
УНИВЕРЗИТЕТ У БЕОГРАДУ 

БИОЛОШКИ ФАКУЛТЕТ 

 

 

Тамара М. Кукољ 

 

 

Утицај LPS и IL-33 на адултне матичне 

ћелије ткива периодонцијума: функцијске 

промене и активирани молекулски 

механизми 

 

Докторска дисертација 

 

 

 

 

 

 

 

Београд, 2018



UNIVERSITY OF BELGRADE 

FACULTY OF BIOLOGY 

 

 

Tamara M. Kukolj 

 

 

The influence of LPS and IL-33 on adult stem 

cells of periodontal ligament: functional 

changes and activated molecular mechanisms 

 

Doctoral Dissertation 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belgrade, 2018



ЧЛАНОВИ КОМИСИЈЕ ЗА ОДБРАНУ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ: 
 

 

 

МЕНТОРИ: 
др Дренка Тривановић, научни сарадник 

Универзитет у Београду- 

Институт за медицинска истраживања 

 

______________________________ 

 

др Диана Бугарски, научни саветник 

Универзитет у Београду- 

Институт за медицинска истраживања 

 

___________________________ 

 

ЧЛАН КОМИСИЈЕ: 
 

др Александра Кораћ, редовни професор 

Универзитет у Београду-Биолошки факултет 

 

______________________________ 

 

 
 

 

Датум одбране: 

___________________



Ова докторска дисертација у потпуности је урађена у Лабораторији за 

експерименталну хематологију и матичне ћелије Института за медицинска 

истраживања, Универзитета у Београду у оквиру пројекта “Регенеративни и 

модулаторни потенцијал адултних матичних ћелија” ОИ 175062 

финансираног од стране Министарства за просвету, науку и технолошки 

развој Републике Србије, чији је руководилац др Диана Бугарски.  



Захвалница 

Највећу захвалност у реализацији докторске дисертације дугујем својој менторки др 

Дренки Тривановић без чијег преданог ангажовања ова теза никада не би била 

приређена. Најискреније јој се захваљујем на пренесеном знању, стрпљењу, 

иницијативи, безрезервној посвећености и свесрдној подршци. Њена пожртвованост 

била је пресудна у изради ове тезе, а уједно и инспирација за мој истраживачки 

развој. Од срца јој се захваљујем на пријатељској сарадњи. 

Посебно велику захвалност дугујем својој менторки др Диани Бугарски на 

великодушним саветима и исцрпним смерницама који су допринели коначном облику 

ове тезе. Најискреније јој се захваљујем на пруженој подршци током докторских 

студија, али пре свега, на указаном поверењу и прилици да истраживачики рад 

наставим у оквиру Лабораторије за експерименталну хеамтологију и матичне 

ћелије Института за медицинска истраживања . 

Најскреније хвала проф. др Александри Кораћ на корисним саветима и сугестијама 

приликом обликовања ове дисертације. Неизмерно хвала на инспиративним 

предавањима, пруженом знању током студија и свесрдној подршци у кључним 

тренуцима током докторских студија. 

Велико хвала дугујем др Александри Јауковић на несебичној подршци и драгоценим 

саветима, не само у изради ове дисертације, већ и у мом целкупном истраживачком 

раду и научом усавршавању.   

Др Весни Илић и др Хуану Францску Сантибањезу хвала на пружном знању и 

многобројним корисним саветима при извођењу експерименталних задатака. 

Најсрдачније хвала др Славку Мојсиловићу на помоћи при тумачењу резултата 

проточне цитометрије, али и корисним саветима приликом техничког обликовања 

ове тезе. Драгим колегиницама, др Ивани Окић Ђорђевић, др Јелени Крстић, Христини 

Обрадовић, Анђелији Петровић, као и Снежани Марковић велико хвала на свој помоћи, 

сврсисходним сугестијама, великој подршци, али и колегијалности при свакодневном 

раду. 

Велику захвалност дугујем др Срђи Јанковићу на практичној помоћи чије знање и 

уложени труд су умногоме допринели изради ове дисертације. 

Хвала др Маји Милетић која нам је омогућила да прикупимо ткива периодонцијума 

како би се спровела истраживања спроведена у оквиру ове дисертације. 

Свим колегама Института за медицинска истраживања хвала на сарадњи и 

колегијалности. 

Изнад свега, највећу захвалнот дугујем својој породици и блиским пријатељима на 

безрезервној подршци, стрпљењу и разумевању, али и пруженој љубави и извору 

инспирације. 



УТИЦАЈ LPS И IL-33 НА АДУЛТНЕ МАТИЧНЕ ЋЕЛИЈЕ 

ТКИВА ПЕРИОДОНЦИЈУМА: ФУНКЦИЈСКЕ ПРОМЕНЕ И 

АКТИВИРАНИ МОЛЕКУЛСКИ МЕХАНИЗМИ 

 

 

Савремени начини лечења различитих обољења усне дупље, насталих 

услед урођених деформитета, механичких оштећења или поремећаја 

узрокованим инфламаторним или туморским обољењима могу 

представљати комплексан клинички задатак с обзиром да се намеће захтев 

обнове функције, али и естетике орофацијалног региона. Значајну улогу у 

одржању структуре и функције орофацијалног система има потпорно ткиво 

зуба у оквиру кога ткиво периодонцијума представља везу између зуба и 

алвеоларне кости. Ткиво периодонцијума је богато мезенхимским матичним 

ћелијама (ММЋ), те може бити погодан извор популације ММЋ за 

потенцијалну терапијску примену. Услед оштећења ткива периодонцијума 

успостављање структуре и функције зуба, а тиме и орофацијалног система je 

веома отежано чак и уз примену најсавременијих протетских третмана. Ипак, 

функцијске особине ММЋ периодонцијума (ПД-ММЋ) нису у потпуности 

испитане, што представља неопходан услов за њихову примену. Посебно 

важан аспект представља познавање понашања ПД-ММЋ у инфламаторној 

микросредини, будући да до разарања ткива периодонцијума најчешће 

долази услед пародонтопатије, хроничног инфламаторног обољења 

потпорног ткива зуба које може довести до губитка зуба. Поред тога, 

инфламација поторног ткива може бити пратећа компликација након 

постављања денталних имплантата што такође указује на потребу за 

побољшавањем постојећих протетских третмана. 

Истраживања обухваћена овом дисертацијом имала су за циљ 

добијање података о утицају фактора који се могу наћи у ниши ткива 

периодонцијума на функцијска својства ПД-ММЋ. Испитиван је утицај LPS, 



као снажног иницијатора инфламаторног процеса, на регенеративна и 

имуномодулаторна својства ПД-ММЋ. На молекулском нивоу утврђивани су 

механизми који посредују у ефектима LPS, при чему је анализирана 

активност МАРК (од енгл. Mitogen-Activated Protein Kinases) сигналних путева. 

Поред тога, утврђиван је ефекат IL-33, као ендогеног алармина, на 

регенерaтивна својства ПД-ММЋ. У склопу утврђивања молекулских 

механизама који се налазе у основи деловања IL-33 испитивана је 

укљученост NF-κB (од енгл. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells) и β-катенин сигналних путева.  

Добијени резултати показују да испитивани фактори имају значајан 

утицај на функцијска својства ПД-ММЋ, при чему ни LPS ни IL-33 не утичу на 

вијабилност, морфолошка као ни фенотипска својства ових ћелија. Ефекат 

LPS огледа се у значајној инхибицији остеогенезе, што је праћено 

стимулацијом хондрогене и адипогене диференцијације посредством ЕRК1,2 

(од енгл. Extracellular signal-Regulated Kinases 1 and 2) сигнализације. 

Истовремено, LPS не утиче на миграторну способност ПД-ММЋ, али подстиче 

њихову контрактилност, односно стицање миофибробластног фенотипа 

кроз стимулацију експресије молекула карактеристичних за 

миофибробласте што је посредовано ЕRК1,2 сигналним путем. Резултати 

анализе имуномодулаторних својстава ПД-ММЋ у присуству LPS показују да, 

активирајући ЕRК1,2 сигнални пут, код ПД-ММЋ LPS инхибира 

трансендотелску миграцију (ТЕМ) мононуклеарних ћелија периферне крви 

(МНЋ), док благо утиче на смањење експресијe површинског маркера CD29 

код МНЋ. Са друге стране, LPS не модификује способност ПД-ММЋ да 

инхибирају пролиферацију митогеном стимулисане CD4+ субпопулације 

МНЋ, као ни однос заступљености CD4+CD25високо/CD4+CD25ниско лимфоцита. 

У контексту анализе модулације својстава ћелија мијелоидног порекла, 

истраживања обухваћена овом дисертацијом показују да LPS не утиче на 

способност ПД-ММЋ да инхибирају ТЕМ полиморфонуклеарних ћелија 

периферне крви (ПМЋ), на способност ПД-ММЋ да модификују респираторни 

прасак ПМЋ, као ни на заступљеност CD33+, CD45+ и CD34+ ћелија у 

популацији МНЋ. Са друге стране, претретман ПД-ММЋ са LPS значајно 



инхибира заступљеност CD14+ МНЋ уз учешће ЕRК1,2 сигналног пута. Поред 

тога, LPS, активацијом ЕRК1,2 сигналног пута, блокира стимулаторни ефекат 

ПД-ММЋ на формирањe укупног броја колонија опредељених 

хематопоетских прогенитора присутних у популацији МНЋ периферене 

крви, међу којима су најзаступљеније CFU-GM колоније. Анализа утицаја LPS 

на експресију имуномодулаторних молекула код ПД-ММЋ показује да LPS не 

утиче на конститутивну експресију HLA-A и HLA-DR гена, док стимулише 

генску и протеинску експресију COX-2 и IL-6 код ПД-ММЋ. Стимулација 

експресије COX-2 и IL-6 под утицајем LPS код ПД-ММЋ посредована је ЕRК1,2 

сигналним путем. Поред тога, ПД-ММЋ конститутивно експримирају ST2 и 

IL-33 ген, при чему LPS повећава експресију ST2 гена, али смањује експресију 

гена за IL-33.  

Резултати испитивања утицаја IL-33 на регенеративна својства ПД-

ММЋ показују да овај цитокин стимулише експресију маркера 

плурипотентности код ПД-ММЋ (OCT-4, SOX-2 и NANOG) где је уочена 

укљученост NF-kB и β-катенин сигналних путева. Са друге стране, IL-33 

инхибира остеогену диференцијацију ПД-ММЋ посредством NF-kB и β-

катенин сигналниx путева, док претретман ПД-ММЋ са IL-33 стимулише 

остеогену диференцијацију на нивоу активности ензима алкалне фосфатазе 

(ALP, од енгл. Alkaline phosphatase). Насупрот утицају на остеогенезу, IL-33 не 

утиче на хондрогену и адипогену диференцијацију ПД-ММЋ. Међутим, током 

остеогене диференцијације IL-33 стимулише пролиферативну активност ПД-

ММЋ посредством β-катенина. Истовремено IL-33 подстиче способност 

формирања CFU-F (од енгл. Colony Forming Unit – Fibroblast) колонија ПД-ММЋ 

у стандардном медијуму, али не модификује стимулаторни ефекат самог 

остеогеног медијума. Уз то, испитивање ћелијског старења, показује да IL-33 

инхибира активност ензима β-галактозидазе код ПД-ММЋ култивисаних у 

стандардном и остеогеном медијуму, при чему сам остеогени медијум 

значајно редукује проценат ћелија које експримирају β-галактозидазу.  

На основу изложених резултата може се закључити да LPS, кроз 

модулацију диференцијационог потенцијала, представља значајан фактор у 

регулацији регенеративног потенцијала ПД-ММЋ. Истовремено, LPS је и 



регулатор имуномодулаторних активности ових ћелија како кроз 

модулацију интеракције ПД-ММЋ и имунских ћелија, тако и кроз модулацију 

продукције имуномодулаторних фактора. За разлику од LPS, на основу 

представљених резултата може се закључити да је IL-33 као ендогени 

алармин, претежно укључен у регулацију остеогене диференцијације 

испољавајући протективне ефекте на популацију прогениторских ћелија 

периодонцијума, кроз спречавање старења ПД-ММЋ, подстицање 

пролиферације и клоногености, односно матичности. Ови налази доприносе 

бољем сагледавању испољавања функцијских својстава ПД-ММЋ у условима 

инфламаторне микросредине, што је важно за разумевање физиологије ових 

ћелија у нормалним и патолошким стањима, као и за разумевање процеса 

који се налазе у основи функционисања ПД-ММЋ. Истовремено, ови налази 

значајни су и за унапређивање постојећих метода лечења потпорног апарата 

зуба, али уједно и основа за развој нових приступа лечења у оквиру 

регенеративне медицине заснованих на примени ПД-ММЋ. 
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THE INFLUENCE OF LPS AND IL-33 ON ADULT STEM CELS OF 

PERIODONTAL LIGAMENT: FUNCTIONAL CHANGES AND 

ACTIVATED MOLECULAR MECHANISMS 

Contemporary methods for treating various diseases of the oral cavity, caused by 

congenital deformities, mechanical damage or damage caused by inflammatory or 

tumor diseases can be a complex clinical task, given that the requirement for restoration 

of function and aesthetics of the orofacial region is imposed. The supporting tissue of 

the tooth in which the tissue of the periodontium represents the connection between 

the teeth and the alveolar bone, has an important role in maintaining the structure and 

function of the orofacial system. The tissue of the periodontium is very rich with 

mesenchymal stem cells (MSC) and can be a suitable source of MSC population for 

potential therapeutic use. Due to periodontium damage, the establishment of teeth 

structure and function, and consequently the orofacial system, is very difficult, even 

with the application of the most modern prosthetic treatments. However, functional 

features оf MSC from periodontium (PD-MSC) have not been fully revealed, which is a 

necessary requirement for their application. A particularly important aspect is 

understanding of PD-MSC’s behavior in the inflammatory microenvironment, since the 

periodontium destruction is most often caused by periodontal disease, chronic 

inflammatory disease of the supporting tissue of the teeth that can lead to tooth loss. In 

addition, inflammation of the teeth supportive tissue may be an accompanying 

complication after the dental implant, which also indicates the need to improve existing 

prosthetic treatments. 

The aim of the research covered by this dissertation was to obtain data about 

effects of factors frequently associated with the periodontium niche on the functional 

properties of PD-MSC. The influence of LPS, as a strong initiator of the inflammatory 

process, on the regenerative and immunomodulatory PD-MSC was examined. On the 

molecular level mechanisms mediating the effects of LPS were determined, wherein the 

activity of MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) signaling pathways was 

determined. In addition, the effect of IL-33, as an endogenous alarm signal, on the 

regenerative properties of PD-MSC was examined. As a part of the determination of the 



 

 

molecular mechanisms underlying IL-33 effects, involvement of NF-kB (Nuclear Factor 

cappa-light-chain-enhancer of activated B cells) and β-catenin signaling pathways was 

examined.  

Obtained results show that the investigated factors have significant effects on the 

PD-MSC functional properties, while neither LPS nor IL-33 affect viability, 

morphological or phenotypic properties of these cells. The LPS effect is manifested in a 

significant inhibition of osteogenesis, followed by stimulation of chondrogenic and 

adipogenic differentiation through ERK1,2 (Extracellular signal-Regulated Kinases 1 and 

2) signaling. At the same time, LPS does not affect migratory ability of PD-MSC, but 

stimulates acquisition of myofibroblast phenotype, by upregulating contractility, and 

expression of myofibroblast’s molecules, via ERK1,2 a signaling pathway. Results of the 

PD-MSC immunomodulatory properties in the presence of LPS show that, by activating 

the ERK1,2 signaling pathway in PD-MSC, LPS inhibits transendothelial migration (TEM) 

of mononuclear peripheral blood cells (MNC), while slightly affecting the expression of 

surface marker CD29 in MNC. On the other hand, LPS does not modify the ability of PD-

MSC to inhibit the proliferation of mitogen-stimulated CD4+ subpopulation of MNC, nor 

the ratio of the CD4+CD25high/ CD4+CD25low lymphocytes. In the context of modulation 

of myeloid cells, studies covered by this dissertation, show that LPS does not affect the 

ability of PD-MSC to inhibit TEM of polymorphonuclear peripheral blood cells (PMC), 

the PD-MSC capability to modify PMC respiratory burst, as well as the presence of 

CD33+, CD45+ and CD34+ cells in the MNC population. On the other hand, PD-MMC 

pretreatment with LPS significantly decreased the presence of CD14+ MNC via ERK1,2 

signaling pathway. In addition, LPS blocks the stimulatory effect of PD-MSC on the 

formation of the total number of colonies of the hematopoietic progenitors present in 

the peripheral blood MNC population, predominantly of CFU-GM, by activating the 

ERK1,2 signaling pathway. Analysis of the LPS effect on the immunomodulatory 

molecules expression in PD-MSC shows that LPS does not affect the constitutive 

expression of HLA-A and HLA-DR gene, while stimulates both gene and protein 

expression of COX-2 and IL-6 in PD-MSC. This stimulation of COX-2 and IL-6 expression 

is mediated by ERK1,2 signaling pathway. Additionally, PD-MSC constitutively express 

ST2 and IL-33 gene, whereby LPS increases the expression of ST2 gene, but reduces the 

expression of the IL-33 gene.  



 

 

The results of the IL-33 influence on the regenerative properties of PD-MSC show 

that this cytokine stimulates the expression of pluripotencty markers in PD-MSC (OCT-

4, SOX-2 and NANOG) through the involvement of NF-kB and β-catenin signaling 

pathways. Moreover, IL-33 inhibits osteogenic differentiation of PD-MSC by NF-kB and 

β-catenin signaling pathways, although pretreatment of PD-MSC with IL-33 induced 

stimulation of osteogenic differentiation at alkaline phosphatase activity (ALP, Alkaline 

phosphatase) level. Contrary to the effect of IL-33 on osteogenesis, this cytokine does 

not affect the chondrogenic and adipogenic differentiation of PD-MSC. However, during 

osteogenic differentiation, IL-33 stimulates the proliferative activity of PD-MSC via β-

catenin. At the same time, IL-33 stimulates the ability to form CFU-F (Colony Forming 

Unit - Fibroblast) colonies of PD-MSC in a standard medium, but does not modify the 

stimulatory effect of osteogenic media alone. Additionally, cellular aging assays indicate 

that IL-33 inhibits the activity of β-galactosidase enzyme in PD-MSC cultured in 

standard and osteogenic medium, wherein the osteogenic medium alone substantially 

reduces the percentage of cells expressing β-galactosidase. 

Considering the presented results, it can be concluded that LPS, through the 

modulation of the differentiation potential, represents a significant factor involved in 

the regulation of the regenerative potential of PD-MSC. At the same time, LPS is the 

regulator of immunomodulatory activity of these cells through modulation of PD-MSC 

interaction with immune cells, as well as through the modulation of the production of 

immunomodulatory factors. Unlike LPS, IL-33, as an endogenous alarmin, is mainly 

involved in the regulation of osteogenic differentiation, showing protective effects, by 

prevention of PD-MSC aging, promotion of their proliferation and clonogenicity, i.e 

stemness.  

Taken together, these findings contribute to better understanding of PD-MSC’s 

functional properties under inflammatory conditions, which is important for 

understanding the physiology of these cells in normal and pathological conditions, as 

well as understanding of the processes underlying PD-MSC functioning. At the same 

time, these findings can be significant for the improvement of existing methods of 

treatment of the tooth support tissues, and also as a basis for the development of new 

treatment approaches within regenerative medicine based on the application of PD-

MSC. 
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1. УВОД 
1.1. МАТИЧНЕ ЋЕЛИЈЕ  

Ограничени регенеративни капацитет условљава потребу за развојем 

нових метода лечења разних дисфункионих стања ткива и/или органа. Стога су 

задаци савремене регенеративне медицине усмерени ка конципирању 

различитих стратегија и технологија у циљу обнaвљања или успостављања 

нормалне функције оштећеног/нефункционог ткива или органа. Како 

регенеративна медицина представља комплексну област, у циљу успостављања 

успешних методолошких приступа намеће се потреба интердисциплинарног 

сагледавања ове проблематике, што се остварује кроз комбиновање стратегија 

биотехнолошких наука и ткивног инжењеринга. (Mirono et al., 2004; Mason & 

Dunnill 2008; Colombo et al., 2017).  

Један од главних истраживачких праваца савремене регенеративне 

медицине представља испитивање могућности примене хуманих матичних ћелија 

(МЋ), које теоријски, дајући друге типове специјализованих ћелија под 

одговарајућим условима могу бити основа стварања ткива или органа (Heidary 

Rouchi & Mahdavi-Mazdeh 2015). Са друге стране, овим ћелијама може се 

обезбедити и довољна бројност што је такође значајна одлика, с обзиром да 

различити методолошки приступи у регенеративној медицини захтевају 

одговарајући број ћелија са терапеутским ефектом (Fisher & Mauck 2013).  

Као неспецијализоване ћелије МЋ имају способност самообнове сопствене 

популације и могућност диференцирања у већи број специјализованих ћелија под 

одговарајућим условима (Weisman 2000; Snippert & Clevers 2011; Wei et al., 

2013). Међутим, иако се на основу ове две особине МЋ разликују од других 

типова ћелија, међу њима постоје и значајне разлике у потенцијалу самообнове, 

клоналности и диференцијационом капацитету. У раним фазама ембрионалног 

развића, захваљујући тотипотентном потенцијалу диференцијације зигота, од МЋ 

може настати било који ћелијски тип, односно читав организам укључујући сам 

ембрион, као и екстраембрионална ткива. Њиховим умножавањем и 

диференцијацијом развијају се плурипотентне МЋ у оквиру унутрашње ћелијске 

масе бластоциста од којих настаје велики број специјализованих, зрелих ћелија 
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које граде ткива и органе. Диференцијациони капацитет се са развојем даље 

смањује, тако да феталне и адултне МЋ, односно ткивно-специфичне MЋ 

карактерише мултипотентност што подразумева способност самообнове и 

диференцирања у ограничен број типова ћелија у овкиру одређеног органа или 

ткива у циљу одржања ткивне хомеостазе. На овом ступњу развића постоје и 

олигопотентне и унипотентне матичне ћелије чијом диференцијацијом се ствара 

само неколико, односно један тип ћелија (Wobus & Boheler 2005). 

Имајући у виду разноврсност ткива и органа који могу бити извор 

различитих типова МЋ, дефинисање њихових функцијских карактеристика 

умногоме је отежано. То за последицу има и успорен развој одговарајућих метода 

терапијске примене МЋ која је још увек ограничена на мањи број обољења. Стога 

је даљи напредак регенеративне медицине условљен разумевањем биологије МЋ, 

и њихових одговора на стимулусе микроокружења.  

Теоријски, регенеративни потенцијал плурипотентних МЋ скоро је 

неограничен (Keller & Snodgrass 1999; Daughtry & Mitalipov 2014). Међутим, 

иако је њихово постојање у раној фази ембрионалног развоја било прихваћено 

деценијама, изолација плурипотентних матичних ћелија код сисара први пут је 

ескпериментално изведена 1981. године, када су ћелије изоловане из мишијих 

ембриона (Evans & Kaufman 1981; Martin 1981). Основне карактеристике ових 

ћелија, означених као ембрионалне матичне ћелије (ЕМЋ), представљају 

неограничена у условима in vitro пролиферација уз одсуство диференцијације, 

нормалан диплоидни кариотип, способност формирања тератома in vivo 

приликом чега се ове ћелије диференцирају у ћелије сва три клицина листа, док се 

у условима in vitro диференцирају у различите типове ћелија и експримирају 

маркере плурипотентности (Wolf et al., 2016). Хумане ЕМЋ изоловане су две 

деценије касније када су као извор плурипотентних МЋ послужили ембриони 

развијени у репродуктивне сврхе које су донирали парови подвргнути in vitro 

фертилизацији (Thomson et al., 1998). Ова открића побудила су велику пажњу и 

отворила могућности коришћења ових ћелија у лечењу потенцијално многих 

обољења. Ипак, услед значајних етичких и технолошких препрека, употреба ЕМЋ 

у клиничке сврхе није одобрена (Simonson et al., 2015). Из истих разлога, 

данашња сазнања о ЕМЋ заснована су на екперименталним подацима ћелијских 
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линија добијеним из ЕМЋ које су дугорочно умножаване у лабораторијама, али не 

и примарним ЕМЋ. Стога су савремени правци истраживања плурипотентних 

ћелија усмерени ка проналажењу нових, хистокомпатибилних извора ових ћелија 

који данас укључују ЕМЋ настале соматским нуклеарним трансфером, односно 

клонирањем, ЕМЋ настале партеногенезом, као и индуковане плурипотентне 

ћелија (iPSC, од енгл. Induced Pluripotent Stem Cell) (Daughtry & Mitalipov 2014; 

Wolf et al., 2016). За разлику од прва два типа ЕМЋ чије се успостављање заснива 

на употреби јајне ћелије и стварања преимплантационих ембриона (Wolf et al., 

2016), генерисање iPSC подразумева репрограмирање диференцираних 

соматских ћелија активацијом ембрионалних транскрипционих фактора, те због 

једноставнијих метода представљају погоднији извор плурипотентних ћелија. 

Међутим, изражена генетичка нестабилност, као и склоност ка формирању 

тумора представљају заједничке особине свих плурипотентних ћелија што 

онемогућава њихово коришћење у терапеутске сврхе (Simonson et al., 2015; 

Nishio et al., 2016), премда ове ћелије могу представљати вредан модел-систем у 

клиничким испитивањима лекова, моделовању различитих обољења и развоју 

индивидуалне терапије (Rodolfa 2008). С обзиром на ограничену терапијску 

примену плурипотентних МЋ, успостављање метода ћелијске терапије које се 

заснивају на употреби ћелија које имају регенеративну улогу у одраслом 

организму, односно адултних МЋ (АМЋ), представља неопходан услов у циљу 

унапређивања стратегија регенеративне медицине (Lane et al., 2014; Trounson & 

DeWitt 2016).  

 

1.1.1. АДУЛТНЕ МАТИЧНЕ ЋЕЛИЈЕ 

 

Након рођења, током раста и развоја организма, свакодневно одржавање 

или опоравак оштећених ткива омогућен је присуством АМЋ које задржавају 

способност самообнове, али се и диференцирају у ограничен број ћелијских 

типова у оквиру одређеног органа или ткива доприносећи одржавању ткивне 

хомеостазе (Li & Clevers 2010; Snippert & Clevers 2011; Ahmed et al., 2017). Иако 

најчешће означене као адултне, ове ћелије се налазе и у постнаталним ткивима, 
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те је прецизнији назив за ове МЋ соматске МЋ. Због велике разноврсности 

разликује се више типова ових ћелија међу којима су две највеће групе 

хематопоетске (ХМЋ) и мезенхимске МЋ (ММЋ) до сада највише изучаване 

(Alison & Islam 2009; Chagastelles & Nardi 2011; Gonzalez & Bernard 2012). 

Поред ових АМЋ, данас се интензивно изучавају матичне или прогениторске 

ћелије епителног(Blanpain et al., 2007; Blanpain & Fuchs 2014) и нервног ткива 

(Doe 2008; Gage & Temple 2013). 

Како је главни предуслов за терапијску примену ћелија једноставност 

процедура изолације, прикупљања и ex-vivo експанзије, адултне, ткивно 

специфичне МЋ издвајају се као најприступачнији извор МЋ (Reisman & Adams; 

Zomer et al., 2015; Rizvanov et al., 2016). Ипак, за сада ХМЋ представљају једини 

тип МЋ који се примењује у клиничке сврхе, што подразумева њихову 

трансплантацију код различитих обољења крвног система укључујући 

имунодефицијенције, генетске поремећаје попут таласемије, хематолошких 

малигнитета и обнављања хематопоетског система пацијената након 

хемиотерапије (Bryder et al., 2006; Daley 2012; Lane et al., 2014).  

 

1.1.1.1. Хематопоетске матичне ћелије  

 

Постојање АМЋ претпостављено је крајем 19. века на основу истраживања 

ћелијских елемената присутних у крви (Pappenheim 1896; Ramalho-Santos & 

Willenbring 2007; Maehle 2011). Наиме, испитујући формирање црвених крвних 

зрнаца немачки хематолог Artur Pappenheim први пут је изнео претпоставку да 

црвене и беле ћелије крви настају од једне заједничке прекурсорске ћелије, 

односно МЋ (Pappenheim 1896; Pappenheim 1907). Сличне ставове заступао је и 

немачки патолог Ernst Neumann који је дефинисао костну срж као место настанка 

ћелија крви код сисара (Maehle 2011). У циљу објашњавања присуства крвних 

ћелија различитих морфологија у костној сржи, руски биолог и хистолог Alexander 

Maximow поставио је хипотезу да процес хематопоезе подразумева хијерархијску 

организацију скупа ћелија које настају од једне заједничке ћелије (унитарна 

теорија) означене као хематопоетска МЋ (ХМЋ), као и да је за тај процес значајно 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2157171615310145#!
javascript:void(0);
javascript:void(0);
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специфично микроокружење костне сржи (Maximow 1909). Иако контраверзна за 

то време, ова хипотеза посредно је доказана након Другог светског рата када је 

примећено да услед радијације долази до оштећења костне сржи, а да 

администрација здравих ћелија слезине или костне сржи код озрачених мишева 

доводи до опоравка мишева (Lorenz et al., 1951; Doulatov et al., 2012). Коначна 

потврда унитарне теорије хематопоезе добијена је у функционим 

експериментима 1960-тих година које су спровели Ernest McCulloch и James Till 

током испитивања ефектата радијације на хематопоезу код мишева. Прегледајући 

слезину мишева озрачених леталном дозом зрачења којима је по озрачивању 

убризгана костна срж здравих мишева, уочили су присуство чворића видљивих 

голим оком. С обзиром да је број чворића био пропорционалан броју убризганих 

ћелија костне сржи, McCulloch и Till су закључили да сваки чворић заправо 

представља колонију која настаје од једне ХМЋ коју су назвали јединицом 

формирања колонија у слезини (CFU-S, од енгл. Colony Forming Unit-Spleen) 

(McCulloch & Till 1960; Till & McCulloch 1961; Siminovitch et al., 1963). Иако су 

каснија истраживања показала да овако описане CFU-S настају од зрелијих 

прекурсорских ћелија (Bryder et al., 2006), овај тест је био и први квантитативни 

тест за крвотворне ћелије и још увек представља релевантан тест у 

испитивањима хематопоезе (Maehle 2011). Осим тога, резултати ових 

експеримената имали су кључну улогу у покретању развоја области биологије 

АМЋ кроз доказивање фундаменталних концепата МЋ која подразумевају 

самообнову и мултипотентност, а који и данас представљају особине којима се 

дефинишу АМЋ (Bryder et al., 2006; Snippert & Clevers 2011). Истовремено, 

након ових резултата уследила су испитивања која се односе на идентификацију, 

карактеризацију и пречишћавање популације ХМЋ (Bryder et al., 2006), те су 

интензивна истраживања процеса стварања ћелија крви резултовала да ХМЋ 

буду прве ткивно специфичне МЋ чија је изолација успостављена (Bryder et al., 

2006). 

Иако су ХМЋ најдуже изучавана популација АМЋ и уједно најбоље описане 

ткивно специфичне МЋ (Bryder et al., 2006; Doulatov et al., 2012; Muller-Sieburg 

et al., 2012), још увек постоје значајне непознанице у погледу дефинисања услова 

њихове култивације, фенотипа и молекулских механизама регулације самообнове 
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и диференцијације (Muller-Sieburg et al., 2012; Eaves 2015). Наиме, ХМЋ су веома 

ретка популација у костној сржи, те се у укупној популацији од 104-106 ћелија 

детектује једна ћелија са хематопоетским потенцијалом (Wang et al., 1997; 

Muller-Sieburg et al., 2012), а само мали број ових ћелија се налази у мирујућем 

стању, представљајући примитивну популацију ХМЋ (Nakamura-Ishizu et al., 

2014). Како би се очувао хематопоетски потенцијал током времена ова 

популација ћелија ретко подлеже деобама (Wilson et al., 2008; Qiu et al., 2014), 

при чему контрола броја деоба представља важан механизам регулације 

одржавања регенеративног потенцијала ХМЋ (Bernitz et al., 2017). Са друге 

стране, хијерархијски организован процес хематопоезе омогућава да ова 

малобројна популација ХМЋ, пролазећи кроз континуиране процесе 

пролиферације и диференцијације одржава физиолошку бројност ћелија крви, као 

и да се у зависности од потреба организма усмерава процес стварања 

одговарајућег типа ћелија крви. Стога се хематопоетски систем описује као 

развојни континуум ћелија различитог степена зрелости и диференцијације код 

којих се са опредељивањем сукцесивно губи способност самообнове и смањује 

диференцијациони потенцијал, док се зрелијим ћелијама истовремено повећава 

пролиферативни капацитет (Bryder et al., 2006; Muller-Sieburg et al., 2012; Qiu 

et al., 2014).  

С обзиром на релативно мали броја ХМЋ и хетерогеност ћелија костне сржи 

посебна проблематика изучавања ХМЋ представља фенотипска и функцијска 

карактеризација ХМЋ различитог степена зрелости (Bryder et al., 2006; Muller-

Sieburg et al., 2012) будући да се ХМЋ не могу идентификовати на основу 

морфолошких карактеристика, већ се у сврхе доказивања ХМЋ примењују 

имунофенотипске анализе и функцијски тестови (Eaves 2015). Иако хумане ХМЋ 

још увек нису у потпуности фенотипски окарактерисане, утврђено је да ХМЋ не 

експримирају ни један лозно-специфични (Lin, од енгл. Lineage specific) антиген 

зрелих хематопоетских ћелија, па се означавају као Lin- ћелије (Wognum et al., 

2003; Mayani 2016) (Слика 1). У циљу обогаћивања популација ХМЋ за 

терапијске, али и за истраживачке потребе, као кључан маркер узима се и 

присуство CD34 антигена. Овај површински гликопротеин предствља један од 

најважнијих маркера ХМЋ који се испољава код хематопоетских и ендотелских 
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прогенитора, али не и код зрелих ћелија (Doulatov et al., 2012; Aqmasheh et al., 

2017). С друге стране, показано је да се у оквиру хуманих ХМЋ налази и CD34 

негативна попуација (CD34- CD38 - Lin -) чији дорманатни деобни статус указује да 

би ова популација могла бити на врху хијерархије хематопоетског система (Anjos-

Alfonso et al., 2013; Mayani 2016). Стога се сматра да је стање дормантности 

квалитентији показатељ присуства мултипотентних ХМЋ у хетерогеним 

популацијама хематопоетских ћелија у односу на присуство антигена. Поред ових 

маркера, хумане ХМЋ експримирају CD49f, CD90 и CD117, али не и CD38 и CD45RA 

(Seita & Weissman 2011; Doulatov et al., 2012; Aqmasheh et al., 2017) (Слика 1). 

Уз експресију специфичних маркера, ХМЋ се могу идентификовати на основу 

способности да избацују одређене флуоресцентне боје попут родамина (Rho, од 

енгл. Rhodamine-123) или Hoechst 33342 боје (Wognum et al., 2003; Mayani 2016) 

захваљујући експресији ABC транспортера (од енгл. ATP-Binding Cassette) (de 

Grouw et al., 2006; Tang et al., 2010). Наиме, ABC транспортери имају улогу у 

избацивању штетних супстанци кроз ћелијску мембрану, те се њиховом високом 

заступљеношћу омогућава дугорочна заштита ХМЋ и чува интегритет МЋ (Tang 

et al., 2010; Rossi et al., 2011). Са друге стране, са сазревањем код 

мултипотентних прогенитора губи се експресија CD90, док се код опредељених 

прогенитора детектује експресија CD38 (Seita & Weissman 2011; Aqmasheh et al., 

2017) (Слика 1). Фукционо, сматра се да се на врху налазе ХМЋ са способношћу 

самообнове и диференцијације у ћелије свих крвних лоза, односно способношћу 

да у потпуности реконституишу хематопоезу код примаоца (Слика 1). У оквиру 

њих грубо се разликују примитивније, дуготрајно репопулишуће ХМЋ (LT-HSC, од 

енгл. Long-Term Hematopoietic Stem Cells) које дугорочно обнављају хематопоезу и 

зрелије, краткотрајно репопулишуће (ST-HSC, од енгл. Short-Term Hematopoietic 

Stem Cells) чији потенцијал обнављања хематопоезе је ограничен и краткотрајан 

(Liu et al., 2012; Aqmasheh et al., 2017). Деобом и диференцијацијом ове 

популације настаје хетерогена популација мултипотентних прекурсора које не 

поседују способност самообнове, али задржавају потпуни диференцијациони 

потенцијал. Сазревањем прогениторских ћелија такође настаје хетерогена група 

опредељених хематопоетских прогенитора већег пролиферативног капацитета у 

оквиру којих се могу разликовати олигопотентне ћелије лимфопоезе означене 
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као заједнички лимфоидни прогенитор (ЗЛП) и олигопотентне ћелије 

мијелопоезе означене као заједнички мијелоидни прогенитор (ЗМП). И током 

ових процеса долази до промене експресије маркера, па тако експресија CD10 на 

Lin- CD34+ CD38+ ћелијама дефинише лимфоидне прекурсоре, док експресија IL-

3αRниско (CD123), Lin- CD34+ CD38+ CD45RA− ћелијама дефинише мијелоидне 

прекурсоре (Seita & Weissman 2011; Chotinantakul & Leeanansaksiri 2012; 

Aqmasheh et al., 2017). Даљом диференцијацијом ЗЛП стварају се прекурсори Б, T, 

NK ћелија (NK, од енгл. Natural Killer), док диференцијацијом ЗМП дају еритроците 

и прекурсоре тромбоцита и гранулоцита, а дендритичне ћелије (ДЋ) могу настати 

како од ЗЛП тако и од ЗМП (Wang & Wagers 2011; Seita & Weissman 2011; Saleh 

et al., 2015; Aqmasheh et al., 2017) (Слика 1).  

 

 

Слика 1. Хијерархијски модел хематопоезе код човека. ХМЋ-хематопоетске матичне 
ћелије; ЗМП-заједнички мијелоидни прогенитори; ЗЛП-заједнички лимфоидни 
прогенитори; МЕП-мегакариоцитни-еритроцитни прогенитори; ГМП-гранулоцитно-
моноцитни прогенитори; МкП-мегакариоцитни прогенитори; ЕП-еритроцитни 
прогенитори; ГП-гранулоцитни прогенитори; Про-Мак, ДЋ , Б, Т, NK ћелије- прогенитори 
макрофага, дендритичних ћелија, Т и Б лимфоцита и NK ћелија. Преузето и измењено 
према Seita & Weissman, 2011. 
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У складу са потребама организма, динамика настанка зрелих ћелија крвног 

и имунског система регулисана је на сваком ступњу процеса хематопоезе, при 

чему су вијабилност, самообнова, пролиферација, опредељеност и 

диференцијација ХМЋ контролисани активношћу бројних сигнала присутних 

како у окружењу, тако и у самој ћелији. Јединствена грађа костне сржи омогућава 

близак контакт ХМЋ и различитих типова ћелија укључујући стромалне ћелије 

(ММЋ, остеобласти, фибробласти, адипоцити и ендотелске ћелије) и имунске 

ћелије попут лимфоцита или макрофага. На тај начин различите ћелије 

формирају јединствену микросредину, која се означава као ниша, а која има улогу 

стварања одговарајућих услова за функционисање процеса хематопоезе (Boulais 

& Frenette 2015; Reagan & Rosen 2016), при чему се у костној сржи може 

разликовати неколико хематопоетских ниша укључујући ендостеалну и 

васкуларну у близини артериола и синусоида (Morrison & Scadden 2014; Boulais 

& Frenette 2015; Mayani 2016). Оваквом организацијом у оквиру нише, као 

регулаторне јединице, омогућена је изложеност ХМЋ различитим комбинацијама 

биофизичких и биохемјских сигнала, али и директним контактима са ћелијама у 

окружењу, чиме се усаглашено координише процес хематопоезе (Boulais & 

Frenette 2015; Wohrer et al., 2014). Уједно, ова организација представља и 

основу хетерогености ХМЋ, односно одржавања хематопоетских ћелија које се 

разликују у способности самообнављања и диференцијације (Crisan & Dzierzak 

2016). Стога је идентификација молекулских механизама који регулишу судбину 

ХМЋ у оквиру специфичних ниша неопходна како би се разумео процес 

хематопоезе како у физиолошким, тако и у патолошким стањима (Boulais & 

Frenette 2015). 
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1.1.1.2. Мезенхимске матичне ћелије  

 

На могућност да се у костној сржи поред ХМЋ налазе и МЋ од којих настају 

нехематопоетске ћелије први пут је указао немачки патолог Cohnheim 1867. 

године. Анализирајући састав ћелија током процеса зарастања рана Cohnheim је 

уочио да се на местима повреда поред имунских ћелија налазе и ћелије које 

морфолошки личе на фибробласте. Према његовим закључцима ћелије на месту 

повреде биле су пореклом из крвотока, односно посредно из костне сржи, на 

основу чега је изнео хипотезу да костна срж може бити извор фибробласта који 

стварају влакна колагена током физиолошког процеса зарастања повреда. Иако, 

ови налази у каснијим истраживањима нису у потпуности потврђени (Prockop 

1997) на присуство и значај нехематопоетских ћелија у костној сржи почетком 20. 

века указује и руски научник Aleksandar Maksimov према чијој теорији се процес 

хематопоезе, односно сазревање ХМЋ одвија под утицајем сигнала које стварају 

стромалне ћелије костне сржи (Friedenstein 1989).  

Значајнија експериментална потврда присуства нехематопоетских МЋ у 

костној сржи дошла је тек 1970-тих година када су Friedenstein и сарадници на 

моделу полу-сингених животиња након трансплантације костне сржи уочили 

присуство коштаног ткива пореклом од донора (1968), а слична запажања имали 

су и Tavassoli & Crosby (1968). Неколико година касније, коначан доказ да костна 

срж садржи ћелије које се могу диферентовати у фибробласте, као и у друге 

мезенхимске ћелије дао је Friedenstein са сарадницима. Наиме, засејавањем ћелија 

костне сржи миша на пластичну подлогу и одстрањивањем неадхерентне 

фракције ћелија након неколико сати, на подлози су идентификоване адхерентне 

ћелије вретенастог облика, сличне фибробластима. Ове хетерогене ћелије 

формирале су колоније, а након “мирујућег периода” од 2-4 дана, ћелије у 

колонијама почеле су да се веома брзо умножавају. После неколико пасажа ћелије 

су постале морфолошки униформније, али је њихова најупечатљивија 

карактеристика била способност диференцијације у мале колоније ћелија 

округластог облика, налик на ћелије ткива хрскавице или кости. Водећи се овим 

резултатима Friedenstein означава стромалне ћелије као јединце формирања 

колоније фибробластa CFU-F (од енгл. Colony Forming Unit – Fibroblast) 
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(Friedenstein et al., 1970; Friedenstein et al., 1974; Friedenstein et al., 1976; 

Friedenstein 1976). 

У каснијим истраживањима, ћелије сличних својстава изоловане су и из 

аспирата хумане костне сржи (Castro-Malaspina et al., 1980; Gartner & Kaplan 

1980), а 1985. године Owen, правећи аналогију са хематопоетским системом 

ћелија, дефинише “систем стромалних ћелија” кога чине не само стромалне ћелије 

костне сржи које подржавају хематопоезу, већ и мезенхимске МЋ (и њихово 

потомство) које поседују способност самообнове и диферентовања у различита 

везивна ткива, укључујући хрскавицу, кост, масно ткиво, фиброзно ткиво и 

строму хематопоетске микросрединe (Owen 1985). Следствена истраживања 

потврдила су да се ове стромалне ћелије у условима in vitro могу диференцирати у 

ћелије различитих везивних ткива (остеобласте, хондробласте и адипоците), те су 

означене као „стромалне МЋ костне сржи” (Owen & Friedenstein 1988; Prockop 

1997; Kfoury & Scadden 2015), док је Caplan 1991. године ове ћелије костне сржи 

дефинисао као „мезенхимске МЋ“ (Caplan 1991). Међутим, иако су првобитно 

прихваћене као популација МЋ, било је неопходно потврдити њихову способност 

самообнове и остеогени диференцијациони потенцијал у условима in vivo, што је 

први пут показано тек крајем 1990-тих година. Тада је након субкутане 

трансплантације ћелија појединачних колонија хумане костне сржи (на носачима 

изграђених из хидроксиапатита и трикалцијум фосфата) имунодефицијентним 

мишевима утврђено да у различитом степену долази до развоја коштаног ткива, а 

да се у најразвијенијим коштаним трансплантатима ствара хематопоетско ткиво 

(Kuznetsov et al., 1997). С обзиром да је само одређени проценат ћелија формирао 

коштано ткиво, на основу ових резултата могло се закључити и да у оквиру овог 

типа ћелија матичне ћелије представљају само један део ћелијске популације 

(Kfoury & Scadden 2015), односно да изоловане ћелије нису хомогена популација, 

што су многобројни радови касније и потврдили (Hass et al., 2011; Phinney 2012; 

Hart 2014; Jones & Schäfer 2015). 

Иакo њихово развојно порекло још увек није дефинисано, истраживања су 

показалa да ћелије окарактерисане као ММЋ нису присутне само у костној сржи, 

ткиву мезенхимског порекла (Via et al., 2012; Murray & Peault 2015). Наиме, ове 

ћелије изоловане су из скоро свих ткива и органа адулта и фетуса, али и 
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перинаталних ткива (Hass et al., 2011; Via et al., 2012; de Girolamo et al, 2013; 

Zhao et al., 2016) (Слика 2). Осим тога, уз потенцијал за диференцијацију у ткива 

мезодермалног порекла, показано је да ММЋ под одговарајућим условима 

култивације могу да се диференцирају и у различите типове ћелија 

ектодермалног и ендодермалног порекла (неурони, кардиомиоцити, хепатоцити, 

ендотелске ћелије) (Bianco et al., 2008; Huang et al., 2015; Schäfer et al., 2016). 

Ипак, ови налази су још увек врло упитни због недовољно in vivo потврда (Quinn 

& Flake 2008; Nombela-Arrieta et al., 2011; Strioga et al., 2012). Како ММЋ 

представљају хетерогену популацију ћелија у оквиру које је само један део 

заправо МЋ, а многобројни радови заснивају се на ћелијама чија матичност није 

тестирана и доказана, данас постоји изражена потреба за променом назива ове 

популације ћелија, односно њиховим прецизнијим означавањем (Lindner et al., 

2010; Kfoury & Scadden 2015; Caplan 2017). Такође, претпоставља се да услови 

култивације у којима се најчешће одвија пропагација ММЋ, не могу стимулисати 

или одрзати малу популацију правих МЋ унутар ове адхерентне популације, па се 

култивисане ММЋ често називају мезенхимске стромалне ћелије које се могу 

изоловати из многих везивних ткива. Са друге стране, хистолошки термин 

„мезенхим“ односи се пре свега на привремено ембрионално ткиво од ког се 

развија не само везивно ткиво, већ и елементи крвног система, што имплицира да 

различита везивна ткива не могу имати заједничке ММЋ (Bianco 2014; Robey 

2017). У прилог промене назива ММЋ посебно се истиче проблематика 

матичности ових ћелија. Наиме, с обзиром да улога ММЋ у условима in vivo није у 

потпуности разјашњена, а мултипотентни потенцијал диференцијације се још 

увек испитује недовољно ригорозним in vitro тестовима матичност ових ћелија се 

данас значајно доводи у питање (Bianco 2014; Caplan 2017).  
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Слика 2. Извори и диференцијациони потенцијал хуманих ММЋ. Преузето и 
измењено према Zhao et al., 2016; Nombela-Arrieta et al., 2011. 
 
