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FUNKCIONALNA KARAKTERIZACIJA PRIMARNIH MEZENHIMSKIH
MATICNIH CELIJA U PROINFLAMATORNIM I USLOVIMA IZMENJENE
OKSIGENACIJE

REZIME

Mezenhimske matiéne ¢elije (MMC) deo su populacije multipotentnih matiénih
¢elija prisutnin u mnogim adultnim tkivima gde ucestvuju u odrzavanju homeostaze.
Zahvaljujuéi sposobnosti samoobnove, potencijalu diferenciranja u specijalizovane
¢elije mezodermskog porekla i imunomodultatornim svojstvima, ove nediferencirane
¢elije karakteriSe Sirok opseg potencijalne terapijske primene. Regenerativnom
kapacitetu MMC doprinosi i sposobnost migracije do oste¢enih tkiva gde ucestvuju u
njihovom obnavljanju §to ove cCelije ¢ini pogodnim za ¢elijsku terapiju. Mezenhimske
MC su do sada izolovane iz velikog broja adultnih tkiva i mnoge studije potvrdile su da
njihov regenerativni potencijal u velikoj meri zavisi od izvora iz kojeg poti¢u. Prvobitno
su izolovane iz kostne srZi koja je do sada najéesce koriséen izvor MMC, medutim zbog
invazivnih metoda izolacije i malog prinosa MMC, stvorena je potreba za alternativnim
izvorima. Cinjenica da su MMC izolovane i iz periferne krvi jedno je od znacajnih
otkric¢a iz ove oblasti i smatra se da ove ¢elije najverovatnije vode poreklo iz kostne srzi,
medutim nije dovoljno poznato na koji nacin migriraju i bivaju privucene u oStecena
tkiva. Poslednjih godina se kao povoljan izvor MMC sa potencijalnom primenom u
regenerativnoj medicini sve ¢eS¢e pominju i perinatalna tkiva (pupcanik i placenta).
Prednost pupéanika kao izvora MMC ogleda se u lakoj dostupnosti tkiva koje se smatra
medicinskim otpadom, neinvazivnoj izolaciji éelija i ¢injenici da su izolovane MMC po
kapacitetu samoobnove i vecoj ekspresiji markera pluripotentnost sliéne embrionalnim
MC.

Tako se veé nekoliko decenija MMC intenzivno istrazuju, uprkos velikom doprinosu
nauci 1 medicini, o njthovom upkupnom terapijskom potencijalu se jo§ uvek nedovoljno
zna. Trenutno nije poznat univerzalan mehanizam terapijskog delovanja MMC, a
mnogobrojni nalazi sve vise u poslednje vreme upuéuju da ponasanje i uloge MMC
zavise od konteksta mikrosredine u kojoj obitavaju i/ili deluju, kao mestu integracije

spoljnih signala koji odreduju sudbinu MMC i usmeravaju ih ka odredenoj funkciji.



Stoga je bolje razumevanje efekata specifitne mikrosredine na funkcije MMC od

velikog znacaja za optimizovanje uslova za njihovu uspes$nu primenu.

lako je pokazano da MMC imaju kljuénu ulogu u obnavljanju o$teéenog tkiva, u
pitanju je dinamican i kompleksan proces koji ukljucuje brojne koordinisane dogadaje,
te su funkcije MMC u svim fazama tokom zarastanja oSteéenog tkiva nedovoljno
objasnjene. Povreda tkiva je povezana i sa procesom inflamacije 1 posledicnom
produkcijom i akumulacijom proinflamatornih citokina. Interleukin 17 (IL-17),
proinflamatorni citokin kojeg sintetiSu infiltrirani Th17 limfociti, solubilni je faktor
mikrosredine koji ima znaCajnu ulogu u inflamatornim bolestima kakve su
autoimmunske bolesti, metaboli¢ki poremecaji i kancer. Ovaj citokin uceStvuje u
regulaciji proinflamatornih procesa putem stimulacije sekrecije drugih proinfamatornih
citokina, hemokina i antimikrobnih proteina, aktiviranjem brojnih signalnih puteva
posredstvom transmembranskog receptora IL17RA u ciljnim ¢elijama cije funkcije
reguliSe. Receptor za IL-17 je Siroko rasprostranjen, i njegova ekspresija zabelezena je i
kod MMC. Iako je pokazano da ovaj citokin ucestvuje u regulaciji proliferacije i
diferencijacije mati¢nih éelija kao i regrutovanja imunskih i MMC na mesta inflamacije,
ipak se do sada malo zna o njegovoj ulozi u regulaciji migracije MMC iz periferne krvi

1 0 mehanizmima ukljucenim u njihovu invaziju ciljnih tkiva.

Kiseonik (O2) je osnovna komponenta mikrosredine neophodna za aktivnost i
metabolizam c¢elija, te je kontrolisanje oksigenacije vitalno za odrzavanje Celijskih
funkcija. Za razliku od laboratorijskih uslova u kojima se Ccelije kultivisu pri
atmosferskoj koncentraciji od 21% O, fizioloska koncentracija Oz u tkivima se krec¢e od
0-14%. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da niska oksigenacija (hipoksija) ostvaruje
razli¢ite efekte na hematopoetske mati¢ne celije, dok su svojstva MMC u ovakvim
uslovima manje poznata. Ipak, do sada je ispitan uticaj hipoksije na proliferaciju,
diferencijaciju, migraciju, preZivljavanje kao i na fenotipske karakteristike MMC
izolovanih iz adipoznog tkiva, kostne srzi, dentalne pulpe, krvi pupcanika i drugih
izvora. Oprec¢ni rezultati dobijeni u razli¢itim studijama ukazuju da je ova oblast jo§
uvek nedovoljno istrazena. U zavisnosti od tkiva i organa iz kojih poticu, razliCite
koncentracije O, utiéu na odrzavanje specifiénih osobina i funkcija MMC. U
perinatalnim tkivima niske koncentracije O. predstavljaju znacajan regulatorni faktor

mikrosredine. Medutim, 1 pored velikog napretka U ovoj oblasti, jo§ uvek nisu u



potpunosti razjasnjeni mehanizmi regulacije viSestrukih funkcija i ukupnog terapijskog

potencijala MMC izolovanih iz humanog pup&anika u zavisnosti od koncentracije Oo.

Cilj istrazivanja ove disertacije bilo je ispitivanje efekata specificnih uslova
mikrosredine na funkcionalna svojstva primarnih MMC izolovanih iz periferne krvi
(PK-MMC) i Vartonove sluzi humanog pupéanika (VS-MMC). MMC izolovane iz
periferne krvi bile su primenjene za analizu uticaja proinflamatorne mikrosredine na
regulaciju migratornog potencijala MMC, s obzirom da su cirkulilsu¢e MMC prisutne u
sredini izlozenoj inflamatornim faktorima; dok su na VS-MMC analizirani efekti
fizioloske (3%) 1 ,laboratorijske” (21%) koncentracije O2 s obzirom na njihovu
hipoksi¢nu fiziolosku nisu, kako bi se optimizovali uslovi za kultivaciju i umnozavanje

MMC.

Karakterizacija izolovanih MMC izvedena je prema kriterijumima Medunarodnog
druStva za celijsku terapiju putem odredivanja sposobnosti adhezije za plastiku,
ispitivanja ekspresije mezenhimskih i hematopoetskih povrSinskih i embrionalnih
markera, kao i sposobnosti diferencijacije u osteogenu, adipogenu i hondrogenu lozu. U
prvom delu ove doktorske disertacije, analizirana je uloga IL-17 u migraciji i
mobilizaciji PK-MMC iz kolagena kao i ekspresija i aktivnost proteoliti¢kih enzima
vancelijskog matriksa uklju¢enih u ove procese - urokinaze (UPA, od engl. urokinase-
type plasminogen activator) i matriksnih metaloproteinaza (MMP). Pored toga, praéeni
su i efekti 1L-17 na sposobnost adhezije PK-MMC na endotelske ¢elije kao i njihovu
transendotelsku migraciju i adheziju za fibronektin. Analizirana je i organizacija
citoskeleta tokom migratornih aktivnosti PK-MMC u prisustvu IL-17. Takode, ispitani
su i molekularni mehanizmi Kkoji leZze u osnovi efekata IL-17 na ispitana migratorna
svojstva PK-MMC, analiziranjem u¢es¢a MAPK (od engl. Mitogen Associated Protein
Kinases) signalnog puta. U okviru drugog dela ove doktorske disertacije, ispitivani su
efekti razli¢itih koncentracija O na ,,mati¢nost” i funkcionalne karakteristike VS-
MMC. Za potrebe ovih eksperimenata, VS-MMC su kultivisane na 21% i 3% Oz u
odredenim vremenskim periodima pri ¢emu su analizirani imunofenotip, proliferativni 1
klonogeni kapacitet, diferencijacioni potencijal, ¢elijski ciklus i prezivljavanje. U cilju
ispitivanja efekata hipoksije na multipotentnost MMC, na molekularnom nivou
ispitivana je ekspresija gena za transkripcione faktore koji reguliSu ,,mati¢nost”,

NANOG, OCT4a, OCT4b, SOX2. U kontekstu ispitivanja efekata na diferencijacioni



potencijal, analizirana je ekspresija gena za markere osteogeneze (alkalna fosfataza
(ALP), osteokalcin (OCN) i RUNX2 (od engl. Runt-related transcription factor 2)),
adipogeneze (PPARy (od engl. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) i
LPL (od engl. Lipoprotein lipase)) i hondrogeneze ( SOX-9 (od engl. (Sex determining
region Y)-box 9) i kolagen-2 (COL-2)). Pored toga, odredivani su efekti razli¢itih
koncentracija O2 na migraciju i mobilizaciju ovih ¢elija iz kolagenskih kapi i aktivaciju
proteoliti¢kih enzima. Za ispitivanje molekularnih mehanizama delovanja na migraciju

VS-MMC praéeno je uéesée MAPK i Wnt/f catenin signalnih puteva.

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije potvrdili su mezenhimske
Karateristike izolovanih MMC s obzirom da na osnovu sposobnosti adhezije za plastiku,
ekspresije mezenhimskih uz istovremeno odsustvo hematopoetskih povrsinskih markera
kao i sposobnosti diferencijacijacije u osteogenu, adipogenu i hondrogenu lozu,
zadovoljavaju kriterijume Medunarodnog drustva za celijsku terapiju. Dodatno je
pokazano da izolovane celije eksprimiraju markere pluripotentnosti NANOG, OCT4,
SOX-2 i SSEA4.

Rezultati dobijeni u sklopu prvog dela ovog istrazivanja, pokazali su da IL-17
poveéava migraciju PK-MMC kao i mobilizaciju iz kolagenskih kapi istovremeno
indukujuéi ekspresiju UPA bez efekata na ekspresiju MMP. Povecanje ekspresije uPA
posreduje poveéanoj migraciji PK-MMC stimulisanoj interleukinom-17 i to na naéin
zavisan od aktivacije ERK1/2 MAPK. Takode, rezultati su ukazali da IL-17
istovremeno sa poveéanjem migracije PK-MMC, indukuje i polarizaciju éelija putem
reorganizacije aktinskih filamenata i y- tubulina i1 lokalizaciju uPA u C¢elijskim
protruzijama. Pored toga, IL-17 poveéava adheziju PK-MMC za endotelske celije i
posledi¢nu transendotelsku migraciju. Uoceno je takode da ovaj citokin stimuliSe 1

adheziju PK-MMC za fibronektin i to na nadin zavisan od uPA.

U drugom delu ove disertacije, dobijeni rezultati pokazali su da kultivacija VS-
MMC u hipoksi¢nim uslovima na 3% O, nema uticaja na njihovu morfologiju i
imunofenotip, ali moduliSe njihov diferencijacioni potencijal. Uoceno je da 3% O
pojacava adipogenu i hondrogenu, a smanjuje osteogenu diferencijaciju. Rezultati su
takode pokazali da hipoksi¢ni uslovi pobolj$avaju , mati¢nost” VS-MMC putem

povecanja klonogenog i proliferativnog potencijala 1 ekspresije markera pluripotentnosti



NANOG, OCT4 i SOX2. Pored toga, dobijeni rezultati ukazuju da 3% O2 ne modulise
éelijski ciklus, ali spre¢ava apoptozu VS-MMC. Takode, uo&eno je i da kultivacija i
prekultivacija VS-MMC na 3% O, poveéavaju migraciju i mobilizaciju ovih éelija i
pojacavaju aktivnost UPA i MMP-2. Dobijeni rezultati pokazali su i da ERK1/2 MAPK
posreduje mobilizaciji iz kolagenskih kapi bez obzira na nivo O, dok je Wnt/s-catenin

put aktiviran tokom migratornih procesa u standardnim uslovima.

Imajuéi u vidu predstavljene rezulate, moze se zakljuciti da periferna krv 1 humani
pupéanik predstavljaju povoljne izvore za izolaciju MMC. Rezultati dobijeni u ovoj
disertaciji sugeriu da IL-17 mozZe da funkcioni$e kao hemotropni faktor za PK-MMC
koji povecava celijsku mobilnost i ekspresiju uPA tokom inflamacije. Takode,
fizioloskih 3% O, moze da poboljsa kvalitet VS-MMC, odrzavajuéi njihovu
,mati¢nost” i poveéavajuéi njihov migratorni potencijal te ovi rezultati upucuju da
kultivisanje VS-MMC u uslovima koji vladaju u njihovoj prirodnoj mikrosredini mogu
da obezbede postizanje boljeg kvaliteta uzorka za potencijalnu primenu u c¢elijskoj
terapiji.

KLJUCNE RECI: mezenhimske mati¢ne Gelije, periferna krv, pupana vrpca,

mikrosredina, interleukin-17, hipoksija, migracija, urokinaza, mati¢nost.
NAUCNA OBLAST: Biologija

UZA NAUCNA OBLAST: Molekularna biologija éelije



FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF PRIMARY MESENCHYMAL
STEM CELLS UNDER PROINFLAMMATORY AND ALTERED
OXYGENATION CONDITIONS

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are part of the population of multipotent stem cells
present in many adult tissues where they participate in maintaining of homeostasis. Due
to their self-renewal capacity, differentiation potential into specialized cells of
mesodermal origin and immunomodulatory features, these undifferentiated cells are
characterized with wide range of potential therapeutic applications. Their ability to
migrate towards damaged tissues where they participate in tissue repair, also contributes
to their regenerative potential which makes them suitable for cell therapy. MSCs have
so far been isolated from various adult tissues and many studies confirmed that MSCs’
regenerative potential depends largely on the suorce which they originate from. They
were originaly isolated from bone marrow which has been the most commonly used
source of MSCs so far, however due to invasive methods of isolation and low MSCs
yield, there is a need for alternative sources of MSCs. The fact that these cells were
isolated from peripheral blood is one of the significant discoveries in this area and it is
believed that these MSCs are most likely to originate from bone marrow, but how they
migrate and home to damaged tissues has not yet been elucidated completely. Perinatal
tissues (umbilical cord and placenta) have been recently increasingly suggested as
favourable sources of MSCs with potential applications in regenerative medicine. The
advantage of umbilical cord as a source of MSCs is reflected in easy availability of
tissue considered as medical waste, non-invasive cell isolation methods, and the fact
that MSCs isolated from umbilical cord are similar to embryonic stem cells in the terms

of self-renewal capacity and pluripotency markers’ expression.

Eventhough MSCs have been extensively investigated for several decades, and
despite their great contribution to science and medicine, their overall therapeutic
potential is still poorly understood. Currently, there is no universal mechanism of
MSCs’ therapeutic action known, and many findings have recently suggested that

behaviour and roles of MSCs depend on the context of microenvironment in which they



reside and/or act, as sites of integration of external cues that determine the fate of MSCs
and govern them towards specific function. Therefore, a better understanding of the
efects of specific environment on the MSCs’ functions is of great importance for

optimizing the conditions for their successful use.

Although MSCs have been shown to play a key role in tissue repair, it is a dynamic
and complex process involving numerous coordinated events, and MSCs’ functions at
all stages during healing of damaged tissue are poorly explained. Tissue injury is also
associated with inflammation and subsequent production and accumulation of
proinflammatory cytkines. Interleukin-17 (IL-17), a proinflammatory cytokine secreted
by infiltrated Th17 lymphocytes, is a souluble microenvironmental factor with
significant role in inflammatory diseases such as autoimmune diseases, metabolic
disorders and cancer. This cytokine participates in the regulation of proinflammatory
processes by stimulating the secretion of other proinflammatory cytokines, chemokines
and antimicrobal proteines, by activating various signaling pathways through
transmembrane receptor IL17RA in target cells whose functions it regulates. IL-17RA
is ubiquitously expressed and its expression has also been shown on MSCs. Although
this cytokine has been shown to regulate proliferation and differentiation of stem cells,
as well as recruitment of immune cells and MSCs to sites of inflammation, so far, little
is known about its role in regulation of migration of MSCs from peripheral blood and

the mechanisms involved in their tissue invasion.

Oxygen (O>) is the main microenvironmental factor necessary for cell activity and
metabolism, therefore oxygenation control is vital for maintaining cell functions. Unlike
laboratory conditions in which cells are cultured at atmospheric oxygen level of 21%,
the physiological levels of Oz in tissues range from 0-14%. Previous studies have shown
that low oxygenation (hypoxia) exerts different effects on hematopoietic stem cells,
while the effects on MSCs’ properties are less known. Nevertheless, the effects of
hypoxia on proliferation, differentiation, migration, cell survival and phenotypic
characteristic of MSCs isolated from adipose tissue, bone marrow, dental pulp, cord
blood and other sources has been investigated so far. The conflicting results obtained in
various studies indicate that this area is still under-explored. Depending on the tissue
and organs from which they originate, diferent O levels affect maintainance of specific

properties and functions of MSCs. In perinatal tissues low O levels represent an



important regulatory microenvironmental factor. However, despite a great progress in
this area, the regulatory mechanisms of multiple functions and the overall therapeutic
potential of MSCs from umbilical cord depending on O levels have not yet been fully

elucidated.

The main goal of this doctoral thesis was the investigation of the effects of specific
microenvironmental conditions on functional features of primary MSCs isolated from
peripheral blood (PB-MSCs) and Wharton’s jelly of the human umbilical cord (WJ-
MSCs). PB-MSCs were used to analyse the effect of the proinflammatory
microenvironment on migratory potential of MSCs since these cells are circulating in
the microenvironment  exposed to inflammatory factors, while the effects of
physiological (3%) and “laboratory” (21%) O levels were investigated on WJ-MSCs
given their naturally hypoxic niche, in order to optimize the cultivation and expanding

conditions.

Characterization of isolated MSCs was performed according to the criteria of the
International Society for Cellular Therapy by determining capability of MSCs to adhere
to plastic, investigating the expression of mesenchymal and hematopoietic surface
markers and embryonic markers, as well as the ability to differentiate to osteogenic,
adipogenic and chondrogenic lineages. The first part of this doctoral dissertation,
analyses the role of IL-17 in migration and mobilization of PB-MSCs from collagen, as
well as the expression and activity of the extracellular matrix proteolytic enzymes
involved in these processes such as urokinase (urokinase-type plasminogen activator,
uPA) and matrix metalloproteinases (MMP). Besides that, the effects of IL-17 on the
adhesion of PB-MSCs to endothelial cells, as well as their transendothelial migration
and adhesion to fibronectin were investigated. Moreover, cytoskeleton arrangement
during migratory activities of PB-MSCs in presence of IL-17 was also analysed. The
molecular mechanisms underlying the effects of IL-17 on the investigated migratory
properties of PB-MSCs were examined by analysing the involvement of MAPK
(Mitogen Associated Protein Kinases) signalling pathways. Within the second part of
this doctoral thesis, the effects of different O, levels on stemness and functional
characteristics of WJ-MSCs were investigated. For these experiments, WJ-MSCs were
cultivated at 21% and 3% O for specific periods of time and immunophenotype,

proliferative and clonogenic capacity, differentiation potential, cell cycle and survival



were examined. In order to investigate the effects of hypoxia on the multipotency of
WJ-MSCs on the molecular level, the expression of genes for transcriptional factors that
regulate stemnes was determined. In the context of examining the effects on
differentiation potential, gene expression for markers of osteogenesis (alkaline
phosphatase (ALP), osteocalcin (OCN) and RUNX2 (Runt-related transcription factor
2)), adipogenesis (PPARy (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) and
lipoprotein lipase (LPL)) and chondrogenesis (SOX-9 (Sex determining region Y)-box
9) and collagen-2 (COL-2)) was analysed. Moreover, the effects of different O levels
on the migration and mobilization of these cells from collagen drops and the activation
of proteolytic enzymes were determined. In order to examine molecular mechanisms
underlying migratory processes of WJ-MSCs at different oxygen levels, the

involvement of MAPK and Wnt/f catenin signalling pathways was monitored.

The results obtained in this doctoral dissertation confirmed mesenchymal
characteristics of the isolated MSCs since based on their ability to adhere to plastic,
expression of mesenchymal with absence of hematopoietic surface markers, as well as
ability for osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation they meet the
proposed criteria. It is additionally shown that isolated MSCs express pluripotency
markers NANOG, OCT4, SOX-2 and SSEA4.

The results obtained within the first part of the thesis showed that IL-17 enhances
PB-MSCs migration and mobilization from collagen drops while inducing uPA
expression without any effect on MMP expression. Increased uPA expression mediates
increased migration of PB-MSC stimulated by IL-17 in an ERK1/2 MAPK dependent
way. Also, the results indicated that concomitantly with stimulation of migration, IL-17
induces cell polarization through actin filament and y- tubulin rearrangement and
localization of uPA in cell protrusions. In addition, IL-17 increases PB-MSCs adhesion
to endothelial cells and subsequent transendothelial migration. It is also noticed that this

cytokine stimulates PB-MSCs adhesion to fibronectin in an uPA-dependent manner.

In the second part of this dissertation, the results obtained showed that the
cultivation of WJ-MSCs under hypoxic conditions at 3% O has no effect on their
morphology and immunophenotype, but modulates their differentiation potential. It was

observed that 3% O, enhances adipogenic and chondrogenic, and decreases osteogenic



differentiation. The results also showed that hypoxic conditions improve the stemness
of WJ-MSCs by increasing the clonogenic and proliferative potential and the expression
of the pluripotency markers NANOG, OCT4 and SOX2. In addition, the results obtained
indicate that 3% O, does not modulate the cell cycle but prevents apoptosis of WJ-
MSCs. It was also noticed that cultivation and pre-cultivation of WJ-MSCs at 3% O»
increase migration and mobilization of these cells and enhance the activity of uPA and
MMP-2. Obtained results also showed that mobilization of WJ-MSCs from collagen
drops is mediated by ERK1/2 MAPK regardless of O levels, whereas the Wnt / B-
catenin pathway is activated during migratory processes under standard conditions.

Presented results lead to conclusion that peripheral blood and human umbilical cord
represent favourable sources of MSCs. The results obtained in this dissertation suggest
that IL-17 may act as chemotropic factor for PB-MSCs that enhances cell mobility and
UPA expression during inflammation. Also, physiological 3% O can improve the
quality of WJ-MSCs, by maintaining their stemness and increasing their migratory
potential, therefore these results indicate that culturing of WJ-MSCs in their native
microenvironmental conditions can ensure better sample quality for potential

application in cell therapy.
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SCIENTIFIC FIELD: Biology

SCIENTIFIC SUBFIELD: Molecular biology of cell



Sadrzaj

1.

uvoD
1.1.  MEZENHIMSKE MATICNE CELIJE ........oooviviieveeeeeeeeseseessseesss s 1
1.1.1. ISTORIJA RAZVOJA NAUKE O MATICNIM CELITAMA .....ccuvtiiieeereesteesreesreesteesteesneesneesneesnnes 1
1.1.2. POJAM MATICNTH CELITA ..uveiiiiitiee e et e e eetiee e e ettt e e ettt e e e ettee e e eataeeeatbeeeeeabeeeesnbaeeeasbeeesanseeeesasbeeean 4
1.1.3. MEZENHIMSKE MATICNE CELITE .....ccieiiutieeiittteeeeiteeeeeitteeeeetteeeeesseeesasseeeaasssesssssssesassesesssseessnns 7
1.1.3.1.  KARAKTERIZACHA 1 1IZVORIMMCOC ..o e e eeee e en e 7
1.1.3.2.  FIZIOLOSKA ULOGA I TERAPUSKI POTENCIAL MMC .......ooomivieeeieeeeeeeeeseeeeeeeesesesesenennis 10
1.1.3.3.  MEZENHIMSKE MATICNE CELIJE IZOLOVANE IZ PERIFERNE KRVI (PK-MMC) ........cccevvrnene. 16
1.1.3.4. MEZENHIMSKE MATICNE CELIJE IZOLOVANE IZ VARTONOVE SLUZI HUMANOG PUPCANIKA
LAV 2SS 1Y () TR 17
1.2. MIKROSREDINA MMUOC ......ooioieteeeeeeeeee e et ee s 21
1.2.1. KONCEPT I DEFINICITA NISE MMC ..ottt ettt ettt ettt en e 21
1.2.2. SASTAV NISE eiiitiiieiititee e itteeeetteeesettee e s s tbeeeeaataeeesaaeeeaasteeeaassaeeeasseeeeansteeeaasseeeesssaeeeansteeessnnens 21
1.2.3. BIOHEMIJSKA 1 BIOFIZICKA REGULACIA U NISIMOC ..o 22
1.2.4. DINAMIKA I FLEKSIBILNOST NISE ....eieiittieeiitteeeiiteeeesisseeessstesesasseeesssssessissesssasssesssssesessssesens 24
1.2.5. SPECIFICNE MIKROSREDINE MC ...ttt eeen et ee s e s s seen e 25
7 0 S | N] = Y . Yo TSR 25
1.25.1.1. INTERLEUKIN-17 FAMILIJA CITOKOINA ....coiiiitttieteeeeeeciitteeeeeeeeseittraeeeeeessssnasreeeeeesennsnreneas 26
1.25.1.2. STRUKTURA INTERLEUKINA-17 | NJEGOVOG RECEPTORA.......veeeiiirieeeirieeeeeireeeeeteeeesisveeens 27
1.25.1.3. SIGNALNIPUTEVI AKTIVIRANI IL=17 ..ottt e 28
1.25.1.4. BIOLOSKA ULOGA TL17 oottt ettt ettt et ate e e 30
1.2.5.2.  KISEONIK FTHIPOKSIIA ... .uutieeiittee e e eteeeeeette e e eetteeeaetteeeeateeeesateeeassteeeeasaseesesseeeaasseeeesnreseeserreeens 31
1.25.2.1. STRUKTURA FAKTORA KOJI REGULISU ODGOVOR NA SMANJENU OKSIGENACHWU............... 31
1.25.2.2. MOLEKULARNA REGULACIJA ODGOVORA NA HIPOKSIJU POSREDOVANA FAKTOROM
INDUKOVANIM HIPOKSIIOM ...eec. ciuttieieeeeeeiiititeteeeeessaattaseeessesaaaiattseseesessassssssessesssaassssessesssassssseseeesssnsnses 32
1.25.2.3. BIOLOSKI EFEKTI HIPOKSIJE ... iivveeeetteeeeeeteeeeetteeeeetteeeeeateeeesaeeeeeesteeesenseseesnseeeeanseeeesnnsens 34

CHLIEVT .ttt ettt ettt et e b e e b e e ebe e e b e e ebae e bt e e sbee e bt e e ebeeesbeeesaeeestee s 35

MATERIJAL | METODE
3.1 YN I 1N 1A R 39
3.2. EKSPERIMENTALNIDIZAIN ...ttt ettt et nane s 42
3.2.1. IZOLACIJA 1 KARAKTERIZACIJA MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIJA 1Z VARTONOVE SLUZI
HUMANOG PUPCANIKA (VS-MMC) I PERIFERNE KRVI (PK-MMC).......c..ooeverierereisiesesseesessee s es s 42
3.2.2. ISPITIVANJE EFEKATA DELOVANJA IL-17 NA MIGRATORNA SVOJSTVA MMC PERIFERNE KRVI

............................................................................................................ 43

3.2.3. ISPITIVANJE EFEKATA DELOVANJA 3% Oz NA MULTIPOTENTNA | MIGRATORNA SVOISTVA
MMC VARTONOVE SLUZI PUPCANIKA .+t eeeeeeeeeeeeeteseesseesessssssssssesessesesasesesssssesesesesessssesssessssasesssaes 44
3.3.  CELIJE | CELIJSKE KULTURE ........cocoviiitiiiiniosieeseseeesestessesses sttt 45
3.3.1. CELIISKE LINIIE .ttt veeete et eeeeee et et et eeeeseeseseses e eeeeeeee et et et et e s eeesasesee et e e eeeeeseseseeeseeeeeeeeenas 45
3.3.2. 1ZOLACIJA MEZENHIMSKIH MATICNTH CELITA ....vvveiiitieeeeeetieeeeteeeeseseeeeeesteeessseesssnseeeesssseeeeanes 45
3321, 1ZOLACHAPK-MMC .....c.oiioieieiriisisiisesses s ses sttt 45
3.3.22.  1ZOLACHAVS-MMC.....oooiioieeeireieisiesesses s ses s sttt 46
3.3.3. Q0] 0§ AV 7X@ 17N 21 ) 1N 47
3.3.4. ODREBIVANIE BROJA I VIJABILNOSTI CELITA ...vvvieivteeeeetrieeseteeesseaeeeeeesreeesenseeessnseessensnesessnnes 48
3.4. ANALIZA CELIISKIH FUNKCIJIA ..ottt et eeee e snen e 49
3.4.1. ANALIZA PROLIFERACITE CELITA ....uvtiitvieiieesiveesteeestneesuesssseesssesssasesssesssnsesssesssssessessssssssessns 49
R St |V I e 1= PSP 49
3.4.1.2.  CELIJSKA PROLIFERACIIA U KRATKOTRAINIM KULTURAMA ......ovevivereeereeeeseseeseereeesesesenesnenns 49
3.4.1.3.  CELIJSKA PROLIFERACIJA U DUGOTRAINIM KULTURAMA ......oveieeeireeeeresesesseseseseeesesesenesnenns 49
3.4.1.4. ANALIZA KLONOGENOG POTENCIALA, CFU-F TEST cviiiiiiiie sttt 50

3.4.2. DIFERENCITACITA CELITA ...coiiiuttiiiie e e e e ittt e e e e e et et bbtt e e s e s st eabbba b e e e e s s s sabbbbae s s e s s ssbbbbaeaseessssbbabeaess 50



5.
6.
7.

