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1. UvOD

Pojam himera najcesce podsjeca na cudovisno bice porijeklom iz anticke grcke mitologije
koje ima zmijski rep, tijelo koze i glavu lava iz koje izlazi plamen vatre. Medutim, himerizam kao
pojam u danas$njoj znanosti ne povezuje se sa spomenutom povijesnom abominacijom (SUCHY i
NAKAUCHI, 2017.). Znanost definira himeru kao organizam ili tkivo sastavljeno od barem dvije
genetski razli¢ite populacije stanica porijeklom od razli¢itih zigota (TIPPETT, 1983.). Ovaj se
pojam treba razlikovati od hibrida koji predstavljaju potomstvo nastalo prirodnom reprodukcijom
medu zivotinjama razli¢itih vrsta te mozaika, organizama koje posjeduju genetski razlicite stanice

porijeklom od iste zigote (WU i sur., 2016.).

Himerizam moze biti unutar iste vrste (intraspecies), gdje himeru predstavlja organizam
porijeklom od genetski razli¢itih, ali istovrsnih zigota (DEVOLDER i sur., 2021.). Takav oblik
himerizma dogada se gotovo uvijek prirodnim odnosno spontanim putem, a zabiljezen je kod
brojnih zivotinjskih vrsta ukljucujuéi i ovjeka. Unutar te kategorije Cesto se javljaju prirodni
sluc¢ajevi tzv. mikrohimerizma, kada dvojajcani blizanci u maternici dijele maj¢in dotok krvi te su
samim time djelomi¢ne himere, kao i njihova majka, zbog prisustva stanica razli¢itog genotipa od
svoga (SUCHY i NAKAUCHI, 2017.). U ovaj tip himerizma takoder spadaju slucajevi obi¢ne
transfuzije krvi te transplantacije organa gdje u organizam ulaze stanice razli¢itog porijekla i
genotipa. Osim djelomi¢nih himera postoje i sistemske himere koje nastaju fuzijom embrija
tijekom ranog razvoja rezultirajué¢i jednim organizmom koji u sebi sadrzi razliCite stanice
ravnomjerno rasprostranjene kroz sva tkiva (SUCHY i NAKAUCHY, 2017.). U prirodi, postoje
mnogobrojni slucajevi himerizma nastalog spontano kao npr. zebrina trava (lat. Miscanthus
sinensis 'Zebrinus') te himerizma nastalog evolucijom gdje je glavni predstavnik zapravo sami
covjek (VADAKKE MADATHIL i CHAUDHRY, 2020.).

Druga kategorija u glavnoj podjeli himerizma meduvrsni je himerizam (interspecies) koji
predstavlja organizam koji u sebi sadrzi genetski razlicite stanice nastale od zigota porijeklom od
razli¢itin vrsta (SUCHY i NAKAUCHI, 2017.). Ovaj je oblik himerizma u cijelosti ljudski
induciran, a svoju svrhu pronalazi u potencijalnom lije¢enju brojnih ljudskih bolesti s posebnim

naglaskom na ljudsko-zivotinjskim himerama. Samim time, otvorena su vrata velikom broju



istrazivanja u podrucju biomedicine koja ukljucuju proucavanja mehanizama tumora, bolesti jetre,
razvoja ljudskih Ziv¢anih stanica te neurodegenerativnih poremecaja na zivotinjskim modelima
(DEVOLDER i sur., 2021.). Himerizam potencijalno omogucuje stvaranje ljudskih organa i tkiva
unutar zivotinjskog organizma ¢ime bi doSlo do velikog napretka na podruc¢ju medicine
omogucujuci transplantaciju organa te poboljsavanje kvalitete ljudskog zivota. Medutim, uz brojne
prednosti nadolaze i mnoga eticka pitanja kao moralnost koriStenja ljudskih zametaka,
zanemarivanje dobrobiti zivotinja te dobrobiti visih primata (osobito ¢impanza), potencijal
humaniziranih ljudsko-zivotinjskih himera te njihov status, kao i potencijalna moguénost
reprodukcije (KOPLIN, 2019.).

S obzirom na slabu istraZzenost ovoga podruéja u svijetu, a pogotovo u hrvatskoj
veterinarskoj i humanoj medicini, cilj ovoga diplomskog rada je pribliziti i detaljnije iznijeti §to
zapravo znac¢i himerizam, objasniti nacine na koje se o¢ituje u okolini te pokusati pobliZe istraziti
uzroke i mehanizme nastanka. S posebnim naglaskom na meduvrsni himerizam, glavni je cilj
ovoga rada pribliziti taj pojam hrvatskoj publici u podru¢ju biomedicine te objasniti potencijalni
znacaj koje ono donosi. Uz brojne prednosti, u radu ¢e se obraditi i niz eti¢kih pitanja koja su usko

povezana s ovim pojmom.



2. ISTOVRSNI HIMERIZAM (intraspecies)
2.1. MIKROHIMERIZAM

Prisutnost stanica placente, porijeklom od fetusa, u majéinom krvotoku uzrokuju stanje
poznato pod nazivom mikrohimerizam. S obzirom na to da himera oznacava jedinku koja
posjeduje stanice s dva ili viSe razli¢ita genotipa porijeklom od razli¢itih zigota, majka i
plodovi koje nosi postaju privremene himere zajedno sa zivotinjama/osobama koje primaju
transfuziju krvi ili transplantirani organ (VADAKKE MADATHIL i CHAUDHRY, 2020.).

Otkrice da placenta posjeduje Sirok spektar stanica s velikim regenerativnim
potencijalom uvelike utjece na smjer istrazivanja matic¢nih stanica u puno veéem opsegu od
dosad poznatih uloga koje su imale u razvoju fetusa (VADAKKE MADATHIL i
CHAUDHRY, 2020.). Istrazivanjima na miSevima i ljudima i dalje nije otkriveno kojim to¢no
mehanizmima stanice prolaze kroz decidualne stanice maternice, ali zato je utvrdena njihova
pozitivna uloga u uspostavljanju fetalnog imuniteta te stvaranju tolerancije majéinog
organizma na strane stanice u vlastitom krvotoku. Ovo otkrice posebno je vazno u vezi s
nenaslijedenim maternalnim antigenima i njihovom trajanju do odrasle dobi te indukciji

tolerancije povezane s odbacivanjem transplantiranih organa. (MOLD i sur., 2008.).

Uz brojne pozitivne uloge, rezultati istrazivanja provedenih u humanoj medicini otkrila
su njihovu vrlo vjerojatnu povezanost s nastankom brojnih autoimunih bolesti, ukljucujuci
sistemski eritemski lupus (SLE) (KOWALZICH i sur., 2005.). Ovo je otkri¢e podijelilo pojavu
mikrohimerizma na "dobar" i "lo§" himerizam u kontekstu uloge koje fetalno-maternalne
stanice imaju na oba organizma (VADAKKE MADATHIL i CHAUDHRY, 2020.).

Istrazivanja su dokazala prisustvo fetalnih mikrohimeri¢nih stanica u razliitim
organima majke, uklju¢uju¢i mozak, jetru, pluca, srce, bubrege, kozu te koStanu srz
(VADAKKE MADATHIL i CHAUDHRY, 2020.). Na mi$jem modelu dokazana je migracija
fetalnih placentalnih stanica u ozlijedena podrucja maternalnog src¢anog tkiva te njihovu
diferencijaciju u spontano kucajué¢e kardiomiocite, endotelne stanice te stanice glatkog
misi¢nog tkiva (KARA isur., 2012.). Stanice izolirane iz placenti primjenjene su intravenozno
muskim miSevima s ozljedom sr¢anog tkiva kod kojih je uo¢ena migracija himeri¢nih stanica

u ozlijedena podrucja s pritom poboljSanom sr¢anom funkcijom. Takoder, zabiljezena je
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diferencijacija fetalnih mikrohimeri¢nih stanica u limfocite, hepatocite te neurone. Svoju
multipotenciju fetalne mikrohimeri¢ne stanice pokazale su in vivo i in vitro (VADAKKE
MADATHIL i CHAUDHRY, 2020.).

Puno je ¢eSc¢a pojava fetalnih stanica u maj¢inom krvotoku (eng. fetal microchimerism
(FMC)) nego u suprotnoj situaciji gdje se maternalne stanice nalaze u fetalnom krvotoku (eng.
maternal microchimerism (MMC)) (VADAKKE MADATHIL | CHAUDHRY, 2020.).
Dokazano je perzistiranje maternalnih stanica u organizmu fetusa do 40 godina 1 vise (ZHOU
i sur., 2000.), a fetalnih stanica u maj¢inom krvotoku do 27 godina postpartum (BIANCHI i
sur., 1996.).

Ove stanice pokazale su sva svojstva mati¢nih stanica zametka s dodatnim ulogama u
rastu, prezivljavanju te ulozi u imunoloskom sustavu. Bez obzira na nedovoljnu istrazenost
funkcija koje ove multipotentne stanice posjeduju, vidljiv je velik potencijal za napredak u

regenerativnoj veterinarskoj i humanoj medicini.

