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1. UVOD

Regeneracija je obnova mase, strukture i funkcije organa te je kao proces neophodan za
zivot zivotinja pa tako i za ljudsko zdravlje. Nazalost, sposobnost regeneracije ocito opada
evolucijskim napretkom. Hidre, plo$njaci i nizi kraljeznjaci, poput repasa i pravih kostunjaca,
imaju veliki regenerativni kapacitet za gotovo sve organe. Sisavci, ukljuc¢ujuéi i ljude, imaju
varijabilni regenerativni potencijal ovisno o kojem se organu radi. Organi se mogu po
njihovom regenerativnom potencijalu podjeliti u tri tipa: oni s visokim i konstantnim
regenerativnim kapacitetom, npr. koza i krv, oni koji se mogu dobro regenerirati nakon
ozljede, npr. jetra, skeletni miSi¢i i kosti, 1 oni koji imaju mali regenerativni potencijal, npr.
ziv€ano tkivo, srce i udovi. U slucaju ozljede ovih organa s najslabijom regenerativnom
mogucnoscu kod ljudi moze doéi do ozbiljnih posljedica koje vode do teskih socijalno —
ekonomskih problema. Zato je razvoj metoda kojim bi se poboljSala moguénost regeneracije
takvih organa oduvijek interesantan znanstvenicima i ulaze se veliki trud i napor u znanstvena
istrazivanja i klini¢ke testove. Zasada postoje dva razli¢ita pristupa tom problemu. Jedan je
istrazivanje mati¢nih stanica koje bi se mogle iskoristiti kao terapeutske stanice. lako su ve¢
provedena kliniCka istrazivanja jo§ se raspravlja i istraZzuje terapeutski efekt i mehanizam
takvog lijeCenja. Druga strategija se temelji na istraZivanju pogodnih Zivotinjskih modela za
regeneraciju te razumijevanju stani¢nih i molekularnih mehanizama regeneracije kako bi se to
znanje primijenilo na ljudskom organizmu u nastojanju razvoja novih nacina lije¢enja. Ovaj
pristup bi mogao potaknuti endogenu regenerativnu sposobnost organa ¢ime bi se smanjila

ograni¢enost Sposobnosti regeneracije prisutne u sisavaca (Shi i sur. 2015).

Zebrica je odnedavno postala vrlo popularan model u prije spomenutim istrazivanjima,
ponajprije zbog svoje jace regenerativne sposobnosti u odnosu na miseve i ljude. Zebrice su
slatkovodne ribe koje Zive u slivovima rijeka porijeklom iz istoéne Indije. Cesto se drze i kao
ku¢ni ljubimci a u laboratorij ih je uveo 1970-ih godina George Streisinger, genetiCar koji je
prvi klonirao kraljeznjaka, upravo zebricu (Gamberling i sur. 2013). Nakon jo§ nekoliko
znaCajnih genetickih istrazivanja i boljeg upoznavanja njezinog genoma, zebrica je postala
izrazito popularan zivotinjski model. Nekoliko karakteristika ¢ine ju odlicnim modelnim
organizmom: velika reproduktivna mo¢ i veliki broj potomaka, brzi izvanmateri¢ni razvoj koji
je povoljan za laka opazanja i manipulacije, opticka transparentnost koja omogucuje primjenu
metoda za in vivo pracenje promjena u vremenu, imaju mali genom i sklone su mutagenezi.

Veliki broj organa zebrice, pogotovo onih koji se tesko regeneriraju u sisavaca npr. sredi$nji
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ziv€ani sustav, srce i udovi, mogu se uspjesno regenerirati (Shi i sur. 2015). Zbog svih
navedenih razloga zebrica je idealni modelni organizam za proucavanje stani¢nih i
molekularnih dogadaja organogeneze i regeneracije. U zadnje vrijeme zebrice se koriste kao
modelni organizmi i u drugim aspektima biologije npr. ponasanju Zivotinja, istrazivanju

mati¢nih stanica i raznih bolesti (Gamberling i sur. 2013).

