sljede¢i ciljevi:

VI.

Istraziti dinamiku starenja koze Stakora Fischer 344 metodama histologije,
imunofluorescencije i molekularno bioloskim metodama.

Intervenirati u starenje koze Stakora Fischer 344 mikrotransplantacijom mladih fibroblasta,
endotelnih ili mati¢nih stanica.

Mikrotransplantacijom mladih stanica navedenih pod II u kozu starih Stakora Fischer 344
povecati udio mladih stanica u dermisu koze starih Stakora Fischer 344 metodom
mikrotransplantacije mladih stanica kako bi se rekonstruirao mikrookoli§ i homeostaza
mladog tkiva.

Prouciti u€inak mikrotransplantacije mladih stanica u kozi Stakora Fischer 344 razlicite
starosti na proliferaciju mati¢nih stanica epiderme i regeneraciju tkiva.

Dugoroc¢no pratiti (1, 6 i 12 mjeseci) utjecaj mikrotransplantacije mladih stanica u kozi
Stakora Fischer 344 na proliferaciju mati¢nih stanica epidermisa i obnovu tkiva.

Prouciti promjenu ekspresije gena u kozi Stakora Fischer 344 nakon mikrotransplantacije
mladih stanica kod starih (24 mjeseca), odnosno mladih (6 mjeseci) zivotinja.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Materijali

3.1.1. Osnovne kemikalije

Tablica 1. Popis osnovnih kemikalija

Kemikalija Proizvodac
etanol Kemika, Hrvatska
agaroza Sigma-Aldrich
etidijev bromid Roth, Njemacka
izopropanol Kemika, Hrvatska
kalijev fericijanid (KsFe Kemika, Hrvatska
(CN)6x3H20)

kalijev ferocijanid (KsFe Kemika, Hrvatska
(CN)ex3H20)

kloridna kiselina (HCI)

Kemika, Hrvatska

magnezijev klorid (MgCl.)

Fluka, Njemacka

natrijev hidroksid (NaOH)

Kemika, Hrvatska

natrijev klorid (NaCl)

Kemika , Hrvatska

Triton X-100

Thermo Scientific

kalijev klorid (KCI)

Kemika, Hrvatska

natrijev hidrogenfosfat
(NazHPOQO4)

Kemika, Hrvatska

kalijev dihrogenfosfat
(KH2POq)

Kemika, Hrvatska

natrijev dodecilsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich

Isofluran

Piramal, Indija

Paraformaldehid 4%

Sigma-Aldrich, SAD

Dimetil sulfoksid (DMSO)

Sigma-Aldrich, SAD

Saharoza (C12H22011) Kemika, Hrvatska
RNAprotect Qiagen, Njemacka
Cezijev klorid (CsCl) Sigma-Aldrich, SAD
ksilen Biognost, Hrvatska
Limunska kiselina monohidrat | Kemika, Hrvatska
X-gal AppliChem, Njemacka
DMF Merch, Njemacka
Trizol Sigma-Aldrich, SAD
kloroform Kemika, Hrvatska
PBS Sigma-Aldrich, SAD
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3.1.2. Kompleti kemikalija

Komplet za procis¢avanje izdvojene RNA: RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen, Njemacka)
Komplet za obrnuto prepisivanje RNA u cDNA: iScript™ cDNA Synthesis Kit (BioRad)

3.1.3. Enzimi, proteini, protutijela i nukleotidi

Dispaza (Gibco, SAD)

Kolagenaza (Gibco, SAD)

Tripsin (Sigma-Aldrich, SAD)

Protu-Ki67 protutijelo (Abcam, UK)
Protu-Collagen I protutijelo (Abcam, UK)
Protu-Collagen Il protutijelo (Abcam, UK)
Protu-HP1 gamma/ CBX3 protutijelo (Abcam, UK)
Protu-gamma H2A.X protutijelo (Abcam, UK)
Protu-53BP1 protutijelo (Abcam, UK)
Protu-CD31 protutijelo (Abcam, UK)
Protu-integrin alpha 6 protutijelo (Abcam, UK)

3.1.4. Hranjivi mediji za uzgoj stanica

Dulbecco modificirani minimalni hranjivi medij za uzgoj stanica (engl. Dulbecco's modified
Eagle's medium, DMEM, Sigma-Aldrich, SAD) s 4500 mg/L glukoze, L-glutaminom, fenolnim
crvenilom i 3,7 g/L NaHCO3, obogaéen s 10% fetalnog seruma goveda (engl. Fetal Bovine Serum,
FBS).

KSFM medij (Gibco, SAD) za uzgoj keratinocita bez seruma s dodatkom epidermalnog faktora
rasta (rEGF, 0,2 ng/mL) i ekstrakta govede hipofize (BPE, 30ug/mL).

Medij za uzgoj endotelnih stanica (ECM-r, ScienCell, SAD) koji se sastoji od bazi¢énog medija s
dodatkom 20% FBS-a i 1% dodatka za rast endotelnih stanica (ECGS).
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3.1.5. Organizmi i stanice
3.1.5.1. Zivetinjski model

Izogena linija Stakora Fisher 344 koristena je za pokuse heterotransplantacije stanica.
Za eksperimente obnove koze zivotinja razli¢itih starosti (6, 12, 18 i 24 mjeseca, n = 5-6)
mikrotransplatirani su fibroblasti u kozu Stakora i uzorkovanje je bilo provedeno nakon 4-6 tjedana.
Za dugotrajne pokuse koriSteni su Stakori stari 6 mjeseci (n = 3-4) u vrijeme unosa stanica, prvo
uzorkovanje je nakon mjesec dana te 6 i 12 mjeseci nakon implantacije. Pri ¢emu se
mikrotransplatiraju fibroblasti, mati¢ne ili endotelne stanice u kozu $takora.

Istrazivanje je odobreno od strane etickog povjerenstva (Ministarstvo poljoprivrede,
Zagreb, Hrvatska) HR-POK-003, odobreno 14. studenog 2018. Stakori se uzgajaju na Institutu

Ruder Boskovi¢ u laboratoriju za Pogon laboratorijskih zivotinja.

3.1.5.2. Primarne stanié¢ne kulture

Primarna stani¢na kultura fibroblasta uspostavljena od stanica izdvojenih iz koze mladih
izogenih jedinki Stakora Fisher 344.

Primarna stani¢na kultura mati¢nih stanica uspostavljena od stanica izdvojenih iz epiderme
koze mladih izogenih jedinki Stakora Fisher 344.

Primarna stani¢na kultura endotelnih stanica uspostavljena od stanica izdvojenih iz derme

koZe mladih izogenih jedinki Stakora Fisher 344.
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3.2. Metode
3.2.1. Uspostava primarne kulture stanica koze Stakora

Novorodeni Stakori Fisher 344, stari 3 do 5 dana, zrtvovani su i eksplantati njihove koze
su sakupljeni i enzimatski razlagani u 0,25% otopini tripsina 2x30 minuta u inkubatoru pri 37°C
uz stalno mijeSanje. Dobivena suspenzija je centrifugirana 5 minuta na 1000 x g, supernatant je
odbacen, a talog je resuspendiran u DMEM-u s dodatkom 10% FBS-a i 2,5x
penicilin/streptomicin/amfotericin B (10000 U penicilina, 10 mg streptomicina, 25 pug
amfotericina/ml-100x, PSA, Sigma-Aldrich, SAD) i tako izolirana primarna kultura fibroblasta
prebacena je u bocicu za uzgoj kulture stanica te je pohranjena u inkubator pri 37°C s 5% CO..

Mati¢ne stanice epiderme izolirane su iz koze novorodenih Stakora Fisher 344, starih 3 do
5 dana, te tako dobiveni kozni eksplantanti razlagani su u otopini dispaze (Gibco, SAD, 10 mg/mL)
preko noéi pri 4°C. Sljede¢i dan razdvajan je epidermis od dermisa koze i epidermis koze je
enzimatski razlagan u 0,25% otopini tripsina 20 minuta u inkubatoru pri 37°C uz stalno mijesanje.
Stani¢noj suspenziji je dodan Dulbeccov modificirani minimalni medij (DMEM, Sigma-Aldrich,
SAD) s dodatkom 20% fetalnog govedeg seruma (FBS, Gibco, SAD). Suspenzija je profiltrirana i
centrifugirana 5 minuta na 1000 x g, uklonjen je supernatant i ponovno dodan svjezi medij te je
suspenzija prebacena u kultivacijsku boc€icu prethodno obloZenu kolagenom IV (Sigma-Aldrich,
SAD; 2 mg/mL). Nakon 15 minuta medij je uklonjen iz kultivacijske boc¢ice i na adherentne
mati¢ne stanice ponovno je dodan svjezi medij te su pohranjene u inkubator pri 37°C s 5% CO:..
Sutradan je opet promijenjen medij, ali sada je koristen medij specifican za uzgoj mati¢nih stanica
(K-SFM, Gibco, SAD).

Endotelne stanice su izolirane kao prethodno opisane mati¢ne stanice, razlika je $to se
prilikom razdvajanja epidermisa od dermisa prikuplja dermis i razlaze u otopini 4% kolagenaze IV
(Gibco, SAD; 2,5mg/mL) preko no¢i pri 4°C. Stani¢na suspenzija je profiltrirana i centrifugirana
5 minuta na 1000 x g te resuspendirana u 200 uL PBS-a. Dobivena suspenzija je nanesena na
Percoll otopinu (Biovit, Hrvatska) prethodno pripremljenu prema uputama proizvodaca i
centrifugirana na 400 x g 10 minuta. Sloj u kojima se nalaze endotelne stanice (1,033g/mL-
1,047g/mL) su prikupljene pomocu pipetora te nasadene u kultivacijske bocice prethodno oblozene
kolagenom 1V (Sigma-Aldrich, SAD; 2 mg/mL). Za uzgoj stanica koristi se medij specifi¢an za
uzgoj endotelnih stanica ECM-r (ScienCell, SAD).
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3.2.2. Uzgoj stanica u kulturi

Fibroblasti, mati¢ne i endotelne stanice izolirane iz novorodenih Stakora uzgajane su u
DMEM mediju uz dodatak 10% FBS i antibiotika (2,5x Penicilin/Streptomicin/Amfotericin B),
KSFM mediju za uzgoj keratinocita uz dodatak antibiotika (2,5x
Penicilin/Streptomicin/Amfotericin B, Sigma-Aldrich, USA), odnosno ECM-r mediju za uzgoj
endotelnih stanica uz dodatak antibiotika (2,5x Penicilin/Streptomicin/Amfotericin B, Sigma-
Aldrich, USA). U trenutku kada stanice dosegnu 90% konfluencije presadivane su u sterilnim
uvjetima. Stanice su tripsinizirane u 0,25%-tnoj otopini tripsina 10 minuta pri 37°C, a reakcija je
zaustavljena dodatkom medija sa serumom. Prosjecni ukupni broj stanica je odreden na

elektronskom brojacu (Coulter Counter).

3.2.3. Imunoflorescencija na stanicama

Identitet izoliranih mati¢nih i endotelnih stanica je provjeravan odredivanjem ekspresije
specifi¢nih proteina (markera) na njihovoj povrsini. Za endotelne stanice koriStena su protutijela
specifi¢na za CD31 (Abcam, UK) dok je za mati¢ne stanice koriSteno protutijelo specificno za
integrin a 6 (Abcam, UK). Ukupno je 100 000 stanica nasadeno na pokrovnice prethodno oblozene
kolagenom IV i dodano je 2 mL hranjive podloge (K-SFM ili ECM-r) te ostavljeno u inkubatoru
pri 37°C preko noci. Sutradan je uklonjen medij i stanice su isprane u PBS-u te su stanice fiksirane
u 4% paraformaldehidu 10 minuta. Pokrovnice su potom inkubirane s 0,5% Triton X-100/PBS na
sobnoj temperaturi 5 minuta i dodatno isprane 5 minuta u PBS-u. Kako bi se smanjila pozadinska
fluorescencija, uzorci su inkubirani s 3% BSA jedan sat pri sobnoj temperaturi. Nakon toga slijedi

inkubacija u primarnom protutijelu preko no¢i pri 4°C.

Tablica 2. Popis koristenih primarnih i sekundarnih protutijela za imunoflorescenciju na stanicama

Primarna protutijela Razrijedenja
Rabbit Anti-Integrin alpha 6, Abcam 1:300
Mouse Anti-CD31, Abcam 1:250
Sekundarna protutijela Razrijedenja
Anti-Rabbit 1gG (Alexa Fluor 488), Abcam 1:500
Anti-Mouse IgG (Alexa Fluor 647), Abcam 1:500
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Sutradan su stakalca nakon ispiranja u PBS-u 3x 5 minuta inkubirana sekundarnim
protutijelom jedan sat na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon dodatnog ispiranja u PBS-u uzorci su
obojeni Hoechstom 33342, isprani i uklopljeni u mediju za uklapanje (Permafluor, Termo

Scientific, SAD). Uzorci su pretrazivani i snimani konfokalnim mikroskopom LSM 700 (Zeiss).

3.2.4. Obiljezavanje stanica bojom Dil

Za cksperimente regeneracije koze kod zivotinja razliCite starosti koriStena je
karbocijaninska boja Dil za obiljezavanje stani¢nih membrana fibroblasta kako bi se omogucila
identifikacija implantiranih stanica u kozi. Dil je fluorescentna boja koja se integrira u plazma-
membrane 1 membrane stani¢nih organela, nema utjecaj na stabilnost, razvoj ili osnovne fizioloSke
osobine stanica. Nije toksi¢na i daje visoko stabilno obojenje pa se koristi za dugoro¢no pracenje
stanica u kulturi, ali i u Zivim embrijima i Zivotinjama.

Dil boja dodana je u suspenziju DMEM s 10% FBS i stanica (8 x 10°) u konacnoj
koncentraciji od 5 uM i stanice su inkubirane u mraku 20 minuta pri 37°C. Stanice su zatim
istalozene 5 minuta na 1000 x g, supernatant je odbacen, a stani¢ni talog je 3 puta ispran u DMEM-
u s 10% FBS-a. Nakon posljednjeg taloZenja je stanicama dodan medij bez seruma tako da je

ukupni volumen stani¢ne suspenzije 100 pL 1 tako obiljezene stanice su implantirane u Stakore.

3.2.5. Transdukcija stanica adenovirusnim vektorima

Kako bi omogucili dugoro¢no prac¢enje implantiranih stanica (uzorkovanje nakon 1, 6 i 12
mjeseci) koriSten je zeleni fluorescentni protein (engl. Green Fluorescent Protein, GFP) za
obiljezavanje mati¢nih stanica i mCherry s hTERT podjedinicom (Vector biosystems inc, SAD) za
obiljezavanje fibroblasta i endotelnih stanica. Kao vektor koristen je adenovirus tipa 5 (AdS). AdS
vektori transduciraju Sirok raspon tipova stanica i ne ugraduju se u genom (Wold and Toth 2013).
Transducirani fibroblasti i endotelne stanice su revitalizirane indukcijom kataliticke podjedinice
enzima telomeraze (hnTERT-a).