 

Ако се изузме неусаглашеност око назива и порекла данас се под појмом 

ММЋ подразумева тип мултипотентних МЋ које се у култури могу одржавати без 

промена у кариотипу. Ове ћелије се могу изоловати из различитих адултних или 

феталних ткива где њихова биолошка улога подразумева омогућавање 

структурне подршке овим органима и одржавање ткивне хомеостазе (Zomer et 

al., 2015; Ullah et al., 2015) (Слика 2). Међутим, велика хетерогеност у оквиру 

одређене популације ММЋ, као и варијабилна функциона својства ММЋ 

различитих ткива и донора, уз недовољно стандардизоване услове култивације, 

условила су и велику недоследност добијених резултата и отворила питање 

њихове упоредивости (Horwitz & Keating 2000). Из тих разлога су на 

иницијативу Комитета за мезенхимске и ткивне матичне ћелије Међународног 

удружења за ћелијску терапију (ISCT, од енгл. The International Society for Cellular 

Therapy) успостављени неопходни критеријуми при дефинисању хуманих ММЋ, а 

који подразумевају присуство скупа карактеристика у оквиру ћелијске 

популације. Као први услов за идентификацију ММЋ постављена је адхезивност 
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за пластичну подлогу при стандардним условима in vitro култивисања. Поред 

тога, потребно је да изоловане ћелије експримирају површинске антигене (CD105, 

CD73, CD90) уз одсуство експресије хематопоетских маркера (CD45, CD34, CD14 

или CD11b, CD29α или CD19, као и маркера главног хистокомпатибилног 

комплекса HLA-DR). Истовремено, ћелијска популација мора да поседује 

мултипотентни потенцијал диференцијације ка најмање три ћелијске лозе 

мезодермалног порекла (остеогена, хондеогена и адипоегена) у одговарајућим in 

vitro условима. (Horowitz et al., 2005; Dominici et al., 2006; Klimczak & 

Kozlowska 2015; Kobolak et al., 2015; Al‐Shaibani et al., 2015).  

Премда су сазнања о својствима ММЋ временом знатно проширена, питање 

њихове идентификације још увек је отворено с обзиром да не постоји јединствена 

дефиниција нити квалитативни метод којом би се идентификовале ММЋ 

(Horowitz et al., 2005; Keating 2012; Murray & Peault 2015). Наиме, стромално 

порекло ММЋ доказује се брзом адхезијом за подлогу као и морфологијом која 

подсећа на фибробласте (Zomer et al., 2015), али се запажају морфолошке 

разлике између различитих субпопулација ММЋ (Whitfield et al., 2013; 

Rennerfeldt & Van Vliet., 2016). Осим тога, експресија специфичних маркера ових 

ћелија на основу којих би се оне разликовале од других ћелија није још увек 

дефинисана (Lv et al., 2014; Klimczak & Kozlowska 2015). Велика хетерогеност 

ММЋ одражава се на функцијске варијације у самообнови и диференцијационом 

потенцијалу између различитих популација и субпопулација ММЋ (Hass 2011; 

Phinney 2012). Један од главних недостатака међу критеријумима ISCT (Dominici 

et al., 2006) јесте недефинисана способност самообнове коју изоловане ћелије 

морају поседовати, а која представља главни параметар регенеративног 

потенцијала ММЋ. Наиме, иако ММЋ поседују способност формирања колонија у 

условима in vitro као манифестације самообновљивости ћелија, истраживања 

показују да се у оквиру тих колонија налазе ћелије различитог нивоа 

зрелости/диференцираности, као и да разлике постоје између самих колонија. Уз 

то, ММЋ експримирају и релативно висок ниво маркера плурипотентности који 

су присутни код ЕМЋ као што су OCT-4 (од енгл. OCTamer-binding transcription 

factor 4), SOX-2 (sex determining region Y-box 2) и NANOG који као транскрипциони 

фактори учествују у регулацији мултипотентности, самообнове и пролиферације 
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ММЋ, али њихова улога није до краја расветљена (Pierantozzi et al., 2011; Tsai & 

Hung 2012). Хетерогеност колонија ММЋ и потенцијал самообнове ММЋ још увек 

су нејасни и предмет су истраживања многих студија (Samsonraj et al., 2015; 

Rennerfeldt & Van Vliet 2016). Ипак највеће потешкоће у идентификацији 

нативних ММЋ представљају још увек непотврђени in vivo потенцијал 

диференцијације, те се заправо не може дефинитивно потврдити да наведене in 

vitro карактеристике представљају адекватан показатељ природе ММЋ у 

условима in vivo (Lin et al., 2013; Murray & Peault 2015; Kfoury & Scadden 2015). 

Из ових разлога намећу се питања биолошке еквивалентности ћелија изолованих 

на основу способности за адхезију и експресије површинских маркера, као и да ли 

се разлике последица различите биологије ткива из којих су ММЋ изоловане 

(Kalinina et al., 2011; Nombela-Arrieta et al., 2011). 

Имајући у виду проблематику идентификације и карактеризације ММЋ, 

недвосмислено се намеће закључак да шира клиничка употреба ових ћелија још 

увек није могућа, иако је због једноставних процедура изолације откриће ових 

ћелија побудило велика очекивања у регенеративној медицини (Zomer et al., 

2015; Schäfer et al., 2016). Уз диференцијациони потенцијал, показано је да у 

условима in vitrо ММЋ продукују широк спектар биоактивних фактора који 

помажу ремоделовање ткива и испољавају имунорегулаторна својства (Caplan 

2007; Hoogduijn et al., 2010; Wu et al., 2013). С обзиром на то, поред 

идентификације и карактеризације, детаљно познавање биолошких 

карактеристика ММЋ представља полазну основу за њихову одговарајућу 

примену у ћелијској терапији (Schäfer et al., 2016). Како су ММЋ костне сржи 

највише изучавана популација ММЋ (Maffei 2014; Merino-González et al., 2016) 

разумевање функционисања ММЋ данас се углавном заснива на резултатима 

добијеним истраживањима ММЋ костне сржи (Wu et al., 2013). Са друге стране, 

иако показују велике сличности са ММЋ костне сржи, ММЋ пореклом из других 

ткива поседују и одређене особености у погледу биолошких функција које су још 

увек недовољно расветљене (Nombela-Arrieta et al., 2011; Sacchetti et al., 2016; 

Merino-González et al., 2016). Стога је испитивање функција ММЋ различитих 

ткива у оквирима специфичних ниша постало актуелно поље истраживања 

(Kalinina et al., 2011). 
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Кључан аспект у дефинисању функције ММЋ у условима in vivo представља 

утврђивање њихове микроанатомске локализације у оквиру различитих органа. 

Резултати указују да се резидентне ММЋ налазе у близини крвних судова (da 

Silva et al., 2012; Murray & Peault 2015) што указује на могућност да ММЋ 

слично перицитима учествују у одржању хомеостазе крвних судова, као и да 

реагујући на оштећење ткива одговарају стимулацијом регенеративних процеса, 

локалном модулацијом инфламаторне реакције и улазе у системску циркулацију 

под утицајем градијента цитокина како би населиле оштећено ткиво (Via et al., 

2012; Wong et al., 2015; da Silva et al., 2016). Међутим, понашање ММЋ in vivo 

није још увек у потпуности разјашњено (Murray & Peault 2015), нити је у 

потпуности потврђено да су ћелије ММЋ у условима in vivo заиста на 

периваскуларној локацији (de Souza et al., 2016; Guimarães-Camboa et al., 2017).  

Ипак, данас се подразумева да биолошка функција ММЋ представља 

одржање ткивне хомеостазе, односно регенерација, што се заснива на самообнови 

и мултипотентном потенцијалу диференцијације, као и подржавању хематопоезе 

уз потенцијалну способност модулације имунског одговора (Carrion & Figueroa 

2011; Wei et al., 2013; Zomer et al., 2015). Ови процеси одвијају се у 

интеракцијама са околним ћелијама и укључују истовремено деловање великог 

броја сигналних молекула. Њиховом одговарајућом обрадом одређује се и 

усмерава активност ММЋ како у физиолошким, тако и у патолошким условима 

(Wei et al., 2013; Wu et al., 2014). На тај начин, резидентне ММЋ регулишу 

физиолошко обнављање ткива и одржавају ткивну хомеостазу (Kalinina et al., 

2011; Wong et al., 2015). Наиме, како би се након оштећења ткива одржала 

хомеостаза, на месту повреде покреће се серија координисаних процеса (Wong et 

al., 2015), што укључује хемостазу (коагулација и активација тромбоцита), акутну 

инфламацију (активација и миграција имунских ћелија), стварање 

грануломатозног ткива (регрутације и пролиферације фибробласта и МЋ, 

ангиогенезе, обнављање епитела) и ремоделовање (синтезе и реорганизације 

ванћелијског матрикса - ВЋМ) (Dimarino et al., 2013; Lee et al., 2016). На месту 

повреде продукује се велики број солубилних медијатора који усмеравају 

активност ћелија и покрећу имунски одговор специфичан за ткиво и тип повреде, 

а који су кључни за регенерацију ткива (Wong et al., 2015; Kanji & Das 2017). 
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Поред ћелија имунског система које имају важну улогу у процесу обнове ткива, 

активну улогу имају и резидентне ММЋ. Стимулисане факторима специфичне 

инфламаторне нише, ММЋ испољавају своје регулаторне функције које укључују 

модулацију имунског одговора, активације и преживљавања околних ћелија као 

што су фибробласти, хематопоетске, ендотелске и епителске ћелије, али и 

стварање ВЋМ и ожиљачног ткива (Seeps et al., 2016; Kanji & Das 2017). У основи 

ових функција ММЋ налазе се различити молекулскобиолошки механизми. Иако 

њихова природа да сада није у потпуности позната, претпостављени механизми 

генерално укључују диференцијацију ММЋ, фузију ММЋ са оштећеним ћелијама, 

као и међућелијску комуникацију путем трансфера органела попут 

микровезикула и митохондрија. Такође, продукција многобројних биоактивних 

молекула, односно паракрина активност, представља важан механизам деловања 

ММЋ у различитим ћелијским процесима као што су имуномодулација, апоптоза, 

ангиогенеза, миграција, итд. (Слика 3) (Liang et al., 2014; Seeps et al., 2016).  

 

Слика 3. Механизми испољавања биолошких функција ММЋ. HGF - од енгл. Hepatocyte 
Growth Factor; HO-1 - од енгл. Heme oxygenase; NO - азот моноксид; HLA-G5 - од енгл. Human 
Leukocyte Antigen G5; VEGEF - од енгл. Vascular Endothelial Growth Factor; IGF - од енгл. 
insulin-like Growth Factors. FGF - од енгл. Fibroblast Growth Factors. SDF-1- Stromal cell-Derived 
Factor 1; MCP1 - Monocyte Chemoattractant Protein 1; LIF - од енгл. Leukemia Inhibitory Factor; 
SCF - од енгл. Stem Cell Factor; GDNF - од енгл. Glial cell-Derived Neurotrophic Factor. STC1 - од 
енгл. Stanniocalcin-1; GM-CSF - од енгл. Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor; 
CCL, CXCL – хемокини. Преузето и измењено према Liang et al., 2014. 
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Преклиничка истраживања хуманих ММЋ, као и студије на анималним 

моделима показала су да егзогена примена ММЋ доводи до повољних резултата 

на различитим моделима укључујући зарастање хроничних рана, опекотина, 

акутне повреде плућа, инфаркта миокарда, дијабетеса, мултипле склерозе, као и 

поремећаја гастроинтестиналног тракта, бубрега и јетре (Madrigal et al., 2014; Ji 

et al., 2017; Arsenijevic et al., 2017; Mao et al., 2017). Међутим, након апликације, 

само мали проценат ћелија преживљава дужи временски период, те је 

вероватноћа да су њихови повољни ефекти који се уочавају већ у првих 1-2 дана 

након примене последица њихове пролиферације и диференцијације веома мала 

(Wu et al., 2014). Насупрот првобитним очекивањима да се терапутска улога 

ММЋ заснива на њиховој способности диференцијације, савремена истраживања 

све више истичу паракрину улогу у обнови ткива (Madrigal et al., 2014; Merino-

González et al., 2016; Li et al., 2017). Ово становиште подржано је и налазима да 

кондиционирани медијуми култивисаних ММЋ такође поспешују обнављање 

ткива (Padeta et al., 2017; Kay et al., 2017; Jiang et al., 2017). Сматра се да 

позитивни ефекти долазе делимично као последица комбинације дејства 

биоактивних молекула који поседују антиинфламаторна, антипролиферативна и 

ангиогенетска својства. На тај начин ствара се микрокружење повољно за 

регенерацију и подстицање обнављања ткива и активације резидентних, ткивно 

специфичних прогенитора (Meirelles et al., 2009; Nombela-Arrieta et al., 2011; 

Manuguerra-Gagné et al., 2013; Iseri et al., 2016; Vizoso et al., 2017).  

Са друге стране, истим механизмима резидентне ММЋ могу учествовати у 

формирању патолошких микросредина, које су одлика бројних обољења (Ridge et 

al., 2017; Hill et al., 2017). Допринос ММЋ показан је у развоју различитих врста 

малигнитета попут хематолошких малигнитета (Wang et al., 2017; Fracchiolla et 

al., 2017; Li et al., 2018), солидних тумора јетре (Zong et al., 2018), дојке (Karnoub 

et al., 2007), простате (Cheng et al., 2016), главе и врата (Liu et al., 2018), дебелог 

црева (Tsai et al, 2011; Wu et al., 2016). Такође, показано је да ММЋ могу 

поспешивати развој тумора кроз стимулацију отпорности туморских ћелија на 

лекове, формирањем нише за недиференциране туморске ћелије (Ma et al., 2015; 

Gazdic et al., 2017; Yu et al., 2017; Hill et al., 2017). Осим тога, допринос ММЋ 

запажа се током развоја фиброзе органа попут јетре, бубрега, срца, коже, али 
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њихов ефекат још увек није у потпуности разјашњен (Prockop 2016; El Agha et al., 

2017; Li et al., 2017). 

Имајући у виду да ММЋ одговарају на стимулусе микросредине, мењајући 

свој фенотип и комуникацију са ћелијама у окружењу чиме се остварује њихово 

учешће у хомеостази, али и патолошким стањима ткива, намеће се потреба за 

испитивањем ММЋ у контексту најприближнијем физиолошкој ткивној 

организацији и функцији. Истовремено, детаљно познавање биологије ММЋ 

сваког ткивног извора, представља неопходан захтев како би се омогућио развој 

одговарајуће и успешне употребе ткивно-специфичних ММЋ у оквиру терапија 

регенеративне медицине и ткивног инжењеринга.  

 

1.1.1.3. Усна дупља као извор популација мезенхимских матичних 

ћелија 

 

Веома богат извор различитих ћелијских популација које поседују одлике 

матичних и прогениторских ћелија налази се у везивном ткиву орофацијалног 

система, кога чини скуп ткива и органа који заједнички обављају функције 

жвакања, гутања, говора, дисања и варења (Mao & Prockop., 2012; Amrollahi et 

al., 2016). Истовремено, ова ткива често бивају одстрањена као медицински отпад 

током различитих клиничких процедура, те и са аспекта доступности 

представљају посебно погодан извор за изолацију недиференцираних ћелија, 

односно МЋ (Egusa et al., 2012). До сада, из ткива денталног региона изоловане 

су и окарактерисане ММЋ зубне пулпе, млечних зуба, периодонцијума (ПД-ММЋ), 

апикалне папиле и гингиве (Xiao & Nasu 2014; Rouabhia 2015; Sharp 2016) 

(Слика 4). Међутим, уз својстава заједничка свим ММЋ, и у оквиру ММЋ ових 

ткива постоје значајне разлике. У ширем смислу оне се могу поделити на два типа 

у зависности од могућности формирања структуре дентина у условима in vivo што 

поседују денталне ММЋ попут ММЋ зубне пулпе, ММЋ млечних зуба и ММЋ 

апикалне папиле. Са друге стране, ПД-ММЋ и ММЋ гингиве сврставају се у 

неденталне ММЋ које у условима in vivo формирају структуре сличне 

периодонцијуму, али не и дентину (Xiao & Nasu 2014).  
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Слика 4. Извори хуманих оралних ММЋ. ЗП - зубна пулпа; ПМЗ - пулпа млечних зуба; 
ДФ - дентални фоликул; АП - апикална папила; ПД - периодонцијум. Преузето и измењено 
према Bojic et al., 2014.  
 

Међутим, и поред значајног присуства матичних, односно прогениторских 

ћелија регенеративни капацитет орофацијалног ткива је ипак ограничен, док је 

потпуна регенерација скоро немогућа. У највећој мери узрочници патолошких 

стања зуба и ткива која их окружују представљају механички изазване повреде, 

као и оштећења изазвана развојем запаљенских процеса оралног ткива (Caton et 

al., 2012). Поред тога, ова патолошка стања су често праћена интензивним болом, 

али и естетским проблемима. Стога је у лечењу оштећеног орофацијалног ткива и 

органа неопходно успоставити обнову како функције тако и естетике што може 

представљати велики клинички изазов. Имајући у виду комлексност ткива усне 

дупље, као и да процес регенерације подразумева активност великог броја типова 

ћелија, целовита обнова оштећења овог ткива најчешће није могућа због чега се 

интензивно ради на развоју нових терапија које укључују примену ММЋ (Scheller 

et al., 2009; Mitsiadis et al., 2015; Pagella et al., 2015). Међутим, функцијске 

разлике између ММЋ упућују и на неопходност одабира одговарајућег извора 

ММЋ за регенерацију различитих ткива, где денталне ММЋ могу бити погодан 

извор за регенерацију структуре дентина и пулпе, костију, хрскавице и нервног 

ткива, док неденталне ММЋ могу бити погодне у опоравку периодонцијума, 

тетива и мишића (Xiao & Nasu 2014; Alvarez et al., 2015). Поред тога, испитивање 

својстава ММЋ денталог региона је важно за разумевање учешћа ових ћелија у 

одржавању функционог интегритета, као и улога које ове ћелије имају у бројним 

патолошким процесима ових ткива. 
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1.1.1.3.1 Популација матичних ћелија периодонцијума 

 

Иако у одржању структуре самих зуба главну улогу има зубна пулпа (Yu & 

Abot 2007), укупни животни век зуба одређен је и функционим својствима 

потпорног ткива зуба (Maeda et al., 2011). Потпорно ткиво зуба означено као 

пародонцијум састоји из два чврста ткива: алвеоларне кости и цемента који 

покрива корен зуба, као и два мека ткива: периодонцијумa и десни. Као део 

потпорног ткива зуба које се налази између алвеоларне кости и зуба, 

периодонцијум представља меко специјализовано везивно ткиво чија је главна 

улога учвршћивање корена зуба за алвеоларну кост, као и ублажавање притиска 

који се ствара током жвакања. Стога периодонцијум представља динамично 

везивно ткиво које се кроз моделирање структуре влакана и кости непрекидно 

прилагођава механичким променама са циљем одржавања структурног 

интегритета ткива зуба (Nanci & Bosshardt 2006; Maeda et al., 2011). Осим тога, 

периодонцијум не само да пружа потпору у учвршћивању зуба за алвеоларну кост, 

већ обезбеђује хранљиве материје, штити зуб и учествује у одржавању хомеостазе 

оралног ткива (Nanci & Bosshardt 2006; Maeda et al., 2011; Xiao & Nasu 2014). Уз 

то, својство формирања минерализованог ткива, односно регулације равнотеже 

између неминерализованог и минерализованог ткива представља значајан 

сегмент функционисања овог ткива. Наиме, периодонцијум је смештен између 

два минерализована ткива, алвеоларне кости и зуба, те је и спречавање 

прекомерне минерализације посебан функциони захтев ћелија овог ткива (Lekic 

& McCulloch 1996; Nanci & Bosshardt 2006). 

Структурно, ткиво периодонцијума састављено је из хетерогене ћелијске 

популације као и ВЋМ, при чему су главне ћелије које изграђују ово ткиво 

фибробласти, али су ту присутне и епителске и ендотелске ћелије, остеобласти, 

цементобласти, одонтокласти, моноцити и макрофаги, као и недиференциране 

мезенхимске ћелије, док у састав ВЋМ овог ткива улазе како колагене и тако 

неколагене компоненте. Најзаступљенији су високоорганизовани снопови 

колагених влакана претежно изграђени из колагена тип I, III и XII, али су ту 

присутна и еластична влакна окситалана, правећи заједно тродиемнзионалну 

мрежу која окружује зуб и укотвљује корен зуба за алвеоларну кост. У ВЋМ налазе 
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се и неколагени протеини попут алкалне фосфатазе, протеогликана и 

гликопротеина (ундулин, тенасцин и фибронектин) које локално секретују 

резидентне ћелије, али који могу и путем циркулације доспети у ткиво 

периодонцијума (Nanci & Bosshardt 2006; Maeda et al., 2011).  

Иако представљају важну компоненту одржавања хомеостазе овог 

везивног ткива, недиференциране мезенхимске ћелије периодонцијума из 

хуманог ткива описане су први пут од стране Seo и сарадника 2004. године. У овом 

истраживању показано је да изоловане ПД-ММЋ поседују маркере 

карактеристичне за ММЋ (STRO-1 и CD146/MUC18), као и да се при одговарајућим 

условима култивисања могу диференцирати у цементоблсате, адипоците и ћелије 

које продукују колаген. Поврх тога, у истом истраживању, на моделу 

имунокомпромитованих глодара, показано је да након трансплантације хуманих 

ПД-ММЋ долази до формирања структура сличних комплексу ткива 

периодонцијума и цемента, а следствено и опоравка оштећеног ткива (Seo et al., 

2004). Потом су и радови других аутора (Nagatomo et al., 2006; Gay et al., 2007; 

Park et al., 2011; Miletić et al., 2014) потврдили присуство популације ММЋ у 

популацији култивисаних ћелија периодонцијума које задовољавају минималне 

критеријуме ISCT за дефинисање ММЋ, укључујући мултипотентни потенцијал 

диференцијације у условима in vitro, као и присуство површинских маркера. 

Такође, на моделима свиње или глодара, следствене студије показале су да ПД-

ММЋ саме (Ding et al., 2010a), генетски модификоване и/или у комбинацији са 

различитим носачима и факторима (Su et al., 2015; Wang et al., 2016; Zhang L et 

al., 2017; Zhang C et al., 2017) могу доприносити опоравку потпорног ткива зуба 

in vivo, што указује да ове ћелије испољавају ефекте од терапеутског заначаја те 

могу бити важан извор за ћелијску терапију. Ипак, својства ПД-ММЋ нису у 

потпуности разјашњена и могу зависити од различитих фактора (Zhu & Liang 

2015) укључујући и место прикупљања ткива, с обзиром да је показано да ПД-

ММЋ са површине алвеоларне кости испољавају већи капацитет регенерације 

алвеоларне кости у поређењу са ПД-ММЋ са површине корена зуба (Wang et al., 

2011). Поред тога, подаци указују да ткиво периодонцијума током развића 

настаје од ћелија које мигрирају из ткива нервне кресте (Chai et al., 2000; Yao et 

al., 2008; Dupin & Sommer 2012), као и да периодонцијум представља једно од 
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ткива у коме се налазе мултипотентне ћелије нервне кресте (Dupin & Coelho-

Aguiar 2012), те да се тиме може објаснити експресија маркера својствених 

недиференцираним ћелијама нервног порекла као што су Nestin, HNK-1, p75, Slug 

и SOX-10 код постнаталних ПД-ММЋ (Coura et al., 2008; Bueno et al., 2013; 

Fortino et al., 2014). У складу са тим, студије показују да ПД-ММЋ испољавају 

изражен потенцијал диференцијације ка прогениторима нервних ћелија (Lee et 

al., 2014; Ullah et al., 2016; Romeo et al., 2018). Са друге стране, слично другим 

ткивним изворима ММЋ, запажена је локализација ПД-ММЋ у близини крвних 

судова, као и експресија маркера перицита попут CD146 и NG-2 (од енгл. 

Neural/Glial antigen 2) (Sonoyama et al., 2006; Iwasaki et al., 2013; Pitaru et al., 

2015; Zhu & Liang 2015). Стога се сматра да се у оквиру популације ПД-ММЋ 

заправо налазе прогениторске ћелије које онтогенетски потичу од нервног ткива, 

али и прогениторске ћелије мезодермалног порекла који потичу од околног 

васкуларног ткива и ткива костне сржи (Acharya et al., 2010). Могућност 

локализације ПД-ММЋ у близини крвних судова и нервног ткива су такође важни 

за разумевање регенеративних својстава ових ћелија и њихове комуникације са 

ћелијама окружења. 

Све ове чињенице указују на специфичност периодонцијума као нише ПД-

ММЋ која регулише функцијска својства ових ћелија како у физиолошким тако и у 

патолошким стањима. 
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1.2. ФУНКЦИЈСКИ ОДГОВОР МЕЗЕНХИМСКИХ МАТИЧНИХ 
ЋЕЛИЈА  

У физиолошким условима АМЋ налазе се у стању мировања све док их 

различити сигнали из окружења, створени услед оштећења ткива или 

регенеративних потреба, не подстакну на пролиферацију и/или диференцијацију 

(Symonds et al., 2009). Поред регулације сопствене бројности, интегрисањем 

сигнала микроокружења, сходно потребама у датим околностима, успоставља се 

функцијски одговор ММЋ који се остварује кроз продукцију солубилних фактора 

и директне међућелијске контакте. На тај начин ММЋ учествују и у регулацији 

активности околних ћелија, као и реорганизацији ВЋМ (Akhmanova et al., 2015; 

Kyurkchiev et al., 2014; Ma et al., 2014; Rüster et al., 2006; Jiang et al., 2017; 

Gattazzo et al., 2014). 

Посебан интерес данас усмерен је ка разумевању утицаја фактора 

инфламаторне микросредине у обликовању својстава и функционог одговора 

ММЋ, односно разумевању односа ММЋ и хуморалних и ћелијских чинилаца 

имунског система с обзиром да имунски систем представља важну компоненту у 

одржању хомеостазе и регенерације ткива. Са друге стране, неодговарајући 

имунски одговор налази се у основи многобројних обољења те модулација 

активности имунског система представља основу за развој различитих 

имунотерапија где примена ММЋ може имати значајан допинос. Ипак резултати 

клиничких истраживања још увек нису конзистентни (Zhao et al., 2016; 

Kyurkchiev et al., 2014; Bernardo et al., 2009).  

Стога су савремена истраживања усмерена ка разумевању механизама 

регулације функцијског одговора ММЋ укључујући пролиферацију и 

диференцијацију, способност модулације имунског одговора, али и разумевању 

утицаја чинилаца имунског система на функцијска својства ММЋ.  
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1.2.1. ПРОЛИФЕРАЦИЈА И ДИФЕРЕНЦИЈАЦИЈА МЕЗЕНХИМСКИХ 

МАТИЧНИХ ЋЕЛИЈА 

1.2.1.1. Пролиферација и самообнављање мезенхимских 

матичних ћелија 

 

Уравнотеженим односом између пролиферације и диференцијације, као 

алтернативних судбина МЋ успоставља се бројност популације (Yamashita et al., 

2010). Супротно, немогућност одржавања одговарајуће бројности МЋ може 

водити ка хиперплазији ткива услед хиперпролиферације МЋ, као и дегенерацији 

ткива или старењу услед смањења активности МЋ или њихове бројности 

(Morrison & Kimble, 2006; Rando 2006).  

Акумулацијом пролиферативних сигнала (митогена), у датом тренутку МЋ 

може се поделити асиметрично или симетрично у зависности од потреба 

организма (Слика 5), што указује да су током индукције деобног циклуса 

истовремено активни и механизми укључени у детерминисање судбина ћерки 

ћелија. Асиметрична деоба одвија се у циљу одржања ткивне хомеостазе и 

подразумева настанак једне МЋ и једне ћелије предодређене за диференцијацију 

(Yamashita & Fuller, 2008), док симетрична деоба резултује у настанку две МЋ 

или две диференциране ћелије (Shahriyari & Komarova, 2013), што представља 

механизам ћелијске експанзије неопходан током развића, као и регенерације 

након повреде (Yamashita & Fuller 2008). Из тог разлога се сматра да је 

факултативни начин деобе ћелија кључна адаптација у одржавању 

регенеративног капацитета адултног организма (Morrison & Kimble, 2006). 

Међутим, менханизми регулације деобе МЋ у највећој мери засновани су на 

резултатима добијених применом различитих модел-система попут Caenorhabditis 

elegans, Drorosofila melanogaster, епителних и неуроепителних ћелија миша 

(Lechler & Fuchs, 2005; Morrison & Kimble 2006; Florian & Geiger, 2010), док код 

ММЋ ови процеси нису расветљени.  

Посебан проблем дефинисања механизама регулације деобе и самообнове 

код ММЋ представља хетерогеност ћелија у оквиру колонија које ММЋ формирају 

у условима in vitro, где се истиче да култивисане ММЋ стварају колоније које нису 

увек формиране од стране једне ћелије. Додатан проблем идентификације 
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клоналности ММЋ је што in vitro услови per se могу стимулисати диференцијацију 

ММЋ (Samsonraj et al., 2015; Rennerfeldt & Van Vliet 2016), чиме се малобројна 

популација МЋ у оквиру култивисаних ММЋ исцрпљује и мења. За разлику од 

пролиферације, појмови способности самообнове и клоногености детерминисани 

на основу in vitro истраживања се из ових разлога код ММЋ не могу у потпуности 

изједначити . 

 

Слика. 5. Симетрична и асиметрична деоба МЋ; Регулација деобе спољашљим 
и унутрашњим сигналима. Преузето и измењено према Yamashita et al., 2010; 
Yang et al., 2015 

Поред регулације деобе, способност самообнове МЋ подразумева и 

одржавање мултипотентности или плурипотентности зависно од типа МЋ. За 

разлику од ЕМЋ, код којих се плурипотентност одржава спречавањем 

диференцијације и стимулацијом пролиферације, капацитет самообнове АМЋ 

подразумева могућност индуковане деобе уз одржање недиференцираног стања, 

те су истовремено са одржавањем мирујућег стања и спречавањем апоптозе и 

старења (сенесценције), активни и механизми који одржавају матичност ћелија 

(He et al., 2009). На молекулском нивоу заједничка карактеристика матичног 

стања ММЋ и ЕМЋ укључује присуство ембрионалних транскрипционих фактора 

(SOX-2, Oct 3/4, Klf4 (од енгл. Kruppel-Like Factor 4), c-Myc, NANOG) који регулишу 

матичност. Њихова активност контролисана је спољашњим сигналима (Niwa 

2007; Kolf et al., 2007), при чему је за матичност ММЋ показано учешће LIF 
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фактора (од енгл. Leukemia Inhibitory Factor) и других фактора попут из фамилије 

FGF протеина (од енгл. Fibroblast Growth Factor), као и фактора који припадају Wnt 

фамилији протеина (Kolf et al., 2007). Иако улоге ембрионалних 

транскрипционих фактора, нису у потпуности познате, сматра се да SOX-2, Oct 3/4 

и NANOG чине језгро регулаторне мреже која контролише процесе самообнове и 

диференцијације. У оквиру ове мреже активност транскрипционих фактора 

одређена је позитивним и негативним спрегама којима је међусобно регулисана 

активност сваког фактора, док сваки транскрипциони фактор има и способност 

сопствене регулације. Са друге стране, мале промене у експресији једне 

компоненте ове петље последично доводи до промене у другим компонентама 

што потом одређује укупан диференцијациони статус ћелије (Liu et al., 2007; 

Niwa 2007). 

1.2.1.2. Диференцијација мезенхимских матичнх ћелија 

 

Иако механизми који током и након деобе одређују судбину ћерка ћелија 

нису довољно познати, основни услов за диференцијацију ММЋ представља 

сложена сигнална каскада чија активност индукује репрограмирање генома кроз 

интеракцију великог броја транскрипционих фактора који, између осталог, 

модификују структуру хроматина (Huang et al., 2015; Almalki & Agrawal 2016). 

Као последица ових промена, инхибира се експресија гена карактеристичних за 

стање матичности, док се активира експресија гена који учествују у 

диференцијацији (Liu et al., 2007). Осим тога, с обзиром да се ММЋ у условима in 

vitro могу диференцирати у ћелије различитих везивних ткива (остеоците, 

адипоците, хондроците, миоците, фибробласте) јасно је да се у основи 

диференцијације ка одређеном правцу налазе и сложени механизми који 

активирају генску експресију специфичну за један правац уз истовремено 

блокирање експресије гена специфичних за друге правце диференцијације 

(Слика 6) (Del Fattore et al., 2012). Са друге стране, усмеравање процеса 

диференцијације ММЋ ка одређеном типу зрелих ћелија контролисан је 

присуством различитих цитокина, фактора раста, молекула ВЋМ, односно 

специфичном нишом у којој се ММЋ налазе (Almalki & Agrawal 2016). 
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Слика 6. Схематски приказ диференцијационих процеса ММЋ и транскрипционих 
фактора који их регулишу. Преузето и измењено према Benayahu et al., 2008. 
 

У процесу остеогене диференцијације ММЋ главну улогу има активација 

транскрипционог фактора Runx2 (од енгл. Runt related transcription factor 2), с 

обзиром да је показано да код мишева који не експримирају овај фактор не 

долази до диференцијације остеобласта, и последично, формирања костију. Код 

људи, у случају хаплоинсуфицијенције Runx2 гена развија се аутозомно 

доминантно обољење клеидокранијална дисплазија када се развијају 

абнормалности у костима које се формирају интрамембранском осификацијом. 

Ипак, експресија Runx2 није довољна за потпуну диференцијацију остеобласта, 

већ је неопходна активност других фактора који припадају Wnt сигнализацији (𝛽-

катенин зависној и 𝛽-катенин независној), Hedgehog и NELL-1 (од енгл. Neural 

ЕpidermaL growth factor-like protein 1) сигнализацијама (Rucci 2008; Kim et al., 

2013; Xu et al., 2015; Pang et al., 2015; Almalki & Agrawal 2016). Последњих 

година улога Wnt сигнализације у остеогенези посебно привлачи пажњу, с 

обзиром да је код одређених обољења коштаног система људи показана 

повезаност патолошких стања са неадекватном Wnt сигнализацијом (Kim et al., 

2013). Активација 𝛽-катенин зависног Wnt сигналног пута подразумева везивање 

Wnt за свој рецептор Frizzeled и корецептор skracenica LRP5/6 (од енгл. Low-
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density lipoprotein Receptor-related Protein). Овај сигнал блокира активност ензима 

β киназе 3 гликоген синтазе (GSK3β) што омогућава стабилизацију β-катенина у 

цитоплазми. Након постизања одређене концентрације овај протеин се 

транслоцира у једро где као транскрипциони фактор регулише транскрипцију 

циљних гена Wnt сигнализације (Rucci 2008; Almalki & Agrawal 2016). Као 

резултат ове активности, стимулише се експресија фактора остеогене 

диференцијације попут Runx2, Dlx5 (од енгл. Distal-less homeobox 5) и Osx (од енгл. 

Osterix) (Rucci 2008; Almalki & Agrawal 2016). Истовремено, овим процесима се 

инхибира експресија транскрипционих фактора хондрогене и адипогене 

диференцијације (Bennett et al., 2005; Kang et al., 2007). Након ових корака, 

опредељени остеопрогенитори пролазе кроз фазу пролиферације када 

експримирају алкалну фосфатазу. Овај ензим уједно представља и један од 

најранијих маркера у диференцијацији остеобласта. Како преостеобласти 

престају са деобом, тако се и њихова морфологија мења. Из вретенастог облика 

ћелије прелазе у велике кубоидалне, диференциране остеобласте богате ензимом 

алкалне фосфатазе. Диференцирани остеобласти секретују протеине као што су 

колаген тип I, остеопонтин, остеонектин, BSP II (од енгл. Bone Sialo Protein II), а 

који улазе у састав коштаног матрикса. Експресија раних маркера прекурсора 

остеобласта се повећава са сазревањем остеобласта и депоновањем матрикса. 

Зрели и активирани остеобласти почињу да експримирају гене који су укључени у 

минерализацију матрикса као што је остеокалцин. Овај протеин представља 

маркер зрелих остеобласта са хормонском активношћу, а даљом 

диференцијацијом остеобласта настају остеоцити који више не експримирају 

маркере раних остеобласта, већ граде и одржавају архитектуру коштаног ткива 

(Rucci 2008).  

Хондрогена диференцијација ММЋ заснива се на активности Sox-9 

транскрипционог фактора (од енгл. SRY-box 9) који контролише експресију гена 

чији протеински продукти, попут колагена типа II, IX, XI и протеогликана, улазе у 

састав ВЋМ хрскавице. Истовремено, Sox-9 инхибира даљу диференцијацију 

хондроцита спречавањем формирања хипертрофичних хондроцита који 

представљају почетну фазу у развоју коштаног ткива током ендохондралне 

осификације. Значај овог фактора у хондрогенези додатно потврђују и 



Т. Кукољ УВОД 

 

30 

 

истраживања која показују да је дефектан Sox-9 ген одговоран за кампомеличну 

дисплазију, ретко и летално генетско обољење скелетног система које је праћено 

значајним скраћивањем удова код људи (Kondo et al., 2014; Almalki & Agrawal 

2016). 

У оквиру диференцијације ММЋ у адипоците могу се разликовати две фазе, 

а главни транскрипциони фактори ових процеса су C/EBPs (од енгл. 

CAAT/Enhancer Binding ProteinS) и PPAR-γ (од енгл. Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptor γ). Током прве фазе МЋ прелази у преадипоцит, који се морфолошки не 

разликује од своје прекурскорске ћелије, али више не поседује мултипотентни 

потенцијал диференцијације. У завршној фази преадипоцити прелазе у зреле 

адипоците што подразумева морфолошке промене, присуство и активност 

протеина неопходних за транспорт и синтезу липида, дејство инсулина, као и 

продукцију протеина специфичних за адипоците. Такође, ове промене праћене су 

променама у компонентама ВЋМ и цитоскелетних елемената, као и експресији 

гена специфичних за адипоците и накупљање липида (Du et al., 2010; Moreno-

Navarrete & Fernandez-Real, 2012; Almalki & Agrawal 2016).  

Ипак, ови механизми изучавани су у условима in vitro (Gimble et al., 2008), 

док се у циљу одржавања хомеостазе, ММЋ у условима in vivo диференцирају у 

ћелије ткива у оквиру кога се налазе, те је за сагледавање карактеристика 

диференцијационог капацитета ММЋ, који би потенцијално могао бити 

искоришћен у регенеративној медицини, неопходно имати у виду ткивно порекло 

популације ММЋ. 

Диференцијациони процеси који карактеришу ћелије ткива 

периодонцијума огледају се пре свега у одржању степена минерализације ткива, 

односно регулацији остеогене диференцијације. Наиме, упркос чињеници да се 

налази између два чврста, минерализована ткива, јединствена способност ткива 

периодонцијума испољава се у одржавању релативно уједначене ширине 

неминерализованог везивног ткива током времена. При томе, прилагођавајући се 

функционим захтевима ткиво периодонцијума има способност промена, па тако 

са повећањем потреба ширина ткива се може увећати и за 50% кроз задебљавање 

снопова влакана. Насупрот томе, смањење функције периодонцијума огледа се у 

сужавању дебљине ткива кроз смањење броја и дебљине влакана (Nanci & 
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Bosshardt 2006; Lekiс & McCulloch 1996). Стога се намеће закључак да ћелије 

ткива периодонцијума укључујући и ПД-ММЋ иако поседују изражени остеогени 

потенцијал (Lekiс & MacCulloch 1996; Choi et al., 2013; Alvarez et al., 2015), са 

друге стране морају поседовати и механизме који контролишу минерализациони 

процес (Lekiс & McCulloch 1996; Takimoto et al., 2015). Неоспорни докази говоре 

у прилог да ћелије у оквиру овог ткива како током развоја тако и током 

регенерације, секретују молекуле који регулишу степен минерализације и уједно 

спречавају спонтано срастање корена зуба и алвеоларне кости, односно анкилозу 

(Nanci & Bosshardt 2006). Иако су механизми инхибиције минерализације ткива 

периодонцијума слабо познати, до сада је показано да регулацији одржања 

неминерализованости може доприносити присуство матриксног Gla протеина 

(MGP, од енгл. Matrix Gla Protein), познатог инхибитора минерализације (Nanci & 

Bosshardt 2006), гликозаминогликана, простагландина, колаген-асоцираног 

протеина (RGD-cementum attachment protein) (Lekiс & MacCulloch 1996; McCauley 

& Somerman 2012), PLAP-1 (од енгл. Periodontal Ligament-Associated Protein-

1)/аспорин (Yamada et al., 2007). Осим тога, на ћелијском нивоу показано је да 

транскрипциони регулатор Msx2 спречава остеогену диференцијацију 

фибробласта периодонцијума кроз блокирање транскрипционе активности 

Runx2/Osf2 (од енгл. Osteoblast-Specific Factor 2) (Yoshizawa et al., 2004). Стога 

регулација диференцијацијације ћелија ткива периодонцијума, представља и 

важан аспект разумевања процеса минерализације орофацијалног ткива (Nanci & 

Bosshardt 2006; McCauley & Somerman 2012). 
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1.2.2. ИМУНСКИ СТАТУС МЕЗЕНХИМСКИХ МАТИЧНИХ ЋЕЛИЈА 
 

Имајући у виду да су ММЋ претежно локализоване у близини крвних 

судова, односно у регионима који представљају прву линију одбране организма и 

интеракцију са ћелијама крви, претпоставља се да ММЋ захваљујући својој 

функционој пластичности, слично другим типовима немијелоидних 

(нехематопоетских) ћелија као што су фибробласти, ендотелске и епителне 

ћелије, могу активно учествовати у обликовању имунског одговора (Le Blanc & 

Davies 2015; Caplan 2016). Широка заступљеност рецептора који препознају 

молекулске обрасце патогена (PAMP, од енгл. Pathogen Associated Molecular Pattern) 

на ММЋ попут TLR (од енгл. Toll Like Receptors) указује на важну улогу ММЋ у 

модулацији раног имунског одговора (Waterman et al., 2010; DelaRosa & 

Lombardo 2010; Rashedi et al., 2017). Следствено томе, модулирајући урођени 

имунски одговор ММЋ могу посредно учествовати и у обликовању и усмеравању 

стеченог имунског одговора, те се на основу истраживања интеракција ММЋ и 

имунских ћелија, може закључити да се ефекти ММЋ како на урођени, тако и на 

стечени имунски одговор могу окарактерисати као двојаки (проинфламаторни и 

антинфламаторни), али и двосмерни с обзиром да и ћелијске и солубилне 

компоненте имунског система модулирају функциони статус ММЋ. Иако, 

специфични ћелијски и молекулски механизми укључени у имуномодулаторну 

активност ММЋ још увек захтевају опсежна истраживања, данас је познато да 

ММЋ активно учествују у модулацији имунског одговора како посредством 

директних међућелијских контаката, тако и продуковањем солубилних фактора. 

Својим деловањем, ММЋ могу утицати на фенотип и функције имунских ћелија, 

попут пролиферације, сазревања, поларизације и миграције (Bernardo & Fibbe 

2013; Le Blanc & Davies 2015; Ma & Chan 2016; Zhao et al., 2016; Gao et al., 2016). 

Првобитне студије указале су на имуносупресивна својства ММЋ, с обзиром 

да је на ксеногеном моделу трансплантације хуманих ММЋ у фетус овце, показано 

да до одбацивања примењених ћелија не долази ни када се оне апликују након 

развијања имунолошке баријере код фетуса. На основу тога се могло закључити 

да ММЋ имају способност избегавања имунског одговора домаћина захваљујући 

имунским одликама које би могле бити корисне у ткивном инжењерингу и 
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ћелијској терапији (Liechty et al., 2000). Имунопривилегованост ММЋ се огледа у 

испољавању ниског нивоа површинских молекула MHC I (од енгл. Major 

Histocompatibility Complex), док је експресија MHC II, CD40, CD80 и CD86 молекула 

одсутна (Le Blanc & Ringden 2005; Chamberlain et al., 2007; DelaRosa & 

Lombardo 2010). Међутим, иако је показано да ММЋ могу спречити одбцивање 

трансплантираног ткива код различитих врста (Bartholomew et al., 2002; Djouad 

et al., 2003; Sun et al., 2009), конзистентност овог својства ММЋ није потврђена, 

због чега се статус имунопривилегованости ових ћелија данас доводи у питање 

(Eliopoulos et al., 2005; Nauta et al., 2006; Ankrum et al., 2014; Gu et al., 2015).  

На основу почетних истраживања запажено је и да ММЋ имају способност 

инхибиције пролиферације активираних Т лимфоцита (Di Nicola et al., 2002; 

Krampera et al., 2003; Le Blanc et al., 2003), а уједно и да секретују широк спектар 

молекула који имају кључну улогу у имунском одговору укључујући 

интерлеукине (IL) -6, -8, -10, TGF-β (од енгл. Transforming Growth Factor Beta 2), 

индолеамин-2-3-диоксигеназу (IDO) или простагландина E2 (PGE2) што је такође 

указало на могућу искористљивост ових својстава ММЋ у сврху терапијске 

модулације имунског одговора (English 2013; de Witte et al., 2015; Schepers & 

Fibbe 2016). У оквиру модулације стечене имуности показано је да ММЋ, поред 

инхибиције пролиферације Т лимфоцита, регулишу и њихово сазревање, 

секрецију цитокина, цитотоксичност, индукују развој регулаторних Т лимфоцита 

(Т рег) (Glennie et al., 2005; Selmani et al., 2008), као и да регулишу 

преживљавање и сазревање Б лимфоцита и последично њихове ефекторске 

функције (Corcione et al., 2006; Chen et al., 2006). Следствена истраживања 

показала су да ММЋ костне сржи могу побољшавати преживљавање како 

незрелих, тако и активираних неутрофила (Raffaghello et al., 2008), а са друге 

стране инхибирају главне функције ДЋ укључујући експресију 

антигенпрезентујућих и костимулаторних молекула, те да модулирају 

диференцијацију, сазревање и активацију ових ћелија (Djouad et al., 2007; English 

et al., 2008; Zhang et al., 2009). Међутим, слично променљивости статуса 

имунопривилегованости, такође је показано да испољавање имуномодулаторних 

ефеката не представља конститутивно својство ових ћелија (Ma & Chan 2016). 

Заправо, на основу бројних експерименталних података данас се истиче дуална 
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природа имунског статуса ММЋ чији се ефекти испољавају у зависности од датих 

услова у окружењу (Li et al., 2012; de Girolamo et al., 2013; Haddad & Saldanha-

Araujo 2014). Наиме, како је успостављање функционог одговора ММЋ одређено 

интегрисањем сигнала спољашње средине, у одређивању имунског статуса ММЋ, 

односно испољавању имуномодулаторних функција кључну улогу има целокупна 

ниша која постаје знатно усложњена током развоја запаљенског процеса. 

Инфламаторни сигнали, уклучујући ћелијске и солубилне компоненте, индукују 

стварање специфичног статуса ММЋ које подразумева промену различитих 

молекулскобиолошких својстава попут експресије површинских антигена, као и 

секреције солубилних молекула чиме се обликује функциони одговор ММЋ. 

Стимулисане ММЋ могу инхибирати активност моноцита и Т лимфоцита, али и 

подстицати активност Т и Б рег лимфоцита, макрофага и NK ћелија (Krampera et 

al., 2011, Ménard & Tarte 2013; English 2013; Zhao et al., 2016; Gao et al., 2016; 

Hosseinikia et al., 2017; Lee & Song 2018) (Слика 7).  

 

 

Слика 7. Утицај инфламаторне микросредине на имуномодулаторну активност 
ММЋ. Прекинуте стрелице означавају инхибицију, док стрелице означавају стимулацију. 
Преузето и измењено према. Lee & Song 2018. 
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Како би се објаснила зависност испољавања имуномодулаторних 

активности ММЋ од услова микроокружења претпостављен је вишестепени 

процес активације ММЋ. На тај начин, успостављање ћелијског фенотипа ММЋ са 

одређеним имуномодулаторним својставима, би представљао механизам 

усмеравања функционог одговора ММЋ (Waterman et al., 2010; Krampera 2011; 

Bernardo & Fibbe 2013) (Слика 8). У мирујућим, резидентним условима 

микроокружења ММЋ подржавају преживљавање различитих типова ћелија, а 

такође могу испољавати антиген-презентујућа и проинфламаторна својства 

(Krampera 2011) (Слика 8). Ангажовањем TLR4 рецептора под утицајем LPS (од 

енгл. Lipopolysaccharides) (Waterman et al., 2010) или TLR2 рецептора под 

утицајем пептидогликана (Tomchuck et al., 2008) успоставља се 

проинфламаторни фенотип ММЋ. Тада ММЋ задобијају способност да мигрирају 

на место инфламације и индукују имунски одговор, при чему су ови процеси 

праћени секрецијом различитих фактора који доприносе привлачењу и 

активацији имунских ћелија (Waterman et al., 2010; Le Blanc & Davies 2015). Са 

друге стране, ангажовањем TLR3 од стране дволанчане РНК или под дејством 

пронфламаторних цитокина (IFN-γ, TNF-α или IL1-α/β) ММЋ се могу усмерити ка 

успостављању антиинфламаторног фенотипа који се испољава кроз повећану 

продукцију имуносупресивних фактора као и инхибицију активности имунских 

ћелија (Слика 8) (Waterman et al., 2010; Li et al., 2012; Bernardo & Fibbe 2013). 