2.2. DOSAD PRIJAVLJENI SLUCAJEVI

Slucajevi himerizma kod jedinki iste vrste do sada su prijavljeni kod macaka, miSeva,
koza, tvorova, pasa, konja 1 ljudi, od kojih su istraZzivanja radena naj¢e$¢e na mackama i psima
koji imaju atipi¢nu boju krzna pasmine kojoj pripadaju (JARAUD i sur., 2020.). Najéesce je
rije¢ o samoinicijativnom upitu uzgajivac¢a o obavljanju pretraga zbog nepoznate etiologije

takvog fenotipa, neizvjesnosti daljnje mogucnosti rasplodivanja te same vrijednosti zivotinje.

Istrazivanja na doma¢im mackama 1 psima s neobi¢nom bojom krzna dovela su do
zakljucka da, uz moguce druge uzroke, moze biti rije¢ 0 himerama. Naime, kod muzjaka macke
sa Sarenom bojom krzna, tzv. bojom kornjacevine, gdje se crvena boja dlake mijesa s ostalim
tipicnim bojama krzna, najveca je mogucnost da se pronade himeri¢na jedinka. Razlog toga
prisustvo je lokusa na X kromosomu koji nosi gen za narancastu boju dlake. Neki drugi razlozi

nastanka takvog krzna mogu biti aneuploidija ograni¢ena na spolne kromosome (XXY) ili



kombinirane uklju¢enosti autosoma i genosoma. Muzjaci s ovakvom bojom krzna obi¢no su

sterilni osim ako je rije¢ o himerama s normalnim kariotipom (38,XY) (JARAUD i sur., 2020.).

Nedavno je, 2020. godine, metodom DNK profiliranja potvrden slu¢aj himerizma kod
zenke macke perzijske pasmine gdje je krzno te jedinke prikazivalo neobi¢an fenotip od crne
boje krzna s podruéjima sive i bijele boje koji se zadrzao i kroz odraslu dob. Uzorak za pretragu
bila je krv, dlaka s korijenom te bris bukalne sluznice, a rezultati istrazivanja otkrili su
homozigotnost stanica sive boje dlake te heterozigotnost krvnih stanica te stanica crne dlake.
Svi podatci dobiveni istrazivanjem ukazivali su na slu¢aj prirodnog himerizma, a u prilog je
iSla i plodnost jedinke ¢ime je isklju¢ena aneuploidija, a kasnije i mozaicizam (JARAUD i sur.,
2020.).

(b)

Slika 1. Prikaz neobi¢nog fenotipa krzna kod zenke macke perzijske pasmine kod koje je
dokazan himerizam. (a) Macka u dobi od 4 tjedna starosti. (b) Ista jedinka u dobi od 7
mjeseci starosti (JARAUD i sur., 2020.).

DREGER i SCHMUTZ slican su slucaj opisali 2012. godine kada je uzgajivac labrador
retrivera zatrazio da se istrazivanje napravi na njegovom zenskom $tenetu koje je imalo fenotip
krzna nespecifi¢an toj pasmini. Krzno $teneta bilo je prosarano bijelom, zutom i crnom bojom
u nepravilnim uzorcima. Uzorci su uzeti jednako kao i u prethodno navedenom slucaju, a

rezultati istrazivanja otkrili su dva razlicita genotipa u uzorku dlake crne boje, dok su uzorak



zute dlake te obrisak bukalne sluznice imali uobicajen, zajednicki genotip. Iskljucivsi
moguénost mozaicizma, donesen je zakljucak da je rije¢ o himeri. Negativan rezultat dobiven
je koris$tenjem primera za Y kromosom u sva tri uzorka upucéujuci na teoriju da je ova himeri¢na

jedinka nastala fuzijom dvaju zenskih zigota (XX) te da ¢e najvjerojatnije biti plodna.

Slika 2. Prikaz neobi¢nog fenotipa krzna Zenskog Steneta labrador retriver pasmine u dobi od

(a) 1 dana, (b) 6 mjeseci, te (c) s ostatkom legla (DREGER i SCHMUTZ, 2012.).



Prijavljeni sluc¢ajevi dvospolnih odnosno heteroseksualnih himera (XX/XY) kod pasa
jako su rijetki iako sacinjavaju 50% slucajeva himerizma kod pasa, dok preostali postotak ¢ine

normalne, istospolne himere (XX/XX, XY/XY) (DREGER i SCHMUTZ, 2012.).

Uz navedeno, ovakvi slu¢ajevi himerizma, kod kojeg je napravljeno istrazivanje, samo
su oni koji naocigled imaju neobi¢nu i nekarakteristi¢nu boju krzna, dok kod mnogih pasmina
postoje razne varijacije boja sto povecava vjerojatnost da ima mnogo vise slucajeva prirodnog,

istovrsnog himerizma nego §to je prijavljeno i poznato.

IstraZzivanjem provedenim na ovim dvjema jedinkama moze se donijeti zakljucak da je
himerizam moguce otkriti i dijagnosticirati analizom polimorfizma jednog nukleotida (eng.
single nucleotide polymorphism (SNP)) koriste¢i se PCR metodom (eng. polymerase chain
reaction) namijenjenu genima za uobi¢ajenu boju krzna (DREGER i SCHMUTZ, 2012.).

2.3. TEORIJE NASTANKA

McNAMARA i sur. (2016.) postavili su tri teorije nastanka himeri¢nih jedinki koje su
temeljene istrazivanjem na ljudskim modelima. Prvi spomen himeri¢nih jedinki kod ljudi
zabiljezen je jos 1976. godine (ROBINSON i sur., 1976.), a opisan je kod blizanaca s

monokorionskom dizigotnom placentacijom (eng. monochorionic dizygotic, MCDZ).

1. PLACENTALNE ANASTOMOZE KOJE DOPUSTAJU RANI PRIJENOS
GENETSKOG MATERIJALA
Sindrom feto-fetalne transfuzije (eng. twin to twin transfusion syndrome, TTTS)
patologija je karakteristicna za monokorionsku blizanacku trudnocu i njihovu zajedni¢ku
cirkulaciju (PELMIS, 2017.). Kroz anastomoze krvnih Zila posteljice dolazi do
kontinuirane izmjene krvi izmedu blizanaca te ih time ¢ini himerama. Medutim, potrebno

je naglasiti da je blizanac primatelj (eng. recipient twin) u puno ve¢oj mjeri himeri¢an od



blizanca davatelja (eng. donor twin) (UMSTAD i sur., 2012.). Uz to, uzrokom tkivnog
himerizma smatra se migracija himeri¢nih hematopoetskih mati¢nih stanica i njihova
posljedicna ektopi¢na diferencijacija (FUMOTO i sur.,, 2014.). Tome u prilog,
istrazivanjima je otkivena perzistencija himerizma kod blizanaca nakon selektivne laserske

fotokoagulacije placentalnih anastomoza (ASSAF i sur., 2010.).

FUZIJA DIJELOVA PORIJEKLOM OD DVIJE GENETSKI RAZLICITE ZIGOTE
Postoji moguénost spajanja koriona u stadijima rane trudnoce S posljedi¢nom
degeneracijom tkiva (NYLANDER i OSUNKOYA, 1970.). Preimplantacijski moze doci
do spajanja trofoblasta, a in vitro i do spajanja embrija (TARKOWSKI i WOJEWODZKA,
1982.). Blizanci s monokorionskom dizigotnom placentacijom puno su ¢es¢i kod slucajeva
trudno¢e nastale koriStenjem tehnologije potpomognute reprodukcije (eng. assisted
reproductive tehnologies, ART). Remecenjem integriteta zone pellucide prilikom
potpomognutog izlijeganja zametka (eng. assisted hatching) te prijenosom veceg broja
embrija koji se nalaze prostorno blizu, embriji se izlazu vecoj vjerojatnosti spajanja te

posljedi¢cnom nastanku spomenutog sindroma (WILLIAMS i sur., 2004.).

. OPLODNJA BIOVULARNIH FOLIKULA

To su folikuli u kojima se nalaze dvije oocite unutar jedne zone pellucide
(McNAMARA i sur., 2016.). Ovakav tip folikula uocen je istraZzivanjem na zenama ¢ija je
ovulacija inducirana koriStenjem gonadotropina (PAPADAKI, 1978.). Oplodnja
biovularnih folikula postignuta je in vitro, medutim nije opisana mogucnost nastavka s
daljnjom trudno¢om (VAN DE LEUR i ZEILMAKER, 1990.).



FIGURE 3
Models of chimeric twinning




Slika 3. (Lijevo) Prikaz druge teorije nastanka himeric¢nih jedinki koja zagovara preimplantacijsko
spajanje trofoblasta dvije genetski razliCite zigote. (Desno) Prikaz trece teorije koja ukljucuje
oplodnju biovularnih folikula u kojem se nalaze dvije oocite unutar jedne zone pellucide. U obje

teorije fuzija se moze dogoditi i postimplantacijski (MCNAMARA i sur., 2016.).

2.4. OSTALE SLICNE PATOLOGIJE BLIZANSTVA

1. BLIZANCI POLARNOG TIJELA

Polarno tijelo je mali, stani¢ni nusproizvod porijeklom od mejoticke diobe oocite. U
prirodnom tijeku, apoptoza polarnog tijela nastupa u razdoblju unutar 17-24 sata od nastanka
ostavljajuéi fragmente unutar zone pellucide (SCHMERLER i WESSEL, 2011.). Smatra se da
ova patologija nastaje oplodnjom prvog ili drugog polarnog tijela s dva razli¢ita spermija. Ovu
teoriju podupire istrazivanje provedeno na monokorionskim blizancima od kojih je muski
blizanac imao normalan (XY) kariotip, a Zenski, akardija¢ni blizanac, triplodni (XXX)
kariotip. (BIEBER i sur., 1981.).