Prvi korak je utvrdivanje najboljih uvjeta transdukcije fibroblasta, mati¢nih i endotelnih
stanica. Stanice su nasadene u plo¢ice za uzgoj kulture stanica sa 6 bunari¢a (1x10° stanica po

bunari¢u) te su nakon 24 sata transducirane s Ad5-GFP ili Ad5-mCherry. Broj dodanih
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adenoviralnih &estica po stanici (engl. multiplicity of infection, MOI) je 1x10%, 1x10°, 5x10° i 1x10°
vp/st (engl. viral particle), vrijeme inkubacije je 24 i 72 sata. Nakon inkubacije u inkubatoru za
uzgoj kulture stanica, uklonjena je hranjiva podloga sa stanica i one su isprane s PBS-om (500 pL)
te je dodan tripsin (300 pL). Nakon odvajanja stanica od podloge, dodan je medij sa serumom te
su stanice centrifugirane 5 minuta pri 1200 x g. Supernatant je uklonjen, a stani¢ni talog je
resuspendiran u 100 pL PFA1%/PBS pufera kako bi se stanice fiksirale. Nakon inkubacije 10
minuta pri sobnoj temperaturi, stanice su isprane s PBS-om (500 uL) i centrifugirane 10 minuta pri
1200 x g. Supernatant je uklonjen, a talog stanica je resuspendiran u 250 uL PBS-a i prebacen u
epruvete za protoc¢ni citometar. Uspjesnost transdukcije odredena je na protocnom citometrijom na
uredaju FACSCalibur. Stanice u protocnom citometru prolaze kroz lasersku zraku pri ¢emu dolazi
do emisije fotona odredene valne duljine, a signal se biljezi detektorom. Rezultati su prikazani kao
uspjesnost transdukcije koja odgovara geometrijskoj srednjoj vrijednosti intenziteta fluorescencije
prikazanoj kao apsolutna ili relativna vrijednost.

Optimizacijom su dobivene vrijednosti za transdukciju za sve stani¢ne tipove, za fibroblaste
i endotelne stanice tranducirane s Ad5-mCherry je MOI 1x10° vp/st 72 sata i kod mati¢nih stanica
transduciranih s Ad5-GFP je MOI 1x10%p/st 24 sata. Dobivene vrijednosti su koristene za

trandukciju stanica za dugoro¢no pracenje mikrotransplatacije.

3.2.6. Mikrotransplantacija stanica koZe Stakora

Mikrotransplatacija je metoda razvijena u Laboratoriju za molekularnu i stani¢nu biologiju
Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu, a temelji se na difuznoj implantaciji stanica u tkivo koze u
svrhu regeneracije koZe. Najmanje tjedan dana prije implantacije trajno se obiljeZavaju polja od 1
cm? na ledima $takora pomocu uredaja za tetoviranje (iStar 3000, MEI-CHA, SAD) s nastavkom s
jednom iglom. Mikrotransplantacije stanica su provedene koriStenjem istog uredaja, ali sa
nastavkom s 11 igala. Implantirano je 8x10° obiljezenih mladih stanica u 150 pL medija (DMEM
bez seruma, K-SFM ili ECM-r). Sa svake Zivotinje se uzima kontrolno tkivo (negativna kontrola;
NK), mehanicki tretirano tkivo (mehanicka kontrola; MK), te tkivo tretirano mladim stanicama
(TT). Nakon §to koza u potpunosti zacijeli uzimaju se uzorci 4-6 tjedana nakon implantacije,

odnosno u eksperimentima gdje se prati dugoro¢ni utjecaj nakon 1, 6 i 12 mjeseci.
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3.2.7. Uzorkovanje i priprema preparata koZe

Zivotinje su anestezirane u uredaju za inhalacijsku anesteziju (Somnosuite, Kent Scientific,
SAD) s isofluranom i uzorci su uzeti pomocu cilindra za biopsiju. Tri razli¢ita uzorka biopsije
prikupljena su sa svakog anesteziranog Stakora; netretirano tkivo (negativna kontrola; NK),
mehanicki tretirano tkivo (mehanic¢ka kontrola; MK), te tkivo tretirano mladim stanicama (TT).
Tako dobiveni uzorci su podijeljeni u 3 dijela i fiksirani i uklopljeni u parafin, uklopljeni u O.C.T.
I smrznuti pri -80°C (Tissue-Tek) i pohranjeni u RNAlater (Qiagen, Njemacka) (detaljnije

objasnjeno u daljnjem tekstu).

3.2.7.1. Uklapanije tkiva u parafin

Jedan dio svakog uzorka je fiksiran na sobnoj temperaturi u 4% paraformaldehidu preko
no¢i. Sutradan su uzorci dehidrirani u uzlaznom nizu koncentracije etilnog alkohola (70% - 100%)
te potom slijedi korak prosvjetljivanja u otopini ksilena kako bi se tkivo prozelo otapalom za
parafin te u konacnici uklopilo u parafin. Tako pohranjeno tkivo narezano je na mikrotomu na

debljinu od 5 um i koristeno za daljnje analize.

3.2.7.2. Smrzavanje uzoraka tkiva

Dio uzorka namijenjen za smrzavanje prvo je fiksiran dva sata pri 4°C u 4%
parafomaldehidu, te nakon toga je krioprotektirano prvo u 5% saharozi preko noci pri 4°C, a zatim
u 30% saharozi preko noci pri 4°C. Uzorci su nakon toga uklopljeni u mediju za smrzavanje O.C.T.
(Sakura, Japan) i pohranjeni pri -80°C te su narezani na kriotomu na debljinu od 7 pm i 60 pm i

¢uvaju se na predmetnim stakalcima takoder pri -80°C.

3.2.7.3. Pohrana uzoraka tkiva u RNAlater

Dio tkiva nakon uzorkovanja je ispran u PBS-u i pohranjeno u otopinu s RNAlaterom

(Qiagen, Njemacka) te pohranjen pri -20°C. RNAlater je reagens koji se koristi za dugorocnu
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pohranu tkiva jer stabilizira i §titi RNA na nacin da brzo prodire u svjeze tkivo i denaturira RNaze,

DNaze i proteaze kako bi se sprijecila razgradnja RNA.

3.2.7.4. Analiza uspjeSnosti implantacije stanica u koZu Stakora

U svrhu detekcije implantiranih stanica u tkivu koze Stakora koriStena su tkiva pohranjena
pri -80°C, koja su potom narezana na kriotomu na 5 um i obojana Hoechst 33342 bojom, 20 minuta
pri sobnoj temperaturi. Hoechst boja nukleinske kiseline te pobuden UV svjetlo§¢u emitira u
plavom spektru u rasponu od 460 — 490 nm kad je vezan za dvolan¢anu DNA. Implantirane stanice
su prethodno mikrotransplantaciji obiljeZzene s Dil bojom (ekscitacijski maksimum na 549 nm i
maksimalnu emisiju na 565 nm) ili transducirane adenoviralnim vektorima koji sadrze GFP
(ekscitacijski maksimum na 489 nm i maksimalna emisija na 511 nm) ili mCherry (ekscitacijski
maksimum na 587 nm i1 maksimalna emisija na 610 nm) te nam omogucuju raspoznavanje i
pracenje implantiranih stanica. Pripremljeni preparati su pretrazivani i snimani konfokalnim

mikroskopom TCS SP8 X (Leica) i uredajem ImageXpress Micro XLS (Molecular Devices).

3.2.7.5. Bojanje hematoksilin eozinom (H&E)

Uzorci uklopljeni u parafin (5 um) su oslobodeni parafina grijanjem pri 60°C, potom se
uranjaju u ksilen i rehidriraju u silaznom nizu koncentracije etilnog alkohola (100%, 80%, 30%) te
destiliranom vodom. Zatim su obojani hematoksilinom (Merck, SAD) 7 minuta na sobnoj
temperaturi, isprani vodovodnom vodom i obojeni eozinom (Merck, SAD) 7 minuta. Prerezi su
potom dehidrirani u uzlaznom nizu koncentracija etilnog alkohola (30%, 80%, 100%) i uklopljeni
u mediju za uklapanje (Biomount New, Biognost, Hrvatska). Uzorci su pretrazivani i snimani

fluorescencijskim mikroskopom AX70 (Olympus).

3.2.7.6. Analiza tkiva imunofluorescencijom

Uzorci uklopljeni u parafin (5 um) se deparafiniziraju grijanjem pri 60°C, potom se uranjaju

u ksilen i rehidriraju u silaznom nizu koncentracija etilnog alkohola (100%, 80%, 30%) te
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destiliranom vodom. Razotkrivanje antigena provedeno je inducirano toplinom u 10 mM citratnom
puferu pH 6,0 (Dako, SAD). Zatim su uzorci inkubirani pola sata u Protein blockeru (Dako, SAD),
nakon ¢ega slijedi inkubacija s primarnim protutijelom u 1% BSA u PBS-u preko no¢i pri 4°C.
Uzorci su sutradan isprani u PBS-u i inkubirani sa sekundarnim protutijelom u 10% -tnom
normalnom serumu vrste u kojoj je sekundarno protutijelo proizvedeno i 1% BSA u PBS-u jedan
sat na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon dodatnog ispiranja u PBSu uzorci su obojeni Hoechstom
33342, isprani i uklopljeni u mediju za uklapanje (Permafluor, Termo Scientific, SAD). Uzorci su
pretrazivani 1 snimani konfokalnim mikroskopom LSM 700 (Zeiss).

Dobivena ocitanja signala imunofluorescencije za kolagen I i kolagen III su analizirana
pomocu softvera Imagel koristenjem CTCF metode (engl. Corrected Total Cell Fluorescence)
prema formuli:

CTCF = integrirana gustoca - (povrsina analiziranog polja x srednja vrijednost pozadinske

fluorescencije)

Tablica 3. Kombinacije i razrijedenja primarnih i sekundarnih protutijela koja su koriStena za

imunoflorescenciju.

Primarna protutijela Razrijedenja
Rabbit Anti-Ki67, Abcam 5 ug/mL
Rabbit Anti-Collagen I, Abcam 5 pg/mL
Mouse Anti-Collagen 111, Abcam 1:600
Rabbit Anti -53BP1, Abcam 1:100
Rabbit Anti-HP1 gamma, Abcam 1:1000
Sekundarna protutijela Razrijedenja
Anti -Rabbit IgG (Alexa Fluor 488), Abcam 1:500
Anti -Mouse 1gG (Alexa Fluor 647), Abcam 1:500

3.2.8. Odredivanje aktivnosti SA p-galaktozidaze (SA-p-gal)

Smrznuti uzorci pohranjeni pri -80°C rezani su na kriotomu na temperaturi od -25°C na
debljinu od 60 pum. SA-B gal bojanje izvedeno je tako $to su uzorci isprani tri puta s 1XPBS i
inkubirani u otopini koja je sadrzavala 1 mg/mL supstrata za B-galaktozidazu X-gal (engl. 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-D-galactopyranoides) u puferu za bojanje (sadrzi 40 mM limunske

kiseline / Na fosfatnog pufera pH 6.0, 5 mM Kkalij-ferocijanida, 5 mM kalijevog fericijanida, 150
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mM NaCl i 2 mM MgCly). Uzorci su inkubirani preko noéi pri 37°C i uklopljeni s medijem za

uklapanje. Uzorci su pretrazivani i snimani fluorescencijskim mikroskopom AX70 (Olympus).

3.2.9. Umnazanje i proc¢iSéavanje adenovirusnih vektora centrifugiranjem u cezijevom
kloridu

Prilikom umnazanja adenoviralnih vektora koriste se HEK-293 stanice koje u svom
genomu imaju stabilno ugradeno E1 podru¢je adenoviralnog genoma. Za svaku preparaciju
adenoviralnih vektora HEK-293 stanice su uzgajane u 40 Petrijevih zdjelica promjera 10 cm i
inficirane suspenzijom adenoviralnih vektora tako da je multiplicitet infekcije 5-10 PFU (engl.
plaque forming unit) po stanici te ostavljene u inkubatoru pri 37°C 72 sata. Nakon 72 sata postize
se potpuni citopatogeni uéinak $to je vidljivo po odvajanju stanica od podloge. Stanice sa
hranjivom podlogom se skupljaju u epruvetu i centrifugiraju 10 minuta pri 1100 X g nakon ¢ega se
ostavlja 10 ml medija, a ostatak se odbacuje. Dobivena suspenzija se nakon toga tri puta smrzava
(-80°C) i odmrzava (37°C) kako bi se stanice lizirale i kako bi doslo do oslobadanja adenoviralnih
Cestica iz stanica. Suspenzija liziranih stanica se nakon toga centrifugira 10 minuta pri 3600 X g,
supernatant se prebacuje u novu epruvetu, a talog se odbacuje. Adenovirusi iz supernatanta se dalje
procis¢avaju u dva koraka: prvo na jastucicu cezijevog klorida (CsCl), a potom u gradijentu CsCl.
Proci$¢avanje na jastuci¢u CsCl zapocinje tako da se u epruvetu za centrifugiranje dodaje 2.4 mL
CsCl gustoce 1.4 g/mL 1 na njega njezno uz stijenku nadsloji 2.4 mL CsCl gustoc¢e 1.25 g/mL
pazeci da ne dode do mijeSanja slojeva. Nadalje se u epruvetu za centrifugiranje dodaje supernatant
lizata stanica s oslobodenim cesticama adenoviralnih vektora i potom se do vrha epruvete dodaje
PBS. Uzorci se centrifugiraju u Beckman ultracentrifugi u rotoru SWA41Ti tijekom 90 minuta pri
20°C i 35000 x g. Sloj adenovirusa vidljiv je kao bijela vrpca na granici izmedu dva sloja CsCl, a
1znad tog sloja nalazi se 1 druga bijela vrpca koja sadrzi nepotpune adenovirusne Cestice. Pomocu
Sprice se pokupi sloj adenovirusa u volumenu do 1.5 mL i1 pomije$a s CsCl gustoce 1.34 g/mL do
vrha epruvete za centrifugiranje. Uzorci se ponovno centrifugiraju preko no¢i pri 20°C i 35 000 x
g. Adenovirusi se pomocu Sprice s iglom skupljaju u novu epruvetu, a CsCl se uklanja pomoc¢u
kolone Sephadex G-25M (Amersham Pharmacia Biotech, UK). Prvo se kolona ispire 6 puta PBS-
om nakon ¢ega se na kolonu dodaje proc¢is¢eni adenovirusi (ne vise od 1 mL) 1 u mikroepruvetu se

skupi eluat (frakcija 0). Nadalje se dodaje po 0.5 mL pufera PBS na kolonu, pritom skupljajuci
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frakcije u numerirane epruvete. Frakcije u kojima se nalaze adenovirusi (najcéesce frakcije 5, 61 7)

se skupe te im se dodaje glicerol tako da mu konacan volumni udio bude 10% i pohrane pri -80°C.