Стога би, функционо сазревање ММЋ подразумевало активацију ММЋ путем 

различитих инфламаторних фактора, а затим и превазилажења одређеног прага 

између супресивних и стимулаторних сигнала (Krampera 2011) (Слика 8).  

Овакав концепт поларизације ММЋ представља модел којим би се могле 

објаснити наизглед контрадикторне улоге ММЋ у инфламацији. Физиолошки 

смисао успостављања различитих фенотипова ММЋ огледао би се у постојању 

могућности да се кроз равнотежу сигнала промовише одбрамбени систем 

домаћина уз истовремено креирање сигналне петље којом се спречава оштећење, 

а уједно стимулише обнова ткива (Bernardo & Fibbe 2013; Le Blanc & Davies 

2015).  

Без обзира на неразјашњену природу имунског статуса ММЋ,  

имуномодулаторна својства ових ћелија заузела су важно место у стратегијама 
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регенеративне медицине, али и клиничких студија. Ипак, у циљу побољшања 

стандардизације дефинисања имуномодулаторног капацитета ex vivo умножених 

MMЋ, потребно је успоставити ригорозније тестове који би се спроводили у 

условима најсличнијим in vivo условима (Krampera et al., 2013; Galipeau et al., 

2016). 

 

 

Слика 8. Поларизација и усмеравање имуномодулаторног одговора ММЋ факторима 
микросредине. IFN- од енгл. Interferon; TNF-од енгл. Tumor Necrosis Factor; MIF од енгл. 
Macrophage migration inhibitory factor; GM-CSF од енгл. Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor; CCL2, CCL3, CCL12, CXCL3-хемокини; TSG-6 од енгл. Tumor necrosis factor-
inducible gene 6 protein; HGF од енгл. Hepatocyte Growth Factor. Преузето и измењено према 
Krampera 2011; Le Blanc & Davies 2015.  
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Имајући у виду сложеност имуномодулаторног потенцијала ММЋ и још 

увек слабо окарактерисане услове под којима се дата својства испољавају 

регулација функционих својстава ММЋ под утицајем инфламаторних сигнала 

представља изузетно актуелно поље истраживања. Посебна пажња усмерена је на 

ПД-ММЋ, као ММЋ ткива које се налази у региону усне дупље и које је као 

саставни део почетног дела система за варење изложено широком спектру 

антигена спољашње средине (Li et al., 2014). Истовремено, ткиво периодонцијума 

представља и својеврсну имунску баријеру чија улога се огледа у спречавању 

продора антигена дубље у коштано ткиво, што све заједно упућује на специфична 

регенеративна и имуномодулаторна својства овог ткива (Di Benedetto et al., 

2013; Cekici et al., 2014; Ma & Chan 2016; Liu et al., 2017). 
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1.3. МИКРОСРЕДИНА УСНЕ ДУПЉЕ  

У усној дупљи налази се приближно око шест милијарди бактерија, међу 

којима се може разликовати више од 700 врста, али и других типова 

микроорганизама укључујући гљивице, протозое и вирусе (Aas et al., 2005, How 

et al., 2016). Ови микроорганизми, формирајући сложене биофилмове чине 

орални микробиом (Aas et al., 2005; Dewhirst et al., 2010), а у зависности од 

површине коју насељавају у оквиру усне дупље се може разликовати микробиом 

мукозе, зуба и пљувачке (He et al., 2015). Упркос комплексном саставу оралног 

микробиома, усна дупља се одликује стабилним саставом, док услед нарушавања 

равнотеже и умножавања потенцијално патогених микроорганизама може доћи 

до развоја различитих обољења усне дупље. Из тог разлога, од посебне важности 

је статус биофилма формираног на површини зуба, који је означен као дентални 

биофилм (плак), с обзиром да услед нарушавања његове стабилности долази до 

развоја широко распрострањених обољења зуба попут каријеса и периапикалне 

инфекције, али и обољења потпорног ткива зуба попут упале гингиве и 

пародонтопатије (Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013; He et al., 2015). 

У људској популацији обољење потпорног ткива зуба је веома заступљено с 

обзиром да према подацима Светске здравствене организације погађа 10-15% 

одрасле популације широм света (Petersen & Ogawa, 2012). Код ових пацијената, 

у субгингивалном региону денталног плака, долази до постепене промене састава 

плака при чему уместо Грам-позитивних, факултативних, ферментативних 

бактерија претежно из родова Actinomyces и Streptococci почињу постепено да 

преовладавају анаеробне, хемоорганотрофне, Грам негативне бактерије родова из 

раздела Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes и Synergistetes, као и 

протеолитички организми (Feng & Weinberg 2006; Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013; 

Hajishengallis 2015). Поред промене састава микробиома, велику улогу у развоју 

овог обољења и степену деструктивности има предиспозиција домаћина, односно 

његов имунски статус (Feng & Weinberg 2006; Hajishengallis et al., 2012). Тако је 

показано је да се пародонтопатија чешће развија код пацијената са супримираним 

имунитетом, односно системским обољењима попут дијабетеса, ХИВ, леукемије, 

Дауновог синдрома (Komatsu 2014; Mehta 2015), али и да је повезаност 
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двосмерна, односно услед пародонтопатије може бити повећан ризик за развој 

кардиоваскуларних обољења, дијабетеса, реуматоидног артритиса, 

респираторних обољења, као и деменције (How et al., 2016; Tomás et al., 2017) 

(Слика 9).  

 

 

Слика 9. Схематски приказ развоја инфламације потпорног ткива зуба. Предиспозиција 

домаћина и спољашњи чиниоци узрокују нарушавање равнотеже састава денталног 

плака и следствену активацију имунског одговора. Преузето и измењено према 

Hajishengallis 2014. 
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Главни етиолошки  узрочник обољења потпорног ткива зуба представљају 

Грам негативне бактерије где спадају Actinobacillus actinomycetemcomitans, 

Tannerella forsythia, Prevotella, Fusobacterium и Porphyromonas gingivalis при чему се 

по патогености нарочито истиче P. gingivalis (Paster et al., 2006; How et al., 2016; 

Hajishengallis et al., 2012). Наиме, са развојем денталног плака, активне 

компоненте ових, предоминантно субгингивалних бактерија (Hajishengallis & 

Lamont 2013), пре свега липополисахариди, декстрани, органске киселине 

дифундују у епител гингиве иницирајући имунски одговор домаћина, што за 

последицу има упалу десни (гингивитис) (Panagakos & Scannapieco 2011). Упала 

десни је реверзибилна и може захватати локално ткиво све док услед промена 

услова, односно акумулације плака и статуса домаћина не дође до прогресије 

упалног процеса. У том стадијуму, инфламација се шири и захвата дубље 

потпорно ткиво доводећи до деструкције меког ткива периодонцијума и потом 

алвеоларне кости, док се истовремено стварају џепови што представља 

карактеристично својство узнапредовалог облика пародонтопатије која у 

крајњем стадијуму може довести до губитка зуба (Cekici et al., 2014; Huang & 

Gibson 2014; How et al., 2016; Bosshardt 2018). Са друге стране, инфламација 

поторног ткива зуба, слична пародонтопатији, може бити изазвана и 

постављањем денталних имплантата и значајно утицати на резултат протетских 

третмана (Charalampakis et al., 2012; Smeets et al., 2014). 

Имајући у виду да солубилни фактори учествују у иницијацији и развоју 

инфламације потпорног ткива зуба, од посебног значаја представља разумевање 

њихових ткивно-специфичних биолошких функција, пре свега LPS као снажног 

активатора имунског одговора. Запаљенска реакција, индукована патогеном, 

праћена је повећањем продукције различитих проинфламаторних цитокина 

попут IL-1β, фактора некрозе тумора TNF-α, IL-6, IL-17 од стране имунских ћелија, 

који мењају функционост денталних ткива (Di Benedetto et al., 2013; Huang & 

Gibson 2014; Tomás et al., 2017). Са друге стране, савремена истраживања указују 

да код пацијената са хроничном пародонтопатијом, поред наведених цитокина, 

долази до повећане продукције једарног цитокина из IL-1 фамилије, IL-33 (Sağlam 

et al., 2016), „алармина“ који се ослобађа у условима ћелијског оштећења и стреса, 

док је показана и корелација између повећаног нивоа IL-33 и ресорпције 
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коштаног ткива алвеоларне кости (Malcolm et al., 2015; Lapérine et al., 2016), 

међутим улога овог цитокина у ткиву периодонцијума, а нарочито код ПД-ММЋ 

још увек није расветљана. 

 

1.3.1. БИОЛОШКЕ ФУНКЦИЈЕ LPS 
 

Кључну улогу у одржању структуре и интегритета, односно преживљавању 

Грам негативних бактерија имају липополисахариди, те стога представљају 

значајан патогени фактор многих пародонтопатогених бактерија (Silhavy et al., 

2010; Zhang et al., 2013; How et al., 2016). Ови молекули карактеристични су 

само за спољну мембрану Грам негативних бактерија и представљају снажне 

активаторе урођене и стечене имуности сисара (Tan & Kagan 2014). Структурна 

организација липополисахарида подразумева присуство полисахарида (О-

антиген), непонављајућег језгра олигосахарида и хидрофобног домена означеног 

као липид А или ендотоксин (Ogawa 1993; Ogawa & Yagi 2010). Биолошки 

активан регион LPS представља липид А кога препознају TLR 2 и 4 рецептори 

присутни на ћелијама домаћина (Darveau et al., 2004). Као последица њихове 

интеракције у циљним ћелијама иницира се сигнална каскада која доводи до 

активације, између осталог, сигналних путева митогеном активираних протеин 

киназа (MAPK, од енгл. Mitogen-Activated Protein Kinases), као и транскрипционих 

фактора укључујући NF-κB (од енгл. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells) и AP-1 (активациони протеин-1) (Hayashi et al., 2010; Hans & 

Hans 2011). Поред добро познате улоге ових рецептора у одбрамбеном систему 

(Hayashi et al., 2003; Werling & Jungi 2003) истраживања показују да TLR 

рецептори и следствена сигнализација имају активну улогу и у одржању 

хомеостазе потпорног ткива зуба посредством како имунских тако и неимунских 

ћелија (Benakanakere & Kinane 2012; Song et al., 2017). 

У циљу елиминације патогена и очувања интегритета домаћина, као део 

урођеног имунског одговора, TLR присутни на епителним ћелијама гингиве 

препознају LPS што покреће сигналну каскаду у овим ћелијама чији резултат 

представља продукција различитих хемокина и цитокина (Sandros et al., 2000). 

Под утицајем ових медијатора, а пре свега IL-8, ћелије имунског система бивају 
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привучене на место инфламације како би се ефекторским механизмима фагоцита 

и неутрофила покренуо процес уклањања микроба. У следственим фазама 

активирају се и механизми стеченог имунског одговора који укључују активацију 

антиген специфичних T - и Б - лимфоцита (Di Benedetto et al., 2013; Racz et al., 

2014; Hajishengallis 2015).  

Поред активације имунских ћелија, LPS активира и TLR присутне на 

стромалним ћелијама укључујући и ММЋ (Waterman et al., 2010; Najar et al., 

2017). Наиме, након нарушавања интегритета ткива услед развоја инфламације и 

проласка кроз епителну баријеру микроорганизми ступају у контакт са 

фибробластима гингиве и периодонцијума, као најзаступљенијим ћелијама меког 

везивног ткива периодонцијума (Wang & Ohura 2002; Di Benedetto et al., 2013; 

Mysak et al., 2014) чија је главна улога продукција протеинских компонената 

ванћелијског матрикса попут колагена, еластина, гликопротеина, 

гликозаминогликана одржавајући интегритет ткива (Hefti 1993). У одговору на 

присуство микроорганизама ове ћелије такође почињу да продукују 

проинфламаторне цитокине попут TNF-, IL-6, IL-8, MIP (од енгл. Macrophage 

Inflammatory Protein)-1α, (SDF)-1 (од енгл. Stromal cell-Derived Factor 1), RANKL (од 

енгл. Receptor Аctivator of Nuclear factor Kappa-Β Ligand), који поред важне улоге у 

инфламацији учествују и у регулацији метаболизма коштаног ткива (Wang & 

Ohura 2002; Di Benedetto et al., 2013; Mysak et al., 2014). Тако је показано да LPS 

може проузроковати значајно смањење вијабилности фибробласта гингиве 

(Basso et al., 2015), али и да код фибробласта периодонцијума под утицајем LPS и 

продукованих цитокина долази до повећања експресије матриксних 

металопротеиназа (MMP, од енгл. Matrix metalloproteinases) (Chang et al., 2002). 

Додатно, присуство бактеријских протеаза индукује инактивацију ткивних 

инхибитора ових ензима (TIMP, од енгл. Tissue Inhibitor of MetalloProteinases) чиме 

се додатно нарушава равнотежа односа MMP/TIMP, односно подстиче деградација 

ткива (Feng & Weinberg 2006; Pöllänen et al., 2012). Услед даље разградње ткива 

и ширења инфламације, патогени могу допрети и до коштаног ткива и 

условљавати ресорпцију коштаног ткива како кроз смањење броја остеобласта, 

тако и кроз стимулацију остеокластогенезе (Zhang et al., 2014; Racz et al., 2014).  
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Како дуготрајна бактеријска инфекција може проузроковати значајна 

оштећења ткива периодонцијума, од посебног значаја представља познавање 

утицаја LPS на укупни регенеративни капацитет денталних ткива кроз деловање 

на прогениторске ћелије попут ПД-ММЋ, имајући у виду потенцијални 

терапеутски ефекат ових ћелија у лечењу пародонтопатије (Racz et al., 2014). У 

том контексту, истраживања су показала да LPS (P. gingivalis) утиче на 

вијабилност, пролиферацију и диференцијацију ПД-ММЋ (Trubiani et al., 2012; 

Kato et al., 2014; Albiero et al., 2105). Ипак, недовољна конзистентност добијених 

резултата упућује на неопходност додатног расветљавања утицаја LPS на ПД-

ММЋ.  

 

1.3.2. БИОЛОГИЈА IL-33 
 

Открићу IL-33 независно су допринела истраживања три истраживачке 

групе различитих области молекулске биологије. Првобитно, у циљу описивања 

молекулских механизама који карактеришу процес континуираног вазоспазма 

церебралних артерија на моделу пса, идентификован је ген DVS27 непознате 

функције чија експресија је у највећој мери била стимулисана у ендотелским 

ћелијама ових артерија (Onda et al., 1999). Потом, Baekkevold и сарадници 2003. 

године описују први нуклеарни фактор превасходно присутан у ћелијама високог 

ендотела, означивши овај протеин као нуклеарни фактор ендотелских ћелија 

високих венула (NF-HEV, од енгл. Nuclear Factor from High Endothelial Venules). Том 

приликом, показано је да је NF-HEV на нивоу иРНК и протеина присутан у високој 

концентрацији у ћелијама високог ендотела и то специфично у тонзилама, 

Пејеровим плочама и лимфним чворовима код људи. Следствено, ови резултати 

упутили су на закључак да би NF-HEV могао представљати један од кључних 

фактора у контроли фенотипа специјализованог ендотела HEV (од енгл. High 

Endothelial Venules) (Baekkevold et al., 2003). Међутим, након опсежнијих 

биоинформатичких анализа, у циљу идентификације специфичног лиганда за ST2 

рецептор IL-1 цитокинске фамилије, IL-33 је 2005. године сврстан у ову 

цитокинску фамилију на основу присуства кааракеристичне структуре (енгл., β-

trefoil-fold) коју формира 12 β ланаца у оквиру C- терминалног домена, што 
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представља карактеристично својство цитокина IL-1 фамилије. У истој студији, 

анализом секвенци цитокина IL-1 фамилије, утврђено је да се ген за хумани IL-33 

налази у оквиру хромозома 9, на позицији p24.1, при чему организација IL-33 

укључује седам кодирајућих егзона на основу којих се продукује протеинска 

секвенца од 270 аминокиселина, што одговара протеинима чија маса износи 30 

KDa (Schmitz et al., 2005).   

Поред карактеристичног домена цитокина IL-1 фамилије (аминокиселине 

112-270), у оквиру целокупне пептидне секвенце IL-33, могу се разликовати 

централни (аминокиселине 66-111) (Schmitz et al., 2005) и једарни домен 

(аминокиселине 1-65), док се IL-33 синтетише у виду пропептида који на N- 

терминалном крају (једарни домен) поседује специфичну хроматин-везујућу 

секвенцу (аминокиселине 40-58) која омогућава једарну локализацију овог 

цитокина (Liu et al., 2013; Roussel et al., 2008; Lefrançais & Cayrol 2012) (Слика 

10) (Слика 10).  

За разлику од цитокина са индуцибилном експресијом, у физиолошким 

условима IL-33 је конститутивно присутан, пре свега у једру нехематопоетских 

ћелија (Schmitz et al., 2005), при чему се као главни извори овог цитокина могу 

издвојити ендотелске и епителске ћелије. Висок ниво експресије једарног IL-33 

показан је у фибробластним, ретикуларним ћелијама лимфоидног ткива, 

адипоцитима, глаткомишићним ћелијама, као и у одређеним типовима 

епителских ћелија, укључујући кератиноците и епител бронхија и 

гастроинтестиналног тракта. Осим у здравом ткиву, показано је да се IL-33 

конститутивно експримира и у малигном ткиву in vivo. Такође, IL-33 је присутан у 

ћелијама хематопоетског порекла, али у ограниченим популацијама 

професионалних антиген презентујућих ћелија попут макрофага и ДЋ (Moussion 

et al., 2008).  

Захваљујући присуству хроматин-везујућег домена у оквиру N- терминалне 

секвенце примарна локација ендогеног, необрађеног IL-33 представља једро 

(Слика 10). На основу тога јасно се намеће закључак да у овом молекулском 

облику IL-33 поседује и одређене унутарћелијске функције које се пре свега могу 

огледати у регулацији генске експресије. Ипак, специфични гени чију експресију 

регулише једарни IL-33 још увек нису идентификовани, иако досадашњи подаци 
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указују да IL-33 снажно посредује у блокирању транскрипције (Carriere et al., 

2007). Осим инхибиције транскрипције коју остварује директно, IL-33 такође 

може функционисати као транскрипциони репресор на индиректан начин, кроз 

интеракцију са другим транскрипционим факторима (Ali et al., 2011). У прилог 

значаја једарне локализације IL-33 у хомеостази имунског система упућују и 

резултати скорашњих истраживања која су показала да нарушавање позиције IL-

33 на ћелијском нивоу доводи до драстичних последица in vivo, те да постоји 

висок степен регулације локализације овог молекула. Наиме, користећи технике 

knock in генетског инжењеринга Bessa и сарадници индуковали су мутацију са 

циљем експресије протеина који поседује IL-1 цитокински домен, али није 

локализован у једру. Резултат ових модификација код експерименталних 

животиња била је висока концентрација IL-33 у серуму, као и развој системске 

инфламације коју карактеришу спленомегалија и инфилтрација мијелоидних 

ћелија у више органа са леталним исходом иако су се животиње рађале са 

нормалним фенотипом (Bessa et al., 2014).  

У ванћелијској средини IL-33 се може наћи тек након оштећења ћелије или 

некротичне ћелијске смрти када подлеже деградацији услед активности 

различитих инфламаторних протеаза (Слика 10). Наиме, ови ензими специфично 

пресецају IL-33 у оквиру централног домена чиме се уклања једарна N- 

терминална секвенца и последично ствара зрела форма IL-33 која садржи 

активни, IL-1 цитокински домен. Тако обрађен и ослобођен IL-33 везујући се за 

свој рецептор може активирати околне ћелије, а његови ефекти до сада су 

најбоље проучени на ћелијама имунског система превасходно у контексту 

урођене имуности и Th2 имунског одговора (Garlanda et al., 2013; Kaczmarek et 

al., 2013; Cayrol & Girard, 2014). Ипак, упркос све већем броју података о 

биолошкој улози IL-33, до сада су недовољно проучени механизми који регулишу 

активност солубилне форме овог цитокина. Како је познато, могућност исецања 

IL-33 у оквиру кратке секвенце централног домена имају ванћелијске протеазе 

где спадају катепсин G и еластаза које продукују неутрофили, као и серинске 

протезе маст ћелија, због чега су ове реакције карактеристичне на местима 

инфламаторне реакције (Слика 10).  



Т. Кукољ УВОД 

 

46 

 

Поред тога, показан је и различит степен биоактивности обрађених форми 

IL-33, док њихов допринос у условима in vivo није још увек познат (Lefrançais et 

al., 2012; Lefrançais & Cayrol 2012; Lefrançais et al., 2014), те је разумевање 

активности IL-33 додатано отежано. Супротно томе, уколико ћелија подлегне 

програмираној ћелијској смрти, каспазе (3 и 7) активиране током овог процеса 

пресецају IL-33 у оквиру IL-1 цитокинског домена што доводи до инактивације 

овог цитокина и последичног избегавања активације имунског одговора у 

одсуству стварне опасности (Liu et al., 2013; Cayrol & Girard 2009; 2014; 

Garlanda et al., 2013) (Слика 10). Стога, имајући у виду начин експресије, као и 

специфичан начин регулације синтезе и секреције, IL-33 је данас окарактерисан 

као ендогени сигнал опасности, односно алармин, при чему инактивација IL-33 

током апоптозе може представљати контролни механизам којим се спречава 

настанак оштећења у околном ткиву под утицајем проинфламаторних ефеката IL-

33 (Moussion et al., 2008; Cayrol & Girard 2009; Lüthi et al., 2009; Martin et al., 

2012).  

Међутим, како би се на системском нивоу разумела активност и улога IL-33 

још увек постоји потреба дефинисања додатних механизама путем којих се IL-33 

ослобађа у ванћелијску средину, с обзиром да резултати указују на постојање 

сложених механизама који учествују у регулацији ослобађања IL-33, као и на 

велики број сигналиних путева којима различити типови ћелија могу и 

индуцибилно секретовати IL-33. Стога је детаљније разумевање процеса обраде и 

секреције IL-33 неопходно како би се дефинисале биолошке улоге IL-33, као и 

допринос овог цитокина различитим инфламаторним, инфективним и 

аутоимунским обољењима (Zhao & Hu 2010).  
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Слика 10. Схематски приказ активности једaрног IL-33. Преузето и измењено према 
Cayrol & Girard, 2014. 
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Иако још увек нису у потпуности разјашњени механизми којима IL-33 

доспева у ванћелијску средину, до сада је показано да на циљним ћелијама 

секретовани IL-33 испољава ефекте посредством мембранског ST2 рецептора 

(ST2L). Овај рецептор се још означава и као T1, IL 1RL1 или DER4 и припада 

суперфамилији TLR, односно IL-1 фамилији рецептора. Међутим, с обзиром да је 

до сада описано више изоформи овог рецептора (Kakkar & Lee 2008), 

сигнализација коју покреће IL-33 као и следствени биолошки ефекати веома су 

комплексни. Алтернативном транскрипцијом хуманог ST2 гена могу настати три 

изоформе ST2 рецептора (ST2L, sST2 и ST2V) различитих структура (Kakkar & Lee 

2008). Наиме, ST2L се састоји из карактеристичног цитоплазматског TIR домена, 

трансмембранског домена и три имуноглобулинска домена која се налазе у 

ванћелијској средини. Одсуство трећег имуноглобулинског домена и 

алтернативно искрајање C- терминалног краја ST2 секвенце резултује настанком 

ST2V рецепторске изоформе, док sST2 поседује само ванћелијски домен ST2L при 

чему се на C- терминалном крају налази јединствена секвенца од 9 

аминокиселина (Kakkar & Lee 2008). Поред разлика у структури, изоформе ST2 

рецептора разликују се у начину експресије и ткивној дистрибуцији. Најбоље 

проучена изоформа ST2L експримира се конститутивно како на хематопоетским, 

тако и на нехематопоетским ћелијама (Miller & Liew 2011), док је најизраженије 

присуство показано на површини ћелија Th2 субпопулације лимфоцита. Са друге 

стране, експресија sST2 је у највећој мери индуцибилна тако што се sST2 

експримира под утицајем проинфламаторних фактора, док се ST2V изоформа 

претежно експримира у органима гастроинтестиналног система укључујући 

желудац, црева, али и слезину, док је одсутна у јетри и срцу (Kakkar & Lee 2008; 

Miller & Liew 2011).  

 Након идентификације IL-33 као јединственог агонисте ST2 рецептора 

(Schmitz et al., 2005) описана су и специфична својства сигнализације коју IL-33 

покреће преко ST2L рецептора. Наиме, како ST2 припада IL-1 рецепторској 

фамилији, након стварања комплекса кога чине IL-33 и његов мембрански 

рецептор, посредством TIR домена, регрутује се распрострањени акцесорни 

протеин IL-1R (IL-1RAcP) што појачава афинитет везе између IL-33 и рецептора и 

уједно је и неопходан за активност IL33 (Palmer et al., 2008) (Слика 11). Даља 
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сигнализација спроводи се управо преко TIR домена IL-1RAcP и укључује 

регрутовање адаптерског протеина MyD88 који потом регрутује друга два 

адаптерска протиена IRAK1 и IRAK4 (IRAK, од енгл. Interleukin-1 Receptor-

Associated Kinase) Тако повезивање као последицу има активације TRAF6 протеина 

(од енгл. TNF Receptor-Associated Factor 6) што потом доводи до активирања 

киназа MAPK сигналног пута (ERK1,2, p38 MAPK, JNK), али АР-1 и NF-kB сигналних 

путева након чега следи транскрипција одговарајућих гена (Miller & Liew 2011; 

Molofsky et al., 2015). Са друге стране, како се sST2 у ванћелијској средини везује 

за слободни IL-33 ефекат ове изоформе представља смањење концентрације IL-33 

доступног за ST2L што последично доводи до блокирања активности IL-33, те се 

сматра да ова форма ST2 рецептора има функцију ,,мамца” (енгл., decoy receptor) 

(Kakkar & Lee 2008; Molofsky et al., 2015) (Слика 11).  

 

 

Слика 11. Ослобађање IL-33 и покретање сигналних путева преко мембранског ST2L 
рецептора. Преузето и измењено према Kakkar & Lee, 2008. 
 

Са аспекта биолошких функција, IL-33 је до сада најчешће окарактерисан 

као епителни цитокин који подстиче развој Th2 имунског одговора (Palmer et al., 

2008; Molofsky et al., 2015). Солубилни IL-33 посредује у обољењима у чијој 

основи је поремећен Th2 одговор попут запаљења дисајних путева, својствен 

алергијским реакцијама (Kurowska-Stolarska et al., 2008; Kurowska-Stolarska et 

al., 2009;Liu et al., 2009; Matsuba-Kitamura et al., 2010) или астми индукованој 
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антигеном (Sjoberg et al., 2017). Поред тога, истраживања упућују на есенцијалну 

биолошку улогу једарне локализације IL-33, али и на значај регулације 

продукције IL-33, односно његовог ослобађања и регулације нивоа овог цитокина 

у циркулацији (Bessa et al., 2014; Talabot-Ayer et al., 2015). Насупрот 

патолошком повећању експресије IL-33 у циркулацији, смањење нивоа IL-33 

уочено је код кардиоваскуларних обољења уз повећану експресију sST2 

рецептора (Miller 2011; Pascual-Figal et al., 2016). Имајући у виду да је данас 

познато да се ST2L експримира на великом броју различитих типова ћелија 

биолошка улога IL-33 проширена је и на друге сегменте имунског одговора 

укључујући одговор на вирусе, микробе али и туморе, као и зарастању рана и 

фибрози (Cayrol & Girard 2014; Molofsky et al., 2015; Wasmer & Krebs 2016). На 

ћелијском нивоу подаци указују да IL-33 поред Th2 ћелија снажно стимулише 

активност ILC2 ћелија (ILC2, од енгл. Innate Lymphoid Cells group 2), T рег ћелија, 

Th1 ћелија и NK ћелија (Liew et al., 2016), а такође је укључен и у патологију 

посредовану Th1/Th17 одговором као што су реуматолошка обољења попут 

реуматоидног артритиса (Xu et al., 2008; Palmer et al., 2009) и инфламаторних 

обољења коже (Miller 2011). Са друге стране, кључна, примарно протективна, 

улога IL-33 утврђења је у одржавању хомеостазе гастроинтерстиналног тракта 

(Huang et al., 2007; Wagenaar et al., 2009; Jones et al., 2010; Duan et al., 2012; 

Schiering et al., 2014). Слично томе, протективна улога IL-33 показана је и на 

моделу акутне вирусне инфекције јетре (Liang et al., 2013) и атеросклерозе 

(Miller et al., 2008). С обзиром на плејотропне ефекте IL-33 који се испољавају у 

регулацији различитих физиолошких и патолошких стања (Liew et al., 2016) IL-

33 се данас посматра као цитокин дуалне природе. Својом активношћу IL-33 може 

да подстиче, али и смањује инфламацију у зависности од ткивног окружења. 

Уједно IL-33 учествује и у регулацији ткивне хомеостазе и орган-специфичној 

репарацији ткива (Lopetuso et al., 2012; Molofsky et al., 2015). 

У оквиру ткива усне дупље присуство IL-33 је недавно утврђено. У 

контексту инфламације показано је да бактерија P. gingivalis снажно стимулише 

експресију иРНК за IL-33 ген у епителним ћелијама гингиве (Tada et al., 2015). 

Слично томе, код пацијената са упалом десни је детектовано повећање 

концентрације IL-33 у гингивалној течности (Sağlam et al., 2017), као и код 
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пацијената са хроничном пародонтопатијом у епителу гингиве захваћеном 

инфламацијом. Додатно, показана је и повезаност повећане концентерације IL-33 

са пародонтопатиојом и ресорпцијом алвеоларне кости (Malcolm et al., 2015, 

Lapérine et al., 2016) што указује на вишеструке улоге IL-33 у оралном ткиву. 

Иако биолошке активности IL-33 у пародонтопатији нису у потпуности 

разјашњене, сматра се да IL-33 потенцијално у овом обољењу може посредовати 

као алармин, хемоатрактант и цитокин са системским дејством. Наиме, на месту 

инфламације ослобођени IL-33 стимулише дегранулацију мастоцита, као и 

активност других инфламаторних ћелија попут макрофага, еозинофила и 

базофила. С обзиром да је, као последица бактеријске инфекције, ниво 

проинфламаторних цитокина веома висок ослобађени инфламаторни медијатори 

и IL-33, такође индукују активацију остеобласта што доводи до продукције RANKL 

и смањења нивоа остеопротегрина, односно последичне активације остеокалста. 

Додатно, моноцити привучени на место инфламације у овом окружењу се такође 

диференцирају у остеокласте (da Luz et al., 2014), те би се главни ефекат IL-33 

током пародонтопатије могао посматрати као проинфламаторни. Међутим, 

упркос овим закључцима, улога IL-33 у оралном ткиву још увек није дефинисана, 

а с обзиром на широк спектар показаних протективних ефеката IL-33, посебно се 

намеће питање потенцијалне улоге IL-33 у регенерацији и обнови овог ткива. 

 

1.3.3. МИКРОСРЕДИНА УСНЕ ДУПЉЕ И РЕГУЛАЦИЈА 

РЕГЕНЕРАТИВНИХ И ИМУНОМОДУЛАТОРНИХ СВОЈСТВА 

МЕЗЕНХИМСКИХ МАТИЧНИХ ЋЕЛИЈА ПЕРИОДОНЦИЈУМА 
 

Инфламаторна обољења потпорног ткива зуба представљају главни узрок 

губитка зуба код одраслих особа услед нарушавања интегритета периодонцијума, 

алвеоларне кости, али и корена зуба (Chen et al., 2012). Будући да су ПД-ММЋ 

главне ћелије које учествују у регенерацији ткива периодонцијума и уједно 

најбољи кандидати за регенерацију потпорног ткива зуба познавање биолошких 

својстава ПД-ММЋ у условима инфламације представља важан аспект при 

разматрању њихове примене у регенеративној медицини (Liu et al., 2014; Cekici 

et al., 2014; Liu et al., 2017). Наиме, инфламаторна микросредина значајно утиче 
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на биолошке карактериске ПД-ММЋ (Mao et al., 2016; Liu et al., 2017), али 

резултати нису још увек конзистентни. Испитивања својстава ПД-ММЋ 

изолованих из ткива захваћеног инфламацијом показала су да ове ПД-ММЋ могу 

имати већу способност пролиферације, али смањену способност диференцијације 

(Liu et al., 2017; Tang et al., 2016).  

Насупрот овим подацима, резултати других аутора показују да ПД-ММЋ 

пацијената оболелих од пародонтопатије поседују мању вијабилност у поређењу 

са ПД-ММЋ изолованим из здравих донора (Soheilifar et al., 2016). Уз то, и 

имуномодулаторни потенцијал ПД-ММЋ изолованих из ткива захваћеног 

инфламацијом може бити значајно умањен у поређењу са ПД-ММЋ изолованим из 

здравих донора (Liu et al., 2012). Насупрот овим резултатима, у студији Li et al., 

2014 детектован је сличан имуносупресивни потенцијал ПД-ММЋ изолованих из 

ткива особа са хроничном пародонтопатијом и ткива здравих донора ПД-ММЋ. 

Ипак, без обзира на контрадикторне резултате, ова истраживања несумњиво 

указују на измењен регенеративни и имуномодулаторни потенцијал ПД-ММЋ 

услед инфламаторног микроокружења.  

Како је регулација минерализације важна за ткиво периодонцијума, 

досадашња истраживања диференцијацијоног потенцијала ПД-ММЋ у 

инфламаторним условима пре свега су била усмерена на разјашњавање 

регулације процеса остеогенезе. Инхибиција остеогене диференцијације ПД-ММЋ 

показана је у условима in vitro под утицајем IL-17 (Okić-Đorđević et al., 2016), IL-7 

(Jian et al., 2016), TNF-α (Tan et al., 2016), док је ефекат IL-1β зависан од 

примењене концентрације (Mao et al., 2016). Слично IL-1β, двојаки ефекти на 

остеогену диференцијацију ПД-ММЋ запажени су и под утицајем LPS. Смањење 

остеогеног потенцијала ПД-ММЋ утврђено је у присуству LPS (Li et al., 2014; Kato 

et al., 2014), док LPS стимулише остеогену диференцијацију CD105+ 

субпопулације ћелија периодонцијума (Albiero et al., 2105). Са друге стране, 

следствена истраживања исте групе показала су да иако LPS (P. gingivalis) не 

доводи до промена фенотипа и остеогенеог потенцијала ПД-ММЋ, подстиче 

експресију проинфламаторних цитокина IL-1β и TNF-α (Albiero et al., 2017), 

односно мења имунски статус ових ћелија. 
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Испитивања имуномодулаторних својстава ММЋ денталних ткива 

укључујући и ММЋ изолованих из периодонцијума указују да ове ММЋ поседују 

изражен имуномодулаторни потенцијал, што је последица учесталог излагања 

инфламаторним агенсима присутним у усној дупљи (Wada et al., 2009; Ding et al., 

2010; Yamaza et al., 2010; Yamaza et al., 2011). In vitro систем ко-култивације 

показао је да ПД-ММЋ, као и ММЋ костне сржи, имају способност инхибиције 

пролиферације алогених и ксеногених МНЋ периферне крви, односно испољавају 

имуносупресивно дејство (Kim et al., 2010). Са друге стране, ПД-ММЋ могу 

подстицати пролиферацију и преживљавање неутрофила путем секреције IL-6 

(Wang et al., 2017). Стога, слично ММЋ костне сржи, имуносупресивни 

потенцијал ПД-ММЋ се не може посматрати као униформан. Осим тога, и у 

инфламаторним условима имуносупресивни потенцијал ПД-ММЋ је подложан 

променама. Наиме, показано је да ПД-ММЋ изоловане из здравог ткива 

испољавају супресивне ефекте на пролиферацију активираних МНЋ периферне 

крви путем TGF-β, HGF и IDO, док се продукција ових фактора додатно повећава у 

присуству IFN-γ (Wada et al., 2009). Поред IFN-γ показано је да IL-12 може да 

индукује експресију фактора укључених у имуномодулацију и то на индиректан 

начин, подстичући секрецију IFN-γ који потом индукује експресију HLA-G и IDO 

(Issaranggun Na Ayuthaya et al., 2016). Такође, утврђено је да LPS индукује генску 

и протеинску експресију IDO-1 код ПД-ММЋ (Moon et al., 2013), као и да 

стимулише продукцију проинфламаторних цитокина попут IL-1β, IL-6 и IL-8 (Kato 

et al., 2014; Andrukhov et al., 2016).  

Ови резултати указују да и путем секреције важних регулаторних молекула 

ПД-ММЋ могу доприносити напредовању инфламаторног процеса, те да је 

модулација њиховог имуномодулаторног потенцијала веома важна у разматрању 

ових ћелија за терапијске потребе. 
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2. ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА 

У центру пажње савремених истраживања адултних МЋ данас се пре свега 

налазе ткива која се могу прикупити минимално инвазивним методама, а 

истовремено омогућавају велики принос ММЋ. Ове особине посебно су изражене 

код ММЋ које се могу изоловати из потпорног ткива зуба. Поред тога, студије 

указују да ПД-ММЋ могу бити погодне за примену у различитим аспектима 

ћелијске терапије и ткивног инжењеринга. Ипак, својства ПД-ММЋ до сада нису 

расветљена, а како би се безбедно примењивале у регенеративној медицини 

потребно је свеобухватно сагледавање њиховог понашања у различитим 

биолошким условима која одговарају in vivo окружењу у одговарајућим модел 

системима (Zhang et al., 2014; Bansal & Jain 2015; Chen et al., 2016; Iriarte et al., 

2017; Chalisserry et al., 2017). 

Регенеративна својства ММЋ заснивају се на способности самообнове, као 

и на њиховом диференцијационом потенцијалу. Осим тога, захваљујући 

интеракцији са компонентама имунског система и израженом 

имуномодулаторном деловању, ММЋ и посредно учествују у одржању хомеостазе, 

као и обнови оштећеног ткива. Бројни фактори утичу на фукцијске особине ММЋ, 

при чему посебну пажњу привлаче фактори присутни у инфламаторној 

микросредини. Међутим, имајући у виду комплексност имунског одговара ефекти 

инфламације на ММЋ нису у потпуности разјашњени. Стога је познавање 

механизама регулације ћелијских функција ММЋ од пресудне важности при 

разматрању употребе ових ћелија у ћелијској терапији. (Cook & Genever 2013; 

Machado et al., 2013; Bruna et al., 2016; Gao et al., 2016, Kadle et al., 2018).   

Орофацијална ткива, укључујући и ткиво периодонцијума, свакодневно су 

изложена различитим антигенима спољашње средине што указује на јединствене 

одлике ових ММЋ. Са аспекта регенеративне медицине посебно је важно 

познавање понашања ПД-ММЋ у инфламаторној микросредини, будући да до 

разарања ткива периодонцијума најчешће долази услед пародонтопатије, веома 

распрострањеног инфламаторног обољења потпорног ткива зуба (Song et al., 

2015; Liu et al., 2017). Инфламаторна обољења пародонцијума, уколико се 
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адекватно не лече, могу довести до губитка зуба које је због оштећења 

периодонцијума тешко надокнадити и најсавременијим протетским третманима. 

Поред тога, инфламација поторног ткива представља и честу реакцију након 

постављања денталних имплантата и може изазвати значајна оштећења ткива и 

утицати на исход третмана (Charalampakis et al., 2012; Smeets et al., 2014). Један 

од главних узрочника инфламаторних обољења потпорног ткива зуба 

представља дисбаланс бактерија денталног биофилма. Код пацијената са 

пародонтопатијом Грам негативне бактерије постају доминантни 

микроорганизми микробиома зуба, а LPS, једна од главних активних компоненти 

Грам негативних бактерија, значајан је стимулатор имунског одговора домаћина 

(Hajishengallis 2015; How et al., 2016) Истовремено, LPS утиче и на стромалне 

ћелије овог ткива укључујући и ПД-ММЋ. Међутим, иако су ови ефекти јако важни 

за одржање хомеостазе ткива утицај LPS на ПД-ММЋ још увек је нејасан. Са 

развојем инфламације, LPS може индуковати оштећења и некрозу ћелија и ткива, 

као и друге патолошка стања која могу бити повезана са ослобађањем различитих 

фактора у овом региону. Наиме, многобројни фактори присутни на месту 

потпорног ткива зуба захваћеног инфламацијом могу испољавати 

проинфламаторне функције и доприносити напредовању запаљенске реакције, 

али и антиинфламаторне функције модулишући ток и развој инфламаторног 

одговора (Cekici et al., 2014; Tomás  et al., 2017). Један од цитокина који се данас 

описује као цитокин са дуалном улогом је IL-33. Експресија овог цитокина 

утврђена је у оралном ткиву код пацијената са пародонтопатијом, али његова 

улога у овом обољењу, као ни његов утицај на ПД-ММЋ нису у потпуности 

расветљени (Molofsky et al., 2015; Sağlam et al., 2016).  

У складу са предоченим налазима, како би се разјаснио утицај LPS и IL-33, 

као фактора присутних у инфламаторној микросредини, на регенеративне и 

имуномодулаторне функције ПД-ММЋ постављени су следећи 

 

Циљеви истраживања: 

1. Испитивање утицаја LPS на својства и функције ПД-ММЋ повезаних са 

регенеративним потенцијалом.  
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2. Испитивање утицаја LPS на својства и функције ПД-ММЋ повезаних са 

имуномодулаторним потенцијалом.  

3. Испитивање утицаја IL-33 на својства и функције ПД-ММЋ повезаних са 

регенеративним потенцијалом.  

Како би се испунили постављени циљеви извођење експеримената је вршено у 

следећим сегментима: 

1. Утврђивање утицаја и механизама деловања LPS на својства и 

функције ПД-ММЋ повезаних са регенеративним потенцијалом: 

- анализом вијабилности – одређивање метаболичке активности, 

пролиферације и ћелијског циклуса; 

- анализом имунофенотипа ПД-ММЋ – одређивање  експресије 

мезенхимских и маркера плурипотентости, као и одсуство експресије 

хематопоетских маркера; 

- праћењем промене диференцијационог потенцијала – одређивање 

остеогене, хондрогене и адипогене диференцијације ПД-ММЋ уз 

одређивање генске експресије диференцијационих маркера (Runx2, ALP, 

OCN, PPAR-γ, SOX-9); 

- анализом миграције – одређивање покретљивости ПД-ММЋ;  

- стицање миофибробластног фенотипа – одређивање контрактилности и 

експресије протеина карактеристичних за миофибробласте код ПД-ММЋ 

(фибронектин, F-актин, TGF- , α-SMA, NG-2);  

- анализом активације (MAPKs) сигналих путева и учешћа активираних 

сигналних путева у функцијским променама ПД-ММЋ индукованим 

присуством LPS. 

 

2. Утврђивање утицаја и механизама деловања LPS на својства и 

функције ПД-ММЋ повезаних са имуномодулаторним потенцијалом:  

- одређивањем трансендотелске миграције (ТЕМ) МНЋ и ПМЋ. 

- одређивањем пролиферативног капацитета МНЋ.  

- одређивањем присуства специфичних површинских маркера ћелија 

лимфоидне и мијелоидне лозе у популацији МНЋ. 
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- одређивањем респираторног праска ПМЋ. 

- одређивањем способности формирања колонија опредељених 

хематопоетских прогенитора од стране МНЋ периферне крви под утицајем 

ПД-ММЋ. 

- одређивањем експресије маркера специфичних за имуномодулаторне 

функције ПД-ММЋ. 

- анализом активације (MAPKs) сигналих путева и учешћа активираних 

сигналних путева у функцијским променама ПД-ММЋ индукованим 

присуством LPS. 

 

3. Утврђивање утицаја и механизама деловања IL-33 на својства и 

функције ПД-ММЋ повезане са регенеративним потенцијалом  

- анализом вијабилности – одређивање метаболичке активности и 

пролиферације; 

- анализом имунофенотипа ПД-ММЋ – одређивање  експресије 

мезенхимских и маркера плурипотентности, као и одсуство експресије 

хематопоетских маркера; 

- праћењем промена диференцијационог потенцијала третираних и 

претретираних ПД-ММЋ – одређивање остеогене, хондрогене и адипогене 

диференцијације уз одређивање генске експресије маркера остеогене 

диференцијације (Runx2, ALP); 

- анализом пролиферативне активности ПД-ММЋ током остеогене 

диференцијације – одређивањем бројности, клоногеног потенцијала и 

ћелијског старења;  

- анализом активације транскрипционих фактора (NF-kB, β-катенин) и 

учешћа активираних сигналних путева у функцијским променама 

индукованим присуством IL-33 код ПД-ММЋ.   
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДИ 

3.1. ХУМАНИ МАТЕРИЈАЛ 

3.1.1. МЕЗЕНХИМСКЕ МАТИЧНЕ ЋЕЛИЈЕ 
 

За потребе истраживања спроведених у склопу овог рада изоловане су и 

коришћене примарне ММЋ пореклом из ткива периодонцијума одраслих особа. 

Ткива су прикупљана на Одељењу оралне хирургије Стоматолошког факултета 

Универзитета у Београду од здравих пацијената старости од 18 до 25 година који 

су из терапеутских или ортодонтских разлога били подвргнути процедури 

уклањања умњака. Узорковање ткива и следствена истраживања претходно су 

одобрена уз сагласност Етичког одбора Стоматолошког факултета Универзитета 

у Београду и писани пристанак пацијената.  

Изолација ПД-ММЋ заснивала се на способности ових ћелија да адхерирају 

за пластичну површину фласка за култивацију ћелија, односно методу експланта 

ткива коју су описали Seo и сaрадници (2004). Након раздвајања од површине 

корена зуба, ткиво периодонцијума је уситњавано у асептичним условима 

стерилном иглом, а комадићи ткива постављани у фласк површине 25 cm2 и 

култивисани у стандардним условима за култивацију ћелија што подразумева 

37°C у влажној атмосфери (100%) са 5% CO2, при чему је као медијум за раст 

ћелијских култура коришћен DMEM са L-глутамином (од енгл. Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium, Sigma-Aldrich St. Louis, MO, САД), 10% феталног говеђег серума, 

(FBS, од енгл. Fetal Bovine Serum, Capricorn-Scientific, Немачка), HEPES пуфера 

(Gibco, Thermo Fisher Scientific, САД), 100 U/ml пеницилина и 100 μg/ml 

стрептомицина (Gibco, Thermo Fisher Scientific, САД). Сви неопходни раствори при 

култивацији ћелија су стерилисани пре употребе филтрацијом кроз филтер 

величине поре 0.2 μm као део стандардне процедуре. Прве адхерентне ћелије 

уочавале су се након 7 дана и оне су означаване као нулта пасажа (П0). Њихова 

култивација настављена је до степена субконфлуентности (80-90% покривености 

површине) када су ћелије испиране са фосфатним, изотоничним пуфером без јона 

Ca2+ и Mg2+ (PBS, од енгл. Phosphate-Buffered Saline, Capricorn-Scientific, Немачка). 
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Потом су ћелије одлепљиване инкубирањем у 0.25% раствору трипсина са EDTA 

(од енгл. Ethylenediaminetetraacetic Acid) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, САД) у 

трајању од 5 минута на 37°C. Како би се обуставило дејство трипсина додаван је 

медијум за ћелијске културе са серумом и ћелије центрифугиране 10 минута на 

1400 обртаја по минуту (опм), након чега је ћелијски талог ресуспендован у 

медијуму. Укупан број вијабилних ћелија одређиван је бројањем под микроскопом 

помоћу хемоцитометра (Neubauerova комора) након разблаживања ћелијске 

суспензије 0.4% раствором Трипан плавог (Gibco, Thermo Fisher Scientific, САД). У 

циљу експанзије ћелија, на основу броја ћелија, ПД-ММЋ су засејаване у фласк (1 x 

104 ћелија/cm2) при чему су следствене пасаже даље редно нумерисане, док је за 

извођење експеримената одговарајући број ћелија постављан у стерилне плоче за 

ћелијску културу. Током култивације медијум је замењиван два пута недељно 

како би се обезбедиле хранљиве материје и одстраниле неадхерентне ћелије и 

нечистоће. Изоловане ПД-ММЋ окарактерисане су према критеријумима 

Међународног друштва за ћелијску терапију (Dominici et al., 2006), на основу 

показане адхезије, присуства специфичног имунофенотипа и способности 

диференцијације ка три лозе ћелија мезодермалног ткива што је претходно 

описано (Miletić et al., 2014). У свим експериментима коришћене су ћелије пасажа 

П(2-6) при чему је сваки експеримент понављан најмање три пута. 