2. NACINI OZLJEDE ORGANA U ZEBRICE

Razli¢ite se metode koriste za ozljedivanje ili uklanjanje organa zebrica u svrhu poticanja
regeneracije, od operacijskih zahvata uklanjanja dijela organa do ciljanog ubijanja odredene
vrste stanica. Svaka metoda ima svoje prednosti i mane. Operativni zahvati se uglavnom vrse
na organima koji su lako dostupni npr. peraja, jetra i mozak. Takvi zahvati su poprili¢no
jednostavni i lako izvodljivi, medutim nisu precizni i ponovljivi. Razli¢it polozaj 1 ozbiljnost
ozljede obi¢no daju razliCite rezultate npr. preveliko ostecenje reznjeva jetre kod odraslih
jedinki rezultira brzom smréu. Kod fizickog ozljedivanja se mogu primjeniti i laseri ponajprije
ako se radi o mreznici ili odnedavno ¢ak i o sréanom misi¢u. Kemijsko ozljedivanje se temelji
na toksi¢nosti nekih kemijskih spojeva za to¢no odredene organe. Ta metoda se najcesSce
koristi za jetru i mozak jer je poznato vise toksi¢nih spojeva za te organe. Nedostatak tih
spojeva su nezeljene nuspojave koje je nemoguce zaobici ¢ak i kada se koristi prava doza. U
posljednje vrijeme kombinacija geneticki modificiranin organizama i kemijskih spojeva
postaje najraSirenija metoda. Osnovno nacelo takvih pristupa je proizvodnja transgenicnih
organizama koji imaju tkivno specificnu ekspresiju odredenog proteina koji u permisivnim
uvjetima dozvoljava ciljano unistavanje stanica koje ga proizvode. Nekoliko vrsta ovakvih
proteina se razvilo u te svrhe npr. toksin Diphteria A te bakterijski toksini Kid i Killer Red.
Razvio se novi pristup kako bi se toksi¢ni faktori inducirali samo u trenutku u kojem mi to
zelimo. Koristi se bakterijski enzim nitroreduktaza (eng. nitroreductase, NTR) koji katalizira
reakciju pretvorbe antibiotika metronidazola (Mtz) u citotoksi¢ni produkt. Dakle ako se NTR
kazeta stavi pod kontrolu tkivno specifi¢cnog promotora i uspjesno se proizvede transgeni¢na
linija, ciljana stani¢na smrt je moguca u bilo kojem trenutku jednostavno dodatkom Mtz-a.
Kako NTR u razli¢itim stani¢nim tipovima ima razli¢itu efikasnost potrebno je dobro

prilagoditi i testirati metodu prije pokusa. lako svaka od ovih metoda ima svojih nedostataka



razli¢ite kombinacije bi mogle donijeti zna¢ajan napredak u istrazivanju regeneracije koriste¢i

zebricu kao modelni organizam (Shi i sur. 2015).

3. REGENERACIJA ORGANA U ZEBRICE

Zebrica ima sposobnost regeneracije velikog broja organa. Vecinu organa zebrice
mozemo naci 1 u sisavcima npr. mozak, srce, jetra, slezena, guSteraca, mokraé¢ni mjehur,
crijeva, bubrezi, sjemenici i jajnici (Slika 1) (White i sur. 2013). Istrazivanja su provedena na
gotovo svim vaznim organima poput peraja, srca, srediSnjeg Zzivéanog sustava, jetre,
gusterace, bubrega i kostiju (Shi i sur. 2015.). Pomoc¢u ovih istrazivanja bitno se produbilo
razumijevanje stani¢nih i molekularnih mehanizama regeneracije organa, a neki od njih biti ¢e

razjasnjeni u sljede¢im poglavljima.
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Slika 1. Shema anatomije odrasle zebrice (White i sur. 2013).



3.1 REGENERACIJA PERAJE

Peraje zebrice su kompleksni privjesci koji se brzo i pouzdano mogu regenerirati nakon
amputacije. Glavne regenerativne jedinice su brojne Zbice dermalnih kostiju koje su oblozene
osteoblastima. Kostane zbice su cilindri¢ne i Suplje s dvije konkavne poluzbice koje oblazu
unutrasnje mezenhimalno tkivo koje je inervirano, vaskularizirano i primarno se sastoji od
fibroblasta. Regeneracija peraja, posebno repne peraje je posebno proucavana zbog svoje
jednostavne grade i mogucénosti jednostavne manipulacije i brze regeneracije. Istrazivanja su
pokazala da je pri amputaciji repne peraje kod odrasle jedinke zebrice potrebno otprilike dva
do tri tjedna da se ona u potpunosti regenerira, a u li¢inke samo tri dana (Poss i sur. 2003).
Cijeli proces regeneracije se moze podijeliti u Cetiri faze. Prva faza je zacijeljivanje rane, ona
se inicira odmah nakon ozljede. Najvaznija struktura, apikalna epidermalna kapa (eng. apical
epidermal cap, AEC) se brzo formira migracijom neproliferativnih lateralnih epitelnih stanica
preko rane. AEC je nuzna struktura za formiranje blasteme, osnovne stani¢ne organizacije za
poticanje i pocetak regeneracije peraje. Druga faza, formacija blasteme, se odvija tako §to se
neorganizirane mezenhimalne stanice ispod AEC dediferenciraju i proliferiraju. Signali iz
epiderme u rani su znaCajni za ovaj proces. Nastanak blasteme je glavni pokazatelj
regeneracije jer takvu strukturu ne nalazimo u fiziolo§kim uvjetima. Blastema je akumulirana
masa pluripotentnih progenitorskih stanica koje mogu stvoriti razli¢ite stani¢ne linije u tkivu
koje se regenerira. Blastema se moze dalje podijeliti na proksimalnu i distalnu blastemu na
temelju brzine proliferacije i ekspresije gena msxb, klju¢nog markera blasteme. Nakon
nastanka blasteme pocinje treCa faza - regenerativno izrastanje, koje je karakterizirano
ekstenzivnom proliferacijom stanica proksimalne blasteme. Novonastale stanice se brzo
rasporede u prikladne lokacije kako bi obnovile tkiva pomocu novih mezenhimalnih stanica i
fibroblasta. Kada novonastala peraja naraste do izvorne duzine pocinje posljednja faza -
terminacija regeneracije (Slika 2). Signali i mehanizmi koji pokre¢u ovu fazu su joS§ uvijek
nepoznati (Shi i sur. 2015).