3.2.10. Odredivanje koncentracije adenovirusa

Metoda po Mitterederu (Mittereder, March i Trapnell, 1996) je koriStena za odredivanje
koncentracije prociS¢enih adenovirusnih Cestica. Pripremljena su razrjedenja adenovirusa u PS
puferu (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA, 0.1 % SDS) i inkubirana 10 min pri 56°C kako bi
doslo do oslobadanja viralne DNA iz kapsida. Mikroepruvete s uzorcima se kratko centrifugiraju
(30's) pri 10000 x g i izmjerena je apsobrancija 260 nm (vrijednosti apsorbancije trebaju biti izmedu

0.02 1 0.15). Koncentracija viralnih ¢estica racuna se prema formuli:

N=Agzeo - I -1,1 - 10*

N — broj viralnih €estica u mL
A260 — izmjerena apsorbancija pri 260 nm

I — razrjedenje suspenzije adenovirusa

3.2.11. lzdvajanje RNA

RNA je izolirana iz tkiva pohranjenih u RNAlater pomocu trizola (TRIzol Reagent, Sigma-
Aldrich, SAD). Tkivo je usitnjeno i premjesteno u tubicu s metalnim kuglicama za homogenizaciju
uzorka (Precellys-lysing kit, Bertin instruments, Francuska) uz dodatak 1mL hladnog trizola.
Ciklus homogenizacije je ponovljen dva puta na uredaju za homogenizaciju (Precellys 24, Bertin
instruments, Francuska). Stani¢na suspenzija je premjestena u nove tubice i dodano je 200uL
kloroforma (Kemika, Hrvatska). Stanice su inkubirane 5 minuta pri sobnoj temperaturi,
centrifugirane pri 14000 x g 15 minuta 4°C, nakon ¢ega su dobivene tri faze. Gornja vodena faza
u kojoj se nalazi RNA pazljivo je odvojena, te joj je dodan isti volumen izopropanola (Kemika,
Hrvatska). Otopina je nekoliko puta lagano promijeSana i stavljena pri -20°C 2 sata kako bi se
potaknula precipitacija. Nakon toga je centrifugirana 15 minuta pri 14000 x g i 4°C. Supernatant

je dekantiran, na talog je dodan 1 mL 75% etanola (Kemika, Hrvatska) te je bez mijeSanja
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centrifugirano 15 minuta pri 1400 x g i 4°C, nakon ¢ega je supernatant dekantiran. Postupak je
ponovljen s 100% EtOH. Nakon 10 minuta su$enja na zraku, talog je otopljen u 40 pL miliQ vode
bez RNaza gdje je dodan i inhibitor RNaze (0,25 U/uL Ribolock Rnase inhibitor, Thermo
Scientific, USA). Koncentracija i kvaliteta (Cistoca) RNA izmjerena je na uredaju NanoDrop
(Thermo Scientific, USA) koji iz omjera apsorbancije 260/280 odreduje Cistocu izolirane RNA
(omjer treba biti oko 2.0). Izolirana RNA je dodatno procis¢ena pomocu kompleta (RNeasy

MiniElute Cleanup Kit, Qiagen, Njemacka) i uzorci su pohranjeni pri -80°C.

3.2.12. Odredivanje slijeda RNA

RNA sekvenciranje je napravljeno na Medicinskom sveucilistu u Be¢u u sklopu servisa za
sekvenciranje. Sekvenciranjem ukupne RNA dobivene su biblioteke uzoraka koriste¢i QuantSeq
FWD protokol (Lexogen). Za pripremu biblioteke koristeno je 18 PCR ciklusa, kao $to je prethodno
utvrdeno qPCR-om prema priru¢niku za pripremu biblioteke. Biblioteke su provjerene QC-om na
Bioanalyzeru 2100 (Agilent) koriste¢i DNA komplet visoke osjetljivosti za ispravnu veli¢inu
inserta i kvantificiran pomo¢u Qubit dsDNA HS testa (Invitrogen). Prikupljene biblioteke
sekvencirane su na instrumentu NextSeg500 (Illumina) u 1x75bp nacinu jednostranog

sekvenciranja. U prosjeku je generirano 3 milijuna oc¢itavanja po uzorku.

3.2.13. Bioinformaticka obrada i analiza podataka

Ocitanja u fastq formatu su generirana pomoc¢u Illumina bcl2fastq alata. Ocitanja su
uskladena s referentnim genomom Stakora verzija rnor 6.0 s anotacijom ensembla 96 pomocu
STAR alignera verzija 2.6.1a. Ocitanja po genu su prebrojani pomo¢u STAR-a.

Diferencijalna ekspresija gena izracunata je pomo¢u DESeq2 verzija 1.22.2. Kako bi geni
bili karakterizirani kao diferencijalno eksprimirani morali su zadovoljiti dva kriterija: [log2FC|>1
(engl. logarithmic fold change) i prilagodene statisticke znacajnosti p<0,05 (engl. adjusted p
value).

Za PCA analize i heatmaps koriSten je R paket 'stats' a za graficke prikaze paket 'ggplot2'.
Za k-means clustering i generiranje pojedinih heatmapa koristen je javno dostupan servis iDEP

(http://bioinformatics.sdstate.edu/idep/). PCA analiza omogucava grupiranje podataka na temelju

ekspresije gena stvarajuci reprezentacije uzoraka u prostoru koji na taj naéin opisuju varijacije
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izmedu uzoraka. Heatmap se temelji na klasteriranju prema vrijednosti ekspresija gena i
povezivanju sli¢nih uzoraka i formiranju klastera.

Za biolosku znacajnost promjene razine ekspresije gena i njihova uloga u bioloSkim
procesima koriSten je javno dostupan program DAVID (engl. The Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery) Gene Functional Classification alat kojim su geni
provuceni kroz GO_TERM_BP (engl. gene ontology, biological process) direkt bazu.

3.2.14. StatistiCka obrada rezultata

Rezultati su statisticki obradeni u programu Statistica 14 (Dell Software). Za analizu
ovisnosti mjerene varijable Y (ili njezinih transformacija) s obzirom na varijablu dob u mjesecima
ili vrijeme nakon imlantacije u mjesecima (x), koristili smo model linearne regresije s dobi u
mjesecima/ vrijeme nakon imlantacije u mjesecima kao regresor. Znacajnost modela, primjerenost
modela i nedostatak prilagodbe testirani su t-testom. Grupiranja unutar dobne skupine (s klasama
NK, MK, i TT) su testirani one-way ANOVA testom s LSD post hoc testom). P vrijednosti ispod
0.05 smatrane su znacajnim (*), ispod 0.01 vrlo znac¢ajnim (**), ispod 0.001 izuzetno statisticki

znacajnim (***) i ispod 0.0001 vrlo izuzetno statisticki znacajnim (****),
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4. REZULTATI
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4.1.1. UspjeSna implantacija mladih fibroblasta u koZu Stakora razlicite dobi

Koza je najveci ljudski organ, prekriva povrsinu tijela te je glavni zastitni organ tijela prema
okoliSu. Starenjem njegova zastitna uloga slabi §to je povezano s raznim upalnim procesima,
smanjenjem efikasnosti zacjeljivanja rana i povecanim rizikom od malignih promjena. Fenotip
starenja nastaje kao posljedica smanjenog potencijala za regeneraciju tkiva uz istovremeno
naruSavanje homeostaze tkiva i akumulacijom osSte¢enja. Akumulacija senescentnih stanica u
tkivima glavni je katalizator starenja kod covjeka. Kako je navedeno, stare stanice imaju
promijenjenu ekspresiju gena, karakteriziranu jakim povecanjem sekrecije citokina, kemokina i
ekstracelularnih proteinaza tzv. SASP, koja takoder ukljucuje niz faktora upale i rasta koji djeluju
na remodeliranje tkiva, aktiviraju stani¢ni imuni odgovor i stvaraju metabolic¢ki profil upale.
Dodatno, sve te promjene imaju negativan utjecaj na epidermalne mati¢ne stanice (ESC) i
regeneraciju.

Na temelju prethodno opisanih promjena na kozi koje nastaju kao posljedica akumulacije
senescentnih stanica, koristila sam metodu mikrotransplatacije kako bih povecala udio mladih
stanica u dermisu. Mikrotransplatacija je metoda razvijena u Laboratoriju za molekularnu i
stani¢nu biologiju na Institutu Ruder Boskovi¢ u Zagrebu, a temelji se na difuznoj implantaciji
stanica u tkivo koze u svrhu njene regeneracije. Prethodno dobiveni rezultati pokazuju da je
transplatacija Dil obiljeZenih fibroblasta izoliranih iz koze Stakora u dorzalnu kozu 12-mjesecnih
Zivotinja uspjesSna, te da se najbolji ucinak postize jednom mikrotransplantacijom koriStenjem
8x10° stanica po polju od 1 cm?. Dobivena je uginkovitost implantacije od prosje¢no ~33.11% te
je pokazano kako su te stanice stabilne i odrzive u tkivu ¢ak i nakon duljeg vremena (10 mjeseci)
(Nanic¢ i sur., 2022).

Na temelju prethodno opisanih rezultata, prilikom mikrotransplantacije koristila sam 8
milijuna mladih stanica u polje povrsine 1 cm?, a kako bi ispitala uspjesnost same metode ovisno
o starosti zivotinje koriSteni su Stakori starosti 6, 12, 18 1 24 mjeseca. Svakom Stakoru sam prije
transplatacije stanica oznacila rubove dvaju polja, u jedno polje sam implantirala stanice, a u drugo
polje sam aplicirala DMEM medij bez stanica $to sluzi kao kontrola mehani¢kog tretmana koze.
Pored ova dva uzorka, prilikom uzorkovanja uzimala sam kao dodatnu kontrolu i komad netretirane
koze. Tkiva su pohranjena na nacin opisan u materijalima i metodama.

Kako bi se analizirala koza nakon implantacije, uzorci Stakora razlicite starosti pohranjeni

su u O.C.T. mediju i rezani na debljinu od 7 pm za analizu i dokumentaciju konfokalnim
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mikroskopom. Pri tome se je pratio bioloski marker Dil koji boji staniéne membrane crveno, a

stani¢ne jezgre su bojane s Hoechst u plavo (Slika 10).
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Slika 10. Uspjesnost implantacije fibroblasta obiljezenih Dil bojom u koZu $takora razli¢ite dobi. A) Prerezi
koze nakon tretmana mikrotransplantacije, jezgre stanica obojane su plavo, a staniéne membrane
implantiranih stanica crveno. Snimljeno konfokalnim mikroskopom SP8 X (Leica), poveéanje 20X. B)
Graficki prikaz uspjesnosti implantacije stanica u kozu Stakora razli€itih starosti nakon mikrotransplantacije.

n=6za6, 12 i 18 mjeseci; n =5 za 24 mjeseca stare Zivotinje.

Analizom tretiranih tkiva pokazano je da su fibroblasti uspje$no implantirani u kozu Stakora
(~22-33%); slika 10A), te da su prisutni i vijabilni nakon 4-6 tjedana od mikrotransplatacije. Stanice
obiljeZene s Dil (crveni signali) nalaze se prvenstveno ispod bazalne membrane koZe, no ¢ak su
prisutni i duboko ispod kapilarne mreze. Za svaki uzorak brojila sam Dil pozitivhe stanice u
dermisu u pravokutniku veli¢ine 3000 x 300 um $to obuhvaca vecinu svakog tkivnog prereza te
izracunala njihov postotak u odnosu na ukupan broj stanica u kvadratu. Svaka dobna skupina se
sastojala od pet do Sest zivotinja.

Dobiveni rezultati pokazuju da je najuspjesnija implantacija bila kod 24 mjeseca starih
Zivotinja pri ¢emu je implantirano 17.45-49.66% stanica ovisno o analiziranom prerezu, a
prosjecno 32.4%. To znaci da su skoro tre¢ina ukupnih stanica nove mlade implantirane stanice.
Kod 6, 12 1 18 mjeseci starih Zivotinja uspjeSnost implantacije je bila neSto niza i iznosila je od
prosjecno 21.63-26.99%. Razlike izmedu dobnih skupina nisu statisticki znacajne.

Pratila sam 1 morfoloSke promjene na koZi nakon implantacije mladih fibroblasta. Koza na

tretiranim mjestima (mehanicka kontrola i implantacija) nije pokazala upalne procese i urtikariju.
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Zarastanje je bilo brzo i uredno. Nakon samo 4 dana je mjesto implantacije potpuno zaraslo, a
krzno je uvelike obnovljeno. Kontrolno polje tj. samo mehanicki tretman je takoder dobro i brzo

zaraslo, ali je obnova krzna znatno slabija i sli¢nija je netretiranom okolnom tkivu.

4.1.2. Implantacija mladih fibroblasta obnavlja gustoéu stanica u kozi §takora

Za pracenje strukturnih promjena tkiva koristeno je standarno H&E bojanje. Hematoksilin
je tamne plavo-ljubicaste boje i boja nukleinske kiseline, a eozin ruzicaste boje i nespecifi¢no boja
proteine i omogucuje raspoznavanje razliCitih tkiva i pracenje strukturnih promjena na tkivnim
prerezima. Na preparatima obojanim s H&E vide se plave jezgre, dok su citoplazma i izvanstani¢ni
matriks u nijansama ruzicaste. Koristeni su uzorci pohranjeni u parafin narezani na mikrotomu na
debljinu od 5 pm. Za kvantitativnu analizu brojila sam stanice u poljima veli¢ine 100 pm x 100
pum. Brojila sam 4 polja po prerezu, a za svaku Zivotinju napravljena su 2 prereza. Svaka skupina
sastojala se od pet do Sest zivotinja te je izraCunat prosjecni broj stanica za svaku dobnu skupinu

Zivotinja.

A)
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Slika 11. Promjene u strukturi tretirane i netretirane koze praceno H&E bojanjem. A) Histoloski prikaz koze
Stakora starih 6, 12, 18 i 24 mjeseci (NK-netretirane kontrole; MK-mehani¢ka kontrola; TT-tretirano tkivo
mladim fibroblastima). Snimljeno mikroskopom AX70 (Olympus), povecanje 20X. B) Grafic¢ki prikaz
prosje¢nog broja stanica u dermisu koZe ovisno o starosti Zivotinja, graf pokazuje regresijske pravce (testovi
znacajnosti) za netretirano tkivo (crni pravac), mehanicka kontrola (plavi pravac) i tkivo tretirano mladim
fibroblastima (crveni pravac), C) graf pokazuje statisti¢ki zna¢ajne razlike unutar dobnih skupina. n = 6 za

6, 12 i 18 mjeseci; n = 5 za 24-mjeseca stare zivotinje, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.
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Histoloska analiza prereza koze Stakora starih 6, 12, 18 i 24 mjeseca pokazala je da se
dermis kontinuirano mijenja u procesu starenja organizma, vidljiv je znacajan pad broja stanica sa
prosjeéno 14.37 stanica na 10000 pm? kod 6 mjeseéne kontrole na 8.62 stanica kod 24 mjeseéne
kontrole (slika 11). Daljnja analiza tkiva pokazala je da je doslo do promjene homeostaze u kozi
starih Stakora u koju su implantirane mlade stanice, u dermisu tretiranog tkiva znac¢ajno je povecan
broj stanica (ovisno o dobi Zivotinja taj postotak varira izmedu 24.83-31.03%) koje su puno gusce
pakirane te je izvanstani¢ni matriks kompaktan (slika 11A, TT). Mehanicki tretman (slika 11, MK)
pokazuje da je doslo do povecanja broja stanica i kod svih dobnih skupina to povecanje doseze
svoju maksimalnu vrijednost od prosjecno 17.02-20.28% stanica, ali u puno manjem opsegu nego
u tretiranom tkivu. Razlika unutar dobne skupine je statisti¢ki znacajna, p vrijednost je ispod 0.001
1 moZemo primjetiti da je ta razlika prisutna i u 6, 12, 18 1 24 mjeseca starim zivotinjama (slika
11C). Morfoloski je vidljiva razlika tretiranog tkiva u odnosu na mehanicku kontrolu i netretiranu
kontrolu pri ¢emu su stanice puno gusce pakirane, prosjecna udaljenost stanica u dermisu je manja,

a izvanstani¢ni matriks je kompaktniji (slika 11A. uvecane slike).

4.1.3. Revitalizacija proliferacije mati¢nih stanica nakon mikrotransplatacije mladih
fibroblasta

Nagomilavanje starth odnosno senescentnih stanica u okolini niSe mati¢nih stanica
narusava njihov mikrookoli§ 1 homeostazu, povecava stres 1 tako utjeCe na smanjenje njihove
aktivnosti tako da unato¢ stalno prisutnoj telomeraznoj aktivnosti, ne mogu zadrZati kontinuitet
dioba (Chen, 2004; Park, Morrison i Clarke, 2004; Villa i sur., 2004). Kao posljedica naruSene
funkcije mati¢nih stanica dolazi do smanjenja regeneracijskog potencijala tkiva, a s vremenom
moze dodi i do iscrpljivanja zalihe mati¢nih stanica (Flores i sur., 2008; Tomas-Loba i sur., 2008).