 

3.1.2. ЋЕЛИЈЕ ПЕРИФЕРНЕ КРВИ  
 

У циљу испитивања имуномодулаторних својстава ПД-ММЋ, у одређеним 

експериментима ПД-ММЋ су ко-култивисане са имунским ћелијама, како 

мононуклеарним ћелијама (МНЋ), тако и полиморфонуклеарним ћелијама (ПМЋ). 

Имунске ћелије претходно су изоловане из периферне крви здравих несродних 

добровољних давалаца на основу густинског градијента сепарационог медијума 

густине 1.077 g/ml (од енгл. Lymphocyte Separation Medium, Capricorn-Scientific, 

Немачка). Наиме, пуна крв давалаца разблаживана је у PBS раствору у односу 1:1. 

Тако разблажена, крв је потом наношена на наведени сепарациони медијум и 

центрифугирана 30 минута на 1400 опм без кочнице на собној температури. 

Укупне МНЋ издвајане су из интерфазног слоја и испиране од сепарационог 
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медијума центрифугирањем у RPMI-1640 медијуму (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, 

САД). За прикупљање ПМЋ, доња фаза у којој се поред ових ћелија налазе и 

еритроцити инкубирана је 5 минута у изотоничном раствору NH4Cl (pH 7,2-7,4) 

који се састојао из 155 mM NH4Cl, 0.1 mM Na2EDTA и 10 mM NaHCO3. Како би се 

одстранили лизирани еритроцити ћелијски талог испиран је два пута 

центрифугирањем у RPMI-1640 медијуму. Након изолације ћелије су 

ресуспендоване, а њихова концентрација је одређивана бројањем у Türk раствору 

(Superlab, Београд, Србија), док је вијабилитет одређиван бројањем у раствору 

Трипан плавог. За култивацију имунских ћелија коришћен је RPMI-1640 медијум 

обогаћен са 10% FBS, 2 mM L-глутамином, 1 mM натријум пируватом, 100 U/ml 

пеницилина и 100 μg/ml стрептомицина што је представљало стандардне услове, 

при чему су изоловане МНЋ засејаване у плоче за кулутру ћелија са 6 бунара и 

култивисане током 24h у стандардним условима како би се издвојиле адхерентне 

ћелије у популацији, односно омогућило да се за извођење експеримената у 

којима су МНЋ ко-култивисане са ПД-ММЋ користи само неадхерентна фракција 

ћелија.   

 

3.1.3. ЋЕЛИЈСКЕ ЛИНИЈЕ 
 

Поред примарних култура ћелија у појединим експериментима, коришћена 

је хумана ендотелска ћелијска линија EA.hy 926 (ATCC/CRL-2922). Ендотелске 

ћелије су такође култивисане и пасажиране у стандардним условима, при чему је 

као хранљиви медијум коришћен DMEM сa L-глутамином и 10% FBS, HEPES 

пуфером, 100 U/ml пеницилина и 100 μg/ml стрептомицина.  

 

3.2. КОРИШЋЕНИ РЕАГЕНСИ 

Како би се спровела истраживања обухваћена овим радом употребљени су 

реагенси који укључују различите биолошки активне факторе, специфичне 

инхибиторе и антитела, а чији подаци су дати у Табелама 1, 2 и 3.  
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Табела 1. Подаци о коришћеним факторима и инхибиторима 

Назив Произвођач Дејство 

Хумани рекомбинантни IL-33 R&D Systems, САД Цитокин 

LPS (E.coli) Sigma-Aldrich, САД Ендотоксин 

PNU Tocris Bioscience, САД Инхибитор β-катенина 

PD98059 Tocris Bioscience, САД Инхибитор MEK1,2/ERK1,2 

PDTC Tocris Bioscience, САД Инхибитор NF-kβ 

Митомицин Це Applichem, Немачка Цитостатик 

Фитохемаглутинин  

(PHA- Phytohemagglutinin) 

Life Technologies, САД Митоген 

Форболмиристатна киселина  (PMA 

- Phorbol 12-myristate 13-acetate) 

Abcam, САД Стимулатор протеин киназе 

Це (PKC -Protein Kinase C) 

Карбоксифлуоресцеин 

сукцинимидил естар (CFSE) 

Affymetrix, 

Ebioscience, УК 

Флуоресцентна боја за ћелије 

Пропидијум јодид (PI) Beckman Coulter, САД Флуоресцентна боја за 

нуклеинске киселине 

Фалоидин-тетраметилродамин b 

изотиоцијанат 

Sigma-Aldrich, САД Флуоресцентна боја за F-актин 

4',6-диамидин-2-фенилиндол 

(DAPI) 

Sigma-Aldrich, САД Флуоресцентна боја за 

нуклеинске киселине 
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Табела 2. Подаци о коришћеним антителима. PE- (phycoerithrin) фикоеритрин; 

FITC- флуоресцеин изотиоцијанат. Примена: проточна цитометрија (ПЦ), 

имунофлуоресцентно обележавање (ИФ), Western blot (WB).  

 

Примарна антитела Порекло Произвођач Примена 

Анти-хумано CD45-коњуговано PE  миш R&D Systems, САД ПЦ 

Анти-хумано CD105-коњуговано PE  миш R&D Systems, САД ПЦ 

Анти-хумано CD90-коњуговано PE  миш R&D Systems, САД  ПЦ 

Анти-хумано CD34-/R-коњуговано PE  миш R&D Systems, САД ПЦ 

Анти-хумано HLA-DR-коњуговано FITC  миш R&D Systems, САД  ПЦ 

Анти-хумано CD44-коњуговано PE  миш R&D Systems, САД  ПЦ 

Анти-хумано CD73-коњуговано PE  миш R&D Systems, САД ПЦ 

Анти-хумано CD29-коњуговано PE миш Invitrogen, САД ПЦ 

Анти-хумано CD33-коњуговано PE миш Invitrogen, САД ПЦ 

Анти-хумано CD14-коњуговано PE миш Invitrogen, САД ПЦ 

Анти-хумано CD4/CD25-коњуговано 
FITC/PE 

миш Invitrogen, САД ПЦ 

Анти-хумано Ki67 зец Abcam, САД ПЦ, ИФ 

Анти-хумани α-SMA миш Santa Cruz 

Biotechnology, САД 

ИФ 

Анти-хумани TGF-β миш Thermo Fisher 

Scientific, САД 

ИФ 

Анти-хумани фибронектин зец Santa Cruz 

Biotechnology, САД 

ИФ 

Анти-хумани COX-2 зец Santa Cruz 

Biotechnology, САД 

WB, ИФ 

Анти-хумани IL-6 зец Novus Biologicals, 

Littleton, САД 

WB, ИФ 
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Табела 2 (Наставак). Подаци о коришћеним антителима. PE- (phycoerithrin) 

фикоеритрин; FITC- флуоресцеин изотиоцијанат. Примена: проточна цитометрија 

(ПЦ), имунофлуоресцентно обележавање (ИФ), Western blot (WB).  

 

Примарна антитела Порекло Произвођач Примена 

Анти-хумани NF-kβ миш Santa Cruz 

Biotechnology, САД 

WB, ИФ 

Анти-хумани β-катенин миш Santa Cruz 

Biotechnology, САД 

WB, ИФ 

Анти-хумани pERK1,2  зец R&D systems, САД WB 

Анти-хумани ERK1,2 зец Santa Cruz 

Biotechnology, САД 

WB 

Анти-хумани pp38 зец R&D systems, САД WB 

Анти-хумани p38 зец R&D systems, САД WB 

Анти-хумани pJNK зец R&D systems, САД WB 

Анти-хумани JNK зец R&D systems, САД WB 

Анти-хумани NANOG миш Cell Signaling 

Technology, САД 

ИФ 

Анти-хумани SOX-2 миш Cell Signaling 

Technology, САД 

ИФ 

Анти-хумани OCT-4 зец Cell Signaling 

Technology, САД 

ИФ 

Анти-хумани α-тубулин  миш Pierce, САД WB  

Анти-хумани GAPDH миш Santa Cruz 

Biotechnology, САД 

WB 
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Табела 3. Подаци о коришћеним секундарним антителима и изотипским 

контролама. HRP- пероксидаза рена, Horse Raddish Peroxidase; TRITC- 

тетраметилродамин-5-(6)-изотиоцијанат; FITC-флуоресцеин изотиоцијанат. 

 

  

Секундарна антитела Порекло Произвођач Примена 

анти-зечије-коњуговано HRP  коза R&D Systems, САД WB  

анти-мишије-коњуговано HRP  коза Sigma-Aldrich, САД   WB 

анти-зечије-коњуговано TRITC коза Sigma-Aldrich, САД ИФ 

анти-зечије-коњуговано FITC  коза Sigma-Aldrich, САД  ИФ, ПЦ 

анти-мишије-коњуговано FITC коза BD Biosciences ПЦ 

Изотипске контроле Порекло Произвођач Примена 

IgG1- коњуговано PE  миш Invitrogen, САД  ПЦ 

IgG1- коњуговано FITC  миш Invitrogen, САД  ПЦ 

IgG2A- коњуговано PE миш R&D Systems,  САД ПЦ 
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3.3. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДИЗАЈН 

3.3.1. Испитивање утицаја LPS на својства и функције ПД-ММЋ повезане са 

регенеративним потенцијалом  

 

У циљу испитивања утицаја LPS на својства и функције ПД-ММЋ повезаних 

са регенеративним потенцијалом анализирана су функцијска својства ПД-ММЋ. 

Применом МТТ теста одређивана је метаболичка активност ПД-ММЋ након 

третмана са растућим концентрацијама LPS (0, 10, 100 и 1000 ng/ml) током 

различитих временских интервала (24, 48, 72 и 120h). Пролиферација ПД-ММЋ 

третираних са LPS (0, 100 и 1000 ng/ml) по истеку 24, 48 и 72h детектована је на 

основу бојења Трипан плавом бојом, док је ћелијски циклус одређиван проточном 

цитометријом помоћу бојења ДНК пропидијум јодидом након 48 и 72h третмана 

са LPS (0, 100 и 1000 ng/ml). Морфолошка и имунофенотипска својства 

анализирана су након 3 и 7 дана третмана са LPS (1000 ng/ml), при чему је 

имунофенотип одређиван проточном цитометријом. У циљу анализирања утицаја 

LPS на диференцијациони потенцијал, ПД-ММЋ су за време индуковане 

диференцијације ка остеогеној, хондрогеној и адипогеној лози култивисане у 

присуству LPS (1000 ng/ml). Поред тога, анализирана је миграција, као и 

контрактилност ових ћелија. Способност миграције ПД-ММЋ испитиван је Scratch 

тестом, док је контрактилност одређивана код ПД-ММЋ засејаваних у колагенски 

гел по истеку 72h третмана са LPS (1000 ng/ml). Генска експресија молекула 

укључених у регулацију ћелијских функција повезаних са регенаративним 

карактеристикама анализирана је након третирања ПД-ММЋ са LPS (1000 ng/ml) 

током 24h, методом RT-PCR. Анализирана је експресија гена: OCT-4A, OCT-4B, SOX-

2, NANOG, Runx2, ALP, OCN, Sox-9, PPAR-γ, α-SMA, TGF-β и NG-2. Одређени део 

истраживања имао је за циљ утврђивање и молекулских механизама укључених у 

дејство LPS на ПД-ММЋ. У те сврхе анализа активације MAPK сигнализације, 

укључујући p38, ERK1,2 и JNK сигналних путева код ПД-ММЋ третираних са LPS 

(1000 ng/ml) вршена је Western blot методом. За испитивање механизама који 

посредују у ефектима које код ПД-ММЋ индукује LPS укључујући 

диференцијациони потенцијал и контрактилност у појединим експериментима 

примењиван је фармаколошки инхибитор ERK1,2 сигналног пута (PD98059).  
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Слика 12. Схематски приказ експерименталног приступа за испитивање утицаја LPS 
на својства и функције ПД-ММЋ повезане са регенеративним потенцијалом. 

 

3.3.2. Испитивање утицаја LPS на имуномодулаторна својства и функције 

ПД-ММЋ 

 

Како би се испитао утицај LPS на имуномодулаторна својства и функције 

ПД-ММЋ, анализирани су трансендотелска миграција МНЋ, пролиферативни 

одговор МНЋ стимулисаних митогеном, фенотип МНЋ, као и способност МНЋ да 

формирају колоније ћелија мијелоидне лозе. Поред тога, праћени су 

трансендотелска миграција ПМЋ, као и респираторни прасак ових ћелија. За 

потребе ових експеримената ПД-ММЋ су претретиране са LPS (1000 ng/ml) током 

72h, а потом ко-култивисане са изолованим ћелијама периферне крви. 

Трансендотелска миграција МНЋ (након 48h) и ПМЋ (након 2h) одређивана је 

применом transwell система, на основу праћења проласка ћелија из горњег у доњи 

део система кроз баријеру формирану од стране ендотелских ћелија. 

Пролиферација МНЋ детектована је проточном цитометријом након директне ко-

култивације ПД-ММЋ и МНЋ стимулисаних фитохемаглутинином (PHA, 

phytohemagglutinin). Ниво пролиферације МНЋ мерен је проточном цитометријом 
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на основу смањења интензитета флуоресценце CFSE- обележених ћелија. 

Проточном цитометријом одређиван је и фенотип МНЋ, односно заступљеност 

ћелија које експримирају CD29, CD4, CD4,CD25, CD34, CD45, CD33 и CD14 антигене. 

Респираторни прасак ПМЋ одређиван је применом теста редукције NBT соли до 

које долази услед активности ПМЋ. Клоногеност МНЋ праћена је на основу 

способности формирања колонија опредељених хематопоетских прогенитора 

присутних у популацији МНЋ (CFC тест). Додатно, анализирана је протеинска и 

генска експресија молекула значајних за имунски статус ПД-ММЋ. На 

протеинском нивоу, применом Western blot метода, анализирана је експресија 

COX-2 и IL-6 молекула код ПД-ММЋ након 72h третамана са LPS (1000 ng/ml). 

Генска експресија ових молекула, као и HLA-A, HLA-DR, ST2 и IL-33 молекула 

анализирана је RT-PCR методом након 24h третмана ПД-ММЋ са LPS (1000 ng/ml) 

као молекула значајних за имунски статус. У оквиру испитивања механизама који 

посредују у ефектима које код ПД-ММЋ индукује LPS у појединим 

експериментима примењиван је фармаколошки инхибитор ERK1,2 сигналног 

пута (PD98059).  

 

Слика 13. Схематски приказ експерименталног приступа за испитивање утицаја LPS 
на имуномодулаторна својства и функције ПД-ММЋ 
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3.3.3. Испитивање утицаја IL-33 на својства и функције ПД-ММЋ повезане 

са регенеративним потенцијалом  

 

Утицај IL-33 на ПД-ММЋ анализиран је испитивањем метаболичке 

активности, морфологије и имунофенотипа, диференцијационог потенцијала и 

пролиферативне активности ПД-ММЋ. Метаболичка активност ПД-ММЋ 

третираних растућим концентрацијама IL-33 (10, 20, 50 и 100 ng/ml) утврђивана 

је МТТ тестом по истеку различитих временских интервала (24, 48, 72 и 120h). 

Морфолошка и имунофенотипска својства ПД-ММЋ анализирана су након 3 дана 

третмана са IL-33 (100 ng/ml), при чему је имунофенотип одређиван проточном 

цитометријом. У сврху утврђивања утицаја IL-33 на диференцијациони 

потенцијал, ПД-ММЋ су током индуковане диференцијације ка остеогеној, 

хондрогеној или адипогеној лози култивисане у присуству IL-33 (100 ng/ml). Уз 

то, анализиран је и диференцијациони потенцијал ПД-ММЋ након 7 дана 

третмана са IL-33 (100 ng/ml). Способност пролиферације ПД-ММЋ током 

остеогене диференцијације анализирана је бројањем ћелија, као и евалуацијом 

клоногености (CFU-F и CFU-O, од енгл. Colony Forming Unit-Fibroblast и Colony 

Forming Unit-Osteoblast) и старења (активност ензима β-галактозидазе). 

Имунофлуоресцентним обележавањем анализирана је протеинска експресија и 

локализација маркера плурипотентности укључујући OCT-4, SOX-2 и NANOG, као и 

маркера ћелијске пролиферације Ki67 након 7 дана третмана са IL-33. У склопу 

утврђивања молекулских механизама укључених у дејство IL-33 на ПД-ММЋ 

Western blot методом и имунофлуоресцентним обележавањем анализирана је 

експресија регулаторних протеина NF-kВ и β- катенин, код ПД-ММЋ третираних 

са IL-33 (100 ng/ml). Експресија гена укључених у регулацију ћелијских функција 

повезаних са регенаративним карактеристикама: OCT-4A, OCT-4B, SOX-2, NANOG, 

Runx2 и ALP анализирана је након 24h третмана ПД-ММЋ са IL-33 (100 ng/ml) RT-

PCR методом. За испитивање механизама који посредују у ефектима које код ПД-

ММЋ индукује IL-33, у појединим експериментима примењивани су 

фармаколошки инхибитори NF-kВ (PDTC) и β-катенина (PNU).  
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Слика 14. Схематски приказ експерименталног приступа за испитивање утицаја     
IL-33 на својства и функције ПД-ММЋ повезане са регенеративним потенцијалом. 
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3.4. ПРИМЕЊЕНИ МЕТОДИ 

3.4.1. АНАЛИЗА ЋЕЛИЈСКИХ ФУНКЦИЈА 

3.4.1.1. Испитивање вијабилности ПД-ММЋ 

 

У циљу анализирања утицаја инфламаторних фактора LPS и IL-33 на раст 

ПД-ММЋ у овом раду испитивани су различити показатељи вијабилности ћелија 

применом одговарајућих тестова за испитивање метаболичке активности, 

пролиферације и ћелијског циклуса. Додатно, анализиран је клоногени 

потенцијал ПД-ММЋ на основу CFU-F теста, као и старење ових ћелија детекцијом 

експресије ензима β-галактозидазе.  

3.4.1.1.1. Одређивање метаболичке активности ПД-ММЋ применом МТТ 

теста 

 

Као први корак у испитивању раста ПД-ММЋ примењиван је МТТ тест који 

се заснива на реакцији редукције тетразолијумске соли жуте боје, МТТ (3-(4,5-

диметил-тиазол-2ил)-2,5 дифенил-тетразолијум бромид) до формазана, 

активношћу ензима митохондријалне сукцинат дехидрогеназе, односно ензима 

метаболички активних, вијабилних ћелија. 

За извођење МТТ теста, ПД-ММЋ засејаване су у стандардне плоче за 

културу ћелија са 96 бунара (1x104 ћелија/бунару) и култивисане током 24h како 

би адхерирале. Након истека одговарајућих третмана, у бунаре је додаван МТТ 

(Sigma-Aldrich) концентрације 5 mg/ml. После три сата инкубације на 37°C 

медијум је одстрањен, а настали кристали формазана растварани су додавањем 

100 μl раствора изопропанола (VWR Chemicals, Француска). Оптичка густина 

мерена је на аутоматском читачу за микротитарске плоче на 540 nm таласне 

дужине (Labsystems Multiskan PLUS, Финска).  
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3.4.1.1.2. Одређивање броја ПД-ММЋ применом виталне боје Трипан плаво 

 

На основу праћења промене броја ћелија у односу на почетни, засејани број 

ћелија, примењивана је витална боја Трипан плаво, те је кроз однос живих и 

мртвих ћелија утврђивана вијабилност ћелија. За потребе експеримената, ПД-

ММЋ засејаване су плоче за културу ћелија са 6 бунара (1x105 ћелија/бунару). По 

истеку третмана ћелије су одлепљиване помоћу 0,25% трипсина са EDTA, 

центрифугиране 10 минута на 1400 опм и ресуспендоване у свежем медијуму са 

FBS. Број вијабилних ћелија у тако добијеној ћелијској суспензији одређиван је 

бројањем необојених ћелија у раствору 0.4% раствору Трипан плавог. 

 

3.4.1.1.3. Анализа ћелијског циклуса ПД-ММЋ 

 

Као део испитивања вијабилности, ДНК ових ћелија бојена је пропидијум 

јодидом (PI, од енгл. Propidium Iodide, Beckman Coulter, Мајами, САД), 

неспецифичном виталном флуоресцентном бојом која се везује за нуклеинске 

киселине.  

ПД-ММЋ су засејаване у плоче за културу ћелија са 6 бунара у 

концентрацији 1x105 ћелија/бунару у стандардном медијуму и култивисане до 

субконфлуентности. Након тога, медијум је замењиван различитим третманом, по 

чијем истеку су ћелије испиране раствором PBS, одлепљиване помоћу раствора 

0,25% трипсина са 1mM EDTA и центрифугиране током 10 минута на 1400 опм. За 

даљу анализу по 2x105 ћелија сваке групе је ресуспендовано у 1 ml раствора PBS и 

фиксирано са 2 ml апсолутног етанола (Зорка Шабац, Србија) током 15 минута на 

леду. Потом су ћелије два пута испиране у раствору PBS и затим ресуспендоване у 

0,5 ml раствора 0,1% Triton X-100 у раствору PBS (Applichem, Немачка) коме је 

додат PI у финалној концентрацији од 50 μg/ml и рибуонуклеаза (RNase, Thermo 

Fisher Scientific, САД) финалне концентрације 0.1 mg/ml како би се спречило 

везивање PI за РНK. Након 40 минута инкубације на 37°C, вишак боје је одстрањен 

испирањем ћелија у раствору PBS, да би се на крају ћелије ресуспендовале у PBS 

раствору и анализирале на проточном цитометру CytoFlow CL (Partec, Münster, 

Немачка).  
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3.4.1.1.4. Клоногени потенцијал ПД-ММЋ 

 

Како би се испитао потенцијал стварања колонија ПД-ММЋ примењиван је 

тест формирања колонија фибробласта, CFU-F тест. У ту сврху ПД-ММЋ засејаване 

су у стерилне плоче са 24 бунара у концентрацији 100 ћелија/бунару и 

култивисане у стандардним условима у присуству или одсуству IL-33 (100 ng/ml) 

у стандардном култивационом медијуму или остеогеном медијуму. Развој 

колонија анализиран је након 2 недеље од тренутка засејавања. У том тренутку 

медијум је одстрањен, ћелије испиране раствором PBS, фиксиране 5 минута 

хладним метанолом (Зорка, Шабац, Србија) и обојене 0.1% раствором Crystal violet 

боје (Carlo Erba Reactifs, Француска). Након испирања дестилованом водом 

колоније су избројане при чему је групација од 50 и више ћелија узимана у обзир 

као колонија. Ефикасност формирања фибробластних колонија одређивана је на 

основу процента развијених колонија у односу на укупни број засејаних ћелија у 

сваком бунару.  

Поред тога, у одређеним експериментима, применом CFU-O теста 

анализирана је способност формирања колонија ћелија са остеогеним 

потенцијалом. Овај тест се заснивао на утврђивању броја колонија у којима су 

присутне ћелије које експримирају ензим алкалне фосфатазе (ALP, од енгл. 

Alkaline phosphatase), односно ензим који представља рани маркер остеогене 

диференцијације. За извођење експеримента ПД-ММЋ засејаване су у стерилне 

плоче са 24 бунара (100 ћелија/бунару) и култивисане у стандардним условима 

током 7 дана (Dimitrieva et al., 2012), када је у ћелијске културе додат остеогени 

медијум са или без IL-33 (100 ng/ml). Након 7 дана култивације, ћелије су 

фиксиране. Како би се анализирало присуство ћелија које експримирају ензим 

ALP, примењиван је протокол за хистохемијску детекцију овог ензима који је 

детаљно описан у поглављу 3.3.1.3.1. ALP позитивним колонијама сматране су 

колоније са присуством бар једне плаво обојене ћелије, док је CFU-O потенцијал 

утврђен на основу процентуалног односа броја ALP позитивних колонија и 

укупног броја колонија (CFU-O/CFU-F*100). 
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3.4.1.1.5. Анализа старења ПД-ММЋ 

 

Испитавање процеса старења, вршено је на основу праћења експресије 

ензима β-галактозидазе применом комерцијалног сета реагенаса Senescence Cells 

Histochemical Kit (Sigma-Aldrich, САД) водећи се упутством произвођача. Овај тест 

заснован је на реакцији у којој долази до хидролизе 5-бромо-4-хлоро-3-индол-β-d-

галактопиранозида (X-gal) од стране β-галактозидазе при чему се стварају 

галактоза и 5-бромо-4-хлоро-3-хидроксииндол. У следственој реакцији долази до 

димеризације и оксидације 5-бромо-4-хлоро-3-хидроксииндола што резултује у 

стварању 5,5'-дибромо-4,4'-дихлоро-индиго, једињења плаве боје на основу које 

се детектује експресија β-галактозидазе. Експересија ензима β-галактозидазе 

праћена је како на нивоу бојења монослоја ћелија, тако и на нивоу појединачних 

ћелија. 

У сврху анализа експресије β-галактозидазе у монослоју ћелија, ПД-ММЋ 

засејаване су у плоче за културу ћелија са 96 бунара у концентрацији 2x103 

ћелија/бунару у стандардном медијуму и култивисане до субконфлуентности 

када је стандардни медијум замењен остеогеним медијумом са или без IL-33 (100 

ng/ml), а даља инкубација настављена наредних 7 дана. За испитивање експресије 

β-галактозидазе у појединачним ћелијама, ПД-ММЋ су по истеку описаног 

третмана одлепљиване трипсином, затим бројане и засејаване у плоче за културу 

ћелија са 96 бунара (2x103 ћелија/бунару), а потом су култивисане у стандардним 

условима још 6 сати како би адхерирале, након чега су ћелије фиксиране. После 

фиксирања, узорци су бојени за присуство β-галактозидазе, при чему је развој боје 

трајао током ноћи на собној температури. Наредног дана, боја је одстрањена, а 

ћелије испране PBS раствором и посматране под светлосним микроскопом. У 

циљу квантификације, појединачне ћелија које су показивале обојеност за β-

галактозидазу су у сваком бунару избројане, а додатно су препарати како 

појединачних тако и ћелија у монослоју фотографисани на светлосном 

микроскопу (Olympus, Јапан).  
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3.4.1.2. Испитивање способности миграције ПД-ММЋ 

  

У циљу испитивања утицаја LPS на миграторни капацитет ПД-ММЋ 

примењиван је дводимензиони тест миграције (Scratch test). Наиме, у плоче за 

културу ћелија са 24 бунара засејаване су ПД-ММЋ (3x104 ћелија/бунару) и 

култивисане у стандардним условима до постизања конфлуентности када је 

врхом стерилног наставка за пипете повлачена линија по средини дна бунара. На 

тај начин, оделпљивањем ћелија на површини монослоја ћелија формирана је 

огреботина, а како би се уклониле преостале неадхерентне ћелије, бунари су 

испирани раствором PBS. Затим су ћелије третиране са LPS (10, 100 и 1000 ng/ml), 

док је за контролну групу примењиван свеж стандардни медијум са 10% FBS. 

Одмах по додавању одговарајућих медијума ћелије су сликане под инвертним 

микроскопом како би се забележила почетна ширина огреботине, односно 

празног простора (на почетку мерења, нулто време (Т0)). Миграција је 

обустављана након 72h инкубације када су ћелије фиксиране хладним метанолом. 

Након бојења 0,3% раствором Crystal violet боје, ћелијске културе су поново 

сликане на светлосном микроскопу, а добијени резултати обрађивани су у 

програму TScratch (Computational Science and Engineering Laboratory, Swiss Federal 

Institute of Technology, ETH Zürcih, Швајцарска) како би се одредила процентуална 

прекривеност огреботине ћелијама, односно показало смањење празног простора 

настало услед миграције ћелија. 

3.4.1.3. Испитивање способности диференцијације ПД-ММЋ 

 

Способност диференцијације ММЋ ка три ћелијске лозе (остегеној, 

хондрогеној и адипогеној) испитивана је у условима in vitro при чему су ПД-ММЋ 

засејаване у плоче за културу ћелија и култивисане у стандардним условима до 

постизања субконфлуентности, када је стандардни медијум замењиван 

медијумом за индукцију сваког типа диференцијације. У сврху детекције 

адипогенезе ћелије су у одређеним експериментима додатно култивисане и на 

стакленим љуспицама. Степен диференцијације одређиван је одговарајућом 

методом за сваки тип диференцијације.  
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3.4.1.3.1. Остеогена диференцијација ПД-ММЋ 

 

Како би се ПД-ММЋ усмериле ка остеогеној диференцијацији у ћелијске 

културе додаван је медијум који је поред стандардог медијума са 5% FBS садржао 

дексаметазон (10 nM, Applichem), 50 µM аскорбинску киселину (Sigma-Aldrich) и 

10 mM β- глицерофосфат (Sigma-Aldrich).  

Након 7 дана, рана остеогена диференцијација одређивана је на основу 

активности ензима алкалне фосфатазе (ALP). Детекција овог ензима вршена је на 

основу колориметријске анализе, као и на основу хистохемијског бојења. Ћелије 

су по истеку третмана фиксиране у 3,7% формалину разблаженом у 90% 

метанолу, након чега су испиране у PBS раствору. Потом је одређивана ензимска 

активност додавањем безбојног раствора p- нитрофенил фосфата (p-NPP, од енгл. 

para-Nitrophenylphosphate) (Sigma-Aldrich) финалне концентрације 1 mg/ml. Услед 

активности ALP долази до хидролизе p-NPP и стварања p-нитрофенола чија је 

оптичка густина одређивана на аутоматском читачу за микротитарске плоче и то 

на 405 nm таласне дужине (Labsystems Multiskan PLUS, Финска). По испирању PBS 

раствором, ћелије су хистохемијски бојене применом раствора који се састојао из 

смеше 5-бромо-4-хлоро-3-индолил фосфата (BCIP, од енгл. 5-bromo-4-chloro-3-

indolyl-phosphate, 4-toluidine salt, Sigma-Aldrich) и тетразолијумске соли (NBT, od 

engl., Nitro Blue Tetrazolium Salt, Sigma-Aldrich). У присуству ALP позитивних ћелија 

BCIP се хидролизује што доводи до стварања интермедијарног једињења чијом 

димеризацијом се ослобађају јони водоника, који у даљој реакцији редукују NBT, 

што за последицу има стварање нерастворног NBT-формазана плаве боје. На овај 

начин, на основу плаве боје које се развија у свакој ћелији омогућено је визуелно 

детектовање степена остеогене диференцијације које је додатно квантификовано 

и применом Image J (NIH, САД) програма.  

Као касна крајња фаза остеогенезе, испитивана је способност 

минерализације, односно способност депоновања јона калцијума у ванћелијски 

матрикс. Након две недеље, ћелије су фиксиране и потом бојене Ализарин 

црвеном бојом (Riedel de Haen, Хановер, Немачка) у трајању од 30 минута на 

собној темперетури, а која се везује за калцијум присутан у ванћелијском 

матриксу. Степен минерализације детектован је визуелно, посматрењем под 
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светлосним микроскопом, док је за квантификацију примењиван Image J (NIH, 

САД) програм. 

3.4.1.3.2. Хондрогена диференцијација ПД-ММЋ 

 

Хондрогена диференцијација ПД-ММЋ индукована је применом медијума 

који је уз стандардни медијум са 5% FBS садржао и 2 ng/ml TGF-β1 (TGF-β, R and D 

Systems, Минеаполис, САД), 10 nM дексаметазон (Aplichem), 50 µM аскорбинску 

киселину (Sigma-Aldrich). У овом медијуму ћелије су култивисане у стандардним 

условима током две недеље када је диференцијација обустављана фиксирањем у 

3,7% формалину разблаженом у 90% метанолу. Потом је монослој ћелија 

хистохемијски бојен Сафранин О бојом (Merck, Darmstadt, Немачка) којом се 

детектују протеогликани специфични за ванћелијски матрикс ткива хрскавице. 

Ћелије су посматране под светлосним микроскопом, а степен диференцијације 

квантфикован је применом Image J (NIH, САД) програма. 

3.4.1.3.3. Адипогена диференцијација ПД-ММЋ 

 

При индукцији адипогене диференцијације ПД-ММЋ коришћен је медијум 

који се састојао из стандардног медијума са 5% FBS обогаћеног са 1 μM 

дексаметазона, 100 μg/ml изобутил-метилксантина (IBMX, од енгл. 

Isobutylmethylxanthine, Sigma-Aldrich) и 10 μg/ml инсулина (Sigma-Aldrich). Након 

култивације у периоду од 4 недеље у стандардним условима, ћелије су фиксиране 

у раствору 3,7% формалина и 90% метанола. Детекција унутарћелијских липиднх 

капљица, карактеристичних за адипоците, вршена бојењем Oil Red O бојом (Merck, 

Darmstadt, Немачка) које су потом посматране под светлосним микроскопом. 

Додатно, липидне капљице детектоване су и применом флуоресцентне Nile red 

боје (Santa Cruz Biotechnology, САД). По истеку третмана, ћелије су фиксиране и 

бојене раствором Nile red боје (0.05 μg/ml), при чему је инкубација трајала током 

30 минута на собној температури. Ћелије су испиране PBS раствором, а тако 

припремљене ћелије монтиране су на предметна стакла уз помоћ медијума 

припремљеног за имунофлуоресценцу. Nile red је лиофилна боја која се везује за 

унутарћелијске липидне капљице и њеном применом омогућена је визуализација 
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адипогене диференцијације под епифлуоресцентним микроскопом (Olympus, 

Јапан).  

3.4.1.3.4. Тест контрактилности ПД-ММЋ 

 

За потребе теста контрактилности припремана је суспензија ПД-ММЋ 

(5x105 ћелија/ml) у раствору колагена који се састојао из 40% колагена 

изолованог из репа пацова концентрације 3,5 mg/ml, 5 пута концентрованог 

DMEM раствора, 10% FBS, 10% NaHCO3 и 2% воде за ињекције. Тако припремана 

суспензија ћелија засејавана је у плоче за културе ћелија са 48 бунара (200 µl/ 

бунару) чија је површина дна претходно облагана са 3% BSA/PBS током 1h нa 40C. 

Ћелијске културе остављане су у инкубатору у стандарним условима култивације 

током 2h у циљу полимеризације колагена, да би се након тога третирале. 

Стерилним наставком за пипете је одвајан слој колагена од бочних страна бунара, 

а степен смањења површине колагена, као показатељ контрактилности, 

анализиран је након 72h третмана и квантификован применом Image J (NIH, САД) 

програма. Као негативна контрола коришћен је сам колаген без ћелија, док су 

ћелије култивисане у колагену у присуству TGF-β (10 ng/ml) представљале 

позитивну контролу. 

 

3.4.1.4. Испитивање имуномодулаторног капацитета ПД-ММЋ 

 

3.4.1.4.1. Анализа трансендотелске миграције имунских ћелија у transwell 

систему 

 

Као део имуномодулаторних функција, испитивана је у условима in vitro 

миграција имунских ћелија кроз монослој ендотелских ћелија. У ту сврху 

примењиван је систем култивације ћелија у два нивоа, означен као transwell 

систем, односно модификовани тест који су претходно описали Bryant et al., 

2012. Наиме, ПД-ММЋ засејаване су у плоче за култивацију ћелија са 24 бунара 

(2x104 ћелија/бунару) што је представљало доњи део transwell система. Са друге 

стране, ендотелске ћелије (EA.hy 926 ћелијска линија) су засебно засејаване на 
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мембрану горњег дела transwell система у концентрацији 5х103 ћелија. Мембрана 

је претходно облагана слојем фибронектина (10 μg/ml, Sigma-Aldrich) и потом 

испирана 70% етанолом и раствором 3% BSA у PBS раствору. Величина поре 

мембране износила је 8 μm. Након третмана ПД-ММЋ са LPS (1000 ng/ml) и/или 

PD98059 (25 µM) у трајању од 72h и достизања конфлуентности ендотелских 

ћелија, горњи део transwell система је постављен изнад бунара у којима су се 

налазиле ПД-ММЋ, а заједно са додатим МНЋ (1x106 ћелија/бунару) или ПМЋ 

(1x106 ћелија/бунару). Transwell системи у коме су култивисане само ПД-ММЋ 

представљали су контролну групу. Ћелије су ко-култивисане у RPMI-1640 

медијуму са 10% FBS. Трансендотелска миграција МНЋ одређивана је након 48h, а 

пролазак ПМЋ након 2h када су ћелије које су мигрирале у доњи део transwell 

система фотографисане и избројане. За одређивање броја ћелија које су 

мигрирале употребљиван је стандардни раствор Трипан плавог.  

3.4.1.4.2. Анализа пролиферативног капацитета МНЋ 

 

Испитивање пролиферације МНЋ утврђивано је на основу уграђивања 

флуоресцентне боје означене као карбокси-флуоресцеин диацетат сукцинимидил 

естар (CFSE, од енгл. Carboxyfluorescein succinimidyl ester, Affymetrix, Ebioscience, 

УК) методом проточне цитометрије. Овај реагенс се преко сукцинил група 

ковалентно везује за унутарћелијске молекуле што обезбеђује задржавање ове 

боје у ћелијама током дужег временског периода, односно праћење 

пролиферације у реалном времену. Наиме, након сваке деобе обојених ћелија боја 

унутар ћелије се подједнако дели на ћерке ћелије, те је смањење интензитета 

флуоресценце које се очитава на проточном цитометру директно сразмерно броју 

деоба, односно пролиферацији испитиваних ћелија (Lyons & Parish., 1994; Parish 

et al., 2009; Quah et al., 2007). Применом одговарајућег антитела као 

специфичног маркера одређене популације МНЋ, детектована је пролиферација 

дате популације у оквиру испитиваних МНЋ. 

За потребе експеримента ПД-ММЋ засејаване су у плоче за културе ћелија 

са 24 бунара (5x104 ћелија/бунару) и претретиране са LPS (1000 ng/ml) и/или 

PD98059 (25 µM) током 72h. Након завршеног третмана, ПД-ММЋ су испиране PBS 
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раствором и инкубиране током 30 минута митомицином Це финалне 

концентрације 25 μg/ml (Sigma-Aldrich) како би се обуставила даља 

пролиферација ПД-ММЋ, односно обезбедио однос броја ПД-ММЋ и МНЋ. Потом 

су у ћелијске културе додаване свеже изоловане алогене МНЋ, у односу 1:10 (ПД-

ММЋ:МНЋ), које су претходно обојене CFSE бојом. 

За извођење бојења, МНЋ су инкубиране у PBS раствору са 5% FBS и CFSE 

бојом финалне концентрације 5 μM током 15 минута у мраку. Бојење је потом 

обустављено инкубирањем ћелијске суспензије у 5 пута већој запремини хладног 

PBS раствора сa 5% FBS у трајању од 5 минута и следственим центрифугирањем 

током 10 минута на 1800 опм у истом раствору. Тако припремљене МНЋ су у 

концентрацији 5x105 ћелија по бунару у 2 ml RPMI-1640 медијума са 10% FBS 

додате у ћелијске културе са ПД-ММЋ. Као контролна група коришћене су МНЋ 

култивисане у одсуству ПД-ММЋ. За стимулацију пролиферације МНЋ у 

одређеним групама коришћен је фитохемаглутинин (PHA, од енгл. 

Phytohemagglutinin, Life Technologies, САД) у концентрацији од 2,5 μg/ml. Ко-

култивација овако постављених ћелија је трајала 5 дана након чега су МНЋ 

прикупљане и два пута испиране центрифугирањем током 10 минута на 1800 опм 

у PBS раствору са 5% FBS. Анализа степена флуоресценције вршена је помоћу 

проточног цитометра Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, САД), при чему је 

просечан број деоба свих ћелија из почетне популације, односно индекс деобе 

израчунаван на основу протокола који су описали Parish и Warren 2002. године. 

Како би се одредио степен неспецифичног интензитета флуоресценције CFSE боје 

коришћене су необојене МНЋ.  

3.4.1.4.3. Анализа респираторног праска ПМЋ 

 

Утицај ПД-ММЋ на респираторни прасак ПМЋ испитиван је применом 

теста редукције NBT соли до које долази услед присуства О2-, који се продукује 

током реакције респираторног праска, односно активношћу ензима NAPDH 

оксидазе који је у великој мери присутан у ПМЋ (Schopf et al., 1984; Dahlgren et 

al., 2007). За овај тест ПД-ММЋ засејаване су у плоче за културу ћелија са 96 

бунара (2000 ћелија/бунару), култивисане до субконфлуентности и третиране са 
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LPS (1000 ng/ml) током 72h. По истеку третмана ПД-ММЋ су испране PBS 

раствором, како би им се додали свеже изоловани ПМЋ (1x105 ћелија/бунару) у 

RPMI-1640 медијуму, са или без PMA у концентрацији 2 μg/ml као стимулатора 

активности ПМЋ. Ко-култивација тако постављених ћелија трајала је наредна 3h у 

стандардним условима када је у ћелијске културе додавано 10 μl по бунару NBT (5 

mg/ml). Процес редукције NBT обустављен је додавањем 100 µl растворa 10% SDS 

закишељеног са 1 N HCl, при чему је растварање добијене боје настављено преко 

ноћи у стандардним условима за култивацију ћелија на 37°C у атмосфери са 5% 

CO2 и релативном влажношћу 100%. Наредног дана на аутоматском читачу за 

микротитарске плоче (Labsystem Multiskan PLUS, Финска) очитавана је оптичка 

густина на 540 nm таласне дужине.  

3.4.1.4.4. Анализа способности формирања колонија хематопоетских ћелија 

од стране МНЋ периферне крви  

 

У циљу испитивања способности формирања колонија опредељених 

хематопоетских прогенитора МНЋ периферне крви након ко-култивације са ПД-

ММЋ, примењиван је тест којим се одређују ћелије које формирају колоније (CFC, 

од енгл. Colony Forming Cell). Овај метод подразумева in vitro култивацију 

хематопоетских ћелија у получврстом медијуму на бази метилцелулозе обогаћене 

одговарајућим цитокинима. Приликом извођења експеримената коришћен је 

комерцијално доступан получврсти медијум (Methocult HC4434, Stem Cell 

Technologies, Ванкувер, Канада). У основи овог медијума налази се метилцелулоза 

у IMDM медијуму са FBS (IMDM, од енгл. Iscove’s modified Dulbecco’s medium). У 

састав овог медијума улазе и рекомбинантни цитокини укључујући 

рекомбинантни хумани (rh) SCF (од енгл. Stem Cell Factor) у концентрацији 50 

ng/ml, rh IL-3 у концентрацији 10 ng/ml, rh еритропоетин (EPO) у концентрацији 3 

U/ml и rh GM-CSF (од енгл. Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) у 

концентрацији од 10 ng/ml, као и албумини говеђег серума, β-меркаптоетанол. 

Како свака колонија настаје кроз процесе пролиферације и диференцијације, број 

формираних колонија хематопоетских ћелија указује на број потенцијалних 

хематопоетских претходника присутних у почетној ћелијској суспензији.  
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За извођење експеримената ПД-ММЋ засејаване су у плоче за културу 

ћелија са 6 бунара (1x105 ћелија/бунару) и култивисане у присуству LPS (1000 

ng/ml) и/или PD98059 (25 µM) у култури ћелија током 72h. По истеку 

претретмана, ПД-ММЋ су испиране PBS раствором, а у ћелијске културе су 

додаване МНЋ (1x106 ћелија/бунару) како би однос ПД-ММЋ и МНЋ износио 

(1:10). Тако постављене ћелије ко-култивисане су наредних 5 дана у RPMI-1640 

медијуму са 10% FBS. Као контролна група коришћени су МНЋ култивисани у 

одсуству ПД-ММЋ. Након ко-култивације, МНЋ су прикупљане, испиране у PBS 

раствору центрифугирањем 10 минута на 1400 опм и потом бројане у раствору 

Трипан плавог. На основу добијеног броја МНЋ су засејаване у трипликату у 

получврсти медијум на бази метилцелулозе, H4434, у концентрацији 1x105 

ћелија/ml и култивисане у стандардним условима у наредних 14 дана након чега 

је анализиран укупан број формираних колонија (CFU), укључујући број 

гранулоцито-макрофагних (CFU-GM, од енгл. Colony-Forming Unit Granulocyte-

Macrophage), гранулоцитних (CFU-G, од енгл. Colony-Forming Unit Granulocyte), 

макрофагних (CFU-GM, од енгл. Colony-Forming Unit Granulocyte-Macrophage) и 

гранулоцито-еритроцито-моноцито-мегакариоцитних (CFU-GEMM, од енгл. 

Colony-Forming Unit Granulocyte-Erythrocyte-Macrophage-Megacaryocyte) колонија.  
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3.4.2. АНАЛИЗА ЋЕЛИЈСКИХ ПРОТЕИНА 
 

У оквиру овог рада експресија специфичних протеина анализирана је 

применом одговарајућих антитела назначених у Табелама 2 и 3 при чему су 

примењени методи обележавања протеина у нативном облику помоћу 

имунофлуоресцентног обележавања ћелија, као и детектовање протеина у 

ћелијским лизатима Western blot методом.  

 

3.4.2.1. Имунофлуоресцентно обележавање ћелија 

 

За потребе анализирања имунофенотипа ПД-ММЋ и МНЋ, као и 

утврђивања експресије и локализације специфичних протеина присутних у 

ћелијама примењиване су методи, како директног, тако и индиректног 

флуоресцентног обележавања при чему је флуоресценца анализирана помоћу 

проточне цитометрије или епифлуоресцентног микроскопа (Olympus, Јапан). 

3.4.2.1.1. Анализа површинских антигена 

 

Како би се методом директне имунофлуоресценце анализирала експресија 

мембранских протеина, ПД-ММЋ ћелије су засејаване у плоче за култивацију 

ћелија са 6 бунара (1x105 ћелија/бунару) и култивисане у стандардним условима 

до постизања субконфлуентности, када су третиране. Као контролна група 

коришћене су ћелије култивисане без фактора. Након одговарајућих третмана 

ћелије су одлепљиване применом 1 mM EDTA како се не би нарушила структура 

анализираних протеина и потом центрифугиране 10 минута на 1400 опм како би 

се испрале. У тако добијеној суспензији одређивана је концентрација ћелија 

стандардним бојењем раствором Трипан плавог, при чему је за даљу анализу 

одвајано по 2x105 ћелија по сваком примењеном антителу. Поред тога, за потребе 

појединих експеримената проточном цитометријом, анализирана је експресија 

одређених маркера присутних на површини МНЋ. У циљу спречавања 

неспецифичног везивања антитела, ћелије у суспензијама су даље инкубиране у 

PBS раствору са 0,5% говеђег албумина серума (BSA од енгл. Bovine Serum 

Albumine, Sigma-Aldrich) током 10 минута на собној температури. Након 
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прикупљања, ПД-ММЋ су обележаване примарним моноклонским мишјим анти-

хуманим антителима за CD44H, CD90, CD105, CD73, CD29, HLA-DR, док су МНЋ 

обележаване са примарним моноклонским мишјим анти-хуманим антителима за 

CD29, CD33, CD34, CD45, CD14 и CD4/CD25 коњугованим са PE или FITC 

флуоресцентним маркерима (Табела 2.) током 30 минута у мраку на 370C. Вишак 

антитела је потом одстрањен центрифугирањем током 10 минута на 1400 опм у 

PBS раствору, а ћелије даље ресуспендоване у 0,5 ml PBS раствора и анализиране 

на проточном цитометру.  