Dediferenicjacija i

proliferacija
neorganiziranog . .
AEC Blastema mezenhimskog tkiva A Proliferacija
blasteme
o< I 4
Amputacija
—_— e — e

Slika 2. Shema procesa regeneracije amputirane peraje (Shi i sur. 2015).

Novija istrazivanja pokazuju da su izvor inicijacije regeneracije peraje obliznji osteoblasti.
Smatra se da bi se i druge kostane strukture, ukljucujuci i lubanju, mogle regenerirati
dediferencijacijom osteoblasta. Ova istrazivanja nam pomazu u razumijevanju procesa
obnove kostiju nakon ozljede §to bi svakako moglo biti korisno znanje i kod lijecenja ljudi.
Vecina molekularnih mehanizama ovih staniénih dogadaja je raznjasnjeno i kao glavni
signalni put izdvojio se otprije dobro poznati Wnt signalni put. Taj put je vrlo bitan i tokom
ranog razvoja organizma, organogeneze i tumorigeneze. Znac¢aj Wnt puta kod regenereacije
peraje u zebrice je otkriven pomocu proucavanja njegove mete, koja se eksprimira snazno u
epitelu rane vrlo brzo, ve¢ dvanaest sati nakon amputacije. Uvodenjem inhibitora Wnt
signalnog puta DkK1 ili nadekspresijom Wnt5b uz toplinski Sok blokira se regeneracija peraje.
Daljnja istraZivanja su pokazala da je Wnt5b signal potreban za specifikaciju blastemskog
mezenhima 1 bazalnog epitelnog sloja. Ekspresija Dkk inducirana toplinskim Sokom
rezultirala je defektima u blastemi i promjenom ekspresije lefl i msxb s§to je dovelo do
blokiranja regenerativnog izrastanja. Daljni dokazi koji podupiru prijasnje tvrdnje su dobiveni
koriStenjem nekoliko razli¢itih kemijskih spojeva koji inhibiraju Wnt put. Jo§ jedan signalni
put za kojeg se zna da sudjeluje u regeneraciji peraje je Fgf put koji djeluje nizvodno od Wnt.
Utisavanjem Fgf puta se smanji regenerativna sposobnost peraje, a mutant uopée ne moze
inicirati regeneraciju. Retinoi¢na kiselina (eng. retinoic acid, RA) i hedgehog signalni put
(Hh) se takoder povezuju s bitnim ulogama u regeneraciji peraje, posebno u strukturiranju
regeneriranog tkiva. Nedavno su se bolje razlucile to¢ne uloge Wnt, Fgf, RA i Hh signalnih
puteva radom Daniel Wehnera i suradnika, koji pokazuje da su Wnt signali u neproliferativnoj

distalnoj blastemi potrebni za proliferaciju stanica u proksimalnoj blastemi i da u tom procesu



sudjeluju i Fgf i Bmp signalni putevi koji kontroliraju strukturiranje epiderma. Dok RA i Hh
signali utjecu na samu proliferaciju stanica u blastemi. Noviji interes postoji i za male
nekodirajuée RNA molekule koje bi mogle imati regulatornu ulogu u regeneraciji peraje.
Nekoliko grupa znanstvenika je ve¢ pokazalo da miR-203 i miR-133 sudjeluju u regulaciji
regeneracije peraje kontroliraju¢i Wnt i Fgf signalne puteve. Osim toga pokazano je da se
umanjenom aktivnoséu Dicer-a, klju¢nog enzima u sintezi miRNA molekula, smanjuje
regenerativna sposobnost peraje. Dodatna istrazivanja su pokazala i da je potrebna
nadregulacija autofagije u zoni regeneracije za uspjeSnu regeneraciju kaudalne peraje zbog
sprijeCavanja stanica za ulazak u apoptozu. Sva ova istrazivanja su uvelike proSirila nase

znanje o stani¢nim i molekularnim dogadajima regeneracije peraje u zebrice (Shi i sur. 2015).

3.2 REGENERACIJA SRCA

Za razliku od sisavaca, srce odrasle zebrice se nakon ozljede mozZe regenerirati. Ta
¢injenica je privukla paznju znanstvenika Koji su ispocetka uglavnom proucavali sréani
zalistak. Zalistak kod odrasle zebrice je sastavljen od tri razlicite vrste misic¢a: primordijalnih,
trabekularnih i kortikalnih. Razli¢itim nadinima ozljedivanja, pracenjem nastanka novih
stani¢nih linija 1 transplantacijama se otkrio izvor regeneriranog sréanog tkiva. Obi¢no se
sr¢ani zalistak samo djelomi¢no ozljeduje operativnim zahvatom. Smatra se da su izvor
vecine regeneriranog miokarda kardiomiocite, ali ne i epikard ili stanice nastale iz njega.
sluze kao glavne komponente za rekonstrukciju misi¢nog zida. Nakon 60 dana kada je tkivo u
potpunosti obnovljeno, primordijalni misi¢i takoder poprimaju bitnu ulogu u procesu
regeneracije, medutim kortikalni mis$ié¢i i dalje zadrzavaju najvazniju ulogu. Zanimljivo je da
konacni raspored aktivnosti tih misi¢nih slojeva kod regeneracije potpuno suprotan onom
koji se odvija kod embrionalnog razvoja srca (Sehring i sur. 2016). Dominantni mehanizam
kod regeneracije srca je dediferencijacija kardiomiocita jer oni stvaraju strukturne promjene u
tkivu nakon ozljede. Regenerirajuc¢i miociti pocinju eksprimirati gata4, gen koji je esencijalan
za razvoj srca. Takve dediferencirane kardiomiocite snaznom proliferacijom dalje sluze kao