2. HIDATIFORMNA MOLA S POSTOJECIM BLIZANCEM

Visestruka gravidnost s kompletnom hidatiformnom molom (eng. complete hydatiform
mole, CHM) te istodobno zivim blizancom (eng. coexisting live fetus, CLF) karakterizirana je
postojanjem fetusa s normalnim kariotipom, anatomijom te placentacijom uz molarnu
sastojnicu, bez ikakvih fetalnih dijelova, te placentu koja ima diploidne, o¢eve kromosome. Uz
to, ultrazvuc¢nim pregledom, vidljiv je samo slu¢aj CHM-a (CANDELIER, 2015.). Inace,
hidatiformna mola naziv je za gestacijsko trofoblasti¢ni poremecaj koji nastaje patoloskom
oplodnjom koje dovodi do kromosomskih abnormalnosti (McNAMARA i sur., 2016.). Postoji
kompletna i parcijalna hidatiformna mola, od kojih kompletna predstavlja oplodnju u kojoj je
spermij udvostrucio svoju DNK te takva stanica ima diploidni broj kromosoma, svi podrijetlom
od oca. Parcijalna mola nastaje kada jajnu stanicu oplode dva spermija rezultirajuci
triploidnoséu (CANDELIER, 2015.). Ovi se slucajevi trebaju diferencijalno dijagnosticki
isklju¢iti od CHM-CFL sindroma. U povijesti, vecina sluCajeva spomenute patologije

rezultirala je spontanim pobacajem (MCNAMARA i sur., 2016.).
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3. NESTAJUCI BLIZANCI (eng. vanishing twin syndrome, VTS)

Predstavlja viseplodnu gravidnost sa spontanim gubitkom zametka ili fetusa u prva tri
mjeseca. Smatra se da je VTS sindrom nedovoljno prijavljivan u blizanackoj gravidnosti
(SPENCER i sur., 2010.), a stopa pojavljivanja visa je kod slucajeva s potpomognutom
oplodnjom (LA SALA i sur., 2006.).

4. PAPIRUSNA MUMIFIKACIJA PLODA (lat. fetus papiraceus; mumificatio foeti)

Ovaj pojam odnosi se na mumifikaciju fetusa u viSeplodnoj gravidnosti bez posljedica
na ostale, Zivuée plodove. Mumifikacija nastaje ako plodovi uginu u kasnijem stadiju
gravidnosti, nakon S§to je pocela osifikacija kostiju, uz ostanak ploda u maternici
(SAMARDZIJA i DOBRANIC, 2012.). Dolazi do resorpcije plodne vode te tjelesne i tkivne

tekucine ploda, a plodne ovojnice smeZuraju se 1 isuSe te posljedi¢no slie papirusu.

Mumifikacija plodova vrlo je Cest poremecaj odrzavanja gravidnosti u krmaca i
nazimica, kao i goveda, kod kojih se pojavljuje ¢esée nego kod ostalih vrsta domacih zivotinja
(SAMARDZIJA i DOBRANIC, 2012.). Etiologija nije u potpunosti razjasnjena, a smatra se
da je najcesce posljedica virusnih infekcija poput reprodukcijskog i respiratornog sindroma
svinja (RRSS) te bolesti Aujezskog. Pretpostavlja se da uzroci ovog poremecaja mogu biti i
genetski Cinitelji, torzija ili kompresija pupkovine zajedno uz hormonalne nepravilnosti. U
krmaca i nazimica najéeS¢e nema nikakvih vanjskih znakova, a plotkinje mogu mumificirani
plod nositi od tri mjeseca pa ¢ak do dvije godine. Dijagnoza se najcesce otkriva tek tijekom
porodaja kad se mumificirani plodovi mogu na¢i medu Zivima, medutim nije rijetko ni
postavljanje dijagnoze rektalnom pretragom plotkinje zbog produljenog trajanja gravidnosti.
Lijeci se izazivanjem pobacaja mumificiranog ploda, a prognoza daljnje rasplodne sposobnosti

plotkinje najéesée je povoljna (SAMARDZIJA i DOBRANIC, 2012.).

U humanoj medicini prijavljeni su slucajevi kod monokorionskih i dikorionskih
blizanaca te viSeplodne gravidnosti. Smatra se da nastaje zbog tromboembolije kod
monokorionskih te placentalne ishemije kod dikorionskih (McNAMARA i sur., 2016.).
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5. PARAZITSKO BLIZANSTVO (eng. fetus in fetu)

Odnosi se na postojanje jednog ili vise djelomi¢no razvijenih fetusa smjeStenih u
cijelosti na tijelu normalno razvijenog fetusa. Ovakvi slucajevi iznimno su rijetki
(McNAMARA i sur., 2016.). Dugo vremena smatralo se da je rije¢ o dobro razvijenom
teratomu, medutim prisustvo kraljezaka s prikladno organiziranim udovima i organima
usmjerilo je istrazivanje u smjeru parazitskog blizanstva pritom ne isklju¢iv§i povezanost
nastanka ove patologije s nastankom teratoma. Uzrok ovog oblika parazitizma lezi u
perzistentnim anastomozama vitelinog krvotoka koje su dovele do apsorpcije jednog fetusa
unutar drugog tijekom ventralnog preklapanja trilaminarnog embionskog diska (GEORGE i
sur., 1983).
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3. MEDUVRSNI HIMERIZAM (interspecies)
3.1. OSNOVNI POIJMOVI

Kao $to je ve¢ poznato, meduvrsni himerizam opisuje postojanje jedinstvenog organizma
koji u sebi sadrzi genetski razli¢ite stanice nastale od zigota porijeklom od razli¢itih vrsta (SUCHY
i NAKAUCHI, 2017.). S obzirom na to da je nastanak ovakvih jedinki ljudski induciran,
spomenuti tip himerizma pripada arteficijalnom, odnosno umjetnom himerizmu. Prije svega,

potrebno je istaknuti nekoliko pojmova vezanih uz stvaranje ovog tipa himeri¢nih jedinki.

Primarne ili embrionalne himere nastaju u slucaju inicijacije himerizma u ranoj fazi
embriogeneze, Cesto rezultirajuc¢i sistemskim himerizmom (SUCHY i NAKAUCHI, 2017.).
Unutar ovih jedinki, razli¢ite populacije stanica postoje od iznimno rane faze razvoja, moguée ¢ak
od oplodnje (McLAREN i BOWMAN, 1969.). Bitno je naglasiti da primateljske stanice, kao ni
davateljske, nisu jos prosle kroz proces diferencijacije (MASCETTI i PEDERSEN, 2016.). Inace,
primarne su himere formirane stapanjem izoliranih blastomera, porijeklom od najmanje dva
embrija, agregacijom dva ili viSe rano odcijepljena embrija ili transplantacijom matic¢nih stanica
unutar zone pellucide (ili u Supljinu blastociste preimplantacijskog embrija) (MASCETTI i
PEDERSEN, 2016.). Uz primarne, bitno je naglasiti postojanje sekundarnih himera koje
predstavljaju organizme cije je tkivo porijekla od dva ili vise odrasla pojedinca, ili od embrija kod
kojih je razdoblje organogeneze ve¢ pocelo (MCLAREN i BOWMAN, 1969.). Posljedi¢no tome,
sekundarni je himerizam vecinski ogranic¢en na jedno ili vise ve¢ diferenciranih tkiva (MASCETTI
i PEDERSEN, 2016.).

Uz spomenutu podjelu, bitno je istaknuti razli¢itosti medu heterotopi¢nim i ortotopi¢nim,
kao 1 heterokroni¢nim i izokroni¢nim himerama. Ortotopi¢ne himere dobivene su transplantacijom
stanica davatelja njihovoj tkivno srodnoj lokaciji kod primatelja, gdje ¢e moéi sudjelovati u
prirodnim procesima razvoja uz prikladnu organizaciju tkiva domacina (WU i sur., 2016.). Kao
primjer, moze se uzeti transplantacija donorskih hepatocita u jetru primatelja. Heterotopicne
himere nastaju u slucaju diferencijacije ili integracije stanica davatelja na razli¢ito mjesto u
organizmu primatelja tj. domacina (WU i sur., 2016.). Primjer za potonje opisuje transplantacija
donorskih B-stanica gusterace u jetru primatelja. Izokroni¢ne jedinke nastaju u slucaju kada su

davateljske stanice preneSene u organizam domacina u vrijeme sukladno vremenu razvoja doti¢nih
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stanica in vivo porijekla, dok u suprotnom slucaju nastaje heterokroni¢na himera (WU i sur.,
2016.).