3.4.2.1.2. Анализа унутарћелијских антигена индиректном 

имунофлоресценцом 

 

Испитивање експресије маркера пролиферације Ki67 проточном 

цитометријом. ПД-ММЋ засејаване су у плоче за култивацију ћелија са 6 бунара 

(1x105 ћелија/бунару) и култивисане до постизања субконфлуентности када је 

стандардни медијум замењен остеогеним са или без IL-33 (100 ng/ml), а даља 

култивација настављена током наредних 7 дана, при чему су као контрола 

коришћене нетретиране ћелије. По завршетку третмана, ћелије су одлепљиване 

трипсином, центрифугиране 10 минута на 1400 опм како би се испрале, а након 

одређивања концентрације ћелија, из суспензије је одвајано по 2x105 ћелија за 

даљу анализу. Припремљене ћелије су затим испиране у PBS раствору, уз 

центрифугирање 10 минута на 1400 опм и фиксиране у 5% формалдехиду током 

15 минута на собној температури. У наставку, узорци су испирани у хладном 

раствору 0,5% BSA у PBS раствору центрифугирањем 10 минута на 1400 опм и 

пермеабилизовани током 30 минута на леду у раствору који је поред 0,5% BSA у 

PBS раствору садржао и 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich). После 

пермеабилизације, ћелије су испиране два пута центрифугирањем 10 минута на 

1400 опм, када су ћелије остављане у раствору 0,5% BSA у PBS раствору током 15 

минута на собној температури како би се блокирало неспецифично везивање 

протеина. У следећем кораку узорцима је додавано примарно моноклонско зечије 

анти-хумано анти-Ki67 антитело (Табела 2.) које је инкубирано 2h на собној 

температури, након чега је остатак невезаних примарних антитела испиран 
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центрифугирањем 10 минута на 1400 опм у PBS раствору са 0,5% BSA. Затим су 

узорци инкубирани са секундарним анти-зечијим FITC коњугованим антителом 

(Табела 3.) током наредних сат времена на собној температри. У последњем 

кораку ћелије су испиране у PBS раствору са 0,5% BSA и ресуспендоване у 0,5 ml 

PBS раствора и анализиране на проточном цитометру. Поред проточне 

цитометрије, за анализу експресије и локализације Ki67 коришћен је и 

епифлуоресцентни микроскоп, а ћелије су припремане као што је описано у 

наредном делу. 

У овим анализама коришћени су апарати за проточну цитометрију Cytomics 

FC 500 (Beckman Coulter, САД) и CytoFlow CL (Partec, Münster, Немачка), док су 

добијени подаци анализирани и представљени помоћу WinMDI 2.9 softvera (J. 

Trotter, The Scripps Research Institute, La Jolla, САД), а како би се одредио степен 

неспецифичног везивања антитела као изотипске контроле коришћена су 

одговарајућа FITC или PE коњугована антитела приказана у Табели 3.  

Испитивање експресије и локализације протеина епифлуоресцентним 

микроскопом. За извођење индиректне имунофлуоресценце ПД-ММЋ засејаване 

су на стаклене љуспице (5x103 ћелија по љуспици) и култивисане у стандардним 

условима неколико сати како би адхерирале за подлогу, након чега је у културе 

додаван стандардни медијум, а наредног дана су ћелије третиране. После 

одговарајућег периода третман је обустављен фиксирањем ћелија у 4% 

параформалдехиду (Superlab, Београд, Србија). Како би се омогућило детектовање 

унутарћелијских протеина, мембране ћелија су пермеабилизоване раствором 

0,1% Triton X-100 у PBS раствору током 5 минута, након чега је инкубацијом од 30 

минута у PBS раствору са 1% BSA блокирано неспецифично везивање протеина. 

Потом су ћелије инкубиране 2h на собној температури са одговарајућим 

примарним антителима (Табела 2.). Вишак невезаних примарних антитела 

одстрањен је испирањем у PBS раствору, а потом су ћелије инкубиране са 

одговарајућим секундарним антителима коњугованим TRITC или FITC 

флуоресцентним бојама (Табела 3.) током 1h на собној температури у мраку. У 

раствор секундарних антитела додавана је боја 4',6-диамидин-2-фенилиндол 

(DAPI, Sigma Aldrich) финалне концентрације 0,1 μg/ml како би се детектовала 



Т. Кукољ МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДИ 

 

87 

 

једра ћелија. У последњем кораку ћелије су испиране са PBS раствором и 

дестилованом водом, а љуспице постављене на предметна стакла тако да се 

између слоја ћелија и предметног стакла налази претходно нанет медијум за 

монтирање узорака припремљеног за имунофлуоресценцу. Експресија 

испитиваних протеина анализирана је и фотографисана помоћу 

епифлуоресцентног микроскопа (Olympus, Јапан).  

 

3.4.2.2. Анализа ћелијских протеина применом Western blot метода 

3.4.2.2.1. Изолација укупних ћелијских протеина 

 

Како би се обезбедила довољна количина протеина за анализу ПД-ММЋ 

засејаване су у плоче за културе ћелија са 6 бунара (1x105 ћелија/бунару) и 

култивисане у стандардним условима до достизања субконфлуентности када су 

третиране. По истеку третмана медијум је одстрањен, а ћелијске културе су 

испиране PBS раствором. У циљу изоловања цитосолних и мембрански-везаних 

протеина примењен је пуфер означен као RIPA пуфер (од енгл. 

RadioImmunoPrecipitation Assay) који се састојао из 0.5% Triton X, 1% нејонског 

детерџента NP-40, 150 mM NaCl, 0.1% SDS (од енгл. Sodium Dodecyl Sulphate, Serva 

Electrophoresis, Немачка), 2 mM EDTA и 50 mM NaF растворених у PBS, при чему су 

непосредно пре лизирања ПД-ММЋ у RIPA пуфер додавани инхибитори протеаза 

укључујући: 1 mM Na- ортованадат као инхибитор тирозинских фосфатаза, PMSF 

(100 mM) инхибитор серинских протеаза, E-ACA (1 M), као и комерцијални коктел 

инхибитора протеаза (Thermo Fisher Scientific, САД). Цео поступак изолације 

протеина извођен је на леду инкубирањем ћелија у 300 μl свеже припреманог 

пуфера за лизирање током 30 минута. Сакупљени узорци центрифугирани су 25 

минута на 11200 опм на температури од 4°C. Тако добијени супернатанти 

раздељени на запремине од 60 µl и чувани на -70°C до анализе, док су талози 

одстрањивани. 
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3.4.2.2.2. Одређивање концентрације протеина ћелијских лизата 

 

За потребе одређивања концентрација укупних протеина у изолованим 

ћелијским лизатима примењиван је комерцијални BCA тест (од енгл. Bicinchoninic 

Acid, Serva Electrophoresis), у чијој основи се налази биуретска рекација током које 

у присуству протеина долази до редукције јона Cu2+ у Cu+. Потом долази до 

хелације формираних јона бакра са молекулима бицинхонинске киселине, што за 

последицу има стварање продукта љубичасте боје, која је директно сразмерна 

укупној количини протеина, а чији интензитет је утврђиван колориметријски, 

мерењем апсорбанце на 540 nm таласне дужине. Водећи се упутством 

произвођача, у микротирарске плоче са 96 бунара равног дна, у сваки бунар 

додавано је по 100 µl BCA радног реагенса, а потом по 5 µl узорака након чега је 

плоча инкубирана 30 минута у мраку на 370C, када је развијање боје обустављано 

и очитавана апсорбанца. Концентрација изолованих протеина одређивана је у 

односу на стандардну криву која је конструисана на основу вредности 

апсорбанци добијених за серију раствора познате концентрације у распону од 0 

до 2 mg/ml, при чему је за припрему тог раствора коришћен BSA растворен у RIPA 

пуферу.   

3.4.2.2.3. Електрофореза на полиакриламидном гелу (SDS PAGE)  

 

У циљу раздвајања протеина присутних у изолованим ћелијским лизатима, 

извођена је електрофореза на полиакриламидном гелу у присуству SDS 

детерџента (SDS PAGE, од енгл. Sodium Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis) која омогућава раздвајање денатурисаних протеина на основу 

њихове релативне молекулске масе. Стога су, непосредно пре електрофорезе 

изоловани протеини мешани са Лемли пуфером за припрему узорака (pH 6,8) који 

се састојао из 0,125 M Tris-HCl, 4% SDS, 20% глицерола, 0,2 M DTT и 0,02% 

бромфенол плавог у односу 3:4, и прокувани 5 минута у кључалој води како би се 

извршила денатурација. Припремљени узорци протеина потом су наливани на 

двофазни систем акриламидног гела дебљине 1,5 mm који се састојао из 4% гела 

за концентровање и 10% гела за раздвајање. Електрофоретско раздвајање 

протеина спровођено је у Hoefer miniVE систему за вертикалну електрофорезу 
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(Amersham, Pharmacia Biotech, Uppsala, Шведска) у редукујућим условима при 

константној струји од 150 mA током 2h. По завршеном раздвајању, протеини су са 

гелова преношени на нитроцелулозну мембрану величине пора 0,45 μm или PVDF 

мембрану пора величине 0,2 μm (од енгл. Polyvinylidene difluoride, Applichem), 

применом полусувог електротрансфера при струји јачине 100 mA у току 1h и 30 

минута. Како би се активирала PVDF мембрана, пре самог трансфера мембране су 

потапане у метанол. Као контролни узорак коришћен је протеински маркер који 

подразумева смешу протеина познате молекулске масе (PageRuler plus Prestained 

Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific). Трансфер протеина на нитроцелулозну 

мембрану провераван је бојењем у 0,5% Ponso S раствору током 1 минута, а 

неспецифично везивање за протеине се огледа у појави црвено обојених 

протеинских трака.  

3.4.2.2.4. Имуноблот 

 

Након трансфера, мембране су испиране неколико пута дестилованом 

водом и потом инкубиране 1h на собној температури у 4% млеку раствореном у 

пуферу означеном као TBS-Tween, који се састојао од 0,5% Tween-20 (Sigma-

Aldrich) у TBS пуферу (од енгл. Tris-Buffered Saline), како би спречило 

неспецифично везивање протеина за мембрану и истовремено испрале мембране 

од Ponso S боје. У случају коришћења PVDF мембране блокирање је извођено 

директно након трансфера у истом пуферу. У следећем кораку мембране су 

инкубиране са примарним антителима (Табела 2.) у 4% млеку раствореном у 

TBS-Tween пуферу преко ноћи на 4°C. Наредног дана вишак примарног антитела 

на мембранама испиран је у TBS-Tween пуферу (три пута по 10 минута), а затим су 

мембране инкубиране са одговарајућим секундарним антителом коњугованим 

ензимом HRP (од енгл. Horse Raddish Peroxidase) у трајању од 2h на собној 

температури (Табела 3.). Вишак секундарног антитела одстрањен је испирањем у 

TBS-Tween пуферу (три пута по 10 минута), док је при последњем испирању у 

трајању од 5 минута коришћен TBS. Како би се извршила визуелизација 

обележених протеина, на овако припремљене мембране наношен је раствор који 

садржи реагенс за појачану хемилуминисценцију, а у коме се налази супстрат 
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ензима пероксидазе - луминол (Serva Electrophoresis) и водоник пероксид. Том 

приликом, активношћу ензима пероксидазе долази до ослобађања електрона који 

се преносе на ауторадиографски филм (Santa Cruz Biotechnology, САД) на коме се 

након испирања у развијачу, а потом и фиксиру, омогућава детекција 

специфичних протеинских трака. Анализа оптичке густине протеинских трака 

вршена је помоћу програма Total Lab v1.1 software (Amersham, Pharmacia Biotech, 

Uppsala, Шведска). 

У одређеним експериментима анализирани су различити протеини 

присутни на истој мембрани. У ту сврху су претходно везана примарна и 

секундарна антитела одређене специфичности уклањана поступком који је 

подразумевао инкубацију мембрана током 30 минута на 60oC у пуферу који се 

састојао из 62,5 mM Tris-HCl, 100 mM β- меркаптоетанола и 2% SDS (pH 6.8). 

Потом, мембране су испиране у TBS-Tween пуферу пет пута по 10 минута, да би се 

понављањем процедуре имуноблота уз примену одговарајућих специфичних 

антитела одређивало присуство другог протеина. 

 

3.4.3. АНАЛИЗА ГЕНСКЕ ЕКСПРЕСИЈЕ 
 

У склопу овог рада промена експресије гена праћена је на нивоу анализе 

информационе РНК (иРНК), при чему је специфична генска експресија утврђивана 

након изолације укупне иРНК из ћелија, и на основу које је продукована 

комплементарна ДНК (кДНК), да би се потом у реакцији ланчаног умножавања 

(PCR, од енгл. Polymerase Chain Reaction) применом специфичних прајмера 

умножавали гени од интереса.   

 

3.4.3.1. Изолација укупне РНК 

 

Поступак изолације укупне РНК извођен је у стерилним условима при чему 

је стандардни протокол подразумевао употребу специфичне пластике без 

рибонуклеаза и дезоксирибонуклеаза (од енгл. Dnase/Rnase- free) како би се 

спречила контаминација и деградација узорака. За извођење експеримента, ПД-
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ММЋ засејаване су у плоче за култивацију ћелија са 6 бунара (1x105 

ћелија/бунару) и култивисане у стандардним условима до достизања 

субконфлуентности када су у стандардном медијуму третиране током 24h. По 

завршетку третмана ћелије су испиране PBS раствором, а потом је у ћелијске 

културе додаван хладан, комерцијално доступан, реагенс за изолацију РНК TRIzol 

(Thermo Fisher Scientific, SAD) (1 ml/ бунару), чија је инкубација трајала 5 минута 

на собној температури. Како би се обезбедила потпуна лиза ћелије су мешане, 

након чега је тако добијена смеша пребацивана у тубице од 1,5 ml. Припремљеним 

узорцима потом је додавано по 0,2 ml хлороформа (VWR Chemicals, Француска), а 

после снажног мешања у трајању од 15 секунди узорци су инкубирани 10 минута 

на собној температури. У следећем кораку узорци су центрифугирани током 15 

минута на 40C на 12000 g како би се омогућило раздвајање смеше у три фазе које 

укључују: доњу, црвену фенол-хлороформ фазу у којој се налазе протеини и 

липиди; белу, интерфазу која се састоји из ДНК; и горњу водену фазу која садржи 

РНК. Пажљивим пипетирањем, једнаке запремине водене фазе пребациване су у 

нове тубице, да би се поступак изолације РНК наставио додавањем 500 µl 

изопропанола и центрифугирањем (20 минута, 12000 g, 40C) како би се извршила 

преципитација РНК. Након центрифугирања, по одливању изопропанола, РНК је 

растварана у 75% етанолу, а узорци поново центрифугирани у трајању од 8 

минута на 40C при 12000 g. У последњем кораку изолације РНК, течна фаза 

узорака је пажљиво одстрањивана, како би испарио сав етанол. Тако осушен талог 

РНК растваран је у 20 µl дестиловане воде третиране са DEPC регенсом који 

инактивира рибонуклеазе (DEPC, од енгл. Diethyl pyrocarbonate) (Thermo Fisher 

Scientific), чиме се спречава деградација РНК молекула. Након одређивања 

концентрација РНК помоћу UltroSpec 3300pro спектрофотометра (Amersham 

Bioscience, Шведска), узорци су чувани на -70°C. 

 

 

 

 



Т. Кукољ МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДИ 

 

92 

 

3.4.3.2. Реверзна транскрипција 

 

Како би се анализирала експримираност гена, фракција укупне РНК, иРНК, 

превођена је у комплементарну ДНК применом комерцијалног кита за реверзну 

транскрипцију (RevertAid TM Hminus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Life 

Science, САД) и употребом олиго dT прајмера, при чему је реакција извођена у 

термоблоку Mastercycler personal апарата (Eppendorf, Немачка). Водећи се 

упутством произвођача припремана је смеша која се састојала из РНК узорка (2 

μg), олиго dT прајмера (1 μl) и дестиловане воде без нуклеаза до укупне 

запремине од 12,5 μl. Ова смеша је током 5 минута инкубирана на 65°C како би се 

омогућило везивање олиго dT прајмера за poliA крај иРНК. У следећем циклусу 

температура реакције снижена је на 25°C током 5 минута, када је узорцима 

додавана основна смеша која се састојала од: 5 пута концентрованог пуфера за 

реверзну транскрипцију, RevertAid реверзне транскриптазе, смеше 

дезоксирибонуклеотида (dNTP микс) и инхибитора рибонуклеазе. Припремљени 

узорци у наставку реакције инкубирани су током 60 минута на температури од 

42° C да би се обезбедила оптимална активност реверзне транскриптазе, а затим 

10 минута на 70°C како би се реакција обуставила. Овим путем синтетисана је 

ДНК комплементарна молекулу иРНК (кДНК), док су узорци чувани на 40°C до 

употребе у реакцији ланчаног умножавања.  

3.4.3.3. Реакција ланчаног умножавања (PCR) 

 

У циљу добијања довољног броја копија жељених гена извођена је реакција 

ланчаног умножавања (PCR) коришћењем одговарајућих прајмера за специфичне 

секвенце кДНК у одговарајућем температурном програму. При реакцији 

припремана је смеша која се састојала из 1 µl сваког узорка кДНК (200 ng), по 1 µl 

одговарајућег пара прајмера (Invitrogen) комплементарних кодирајућем (sens) и 

некодирајућем (antisens) ланцу ДНК (Табела 4.), 10,5 µl воде без нуклеаза (Thermo 

Fisher Scientific) и 12,5 µl 2 пута концентроване главне смеше која садржи Taq ДНК 

полимеразу, дезоксирибонуклеотиде и пуфер за PCR са MgCl2 (Thermo Fisher 

Scientific). Припремљени узорци су у термоблоку Mastercycler personal апарата у 
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првом кораку (фаза инцијације) излагани температури од 94°C током 5 минута, 

како би се обезбедила потпуна денатурација молекула ДНК. Потом је програм 

умножавања подразумевао пролазак кДНК кроз серију циклуса, при чему је број 

циклуса ланчаних реакција прилагођен типу прајмера који је коришћен, односно 

гену од интереса. У оквиру сваког циклуса кДНК је раздвајана на 94°C током 45 

секунди у фази денатурације, затим је спуштањем температуре на 50°C у следећој 

фази која траје 30 секунди на температури 50°C (односно температури 

прилагођеној гену од интереса) обезбеђено везивања прајмера за ланац ДНК, да 

би се у последњем кораку у фази елонгације на температури од 72°C у трајању од 

90 секунди омогућила синтеза ДНК помоћу Taq ДНК полимеразе. Специфичне 

секвенце прајмера и одговарајуће температуре потребне за везивање прајмера 

приказане су у Табели 4. По завршетку свих циклуса, финална фаза елонгације је 

трајала 10 минута на 72°C. Као контрола нивоа експресије амплификованог гена 

за сваки узорак коришћена је експресија гена за глицералдехид 3-фосфат 

дехидрогеназе (GAPDH, од енгл. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), као 

конститиутивно експримираног housekeeping гена.  

 

3.4.3.4. Електрофореза и визуелизација PCR продуката  

 

За потребе визуелизације генске експресије умножени PCR продукти 

раздвајани су агарозном гел електрофорезом, при чему је агароза (1,5%) (Lonza, 

Базел, Швајцарска) припремана у Трис-ацетатном-EDTA пуферу (TAE, Serva) и 

растварана кувањем, када је након хлађења додаван етидијум-бромид (Invitrogen, 

Carlsbad, Калифорнија, САД) у финалној концентрацији 0,01%. Припремљени 

раствор наливан је у кадице за електрофорезу и затим хлађен на собној 

температури ради полимеризације. За електрофорезу PCR продукти мешани су са 

пуфером за наношење на гел који се састојао од раствора глицерола са EDTA и 

бромфенол плаве боје (Loading Dye, Thermo Fisher Scientific). Као контролни 

узорак коришћен је ДНК маркер који подразумева смешу ДНК фрагмената 

познате молекулске масе (Gene Ruler plus Prestained DNA Ladder, Thermo Fisher 

Scientific). Након електрофорезе која је извођена на апарату (Biorad, Калифорнија, 

САД) у TAE пуферу при напону од 100 V и јачини струје од 400 mA у трајању од 40 
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минута, PCR продукти су детектовани осветљавањем гела UV светлошћу. 

Позиција и број базних парова (б.п.) добијеног продукта одређивана је на основу 

поменутог ДНК маркера, а који у себи садржи боју и фрагменте величине од 100 

до 1000 б.п. Интензитет усликаног сигнала дензитометријски је анализиран 

помоћу програма TotalLab v1.11 software (Amersham), док је релативна експресија 

иРНК за специфичне гене одређивана као однос оптичких густина трака 

добијених за испитиван ген и конститутивно експримиран ген за GAPDH у истом 

узорку. 
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Табела 4. Прајмери коришћени за RT-PCR; F - forward прајмер, R - reverse 

прајмер, б.п. – базни пар. 

 

  

Ген 5’-3’ секвенца Величина 
продукта 

(б.п.) 

Температура 
везивања 

прајмера (oC) 

GADPH F: ACCACAGTCCATGCCATCAC 
 

452 52 
R: TCCACCACCCTGTTGCTGTA 
 

Runx2 F: ATGCTTCATTCGCCTCACAAAC 
 

261 55 
R:CCAAAAGAAGTTTTGCTGACATGG 
 

ALP F: CCCAAAGGCTTCTTCTTG 
 

356 55 
R:  CTGGTAGTTGTTGTGAGC 
 

OCN F: TCACACTCCTCGCCCTATTGG 
 

300 57 
R:  GGGCAAGGGGAAGAGGAAAGA 
 

Sox-9 F: GAGGAAGTCGGTGAAGAACG 
 

300 47 
R:  ATCGAAGGTCTCGATGTTGG 
 

PPAR- F: GCTGTTATGGGTGAAACTCTG 
 

351 55 
R: ATAAGGTGGAGATGCAGGCTC 
 

α-SMA F:CTGTTCCAGCCATCCTTCAT 
 

175 52 
R:CCGTGATCTCCTTCTGCATT 
 

TGF-β F:GGGACTATCCACCTGCAAGA 
 

239 50 
R:CCTCCTTGGCGTAGTAGTCG 
 

NG-2 F:GCTGAGATCAGAAGGGACCA 
 

197 52 
R:GTACA GGA CCCTGCCTGTGT 
 

HLA-A F: GACGACACGCAGTTCGTGC 

331 49 R:  CATGTCCGCCGCGGTCCAA 
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Табела 4 (Наставак). Прајмери коришћени за RT-PCR; F - forward прајмер, R - 

reverse прајмер, б.п. – базни пар. 

 

 

  

Ген 5’-3’ секвенца Величина 
продукта 

(б.п.) 

Температура 
везивања 

прајмера (oC) 

HLA-DR F: CGAGTTCTCTATCTGAATCCTG 
 

644 52 
R: GTTCTGCTGCATTGCTTTTGC 
 

COX-2 F:CCTTCCTCCTGTGCCTGATG 
 

203 52 
R:CTGGCCCTCGCTTATGATCT 
 

IL-6 F: ATGAACTCCTTCTCCACAAG 
 

626 52 
R:AGAGCCCTCAGGCTGGACTG 
 

ST2 F: TCCCACTCAGGAAAGAA 
 

476 47 
R: CTCCGATTACTGGAAACA 
 

IL-33 F: CATCTGGTACTCGCTGCCTGTC 
 

298 52 
R: CAACACCGTCACCTGATTCATT 
 

OCT-4A F: AGTGAGAGGCAACCTGGAGA 
 

270 54 
R: GTGAAGTGAGGGCTCCCATA 
 

OCT-4B F: TATGGGAGCCCTCACTTCAC 
 

194 54 
R: CAAAAACCCTGGCACAAACT 
 

SOX-2 F: ATGGGTTCGGTGGTCAAGT 
 

126 50 
R: GGCGCCGTGGGAGATACATG 
 

NANOG F: CTCCATGAACATGCAACCTG 
 

209 54 
R: CTCGCTGATTAGGCTCCAAC 
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3.4.4. СТАТИСТИЧКА АНАЛИЗА РЕЗУЛТАТА 
 

Приказани су репрезентативни резултати из најмање три поновљена 

независна експеримента. Резултати су приказани у виду средњих вредности ± 

стандардна грешка (SE, од енгл. Standard Error). За поређење средњих вредности 

је коришћен Student-ов t тест применом GraphPad Prism програма. Као 

статистички значајан резултат сматрана је вероватноћа за p<0.05 (*), p<0.01 (**), 

p<0.001(***).
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4. РЕЗУЛТАТИ  

4.1. УТИЦАЈ LPS НА СВОЈСТВА И ФУНКЦИЈЕ ПД-ММЋ ПОВЕЗАНЕ СА 
РЕГЕНЕРАТИВНИМ ПОТЕНЦИЈАЛОМ 

У склопу испитивања утицаја LPS на својства и функције ПД-ММЋ повезане са 

регенеративним потенцијалом, одређивани су метаболичка активност, 

пролиферација и ћелијски циклус, имунофенотипска и морфолошка својства, као i 

диференцијациони потенцијал ових ћелија. Уз то, анализирана је миграција, као и 

способност стицања својстава миофибробласта. Поред тога, одређени део 

истраживања имао је за циљ утврђивање и молекулских механизама укључених у 

дејство LPS на ПД-ММЋ.  

4.1.1. УТИЦАЈ LPS НА МЕТАБОЛИЧКУ АКТИВНОСТ ПД-ММЋ 
 

У првом сегменту истраживања испитивана је метаболичка активност ПД-

ММЋ под утицајем растућих концентрација LPS током различитих временских 

интервала применом МТТ теста. На основу резултата наших испитивања показано је 

да LPS не доводи до промена метаболичке активности ПД-ММЋ, односно не утиче на 

вијабилност ових ћелија (Слика 15).  

 

Слика 15. Утицај LPS на метаболичку активност ПД-ММЋ. Ћелије су засејаване у плоче 
за културу ћелија са 96 бунара (1x104 ћелија/бунару) и након 24h третиране са LPS (0, 10, 
100 и 1000 ng/ml) током 24, 48, 72 и 120h када је МТТ тестом одређена метаболичка 
активност ПД-ММЋ. Резултати су приказани као средња вредност оптичких густина ± SE за 
најмање три независна експеримента рађена у трипликату. 
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4.1.2. УТИЦАЈ LPS НА ПРОЛИФЕРАЦИЈУ И ЋЕЛИЈСКИ ЦИКЛУС ПД-ММЋ 
 

Даља анализа вијабилности ПД-ММЋ у присуству LPS, настављена је након 

одговарајућих третмана одређивањем пролиферације, док је проточном 

цитометријом, анализиран ћелијски циклус ПД-ММЋ. 

Добијени резултати показали су да LPS ни у једној експерименталној групи не 

модификује пролиферативни капацитет ПД-ММЋ (Слика 16А), а поред тога, након 

48 и 72h третмана LPS не утиче на ћелијски циклус ПД-ММЋ, при чему је утврђено да 

се приближно 80% ћелија налази у G0/G1 фази ћелијског циклуса, док се око 5% ПД-

ММЋ налази у S, односно G2/M фази ћелијског циклуса (Слика 16Б). 

 

 

Слика 16. Утицај LPS на пролиферацију и ћелијски циклус ПД-ММЋ. Ћелије су 
засејаване у плоче за културу ћелија са 6 бунара (1x105 ћелија/бунару) и након 24h 
третиране са LPS (0, 100 и 1000 ng/ml). (A) Пролиферација ПД-ММЋ одређивана након 24, 48 
и 72h третмана на основу бојења ћелија у Трипан плавом раствору. (Б) Ћелијски циклус ПД-
ММЋ детектован по истеку 48 и 72h третмана. Проточном цитометријом, на основу бојења 
ДНК пропидијум јодидом, одређен је проценат ћелија у различитим фазама ћелијског 
циклуса. Резултати су приказани као средња вредност ± SE за најмање три независна 
експеримента рађена у трипликату. 
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4.1.3. УТИЦАЈ LPS НА МОРФОЛОШКА И ИМУНОФЕНОТИПСКА СВОЈСТВА 

ПД-ММЋ 
 

У циљу испитивања промене основних ћелијских својстава у присуству LPS, у 

наставку су анализиране морфолошке и имунофенотипске карактристике ПД-ММЋ, 

као и генска експресија маркера пурипотентности (Слика 17).  

Као што је приказано на Слици 17А, ПД-ММЋ третиране са LPS (1000 ng/ml) 

током краћег (3 дана) и дужег (7 дана) временског интервала задржавају 

морфологију карактеристичну за ПД-ММЋ, односно ММЋ, а која подразумева 

вретенаст облик, налик фибробластима.  

Присуство сета површинских маркера карактеристичних за ММЋ испитивано 

је проточном цитометријом, при чему је анализирана експресија CD44H, CD73, CD90 и 

CD105 као мезенхимских маркера и CD34 и HLA-DR, као хематопоетских маркера. 

Ефекат LPS (1000 ng/ml) утврђиван је након краће (3 дана) и дуже (7 дана) 

инкубације, а добијени резултати показују да у свакој експерименталној групи више 

од 80% третираних ћелија експримира мезенхимске маркере, као и да мање од 1% 

третираних ћелија експримира маркере карактеристичне за хематопоетске ћелије 

(Слика 17Б) што указује да LPS не модификује имунофенотиске одлике ПД-ММЋ.  

Поред тога, на Слици 17В приказан је утицај LPS на генску екпресију маркера 

плурипотентности укључујући OCT-4A, OCT-4B, SOX-2 и NANOG. Добијени резултати 

показују да LPS (1000 ng/ml) не доводи до промена нивоа експресије ових гена код 

ПД-ММЋ. 
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Слика 17. Морфолошка и имунофенотипска својства ПД-ММЋ у присуству LPS. Ћелије су 
култивисане са или без LPS (1000 ng/ml) у стандардним условима током 3 и 7 дана. За 
потребе анализирања генске експресије ПД-ММЋ су култивисане у стандарном медијуму 
током 24h у присуству или одуству LPS (1000 ng/ml). (A) Морфологија ПД-ММЋ. Приказане 
су репрезентативне слике ћелија у култури. Вредност размере износи 50 μm. (Б) 
Имунофенотипска карактеризација ПД-ММЋ вршена је проточном цитометријом. 
Репрезентативни хистограми представљају проценат ћелија које експримирају мезенхимске 
маркере (необојена површина) у односу на одговарајућу изотипску контролу (осенчена 
површина). (В) Генска експресија маркера плурипотентности одређивана је применом RT-
PCR. Резултати су представљени као однос експресије датог гена и експресије GAPDH, као 
контролног гена. Вредности су нормализоване у односу на контролу (ћелије култивисане у 
одсуству LPS), а на графицима су представљени резултати средњих вредности ± SE три 
независна експеримента. Приказане су слике репрезентативних гелова, док је величина PCR 
продуката изражена у броју базних парова (б.п.).  
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4.1.4. УТИЦАЈ LPS НА ДИФЕРЕНЦИЈАЦИЈУ ПД-ММЋ 
 

У циљу испитивања диференције, ПД-ММЋ су култивисане у одговарајућим 

диференцијационим медијумима за остеогену, хондрогену и адипогену 

диференцијацију. Како би се утврдио утицај LPS на способност индуковане 

диференцијације ПД-ММЋ култивисане су у присуству LPS (1000 ng/ml).  

Резултати приказани на Слици 18 потврђују способност диференцијације ПД-

ММЋ ка три мезодермалне лозе, с обзиром да су примењеним диференцијационим 

медијумима у условима in vitro успешно усмерене ка остеогеној, хондрогеној и 

адипогеној ћелијској лози, као и да LPS може у значајној мери модификовати 

диференцијациони потенцијал ових ћелија (Слика 18). Наиме, на Слици 18А уочава 

се да LPS статистички значајно инхибира процес минерализације, односно остеогену 

диференцијацију, у поређењу са нивоом минерализације ПД-ММЋ остварене у 

одсуству LPS. Са друге стране, Слика 18Б показује да LPS статистички значајно 

стимулише хондрогену диференцијацију повећавајући присуство 

гликозаминогликана, у односу на ПД-ММЋ култивисане само у хондрогеном 

медијуму. Уз то, LPS испољава стимулаторни ефекат на адипогенезу с обзиром да се у 

присуству овог фактора током инкубације ПД-ММЋ у адипогеном медијуму запажа 

статистички значајно повећање броја ћелија са липидним капљицама 

карактеристичних за адипоците, у поређењу на бројност липидних капљица ћелија 

гајених у самом адипогеном медијуму. Поред тога, примећује се и да након 

култивације у стандардном медијуму у присуству или одсуству LPS не долази до 

индукције остеогенезе и хондрогенезе. Са друге стране, присуство LPS стимулише 

стварање липидних капљица код ПД-ММЋ у стандардном медијуму, али се овај 

резултат није могао квантификовати у нашим условима (Слика 18В).  
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Слика 18. Утицај LPS на потенцијал диференцијације ПД-ММЋ. Ћелије су засејаване у 
плоче за културу ћелија са 96 бунара (5000 ћелија/бунару) и култивисане до 
субконфлуентности када је стандардни медијум (СМ) замењен медијумом за индукцију 
сваког типа диференцијације (ДМ) са или без LPS (1000 ng/ml). (A) Остеогена 
диференцијација ПД-ММЋ одређивана је на основу минерализације након 14 дана 
култивације (Ализарин црвено бојење). (Б) Хондрогена диференцијација одређивана је 
бојењем ПД-ММЋ Сафранином након 2 недеље инкубације у ДМ. (В) Адипогена 
диференцијација одређивана је бојењем липидних капљица применом Oil red O након 4 
недеље култивације ћелија у ДМ. Приказане су репрезентативне слике ПД-ММЋ у култури. 
Резултати на графицима представљени су као средња вредност ± SE три независна 
експеримента, при чему су вредности нормализоване у односу на контролу (ћелије 
култивисане у одсуству LPS). Статистички значајна разлика у односу на контролу према 
Student-oвoм t-тесту: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
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4.1.5. УТИЦАЈ LPS НА АКТИВАЦИЈУ ERK1,2, JNK И P38 MAPK У ПД-ММЋ 
 

У оквиру испитивања сигналних путева активираних у ПД-ММЋ под утицајем 

LPS анализирана је активација MAPK сигналних путева. 

Како би се утврдила активност MAPK сигналног пута у ПД-ММЋ под утицајем 

LPS, применом Western blot метода у ћелијским лизатима одређивано је присуство 

укупних и фосфорилисаних, активних форми ERK1,2, JNK и p38 MAPK у ПД-ММЋ. На 

основу односа експресије фосфорилисаних и укупних форми MAPK, под утицајем LPS 

у ПД-ММЋ долази до активације ERK1,2 сигнализације, при чему се статистички 

значајна активација, у поређењу са контролном групом, запажа тек након 24h 

инкубације са LPS како при концентрацији од 100 ng/ml, тако и при концентрацији 

од 1000 ng/ml. Са друге стране, у присуству LPS код ПД-ММЋ није показана 

активација p38 и JNK ни у једној експерименталној групи (Слика 19).  
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Слика 19. Утицај LPS на активацију ERK1,2, JNK и p38 MAPK у ПД-ММЋ. Ћелије су током 
30 и 60 минута, као и 24h третиране са LPS (0, 100 и 1000 ng/ml), након чега је у ћелијским 
лизатима укупних протеина Western blot методом одређивана експресија ERK1,2, JNK и p38 
MAPK. Резултати су графички представљени као однос фосфорилисаних и укупних форми 
протеина чије вредности су нормализоване у односу на нетретирану контролу и приказани 
су као средња вредност ± SE три независна експеримента. Статистички значајна разлика у 
односу на контролне ћелије гајене у одсуству LPS према Student-овом t-тесту: ***p<0.001. 
Приказане су слике репрезентативних протеинских трака, док је њихова молекулска маса 
изражена у kDa.  
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4.1.6. УЛОГА ERK1,2 У ПРОМЕНИ ДИФЕРЕНЦИЈАЦИОНОГ ПОТЕНЦИЈАЛА 

ПД-ММЋ ОСТВАРЕНОЈ ДЕЛОВАЊЕМ LPS 
 

Будући да је применом Western blot метода претходно показано да под 

утицајем LPS долази до активације ERK1,2 у ПД-ММЋ (Слика 19) следствена 

истраживања имала су за циљ утврђивање улоге ERK1,2 у LPS-индукованој 

модулацији диференцијације ПД-ММЋ (Слика 18). За потребе ових истраживања 

ћелије су гајене у диференцијационим медијумима у присуству LPS (1000 ng/ml) и 

PD98059, специфичног фармаколошког инхибитора MAPK киназе која активира 

ERK1,2 (MEK/ERK), а степен диференцираности процењиван је након одговарајућег 

времена инкубације.  

Остеогена диференцијација анализирана је након 7 дана на основу активности 

алкалне фосфатазе, карактеристичне за рану фазу остеогенезе, а такође и након 14 

дана када је применом Ализарин црвене боје праћен ниво минерализације 

ванћелијског матрикса што је својствено касној фази остеогенезе. Резултати 

приказани на Слици 20А указују да примењени инхибитор, не мењајући ниво 

остеогене диференцијације у односу на контролну групу, статистички значајно 

спречава инхибицију остеогенезе коју индукује LPS, како на нивоу ране фазе 

диференцијације, тако и на нивоу касне фазе остеогене диференцијације. Анализа 

генске експресије потврђује инхибиторни ефекат LPS на остеогену диференцијацију, 

при чему се уочава значајно смањење експресије гена специфичних за остеогену 

диференцијацију укључујући Runx2, ALP и Osteokalcin у односу на експресију ових 

гена код контролне групи, док примена PD98059 не утиче на експресију ових гена 

(Слика 20Б). PD98059 блокира инхибицију екпресије гена за ALP и Osteokalcin коју 

индукује LPS, али не спречава смањење експресије Runx2 иРНК што указује да ERK1,2 

не супримира остеогену диференцијацију кроз блокирање експресије 

транскрипционог факора Runx2 (Слика 20Б).   

Са друге стране, када је PD98059 инхибитор примењиван током хондрогене 

диференцијације, где је претходно утврђен стимулаторни ефекат LPS (Слика 20Б), 

цитохемијско бојење Сафранином показује да сам инхибитор, као и у комбинацији са 

LPS у мањој мери инхибира хондрогену диференцијацију остварену у присуству 

хондрогеног медијума (Слика 20В). Ови резултати потврђени су и анализом генске 
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експресије која је показала да у присуству LPS долази до значајног повећања нивоа 

иРНК гена специфичног за хондрогену диференцијацију (Sox-9) у односу на базалну 

експримираност у контролној групи, али да присуство PD98059 значајно инхибира 

експресију Sox-9, како базалну тако и експресију стимулисану под утицајем LPS 

(Слика 20Г). 

Анализа учешћа ERK1,2 активираног у присуству LPS током адипогене 

диференцијације показује да примена специфичног инхибитора овог сигналног пута 

статистички значајно блокира стимулацију адипогене диференцијације коју изазива 

LPS, док сам инхибитор не доводи до промене нивоа адипогене диференцијације ПД-

ММЋ оствареног под утицајем самог адипогеног медијума (Слика 20Д). Уз то, генска 

експресија PPAR-y, као маркера адипогене диференцијације, приказана на Слици 

20Ђ потврђује ефекте испољене на ћелијском нивоу. Наиме, у присуству LPS долази 

до повећања иРНК за PPAR-y, док PD98059 значајно инхибира стимулаторно дејство 

LPS, при том не мењајући конститутивну експресију PPAR-y код ПД-ММЋ (Слика 

20Ђ).  

Приказани резултати указују да модулација диференцијационог потенцијала 

ПД-ММЋ коју индукује LPS у одређеној мери може бити посредован ERK1,2 

сигналним путем.  
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Слика 20. Улога ERK1,2 у модулацији диференцијационог потенцијала ПД-ММЋ 
остварене деловањем LPS. Ћелије су засејаване у плоче за културу ћелија са 96 бунара 
(5000 ћелија/бунару) и култивисане до субконфлуентности када је стандардни медијум 
замењен медијумом за индукцију сваког типа диференцијације (ДМ) са или без LPS (1000 
ng/ml) у присуству специфичног MEK/ERK инхибитора, PD98059 (25 μM, Tocris) у (ДМ). За 
потребе анализе генске експресије ПД-ММЋ су гајене у стандарном медијуму за култивацију 
током 24h у одсуству или присуству LPS (1000 ng/ml), са или без специфичног MEK/ERK 
инхибитора, PD98059. PD98059 инхибитор додаван је у ћелијске културе 45 минута пре 
почетка третмана са LPS. (A) Остеогена диференцијација одређивана је на основу 
активности ALP ензима након 7 дана и на основу минерализације након 14 дана култивације 
(Ализарин црвено бојење). (Б) Генска експресија маркера специфичних за остеогену 
диференцијацију. (В) Хондрогена диференцијација одређивана је бојењем ПД-ММЋ 
Сафранином након 2 недеље инкубације у ДМ. (Г) Генска експресија маркера специфичних за 
хондрогену диференцијацију. (Д) Адипогена диференцијација одређивана је бојењем 
липидних капљица применом како Oil red O, tako и Nile red боје. (Ђ) Генска експресија 
маркера специфичних за адипогену диференцијацију. Резултати експресије иРНК за 
специфичне диференцијационе маркере, одређивани применом RT-PCR, представљени су 
као однос експресије датог гена и експресије GAPDH, као контролног гена. Приказане су 
репрезентативне слике ПД-ММЋ у култури. Резултати на графицима представљени су као 
средња вредност ± SE три независна експеримента, при чему су вредности нормализоване у 
односу на контролу (ћелије култивисане у одсуству LPS у стандардном медијуму). 
Статистички значајна разлика у односу на контролу према Student-oвoм t-тесту: *p<0.05; 
***p<0.001. Приказане су слике репрезентативних гелова, док је величина PCR продуката 
изражена у броју базних парова (б.п.). 
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4.1.7. УТИЦАЈ LPS И АКТИВИРАНОГ ERK1,2 СИГНАЛНОГ ПУТА У 

СТИЦАЊУ СВОЈСТАВА МИОФИБРОБЛАСТА ПД-ММЋ 
 

У наредном делу истраживања, анализирана су миграторна својства, 

контрактилност, као и експресија молекула карактеристичних за миофибробластне 

ћелије на генском и протеинском нивоу код ПД-ММЋ под утицајем LPS. Додатно, 

анализирана је улога ERK1,2 сигналног пута као део истраживања који се односио на 

утврђивање молекулских механизама који се налазе у основи деловања LPS на ПД-

ММЋ.  

4.1.7.1. Утицај LPS на миграцију ПД-ММЋ 

 

Применом Scratch теста испитивана је миграција ПД-ММЋ након 72h 

култивације у присуству растућих концентрација LPS (0, 10, 100 и 1000 ng/ml), а 

добијени резултати показали су да иако ПД-ММЋ мигрирају, покривајући 

приближно 60% почетне површине у поређењу са контролом (површина без ћелија у 

тренутку Т0 или на почетку теста), LPS ни у једној примењеној концентрацији не 

утиче на ово својство ПД-ММЋ (Слика 21). 
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Слика 21. Утицај LPS на миграцију ПД-ММЋ у дводимензионалним in vitro условима. 
Ћелије су засејаване у плоче за културу ћелија са 24 бунара (3x104 ћелија/бунару) и 
култивисане у стандардном медијуму до тренутка достизања конфлуентности када је врхом 
наставка направљена огреботина у монослоју ћелија (Т0), а даља инкубација са LPS (0, 10, 
100 и 1000 ng/ml) настављена током нареднa 72h. Ниво миграције представљен је као 
проценат слободне површине у односу на тренутак Т0 чија вредост је означена као 100% и 
приказан као средња вредност ± SE три независна експеримента. Приказане су 
репрезентативне слике ћелија. Миграција је документована светлосним микроскопом при 
увеличању од 400x.  

 

 

4.1.7.2. Утицај LPS и активираног ERK1,2 сигналног пута у регулацији 

контрактилности ПД-ММЋ 

 

Будући да LPS није утицао на миграторни капацитет ПД-ММЋ, даље је 

испитиван ефекат LPS на контрактилност ПД-ММЋ, као и улога ERK1,2 у овим 

процесима. Како би се показао ниво контрактилности коришћен је тест у коме су 

ћелије засејаване у колагену, док су након 72h, по завршетку третмана 

одговарајућим факторима, детектоване промене у вредности површине колагенског 

гела, остварене његовим скупљањем. Добијени резултати показаују да у поређењу са 

површином колагена без ћелија, као контролне групе, ПД-ММЋ испољавају базалну 

способност контрактилности. Уочеава се да LPS (1000 ng/ml) стимулише 

контрактилност ПД-ММЋ, с обзиром да при овом третману долазо до статистички 

значајног смањења површине колагена у поређењу са површином колагена без 
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ћелија. Сличан степен смањења површине колагена и значајност забележени су и у 

присуству TGF-β (10 ng/ml), који је коришћен као позитивна контрола. Тиме је и 

потврђен стимулаторни ефекат LPS. Са друге стране, присуство PD98059 (25 µM) 

блокира повећање контрактилности које индукује LPS, истовремено не мењајући 

базални ниво контрактилности ПД-ММЋ (Слика 22). Стога ови резултати указују да 

LPS-индукована контрактилност ПД-ММЋ може бити посредована ERK 1,2 

сигналним путем. 

 

 

 

Слика 22. Утицај LPS и активираног ERK1,2 сигналног пута на контрактилност ПД-
ММЋ. Контрактилност ПД-ММЋ одређена је на основу смањивања површине колагена у 
којем су култивисане ћелије током 72h у одсуству или присуству LPS (1000 ng/ml), са или без 
специфичног MEK/ERK инхибитора, PD98059 (25 µM, Tocris). PD98059 инхибитор додаван је 
у ћелијске културе 45 минута пре почетка третмана са LPS. Као позитивна контрола у 
ћелијске културе додат је TGF-β (10 ng/ml, R&D Systems), док је сам колагенски гел без ћелија 
представљао негативну контролу. Резултати су представљени у односу на сам колаген чија 
вредност је означена као 1 и приказани као средња вредност ± SE три независна 
експеримента. Статистички значајна разлика у односу на негативну контролу (сам колаген) 
према Student-овом t-тесту: *p<0.05; ***p<0.001; или у односу на ПД-ММЋ третиране са LPS: 
#p<0.05. Приказане су репрезентативне слике ћелија у култури.  
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4.1.6.3. Утицај LPS и активираног ERK1,2 сигналног пута у регулацији 

експресије миофибробластних маркера код ПД-ММЋ  

 

Имунофлуоресцентним обележавањем, након 72h третмана са LPS (1000 

ng/ml), детектована је протеинска експресија фибронектина, филаментозног (F)- 

актина, актина глатких мишића (α-SMA) и TGF-β. Као што је приказано на Слици 

23А, ПД-ММЋ испољавају базалну експресију наведених молекула, док у присуству 

LPS долази до повећања експресије α-SMA, TGF-β и фибронектина, при чему 

експресија и организација F-актина остаје неизмењена. Са друге стране, примена 

PD98059 (25 µM) доводи до спречавања испољавања ових ефеката LPS на 

протеинском нивоу.  

На генском нивоу анализирана је експресија α-SMA, TGF-β и NG-2 применом 

RT-PCR. Добијени резултати показали су да на генском нивоу, LPS као и PD98059 не 

мењају базалну експресију α-SMA. Насупрот томе, у поређењу са контролном групом, 

експресија TGF-β и NG-2 код ПД-ММЋ статистички значајно је стимулисана у 

присуству LPS, док PD98059 значајно инхибира базалну и LPS- стимулисану 

експресију TGF-β и NG-2 (Слика 23Б).  