izvor stanica koje podupiru regeneraciju tkiva (Slika 3A). Tijekom tog procesa stanice
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epikarda pokazuju funkciju generacije novih vaskularnin komponenti. Za razliku od
operativne metode, druga istrazivanja Koristila su metodu transgeni¢nih linija te su tako
dijelove srca ostetili u stadiju li¢inke. U takvim okolnostima se trasndiferencijacija stanica
pokazala klju¢nim mehanizmom. Ovaj model je koristio transgeni¢nu liniju u kojoj se
nitroreduktaza specifiéno eksprimirala u ventrikularnim misi¢ima pod kontrolom tkivno
specificnog promotora. Tretiranjem li¢inaka s Mtz-om znanstvenici su unistili sve stanice
ventrikularnog misi¢a i tako zakljucili da nove ventrikularne kardiomiocite nastaju iz
podrucija koje je blizu atrioventrikularnog kanala i da su se prosirile preko cijele komore kako
bi se obnovio ventrikularni miokard. Pracenjem stani¢nih linija do$li su do zakljuc¢ka da
atrijske kardiomiocite preuzimaju ulogu stanica ventrikularnog misi¢a i migriraju u ozljedeno
podrucje da bi obnovili izgubljeni ventrikularni misi¢ (Slika 3B). Ova transdiferencijacija
stanica iz atrijskih u ventrikularne je indirektno regulirana endokardom preko Notch
signalnog puta. Medutim ovaj fenomen transdiferencije je opazen samo u li¢inkama kojima je
srce jako ostec¢eno. Da li bi se isti fenomen mogao dogoditi i u odraslih riba treba jo$ istraziti.
Opazena je esencijalnost nekoliko molekula u regeneraciji srca. Dinamicno talozenje
ekstracelularnog matriksa je potrebno za stvaranje novog miokarda u ventrikularnom zidu.
Tokom proliferacije kardiomiocita grupe faktora razli¢itih molekularnih puteva zajedno rade
kako bi se osigurao integritet procesa regeneracije. Ti faktori mogu imati pozitivne ili
negativne uloge. RA, Tgf, Pdgf , Hh, inzulinu slican faktor rasta i Jak — Stat signalni put
pozitivno utjecu na proliferaciju kardiomiocita. Prije spomenuti Notch signalni put ima i
pozitivnu 1 negativnu ulogu te tako sluzi kao balansirajuéi faktor izmedu aktivacije 1
inhibicije, sto je vrlo bitno za uspje$nu regeneraciju srca. Takoder se istraZio utjecaj okolisnih
faktora, pogotovo koli¢ine kisika. Rezultati su pokazali da niske razine kisika koje se
pojavljuju kod zatajenja srca nakon ozljede uspjesno poti¢u kardiomiocite na proliferaciju.
Suprotno tome, hiperoksi¢ni uvjeti inhibiraju proliferaciju. Ta regulacija je posredovana
transkripcijskim faktorima koji su hipoksijom inducirani. Nedavno je pokazano da H2O> sluzi
kao signal epikardu i miokardu da pripreme srce na regeneraciju. Jedan od negativnih
regulatora je MAPK signalni put ¢ija aktivacija suprimira regeneraciju srca. Nedavno je
pronadeno da miR-133 koja je povezana i s regeneracijom peraje takoder ima bitnu ulogu u
regeneraciji srca. To istrazivanje je pokazalo da miR-133 potiskuje regeneraciju srca (Shi i
sur. 2015)
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Slika 3. Shema dvaju modela regeneracije kada se ventrikul razli¢ito ozljedi (Shi i sur.
2015).
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3.3 REGENERACIJA SREDISNJEG ZIVCANOG SUSTAVA