Novija istrazivanja pokazuju da je taj proces reverzibilan te da ostarjele mati¢ne stanice sa
smanjenim potencijalom proliferacije mogu biti pomladene kroz odredene promjene u svom
sistemskom okoliSu putem parabiotickog sparivanja ili putem presadivanja na mlade
imunodeficijentne miSeve (Gilhar, Pillar i David, 1991; Conboy i sur., 2005; Stanley i sur., 2012).
Dakle, promjenom mikrookoliSa mati¢nih stanica, smanjenjem broja starih i pove¢anjem broja

mladih stanica bilo bi moguce revitalizirati mati¢ne stanice in vivo. Gore opisani rezultati pokazuju
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da sam mikrotransplantacijom uspjesno povecala omjer mladih stanica u tkivu te upravo iz toga
razloga sam provjeravala je li je posljedi¢no doslo i do promjene aktivosti mati¢nih stanica.
Provedena analiza pokazuje kako se proliferacijski status mati¢nih stanica koze mijenja
ovisno o dobi §takora u trenutku mikrotransplatacije (slika 12). Implantacija je radena sa 8x10°
stanica fibroblasta po 1 cm? polja dorzalne koze kod 6, 12, 18 i 24-mjesec¢nih $takora Fischer 344.
Cetiri do $est tjedana nakon implantacije, uzorci koze su prikupljeni za analizu. Glavnina Ki67
signala smjesStena je u bazalnom sloju epidermisa koji je niSa epidermalnih mati¢nih stanica. Za
daljnju analizu uo¢enih promjena, brojila sam Ki67 pozitivne stanice epidermisa te izraCunavala
njihov postotak u odnosu na ukupan broj stanica u epidermisu. Za kvantitativnu analizu sam brojala

cijeli epidermalni prerez svakog Stakora, a skupine su se sastojale od pet do Sest Zivotinja.

A)

6 mj. 12 mj. 18 mj. 24 m;.
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Slika 12. Utjecaj implantiranih mladih fibroblasta na niSu mati¢nih stanica. A) Proliferacija mati¢nih stanica
u kozi Stakora u dobi od 6, 12, 18 i 24 mjeseca (NK-netretirane kontrole; MK-mehani¢ka kontrola; TT-
tretirano tkivo mladim fibroblastima). Proliferacijski status mati¢nih stanica je pracen markerom
proliferacije Ki67 (zeleno) na bazalnoj membrani epidermisa, jezgre stanica obojane su plavo (Hoechst).
Snimljeno konfokalnim mikroskopom SP8 X (Leica), povecanje 20X. B) Graficki prikaz postotka Ki67
pozitivnih stanica na bazalnoj membrani epidermisa ovisno o starosti zivotinja za netretirano tkivo (crni
pravac), mehanicka kontrola (plavi pravac) i tkivo tretirano mladim fibroblastima (crveni pravac). n = 6 za

6, 12 i 18 mjeseci; n = 5 za 24 mjeseca stare zivotinje; *** p < 0,001.

U Sestomjese¢nih zivotinja primijecen je utjecaj na dinamiku epidermalne proliferacije
mati¢nih stanica u mehanickoj kontroli i tretiranom tkivu . S porastom starosti Zivotinja, netretirana
tkiva pokazuju progresivno i statisticki znacajno smanjenje stani¢ne proliferacije s 23,81% na
13,61% kod 6 odnosno 24 mjeseci (slika 12). Uocila sam snaZan pozitivan ucinak u tkivima
tretiranim s mladim dermalnim fibroblastima, dosezuc¢i 26,41% u skupini od 24 mjeseca, gotovo
udvostrucivsi vrijednosti netretiranih kontrola, a u isto vrijeme cak premasuju 6-mjesecne
netretirane kontrole (slika 12). Utjecaj mehanicke kontrole umjereno povecava postotak Ki67-

pozitivnih mati¢nih stanica na 20,81%, a moZze se objasniti kao posljedica procesa zacijeljivanja.
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4.1.4. Mikrotransplantacija mladih fibroblasta obnavlja matriks kolagena I i III u kozi

Stakora

Promjene dermisa uzrokovane starenjem na molekulskoj, stani¢noj i morfoloskoj razini
utjecu na funkciju i strukturu koze (Langton i sur., 2010; Naylor, Watson i Sherratt, 2011). Pri tome
dermis postaje rigidan i neelasti¢an i smanjuje se njegova sposobnost odgovora na razne endogene
i egzogene stresove.

U vezivnom tkivu koze prisutni su brojni tipovi kolagena, no najzastupljeniji strukturni
protein koze je kolagen tipa I koji kozi daje ¢vrstocu i potporu, a drugi najzastupljeniji je kolagen
III. Kolagen tipa I se udruzuje s drugim proteinima izvanstani¢nog matriksa fibrilogenezom koji
¢ine snopove kolagena i odgovorni su za ¢vrstocu i elasti¢nost koze. Starenjem kolagenska vlakna
postaju deblja, a organizacija kolagenskih snopova manje uredena. Takoder dolazi i do nastanka i
stabilizacije unakrsnih veza medu kolagenskim snopovima §to za posljedicu ima smanjenu
elasti¢nost koze (Fenske i Lober, 1986).

Fibroblasti su najbrojnije stanice vezivnog tkiva koje sintetiziraju kolagen, elastin,
glikozaminoglikane, proteoglikane, adhezivne glikoproteine, fibronektin i druge proteine
izvanstani¢nog matriksa (Cole i sur., 2018). Budu¢i da sam pokazala da nakon tretmana
mikrotransplantacijom dolazi do povecanja broja mladih fibroblasta u dermisu koze Stakora,
pretpostavila sam da ¢e implantirane mlade stanice utjecati na promjenu ultrastrukture koze,

odnosno na sastav kolagena I i I11.

Slika 13. Reprezentativni primjer vizualizacije kolagena I i kolagena III u koZi 24 mjeseca starog Stakora.
A) netretirano tkivo, B) mehanicki tretirano tkivo, C) tkivo tretirano mladim stanicama. Kolagen I (zeleno),
kolagen Il (crveno), preklapanje signala (Zuto), jezgre stanica obojane su plavo (Hoechst). Snimljeno

konfokalnim mikroskopom SP8 X (Leica), povecanje 20X.
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Na slici 13. su prikazane promjene u ultrastrukturi dermisa Koje se dogadaju nakon
implantacije mladih stanica u kozu zivotinje stare 24 mjeseca. Kolageni u tkivu starog Stakora
tretiranom mladim fibroblastima (slika 13C) su tanji, pravilnije organizirani u snopove i
prevladavaju zeleni signali (kolagen I) dok u netretiranom tkivu iste zivotinje kolagenski snopovi
pokazuju neuredenu, rasprSenu strukturu te zauzimaju vecu povrsinu buduéi da je gustoca stanica

u starom dermisu znac¢ajno manja (slika 13A).

Analiza je obavljena za pet polja veli¢ine 100 x 100 um svakog prereza, a svaka skupina se

sastojala od 5 do 6 zivotinja. Rezultati su prikazani kao omjer kolagena I i kolagena I11.
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Slika 14. Omijer intenziteta fluorescencijskih signala za Col I/Col 111 u kozi Stakora razli¢ite starosti (6, 12,
18 i 24 mjeseca) NK-netretirane kontrole; TT-tretirano tkivo mladim fibroblastima. N=5-6 Zivotinja po

skupini.
Kod svih dobnih skupina kod tretiranih tkiva primjecen je trend pada omjera intenziteta

fluorescencije Col I/ Col 111 u odnosu na kontrole. Kod 6, 12 i 24 mjeseca starih Zivotinja je taj
trend izmedu 4,2-5,82%, a kod 18 mjeseci starih zivotinja je on ¢ak 12,61% (slika 14).

53



4.1.5. Pracenje oSteenja DNA i ZariSta heterokromatina u tkivima nakon

mikrotransplantacije stanica

53BP1 (engl. tumor suppressor P53-binding protein 1) je jedan od glavnih medijatora
DDR-a te ima klju¢nu ulogu u izboru puta popravka dvolan¢anog loma DNA (DSB) i omogucava
interakcije brojnih proteina koji su nuzni za popravak DNA i replikaciju (Bartova i sur., 2019).
Heterokromatinski protein 1 (HP1) je transkripcijski represor koji se izravno veze na metilirani
lizin 9 ostatak histona H3 (H3K9me), $to je karakteristicna modifikacija histona za transkripcijski
utiSani heterokromatin. HP1 protein stupa u interakciju s razli¢itim proteinima te ima brojne
funkcije unutar jezgre, kao §to je remodeliranje kromatina vaznog za utiSavanje gena, a novija
istrazivanja pokazuju da sudjeluje i u odrzavanju telomera i popravaku DNA (Zeng, Ball i

Yokomori, 2010).

A)

% 53BP1 poszitivne stanice

dob zvotinja (mjeseci)

BNK MK mTT

TT

6mj. 24mj.
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Slika 15. Ucestalost formiranja 53BP1 fokusa i heterokromatinskih fokusa HP1-y pracena je
immunoflorescencijskom analizom preparata za kontrole, mehanicke kontrole i tretirano tkivo kod 6 i 24
mjeseca starih Zivotinja. A) Imunoflorescencija za 53BP1 (zeleno), jezgre stanica obojane su plavo
(Hoechst) i pripadaju¢i graficki prikaz ukupnog broja 53BP1 pozitivnih stanica. B) Imunoflorescencija za
HP1-y (zeleno), jezgre stanica obojane su plavo (Hoechst) i pripadaju¢i grafi¢ki prikaz ukupnog broja HP1-
y pozitivnih stanica. NK-netretirane kontrole; MK-mehanicka kontrola; TT-tretirano tkivo mladim

fibroblastima. Snimljeno konfokalnim mikroskopom SP8 X (Leica), povecanje 20X.

Ucestalost formiranja S53BP1 fokusa pracena je immunohistokemijskom analizom
preparata prije i nakon mikrotransplantacije stanica. Pomoc¢u protutijela za HP1l-y protein
imunofluorescencijom su praceni heterokromatinski fokusi. Za analize su KkoriSteni uzorci
pohranjeni u parafin te narezani na mikrotomu na debljinu od 5 um. Za daljnju analizu uocenih
promjena, brojila sam 53BP1 i HP1-y pozitivne stanice u bazalnom sloju te izracunavala njihov
postotak u odnosu na ukupan broj stanica u bazalnom sloju epidermisa. Za kvantitativnu analizu

sam brojala cijeli prerez svakog Stakora, a skupine su se sastojale od pet do Sest zivotinja.
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Kod 6 mjeseci starih zivotinja za 53BP1 vidljivo je da kod kontrole, mehanic¢ke kontrole i
tretiranog tkiva postotak pozitivnih stanica veci nego kod 24 mjeseca starih zivotinja (Slika 15A).
U obje dobne skupine tretirano tkivo u odnosu na kontrolu pokazuje povecanje ucestalosti signala
za 53BP1 §to odgovara povecanoj proliferaciji stanica, a time i replikaciji DNA. Suprotno tome za
HP1-y je vidljivo da je postotak pozitivnih stanica veéi u starijim zivotinjama (slika 15B). Promjene

unutar dobne skupine nisu statisti¢ki znacajne i vrlo su varijabilne.

4.1.6. Tretman mladim fibroblastima kratkoro¢no poveéava SA-B-Gal u kozi Stakora

SA-B-Gal se primjenjuje kao jedan od osnovih biomarkera u odredivanju i razumijevanju
bioloske starosti stanica u kulturi i in vivo te specifi¢no boja stare stanice u plavo kod pH 6.00
omogucujuci pracenje promjene omjera starih i mladih stanica u kozi Stakora. Ovaj biomarker nije
prisutan u mladim fibroblastima kao ni kod stanica u mirovanju te terminalno diferenciranim
stanicama npr. keratinocitima (Dimri i sur., 1995).

Uzorci zivotinja starih 6, 12, 18 i 24 mjeseci, uzorkovani nakon 4-6 tjedana od implantacije,

pohranjeni su u O.C.T. mediju i rezani na debljinu od 60 um (slika 16).

6 mj.

Slika 16. SA-B-Gal analiza koze $takora starih 6, 12, 18 i 24 mjeseca. Prikazano je netretirano tkivo (NK),
mehanicki tretirano tkivo (MK) i tkivo u koje su implantirane mlade stanice (TT) metodom
mikrotransplantacije. Slike prikazuju razli¢ite uzorke koze s leda jednog reprezentativnog Stakora za svaku

dobnu skupinu. Snimljeno mikroskopom AX70 (Olympus), povecanje 20X.
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lako SA-B-Gal varira unutar tkivnog preparata i izmedu individualnih Zivotinja, vidi se
efekt znaCajnog povecanja SA-B-Gal kod mehanickog i tretiranog tkiva, osobito kod 24 mjeseci
starih zivotinja (slika 16). Ovaj efekt povecanja SA-B-Gal nakon tretmana se pripisuje povecanoj
prisutnosti makrofaga tijekom procesa zarastanja tkiva nakon oSteCenja (Hall i sur., 2017),
pogledati 4.1.11 i diskusiju).

4.1.7. Implantacija mladih stanica mijenja gensku ekspresiju u tretiranim tkivima
4.1.7.1. Analiza glavnih sastavnica (PCA)

Provedena je RNA seq analiza na kozi Stakora 6 i 24 mjeseca starosti za kontrole,
mehanicke kontrole i tretirana tkiva. Svaka skupina sastojala se od 5 do 6 Zivotinja, a izolacija
RNA i sekvenciranje su detaljnije objasnjeni u Materijalima i metodama. Nakon pocetne obrade
rezultata sekvenciranja transkriptoma (sirovih sekvenci) i poravhavanja sekvenci na referentni
Stakorski genom provjerena je grupiranost podataka PCA analizom. Analiza glavnih sastavnica
(Principal Component Analysis, PCA) je bioinformaticka analiza koja omoguéuje predocavanje
varijacije u podacima pomocu dijagrama MDS.

Rezultati analize PCA pokazali su visoki stupanj slicnosti promjene ekspresije gena za
kontrole 6 (zuto) i 24 mjeseci (svjetlo roza) i tretiranog tkiva 6 mjeseci (svjetlo plavo) koje ¢ine
jednu skupinu za razliku od tretiranog tkiva 24 mjeseca (zeleno) i mehanicke kontrole 24 mjeseca
(tamno plavo) koji ¢ine drugu. Kod mehanic¢ke kontrole 6 mjeseci (tamno roza) vidimo da se dio

uzoraka svrstava u prvu skupinu, a dio u drugoj (slika 17).
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Slika 17. Analiza PCA grupiranja uzoraka sekvenciranja RNA. Skupine uzoraka su razvrstane prema

slicnosti promjene ekspresije svih gena, vidljivo je grupiranje unutar 2 skupine.

4.1.7.2. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena

Kako bi se ispitala razlika u profilu ekspresije gena izmedu tkiva koze nakon
mikrotransplantacije mladih fibroblasta, mehanicke kontrole i netretirane kontrole, napravljena je
analiza diferencijalne ekspresije gena (DEG). Kako bi geni bili okarakterizani kao diferencijalno
eksprimirani morali su zadovoljiti dva kriterija: [log2FC[>1 1 prilagodene statisticke znacajnosti
p<0,05. Takoder, pomoc¢u R paket je napravljena toplinska mapa koja slikovito prikazuje razliku

uzoraka na temelju profila ekspresije gena (Slika 18).