3.2. METODE STVARANJA
3.2.1. PRIMARNE EMBRIONALNE STANICE

Prve sistemske himere kod sisavaca nastale su stapanjem primarnih stanica porijeklom
od embrija (SUCHY i NAKAUCHI, 2017.). Agregacija morula metoda je u kojoj se dvije ili
viSe morula, bez pripadajuc¢ih zona pellucida, spajaju in vitro. Posljedi¢no tome, spojene
morule tvore himeri¢nu blastocistu (TARKOWSKI 1961.). Postoje Cetiri tehnike agregacije od
kojih prvu predstavlja agregacija dva diplodna embrija (Sandwich Aggregation) (PLUCK i
KLASEN, 2009.). Ova tehnika koristi se za spajanje dva genetski identi¢éna embrija kao i dva
embrija s razli¢itim genotipovima. Nakon stavljanja dvije genetski razli¢ite morule, bez
pripadajuéih zona pellucida, zajedno u udubljenje stani¢ne kulture u laboratorijskoj zdjelici,
ostavljaju se preko noéi tijekom koje se odvija agregacija te nastaje blastocista (PLUCK i
KLASEN, 2009.). Kao takva, moze se prenijeti u organizam pseudogravidne zenke miSa kako
bi se omoguéio in Vvivo razvoj himeri¢ne jedinke. Drugu tehniku predstavlja agregacija
diploidnih embrija i embrionalnih mati¢nih stanica u kojoj dolazi do spajanja osmostani¢ne
morule s kulturom embrionalnih mati¢nih stanica koje se, slicno prethodnoj tehnici, ostavljaju
preko noéi da bi sljedeéeg dana tvorili embrij kasnog stadija ili blastocistu (PLUCK i
KLASEN, 2009.). Generacija tetraploidnih embrija nastaje trecom tehnikom agregacije u
kojoj dolazi do spajanja dvije morule koje su u dvostaniénom stadiju, uz pomoc
elektrofuzijskog generatora. Cetverostaniéni embriji koji nastaju ovom metodom dalje se
koriste za spajanje s embrionalnim mati¢nim stanicama, koja opisuje Cetvrtu tehniku agregacije
(PLUCK i KLASEN, 2009.). Uspjeh ovih tehnika uvelike ovisi o kvaliteti embrionalnih

matic¢nih stanica.

Postoji 1 sli¢na tehnika koja ukljucuje agregaciju izoliranih blastomera porijeklom od
preblastuliranih embrija. Uz ovaj nacin, blastomere mogu biti ubrizgane u morulu ili

subzonalni prostor izmedu morula i zona pellucida sekundarnog embrija. Ovim metodama
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himerizam zapocinje prije pocetka blastulacije, odnosno diferencijacije stanica (SUCHY i
NAKAUCHI, 2017.).

Sistemske himere mogu nastati i nakon procesa blastulacije, a proces ukljucuje spajanje
embrioblasta (eng. inner cell mass (ICM)) blastociste sa sekundarnim embrijem (GARDNER
I JOHNSON, 1973.). Tehnika ukljucuje uklanjanje zone pellucide trofoblasta da bi se mogla

izolirati ICM. Potom se ICM ubrizgava u drugu blastocistu ili se spaja s drugom morulom.

Himere nastale premjestanjem ICM-e razlikuju se od onih koje nastaju agregacijom
morula ili blastomera iz razloga §to je prije procesa blastulacije vecina stanica totipotentna.
Agregacija totipotentnih stanica rezultira u himeri¢énom trofoblastu i embrioblastu stvarajuci
himerizam u svim embrionalnim tkivima (SUCHY i NAKAUCHI, 2017.). Himere koje nastaju
transferom embrioblasta nisu trofoblastno himeri¢ne $§to zna¢i da imaju manji doprinos u
placenti i ekstraembrionalnim tkivima od himera nastalih spajanjem morula ili blastomera
(ROSSANT, 1976.). S obzirom na to, u slucaju implantacije i daljnjeg razvoja meduvrsne
himere s himeri¢nim trofoblastom, metode totipotentne agregacije nisu najbolji izbor.
Medutim, potrebno je istaknuti da su tehnicki lakSe za izvodenje uzimajuéi u obzir

nezahtjevnost opreme te veci postotak uspjesnosti (TACHIBANA i sur. 2012.).

3.2.2. UBRIZGAVANJE PLURIPOTENTNIH MATICNIH STANICA

Jo$ jedan nalin nastanka sistemskih himera ukljuc¢uje ubrizgavanje pluripotentnih
mati¢nih stanica (eng. pluripotent stem cell (PSC)) unutar embrija koji su u ranoj fazi razvoja.
Donorske tj. davateljske stanice u ovoj metodi predstavljaju navedene PSC, dok primateljske
stanice, odnosno domacina, predstavlja embrij. U sli¢nosti sa ICM-om, PSC imaju ogranicen
doprinos ekstraembrionalnom tkivu, dok se, u suprotnosti, mnogo ces¢e i lakse genetski
modificira od ICM-e. Uz navedeno, PSC mogu se dobiti od specifi¢nih jedinki, dok se ICM
dobiva samo iz genetski jedinstvenih blastocista (SUCHY i NAKAUCHI, 2017.).

Funkcionalna vrijednost PSC-a Cesto se procjenjuje njihovom sposobnos¢u doprinosa
svim tkivima, ukljuéuju¢i zametnu liniju kod istovrsnih himera (SUCHY i NAKAUCHI,

2017.). Istrazivanjem na mi$jim zametcima otkriveno PSC u kasnijim pasazama imaju manji
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razvojni potencijal od PSC ranijih pasaza (LI i sur., 2007.). Takoder, osjetljivost i kvaliteta
kultura PSC stanica ovisi o vrsti organizma iz kojega su uzete (SUCHY i NAKAUCHI, 2017.).

Embrionalne mati¢ne stanice (eng. embryonic stem cells (ESC)) predstavljaju kulture
stanica koje su izolirane od embrionalnog tkiva epiblasta embrioblasta blastociste (KUKOLJ,
2012.). Iz tih stanica razvijaju se tri zametna sloja: endoderm, mezoderm i ektoderm te
pokazuju izrazitu pluripotentnost. Rezultati istrazivanja otkrili su razlike u razvojnom
vremenskom periodu izolacije ESC-a kod misa te posljedi¢no njihovim razlikama u daljnjem
razvoju in vitro. Primjer za to predstavljaju tradicionalne, preimplantacijski izolirane ESC koje
zahtijevaju ¢imbenik inhibicije leukemije (eng. leukemia inhibitory factor (LIF)) kao medij za
rast kulture stanica, ¢ije su kolonije u obliku kule te koje prezivljavaju uzimanje izoliranih
stanica (SUCHY i NAKAUCHI, 2017.). Uz to, imaju sposobnost stvaranja sistemskih himera
njihovim injiciranjem u blastocistu (NICHOLS i SMITH 2009.). Za razliku od
preimplantacijski izoliranih ESC-a, postoje postimplantacijski izolirane stanica epiblasta ICM-
e (eng. postimplantation epiblast stem cells (EpiSC)) koje su samo nekoliko dana kasnije
razvijene iz ESC-a. Takve stanice ne pokazuju reakciju na LIF, kolonije rastu u jednom sloju,
nemaju sposobnost izolacije pojedinacne stanice te ne mogu stvoriti sistemsku himeru (TESAR
i sur., 2007.). Ljudske ESC imaju mnogo sli¢nosti s mi§jima, medutim, daljnja istrazivanja

ukljucuju stvaranje ljudskog zametka ¢ime se podize velik broj etickih pitanja i restrikcija.

Trenutno, stvaranje himeri¢nih jedinki metodom ubrizgavanja PSC-a unutar domacina
i dalje je u fazi istrazivanja. Medutim, napredak u biologiji mati¢nih stanica eventualno bi
mogao omoguciti konstrukciju umjetnih embrija metodom spajanja mati¢nih stanica
trofoblasta ili totipotentnih stanica koje bi se samostalno strukturirale u jedinstvenu blastocistu
(HARRISON i sur., 2017.).

3.2.3. DJELOMICNE HIMERE

Djelomic¢ne himere nastaju ubrizgavanjem davateljskih stanica u domacina, nakon
pocetka procesa gastrulacije (WOOD i sur., 2012.). Ova metoda nosi mnogo prednosti u
odnosu na stvaranje sistemskih himera te se izvodi ubrizgavanjem davateljskih stanica unutar

maternice gdje se te stanice uklope u razvojni stadij primateljskih stanica istog tipa unutar
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embrija (SUCHY i NAKAUCHI, 2017.). Velik utjecaj donorskih stanica na stanice primatelja
moze donijeti i niz eti¢kih predostroznosti posebno u sluc¢aju ljudskih davateljskih stanica u

mozak ostalih sisavaca (HYUN i sur., 2007.).

Komplementacija blastociste najbitnija je metoda stvaranja djelomi¢nih meduvrsnih
himera zbog svog velikog utjecaja u regenerativnoj medicini. Ova tehnika posjeduje potencijal
za stvaranje velikih koli¢ina ljudskih stanica, tkiva te ¢itavih organa, in vivo, koji ¢e se moci
koristiti kao zamjena za oSteCene ili zatajene organe (SUCHY i NAKAUCHI, 2017.).
Istrazivanje na ovom podrucju znantno je napredovalo u posljednjih deset godina otkricem
induciranih pluripotentnih mati¢nih stanica (eng. induced plurpotent stem (iPS))
(TAKAHASHI i YAMANAKA, 2006.). To su pluripotentne mati¢ne stanice koje su nastale
od fibrocita odraslog organizma te posjeduju potencijal za diferencijaciju u svaku stanicu u
organizmu (SUCHY i NAKAUCHI, 2017.).