3.4.2.1.  OSTEOGENA DIFERENCIJACIA ... .ctiutiitieteateesresnesieesieesteesneanesnsesssesneesne e s s nesneesnessneesneennesnns 51

3.4.2.2.  ADIPOGENA DIFERENCIJACIIA ....oiiiitiie e ettt et e ettt e e ettt e e e et e e e et e e e e ette e e e eabeee e snbaeeeetaeeeeenreas 51
3.4.2.3.  HONDROGENA DIFERENCIIACIIA .....uttiiiiiiie ettt e e etteeeeette e e etee e e e bt e e e entbee e e sabeeeesabaeeeebaeeeeenreas 52
3.4.3. ANALIZA CELIISKE MOBILNOSTL ... uvteitteestieestteessteesireessessssessssessssesssessssesssessssesssesssssssssessns 52
3.4.3.1. ANALIZA CELIJSKE MIGRACIJE SCRATCH TESTOM .....ccciiiuiiiiiiiieeitieeeeitreeeeetteeeeeteeeeetaeeeeeneeas 52
3.4.3.2.  ANALIZA CELIJSKE MIGRACIJE ZASNOVANE NA BOYDEN-KOMORI ......cveecviiiieeciieeeeiiee e 53
3.4.3.3. ANALIZA CELIJSKE MOBILIZACIJE IZ KOLAGENA ......ccoiviiiuieiiueeiiieesiteesiteesisessteesnseessessnseesnnes 54
3.4.4. ANALIZA CELIISKE ADHEZITE ....vvteitveiitteesieesteesssesssseessessssessssesssssesssessssssssesssssessesssssssssessns 54
3.4.5. ANALIZA CELITSKOG CIKLUSA ....uttiiiiitteeeeiitteeeeetreeeeetteeesstseeeaassesessssesesssssessassssesssssessssssseesanns 55
3.4.6. ANALIZA CELIISKE SMRTI.....u0eiitteeiuteeitteesttesstseesssesssseesssesssssesssesssssesssesssssssesssssesssesssssssssesans 56
3.5. ANALIZAPROTEINA ..ottt st e te e s are e st be e st e e s rbe e sabe e srbaesnree e 56
3.5.1. PROTOCNA CITOMETRITA ...veeeiiutieeeeetteeeeeiteeessteeeeaetteeeeetaeeesetaeeesasbeeessntseeesasteeesasbaeesaseeeessnres 56
3.5.2. IMUNOFLUORESCENCA .....ttttttieee e e e iittreteeeeeesitbreeeeeesesstbaaseeeesssabbbaseeeesssasasaseeseessantsrareeeeensan 57
3.5.3. WESTERN BLOT ANALIZA EKSPRESIJE PROTEINA .....ciiteieeiiieeesitieeesitteeeesineessnneesssnneessssseeesanes 57
3.54. ANALIZA AKTIVNOSTI PROTEINA ZIMOGRAFIIOM .....uvviiiiiieeeiiiireesitieeeesieeesssneesssnnesssssseeesanes 59
3.6. ANALIZA EKSPRESIJE GENA ... ..ottt ettt 60
3.7. STATISTICKA ANALIZA REZULTATA ..o cooeeeeeeeeeeeeee e ee e eeee s ee e en s s eeenanenns 62
REZULTATI
4.1. IZOLACIJA, KULTVACIJA | KARAKTERIZACIJAMMEOC ....o.oovoiisoeeeeeeeeeeeeeerenn, 63
4.2, EFEKTI MIKROSREDINE NA FUNKCIONALNA SVOJSTVAMMC .......ocovvveveriennn. 67
4.2.1. EFEKTI | MEHANIZMI DELOVANJA IL-17 NAMULTIPOTENTNE
MEZENHIMSKE MATICNE CELIJE IZ PERIFERNE KRV L.....cooviiiieieeeeeeeeeeeeeeeeseeeesenenns 68
4211, EKSPRESIJA RECEPTORA ZA IL-17 NAPK-MMC ...cooviieieeeeeeeeeeeeeeeee e eeees e senenenes 68
4212, EFEKAT IL-17 NA MIGRATORNI KAPACITET PK-MMC .....covieeoteeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 68
4.2.1.3. EFEKAT IL-17 NA PROLIFERACIIU PK-MMC ..ot 70
42.14. SPECIFICNOST ULOGE IL-17 UMIGRACII PK-MMOC ...ooioeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeneeenns 71
42.15. EFEKAT IL-17 NA REMODELOVANJE VCM TOKOM MIGRACKE PK-MMC.......ovvvvereerrennn. 72
42.15.1. EFEKAT IL-17 NA EKSPRESIIU UPA KOD PK-MMC ......ovovieeeeeeeeoeeeeeeeeeeereeeeeeseeenesens 72
42.15.2. EFEKAT IL-17 NA EKSPRESIIU MMP KOD PK-MMC ....ovivieseeeeeeeeeeeee et 74
42.15.3. ULOGA UPA U MIGRACHI INDUKOVANOJ INTERLEUKINOM-=17 .....cocviiiiiiieeeciieeeeeieee e 75
421.6. MOLEKULARNI MEHANIZMI UKLJUCENI U MIGRACIU PK-MMC STIMULISANU
INTERLEUKINOM-=L7 .. eie ettt ettt sttt e ettt e ettt e e st e e e s ekt e e e e ata e e e s baeeeaasta e e e antseeeaabaeeessbeeeeanseeeeeanraeeesnrrnaean 77
4.2.1.7. REORGANIZACIJA CITOSKELETA TOKOM MIGRACIJE INDUKOVANE IL-17.....coooiviiieeeeiieene, 80
42.1.8. EFEKAT IL-17 NA ADHEZIJU | TRANSENDOTELSKU MIGRACIIU PK-MMC ..., 83
42.19. EFEKAT IL-17 NA ADHEZIIU PK-MMC ZA FIBRONEKTIN «...evvveeeeeeeeeeereseeeseseeeenessseseseenenen 84
4.2.2. EFEKTI IZMENJENE OKSIGENACIJE NA FUNKCIONALNA SVOJSTVA
MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIJA 1Z VARTONOVE SLUZI PUPCANIKA .................... 87
4221, EKSPRESHA HIF-1A KOD VS-MMC .....ooioioeieeeeeeseeeeeeeeeeeeeee et ee e e s een e 87
4222, EFEKAT 3% O2NA MEZENHIMSKI FENOTIP VS-MMOC ....ooooeeieeeieeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeenenns 88
4.2.2.3. EFEKAT 3% Oz NA DIFERENCIJACIONI POTENCIIAL VS-MMC ..o eeeenns 90
4224, EFEKAT 3% Oz NA KLONOGENI POTENCIIAL VS-MMC ....coiieieeteeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e 93
4225. EFEKAT 3% O2NA VIJABILNOST | PROLIFERACHU VS-MMC .....ooiviiiieeieeeeeeeeeeeeereeenen 94
42.2.6. EFEKAT 3% O NA EKSPRESIJU MARKERA PLURIPOTENTNOSTI VS-MMC ...ovvveeeeeeeeeeeein 96
4227. EFEKAT 3% O2NA APOPTOZU I CELISKI CIKLUS VS-MMC .....ooveieirieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneen 97
4228. EFEKAT RAZLICITIH KONCENTRACIJA O2 NA MOBILNOST VS-MMC ..o 98
4.2.29. MEHANIZMI UKLJUCENI U MIGRACUU [ MOBILIZACIU VS-MMC NA RAZLICITIM
[0 [0 = N N oT N7 Y N 2 101
DISKIUSIIA .ottt ettt e st e e et e e st b e e e bt e e s bae e ebbe e sbbeesbbe e sbeeeebeeesbeeeabbeesteeesre s 103
ZAKLIUCCK......cc.cooooeeeeeeeeeeee oottt ettt ettt ettt en s s sn s 119
I T N ] OSSR 121

SPISAK SKRACENICA........uiiuiiitiit ettt I



1. UVOD




uvoD

1.1. MEZENHIMSKE MATICNE CELIJE

1.1.1. Istorija razvoja nauke o0 mati¢nim celijama

Termin ,,mati¢na ¢elija“ (MC) nastao je krajem XIX veka u istraZivanjima koja su
se odnosila na kontinuitet ,,germinativne plazme*, razvice viSecelijskog organizma i
poreklo hematopoetskog sistema. Ernst Haeckel je smatrao da svaki organizam
rekapitulira svoje filogenetske stadijume, i stoga je ontogenetska MC- oplodena jajna
éelija, odgovarajuéi entitet filogenetskoj MC (od nem. Stamzelle, izvorna éelija) -
jednocelijskom organizmu (objasnjeno u Droscher, 2014; Maehle, 2011; Ramalho-
Santos i Willenbring, 2007). Medutim, sa novim saznanjima iz oblasti embriologije i
genetike, pojavilo se nekoliko teorija o nasledivanju i faktorima koji ga regulisu, te se
tako postavio temelj za istrazivanje potencijalnih tzv ,nosioca“ materijala za
ontogenezu. Jedno od tih istrazivanja vodio je i August Weismann koji je upucujuéi na
postojanje germinativnih 1 somatskih ¢elija, pretpostavio da se nasledivanje vrsi samo
pomocu germinativnih ¢elija koje su nespecijalizovane 1 nosioci organizovane supstance
¢elijskog nukleusa, tzv germinativne plazme (od nem, Keimplasma) (Droscher, 2014;
Maehle, 2011). Shodno toj teoriji, germinativna plazma se tokom citokineze kod deobe
somatskih Celija prenosi nejednako i dovodi do specijalizacije Cerki ¢elija. Sa novim
saznanjima, njegov koncept se blago menjao, ali se uvek zasnivao na postojanju faktora
koji odreduju i usmeravaju razvoj ¢elije. Theodor Boveri i Valentin Hacker su, vodecéi se
Weismann-ovom teorijom, tezili ka identifikovanju najranije germinativne celije koja je
nosilac germinativne plazme . U tim istraZivanjima su kao MC definisali zajedni¢ku
prekursorsku ¢eliju koja u deobi daje identi¢nu mati¢nu ¢erku Celiju i jednu ¢erku éeliju
koja je prekursor somatskim celijama (Boveri, 1892; Hacker, 1892). Ipak, danas se
smatra da Alekxander Maximow nosi zaslugu za uvodenje termina ,,maticna celija“ u
nauku u vreme kada se medu hematolozima vodila polemika da li svi tipovi ¢elija krvi
vode poreklo od zajednicke ¢celije (Maehle, 2011). Maximow je razvio i uveo teoriju o
procesu hematopoeze na kojoj je baziran dana$nji koncept porekla i diferencijacije
¢elija krvi. Medutim, ovaj termin se moze naci i U ranijim studijama Pappenheim-a koji
je na taj nacin opisao prekursorsku ¢eliju od koje mogu nastati mijelociti i limfociti

(objasnjeno u Maehle, 2011). Ipak, zbog ograni¢enja koje su pruzale tadasnje metode,
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ova debata nastavila se do sredine XX veka, kada su konacne dokaze pruzila

mnogobrojna eksperimentalna istrazivanja.

Jedno od znacajnih dostignu¢a u ovoj oblasti kojim je podrzana teorija o
postojanju hematopoetske MC (HMC), jeste prvo uspesno presadivanje kostne srzi bez
odbacivanja transplanta. Naime, kasnih 1950-ih godina uspesno je pacijentu koji boluje
od leukemije, prethodno tretiranom radioterapijom, presadena kostna srz identi¢nog
brata blizanca (Thomas i sar., 1959), a ozra¢enim nauc¢nicima 1958. godine izvrsena je
prva alogena transplantacija kostne srzi (objasnjeno u Jansen, 2005). U narednom
periodu usledio je niz klju¢nih otkri¢a. Joseph Altman je 1962. godine pokazao da se u
mozgu stvaraju nove nervne éelije §to je ukazalo na postojanje MC (Altman i Das,
1967), medutim njegova studija je bila Siroko ignorisana u nau¢noj zajednici u korist
istrazivanja koja su pokazala da je neurogeneza ograni¢ena na prenatalni razvoj. S druge
strane, Becker, Till i McCulloch su u istom periodu prvi eksperimentalno dokazali
postojanje HMC, pruzivsi dokaze o sposobnosti MC za samoobnovu i diferencijaciju u
specijalizovane celije. Ova istrazivanja pokazala su da Celija izolovana iz kostne srzi
moze da regeneriSe sve krvne Celije i spasi miSeve ozracene letalnom dozom zracenja i
to jednostavnom infuzijom ¢elija donora u krv primaoca (A. J. Becker i sar., 1963).
StaviSe, U slezinama ovih miSeva uocili su postojanje &vorica ¢&iji je broj bio
proporcionalan broju ¢elija primljenih iz kostne srzi- svaki ¢vori¢ je kolonija jedne
HMC ili ,jedinice formiranja kolonija“ (CFU, od engl. colony-forming unit) (Till i
McCulloch, 1961), sto je bio prvi klonalni ogled, ali i kvantitativni test koji se jo$ uvek
koristi za indirektno odredivanje broja HMC. Prvoj uspesnoj transplantaciji kostne srzi
pacijentu sa teSkom kombinovanom imunodeficijencijom, i to od donora koji je u
srodstvu, a ne poseduje identi¢an genski sklop (Good, 1987) doprinelo je saznanje da je
za transplantaciju klju¢no posebno podudaranje, izmedu davaoca i primaoca, ha nivou
humanog leukocitnog antigena (HLA, od engl. human leukocyte antigen), koji kodiraju
za proteine glavnih kompleksa histokompatabilnosti (MHC, od engl. major

histocompatibility complex).

Znacajni napredak u ovoj oblasti usledio je kada su izolovane HMC iz krvi
humane pupcane vrpce (objasnjeno u Kita i sar., 2011), a ubrzo nakon toga po prvi put i
misje embrionalne MC (EMC) iz unutrasnje mase blastocista koje su odrzavane in vitro

(Evans i Kaufman, 1981). Gotovo istovremeno je Martin opisala razne tehnike
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izolovanja embrionalnih ¢elija iz miSa i dokazala njihovu pluripotentnost (Martin,
1981). Ova istrazivanja su postavila temelj istrazivackom timu Thomsona Kkoji je
uspesno, 1995. godine po prvi put izolovao EMC primata, rezus majmuna (J A Thomson
i sar., 1995). Ubrzo je po prvi put postignuto i uspesno kloniranje Zivotinje metodom
nuklearnog transfera kojom je u neoplodenu jajnu ¢eliju ovce unet nukleus zrele odrasle
¢elije te se tako dobijeni hibrid stimulisao na ¢elijske deobe elektrosokovima (Wilmut i
sar., 1997). Nakon dostizanja stadijuma blastocista, usaden je u surogat ovcu. Na ovaj
na¢in Wilmut je pokazao da nukleus odrasle zrele diferentovane Celije moze da se
povrati u embrionalno stanje totipotentnosti stvarajuci ¢eliju koja moze da se razvije u
bilo koji organ odrasle zivotinje. Godinu dana kasnije, Thomson je sa saradnicima
uspesno izolovao EMC iz ranih humanih embriona koji su nastali metodom vestacke in

vitro fertilizacije (IVF), ali u klini¢ke svrhe (James A. Thomson i sar., 1998).

Pocetak XXI veka doneo je mnoga otkri¢a u ovoj oblasti medu kojima se za deo
pokazalo da su fabrikovana. Ipak, ovu deceniju obelezilo je otkri¢e da je od adultnih
¢elija moguce dobiti cCelije nalik embrionalnim, a bez upotrebe i/ili uniStavanja
embriona (Takahashi i sar., 2007; Takahashi i Yamanaka, 2006). Sa svojim timom
istrazivaca Takashi je 2006. godine uspeo da reprogramira obi¢nu misju, a 2007. godine
i humanu adultnu ¢eliju unosec¢i u nju cCetiri klju¢na gena- OCT3/4 (od engl. Octamer-
binding transcription factor 4), SOX2 (od engl. (Sex determining region Y)-box 2),
KLF4 (od engl. Kruppel-like factor 4), i C-MYC i tako dobijene celije nazvao
sindukovane pluripotentne mati¢ne ¢éelije (IPMC). Ovaj pronalazak zna¢ajno je
doprineo razvoju oblasti biologije MC, s obzirom da se na ovaj na¢in nagla alternativa
embrionu kao izvoru pluripotentnih Celija, a pritom su dobijene celije koje mogu

predstavljati visoko personalizovan izvor ¢elija.

Tokom poslednje dve decenije, transplantacija. HMC uspostavljena je kao
standardni nain za leCenje pacijenata sa hematoloSkim malignitetima ili
deficijencijama, a otkri¢e da kultivisane ¢elije koze mogu produkovati dovoljan broj
¢elija sa regenerativnim potencijalom omogucilo je leCenje i pacijenata sa ozbiljnim
opekotinama (Copelan, 2006; C. P. Zhang i Fu, 2008). Zahvaljujuci otkrivanju novih
izvora MC, uz razvoj nauke i tehnologije, u savremenoj medicini u toku je veliki broj
preklini¢kih testiranja i klini¢kih studija koje ispituju terapijski potencijal MC. Ipak, put

ka razvoju efikasne Ccelijske terapije za Siroku primenu je dugacak i1 ukljucuje
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savladavanje velikog broja tehnickih, zakonskih, eti¢kih i bezbedonosnih problema pa

se i dalje smatra naukom u zacetku.
1.1.2. Pojam maticnih éelija

MC su definisane kao ¢elije koje karakteri$e sposobnost samoobnove i odredeni
stepen sposobnosti diferencijacije, ¢ime se specijalizuju za obavljanje odredene funkcije
(Los i sar., 2019; Preston i sar., 2003). Samoobnova predstavlja sposobnost ¢elije da se
viSestruko i neograni¢eno deli bez gubitka diferencijacionog potencijala i podloznosti
bioloskom starenju, senscenciji. Ove ¢elije se samoobnavljaju i) simetri¢cnom deobom
éerki ¢elija koje ulaze u proces samoobnove kako bi se odrzao rezervoar MC, daju i
¢erke celije koje se diferencraju u specijalizovana tkiva (S. He i sar., 2009). Na taj na¢in
je fizioloski osigurano i odrzavanje C¢elijskog sastava organizma, i regeneracija
odredenog oste¢enog tkiva putem obnove tkiva diferencijacijom MC. Smatra se da MC
prolaze sporo kroz Celijski ciklus radi zastite DNK, koja je podlozna greskama prilikom
deoba, ali da su visoko klonogene (Preston i sar., 2003). Prisutne su u najve¢em broju
organa sa moguéim izuzetkom srca, ali u vecini tkiva predstavljaju mali procenat (1-

2%) ukupnog broja ¢elija (Alison i sar., 2002).

MC imaju razli¢it potencijal diferencijacije (Alison i sar., 2002; Preston i sar.,
2003) pa tako totipotentne celije imaju sposobnost formiranja svih tipova Ccelija
organizma u razvoju, ukljuujuc¢i embrionalna 1 perinatalna tkiva (npr tkiva embriona 1
trofoblasta placente) i takva je oplodena jajna ¢elija tj zigot; pluripotentne Celije imaju
sposobnost diferencijacije u skoro sve Celije koje poticu od tri klicina lista te stoga
mogu dati bilo koju ¢eliju organizma i taj potencijal imaju EMC; multipotentne éelije
karakteriSe diferencijacija u ogranicen broj Celijskih linija unutar datog tkiva; i konac¢no,
unipotentne Celije se diferenciraju samo u jedan ¢elijski tip 1 takve su epidermalne ¢Celije

I spermatogonije testisa.

Do sada je identifikovano nekoliko tipova MC. Embrionalne MC su
pluripotentne ¢elije izolovane iz unutra$nje mase embriona u stanju blastule, koji se kod
humanih embriona dostize 4-5 dana nakon fertilizacije i sadrzi 50-150 ¢elija, 1 najcesce

se dobijaju iz ,,viska’’ embriona dobijenih metodom IVF (Bongso i Richards, 2004).
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Mogu se in vitro propagirati beskona¢no uz odgovarajuée faktore u kulturi (Rippon i
Bishop, 2004), uz konstantni visok nivo aktivnosti telomeraze (Hiyama i Hiyama,
2007). Do sada su se in vitro uspesno diferencirale u veliki broj ¢elijskih tipova (Rippon
i Bishop, 2004), medutim uprkos tome $to se njihova izolacija i upotreba odvija uz
saglasnost donora embriona (,,roditelja”), smatra se da je potrebno prevazi¢i mnoge
prepreke etitke i tehni¢ke prirode pre odobrene upotrebe EMC u klini¢kim
ispitivanjima.

Otkriée IPMC znaéajno je unapredilo istrazivanja MC, ali i medicinu generalno,
s obzirom da je na ovaj nacin dokazano da je mogude manipulisati stepenom
diferencijacije ¢elija. Smatra da ove ¢elije imaju veliki potencijal primene s obzirom na
lako dobijanje, eticku nekompromitovanost i ¢injenicu da su tkiva dobijena pomocu
ovih ¢elija autologna. Ipak, i za ove ¢elije je jos uvek neophodno prevaziéi veéi broj
tehnickih problema koji onemoguéavaju njihovu uspesnu upotrebu, izmedu ostalog i

&injenicu da su vise tumorigene u odnosu na EMC (Gutierrez-Aranda i sar., 2010).

Adultne mati¢ne ¢elije prisutne su u velikom broju tkiva odraslog organizma i
njihova aktivnost, kapacitet diferencijacije i Zivotni vek se razlikuju. Ove prekursorske
¢elije imaju ulogu u konstantnom odrzavanju 1 obnavljanju tkiva u kojem se nalaze
tokom ¢itavog Zivotnog veka jedinke (Ahsan i sar., 2008; Gurusamy i sar., 2018; Zos i
sar., 2019). Inicijalno se mislilo da su ove ¢elije prisutne u malom broju tkiva, i da je
njihov diferencijacioni potencijal ograni¢en samo na tip tkiva iz kog su izolovane, ali su
do danas izolovane iz gotovo svakog tkiva odrasle jedinke. Pored svoje dostupnosti, ove
tkivno-specifi¢ne progenitorske ¢elije znacajne su i zbog multipotentnog potencijala za
diferencijaciju. Medutim, broj MC u adultnim tkivima je procentualno mali u odnosu na
ukupan broj ¢elija (Preston i sar., 2003), a starenjem dolazi do smanjenja njihovog
broja i karakteristika Sto utice na njihov regenerativni potencijal, rast i deobu (Ahmed i
sar., 2017).

Najbolje istrazene i okarakterisane adultne MC su HMC, koje iz brojéano vrlo
male populacije primitivnih ¢elija, sa malom proliferativnom aktivnos¢u (svega 10-15%
ovih ¢elija se nalazi u S fazi celijskog ciklusa) (Pietras i sar., 2011), obezbeduju
neprekidno stvaranje dovoljnog broja novih ¢elija hematopoeze u toku Zivota svake

jedinke. Naime, u procesu hematopoze, od primitivnih MC, preko niza tranzitnih
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kategorija manje primitivnih Celija, a potom Celija opredeljenih za viSe, dve ili samo
jednu krvnu lozu, daljim diferentovanjem nastaju morfoloski prepoznatljive ¢elije koje
daljom proliferacijom, diferencijacijom i sazrevanjem daju zrele ¢elije krvi. Tako, u
ovom hijerarhijski organizovanom procesu, multipotentne HMC daju multipotentne
progenitorske ¢elije od kojih dalje nastaju oligopotentne zajednicke progenitorske celije
limfoidne i mijeloidne loze koje preko progenitora opredeljenih za odredenu lozu, daju
zrele limfocite, prirodne celije ubice (od engl. natural Kkiller cells, NK cells) odnosnho
granulocite, makrofage/monocite, eritrocite i krvne plocice, redom (Bryder i sar., 2006).
Na ovaj nadin, sukcesivnim diferenciranjem u hematopoetske progenitore, HMC
progresivno gube sposobnost samoobnove, ali proliferativna aktivnost se
eksponencijalno povecava uz nastavak procesa diferencijacije, odnosno dolazi do
progresivne specijalizacije ¢elija. Smatra se da HMC predstavljaju heterogenu
populaciju celija ¢iji se podtipovi razlikuju prema funkcionalnim karakteristikima
(poput proizvoda procesa diferencijacije, potencijala samoobnove, profila celijskog
ciklusa i zrelosti) na sta upucuje veliki broj dokaza (objasnjeno u Crisan i Dzierzak,
2017). Tako, jedna od aktuelnih podela prema Kinetici obnavljanja hematopoeze
podrazumeva postojanje dugotrajno-, srednje- i kratkotrajno- repopulisu¢ih HMC (engl.
LT ,long-, IT, intermediate-, ST, short-term repopulating HSCs) (Schroeder, 2010).
Zivotni vek diferenciranih HMC je razli¢it u zavisnosti od tipa zrele ¢éelije krvi i stoga
HMC moraju biti konstantno angazovane, te stabilan rezervoar ovih éelija mora biti
odrzavan. Za te potrebe, HMC odrzavaju balans samoobnove i diferencijacije.
Hematopoetske MC imaju visok proliferativni potencijal, ali su kao i druge adultne MC
retke (~1/10000 ¢elija u kostnoj srzi) (objasnjeno u Bonnet, 2002). Proces hematopoeze
je kontrolisan razli¢itim faktorima mikrosredine kostne srzi u kojoj se HMC nalaze
putem meducéelijskih interakcija, signalnih molekula, vanéelijskog matriksa (VCM) koji
odreduju proliferativni status, Celijski ciklus, veli¢inu rezervi, sudbinu ¢elija i njihovu
mobilizaciju (Bryder i sar., 2006). Hematopoetske MC su ispitivane u brojnim
klini¢kim studijama i HMC prikupljene iz razli¢itih izvora poput kostne srzi, mobilisane
periferne krvi i krvi pupcanika danas predstavljaju osnovu uspeha terapijske primene

HMC u transplantaciji.

Pored HMC, iz velikog broja adultnih, ali i perinatalnih tkiva, izolovane su i

mezenhimske mati¢ne éelije (MMC). Ovaj tip adultnih MC, dobro je okarakterisan za
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vecéinu tkiva, a zbog izrazitog regenerativnog i modulatornog potencijala ove celije su
trenutno u fokusu brojnih istrazivanja usmerenih ka njihovoj potencijalnoj primeni u

medicini.
1.1.3. Mezenhimske mati¢ne Celije

Mezenhimske MC su deo populacije adultnih multipotentnih MC koje u mnogim
tkivima ucestvuju u odrzavanju homeostaze. To su nediferencirane Ccelije sa
sposobnos¢u samoobnove 1 potencijalom diferenciranja u specijalizovane celije
mezodermskog porekla (Via i sar., 2012), $to upuéuje na Sirok opseg njihove
potencijalne terapijske primene. Na postojanje nehematopoetskih mati¢nih celija u
kostnoj srzi prvi put je sugerisalo istrazivanje Cohnheim-a koje je ukazalo na
moguénost postojanja fibroblasta koji taloze kolagenska vlakna u procesu zarastanja
tkiva (objasnjeno u Prockop, 1997). Prvi dokaz o postojanju MMC u kostnoj srzi dalo je
istrazivanje Friedenstein-a i saradnika koji su na osnovu originalnog sistema
kultivisanja CFU-F (od engl. colony forming unit — fibroblast), krajem Sesdesetih
godina proslog veka, ukazali na njihovu adherentnu, klonogenu, nefagocitnu i
fibroblastnu prirodu (Friedenstein i sar., 1976). Brojnim istraZivanjima koja su usledila
dokazano je da celije izolovane ovom metodom jesu multipotentne i mogu se
diferentovati u osteocite, hondrocite, adipocite i mioblaste (objasnjeno u Chamberlain i
sar., 2007). Pojam ,,mezenhimske MC* uveo je Arnold Kaplan sa ciljem da oznagi istu
kategoriju ¢elija, koje se mogu izolovati i umnoziti €x vivo u odredenim uslovima, pri

¢emu zadrzavaju sposobnost diferentovanja u razli¢ita vezivna tkiva (Caplan, 1991).
1.1.3.1. Karakterizacija i izvori MMC

S obzirom da se MMC mogu izolovati iz razli¢itih izvora kao i da postoje
razli¢ite metode izolacije MMC iz istog izvora, pojavio se problem nedoslednosti u
karakteristikama ovih Celjja, te je stoga Komitet za mezenhimske mati¢ne celije 1 tkiva
Medunarodnog drustva za Celijsku terapiju, predlozio minimalne kriterijume za
definisanje MMC koji se koriste za svrhe nauénih i preklini¢kih istrazivanja (Dominici i
sar., 2006). Da bi se izolovane éelije okarakterisale kao MMC neophodno je da
zadovolje sledece kriterijume: i) sposobnost adhezije za plastiku; ii) ekspresija

specificnih povrsinskih antigena; iii) multipotentni diferencijacioni potencijal.
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Kriterijumi podrazumevaju da vise od 95% c¢elija mora da eksprimira najmanje
CD105 (endoglin), CD73 (ecto 5’ nucleotidase) i CD90 (Thy-1), dok ekspresija CD45
(opsti  leukocitni marker), CD34 (marker endotelskih ¢elija), CD14 ili CDI1b
(eksprimirani na monocitima i makrofagima), CD79a ili CD19 (markeri B ¢elija) i
HLA-DR treba da izostaje (< 2% celijske populacije je pozitivno). Ipak, kako panel
predloZenih antigena nije jedinstven za MMC, a s obzirom na njihovu multipotentnost,
neophodno je dodatno potvrditi da se ove celije diferenciraju u osteoblaste,
hondroblaste i adipocite in vitro u diferencijacionim medijuma karakteristicnog sastava.
lako je do sada identifikovan veci broj markera koji se dodatno koriste za pre¢is¢avanje
MMC u kulturi, poput CD13, CD29, CD44 i CD10 (Mafi i sar., 2011), CD146 je

univerzalno detektovan kod MMC izolovanih iz raznih tkiva (Lv i sar., 2014).

Kako ove ¢elije imaju sposobnost diferencijacije u mezenhimska tkiva, u nauci
je opsteprihvacen 1 koristi se termin ,,mezenhimske mati¢ne ¢elije*, medutim s obzirom
na njihovo poreklo, karakteristike, odsustvo specifi¢nih markera i pitanje njihovog
realnog potencijala in vivo, postoji polemika da li je ovaj naziv adekvatan.
Medunarodno drustvo za Celijsku terapiju predlozilo je oznaku ,multipotentne
mezenhimske stromalne éelije (Dominici i sar., 2006), a upravo autor termina MMC
sugerise usvajanje naziva ,,lekovite signalne ¢elije* (MSC, od engl, Medicinal Signaling
Cells), kao precizniji opis imunomodulatornog i trofickog delovanja ovih ¢elija nakon
pristizanja u ciljano tkivo, odnosno kao nekog vida terapijskih lekova (Caplan, 2017).
Ipak, na engleskom jeziku se za opis ovih ¢elija u nauci zadrZzao jedan isti akronim
,»MSC* s obzirom da pored gore-pomenuth ozna¢ava i: mezenhimske mati¢ne celije
(mesenchymal stem cells), multipotentne stromalne ¢éelije (multipotent stromal cells),
mezenhimske stromalne celije (mesenchymal stromal cells) koji opisuju isti tip
stromalnih c¢elija izolovanih iz adultnih tkiva a okarakterisanih in vitro kriterijumima

utvrdenim koncenzusom (Bianco, 2014; Nicodemou i Danisovic, 2017).

Mnoge studije potvrdile su da regenerativni potencijal MMC u velikoj meri
zavisi od tkiva iz kojeg poticu. MMC su prvobitno izolovane iz kostne srzi glodara, a
kasnije i humane, tako da je do sada kostna srz najéesée koriséen izvor MMC. Iako je
prinos MMC iz kostne srzi (KS-MMC) mali, svega do 0,01% izolata mononuklearnih
éelija (MNC) (Pittenger, M. F. i sar., 1999), ove ¢elije koris¢ene su u klini¢kim

studijama za autologne i alogene transplantacije (Polymeri i sar., 2016). Medutim,
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autologna primena je ograniCena brojem <celija 1 smanjenjem diferencijacionog
potencijala usled starenja (Charif i sar., 2017), a alogena zbog invazivne i ¢esto bolne
izolacije celija i rizika od infekcija. Zbog toga je stvorena potreba za alternativnim

izvorima MMC, tako da su do danas izolovane iz velikog broja tkiva (Slika 1.).

Prisustvo MMC opisano je u dentalnim tkivima poput dentalne pulpe mle¢nih
zuba, zubne klice, apikalne papile i periodoncijuma (Estrela i sar., 2011; Gronthos i
sar., 2000; G. T. J. Huang i sar., 2009), s obzirom da su u pitanju tkiva koja okruzuju
zub u razvoju kome je obnavljanje tkiva neophodno. Ove ¢elije su posebno pogodne za
istrazivanja, s obzirom na laku dostupnost tkiva putem neinvazivnih stomatoloskih
procedura i jednostavnih metoda za izolaciju ovih ¢elija. Najznacajnija osobina masnog
tkiva, kao izvora MMC, ogleda se u njegovoj relativnoj dostupnosti u velikim
koli¢inama, s obzirom da je naj¢e$¢a procedura njegovog dobijanja liposukcija (Zuk i
sar., 2001). Ovaj na¢in izolacije je neinvazivan, a prinos MMC iz masnog tkiva je veci
u odnosu na kostnu srz (Fraser i sar., 2006). MMC su izolovane i iz periferne krvi, ali
se smatra da one najverovatnije vode poreklo iz kostne srzi (Roufosse i sar., 2004).

Prikupljanje uzoraka za njihovu izolaciju je takode neinvazivno.

Perinatalna tkiva se u skorijim istrazivanjima sve ¢e$¢e spominju kao povoljan
izvor MMC sa potencijalnom primenom u regenerativnoj medicini (Bieback i
Brinkmann, 2010). Do sada su MMC izolovane iz placente, Vartonove sluzi i krvi
pupcanika, kao i amnionske te¢nosti (Igura i sar., 2004; Margossian i sar., 2012;
Puranik i sar., 2012; Sibov i sar., 2012; M. S. Tsai i sar., 2004). Pokazano je da MMC
iz humane placente imaju veci kako potencijal ekspanzije, tako i kapacitet usadivanja u
tkiva pri transplantaciji u odnosu na KS-MMC (Hass i sar., 2011), a amnionske MMC
karakteriSu niska imunogenost i tumorigenost (Joerger-Messerli i sar., 2016). S
obzirom da se ova tkiva nakon porodaja odbacuju, pored toga Sto je njihovo
prikupljanje neinvazivno, bez posledica po majku i dete, njihovo koris¢enje u ove svrhe

ne povlaci sa sobom nikakve probleme moralne i eticke prirode.

Pored toga MMC su identifikovane i izolovane iz drugih tkiva poput
menstrualne krvi, endometrijuma, jajovoda, zglobne hrskavice, sinovijalne membrane i
te¢nosti (Ding i sar., 2011; Y. Z. Huang i sar., 2017) i smatra se da se MMC mogu

izolovati iz gotovo svakog tkiva.
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Slika 1. Izvori MMC. Aduitne MC izolovane su iz velikog broja tkiva u organizmu, a sve se vise
isticu alternativni izvori poput perinatalnih tkiva zbog svoje dostupnosti, eticke nekompromitovanosti i
neinvazivnih metoda izolacije MMC. Detaljnije objasnjenje u tekstu.

1.1.3.2. Fizioloska uloga i terapijski potencijal MMC

Fizioloska uloga MMC jo§ uvek nije u potpunosti ispitana i objasnjena s
obzirom da trenutno ne postoje markeri za pracenje njihovih funkcija in vivo. Mnogi
rezultati upucuju na to da MMC kostne srzi funkcionidu kao prekursori ¢elija koje ¢ine
funkcionalne komponente mikrosredine HMC, te stoga podrzavaju hematopoezu i
odrzavaju homeostazu HMC (Galderisi i Giordano, 2014; Muguruma i sar., 2006;
Uccelli i sar., 2008). Medutim postoje i nalazi koji ukazuju da je fizioloska uloga MMC
obnavljanje tkiva, pa se tako prema toj teoriji MMC mobilisu iz kostne srzi u cirkulaciju
kako bi u ciljnim tkivima na mestima oSte¢enja ucestvovale u obnavljanju ostecene
populacije ¢elija. S druge strane, Ginjenice da se prekursori MMC u adultnim tkivima in

vivo preferencijalno lokalizuju blizu krvnih sudova, ukazuju na njihovu povezanost sa
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vaskulaturom, sto olaksava da funkcionisu kao izvor novih ¢elija za lokalne lezije tkiva

u kojem borave (da Silva Meirelles i sar., 2008).

MMC se smatraju najpristupacnijim izvorom MC za primenu u regenerativnoj
medicini, s obzirom da mogu biti lagano prikupljene i izolovane iz dostupnih tkiva, a
njihova upotreba zadovoljava eticku, zakonsku i proizvodnu regulativu. Takode, ove
¢elije karakteri$e niska imunogenost, te ih imunski sistem domacina toleriSe, a poseduju
i visok migratorni potencijal, multidiferencijacioni kapacitet, kao i imunomodulatorna
svojstva. Trenutno nije poznat univerzalan mehanizam kojim MMC ostvaruju svoj
terapijski potencijal, niti je nadin primene ovih cCelija u terapiji razli¢itih bolesti
standardizovan. Postoji nekoliko potencijalnih mehnizama terapijskog delovanja MMC,

i ne iskljuéuje se moguénost da MMC u nekim sluéajevima deluju na vise nacina.

Migracija celija ka ciljnom tkivu (,, Homing“). MMC imaju tendenciju da migriraju ka
mestima os$tecenja tkiva i podru¢jima zahva¢enim inflamacijom (English, 2013; Spaeth
I sar., 2008) (Slika 2.A), sto je pokazano u brojnim eksperimentima prilikom njihove
sistemske primene. Iako je nedvosmisleno pokazano da najveéi broj MMC primenjenih
intravenski zavr$i u plu¢ima (Fischer i sar., 2008), ta¢an mehanizam kojim MMC
bivaju privucene u ciljna tkiva jo§ uvek nije dovoljno ispitan. Prema pojedinim
navodima u literaturi, MMC kostne srZi se kotrljaju, pruzaju nastavke posredstvom p-
selektina, i ostvaruju migraciju zahvaljujuci interakciji molekula VLA4 (od engl, very
late antigen-4) sa VCAML1 (vaskularni ¢elijski adhezivni molekul, od engl. vascular cell
adhesion protein 1) na endotelskim celijama, za koje je vezivanje pojacano
stimulacijom faktorom nekroze tumora-a (TNF-a, od engl tumor necrosis factor-o)
(Ruster i sar., 2006). Znacaj ove interakcije potvrden je i u drugim studijama, koje su
ukazale i da su za transendotelsku migraciju zasluzni i Bl integrini, matriksne

metaloproteinaze (MMP)-2 i razliciti citokini (Ries i sar., 2007; Steingen i sar., 2008).

U procesima migracija MMC uéestvuju i brojni hemokini i njihovi receptori.
Medu najviSe izuCavanim receptorima za hemokine su CXCR4 i CCR2 (Belema-
Bedada i sar., 2008; Wynn i sar., 2004), a pokazana je i ekspresija CCR4, CCR7,
CCR10, CCR9, CXCR5, i CXCR6 (Chamberlain i sar., 2007; da Silva Meirelles i sar.,
2008; Spaeth i sar., 2008). Medu drugim MMP kljuénim za invaziju MMC isti¢e se i
MT1-MMP (od engl, membrane type IMMP)/MMP-14, a pored navedenih adhezivnih

11
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molekula kod MMC zabelezena je i ekspresija o4 integrina i ICAM (unutaréelijski
adhezivni molekul, od engl. Intercellular Adhesion Molecule ) (A. De Becker i sar.,
2007; Mafi i sar., 2011; Ries i sar., 2007; Ruster i sar., 2006; De Ugarte i sar., 2003).

Mnogi autori su potvrdili da migracija i homing aplikovanih MMC ka
odredenom tkivu zavise od faktora kao $to su pasaza i konfluentnost celija, s obzirom da
uti¢u na ekspresiju odgovarajué¢ih povriinskih receptora na MMC ukljugenih u ove
procese. Sveze izolovane MMC imaju pojadanu sposobnost migracije ka oSteéenim
tkivima u poredenju sa odgovarajuéim celijama koje su dugotrajno propagirane u
kulturi, s obzirom da pri veéem broju pasaza MMC gube ekspresiju pojedinih
povrsinskih receptora. Tako su, na primer CXCR4 i CX3CR1 markeri preferencijalno
eksprimirani na MMC u ranim pasazama i niske konfluentnosti, a kod MMC visoke
konfluentnosti povecana je produkcija prirodnog inhibitora MMP, TIMP-3 (objasnjeno
u Kang i sar., 2012). S druge strane, na sposobnost migracije i hominga MMC utige i
nadin njihove primene, s obzirom na malu efikasnost intravenske aplikacije MMC.
Stoga se smatra da je pogodna alternativna intraarterijalna primena (Shan Liu i sar.,
2016). Medutim, kako ovaj nacin primene moze dovesti do mikrovaskularnih okluzija
ili cerebralnih lezija (Argibay i sar., 2017; Walczak i sar., 2008), direktna, lokalna
primena u blizini o$te¢enog tkiva se pokazala jo§ efikasnijom metodom (Kanazawa i

sar., 2018).