Na Slici 18 prikazana je toplinska mapa uzoraka te ujedno podjela na 10 razlicitih klastera.
Slika pokazuje da je u klasterima C, I i J doslo do specifi¢nog grupiranja ovisno o grupi uzoraka.
U klasteru | i J uzorci netretiranih kontrola koze Zivotinja starih 6 i 24 mjeseca su svrstani zajedno
jer imaju sli¢ni profil ekspresije gena. Tretirani uzorci se takoder svrstavaju zajedno, ali je profil
genske ekspresije u tretiranim uzorcima heterogeniji u odnosu na kontrole. To¢nije, profil
ekspresije tretiranog tkiva 6 mjeseci je raznolika. Kod mehanicki tretiranih tkiva je doslo do podjele
ovisno o dobi. Kod netretiranih kontrola za klaster 1 i J je vidljivo da je doslo do povecane

ekspresije gena (signali jace crvene boje), dok kod tretiranih tkiva prevladavaju signali jace zelene
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boje (smanjena ekspresija). Klaster | obuhvaéa gene vezane uz razvoj misi¢a i miSi¢nih stanica,
razvoj popre¢no-prugastih miSi¢nih stanica i diferencijaciju misi¢nih stanica, dok klaster J
obuhvaca gene vezane uz unutarstani¢ni prijenos signala, medustani¢ni prijenos signala i
ubikvitinaciju proteina. Klaster C obuhvac¢a gene vezane uz morfogenezu folikula dlake i

epidermisa, razvoj folikula dlake i epiderme koze te uz starenje.

Color Key

KLASTERI Bioloske funkeije

Klaster A Prijenos, mitoza i stani¢ni ciklus

Klaster B Metabolicki i biosintetski procesi melanina, cisteina i sekundarnih metabolita

Klaster C Morfogeneza folikula dlake i epiderme, razvoj folikula dlake i epiderme koze i
starenje

Klaster D Metabolizam i biosinteza lipida, metabolizam 1 biosinteza masnih kiselina, transport
Secera

Klaster E mRNA procesiranje, mRNA transport, mRNA prekrajanje, mitoza

Klaster Stvaranje prekursora metabolita i energije, stani¢no disanje, oksidativna fosforilacija

1 transportni lanac elektrona

% Klaster G Proces i metabolizam biosinteze amida, translatacija, proces i metabolizam biosinteze
= peptida, biosinteza organodusi¢nih spojeva
g
-
= Klaster I Pozilivno podedavanje prolileracije stanica i transmembranskog transporta
Klaster Razvoj midi¢a i migiénih stanica, razvoj popretno-prugastih midiénih stanica i

diferencijacija mii¢nih stanica

Klaster J Unutarstaniéni prijenos signala, prijenos signala 1 ubikvilinacija proteina

0 TR

NK NK MK MK TT TT
6mj.  24mj. 6mj. 24mj. 6mj. 24 mj.

Slika 18. Toplinska mapa genske ekspresije u kontrolnim uzorcima, mehanickoj kontroli i tretiranom tkivu
koze $takora. Redovi predstavljaju diferencijalnu razinu ekspresije gena, gdje crvena znaci povecanje
ekspresije dok zeleno znali smanjenju ekspresiju, a kolone predstavljaju uzorke u analizi. Geni su

podijeljeni u 10 klastera. NK-netretirane kontrole; MK-mehanicka kontrola; TT-tretirano tkivo.
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Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena kod tretiranih tkiva (implantacija
fibroblasta) koze Zivotinja starih 24 mjeseca pokazali su da 558 gena u uzorcima tkiva koze ima
promijenjenu ekspresiju u odnosu na netretirane kontrole. Od 558 gena, 319 gen ima povecanu, a
239 gena smanjenu ekspresiju, u odnosu na kontrole 24 mjeseca. Promjene u ekspresiji 261 gena
pokazuje usporedba koze tretiranih Zivotinja starih 24 mjeseca s tretiranim zivotinjama starim 6
mjeseci. Najmanja promjena je kada se usporeduju 6 mjeseci tretirane zivotinje u odnosu na 6

mjeseci kontrolu i iznosi svega 6 gena (slika 19).
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Slika 19. Vulkano prikaz relativne promjene ekspresije gena kod tretiranih tkiva u odnosu na kontrole (6 i
24 mjeseca stare zivotinje), odnosno na tretirano tkivo za razli¢itu dob (6 i 24 mjeseca stare Zivotinje). Na
svakom grafu s lijeve strane su prikazani geni s negativno promjenjenom razinom ekspresije, a s desne
strane geni s pozitivno promjenjenom razinom ekspresije. Siva crta oznacava postavljene grani¢ne

vrijednosti razlike ekspresije i p vrijednosti.
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Na Slici 19. prikazani su rezultati analize diferencijalne ekspresije gena. Kod tretiranih
zivotinja starih 24 mjeseca u odnosu na 24 mjesecne kontrole najznacajnije promijene detektirane
su za gene Krt77 (keratin 77), Collal (engl. collagen type I alpha 1 chain), Col3al (engl. collagen
type Il alpha 1 chain), Coll6al (engl. collagen type XVI alpha 1 chain). To su najzastupljeniji
kolageni u kozi odgovorni za ¢vrstocu i elasti¢nost koze (Tobin, 2017; Limbert i sur., 2019), Odcl
(engl. ornithine decarboxylase 1), Krtap22-2 (engl. keratin associated protein 22-2), Fabp5 (engl.
fatty acid binding protein 5), Chacl (engl. ChaC glutathione-specific gamma-
glutamylcyclotransferase 1). Kod tretiranih zivotinja starih 6 mjeseci u odnosu na 6 mjeseéne
kontrole najznacajnije promijene uocene su za gene Hal (engl. Histidine Ammonia-Lyase), Fcgbp
(engl. Fc gamma binding protein), KIk 7 (engl. Kallikrein-related peptidase 7) (slika 19) koji u
tkivu odrzavaju homeostazu kozne barijere kroz antimikrobnu ulogu, urodeni imuni odgovor i
odrzavanje tkivne barijere (Di Paolo, Diamandis i Prassas, 2021).

Kod mehanicki tretiranih tkiva koze Zivotinja starih 6 mjeseci u odnosu na odgovarajuce
kontrole rezultati analize diferencijalne ekspresije gena pokazuju razliku u ekspresiji samo jednog
gena (Cxcl2) koji je pojacano eksprimiran (slika 20). Vece razlike u broju diferencijalno
eksprimiranih gena vidljive su kod starih Zivotinja (24 mjeseca MK) u usporedbi s kontrolom gdje
je razlika u ekspresiji u 185 gena. Takoder gledala sam i razliku u ekspresiji 24 i 6 mjeseca
mehanicke kontrole pri c¢emu je 29 gena pojacano, a 211 gena smanjeno eksprimirano. Kako bih
dobila bolji uvid u promjene koze koje se dogaduju starenjem usporedila sam 24 i 6 mjesecne
kontrole i dobiveno je da se tkiva razlikuju u ekspresiji 100 gena. Rezultati diferencijalne ekspresije
prikazani su na Slici 20. u obliku vulkano prikaza i istaknuti su geni koji su statisticki najznacajnije

promijenjeni.
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Slika 20. Vulkano prikaz relativne promjene ekspresije gena kod mehanicke kontrole u odnosu na kontrole
(6 1 24 mjeseca stare zivotinje), odnosno na mehanicke kontrole i kontrole za razli¢itu dob (6 i 24 mjeseca
stare zivotinje). Na svakom grafu s lijeve strane su prikazani geni s negativno promjenjenom razinom
ekspresije, a s desne strane geni s pozitivno promjenjenom razinom ekspresije. Siva crta oznacava

postavljene granicne vrijednosti razlike ekspresije i p vrijednosti.

4.1.7.3. Rezultati analize genske ontologije

Na temelju prethodno opisanih rezultata, zanimalo me koji je od diferencijalno
eksprimiranih gena izravna posljedica tretmana mikrotransplantacije mladih fibroblasta te sam
stoga izvojila samo gene promjenjene ekspresije nakon mikrotransplantacije i iskljucila gene koji
su posljedica mehanickog tretmana. Tako dobiveni rezultati pokazuju da je ta promjena najveéa
kod tretiranih zivotinja starih 24 mjeseca, stoga sam te skupine Zivotinja Koristila u daljnjim
analizama. Od ukupno 1108 poja¢ano i 239 gena smanjeno eksprimiranih gena u tretiranom tkivu
(slika 21), manji dio (109, i 33) su posljedica mehanickog tretmana. Tako je tretman
mikrotransplantacije direktno povecao 999, a smanjio ekspresiju 206 gena. Takoder, vidimo da je
broj gena koji je promijenjen samo isklju¢ivo zbog mehanickog tretman puno manji nego za

tretirano tkivo, pojacano 11 i smanjeno 32 gena.
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Slika 21. Vennovi dijagrami za 24 mjese¢ne tretirane Zivotinje u odnosu na mehanic¢ke kontrole. Lijevi

dijagram pokazuje broj pozitivno reguliranih gena, a desni negativno regulirane gene.

Kako bi se odredila bioloska znacajnost promjene razine ekspresije gena i njihova uloga u
bioloskim procesima dodijelila sam im anotacije genske ontologije (GO). Analiza genske
ontologije napravljena je pomoc¢u mreznog alata DAVID, zasebno za gene s pove¢anom (999 gena)
I sa smanjenom ekspresijom (206 gena) u tretiranom tkivu.

Rezultati analize genske ontologije gena promjene razine ekspresije u tretiranim uzorcima
pokazuju da je u kategoriji Bioloski procesi (Slika 22) znacajno obogaceno 65 termina genske
ontologije. Sedam najviSe obogacenih termina genske ontologije (pojacano ekspimirani), prema
Benjamini p-vrijednostima, koji su povezani s bioloskim procesima su: Intermedijarna organizacija
filamenta (7.60E-09), Keratinizacija (7.60E-09), Dioba stanica (7.30E-05), Segregacija
kromosoma (4.70E-04), Stani¢na homeostaza iona cinka (5.60E-04), Diferencijacija epitelnih
stanica (6.60E-04) i Starenje (1.90E-02). Najveci broj gena sa pove¢anom ekspresijom u GO pojmu
su: Odgovor na ksenobiotski podrazaj (41), Starenje (35), Dioba stanica (32), Proliferacija stanica
(29), Popravak DNA (23).

Sedam najviSe rangiranih obogacenih pojmova GO (smanjeno eksprimirani) koji su
povezani sa bioloskim procesima su: Organizacija aktinskog citoskeleta (2.40E-03), Organizacija
sarkomera (2.40E-03), Razvoj skeletnog miSi¢nog tkiva (5.80E-03), Kontrakcija misi¢a (5.80E-
03), Metaboli¢ki proces prostaglandina (3.60E-02), Stani¢na homeostaza miSi¢nih stanica (4.60E-
02) i Odgovor na istezanje misica (2.30E-01). Najveci broj gena sa smanjenom ekspresijom u GO
pojmu su: Pozitivna regulacija transkripcije s promotora RNA polimeraze 1l (23), Negativna
regulacija prepisivanja s promotora RNA polimeraze Il (19), Prepisivanje, DNA-kalup (13),
Negativna regulacija transkripcije, DNA-kalup (13), Organizacija aktinskog citoskeleta (12).
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Na temelju dobivenih rezultata izdvojila sam bioloske procese znacajne za proces
pomladivanja i regeneracije, odnosno one koji su karakteristi¢ni za mladu kozu i gube se starenjem.
Tu pripadaju Keratinizacija, Dioba stanica, Starenje i Proliferacija stanica, a svi geni vezani uz te
procese su navedeni u Tablici 4. U proces Keratinizacije pripadaju brojni keratini i proteini vezani
uz keratine koji su strukturni proteini odgovorni za stabilnost i oblik stanice (Bragulla i Homberger,
2009).

Kod Dioba stanica nalazimo brojne gene vezane uz ciklus stani¢ne diobe poput Cdc20,
Cdc7, Cdca2 i Cdca8 koji imaju razli¢ite funkcije poput razdvajanje kromosoma i regulacija
strukture kromosoma tijekom anafaze, kinazna aktivnost koja je kriti¢na za prijelaz G1/S fazu i
regulacija dinamicke lokalizacije stanice tijekom mitoze (Jares, Donaldson i Blow, 2000; Bruno i
sur., 2022).

Grupa Starenje uz brojne keratine ukljucuje i kaspazu 9 (Casp9) koja je kljuéna za
eliminaciju stanica aktivacijom apoptoze te je bitna za rano uklanjanje oStecenih stanica (Li i sur.,
2017). Rezistin (Retn) se prvenstveno izluCuje iz mononuklearnih stanica periferne krvi i
makrofaga, te djeluje na te stanice, snazno pojac¢avajuci upalu (pro-upala) i uzrokujuéi inzulinsku
rezistenciju putem aktivacije nuklearnog faktora-xB (Li i sur., 2021).

U grupi Proliferacija stanica isti¢e se ciklin ovisna kinaza 1 (Cdkl) ¢ija funkcija je da
kontrolira sve aspekte stani¢ne diobe, uklju¢ujuéi ulazak u stani¢ni ciklus iz stanja mirovanja,
prijelaz G1/S faze, replikaciju DNA u S fazi, kondenzacija i segregacija kromosoma i citokineza
(Diril i sur., 2012). Takoder, aurora kinaza (Aurkb) je visoko konzervirana serin/treonin kinaza
koja regulira poravnanje kromosoma i segregaciju tijekom mitoze i mejoze (Willems i sur., 2018).
Neuregulin-1 (Nrgl), komponenta obitelji epidermalnih faktora rasta, potice proliferaciju,
diferencijaciju i prezivljavanje nekoliko vrsta stanica (Gambarotta i sur., 2013). Glavna funkcija
Vegfc je promicanje rasta limfnih zila (limfangiogeneza) te moze pospjesiti rast krvnih zila i
regulirati njihovu propusnost (Cursiefen i sur., 2004). Beta-katenin (Ctnnb1l) ima vaznu ulogu u
stvaranju veza izmedu stanica (stani¢na adhezija) 1 u komunikaciji izmedu stanica i stani¢nu

signalizaciju (van der Wal i van Amerongen, 2020).
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Tablica 4. Tabli¢ni prikaz odabranih bioloskih procesa i gena koji pripadadaju pojedinoj skupini znacajne
za proces pomladivanja i regeneracije.