NAKAUCHTI i sur. 2010. su godine stvorili liniju stanica gusterace Stakora u organizmu
miSa komplementacijom mi§jeg embrija iPS stanicama Stakora. Tome je prethodila genetska
modifikacija domacina, 0dnosno stvaranje prostora za Stakorske stanice unutar misjeg embrija
upucujuéi na to da razvoj misje gusterace nebi ni uslijedio bez komplementacije Stakorskih

stanica.

Nisu sve djelomi¢ne himere nastale tijekom embrionalnog razvoja. Svakoga dana,
alogenetske transplantacije te transfuzije krvi ¢ine milijune organizama diljem svijeta
djelomi¢nim himerama. Medutim, transplantacije organa pazljivo se prate da bi se osigurala
najniZa razina imunosnog odbijanja novog tkiva. Time re¢eno, meduvrsne djelomi¢ne himere
najbolje uspijevaju ako se njihovo stvaranje inicira prije razvitka imunosnog sustava domacina,
bez obzira na cijeli niz tehnic¢kih poteskoca koje nastaju ubrizgavanjem davateljskih stanica u
to¢no odredenom mjestu unutar embrija pokuSavajuci ne oStetiti okolno tkivo (SUCHY i

NAKAUCHI, 2017.).
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Slika 4. Prikaz in vivo stvaranja ljudskih organa koriste¢i metodu komplementacije blastociste.
Ljudske inducirane pluripotentne mati¢ne stanice uzete su od pacijenta koji ima potrebu za
transplantacijom organa. IPSC su ubrizgane u svinjsku blastocistu koja je prethodno genetski
modificirana. Razvojem ploda nastupa i razvoj ljudskog organa (SUCHY i NAKAUCHI,
2017.).

3.3. VAZNI CIMBENICI

TOCNOST U VREMENU RAZVOJA

Ovaj ¢imbenik posebno je vazan za implementaciju PSC-a u stanice domacina koje, za
uspjesan razvoj, trebaju biti u sinkroniziranoj fazi razvoja kao i davateljske stanice (GAVIDIA i
sur., 2020.). Rezultati istrazivanja stapanja EpSC-a s preimplantacijskim embrijima dozivjeli su

neuspjeh zbog neujednacenosti faza razvoja stanica davatelja i primatelja (MASAKI i sur., 2015.).
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POZNAVANJE PREDNOSTI DONORSKIH STANICA

WU i sur. (2016.) opisali su razlicite strategije koje bi znanstvenici trebali uzeti u obzir pri
odabiru najprikladnije davateljske stanice. Jedna od njih poznavanje je, ili stvaranje (genetski
modificiraju¢i domacina), mjesta u domacinu za diferencijaciju, proliferaciju te funkciju
davateljske stanice. Koristi se za stvaranje ksenogenetskih organa meduvrsnom

komplementacijom blastociste.

Druga strategija opisuje stani¢nu kompeticiju u kojoj susjedne stanice eliminiraju manje

prikladne stanice (THOMSON i sur., 1995.).

Treca strategija ukljucuje povecavanje vjerojatnosti prezivljavanja davateljskih stanica.
Rezultati istrazivanja u ovom podrucju otkrili su da prevencijom apoptoze davateljskih stanica
raste vjerojatnost njihova prezivljavanja u preimplantacijskom embriju, Uz poveéavanje stupnja

heterokroni¢nosti koji su blastocisti¢ne himere u mogucnosti tolerirati (MASAKI i sur., 2015.).
RAZMATRANJE O EVOLUCUI

Stvaranje meduvrsnih himera u mnogo je manjoj mjeri u¢inkovito u odnosu na istovrsne
himere. Razlog tome skriva se u genetski vrsnoj razli¢itosti te evolucijskoj udaljenosti (ROSSANT
i FRELS, 1980.). S obzirom na to, da bi postotak uspjesnosti bio veci, kod stvaranja meduvrsnih
jedinki, vrste organizama davatelja i primatelja trebaju biti u §to manjoj evolucijskoj udaljenosti
(WU i sur., 2016.). Tu teoriju potkrjepljuju nedavna istrazivanja u kojima su koristene zivotinje u
bliskoj evolucijskoj vezi sa ljudima, kao i primjer himerizma izmedu vrsta ovca-koza te mis-stakor.
WU i sur. (2016.) uspjesno su transplantirali ljudsku pluripotentnu mati¢nu Stanicu u svinjske
embrije (ROSSANT i FRELS, 1980.).

3.4. ZIVOTINJSKI HIMERIZAM

Meduvrsne zivotinjske himere predstavljaju odli¢an eksterimentalni model za proucavanje
razvoja, homeostaze organizma, potencijala maticnih stanica te bolesti. Brzim razvojem
tehnologije, otvaraju se nove mogucénosti u prouc¢avanju i pristupu stvaranja ovih jedinstvenih

organizama (WU i sur., 2016.). Prvi spomen meduvrsnog himerizma kod sisavaca bio je 1970.
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godine, kao pomo¢ i orijentacija u proucavanju stani¢ne potentnosti te stani¢ne sudbine pri

embrioloskom razvoju (WU i sur., 2016.).

Prva istrazivanja napravili su GARDNER i JOHNSON (1973.) inicirajuéi stvaranje Stakor-
mi$ himeri¢ne jedinke transferom stanica embrioblasta stakora unutar blastociste misa. Nedugo
nakon, MYSTKOWSKA (1975.) uspjesno je stvorila mis-voluharica himeri¢ni organizam.
Navedene jedinke nisu nastavile razvoj dalje od rane postmplantacijske faze (MASCETTI i
PEDERSEN, 2016.).

ROSSANT i FRELS (1980.) pocetkom su 80-ih godina proslog stolje¢a uspjesno stvorili
himeri¢nu jedinku pomoc¢u embrija porijeklom od dvije vrste misa, Mus caroli i Mus musculus.
Ubrizgavanjem stanica embrioblasta M. caroli unutar blastociste porijeklom od M. musculus,
stvorene jedinke razvile su se do odrasle dobi ukazujuéi na to da su himere imale genotipski sli¢ne
stanice trofoblasta s genotipom zenke koja ih je nosila. Tu pretpostavku potvrdili su FEHILLY i
sur. 1984. godine kreiravsi koza-ovca himeru agregacijom embrija i blastomera, a himeri¢ne
jedinke prezivjele su mnogo dalje od intrauterinog razvoja. SUMMER i sur. su 1983. proizveli

organizam stapajuci dvije bovine vrste, Bos taurus i Bos indicus.

POLZIN i sur. su 1987. napravili istrazivanje o himeri¢nim ovca-koza jedinkama
imunokirurSkom izolacijom stanica kozjeg embrioblasta, njihovim ubrizgavanjem u ovcje
blastociste te transferom himeri¢nih embrija unutar maternice ovaca. Rezultati su pokazali da je
postotak zaceca bio 64% dok je postotak prezivljavanja embrija ¢inio 59%. Deset od trinaest
himera ispoljavalo je standardni fenotip janjadi, a jedno od preostala tri mladunceta imalo je
zanimljiv fenotip krzna, mijesSajuc¢i podrucja runa i dlake. Takoder, oblik glave, veli¢ina i poloZaj

usiju te simetri¢ni uzorci krzna na licu i nogama upucéivali su na kozje porijeklo.

MACLAREN i sur. (1993.) napravili su istrazivanje o plodnosti ovca-koza himera te otkrili
da su sve jedinke ispoljavale znakove estrusa te imale sposobnost gravidnosti ov¢jih plodova do
punog termina. Medutim, gravidnost implantacijom kozjih embrija kod himeri¢nih jedinki

rezultirala je pobacajem, ¢iji uzrok ostaje nepoznat.
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Slika 5. Prikaz mlade ovca-koza himere (POLZIN i sur., 1987.)

3.5. LJUDSKO-ZIVOTINJSKI HIMERIZAM
3.5.1. CILJ

Posljednjih godina, ljudsko-zivotinjski oblik himerizma posebno se istice u podrucju
regenerativne medicine te dobiva na vaznosti zbog svoje sposobnosti stvaranja ljudskih organa.
Trenutno u svijetu, potreba za transplantacijom organa premasila je svoju opskrbu, ¢ime je u jo$
veéoj mjeri porastao interes za ovo podrugje (GAVIDIA i sur., 2020.). Cinjenica da se $takorski
organi mogu proizvesti u organizmu misa daje mogucnost da bi se ljudski organi mogli uzgojiti u
zivotinjskom organizmu, premda bi zivotinja, koja se koristi kao domacin za ljudske stanice,
trebala veli¢inom odgovarati ¢ovjeku (svinja, ovca, majmun) (ARCABASCIO, 2007.). Himeri¢ne
Zivotinje vazne su u proucavanju embriogeneze, stvaranju stani¢nih linija, sudbini stanica,

mehanizama diferencijacije progenitora specificnih ljudskom tkivu (GUO i sur., 2014.).

Takoder, ljudsko-zivotinjske himere mogle bi pomo¢i u proucavanju i boljem
razumijevanju ljudskih bolesti u in vivo uvjetima. Integracija iPSC-a, koje nose sve genetske

promjene koje mogu uzrokovati bolesti, u zivotinjski embrij u razvoju, omogucuje detaljnije

21



proucavanje pocetka, razvitka te klinicke slike bolesti. Uz sve to, imaju potencijal za detaljnije
proucavanje ljudskog metabolizma lijekova te farmakokinetike (ARCABASCIO, 2007.).