U procesu modulacije ove znacajne funkcije MMC ukljugeni su i mnogobrojni
inflamatorni citokini, poput IL (interleukina)-1, faktora transformacije rasta (TGF-B1,
od engl transforming growth factor B1), inhibitornog faktora migracije makrofaga
(MIF,od engl, macrophage migration inhibitory factor), IL-8 i hemokina MCP-1
(hemoatraktantni protein monocita, od engl. monocyte chemotactic protein-1) (M. Shi i
sar., 2007; Lei Wang i sar., 2002), sto je potvrdilo da efikasni homing i usadivanje ovih
¢elija zavisi od inflamatorne mikrosredine oSte¢enog tkiva. Efikasnost delovanja
primenjenih MMC umnogome zavisi i od patoloskog stanja domaéina, &ije éelije u
obolelim tkivima mogu da produkuju odredene hemoatraktante, poput faktora rasta, kao
Sto su faktor rasta hepatocita (HGF, od engl. hepatocyte growth factor), epidermalni
faktor rasta (EGF, od engl. epidermal growth factor), trombocitni faktor rasta (PDGF,
od engl. platelet-derived growth factor), insulinu slican faktor rasta (IGF, od engl.

insulin-like growth factor) i angiopoetin- 1 (Li Li i Jiang, 2011). U prilog ovom
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mehanizmu ostvarivanja migratorne funkcije MMC su i nalazi da su na ovim ¢elijama

identifikovani i njihovih odgovarajuci receptori.

Diferencijacija i regeneracija tkiva. S obzirom da su MMC multipotentne éelije,
njihova sposobnost diferencijacije u razli¢ita tkiva mezodermskog porekla in vitro bila
je osnova za ispitivanja njihove potencijalne terapijske primene. Takode, jedan broj
eksperimentalnih nalaza sugerisao je da je kapacitet diferencijacije MMC vedéi, te da
MMC mogu dati i éelije ektodermskog i endodermskog porekla, poput hepatocita,
neurona i kardiomiocita (N. Kim i Cho, 2013). U eksperimentima in vivo potvrdeno je
usadivanje MMC na raznim Zivotinjskim modelima o$teéenja kostanog i hrskaviavog
tkiva, tkiva miokarda i jetre i dr (N. Kim i Cho, 2013), pri ¢emu su se ove celije
uspesno diferentovale u osteoblaste u slu¢aju osteogenesis imperfecta ili kardiomiocite
u sluéaju infarkta miokarda (Chamberlain i sar., 2007; Ren i sar., 2012). Medutim, jo§
uvek nije sa sigurno$¢u utvrdeno da li su ovi efekti posledica samo diferencijacionog
kapaciteta MMC ili je ukljuéen i neki drugi mehanizam, poput parakrine interakcije
(Slika 2.B i C). Naime, novija istrazivanja upucuju na mogucnost da se terapijski
potencijal ovih Ccelija zasniva najve¢im delom na sekreciji razli¢itih faktora
angiogeneze, trofickih faktora, imunomodulatornih, neuroregulatornih i anti-
inflamatornih faktora, a manje na direktnoj regeneraciji tkiva putem diferencijacije
(Phinney i Sensebe, 2013; Tégel i sar., 2005).

Imunomodulacija. Regenerativnom  kapacitetu MMC doprinose i njihova
imunomodulatorna svojstva (Slika 2.D), koja ispoljavaju kroz razli¢ito delovanje na
osnovne funkcije imunskih cCelija, i to kako direktnim meducelijskim kontaktom, tako i
delovanjem putem solubilnih faktora (Hass i sar., 2011). Imunomodulatorna svojstva
MMC ogledaju se u uticaju na proliferaciju i diferencijaciju B i T ¢elija, sazrevanje
dendriti¢nih celija i aktivnost NK ¢elija, kako u in vitro tako i u in vivo uslovima
(Aggarwal i Pittenger, 2005; Uccelli i sar., 2008). Pokazano je da se vazan mehanizam
imunomodulatornog delovanja MMC ostvaruje preko sekrecije razli¢itih molekula, kao
i da je krajnji ishod efekata MMC kumulativan i posredovan delovanjem vise
medijatora (Uccelli i sar., 2008). Medu ovim faktorima su azot-monoksid, IDO
(indolamin 2,3-dioksigenaza), prostaglandin E2 (PGE2), TSG-6 (od engl, tumor
necrosis factor-inducible gene- 6), CCL-2, i PDL-1 (od engl, programmed death ligand
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1) (English, 2013). Ovi faktori se minimalno eksprimiraju na MMC osim ako nisu
stimulisani inflamatornim citokinima, poput IFN-y, TNF-q, i IL-1 (Ren i sar., 2008).

MMC su do sada ispitivane u klini¢kim studijama u terapijama bolesti kalema
protiv domac¢ina (GVHD, od engl, graft vesrsus host disease) i u imunosupresivnim
terapijama kod pacijenata sa dijabetesom, multiplom sklerozom, reumatodinim
artritisom i drugim bolestima koje su povezane sa autodestrukcijum imunskog sistema
(Uccelli i sar., 2008).

Produkcija trofickih faktora. Sve se vise veruje da terapijski efekti MMC zapravo
poti¢u od njihovog kapaciteta da lu¢e razlicite faktore (Slika 2.C). Nakon migracije u
oste¢eno tkivo, ove celije interaguju sa drugim celijama, ali i prisutnim solubilnim
faktorima i citokinima, ligandima za TLR (toll -like receptor), te bivaju izlozeni
hipoksiji i drugim specifiénim faktorima mikrosredine, koji udruzeno stimulisu MMC

da sekretuju veliki broj bioloski aktivnih molekula.

Ovi molekuli, poput VEGF (vaskularni endotelski faktor rasta, od engl. vascular
endothelial growth factor), IGF-1, bFGF (od engl. basic fibroblast growth factors),
HGF, IL-6, i CCL-2 (Y. Fu i sar., 2017; Hofer i Tuan, 2016), ucestvuju u procesima
posredovanim MMC, poput angiogeneze, inhibicije apoptoze i drugim (Caplan i
Dennis, 2006; Crisostomo i sar., 2008). Povoljan efekat parakrinog dejstva MMC u
obnavljanju oStecenih tkiva uocen je 1 na primerima oSte¢enja roznjace, miokarda nakon
infarkta i defekata hrskavice, muskuloskeletnog sistema i neurovaskularanih o$tecenja
(Y. Fu i sar., 2017). Na osnovu ovih istraZivanja sve zastupljenija su miSljenja da je
alternativa direktnom koris¢enju samih ¢elija u terapijama, zapravo koris¢enje njihovih

solubilnih faktora.
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Slika 2. Moguéi mehanizmi delovanja primenjenih MMC. Modifikovano po Lin i sar. ,

2017; Fu i sar., 2017; Samsonraj i sar., 2017. 4) Migracija/homing do ostecenih tkiva. B)
Parakrino dejstvo MMC na Celije ostecenog tkiva putem sekrecije razlicitih faktora koji stimulisu njihovu
proliferaciju i diferencijaciju samim tim i regeneraciju osteéenja. C) Diferencijacija MMC cime se
regenerise ciljno tkivo. D) Imunomodulatorni mehanizmi kojima MMC deluju na ¢éelije imunskog sistema;
Detaljnije objasnjenje u tekstu.

Molekularna osnova mehanizama terapijskog delovanja MMC nije u potpunosti
poznata i predstavlja atraktivnu oblast istraZivanja usled $irokog opsega primene MMC
I razvijanja strategija za uspeSnije terapije. Do kraja izrade ove disertacije bilo je
registrovano 907 klinickih studija (baza i registar ClinicalTrials.gov) koje su ukljucivale
primenu MMC kod pacijenata sa hematologkim, neurologkim, koznim oboljenjima,
ostecenjima kardiovaskularnog i muskuloskeletnog sistema i1 autoimunskih bolesti
(Galipeau i Sensébé, 2018; Squillaro i sar., 2016). Medutim, mora se naglasiti da je
vise od 80% ovih studija u fazi I ili fazi II ispitivanja, Sto direktno upucuje da su za
kona¢nu primenu ovih celija u terapiji neophodna jo§ mnogobrojna istrazivanja.

Medutim, pored primene u regenerativnoj medicini i ¢elijskoj terapiji, MMC i brojna
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tkiva u koja se mogu diferencirati, mogu biti i znac¢ajan model sistem raznih bolesti, kao

I test sistemi za skrining lekova i testiranje raznih bioaktivnih proizvoda.
1.1.3.3. Mezenhimske mati¢ne Celije izolovane iz periferne krvi (PK-MMC)

Cirkuliduée MMC su prvi put uoene u perifernoj krvi sredinom XX veka u
istrazivanjima transformacije krvnih leukocita u ¢elije nalik fibroblastima i1 dalje u
vezivna tkiva (objasnjeno u Q. He i sar., 2007). Tada su definisane kao CFU-fibroblast
iz periferne krvi (PK-CFU-F), a kasnije su mnoge druge istrazivacke grupe potvrdile
postojanje takvih CFU-F kod kojih je dokazan klonogeni kapacitet i sposobnost
odrzavanja u kulturi (Paul, 1958; Stirling i Kakkar, 1969). Ove celije su danas
okarakterisane kao adultne mezenhimske celije (Chong i sar., 2012) i pokazano je da je
njihov imunofenotip sli¢an imunofenotipu KS-MMC (Xu i Li, 2014). Medutim, MMC
su u perifernoj krvi zdravih osoba prisutne u malom broju (~1 na 108 MNC periferne
krvi) (Kuznetsov i sar., 2001; Zvaifler i sar., 2000). Mezenhimske MC su takode
izolovane i iz adultne periferne krvi drugih vrsta poput morskog praseta, zeca, psa,

pacova i misa (Q. He i sar., 2007).

Poreklo MMC u perifernoj krvi je jo§ uvek nepoznato, ali se smatra da bi ove
¢elije mogle biti mobilisane u cirkulaciju iz kostne srzi ili drugih organa, o ¢emu
svedo¢i niz publikacija sa mogu¢im direktnim dokazima u sluc¢ajevima raznih
patoloskih stanja (opisano u Q. He i sar., 2007). U literaturi preovladuje misljenje da je
efikasnost usadivanja PK-MMC nakon transplantacije veéa u odnosu na KS-MMC
(Elfenbein i Sackstein, 2004), a smatra se i da su zbog mobilizacije pogodan model za
klini¢ka istrazivanja MMC. Uprkos tome, u literaturi nema puno podataka o njihovoj
primeni u preklini¢kim istrazivanjima, mada je jedno od istrazivanja na zivotinjskom
modelu ukazalo na kapacitet PK-MMC da poja¢aju regeneraciju kostiju (Wan i sar.,
2006). U prilog njihovom regenerativnom potencijalu i potencijalnoj upotrebi ide i
¢injenica da im se broj u krvi povecava nakon povrede, poput frakture kostiju, velikih
akutnih opekotina, ali i u patoloSkim stanjima - kod pacijenata sa hroni¢nim bolestima
kao $to su osteoporoza, kancer dojke i sarkomi kostiju (Bian i sar., 2009; Fernandez i
sar., 1997; Mansilla i sar., 2006).
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Smatra se da se ove celije sistemski mobiliSu do mesta povrede ili osteéenja
tkiva zahvaljujuci razli¢itim molekulima poput citokina i faktora rasta koje ta tkiva
otpustaju. Medutim, iako tacni mehanizmi kojima se ovi procesi odigravaju jos uvek
nisu dovoljno istrazeni, postoje literaturni podaci koji ukazuju na visoke nivoe SDF-1
(od engl, stromal cell derived factor; CXCL12), VEGF-A i FGF-2 istovremeno sa
prisutnim cirkuliué¢im MMC kod pacijenata sa akutnim infarktom miokarda (Y. Wang i
sar., 2006), kao i da je MMC iz periferne krvi moguée mobilisati faktorom stimulacije
kolonije granulocita (G-CSF, od engl. granulocyte-colony stimulating factor) (Kassis i
sar., 2006).

1.1.3.4. Mezenhimske mati¢ne éelije izolovane iz Vartonove sluzi humanog

pupéanika (VS-MMC)

Stroma mukusnog vezivnog rastresitog tkiva pupcane vrpce koja okruzuje krvne
sudove - Vartonova sluz (VS) prvi put opisana je od strane Tomasa Vartona 1656.
godine (Taghizadeh i sar., 2011; H.-S. Wang i sar., 2004). Glavna uloga ove strukture
jeste da spre¢i kompresiju, torziju i savijanje ogradenih sudova, S§to obezbeduje
dvosmernu krvnu komunikaciju izmedu maj¢ine 1 fetalne cirkulacije 1 razvoj fetusa
(Can i Karahuseyinoglu, 2007; Troyer i Weiss, 2008). Prvi put su glavne ¢elijske
komponente strome pupcanika nalik fibroblastima izolovane iz VS, i opisane kao
miofibroblasti 1991. godine, i pokazano je da koeksprimiraju vimentin, dezmin
(Takechi i sar., 1993) i a-smooth muscle actin (a-SMA) (Kobayashi i sar., 1998). Danas

su ove celije uspesno izolovane i okarakterisane kao MMC.

Ove celije se uspesno izoluju enzimskom digestijom i metodom eksplanta (De
Bruyn i sar., 2011; Puranik i sar., 2012). Metoda eksplanta se pokazala efikasnijom, s
obzirom da se ovom metodom dobije prosecno 2,8 puta vise Celija/g tkiva, a i vreme
dupliranja celija je krac¢e (Yoon i sar., 2013). Pri izolaciji enzimskom digestijom postoji
moguénost ostecenja Celija, a metodom eksplanata kod ¢éelija ostaje oCuvana sposobnost
lucenja raznih faktora rasta (Kalaszczynska i Ferdyn, 2015). Medutim, iako se smatralo
da su oba protokola efikasna samo kada se primene na svezem tkivu VS
(Chatzistamatiou i sar., 2014), pokazano je i da su ¢elije, okarakterisane kao MMC,
uspesno izolovane iz zamrznutog tkiva, mada uz manji prinos i promenu proteoma

¢elija u odnosu na sveze tkivo (Di Giuseppe i sar., 2014; Roy i sar., 2014). S obzirom
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da izolacija ovih ¢elija nije standardizovana, predlozene su u literaturi razliCite
modifikacije kako bi se povecala efikasnost (Azandeh i sar., 2012; Hassan i sar., 2017,
Hendijani i sar., 2014; Venugopal i sar., 2011), mada se metod eksplanta ipak pokazao

najboljim izborom.

Postoje dve teorije o poreklu VS-MMC (Bongso i Fong, 2013). Prema jednoj
hipotezi, u ranom stadijumu razvoja embriona desile su se dve migracije MC tokom
kojih su neke ostale ,,zarobljene” u VS pupcanika i dobile nove osobine usled promene
mikrosredine. Druga hipoteza razmatra postojanje primitivnih stromalnih celija-
miofibroblasta poreklom od mezenhima pupcanika, ¢ija je uloga sinteza
glikozaminoglikana, glikoproteina i proteina VCM. Stoga, usled primitivnog porekla,
osobine mati¢nosti ovih ¢elija se razlikuju od KS-MMC, a blize su EMC. MMC mogu
biti izolovane 1 iz drugih regiona pupcCanika poput perivaskularne zone i subamnionskog
sloja, ali VS-MMC imaju najbolje osobine u smislu prinosa, vremena dupliranja
populacije, klonogenog potencijala i mati¢nosti (Conconi i sar., 2011; Subramanian i
sar., 2015).

Pokazano je da je prilikom izolovanja prinos dobijenih MMC iz pupéanika
gotovo uvek veéi u odnosu na MMC dobijenih iz kostne srzi (Kalaszczynska i Ferdyn,
2015), i u proseku iznosi 1-5 x 10* ¢elija/cm pupéanika (Karahuseyinoglu i sar., 2007).
U poredenju sa KS-MMC, vreme dupliranja ¢elijske populacije je krace, a period do
ulaska u senescenciju duzi (Troyer i Weiss, 2008). Pored toga zabeleZeno je da je u
odnosu na MMC poreklom iz kostne srzi i masnog tkiva, proliferativni kapacitet VS-
MMC veéi (Amable i sar., 2014; Hsieh i sar., 2010). Ipak, ono §to ih izdvaja od drugih
adultnih MC jeste to $to su njihove karakteristike slitcne EMC. Humane VS-MMC
eksprimiraju markere EMC, glavne regulatore pluripotentnosti, poput NANOG, OCT4,
SSEAS3, SSEA (od engl. Stage-specific embryonic antigen) 4 i c-MYC (Gao i sar., 2013;
Nekanti, Mohanty, i sar., 2010). Pored toga, njihov diferencijacioni potencijal in vitro
prevazilazi tkiva mezodermskog porekla, s obzirom da eksprimiraju i progenitorske
markere ¢elija sréanog, nervnog, tkiva jetre, kao i neuroglijalne markere (Gao i sar.,
2013; Khodabandeh i sar., 2016; Messerli i sar., 2013). Ipak, s obzirom da je nivo
ekspresije markera pluripotentnosti u odnosu na EMC manji (Fong i sar., 2011), kod
VS-MMC ne postoji rizik od formiranja teratoma in vivo (D.-W. Kim i sar., 2013;

Rachakatla i sar., 2007), a tome doprinosi i ¢injenica da ove ¢elije pokazuju visok nivo
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ekspresije nekoliko tumor-supresorskih gena (Fong i sar., 2011). Pored toga, za razliku
od adultnih MMC, odrZavaju telomere na najvecoj mogucéoj duzini $to ih $titi od
preranog starenja i gubitka vijabilnosti (Kalaszczynska i Ferdyn, 2015). Ovo je jedna

od glavnih osobina koja ove Celije ¢ini pogodnim za terapijsku primenu.

Znacaju upotrebe ovih ¢elija u alogenim transplantacijama, doprinosi i njihova
niska imunogenost koja ih §titi od imunskog sistema domacina. Naime, ekspresija
MHC-I je niska, pri ¢emu VS-MMC ne eksprimiraju MHC-II i kostimulatorne molekule
CD40, CD80, CD86, dok su IDO i PGE2 molekuli visoko eksprimirani (Anzalone i sar.,
2010; Cho i sar., 2007; Shuyun Liu i sar., 2012; Stubbendorff i sar., 2013). VS-MMC
sekretuju mnoge molekule koji doprinose njihovoj imunosupresivnoj funkciji, poput IL-
6, VEGF, HLA-G6, a povecani su i nivoi IL-10 i TGF-f (Shuyun Liu i sar., 2012; La
Rocca i sar., 2009; Weiss i sar., 2008). Imunosupresivne funkcije VS-MMC, ostvarene
kako preko direktnih meducelijskih kontakata, tako i preko parakrinih efekata, dokazane
su na ksenogenim i alogenim eksperimentalnim modelima (Donders i sar., 2015; Tipnis
i sar., 2010). U odnosu na KS-MMC i MMC iz drugih tkiva, imunogenost ovih éelija je
niza (D.-W. Kim i sar.,, 2013), medutim prestimulacija IFN-y moze povecati
imunogenost alogeno primenjenih VS-MMC putem poveéanja ekspresije MHC-I i
indukcije ekspresije MHC-IlI (Cho i sar., 2007). Pored toga, imunomodulatorne
karakteristike VS-MMC sliéne su onim kod KS-MMC, mada su nivoi efektorskih
molekula visi (Prasanna i sar., 2010), a pretretman proinflamatornim citokinima ¢ak
pojacava imunomodulatorni kapacitet ovih ¢elija (Donders i sar., 2015; Prasanna i sar.,
2010).

VS-MMC su do sada pored tkiva mezodermskog porekla (Nagamura-Inoue,
2014) u in vitro kontrolisanim uslovima uspesno diferencirale u neurone (Bonilla-
Porras i sar., 2017; Y.-S. Fu i sar., 2006; Hosseini i sar., 2015), endotelske c¢elije (M. Y.
Chen i sar., 2009), ¢elije nalik hepatocitima (Mortezaee i sar., 2015; Prasajak i
Leeanansaksiri, 2013; Y.-N. Zhang i sar., 2009), opticke ¢elije sociva (Khatami i sar.,
2014), ¢elije endometrijuma (Q. Shi i sar., 2017), kardiomiocite (Corrao i sar., 2013;
Nartprayut i sar., 2013; H.-S. Wang i sar., 2004), miocite (Conconi i sar., 2006; Troyer
i Weiss, 2008), epidermalne celije (D. Chen i sar., 2015; D. Li i sar., 2014),
progenitorske cCelije retine (Y. Hu i sar., 2013) i insulin-produkujuce celije (Anzalone i
sar., 2011; P. J. Tsai i sar., 2015).
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VS-MMC produkuju citokine, hemokine, interleukine i troficke faktore
uklju¢ene u regulaciju njihovih razli¢itih funkcija poput samoobnove, migracije,
diferencijacije i produkcije komponenti VCM. Ove ¢elije karakteriSe lu¢enje velikog
broja razlicitih faktora rasta poput IGF-I, FGF, TGF-B, PDGF i EGF (Sobolewski i sar.,
2005), a najznacajniji medu njima je bFGF, koji reguliSe samoobnovu, te njegovo
prisustvo u medijumu pozitivno uti¢e na osteogenu i hondrogenu diferencijaciju MMC
(Kalaszczynska i Ferdyn, 2015). Pokazana je i ekspresija hemokinskih receptora
CXCR3, CXCR4 i CXCR6 (Gao i sar., 2013), ukljuéenih u migraciju MC ka mestima

ostecenja tkiva gde bi trebalo da ucestvuju u tkivnoj regeneraciji.

Sve ove osobine, zajedno sa dostupno$éu tkiva puplanika, ¢ine VS-MMC
pogodnijim za primenu u regenerativnoj medicini u odnosu na KS-MMC. Tome
doprinosi i ¢injenica da s obzirom da je pupcanik tkivo koje se nakon porodaja odbacuje
i da su metode izolacije ¢elija neinvazivne, koriséenje VS-MMC u istrazivacke i
terapijske svrhe nije eti¢ki kompromitovano. Zahvaljujuéi svojim osobinama, VS-MMC
se koriste u istrazivanjima terapije kancera, bolesti jetre, oSte¢enja perifernih nerava,
kardiovaskularnog i vezivnog tkiva, gojaznosti i dijabetesa (Watson i sar., 2015).
Takode je pokazano da ove celije mogu da formiraju stromalne celije, slicne sloju
stromalnih ¢elija neophodnih za odrzavanje hematopoetskih ¢elija krvi iz pupcanika u
dugotrajnim kulturama (Bakhshi i sar., 2008). U preklini¢kim studijama na Zivotinjskim
modelima VS-MMC su se uspesno usadile u organe poput mozga, koze, srca, pluéa i
bubrega, a u skorije vreme intenzivnija su i istrazivanja kod mozdanih poremecaja i
povreda, kao i na modelima kongenitalnih poremecaja poput bronhopulmonarne
displazije, spine bifide i periventrikularne leukomalacije (Joerger-Messerli i sar., 2016).
Prva klini¢ka studija u kojoj se ispituje potencijal ovih celija registrovana je 2008.
godine, a do sada je najveci broj klinickih studija u fazi ispitivanja bezbedne upotrebe
ovih Celija (baza i registar klini¢kih istrazivanja ClinicalTrials.gov). Rezultati raznih
istrazivanja koji su do sada publikovani ne ukazuju na sporedne efekte primene ovih

¢elija, 1 najcesce se sugeriSe primena u kombinaciji sa konvencionalnim terapijama.
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1.2. MIKROSREDINA MMC

1.2.1.  Koncept i definicija nise MMC

Kako bi se funkcija adultnih MC odrzala tokom Zivotnog veka organizma,
neophodno je odrzavanje balansa izmedu mirovanja, samoobnove i diferencijacije $to je
regulisano razli¢itim signalima koje primaju iz njihove lokalne mikrosredine (Cesto
nazivane i ,,nisa MC*), zbog Gega adultne ¢elije generalno imaju drugacije funkcije

kada se nalaze van ¢eijske niSe (Fuchs i sar., 2004).

Hipotezu nise MC prvi put je predlozio Schoefild, pretpostavivsi da MC
obitavaju u fiksnim, fizioloski ograni¢enim odeljcima, ili niSama, koje obezbeduju
odrzavanje osobina MC (Schofield, 1978). Ova hipoteza podrzana je kokulturama in
vitro, kao i eksperimentima u kojima su nise koje su prethodno ,,ispraznjene* zraéenjem
ili tretmanima raznim supstancama, transplantirane sa ¢elijama kostne srzi (opisano u
Linheng Li i Xie, 2005). Shoefild-ov koncept niSe odnosio se na hematopoetske
mikrosredine kod sisara, ali se do prvih eksperimentalnih dokaza i karakterizacije niSa
doslo radom na D. melanogaster i C. Elegans (opisano u Ferraro i sar., 2010).
Upotreba metoda za vizualizaciju i lokalizaciju MC u Zivotinjskim modelima dovela je

do saznanja o kompleksnijoj strukturi nisa.

Dinamicna regulacija biologije MC putem odrZzavanja balansa njihovih osnovnih
funkcija ¢ini niu MC konceptom vaznim za medicinu (Slika 3.). Bez obzira na to §to
MC imaju visok potencijal proliferacije, ni$a s jedne strane odrzava MC u mirovanju i
niskom metabolickom stanju (Fuchs i sar., 2004; Kuhn i Tuan, 2010), dok u
odvojenim, ali susednim lokacijama, podrzava i MC podstaknute na proliferaciju, tako
da mirujuée i aktivne subpopulacije MC koegzistiraju zajedno (Greco i Guo, 2010;
Linheng Li i Clevers, 2010). U nisama MC precizna regulacija balansa izmedu
simetri¢nih i asimetriénih deoba kriti¢na je za odrzavanje broja MC neophodnog za

ispunjavanje potreba organizma.
1.2.2. Sastav nise

Istrazivanja na prototipskim niSama, poput niSa germinativnih celija,

hematopoetskog sistema, epidermisa, intestinuma i folikula dlake (Jones i Fuller, 2014)
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kao modelima, objasnila su nekoliko fizi¢kih i funkcionalnih karakteristika nise MC.
Generalno usvojen model nise (Wagers, 2012) podrazumeva prisustvo: MC; stromalnih
potporneih éelija koje interaguju direktno sa MC i medusobno putem povrsinskih
receptora, pukotinastinh veza i solubilnih faktora; VCM koji obezbeduje strukturu,
organizaciju i mehanicke signale; krvnih sudova koji provode sistemske i nutritivne
signale i obezbeduju regrutovanje inflamatornih i drugih cirkuliSuéih ¢elija u nisu; i
najzad nervnih éelija koje sprovode udaljene fizioloske signale do mikrosredine MC
(Slika 3.). Posebno je znacajno da nisa moze da zadrzi glavne funkcije i osobine, ¢ak i u
trenutnom odsustvu MC (poput trosenja MC putem tretmana zraéenjem) dozvoljavajuéi
regrutovanje i homing egzogenih MC u ve¢ postoje¢e nise (objasnjeno u Fuchs i sar.,
2004; Rompolas i sar., 2013). Fundamentalne anatomske komponente i molekulski
putevi nise su visoko evolutivno o¢uvani medu vrstama, iako njihove uloge u samim
niama mogu biti razli¢ite (Ferraro i sar., 2010). Interakcije izmedu MC i nise su
reciproéne, pa tako MC mogu da remodeluju nidu i sekretuju komponente VCM u
odgovoru na signale koje primaju (Gattazzo i sar., 2014; Mesa i sar., 2015). lako se
komponente razli¢itih niSa medusobno razlikuju (Lander i sar., 2012), jasno je da nisa
predstavlja kompleksni i dinami¢ni entitet u kojem se integracijom visestrukih signala

postize kontrola ¢elijskog broja 1 funkcija.
1.2.3. Biohemijska i biofizi¢ka regulacija u nisi MC

Solubilni faktori. MC, i druge ¢elijske komponente nise, poput potpornih éelija,
sekretuju veliki broj vaznih parakrinih regulatora ¢elijskih funkcija, kao $to su faktori
rasta, citokini i hormoni (Scadden, 2006; Vishwakarma i sar., 2017), koji deluju lokalno
ili difunduju kroz ni$u (Jones i Wagers, 2008). Neke komponente VCM su sposobne da
vezu faktore rasta, reguliSuci lokalnu dostupnost i stvaraju¢i biohemijski gradijent. Na
taj naéin VCM moze da funkcionise kao rezervoar faktora rasta, ali i kao njihov
distributer (Gattazzo i sar., 2014; Wagers, 2012). Stoga, ovakva aktivnost predstavlja

jednu od najvaznijih osobina VCM.

Pored sekretovanih proteina, mali molekuli i joni takode predstavljaju vazne
signale u niSama. Tako, metabolicki proizvodi, kakav je kalcijum, kao i koncentracija
kiseonika kao metaboli¢kog supstrata i signalnog molekula istovremeno, uticu na

ponasanje MC u nisi jer reflektuju stanje tkiva u realnom vremenu i omogucavaju
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¢elijama da odgovore na te promene (Scadden, 2006; Vishwakarma i sar., 2017).
Dosadas$nja istrazivanja identifikovala su neke od signalnih puteva karakteristicnih za
nise MC koji uklju¢uju Notch, Wnt, BMP, ali se pokazalo da se njihova uloga razlikuje

u razli¢itim nisama (Ferraro i sar., 2010; Jones i Fuller, 2014).

Celijska adhezija. Ultrastrukturnu organizaciju niSe ¢ine Celije, glikoproteini
matriksa 1 tridimenzionalni prostor koji formiraju i njihov kontakt omogucava
molekulske interakcije koje su kritiéne za regulisanje funkcija MC (Scadden, 2006).
Fizitka povezanost sa potpornim stromalnim ¢elijama ili bazalnom laminom VCM
obezbeduje odrzavanje MC u blizini signala koji ih regulisu. Adhezivne veze sa
potpornim ¢elijama niSe mogucée su zahvaljuju¢i vimentinu (Kuhn i Tuan, 2010) i
kadherinima, a interakcija sa bazalnom laminom VCM putem integrina (Slika 3.) (S.
Chen i sar., 2012; Marthiens i sar., 2010). Medu glikoproteinima VCM, tenascin-C i
osteopontin (OPN) ucestvuju u procesu adhezije povecavajuéi osetljivost celija na
faktore rasta ili interagujuéi sa integrinima i zadrzavaju MC u nisama (Ferraro i sar.,
2010). Tako je éelijska adhezija proces koji je kao na¢in odrzavanja MC u potpornim
niSama evolutivno ocuvan, jasno je da razliCiti tipovi veza i molekula ukljucenih u taj

proces mogu da se razlikuju u razli¢itim niSama zbog razli¢itih funkcija.

Mehani¢ki i fizicki faktori. Adhezija za komponente VCM niSe obezbeduje
podjednako vazne mehani¢ke signale koji imaju veliki uticaj na funkcije MC.
Biofizi¢ke osobine mikrosredine, elasti¢nost, krutost i struktura VCM, elektrostaticki
naboji i vlaznost regulisu funkcije i osobine MC (Slika 3.) (Vishwakarma i sar., 2017).
Tako su odredena istrazivanja pokazala da se MMC kultivisane na elasti¢noj podlozi
diferentuju ka nervnim c¢elijama, dok su se celije kultivisane na rigidnijoj podlozi
diferencirale u kost (Engler i sar., 2006). Ipak, krajnji efekat na sudbinu MC posledica

je kompleksnog uzajamnog uticaja osobina VCM i solubilnih faktora.

Prostorni signali. Topografska organizacija MC u odnosu na okolne potporne
¢elije moze takode da ima vaznu ulogu u odrzavanju odgovarajuéeg broja ¢elija (Slika
3.) Polarizovano vezivanje za potporne Celije ili VCM kroz spojne komplekse, ili
asimetricno lokalizovane faktore u nisi, moze da obezbedi signale koji reguliSu deobe i

odreduju sudbinu MC (Fuchs i sar., 2004; Jones i Fuller, 2014; Mesa i sar., 2015).
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lako literatura sugerise da su za funkcionisanje MC u niSama neophodne potporne

¢elije, ipak postoje anatomske lokacije gde one nedostaju (Jones i Wagers, 2008).

hemokini
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Slika 3. Funkcije i komponente nise MC. Modifikovano po Vishwakarma i sar., 2017.
Objasnjenje u tekstu.

1.2.4. Dinamika i fleksibilnost niSe

S obzirom na kompleksnost niSe i interakcija koje se u njoj odvijaju, jasno je da
njeno nastajanje i aktivnost moraju biti strogo regulisani. U mnogim sistemima nise
nastaju u odvojenim razvojnim periodima i njihova pojava omogucava nastanak ili
regrutovanje MC na posebne anatomske lokacije. NiSe mogu nastati tokom razvoja od
heterolognih éelijskih tipova, i mogu postojati dak i pre nego &to se u njih nastane MC;
ali MC i potporne éelije sa kojima interaguju mogu da se razviju i zajedno, uz
medusobnu zavisnost koja je odredena lokalizacijeom i interakcijama (Fuchs i sar.,
2004; Jones i Wagers, 2008). Broj MC je kontrolisan dostupno$éu nisa sa potrebnim
signalima za samoobnavljanje i prezivljavanje (Jones i Fuller, 2014), i niSe moraju da
budu dinamicne celine kako bi obezbedile odgovaraju¢e razvojne i homeostatske
signale za regulaciju sudbine MC na tkivno specifi¢an na¢in i u odgovoru na razligite

fizioloske stimuluse i patoloske uslove. Promene u funkcionisanju nisa mogu da dovedu
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do sledstvenog gubitka ili deregulacije tkivnih MC §to je jedan od glavnih faktora u
osnovi patogeneneze niza bolesti povezanih sa degeneracijom tkiva, starenjem i

tumorigenezom (Jones i Wagers, 2008; Kuhn i Tuan, 2010)

1.2.5. Specifine mikrosredine MC

1.2.5.1. Inflamacija

Inflamacija predstavlja jedan vid lokalnog ili sistemskog zastitnog adaptivnog
odgovora organizma izazvanog infekcjom, ostecenjem ili povredom tkiva (Goldsby i
sar., 2002). Do sada je ostvaren veliki napredak u razumevanju molekularnih
mehanizama koji posreduju u akutnoj inflamacji tokom infekcije 1 oStecenja tkiva, kao i
u razjaSnjavanju uzroka koji dovode do lokalne hroni¢ne inlflamacije u hroni¢nim
infekcijama i autoimunskim bolestima. Medutim, jo§ uvek nije u potpunosti poznato
koji su uzroci i mehanizmi ukljuceni u hroni¢nim infekcijama brojnih bolesti, poput
dijabetesa 2 i kardiovaskularnih bolesti, mada je ukazano na povezanost sa nepravilnim
funkcionisanjem tkiva, odnosno sa homeostatskom neravnotezom koja nije direktno
funkcionalno povezana sa odbranom domacina ili popravkom tkiva (Medzhitov, 2008).
U zavisnosti od okidaca, inflmatorni odgovor ima razlicitu fiziolosku svrhu i patoloske
posledice. Od tri moguca iniciraju¢a stimulisa, samo infekcija dovodi do inlfmacije

povezane sa indukcijom imunskog odgovora.