BIOLOSKI PROCESI GENI
Keratinizacija Cdh3, LOC100363136, Krtl6, Krtl7, Krt71, Krt73, Krt75,
Krt76, Krt81, Krt82, Krt83, Krt84, Krt85, Krt86, Krt83,
Krtapll-1, Krtapl4, Krtap26-1, Lcelf, LOC102552128, Sfn,
Tgm3
Dioba stanica Ligl, Fbxo5, Haus8, Misl8a, Nek6, Nuf2, Pttgl, Spc24,
Ankle2, Aurkb, Birc5, Cdc20, Cdc7, Cdca2, Cdca8, Cenpw,
Ccnbl, Ccnel, Ccenf, Cdkl, Cdk4, Kifll, Kif18b, Kif2c, Knl1,
Knstrn, Mapre3, Mcm5, Ncapd2, Pmfl, Psrcl, Prkce
Starenje Abcg2, Bcl2l1, Top2a, Ercc2, Jund, Lck, Napepld, Adrald,
Adm, Asl, Assl, Aurkb, Casp9, Ctsc, Cyplal, Eeflal, Eif2b5,
Eif5a, Fadsl, Ggtl, Gjb6, Gclc, Gss, Gsk3a, Ireb2, Krtl6,
Krt25, Krt83, Krt83, Krtap31-1, Krtap4-3, Mmp2, Penk, Retn,
Ucp2
Proliferacija stanica Bcl2l1, Dazapl, Ercc2, Larpl, Oca2, Paklipl, Runx2, Adm,
Aldhla2, Aurkb, Bysl, Ctnnbl, Cdkl, Cdkn2c, Cyplal,
Dachl, Fam83a, Fam83d, Fgfl0, Mta3, Mcm10, Mcm7,
Mrps27, Nrgl, Ovol2, Ptma, Sphk1, S1prl, Vegfc
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proliferacija mati¢nih stanica:
regulacija mitotskog stani¢nog ciklusa
zatvaranje neuralne cijevi
pozitivna regulacija procesa biosinteze melanina:
embrionalna morfogencza prednjih ckstremiteta:
negativna regulacija proliferacije mati¢nih stanica
nekanonski Wnt signalni put
mitoticka segregacija sestrinskih kromatida
stvaranje snopa mikrotubula
mitotski stani¢ni ciklus
pozitivna regulacija diferencijacije osteoblasta
proliferacija stanica
razvoj folikula dlake
diferencijacija osteoblasta
stani¢no-stanicna adhezija
odgovor na ksenobiotski podrazaj
odgovor na ion kadmija
razvoj koze
pozilivna regulacija G2/M prijelaza mitotskog stani¢nog ciklusa
odontogeneza zubiju
morfogeneza folikula dlake
organizacija mitotskog vretena
depolimerizacija mikrotubula
ciklus kose
razvoj epidermisa
prijelaz faze mitotickog stani¢nog ciklusa
popravak DNA
razvoj Zivotinjskih organa:
regulacija aktivnosti protein serin/treonin kinaze ovisne o ciklinu
kontrolna tocka sklopa mitotickog vretena
slarenje
diferencijacija epitelnih stanica:
stani¢na homecostaza iona cinka
segregacija kromosoma:
dioba stanica
keratinizacija
intermedijarna organizacija filamenta

prolileracija mati¢nih slanica

regulacija mitotskog stani¢nog ciklusa
zatvaranje neuralne cijevi

pozitivna regulacija procesa biosinteze melanina
embrionalna morfogeneza prednjih ekstremiteta
negativna regulacija proliferacije mati¢nih stanica
nekanonskr Wnt signalni put:

mitoticka segregacija sestrinskih kromatida
stvaranje snopa mikrotubula:

mitotski stani¢ni ciklus

pozitivna regulacija diferencijacije osteoblasta
prolilcracija stanica

razvoj folikula dlake

diferencijacija osteoblasta

stani¢no-stani¢na adhezija

odgovor na ksenobiotski podrazaj

odgovor na ion kadmija

razvoj koze

pozitivna regulacija G2/M prijelaza mitotskog stani¢nog ciklusa
odontogeneza zubiju

morfogeneza folikula dlake

organizacija mitotskog vretena

depolimerizacija mikrotubula

ciklus kose

razvoj epidermisa

prijelaz faze mitotickog stani¢nog ciklusa
popravak DNA

razvoj zivotinjskih organa:

regulacija aktivnosti protein serin/treonin kinaze ovisne o ciklinu
kontrolna tocka sklopa mitotickog vretena
starenje

diferencijacija epitelnih stanica

stani¢na homeostaza iona cinka

segregacija kromosoma:

dioba stanica

keratinizacija

intermedijarna organizacija filamenta:
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B)

negativna regulacija transkripeije, DNA-kalup
signalni put posredovan kemokinima
migracija neurona

Tazvoj mozga

remodeliranje krvnih zila

kontrakcija sréanog misica

razvoj oka

organizacija citoskeleta

regulacija otkucaja srca

regulacija organizacije mikrotubula ciloskeleta
morfogeneza krvnih Zila

negativna regulacija transkripcije s promotora RNA polimeraze 11
pozitivna regulacija transkripeije s promotora RNA polimeraze 11
razvoj srca

razvo] mi§iénih stanica

organizacija aktinskog filamenta

zarastanje rana

transkripeija, DNA-kalup

odgovor na ishemiju

razvo] miicnih organa

regeneracija aksona

odgovor na istezanje misica

stani¢na homeostaza mi$i¢nih stanica
metabolicki proces prostaglandina:

kontrakcija miSica

razvoj skeletnog misiénog tkiva

organizacija sarkomera

organizacija aktina citoskelcta

negativna regulacija transkripeije, DNA-kalup

signalni put posredovan kemokinima

migracija ncurona

razvoj mozga

remodeliranje krvnih Zzila

kontrakcija sréanog migica:

razvoj oka

organizacija citoskeleta

regulacija otkucaja srca

regulacija organizacije mikrotubula citoskeleta

morfogencza krvnih Zila

negativna regulacija transkripcije s promotora RNA polimeraze 11
pozitivna regulacija transkripcije s promotora RNA polimeraze 11
razvoj srca

razvoj misicnih stanica

organizacija aktinskog filamenta
zarastanje rana

transkripcija, DNA-kalup

odgovor na ishemiju

razvoj midi¢nih organa

regenceracija aksona

odgovor na istezanje misic¢a

stani¢na homeostaza misi¢nih stanica:
metabolicki proces prostaglandina
kontrakcija misica

razvoj skeletnog misi¢nog tkiva
organizacija sarkomera

organizacija aktina citoskeleta
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Slika 22. Analiza genske ontologije za gene sa: A) pojacanom i B) smanjenom promijenjenom ekspresijom u kategoriji Bioloski procesi za 24
mjeseca tretirana tkiva u odnosu na kontrole. Na x-osi prikazan je -log p vrijednosti (lijevo) i broj gena (desno) sa pojacanom/smanjenom ekspresijom

koji su obogaéeni u odredenom GO pojmu, prikazanim na y-0si.
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4.1.8. Dugoro¢éno pracenje regeneracije koZze nakon mikrotransplantacije fibroblasta,

endotelnih i matiénih mladih stanica u kozu $takora

Iduci korak ovog istrazivanja je dugorocno pratiti promjene nakon mikrotransplantacije pri
¢emu je koriSteno 3 tipa stanica najzastupljenijih u kozi; fibroblasti, endotelne i/ili mati¢ne stanice.
Kako bi omogucili dugoro¢no prac¢enje implantiranih stanica koristila sam zeleni fluorescentni
protein GFP za obiljezavanje mati¢nih stanica i mCherry sa hTERT podjedinicom za obiljeZzavanje
fibroblasta i endotelnih stanica. Kao vektor koristen je replikacijski defektan adenovirus tipa 5
(Ad5). AdS5 transducira $irok raspon tipova stanica i ne ugraduje se u genom (C. S. Lee i sur., 2017).
Transducirani fibroblasti i endotelne stanice su revitalizirane indukcijom hTERT-a, a bitno je
naglasiti da mati¢ne stanice imaju konstitutivnu ekspresiju telomeraze.

Prvi korak je optimizacija izolacije stanica u dovoljnom broju i njihova karakterizacija.
Izolirane stanica koZe potrebne za heterotransplantaciju su izrazito osjetljive i ne podnose uvjete
koji se standardno koriste u metodama stani¢ne kulture pa je prvo bilo potrebno optimizirati
protokol za uspostavu, odrZzavanje i ¢uvanje primarne stani¢ne kulture tih stanica. Uspjesno su
karakterizirane izolirane endotelne i mati¢ne stanice koze Stakora Fischer 344. Endotelne stanice
su obiljezene specificnim protutijelima za CD-31, a mati¢ne stanice specificnim protutijelima za

integrin a6 (slika 23).

Mati¢ne stanice
Anti-integrin algpa 6

Endotelne stanice
Anti-CD31

Slika 23. Endotelne stanice obiljeZene specifiénim protutijelom Anti CD-31 (crveno). Imunoflorescencija
mati¢nih stanica s Anti-Integrin alpha 6 (zeleno). Jezgre obojene s Hoechst (plavo). Stanice su izolirane iz

koze $takora. Snimljeno konfokalnim mikroskopom SP8 X (Leica), poveéanje 20X.
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Nakon toga slijedila je optimizacija trandukcije za sva tri stani¢na tipa. Optimizacijom je
dobiveno da za fibroblaste i endotelne stanice je optimalan MOI 1x10° vp/st 72 sata s Ad5-
mCherry, a kod mati¢nih stanica transduciranih s Ad5-GFP MOI 1x10* vp/st 24 sata (slika 24).
Proto¢nom citometrijom je dobiveno da je uspjesno inficirano 35,44% stanica s Ad5-mCherry i
15,25% stanica s Ad5-GFP (neprikazani rezultati).

Fibroblasti — Fischer 344

Hoechst Ad-mCherry-hTERT Merged

Endotelne stanice — Fischer 344

Hoechst Ad-mCherry-hTERT Merged

Maticne stanice — Fischer 344

' ogt
B

Hoechst Merged 100 pm

Slika 24. Fibroblasti, endotelne i mati¢ne stanice inficirane Ad5 adenovirusima koji nose reporter gen
(mCherry) i gen za telomerazu, odnosno samo reporter gen (GFP). Mati¢ne stanice imaju konstitutivnu

ekspresiju telomeraze. Snimljeno konfokalnim mikroskopom SP8 X (Leica), povecanje 20X.

Tako transducirane stanice su koriStene za implantaciju u kozu $takora starih 6 mjeseci
(8x10° stanica/lcm?). Svakom §takoru je omedeno 6 polja (3 polja za implantaciju stanica i 3 za
mehanic¢ku kontrolu). Uzorkovanje se odvijalo sukcesivno nakon 1, 6 i 12 mjeseci. Skupine su se
sastoje od 3-4 zivotinje (muzjaci). Tretirane su 3 zasebne skupine s: fibroblastima, mati¢nim ili

endotelnim stanicama.
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4.1.9. Implantacija mladih fibroblasta, mati¢nih ili endotelnih stanica dugoro¢no obnavlja

gustocu stanica u kozi Stakora

Kao i u prethodnim eksperimentima, za pracenje strukturnih promjena tkiva koristeno je
H&E bojanje. Za tu svrhu, uzorci su pohranjeni u parafin i narezani na mikrotomu na Sum. Za
kvantitativnu analizu brojene su stanice u poljima veli¢ine 100 um x 100 pm (4 polja po prerezu,
obradena 2 prereza za svaku Zivotinju). Svaka skupina sastojala se od tri do Cetiri zivotinje te je

izraunat prosjecni broj stanica za svaku skupinu zivotinja. Uzorkovanja su bila nakon 1, 6 i 12

mjeseci nakon mikrotransplatacije.
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Slika 25. Dugoro¢no pracenje promjena u strukturi tretirane i netretirane koze H&E bojanjem. A)
Histoloska analiza koZe Stakora nakon implantacije fibroblasta i pripadajuéi grafi¢ki prikazi prosjeénog
broja stanica u dermisu koze nakon svakog uzorkovanja; gornji graf pokazuje regresijske pravce (testovi
znacajnosti) za NK (crni pravac), MK (plavi pravac) i TT (crveni pravac), donji graf pokazuje statisticki
znacajne razlike unutar dobnih skupina. B) mati¢ne stanice; C) endotelne stanice. n = 4 za uzorkovanja
nakon mjesec dana; n = 3 za uzorkovanja nakon 6 i 12 mjeseci. NK-netretirane kontrole; MK-mehanicka
kontrola; TT-tretirano tkivo mladim fibroblastima. Snimljeno mikroskopom AX70 (Olympus), poveéanje
20X, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.
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Analiza prereza pokazala je da je doslo do statisti¢ki znac¢ajne promjene homeostaze u kozi
Stakora (promjena je konstantna nakon 1, 6 1 12 mjeseci) u koju su implantirani mladi fibroblasti,
endotelne te mati¢ne stanice. Dobiveni rezultati pokazuju da nakon prvog uzorkovanja dermis
tretiranog tkiva sadrzi povecan broj stanica koje su puno gusce pakirane te je izvanstani¢ni matriks
kompaktan (slika 25, tretirana tkiva). Za sva 3 stani¢na tipa kod tretiranog tkiva nakon mjesec dana
prosjecni broj stanica je izmedu 25.91 1 29.25, te je ta promjena dugorocna i stabilna i nakon godinu
dana (prosje¢ni broj stanica je izmedu 24.58 i 26.33). Kod mehanicki tretiranog tkiva (slika 25,
mehanicke kontrole) takoder se vidi promjena u broju stanica s obzirom na netretirano tkivo i
prosjecno iznosi ~19 stanica nakon mjesec dana, ali i dalje u manjem opsegu nego u tretiranom
tkivu (~1,5 puta manje od tkiva s implantiranim stanicama). Tijekom vremena dolazi do
postepenog smanjenja efekta mehanickog tretmana i prosje¢ni broj stanica opadana 13.11 do 16.54
nakon 12 mjeseci. U kontrolnim uzorcima netretiranog tkiva (slika 25., negativne kontrole) vidljiv
je u startu mnogo manyji broj stanica koje su ¢esto morfoloski vece te rahlo pakiran izvanstani¢ni
matriks. Broj stanica kod kontrola kontinuirano opada s vremenom i nakon 12 mjeseci iznosi
prosjec¢no ~10 stanica, $to je u odnosu na tretirano tkivo nakon 12 mjeseci gotovo 3 puta manje
stanica. Takoder, vazno je naglasiti da je ta razlika u sva tri stani¢na tipa statisticki zna¢ajna gotovo

u svim dobnim skupinama (slika 25).

4.1.10. Mikrotransplatacije mladih fibroblasta, mati¢nih ili endotelnih stanica uzrokuje

dugorocnu revitalizaciju mati¢nih stanica

Na parafinskim uzorcima tkiva pratio se proliferacijski status stanica koze s protutijelom
na Ki67 (Slika 26). Za statisti¢ku obradu podataka brojene su Ki67 pozitivne stanice na bazalnoj
membrani epidermisa te je izracunat njihov postotak u odnosu na ukupan broj stanica na bazalnoj
membrani. Izbrojan je cijeli prerez za svakog Stakora, a skupine su se sastojale od tri do Cetiri

Zivotinje.
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Slika 26. Graficki prikazi postotka Ki67 pozitivnih stanica na bazalnoj membrani epidermisa 1, 6 i 12
mjeseci nakon implantacije. A) nakon mikrotransplatacije fibroblasta; lijevi graf pokazuje regresijske
pravce (testovi znacajnosti) za netretirano tkivo (crni pravac, NK), mehanicka kontrola (plavi pravac, MK)
i tkivo tretirano mladim fibroblastima (crveni pravac, TT), desni graf pokazuje statisticki znacajne razlike
unutar dobnih skupinaovisno o starosti Zivotinja. B) mati¢nih stanica C) endotelnih stanica. N=3-4 zivotinje

po skupini; * p < 0.05, ** p < 0.01.