Sredi$nji ziv¢ani sustav (eng. central nervous system, CNS) se sastoji od razli¢itih vrsta
neurona. Njegov regenerativni kapacitet je vrlo slab u sisavaca. Medutim, u zebrice postoji
kontinuirana neurogeneza i regeneracija tog sustava. Istrazivanja CNS-a u zebrice se mogu
podjeliti na tri polja: istraZivanje odraslih neurona u mozgu - pogotovo u telencefalonu nakon
fizickog ozljedivanja, zatim proucavanje obnove ledne mozdine ili aksona nakon sakacenja i
regeneracija mreznice (fotoreceptora). Prihvaceno je da snazna regenerativna sposobnost
CNS-a u zebrice postoji zbog stalno proliferiraju¢ih mati¢nih ili progenitorskih stanica i
permisivne okoline. Kako bi se bolje razumjela regeneracija neurona najceS¢e se koristi
metoda fizickog ozljedivanja telencefalona. Ovom metodom i koriStenjem Cre/loxP sustava
za pracenje stani¢nih linija pronadeno je da ventrikularne radijalne glia progenitorske stanice
reagiraju na ozljedu proliferacijom i tako generiraju neuroblaste koji onda migriraju na mjesto
ozljede. Zbog toga mozak odrasle zebrice ima veliki potencijal za obnovu neurona endogenim

mati¢nim/progenitorskim  stanicama. Ono §to je trebalo istraziti jest kako te



mati¢ne/progenitorske stanice postanu proliferativne. Novija istrazivanja su pokazala da te
neuronske progenitroske stanice iz razliCitth regija imaju 1 razliitu sposobnost za
proliferaciju. U samoj migraciji progenitorskih stanica sudjeluje Notch signalni put (Ghosh i

.....

mnogo toga ostalo za objasniti.

Sljedece polje proucavanja je regeneracija aksona. Kod zebrice je dokazano da se otpicki
zivac i ledna mozdina mogu vrlo dobro regenerirati nakon operativnog zahvata ali rezultati su
varijabilni za razliCite vrste aksona. Pomocu istrazivanja temeljenih na proucavanju ponaSanja
zivotinje, Koja vjerno prikazuju regeneraciju aksona nakon ozljede, zakljuceno je da se opticki
zivac obnovi za 28-35 dana nakon ozljedivanja, a s optickim Zivcem povezani sinapticki
rearanzmani se potpuno obnove nakon 3 mjeseca. Regeneracija ledne mozdine traje 42 dana.
Nekoliko vanjskih i unutra$njih faktora se smatra bitnima u ovom procesu ali potrebna su
daljnja istrazivanja kako bi se njihove uloge bolje razluéile. Kod regeneracije mozdine
ependimo-radijalne glija stanice stvaraju mostove kako bi povezale razdijeljenu mozdinu.
Tokom tog procesa inhibitorne molekule poput nekih proteoglikana i inhibitornih molekula
povezanih s mijelinom, koje su normalno prisutne u sisavaca, se ne pojavljuju kod zebrice.
Umjesto toga faktori koji poticu rast aksona se snazno eksprimiraju npr. kontaktini, PO, L1
slicne molekule, GAP-43 i alfa-1 tubulin. Pravilno povezivanje aksona preko veéih
udaljenosti je takoder zanimljiva pojava vrijedna istrazivanja. Smatra se da putevi
degeneracije i ostale signalne molekule (kao prije spomenuti proteoglikani tenascin-R i
epirini) sudjeluju u tom navodenju, ali mehanizam je joS uvijek nerazjasnjen i zahtjeva daljnja
istrazivanja. Nedavno se provelo istraZivanje na posteriornom lateralnom linijskom Zivcu
kako bi se lakSe mogao pratiti proces regeneracije aksona. To istrazivanje je pokazalo da
regenerirajuci aksoni prate put koji su prethodno postavili originalni Ziv¢ani ogranci. Takoder
je otkriveno da faktori koji promoviraju regeneraciju, a inducirani su prvom ozljedom, kod

druge ozljede induciraju regeneraciju (Shi i sur. 2015).

Mreznica se nalazi u straznjem dijelu oka i relativno je jednostavan i pristupac¢an dio CNS-
a. Sastoji se od Sest vrsta ziv€anih stanica i jedne vrste glija stanica koje nalazimo u tri
razliCita gradivna sloja. Upravo zbog svoje jednostavnosti i lako¢e manipulacije mreznica
sluzi kao znaCajan eksperimentalni sistem za istrazivanje regeneracije CNS-a. Osteceni
neuroni su uzrok sljepila povezanog s bolestima mreznice poput makularne degeneracije,
retinitis pigmentoze i glaukoma. Zbog toga znanstvenici s posebnim interesom istrazuju