Стога, имајући у виду да LPS не модификује миграторни потенцијал ПД-ММЋ, 

а да са друге стране стимулише контрактилност ПД-ММЋ и експресију 

миофибробластних маркера, наши резултати указују да LPS може индуковати 

миофибробластни фенотип код ПД-ММЋ, а додатно ови ефекти могу бити 

посредовани ERK1,2 сигналним путем.  
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Слика 23. Утицај LPS и активираног ЕRК1,2 сигналног пута на експресију маркера 

миофибробласта код ПД-ММЋ. Ћелије су култивисане у стандардном медијуму у одсуству 

или присуству LPS (1000 ng/ml), са или без специфичног MEK/ERK инхибитора, PD98059 (25 

µM, Tocris). PD98059 инхибитор додаван је у ћелијске културе 45 минута пре почетка 

третмана са LPS. (A) Протеинска експресија маркера миофибробласта одређена 

имунофлуоресцентним обележавањем након 72h третмана. Ћелије су обележаване 

примарним антителима за α-SMA, TGF-β и фибронектин и потом инкубиране са 

одговарајућим FITC- или TRITC- коњугованим (зелено и црвено) антителима, док је F-актин 

визуелизован фалоидин-тетраметилродамин B-изотиоцијанатом. Једра ћелија обојена су 

плаво, применом флуоресцентне боје DAPI. Приказане су репрезентативне фотографије 

ћелија, при чему вредност размере износи 20 µm. (Б) Експресија миофибробластних маркера 

одређена применом RT-PCR након 24h третмана. Резултати су представљени су као однос 

експресије датог гена и експресије GAPDH, као контролног гена. Вредности су 

нормализоване у односу на контролу (ћелије култивисане у одсуству LPS), а на графицима су 

приказани резултати средњих вредности ± SE три независна експеримента. Статистички 

значајна разлика у односу на контролу према Student-овом t-тесту: *p<0.05; **p<0.01; 

***p<0.001. Приказане су слике репрезентативних гелова, док је величина PCR продуката 

изражена у броју базних парова (б.п.).   
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4.2. УТИЦАЈ LPS НА ИМУНОМОДУЛАТОРНА СВОЈСТВА И ФУНКЦИЈЕ 
ПД-ММЋ 

Испитвање деловања LPS на имуномодуаторни потенцијал ПД-ММЋ, 

подразумевало је анализу својстава и функција МНЋ и ПМЋ периферне крви. 

Анализирана је трансендотеска миграција МНЋ и ПМЋ, пролиферативни одговор 

МНЋ на стимулацију митогеном, фенотип МНЋ, способност МНЋ да формирају 

колоније ћелија мијелоидне лозе, као и респираторни прасак ПМЋ. Такође, 

испитивана је и улога ERK1,2 сигналног пута као део анализа које су имале за циљ 

утврђивање молекуских механизама који се налазе у основи деловања LPS. За 

потребе ових експеримената  

4.2.1. УТИЦАЈ LPS И АКТИВИРАНОГ ERK1,2 СИГНАЛНОГ ПУТА НА 

СПОСОБНОСТ ПД-ММЋ ДА МОДУЛИШУ ТРАНСЕНДОТЕЛСКУ МИГРАЦИЈУ 

МНЋ 
 

Привлачење имунских ћелија на место инфламације и пролазак ових ћелија 

кроз ендотел представљају важне процесе развоја имунског одговора, али и обнове 

ткива периодонцијума. Стога је у оквиру овог истраживања, као део 

имуномодулаторних способности ПД-ММЋ, испитивана трансендотелска миграција 

МНЋ, заједно са експресијом маркера значајних за овај процес, попут CD29 протеина, 

који учествује у регулацији ћелијске адхезије (Muller 2011). У циљу ових анализа 

успостављен је in vitro transwell систем који омогућава праћење проласка ћелија из 

горњег у доњи део система кроз баријеру формирану од стране ендотелских ћелија. 

Након 48h ко-култивације у transwell систему одређиван је број МНЋ у доњем 

делу култивациног система применом Трипан плавог раствора (Слика 24Б), а 

додатно, мигриране ћелије су посматране под светлосним микроскопом и 

фотографисане (Слика 24А). На основу добијених резултата уочава се да присуство 

самих ПД-ММЋ не утиче на пролазак МНЋ кроз слој ендотелских ћелија у поређењу 

са контролом која је подразумевала одсуство ПД-ММЋ у доњем делу система. 

Међутим, услед претретмана ПД-ММЋ са LPS долази до снажне инхибиције 

миграције МНЋ у односу на контролу, док примена PD98590 статистички значајно 
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инхибира овај ефекат LPS (Слика 24А и 24Б), указујући на потенцијално учешће 

ERK1,2 сигналног пута у овим ефектима LPS.   

Поред тога, проточном цитометријом анализирана је експресија површинског 

маркера CD29 код МНЋ. Резутати ове анализе показују да ПД-ММЋ претретиране са 

LPS могу благо смањити заступљеност CD29+ МНЋ у односу на проценат ових ћелија 

гајених како у одсуству тако и у присуству самих ПД-ММЋ. У овим ефектима LPS не 

запажа се учешће ERK1,2 сигналног пута с обзиром да PD98059 инхибитор не доводи 

до промена у присуству CD29+ ћелија у оквиру популације МНЋ (Слика 24В).  

 

4.2.2. УТИЦАЈ LPS И АКТИВИРАНОГ ERK1,2 СИГНАЛНОГ ПУТА НА 

СПОСОБНОСТ ПД-ММЋ ДА МОДУЛИШУ ПРОЛИФЕРАЦИЈУ И 

ЗАСТУПЉЕНОСТ CD4+CD25ВИСОКО КОД МНЋ 
 

У наставку испитивања имуномодулаторних својстава ПД-ММЋ, анализирана 

је пролиферација CD4+ субпопулације МНЋ након директне ко-култивације са ПД-

ММЋ. Добијени резултати показују да је у присуству ПД-ММЋ значајно инхибирана 

пролиферација CD4+ МНЋ, у поређењу са пролиферацијом CD4+ МНЋ култивисаних 

засебно (контрола), док сличан ефекат испољавају и ПД-ММЋ претретиране са LPS, 

PD98059, као и ова два фактора заједно (Слика 25A).  

Поред тога, анализом заступљености CD4+CD25високо и CD4+CD25ниско 

лимфоцита у популацији CD4+CD25+ МНЋ стимулисаних митогеном, утврђено је да 

ПД-ММЋ могу значајно да смање однос CD4+CD25високо/CD4+CD25ниско лимфоцита, при 

чему претретман ПД-ММЋ са LPS, PD98059, као и њиховом комбинацијом не доводи 

до промена у овом ефекту ПД-ММЋ, у односу на проценат 

CD4+CD25високо/CD4+CD25ниско лимфоцита у контроли (Слика 25Б).  
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Слика 24. Утицај LPS и активираног ERK1,2 сигналног пута на способност ПД-ММЋ да 
модулишу трансендотелску миграцију МНЋ. ПД-ММЋ засејаване су у плоче за културу 
ћелија са 24 бунара (5x104 ћелија/бунару) и потом третиране са или без LPS (1000 ng/ml) у 
одсуству или присуству специфичног MEK/ERK инхибитора, PD98059 (25 uM, Tocris) током 
72h у стандардном медијуму. PD98059 инхибитор додаван је у ћелијске културе 45 минута 
пре почетка третмана са LPS. Потом су ове ћелије ко-култивисане са МНЋ као што је 
претходно описано у поглављу 3.3.1.4.1. (A, Б) Трансендотелска миграција МНЋ. Након 
претретмана ПД-ММЋ, инсерти са слојем ендотелских ћелија (EA.hy 926 ћелијска линија) и 
засејаних МНЋ, постављани су на бунаре са културама ПД-ММЋ (однос МНЋ и ПД-ММЋ 
износио је приближно 10:1). Број мигрираних МНЋ детектован је након 48h (В) Експресија 
CD29 у популацији МНЋ. Проценат CD29+ МНЋ одређиван је проточном цитометријом након 
48h ко-култивације са претходно претретираним ПД-ММЋ, при чему је однос МНЋ и ПД-
ММЋ износио приближно 1:10. Репрезентативне слике МНЋ које су мигрирале (плава 

стрелица) и адхерентних ПД-ММЋ (црвена стрелица) у доњем делу transwell система су 
приказане. Резултати су приказани као средња вредност броја мигрираних ћелија ± SEM из 
најмење три независна експеримента. Статистички значајне разлике у односу на контролу 
(МНЋ култивисане у одсуству ПД-ММЋ) према Student-oвoм t-тесту: ***p<0.001; или у односу 
на МНЋ култивисане у присуству ПД-ММЋ претретираних са LPS: #p<0.05; 
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Слика 25. Утицај LPS и улога ERK1,2 сигналног пута на способност ПД-ММЋ да 
модулишу пролиферативни капацитет МНЋ и заступљеност 
CD4+CD25високо/CD4+CD25ниско МНЋ. ПД-ММЋ засејаване су у плоче за културу ћелија са 24 
бунара (5x104 ћелија/бунару) и потом третиране са или без LPS (1000 ng/ml) у одсуству или 
присуству специфичног MEK/ERK инхибитора, PD98059 (25 uM, Tocris) током 72h у 
стандардном медијуму. PD98059 инхибитор додаван је у ћелијске културе 45 минута пре 
почетка третмана са LPS. Непосредно пре додавања МНЋ, ПД-ММЋ су третиране са 
митомицином Це (25 μg/ml, Sigma-Aldrich) током 30 минута и потом ко-култивисане са МНЋ. 
Након стимулисације са фитохемаглутинином (PHA, 2.5 μg/ml, Life Technologies), МНЋ 
додаване су у културе (однос МНЋ и ПД-ММЋ износио је приближно 10:1). Ко-култивација 
ових ћелија трајала је наредних 5 дана. (A) Репрезентативни хистограми пролиферације 
CD4+ лимфоцита обележених са CFSE. Осенчени шиљак померен удесно представља сигнал 
нестимулисаних МНЋ, односно контролу, док се смањење интензитета флуоресценце 
настало услед пролиферације МНЋ огледа у одговарајућем броју необојених шиљака 
померених улево. Графички приказ репрезентативног индекса пролиферације одређеног на 
основу интензитета флуоресценце. (Б) Репрезентативни тачкасти дијаграм процената 
CD4+CD25+ ћелија. Графички приказ односа процентуалне заступљености CD4+CD25високо и 
CD4+CD25ниско популација. Пролиферативни индекс и фенотип ћелија анализирани су 
проточном цитометријом. Резултати су представљени као средња вредност ± SE за најмање 6 
независних експеримента, при чему су контролну групу представљале МНЋ стимулисане са 
PHA и култивисане самостално. Статистички значајне разлике у односу на контролу према 
Student-овом t-тесту: **p<0.01; ***p<0.001.  
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4.2.3. УТИЦАЈ LPS НА СПОСОБНОСТ ПД-ММЋ ДА МОДУЛИШУ 

ТРАНСЕНДОТЕЛСКУ МИГРАЦИЈУ ПМЋ 
 

Поред испитивања утицаја на ћелије лимфоидне лозе, у даљим 

истраживањима анализиран је утицај ПД-ММЋ на ћелије мијелоидне лозе. In vitro 

ТЕМ полиморфонуклеарних ћелија (ПМЋ), праћена применом transwell система, 

показује је да након 2h култивације услед присуства ПД-ММЋ долази до значајног 

блокирања проласка ПМЋ кроз баријеру формирану од стране ендотелских ћелија, 

док LPS не утиче на ово својство ПД-ММЋ (Слика 26).  

 

 

 

Слика 26. Утицај LPS на способност ПД-ММЋ да модулишу трансендотелску миграцију 
ПМЋ. ПД-ММЋ засејаване су у плоче за културу ћелија са 24 бунара (5x104 ћелија/бунару) и 
потом третиране са или без LPS (1000 ng/ml) током 72h у стандардном медијуму. Потом су 
ове ћелије ко-култивисане са ПМЋ као што је претходно описано у поглављу 3.3.1.4.1. Након 
претретмана ПД-ММЋ, инсерти са слојем ендотелских ћелија (EA.hy 926 ћелијска линија) и 
засејаних ПМЋ, постављани су на бунаре са културама ПД-ММЋ (однос МНЋ и ПД-ММЋ 
износио је приближно 10:1), а број мигрираних ПМЋ детектован је након 2h култивације 
применом Трипан плавог растовра. Резултати су приказани као средња вредност броја 
мигрираних ћелија ± SEM из најмање два независна експеримента. Статистички значајне 
разлике у односу на контролу (ПМЋ култивисане у одсуству ПД-ММЋ) према Student-oвoм t-
тесту: ***p<0.001. 
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4.2.4. УТИЦАЈ LPS НА СПОСОБНОСТ ПД-ММЋ ДА МОДУЛИШУ 

РЕСПИРАТОРНИ ПРАСАК ПМЋ 
 

У наставку истраживања утицаја ПД-ММЋ на ћелије мијелоидне лозе 

анализиран је респираторни прасак ПМЋ након директне ко-култивације ових 

ћелија. Резултати представљени на Слици 27. показују да како саме ПД-ММЋ, тако и 

ПД-ММЋ претретиране са LPS не модификују респираторни прасак неактивираних 

(нестимулисаних), као и активираних (стимулисаних) ПМЋ.  

 

 

 

 

Слика 27. Утицај LPS на способност ПД-ММЋ да модулишу респираторни прасак ПМЋ. 
ПД-ММЋ засејаване су у плоче за културу ћелија са 96 бунара (2000 ћелија/бунару) и 
третиране са LPS (1000 ng/ml) током 72h. Потом су у ћелијске културе додате ПМЋ (у однос 
МНЋ и ПД-ММЋ износио је приближно 10:1) са или без стимулатором активности ПМЋ (PMA 
у концентрацији 2 μg/ml). Ко-култивација тако постављених ћелија трајала је наредна 3h 
након чега је NBT тестом одређена активност ПМЋ. Резултати су приказани као средње 
вредности оптичких густина ± SEM из најмање два независна експеримента. Статистички 
значајне разлике у односу на контролу (нестимулисане ПМЋ) према Student-oвoм t- тесту: 
***p<0.001.  
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4.2.5. УТИЦАЈ LPS И УЛОГА ERK1,2 СИГНАЛНОГ ПУТА НА СПОСОБНОСТ 

ПД-ММЋ ДА МОДУЛИШУ ФЕНОТИП И КЛОНОГЕНОСТ МИЈЕЛОИДНИХ 

МНЋ 
 

У оквиру испитивања утицаја ПД-ММЋ на ћелије мијелоидне лозе 

анализирана је способност ПД-ММЋ да модулишу заступљеност мијелоидних ћелија 

у популацији МНЋ, као и способност формирања колонија опредељених 

хематопоетских прогенитора присутних у популацији МНЋ након ко-култивације са 

ПД-ММЋ.  

На основу експресије маркера CD34, CD45, CD33 и CD14, утврђено је да у 

поређењу са МНЋ кутивисаним независно, ПД-ММЋ, као и ПД-ММЋ претретиране са 

LPS, не утичу на заступљеност CD45+ и CD34+ ћелија у популацији МНЋ, док се запажа 

блага инхибиција присуства CD33+ МНЋ (Слика 28А). Са друге стране, добијени 

резултати показују да иако ПД-ММЋ саме не доводе до промена у проценту CD14+ 

МНЋ, претретман ових ћелија са LPS значајно доприноси смањењу заступљености 

CD14+ МНЋ. Сходно томе, испитана је и улога ERK1,2 у овом ефекту LPS, а резултат 

показује да PD98059, као инхибитор ERK1,2, поништава ово дејство LPS (Слика 28Б). 

Како је показано да ПД-ММЋ, као и ПД-ММЋ претретиране са LPS могу утицати на 

заступљеност ћелија мијелоидне лозе у популацији МНЋ, у наставку је испитиван 

утицај ПД-ММЋ на пролиферацију и диференцијацију мијелоидних ћелија, односно 

способност формирања колонија опредељених хематопоетских прогенитора 

присутних у популацији МНЋ. Наша истраживања показују да након ко-култивације 

са ПД-ММЋ долази до повећања укупног броја формираних колонија од стране МНЋ 

у односу на контролну групу МНЋ гајених самостално, али и да претретман ПД-ММЋ 

са LPS блокира овај ефекат самих ПД-ММЋ. Стога је у овим ефектима LPS испитивана 

и улога ERK1,2, а резултати су показују да примена PD98059 поништава 

инхибиторно дејство LPS (Слика 28В). Поред тога, анализирајући лозно специфични 

састав колонија формираних од стране МНЋ периферне крви, уочава се да су 

најзаступљеније CFU-GM колоније (Слика 28В и 28Г), те је и promena  трендa њихове 

бројности по експерименталним групама сличан тренду који је испољен на нивоу 

укупних колонија (Слика 28В). Показано је да претретман ПД-ММЋ са LPS инхибира 

стимулаторни утицај ових ћелија на формирање CFU-GM од стране МНЋ, а да 



Т. Кукољ РЕЗУЛТАТИ 

 

122 

 

PD98059 блокира ово дејство LPS. Овај налаз указује да би инхибиторни утицај LPS 

на способност ПД-ММЋ у стимулацији формирања CFU-GM могао бити остварен 

посредством активираног ERK1,2 у ПД-ММЋ (Слика 28В). Додатно, запажа се и да у 

групама које су биле ко-култивисане са ПД-ММЋ претретираним са PD98059 долази 

до повећања броја формираних CFU-GEMM колонија од стране МНЋ периферне крви 

(Слика 28В).  

 

Слика 28. Утицај LPS и улога ERK1,2 сигналног пута на способност ПД-ММЋ да 
модулишу фенотип и клоногеност мијелоидних МНЋ. ПД-ММЋ култивисане су у 
стандардном медијуму у одсуству или присуству LPS (1000 ng/ml), са или без специфичног 
MEK/ERK инхибитора, PD98059 (25 µM, Tocris). PD98059 инхибитор додаван је у ћелијске 
културе 45 минута пре почетка третмана са LPS. Након претретмана, у културе су додаване 
МНЋ (однос МНЋ и ПД-ММЋ износио је приближно 10:1). Следствена инкубација трајала је 
наредних 5 дана. Пролиферација и фенотип анализираних МНЋ одређиван је проточном 
цитометријом. (A) Проценат МНЋ које експримирају CD34, CD45, CD33 (Б) Проценат МНЋ 
које експримирају CD14. (В) Способност формирања колонија мијелоидних ћелија од стране 
МНЋ периферне крви анализирана је CFC тестом. Графички резултати приказани су као 
средње вредности броја колонија ± SEM из најмење три независна експеримента. 
Статистички значајне разлике у односу на контролу (МНЋ саме) према Student-oвoм t-тесту: 
**p<0.01; ***p<0.001. (Г) Репрезентативна слика CFU-GM колоније.  



Т. Кукољ РЕЗУЛТАТИ 

 

123 

 

4.2.6. УТИЦАЈ LPS И АКТИВИРАНОГ ERK1,2 СИГНАЛНОГ ПУТА У 

ЕКСПРЕСИЈИ МОЛЕКУЛА ЗНАЧАЈНИХ ЗА ИМУНОМОДУЛАТОРНО 

ДЕЛОВАЊЕ ПД-ММЋ  
 

У наставку истраживања испитивана је промена експресије молекула који су 

од значаја за имуномодулаторно деловање ПД-ММЋ. Генска екпсресија анализирана 

је RT-PCR методом, док је протеинска експресија одређивана применом Western blot 

метода.  

У нашем експерименталном дизајну показано је да LPS, након 24h третмана, 

не утиче на конститутивну експресију гена главног хистокомпатибилног комплекса 

(HLA-A и HLA-DR), док истовремено, у поређењу са контролном групом, стимулише 

генску експресију COX-2 и IL-6 молекула, при чему је експресија IL-6 гена 

стимулисана на дозно зависан начин (Слика 29A).  

С обзиром на добијене резултате, даље је испитивана улога ERK1,2 у 

испољеним ефектима LPS, а експресија COX-2 и IL-6 анализирана је како на генском, 

тако и на протеинском нивоу. На Слици 29Б и 29Г уочава се да услед примене 

PD98059 долази до поништавања стимулаторног ефекта LPS, док сам инхибитор не 

мења базални ниво експресије COX-2 код ПД-ММЋ, како на генском тако и на 

протеинском нивоу. Са друге стране, примена PD98059 значајно је инхибирала 

експресију IL-6 гена индуковану присуством LPS након 24h третмана, док на 

протеинском нивоу PD98059 није поништио стимулаторни ефекат LPS. Истовремено, 

базални ниво генске и протеинске експресије IL-6 молекула код ПД-ММЋ под 

утицајем PD98059 није промењен (Слика 29В и 29Д). Стога ови налази упућују на 

улогу ERK1,2 сигналног пута у стимулацији експресије COX-2 и IL-6 молекула код ПД-

ММЋ под утицајем LPS.  

Поред експресије HLA-A, HLA-DR, COX-2 и IL-6 као фактора повезаних са 

испољавањем имуномодулаторних функција ћелија, у наставку истраживања 

анализирана је генска експресија ST2 рецептора и IL-33 цитокина, односно утицај 

LPS на ове имуномодулаторне гене код ПД-ММЋ (Слика 30). 

На основу резултата добијених применом RT-PCR метода уочава се да ПД-ММЋ 

конститутивно експримирају како ST2 (Слика 30A), тако и IL-33 ген (Слика 30Б), 

док присуство LPS повећава експресију ST2 гена, али смањује експресију гена за IL-33 
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у поређењу са конститутивним нивоима експресије ових гена испољеним у 

контролној групи ћелија (Слика 30A и 30Б). Истовремено, примена PD98059 не 

доводи до промена генске експресије, како ST2, тако и IL-33 молекула коју индукује 

LPS (Слика 30A и 30Б), што указује да се ове промене у експресији ST2 и IL-33 гена 

вероватно не остварују активношћу ERK1,2 сигналног пута код ПД-ММЋ.  
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Слика 29. Утицај LPS активираног ERK1,2 сигналног пута у експресији молекула 
значајних за имуномодулаторно деловање ПД-ММЋ. Ћелије су култивисане у 
стандардном медијуму у (А) присуству растућих концентрација LPS (0, 100 ng/m и 1000 
ng/ml) (Б, В) са или без специфичног MEK/ERK инхибитора, PD98059 (25 µM, Tocris). 
PD98059 инхибитор додаван је у ћелијске културе 45 минута пре почетка третмана са LPS. 
(A, Б, В) Генска експресија имуномодулаторних маркера одређена применом RT-PCR након 
24h третмана. Резултати су представљени као однос експресије датог гена и експресије 
GAPDH, као контролног гена. (Г, Д) Протеинска експресија COX-2 и IL-6 одређена Western blot 
методом након 72h третмана са LPS (1000 ng/ml). Вредности су нормализоване у односу на 
контролу (ћелије култивисане без LPS), а на графицима су приказани резултати средњих 
вредности три независна експеримента. Статистички значајна разлика у односу на контролу 
према Student-oвoм t-тесту: *p<0.05; ***p<0.001. Приказане су слике репрезентативних 
генских и протеинских трака, док је њихова величина изражена у броју базних парова (б.п.), 
односно молекулској маси (kDa).  
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Слика 30. Утицај LPS и улога ERK1,2 сигналног пута на генску експресију ST2 и IL-33 
молекула код ПД-ММЋ. (A и Б) Ћелије су култивисане у стандардном медијуму у одсуству 
или присуству LPS (1000 ng/ml), са или без специфичног MEK/ERK инхибитора, PD98059 (25 
µM, Tocris). PD98059 инхибитор додаван је у ћелијске културе 45 минута пре почетка 
третмана са LPS. Генска експресија ST2 и IL-33 одређена применом RT-PCR након 24h 
третмана. Резултати су представљени као однос експресије датог гена и експресије GAPDH, 
као контролног гена. Вредности су нормализоване у односу на контролу (ћелије 
култивисане без LPS), а на графицима су приказани резултати средњих ± SE вредности три 
независна експеримента. Статистички значајна разлика у односу на контролу према Student-
oвoм t-тесту: ***p<0.001. Приказане су слике репрезентативних генских трака, док је њихова 
величина изражена у броју базних парова (б.п.). 
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4.3. УТИЦАЈ IL-33 НА СВОЈСТВА И ФУНКЦИЈЕ ПД-ММЋ ПОВЕЗАНЕ СА 
РЕГЕНЕРАТИВНИМ ПОТЕНЦИЈАЛОМ 

Имајући у виду да су наши резултати показали експримираност гена за ST2 

рецептор код ПД-ММЋ, чији је лиганд IL-33 цитокин, следећи сегмент истраживања 

односио се на испитивање утицаја IL-33, као ендогеног сигнала опасности, односно 

алармина, на регенеративна својства ПД-ММЋ.  

4.3.1. УТИЦАЈ IL-33 НА МЕТАБОЛИЧКУ АКТИВНОСТ ПД-ММЋ 
 

Како би се испитао утицај IL-33 на метаболичку активност ПД-ММЋ примењен 

је МТТ тест, при чему је праћена метаболичка активност ћелија у присуству растућих 

концентрација IL-33, током различитих временских интервала. На основу резултата 

МТТ теста може се закључити да третман са IL-33 не доводи до промене метаболичке 

активности код ПД-ММЋ, односно не утиче на вијабилностових ћелија (Слика 31). 

 

 

Слика 31. Утицај IL-33 на метаболичку активност ПД-ММЋ. Ћелије су засејаване у плоче 
за културу ћелија са 96 бунара (1x104 ћелија/бунару) и након 24h третиране са IL-33 (0, 10, 
20, 50 и 100 ng/ml) током 24, 48, 72 и 120h када је МТТ тестом одређена метаболичка 
активност ПД-ММЋ. Резултати су приказани као средња вредност оптичких густина ± SE из 
најмање три независна експеримента рађена у трипликату. 
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4.3.2. УТИЦАЈ IL-33 НА МОРФОЛОШКА И ИМУНОФЕНОТИПСКА 

СВОЈСТВА ПД-ММЋ 
 

У наставку истраживања анализиране су промене основних ћелијских 

својстава ПД-ММЋ под утицајем IL-33, укључујући морфологију и имунофенотипске 

одлике ових ћелија (Слика 32A, 32Б и 32В). На основу приказаних резулата уочава 

се да ПД-ММЋ гајене у присуству IL-33 (100 ng/ml) током 3 дана задржавају 

морфологију која подсећа на фибробласте (Слика 32A).  

Применом проточне цитометрије утврђено је да ПД-ММЋ након 3 дана 

култивације у присуству IL-33 (100 ng/ml) експримирају површинске маркере 

карактеристичне за ММЋ укључујући CD44, CD73, CD90, CD105 (приближно 80% 

позитивних ћелија), а да истовремено не експримирају маркере који се налазе на 

хематопоетским ћелијама (HLA-DR и CD34) (мање од 2% позитивих ћелија). Ови 

налази указују да IL-33 не модификује проценат експресије како мезенхимских, тако 

и хематопоетских маркера, односно не утиче на имунофенотипска својства ПД-ММЋ 

(Слика 32Б). Поред тога, имунофлуоресцентним обележавањем анализирана је и 

експресија, као и унутарћелијска локализација маркера плурипотентности попут 

OCT-4, SOX-2 и NANOG након 7 дана третмана са IL-33 (100 ng/ml). Као што је 

приказано на Слици 32В, уочава се да ПД-ММЋ конститутивно експримирају ове 

маркере у једру и цитоплазми, као и да IL-33 стимулише њихову базалну експресију 

истовремено не мењајући локализацију унутар ћелија. Наиме, показано је да се OCT-4 

експримира како у цитоплазми, тако и у једру, а да IL-33 доводи до повећања 

експресије овог протеина у оба ћелијска одељка. Са друге стране, SOX-2 је претежно 

локализован у једру, док се NANOG у највећој мери експримира у цитоплазми (Слика 

32В). 
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Слика 32. Морфолошка и имунофенотипска својства ПД-ММЋ у присуству IL-33. Ћелије 
су гајене са или без IL-33 (100 ng/ml) у стандардним условима култивације током 3 или 7 
дана. (А) Морфологија ПД-ММЋ. Приказане су репрезентативне фотографије ћелија у 
култури. Вредност размере износи 50 μm. (Б) Имунофенотипска карактеризација ПД-ММЋ 
вршена је проточном цитометријом. Репрезентативни хистограми представљају проценат 
ћелија које експримирају мезенхимске маркере укључујући CD44H, CD73, CD90, CD105, као и 
хематопоетске маркере попут CD34 и HLA-DR (необојена површина) у односу на 
одговарајућу изотипску контролу (осенчена површина). (В) Експресија маркера 
плурипотентности одређена индиректним имунофлуоресцентним обележавањем применом 
антитела за OCT-4, SOX-2 и NANOG и следственим бојењем са одговарајућим FITC-
коњугованим секундарним антителима (зелено), док су једра обележавана флуоресцентном 
DAPI бојом (плаво). Приказане су репрезентативне фотографије добијене сликањем на 
епифлуоресцентном микроскопу. Вредност размере износи 20 µm.  
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4.3.3. УТИЦАЈ IL-33 НА ДИФЕРЕНЦИЈАЦИОНИ ПОТЕНЦИЈАЛ ПД-ММЋ 
 

Како би се испитао диференцијациони потенцијал ПД-ММЋ, након 

одговарајуће инкубације у диференцијационим медијумима за остеогену, 

хондрогену и адипогену лозу у присуству IL-33 (100 ng/ml), одређиван је ниво 

диференцираности на основу метода за детекцију минерализације, 

гликозаминогликана и липидних капљица индукованих у условима in vitro. 

Како би се испитало деловање IL-33 у раној фази остеогене диференцијације 

ПД-ММЋ анализирана је активност ензима ALP. На основу приказаних резултата на 

Слици 33А уочава се да IL-33 (100 ng/ml) након 7 дана третмана у остеогеном 

медијуму значајно смањује активност ALP ензима у поређењу са ПД-ММЋ гајеним 

само у остеогеном медијуму, али не утиче на базалну активност овог ензима код ПД-

ММЋ. 

 Са друге стране, резултати испитивања утицаја претретмана ПД-ММЋ овим 

цитокином показују да ПД-ММЋ које су током 7 дана биле третиране са IL-33 (100 

ng/ml) у стандардном медијуму, испољавају значајно вишу активност ALP ензима у 

односу на непретретиране ПД-ММЋ, како у стандардном медијуму тако и у 

остеогеном медијуму (Слика 33Б).  

Међутим, анализа генске експресије након 24h третмана са IL-33 (100 ng/ml) 

није потврдила овај инхибиторни тренд који остварује IL-33. Наиме, у присуству IL-

33 нису индуковане промене нивоа иРНК за ALP ензим и Runx2 у поређењу са 

конститутивном експресијом ових гена код ПД-ММЋ (Слика 33В). 

Резултати приказани на Слици 34А показују да присуство IL-33 за време 

диференцијације доводи до статистички значајног смањења нивоа минерализације 

ванћелијског матрикса у односу на контролну групу ћелија култивисаних само у 

присуству остеогеног медијума. У стандардном култивационом медијуму у 

присуству или одсуству IL-33 не долази до минерализације ПД-ММЋ. Ови резултати 

у складу су са показаном инхибицијом активности ALP ензима (Слика 33А), док 

неизмењена експресија ALP и Runx2 гена под утицајем IL-33 (Слика 33Б) указује на 

сложену улогу овог цитокина у остеогеној диференцијацији ПД-ММЋ. Са друге 

стране, IL-33 не утиче на експресију гликозаминогликана, као ни на формирање 



Т. Кукољ РЕЗУЛТАТИ 

 

131 

 

липидних капљица како у стандардном медијуму, тако и у диференцијационим 

медијумима за хондрогену, односно адипогену диференцијацију (Слика 34А). 

Анализа утицаја претретмана са IL-33 на способност диференцијације ПД-

ММЋ показује да након седмодневног третмана са IL-33 ПД-ММЋ испољавају сличан 

дифренциjациони ниво у погледу минерализације, синтезе гликозаминогликана и 

формирања липидних капљица као и ћелије које нису биле претретиrане (Слика 

34Б). Стога ови налази указују да IL-33 не мења диференцијациони потенцијал ПД-

ММЋ.  
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Слика 33. Утицај третмана и претретмана са IL-33 на активност ALP ензима код ПД-
ММЋ. Ћелије су засејаване у плоче за културу ћелија са 96 бунара (5000 ћелија/бунару) и 
инкубиране у медијуму за остеогену диференцијацију (ОМ) са или без IL-33 (100 ng/ml). 
Остеогена диференцијација ПД-ММЋ одређивана је на основу активности ALP ензима након 
7 дана култивације. За потребе анализе генске експресије ПД-ММЋ су гајене у стандарном 
медијуму за култивацију током 24h у одсуству или присуству IL-33 (100 ng/ml). (A) 
Хистохемијска и колориметријска детекција ALP ензима одређивана након 
диференцијационог третмана. Као контролне групе коришћене су ПД-ММЋ култивисане без 
IL-33. (Б) Хистохемијска и колориметријска детекција ALP ензима одређивана код ПД-ММЋ 
претретираних током 7 дана са IL-33 (100 ng/ml) у стандардном медијуму. ПД-ММЋ које 
претходно нису биле претретиране са IL-33 представљале су контроле. Приказане су 
репрезентативне слике ПД-ММЋ у култури, док су графички резултати представљени као 
средња вредност ± SE добијених из три независна експеримента. (В) Генска експресија 
маркера специфичних за остеогену диференцијацију одређивана RT-PCR методом. Резултати 
су представљени као однос експресије датог гена и експресије GAPDH, као контролног гена. 
Приказане су слике репрезентативних гелова, док је њихова величина изражена у броју 
базних парова (б.п.). Статистички значајна разлика у односу на контролу према Student-oвoм 
t-тесту: ***p<0.001; или у односу на ПД-ММЋ култивисане у остеогеном медијуму (OM): 
***p<0.001; или у односу на одговарајућу непретретирану контролу према Student-oвoм t-
тесту: **p< 0.01; ***p <0.001.  
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Слика 34. Утицај третмана и претретмана са IL-33 на диференцијациони потенцијал 
ПД-ММЋ. Ћелије су засејаване у плоче за културу ћелија са 96 бунара (5000 ћелија/бунару) и 
инкубиране у медијумима за индукцију сваког типа диференцијације (ДМ) са или без IL-33 
(100 ng/ml). Остеогена диференцијација ПД-ММЋ одређивана је на основу минерализације 
након 14 дана култивације (Ализарин црвено бојење). Хондрогена диференцијација 
одређивана је бојењем ПД-ММЋ Сафранином након 2 недеље инкубације у ДМ. Адипогена 
диференцијација одређивана је бојењем липидних капљица применом Nile red након 4 
недеље култивације ћелија у ДМ. (А) Остеогена, хондрогена и адипогена диференцијација 
одређене након диференцијационог третмана ПД-ММЋ. Као контролне групе коришћене су 
ПД-ММЋ гајене у стандардном медијуму за култивацију ћелија без IL-33. (Б) Остеогена, 
хондрогена и адипогена диференцијација индуковане код ПД-ММЋ претретираних током 7 
дана са IL-33 (100 ng/ml) у стандардном медијуму. ПД-ММЋ гајене у диференцијационом 
медијуму које претходно нису биле претретиране са IL-33 представљале су контроле. 
Приказане су репрезентативне слике ПД-ММЋ у култури, док су на графицима остеогене и 
хондрогене диференцијације приказани резултати средњих вредности ± SE три независна 
експеримента. Вредности су нормализоване у односу на контролу коју су представљале (А) 
ћелије гајене у одсуству IL-33; (Б) ћелије које нису биле претретиране (шрафирани стубић). 
Статистички значајна разлика у односу на одговарајућу контролу према Student-oвoм t-
тесту: ***p < 0.001. 
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4.3.4. УТИЦАЈ IL-33 НА ПРОЛИФЕРАТИВНУ АКТИВНОСТ ПД-ММЋ 

ТОКОМ ОСТЕОГЕНЕ ДИФЕРЕНЦИЈАЦИЈЕ 
 

Имајући у виду добијене резултате који се односе на ефекат IL-33 на 

остеогенезу на ћелијском нивоу претпоставили смо да IL-33 може утицати на 

пролиферацију ПД-ММЋ током остеогене диференцијације, те је у следственим 

експериментима испитивана пролиферативна активност ПД-ММЋ у остеогеном 

медијуму кроз анализу бројности, клоногеног потенцијала и ћелијског старења. 

У првом кораку анализирана је пролиферација ПД-ММЋ након 7 дана 

третмана у остеогеном медијуму, а добијени резултати показују да IL-33 значајно 

повећава пролиферацију ПД-ММЋ у односу на нетретиране ћелије, како у 

стандардном медијуму тако и у остеогеном медијуму. Осим тога, запажа се да у 

односу на стандардни медијум, сам остеогени медијум такође значајно стимулише 

пролиферацију ПД-ММЋ, при чему је у присуству IL-33 број ПД-ММЋ додатно 

повећан (Слика 35А).  

На молекулском нивоу додатно је испитивана протеинска експресија маркера 

ћелијске пролиферације, Ki67, након 7 дана третмана. Резултати добијени 

проточном цитометријом показују да преко 94% ћелија свих експерименталних 

група укључујући ћелије гајене у стандардном или остеогеном медијуму са или без 

IL-33 (100 ng/ml) експримира овај протеин (Слика 35Б), што је и потврђено 

имуноцитохемијским обележавањем (Слика 35В). Ови налази истовремено указују 

да се веома мали проценат ПД-ММЋ (Ki67 негативних ћелија) налази у G0 фази 

ћелијског циклуса. Уз то, имуноцитохемијским обележавањем показана је претежно 

цитоплазматска и перинуклеарна локализација Ki67 код ПД-ММЋ гајених у како 

стандардном, тако и у остеогеном медијуму, при чему се у присуству IL-33 у 

остеогеном медијуму уочава и једарна локализација Ki67. На истој слици јасно се 

запажа да, без обзира на локализацију, остеогени медијум сам доводи до повећања 

експресије Ki67, док IL-33 испољава стимулаторан ефекат на експресију Ki67 како у 

стандардном медијуму, тако и у остеогеном медијуму у поређењу са нетретираним 

ПД-ММЋ (Слика 35В).  
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Слика 35. Утицај IL-33 на пролиферацију и експресију Ki67 током остеогене 
диференцијације ПД-ММЋ. Ћелије су засејаване у плоче за културу ћелија, култивисане до 
субконфлуентности у стандардним условима, када је ћелијама додат свеж стандардни или 
остеогени медијум са или без IL-33 (100 ng/ml), а ћелије култивисане 7 дана. (А) 
Пролиферација ПД-ММЋ одређивана је бојењем Трипан плавим раствором. Резултати су 
графички представљени као средња вредност броја ћелија ± SE добијених из три независна 
експеримента. Статистички значајна разлика у односу на контролу (ћелије гајене у 
стандардном медијуму у одсуству IL-33) према Student-oвом t-тесту: *p<0.05; ***p<0.001; или 
у односу на ћелије култивисане у остеoгеном медијуму у одсуству IL-33: *p<0.05. (Б) 
Експресија маркера пролиферације Ki67 одређена проточном цитометријом. 
Репрезентативни хистограми представљају проценат ћелија које експримирају Ki67 
(необојена површина) у односу на осенчену површину која представља негативну контролу 
(необележене ћелије). (В) Унутарћелијска локализација Ki67 протеина одређена 
индиректним имунофлуоресцентним обележавањем ћелија за Ki67 примарним антителом и 
следственим бојењем одговарајућим FITC-коњугованим секундарним антителом (зелено), 
док су једра обележавана флуоресцентном DAPI бојом (плаво). Приказане су 
репрезентативне фотографије добијене сликањем на епифлуоресцентном микроскопу. 
Вредност размере износи 20 µm.  
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Испитивање клоногеног потенцијала ПД-ММЋ показује да IL-33 значајно 

подстиче способност формирања колонија ПД-ММЋ у стандардном медијуму у 

односу на нетретиране ћелије (Слика 36А). Са друге стране, сам остеогени медијум 

такође значајно стимулише CFU-F потенцијал ПД-ММЋ у поређењу са ћелијама 

култивисаним у стандардном медијуму, док IL-33 не модификује стимулаторни 

ефекат остеогеног медијума (Слика 36А). Поред тога, испитивана је и способност 

формирања колонија ћелија са остеогеним потенцијалом (CFU-O), а на основу 

присуства ALP позитивних ћелија у колонијама. Као што је приказано на Слици 36Б 

култивација ПД-ММЋ у стандардном медијуму у присуству IL-33, као и у самом 

остеогеном медијуму не утиче на проценат CFU-O колонија, у поређењу са 

заступљеношћу CFU-O колонија гајених у самом стандардном медијуму. Са друге 

стране, присуство IL-33 у остеогеном медијуму доводи до значајног смањења 

заступљености CFU-O, у односу на проценате CFU-O у стандардном и остеогеном 

медијуму (Слика 36Б).   
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Слика 36. Утицај IL-33 на клоногени капацитет ПД-ММЋ повезан са остеогеном 
диференцијацијом. (A) CFU-F капацитет. Ћелије су засејаване у плоче за културу ћелија са 
24 бунара (100 ћелија/бунару) и култивисане током 14 дана у присуству или одсуству IL-33 
(100 ng/ml) у стандардном медијуму или остеогеном медијуму. Ефикасност формирања 
фибробластних колонија одређена на основу процента развијених колонија у односу на 
укупни број засејаних ћелија у сваки бунар. Приказана је репрезентативна слика CFU-F 
обојене Crystal violet бојом. Вредност размере износи 500 µm. (Б) CFU-O капацитет. Ћелије су 
засејаване у плоче за културу ћелија са 24 бунара (100 ћелија/бунару) и култивисане у 
стандардном медијуму током 7 дана, када је даља инкубација колонија настављена наредних 
7 дана у присуству или одсуству IL-33 (100 ng/ml) у стандардном култивационом медијуму 
или остеогеном медијуму. По истеку третмана, ћелије су фиксиране и хистохемијски бојене 
за детекцију ALP ензима. Приказана је репрезентативна слика CFU-O обојене за присуство 
ALP ензима. Вредност размере износ 500 µm. CFU-O потенцијал утврђен на основу 
процентуалног односа броја ALP позитивних колонија и укупног броја колонија (CFU-O/CFU-
F*100). Графички резултати представљени су као средња вредност процената колонија ± SE 
добијених из три независна експеримента. Статистички значајна разлика у односу на 
контролу (ћелије култивисане у стандардном медијуму у одсуству IL-33) према Student-овом 
t-тесту: *p<0.05; **p<0.01; или у односу на ћелије култивисане у остегеном медијуму у 
одсуству IL-33: *p<0.05.  
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Следствена истраживања имала су за циљ испитивање утицаја IL-33 на 

активност β-галактозидазе, ензима који представља показатељ ћелијског старења. У 

ту сврху ПД-ММЋ су култивисане током 7 дана у стандардном медијуму или 

остеогеном медијуму у присуству или одсуству IL-33, при чему је активност β-

галактозидазе одређивана након бојења ћелија у монослоју, као и након бојења 

појединачних ћелија. 

На основу одређивања активности β-галактозидазе у монослоју ПД-ММЋ 

показано је да у присуству IL-33 долази до стимулације активности β-галактозидазе 

како у стандардном медијуму, тако и у остеогеном медијуму у односу на нетретиране 

ћелије, при чему сам остеогени медијум значајно стимулише активност овог ензима 

у поређењу са активношћу оствареном код ћелија гајених у стандардном медијуму 

(Слика 37А). Поред тога, повећана активност β-галактозидазе запажа се и код ПД-

ММЋ из виших пасажа (П7), у поређењу са активношћу овог ензима код ћелија из 

нижих пасажа (П4) (Слика 37А), што уједно потврђује повезаност активности овог 

ензима са процесом старења. Истовремено, стимулаторни тренд који испољавају 

како IL-33, тако и остеогени медијум уочава се и код ћелија нижих, и код ћелија 

виших пасажа (Слика 37А).  

С обзиром на контрадикторност резултата који се односе на истовремену 

стимулацију пролиферације и активности β-галактозидазе код ПД-ММЋ под 

утицајем IL-33 током остеогене диференцијације, односно како би се у потпуности 

расветлио утицај IL-33 на старење ПД-ММЋ одређивана је активност β-

галактозидазе на нивоу појединачних ћелија. За потребе овог експеримента након 

третмана ПД-ММЋ су одлепљиване и у једнаком броју поново постављане у плоче за 

култивацију ћелија. Након адхезије у ћелијама је одређивана активност β-

галактозидазе. Добијени резултати показују да сам остеогени медијум значајно 

редукује проценат ћелија које експримирају β-галактозидазу у односу на ћелије 

култивисане у стандардном медијуму, а да IL-33 испољава значајно инхибиторан 

ефекат на експресију β-галактозидазе како код ПД-ММЋ култивисаних у 

стандардном медијуму тако и код ПД-ММЋ култивисаних у остеогеном медијуму 

(Слика 23Б). Ови налази истовремено указују да стимулација активности β-
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галактозидазе ПД-ММЋ одређена на нивоу ћелија у монослоју може бити заправо 

последица повећаног броја ћелија под утицајем IL-33 и/или остеогеног медијума.  

 

 

 

Слика 37. Утицај IL-33 на старење ПД-ММЋ током остеогене диференцијације. (A) 
Детекција експресије ензима β-галактозидазе у монослоју ПД-ММЋ. Ћелије нижих (П4) и 
виших (П7) пасажа засејаване су у плоче за културу ћелија и култивисане до 
субконфлуентности када је стандардни медијум (СМ) замењен остеогеним (ОМ) са или без 
IL-33 (100 ng/ml). Након 7 дана третмана детектована је активност β-галактозидазе. 
Приказане су репрезентативне слике ћелија у култури. (Б) Детекција активности ензима β-
галактозидазе у појединачним ћелијама. Ћелије су одлепљиване и поново постављане у 
плоче за култивацију ћелија са 96 бунара (2000 ћелија/бунару). Како би адхерирале ћелије 
су култивисане наредних 6h у стандардним условима, након чега је одређивана активност β-
галактозидазе. Приказане су репрезентативне слике појединачних ћелија, а вредност 
размере износи 50 μm. Резултати су графички представљени као средња вредност броја 
ћелија које експримирају β-галактозидазу ± SE добијених из три независна експеримента. 
Вредности су нормализоване, а статистички значајна разлика у односу на контролу (ћелије 
култивисане у стандардном медијуму у одсуству IL-33) према Student-oвoм t-тесту: 
***p<0.001; или у односу на ћелије култивисане у остеогеном медијуму у одсуству IL-33: 
**p<0.01.  
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4.3.5. УТИЦАЈ IL-33 НА ЕКСПРЕСИЈУ NF-B И Β-КАТЕНИНА КОД ПД-ММЋ 
 

У контексту утврђивања молекулске основе промена код ПД-ММЋ изазваних 

под утицајем IL-33 анализирана је експресија, односно активација транскрипционих 

фактора NF-kB и β-катенин. 

Применом Western blot метода показано је да у присуству IL-33 долази до 

значајног повећања експресије NF-κB, након 30 и 60 минута у поређењу са 

експресијом детектованом у контролном узорку ћелија, али и да се овај ефекат 

смањује након 24h. Са друге стране, анализа експресије β-катенина показује да IL-33 

доводи до значајног смањења експресије овог протеина тек након 24h у ПД-ММЋ у 

односу на експресију испољену код нетретираних ћелија (Слика 38А), што би могло 

да укаже на стимулацију деградације цитоплазматске форме β-катенина под 

утицајем IL-33.  

На основу имунофлуоресентног обележавања, додатно су анализиране 

промене и у локализацији ових транскрипционих фактора унутар ПД-ММЋ након 

72h третмана са IL-33 (100 ng/ml). На Слици 38Б, уочава се да, услед присуства IL-33 

код ПД-ММЋ долази до повећања експресије NF-kB транскрипционог фактора у 

једру, иако Western blot анализа показује смањење активности NF-kB у укупним 

ћелијским лизатима (Слика 38А). Такође, запажа се и да под утцајем IL-33 долази до 

повећања експресије β-катенина у једру ПД-ММЋ, што заједно указује да IL-33 може 

да регулише експресију NF-kB и β-катенина на нивоу укупних протеина, али и 

њихову унутарћелијску локализацију код ПД-ММЋ.   
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Слика 38. Утицај IL-33 на активацију NF-B и β-катенин сигналних путева у ПД-ММЋ. 
(A) Ћелије су током 30 и 60 минута, као и 24h третиране са IL-33 (100 ng/ml), након чега је у 
ћелијским лизатима укупних протеина Western blot методом одређивана експресија NF-B, β-
катенина, као и GAPDH као контролног протеина. Резултати су графички представљени као 
однос експресије NF-kB/GAPDH и β-катенин/GAPDH, при чему су вредности нормализоване у 
односу на нетретирану контролу (0ʼ) и приказани су као средња вредност ± SE за три 
независна експеримента. Статистички значајна разлика у односу на контролне ћелије гајене 
у одсуству IL-33 премa Student-овом t-тесту: ***p<0.001. Приказане су слике 
репрезентативних протеинских трака, док је њихова молекулска маса изражена у kDa. (Б) 
Експресија NF-B и β-катенин транскрипционих фактора одређена индиректним 
имунофлуоресцентним обележавањем након 72h третмана са IL-33 (100 ng/ml) применом 
примарних антитела за NF-kB и β-катенин антитела и следственим бојењем са 
одговарајућим FITC-коњугованим секундарним антителима (зелено), док су једра 
обележавана флуоресцентном DAPI бојом (плаво). Приказане су репрезентативне 
фотографије добијене сликањем на епифлуоресцентном микроскопу. Вредност размере 
износи 50 µm.  
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4.3.6. УЛОГА NF-B И Β-КАТЕНИНА У СТИМУЛИСАНОЈ ЕКСПРЕСИЈИ ФАКТОРА 

ПОВЕЗАНИХ СА ПЛУРИПОТЕНЦИЈОМ КОД ПД-ММЋ У ПРИСУСТВУ IL-33 

 

У наставку истраживања анализирана је улога NF-B и β-катенин сигналних 

путева у регулацији стимулације експресије фактора плурипотентности ПД-ММЋ 

које индукује IL-33 (Слика 32В и 39), при чему је одређивана експресија маркера 

плурипотентности укључујући OCT-4, SOX-2 и NANOG. У те сврхе коришћени су 

специфични фармаколошки инхибитори NF-kВ (PDTC) и β-катенина (PNU). 