Iz grafi¢kog prikaza (slika 26) je razvidno da je kod sva tri tipa stanica doSlo do znacajne
promjene proliferacijske aktivnosti mati¢nih stanica u tretiranim tkivima $takora 1, 6 1 12 mjeseci
nakon implantacije. Graf A pokazuje proliferacijski status mati¢nih stanica nakom
mikrotransplatacije fibroblasta i vidljiva je znacajna razlika kod tretiranih tkiva koja iznosi izmedu
25.95-27.49% ovisno o vremenu uzorkovanja. Taj postotak je znac¢ajno manji kod kontrola (11.01-
15.43%) 1 mehanicki tretiranih tkiva (11.01-19.09%) (slika 26A). Kod mati¢nih stanica takoder
vidimo da je taj postotak kod kontrola izmedu 13.45-15.25% i mehanicke kontrole izmedu 11.67-
20.29%. Postojanost efekta kod tretiranih tkiva (23.80-25.49%) vidljiva je i nakon
mikrotransplatacije mati¢nih stanica te u nekim slucajevima taj postotak je i duplo ve¢i od kontrola
i mehanickih kontrola (slika 26B). Takoder, slican efekt je vidljiv i nakon implantacije endotelnih

stanica; kontrolna tkiva (11.72-13.69%), mehanic¢ka kontrola (13.00-15.21%) i tretirano tkivo
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(20.26-25.84%) (slika 26C). Dobiveni rezultati pokazuju da svaki od ovih tipova stanica nakon
implantacije mijenjaju tkivni mikrookolis, lokalno neutraliziraju sekretorni fenotip starih stanica i

posljedi¢no obnavljaju vitalnost maticnih stanica.

4.1.11. Tretman mladim stanicama dugoro¢no smanjuje broj SA-p-Gal pozitivnih stanica

Kao i u prethodnim eksperimentima, pratio se biomarker za SA-B-Gal. Za analize su
koriSteni uzorci pohranjeni u O.C.T. mediju rezani su na debljinu od 60 um 1, 6 i 12 mjeseci nakon
mikrotransplatacije fibroblasta, mati¢nih i endotelnih stanica (slika 27).

Iz dobivenih rezultata razvidno je da je kod tretiranih tkiva i mehanickih kontrola doslo do
znacajnog povecanja SA-B-Gal mjesec dana nakon uzorkovanja, pogotovo kod tkiva tretiranih
mati¢nim i endotelnim stanicama. Medutim, taj efekt skoro potpuno nestaje nakon 6 i 12 mjeseci
kada pada ispod razine kontrole netretiranog tkiva (slika 27). To objasnjavamo kao posljedicu
zacjeljivanja rana pri ¢emu je pojacano plavo obojenje u pocetku posljedica nakupljanja makrofaga
u tkivu koji se s vremenom povlace nakon $to je trauma sanirana (uklonjeno osteceno tkivo,
uklonjeni tretmanom une$eni mikroorganizmi, uspostavljena nova kapilarna mreza, restauriran
izvanstani¢ni matriks i dr.). Osim toga kada se adenovirusom transduciraju stanice i prenese se u
zivotinju dolazi i do aktivacije imunosnog odgovora na AdS5 proteine koji se ekspremiraju, a ujedno
¢e se aktivirati imunosni odgovor na fluorescentni marker protein (Muruve, 2004). Iz toga razloga
nakon mjesec dana nakon implantacije je vidljiva prisutnost makrofaga koji sudjeluju u imuno
odgovoru. Makrofagi igraju sredi$nju ulogu u svim fazama zacjeljivanja rana i upravljaju procesom
zacjeljivanja rana. Imaju mnoge funkcije u poticanju i rjeSavanju upala, uklanjanju apoptoti¢kih
stanica i potpori stani¢noj proliferaciji i obnavljanju tkiva nakon ozljede (Hall i sur., 2017). Stoga
kada je koza u potpunosti zacijelila plavo obojenje se smanjilo ispod razine odgovarajuée kontrole

u sve tri transplantacije.
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) ]
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nakon 1 myj. nakon 6 mj. nakon 12 mj.

Slika 27. SA-B-Gal analiza koze $takora 1, 6, 12 mjeseci nakon implantacije: A) fibroblasta, B) mati¢nih ili
C) endotelnih stanica. Prikazano je netretirano tkivo (NK), mehanicki tretirano tkivo (MK) i tkivo u koje su
implantirane mlade stanice (TT; fibroblasti, endotelne ili mati¢ne stanice) metodom mikrotransplantacije.
Slike prikazuju razli¢ite uzorke koze s leda jednog reprezentativnog Stakora za pojedinu skupinu. Snimljeno

mikroskopom AX70 (Olympus), povecanje 20X.
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4.1.12. Mikrotransplantacije fibroblasta, mati¢nih ili endotelnih stanica obnovlja matriks

kolagena I'i 11

Kao $to je opisano i u poglavlju 4.1.4, za analizu ultrastrukture koze pratili smo distribuciju
kolagena I 1 kolagena III nakon implantacije fibroblasta, endotelnih i mati¢nih mladih stanica nakon
1, 6 i 12 mjeseci. Takoder, mjeren je intenzitet imunofluorescencije za kolagen I i kolagen III
pomocu Imagel programa te su signali analizirani koriStenje CTFC metode (detaljnije objasnjeno
u 4.1.4 poglavlju). Analiza je obavljena na pet polja 100 x 100 um kod svakog prereza, a svaka

skupina se sastojala 3 do 4 Zivotinje. Rezultati su prikazani kao omjer kolagena I i kolagena Il1.
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Slika 28. Reprezentativni primjer vizualizacije kolagena | i kolagena Il 1, 6 i 12 mjeseci nakon
mikrotransplatacije: A) fibroblasta i pripadajuéi graf omjera intenziteta fluorescencijskih signala za Col
I/Col 111, B) mati¢nih stanica i pripadajuci graf omjera intenziteta fluorescencijskih signala za Col I/Col I,
C) endotelnih stanica i pripadajuéi graf omjera intenziteta fluorescencijskih signala za Col I/Col TII. Kolagen
I (zeleno), kolagen III (crveno), preklapanje signala (Zuto), jezgre stanica obojane su plavo (Hoechst).
Snimljeno konfokalnim mikroskopom SP8 X (Leica), povecanje 20X. NK-netretirane kontrole; TT-

tretirano tkivo mladim fibroblastima. N= 3-4 Zivotinje po skupini.
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Na slikama nakon implantacije fibroblasta, mati¢nih ili endotelnih stanica najznacajnija
morfoloSka razlika izmedu kontrolnih i mehanicki tretiranih tkiva u odnosu na tretirana tkiva
vidljiva je 1 mjesec nakon implantacije (slika 28). Vidljiva je veca zastupljenost kolagena I (zeleni
signali) i osim toga njihova struktura se razlikuje od netretiranih tkiva gdje su kolageni puno tanji
1 pravilnije umrezeni. Taj efekt vidljiv je nakon 6 i 12 mjeseci nakon implantacije, ali u nesto
manjem postotku (slika 28). Graficki prikaz potvrduje ve¢ opisan trend pada omjera intenziteta
fluorescencije Col I/ Col Il u tretiranim tkivima (poglavlje 4.1.4. Analiza ultrastrukture koze). Kod
implantiranih fibroblasta taj trend se krece izmedu 4.24-5.22% 1 i 6 mjeseci nakon implantacije, a
cak 14.4% 12 mjeseci nakon implantacije (Slika 28A). I kod mati¢nih i endotelnih stanica stanica
vidljiv je taj trend koji je vrlo varijabilan i kod mati¢nih stanica se krece izmedu 6.8-13.6%,
odnosno 0.93-13.4 posto kod endotelnih stanica (slika 28B,C).
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5. RASPRAVA
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Za razliku od opée prihva¢enog misljenja da je starenje uvjetovano ukupnim zbivanjima u
organizmu i ujednaceno U svim tkivima i organima, jedna od glavnih spoznaja koja je ocigledna iz
rezultata ovog doktorskog rada jest da je starenje u prvom redu lokalnog karaktera, a glavni uzrok
je akumulacija starih tj. senescentnih stanica koje narusavaju funkciju okolnog tkiva (Dimri i sur.,
1995). Nakupljanje starih stanica je ve¢ prepoznato kao jedan od glavnih uzroka patofizioloskih
promjena koze koje se pojavljuju sa starenjem (Campisi 1996; 1997). Kako bi smanjili ili uklonili
Stetan utjecaja starih ili nefunkcionalnih stanica u tkivima, uveli smo tehniku za mikrotransplataciju
stanica u tkiva kojom mozemo lokalno promijeniti stani¢ni sastav koze, koriste¢i Stakore Fischer
344 kao modelni organizam. Ova tehnika direktnog unosenja stanica u kozu in vivo se pokazala
puno djelotvornija za razliku od drugih metoda poput npr. intradermalnih injekcija, elektroporacije,
transepidermalne imunizacije (Peachman, Rao i Alving, 2003). Kako prilikom mikrotransplatacije
uz dodatak novih i/ili revitaliziranih stanica dolazi do ozljede tkiva, za ocekivati je da ¢e nove
stanice spremnije sudjelovati u zarastanju i uspostavi homeostaze nego endogene stare stanice koje
ne sudjeluju u diobama (Funk i sur., 2000). U tom procesu ¢e do¢i do djelomi¢ne obnove stanica u
tkivu.

Mikrotransplantacija mladih stanica in vivo je uvedena i usavrSena u Laboratoriju za
stani¢nu i molekularnu biologiju na Institutu Ruder Boskovi¢. Fibroblasti izdvojeni iz koze mladih
Stakora nakon kratkog razdoblja uzgoja u kulturi mikrotransplatacijom se uspjesno implantiraju u
izogene odrasle jedinke Stakora Fisher 344. Pokazano je da su kod najstarijih Zivotinja stanice
implantirane s velikom ucinkovito$¢u u dorzalni dio koZze, u odredenim podrucjima uspjesno je
implantirano ¢ak > 50% novih stanica obiljezenih s Dil. Prosje¢no, oko 36% mladih stanica u tkivu
su uspjesno implantirano. Implantirane stanice su stabilno ugradene te se uocavaju i deset mjeseci
nakon tretmana (Nani¢ i sur., 2022). Takoder, osim na zivotinjama starim 24 mjeseca, Zeljela sam
utvrditi uspje$nost mikrotransplatacije u ovisnosti o dobi zivotinje (6, 12, 18 i 24 mjeseca).
Postotak/uspjesnost implantacije progresivno raste s dobi zivotinje, prosje¢no od 26.4% stanica
kod Sestomjese¢nih Stakora do 32.4% kod 24 mjeseca starih zivotinja. Time sam pokazala da je
ovaj postupak mikrotransplantacije pouzdan i reproducibilan te da je u svim dobnim skupinama
doslo do uspjeSne implantacije. NeSto manji postatak implantiranih stanica kod mladih Zivotinja je
posljedica toga Sto su stanice u mladom tkivu gusée po jedinici volumena te je i medustanicni
slobodan prostor manje dostupan. Medustani¢ni prostor u mladom tkivu je razli¢itog sastava i

tvrdoce i razlikuje se od onih u starim tkivima koji je degradiran i neorganiziran (Limbert i sur.,
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2019; Cole i sur., 2018; Blair i sur., 2020). Takoder, treba imati na umu da postoji fiziolosko
ograniCenje broja stanica na odredenoj povrsini tako da s porastom dobi Zivotinja raste i postotak
novoimplantiranih stanica, medutim u svim dobnim skupinama slicna je kona¢na postignuta
gustoca stanica u tkivu. Prednost ove metode je i to §to omogucava izravan unos mladih stanica u
sve slojeve koze te se stanice obiljezene s Dil mogu pronaci ¢ak i duboko ispod kapilarne mreze.

Brojna istrazivanja pokazuju da se broj stanica u kozi starenjem smanjuje (Gunin i sur.,
2011; Khalid i sur., 2022) te da se medustani¢ni razmak povecava $to otezava medustani¢nu
interakciju i prijenos signala. Kako su fibroblasti glavne stanice koje sintetiziraju sve sastavnice
izvanstani¢nog matriksa, ukljucujuci kolagene, elastine te proteoglikane (Cole i sur., 2018; Khalid
i sur., 2022), smanjenjem njihovog broja se smanjuje i kapacitet zarastanja i obnavljanja koznog
tkiva sa starenjem. To je ocigledno iz kontrolnih uzoraka netretirane koze predstavljenih u ovom
radu §to je u skladu s ocekivanim, a pokazuju statisticki znac¢ajan progresivni pad broja stanica Sa
starenjem, S§to izmedu 6 i 24 mjeseca starih zivotinja iznosi gotovo 50%. Tijekom izrade ove
disertacije sam pokazala da je moguce preokrenuti ovaj proces sto pokazuju histoloske analize gdje
je kod svih tretiranih tkiva doSlo do znaCajnog povecanja ukupnog broja stanica te se ona i
morfoloski razlikuju od netretiranih kontrola. Stanice su gusée pakirane, a razmak izmedu njih je
znatno manji $to je vazno za bolje medustani¢ne interakcije. Takoder, i izvanstani¢ni matriks je
histoloski zbijeniji i sli¢an mladom tkivu. Treba istaknuti da je u svim skupinama kod tretiranih
tkiva taj porast gustoce stanica dosegnuo svoju maksimalnu vrijedost od prosjecno 30 stanica po
100 pum? preparata. To je otprilike maksimalna vrijednost gustoée stanica u tkivima najmladih
Zivotinja 1 predstavlja fizioloski maksimum. Kod mehanicki tretiranog tkiva takoder se vidi
umjereni porast broja stanica u odnosu na netretirano tkivo $to je posljedica procesa zacijeljivanja
nakon mehanicke traume kad endogene stanice s diobenim potencijalom sudjeluju u zarastanju i
otklanjanju ozljede.

Kod pokusa dugoro¢nog pracenja obnove koze nakon mikrotransplantacije mladih
fibroblasta, endotelnih ili mati¢nih stanica sam takoder pokazala da je postupak uspjesan i
ponovljiv. Najznacajniji rezultat kod tretiranih tkiva je da je promjena stalna i 12 mjeseci nakon
implantacije bilo kojih od koristenih stanica $to je prema nasim saznanjima najduzi period prac¢enja
stanica nakon implantacije. Unutar dobnih skupina, broj stanica izmedu tretiranih tkiva u odnosu
na kontrole i mehanicke kontrole je prosje¢no ~2-2.5 puta veéi s velikom statistickom znacajnoscu.

Kod mehanicki tretiranih tkiva uo¢en je prethodno opisan u¢inak poc¢etnog povecanja broja stanica
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u odnosu na netretirane kontrole, ali nakon 12-18 mjeseci se zamjecuje znacajan pad broja stanica
i pokazuje kako mehanicki tretman tijekom vremena ubrzano gubi pozitivan efekt. U pokusima
implantacije fibroblasta trend smanjenja broja stanica u mehani¢kim kontrolama s vremenom je
veci nego kod netretiranih kontrola Sto znaci da kratkorocno mehanicki tretman ima pozitivan
efekt, ali s vremenom on ¢e imati negativniji efekt u odnosu na netretirano tkivo s obzirom da se
stanice gube ubrzanim tempom. To je posljedica iscrpljivanja diobenog potencijala stanica u tkivu
koje uslijed dodatnih dioba u procesu zacjeljivanja brze dosegnu senescenciju tj. Hayflickov limit
(Hayflick i Moorhead, 1961).

Najbolji dokaz da promjene mikrookolisa mati¢nih stanica imaju pozitivan ucinak na
pomladivanje dermisa i epidermisa dolazi iz pokusa presadivanja koze s ljudskih donora na
imunodeficijentne miSeve (Gilhar, Pillar i David, 1991). Transplantirani su presadci koze bedra
zdravih starih i mladih donora. Prije transplantacije uoéena je znacajna razlika u debljini mladog i
starog epidermisa, pri ¢emu je stari epidermis bio ~30% tanji. Nakon transplantacije, epidermis
obje skupine pokazao je znacajno povecanje debljine, a promjene u staroj kozi iznosile su
dramati¢nih 142.5% dok je u mladoj skupini ta vrijednost bila 18.8%. Takoder, nakon
transplantacije je kod stare koze doslo do znatnog porasta gustoce kapilara (Gilhar, Pillar i David,
1991). Sve ove promjene pokazuju da je moguée znacajno povecéati obnovu stanica koze i njihov
regenerativni potencijal promjenom stani¢nog mikrookoliSa u dermisu.