mreznicu na raznim modelima poput zebrice, ne bi li pronasli lijek za te ozbiljne bolesti.
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Nazalost sisavci nisu sposobni regenerirati mreznicu. Medutim, zebrice su sposobne zato i u
kombinaciji s modernim genetickim alatima ¢ine savrSeni modelni organizam za proucavanje
tog procesa. Pretpostavlja se da ¢e se znanje o regeneraciji mreznice kod zebrice uspjesno
moci prenijeti i na sisavce. Mullerove glija stanice se nalaze u mreznici, a njihove uloge su
komunikacija s neuronima, odrzavanje strukture mreznice i pracenje stani¢nog okolisa,
sudjelujuci tako u odrzavanju homeostaze i zastiti neurona. Millerove glija stanice na ozljedu
odgovaraju hipertrofijom i aktivacijom citoskeletnih gena npr. glijalnim fibrilarnim kiselim
proteinom (eng. glial fibrillary acidic protein, Gfap) i vimentinom. Rijetko se u sisavaca
Miillerove glija stanice dijele nakon ozljede mreznice, a kada se to dogodi obi¢no dolazi do
fibroze i stvaranja glijalnih oziljaka. Zanimljivo je da i u zebrice Mullerove glija stanice
odgovaraju na ozljedu hipertrofijom i stvaranjem Gfap proteina. Medutim, taj glijalni odgovor
je prac¢en dogadajem reprogramiranja koji dozvoljava Millerovim glija stanicama da poprime
svojstva retinalnih mati¢nih stanica. Kako Millerove glija stanice prelaze iz tipi¢nog glijalnog
odgovora u regenerativni odgovor jos nije razjaSnjeno, ali pretpostavlja se da bi to mogla biti
glavna razlika zbog koje je sposobnost regeneracije mreznice u riba bolja nego u sisavaca.
Promjena svojstva Millerovih glija stanica i poprimanje osobina mati¢nih stanica je povezana
s velikim promjenama u ekspresiji gena koje se moraju dogoditi prije same proliferacije i
regeneracije. Ove promjene u ekspresiji gena su popracene parcijalnim reprogramiranjem
cijelog genoma zebrice, a karakterizirano je promjenama u metilaciji DNA i aktivaciji gena
povezanih s multipotencijom. Reprogramirane jezgre migrairaju unutar stanice procesom koji
se naziva interkineticka jezgrina migracija. Posljedica toga procesa je asimetricna dioba,
takvom diobom nastaju retinalne progenitorske stanice koje imaju sposobnost regeneracije
svih bitnijih vrsta neurona u mreznici. Vaznost procesa interkineticke jezgrine migracije jo$
nije istrazivana ali moguce je da je glavni pokreta¢ zapravo promjena gradijenta raznih
kemijskih faktora koji utjeu na proliferaciju i diferencijaciju tih stanica kroz cijelu mreznicu
(Wan i Goldman 2016).

3.4 REGENERACIJA JETRE

Za razliku od dosad spomenutih organa, jetra se moze regenerirati kako kod zebrice tako i
kod sisavaca. Kada se misu ukloni 2/3 jetre ona je sposobna potpuno se regenerirati.

Medutim, potrebno je jo$ istrazivati kako bi se bolje razumjeli stani¢ni i molekularni
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mehanizmi tog procesa. Istrazivanja koja su narocito doprinijela napretku u razumijevanju tog
procesa su upravo radena na zebrici, pogotovo kada se radi o potencijalnim kemijskim
spojevima koji bi poticali regeneraciju jetre (Gemberling i sur. 2013). Postoji nekoliko
razli¢itih nacina ozljedivanja jetre koja se mogu Kkoristiti u istrazivanjima. Parcijalna
hepatektomija (eng. partial hepatectomy, PHX) tj. uklanjanje 2/3 jetre se najéesc¢e koristi kod
zebrice i taj model sugerira da kao snagu za regeneraciju jetra koristi hepatocite ostatka jetre
(Slika 3A). Signalni putovi i neki enzimi koji su poznati po ulozi u procesu regeneracije su
npr. topoizomeraza 2a, Wnt, Fgf, i Bmp. Nedavno se kemijskim pretrazivanjem zakljucilo da
prostaglandin E2 (PGE2) ima hepatoprotektivni u¢inak i da tako smanjuje oStecenje jetre, a ta
je funkcija posredovana interakcijom PEG2 i Wnt signalnog puta. Kada se odrasla ribica
nakon parcijalne hepatektomije tretira inhibitorom S-nitrozoglutationom, koji je zapravo
kemijski spoj nastao interakcijom dusikovog monoksida (NO) i glutationa (NO je poznata
signalna molekula u svim viS§im organizmima) dolazi do pojacane stani¢ne proliferacije i
regeneracije. Pronalazak PEG2 i NO signalne inetrakcije kod regeneracije jetre daje jednu
potpuno novu perspektivu za klini¢ko lijeCenje pacijenata. Da bi razumjeli regeneraciju jetre
kada su vecina ako ne 1 svi hepatociti izgubljeni znanstvenici su koristili metodu ozljedivanja
jetre pomocu ranije spomenutih NTR kazeta kako bi unistili hepatocite jo§ u stadiju li¢inke.
Ta istrazivanja su jasnije pokazala izvor i Kretanje novih hepatocita. Naime stanice zu¢nih
kanala i ukljucujuéi i velike kolangiocite mogu transdiferencirati u hepatocite i dati veliki
doprinos regeneraciji jetre nakon ekstremnog gubitka hepatocita (Slika 3B). Ovaj proces
zahtjeva Notch signalizaciju. Da li postoje i drugi izvori koji doprinose regeneraciji jetre,
pitanje je na koje tek treba odgovoriti. Sva ova istrazivanja otkrivaju moguénost koristenja
endogene stani¢ne transdiferencijacije kod lijeenja velikih oStecenja jetre kod sisavaca (Shi i

sur 2015).
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Slika 4. Shema dvaju modela regeneracije jetre kada se ona razlicito ozljedi (Shi i sur.
2015).