3.5.2. ZIVOTINJSKI MODELI

GLODAVCI

Glodavci ve¢ godinama predstavljaju glavni oslonac u biomedicinskim istrazivanjima.
Imaju mnogo prednosti u odnosu na druge sisavce: male su veli€ine, relativno jeftini te nezahtjevni
za rukovanje (GLOVER i sur., 2010.). Uz prednosti, postoji i mnogo nedostataka u koje spada
veli¢ina ljudskih organa te slozenost odredenih (primjerice ljudski mozak). Nadalje, s obzirom za
kratak zivotni vijek glodavaca teSko je procijeniti dugotrajne ucinke transplantacije matic¢nih 1
progenitorskih stanica (GLOVER i sur., 2010.). Postoji i zabrinutost vezana uz embrionalne
mati¢ne stanice koje imaju potencijal stvaranja slozenih teratoma in vivo, od kojih neki mogu

postati kancerogeni (PRZYBORSKI, 2005.).

Prva istrazivanja na ovom modelu ukljucivala su proucavanje ljudske hematopoeze, a
kasnih 80-ih godina proslog stolje¢ca MCCUNE i sur. (1988.) uspje$no su transplantirali ljudske
mati¢ne stanice u organizam glodavca. Prekretnica u istraZzivanju dogodila se 1992. godine kada
su LAPIDOT i sur. (1992.) otkrili da stanice kostane srzi Covjeka, ubrizgane intravenozno
imunodeficijentnim miSevima, mogu repopulirati kostanu srz domacina starajuci fenotipski
karakteristicne fragmente ljudske koStane srzi. S obzirom na rezultate istrazivanja,
imunodeficijentni glodavci postali su nezamjenjiv model, ne samo za proucavanje ljudskih
hematopoetskih mati¢nih i progenitorskih stanica, ve¢ 1 potencijalne nacine lijeCenja

neurodegenerativnih bolesti i ozljeda sredis$njeg Ziv¢anog sustava (GLOVER i sur., 2010.).

Novija istrazivanja otkrila su da je transplantacija ljudskih progenitorskih stanica
oligodendrocita, porijeklom od embrionalnih mati¢nih stanica, unutar odraslih Stakora s ozljedom
ledne mozdine, pridonijela remijelinizaciji i poboljsanoj pokretljivosti stakora (KEIRSTEAD i
sur., 2005.). Tim otkricem otvorena su vrata prvim klinickim ispitivanjima koriste¢i ljudske

embrionalne mati¢ne stanice kod pacijenata s ozljedom ledne mozdine (GLOVER i sur., 2010.).
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LEE je 2011. proveo istrazivanje o metodama stvaranja himeri¢nih miSeva koriste¢i
embrionalne mati¢ne stanice. Naj¢eS¢e metode stvaranja himeri¢nih jedinski, poput sandwich
agregacije te mikroubrizgavanja, postale su nedovoljne zbog problematike vezane uz sistemsku
ogranic¢enost, te se otvorila potreba za traZzenjem novih, alternativnih metoda. LEE, skupa sa
svojim timom stru¢njaka, dosao je do lako ponovljive, cijenom relativno povoljne te jednostavne
tehnike koja se Koristi za stvaranje velikog broja himeri¢nih embrija, a ukljuCuje spajanje
osmostani¢nih morula, bez zone pellucide, s morulama koje sadrze embrionalne mati¢ne stanice.
Rezultirajuée jedinke posjeduju znatno vecu razinu himerizma (ukljuc¢ujuéi 100% himerizam

krzna) uz visoku nasljednu stopu (LEE, 2011.).

PAPKARI

Upotreba ovaca, koza i svinja, kao modela za ksenotransplantacijska istrazivanja, nudi
nekoliko vaznih prednosti. Jedna od njih sli¢nost je veli¢ine organa (BREVINI i sur., 2008.), ¢ime
je omoguéena ekspanzija implantiranih ljudskih stanica do koli¢ine u kojoj je olakSana provedba

biokemijske analize kao i uzimanje visebrojnih uzoraka (GLOVER i sur., 2010.).

Drugu prednost predstavlja sli¢nost u fiziologiji organa, posebno se odnoseci na sli¢nost
izmedu svinja i ljudi. Stovise, njihovna fizioloska sli¢nost velika je u mjeri da je organska
transplantacija sa svinja na ljude postala dobro i odrzivo rjesenje koje se moze primijeniti za
gotovo sve organe (GLOVER i sur., 2010.). Sli¢nost na stani¢noj razini takoder je ve¢a u odnosu
na onu izmedu glodavaca i ljudi. Uz navedeno, duzim Zivotnim vijekom papkara omogucena je
dugotrajna procjena sigurnosti i u¢inkovitosti potencijalne terapije mati¢énim stanicama (DALL 1

sur., 2012.).

Nedostatke koristenja ovih modela predstavljaju veca zahtjevnost rukovanja te troskovi

odrZavanja, koji su mnogo skuplji u odnosu na one kod manjih zivotinja.

Kao modeli u transplantaciji organa, svinje su koriStene u svrhu lije€enja Parkinsonove
bolesti (SCHUMACHER i sur., 2000.), dok se na ovcama proucavala proliferativna kinetika i
diferencijacijski potencijal raznih ljudskih mati¢nih stanica (ZANJANI i sur., 1994.).

Novija istrazivanja dodatno su potvrdila moguénost koristenja svinja kao in vivo modela

za proucavanje razvojnog potencijala ljudskih pluripotentnih mati¢nih stanica stvaranjem ljudsko-
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svinjskih himeri¢nih embrija. Ovakva istrazivanja imaju veliku ulogu u buduénosti regenerativne

medicine, in vivo testiranju lijekova te modeliranju ljudskih bolesti (ZHONG i sur., 2019.).

NEHUMANI PRIMATI

Oku vidljiva prednost upotrebe nehumanih primata kao zivotinjskih modela predstavlja
njihova fizioloski i morfoloski bliska srodnost. Reproduktivna fiziologija izrazito je slicna S
ljudskom $to u isto vrijeme stvara poteSkoce zbog dugog gestacijskog razdoblja. Veli¢ina tijela te
socijalno ponasanje veéine primata zahtijeva skup smjestaj te prilagodbu veli¢ine instrumenata

koristenih u istrazivanjima (GLOVER i sur., 2010.).

Nehumani primati predstavljaju jedan od najvaznijih 1 najSire koriStenih Zivotinjskih
modela u proucavanju Parkinsonove bolesti (BURNS i sur., 1983.), a nesto manje i za proucavanje
ozljede ledne mozdine. Vrste koje se najcesce koriste su obi¢ni marmozet (Callithrix jacchus),
makaki (Macaca fascicularis) te rezus majmun (Macaca mulata). Rezultati brojnih istrazivanja
upucuju na to da ljudske neuralne mati¢ne i progenitorske stanice poticu funkcionalni oporavak uz
poveéanu neurogenezu kod spomenutih vrsta, nakon ozljeda nagnjecenja u razli¢itom stupnju

(IWANAMI i sur., 2005.).

U novijem istraZivanju, ljudske embrionalne pluripotentne mati¢ne stanice (eng. human
embrionic pluripotent stem cell, hEPSC) ubrizgane u stariju kulturu ex vivo stanica majmunskog
embrija (M. fascicularis). Otkriveno je da su se hEPSC uklopile u razvoj majmunskog embrija do
19. dana razvoja, ponasajuci se u organizmu domacina sli¢no kao u ljudskom organizmu (TAN i
sur., 2021.). Time mozemo do¢i do zakljucka da su razvojni procesi u znantno veéoj mjeri
evolucijski o¢uvaniji od onih u evolucijski udaljenijih vrsta, kao npr. ljudi i glodavaca (TAN i sur.,
2021.). Medutim, uza svu slicnost, i dalje postoje mnoge ksenogenetske barijere koje
onemogucavaju razvoj himerizma u veé¢em stupnju, kao i mnoge prepreke za pokretanje vise

istrazivanja ovakvog tipa.

Upotrebom nehumanih primata stvara se puno veci broj etickih problema kao §to je pitanje

vise razine kognitivnog razvoja, ocuvanja vrste te afektivni odnos zivotinje i stru¢nog osoblja

(GLOVER i sur., 2010.).
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KOKOSJI ZAMETAK

Vec pocetkom 20. stoljeca, kokosji je zametak koriSten kao model za ksenotransplantaciju
koriste¢i ekstraembrionalnu korioalantoisnu membranu kao tkivo za proucavanje rasta tumorskih
stanica (MURPHY i ROUS, 1911.). LE DOUARIN i sur. (1973.) po¢etkom su 1970-ih implantirali
tkivo prepelice unutar kokosjeg zametka u svrhu proucavanja sudbine stanica u srediSnjem i
perifernom zivéanom sustavu. Time je kokos$ji zametak postao omiljeni model za proucavanje

implantata tkiva razli¢itog porijekla (VOGEL i BERRY, 1975.).

Glavne prednosti koriStenja kokosjeg zametka kao modela predstavljaju niski troskovi,
jednostavnost pri rukovanju te sposobnost to¢nog uskladivanja vremena inkubacije sa stadijem
razvoja zametka u svrhu eksperimentalne standardizacije. Takoder, prednost predstavlja i visoka
razina pristupacnosti razli¢itim metodama implantacije tkiva te smanjena razvijenost imunoloskog

Sustava uz posljedi¢no smanjeno odbijanje transplantiranog tkiva (GLOVER i sur., 2010.).