Opsti inflamatorni mehanizam podrazumeva ucescée okidaca inflamacije, tj signala
na koje reaguju senzori, koji posredstvom medijatora aktiviraju efektore inflamacije
(Celije 1 tkiva), koji se prilagodavaju uslovima izazvanim odgovaraju¢im okidac¢ima.
Ovi kompleksni i dinami¢ni putevi dovode do inflamatornog odgovora koga karakterisu
vazodilatacija, povecanje permeabilnosti kapilara i influks fagocita (Goldsby i sar.,
2002). Inflamaciju mogu izazvati spoljasnji faktori, koji pored mikroba obuhvataju i
alergene, strana tela, toksi¢ne supstance, ili unutrasnji faktori, kakvi su signali koje
produkuju ostecena tkiva, tkiva pod stresom ili tkiva sa loSom funkcijom (Medzhitov,
2008). Inflamatorni medijatori su takode mnogobrojni i raznovrsni i prema
biohemijskim svojstvima mogu biti vazoaktivni amini i peptidi, lipidi, hemokini,
proteoliti¢ki enzimi i citokini (Goldsby i sar., 2002). Mnogi od ovih medijatora imaju

zajednic¢ke efekte, a mogu nastati iz neaktivnih prekursora u plazmi ili kao produkti
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specijalizovanih ¢elija (narocito tkivnih makrofaga i mast ¢elija) ili ¢elija lokalnih tkiva.
Na njihovo delovanje reaguju razliciti tipovi ¢elija popot endotelskih ¢elija, hepatocita,
leukocita, MMC i drugih. Odgovori na odredene inflamatorne medijatore, poput TNF-a
i IL-1, su skoro sveprisutni, mada ovi citokini imaju razli¢ite efekte na razliite tipove
tkiva i celija. Pored stvaranja eksudata (kroz dejstvo na vaskulaturu i migraciju
leukocita), mnogi inflamatorni medijatori imaju i druge, podjednako vazne, efekte na
neuroendokrine 1 metabolicke funkcije 1 na odrzavanje tkivne homeostaze uopste.
Plasticnost MMC omoguéava lokalnoj mikrosredini da oblikuje, izmedu ostalog
imunoregulatorne efekte tkivno specifienih MMC. Tako MMC pojadavaju imunske
odgovore tokom ranih faza inflamacije, dok s druge strane, u prisustvu dovoljnog nivoa
proinflamatornih citokina suprimiraju imunski odgovor i inflamaciju kako bi doprinele
odrzavanju homeostaze (Bernardo i Fibbe, 2013). Razumevanje biologije MMC u

inflamaciji moze imati implikacije na upotrebu MMC u éelijskoj terapiji.
1.25.1.1. Interleukin-17 familija citokoina

Citokini iz porodice interelukina 17 (IL-17) su proinflamatorni medijatori koji
imaju znacajnu ulogu u regulaciji inflamacije, autoimunosti 1 odbrani domacina od
patogena. Za sada je identifikovano Sest ¢lanova porodice ovog citokina, IL-17A-F, i 5
¢lanova porodice receptora za IL-17 (IL-17R), IL-17RA-E. Prvootkriveni ¢lan porodice
IL-17 ujedno i najviSe istrazivan, IL-17A (IL-17), dobijen je prvi put 1993.godine
kloniranjem pomocu T ¢elijskog hibridoma glodara (Rouvier i sar., 1993) i nazvan je
antigen citotoksi¢nih T limfocita (CTLAS, od engl cytotoxic T lymphocyte antigen 8).
Potom je klonirana i virusna forma, HVS13 iz T- limfotropnog Herpesvirus samirii
(Zhengbin Yao i sar., 1995), kao i humana IL-17A iz biblioteke CD4" T ¢elija (Z Yao i
sar., 1995). Aminokiselinski sastav humanog IL-17A pokazuje 63% homologije sa
CTLAS8 i 72% sa virusnom formom IL-17.

Ubrzo su razli¢itim metodama klonirani i identifikovani i ostali ¢lanovi porodice
citokina- IL-17B, C, D i E (Lee i sar., 2001; H. Li i sar., 2002; Y. Shi i sar., 2000;
Starnes i sar., 2001, 2002). Sa IL-17A se esto produkuje i IL-17F (S. H. Chang i
Dong, 2009), a iako su blisko locirani na humanom hromozomu 6, njihove ekspresije su
razli¢ito regulisane u raznim patoloSkim stanjima. Profil ekspresije ¢lanova porodice IL-

17 u tkivima je raznolik, a lokalizacije njihovih gena su rasute po genomu. Poredenje
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humanog IL-17 sa drugim vrstama pokazalo je da su ¢lanovi ove porodice citokina
evolutivno visoko o¢uvani medu ki¢cmenjacima.

Istrazivanja IL-17 intenzivirana su nakon otkri¢a podgrupe pomocni¢kih T
limfocita, CD4" T ¢elija koje proizvode IL-17, oznacenih kao Thl7 c¢elije, i otkri¢a
njihove patoloske uloge u inflamatornim i autoimunskim bolestima. Diferencijacija
naivnih CD4" T ¢elija u Th17 éelije indukovana je i usko kontrolisana, setom citokina
koji ukljuéuju IL-6, IL-1b, IL-21, IL-23 i TGF-B, sto vodi do aktivacije RORyt i
omogucava programiranje Th17 (Korn i sar., 2009). Dugo se smatralo da su Th17 ¢elije
glavni izvor IL-17A, medutim to nije objasnjavalo kako su rani imunski odgovori
tokom stresa i odbrana domacina od patogena ukljucivali ovaj citokin. U sledstvenim
eksperimentima pokazano je postojanje celijskih populacija koje produkuju I1L-17 bez
indukcije obradenim antigenima nakon stresa ili povrede. Medu njima su najistaknutije
¢elije urodenog imunskog sistema poput yoT celija (CD27" yoT), NK celija, LTi Celija
(imunske c¢elije limfoidnog sistema), invarijantnih NKT ¢elija, podgrupe CD8" T ¢elija
(Tc17 ¢elije) i B ¢elija (Cua i Tato, 2010). Pored ovih ¢elija, IL-17 moze biti i proizvod
panetovih celija, neutrofila, mast celija, makrofaga, i epitelskih celija (Cua i Tato,
2010; Lai i Dong, 2016). S obzirom na to da su ove ¢elije lokalizovane na povrSinama
na kojima se ostvaruje kontakt domacina i patogena (pluca, creva, jetra, koza) sugerise

se na Sirok raspon njihovih imunoregulatornih funkcija koje jo§ uvek nisu razjasnjene.
1.2.5.1.2. Struktura interleukina-17 i njegovog receptora

Svih Sest formi IL-17 su stukturno slicne i zajednicke su im Cetiri Visoko
ocCuvane cisteinske rezidue ukljucene u formiranje unutarlancanih disulfidnih veza i dve
ili viSe cisteinskih rezidua koje mogu da formiraju unutarlancane disulfidne veze, s tim
Sto svaka od njih ima svoje posebne karakteristike (Lai i Dong, 2016). IL-17A i F su
najbolje okarakterisani ¢lanovi ove porodice citokina i pokazuju 56% homologije (Gu i
sar., 2013; Krsti¢ i sar., 2015). Oba citokina su kovalentni homodimeri, ali mogu
formirati i IL-17A-IL-17F heterodimer (Wright i sar., 2008).

Porodica IL-17R broji pet ¢lanova sa homologijom u sekvenci. Subjedinice ovih
receptora su transmembranski proteini koji sadrze dva regiona nalik fibronektinu tipa III
(FNIII) u vancelijskom domenu, dok je citoplazmatski SEFIR domen (od engl. similar
expression of fibroblast growth factor genes and IL-17Rs, SEF/IL-17R) na C-terminusu
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visoko evolutivno o¢uvan (Krstic i sar., 2015; Lai i Dong, 2016; Novatchkova i sar.,
2003). Najvecéa homologija u okviru ove porodice je upravo u SEFIR motivu §to
ukazuje na to da je signalizacija posredovana IL-17R verovatno razli¢ita od ostalih
receptora za citokine. Na C terminusu nishodno od SEFIR motiva iskljuc¢ivo kod
humanog IL-17RA, nalazi se TILL domen (od engl. TIR-like loop) koji je kritiCan za
aktivaciju nishodnih signalnih puteva (Gaffen, 2009). IL-17RA je ubikvitarno
eksprimiran na velikom broju tkiva i Celija i vezivanjem IL-17 inicira se aktivacija
nishodnih signalnih puteva kako bi se indukovala produkcija proinflamatornih
molekula. IL-17RA sam po sebi nije dovoljan za ovu signalizaciju ve¢ formira
heterodimerni receptorski kompleks sa IL-17RC (Toy i sar., 2006). Smatra se se da
vezivanje liganda za jednu subjedinicu menja afinitet i specifi¢nost drugog vezivanja
promoviSu¢i formiranje heterodimernog radije nego homodimernog receptorskog
kompleksa (Ely i sar., 2009). Pored IL-17A, IL-17F i njihov heterodimer vezuju se za
ovaj receptorski kompleks (Toy i sar., 2006). Medutim, njihove bioloske uloge su
razlic¢ite, pri ¢emu IL-17A ima znacajniju ulogu u autoimunosti i pretpostavlja se da je
moguc¢ razlog za to razli¢it afinitet vezivanja za IL-17A komponentu kompleksa (Wright
I sar., 2008), ili da variraju¢i odnosi monomera u IL-17A-IL-17C receptorskom
kompleksu mogu dovesti do razli¢itih preferencija za ligande (Gaffen, 2009). IL-17RA
moze formirati receptorske komplekse i sa IL-17RB, E ili D za koje se vezuju IL-17E,
IL-17C i jo$ uvek neidentifikovan ligand (Mellett i sar., 2012; Rickel i sar., 2008; Song
i sar., 2011). Mnogi od ovih receptora postoje kao alternativno splajsovane izoforme od
kojih neke moZda ne sadrZe transmembranske ili citoplazmati¢ne domene, 1 na taj nacin
nastaje solubilna izoforma IL-17RA koja ima inhibitorni efekat na IL-17A. Ovi
receptori su evolutivno dobro ocuvani i kod misa, i slicnost na proteinskom nivou

izmedu humanih i mi§jih homologa je visoka.
1.25.1.3. Signalni putevi aktivirani IL-17

Vezivanjem IL-17A za IL-17RA-IL-17RC receptorski kompleks, dolazi do
direktnog vezivanja za adaptorski protein ACT1 (od engl. activator 1) putem SEFIR
motiva i TILL domena IL-17RA (S. H. Chang i sar., 2006), sto dovodi do prenosa
signala do nishodnih molekula (Slika 4.). Ovaj citosolni protein aktivira kB kinazu
(IKK), i posledi¢no otpustanje NF-kB iz kompleksa sa IxB, a njegov nedostatak u
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¢elijama ima za posledicu odsustvo produkcije proinflamatornih citokina zavisnih od
IL-17 (S. H. Chang i sar., 2006; Qian i sar., 2007). Pored uloge adapterskog proteina
koji regrutuje TRAF (faktore povezane sa TNFR, od engl. TNFR-associated factor) i
usmerava aktivaciju nishodne signalizacije, ACT1 takode sluzi i kao E3-ubikvitin ligaza
koja olakSava ubikvitinaciju ciljnih proteina za posledi¢ne meduproteinske interakcije
(C. Liu i sar., 2009). Pored NFkB, IL-17 aktivira signalni put mitogenom aktivirane
proteinske kinaze (MAPK, od engl. mitogen-activated protein kinase) (Lai i Dong,
2016). Sam po sebi, IL-17A je slab aktivator NFkB, ali ima sposobnost da sa drugim
citokinima poput TNF-a deluje sinergisticki sa ciljem da pospeSi i pojaca
proinflamatorne odgovore (Hartupee i sar., 2007). Znacajni negativni regulatori 1L-17
signalizacije su TRAF4 i TRAF3 koji interferiraju sa formiranjem IL-17R-Actl-
TRAF6 kompleksa (Zepp i sar., 2012; Zhu i sar., 2010). Ometanje vezivanja za TRAF6
onemogucavaju i deubikvitinaza A20 i IL-17RD inhibirajuéi tako signalizaciju ovim

citokinom (Garg i sar., 2013; Mellett i sar., 2012).

Ligandi (IL-17A, IL-17F or IL-17A-IL-17F)
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Slika 4. Signalna transdukcija preko IL-17R. Modifikovano po Lai i sar., 2016.
Objasnjenje u tekstu.
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1.25.14. Bioloska uloga IL-17

Aktivacija signalnih puteva indukovanih IL-17 dovodi do produkcije citokina,
hemokina, inflamatornih efektora i antimikrobnih proteina. Razli¢iti tipovi celija
odgovaraju na IL-17 ekspresijom ciljnih gena na razli¢it na¢in, vodeci tako do razlicitih
efekata, bilo blagotvornih ili Stetnih za domacina. IL-17A i IL-17F najvise doprinose
odbrani domacina od bakterijskih i gljivicnih patogena na epitelnim i mukoznim
barijerama, 1 funkcioniSu preko regrutovanja neutrofila, pozitivne regulacije
antimikrobnih molekula i proizvodnjom proteina akutne faze (Jin i Dong, 2013). U
nedostatku ovih citokina dolazi do osetljivosti domacina na razli¢ite patogene, a
deregulisana produkcija IL-17A i IL-17F moze da rezultuje prekomernom ekspresijom
drugih proinflamatornih citokina i hroni¢énom inflamacijom, $to vodi do o$tecenja tkiva
I autoimunosti. Visoki nivoi IL-17A pronadeni su kod pacijenata sa multiplom
sklerozom, psorijazom, astmom, Kronovom bolesti, reumatoidnim artritisom ali i
kolorektalnim kancerom (Jin i Dong, 2013; J. Liu i sar., 2011). Siroka uloga IL-17A u
mnogim autoimunskim bolestima ¢ini ovaj citokin idealnim ciljnim molekulom za
terapeutike, i humanizovana IL-17A antitela su se pokazala uspesnim za leCenje RA,

psorijaze i uveitisa (Jin i Dong, 2013).

Stromalne éelije, ukljuéuju¢i humane i migje MMC, eksprimiraju visok nivo IL-
17R (H. Huang i sar., 2009; Mojsilovi¢ i sar., 2011; Wilson A. Silva i sar., 2003),
medutim efekti koje ovaj citokin ostvaruje na MMC su jo§ uvek nedovoljno istrazeni.
Do sada je pokazano da IL-17 stimulide proliferaciju migjih i humanih KS-MMC (H.
Huang i sar., 2009; Moyjsilovié i sar., 2011). Takode, kod humanih KS-MMC, pojaéava
osteogenu (H. Huang i sar., 2009; Osta i sar., 2014), a inhibira adipogenu (Shin i sar.,
2009) i hondrogenu diferencijaciju (Kondo i sar., 2013). Istrazivanja efekata na
osteogenezu misjih MMC dala su dvosmislene rezultate s obzirom da IL-17 nije uticao
na diferencijacioni potencijal MMC ka osteoblastima, dok je s druge strane suprimirao
osteogenu diferencijaciju MMC putem IxB kinaze i NFkB (J. Chang i sar., 2013;
Mojsilovi¢ 1 sar., 2011). Pored toga, zabelezeno je da IL-17 stimuliSe migraciju
humanih KS-MMC (H. Huang i sar., 2009) i pojadava imunosupresivna svojstva misjih
i humanih MMC (Han i sar., 2014; Sivanathan i sar., 2015). Ipak, uloga IL-17 u
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fiziologiji MMC se jo$ uvek istrazuje i malo se zna o njegovoj ulozi u migraciji MMC i

homingu do zapaljenog tkiva.
1.2.5.2. Kiseonik i hipoksija

Kiseonik (O2) je osnovna komponenta mikrosredine neophodna za aktivnost i
metabolizam ¢elija, te je kontrolisanje oksigenacije vitalno za odrzavanje celijskih
funkcija. Za opisivanje razli¢itih nivoa oksigenacije upotrebljava se nekoliko termina:
‘normoksija’ - atmosferski pritisak Oz, uglavnom koris¢en za celijske kulture u
standardnim laboratorijskim uslovima; ,tkivna normoksija“ (¢esto nazivana i
»fizioksija®) odgovara nivoima Oz merenim u razli¢itim organima u fizioloSkim
uslovima; i ,,hipoksija“ koja podrazumeva nizi nivo Oz u odnosu na fizioksiju i koji se
odnosi na smanjenu oksigenaciju u tkivima (Carreau i sar., 2011; Ivanovic i Vlaski-
Lafarge, 2016). S obzirom na drasti¢ne efekte koje oksidativni stres vrsi na celije,
precizno odredivanje tac¢nih nivoa Oz u kojima celije originalno funkcioniSu je
fundametalno. Fizioloska koncentracija O2 u tkivima se kre¢e od 1% u hrskavici, 0-7%
u kostnoj srzi, do 10-14% u plué¢ima, jetri i cirkulaciji i u zavisnosti od vaskularizacije i
funkcionalne aktivnosti tkiva i organa iz kojih poticu, razli¢ite koncentracije O uticu na

odrzavanje specifiénih osobina i funkcija MMC.

1.25.2.1. Struktura faktora Kkoji reguliSu odgovor na smanjenu

oksigenaciju

S obzirom na stres koji stvara nedostatak Oz, kao i moguénost stvaranja
reaktivnih oblika O2, metazoe su razvile Celijske metaboli¢ke i sistemske fizioloske
sisteme Cija je uloga regulisanje kiseoni¢ne homeostaze, a koji su se evolutivno o¢uvali
do danas. Kod sisara, proces odgovora na promenu u oksigenaciji regulisan je faktorom

indukovanim hipoksijom (HIF, od engl. hypoxia-inducible factor).

HIF su transkripcioni faktori koji se sastoje od o subjedinice zavisne od O, i
konstitutivno eksprimirane B subjedinice. Kod sisara postoje tri izoforme HIF-a, medu
kojima su HIF-1a i HIF-2a strukturno najsli¢nije i najbolje okarakterisane. HIF1-0, prva
je opisana o subjedinica i glavni je regulator odgovora na hipoksiju (G. Semenza i

Wang, 1992). Eksprimirana je ubikvitarno u svim c¢elijama (G. L. Wang i Semenza,
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1993), dok su HIF-2a i HIF-3a selektivno eksprimirane u odredenim tkivima
(Majmundar i sar., 2010).

Obe subjedinice imaju bazi¢ne heliks-petlja-heliks (bHLH, od engl helix-loop-
helix) domene koji sadrze PAS (od engl periodic-aryl hydro- carbon receptor nuclear
translocator-single- minded, Per—Arnt-Sim) neophodne za heterodimerizaciju i
vezivanje za DNK (G. L. Wang i sar., 1995). HIF-a subjedinica sadrzi i domen za
degradaciju koji je zavisan od O2, ODD (od engl oxygen-dependent degradation) i dva
transaktivaciona domena (TAD), za usmeravanje na proteazomalnu degradaciju i

regulaciju ciljnih gena (Masson i sar., 2001).

1.2.5.2.2. Molekularna regulacija odgovora na hipoksiju posredovana

faktorom indukovanim hipoksijom

U uslovima atmosferskog O», HIF-1o protein se brzo degradira usled
hidroksilacije prolil-hidroksilazom (PHD, od engl. prolyl hydroxylase protein) koja
koristi O, kao supstrat (Slika 5.) (Kaelin i Ratcliffe, 2008). Ovako hidroksilovane
proteine prepoznaje E3 ubikvitin ligaza, Von Hippel-Lindau (VHL) protein i obelezava
za proteozomalnu degradaciju (Jaakkola i sar., 2001). U hipoksi¢nim uslovima,
aktivnost PHD je inhibirana i stabilizovana HIF-1a subjedinica se translocira iz
citoplazme u jedro gde se vezuje za HIF1-p kako bi aktivirala ciljne gene (Slika 5.)
(Wenger, 2002). Kod ki¢menjaka, HIF-2a je takode regulisan hidroksilacijom i
dimerizuje sa HIF1-B, ali je eksprimiran na ¢elijsko-ograni¢en nac¢in (G. L. Semenza,
2012). HIF heterodimeri prepoznaju i vezuju se za konsenzusnu sekvencu 5’-(A/G)
CGTG-3" u okviru elemenata responsivnih na hipoksiju, HRE (od engl. hypoxia
response elements) (W. Liu i sar.,, 2012). Ovi transkripcioni faktori uglavnom
funkcioniS$u kao aktivatori (Mole i sar., 2009) i geni koje predominantno reguliSu su
razli¢iti (C.-J. Hu i sar., 2003; Warnecke i sar., 2004). Za razliku od njih, trankripciona
aktivnost HIF-3a je veoma slaba i za sada se malo zna o tome koje gene regulise
(Suzuki i sar., 2017). Transkripciona aktivnost HIF zavisi od vezivanja sa
transkripcionim kofaktorima CBP i p300 (Kallio i sar., 1998). HIF- inhibiraju¢i faktor
(FIH-1, od engl. factor-inhibiting HIF-1) reprimira transkripcionu aktivnost HIF-1a
hidroksilacijom asparagina blokiraju¢i tako vezivanje HIFla sa p300 koaktivatorom

(Lando i sar., 2002).
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inflamacija ( npr TNF) \
angiogeneza ( npr VEGF) \

metabolizam ( npr Glut1)

A

-- - ) .

Slika 5. Regulacija odgovora na nisku oksigenaciju putem HIF molekula.

Modifikovano po Sormendi i sar., 2017. Detaljno objasnjenje u tekstu. U- ubikvitin; Epo-
eritropoetin; TNF- faktor nekroze tumora;VEGF- vaskularni endotelni faktor rasta; Glutl-glukozni
transporter 1.

Regulacija transkripcione aktivnosti HIF-1 zavisi od aktivacije razli¢itih
kinaznih puteva, poput PI-3 kinaze (PI-3K)/Akt signalnog puta kao i ERK (kinaze
regulisane vancelijskim signalima,od engl. extracellular signal-regulated kinases) i p38
kinaza MAPK puta (Minet i sar., 2001). Ipak, ta¢ni mehanizmi njihove regulacije su jo$
uvek nedovoljno istrazeni. Pokazano je da HIF-3a kompetativnho suprimira
transkripcionu aktivnost HIF1/2-a okupacijom HIF-B subjedinice i HRE (Tanaka i sar.,
2009), a kako se ekspresija HIF-3a indukuje u uslovima hipoksije kroz regulaciju
HIF1/2-a moguce je da HIF-3a igra ulogu u negativnoj povratnoj regulaciji ekspresije

gena indukovanih hipoksijom.

HIF-1a interaguje sa, 1 stimuliSe transkripcionu aktivnost Notch, koji igra glavnu
ulogu u mnogim razvojnim putevima (Gustafsson i sar., 2005). lako se HIF smatraju
glavnim regulatorima odgovora na hipoksiju, identifikovano je i nekoliko alternativnih
puteva koji doprinose adaptaciji i odgovoru c¢elije na hipoksiju (D ’Ignazio i Rocha,

2016). Ovi putevi se ¢esto ukrstaju sa signalizacijom putem HIF.
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1.25.2.3. Bioloski efekti hipoksije

HIF-1 je inicijalno identifikovan kao regulator produkcije eritropoetina (EPO) (G.
Semenza i Wang, 1992; G. L. Wang i Semenza, 1995). Regulacija metabolizma je
njegova osnovna funkcija i u hipoksi¢nim uslovima ovaj faktor posreduje u tranziciji od
oksidativnog do glikolitickog metabolizma. S obzirom da se ve¢i deo embriogeneze
sisara deSava na koncentracijama 1-5% O», pokazano je da HIF-1 i HIF-2 imaju vazne
uloge u razvoju cirkulatornog sistema, kao i da HIF-1a ucestvuje u hondrogenezi,
adipogenezi, osteogenezi, hematopoezi, razvoju B limfocita, diferencijaciji T limfocita i
urodenoj imunosti, a HIF2-a u eritropoezi, vaskularizaciji, pulmonarnom razvoju
(Majmundar i sar., 2010; G. L. Semenza, 2012). HIF-1 je protektivni medijator u
brojnim bolestima i patoloskim stanjima, te se u ovim sluéajevima paznja usmerila ka
razvoju terapeutika koji ¢e delovati na nivou inhibicije PHD. Medutim, kako aktivnost
HIF moze i da doprinese nekim patoloskim stanjima, za potrebe tretmana bolesti
razvijaju se inhibitori altivnosti HIF koji su za sada, na mi§jim modelima pokazali da

imaju antitumorske efekte (G. L. Semenza, 2012).

S obzirom na terapijski potencijal MMC i ¢&injenicu da se prirodno nalaze u
tkivima u kojima su koncentracije O niske, jedan broj istrazivanja fokusiran je na
ispitivanja funcija MMC u takvim mikrosredinama. Niske koncentracije Oz (1-10%)
uticu na diferencijaciju, proliferativni kapacitet, ekspresiju gena matic¢nosti, te apoptozu
i migratorni potencijal humanih i migjih MMC izolovanih iz kostne srzi, humanih MMC
pupcanika, masnog tkiva, periferne krvi, krvi pupcanika i drugih izvora (Buravkova i
sar., 2014; Ejtehadifar i sar., 2015). Kao i kod drugih c¢elija, hipoksija ove efekte
ostvaruje posredstvom HIF molekula i posledi¢nom aktivacijom razli¢itih signalnih
puteva. Medutim, efekti koje hipoksija ostvaruje na MMC su razli¢iti i zavise od tipa
¢elija, koncentracije O2 i eksperimentalog dizajna, a mnoga istrazivanja su U odredenoj
meri dala opre¢ne rezultate, Sto je posebno izrazeno u sluCajevima kratkotrajnih
izlaganja MMC hipoksiji (Buravkova i sar., 2014). Akutno, kratkotrajno smanjenje
koncentracije O2 moze izazvati oStecenje celija, koje ukljucuje apoptotozu, dok se sa
duzim izlaganjem hipoksiénim uslovima, MMC brzo prilagodavaju takvoj mikrosredini,
prebacivanjem metabolizma na anaerobnu glikolizu, praéenu odrzavanjem

nediferenciranog multipotentnog stanja (Basciano i sar., 2011). Razlike u izolaciji i
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poreklu ispitivanih MMC, kao i u eksperimentalnom dizajnu, oteZavaju poredenje i
analizu dobijenih rezultata te stoga izostaju konkretniji/generalni zakljucci o ulozi
hipoksije u biologiji MMC. Ipak, koncentracija O2 nesumnjivo predstavlja vaZan
regulator koji odreduje sudbinu MMC i potreba za daljim proucavanjem njenog efekta
na stromalne prekursore povezana je sa funkcijama koje oni obavljaju u popravci tkiva,

sa ciljem razvoja strategija za celijsku terapiju i tkivni inzenjering.
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Zahvaljujuéi saznanjima da dinami¢ni odeljci kakve su nise MMC, obezbeduju
integraciju razli¢itih signala koji odreduju sudbinu MMC i usmeravaju ih ka odredenoj
funkciji, sve se viSe tezi ka definisanju uloge i mehanizama delovanja $to veéeg broja
faktora specifi¢ne mikrosredine. Poznato je da su terapijski efekti MMC zasnovani na
njihovom potencijalu smoobnove, regenerativnom, imunomodulatornom i migratornom
kapacitetu, ali i pored velikog broja preklini¢kih istrazivanja i klinickih studija, o
njihovom realnom ukupnom terapijskom potencijalu se jo$ uvek nedovoljno zna. Stoga,
poznavanje ponasanja MMC u specifinim mikrosredinama obezbedilo bi saznanja

korisna za razvoj efikasnih terapija koje ukljucuju primenu ovih ¢elija.

Uloga proinflamatornog citokina IL-17, produkta pomo¢nickih T ¢elija dokazana je
U brojnim inflamatornim i autoimunskim bolestima. Medutim, ovaj citokin ostvaruje
efekte i na razli¢ite ¢elijske funkcije poput diferencijacije, proliferacije i migracije, koji
su ispitivani i opisani i na MMC, uglavnom iz kostne srzi. Uprkos tome, efekti IL-17 na
biologiju MMC jo§ uvek nisu u potpunosti objasnjeni. MMC su u svojim prirodnim
mikrosredinama izlozene niskim koncentracijama Oz, koje su posledica balansa
njegovog dotoka i upotrebe u tkivu, i u zavisnosti od metabolickog i funkcionalnog
statusa odredenog tkiva nivoi oksigenacije u organizmu su razli¢iti. Do sada je
pokazano da niske koncentracije O, regulidu razli¢ite funkcije MMC i da su kljuéni
faktor koji doprinosi fiziologiji ovih ¢elija, ali je jedan broj istrazivanja koji se tice

efekata na njihov diferencijacioni potencijal kontradiktoran.

Stoga su istrazivanja U okviru ove doktorske disertacije imala za cilj ispitivanje
efekata specifiénih uslova mikrosredine na funkcionalna svojstva primarnih MMC
izolovanih iz humanog pupcanika i periferne krvi. Uporednom analizom funkcionalnih
karakteristika odredio bi se proliferativni i diferencijacioni kapacitet MMC izolovanih iz
ova dva alternativna izvora mati¢nih celija. MMC izolovane iz periferne krvi bile bi
primenjene kao model migratornih c¢elija, za analizu uticaja proinflamatorne
mikrosredine na regulaciju/modulaciju migratornog potencijala MMC. Ova istraZivanja
ée doprineti boljem razumevanju delovanja IL-17 kao hemotakti¢nog faktora za MMC i
njegovog uticaja na pokretljivost i funkcije MMC tokom inflamatornih procesa. S druge
strane, na modelu MMC iz tkiva pupéanika bili bi analizirani efekti fizioloske (3%) i

,laboratorijske* (21%) koncentracije O2 $to ¢e doprineti odredivanju povoljnijih uslova

36



CILJEVI

za kultivaciju MMC u cilju postizanja boljeg kvaliteta uzorka za potencijalnu primenu

u ¢elijskoj terapiji.

U skladu sa predmetom istrazivanja u okviru ove disertacije postavljeni su sledeci

ciljevi:
1. Izolacija i karakterizacija MMC iz humanog pup&anika i periferne krvi:

— lzolacija VS-MMC metodom eksplanta i njihova ekspanzija u kulturi;
— lzolacija PK-MMC metodom centrifugiranja u gustinskom gradijentu;
—  Karakterizacija MMC putem
» odredivanja sposobnosti adhezije celija za plastiku;
» analiziranja imunofenotipa, odredivanjem ekspresije karakteristi¢nih
mezenhimskih (CD29-PE, CD44H-PE, CD73-PE, CD90-PE, CD105-PE)
i hematopoetskih (CD34-PE, CD45-FITC, CD235a-PE i CD11b-FITC)
markera primenom proto¢ne citometrije;
= odredivanja sposobnosti ¢elija za diferencijaciju u pravcu osteoblasta,
hondrocita 1 adipocita nakon indukcije diferencijacije u specificnim

medijumima;

2. lIspitivanje uticaja IL-17 na migratorne funkcije MMC izolovanih iz

periferne krvi:

— Odredivanjem delovanja IL-17 na proliferaciju ¢elija;

— Odredivanjem delovanja IL-17 na migraciju i mobilizaciju ¢elija;

— Odredivanjem delovanja IL-17 na ekspresiju i aktivnost proteolitickih enzima;

— Odredivanjem delovanja IL-17 na sposobnost adhezije PK-MMC za endotelske
celije;

— Odredivanjem delovanja IL-17 na sposobnost transendotelske migracije celija 1
posledi¢nu reorganizaciju citoskeleta;

— Analiziranjem uce$¢a signalnih puteva ukljuc¢enih u delovanje IL-17 na

migratorni potencijal PK-MMC;
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3. lIspitivanje uticaja razli¢itih koncentracija Oz na éelijske funkcije MMC

izolovanih iz tkiva pupcanika:

— Odredivanjem efekata razli¢itih koncentracija O2 na vijabilnost i proliferaciju
¢elija;

— Odredivanjem efekata razli¢itih koncentracija O2 na usmerenu diferencijaciju
¢elija;

— Odredivanjem efekata razli¢itih koncentracija O2 na klonogeni potencijal celija;

— Odredivanjem efekata razli¢itih koncentracija Oz na ekspresiju markera
matic¢nosti;

— Odredivanjem efekata razlicitih koncentracija Oz na preZivljavanje 1 Celijski
ciklus;

— Odredivanjem efekata razli¢itih koncentracija O2 na migraciju i mobilizaciju
¢elija;

— Odredivanjem efekata razli¢itih koncentracija Oz na aktivnosti proteolitickih
enzima;

— Analiziranjem uée$¢a signalnih puteva ukljuenih u migraciju VS-MMC na

razli¢itim koncentracijama Oo.
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3.1. MATERIJAL

Podaci o primarnim i sekundarnim antitelima kao i izotipskim kontrolama

primenjenim u eksperimentima prikazani su u Tabelama 1 i 2. Podaci o citokinima i

farmakoloSkim inhibitorima signalne transdukcije prikazani su u Tabeli 3. Podaci o

primenjenim prajmerima prikazani su u Tabeli 4.

Tabela 1. Primenjena primarna antitela. (PE- fikoeritrin, FITC-fluorescein izotiocijanat,

WB- western blot, PC- proto¢na citometrija, IF- imunoflorescentno obeleZzavanje)

Primarna antitela
antitelo
uPA

IL-17
IL-17R

MT1-MMP/MMP14
pPERK1/2

ERK1/2

pp38

p38

a-tubulin

y-tubulin

CD45- FITC konjugovano
CD105- PE konjugovano
CD235- PE akonjugovano

CD90- PE konjugovano
CD34- PE konjugovano
CD44- PE konjugovano
CD73- PE konjugovano
CD29- PE konjugovano
CD11b-FITC konjugovano
Faloidin- TRITC konjugovan
Nanog

Oct-4
Sox-2
SSEA-4
vimentin
a-SMA

fibronektin

poreklo
zec

Zec
Zec
mi$
Zec
mi$

Proizvodac

Santa Cruz Biotechnology,
SAD

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Ri D Systems, SAD

Ri D Systems

Santa Cruz Biotechnology
Ri D Systems

Ri D Systems
Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich

Ri D Systems
Invitrogen,SAD

Ri D Systems

Ri D Systems,

DAKO, Danska

Ri D Systems

Ri D Systems,

Invitrogen

Biosource, SAD
Sigma-Aldrich

Cell Signaling
Technology, SAD

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Developmental Studies
Hybridoma Bank, SAD
Sigma-Aldrich

primena
WB, IF

WB
WB

WB
WB
WB
WB
WB

IF

IF

PC
PC, IF
PC

PC
PC
PC
PC
PC
PC
IF

IF

IF
IF
IF
IF
IF

IF
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Tabela 2. Primenjena sekundarna antitela. (TRITC-tetrametilrodamin, FITC-fluorescein

izotiocijanat, WB- western blot, PC- proto¢na citometrija, IF- imunoflorescentno obelezavanje)

Sekundarna antitela

antitelo

HRP konjugovano
anti-zedije

HRP konjugovano
anti-misje

TRITC konjugovano
anti- misje

FITC konjugovano
anti-misje

FITC  konjugovano
anti-zedije

Izotipske kontrole
IgG1-konjugovano PE
IgG1-konjugovano
FITC

poreklo
koza

koza
koza
koza

koza

proizvodac
RnD Systems

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Invitrogen
Invitrogen

Tabela 3. Primenjeni citokini i inhibitori.

Citokini i inhibitori signalne transdukcije

Naziv

humani rekombinantni IL-17

humani rekombinantni TGF-f

PNU-74654

PD- 98059

SB-203580

BC11 hidrobromid

Doksiciklin

g-aminokapronska kiselina (E-

ACA)

Dejstvo
citokin
faktor rasta

Inhibitor Wnt/g- catenin signalnog
puta
inhibitor ERK1/2

inhibitor p38
Inhibitor urokinaze

Inhibitor MMP

Inhibitor plazmin-plazminogen sistema

primena
wB

WB

PC
PC

proizvodac
Ri D Systems
Ri D Systems

Santa Cruz.