4. BUDUCNOST ISTRAZIVANJA

4.1 REDUCIRANI REGENERATIVNI POTENCIJAL U VISIH
KRALJEZNJAKA

Znanstvenike je oduvijek zanimalo zasto se regenerativni kapacitet opcenito Smanjio u
evolucijski mladim kraljeZnjacima, a pogotovo kapacitet organa kao §to su mozak, srce i
udovi. lako neki kljuéni faktori jo$ uvijek nisu razjasnjeni postoji nekoliko hipoteza
temeljenih na do sada prikupljenim informacijama. Jedna ideja se temelji na razlici u broju i
stanjima mati¢nih/progenitorskih stanica kod sisavaca i zebrice. Takoder je predloZeno da
zebrice imaju aktivne mati¢ne/progenitorske stanice u nekoliko organa i zato kroz cijeli Zivot
mogu rasti. U mozgu su im mati¢ne/progenitorske stanice Sire rasporedene, $to podrzava
regeneraciju kada je potrebno. Gubitak konstantnog svojstva rasta kod sisavaca je mozda
uzrokovan evolucijskom predno$éu smanjivanja rizika od tumorigeneze. 1z tog razloga postoji

stroga kontrola proliferacije stanica S§to istovremeno zna¢i smanjenu regenerativnu
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sposobnost. Jos jedno objasnjenje je nedostatak oziljaka kod zebrica. Oziljci sisavcima sluze
za zatvaranje rana i1 sprjeCavanje nastanka daljnjeg oStecenja. Medutim oziljak stvara
nepovoljan okoli§ za regeneraciju organa jer postoji visak granuliranog tkiva i neorganiziranih
kolagenskih naslaga u tkivu oziljka. I drugi vanjski okoli$ni faktori ukljucujuéi i
ekstracelularni matriks bi mogli biti odgovorni. Primjerice kod pacijenata s kroni¢nim
zatajenjem jetre i fibrozom prekomjerna akumulacija proteina ekstracelularnog matriksa
znacajno smanjuje proliferativni kapacitet hepatocita sto rezultira visokom stopom smrtnosti.
Sli¢no tome, smanjena obnova aksona moze biti uzrokovana nepovoljnim okoliSem za rast
koji sadrzi komponente ekstracelularnog matriksa koji inhibiraju rast kao S§to su neki
proteoglikani i molekule koji inhibiraju rast, a produkt su mijelina ili mijelinskih ostataka.
Stani¢ni unutrasnji mehanizmi koji reguliraju plasti¢nost stanice bi mogli takoder utjecati na
regeneraciju, a kona¢ni utjecaj bi mogao ovisiti o kombinaciji unutrasnjih i vanjskih faktora.
Kako bi doznali vise 0 samim mehanizmima potrebno je provesti detaljna i iscrpna

istrazivanja (Shi i sur. 2015).

4.2 RAZLICITA REGULACIJA RAZVOJA ORGANIZMA |
REGENERACIJE

Je li regeneracija rekapitulacija ontogeneze? To je kontroverzno pitanje na koje jo§ treba
pronaci pravi odgovor. Iako nekoliko molekularnih mreZa signalnih puteva, posebice Wnt,
Notch, Hh i Bmp igraju nezamjenjive uloge u razvoju i u regeneraciji, veliki broj novijih
istrazivanja ipak pronalazi razlike u tim procesima. Primjerice uloga gata3 kod zacjeljenja
ubodne rane telencefalona i kod ozljede repne peraje te specifi¢na ekspresija KLF6/7 kod
obnove aksona nisu prisutni u organogenezi tih organa. Postoje li posebne molekule
esencijalne za regeneraciju pitanje je na koje je prijeko potrebno odgovoriti kako bi bolje

razumjeli proces regeneracije (Shi i sur. 2015).
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4.3 ULOGA UPALE | MIJELOIDNIH STANICA (MAKROFAGA) U
REGENERACUI

U proSlosti se mislilo da ozljedom inducirana akutna upala utjeCe negativho na
regeneraciju. Medutim taj stav je osporen novijim radom Nikosa Kuvristisa i suradnika, koji je
dokazao da akutna upala potrebna za dovoljan porast proliferacije neuralnih progenitorskih
stanica i neurogenezu koja slijedi u odraslih jedinki zebrica nakon ozljede mozga. Upalom
induciran cisteinil leukotrienski signalni put je klju¢an u tom procesu. Rezultati ovog
istrazivanja nalazu da se preispita uloga upalnog procesa u regeneraciji. Uloga leukocita
postala je zanimljiva tema istraziva¢ima koji se bave regeneracijom. Smatralo se da neutrofili
ne utjeCu toliko ili ¢ak sprjeavaju regeneraciju, iako su neka istrazivanja pokazala da mogu
promicati regeneraciju aksona u optickom zivcu nakon ozljede pomocu jake ekspresije
onkomodulina. Makrofagi su se puno vise proucavali kao potencijalni faktori u regeneraciji.
Istrazivanja su pokazala da makrofagi, pogotovo M2 makrofag, stvaraju regenerativne oziljke
nakon ozljede. Nedavno su se istrazile funkcije makrofaga i neutrofila u regeneraciji organa u
zebrice. Ta istraZivanja su pokazala da neutrofili negativno utjeCu na regeneraciju peraje.