Uz mnogo prednosti, model koko$jeg zametka ima i nekoliko nedostataka, od kojih glavni
predstavlja njihova mala veli¢ina koja ogranic¢ava razvoj ljudskih organa do njihove pune veli¢ine.

Takoder, posjeduju razne fizioloske te anatomske osobitosti koje ljudski organizam ne posjeduje.

lako kokosji zametak trenutno ne predstavlja prikladan model za rutinsku transgenetsku
modifikaciju, pruza dostatnu podlogu za in vivo karakterizaciju svakog tipa ljudske mati¢ne stanice

te predstavlja jednu od najsvestranijih zivotinjskih modela za proucavanje biologije mati¢nih
stanica (GLOVER i sur., 2010.).

IZBOR MODELA

Izbor Zivotinjskog modela za prouc¢avanje himeri¢nosti primarno ovisi o metodi koja ¢e se
Koristiti uz razmatranje o prihvatljivosti troskova (GLOVER i sur., 2010.). Zivotinje manje
veli¢ine relativno Su niskog troska te imaju mnogo prednosti s obzirom na raznolikost
eksperimentalnih pristupa i metoda. Medutim, mala veli¢ina uz kratak zivotni vijek veliki su

nedostatci ako ih se usporedi s onima kod ljudi.
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Velike Zivotinje predstavljaju suprotnost od prethodno navedenog, gdje veli¢inom puno
bolje odgovaraju ljudskom organizmu, premda zahtjevaju veci troSak uz izazovnost pri

eksperimentalnom pristupu s posebnim naglaskom na slikovnu dijagnostiku.

Racionalan pristup izboru modela ukljucuje koristenje vise njih, pocevsi od manjih
istrazivanja na zivotinjama nizeg troSka i male veli¢ine tijela s vremenom prelazeci na one vece,

skuplje s ve¢im znacajem u rezultatima pretklinickih istrazivanja (GLOVER i sur., 2010.).

Tablica 1. Usporedba zivotinjskih modela opisanih u tekstu (GLOVER i sur., 2010.)

VRSTA | VELICINA | TROSAK | TRENUTNA | SLICNOST | RAZINA ETICKE
IZVEDIVOST S ZABRINUTOSTI
GENETSKE LJUDIMA
MANIPULACIJE
MIS Mala Nizak Jako visoka Organski Umjerena
specifi¢no
umjerena
STAKOR Mala Nizak Visoka Organski Umjerena
specifi¢no
umjerena
PAPKARI Velika Visok Umjerena Organski Umjerena
specifi¢no
visoka
NEHUMANI | Malado Jako Nikakva Generalno Visoka
PRIMATI velika visok visoka
KOKOSJI Jako mala Jako Niska Organski Niska
ZAMETAK nizak specifi¢no
niska do
umjerena
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3.5.3. ETICNOST

Postoje cetiri velika eticka 1 socijalna pitanja u istrazivanju ljudsko-zivotinjskog
himerizma: dobrobit zivotinja, izvor donorskih stanica, op¢a javna nelagoda i neprihvacanje te

,humanizacija“ zivotinjskih vrsta, domac¢ina (WU i sur., 2016.).

Prvu od njih, dobrobit, tesko je primijeniti zbog otezane procjene razine boli i neugode
koje su himeri¢ne zivotinje sposobne osjetiti. S tim na umu, znanstvenici bi trebali voditi
posebnu brigu o dobrobiti ovakvih jedinki u odnosu na ve¢ proucavane, dobro poznate
laboratorijske zivotinje (GREELY i sur., 2007.) U slu¢aju stvaranja himeri¢nih zivotinja u
svrhu transplantacije ljudskih organa, otvara se pitanje zabrane ljudske konzumacije njihova
mesa te humanog postupka i klanja (WU i sur., 2016.). Uz sve navedeno, postoji i zabrinutost

prelaska granica medu vrstama, odnosno ocuvanja karakteristika svih pojedinih vrsta zivotinja.

S obzirom na izvor donorskih stvanica, postoji veliki problem eti¢nosti u koriStenju

ljudskih embrionalnih mati¢nih stanica porijeklom od pobacenih fetusa (WU i sur., 2016.).

Opc¢a nelagoda koja proizlazi od javnosti, kad je rije¢ o ljudsko-zivotinjskim himerama,
Cesto je rezultat razmiSljanja o ,,neprirodnosti“ stvaranja takvih organizama uz vjerovanje u
neispravnost mijesanja bilo kojih vrsta (HERMEREN, 2015.). Premda spomenuti argument ne
posjeduje adekvatnu osnovu, ima znatan utjecaj na ovakva istrazivanja ukljucujuci i
financiranje (WU i sur., 2016.).

Najkontroverznija stavka glede stvaranja himeri¢nih jedinki predstavlja strah da bi one
mogle pridonijeti eti¢koj vaznosti ljudskih osobitosti u neljudskim domaéinima. Postoje tri
specifi¢ne ljudske znacajke kod himeri¢nih Zivotinja kojima bi se trebala pridati posebna
pozornost: ljudska kognitivna sposobnost, ljudske gamete te Covjekoliki izgled (WU i sur.,
2016.). U sredistu rasprava najcesce je rije¢ o mozgu te posljedi¢noj moralnoj zbunjenosti koja
se tice ljudi te ljudsko-Zivotinjskih himera uz smanjenje ljudskog dostojanstva (KARPOWICZ
i sur., 2004.). Premda postoji mala vjerojatnost, stvorila se zabrinutost da bi himere mogle
dosti¢i svijest i inteligenciju slicnu ljudima do mjere gdje im se ne bi mogla uskratiti osobnost,
odnosno status osobe (STREIFFER, 2009.).
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lako je vjerojatnost stvaranja ljudsko-zivotinjskih himera, koje zahtjevaju ljudsko
ophodenje, jako mala, mogucnost nije u potpunosti odbac¢ena. Naime, rezultatima jednog
istrazivanja ve¢ je ustanovljeno pobolj$anje u pamcenju misa nakon umetanja ljudskih glijalnih

progenitorskih stanica (HAN i sur., 2013.).

3.5.4. ZAKONSKA REGULATIVA

Regulativa i zakoni o koristenju stanica porijeklom od ljudskog zametka razlikuju se na
nacionalnoj razini diljem svijeta. U Europskoj je uniji (EU) na snazi Direktiva 98/44/EZ
Europskog parlamenta i Vijeca od 6. srpnja 1998. o pravnoj zastiti biotehnoloskih izuma
(ANONYMUS, 1998).

Clanak 6, stavak 1 Direktive 98/44/EZ navodi sljedece: ,,1zumi se neée mo¢i patentirati u
slu¢aju da je njihovo komercijalno iskori$tavanje u suprotnosti s javnim redom ili moralom;
medutim, nece se smatrati da je iskoriStenje u potpunoj suprotnosti samo zato §to ga zabranjuje

neki zakon ili propis”
Stavak 2 navodi: ,,Na temelju stavka 1, posebno se ne mogu patentirati:
() postupci za kloniranje ljudskih biéa;
(b) postupci za modificiranje linije genetskog identiteta ljudskih bica;
(c) koristenje ljudskih embrija za industrijske ili komercijalne svrhe;

(d) postupci za modificiranje genetskog identiteta zivotinja koji im nanose patnju bez
bitne medicinske koristi za Covjeka ili Zivotinju, kao 1 Zivotinje koje su rezultat takvih

postupaka.*

Uvodna izjava br. 16 Direktive navodi: ,,Patentni zakon mora se primjenjivati tako da se
postuju temeljni principi zaStite dostojanstva i integriteta covjeka; buduéi da je vazno naglasiti
princip da ljudsko tijelo, u bilo kojem stadiju svojeg oblikovanja ili razvoja, ukljucujuéi i spolne

stanice, te jednostavno otkrice jednog od njegovih elemenata ili proizvoda, ukljucujuci i sekvencu
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ili djelomi¢nu sekvencu nekog ljudskoga gena, ne moze biti patentirano; buduci da su ovi principi
u skladu s kriterijima patentibilnosti sadrzanima u patentnom zakonu, prema kojima samo otkrice
ne moze biti patentirano.”