Tocris Bioscience,
UK

Calbiochem,
Nemacka

Tocris Bioscience

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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Tabela 4. Prajmeri primenjeni za RT-PCR i kvantitivni PCR.

Prajmeri
Gen

Sekvenca 5°-3°

Kvantitativan PCR

ALP
RUNX
OCN
PPARy
LPL
SOX9

COL2
GAPDH

PCR
OCT4-A

OCT4-B
NANOG
SOX2
HIF-1a
IL-17R
uPA
PAI-1
MMP-2
MMP-9

MMP14/MT1-
MMP

Vimentin
a-SMA
Endoglin

GAPDH

F: CACCCACGTCGATTGCATCT
R: TAGCCACGTTGGTGTTGAGC
F: GCCTAGGCGCATTTCAGA

R: CTGAGAGTGGAAGGCCAGAG
F: GGCGCTACCTGTATCAATGG
R: TCAGCCAACTCGTCACAGTC
F:CAGGAAAGACAACAGACAAATCA
R: GGGGTGATGTGTTTGAACTTG
: TCAACTGGATGGAGGAGGAG

: GGGGCTTCTGCATACTCAAA

: GCCAGGTGCTCAAAGGCTA

: TCTCGTTCAGAAGTCTCCAGAG
: ACACTGGGACTGTCCTCTG

: GTCCAGGGGCACCTTTTTCA

: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
: GAAGATGGTGATGGGATTTC

AT 0T 0T 0T

: AGTGAGAGGCAACCTGGAGA
: GTGAAGTGAGGGCTCCCATA
: TATGGGAGCCCTCACTTCAC
CAAAAACCCTGGCACAAACT
: CTCCATGAACATGCAACCTG
: CTCGCTGATTAGGCTCCAAC
:ATGGGTTCGGTGGTCAAGT

: GGCGCCGTGGGAGATACATG
: CAGAGCAGGAAAAGGAGTCA
: AGTAGCTGCATGATCGTCTG
: GCTTCACCCTGTGGAACGAATC
: GGAGATGCCCG GATGAACCA
: GCAGGAACCCAGACAACCG

: GACCCAGGTAGACGATGTAG
:CCACTTCTTCAGGCTGTTCC

: GCAGTTCCAGGATGTCGTAG
: GGCCCTGTCACTCCTGAGAT
: GGCATCCAGGTTATCGGGGA
: GAGACCGGTGAGCTGGATAG
: TCGAAGATGAAGGGGAAGTG
:CCCTATGCCTACATCCGTGA
: TCCATCCATCACTTGGTTAT

F:AGATGGCCCTTGACATTGAG
R: TCTTGCGCTCCTGAAAAACT
F:CTGTTCCAGCCATCCTTCAT
R: CCGTGATCTCCTTCTGCATT
F.:CTGGGTCGAGTGGAGGACTG
R: CAAGACCGGGTCTCAAGACC
F: ACCACAGTCCATGCCATCAC
R:TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Duzina
amplikona

211bp
66bp
106bp
94hp
169bp
213bp

270bp

226hp

270bp
194bp
209bp
126bp
234bp
328 bp
357 bp
350 bp
713 bp
476 bp

536 bp

345 bp
175bp
414bp

452bp

Temperatura
anilinga (°C)

60

60

60

60

60

60

60

60

55

55

55

51

52

52

52

55

50

54

52

55

52

52

52
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3.2. EKSPERIMENTALNI DIZAJN

3.2.1. Izolacija i karakterizacija mezenhimskih mati¢nih déelija iz
Vartonove sluzi humanog pup¢anika (VS-MMC) i periferne krvi (PK-
MMC)

Nakon izolacije MMC iz pupéanika i periferne krvi zdravih pacijenata, éelije su
okarakterisane (Slika 6.) prema minimalnim kriterijumima Medunarodnog drustva za
¢elijsku terapiju, koja obuhvataju odredivanje sposobnosti adhezije ¢elija za plastiku u
kulturi, ¢elijskog imunofenotipa i diferencijacionog potencijala (Dominici i sar., 2006).
Imunofenotip MMC utvrden je proto¢nom citometrijom analiziranjem nivoa ekspresije
povrSinskih markera karakteristicnih za mezenhimske celije: CD29, CD44H, CD73,
CD90 i1 CD105; 1 povrSinskih markera karakteristi¢nih za hematopoetske celije: CD34,
CD45, CD235a, CD11b. Analiza multipotentnog diferencijacionog potencijala MMC

pracena je in vitro indukcijom diferencijacije u osteoblaste, adipocite i hondroblaste.

Vena
pupéanika

Vartonova
sluz

Arterije
pupcanika

adhezija za plastiku

amnion VS-M MC
subamnion imunofenotip

diferencijacija

\ 74 y plazmaE
\l i &
m . Limfociti i

J | trombociti
' ‘—-—\-' eritrociti

PK-MMC

Slika 6. Shematski prikaz eksperimentalnog protokola za izolaciju i karakterizaciju
MMC iz razlicitih izvora.
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3.2.2. lIspitivanje efekata delovanja IL-17 na migratorna svojstva MMC

periferne Krvi

Kao model za ispitivanje efekata IL-17 kao faktora mikrosredine na migratorna
svojstva MMC, kori$¢ene su Celije periferne krvi s obzirom da su cirkulilsu¢e MMC
prisutne u sredini izloZenoj, izmedu ostalog, inflamatornim/imunoloskim faktorima
(Slika 7.). Prvobitno je odredena ekspresija receptora za IL-17 u ovim c¢elijama na
proteinskom i genskom nivou. Analizirani su efekti I1L-17 (0, 25 i 50 ng/ml) na
migraciju i mobilizaciju c¢elija iz kolagenskih kapi, kao i ekspresija i aktivnost
proteolitickih enzima VCM - urokinaze, aktivatora plazminogena (uPA, od engl.
urokinase-type plasminogen activator) i matriksnih metaloproteinaza (MMP). Za
potvrdivanje efekata IL-17 1 u¢eS¢a uPA u ispitivanim procesima koris¢ena su antitela
za IL-17 i uPA kao i inhibitor za uPA- BC11. Takode, ispitani su i molekularni
mehanizmi koji leZe u osnovi efekata IL-17 na ispitana migratorna svojstva PK-MMC,
koris¢enjem inhibitora MAPK signalnih puteva: za p38 (SB-203580) i za ERK1/2 (PD-
98059). Analizirana je i organizacija citoskeleta kao i lokalizacija uPA tokom
migratornih aktivnosti PK-MMC u pristustvu i odsustvu IL-17. Pored toga, praéeni su i
efekti IL-17 na sposobnost adhezije PK-MMC na endotelske éelije kao i njihovu

transendotelsku migraciju.

migracija

mobilizacija

ekspresija
proteolitiCkih enzima

transendotelska
migracija

rearanZman
citoskeleta

Slika 7. Shematski prikaz eksperimentanog protokola za ispitivanje efekata IL-17 na
migratorna svojstva PK-MMC.
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3.2.3. Ispitivanje efekata delovanja 3% Oz na multipotentna i migratorna

svojstva MMC Vartonove sluzi pup&anika.

Za ispitivanje efekata 3% O na funkcionalna svojstva MMC koridéene su éelije
humanog pupcanika, s obzirom da se nalaze u prirodno hipoksi¢noj sredini (2-3% O>)
(Slika 8.). Za potrebe ovih eksperimenata, VS-MMC su kultivisane u prisustvu 21% i
3% O2 u odredenim vremenskim periodima prema dizajnu pojedinacnih eksperimenata i
nakon toga analizirani su imunofenotip, proliferacija, klonogeni kapacitet,
diferencijacioni potencijal, celijski ciklus, apoptoza i migracija. U cilju ispitivanja
efekata hipoksije na multipotentnost MMC, na molekularnom nivou ispitivana je
ekspresija gena za transkripcione faktore koji regulisu ,,mati¢nost””> NANOG, OCT4a,
OCT4b, SOX2. Pored toga, za ispitivanje mehanizama delovanja 3% O na migraciju
VS-MMC kori$éeni su inhibitori MAPK signalnog puta (PD-98059) i Wnt/g catenin
signalnog puta (PNU-74654).

21% O2 3% O2 imunofenotip

%ﬂ diferencijacija

proliferacija

celisjki ciklus,
apoptoza

mati¢nost

migracija i
mobilizacija

Slika 8. Shematski prikaz eksperimentalnog protokola za ispitivanje efekata niske
koncentracije kiseonika na funkcionalna svojstva VS-MMC.
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3.3. CELIJE I CELIJSKE KULTURE

3.3.1. Celijske linije

Za istrazivanje su koriS¢ene sledece celijske linije: humane mikrovaskularne
endotelske ¢elije (HMEC, od engl. human microvascular endothelial cells) obezbedene
ljubaznos¢u Dr. C. Bernabeu (CIB, CSIC, Spanija); mioblasti C2CI12 i céelije
adenokarcinoma prostate, PC-3 (American Type Culture Collection, ATCC, CRL-1772
odnosno CRL-1435). MMC su izolovane iz humanog pup&anika metodom eksplanta i iz

periferne krvi zdravih osoba centrifugiranjem na gradijentu gustine.

3.3.2. Izolacija mezenhimskih mati¢nih Celija

3.3.2.1. lzolacija PK-MMC

Mezenhimske mati¢ne celije izolovane su iz mononuklearnih ¢elija periferne
krvi koja je dobijena u saglasnosti sa pravilima Etickog odbora Instituta za medicinska
istrazivanja Univerziteta u Beogradu 1 uz pismenu saglasnost svakog donora, na
prethodno opisan nac¢in (Trivanovié i sar., 2013). Ukratko, mononuklearne éelije su
izolovane centrifugiranjem na gustinskom gradijentu 1,077 g/ml (Lymphocyte
Separation Medium 1077, PAA Laboratories, Linz, Austrija). Pre dodavanja na
gradijent, puna krv razblazena je u istoj zapremini sa RPMI-1640 medijumom (Sigma-
Aldrich) 1 centrifugirana na 30 minuta na 400 X g na sobnoj temperaturi bez kocnice.
Mononuklearne ¢elije su pazljivo sakupljane iz interfaznog sloja i isprane od gradijenta
centrifugiranjem 10 minuta na 800 x g. Potom su dodatno isprane dva puta i
resuspendovane u standardnom medijumu koji je menjan svakog drugog dana. Nakon
dve nedelje, uocavane su prve kolonije ¢elija slicnih fibroblastima, a neadherentne celije
su eliminisane. Nakon postizanja veli¢ine od oko 5 cm?, adherentne ¢elije su odlepljene
sa plastike i ponovo postavljene u novi flask. U proseku oko desetog dana dostignuta je
konfluentnost. lako je za izolaciju PK-MMC korigéeno 10 pocetnih uzoraka
mononuklearnih éelija periferne krvi zdravih donora, MMC su dobijene samo iz jednog
uzorka periferne krvi, ¢ije su karakteristike ranije opisane (7rivanovic¢ i sar., 2013). Za

potrebe ove disertacije svi testovi vezani za karakterizaciju ovih ¢elija su ponovljeni.
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3.3.2.2.  lzolacija VS-MMC

Mezenhimske mati¢ne celije izolovane su metodom eksplanta iz pihtijastog
vezivnog tkiva humanog pupcanika, tzv Vartonove sluzi (engl. Wharton s jelly) (Slika
9.) na ranije opisan nacin (Trivanovi¢ i sar., 2013). Za potrebe ove disertacije deset
novih pupcanika duzine oko 20 cm dobijeno je sa Klinike za Ginekologiju i Akuserstvo
Klini¢ckog centra Srbije uz prethodno dobijenu saglasnost pacijentkinja. Uzorci su
prikupljeni nakon normalnog vaginalnog porodaja ili carskog reza i ¢uvani u hladnom
fosfatnom puferu (PBS, od engl. Phosphate buffer saline) sa 100 pg/ml
penicilin/streptomicina i 2,5 pg/ml amfotericina B (oba od PAA Laboratories) na 4°C,
do transporta u laboratoriju 1 izolacije Celija (4-24h od uzorkovanja). Pupcanici su u
sterilnim uslovima isprani PBS-om nekoliko puta (Slika 9.1) i u staklenim petrijevim
posudama podeljeni na sitne komade duzine 2-3 cm (Slika 9.3-5), koji su potom
skalpelom logintudinalno zaseceni kako bi se uo¢ili krvni sudovi (Slika 9.6-8). Dve
arterije i vena su odstranjeni iz vezivnog tkiva pupcanika (Slika 9.9), ¢ime je ogoljeno
pihtijasto tkivo-Vartonova sluz, koje je potom usitnjeno na deli¢e zapremine oko 2-3
mm? (Slika 9.10). Ovakvi fragmenti tkiva pup¢anika postavljeni su u petrijeve posude
tako da budu okrenuti unutra§njom povr§inom na dole, sa malom koli¢inom
standardnog medijuma za kultivaciju celija kako bi se tkivo zalepilo za plastiku, a
nakon par sati, fragmenti tkiva su potpuno prekriveni medijumom koji je menjan svakog
drugog dana. Oko desetog dana, primecene su prve celije, a u proseku 20 dana nakon
postavljanja eksplanata, ¢elije su iz istih migrirale i zalepile se za plastiku. Ostaci tkiva
su uklonjeni, a celije inkubirane u standardnim uslovima do postizanja
subkonfluentnosti (80% prekrivenosti povriine plastike éelijama). Celije su potom
presadene u T-25 flask (prva pasaza, P1) 1 pasazirane nakon postizanja
subkonfluentnosti. Mezenhimske matiéne éelije Vartonove sluzi, VS-MMC (engl.
Wharton’s Jelly Mesenchymal Stem Cells, WJ-MSC) uspesno su izolovane iz tri od

ukupno dobijenih deset uzoraka pupcanika.
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eksplant

Slika 9. Izolacija MMC iz humanog pupéanika. 1. Ispiranje pupcanika u PBS-u; 2,3,4. Isecanje
pupcanika na fragmente duzine 2-3cm. 5. Identifikovanje krvnih sudova pupcanika. 6. Logintudinalno
Zasecanje fragmenata pupcanika; 7,8. Pazljivo uklanjanje krvnih sudova kako bi se oslobodila pihtijasta
masa-Vartonova sluz. 9. Krvni sudovi pupcanika; 10. Vartonova sluz iseckana na sitne komadice;
prikazana je reprezentativna fotografija prvih migrirajucih celija koje izlaze iz eksplanta.

3.3.3. Kultivacija ¢elija

Mezenhimske MC i C2C12 ¢elije su inkubirane u standardnom medijumu za
kultivaciju ¢Celija Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, SAD) sa glukozom, koji sadrzi 10% fetalnog govedeg seruma (FBS, od
engl Fetal Bovine Serum, PAA Laboratories) i 100 jedinica/ml penicilin/streptomicina,
u standardnim uslovima na temperaturi od 37 °C u atmosferi sa 5% CO2 i 100%
vlaznosti vazduha. Za potrebe eksperimenata sa VS-MMC koncentracija Oz podesavana
je na 21% ili 3% O.. (Proox Culture Chamber sa regulatorima za Oz i CO., BioSpherix,
Ltd., Redfield, Njujork, SAD). Standardni medijumi menjani su svakog drugog dana.
HMEC su kultivisane u medijumu za endotelske ¢celije (EM) koji sardZi 50% DMEM,
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50% Ham's F12 (Sigma-Aldrich), 1 uM hidrokortizona (Galenika, Beograd, Srbija), 20
ng/ml EGF (Ri D Systems) i 5 ul/ml suplementa za rast endotelskih ¢elija (ECGS, od
engl endothelial cell growth supplement; Sigma-Aldrich) u flaskovima ¢ija je podloga
pokrivena sa 0,2% zelatinom. PC-3 ¢elije kultivisane su u medijumu koji sadrzi Ham’s

F12 i DMEM u odnosu 1:1 oboga¢enim sa 10% seruma.

Nakon postizanja adekvatne gustine u T-25 flasku (25 cm?), medijum je odlivan,
a Celije ispirane PBS-om i potom odlepljivane od plasti¢ne podloge rastvorom 0,25%
tripsina u ImM EDTA na 37 °C u toku 5 minuta. Zaustavljanje aktivnosti tripsina
postignuto je dodavanjem standardnog medijuma za kultivaciju i centrifugiranjem
odlepljenih ¢elija 10 minuta na 1400 X g, a talog je resuspendovan u sveZzem medijumu

za kultivaciju Celija.

Celije su zamrzavane nakon svakog pasaZiranja u koncentraciji od 1 x 108 éelija
u mililitru medijuma za zamrzavanje koji se sastojao od 10% DMSO/FBS. Celije

zamrznute na ovaj nacin skladiStene su na -70 °C i u te¢nom azotu (-196 °C).
3.3.4. Odredivanje broja i vijabilnosti ¢elija

Za odredivanje ukupnog broja ¢elija 1 broja mrtvih Celija, koriS¢en je rastvor
boje tripan plavo. Ova metoda zasniva se na Cinjenici da mrtve Celije usled naruSene
membrane postaju propustljive za boju tripan plavo, dok zive ¢elije ostaju neobojene.
Celije su mesane sa bojom u razblazenju 1:9 i potom nano$ene na Biirker-Tirk plo¢icu
sa ugraviranim poljima. Broj ¢elija u milionima po mililitru raunat je prema formuli:

broj ¢elija

broj celija/ml = x (razblazenje ¢elija u boji) x10*

broj polja

Nakon odredivanja broja vijabilnih ¢elija, MMC su ponovo postavljane u odredenoj

gustini prema potrebama eksperimenata.
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3.4. ANALIZA CELIJSKIH FUNKCIJA

3.4.1. Analiza proliferacije Celija

34.11. MTT test

Proliferacija i vijabilnost éelija analizirane su MTT testom. MMC su postavljane
u standardnom medijumu u plo¢ama sa 96 otvora u gustini od 5 x 10® éelija po otvoru.
Nakon inkubacije ¢elija u vremenskom periodu i uslovima prema dizajnu eksperimenta,
¢elijama je dodavan 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid (MTT),
koncentracije 0,5 mg/ml. Celije su potom inkubirane dva sata na temperaturi od 37 °C u
inkubatoru. Kristali formazana karakteristicno ljubicaste boje, nastali u Zivim ¢elijama
na ovaj nacin, rastvarani su izopropanolom nakon ¢ega je merena optiCka gustina na
talasnoj duzini od 540 nm pomocu eliza Citaca za mikrotitarske ploce (Labsystems

Multiskan PLUS, Finska).
3.4.1.2.  Celijska proliferacija u kratkotrajnim kulturama

Za odredivanje proliferativnog potencijala VS-MMC u kratkoroénim kulturama,
éelije su postavljane u ploe sa Sest otvora u duplikatima u gustini od 1 x 10* ¢elija po
otvoru i inkubirane u satandardnom medijumu na 21% O odnosno 3% O: na
temperaturi od 37 °C u atmosferi sa 5% CO; i 100% vlaznosti vazduha. Celije su treéeg,
petog i sedmog dana odlepljivane sa podloge rastvorom tripsin/EDTA, prikupljane, i

potom brojane u rastvoru tripan plavog.
3.4.1.3.  Celijska proliferacija u dugotrajnim kulturama

Kako bi se odredio proliferativni potencijal VS-MMC u dugoroénim kulturama i
odredilo vreme potrebno za dupliranje broja celijske populacije, ¢elije su postavljane u
ploce sa Sest otvora u gustini od 25 x 10* éelija po otvoru i inkubirane na temperaturi od
37 °C u atmosferi sa 5% CO2 i 100% vlaznosti vazduha na 21% odnosno 3% O2. Nakon
dostizanja konfluentnosti, ¢elije su odlepljivane rastvorom tripsin/EDTA, brojane

pomocu tripan plavog i ponovo postavljane u inicijalnoj gustini. Postupak je ponavljan
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pri svakoj pasazi tokom 24 dana. Vreme potrebno za dupliranje ¢elijske populacije (

PDT, od engl. population doubling time) izracunavano je prema formuli:

g2

PDT = (T - TO) m,

gde je TO vreme pocetka, a T vreme kraja kultivacije, a NO i Nt broj ¢elija na pocetku

odnosno kraju svake kultivacije.
3.4.1.4. Analiza klonogenog potencijala, CFU- F test

Klonogeni potencijal VS-MMC odredivan je CFU-F testom. VS-MMC su
postavljane u ploce sa Sest otvora u gustini od 10, 50 i 100 ¢elija po otvoru u
duplikatima i kultivisane u standardnom medijumu na temperaturi od 37 °C u atmosferi
sa 5% CO2 i 100% vlaznosti vazduha na 21% odnosno 3% O. Nakon 14 dana
kultivacije, ¢elije su isprane PBS-om, fiksirane hladnim metanolom i potom bojene 15
minuta u 0,3% crystal violet boji. Celije su na kraju isprane destilovanom vodom i pod
invertnim mikroskopom brojane su vidljive kolonije sa 50 i vise ¢elija. Efikasnost
formiranja kolonija odredivana je kao procenat odnosa broja kolonija i inicijalnog broja

zasadenih celija.
3.4.2. Diferencijacija Celija

Kako bi se ispitao diferencijacioni potencijal, ¢elije su postavljane u ploce sa 48
otvora u gustini od 10 x 102 ¢elija po otvoru odnosno u ploée sa 96 otvora u gustini od 5
x 103 ¢elija po otvoru i kultivisane u standardnom medijumu na temperaturi od 37 °C u
atmosferi sa 5% CO2 i 100% vlaznosti vazduha do postizanja subkonflkuentnosti, i
potom izlozene odgovaraju¢em diferencijacionom medijumu, kako bi se indukovala
diferencijacija ¢elija ka odgovaraju¢oj celijskoj lozi mezodermskog porekla. Kao
kontrola, kori§¢ene su ¢elije koje su Kultivisane u standardnom medijumu. Za potrebe
ispitivanja uticaja razl€itih koncentracija Oz na diferencijacioni potencijal ¢elija, Celije
su inkubirane u diferencijacionim medijumima paralelno u uslovima na 21% odnosno
3% O». Diferencirane ¢elije su nakon inkubacije fiksirane 3,7% formaldehidom u PBS-u
1 bojene odgovaraju¢im histohemijskim bojenjem 1 potom posmatrane i slikane na

svetlosnom mikroskopu (Olympus BX51, Olympus DP25 kamera, Japan)
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3.4.2.1. Osteogena diferencijacija

Za potrebe indukcije osteogene diferencijacije, ¢elije su nakon postizanja
subkonfluentnosti inkubirane u osteogenom diferencijacionom medijumu koji se
sastojao od 10 nM deksametazona (Sigma- Aldrich), 50 pg/ml askorbinske kiseline
(Sigma-Aldrich), 10 mM B-glicerofosfata (Applichem, Gmbh, Darmstad, Nemacka) i
10% FBS u DMEM-u. Medijum je menjan tri puta nedeljno tokom nedelju dana. Rana
osteogeneza analizirana je detekcijom aktivnosti alkalne fosfataze (ALP)
histohemijskim bojenjem pomoc¢u homogena za ALP- BICP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-
indolylphosphate/p-nitroblue  tetrazolium  chloride,  Sigma-Aldrich), kao i
kolorimetrijski pomoc¢u p-nitrofenil fosfata (pNPP). Aktivnost ALP dokumentovana je
slikanjem svetlosnim mikroskopom, a merena je na talasnoj duzini od 450 nm na eliza
¢itacu. Dodatno, osteogena diferencijacija odredivana je bojenjem depozita kalcijuma i
vancelijske mineralizacije Alizarin red bojom. U ove svrhe, ¢elije su kultivisane u
osteogenom medijumu tri nedelje uz promenu medijuma svakog drugog dana. Nivo
mineralizacije odredivan je rastvaranjem boje u 10% rastvoru cetil piridinijum- hlorida

u 10mM natrijum-fosfatu 30 minuta, nakon ¢ega je apsorbanca merena na 540 nm.
3.4.2.2.  Adipogena diferencijacija

Da bi se indukovala adipogena diferencijacija, celije su inkubirane u
adipogenom diferencijacionom medijumu koji se sastojao od 100 ug/ml 3-izobutil-1-
metilksantina (IBMX, od engl. isobutyl-methylxanthine, Sigma-Aldrich), 1 pM
deksametazona, 10 pg/ml insulina (Sigma- Aldrich), 1uM roziglitazona i 10% FBS u
DMEM-u. Celije su inkubirane 21 dan tokom kojih je medijum menjan tri puta
nedeljno. Adipogena diferencijacija dokazana je prisustvom unutaréelijskih lipidnih
kapi, koje su potvrdene bojenjem Oil Red O (Merck, Darmstadt, Germany) i
posmatranjem na svetlosnom mikroskopu. Efikasnost adipogene diferencijacije
odredena je rastvaranjem Oil red bojom-obojenih kapljica u izopropanolu i ¢itanjem
apsorbance na 540 nm. Adipogeneza je dodatno pokazana i bojenjem lipidnih kapi
fluorescentnom probom Nile red (Santa Cruz Biotechnology) i posmatranjem na epi-
fluorescentnom mikroskopu (Olympus, Japan). Kako bi se odredila efikasnost

diferencijacije u medijum je pored Nile red boje dodat i Hoechst 33258 (Sigma-
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Aldrich), do finalne koncentracije 5 pg/ml. Nakon inkubacije u trajanju od 15 minuta u
inkubatoru, medijum je uklonjen i ¢elije su isprane fosfatnim puferom. Potom su ¢elije
lizirane RIPA puferom za lizu, u mraku na sobnoj temperaturi 30 minuta. RIPA se
sastojao od 0,5% TritonX, 0,1% SDS, 1 mM EDTA, 50 mM NaF, 1% NP-40 i 1%
natrijum deoksiholata u TBS-u. Celijski lizati su potom preneti u tamnu mikrotitarsku
plocu sa koje je ocitavana fluorescenca na Wallac 1420 Victor2 Microplate citacu
(PerkinElmer, Finska) uz upotrebu 531/615 setova filtera za Nile red i 355/460 za
Hoechst 33258. Srednja vrednost o€itanih fluorescenci za sve replilkate je izracunata za

obe boje i potom je odreden odnos Nile red: Hoetsch boja.
3.4.2.3. Hondrogena diferencijacija

Kako bi se usmerile ka hondrogenoj diferencijaciji, ¢elije su inkubirane u
hondrogenom diferencijacionom medijumu koji je sadrzao 5 ng/ml TGF-B1 (Ri D
systems), 50 pug/ml askorbinske kiseline, 10 nM deksametazona i 10% FBS u DMEM-u.
Inkubacija ¢elija duga 21 dan sa promenom medijuma tri puta sedmicno prekinuta je
bojenjem proteoglikana Safranin O i Alcian blue bojama. Hondrogena diferencijacija
¢elija analizirana je na svetlosnom mikroskopu, a efikasnost diferencijacije odredena je
rastvaranjem Alcian blue u 6M guanidin-hloridu dva sata i potom merenjem apsorbance

na talasnoj duzini od 630 nm.

3.4.3. Analiza ¢elijske mobilnosti

3.4.3.1.  Analiza ¢elijske migracije Scratch testom

Migratorni potencijal MMC ispitivan je in vitro pomoéu scratch testa. Celije su
postavljane u gustini od 1 x 10* éelija po otvoru u duplikatima u plo¢i sa 24 otvora u
standardnim uslovima. Po dostizanju konfluentnosti, monosloj ¢elija zagreban je vrhom
nastavka za pipetu od 200 pl pri ¢emu je formirana ravna linija bez ¢elija u sredini
otvora. Celije su potom isprane PBS-om, nakon &ega su dodatno kultivisane 24h u
specificnom medijumu i/ili uslovima prema dizajnu eksperimenta. Nakon perioda za
migraciju, celije su fiksirane ledenim metanolom i obojene 0,1 % crystal violet bojom.
Migracija c¢elija u prethodno zagrebanu povrSinu zabeleZzena je slikanjem pod

mikroskopom, a procenat celija koje su migrirale odreden je TScratch softverom
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(Computational Science and Engineering Laboratory, Swiss Federal Institute of
Technology, ETH Zurich, Cirih, Svajcarska).

3.4.3.2.  Analiza Celijske migracije zasnovane na Boyden-komori

Hemotaksija. Migratorni potencijal MMC analiziran je dodatno i pomocu eseja
zasnovanog na Boyden komori (Costar, Cambridge MA) sa polikarbonatnim filterima sa
porama od 8,0 um (Collaborative Research, Bedford, MA). MMC su obelezene sa
PKH26 (PHH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit for General Cell Membrane Labeling,
Sigma-Aldrich), prema uputstvima proizvodaca i postavljene u gornju komoru (10 x 10*
¢elija/ insertu) u 100 pl standardnog medijuma. U donju komoru je dodato 0,5 ml
standardnog medijuma, sa dodatkom ili bez IL-17 kao hemoatraktantnog faktora, i
odgovarajuc¢eg inhibitora prema dizajnu eksperimenta. Nakon 16h, ¢elije koje nisu
migrirale su iz gornjeg odeljka uklonjene vrhom Stapica sa vatom dok su ¢elije koje su
se zakacile na dno inserta fiksirane 3,7% formaldehidom u PBS-u. Nakon ispiranja,
inserti su okrenuti na dole, montirani pomo¢u medijuma za montiranje na ljuspice kako
bi ¢elije mogle da se posmatraju na epi-fluorescentnom mikroskopu. Crveno obojene

¢elije su izbrojane pomoc¢u NIH-ImageJ sofvera u osam nasumicnih polja po insertu.

Transéelijska migracija. Za potrebe ispitivanja transendotelske migracije,
HMEC su postavljene u inserte u gustini od 6 x 10° éelija u EM medijumu i inkubirane
u standardnom uslovima u vlaznoj atmosferi preko noéi. PK-MMC su obeleZavane
PKH26 bojom i postavljene preko HMEC (10 x 10* ¢elija/insertu) u 100 pl EM sa ili
bez BC11 (50 pm). U donju komoru ispod inserta dodavan je EM sa IL-17 (0 i 50
ng/ml) u prisustvu ili odsustvu BCI1 (50 pm). Celije su potom inkubirane u
standardnim uslovima 30h kako bi se omoguila transmigracija PK-MMC kroz
monosloj HMEC. Inserti su isprani PBS-om tri puta, a ¢elije koje nisu migrirale su iz
gornjeg odeljka uklonjene vrhom $tapiéa sa vatom. Celije zalepljene za dno inserta su
fiksirane rastvorom 3,7% formaldehida/PBS. Nakon ispiranja, inserti su okrenuti na
dole, montirani na predmetna stakla i ¢elije su posmatrane na epi-fluorescentnom

mikroskopu.
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3.4.3.3. Analiza ¢elijske mobilizacije iz kolagena

Za potrebe ispitivanja mobilizacije MMC iz kolagena, iz tetiva repova pacova
izolovan je kolagen tip | u 0,2% siréetnoj kiselini pri ¢emu je dobijen rastvor
koncentracije 4,4 mg/ml. Rastvoru koji sadrzi 20% 5 x koncentrovanog DMEM-a, 10%
FBS-a, 10% NaHCOs, 2% destilovane vode i 17,6% celijske suspenzije dodato je 40%
kolagena. Pipetiranjem zapremine 25 pl, od radnog rastvora formirane su kolagenske
kapi koje sadrze 1 x 10° VS-MMC, odnosno 1,2 x 10 PK-MMC i postavljane u ploge
sa 24 otvora. Nakon 1h inkubacije na 37 °C kolagenske kapi su o¢vrsnule i potom su
kultivisane u odgovaraju¢em medijumu i/ili uslovima, a prema dizajnu eksperimenta.
Nakon perioda inkubacije pracena je mobilizacija ¢elija u okolnu povrSinu pomocu
fazno-kontrastnog mikroskopa. Po zavrSetku eksperimenta, kolagenske kapi su fiksirane

rastvorom 3,7% formaldehida/PBS i bojene crystal violet bojom i slikane.
3.4.4. Analiza éelijske adhezije

Adhezija za endotel. Kako bi se proverio efekat IL-17 na adheziju PK-MMC za
endotel, HMEC su postavljene na staklene ljuspice prekrivene 0,2% Zelatinom u gustini
od 10° ¢elija/ljuspici i inkubirane 48h u standardnim uslovima do postizanja
konfluentnosti. Celije su potom obojene 4',6-diamidin-2-fenilindolom (DAPI, Sigma-
Aldrich) za bojenje ¢elijskog jedra 15 minuta na sobnoj temperaturi i isprane PBS-om 2
puta. Istovremeno su PK-MMC postavljene u plo¢e sa 6 otvora u gustini od 4 x 10°
¢elija/otvoru 1 inkubirane u standardnim uslovima preko no¢i i potom tretirane bez ili sa
50 ng/ml IL-17 u toku 24h. Nakon tretmana, PK-MMC su odlepljene sa 1 mM EDTA i
obelezene PKH26. Tako obelezene MMC su postavljene preko HMEC (10 x 10*
¢elija/ljuspici) 1 inkubirane u standardnim uslovima 30 minuta. U drugoj
eksperimentalnoj postavci, umesto PK-MMC, HMEC su tretirane bez ili sa 50 ng/ml
IL-17. Nakon inkubacije, ljuspice su isprane dva puta PBS-om, celije fiksirane
rastvorom 3,7% formaldehid/ PBS i montirane na predmetna stakla. Uzorci su
posmatrani i fotografisani epi-fluorescentnim mikroskopom pri ¢emu su 8-10

nasumicnih polja na svakoj ljuspici fotografisana i crveno obojene ¢elije izbrojane.

Adhezija za podendotel. Da bi se ispitali efekti IL-17 na sposobnost PK-MMC

da se veze za fibronektin, prvobitno su ploce sa 24 otvora oblagane 10 pg/ml
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fibronektinom (Sigma-Aldrich) u toku 24h na 4 °C i blokirane 1% rastvorom albumina
govedeg seruma (BSA, od engl. Bovine serum albumine; Sigma-Aldrich) u PBS-u
tokom 1h na 37 °C. PK-MMC su tretirane IL-17 (50 ng/ml) tokom 24h, odlepljene sa 1
mM EDTAJ/PBS i resuspendovane u 0,5% FBS/DMEM i pretretirane antitelom za uPA
(10 pg/ml) ili BC11 (50 uM) 1h u standardnim uslovima. Potom je 10 x 10* éelja
postavljeno u ploce obloZzene fibronektinom i inkubirano 30 minuta. Otvori sa ¢elijama
blokiranim samo sa BSA/PBS koris¢eni su kao kontrola za bazalnu adheziju. Nakon
inkubacije, ¢elije koje se nisu vezale su otklonjene ispiranjem PBS-om, a adherirane

¢elije izbrojane su MTT testom.
3.4.5. Analiza ¢elijskog ciklusa

Analiza profila ¢elijskog ciklusa vrSena je pomocu protocne citometrije ¢ime je
omoguceno razlikovanje razliitih faza C¢elijskog ciklusa zahvaljujuc¢i sposobnosti
koris¢enog propidijum- jodida (PI, od engl. Propidium lodide, Molecular Probes, Life
Technologies, OR, SAD) da se interkalira u dvostruki heliks DNK. Za potrebe ovog
eksperimenta celije su postavljane u ploce sa Sest otvora i Kultivisane u standardnom
medijumu na 21% odnosno 3% O u periodu od 24, 48 i 72 sata. Nakon svakog od
perioda inkubacije éelije su odlepljivane od plastike, ispirane u PBS i alikvoti sa 2 x 10°
¢elija su fiksirani u hladnom apsolutnom etanolu 15 minuta na ledu. Potom su ¢elije
ispirane dva puta u PBS-u centrifugiranjem na 1600 rpm 8 minuta, nakon Cega su
resuspendovane u rastvoru PBS-a sa 0,1% Triton X detergenta (Serva Electrophoresis
GmBh, Hajdelberg, Nemacka) koji sadrzi PI (50 pg/ml) i RNAzu (ThermoFisher
Scientific, SAD) (0,1 mg/ml). Nakon inkubacije u mraku na 37 °C u trajanju od 40
minuta merena je crvena fluorescenca na proto¢nom citometru CyFlow CL (Partec,
Munster, Nemacka). Intenzitet fluorescencije obojenih celija koreliSe sa koli¢inom
DNK koje one sadrZe, te je stoga moguce razvrstati Celije po fazama celijskog ciklusa.