Medutim, makrofagi pozitivno utje€u na regeneraciju peraja nakon amputacije kod li¢inaka i

kod odraslih (Shi i sur. 2015).

5. ZAKLJUCCI I PERSPEKTIVE

Zebrice imaju prednost nad ostalim modelima kraljeznjaka kod proucavanja regeneracije
zbog relativne lakoée uzgoja i raznolikosti faktora kojima se moze manipulirati. Potpuno
iskoriStavanje svih novih tehnologija na zebrici ¢e pojacati osnove za istrazivanja
regeneracije. Jedan nedostatak zebrice kao modelnog organizma je bila nemogucnost
stvaranja uvjetnih loss-of-function alela. U posljednjih nekoliko godina nukleaze cinkovih
prstiju i novije transkripcijskim faktorima sli¢ne efektorske nukleaze (eng. transcription
activator-like effector nucleases, TALEN) i CRISPR-Cas sistemi su pomogli usmjerenoj
mutagenezi. Nedavno je opisan sustav koji omoguéuje indukciju mjesno specificne
homologne rekombinacije u embrijima zebrice koriste¢ci TALEN. Dvolancani lomovi DNA

omogucuju inkorporaciju injiciranih kratkih DNA oligotidnih sekvenci niskom frekvencijom
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u somatskim i u germinativnim stanicama. KoriStenjem ove tehnologije stvorene su uvjetne
knock-out mutacije alela insercijom dva kompatibilna loxP mjesta ciljajuéi gen od interesa.
Upravo ovo omogucuje proucavanje tkivno specificnih individualnih genskih produkata
tokom regeneracije (Gemberling i sur. 2013). No to je tek pocetak price, ostaje jo§ puno

prostora za napredak i razvoj tih metoda.

Razumijevanje stani¢nih i molekularnih mehanizama regeneracije organa je kljucno za
razvoj novih terapijskih modela nakon ozljeda i1 oSteCenja organa. Znacajan napredak je
napravljen opseznim istrazivanjima koriste¢i razne modelne organizme. Medutim, joS smo
daleko od potpunog i dubokog razumijevanja. Snazni regenerativni kapacitet zebrice u
kombinaciji s nekoliko jedinstvenih prednosti tog modelnog organizma znacajno doprinosi
istrazivanjima na ovom podrucju. Daljnja istrazivanja ¢e proSiriti naSe znanje i napokon
omoguciti ljudima razvoj metoda koje bi mogle inducirati endogeni potencijal stanica da
regeneriraju oSte¢eni organ nakon ozljede. Korak blize tome nas vode i nova metodoloska
postignuca, npr. prije spomenute TALEN i CRISPR/cas9 metode. Mozemo ocekivati da ¢e se

mehanizmi regeneracije organa potpuno razotkriti i razumjeti u buduénosti.
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7. SAZETAK

Ograniceni regenerativni kapacitet nekoliko organa u sisavaca, kao §to su sredisSnji ziv€ani
sustav, srce 1 udovi ¢ine lijecenje teskih bolesti vrlo teskim. Zato je razumijevanje stanicnih i
molekulanih mehanizama regeneracije organa od velikog znanstvenog i klinickog interesa.
Veliki napredak je ve¢ napravljen nakon iscrpnih istrazivanja napravljenih pomocu razlicitih
modelnih organizama. Nazalost jo§ nam nedostaje znanja kako bi dostigli zadani cilj.
Nedavno je zebrica postala popularni modelni organizam za regeneraciju. Razlog tomu je
njezin veliki regenerativni kapacitet, posebno onih organa koji se slabo regeneriraju u
sisavaca. Osim toga imaju jo§ neke karakteristike koje su zgodne za istrazivanje regeneracije
organa. Ovaj rad je osvrt na dosadasnji napredak na podruciju regeneracije organa zebrice,
posebno regeneracije peraje, srca, CNS-a i jetre. Takoder se diskutiraju razlozi zbog kojih je
regenerativni kapacitet kraljeznjaka smanjen, uloge upalnog procesa tokom regeneracije i

razlike izmedu organogeneze i ontogeneze.

8. SUMMARY

The limited regenerative capacity of several organs, such as central nervous system
(CNS), heart and limb in mammals makes related major diseases quite difficult to recover.
Therefore, knowledge of the cellular and molecular mechanisms underlying organ
regeneration is of great scientific and clinical interests. Tremendous progression has already
been made after extensive investigations using several model organisms for decades.
Unfortunately, distance to the final achievement of the goal still remains. Recently, zebrafish
became a popular model organism for the deep understanding of regeneration based on its
powerful regenerative capacity, in particular the organs that are limitedly regenerated in
mammals. Additionally, zebrafish are endowed with other advantages good for the study of
organ regeneration. This review summarizes the recent progress in the study of zebrafish
organ regeneration, in particular regeneration of fin, heart, CNS, and liver. There are also
discussions about reasons of the reduced regenerative capacity in higher vertebrates, the roles
of inflammation during regeneration, and the difference between organogenesis and

regeneration.
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