Имунофлуоресцентним обележавањем OCT-4 протеина показано је да услед 

присуства PDTC и PNU код ПД-ММЋ долази до инхибиције стимулаторног дејства IL-

33, при чему PDTC инхибира и базалну експресију овог фактора, док PNU сам не 

утиче базалну експресију OCT-4 код ПД-ММЋ (Слика 39А). Међутим, промене 

индуковане присуством PDTC и PNU не уочавају се у потпуности на генском нивоу, 

док ови инхибитори не мењају конститутивну експресију OCT-4A и OCT-4B. Наиме, 

иако IL-33 значајно стимулише експресију OCT-4A и OCT-4B гена, присуство PDTC или 

PNU не доводи до смањења експресије OCT-4A гена индуковане присуством IL-33. Са 

друге стране, присуство PDTC блокира стимулацију експресије OCT-4B гена коју 

остварује IL-33, за разлику од PNU који не испољава овај ефекат (Слика 39Б). 

Као што је приказано на Слици 39Б запажа се да у присуству PDTC код ПД-

ММЋ не долази до промена констититутивне протеинске експресије SOX-2 молекула, 

као ни експресије испољене у присуству IL-33. Иако PDTC благо стимулише базалну 

генску експресију SOX-2, овај инхибитор не утиче на експресију SOX-2 гена остварену 

под утицајем IL-33. Са друге стране, PNU индукује повећање базалне експресије SOX-

2 молекула, како на генском, тако и на протеинском нивоу независно од присуства 

IL-33 (Слика 39А и 39Б).  

Анализа протеинске експресије NANOG молекула, приказана на Слици 39А, 

показује да примена PDTC инхибитора не модификује конститутивну протеинску и 

генску експресију овог фактора, али се уочава да у присуству IL-33, PDTC благо 

повећава локализацију NANOG у једру. Истовремено, присуство PDTC условљава 

смањење повећања иРНК експресије за NANOG коју индукује IL-33 (Слика 39А и 

39Б). Такође, услед присуства PNU инхибитора код ПД-ММЋ долази до благе 

стимулације базалног нивоа NANOG протеина, док у третману заједно са IL-33 PNU, 
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слично као и PDTC, подстиче једарну локализацију овог протеина (Слика 39А). На 

генском нивоу, примена PNU инхибитора не индукује промене у конститутивној 

експресији NANOG молекула, али благо инхибира експресију овог гена испољену у 

присуству IL-33 (Слика 39Б).   
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Слика 39. Улога NF-B и β-катенина у експресији маркера плурипотентности код ПД-

ММЋ индукованој деловањем IL-33. Ћелије су гајене током 7 дана у стандардном медијуму 

у присуству или одсуству IL-33 (100 ng/ml), као и у присуству или одсуству инхибитора NF-

kB (PDTC, 2 µM, Tocris) или инхибитора β-катенина (PNU 74654, 5 µM, Sigma Aldrich). 

Инхибитори су додавани у културе 30 минута пре почетка третмана са IL-33. За потребе 

анализирања генске експресије ПД-ММЋ гајене су у истим експерименталним групама у 

стандарном медијуму за култивацију током 24h. (A) Експресија маркера плурипотентности 

одређена индиректним имунофлуоресцентним обележавањем примарним антителима за 

OCT-4, SOX-2 и NANOG и следственим бојењем одговарајућим FITC-коњугованим 

секундарним антителима (зелено), док су једра обележавана флуоресцентном DAPI бојом 

(плаво). Приказане су репрезентативне фотографије добијене сликањем на 

епифлуоресцентном микроскопу. Вредност размере износи 20 µm. (Б) Генска експресијa 

специфичних маркера плурипотентности одређивана је применом RT-PCR. Резултати су 

представљени као однос експресије датог гена и експресије GAPDH, као контролног гена. 

Вредности су нормализоване у односу на контролу (ћелије култивисане у одсуству IL-33), а 

на графицима су приказани резултати средњих вредности ± SE три независна експеримента. 

Статистички значајна разлика у односу на контролу према Student-oвoм t-тесту: **p<0.01; 

***p<0.001; или у односу на ПД-ММЋ третиране са IL-33: #p<0.05. Приказане су слике 

репрезентативних гелова, док је њихова величина изражена у броју базних парова (б.п.).  
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4.3.7. УЛОГА NF-B И Β-КАТЕНИНА У ИНХИБИЦИЈИ ОСТЕОГЕНЕ 

ДИФЕРЕНЦИЈАЦИЈЕ ПД-ММЋ У ПРИСУСТВУ IL-33  
 

Будући да је IL-33 током третмана испољио инхибиторни ефекат на остеогену 

диференцијацију ПД-ММЋ, како кроз смањење експресије ALP ензима, тако и кроз 

редукцију минерализације ванћелијског матрикса (Слика 33А и Слика 34А), у 

следећем кораку испитивани су и молекулски механизми који посредују у овом 

ефекту IL-33.  

Добијени резултати, представљени на Слици 40, показују да на ћелијском 

нивоу (ALP активност), као и на нивоу минерализације ванћелијског матрикса, 

примена PDTC и PNU у потпуности блокира инхибицију остеогенезе коју индукује IL-

33, при чему ни PDTC ни PNU не доводе до промена базалног нивоа остеогене 

диференцијације остварене при гајењу ћелија само у остеогеном медијуму (Слика 

40А и 40Б). Међутим, запажа се да се ови ефекти не остварују на генском нивоу, с 

обзиром да у поређењу са конститутивном експресијом, код третираних ћелија нису 

забележене значајне промене у експресији иРНК за ALP и Runx2 молекуле (Слика 

40В). 

 Стога, имајући у виду да ефекти PDTC и PNU, одређени хистохемијским 

анализама, нису показани и на генском нивоу, може се претпоставити да инхибиција 

остеогенезе ПД-ММЋ коју индукује IL-33 не мора бити остварена директно кроз 

интеракцију NF-kB и β-катенина са молекулима непосредно укљученим у контролу 

остеогенезе, као што су Runx2 и ALP.  
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Слика 40. Улога NF-B и β-катенина у модулацији остеогеног потенцијала ПД-ММЋ 
индукованог под утицајем IL-33. Ћелије су засејаване плоче за културу ћелија са 96 бунара 
(5000 ћелија/бунару) и култивисане до субконфлуентности када је започета остеогена 
диференцијација у присуству или одсуству IL-33 (100 ng/ml), као и у присуству или одсуству 
инхибитора NF-kB (PDTC, 2 µM, Tocris) или инхибитора β-катенина (PNU 74654, 5 µM, Sigma 
Aldrich), при чему су инхибитори додавани у културе 30 минута пре почетка третмана са IL-
33. За потребе анализирања генске експресије ПД-ММЋ култивисане су у истим 
експерименталним групама у стандардном медијуму за култивацију током 24h. (А) 
Остеогена диференцијација одређена након 7 дана третмана на основу експресије ALP 
ензима, као и након 14 дана на основу минерализације (Ализарин црвено бојење). (Б) 
Квантификација остеогене диференцијације ПД-ММЋ. (В) Генска експресија маркера 
специфичних за остеогену диференцијацију. Резултати експресије иРНК за специфичне 
маркере остеогене диференцијације, одређиване применом RT-PCR, представљени су као 
однос експресије датог гена и експресије GAPDH, као контролног гена. Вредности су 
нормализоване у односу на контролу (ћелије култивисане у одсуству IL-33), а на графицима 
су приказани резултати средњих вредности ± SE три независна експеримента. Приказане су 
слике репрезентативних ћелија у култури (вредност размере износи 50 µm), као и слике 
репрезентативних гелова, док је њихова величина изражена у броју базних парова (б.п.). 
Статистички значајна разлика у односу на контролу према Student-oвoм t-тесту:***p<0.001; 
или у односу на ПД-ММЋ третиране са IL-33: ### p<0.001. 
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4.3.8. УЛОГА NF-B И Β-КАТЕНИНА У МОДУЛАЦИЈИ ПРОЛИФЕРАЦИЈЕ 

ПД-ММЋ ИНДУКОВАНЕ ПРИСУСТВОМ IL-33 ТОКОМ ОСТЕОГЕНЕ 

ДИФЕРЕНЦИЈАЦИЈЕ 
 

С обзиром да је претходно показано да IL-33 (100 ng/ml) стимулише 

пролиферацију ПД-ММЋ након 7 дана култивације, како у стандардном медијуму, 

тако и у остеогеном медијуму (Слика 35А) у наставку истраживања испитивана је 

улога NF-B и β-катенин сигналних путева у испољеним ефектима IL-33.  

На основу прикупљених резултата уочава се да присуство PDTC у стандардном 

медијуму благо стимулише пролиферацију ПД-ММЋ у односу на контролну групу 

ћелија култивисаних само у стандардном медијуму, али да не утиче на стимулаторни 

ефекат који остварује IL-33 (Слика 41A). При култивацији ПД-ММЋ у остеогеном 

медијуму у присуству или одсуству IL-33, PDTC благо повећава број ћелија у 

поређењу са бројем ћелија у самом остеогеном медијуму (Слика 41Б). Са друге 

стране, иако присуство PNU у стандардном медијуму доводи до повећања броја ПД-

ММЋ у поређењу са ћелијама гајеним само у стандардном медијуму, у истим 

условима заједно са IL-33, PNU значајно инхибира стимулаторни ефекат овог 

цитокина (Слика 41A). Такође, не мењајући бројност ПД-ММЋ након култивације у 

остеогеном медијуму, PNU значајно поништава стимулаторни ефекат који индукује 

IL-33 (Слика 41Б).  
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Слика 41. Улога NF-B и β-катенина у модулацији пролиферације ПД-ММЋ индуковане 
под утицајем IL-33 током остеогене диференцијације. Ћелије су засејаване у плоче за 
културу ћелија, култивисане до субконфлуентности у стандардним условима, када је 
ћелијама додат свеж стандардни или остеогени медијум са или без IL-33 (100 ng/ml), као и у 
присуству или одсуству инхибитора NF-κB (PDTC, 2 µM, Tocris) или инхибитора β-катенина 
(PNU 74654, 5 µM, Sigma Aldrich), при чему су инхибитори додавани у културе 30 минута пре 
почетка третмана са IL-33. Након 7 дана култивације пролиферација ПД-ММЋ одређивана је 
бојењем Трипан плавим раствором. (А) Стандардни медијум (СМ). (Б) Остеогени медијум 
(ОМ). Резултати су графички представљени као средња вредност ± SE из три независна 
експеримента. Статистички значајна разлика у односу на ћелије култивисане у стандардном 
или остеогеном медијуму у одсуству IL-33 према Student-oвoм t-тесту: *p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001; или у односу на ПД-ММЋ третиране са IL-33: ## p<0.01; ### p<0.001. 
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5. ДИСКУСИЈА 

Интензивна истраживања у области биологије матичних ћелија имају за 

циљ постављање темеља за развој терапија заснованих на примени ћелија у циљу 

лечења обољења која конвенционалним методима не могу бити третирана. У 

оквиру истраживања савремене регенеративне медицине, посебна пажња 

усмерена је на ММЋ чија употреба не повлачи за собом спорна етичка питања, а 

истовремено омогућава развијање терапија прилагођених сваком пацијенту. 

Ипак, иницијална очекивања од примене ММЋ до сада нису испуњена, а такође 

новији подаци указују да ове ћелије могу имати и нежељен ефекат. Поред тога, 

свеобухватна истраживања ММЋ изолованих из различитих ткивних извора 

данас недвосмислено указују на то да, иако ове ћелије поседују одређене 

заједничке одлике на основу којих се сврставају у ММЋ, популације ММЋ 

различитих ткива поседују значајне функцијске особености. На основу тога, 

намеће се закључак да разлике иземђу ММЋ могу бити последица пре свега 

њиховог порекла и физиолошког микроокружења где ове ћелије врше своје 

функције. Заједно, ови налази истичу неопходност додатних истраживања како 

би се сагледали сви аспекти потенцијалне примене ММЋ (Mahla 2016; Galipeau & 

Sensébé 2018). Истраживања матичних ћелија нарочито су значајна као 

потенцијални начин третмана великих оштећења ткива и органа, као и ткива и 

органа која имају слаб регенеративни потенцијал. Орофацијално ткиво 

представља регион са јако слабим потенцијалом регенерације, али истовремено 

савремена истраживања показују да је ово ткиво изузетно богат извор матичних 

ћелија. Поред тога, ова ткива су приступачна, а њихово прикупљање се врши 

након редовних процедура што је веома погодно својство. С обзиром да 

истраживања указују на хетерогеност орофацијалих матичних ћелија, која се 

одражавају и на њихове in vivo одлике, јасно је да познавање особености ММЋ 

различитих ткива орофацијалног региона, као и њихов одговарајући одабир има 

пресудан значај за успешну примену у ћелијској терапији (Tatullo et al., 2015; 

Sacchetti et al., 2016; Shakoori et al., 2017).  

Посебно атрактиван извор ММЋ денталног порекла представља ткиво 

периодонцијума, с обзиром да се ово ткиво може узорковати једноставно, у 
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склопу редовне интервенције индиковане екстракције зуба (Soheilifar et al., 

2016). Иако студије показују да ПД-ММЋ поседују карактеристике погодне за 

ширу клиничку примену, њихова својства и активности у различитим условима 

средине и биолошким системима нису до краја расветљена (Liu et al., 2008; 

Huang et al., 2009; Ding et al., 2010; Mrozik et al., 2013; Han et al., 2014; Zhu & 

Liang 2015; Abdel Meguid et al., 2017). У оквиру периодонцијума резидентне 

ММЋ одговарају на различите активационе стимулусе присутне у 

микроокружењу. На тај начин ове ћелије учествују у ткивној хомеостази, 

диференцијацији и обнови потпорног ткива зуба, укључујући ткиво 

периодонцијума, цемента и алвеоларне кости (Lekic & McCulloch 1996; Nanci & 

Bosshardt 2006; Tatullo et al., 2015). С обзиром да учествују у обнављању ткива, 

интеракција ових ћелија са инфламаторном средином као окидачем 

регенеративних процеса је есенцијални део процеса опоравка ткива. 

Истовремено, инфламаторна микросредина значајно може допринети модулацији 

биолошких функција ПД-ММЋ (Liu et al., 2017), што је важно за познавање улоге 

ових ћелија у основи патолошких стања периодонцијума. Уједно, познавање 

испољавања функцијских промена ПД-ММЋ под утицајем инфламаторне 

микросредине значајно је и при разматрању могућности њихове примене у 

ћелијској терапији, с обзиром да пародонтопатија, као најраспрострањеније 

обољење потопрног ткива зуба, представља хронично инфламаторно обољење.    

Имајући у виду наведене налазе, у оквиру ове тезе испитивана су 

регенеративна и имуномодулаторна својства ПД-ММЋ под утицајем LPS као 

важног иницијатора инфламације у оквиру ткива усне дупље, као и ендогеног 

алармина IL-33 чије је присуство у денталном региону релативно недавно 

показано. 

Упркос томе што подаци у литератури показују да LPS може инхибирати 

(Trubiani et al., 2012; Diomede et al., 2017), али и стимулисати (Kato et al., 2014) 

раст и пролиферацију ПД-ММЋ, наша истраживања указују да LPS не модификује 

метаболичку активност ни пролиферацију ПД-ММЋ. Ови резултати у сагласности 

су са резултатима других аутора који показују да LPS (P. gingivalis), као ни LPS 

(Escherichia coli) не утичу на пролиферацију и вијабилност ПД-ММЋ, односно 
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CD105+ субпопулацију ПД-ММЋ (Albiero et al., 2015; Albiero et al., 2017). У складу 

са овим резултатима, наша истраживања су показала да LPS не утиче на ћелијски 

циклус ПД-ММЋ, што је забележено и код ММЋ изолованих из Вартонове слузи 

(Mei et al., 2013). Међутим, резултати поновљене стимулације ММЋ зубне пулпе 

са LPS показују да LPS код ових ћелија може проузроковати успоравање ћелијског 

циклуса (Feng et al., 2014). Ови налази јасно упућују на постојање специфичног 

функцијског одговора ММЋ у зависности од њиховог ткивног порекла, 

потврђујући неопходност сагледавања биолошких функција ММЋ специфичних 

за сваки ткивни извор. Поред тога, наши резултати показују да LPS не утиче на 

имунофенотип ПД-ММЋ, што и потврђују истраживања других аутора (Albiero et 

al., 2017). Уз експресију мембранских маркера ММЋ, у нашим резултатима 

показано је да ПД-ММЋ експримирају и маркере плурипотентности укључујући 

OCT-4A, OCT-4B, SOX-2 и NANOG што је складу са налазима да хумане матичне 

ћелије изоловане из оралних ткива задржавају матичност, као и пролиферацију 

током дуготрајне in vitro култивације (Diomede et al., 2017). Истовремено, наши 

резултати показују да LPS не модификује генску експресију ових фактора. 

Експресија маркера матичности код матичне ћелије оралних ткива често се 

повезује са њиховим пореклом из нервне кресте. Наиме, матичне ћелије током 

развића мигрирају из овог ткива и успостављају популације матичних ћелија у 

различитим анатомским регионима укључујући орална ткива (Nagoshi et al., 

2008; Takashima et al., 2017). Наши претходни резултати такође указују да ПД-

ММЋ поседују већу експресију маркера плурипотентности и способност 

пролиферације у односу на ММЋ изоловане из других тква, као што су ММЋ 

масног ткива (Trivanović et al., 2015), а што може представљати пожељна 

својства ПД-ММЋ у ћелијској терапији (Uribe-Etxebarria et al., 2017). Уједно се и 

на нивоу ових ћелијских параметара запажа хетерогеност у оквиру популација 

ММЋ из различитих ткивних извора, указујући на неопходност разумевања 

јединствених функцијских својстава ММЋ које су последица њиховог ткивног 

порекла. 

Поред утврђивања ефеката на вијабилност, и испољавање фенотипа ММЋ, 

за процену регенеративног потенцијала од великог значаја представља 
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познавање регулације линијске опредељености и диференцијације ових ћелија. У 

оквиру ткива периодонцијума, нарочита пажња истраживача усмерена је ка 

испитивању остеогеног потенцијала ПД-ММЋ. Наиме, ПД-ММЋ налазе се у 

периодонцијуму, меком, везивном ткиву које је окружено чврстим 

минерализованим ткивима корена зуба (цемент) и алевеоларне кости. Из ових 

разлога, одржавање нивоа минерализације околних ткива представља главни 

физиолошки захтев ткива периодонцијума. Стога адекватна регулација 

минерализације, омогућава прилагођавање ткива периодонцијума функционим 

захтевима. Осим у физиолошким условима, током узнапредовале фазе запаљења 

потпорног ткива зуба може доћи и до нарушавања интегритета алвеоларне кости. 

Као последица ових патолошких промена, значајно је сужен избор метода лечења 

овог обољења, с обзиром да је одговарајући ниво чврстине коштаног ткива основа 

за успешни протетски третман. Стога је и у клиничком контексту важно 

разумевање механизама модулације остеогеног потенцијала ПД-ММЋ у 

инфламаторним условима, будући да су ове ћелије кључни извор прогенитора 

остеобласта у ткиву периодонцијума. Наши резултати показују да LPS има 

изражено инхибиторно дејство на остеогену диференцијацију, како на нивоу 

активности ALP ензима, тако и на нивоу минерализације. Ови ефекти потврђени 

су на генском нивоу с обзиром да је под утицајем LPS детектована значајна 

инхибиција експресије најзначајнијих гена за остеoгену диференцијацију 

укључујући Runx2, ALР и остеокалцин. Ови резултати у сагласности су са 

претходно показаним инхибиторним ефектом LPS (P. gingivalis) на активност ALP 

ензима, продукцију COL1A1 (collagen, type I, alpha 1) и остеокалцина код ПД-ММЋ 

(Kato et al., 2014). Слично томе, смањење остеогеног потенцијала ПД-ММЋ у 

присуству LPS утврђено је и у истраживању Li и сарадника (2014), при чему је 

показано да је овај ефекат посредован активацијом NF-kB транскрипционог 

фактора. Поред LPS, показано је да и други фактори присутни у инфламаторној 

средини попут IL-17 (Okić-Đorđević et al., 2016), IL-7 (Jian et al., 2016) и TNF-α 

(Tan et al., 2016) испољавају инхибиторно дејство на остеогену диференцијацију 

ПД-ММЋ. Ови налази наводе на закључак да инфламација, кроз смањење 

остеогеног потенцијала диференцијације ПД-ММЋ, може доприносити 
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нарушавању интегритета алвеоларне кости, односно знатној прогресији обољења 

потопрног ткива зуба. Међутим, насупрот свим овим налазима, запажено је да под 

утицајем LPS (E. coli) остеогена диференциајција CD105+ субпопулације ПД-ММЋ 

стимулисана, што је поред повећане минерализације матрикса било праћено и 

повећаном генском експресијом Runx2 и ALP молекула (Albiero et al., 2105). 

Стога, иако је модулација остеогенезе, као правца диференцијације ПД-ММЋ 

највише изучавана, може се закључити да утицај LPS на ПД-ММЋ није у 

потпуности разјашњен, а показани ефекти могу бити последица и различите 

активности LPS пореклом из разноврсних бактеријских извора. 

Изузев остеогене диференцијације, и подаци у вези са утицајем биолошки 

активних молекула на друге правце диференцијације ПД-ММЋ веома су оскудни. 

Из ових разлога, а имајући у виду значај укупног диференцијационог потенцијала 

ПД-ММЋ, у нашим истраживањима испитиван је утицај LPS на хондрогену и 

адипогену диференцијацију ПД-ММЋ. За разлику од инхибиције остеогене 

диференцијације, хондрогена и адипогена диференцијација ПД-ММЋ биле су 

стимулисане у присуству LPS. Повећан ниво хондоргене диференцијације код ПД-

ММЋ третираних са LPS, био је испољен и на генском нивоу, с обзиром да је 

детектована стимулација експресије Sox-9 гена. У одређеној мери, ови налази су у 

складу са показаном стимулацијом хондрогене диференцијације ММЋ костне 

сржи људи под утицајем LPS посредством NF-kB сигналним путем (Caron et al., 

2012). Слично томе, LPS је стимулисао стварање липидних капљица и експресију 

PPAR-γ гена, односно адипогену диференцијацију. На основу ових резултата може 

се претпоставити да LPS може бити значајан усмеравајући/регулаторни фактор у 

диференцијацији ПД-ММЋ, с обзиром да је инхибиција диференцијације ка једној 

ћелијској лози праћена стимулацијом другог диференцијационог правца. Иако су 

адипогена и хондрогена диференцијација ПД-ММЋ упитне у условима in vivo (Mao 

& Prockop 2012), ови резултати указују да се ипак не може искључити чињеница 

да LPS може учествовати у преусмеравању диференцијације ПД-ММЋ. Поред тога, 

индукујући фенотип ПД-ММЋ који није препознат као носилац регенеративних 

процеса у физиолошким условима, LPS може допринети развоју неких 

патолошких промена. Наиме, накупљање неутралних липидних капљица у 
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цитоплазми може бити у основи метаболичких промена у ћелијама (Thiam et al., 

2013), узрокујући старење ћелија и оксидативни стрес, као што је показано код 

ММЋ зубне пулпе третираних са LPS (Feng et al., 2014). С обзиром да у нашим 

експериментима није запажено сједињавање липидних капљица код ПД-ММЋ, 

може се претпоставити да адипогена диференцијација ПД-ММЋ може бити и 

последица in vitro услова култивације, али и промена у метаболизму ћелија.   

Досадашња истраживања молекулских механизама укључених у дејство 

LPS показују да LPS индукује фосфорилацију и активацију бројних сигналних 

путева у цитоплазми ћелија. Следственом активацијом транскрипционих фактора 

регулише се и усмерава одговор ћелије на стимулус (Botero et al., 2010). Један од 

добро познатих сигналних путева који LPS у различитим ћелијама активира је 

MAPK сигнални пут који укључује систем киназа серин/треонинске фамилије 

(Watters et al., 2002). Наиме, MAPK сигнални пут координише бројне ћелијске 

процесе укључујући раст ћелија, одговор на оштећење и стрес, активацију ћелија 

урођене имуности, апоптозу, диференцијацију и друге функције ћелија (Watters 

et al., 2002; Pålsson‐McDermott & O'Neill, 2004; Suganuma & Workman, 2012). 

Поред физиолошких одговора, ова сигнализација посредује и патолошким 

стањима попут различитих малигнитета, неуродегенеративних и 

кардиоваскуларних обољења (Raman et al., 2007; Dhillon et al., 2007; Munoz & 

Ammit 2010). Главни учесници сигналне каскаде MAPK сигнализације су ERK (од 

енгл. Extracellular signal‐Regulated Kinases), киназе c‐Jun N‐ терминалног краја 

(JNKs) и p38 MAPK (Keshet & Seger, 2010). Активацијом ових ензима, следствено 

се активира велики број цитоплазматских и једарних транскрипционих фактора и 

у ћелији индукује ткивно специфични одговор. Имајући у виду да је претходно 

показано да LPS активира MAPK сигнализацију и код ММЋ денталних ткива 

(Botero et al., 2010; Wang et al., 2013; He et al., 2015) у нашим испитивањима 

утврђивана је активност овог сигналног пута код ПД-ММЋ. Анализа ефекта LPS на 

активацију све три класе MAPK ERK1,2, p38 и JNK сигналног пута показала је да се 

у присуству овог фактора након 24h стимулације активира само ERK1,2 

сигнализација, с обзиром да је повећање фосфорилисаног облика утврђено само 

код овог протеина. Како је у нашим испитивањима уочено да LPS може 
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модулисати диференцијациони потенцијал ПД-ММЋ, анализирана је и 

укљученост ERK1,2 сигнализације у ове промене. Наши резултати показују да 

ERK1,2 сигнализација може у одређеној мери бити кључна у диференцијацији коју 

код ПД-ММЋ регулише LPS. Добијени налази у складу су са резултатима 

приказаним код Mao и сарадника, који су показали да активација ERK1,2 

сигнализације посредује у инхибицији остеогене диференцијације ПД-ММЋ 

(2016). Поред тога, наши резултати указују и да ERK1,2 вероватно није директно 

укључен у инхибицију остеогене диференцијације код ПД-ММЋ третираних са LPS 

путем модификације Runx2 транскрипционог фактора. Насупрот томе, на основу 

експресије Sox-9 и PPAR-γ гена наслућује се значајнија укљученост ERK1,2 у 

стимулацији хондрогене и адипогене диференциајције. Међутим, без обзира на 

укљученост транскрипционих фактора, повећана адипогена и/или хондрогена 

диференцијација показана у нашој студији упућује на могуће негативне ефекте 

LPS на регенерацију периодонцијума, што ће будућим истраживањима бити 

неопходно потврдити. Слично нашим резултатима и улози ERK1,2 у 

диференцијацији ПД-ММЋ, показано је да је овај сигнални пут кључан у 

хондрогеној (Arita et al., 2011), али и адипогеној диференцијацији ММЋ костне 

сржи (Li et al., 2016). Интересантно је запазити да код ММЋ различитог ткивног 

порекла исти сигнални путеви могу бити посредници диференцијационих 

процеса ових ћелија. Ипак, јединствена својства различитих популација ММЋ 

засигурно условљавају и активацију ткивно специфичних одговора на 

молекулском нивоу, што потврђује значај познавања молекулских механизама у 

регулацији биолошких функција својствених ММЋ сваког ткивног извора.  

При сагледавању регенеративног капацитета ММЋ, важну одлику ових 

ћелија представља њихова миграторна способност. Наиме, највећи број 

потенцијалних стратегија у ћелијској терапији заснива се на системској 

апликацији ових ћелија, што захтева ефикасну миграцију и привлачење 

примењених ћелија на циљно место. Међутим, механизми којима ММЋ остварују 

ове функције нису до краја испитани (Nagyova et al., 2014; De Becker & Van Riet 

2016). Један од претпостављених механизма подразумева да фактори раста, као и 

инфламаторна микросредина и фактори секретовани од стране оштећеног ткива 
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утичу на миграторна својства ММЋ и усмеравају њихову активност. Из ових 

разлога данас се интензивно испитују ефекти различитих фактора који би могли 

бити искоришћени у циљу побољшавања миграторних способности ММЋ за 

потенцијалну терапијску примену (Sohni & Verfaillie 2013; Eggenhofer et al., 

2014; Zachar et al., 2016). Насупрот томе, у физиолошким условима резидентне 

ММЋ највероватније бивају подстакнуте на миграцију факторима присутним у 

локално оштећеном ткиву како би регионално испољиле своје регенеративне 

функције. Ипак, резултати миграторног потенцијала ММЋ нису конзистентни, а 

уочава се разлика између ефеката истих фактора на ММЋ различитих ткивних 

извора. Код ПД-ММЋ изолованих из ткива захваћеног инфламацијом показан је 

виши миграторни потенцијал (Park et al., 2011), што би потенцијално могао бити 

повољан механизам током регенеративног процеса, захваљујући накупљању ових 

ћелија на месту оштећења потпорног ткива зуба. За разлику од ових података, 

резултати in vitro истраживања спроведених у оквиру ове тезе показују да LPS не 

утиче на покретљивост ПД-ММЋ. Са друге стране, у присуству LPS показана је 

повећана миграторна способност ММЋ паратироидне жлезде (Brandau et al., 

2010). Слично двојаким ефектима LPS, зависних од ткивног извора ММЋ, наша 

претходна истраживања показала су да IL-17, као проинфламаторни фактор, може 

испољавати различите ефекте на миграцију ММЋ у зависности од њиховог 

ткивног порекла. Са једне стране, у условима in vitro, IL-17 инхибира миграторну 

способност ПД-ММЋ (Okić-Đorđević et al., 2016), док стимулише миграцију ММЋ 

периферне крви (Krstić et al., 2015). Стога се и на примеру миграторне 

способности ММЋ јасно уочавају разлике у функцијском одговору које се 

највероватније могу могу објаснити као последица ткивног порекла ММЋ, 

односно њиховим различитим функцијама које врше у ткиву у коме се 

физиолошки налазе. Осим тога, не треба занемарити ни чињеницу да и 

специфично микроокружење у којима се резидентне ММЋ налазе значајно 

обликује функцијски одговор ММЋ сходно потребама организма у датом 

тренутку. 

Иако наша истраживања показују да LPS не утиче на миграцију ПД-ММЋ, у 

овој студији је показано да LPS стимулише контрактилност ових ћелија. Наиме, 
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најновија истраживања указују да миграторна способност ћелија може бити у 

корелацији са другим ћелијским функцијама, укључујући имуносупресивни 

(Bertolo et al., 2017) и диференцијациони потенцијал (Andersen et al., 2015; 

Desai et al., 2014).  

Имајући у виду да је утврђено постојање обрнуте корелације између 

способности миграције, као својства ћелија сличним фибробластима, и 

контрактилности, као својства миофибробласта (Desai et al., 2014), следећи циљ 

наших истраживања био је испитивање контрактилнсти и експресије маркера 

миофибробласта код ПД-ММЋ у присуству LPS.  

Наиме, диференцијација миофибробласта представља кључан догађај 

током регенеративног процеса и обнове ткива. Управо контрактилна својства 

ових ћелија омогућавају физиолошко ремоделовање ткива. Међутим, прекомерна 

активација миофибробласта може имати штетне ефекте, узрокујући стварање 

хипертрофичних ожиљака, као и фиброзно ткиво у различитим обољењима и 

туморима (Hinz 2007; Darby et al., 2014). У оралном ткиву може се 

претпоставити да током хроничних инфламација, као што су пародонтопатија 

или хиперпластични гингивитис, миофиброблсти испољавају измењене, 

патолошке функције (Smith 2018). Нашим експериментима показано је да LPS 

стимулише контрактилност и експресију маркера миофибробласта укључујући 

експресију α-SMA, TGF-β, фибронектина, и NG-2, добро познатих маркера 

миофибробласта, перицита и прогенитора нервних ћелија. Експресија NG-2 

претходно је показана у ћелијама ткива периодонцијума (Bueno et al., 2013) и 

ПД-ММЋ (Iwasaki et al., 2013). Сличан правац диференцијације показан је у 

одговору фибробласта периодонцијума на оптерећење узроковано ортодонским 

силама (Xu et al., 2015) или у одговору ендотелских ћелија услед хемијског стреса 

(Kimura et al., 2013). С обзиром да LPS не модификује миграторни потенцијал ПД-

ММЋ, али стимулише експресију маркера миофибробластног фенотипа, наши 

резултати указују да LPS може подстицати миофибробластну диференцијацију 

ПД-ММЋ, при чему су индуковане промене посредоване активацијом ERK1,2 

сигналног пута. Ови налази у сагласности су са претходно показаним подацима 

који се односе на улогу ERK1,2 сигнализације у миофибробластној 



Т. Кукољ ДИСКУСИЈА 

 

159 

 

диференцијацији ендотелских прогениторских ћелија периодонцијума (Kimura et 

al., 2013). Имајући у виду потенцијално позитивне, али и негативне ефекте 

активности миофибробласта, наши резултати индуковане миофибробластне 

диференцијације ПД-ММЋ под утицајем LPS, указују на неопходност додатних 

истраживања како би се расветлила улога миофибробластног фенотипа, 

индукованог инфламаторним условима, у регенерацији ткива периодонцијума.  

Узевши у обзир наведене податке, резултати у оквиру ове тезе указују да 

LPS, иако не модификује вијабилност, фенотип и миграторну способност ПД-

ММЋ, модификујући диференцијациони потенцијал LPS може бити значајан 

фактор у обликовању укупног регенеративног потенцијала ових ћелија. Уједно, 

ови налази наводе на закључак да усмеравање диференцијационог процеса може 

бити механизам којим LPS доприноси измењеној функционости ПД-ММЋ. 

Следствено томе, индукујући ове функцијске промене код ПД-ММЋ, LPS значајно 

може условљавати прогресију патолошког стања ткива током инфламаторног 

обољења пародонцијума. 

Поред испитивања ових особина ПД-ММЋ, наша истраживања обухватила 

су и анализу утицаја LPS на својства и функције ПД-ММЋ повезаних са 

имуномодулаторним потенцијалом. Наиме, истраживања показују да ММЋ свих 

ткивних извора поседују имуномодулаторни капацитет (Mattar & Bieback 2015), 

те је ово својство ММЋ данас предмет опсежних истраживања. С обзиром да су 

ММЋ костне сржи првооткривени извор ММЋ, као и да физиолошки имају улогу у 

модулацији сазревања имунских ћелија, имуномодулаторни потенцијал највише 

је изучаван на овом типу ММЋ, те овај ткивни извор представља „златни 

стандард“ изолације „класичних“ ММЋ (Donders et al., 2018). Међутим, 

инвазивни методи прикупљања ММЋ костне сржи, као и мали принос изолације, 

усмерили су истраживања имуномодулаторних својстава ММЋ ка ММЋ других 

ткива. Међутим, до сада је ограничен број студија у којима се истовремено пореде 

имуномодулаторни ефекти ових ћелијских популација, што би било значајно за 

репродуцибилност добијених резултата (Mattar & Bieback 2015). 

Као резидентне матичне ћелије ткива периодонцијума, ПД-ММЋ учествују 

у регенеративној микросредини као сензори и/или активни учесници у 
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комуникацији са факторима и ћелијама имунског система (Bassir et al., 2016; 

Andrukhov et al., 2017). На тај начин ПД-ММЋ могу бити укључене у 

имуномодулаторне процесе, али и регулацију обољења потпорног ткива зуба 

(Racz et al., 2014; Zhu & Liang., 2015). Иако недавне студије указују на смањене 

имуносупресивне способности ПД-ММЋ изолованих из ткива захваћеног 

инфламацијом (Liu et al., 2012; Tang et al., 2016), испољавање ових особина ПД-

ММЋ није у потпуности разјашњено. Истраживања указују да фактори присутни у 

гингивалној течности пацијената са пародонтопатијом (Issaranggun Na Ayuthaya 

et al., 2017), као и солубилни фактори секретовани од стране активираних МНЋ 

периферне крви (Wada et al., 2009) могу утицати на имуносупресивни 

потенцијал ПД-ММЋ. Такође, истраживања показују да LPS, као један од 

најзначајнијих фактора развоја инфламације, може подстицати продукцију 

антиинфламаторних (Moon et al., 2013), али и проинфламаторних цитокина код 

хуманих ПД-ММЋ (Kato et al., 2014). Ови наизглед контрадикторни резултати 

указују на сложене механизме регулације имуномодулаторних својстава ПД-ММЋ, 

као и на још увек неутврђену улогу LPS у обликовању имуномодулаторног 

потенцијала ПД-ММЋ. Имајући у виду ове непознанице, у оквиру ове тезе 

анализиран је утицај LPS на интеракцију ПД-ММЋ са лимфоидним и мијелоидним 

ћелијама периферне крви у условима in vitro, као и потенцијални молекулски 

механизми који се налазе у основи деловања LPS.  

Привлачење имунских ћелија на место инфламације представља важан део 

процеса имунског одговора (Muller 2011). Пролазећи кроз ендотелску баријеру 

имунске ћелије ступају у интеракцију са резидентним ћелијама како би 

учествовале у ткивној хомеостази, али и обнови ткива. Значај проласка имунских 

ћелија кроз ендотел утврђен је и у регулацији хомеостазе и обнове ткива 

периодонцијума (Bryant et al., 2012). Међутим, услед неодговарајуће активности 

имунске ћелије могу узроковати оштећење потпорног апарата зуба (Jin & Cao, 

2015), због чега је важно познавање механизама регулације овог процеса. У 

досадашњим истраживањима утицај ПД-ММЋ на трансендотелску миграцију 

мононуклеарних и полиморфонуклеарних ћелија периферне крви није 

испитиван. Испитивањима обухваћеним овом тезом по први пут је утврђено да 
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ПД-ММЋ благо смањују трансендотелску миграцију мононуклеарних ћелија. Осим 

тога, наша истраживања показују да LPS значајно подстиче инхибиторно дејство 

ПД-ММЋ на трансендотелску миграцију мононуклеарних ћелија, што може 

представљати важан механизам регулације инфламаторног одговора током 

инфламације потпорног ткива. Овај ефекат LPS био je праћен благим смањењем 

експресије CD29 антигена у популацији мононуклеарних ћелија ко-култивисаним 

са ПД-ММЋ третираним са LPS. Потенцијално, регулација експресије CD29 

антигена могао би бити механизам који се налази у основи блокирања проласка 

мононуклеарних ћелија кроз ендотелску баријеру. Међутим, како би се ове 

претпоставке потврдиле потребно је спровести додатна истраживања. Поред 

тога, на молекулском нивоу, наши резултати показују да посредством активације 

ERK1,2 сигналног пута LPS може остваривати инхибиторан ефекат на 

трансендотелску миграцију, док активација ERK1,2 сигналног пута није укључена 

у инхибицију експресије CD29 код мононуклеарних ћелија. Стога, ови налази 

указују и на постојање додатних механизмама који учествују у регулацији 

експресије овог протеина, али и у трансендотелској миграцији мононуклеарних 

ћелија. Уједно, добијени резултати упућују на сложеност механизама регулације 

процеса проласка мононуклеарних ћелија кроз ендотелску баријеру. Слично 

ефектима ПД-ММЋ, показано је да ММЋ костне сржи инхибирају експресију 

адхезивних молекула и рецептора који учествују у трансендотелској миграцији, 

како на лимфоцитима, тако и на ендотелским ћелијама (Benvenuto et al., 2015). 

Имајући у виду наведене податке, може се претпоставити да би модулација 

експресијe адхезивних молекула и рецептора који учествују у трансендотелској 

миграцији могао бити механизам инхибиције трансендотелске миграције 

мононуклеарних ћелија које индукују ПД-ММЋ третиране са LPS. Поред тога, 

нашим истраживањима утврђено је да ПД-ММЋ значајно смањују 

трансендотелску миграцију полиморфонуклеарних ћелија. Међутим, за разлику 

од утицаја третмана ПД-ММЋ са LPS на трансендотелску миграцију 

мононуклеарних ћелија, наши резултати показују да третман ПД-ММЋ са LPS не 

утиче додатно на трансендотелску миграцију полиморфонуклеарних ћелија. 

Показан инхибиторан ефекат ПД-ММЋ на трансендотелску миграцију 
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полиморфонуклеара у одређеној мери у складу је са резултатима недавних судија 

које указују да ММЋ костне сржи инхибирају адхезију неутрофила за ендотелске 

ћелије активиране са TNF-α (Munir et al., 2015), као и да ММЋ костне сржи, 

Вартонове слузи и трабекуларне кости поседују сличну способност супресије 

привлачења неутрофила (Munir et al., 2016). Међутим, за разлику од ових налаза, 

бројне студије указују и да ММЋ из различитих ткивних извора могу имати 

стимулаторну улогу у привлачењу и активацији неутрофила посредством IL-8 и 

MIF (Brandau et al., 2010; Cassatella et al., 2011; Hsu et al., 2013; Brandau et al., 

2014). Стога сви ови подаци наводе на заључак да ММЋ, иако пореклом из 

различитих ткива, значајно могу регулисати миграцију, односно покретљивост 

како мононуклеарних тако и полиморфонуклеарних ћелија, при чему треба имати 

у виду да специфични услови микросредине представљају важне факторе који 

усмеравају функцијски одговор ткивно специфичних ММЋ.  

Претходна истраживања показују да хумане ММЋ костне сржи могу 

ограничавати трансендотелску миграцију леукоцита продукујући IL-6 када се 

кокултивишу са ендотелским ћелијама (Luu et al., 2013). Наши резултати такође 

показују да LPS индукује експресију IL-6 код ПД-ММЋ, али да ли је овај молекул у 

основи инхибиције транседнотелске миграције мононуклеарних ћелија остаје да 

се додатно испита. Претходним истраживањима показано је и да IL-6, присутан у 

кондиционираним медијумима ММЋ пореклом из костне сржи и Вартонове слузи, 

посредује у инхбицији трансендотелске миграције полиморфонуклеарних ћелија 

(Munir et al., 2016). Насупрот овим подацима, наши резултати показују да 

повећана експресија IL-6 код ПД-ММЋ третираних са LPS није праћена додатним 

променама трансендотелске миграције полиморфонуклеарних ћелија, те да су у 

овај процес укључени други регулаторни механизми. Стога сви ови подаци 

указују на неопходност додатних истраживања како би се расветлили механизми 

укључени у модулацију трансендотелске миграције имунских ћелија од стране 

ПД-ММЋ. Посматрајући физиолошки контекст ткива периодонцијума, наши 

резултати указују на испољавање различитих ефеката ПД-ММЋ, као и ПД-ММЋ 

третираних са LPS, на привлачење различитих субпопулација имунских ћелија, 

што упућује да координисано и избалансирано привлачење имунских ћелија, 
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може бити значајан регулаторни задатак ПД-ММЋ током развоја инфламаторног 

процеса.   

Као део испитивања утицаја ПД-ММЋ на ћелије лимфоидног порекла, у 

нашим истраживањима анализиран је утицај ПД-ММЋ на пролиферативни 

капацитет CD4+ мононуклеарних ћелија, као и релативна заступљеност 

CD4+CD25високо/CD4+CD25ниско популације у мононуклеарним ћелијама. Добијени 

резултати показују да LPS не модификује супресивни ефекат ПД-ММЋ на 

пролиферативни индекс CD4+ лимфоцита, као ни однос експресије 

CD4+CD25високо/CD4+CD25ниско популације мононуклеарних ћелија стимулисаних 

митогеном. Ови резултати наводе на наизглед контрадикторан закључак о 

имуномодулаторном деловању ПД-ММЋ. Са једне стране, може се протумачити да 

ПД-ММЋ испољавају имуносупресивно дејство инхибирајући активацију 

лимфоцита, док истовремено могу деловати имуностимулаторно смањујући број 

регулаторних Т лимфоцита. Међутим, иако се CD4+CD25високо могу посматрати као 

субпопулација регулаторних Т лимфоцита (Mayer et al., 2012), како би се 

разјаснио значај овог ефекта, додатне фенотипске и функцијске анализе МНЋ су 

неопходне. Осим тога, с обзиром да IL-2 рецептор α (CD25) представља рани 

маркер активираних Т лимфоцита, може се претопставити да ПД-ММЋ заправо 

смањују фреквенцију активираних CD4+ лимфоцита, и на тај начин додатно 

доприносе имуносупресији. На молекулском нивоу, наши резултати показују да 

промене ових функција нису посредоване активацијом ERK1,2 сигнализације, што 

упућује на активност других сигналних путева који учествују у регулацији 

функција и фенотипа CD4+ лимфоцита. Истраживања показују да COX-2 и његов 

продукт PGE2 имају важну улогу у имуносупресивним функцијама ПД-ММЋ, 

инхибирајући пролиферацију Т лимфоцита како in vitro тако и in vivo (Ding et al., 

2010). Наши резултати показују да ПД-ММЋ конститутивно експримирају COX-2 и 

IL-6, али да повећање њихове експресије индуковано присуством LPS ипак није 

праћено променама ефеката ПД-ММЋ на пролиферативни капацитет CD4+ 

мононуклеарних ћелија, као ни на заступљеност CD4+CD25високо/CD4+CD25ниско 

популације мононуклеарних ћелија. За разлику од ефеката ПД-ММЋ значај ових 

молекула у имуномодулацији показан је код ММЋ пореклом из костне сржи. 
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Наиме, COX-2 продукован од стране ММЋ костне сржи може учествовати у 

преусмеравању Т лимфоцита ка фенотипу регулаторних Т лимфоцита (Hsu et al., 

2013). Са друге стране, и на моделу миша, IL-6 кога продукују ММЋ костне сржи 

може испољити инхибиторан (Bouffi et al., 2010), али и стимулаторан ефекат на 

пролиферацију лимфоцита (Vega-Letter et al., 2016). Ови налази недвосмислено 

потврђују да су имуномодулаторна својства ММЋ условљена њиховим ткивним 

пореклом, те је од изузетне важности независно сагледавати имуномодулаторни 

потенцијал ММЋ специфичних за сваки ткивни извор. Стога , повећана експресија 

COX-2 и IL-6 свакако указује да ови фактори могу имати значајну улогу у 

модулацији функцијског одговора ПД-ММЋ, али и да су додатна испитивања 

неопходна како би се разјаснила њихова улога у својствима ПД-ММЋ повезаним 

са имуномодулаторним потенцијалом.  