Rezultati su analizirani upotrebom programa WinMDI.
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3.4.6. Analiza ¢elijske smrti

U svrhu ispitivanja celijske smrti proto¢nom citometrijom, koris¢eno je
dvostruko bojenje aneksin/propidijum-jodid (Ann V-FITC/ PI). Glavno obeleZje rane
apoptoze jeste translokacija fosfatidilserina sa unutrasnje na spoljasnju stranu
membrane $to je mogucée detektovati bojenjem pomocu Annexin V-FITC (Molecular
Probes), koji se u prisustvu kalcijumovih jona sa visokim afinitetom vezuje za
fosfatidilserin, a konjugovanje FITC-om omoguéava fluorescentnu detekciju.
Propidijum-jodid pak zbog svoje osobine da se veze za dvostruki heliks DNK, koris¢en
je da bi se razlikovale celije koje su usle u kasnu fazu apoptoze, s obzirom da im je
permeabilitet narusen i da je tako omogucen ulazak ove boje u Celiju. Za potrebe ovog
eksperimenta celije su postavljane u plo¢e sa Sest otvora i uzgajane u standardnom
medijumu na 21% odnosno 3% O». Nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije Celije su
odlepljivane od plastike, ispirane u hladnom rastvoru PBS-a dva puta centrifugiranjem.
Alikvoti koji sadrze 2 x 10° ¢elija resuspendovani su u rastvoru 1X Annexin V-
vezujuceg pufera (Molecular Probes) i obelezavani sa Ann V-FITC i Pl (100 pg/ml)
prema uputstvu proizvodaca. Kao kontrole, koriS¢ene su neobojene celije, ¢elije obojene
samo sa Annexin V-FITC i ¢elije obojene samo sa PI. Prekidanje reakcije postignuto je
nakon inkubacije ¢elija na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 minuta i to dodavanjem
1X Annexin- vezujuceg pufera. Celije su drzane na ledu do analiziranja na proto¢nom
citometru. Celije koje se nalaze u ranoj apoptozi detektovane su kao 2" */,ooidijum-jodic

, dok su dvostruko pozitivne ¢elije kasno apoptoti¢ne ili sekundarno nekroti¢ne celije.

3.5. ANALIZA PROTEINA

3.5.1. Protocna citometrija

Kako bi se izolovane ¢elije okarakterisale, njihov mezenhimski fenotip odreden
je proto¢nom citometrijom. Mezenhimske MC su pripremane za analizu ekspresije
karakteristi¢nih proteinskih markera postavljanjem u plocu sa 24 otvora u gustini 3 x
10* éelija po otvoru. Nakon kultivacije u standardnim uslovima na 21% (za VS-MMC i
PK-MMC) i 3% O2 (za VS-MMC) i dostizanja konfluentnosti, ¢elije su odlepljivane sa
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plastike pomoéu ImM EDTA. Celijske suspenzije sa 2 x 10° elija isprane su dva puta u
hladnom PBS-u sa 0,5% BSA centrifugiranjem, i potom resuspendovane u 100 pl istog
pufera na sobnoj temperaturi 10 minuta kako bi se blokiralo nespecifi¢no vezivanje.
Nakon toga, primarna antitela za povrSinske markere konjugovana sa specificnim
fluorescentnim markerima (Tabela 1.), dodavana su ¢elijama u zapremini od 5 ul.
Nakon inkubacije ¢elija sa antitelima u mraku na 4 °C u trajanju od 30 minuta, ¢elije su
isprane od viSka antitela centrifugiranjem u hladnom PBS-u sa 0,5% BSA. lIzotipska
kontrolna antitela (Tabela 2) dodavana su kako bi se odredilo nespecifi¢no vezivanje,
¢elijske suspenzije su isprane, a potom i resuspendovane u hladnom PBS-u i analizirane

na proto¢nom citometru.
3.5.2. Imunofluorescenca

U svrhu imunofluorescentnog obeleZavanja, ¢elije su postavljane preko okruglih
staklenih ljuspica u gustini 25 x 10° éelija po ljuspici u ploéu sa 24 otvora. Nakon
zavrSetka odgovarajucih eksperimentalnih inkubacija, ¢elije su isprane dva puta u PBS-
u a potom fiksirane u rastvoru 3,7 % formaldehida/ PBS u trajanju od 5-10 minuta. Za
potrebe obelezavanja struktura unutar cCelije vrSena je permeabilizacija Sa rastvorom
0,1% TritonX u PBS-u. Nakon ispiranja PBS-om, ¢elije su inkubirane u rastvoru 1%
BSA u PBS-u kako bi se blokiralo nespecificno vezivanje. Potom su dodata
odgovarajuca razblaZenja primarnih antitela (Tabela 1.) u rastvoru 1% BSA/PBS i
¢elije su inkubirane na sobnoj temperaturi uz mesanje u trajanju od 1h. Nakon ispiranja
U PBS-u dodata su sekundarna antitela konjugovana odgovaraju¢im fluorescentnim
bojama (Tabela 2.) kao i DAPI za bojenje celijskog jedra. Inkubacija je trajala 1h u
mraku. Ljuspice sa ¢elijama su finalno ispirane nekoliko puta u PBS-u i destilovanom
vodom, a potom montirane na predmetno staklo pomoc¢u DPX medijuma. Uzorci su

posmatrani odmah ili nakon ¢uvanja na 4°C u mraku na epifluorescentnom mikroskopu.
3.5.3. Western blot analiza ekspresije proteina

Izolacija proteina. Celije su postavljane u ploge sa $est otvora u gustini od 1 x 10°
¢elija po otvoru 1 kultivisane prema dizajnu eksperimenta. Nakon odgovarajuceg
perioda, ¢elije su isprane PBS-om i potom su uz primenu RIPA pufera za lizu u toku 30

minuta, uz mesanje na ledu, izolovani ¢elijski proteini. Neposredno pre pocetka rada u
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hladan pufer za lizu dodavani su inhibitori proteaza i fosfataza: natrijum-ortovanadat
(200 mM), koktel inhibitora proteaza (Fermentas, MD, SAD), PMSF (100 mM), e-
amino kapronska kiselina (EACA) (1M). Celijski lizati su centrifugirani na 4°C na 10
000 x g, 20 minuta, nakon ¢ega su supernatanti ¢uvani na -20 °C do upotrebe.

Koncentracija proteina odredivana je komercijalnim BCA testom (Serva).

Elektroforeza i elektrotransfer. Liziranim uzorcima dodavan je redukcioni pufer za
pripremu uzoraka koji sadrzi 0,2 M Tris pH 6,9, 4% SDS, 40% glicerol, 400 mM 2-
merkaptoetanol i 0,02% bromfenol plavog. Nakon petominutnog kuvanja u kljucaloj
vodi, jednake koli¢ine uzoraka (10 pg) nanoSene su na gel sa 10% poliakrilamida
debljine 1 mm. Proteini su razdvajani SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezom (SDS-
PAGE, od engl. Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis),
tokom 90 minuta, na konstantnoj struji od 150 mA. Razdvojeni proteini su potom putem
elektrotransfera na 110 mA u trajanju od 90 minuta, prenoSeni na nitroceluloznu
membranu ¢ija je veli¢ina pore 0,45 pm (Applichem). Provera transfera vrSena je

bojenjem Ponso S (Merck).

Imunoblot. Membrane su nakon transfera isprane i nespecifi¢na vezivanja blokirana su
u 4% rastvoru mleka u 0,5% Tween-20 u TBS-u (TTBS) u toku 1 sata. Membrane su
potom inkubirane u odgovaraju¢im razblazenjima primarnih antitela (Tabela 1.) u 4%
mleku/TTBS na rotacionom Sejkeru, preko noci na 4 °C. Nakon tri petominutna
ispiranja u TTBS, usledila je inkubacija sa sekundarnim antitelom konjugovanim
peroksidazom rena (HRP, od engl. horseradish peroxidase) (Tabela 2.) razblazenim u
4% mleku/TTBS na sobnoj temperaturi u toku 90 minuta. Membrane su zatim isprane

tri puta po S5minuta u rastvoru TBS/Tween, i finalno 10 minuta u TBS-u.

Detekcija proteina. Antitelima obelezeni proteini koji se nalaze na membranama,
vizuelizovani su zahvaljujué¢i inkubaciji sa sistemom reagenasa za pojacanu
hemiluminiscencu (ECL, od engl. enhanced chemiluminescence reagent system; Serva)
koji sadrzi supstrat enzima peroksidaze luminol. Proteini su detektovani na
autoradiografskom filmu, i veli¢ina traka odredena je na osnovu proteinskog markera
Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder (ThermoFisher Scientific), a intenzitet traka
nakon primene denzitometrije pomoc¢u programa NIH-Image] i Total Lab v1.11

software (Amersham, Pharmacia Biotech, Uppsala, Svedska)
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3.5.4. Analiza aktivnosti proteina zimografijom

Za potrebe analiziranja aktivnosti enzima VCM, éelije su postavljane u ploce sa
24 otvora i pripremane za metodu zimografije. Nakon dostizanja 80% konfluentnosti,
¢elije su isprane PBS-om i potom inkubirane u standardnom medijumu bez seruma, u
specificnim uslovima prema eksperimentalnom dizajnu. Nakon odgovarajuceg
inkubacionog perioda, supernatanti (kondicioni medijumi) su sakupljeni u sterilne
tubice 1 sacuvani na -20°C ili su meSani sa neredukuju¢im puferom za uzorkovanje
(0,125 M Tris-HCI, 4% SDS, 20% glicerol, 0,02% bromfenol plavo, pH 6,8) i odmah je
analizirana aktivnost urokinaze i MMP.

Za odredivanje aktivnosti uPA, proteini iz supernatanata razdvajani su
neredukuju¢om 10% SDS-PAGE, a za analizu MMP, proteini su razdvajani
neredukuju¢om 8% SDS-PAGE sa 0,1% zelatina. Nakon elektroforeze, gelovi su
ispirani dva puta u trajanju od pola sata u 2,5% Triton X-100 na sobnoj temperaturi uz
konstantno meSanje i potom isprani destilovanom vodom. Gelovi sa proteinima za
analizu aktivnosti utrokinaze nanoSeni su na gelove sa 1% agaroze koji sadrze 0,5%
kazeina, 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 1 M Tris-HCI pH 6,8, 10 mM CaCl2 i 1 pg/ml
plazminogena, i inkubirani su na 37°C 24 sata u vlaznoj atmosferi. Aktivnost uPA je
potom detektovana u vidu jasnih tamnih traka na agaroznom gelu mle¢no bele boje na
mestu proteolize plazminogena. Gelovi za analizu MMP su nakon ispiranja inkubirani
24 h na 37°C u puferu koji sadrzi 50 mM Tris pH 7,5 i 10 mM CacCly, a aktivnost MMP
je zaustavljena bojenjem gela bojom Komazi plavo (0,25% Coomasie Blue R u rastvoru
koji sadrzi 50% metanola 1 10% sircetne kiseline) u trajanju od 20 minuta. Konacno,
transparentne proteolitiCke trake detektovane su nakon obezbojavanja plavih gelova
rastvorom koji sadrzi 2% metanola 1 5% siréetne kiseline. Kvantifikacija traka
urokinaze i MMP analizirana je denzitometrijom pomoc¢u NIH-Image J i Total Lab

v1.11 softvera a na osnovu specifi¢nog proteinskog markera.
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3.6. ANALIZA EKSPRESIJE GENA

Ekspresija gena od interesa odredivana je nakon izolovanja informacione RNK
(iRNK) iz ¢elija i dobijanja komplementarne DNK (cDNK, od engl. complementary
DNA).

Izolacija RNK. U svrhu odredivanja ekspresije gena, ¢elije su postavljane u ploce sa
Sest otvora u koncentraciji od 2 x 10° ¢elija po otvoru. Nakon odgovarajuéeg perioda u
tretmanima i uslovima prema dizajnu eksperimenta, medijum je odlivan, ¢éelije ispirane
PBS-om i vrSena je homogenizacija uzoraka u 1 ml Trizol reagensa (Ambion Life
Technologies, Carlsbad, CA, SAD). Nakon liziranja ¢elija propustanjem Trizola kroz
nastavak pipete, Celijski lizati su prenoSeni u tubice od 1,5 ml i inkubirani na sobnoj
temepraturi 5 minuta i potom je dodato 200 ul hloroforma kako bi se razdvojile
nukleoproteinske faze. Nakon kratkog snaznog muckanja i inkubacije na sobnoj
temperaturi tokom 2-3 minuta, uzorci su spusteni u centrifugi na 12000 x g, na
temperaturi od 4°C, u trajanju od 15 minuta. Na ovaj nacin postignuto je razdvajanje u
tri faze-donju crvenu fenol-hloroform fazu koja sadrzi proteine, belu interfazu sa DNK,
1 gornju vodenastu bezbojnu fazu koja sadrzi RNK. Vodena faza sa RNK je pazljivo
izolovana i prenoSena u novu epruvetu u koju je zatim dodavano 0,5 ml 100%
izopropanola. Nakon desetominutne inkubacije na sobnoj temperaturi, uzorci su
centrifugrani na 12000 x g, 10 minuta na 4°C i potom je odlivan supernatant. Na taj
nacin u tubi je ostao beli talog sa RNK koji je ispiran u 75% etanolu centrifugiranjem na
7500 x g, 5 minuta na 4°C. Supernatant je odlivan, RNK talog susen na vazduhu 5
minuta i potom rastvoren u vodi precis¢enoj od nukleaza. Koncentracija RNK u
uzorcima odredivana je pomocu spektrofotometra NanoDrop (Implen, Minhen,
Nemacka). Uzorci sa RNK ¢uvani su na -70°C do momenta pristupanja reversno-
transkriptaznoj polimeraznoj lancanoj reakciji, RT-PCR (0d engl. Reverse-transcriptase

Polymerase chain reaction) u cilju dobijanja komplementarne DNK.

Reverzna transkripcija. Ukupna RNK izolovana iz ¢elija prevodena je u formu
komplementarne DNK na osnovu oligo dT prajmera koji omoguéava reverznu
transkripciju samo iRNK, pomoc¢u komercijalnog kita za reverznu transkripciju
RevertAid ™ H minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). Prema

uputstvu proizvodaca, smesa sa 2 pg RNK, 1 ul oligo dT prajmera 1 vode bez nukleaza
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do ukupne zapremine od 12,5 ul inkubirana je na 65°C u trajanju od 5 minuta nakon
Cega je temperatura spusStana na 25°C, i dodavana im je osnovna mesavina koja se
sastojala od: 1 pl RevertAid reverzne transkriptaze, 2 pl smese nukleotida (ANTP miks)
i 0,5 pl inhibitora ribonukleaze rastvorenih u 4 ul pufera za reverznu transkripciju.
Ovako pripremljena smesa inkubirana je 60 minuta na 42°C a potom 10 minuta na 70°C
u termobloku aparata Mastercycler personal (Eppendorf, Nemacka). Dobijeni cDNA
produkti ¢uvani su na -20°C ili se odmah nakon reakcije pristupalo PCR-u ili
kvantitativnom PCR-u u realnom vremenu (g- RT- PCR, od engl. quantitative real time
PCR).

Reakcija lan¢anog umnoZavanja, PCR. Produkti polimerazne lanfane reakcije
dobijeni su umnozavanjem cDNA koncentracije 2,5 ng pomoc¢u 10 uM prajmera za
zeljeni gen i radnog rastvora Koji se sastojao od smese nukleotida (ANTP, 500 uM), 2 x
koncentrovanog pufera za PCR sa solima Mg i Taq DNK polimeraze (50 U/ml).

Osnovni program reakcije sastojao se od:

5 minuta na temperaturi od 94°C , inicijalno zagrevanje reakcije
20-40 45 sekundi na na temperaturi od 94°C, denaturacija DNK

) 30 sekundi na temperaturi od 52°C, vezivanje prajmera za DNK lance
ciklusa 1,5 minuta na temperaturi od 72°C, elongacija lanaca
10 minuta na temperaturi od 72°C, finalna elongacija
Sekvence prajmera, temperature za vezivanje specifi¢ne za svaki prajmer kao i

veli¢ina produkta prikazani su u Tabeli 4. Temperatura topljenja, kao i broj ciklusa
lanCanih reakcija je korigovan u zavisnosti od prajmera koji je koriS¢en i1 nivoa
ekspresije gena. Gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) je amplifikovan kao

kontrola koli¢ine cDNK u svakom uzorku.

Elektroforeza i vizuelizacija PCR produkata. Dobijeni PCR produkti detektovani su
nakon razdvajanja na 1,5% agaroznom gelu (Lonza, Rockland, ME, SAD) sa 0,01%
etidijum-bromida (Sigma-Aldrich ) u Tris-acetatnom-EDTA (TAE; Serva) puferu na
100 V 1 400 mA u trajanju od 40 minuta. Vizuelizacija traka vrSena je pomocu
osvetljavanja gela UV svetlos¢u i u programu BioDoc Analyze (Analytik Jena Group,
Nemacka). Na osnovu markera koji u sebi sadrzi boju i fragmente u veli¢ini od 100-

1000 baznih parova (ThermoFisher Scientific), odredivana je pozicija i broj baznih
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parova dobijenog produkta. Relativna ekspresija iRNK odredivana je normalizacijom
vrednosti dobijenih denzitometrijom pomocu softvera Image Master total lab i NIH-

ImageJ a u odnosu na vrednosti GAPDH house keeping gena.

Kvantitativni PCR. Reakcija lan¢anog umnozavanja u realnom vremenu izvedena je
na Mic qPCR cycler (BioMolecular systems, Australija) uz koris¢enje 2,5 pug cDNA
uzorka, 0,3-0,5 pM prajmera iz Tabele 4. i FastGreen kita (Applied Biosystems,
Kalifornija, SAD). Relativna ekspresija iRNK odredivana je uporednom AACt metodom

uz koris¢enje GAPDH kao referentnog gena.
3.7. STATISTICKA ANALIZA REZULTATA

Svi eksperimenti ponovljeni su najmanje tri puta, a rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + standardna greska (SEM). Statisticka poredenja su vrSena pomocu
studentovog t-testa, i jednosmerne analize varijanse (one way ANOVA) sa Holm-Sidak
viSestrukim poredenjima sa nivoom znac¢ajnosti o postavljenim na 0,05. p vrednosti su
smatrane znacajnim za *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001. Za analizu i graficku
prezentaciju podataka koriS¢en je GraphPad Prism 7 software (GraphPad, San Diego,
Kalifornija, SAD).
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4.1. 1ZOLACIJA, KULTVACIJA | KARAKTERIZACIJA MMC

Izolacija i kultivacija. Mezenhimske MC su izolovane metodom eksplanta iz strome
humanih pupéanika, dok su MMC iz periferne krvi izolovane centrifugiranjem u
gradijentu gustine, a nakon dobijanja odobrenja lokalnog etickog komiteta i uz
prethodnu saglasnost pacijenata. Eksplanti pupcanika i c¢elije periferne krvi su
postavljani u plastine laboratorijske flaskove za Ccelijsku kulturu u standardnom
medijumu sa serumom. Primeceno je da je prvim celijama humanog pupcanika bilo
potrebno oko 10 dana da migriraju u okolni medijum iz eksplanata koji su uklonjeni oko
20 dana nakon postavljanja. Posmatranjem izolovanih ¢elija pod fazno-kontrastnim
mikroskopom uocena je heterogena grupa celija, koju su pored adherentnih celija
vretenastog oblika Cinile 1 sfericne neadherentne ¢elije koje su eliminisane visestrukim
ispiranjima. Celije nalik fibroblastima sa sposobno$¢u adhezije za plastiku prvobitno su
formirale pojedinacne kolonije 14 dana nakon postavljanja celija periferne krvi,
odnosno 20 dana nakon postavljanja eksplanata pupcanika. Spajanje takvih
pojedinac¢nih kolonija je, nakon oko 10 dana, rezultiralo dostizanjem oko 80%
prekrivenosti povrSine plasticnog flaska (subkonfluentnost) Sto se smatralo nultom
pasazom. Tada su Celije odlepljivane 1 pripremane za pasaziranje. Ovakva vretenasta
morfologija slicna fibroblastima kao i adhezivnost za plastiku zadrzali su se kod VS-

MMC i PK-MMC u daljim pasazama (Slika 10).
A B

Slika 10. Morfologija MMC izolovanih ih iz A) pupéanika i B) periferne krvi. Slikano na
invertnom mikroskopu. Uvelicanje 100x.

Imunofenotip. Pored sposobnosti adhezije za plastiku odredivan je imunofenotip,
tj ekspresija specifi¢nih povrsinskih antigena. Celije su obeleZene antitelima za

specificne povrsinske markere 1 analizirane proto¢nom citometrijom. Dobijeni rezultati
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pokazali su prisustvo mezenhimskih povriinskih markera kod VS-MMC uz istovremeno
odsustvo hematopoetskih povrsinskih markera (Slika 11.A). Name, vise od 90% celija
eksprimira CD29, CD44H, CD73, CD90 i CD105, dok manje od 10% celija eksprimira
hematopoetske povrSinske markere CD34, CD45 i CD235a. Sli¢ni rezultati dobijeni su
za sve ispitane donore. Preko 90% ¢elijske populacije PK-MMC je bilo pozitivno za
CD90, CD73 i CD105, 77% za CD44, a mali broj ¢elija za ekspresiju hematopoetskih
markera CD45 i CD11b (Slika 11. B).
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Slika 11. Imunofenotip MMC. A) Imunofenotipska karakterizacija VS-MMC. Na reprezentativnim
histogramima predstavljena je ekspresija mezenhimskih antigena CD90, CD73, CD105, CD44H, CD29 i
hematopoetskih antigena CD34, CD235a i CD45 u poredenju sa izotipskom kontrolom (beli histogrami).
B) Imunofenotipska karakterizacija PK-MMC. Na reprezentativnim histogramima predstavljena je
ekspresija mezenhimskih antigena CD90, CD7, CD105 i CD44h i hematpoetskih antigena CD11b i CD45
U poredenju sa izotipskom kontrolom (beli histogrami).
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Diferencijacioni potencijal. Sa ciljem dalje karakterizacije izolovanih celija
odreden je njihov multipotentni potencijal diferencijacije, kao funkcionalni test za
potvrdu identiteta MMC. Funkcionalna karakteristika MMC jeste njihova sposobnost
diferencijacije u najmanje tri ¢elijske loze mezodermskog porekla, te su u te svrhe Celije
kultivisane u  specificnim diferencijacionim medijumima u odgovarajuéem
vremenskom periodu, nakon <c¢ega su diferencijacione promene odredivane
histohemijskim bojenjem. Dobijeni rezultati pokazali su da su se VS-MMC i PK-MMC
diferencirale u celije osteogene, adipogene i hondrogene loze (Slika 12). Osteogena
diferencijacija dokazana je detekcijom aktivnosti ranog markera diferencijacije - ALP,
bojenjem supstratom za alkalnu fosfatazu nakon sedam dana kultivacije éelija u
osteogenom medijumu. Uoceno je da su se VS-MMC, za razliku od PK-MMC, &ak i
spontano diferencirale u osteoblaste, s obzirom da je aktivnost ALP uocena i kod
kontrolnih ¢elija koje su kultivisane u standardnom medijumu. Ipak, intenzitet bojenja
ALP-a bio je manji u odnosu na ¢elije kod kojih je osteogeneza indukovana. Sposobnost
diferenciranja MMC u adipocite potvrdena je bojenjem lipidnih kapi Oil red O bojom,
nakon 21 dana kultivacije u adipogenom medijumu. Prisustvo lipidnih kapi uoceno je i
kod kontrolnih VS-MMC i PK-MMC, kultivisanih u standardnom medijumu.
Hondrogena diferencijacija odredena je prisustvom proteoglikana koji su detektovani

zahvaljujuéi bojenju Safranin O bojom.
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VS-MMC PK-MMC
Standardni Diferencijacioni Standardni Diferencijacioni
medijum medijum medijum medijum

ALP

Oil Red-O

Safranin-O

Slika 12. Diferencijacija VS-MMC i PK-MMC. Celije su gajene u indukcionim medijumima za
osteogenu, adipogenu i hondrogenu lozu i efikasnost diferencijacije je pracena histohemijskim bojenjem
specificnih diferencionih markera. Potencijal MMC za osteogenu diferencijaciju potvrden je bojenjem na
aktivnost ALP; adipogenu diferencijaciju potvrden je bojenjem unutaréelijskih lipidnih kapi i hondrogenu
diferencijaciju bojenjem proteoglikana. Prikazane su reprezentativne fotografije. Uveli¢anje 100x.

Ekspresija faktora pluripotentnosti. Dodatno je kod ovih Celija analizirana
ekspresija markera pluripotentnosti (embrionalnih markera) imunofluorescentnim
obelezavanjem. VS-MMC i PK-MMC obelezene su primarnim antitelima za
transkripcione faktore NANOG, OCT4a, SOX2 i SSEA4. Dodatnim bojenjem
sekundarnim antitelom konjugovanim sa crvenom TRITC bojom, potvrdena je
ekspresija NANOG, SOX2 i SSEA4, dok je antitelom konjugovanim sa zelenom FITC
bojom potvrdena ekspresija OCT4 proteina (Slikal3.)
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VS-MMC PK-MMC
DAPI TRITC, FITC  preklopljeno DAPI TRITC, FITC  prekloplieno

Slika 13. Ekspresija embrionalnin markera kod VS-MMC i PK-MMC.
Imunofluorescentnim bojenjem éelije su obelezene antitelima za NANOG, OCT-4, SOX2 i SSEA4 i
odgovarajuéim sekundarnim antitelima konjugovanim TRITC (crveno) i FITC (zeleno) fluorohromom.
Nukleusi su obelezeni DAPI fluorescentnom bojom (plavo). Prikazane su reprezentativne fotografije sa
epi-fluorescentnog mikroskopa. Uvelicanje 400x.

Nanog

Oct4A

Sox2

SSEA4

4.2. EFEKTI MIKROSREDINE NA FUNKCIONALNA SVOJSTVA MMC

Mezenhimske MC izolovane iz periferne krvi primenjene su kao model
migratornth ~ Celija za analizu uticaja  proinflamatorne  mikrosredine na
regulaciju/modulaciju migratornog potencijala MMC. U te svrhe odredivan je uticaj IL-
17, kao hemotaktiénog faktora, na pokretljivost i funkcije MMC tokom inflamatornih
procesa. S druge strane, efekti fizioloske (3%) i ,,laboratorijske (21%) koncentracije O
analizirani su na VS-MMC kao tipu ¢elija koje se in vivo nalaze u hipoksi¢noj
mikrosredini reproduktivnog trakta, u cilju standardizovanja uslova kultivacije i

umnoZavanja MMC za njihovu potencijalnu primenu.
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4.2.1. EFEKTI | MEHANIZMI DELOVANJA IL-17 NA
MULTIPOTENTNE MEZENHIMSKE MATICNE CELIJE 1Z
PERIFERNE KRVI

4.2.1.1. Ekspresija receptora za IL-17 na PK-MMC

U skladu sa predmetom istrazivanja efekata IL-17 na funkcije PK-MMC, na
pocetku je ispitana ekspresija receptora za IL-17 na ovim c¢elijama. Western blot
analizom pokazano je prisustvo receptora za IL-17 na PK-MMC, a kao pozitivna
kontrola koris¢ene su C2C12 ¢elije. (Slika 14.A). Ekspresija IL-17R je takode
potvrdena 1 RT-PCR metodom pri ¢emu su se kao pozitivna kontrola koristile
mononuklearne éelije periferne krvi (PK-MNC), a kao negativna kontrola PCR reakcija

bez komplementarne DNK (Slika 14.B).

A WB B RTPCR

B i -
IL17R S 5 .<— 130 7R
a-tub A — —

< GAPDH
PK-MMC C2C12

< 328bp

452 bp

PK-MMC PK-MNC C-

Slika 14. Ekspresija receptora za 1L-17 kod PK-MMC. A) ekspresija IL-17R odredena western
blot metodom pri cemu je a-tubulin koriséen kao kontrola. B) ekspresija iRNK za IL-17R odredena PCR
metodom. GAPDH koriséen je kao kontrola za istu koli¢inu ¢DNK; Prikazani su reprezentativni gelovi.
Molekulske mase proteina izrazene su u kDA, a duzine amplikona u baznim parovima i odgovarajuca
pozicija na gelu obelezZena je strelicom.

4.2.1.2. Efekat IL-17 na migratorni kapacitet PK-MMC

Scratch esej. Sa ciljem da se ispita da li IL-17 moduli$e migraciju PK-MMC postavljen
je scratch esej u kojem su ¢elije migrirale u periodu od 24 ¢asa u medijumima u koje su
dodate razlic¢ite koncentracije ovog citokina. Rezultati su pokazali da je migratorni
kapacitet ovih ¢elija zna¢ajno povecéan u prisustvu IL-17 u koncentracijama od 25 i 50
ng/ml (Slika 15.A). Pored toga, primeceno je da povecanje stepena migracije PK-MMC

korelise sa povecanjem koncentracije IL-17 s obzirom da je stimulisano skoro
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kompletno popunjavanje zagrebanog prostora (oko 90%) pri vecoj koncentraciji ovog

citokina.

Test hemotaksije. Kako bi se podrzali rezultati dobijeni u Scratch eseju, efekat 1L-17 na
migratorni kapacitet PK-MMC ispitan je i testom hemotaksije baziranom na Boyden
komori. Dobijeni rezultati ukazali su da je prisustvo IL-17 (u koncentracijama od 25 i
50 ng/ml) u donjem odeljku stimulisalo migraciju PKH26-obelezenih PK-MMC iz
gornjeg odeljka kroz pore u donji odeljak. Stepen migracije PK-MMC u donju komoru
stimulisane interleukinom-17 bio je znacajno veci u poredenju sa kontrolnim uslovima

gde su ¢elje spontano migrirale ka odeljku bez citokina (Slika 15.B).

Mobilizacija iz kolagena. U svrhe ispitivanja efekta I1L-17 na mobilizaciju PK-MMC iz
kolagena, celije su postavljane unutar kolagenskih kapi i inkubirane u prisustvu
razli¢itih koncentracija IL-17. Rezultati su pokazali da su obe koncentracije IL-17 (25 i
50 ng/ml) stimulisale izlazak ¢elija iz kolagenskih kapljica 1 zabeleZeno je da je nivo
mobilizacije bio povecan u poredenju sa kontrolnim ¢elijama u uslovima bez IL-17
(Slika 15.C) Primeéeno je da su PK-MMC migrirale iz kolagenskih kapi kolektivno u

grupi, pre nego pojedinacno.
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Slika 15. Efekat IL-17 na migraciju PK-MMC. A) Nakon zagrebavanja monosloja ¢éelija, éelije su
tretirane bez ili sa IL-17 i potom je migracija celija analizirana nakon 24h na svetlosnom mikroskopu i
predstavljena u vidu procenta zagrebane povrsine pokrivene migrirajuéim Celijama. Uvelicanje 100X. B)
Celije obelezene PKH26 postavljene su u gornju komoru, a IL-17 (50 ng/ml) dodat je u donju komoru.
Celije koje su proile membranu nakon 16h fiksirane su, zabelezene epi-fluorescentnim mikroskopom.
Celije prebrojane u 10 nasumicnih polja predstavijene su u vidu stubiéa . C) PK-MMC postavljene u
kolagenske kapi tretirane su sa ili bez IL-17 tokom 5 dana. Nakon fiksiranja i bojenja kapi su slikane.
Uvelicanje kapljice x20, uvelicanje ¢elija x100, Prikazani su rezultati 3 nezavisna eksperimenta izvedenih
u triplikatu. Grafici predstavljaju srednje vrednosti = SEM. Statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu
(netretirane celije): *p <0.05, **p <0.01

4.2.1.3. Efekat IL-17 na proliferaciju PK-MMC

Kako bi se utvrdilo da li je uo¢ena migracija posledica povecane proliferacije
éelija usled stimulacije interleukinom-17, PK-MMC su tretirane istim koncentracijama
IL-17 kao u prethodnom eksperimentu i proliferacija je analizirana MTT testom nakon
tri dana. Rezultati su pokazali da IL-17 nije uticao na umnozavanje celija (Slika 16.),
Sto ukazuje na to da ovaj citokin ne deluje kao mitogen ve¢ kao faktor mobilnosti za
MMC, te da poveéanje intenziteta migratornih procesa PK-MMC nije posledica

stimulacije ¢elijske proliferacije.
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Slika 16. Efekat IL-17 na proliferaciju PK-MMC. Proliferacija PK-MMC merena je MTT
testom nakon 24h inkubacije u standardnom medijumu bez ili sa IL-17 (0, 25 i 50 ng/ml). Rezultati su
predstavijeni relativnim indeksom proliferacije kao % od kontrole (netretirane Ccelije). Grafici
predstavljaju srednje vrednosti £ SEM 3 nezavisna eksperimenta postavljena u triplikatu.

4.2.1.4. Specifi¢nost uloge I1L-17 u migraciji PK-MMC

Da bi se odredilo da li je uloga IL-17 u migraciji PK-MMC direktna, Scratch
esej i test hemotaksije su dodatno modifikovani tako $to su efekti IL-17 blokirani
specificnim antitelom za ovaj citokin. Naime, dobijeni rezultati su pokazali da je
migratorni kapacitet PK-MMC u prisustvu antitela za I1L-17 umanjen u oba testa (Slika
17.) Sto upucuje na cinjenicu da je IL-17 primarni faktor koji indukuje povecanu

mobilnost ¢elija u ovim eksperimentima.
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Slika 17. A) Migracija PK-MMC analizirana scratch esejem. Nakon zagrebavanja monosloja Celija,
Celije su kultivisane sa ili bez IL-17 (50 ng/ml) u prisustvu ili odsustvu antitela za IL-17 (4 ug/ml) . Stubiéi
predstavljaju procenat povrsine popunjene Ccelijama nakon 24h,a prikazane su reprezentativne slike
uvelicanja x40. B) Za test hemotaksije celije obelezene PKH26 postavijene su u gornji odeljak, a IL-17
(50 ng/ml), sa ili bez antitela za IL-17 dodat je u donji odeljak. Nakon 16h Ccelije koje su prosle
membranu fiksirane su, i pobrojane u 10 nasumicnih polja epifluorescentnim mikroskopom.; Grafici
predstavljaju srednje vrednosti + SEM. Statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu (netretirane Celije):
*p <0,05i**p <0,01.