Kako sam uspjesno implantirala znacajan postotak mladih stanica i povecala ukupan broj
stanica u tretiranim tkivima, za ocekivati je da je, slicno gore opisanom pokusu presadivanja koze,
doslo do pozitivne promjene tkivne homeostaze §to moze dovesti do reverzije procesa starenja.
Stoga sam pratila proliferacijsku aktivnost mati¢nih stanica epidermisa u tretiranim tkivima
imunoflorescencijski s Ki67 protutijelom. Dobiveni rezultati analize kontrolnih tkiva potvrduju da
sa starenjem kontinuirano pada proliferacijski potencijal epidermalnih mati¢nih stanica na bazalnoj
membrani za gotovo 50% kod 24 mjeseca starih zivotinja u odnosu na 6 mjeseci stare zivotinje.
Takoder, pokazali smo da se metodom mikrotransplantacije mogu uspjeSno revitalizirali maticne
stanice stare koZe ¢ija se diobena aktivnost kod 24 mjeseca starih zivotinja drasti€no poveca te ¢ak
premasuje 6 mjesecne kontrole. Tako je u ovim eksperimentima, kroz dugoro¢no pracenje stanja
proliferacije mati¢nih stanica epidermisa, kod tretiranih tkiva nakon mjesec dana proliferacijska
aktivnost znacajno povecana u odnosu na netretirane kontrole i mehanicke kontrole te iznosi

prosjecno ~25.48%. Ova pojacana proliferacijska aktivnost je prisutna i nakon 12 mjeseci od
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implantacije. To je snazan dokaz da je proces starenja lokalnog karaktera te da se lokalnom
promjenom tkivne homeostaze moze dugoro¢no promijeniti i mikrookoli§ mati¢nih stanica i
inhibirati negativan utjecaj senescentnih stanica kao $to je i pokazano u literaturi transplantacijom
tkivnih presadaka (Gilhar, Pillar i David, 1991; Conboy i sur., 2005; Stanley i sur., 2012). Sli¢ni
rezultati promjene stani¢nog mikrookolisa su pokazani i na primjeru diferencijacije Leydigovih
stanica koje su primarni izvor testosterona kod muskaraca, kad se mati¢ne stanice mogu ponovo
pokrenuti na njihovu proizvodnju nakon djelovanja etan dimetansulfonata (Stanley i sur., 2012).
Ovi rezultati jasno pokazuju snazan utjecaj novo-implantiranih mladih stanica na homeostazu tkiva
u dermisu i promjenu mikrookolisa niSe mati¢nih stanica. Kod eksperimenata implantacije
maticnih stanica statisticki najznacajnija promjena je kod starijih zivotinja u tretiranom tkivu (12
mjeseci nakon implantacije) zbog toga sto starenjem prirodno dolazi do smanjenja proliferacijske
aktivosti kao sto sam pokazala u kontrolnim tkivima. Oc¢igledno, proliferacijska aktivnost u tkivima
ima maksimalan limit iznad kojeg nije moguce dodatno stimulirati aktivnost maticnih stanica kao
sto mozemo vidjeti kod mladih zivotinja u tretiranom tkivu gdje, unato¢ povecanju aktivosti u
odnosu na kontrole i mehanic¢ke kontrole ta promjena nije statisti¢ki znacajna.

Kao specifiéni biomarkeri starenja do sada su koristeni p16N<% (Krishnamurthy i sur.,
2004; Ohtani i sur., 2004), aktivnost SA-B-gal kod pH6 (Dimri i sur., 1995; Debacg-Chainiaux i
sur., 2009) i komponente SASP-a, ali i kontinuirana prisutnost odgovora na oStecenje DNA,
povisenje p21 i p53. (Yang i Hu, 2005; Pospelova i sur., 2009; Gu i Kitamura, 2012). Bududi da se
manifestacija mnogih od ovih obiljeZja povecava s godinama, bilo je razumno zakljucili da nastaju
kao posljedica nakupljanja senescentnih stanica. Medutim, novija istrazivanja pokazuju da i neke
druge vrste stanica mogu imati sli¢an efekt. Specifi¢no, otkriveno je da senescentne stanice in vivo
mogu privuéi kombinaciju razli¢itih imunoloskih stanica koje sudjeluju u njihovom uklanjanju. Pri
tome najveci dio tih imunocita ¢ini subpopulacija makrofaga, koji eksprimiraju visoku razinu
p16'NK4a te SA-B-gal aktivnost (pH 6), oponasajuéi tako najtipi¢nija obiljeZja senescentnih stanica.
Kako bi to potvrdili, adipozno tkivo starog misa je testirano na SA-B-Gal aktivnost i nakon toga
tretirano s klodronatom koji specifi¢no uklanja fagocite. Kao rezultat toga doslo je do smanjenja
prisutnosti markera SA-B-Gal odnosno smanjenja obojenja (Hall i sur., 2017). Dobiveni rezultati
analize mikrotransplantacija u kozu $takora razli¢ite dobi te dugoro¢nog pracenja fibroblasta,
endotelnih i mati¢nih mladih stanica nakon mikrotransplantacije, pokazuju pojacanu SA-B-Gal

aktivnost u prvih mjesec dana kod tretiranih 1 mehanicki tretiranih tkiva. Nakon 6 mjeseci, isti
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uzorci tkiva pokazuju znacajno smanjenje SA-B-Gal aktivnosti, tako da ona pada ispod pocetnih
vrijednosti netretiranog tkiva i ¢esto je nezamjetna. Taj efekt objasSnjavamo pocetnim poveéanjem
broja i aktivnosti makrofaga nakon implantacije kad dolazi do njihove migracije na mjesto traume
i sudjelovanja u sanaciji oStecenja tkiva. Nakon 6 mjeseci, kad je proces zarastanja zavr$en, dolazi
do potpunog zacjeljivanja tkiva i nestanka makrofaga u tretiranim tkivima i mehanickim
kontrolama.

Kao posljedica starenja i smanjenog broja fibroblasta u staroj kozi dolazi i do promjena u
izvanstani¢énom matriksu, u prvom redu u strukturi kolagena i elastina (Tobin, 2017; Xiong i sur.,
2017; Limbert i sur., 2019; Mathew-Steiner, Roy i Sen, 2021). Ovdje opisani rezultati pokazuju da
su u kozi najzastupljeniji kolageni I i III kod tretiranih tkiva u starim zivotinjama tanji i pravilnije
organizirani, dok kod netretiranih kontrola vidimo da njihovi kolageni pokazuju neuredenu,
rasprSenu strukturu sukladno ranijim opazanjima (Uitto, 1986; Lavker, Zheng i Dong, 1987;
Gniadecka i sur., 1994). Najznacajnija promjena u morfologiji kolagenskih vlakana je zapazena
kod 24 mjeseca starih zivotinja gdje tretirano tkivo, u usporedbi s pripadaju¢im kontrolama, izgleda
poput koze mladih Zivotinja. Puno ja¢i intenziteti signala imunofluorescencije kolagena I i 111 kod
kontrola odnosno njihovi omjeri ukazuju da je doslo do promjene njihove organizacije pri ¢emu
zauzimaju vecu povrsinu, jer je gustoca stanica u starom dermisu znatno manja. Kod dugoro¢nog
prac¢enja nakon mikrotransplatacije fibroblasta, mati¢nih ili endotelnih stanica naglasSeni Su gore
opisani rezultati gdje je najznac¢ajnija promjena u morfologiji kolagena I i 111 vidljiva nakon mjesec
dana. 6 i 12 mjeseci nakon tretmana ta promjena kod tretiranih tkiva je i dalje prisutna iako je
vidljivo smanjene uredenosti strukture kolagena, ali i dalje bolje nego kod netretiranih kontrola i
mehanicki tretiranih tkiva.

Dosadasnja istrazivanja promjena genske ekspresije izmedu mlade i stare koze se ve¢inom
zasnivaju na odredivanju slijeda RNA u pojedina¢nim stanicama (SCRNA, single-cell RNA
sequencing). Zou i suradnici (Zou i sur., 2021) su sekvencirali uzorke koze kapaka mladih,
sredovjecnih 1 starih osoba te identificirali na tisu¢e DEG-ova specifi¢nih za svaki stanicni tip
(bazalne stanice; stanice folikula dlake; melanociti, endotelne stanice; fibroblasti; Langerhansove
stanice) i njihovu promjenu u rasporedu kao posljedicu starenja te istaknuli molekularne promjene
koje su u osnovi starenja ljudske koze. Analiza obogacivanja GO otkrila je da su pozitivno
regulirani geni uglavnom povezani sa signalnim putem posredovanim citokinima i apoptotskim

signalnim putem te da su geni regulirani starenjem uglavnom povezani s proliferacijom epitelnih
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stanica i organizacijom izvanstani¢nog matriksa (Zou i sur., 2021). Kako bih vidjela sveukupni
profil promjene u ekspresiji gena u kozi koja se dogada starenjem, sekvencirala sam RNA iz tkiva
koze. Profili genske ekspresije se znacajno razlikuju unutar razlicitih skupina, gdje je najznacajnija
razlika u ekspresiji gena vidljiva kod 24-mjese¢nih tretiranih tkiva u odnosu na kontrole (24
mjeseca) gdje je, kad se oduzme utjecaj mehani¢kog tretmana, uocena razlika u 999 pojacano
eksprimiranih i 206 smanjeno eksprimiranih gena. Isticu se brojni kolageni pojac¢ano eksprimirani
u tretiranom tkivu $to potvrduju i rezultati dobiveni imunofluorecencijom za kolagen I i III kao 1
brojni radovi koji pokazuju da starenjem dolazi do smanjene sinteze (Tobin, 2017; Limbert i sur.,
2019). Takoder, zanimljiva je usporedba mehani¢kog tretmana (6 mjeseci) u odnosu na kontrolu
(6 mjeseci) gdje je samo jedan gen promijenjen (Cxcl2). Cxcl2 spada u grupu kemokina s
proupalnom funkcijom te je ukljuen u mnoge imunoloske reakcije ukljucujuéi zacjeljivanje rana
(Palomino i Marti, 2015). To je o¢ekivano s obzirom na ¢injenicu da smo kod mehanicki tretiranog
tkivo uzrokovali ostecenje tkiva iglama za mikrotransplataciju.

Starenjem dolazi i do smanjenja debljine epidermisa i izravnavanja dermalno-epidermalnog
spoja kao posljedica smanjene proliferacije keratinocita (Thuringer i Katzberg, 1959; H. Baker i
Blair 1968; Gilchrest, Blog i Szabo, 1979; West, 1994). Pokusi presadivanja ostarjelog ljudskog
epidermisa na imunodeficijentne miSeve doveli su do poniStavanja promjena nastalih kao
posljedica starenja, ukljucujuc¢i smanjeni indeks proliferacije i ponovnu pojavu zakrivljenog
dermalno-epidermalnog spoja (Gilhar, Pillar i David, 1991; Gilhar i sur., 1994; Gilhar, Pillar i
Etzioni 1995). Nasi pokusi su pokazali kako je doslo do ponovne aktivacije epidermalnih mati¢nih
stanica i samim time do pojacane proliferacije keratinocita. 1z dobivenih rezultata metode
sekvenciranja RNA vidljiva je pojacana ekspresija brojnih keratina u tretiranom tkivu starih
Zivotinja. Ovdje opisani rezultati pokazuju da je nakon mikrotransplatacije mladih fibroblasta doslo
do pojacane aktivnosti proliferacije epidermalnih mati¢nih stanica u tretiranim tkivima, koje
diferenciraju u keratinocite, stanice odgovorne za sintezu keratina.

Ukupno gledajuci, u ovoj disertaciji sam pokazala da se transplantacijom mladih stanica u
staro tkivo, u ovom slu¢aju kozu, moze znacajno utjecati na starenje istih i to na svim razinama,
pocevsi od stanica i ekstracelularnog matriksa, stani¢ne signalizacije, regeneracije, genske

ekspresije itd. te da su te promjene stabilne 1 kroz duze vremensko razdoblje.
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6. ZAKLJUCCI

89



U ovom sam istrazivanju testirala hipotezu da je nakupljanje senescentnih stanica jedan od
glavnih uzroka patofizioloSkih promjena u tkivima i organima koje se javljaju starenjem. Pokazala
sam da se proces starenja moze lokalno preokrenuti u dermisu starih Stakora uvodenjem mladih
stanica, $to je rezultiralo zna¢ajnim povecanjem ukupnog broja stanica i zbijenim kolagenskim
matriksom za razliku od netretirane koze istih zivotinja. U prosjeku, broj stanica u tretiranom
starom tkivu ¢ak premasuje broj stanica u tkivima Sestomjesecnih zivotinja. U svim pokusima,
mehanicki tretirano tkivo pokazuje umjerena poboljSanja. U usporedbi s njim, stara tkiva tretirana
mladim stanicama pokazuju promjene u izvanstani¢nom prijenosu signala, poboljSanu regeneraciju
1 pomladivanje Sto se uvelike moze specifi¢no pripisati implantiranim mladim stanicama. U¢inci
na mati¢ne stanice, povecanje stani¢ne gustoce i dugoro¢nog utjecaja na tkivo kontinuirano rastu s

povec¢anom dobi Stakora.

Na temelju ovdje iznesenih rezultata mozemo izvuéi nekoliko zakljucaka:

I.  Pokazala sam da sa starenjem pada broj fibroblasta u kozi Stakora i proliferacijski status
epidermalnih mati¢nih stanica u bazalnom sloju epidermisa te da kolagenski snopovi
pokazuju neuredenu, rasprsenu strukturu.

Il.  Mikrotransplantacijski tretman prikladan je za implantaciju mladih stanica u kozu Stakora
pri ¢emu je uspjesSnost implantacije najveca kod najstarijih Zivotinja i iznosi ~32%.

[1l.  Nakon mikrotransplantacije broj stanica u tretiranom starom tkivu i proliferacijska
aktivnost mati¢nih stanica statisticki znacajno premasuje kontrolna tkiva, a kolagenski
snopovi su tanji i pravilnije organizirani te izgledom potpuno nalikuju onima kod mladih
Zivotinja.

IV.  Pokazana je promjena u genskoj ekspresiji tretiranih tkiva u odnosu na kontrole i mehanicke
kontrole, a istiCe se pojacana ekpresija brojnih kolagena, keratina 1 gena vezanih za
proliferaciju stanica.

V.  Ako se uvedu u znac¢ajnom broju, mlade stanice mogu promijeniti homeostazu tkiva u staroj
kozi i lokalno preokrenuti proces starenja pokazujuci ubrzanu regeneraciju i pomladivanje.
Relativno smanjenje senescentnih stanica u starom tkivu smanjuje sekretorni fenotip

senescentnih stanica.
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VI.  Ucinci pomladivanja traju najmanje 12 mjeseci, $to je bilo najduze razdoblje naSeg pracenja

nakon tretmana.

U ovoj disertaciji se jasno istice veliki potencijal metode mikrotransplantacije za daljnja
eksperimentalna istrazivanja, predstavljenih pozitivnih u¢inaka na pomladivanje tkiva, ali i tretman
raznih koZnih bolesti u klinickoj primjeni. Time su zajam¢ena buduca opseZna istrazivanja starenja

koze, potencijala klinicke primjene kao i daljnji razvoj ove metode.
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