U uvodnoj izjavi br. 42 Direktive stoji: ,,Nadalje, koristenje ljudskih embrija za industrijske
ili komercijalne svrhe mora se iskljuciti iz patentibilnosti; budu¢i da se izuzeci koji se odnose na
upotrebu ljudskih embrija u industrijske ili komercijalne svrhe ne odnose na izume u terapijske ili

dijagnosticke svrhe koji se primjenjuju na ljudski embrio i koriste mu.*

Uvodna izjava br. 45 glasi: ,,Postupci kojima se modificira genetski identitet zivotinja a
koji uzrokuju patnju zivotinja bez znacajne medicinske koristi u smislu istrazivanja, prevencije,
dijagnoze ili terapije ljudi ili Zivotinja, kao i Zivotinje koje nastaju kao rezultat takvih postupaka,
moraju iskljuciti iz patentibilnosti.*

U uvodnoj izjavi br. 38 navodi se sljedece: ,,Operativni dio ove Direktive trebao bi takoder
ukljucivati ilustrativan popis izuma koji su iskljuceni iz patentibilnosti kako bi nacionalnim
sudovima i uredima za patente pruzili opéi vodi¢ za tumacenje reference o javnom redu i moralu;
bududi da je ocigledno da taj popis ne moze biti potpun; buduci da je o¢igledno da se postupci Cije
koriStenje narusava ljudsko dostojanstvo, odnosno postupci kojima se stvaraju himere od spolnih
ili totipotentnih stanica ljudi i1 Zivotinja takoder iskljucuju iz patentibilnosti.*

Na temelju navedenih izjava Direktive 98/44/EZ, moze se donijeti zakljucak kako u
Europskoj uniji, a posljedi¢no i Republici Hrvatskoj (RH), trenutno nije dopusteno istrazivanje na
velikom podru¢ju meduvrsnog himerizma. Medutim, postoje odredene iznimke, pomocu kojih je
i dalje omoguceno istrazivanje, kao i moguénost da ¢e se zakonska regulativa u buduénosti

promijeniti.
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4. RASPRAVA

Prirodni oblik himerizma kompleksan je i multifaktorijalan fenomen ¢iji mehanizmi
nastanka do danas nisu u potpunosti shvacéeni. Potrebna su daljnja istrazivanja kojima bismo mogli

bolje razumjeti rani embrionalni razvoj u viSeplodnoj gravidnosti.

S obzirom na istovrsni himerizam, a posebno mikrohimerizam, istrazivanja u buduénosti
trebala bi staviti teziSte na stvaranju metoda za pobolj$anu detekciju i izolaciju fetalnih himeri¢nih
stanica, ¢ime bi se mogla razjasniti mnogo $ira uloga placentalnih progenitorskih stanica u
regenerativnoj humanoj te animalnoj medicini (VADAKKE MADATHIL i CHAUDHRY, 2020.).
Istrazivanjima u ovom podrucju tek se pocCinje otkrivati izniman regenerativni potencijal placente
koja predstavlja skoro bezgrani¢an izvor stanica, a gotovo je uvijek rutinski odbacena poslije

poroda.

Unato¢ velikom napretku u istrazivanju meduvrsnog himerizma, trenutno postoji vise
pitanja nego odgovora vezanih uz temu ljudsko-zivotinjskih himera. | dalje je upitna moguénost
stvaranja opseznijeg stupnja himerizma izmedu ljudi i Zivotinja, kao i pitanje hoce li ljudski organi,
uzgojeni u zivotinjskom organizmu, biti prikladni za transplantaciju uzimajuci u obzir inervaciju
te vaskularizaciju domacina. Treba pronaéi rjeSenje za osnovni problem kojeg predstavlja
heterokroni¢nost razvojnih procesa te razlike u trajanju gestacije izmedu ljudi i ostalih zivotinjskih
vrsta (WU i sur., 2016.). Postoji pitanje hoce 1i umjetno stvorene ljudske stanice, tkiva i organi biti
funkcionalno kompatibilni s ljudskom fiziologijom te hoce li biti u moguénosti jednako se natjecati

sa stanicama domacina.

Razvoj strategija za povecanje stupnja ljudsko-zivotinjskog himerizma neophodan je za
dostizanje punog bioloskog i klini¢kog potencijala meduvrsnih himera. Potreban je novi pristup
koji bi omogucio ljudskim mati¢nim stanicama nove genetske mehanizme koji bi upravljali
njihovim specifi¢nim ponasanjem te uz koje bi potencijalno prevladali neke od sadasnjih granica
medu vrstama (WU i sur., 2016.). U slucaju uspjeha novih pristupa, moglo bi do¢i do Sirenja
opsega istrazivanja himera iz laboratorija u potencijalnu klini¢ku primjenu $to bi pomoglo u
razvoju lijekova, metodologiji ucinkovitosti i toksi¢nosti, kao i stvaranju novih modela za

proucavanje bolesti.
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Uz postojecu zakonsku regulativu u EU, uz niz eti¢kih i socijalnih problema, istrazivanja
na podru¢ju meduvrsnog himerizma sporo napreduju u Europi, a posebice u RH. Medutim, uz
napredak tehnologije i znanosti, kao i sve vecu potrebu u transplantacijskoj medicini, raste i

vjerojatnost promjene trenutnog stanja.
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5. ZAKLJUCAK

Istrazivanja istovrsnog, a posebno meduvrsnog himerizma, nude jedinstvenu priliku za
rjeSavanje raznih problema na podruc¢ju medicine, posebice u regenerativnoj medicini, kao i
napretku u znanju ljudskih i Zivotinjskih bioloskih procesa. Premda budué¢nost u podrucju
meduvrsnog himerizma nosi brojne znanstvene, socijalne, eticke, politicke te financijske
probleme, potrebno je raspravljati, razmisljati i nastaviti s istrazivanjem u skladu s eti¢kim,

pravnim te drustvenim smjernicama.
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7. SAZETAK

Bernarda Bebi¢
HIMERE

Znanost definira himeru kao organizam koji u sebi sadrzi genetski razlicite stanice
porijeklom od razli¢itih zigota koji mogu biti unutar granica iste vrste, kao i izvan. Slaba
istrazenost istovrsnog himerizma upucuje na vjerojatnost da je njegovo postojanje u prirodi
mnogo ucestalije. Tu Cinjenicu potkrjepljuje dokaz himerizma u istrazivanjima radenim na
Zivotinjama, najces¢e kuénim ljubimcima, koja su ispoljavala nekarakteristi¢an fenotip krzna,
¢iji uzrok i dalje ostaje nepoznat. Himerizam, u znatno manjoj mjeri, postoji kao prolazno
stanje u cijelom svijetu, a poznatije je pod nazivom mikrohimerizam. Svaka osoba koja je
primila krv transfuzijom ili transplantirani organ, postaje himera. Taj fenomen moze se pronaci
i kod gravidnih Zenki u ¢ijem se krvotoku nalaze stanice ploda, kao i majéine stanice u
organizmu ploda. Dosadasnji rezultati istrazivanja upucuju na izniman regenerativni potencijal
placentalnih stanica koji bi mogao uvelike utjecati na tijek proucavanja mati¢nih stanica i
njihovu ulogu u fetalnom razvoju. Najveéi utjecaj u humanoj i veterinarskoj medicini ima
ljudski posredovan himerizam koji uklju€uje stvaranje jedinstvenog orgazima koji u sebi sadrzi
stanice razli¢itog genotipa porijeklom od razli¢itih vrsta, meduvrsni oblik himerizma.
Znanstvenici su mnogo godina istrazivali himerizam izmedu Zivotinjskih, evolucijski bliskih
vrsta, preko kojih su otkrili potencijal za rast ljudskih stanica, tkiva te naposlijetku Citavih
organa u zivotinjskom organizmu. Takvo otkri¢e otvorilo je mnoga vrata u napretku
regenerativne medicine kao i istrazivanju ljudskih i Zivotinjskih ranih razvojnih procesa.
Premda ljudsko-zivotinjski himerizam nosi mnogo nade za napredak u znanosti, isto tako
njegovo je istrazivanje u iznimno sporom tijeku zbog trenutne zakonske regulative u EU, ali i

zbog cijelog niza etickih, socijalnih i znanstvenih problema.

Kljuéne rije€i: himera, mikrohimerizam, ljudsko-zivotinjski himerizam, regenerativna medicina
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8. SUMMARY

Bernarda Bebi¢
CHIMERAS

Science defines a chimera as an organism that consists of genetically distinct cell
populations originating from different zygotes, which can descent from same or different
species. Lack of research in the field of intraspecies chimerism raises the probability that
chimerism is much more common in our environment. This fact is supported by diagnosis of
chimerism in research done on animals, most often pets, who exhibited uncharacteristic coat
phenotype whose cause still remains unknown. Chimerism in its lesser degrees, more known
as microchimerism, presents transitory state in human as well as animal organisms worldwide.
Any person who has transfused blood of transplanted organ becomes a chimera. This
phenomenon can also be found in pregnant females whose placenta allows the entry of fetal
cells into her circulation as well as the egress of her own cells into the fetal circulation. Results
of research done so far point to a significant regenerative potential of placental cells that could
greatly influence the course of stem cell research together with their role in fetal development.
The greatest impact in human and veterinary medicine has human-induced chimerism that
implies creation of a unique organism that consists of different genotype cells originating from
different species, better known as interspecies chimerism. For many years, scientists have done
research on chimerism between evolutionarily close animals, which has led them to discover
a great potential for the growth of human cells, tissues and eventually entire organs in the
living, animal organism. Such a discovery opened many doors in the field of regenerative
medicine as well as made progress in research of human and animal early developmental
processes. Although human-animal chimerism holds a lot of hope regarding the progress of
science, its research has been extremely slow due to the current legal regulations in the EU as

well as whole series of ethical, social and scientific problems.

Key words: chimera, microchimerism, human-animal chimerism, regenerative medicine
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9. ZIVOTOPIS

Rodena sam u Zadru 23. ozujka 1998. godine. Nakon zavrSetka Osnovne Skole Bartola
Kasica, upisujem Gimnaziju Franje Petrica, €iji op¢i smjer zavrSavam 2016. godine. Te iste godine
upisujem Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu te se na petoj godini opredjeljujem za smjer
javno zdravstvo. U vrijeme studija volontirala sam na Klinici za unutarnje bolesti na fakultetu.

Terensko-stru¢nu praksu odradila sam u Veterinarskoj stanici u Zadru.

43