4.2.15. Efekat 1L-17 na remodelovanje VCM tokom migracije PK-
MMC

Kako je jedan od klju¢nih dogadaja tokom Ccelijske migracije proizvodnja
vanéelijskih proteinaza koje obezbeduju éelijama remodelovanje VCM ili direktno
pojacavaju njihovu mobilnost, eksperimenti koji su usledili imali su za cilj da odrede da

li IL-17 modifikuje kapacitet PK-MMC da produkuju uPA i MMP.
4.2.15.1. Efekat IL-17 na ekspresiju uPA kod PK-MMC

Celije su kultivisane u prisustvu 25 i 50 ng/ml IL-17 u medijumu bez seruma 24
h kako bi se odredila ekspresija i aktivnost uPA, pri ¢emu su za kontrolu korisc¢eni
uzorci koji nisu tretirani ovim citokinom. Western blot metodom odredivana je
ekspresija UPA kod PK-MMC, dok je zimografijom odredivana aktivnost uPA koja je
sekretovana u okolni medijum. Dobijeni rezultati pokazali su da su primenjene
koncentracije 1L-17 zna¢ajno poveéale produkciju i aktivnost uPA kod PK-MMC &to je

potvrdeno i na transkripcionom nivou, RT-PCR analizom (Slika 18.A). Kao pozitivna
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kontrola za ekspresiju ove humane iRNK i proteina koris¢ene su PC3 celije (Slika
18.B). Povecanje ekspresije uPA indukovano interleukinom-17 bilo je brzo, sa
znacajnim povecanjem vidljivim nakon dva sata od pocetka tretmana, i u svim ispitanim
vremenskim periodima do 24h uocena je dvostruko veca ekspresija enzima u odnosu na
kontrolu bez IL-17 (Slika 18.C). Dodatno je RT-PCR analizom pokazano i da IL-17
nije indukovao ekspresiju fizioloskog inhibitora urokinaze - PAI-1 (od engl.
plasminogen activator inhibitor-1), pri ¢emu su se kao pozitivna kontrola koristile PC3
¢elije tretirane TGF-PB (Slika 18.D). Ovi rezultati sugeriSu da IL-17 direktno modulise
ekspresiju uPA kod PK-MMC.
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Slika 18. Efekat 1L-17 na ekspresiju UPA kod PK-MMC. A) PK-MMC su inkubirane u
medijumu bez seruma tokom 24h sa 0, 25 i 50 ng/ml IL-17. Aktivnost uPA je analizirana
zimografijom, a ekspresija RT-PCR i western blot (WB) metodom. Rezultati su normalizovani u
odnosu na kontrolu (netretirane éelije). B) Ekspresija UPA kod PK-MMC u poredenju sa ekspresijom
kod PC3 Celija koriséenih kao pozitivna kontrola, potvrdena WB metodom (levo) i RT-PCR (desno).
C) Vremenska ekspresija iRNK za uPA indukovanu IL-17 (50 ng/ml) odredena RT-PCR metodom.
Izrazena je relativna ekspresija iRNK za uPA u odnosu na ekspresiju GAPDH i normalizovana u
odnosu na kontrolu (0 h). D) Efekat IL-17 (0, 25 i 50 ng/ml) na ekspresiju PAI-/ odreden RT-PCR
metodom. PC3 Celije tretirane TGF-f (10 ng/ml) koriséene su kao pozitivna kontrola; Stubici
predstavijaju srednju vrednost 3 nezavisna eksperimenta + SEM . Statisticka znacajnost u odnosu na
odgovarajuéu kontrolu: *p <0,05. a-tubulin i GAPDH koris¢eni kao kontrole za iste kolicine
proteina odnosno cDNK. Molekulska masa za proteine izrazena je u kDa, a za gene u bp.

4.2.15.2. Efekat I1L-17 na ekspresiju MMP kod PK-MMC

S obzirom da su pored uPA u ¢elijsku migraciju MMC ukljuéene i MMP, u istoj
eksperimentalnoj postavci ispitivan je efekat 1L-17 na ekspresiju MMP kod PK-MMC.
Rezultati su pokazali da PK-MMC eksprimiraju MMP-2 i MT1-MMP/MMP14, pri
¢emu ekspresija, ali ni aktivnost MMP-9 nije detektovana (Slika 19.A). Primeceno je da

IL-17 ni u jednoj koncentraciji ne uti¢e na aktivnost MMP-2 $to je potvrdeno i na nivou
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genske ekspresije RT-PCR analizom. Dodatno, western blot i RT-PCR analizom
pokazano je da proteinska i genska ekspresija MT1-MMP/MMP14 kod ovih ¢éelija
takode nije modulisana interleukinom-17 (Slika 19.B). PC-3 ¢elije tretirane aktivatorom
plazminogena (TPA, od engl. tissue plasminogen activator) tokom 24 h kao i njihov

kondicioni medijum su kori$¢eni kao pozitivna kontrola za ove analize.

MM C+ RT-PCR

MMP9
Zimo

70 MMP2

70
g 0T B
WB

0 25 50 0 25 50 C+

MMP-9

GAPDH

IL-17 ng/ml IL-17 ng/ml

Slika 19. Efekat IL-17 na ekspresiju MMP kod PK-MMC. A) aktivnost MMP-2 i MMP-9
odredena zimografijom i ekspresija MMP-14 odredena wsetern blot (WB) metodom kod PK-MMC
tretiranih IL-17 (0, 25 i 50 ng/ml) u medijumu bez seruma. Medijum TPA (100 ng/ml)-tretiranih PC3
Celija koriséen je kao kontrola za zimografiju, a ekspresija o-tubulina za wb. B) ekspresija iRNK za
MMP-2, MMP-14 i MMP-9 odredena RT-PCR metodom pri ¢emu je GAPDH sluZio kao kontrola;
Prikazani su reprezentativni gelovi. Molekulska masa za proteine izraZena je u kDa, a za gene u bp.

4.2.15.3. Uloga uPA u migraciji indukovanoj interleukinom-17

Scratch esej. Sa ciljem da se ispita da li je uPA uklju¢ena u migraciju indukovanu
interleukinom-17 postavljen je scratch esej u kome su koris¢eni selektivni inhibitor
uPA, BC11 hidrobromid, kao i antitelo za uPA. Dobijeni rezultati pokazali su da su
pored bazalne migracije oba agensa redukovala i migraciju stimulisanu interleukinom-
17 (Slika 20.A). Kako bi se dodatno potvrdilo da je migracija koju stimulise 1L-17
posredovana samo urokinazom, u ovim eksperimentima koriS¢en je i MMP inhibitor
Sirokog spektra, doksiciklin. UoCeno je da iako je doksiciklin smanjio bazalni nivo

migracije PK-MMC, njegov efekat na migraciju ovih ¢elija stimulisanu interleukinom-
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17 nije bio znagajan (Slika 20.A). Pored toga, migracija PK-MMC bila je inhibirana
usled delovanja EACA, agensa koji blokira mesta visokog afiniteta vezivanja za lizin na
plazminu neophodnim za aktivaciju urokinazom (Z. Sun i sar., 2002) (Slika 20.B). Ovi
rezultati ukazuju da je povecanje uPA odgovorno za povecanje nivoa migracije PK-

MMC koje indukuje IL-17.

Mobilizacija iz kolagena. Kako bi se utvrdilo uc¢es¢e uPA u procesu mobilizacije PK-
MMC iz kolagena indukovane interleukinom-17, i u ovom eksperimentu efekti uPA su
blokirani inhibitorom BC11. Primeceno je da je prisustvo BC11 izazvalo jaku inhibiciju
mobilizacije ¢elija iz kolagenskih kapi na bazalnom nivou kao i u prisustvu IL-17 (Slika
20.C). Mobilizacija PK-MMC je takode bila inhibirana u prisustvu EACA (Slika 20.D).
Ovi rezultati navode na zakljucak da uPA posreduje i u mobilizaciji Celija iz kolagena

indukovanoj interleukinom-17.
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Slika 20. Uloga uPA u migraciji indukovanoj interleukinom-17. A) U scratch eseju PK-
MMC su tretirane sa 50 ng/ml IL-17 u toku 24h u prisustvu ili odsustvu uPA inhibitora BC11 (50
uM), antitela za uPA (5 ug/ml) ili doksiciklina (1 ug/ml). B) U scratch eseju PK-MMC su tretirane sa
50 ng/ml IL-17 u toku 24h u prisustvu ili odsustvu EACA. C) PK-MMC postavijene unutar
kolagenskih kapi tretirane su sa ili bez IL-17 u prisustvu ili odsistvu 50 uM BCI1 i nakon 5 dana
kapi su fiksirane i obojene.D) Mobilizacija PK-MMC iz kolagenskih kapi kolagen tretiranih sa ili bez
IL-17 u prisustvu ili odsistvu EACA.; Grafici prestavijaju srednju vrednost + SEM procenta povrsine
pokrivene migrirajuim celijama. Statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu (netretirane Celije): *p
<0,05. Prikazane su reprezentativne, uveli¢anje x40.

4.2.1.6. Molekularni mehanizmi ukljuéeni u migraciju PK-MMC
stimulisanu interleukinom-17

Da bi se ispitalo u¢es¢e MAPK signalnog puta u stimulaciji migracije PK-MMC
interleukinom-17, u scratch eseju i eseju mobilizacije koris¢eni su MAPK inhibitori
PD-98059 i SB-203580 u prisustvu i odsustvu IL-17. U te svrhe, prvobitno je
analizirana aktivacija ERK1/2 i p38 western blot metodom. Rezultati su pokazali da je
IL-17 u koncentraciji od 50 ng/ml izazvao brzu aktivaciju ERK1/2 koja je uocljiva ¢ak
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pet minuta nakon tretmana, a koja dostize svoj maksimum nakon 30. minuta i naknadno
se smanjuje do bazalnog nivoa (Slika 21.A). Uoceno je da je ERK1/2 inhibitor, PD-
98059 redukovao bazalnu migraciju ovih ¢elija i jako smanjio nivo njihove migracije i
mobilizacije u prisustvu IL-17 (Slika 21.B i C). Sa ciljem da se utvrdi uées$¢e ovog
signalnog puta u stimulaciji povecanja ekspresije uPA interleukinom-17, 30 minuta pre
dodavanja citokina, u kondicioni medijum bez seruma dodavani su MAPK inhibitori.
Nakon 24 c¢asa analizirana je ekspresija i aktivnost uPA western blot metodom i
zimografijom. Kao kontrola za western blot kori$¢en je konstitutivno prisutni protein o-
tubulin, dok je kao pozitivna kontrola za zimografiju pracena aktivacija MMP-2.
Rezultati su pokazali da je PD-98059 inhibitor jako redukovao poveéanje ekspresije
UPA stimulisano interleukinom-17, kao i koli¢inu sekretovane UPA u medijumu (Slika
21.D). Istovremeno, efekat inhibitora u prisusutvu IL-17 na aktivhost MMP-2 nije

uocen.

lako su rezultati pokazali da IL-17 aktivira p38 kod PK-MMC (Slika 22.A i C),
prisustvo inhibitora SB-203580 nije imalo znacajnog efekta na stimulaciju celijske

migracije (Slika 22.B) i povecéanja ekspresije uPA ovim citokinom (Slika 22.D).
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Slika 21. Molekularni mehanizmi ukljuéeni u migraciju PK-MMC stimulisanu

Interleukinom-17. A) Aktivacija ERK1/2 interleukinom-17 kod PK-MMC. PK-MMC su kultivisane u
medijumu bez seruma sa ili bez 50 ng/ml IL-17 tokom naznacenih vremenskih perioda. Fosforilacija
ERK1/2 odredena je western blot (wb) metodom. Odnos gustine traka fosforilisane i totalne forme
ERK1/2 odreden je za svako odgovarajuée vreme, normalizovan u odnosu na kontrolu (0 h) i
predstavljen u vidu stubic¢a; Celije su tretirane sa ili bez 50 ng/ml IL-17 u prisustvu ili odsustvu 25 uM
PD-98059 i pracena je: B) migracija PK-MMC u prisustvu MAPK inhibitora scratch esejem i izrazena
kao procenat povrsine pokrivene migrirajuim éelijama, C) mobilizacija PK-MMC iz kolagenskih kapi i
D) odredena je aktivnost uPA u medijumu bez seruma zimografijom, a njena ekspresija WB metodom. a-
tubulin i aktivnost MMP-2 koriséeni su kao kontrole. Viednosti su izraZene u odnosu na celije netretirane
inhibitorom, a molekulske mase proteina na reprezentativnim gelovima izrazene su u kDA.;Grafici
predstavljaju srednju vrednost + SEM 3 nezavisna eksperimenta u triplikatima. Statisticka znacajnost u
odnosu na odgovarajuéu kontrolu (Oh, odnosno C(celije netretirane inhibitorom): *p <0.05.
Reprezentativne slike migracije i kolagenskih kapi su uvelicane 40x.
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Slika 22. Molekularni mehanizmi ukljuéeni u migraciju PK-MMC stimulisanu

Interleukinom-17. A) Aktivacija p38 interleukinom-17 kod PK-MMC. PK-MMC su kultivisane u
medijumu bez seruma i tretirane sa 50 ng/ml IL-17 tokom naznacenih vremenskih perioda. Fosforilacija
p38 odredena je western blot metodom (WB). Prikazani su reprezentativni gelovi. PK-MMC su tretirane
sa ili bez 50 ng/ml IL-17 u prisustvu ili odsustvu 10 uM SB-203580 i pracena je: B) migracija celija u
prisustvu p38 MAPK inhibitora scratch esejem. Stubic¢i predstavljaju procenat povrsine pokrivene
migrirajuim Ccelijama, C) fosforilacija p38 i D) odredena je aktivnost uPA u medijumu bez seruma
zimografijom, a ekspresija WB metodom pri cemu je aktivnost MMP-2 koris¢ena kao kontrola,; Grafici
predstavljaju srednju vrednost + SEM 3 nezavisna eksperimenta u triplikatima. Statisticka znacajnost u
odnosu na kontrolu (netretirane celije): *p <0.05. Ispod grafika prikazane su reprezentativne trake,
Reprezentativne slike migracije i kolagenskih kapi su uvelic¢ane 40x.

4.2.1.7. Reorganizacija citoskeleta tokom migracije indukovane IL-17

S obzirom da je jedan od glavnih mehanizama ukljucenih u ¢elijsku migraciju
reorganizacija citoskeleta, cilj narednog eksperimenta bio je ispitivanje eventualne
uloge IL-17 u modulaciji organizacije citoskeleta i celijske polarizacije tokom
migracije. U te svrhe postavljen je scratch esej gde su 30 minuta pre dodavanja IL-17
zagrebanom sloju PK-MMC, ¢elije tretirane inhibitorima PD-98059 i BC11. Rezultati
dobijeni imunofluorescentnim bojenjem pokazali su da je u prisustvu IL-17, F-aktin

ovih ¢elija u poredenju sa ¢elijama bez IL-17 bio reorganizovan na taj na¢in da su
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vlakna orijentisana ka zagrebanoj povrsini (Slika 23.A). Takode, kod Ccelija
pozicioniranih uz samu ivicu zagrebane povrSine uocena je polarizacija centra
organizacije mikrotubula (MTOC, od engl. microtubule organizing center) i to pomoc¢u
antitela za y-tubulin, koji je ve¢inom lokalizovan izmedu nukleusa i ¢elijskih nastavaka
(Slika 23.A). Primeceno je da je usled dejstva ERK1/2 inhibitora, y-tubulin zauzimao
nasumican raspored dok je F-aktin zauzimao poziciju paralelnu sa ivicom zagrebane
povrsine, §to ukazuje na to da PK-MMC gube svoj ,,mobilni“ fenotip u prisustvu ovog
inhibitora. U uslovima delovanja uPA inhibitora, ¢elijska migracija je bila inihibirana, a
F-aktin je lokalizovan na ivici zagrebane povrSine. Medutim, efekat na polarizaciju
¢elija indukovanu interleukinom-17 je slabiji u odnosu na inhibiciju koju ostvaruje PD-
98059.

Pored toga, imunofluorescentnim bojenjem pokazano je da je uPA lokalizovana
na samoj migrirajucoj povrsini grupe PK-MMC pokazujuéi ,,tackasti* obrazac (Slika 23
B.). Kretanje ¢elija indukovano interleukinom-17 praceno je lokalizovanjem uPA u
¢elijskim protruzijama (Slika 23.B) koje se pruZaju na ivici zagrebane povrsine, $to je u

prisustvu ERK1/2 ili uPA inhibitora jako redukovano.
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Slika 23. Reorganizacija citoskeleta tokom migracije indukovane IL-17. A) Celije su
migrirale u scratch eseju u prisustvu ili odsustvu 50 ng/ml IL-17, sa ili bez 50 uM BC11 ili 25uM
PD-98059 u toku 6 h. Nakon fiksiranja, obelezene su faloidinom konjugovanim sa TRITC za
detekciju F aktina (crveno), antitelom za y- tubulin za detekciju MTOC (u zelenom obelezeno
strelicama) i DAPI (plavo) za nukleuse. Fotografisane su Celije na ivici zagrebane povrsine.
Uveli¢anje za y- i a-tubulin 400x%, i za F-aktin 600x. B) Za detekciju uPA, PK-MMC su bojene
antitelom za uPA i odgovarajuéim sekundarnim antitelom konjugovanim sa FITC (zeleno) i DAPI
(plavo) za nukleuse. Zumirana slika ukazuje na lokalizaciju uPA u celijskoj protruziji celija u
tretmanu IL-17. Uvelicanje 400%. Prikazane su reprezentativne slike 3 nezavisna eksperimenta.
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42.18. Efekat IL-17 na adheziju i transendotelsku migraciju PK-
MMC

Jedan od prvih koraka u odgovoru cirkuliduéih MMC na signale iz osteéenih
tkiva jeste adhezija za endotel i dijapedeza kroz endotelski monosloj. Kako bi se
utvrdilo da li IL-17 regulise adheziju PK-MMC na endotelski sloj éelija, za potrebe
meducéelijskog adhezionog testa, PK-MMC i endotelske éelije su prvobitno tretirane IL-
17 u toku 24 ¢asa. Primeceno je ne samo da je pretretman PK-MMC interleukinom-17
povecao kapacitet ovih ¢elija za adheziju na endotelske Celije, ve¢ i da je pretretman
endotelskih ¢elija ovim citokinom ostvario isti efekat na PK-MMC (Slika 24.A). Ovi
rezultati sugerisu da IL-17 reguli$e adheziju MMC na endotelske éelije delujuéi na oba
tipa Celija.

S obzirom da se nakon interakcije sa endotelskim éelijama MMC integri$u u
endotelsku barijeru i potom prolaze kroz istu, cilj daljeg istrazivanja bio je da se utvrdi
eventualni efekat 1L-17 na transendotelsku migraciju PK-MMC, kao i uéei¢e uPA u
ovom procesu. U te svrhe odraden je migracioni test hemotaksije baziran na Boyden
komori, za koji su PK-MMC obelezene PKH-26 bojom postavljene u gornju komoru u
prisustvu ili odusustvu uPA inhibitora BC11, dok je IL-17 dodat u donju komoru kao
hemoatraktantni faktor. Dobijeni rezultati su pokazali da je u prisustvu IL-17
transmigracija ¢elija bila povecana, dok je inhibicija uPA onemogucila taj efekat (Slika
24.B). Pored toga, inhibicija uPA uticala je na bazalni kapacitet ¢elija da se krecu kroz
endotelski sloj. Dobijeni rezultati ukazuju na to da IL-17 povecéava meducelijsku
adheziju istovremeno poveéavajuéi transendotelsku migraciju PK-MMC na nacin

zavisan od aktivnosti uPA.
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Slika 24. Efekat IL-17 na adheziju PK-MMC na endotel i transendotelsku migraciju

PK-MMC. PK-MMC obelezene su PKH26 reagensom i primenjene A) u testu adhezije sa
endotelskim Celijama obelezenim DAPI. Proverena je adhezija PK-MMC pretretiranih 1L-17 (50
ng/ml, 24 h) za endotelske celije kao i adhezija PK-MMC za endotelske celije koje su pretretirane IL-
17 (50 ng/ml, 24 h) i B) za transmigraciju kroz endotelski monosloj postavljen u gornju komoru
transwell sistema, pri cemu je u donju komoru dodat IL-17 (50 ng/ml) kao hemoatraktant, a BC11
inhibitor uPA (50 uM) u obe komore; Grafici predstavljaju srednju vrednost = SEM iz 3 nezavisna
eksperimenta. Statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu (netretirane Celije): *p <0,05.
Fluorescentno obelezene celije su fiksirane i zabelezene epi-fluorescentnim mikroskopom. Prikazane
su reprezentativne fotografije, uvelicanje 200 %.

42.19. Efekat IL-17 na adheziju PK-MMC za fibronektin

Kako bi se ispitao kapacitet endotelskih Celija da proizvode 1 akumuliraju
fibronektin, jednu od komponenti podendotelske bazalne membrane koja je uklju¢ena u
endotelsku propustljivost, celije su imunofluerescentno obelezene na fibronektin.
Uoceno je da nepermeabilizovani endotelski monosloj eksprimira fibronektin, koji se
veé¢inski akumulira oko ¢elijske membrane (Slika 25.A). S obzirom da je neophodno da
MMC interaguju sa podendotelskim VCM kako bi prosle kroz bazalnu membranu i
migrirale do oSte¢enog tkiva ili tkiva pod inflamacijom, ispitano je da li IL-17 moduliSe

adheziju PK-MMC za fibronektin. U te svrhe primenjen je adhezioni test u kojem su
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koris¢ene plasti¢ne ploce za kultivisanje Celija prekrivene fibronektinom. Uoceno je da
je pretertman PK-MMC sa IL-17 poveéao sposobnost vezivanja za fibronektin u
poredenju sa netretiranim ¢elijama, dok je prisustvo uPA inhibitora BC11, redukovalo
taj efekat (Slika 25.B). Pored toga, prisustvo antitela za uPA koje inhibira ne samo
vezivanje UPA za receptor, ve¢ i njenu aktivnost, dramati¢no je redukovalo adheziju
¢elija za fibronektin, koju stimuliSe IL-17 i to do nivoa niZzeg od bazalne adhezije PK-
MMC za fibronektin. Takode, dobijeni rezultati su pokazali da inhibicija uPA BC11
inhibitorom, kao i inhibicija specifiénim antitelom, nije smanjila kapacitet PK-MMC za
interakciju sa fibronektinom u odsustvu IL-17, $to ukazuje na to da je bazalna

komunikacija PK-MMC sa fibronektinom nezavisna od uPA.
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Slika 25. Efekat IL-17 na adheziju PK-MMC za fibronektin. A) Ekspresija fibronektina na
endotelskim Celijama odredena je imunofluorescentim obelezavanjem fibronektina (zeleno) i nukleusa
DAPI (plavo). Prikazane su reprezentativne fotografije, uvelicanje 400x . B) Adhezija PK-MMC na
fioronektin. Celije su pretretirane IL-17 (50 ng/ml, 24 h) i izloZene adheziji za ploce oblozene
fibronektinom u prisustvu uPA inhibitora BC11 ili antitela za uPA. Grafici prestavljaju srednju vrednost
nivoa adhezije + SEM iz 3 nezavisna eksperimenta. Statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu
(netretirane celije): *p <0,05.
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4.2.2. EFEKTI I1ZMENJENE OKSIGENACIJE NA FUNKCIONALNA
SVOJSTVA  MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIJA 1Z
VARTONOVE SLUZI PUPCANIKA

4.2.2.1. Ekspresija HIF-1a kod VS-MMC

S ciljem da se utvrdi efekat niskih koncentracija O, na svojstva VS-MMC,
prvobitno je ispitana ekspresija glavnog regulatora odgovora celije na sistemske
koncentracije Oz, HIF-lo. Celije su kultivisane na 21% i 3% Oz u odredenim
vremenskim periodima nakon ¢ega je izolovana iRNK i analizirana genska ekspresija
PCR metodom. Rezultati su pokazali da je ekspresija gena za HIF-1o povecana pri
kultivaciji VS-MMC na 3% O, tokom $est dana u odnosu na VS-MMC kultivisane na
21% O (Slika 26.B). Ekspesija ovog faktora potvrdena je i na nivou proteina western
blot metodom, pri ¢emu je, ocekivano, ekspresija HIF-la poveéana kultivacijom u

hipoksiji.

A B

RT-PCR wB

e 116kDa— i
R 4?’kDa_)_ o

21% 02 3%02, 3 dana 3% Oz, 6 dana 21% O2 3% O22h 3%024h

425bp—

Slika 26. Ekspresija HIF-1a kod VS-MMC. A) Celije su gajene na 21% i 3% Ozinakon 2 i 4 h
pracena je ekspresija proteina western blot metodom B) a nakon 3 i 6 dana ekspresija iRNK za HIF1-a
RT-PCR analizom. 4ktin i GAPDH koriséeni su kao kontrole za istu kolic¢inu proteina odnosno cDNK.
Prikazani su reprezentativni gelovi. Molekulske mase proteina izrazene su u kDA, a duZine amplikona u
baznim parovima i odgovarajuca pozicija na gelu obeleZena je strelicom
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4.2.2.2. Efekat 3% O2na mezenhimski fenotip VS-MMC

Kako bi se ispitali efekti hipoksije na fenotip izolovanih ¢elija iz Vartonove
sluzi, MMC su kultivisane na 21% i 3% O, tokom nekoliko pasaza pri éemu je praéena
njihova morfologija. Dobijeni rezultati pokazali su da su ¢elije ispoljavale morfologiju
sli¢nu fibroblastima pri kultivaciji na obe koncentracije O2 bez znacajnih razlika (Slika
27.A). Efekat razli¢itih koncentracija O na imunofenotip VS-MMC analiziran je
protocnom citometrijom. Primeceno je da celije kultivisane na 3% O2 zadrZavaju
mezenhimski fenotip, sto je dokazano pozitivnom ekspresijom mezenhimskih markera
CD29, CD44H, CD73, CD90 i CD105 koje eksprimira preko 93% celijske populacije, a
negativnom ekspresijom hematopoetskih celijskih markera CD34, CD45 i CD235a
(Slika 27.B i C). Nije uocena statisticki znacajna razlika u ekspresiji ovih markera
izmedu celija kultivisanih na ovim koncentracijama O te se stoga moze zakljuciti da

3% O2ne utice na njihov imunofenotip.
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Slika 27. Karakterizacija VS-MMC na razli¢itim koncentracijama O A) VS-MMC
kultivisane na 21% i 3% O, pokazuju vretenastu morfologiju nalik fobroblastima koja se zadrzava pri
daljoj kultivaciji. Fazno-kontrastnim mikroskopom zabalezene su fotografije na pasazi 1, 2 i 3. B) VS-
MMC su kultivisane na 21% i 3% O i na trecoj pasazi protocnom citometrijom odradena je
imunofenotipska karakterizacija. Stubici pokazuju srednje vrednosti + SEM procenta celija pozitivnih za
ekspresiju CD markera. C) Na reprezentativnim histogramima predstavljena je ekspresija ispitivanih
antigena (CD45, CD34, CD235a, CD29, CD44H, CD73, CD90 i CDI105) u poredenju sa izotipskom
kontrolom (beli histogrami)

Dodatno je imunofluorescentnim bojenjem pracen uticaj koncentracije Oz na
ekspresiju markera MMC kao $to su aSMA, vimentin i endoglin (Slika 28.A). Uoéeno
je da pri kultivaciji ovih Celija na niskoj koncentraciji Oz ne dolazi do promene u
ekspresiji ovih markera, i ovaj rezultat je potvrden i na transkripcionom nivou RT-PCR
metodom (Slika 28.B). Dobijeni rezultati ukazuju da pri kultivaciji na niskim
koncentracijama Oz, VS-MMC zadrzavaju svoje karakteristike.
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Slika 28. Mezenhimski fenotip VS-MMC na razli¢itim koncentracijama O2. A) Ekspresija
markera MMC na 21% i 3% O imunofuorescentnim obelezavanjem primarnim antitelom za vimentin, o-
SMA i endoglin i sekundarnim antitelom konjugovanim sa TRITC (crveno). Nukleusi su obelezavani sa
DAPI (plavo). B) reprezentativni gelovi ekspresije gena za vimentin (VIM), a-SMA (ACTA2) i endoglin
(ENG) kod VS-MMC na 21% i 3% O». GAPDH koriscen je kao kontrola za istu kolicinu ¢cDNK.

4.2.2.3. Efekat 3% O2na diferencijacioni potencijal VS-MMC

U cilju ispitivanja efekata razlicitih nivoa O, na diferencijacioni potencijal VS-
MMC, éelije su kultivisane u diferencijacionim medijumima na 21% i 3% O, i nakon
odgovarajuceg perioda je diferencijacija u tri celijske loze analizirana specificnim
histohemijskim bojenjem i odredivanjem ekspresije iRNK za specifi¢ne diferencijacione
markere. Diferencijacioni potencijal VS-MMC potvrden je na obe koncentracije O
(Slika 29.A). Vezano za osteogenu diferencijaciju, kod VS-MMC kultivisanih na 21%
O2 uocena je visa aktivnost ranog osteogenog markera ALP nakon nedelju dana
kultivacije, i visi nivo mineralizacije nakon tri nedelje kultivacije u diferencijacionom
medijumu. (Fig. 29.B). U skladu sa ovim rezultatima, ekspresija iRNK za gene

relevantne za osteogenezu, ALP, RUNX2 (od engl. Runt-related transcription factor 2) i
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OCN (od engl. Osteocalcin) je takode bila visa kada su VS-MMC Kultivisane na 21%
O2 (Slika 29.C). Prilikom indukcije adipogene diferencijacije, broj lipidnih kapljica
(Slika 29.B), kao i ekspresija IRNK za markere adipogene diferencijacije PPARy (od
engl. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) i LPL (od engl. Lipoprotein
lipase) su bili vi§i u uslovima kultivacije od 3% O (Slika 29.C). Kod VS-MMC
kultivisanih na 3% O> detektovan je visi nivo proteoglikana (Slika 29.B), a indukujuéi
efekat 3% O na hondrogenu diferencijaciju podrzan je i zabeleZenom viSom
ekspresijom hondrogenih markera SOX9 i COL2 na 3% O (Slika 29.C). Ovi rezultati
ukazuju na to da 3% O smanjuje osteogenu diferencijaciju i stimuliSe adipogenu i

hondrogenu diferencijaciju VS-MMC.
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4.2.2.4. Efekat 3% Oz na klonogeni potencijal VS-MMC

Kako bi se utvrdili efekti razli¢itih koncentracija Oz na klonogeni potencijal VS-
MMC, praéena je sposobnost formiranja CFU-F kolonija. U te svrhe éelije su
zasejavane u koncentraciji od 10, 50 i 100 ¢elija i kultivisane na 21% i 3% O tokom 14
dana u standardnom medijumu. Rezultati su pokazali da su ¢elije kultivisane na 3% O>
formirale veéi broj kolonija u odnosu na ¢elije kultivisane na 21% O, sa statisti¢ki
znaCajnim porastom broja kolonija pri inicijalnoj koncentraciji od 100 ¢elija (Slika
30.A). Takode, efikasnost VS-MMC da formiraju kolonije bila je obrnuto
proporcionalna broju postavljenih ¢elija i veca kod ¢elija kultivisanih na 3% O> (Slika
30.B). Kvalitativna razlika kolonija na razli¢itim koncentracijama O2 nije uocena (Slika

30.C). Ovi rezultati sugerisu da 3% O, poveéava klonogeni potencijal VS-MMC.
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Slika 30. Efekat 3% O2 na klonogeni potencijal VS-MMC. A) Klonogeni kapacitet VS-MMC
kultivisanih na 21% i 3% Oy odreden je kao broj kolonija u odnosu na inicijalni broj zasejanih celja.
MMC su kultivisane na niskoj gustini od 10, 50 ili 100 celija/otvoru u standardnom medijumu 14 dana i
CFU-F su bojene kristal violet bojom. B) Efikasnost formiranja kolonija nakon kultivisanja VS-MMC na
razlicitim inicijalnim gustinama C¢elija na 21% i 3% O; definisana je kao procenat odnosa broja kolonija
i broja postavijenih ¢elija; C) lzgled kolonija na 21% i 3% Oa.Vrednosti na graficima izraZeni su kao
srednja vrednost + SEM iz 3 nezavisna eksperimenta. Statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu (éelije
kultivisane na 21% O,): *p < 0,05.

4.2.25. Efekat 3% Oz na vijabilnost i proliferaciju VS-MMC

Za potrebe ispitivanja efekata razlicitih koncentracija Oz na vijabilnost VS-
MMC, éelije su kultivisane na 21% i 3% O tri, pet i sedam dana i potom je primenjen
MTT test. Rezultati su pokazali da do pet dana kultivacije ne postoji statisticki znacajna
razlika u stepenu vijabilnosti ovih celija gajenih na razlicitim koncentracijama Ox.
Medutim, nakon sedam dana, kultivacija na 3% O: znacajno je povecala vijabilnost VS-
MMC (Slika 31.A).

Efekat razli¢itih koncentracija Oz na proliferaciju VS-MMC praéen je u

kratkotrajnim i dugotrajnim kulturama. Celije su kultivisane na 21% i 3% O; i nakon tri,
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pet i sedam dana odlepljivane su od plastike i brojane na hemocitometru. Na osnovu
dobijenih rezultata utvrdeno je da je kultivacija VS-MMC na 3% O, nakon pet i sedam
dana statisticki znacajno povecala stepen prolifereacije, te se zakljuuje da u odnosu na

kultivaciju ¢elija na 21% O, kultivacija na 3% O daje veéi prinos ¢elija (Slika 31.B).

Sa ciljem odredivanja proliferativnog potencijala VS-MMC na razli¢itim
koncentracijama Oz u dugotrajnim kulturama ¢éelija, VS-MMC su kultivisane na 21% i
3% O2 tokom 24 dana pri ¢emu su nakon dostizanja konfluentnosti ¢elije odlepljivane,
brojane i ponovo postavljane u istoj pocetnoj koncentraciji i odredeno im je vreme
dupliranja ¢elijske populacije. Rezultati ukazuju da VS-MMC proliferisu brze na 3%
O2, s obzirom da je njihovo prose¢no vreme dupliranja populacije 33,8 h, dok je vreme
dupliranja ¢elija kultivisanih na 21% O3 bilo 41,4 h (Slika 31.C).
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Slika 31. Efekat 3% O na vijabilnost i proliferaciju VS-MMC. A) Vijabilnost VS-MMC
odredena je nakon 3, 5 i 7 dana kultivisanja celija na 21% i 3% O2 MTT testom B) Proliferacija VS-MMC
u kratotrajnim kulturama odredena je nakon 3, 5 i 7 dana kultivacije éelija na 21% i 3% O,.. C) Vreme
dupliranja celijske populacije VS-MMC izracunato je nakon 24 dana u dugotrajnim kulturama éelija na
21% i 3% Oy Vrednosti na graficima izraZeni su kao srednja vrednost £ SEM iz 3 nezavisna
eksperimenta. Statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu (Selije kultivisane na 21% O,): *p < 0,05, **p
<0,01.

4.2.2.6. Efekat 3% O:2 na ekspresiju markera pluripotentnosti VS-
MMC

Efekti razli¢itih koncentracija Oz na ,,mati¢nost* VS-MMC ispitani su analizom
ekspresije genskih markera pluripotentnosti NANOG, OCT4a, OCT4b i SOX2. Celije su
kultivisane na 21% i 3% O u periodima od tri i Sest dana nakon Cega je izolovana iRNK
1 analizirana genska ekspresija PCR metodom. Uoceno je da je ekspresija sva Cetiri gena
povecana nakon oba vremenska intervala na 3% Oz, sa statisticki znaajnim porastom

ekspresije nakon Sest dana (Slika 32).
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Slika 32. Efekat 3% O na ekspresiju markera pluripotentnosti VS-MMC. Ekspresija iRNK
za NANOG, OCT4a, OCT4b i SOX2 odredena je RT-PCR metodom nakon kultivacije VS-MMC na 21% i
na 3% O; u toku 3 i 6 dana. Stubici predstavijaju srednju vrednost relativnih ekspresija ispitivanih IRNK
normalizovanih u odnosu ha GAPDH + SEM 3 nezavisna eksperimenta. Statisticka znacajnost u odnosu
na kontrolu (¢elije kultivisane na 21% O3): *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Prikazani su
reprezentativni gelovi, duzine amplikona izrazene su u baznim parovima.