С обзиром да је париодонцијум изложено антигенима бактерија, 

одговарајући функцијски одговор ћелија урођене имуности од великог значаја је 

за хомеостазу овог ткива, а уједно и ткиво периодонцијума. Ипак, испитивањења 

имуномодулаторних функција ПД-ММЋ у контексту расветљавања њихове улоге 

у регулацији активности полиморфонуклеарних ћелија према доступној 

литератури нису вршена. Насупрот томе, резултати досадашњих истраживања 

утицаја ММЋ других ткивних извора на активност полиморфонуклеарних ћелија 

веома су неконзистентни. Са једне стране, аутори истичу протективну улогу ММЋ 

костне сржи и масног ткива у регулацији активности неутрофила, као механизма 

спречавања оштећења ткива услед њихове појачане активности (Raffaghello et 

al., 2008; Ramasamy et al., 2010; Jiang et al., 2016), док други наглашавају 

способност ММЋ различитих ткива, укључујући и ММЋ костне сржи, ка 

подстицању антимикробне активности полиморфонуклеарних ћелија (Brandau 

et al., 2010; Cassatella et al., 2011; Hsu et al., 2013; Brandau et al., 2014). У 

студијама Brandau и сарадника показано је да LPS подстиче ефекторске функције 

ММЋ изолованих из паратиреоидне жлезде, костне сржи и пљувачне жлезде 

(2010; 2014), при чему је запажено да под утицајем LPS ММЋ регулација 

активности полиморфонуклеарних ћелија зависна од ткивног порекла ММЋ 

(Brandau et al., 2014). Поред тога, у истој студији показано је да ММЋ поседују 
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способност да стимулишу процес фагоцитозе коју врше полиморфонуклеарне 

ћелије што указује да ММЋ могу да доприносе уклањању бактерија, те да 

резидентне ММЋ могу функционисати као локални регулатори имуности у 

инфицираном ткиву (Brandau et al., 2014). Са аспекта инфламације потпорног 

ткива зуба, овакве функција код ПД-ММЋ би могле бити од великог значаја за 

регулацију инфламаторног процеса у овом региону, што би потенцијално могао 

бити и протективни механизам. Међутим, иако би се очекивало да ПД-ММЋ, као 

ММЋ периферних ткива, у већој мери изложене антигенима спољашње средине, 

испољавају јачи одговор на структуре патогена (Brandau et al., 2014), наша 

испитивања модулације респираторног праска показују да ПД-ММЋ не утичу на 

ово својство полиморфонуклеарних ћелија, као и да LPS не модификује активност 

ПД-ММЋ. Без обзира на то, како би се у потпуности сагледао допринос ПД-ММЋ у 

регулацији активности ћелија урођене имуности, поред респираторног праска 

полиморфонуклеарних ћелија, у будућим истраживањима биће потребно 

спровести додатне анализе функција полиморфонуклеарних ћелија, како in vitro, 

тако и in vivо. 

Уз непосредну активност имунских ћелија, усмеравање и ефикасност 

имунског одговора зависно је од бројности различитих популација и 

субпопулација имунских ћелија (Calder 2007; Rothenberg 2010; Proserpio & 

Mahata 2016). Претходне студије јасно показују да стромалне ћелије, укључујући 

ММЋ, пре свега пореклом из костне сржи, регулишу стварање и сазревање 

имунских ћелија током хематопоезе (Cheung et al., 2014; Aqmasheh et al., 2017; 

Nombella-Arrieta & Isringhausen 2017). С обзиром на одређене функцијске 

сличности између ПД-ММЋ и ММЋ костне сржи, у оквиру ове тезе испитиван је 

утицај ПД-ММЋ на пролиферацију и диференцијацију ћелија мијелоидног 

порекла, односно способност формирања колонија опредељених хематопоетских 

прогенитора присутних у популацији мононуклеарних ћелија периферне крви у 

условима in vitro. Резултати наших истраживања показали су да након ко-

култивације МНЋ са ПД-ММЋ долази до повећаног стварања укупног броја CFC 

колонија.  
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Показани резултат у сагласности је са стимулаторним ефектом који 

испољавају ММЋ изоловане из различитих региона ткива пупчаника (Xu et al., 

2014), али и са налазима да ММЋ костне сржи и других феталних ткива 

подржавају експанзију хематопоетских матичних ћелија (Huang et al., 2007; 

Walenda et al., 2010; Wang et al., 2010; Briquet et al., 2010; Köse et al., 2018). 

Стога наши резултати потврђују да, слично ММЋ костне сржи, и ПД-ММЋ иако 

потичу из ткива које није у директној вези са процесом хематопоезе, могу in vitro 

подржававати стварање колонија опредељених хематопоетских прогенитора у 

популацији мононуклеарних ћелија периферне крви. На молекулском нивоу, 

конститутивна експресија IL-6, као цитокина који стимулише мијелопоезу, код 

ПД-ММЋ, може представљати значајан фактор овог ефекта ПД-ММЋ, слично ММЋ 

костне сржи. Са друге стране, претретман ПД-ММЋ са LPS поништава 

стимулаторни ефекат ПД-ММЋ на способност формирања CFC колонија, што 

указује да LPS модификује статус ПД-ММЋ, и последично ово функцијско својство 

ПД-ММЋ. Поред тога, недавна in vitro студија такође је показала да након 

третмана хуманих ММЋ костне сржи са LPS долази до стимулације продукције 

различитих фактора, укључујући G-CSF, GM-CSF, IL-6, IL-11, M-CSF и CSF, који 

учествују у стимулацији формирања мијелоидних колонија од стране хуманих 

CD34+ ћелија из крви пупчаника (Ziegler et al., 2016). Ипак, за разлику од ових 

налаза, показана стимулација експресије IL-6 код ПД-ММЋ третираних са LPS у 

нашим резултатима и инхбиторан ефекат ПД-ММЋ третираних са LPS на CFC 

указује на постојање других регулаторних механизама који су највероватније 

последица јединствених функцијских својстава ПД-ММЋ. Осим тога, ове разлике 

између ефеката ПД-ММЋ и ММЋ костне сржи могу уједно бити последица и 

различитог ткивног порекла како ММЋ, тако и извора крви, с обзиром да је у 

нашим истраживањима коришћена популација мононуклеарних ћелија 

периферне крви адултних особа. 

При разматрању развоја лозно специфичних колонија, у нашим 

експериментима запажено је да мононуклеарне ћелије периферне крви у највећој 

мери формирају CFU-GM колоније, док присуство ПД-ММЋ има стимулаторан 

ефекат на број ових колонија. Наши резултати показују да, иако ПД-ММЋ 
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претретиране са LPS такође стимулишу формирање CFU-GM код МНЋ, ова 

стимулација је значајно мања у односу на нетретиране ПД-ММЋ. Ипак, 

подстицање стварања CFU-GM колонија од стране ПД-ММЋ у присуству или 

одсуству LPS није праћено повећањем експресије маркера мијелоиднх ћелија 

CD33 и CD14 у популацији мононуклеарних ћелија. Шта више, уочена је смањена 

заступљеност CD14+ ћелија у популацији МНЋ ко-култивисаним са ПД-ММЋ 

третираним са LPS. Анализирајући молекулске механизме испољених промена, 

запажено је да примена инхибитора ERK1,2 сигнализације поништава 

инхибиторан ефекат који LPS испољава на укупан број CFC и CD14 експресију код 

МНЋ. 

Будући да LPS регулише имуномодулаторна својства ПД-ММЋ, додатне 

студије су неопходне како би се утврдило да ли механизам деловања LPS укључује 

супресију пролиферације Т лимфоцита у зависности од мијелоидних ћелија у 

оквиру МНЋ, као што је недавно показано на примеру ММЋ костне сржи 

(Rozenberg et al., 2016).  

На основу наших резултата може се закључити да ПД-ММЋ поседују 

специфични унутрашњи потенцијал за подржавање хематопоетског потенцијала 

популације мононуклеарних ћелија периферне крви in vitro, што је у одређеној 

мери слично утицају ММЋ костне сржи. Овај резултат се уједно може објаснити 

функцијским сличностима ПД-ММЋ и ММЋ костне сржи, али свакако треба имати 

у виду да ПД-ММЋ поседују и јединствена својства у основи наведених функција 

која је потребно расветлити. Поред тога, наши резултати показују да LPS in vitro 

може представљати значајан модулаторни фактор ових функција ПД-ММЋ. 

Иако су у оквиру имуномодулаторних активности ММЋ директни 

међућелијски контакти значајан механизам регулације одговора имунских ћелија, 

продукција активних биомолекула до сада представља најбоље описан механизам 

деловања ММЋ, а уједно и ПД-ММЋ. Показано је да у периодонцијуму LPS 

стимулише генску и протеинску експресију антиинфламаторних молекула као 

што је IDO (Moon et al., 2013), али такође индукује и проинфламаторне молекуле 

код ПД-ММЋ попут IL-1β, IL-6 и IL-8 (Kato et al., 2014). Наши резултати такође 

показују да LPS индукује експресију IL-6 као проинфламаторног молекула, али и 
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COX-2 као антиинфламаторног молекула, истовремено не мењајући експресију 

HLA молекула. Поред тога, наши резултати указују да ERK1,2 активиран под 

утицајем LPS може бити укључен у регулацију експресије COX-2 и IL-6 код ПД-

ММЋ, што је у сагласности са показаном улогом ERK1,2 сигнализације у повећању 

експресије PGE2 (Tian et al., 2016) и IL-6 (Zhang et al., 2014) код ММЋ костне 

сржи. На основу наших резултата, може се закључити да LPS, на месту 

инфламације, кроз стимулацију продукције различитих имуномодулаторних 

фактора, може доприносити стварању специфичног инфламаторног 

микроокружења. Следствено, ови услови могу утицати на околне ћелије и 

доприносити регулацији тока инфламације. Као што је показано LPS индукује 

екпресију проинфламаторних, али и антинфламаторних молекула, због чега се 

истовремено намеће закључак да и равнотежа продукованих активних 

биолошких молекула од стране ПД-ММЋ може бити један од кључних фактора у 

регулацији исхода инфламаторног процеса у потпорном ткиву зуба. 

Поред стимулације ових имуномодулаторних молекула наша истраживања 

по први пут показују да LPS, може индуковати експресију ST2 гена, али и 

инхибирати базални ниво експресије IL-33 гена код ПД-ММЋ. Ови резултати 

истовремено указују да секреција IL-33 може бити модулисана спољашњим 

сигналима. Наиме, након стимулације са лигандима PAMP рецептора попут LPS и 

дволанчане РНК, као и ATP и PMA, IL-33 је детектован у супернатантима 

епителних ћелија рожњаче (Zhang et al., 2011), астроцита и ћелија глије (Hudson 

et al., 2008), као и фибробласта срца (Sanada et al., 2007). У оралном ткиву, 

недавно је показано да се под утицајем P. gingivalis значајно подстиче експресија 

IL-33 на генском и протеинском нивоу у епителним ћелијама гингиве (Tada et al., 

2015; Tada et al., 2017). Поред тога, истраживања других аутора указују на 

повећану експресију овог цитокина у оралном ткиву услед инфламаторних услова 

(Malcom et al., 2015; Lapérine et al., 2016; Sağlam et al., 2017), као и да IL-33 

може доприносити ресорпцији алвеоларне кости (Malcom et al., 2015; Lapérine et 

al., 2016). Стога, IL-33, као инфламаторни медијатор са једне и ендогeни алармин 

са друге стране, може бити важан регулатор функција резидентних матичних 

ћелија, а тиме и потенцијално контролисати регенеративне процесе оралног 
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ткива. Поред тога, детектовано повећање експресије ST2 гена код ПД-ММЋ под 

утицајем LPS може указивати на механизам којим LPS може регулисати активност 

IL-33 код ПД-ММЋ.  

Полазећи од ових чињеница, а с обзиром да се у доступној литератури не 

могу пронаћи подаци у вези са утицајем IL-33 на биолошка својства матичних 

ћелија оралног ткива, циљ наших истраживања био је и испитивање ефеката IL-33 

на својстава и функције ПД-ММЋ повезане са регенеративним потенцијалом. 

Добијени резултати показују да IL-33 не утиче на метаболичку активност, 

морфолошка својства, као и имунофенотип ПД-ММЋ, што је био изузетно значајан 

полазни резултат како би се спровела даља испитивања функцијских својстава 

ПД-ММЋ. Резултати такође показују да IL-33 стимулише експресију маркера 

плурипотентности укључујући OCT-4, SOX-2 и NANOG, указујући на потенцијалну 

способност подстицања матичности ових ћелија и очувања прогениторских 

субпопулација. Како би смо потврдили ову хипотезу, у наставку истраживања 

анализиран је утицај IL-33 на диференцијациони потенцијал ПД-ММЋ, и то како 

током третмана IL-33 за време индуковане диференцијације, тако и након 

седмодневног претретмана ПД-ММЋ са IL-33. Наши резултати показују да 

присуство IL-33 у диференцијационом медијуму индукује инхибицију 

минерализације ПД-ММЋ, иако су недавне студије показале да IL-33 може и 

стимулисати остеогену диференцијацију стромалних ћелија костне сржи (Kenswil 

et al., 2018). Осим тога, наши резултати показују да IL-33 не утиче на формирање 

гликозаминогилкана и липидних капљица, односно на хондрогену и адипогену 

диференцијацију, иако други аутори показују да ST2/IL-33 сигнализација може 

бити значајна у овим процесима (Miller et al., 2010; Bonyadi Rad et al., 2017). 

Стога се и на примеру утицаја IL-33 на ММЋ, јасно запажа зависност испољавања 

функцијског одговора ММЋ од ткивног извора, што је највероватније последица 

њиховог различитог порекла и микросредине у којој се у физиолошким условима 

ове ћелије налазе. Наши резултати показују и да је диференцијациони потенцијал 

ПД-ММЋ претретираних са IL-33 неизмењен, што указује да сам IL-33 заправо не 

модификује диференцијациони потенијал ПД-ММЋ. Посебно се запажа да је 

способност минерализације претретираних ПД-ММЋ у потпуности обновљена. 
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Заиста, када је анализирана остeогенеза на нивоу активности ALP ензима уочава 

се да присуство IL-33 током диференцијације инхибира индуковану, али не и 

спонтану остеогену диференцијацију, док претретман ПД-ММЋ са овим 

цитокином индукује стимуацију како спонтане, тако и индуковане активности 

ALP ензима. На основу наших резултата може закључити да IL-33 у условима in 

vitro у највећој мери учествује у регулацији остеогеног потенцијала. Потпуна 

обнова остеогеног потенцијала ПД-ММЋ након седмодневног претретмана 

повезана је и са непромењеном експресијом гена маркера остеогене 

диференцијације попут Runx2 и ALP након третмана ПД-ММЋ са IL-33, чија 

експресија код ММЋ је временски регулисана (Xu et al., 2015). Као 

транскрипциони фактор Runx2 кооперативно интерагује са многим другим 

факторима, те његова експресија може бити повезана и са другим функцијама, 

попут ћелијског циклуса и регулације раста, као што је показано код остеобласта 

(Galindo et al., 2005). Такође, истраживања указују да остеогена диферанцијација 

може бити посредована повећаном активношћу Runx2, али не и његовом 

повећаном генском експресијом (Shui et al., 2003), као и да његова експресија не 

мора бити индукована остеогеним сигналима попут BMPs (од енгл. Bone 

morphogenetic proteins) (Osyczka et al., 2004). Осим тога, може се претпоставити 

да други механизми попут нивоа фосфорилације Runx2, индукованог МАРК 

сигнализацијом, могу бити укључени у активност Runx2 уместо директне 

стимулације експресије његовог гена (Shui et al., 2003; Li et al., 2017). Стога се 

може претпоставити да у присуству IL-33, Runx2 учествује у другим функцијама 

ПД-ММЋ, пре него у остеогенези. Ипак, додатне анализе ефеката IL-33 на 

остеогене маркере у ширем временском опсегу су неопходне, како би се утврдила 

кинетика протеинске и генске експресије ових маркера. 

С обзиром на уочене наизглед супротне ефекте IL-33 на остеогени 

потенцијал, посебан осврт представљало је детаљно испитивање модулације 

остеогене диференцијације ПД-ММЋ. Пролиферација представља прву фазу током 

остеогене диференцијације преостеобласта (Stein & Lian 1993; Rutkovskiy et al., 

2016), те је у оквиру наших истраживања испитивана пролиферативна активност 

ПД-ММЋ за време остеогене диференцијације кроз анализу бројности, клоногеног 
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потенцијала и ћелијског старења. Наши резултати показују да IL-33 индукује 

повећање пролиферације и подржава високу експресију Ki67 (≥90%) код ПД-ММЋ. 

Такође, значајно је и то да сам остеогени медијум стимулише пролиферацију ПД-

ММЋ. Интересантно је запазити сличан, висок проценат Ki67 позитивних ћелија 

код ММЋ костне сржи пацова (>80 %) (Yang et al., 2015), или више од 70% Ki67 

позитивних ћелија у популацији ММЋ масног ткива (Nawrocka et al., 2017). Иако 

ови налази указују на високу пролиферацију ММЋ, уједно се могу запазити и 

разлике у пролиферативној способности ММЋ различитог ткивног порекла. Како 

се Ki67 експримира у свим фазама ћелијског циклуса осим у G0 фази може се 

закључити да се већина ПД-ММЋ налази у активној деоби, а да мањи део ове 

популације припада мирујућој популацији ћелија која се споро дели у условима in 

vitro, док IL-33 и остеогени медијум не мењају заступљеност ових популација. 

Показана висока заступљеност ћелија које експримирају Ki67 уједно може и да 

указује да биологија ПД-ММЋ може бити повезана са незрелим 

остеопрогениторима, чији пролиферативни капацитет може бити механизам који 

значајно доприноси ремоделовању коштаног ткива (Kristensen et al., 2014). 

Показана висока позитивност Ki67 експресије код ПД-ММЋ, али и заступљеност 

популација ПД-ММЋ различитих фаза ћелијског циклуса одређених пропидијум 

јодидом указује на потребу за додатним анализама ћелијског циклуса ПД-ММЋ 

комбинованим методама. На тај начин би се разјаснио статус ћелијског циклуса 

ПД-ММЋ, а уједно и потврдила потенцијална повезаност ПД-ММЋ са популацијом 

остеопрогенитора.  

Поред пролиферације и експресије Ki67 у наставку истраживања одређиван 

је клоногени капацитет ПД-ММЋ у присуству IL-33 за време остеогене 

диференцијације. У те сврхе, експериментални приступ подразумевао је 

одређивање броја и ефикасност стварања CFU-F колонија, као и ALP+ колонија које 

садрже остеобласте (CFU-O), као лозне прогениторе током индукције остеогенезе. 

Добијени резултати показују да око 5% ПД-ММЋ има спосоност формирања 

колонија, што потврђује наша претходна истраживања (Okić-Đorđević et al., 

2016), док је овај проценат нешто виши у односу на друге студије где је 2% ПД-

ММЋ имало способност формирања колонија (Zheng et al., 2009). Може се 
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претпоставити да се у основи ових разлика највероватније могу налазити 

различити фактори култивације ћелија, попут густине ћелија приликом 

засејавања или ефикасност примењеног метода за изолацију ћелија, која може 

утицати на присуство ћелија са клоногеним потенцијалом у изолованој 

популацији. Са друге стране, наши резултати показују да је у присуству IL-33 

клоногеност ПД-ММЋ стимулисана, док сам остеогени медијум такође индукује 

повећање броја колонија (˃10%). Поред тога, запажа се да стимулаторни ефекат 

остеогеног медијума у присуству IL-33 није додатно измењен. Наши резултати 

показују да је ˃50% CFU-F колонија ПД-ММЋ ALP+, односно представља колоније у 

којима се налазе остеобласти (CFU-O), док се под утицајем IL-33 у остеогеном 

медијуму смањује проценат ових колонија. На основу ових резултата може се 

закључити да IL-33 има потенцијално важну улогу у регулацији усмеравања 

остеогене диференцијације и минерализације код ПД-ММЋ, али и очувања 

остеобластних прогенитора у популацији ПД-ММЋ у ткиву периодонцијума. На 

овај начин регулисана диференцијација ПД-ММЋ је од посебног значаја с обзиром 

да током хроничне инфламације потпорног ткива зуба долази до разарања 

коштаног ткива алвеоларне кости. Уједно, очување клоногеног капацитета ПД-

ММЋ, потенцијално може представљати значајан протективни механизам 

деловања IL-33 током инфламаторних процеса пародонцијума.  

Резултати недавних истраживања на in vivo моделу показују да 

стимулација деобе и повећане активности ALP ензима могу представљати 

механизам смањења старења хуманих ММЋ костне сржи (Tian et al., 2017). Ипак, 

у доступној литератури још увек нема података о улози IL-33 у старењу матичних 

ћелија. Имајући у виду ове непознанице, у оквиру ове тезе испитиван је и утицај 

IL-33 на старење ПД-ММЋ током остеогене диференцијације. Наши резултати 

показују да се са порастом броја пасажа, односно са старењем ПД-ММЋ повећава 

активност ензима β-галактозидазе, што је у складу са чињеницом да овај ензим 

представља показатељ ћелијског старења (Dimri et al., 1995; Yang & Hu 2005; 

Debacq-Chainiaux et al., 2009). Поред тога, на основу наших резултата уочава се 

изузетно висока експресија овог ензима код ПД-ММЋ гајених у монослоју што се 

може објаснити успостављањем контактне инхибиције између ћелија (Leontieva 
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et al., 2014). Наиме, ензим β-галактозидазе се осим током старења експримира и 

код контактно инхибираних ћелија, када долази до реверзибилног заустављања 

ћелијског циклуса, али не и старења. Иако механизми који антагонистички 

регулишу процес старења и контактне инхибиције нису разјашњени, оба процеса 

се заснивају на активацији лизозома, а тиме и експресији β-галактозидазе 

(Krishna et al., 1999; Kurz et al., 2000; Yang & Hu 2005; Blagosklonny 2013; 

Leontieva et al., 2014; Biran et al., 2017). Такође, уочава се интензивније бојење 

ћелија гајених у остеогеном медијуму, као и у присуству IL-33 истовремено са 

повећаном пролиферацијом ПД-ММЋ у овим експерименталним групама. Како 

бисмо разјаснили наизглед контрадикторне резултате стимулације 

пролиферације и сенесценције у истим експерименталним групама, анализирали 

смо активност β-галактозидазе и код појединачних ћелија. Наши резултати 

показали су да остеогени медијум значајно инхибира активност β-галактозидазе, 

при чему се запажа додатан инхибиторни ефекат у присуству IL-33. Стога ови 

налази потврђују да IL-33 спречавајући старење ПД-ММЋ и кроз подстицање 

пролиферације доприноси очувању прогениторске популације ћелија, као и 

субпопулације остеогених прогнитора. Истовремено, намеће се закључак да 

механизам инхибиције остеогене диференцијације ПД-ММЋ од стране IL-33 није 

посредован инхибицијом пролиферације или стимулацијом старења ћелија. 

Недавне студије показале су да аскорбинска киселина, као важан стимулаторни 

фактор неизоставан у остеогеном медијуму, повећава пролиферативни капацитет 

код хуманих остеобласта изолованих од пацијената оболелих од остеоартритиса, 

путем смањења сенесценције и експресије реактивних кисеоничних молекула 

(Burger et al., 2017). Ипак, остаје да се утврди да ли је стимулација 

антиоксидативних механизама у основи блокирања старења које IL-33 индукује 

код ПД-ММЋ. У прилог овим налазима, наша испитивања показују да IL-33, за 

разлику од LPS, стимулише експресију маркера плурипотентности укључујући 

OCT-4, SOX-2 и NANOG. Иако улога ових фактора код ММЋ није у потпуности 

расветљена сматра се да је њихова експресија повезана са својством матичности, 

при чему ефекат IL-33 на матичност прогенторских ћелија из здравог ткива није 

до сада утврђиван. Са друге стране, истраживања су показала да IL-33 кроз 
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стимулацију маркера плурипотентности подржава матичност код многих 

туморских ћелија попут ћелија тумора дојке (Hu et al., 2017), као и ћелија 

колоректалног тумора (Akimoto et al., 2016). Показана повећана пролиферација 

и клонгеност, праћена стимулисаном експресијом маркера плурипотентности у 

сагласности је са налазима у којима је утврђена повезаност повећане експресије 

OCT-4A (Liu L et al., 2015), SOX-2 (Liu P et al., 2015) и NANOG (Huang et al., 2014) 

са повећаном пролиферацијом ММЋ зубне пулпе и клоногеним капацитетом 

ММЋ костне сржи (Liu et al., 2009). Код ММЋ изолованих из зубне пулпе 

показано је да повећана експресија OCT-4A sтимулише експресију других гена 

плурипотентности попут OCT-4B1, SOX-2, NANOG, Klf4 и c-Myc (Liu L et al., 2015), 

што подржава кооперативни модел функционисања ових транскрипционих 

фактора (Liu et al., 2007; Niwa 2007). Истовремено, резултати експресије маркера 

плурипотентности указују на слична молекулска својства ММЋ пореклом из 

различитих ткива, међутим остаје да се утврде ткивно специфични механизми 

који контролишу експресију ових фактора.  

У контексту утврђивања молекулске основе промена код ПД-ММЋ 

изазваних под утицајем IL-33 у оквиру ове тезе анализирана је активација 

транскрипционих фактора NF-kB и β-катенина. Наиме, испољавање ефеката 

проинфламаторних цитокина у ћелијама које учествују у имунском одговору 

веома често је посредовано активношћу NF-kB сигналног пута (Tak & Firestein 

2001; Numata et al., 2016; Liu et al., 2017). Са друге стране, β-катенин представља 

важан сигнални пут који је укључен у регулацију процеса остеогенезе, као и у 

процесе одржања матичности ММЋ (Han et al., 2014; Ring et al., 2014; Kim et al., 

2015). Уз то, β-катенин има важну улогу у развојним процесима биологије зуба 

(Zhang et al., 2016), као и регулацији експресије маркера плурипотентнсти и 

одржања матичности ембрионалних матичних ћелија (Raggioli et al., 2014) и 

ММЋ костне сржи (Hoffman & Benoit, 2015). Активација NF-kB под утицајем IL-33 

претходно је показана код различитих типова ћелија као што су синовиоцти 

слични фибробластима (Lee et al., 2016), ендотелске ћелије (Choi et al., 2012) и 

хумане HEK293RI ћелије (Ali et al., 2011), док је код макрофага показано да IL-33 

по везивању за рецептор активира β-катенин (Li et al., 2014). Наши резулати по 
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први пут показују да IL-33 може активирати NF-kB и β-катенин сигнализацију код 

ПД-ММЋ, али и да су овим сигналним путевима регулисане различите функције 

ПД-ММЋ. Са једне стране, активација β-катенина посредује у регулацији 

пролиферације, док су NF-kB, али и β-катенин укључени у стимулацију експресије 

маркера плурипотентности и инхибицију остеогене диференцијације које 

индукује IL-33. Показана стимулација пролиферације посредована активношћу β-

катенина у складу је са претходно запаженим доприносом активације β-катенина 

у повећаној пролиферацији нервних матичних ћелија узрокованој хипоксијом (Qi 

et al., 2017). Слично томе, претходна истраживања показују да повећана акивност 

NF-kB корелира са повећаном екпресијом OCT-4 и NANOG, одржавајући на тај 

начин недиференцирано стање iPS ћелија (Takase et al., 2013). Наши резултати 

подржавају ове налазе, с обзиром да смо показали да активација NF-kB, као и β-

катенина под утицајем IL-33 код ПД-ММЋ индукује повећање експресије OCT-4 и 

NANOG. Ипак, иако улога маркера плурипотентности у регулацији 

диференцијације није још увек разјашњена, утврђено је да SOX-2 може 

инхибирати остеогену диференцијацију смањујући активност β-катенина код 

хуманих остеобласта, и на тај начин подстицати њихову самообнову и експанзију 

(Seo et al., 2011). Такође, овим истраживањима потврђен је негативан утицај 

активације NF-kB на остеогенезу ПД-ММЋ (Li et al., 2014), док наши резултати 

указују и да активирани β-катенин учествује у инхибицији остеогенезе. Међутим, 

улога овог сигналног пута у остеогенези код ММЋ оралних ткива није у 

потпуности разјашњена. Наиме, уочено је да услед инфламаторних сигнала 

долази како до стимулације остеогене диференцијације ПД-ММЋ (Liang et al., 

2016; Zhang et al., 2016), али и до инхибиције остеогенезе ММЋ зубне пулпе (Qin 

et al., 2015). Стога ови подаци потврђују да иако су ПД-ММЋ и ММЋ зубне пулпе 

блиског ткивног порекла ове ММЋ поседују јединствена функцијска својства. На 

молекулском нивоу, инхбиција остеогене диференцијације може бити индукована 

активацијом NF-kB који потом подстиче деградацију цитоплазматског β-катенина 

индукујући тиме његову следствену активацију у једру (Chang et al., 2013). На тај 

начин, кооперација ових сигналних путева може представљати потенцијални 

механизам регулације функција ПД-ММЋ.  
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Приказани резултати недвосмислено указују на значај разумевања утицаја 

инфламаторне микросредине на регенеративна и имуномодулаторна својства 

ПД-ММЋ, односно значај утицаја фактора који чине нишу ткива периодонцијума. 

Са једне стране, LPS представља изражен фактор у модулацији 

диференцијационог потенцијала ПД-ММЋ, али и регулатор имуномодулаторних 

активности ових ћелија. Истовремено, LPS индукује и експресију различитих 

молекула који могу бити у основи испољавања функција ПД-ММЋ, али и 

обликовати састав нише и следствено утицати на друге ћелије у окружењу. Ови 

подаци наводе на закључак да LPS, као важан фактор у индукцији инфламације 

потпорног ткива зуба, може деловањем на ПД-ММЋ значајно модификовати 

регенеративни/диференцијациони одговор ових ћелија током патолошких 

процеса. Поред тога, ПД-ММЋ изложене утицају LPS, и кроз продукцију 

солубилних фактора и модулацију активности имунских ћелија, могу бити 

значајна ћелијска популација укључена у ток и прогресију инфламације 

потпорног ткива зуба. За разлику од LPS, IL-33 у највећој мери утиче на остеогену 

диференцијацију. Уз то, IL-33 доприноси очувању прогениторске популације 

ћелија, као и субпопулације остеогених прогeнитора кроз спречавање старења 

ПД-ММЋ и подстицања пролиферације и клоногености. На основу ових података 

може се претпоставити да IL-33 током пародонтопатије испољава протективне 

ефекте на потпорно ткиво зуба, делујући пре свега на очување бројности и 

диференцијационог капацитета популације ПД-ММЋ, као главних ћелија које 

доприносе обнови ткива периодонцијума. 

На основу приказаних резултата јасно се закључује да LPS и IL-33, као 

важни фактори који се могу наћи у ниши периодонцијума захваћеног 

инфламацијом, значајно мењају својства ПД-ММЋ, утичући на регенеративне 

процесе у ткиву из кога потичу. Измењена функцијска својства ПД-ММЋ под 

утицајем LPS указују на потенцијално негативани ефекат, док IL-33 може 

испољавати потенцијално повољан ефекат на ПД-ММЋ у патолошким условима. 

Истовремено, како потенцијална примена у оквиру ћелијске терапије и ткивног 

инжењеринга захтева свеобухватно познавање карактеристика и функцијских 

својстава ПД-ММЋ, наши налази доприносе расветљавању функцијских промена 
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ових ћелија под утицајем фактора присутним у инфламаторној микросредини. 

Нова сазнања о функцијским својствима ПД-ММЋ у различитим условима 

микросредине од пресудног су значаја за разумевање тока и развоја хроничне 

инфламације потпорног ткива зуба и нових терапија. Стога, добијени резултати 

могу бити важна основа за побољшање доступних видова лечења оштећених 

ткива усне дупље.  
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6. ЗАКЉУЧЦИ 

На основу претходно изложених циљева и представљених резултата, изведени су 

следећи закључци:  

 

1. Испитивање утицаја и механизама деловања LPS на својства и 

функције ПД-ММЋ повезаних са регенеративним потенцијалом 

показује да: 

 

 LPS не утиче на вијабилност ПД-ММЋ укључујући метаболичку активност, 

пролиферацију и ћелијски циклус ПД-ММЋ. 

 LPS не модификује морфологију и фенотипска својства ПД-ММЋ. 

 LPS модификује диференцијациони потенцијал ПД-ММЋ, при чему 

изражено инхибира остеогену диференцијацију, што је праћено 

инхибицијом гена остеогене диференцијације (Runx2, ALP, OCN).  

 LPS стимулише хондрогену и адипогену диференцијацију, што је праћено 

стимулацијом експресије одговарајућих диферeнцијaционих маркера (SOX-

9, PPAR-γ, редом). 

 LPS не утиче на миграторну способност ПД-ММЋ, али подстиче 

контрактилност, односно стицање миофибробластног фенотипа кроз 

стимулацију експресије молекула карактеристичних за миофибробласте 

код ПД-ММЋ (фибронектин, TGF- , α-SMA, NG-2).  

 LPS активира ЕRК1,2 сигнални пут МАPК сигнализације. 

 Посредством ЕRК1,2 сигналног пута LPS инхибира остеогену 

диференцијацију, а стимулише хондрогену и адипогену диференцијацију.  

 Посредством ЕRК1,2 сигналног пута LPS код ПД-ММЋ стимулише 

контрактилност, као и експресију протеина карактеристичних за 

миофибробласте.  

2. Испитивање утицаја и механизама деловања LPS на својства и 

функције ПД-ММЋ повезаних са имуномодулаторним потенцијалом:  

 

 Претретман ПД-ММЋ са LPS инхибира трансендотелску миграцију 

мононуклеарних ћелија, док благо утиче на смањење експресијe 

површинског маркера CD29 код мононуклеарних ћелија.  
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 Инхибиција трансендотелске миграције мононуклеарних ћелија 

посредована је ЕRК1,2 сигналним путем. 

 LPS не утиче на способност ПД-ММЋ да инхибирају пролиферацију 

митогеном стимулисане CD4+ субпопулације мононуклеарних ћелија. 

 LPS не утиче на способност ПД-ММЋ да инхибирају релативну 

заступљеност CD4+CD25високо/CD4+CD25ниско лимфоцита.  

 LPS не утиче на способност ПД-ММЋ да инхибирају трансендотелску 

миграцију полиморфонуклеарних ћелија.  

 ПД-ММЋ саме, као и ПД-ММЋ претретиране са LPS не модификују 

респираторни прасак полиморфонуклеарних ћелија. 

 ПД-ММЋ саме, као и ПД-ММЋ претретиране са LPS, не мењају значајно 

релативну заступљеност CD45+, CD34+ и CD33+ ћелија у популацији 

мононуклеарних ћелија.  

 Претретман ПД-ММЋ са LPS значајно инхибира релативну заступљеност 

CD14+ ћелија у популацији мононуклеарних ћелија, а опажена инхибиција 

посредована је LPS-активираним ЕRК1,2 сигналним путем. 

 LPS блокира стимулацију формирања колонија опредељених 

хематопоетских прогенитора присутних у популацији МНЋ (превасходно 

CFU-GM) од стране ПД-ММЋ, што је посредовано ЕRК1,2 сигналним путем. 

 LPS не утиче на конститутивну експресију HLA-A и HLA-DR гена, док 

стимулише генску и протеинску експресију COX-2 и IL-6 код ПД-ММЋ 

посредством ЕRК1,2 сигналним путем. 

 ПД-ММЋ конститутивно експримирају ST2 и IL-33 ген, при чему LPS 

повећава експресију ST2 гена и смањује експресију гена за IL-33, а ови 

ефекти нису посредовани ЕRК1,2 сигналним путем.  

 

3. Испитивање утицаја и механизама деловања IL-33 на својства и 

функције ПД-ММЋ повезаних са регенеративним потенцијалом 

показује да: 

 IL-33 не утиче на морфологију, метаболичку активност и фенотипска 

својства ПД-ММЋ.  

 IL-33 стимулише експресију маркера плурипотентности код ПД-ММЋ 

укључујући OCT-4, SOX-2 и NANOG.  

 IL-33 инхибира остеогену диференцијацију ПД-ММЋ, истовремено не 

утичући нахондрогенезу и адипогенезу.  
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 IL-33 не модификује експресију гена маркера остеогене диференцијације, 

Runx2 и ALP. 

 Претретман ПД-ММЋ са IL-33 стимулише остеогену диференцијацију на 

нивоу експресије ALP ензима, док не утиче на хондрогену и остеогену 

диференцијацију.  

 IL-33 стимулише пролиферативну активност ПД-ММЋ током остеогене 

диференцијације. 

 IL-33 подстиче способност формирања CFU-F колонија ПД-ММЋ у 

стандардном медијуму, али не модификује стимулаторни ефекат 

остеогеног медијума.  

 IL-33 не утиче на проценат ALP позитивних колонија (CFU-O) гајених у 

стандарном медијуму, док у остеогеном медијуму IL-33 смањује проценат 

CFU-O колонија.  

 IL-33 инхибира експресију β-галактозидазе, како код ПД-ММЋ 

култивисаних у стандардном медијуму, тако и код ПД-ММЋ култивисаних у 

остеогеном медијуму.  

 IL-33 стимулише протеинску експресију NF-kB и β-катенина и регулише 

њихову унутарћелијску локализацију код ПД-ММЋ.  

 Стимулација експресије OCT-4 и NANOG протеина под утицајем IL-33 код 

ПД-ММЋ посредовано је NF-kB и β-катенин сигналним путевима, док 

стимулација експресије SOX-2 од стране IL-33 код ПД-ММЋ није 

посредована овим сигналним путевима. 

 Инхибиција остеогене диференцијације ПД-ММЋ индукована присуством 

IL-33 посредована је NF-kB и β-катенин сигналним путевима не укључујући 

промену експресије Runx2 и ALP. 

 Стимулација пролиферације ПД-ММЋ током остеогене диференцијације 

индукована присуством IL-33 посредована је активношћу β-катенина.
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06pa3a4 5. 

~Jjasa o ayTopcTBY 

VlMe 111 npe3111Me 8yTop8 _ _:Tc...::8::..:.:M:.:..:8::..~:P::..::8::..._K:...:.vL.!K.:..::o:..:..Jb=------------------

5poj111HA8KC8 __ ~5~3~0::..::3~0~/2~0~1~2 ____________________________________ ___ 

A8 je AOKTOpCK8 AII1CepT8L!II1j8 nOA H8CJlOBOM 

,Yn14aj LPS 1.1 IL-33 Ha aAYilTHe Man1lJHe lien~~tje TKHBa nepHOAOH4HjyMa: 

QlYHK4HjCKe npoMeHe 1.1 aKTHBHpaHH MOileKyilCKH MeXaHH3MH" 

• pe3yJlT8T COnCTB8HOr 111CTp8)KII1884KOr P8A8 ; 

• A8 AII1CepT8L!II1j8 y L!8Jlii1HII1 Hll1 y A8Jl08111M8 Hll1je 6111Jl8 npeAJ10)K8H8 38 CTII11..181-be 

Apyre A111nnoMe npeM8 CTYA111jCKII1M nporp8MII1M8 APYfii1X BII1COKOWKOJlCKII1X 

ycT8HOB8 ; 

• A8 cy pe3yJlT8TII1 KOpeKTHO H8B8A8HII1 111 

• A8 HII1C8M KpW1110/Jl8 8YTOpCK8 np888 111 KOpii1CTII10/Jl8 111HT8Jl8KTY8IlHY CBOjii1HY 

APYfii1X Ilii1L!8 . 

noTnHC ayTopa 

Y 5eorp8AY, 21 .09.2018. 



06pa3a4 6. 

~JjaBa 0 lf1CTOBeTHOCTif1 WTaMnaHe lf1 eJleKTpOHCKe 

Bep3Lt1je .QOKTOpCKOf pa.Qa 

VIMe 111 npe3111Me ayTopa __ T~a!!.!M.!:'a~p"'"a_,_K!J.y..!.!K~OJb:_!::_ ______________ _ _ 

5poj 111HA8KCa 53030/2012 

CTYA111jCKII1 nporpaM --=5~111=on~o=r~ll1~ia~-------------------

Hacnos paAa ,YTII1l.laj LPS 111 IL-33 Ha aAynTHe MaTII1YHe nen111je TKII1Ba 
nep1110AOHL\111jyMa: cpyHKL\111jCKe npoMeHe 111 3KTII18111p3HII1 MOneKynCKII1 M8X3HII13MII1" 

MeHTOp111 ,Qp ,QpeHKa Tp111saHoB111fl , HayYHII1 capaAH111K, VIHCTII1TYT 3a M8A111L\111HCKa 

111CTpa>KII1Bal-ba, YHII1Bep3111TeT y 5eorpaAv 
,Qp .QII1aHa 5yrapCKII1 , H3YYHII1 C3B8THII1K, VIHCTII1TYT 33 M8A111L\111HCKa 

111CTpa>KII1Bal-ba, YH111sep3111TeT y 5eorpaAv 

Vl3jasJbyjeM A3 je WTaMnaHa Bep3111ja MOr AOKTOpCKOr paAa 111CTOB8THa eneKTpOHCKOj 
sep3111jll1 Kojy caM npeAao/na paA111 noxpal-beHa y AHn1TailHOM peno3HTOpHjyMy 

YHHBep3HTeTa y 6eorpa,o,y. 

,[J,03BOJbaBaM A3 ce o6jase MOjll1 m'1YHVI nOA3L\VI B833HVI 33 A06111jal-be 3K3A8MCKOr 
H33VIB3 AOKTOpa HayKa, KaO WTO cy VIM8 111 npe3VIM8, r0AVIH3 VI M8CTO pof)el-ba VI A3TYM 

OA6paHe paAa. 

0BVI nii1YHII1 nOA3L\111 MOry Ce o6jaBVITVI Ha Mpe>KHII1M CTpaHII1L\3Ma A111rVIT3nHe 
61116n111oTeKe, y eneKTpoHCKOM KaTanory VI y ny6nVIK3L\111jaMa YHVIBep3111TeTa y 5eorpaAy. 

noTnHC ayTopa 

Y 5eorpaAy, ---=2:....:.1_;_::.0:....::;9..:..::.2::....::0;....;.1-=-8.;_. _ 



06pa3a'-' 7.. 

lf1Jjasa o KOplllwlietby 

OsnawliyjeM YHli1Bep3li1TeTcKy 6ll161lli10TeKy ,CseTo3ap MapKOBlllli" Aa y ,D,V1rli1Ta11Hll1 
pen03li1TOpll1jyM YHIIIBep3li1TeTa y 5eorpaAy yHece Mojy AOKTOpCKY AIIICepTal..\llljy nOA 

HaCJlOBOM: 

,YTM'-'aj LPS 1r1 IL-33 Ha aAy.nTHe MaTM~o~He lie.nMje TKMBa nepMOAOH'-'MjyMa: 
cpyHK'-'MjCKe npoMeHe M aKTMBMpaHM MO.neKy.nCKM MeXaHM3MM" 

KOja je MOje ayTOpCKO Ae110. 

,[l,li1CepTai..\VIjy Ca CBVIM npiii1103111Ma npeAaO/Jla CaM y eneKTpOHCKOM cpopMaTy nOrGAHOM 
3a TpajHO apXVIBVIpal-be. 

Mojy AOKTopcKy Ali1CepTal..\ll1jy noxpal-beHy y ,D,VIrli1Ta11HOM pen03VITOp111jyMy 
YHIIIBep3111TeTa y 5eorpaAy VI AOCTynHy y OTBOpeHOM npiiiCTyny MOry Aa KOpVICTe CBVI 

KOjlll nowTyjy OAPeA6e caAp>KaHe y OAa6paHoM Tlllny 1lll11..\eHI..\e KpeaTVIBHe 3ajeAHVII..\e 
(Creative Commons) 3a Kojy caM ce OA11YYIIIO/na. 

1. AyTopcTso (CC BY) 

2 . AyTopcTBO- HeKoMepi..\VIjanHo (CC BY-NC) 

3. AyTopcTBO- HeKoMep'-'Mja.nHo- 6e3 npepaAa (CC BY-NC-ND) 

4. AyTopcTso- HeKoMepl..\llljanHo- Ae11111Tll1 noA VICTVIM ycnos111Ma (CC BY -NC-SA) 

5. AyTopcTBO- 6e3 npepaAa (CC BY-ND) 

6. AyTOpCTBO- Ae11111TVI noA VICTVIM ycnoBli1Ma (CC BY-SA) 

(M01lli1MO Aa 3aOKPY>Kli1Te CaMO jeAHY OA wecT noHyf]eHIIIX 1lll11..\eHI..\ll1. 
KpaTaK on111c 111111..\eHI..\111 je cacTaBHVI Aeo ose 1113jase). 

noTnMC ayTopa 

Y 5eorpaAy ,_-=2=-..:1...:...:. 0=9::..:..:. 2=0"--'1'-=8"--. __ 



1. AyTopCTBO. ,D,o3BOJbasare yMHO>KaBal-be, AV1CTpV16YL!V1jy 111 jasHo caonwrasal-be 
Aena, 111 npepaAe, aKo ce HaBeAe lt1Me ayropa Ha H84V1H OApef]eH OA crpaHe ayropa 
V1nV1 A8B80L!8 nV1L!eHL!e, 48K V1 y KOMepl!V1janHe CBpxe. Oso je Hajcno60AHV1ja OA CBV1X 
nlt1L!eHL!V1. 

2. AyTopcTBO - HeKoMep~MjailHO. ,lJ,03BOJbasare yMHo>KaBal-be, AV1CTpV16YL!V1jy 111 
jasHo caonwrasal-be Aena, 111 npepaAe, aKo ce HaBeAe lt1Me ayropa Ha H84V1H OApef]eH 
OA crpaHe ayropa 1t1n1t1 A8B80L!a nlt1L!eHL!e. Osa nlt1L!eHL!a He A03BOJbasa KOMepl!V1janHy 
ynorpe6y Aena. 

3. AyTopcTBO - HeKOMep~MjailHO - 6e3 npepa.Qa. ,D,o3BOJbasare yMHO>KaBal-be, 
AV1CTpV16YL!V1jy 111 jaBHO caonwr asal-be Aena, 6e3 npoMeHa, npeo6nV1KOBal-ba 111n1t1 
ynorpe6e Aena y csoM Aeny, aKo ce HaBeAe V1Me ayropa Ha Ha4V1H OApef]eH OA 
crpaHe ayropa 111n1t1 Aasaol!a nlt1L!eHL!e. Osa nV1L!eHL!a He A03BOJbasa KOMepl!V1janHy 
ynorpe6y Aena. Y OAHocy Ha cse ocrane nlt1L!eHL!e, OBOM nlt1L!eHL!OM ce orpaHit14asa 
Hajsef1V1 o61t1M npasa KOpV1wf1el-ba Aena. 

4 . AyTopcTBO - HeKOMep~MjailHO - .QeilMTM no.Q MCTMM ycilOBMMa. ,lJ,o3BOJbasare 
yMHO>KaBal-be, AV1CTpV16YL!V1jy 111 jasHo caonwrasal-be Aena, 111 npepaAe, aKa ce HaBeAe 
lt1Me ayropa Ha H84V1H OApef]eH OA crpaHe ayropa 111n1t1 Aasaol!a nlt1L!eHL!e 111 aKa ce 
npepaAa AV1CTpV16y111pa noA V1CTOM 111n1t1 cnlt14HOM nV1L!eHL!OM. Osa nV1L!eHL!a He 
A03BOJbasa KOMepl!V1janHy ynorpe6y Aena 111 npepaAa. 

5. AyTopcTBO - 6e3 npepa.Qa. ,lJ,o3BOJbasare yMHO>Kasal-be, AV1CTpV16YL!V1jy 111 jasHo 
caonwrasal-be Aena, 6e3 npoMeHa, npeo6nlt1KOBal-ba 111n1t1 ynorpe6e Aena y csoM Aeny, 
aKo ce HaBeAe V1Me ayropa Ha Ha41t1H OApef]eH OA crpaHe ayropa 111n1t1 Aasaol!a 
nV1L!eHL!e. Osa nV1L!eHL!a A03BOJbasa KOMepl!V1janHy ynorpe6y Aena. 

6. AyTOpCTBO - ,Qeillr1Tir1 no,Q MCTMM YCilOBMMa. ,lJ,03BOJb8B8Te YMHO>KaBal-be, 
AV1CTpV16YL!V1jy 111 jasHo caonwrasal-be Aena, 111 npepaAe, aKa ce HaBeAe V1Me ayropa Ha 
H84V1H OApef]eH OA crpaHe ayropa 111n1t1 A8B80L!a nV1L!eHL!e 111 aKo ce npepaAa 
AV1CTpV16yV1pa noA V1CTOM 111n1t1 cn lt14HOM nV1L!eHL!OM. Osa nV1L!eHL!a A03BOJbasa 
KOMepl!V1janHy ynorpe6y Aena 111 npepaAa. Cnlt14Ha je cocprsepcKV1M n lt1L!eHL!aMa, 
OAHOCHO nV1L!eHL!8M8 OTBOpeHOr KOA8. 
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