4.2.2.7. Efekat 3% O2na apoptozu i ¢elijski ciklus VS-MMC

Efekat razli¢itih koncentracija O2 na Celijsku smrt analiziran je proto¢nom
citometrijom. VS-MMC su kultivisane na 21% i 3% Oz u intervalima od 24, 48 i 72
Casa 1 potom obeleZzene AnnexinV/PI. Sli¢an, mali broj apoptoti¢nih ¢elija (oko 8%)
uocen je nakon 24h i 48h kultivacije na obe koncentracije O (Slika 33.A). Medutim,
nakon 72h kultivacije, statisticki zna¢ajno manji broj apoptoti¢nih ¢elija uocen je kada
su VS-MMC gajene na 3% Oz u poredenju sa éelijama gajenim na 21% O2. Takode,
nakon 72h kod VS-MMC kultivisanih na 3% O; broj nekroti¢nih éelija je bio manji, ali
ne statisticki znacajno (Slika 33.B).

Kako bi se ispitalo da li dolazi do promene profila ¢elijskog ciklusa na razli¢itim
koncentracijama Oz, VS-MMC su kultivisane na 21% i 3% O i nakon 24h, 48h i 72h
obelezavane propidijum-jodidom i pripremane za analizu protonom citometrijom.
Prolazni porast u procentu ¢elija u GO/G1 fazi uoc€en je nakon 24h kultivacije na 3% O
(Slika 33.C i D). Nakon 72h, procenat ¢elija u GO/G1, S i G2/M fazi, nije bio statisticki
znacajno izmenjen ni na jednoj koncentraciji O.. Ovi rezultati ukazuju da smanjenje

nivoa Oz ne menja znaéajno éelijski ciklus VS-MMC i da §titi ¢elije od éelijske smrti.
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Slika 33. Efekat 3% O na apoptozu i éelijski ciklus VS-MMC.  Celijska smrt VS-MMC
kultivisanih na 21% i 3% O analizirana je protocnom citometrijom obelezavanjem AnnexinVIPI . Stubiéi
predstavljaju procenat A) apoptotcnih i B) nekroticnih Celija na ispitivanim koncentracijama Oz nakon
24h, 48h i 72h. C) Efekat 3% O, na profil celijskog ciklusa VS-MMC obelezenih PI nakon 24h, 48h i 72h.
Stubiéi predstavijaju procenat Celija u GO0/G1, S i G2/M fazi Celijskog ciklusa. D) Reprezentativni
histogrami pokazuju Celijski ciklus VS-MMC na 21% i 3% O, nakon 24h, 48h i 72h; Svi rezultati
prikazani su kao srednje vrednosti + SEM 3 nezavisna eksperimenta. Statisticka znacajnost u odnosu na
kontrolu (¢elije kultivisane na 21% O): *p < 0,05.

4.2.2.8.  Efekat razli¢itih koncentracija Oz na mobilnost VS-MMC

Migacija. Efekat razli¢itih koncentracija Oz na ¢elijsku migraciju analiziran je scratch
testom. U prvoj eksperimentalnoj postavci, VS-MMC su kultivisane do
subkonfluentnosti u standardnim laboratorisjkim uslovima na 21% O» a potom je
monosloj Celija zagreban i ¢elije su migrirale na 21% ili 3% O tokom narednih 24 ¢asa.
U drugoj eksperimentalnoj postavci, VS-MMC su prekultivisane do subkonfluentnosti
na 21% ili 3% O, monosloj ¢elija je zagreban i ¢elije su potom migrirale u standardnim

uslovima na 21% O. Uoceno je da je satistiCki znacCajan broj celija migrirao u
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zagrebanu zonu kada je nivo O, smanjen sa 21% na 3% (Slika 34.A), kao i da su VS-
MMC koje su prekultivisane na 3% O2 migrirale brze u odnosu na éelije prekultivisane
na 21% O (Slika 34.B). Prethodni rezultati sa ovim ¢elijama pokazali su da nije uo¢ena
razlika u njihovoj proliferaciji na razli¢itim koncentracijama Oz nakon 24h inkubacije,
te se stoga dobijeni rezultati mogu pripisati samo migratornom kapacitetu ¢elija (Slika

34.C).

Mobilizacija. Kako bi se ispitali efekti razli¢itih koncentracija Oz na mobilizaciju VS-
MMC iz kolagena, éelije su postavljane u kolagenske kapi i praéen je njihov stepen
migracije iz kolagena u prisustvu odredenih koncentracija O2. U te svrhe postavljena su
dva nezavisna eksperimenta. Kao i za scratch esej, u jednoj postavci, kolagenske kapi sa
VS-MMC su inkubirane na 21% i 3% O u toku 72h nakon &ega su fiksirane, bojene i
merena je povrSina migracije Celija iz kolagenske kapi. U drugoj postavci, pre
postavljanja u kolagen, VS-MMC su prekultivisane na obe koncentracije Oz u periodu
od 72 ¢asa. Zatim su kolagenske kapi kultivisane na standardnih laboratorijskih 21% O
kako bi se analizirao efekat prekultivacije na razli¢itim koncentracijama Oz na
mobilizaciju ovih ¢elija. Uoceno je da je niska koncentracija Oz od 3% blago povecala
mobilizaciju ¢elija iz kolagenskih kapi, ali bez statistiCke znacajnosti (Slika 34.D).
Takode, ¢elije prekultivisane na 3% O2 imale su neznatno ve¢i kapacitet za migraciju iz
kolagenskih kapi u odnosu na ¢elije prekultivisane na 21% O (Slika 34.E), ipak, uoéena
razlika nije statisticki znacCajna. Ovi rezultati zajedno ukazuju na to da 3% O:
poboljsava kapacitet za migraciju i mobilizaciju VS-MMC i taj trend je oéuvan kada su

¢elije ponovo kultivisane na 21% O-.
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Slika 34. Efekat razli¢itih koncentracija O2 na mobilnost VS-MMC A) U scratch eseju su
Celije nakon zagrebavanja povrsine kultivisane na 21% i 3% O; tokom 24h i izracunat je procenat
povriine popunjene migrirajuc¢im éelijama. B) Nakon prekultivacije na 21% i 3% O, monosloj VS-MMC
je zagreban i pracena je migracija na standardnih 21% O, tokom 24 h. Stubiéi predstavljaju procenat
povriine popunjene celijama. C) proliferacija VS-MMC na 3% i 21% O, nakon 24h. D) Mobilizacija VS-
MMC je pracena nakon §to su celije postavljene u kolagenske kapi inkubirane na 21% i 3% O, tokom 3
dana. Nakon fiksiranja i bojenja, kapi su slikane i izracunata je povrSina migrirajucih Celija i
predstavljena u vidu grafika. E) Nakon prekultivacije na 21% i 3% Oz 3 dana, celije su postavljene u
kolagen i kultivisane na standardnih 21% O, tokom 3 dana. Izracunata povrSina migrirajucih Ccelija
predstavljena je u vidu grafika.; Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SEM 3 nezavisna
eksperimenta. Statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu (Celije kultivisane na 21% 03): *p < 0,05.
Reprezentativne fotografije migracije i kolagenskih kapi, uvelicanje x40 A.J. —arbitrarna jedinica.
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4.2.29. Mehanizmi uklju¢eni u migraciju i mobilizaciju VS-MMC na

razli¢itim koncentracijama O

Sa ciljem da se utvrde signalni putevi ukljugeni u migratorne procese VS-MMC
kultivisanih na razli¢itim koncentracijama O3, koriS¢eni su specifi¢ni inhibitori signalnih
puteva MAPK i Wnt/p-catenin. Za potrebe ovog eksperimenta scratch esej i esej
mobilizacije iz kolagenskih kapi su modifikovani tako §to su u standardni medijum
dodati i PD-98059, inhibitor MAPK puta ili PNU-74654, inhibitor Wnt/g-catenin puta.
Blago, ali statisticki neznacajno smanjenje u migraciji ¢elija uoceno je u prisustvu oba
inhibitora na 3% O, dok je migracija ¢elija na 21% O2 bila zna¢ajno smanjena jedino u
prisustvu PNU-74654 (Slika 35.A). Mobilizacija celija iz kolagena znacajno je
smanjena u prisustvu PD-98059 na obe koncentracije Oz, a u prisustvu PNU-74654
jedino u uslovima 21% O3 (Slika 35.B).

Da bi se utvrdila aktivnost proteolitickih enzima VCM kod VS-MMC
kultivisanih na razli¢itim koncentracijama Og, postavljen je scratch esej u kome su
¢elije migrirale na 21% i 3% Oz u medijumu sa ili bez inhibitora PD-98059 i PNU-
74654. Nakon 24h migracije, aktivnost preoteolitickih enzima uPA i Zelatinoliti¢kih
MMP (MMP-2 i MMP-9) odredena je metodom zimografije. Dobijeni rezultati su
pokazali da su aktivnosti uPA i MMP-2 povisene kod celija kultivisanih na 3% Oz u
poredenju sa celijama kultivisanim na 21% Oz, mada je statisticka znacajnost
zabelezena jedino u slucaju uPA (Slika 35.C). Aktivnost MMP-9 nije detektovana. Oba
inhibitora su smanjila aktivnost ovih enzima bez obzira na koncentraciju Oz, s tim da je
samo za smanjenje uPA uocCena statisticka znacajnost. Utvrdeno je da su inhibitorni

efekti PD-98059 i PNU-74654 izrazeniji pri kultivaciji VS-MMC na 3% Oa.
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Slika 35. Mehanizmi ukljudeni u migraciju i mobilizaciju VS-MMC na razli¢itim

koncentracijama Oz, A) U scratch eseju VS-MMC su migrirale na 21% i 3% O, u prisustvu ili
odsustvu MAPK ihibitora PD-98059 i Wnt/B-catenin inhibtora PNU-74654. Stubic¢i predstavljaju
procenat povrsine popunjene Celijama. Vrednosti su normalizovane u odnosu na kontrolu (netretirane
celije). B) VS-MMC uronjene u kolagen su kultivisane na 21% i 3% O u prisustvu ili odsustvu inhibitora.
Grafici predstavljaju povrsinu migrirajuc¢ih Celija normalizovanih u odnosu na kontrolu (netretirane
Celije). C) Efekti inhibitora na aktivnost proteolitickih enzima UPA i MMP-2 tokom migracije odredena je
zimografijom. Nakon §to je povrsina monosloja éejija zagrebana, VS-MMC su kultivisane u uslovima bez
seruma na 21% i 3% O u prisustvu ili odsustvu inhibitora; Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti +
SEM 3 nezavisna eksperimenta. Statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu (netretirane Celije): *p <
0,05., **p < 0,01, i u odnosu na 21% O,: #p < 0,05. Reprezentativne slike zabeleZene su mikroskopom, za
migraciju uvelicanjem %40 a za kolagenske kapi uvelicanjima x40 i x100. A.J-Arbitrarna jedinica
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Saznanja 0 osobinama i efektima MMC, kao i poznavanje njihovog ukupnog
potencijala, imaju za cilj njihovu prakti¢nu primenu u unapredenju aktuelnih ¢elijskih
terapija, poput efikasnije transplantacije ¢elija i organa, ili skrininga terapeutika radi
njihove bezbedne i efikasne upotrebe, kao i dostavljanja agenasa putem MC do mesta
tumora, i drugo. Za razliku od EMC i IPMC, upotreba adultnih MMC se ne kosi sa
zakonskim i etickim pitanjima, a rizik za formiranje teratoma izostaje (Lukomska i sar.,
2019). Invazivna metoda izolacije i relativno mali prinos ¢elja izolovanih iz kostne srzi,
koje su dugo bile najproucavanije MMC, ustupaju mesto éelijama iz drugih adultnih
tkiva. Iako su MMC uspesno izolovane i okarakterisane iz velikog broja adultnih tkiva,
osobine ovih ¢éelija poput kapaciteta samoobnove i potencijala usmerene diferencijacije,
te prinosa prilikom izdvajanja, ne samo da se razlikuju u zavisnosti od izvora iz kog su

izolovane, ve¢ i od uslova kultivacije.

Ova istrazivanja su jo§ uvek na podetku, iako se MMC dobijene in vitro
primenjuju na Zivotinjskim modelima u preklini¢kim ispitivanjma, i da se trenutno
sprovode razne klinicke studije na pacijentima, od Kojih je najveci broj u fazi 1 i Il
(Galipeau i Sensébé, 2018; Squillaro i sar., 2016). Vecina pilot studija pokazala je da
su MMC bezbedne in vivo ukoliko se adekvatno primene (Lukomska i sar., 2019; Ren i
sar., 2012), ali da bi njihova upotreba rezultovala ve¢im i sigurnijim doprinosom
tkivnom inZinjerstvu, biotehnologiji i biomedicini uopste, neophodna su, i dalje,
detaljnija istrazivanja kako same biologije MMC, tako i njihove klini¢ke primenjivosti.
Medutim, pri ovim istrazivanjima mora se uzeti u obzir da postoje bioloska ograniCenja
koja nameéu same MMC i njihova prirodna mikrosredina in vivo. Zahvaljujuéi dinamici
i kompleksnosti nisa u kojima MMC obitavaju, njihova sudbina je modulisana i
regulisana mnogobrojnim ¢elijskim i vancelijskim faktorima udruzenim sa brojnim
spolja$njim signalima. Veliki je broj literaturnih navoda koji sugeriSu da istraZivanja
specifiéne mikrosredine MMC mogu da daju jasniji uvid u funkcije MMC i ukljudene
regulatorne mehanizme, a sa ciljem optimizacije uslova za njihovu kultivaciju i
potencijalnu primenu (Vishwakarma i sar., 2017). Medutim ova oblast je jo§ uvek
nedovoljno istrazena. S tim u vezi, u ovoj disertaciji ispitivani su efekti mikrosredine na
funkcionalna svojstva MMC izolovanih iz tkiva humanog pupdanika i periferne krvi,
kao povoljnih izvora adultnih MMC sa potencijalnom terapijskom primenom. U okviru

ispitivanja uloge proinflamatorne mikrosredine, odredivan je uticaj IL-17 na migratorni
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kapacitet PK-MMC i molekularni mehanizmi koji su u to uklju¢eni. Efekat razligitih
koncentracija O, analiziran je na MMC izolovanim iz tkiva pup¢anika kao primeru
¢elija koje se in vivo nalaze u hipoksi¢noj miksredini reproduktivnog trakta, u cilju
standardizovanja uslova kultivacije i umnozavanja MMC za njihovu potencijalnu

primenu.
Celije izolovane iz periferne krvi i pupcanika pokazuju fenotip i karakteristike MMC

U istrazivanjima obuhva¢enim ovom disertacijom MMC su izolovane iz
humanog pupéanika i periferne krvi zdravih donora. Mezenhimske MC pupéanika su
uspesno izolovane metodom eksplanta iz tri od ukupno 10 pupcanika, pri ¢emu nije
uocena korelacija uspesSnosti izolacije sa faktorima poput masivnosti tkiva, nacina
porodaja i karakteristika donora (majke). Svi uzorci uzimani su i izolovani nekoliko sati
nakon porodaja i vreme izolacije u odnosu na porodaj nije belezeno, ali ranija zapazanja
iz nage Laboratorije su ukazala da je uspeh izolacije VS-MMC zavisio od vremena
proteklog izmedu preuzimanja tkiva pupcanika iz bolnice do pocetka postupka izolacije
(Trivanovié i sar., 2013). U literaturi je zabelezeno da na prinos VS-MMC ima efekta
tezina novorodenceta (Rezniczek i sar., 2016) (za $ta podatke pri uzimanju tkiva nismo
dobili u ovoj studiji). U jednom israzivanju, na uzorku od sest pupcanika, uocen je veci
prinos pri izolaciji MMC iz fetalnog i majéinskog segmenta u odnosu na sredi$nji
segment pupcanika te da je pupéanik veceg dijametra davao i veci prinos Celija (Lim i
sar., 2016). Ipak, opsezno ispitrazivanje na ve¢em broju uzoraka je neophodno kako bi

se pronasla korelacija izmedu uspesnosti izolacije i parametara donora.

Mezenhimske MC poreklom iz periferne krvi, i pored velikog broja
eksperimentalnih uzoraka, u nasoj Laboratoriji uspesno su izolovane iz uzorka samo
jednog donora (7rivanovié¢ i sar., 2013), sto je u skladu sa literaturnim podacima u
kojima se isti¢e da je zastupljenost MMC u perifernoj krvi izuzetno niska (Hass i sar.,
2011; Q. He i sar., 2007), kao i da izolacija ovih ¢elija nije standardizovana, te je
zabeleZena razlicita uspeSnost izolacije u objavljenim istrazivanjima (Lin i sar., 2019;

Wexler i sar., 2003; Zvaifler i sar., 2000).

Izolovane ¢elije su okarakterisane prema kriterijjumima Drustva za celijsku

terapiju (Dominici i sar., 2006) s obzirom da su adherirale za plasticnu podlogu,
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ispoljile specifi¢ne povrsinske antigene glavnih mezenhimskih klastera uz istovremeno
odsustvo povrsinskih markera hematopoetskih linija, kao i da su pokazale potencijal za
diferencijaciju u tri ¢elijske loze mezodermskog porekla. Ovi rezultati potvrdili su da su
izolovane celije preciS¢ene do populacije ¢elija nalik fibroblastima sa potencijalom za

diferencijaciju u tkiva mezodermskog porekla.

Kada je re¢ o fenotipu, ¢elije izolovane iz oba izvora morfoloski su odgovarale
osobinama MMC, s obzirom da su imale vretenasti oblik nalik fibroblastima i
sposobnost adhezije za plastiku koja se zadrzala kroz pasaziranja, §to je uoceno i u
ranijim studijama na ovim c¢elijama (Chong i sar., 2012; Ouryazdanpanah i sar., 2018;
La Rocca i sar., 2009; Tondreau i sar., 2005; Trivanovié¢ i sar., 2013; H.-S. Wang i sar.,
2004). Imunofenotipska karakterizacija VS-MMC i PK-MMC je takode u skladu sa
prethodno objavljenim rezultatima koji su pokazali da MMC iz periferne krvi i puanika
ispoljavaju u visokom procentu (preko 90%) markere karakteristi¢cne za MMC, uz
minimalnu ekspresiju markera hematopoetskih ¢elija (Chong i sar., 2012; Musiat-
Wysocka i sar., 2019; Ouryazdanpanah i sar., 2018; Trivanovié i sar., 2013; H.-S.
Wang i sar., 2004; Y.-N. Zhang i sar., 2009). Multipotentni potencijal diferencijacije u
¢elije osteogene, hondrogene 1 adipogene loze potvrden je kod svih ispitivanih donora
VS-MMC i PK-MMC, 3§to je takode u saglasnosti kako sa naSim prethodnim
(Trivanovié i sar., 2015), tako i sa istrazivanjima drugih autora (Chong i sar., 2012;
Ouryazdanpanah i sar., 2018; La Rocca i sar., 2009; Tondreau i sar., 2005; H.-S. Wang
i sar., 2004; Y.-N. Zhang i sar., 2009). Pojava lipidnih kapi kod oba tipa MMC, a
aktivacije ALP kod VS-MMC, primeéena je i pri kultivaciji éelija u standardnom
medijumu. Sli¢na pojava spontane diferencijacije zabelezena je i ranije kod MMC
(Musina i sar., 2005), mada tacan uzrok jo$ uvek nije u potpunosti objasnjen. Dok
Pham i saradnici isti¢u da se spontana diferencijacija uvek deSava u in vitro i ex vivo
kulturama MMC (Pham i Vu, 2016), neka istrazivanja isklju¢uju konfluentnost MMC
kao potencijalni uzrok (Haack-Sgrensen i sar., 2013), a druga objasnjavaju da bi ta
pojava mogla biti posledica epigeneti¢kih promena (Z. Li i sar., 2011). Stoga su dodatna
istrazivanja neophodna da bi se objasnila spontana diferencijacija kod ovih ¢elija. Nasa
prethodna istrazivanja pokazala su da MMC periferne krvi i pupéanika karakterise i

visok kapacitet samoobnove s obzirom da se u kulturi odrzavaju ¢ak i do 20 pasaza i da
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im je vreme dupliranja Celijske populacije bilo 27 odnosno 35 sati (Trivanovié 1 sar.,

2013).

Dodatno je imunocitohemijskim obeleZavanjem utvrdeno da VS-MMC i PK-
MMC eksprimiraju markere pluripotentnosti NANOG, OCT4a, SOX2 i SSEA4,
specifiéne za EMC to je u salasnosti sa prethodno objavljeniim studijama (Chong i
sar., 2012; Gao i sar., 2013; Musial-Wysocka i sar., 2019; Taghizadeh i sar., 2011;
Tondreau i sar., 2005). Transkripcioni faktori NANOG, OCT4a, SOX2 sustinski
doprinose samoobnovi i pluripotentnom potencijalu EMC (Boyer i sar., 2005), a
njihova ekspresija i regulacija ,,mati¢nosti* zabelezena je u mnogim istrazivanjima i kod
MMC (Riekstina i sar., 2009; C.-C. Tsai i Hung, 2012; T. Wang i sar., 2014).
Povriinski marker SSEA-4 karakterie nediferentovane EMC (Adewumi i sar., 2007), a
koristi se i kao marker MMC (Gang i sar., 2007). Na ovaj nacin, dodatno je potvrden

mezenhimski fenotip ovih celija.

IL-17 stimuliSe mobilnost i transendotelsku migraciju MMC iz periferne krvi
posredstvom uPA

Literaturni podaci ukazuju da MMC u cirkulaciji uglavnom vode poreklo iz
kostne srzi odakle bivaju mobilisane usled oStecenja tkiva 1 hroni¢nih patoloskih
vaskularnih promena. Pod uticajem odgovarajuc¢ih signala iz specifi¢cne mikrosredine
oste¢enih ili upaljenih tkiva, MMC migriraju kroz endotel i bivaju regrutovane do
ciljnog tkiva gde mogu da regulisu odgovor na inflamaciju i da se diferenciraju u
tkivno-specificne ¢elije (Le Clainche i Carlier, 2008; Vallabhaneni i sar., 2011). Pored
njih, u ostecena tkiva bivaju regrutovane i Celije adaptivnog i urodenog imunskog
odgovora kako bi takode uCestvovale u odgovoru na inflamaciju i1 u regeneraciji tkiva.
Produkcijom citokina i faktora rasta, imunske ¢elije mogu da indukuju mobilizaciju,
regrutovanje celija i stimuli$u regenerativni kapacitet MMC (Maxson i sar., 2012; Yi
Liu i sar., 2012). Skorija istrazivanja, isticu znacajnu ulogu Th17 ¢elija u inflamaciji i
zapaljenskim bolestima (Maddur i sar., 2012), a poznato je da se nivo njihovog
produkta, citokina IL-17, povecava tokom inflamacije (Tournadre i Miossec, 2012).
Jedan deo istrazivanja u okviru ove disertacije obuhvatao je ispitivanja uloge IL-17 u

migraciji i mobilizacji PK-MMC.

106



DISKUSIUA

Receptor za IL-17 ubikvitarno je eksprimiran u tkivima, i njegova ekspresija
zabelezena je i kod MMC (H. Huang i sar., 2009; Mojsilovi¢ i sar., 2011; Wilson A.
Silva i sar., 2003). Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju pokazali su da i PK-MMC
eksprimiraju receptor za IL-17, ukazujué¢i da i ove ¢elije mogu biti regulisane ovim

citokinom.

Stimulatorni uticaj 1L-17 na migraciju PK-MMC in vitro pokazan je u scratch
eseju i testu migracije baziranom na Boyden komori. Inhibicija ovog efekta u prisustvu
antitela za IL-17, ukazala je na direktnu ulogu ovog citokina u mobilnosti PK-MMC.
Ovi rezultati u saglasnosti su sa publikovanim zapazanjima da IL-17 stimuliSe migraciju
humanih MMC iz kostne srzi (H. Huang i sar., 2009). U $irem istraZivanju nase grupe
uoceno je da IL-17 inhibira migraciju MMC poreklom iz periodoncijuma zuba na
dozno-zavisan nacin, i taj efekat pripisan je inhibiciji proliferacije stimulisane
interleukinom- 17 (Oki¢-Pordevié i sar., 2016). Medutim, kako IL-17 nije uticao na
proliferaciju PK-MMC, poveéanje migracije kod ovih Celija direktna je posledica
delovanja IL-17 na ovaj proces. Pored toga, pokazano je da IL-17 stimuliSe i
mobilizaciju PK-MMC iz kolagenskih kapi, $to sugeride da ovaj citokin povecava
kapacitet ¢elija da se krecu kroz mrezu VCM. S obzirom da su dobijeni rezultati
implicirali moguénost degradacije VCM proteolitickim mehanizmom, ispitivani su i
efekti IL-17 na ekspresiju proteolitiCkih enzima. Pokazano je da je IL-17 indukovao
ekspresiju urokinaze kod PK-MMC i to uglavnom putem aktivacije ERK1/2 MAPK.
Urokinaza ima znacajnu ulogu u regulaciji patofizioloskih procesa prisutnih tokom
remodelovanja tkiva nakon oStecenja (Binder i sar., 2007). Vezivanjem za svoj ¢elijski
receptor (UPA-R), ovaj enzim ucestvuje u konverziji plazminogena u plazmin i stoga
obezbeduje vremenski i1 prostorno fino regulisanu proteolizu, olakSavajuci ¢elijama da
migriraju kroz barijeru VCM (Blasi i sar., 1990). Pored toga, poznato je da u
kompleksu sa receptorom, pored migracije, regulise 1 adheziju, proliferaciju i
diferencijaciju razlic¢itih tipova celija tokom regeneracije tkiva nezavisno od
proteolitickh procesa, a kroz aktivaciju unutaréelijske signalne transdukcije (Blasi i
Carmeliet, 2002). U ranijim istrazivanjima naSe laboratorije pokazano je da IL-17
inhibira ekspresiju uPA 1 migraciju ¢elijske mioblastne linije C2C12 posredstvom p38

kinaze (Kocic¢ i sar., 2013).
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U ovom istrazivanju je takode pokazano da povecanje ekspresije uPA posreduje
povecéanoj migraciji indukovanoj interleukinom-17, s obzirom da je u prisustvu antitela
za urokinazu, kao i njenog specificnog inhibitora, i blokatora mesta vezivanja na
plazminu, migracija indukovana ovim citokinom bila smanjena. Noviji rezultati isticu
da vezivanjem za svoj receptor, uPA pojadava migraciju i mobilizaciju MMC iz kostne
srzi, doprinose¢i migraciji u oSteeno tkivo 1 posledicno regeneraciji tkiva
(Vallabhaneni i sar., 2011). Takode, pokazano je da uPA ima ulogu u kretanju MMC ka
solidnim tumorima, kao i da usled ekspresije uPA kod MMC dolazi do poveéanja
migracije ovih ¢elija ka tumorima (Abedin i sar., 2004; Chronopoulos i sar., 2011,
Gutova i sar., 2008; Neuss i sar., 2009; Pulukuri i sar., 2010). Dobijeni rezultati
sugeriSu da IL-17 koji se produkuje u oSte¢enom tkivu, moze da poveca mobilizaciju 1

migraciju MMC indukujuéi ekspresiju uPA, posredovanu aktivacijom ERK1/2 MAPK.

Pored uPA, MMC eksprimiraju i MMP koje su takode ukljutene u njihovu
migraciju, poput MMP-2 i MT1-MMP/MMP14 (Ries i sar., 2007; Son i sar., 2006),
mada ima rezultata da MMP9 ne ucestvuje u migraciji MMC (A. De Becker i sar.,
2007). Nasi rezultati pokazali su da MMP imaju ulogu u ¢éelijskoj migraciji na bazalnom
nivou, ali da IL-17 ne modifikuje ekspresiju MMP-2 i MMP-14 kod PK-MMC. Ovo
implicira da je ekspresija uPA indukovana interleukinom-17 kritiéna za migraciju PK-
MMC indukovanu ovim citokinom. Dodatno, iako je pokazano da kod nekoliko
¢elijskih tipova IL-17 indukuje ekspresiju MMP-9 (Tournadre i Miossec, 2012), kod
PK-MMC tretiranih interleukinom-17 nije detektovana ekspresija na transkripcionom

nivou, kao ni aktivnost MMP-9 proteina.

Reorganizacija aktinskih filamenata i tubulina, uglavnom preko fine regulacije i
koordinisane lokalizacije MTOC (Ridley i sar., 2003; Schmidt i sar., 2006; Z. Sun i sar.,
2002), je jedan od glavnih mehanizama uklju¢enim u ¢elijsku migraciju. Tokom
migracije, c¢elije postaju polarizovane i moguce je razlikovati dva pola, a MTOC Kkoji
sadrzi y-tubulin orijentisan je ka ,,putanji kretanja“ celije. Dobijeni rezultati u okviru
ove disertacije pokazali su da je u prisustvu IL-17 doslo do reorganizacije aktina, sa
akumulacijom c¢elijskih lamelopodija, i povec¢ane perinuklearne lokacije MTOC ka ivici
zagrebane povrSine, uz istovremene promene u tubulinskom citoskeltu. Utvrdeno je da
su ovi efekti posredovani ERK1/2 MAPK, s obzirom da c¢elije nisu reagovale kroz

promene u citoskeletu na delovanje IL-17 u prisustvu specifi¢nog inhibitora za ERK1/2.
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Takode, inhibicija aktivnosti urokinaze ponistila je promene u reorganizaciji aktina koju
je indukovao IL-17, iako nije znacajno uticala na polarizaciju ¢éelija. Jedno od mogucih
objasnjenja je da s obzirom da koriS¢eni inhibitor (BC11) utic¢e na aktivnost uPA ali ne
ometa njenu interakciju sa receptorom, inihibicija aktivnosti uPA mogla je da izazove
unutarcelijsku signalizaciju neohodnu za celijsku polarizaciju. Dodatno, rezultati su
ukazali da IL-17 indukuje akumulaciju uPA u protruzijama PK-MMC, $to moze da

doprinese povecanju migracije.

Osnovni mehanizam kojim IL-17 indukuje rearanzman aktina i MTOC u cilju
poveéanja migracije jo§ uvek nije objasnjen. Jedna od sugerisanih moguénosti je da IL-
17 moze da reguliSe Rho GTP-azu kod MMC, familiju proteina koja je kritian
regulator ¢elijske migracije i polarizacije, s obzirom da su RhoA i Racl, redom,
neophodni za fokalnu adheziju i ¢elijske protruzije, a Cdc42 za filopodije i1 polarizaciju
¢elije (Hall, 2005; Ridley i sar., 2003). Ovu pretpostavku bi mogle podrzati prethodne
studije koje ukazuju na aktivaciju Racl interleukinom-17 sa ciljem indukcije Celijske
migracije, i ekspresije Rho i aktivnosti RhoA kinaze kod endotelskih ¢elija (Moran i
sar., 2011; Nguyen i sar., 2013). Neophodno je detaljno ispitati koliko je Rho protein
neophodan za migraciju i polarizaciju PK-MMC koju indukuje IL-17.

Poznato je da se, kako spoljno aplikovane, tako i endogene cirkuliuée MMC,
preferencijalno usaduju na mesta inflamacije in vivo (Teo i sar., 2012). Kako bi izasle iz
cirkulacije, MMC migriraju kroz endotelsku barijeru u odgovoru na signale iz upaljenog
tkiva, koje iniciraju faktori rasta, citokini i hemokini, regulisu¢i funkcije MMC na
razli¢ite nacine (English, 2013; Vallabhaneni i sar., 2011). Medutim, proces i
mehanizmi kojim PK-MMC migriraju kroz endotel ka mestima inflamacije jo§ uvek
nisu u potpunosti razjagnjeni. Jedan od prvih koraka u odgovoru cirkulisuéih MMC na
signale iz oSte¢enih tkiva jeste adhezija za endotel i dijapedeza kroz endotelski
monosloj (DiMarino i sar., 2013). S obzirom da se nakon interakcije sa endotelskim
éelijama MMC integridu u endotelsku barijeru i potom prolaze kroz istu (Schmidt i sar.,
2006), kako bi migrirale ka oste¢enim ili tkivima pod upalom, MMC moraju da
interaguju sa podendotelskim VCM da produ kroz bazalnu membranu (Steingen i sar.,
2008). lako inflamatorni citokini mogu da stimuli$u transendotelsku migraciju MMC
(Teo i sar., 2012), uloga IL-17 u ovom procesu ostaje nepoznata. U ovom istraZivanju

uodeno je da je pretretman interleukinom-17, kako MMC tako i endotelskih éelija,
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povecao meducelijsku adheziju, Sto ukazuje na to da su oba tipa Celija ciljne Celije
delovanja IL-17. 1L-17, kao hemoatraktantni faktor, povecao je transendotelsku
migraciju MMC na naéin zavisan od uPA. Kako je uPA ukljuena u paracelularnu
transmigraciju neutrofila in vivo (Reichel i sar., 2011), moguce je da da ima sli¢ne
funkcije i kod MMC. Poveéavajuéi uPA, IL-17 moZe da poveéa razgradnju endotelskih
¢elijskih veza, kao i proteolitickom degradacijom perivenularne bazalne membrane da

poveca endotelsku permeabilnost.

Pokazano je da MMC migriraju kroz endotelsku barijeru i transéelijskim
mehanizmom povezanim sa VCAM-1 (Teo i sar., 2012), Sto sugeriSe dinamicne
meducelijske interakcije koje mogu aktivno da ucéestvuju u ubrzanju transendotelske
migracije ¢elija ka o$tecenim tkivima. U buduc¢im studijama, bilo bi znacajno odrediti
da li IL-17 moze da regulise transcelijsku migraciju MMC u endotelu putem regulacije
ekspresije uPA. Pokazano je takode da IL-17 zajedno sa TNF-o utice na aktivaciju
endotelskih ¢elija, 1 povecava transmigraciju neutrofila i ekspresiju adhezivnih molekula
i hemokina kod hUVEC ¢elija (od engl, human umbilical vein endothelial cell), sto
sugeriSe da IL-17 indukuje inflamaciju endotela olakSavajuci Celijsku transendotelsku

migraciju (Griffin i sar., 2012; Xing i sar., 2013).

Kako bi nakon $to produ endotelsku barijeru dosle do tkiva pod upalom, MMC
interaguju sa podendotelskim VCM i indukuju degradaciju proteina (Schmidt i sar.,
2006). Poznato je da endotelske celije proizvode fibronektin (Mettouchi, 2012), i
rezultati dobijeni u ovom istrazivanju pokazali su da je tretman PK-MMC
interleukinom-17 povecao celijsku adheziju za precisceni fibronektin i to na nacin
zavisan od uPA. Interakcija uUPA-uPAR sa a5-Blintegrinom, glavnim receptorom za
fibronektin, modulise éelijsku adheziju za VCM zavisnu od integrina, i ove interakcije
aktivno ucestvuju u proteolitickoj regulaciji invazivne celijske migracije (Bass i Ellis,
2009; Yue i sar., 2012). Ipak, nije isklju¢eno da su aktivirani i drugi mehanizmi poput
povecanja ekspresije integrinskog receptora usled dejstva IL-17. Rezultati dobijeni u
eksperimentima inhibicije antitelom za uPA, sugeriSu da aktivnost uPA i njena
interakcija sa celijskom povrSinom, posreduju sposobnosti IL-17 da poveéa adheziju

PK-MMC za fibronektin.
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Prekomerna ekspresija IL-17 uklju¢ena je u inflamatornu patologiju
autoimunskih bolesti, 1 smanjivanje nivoa IL-17 jedna je od terapijskih strategija,
testirana u klinickim studijama za nekoliko humanih autoimunskih bolesti (Miossec,
2017). Dobijeni rezultati sugeriSu da IL-17 moZe da bude regrutujuéi signal za PK-
MMC da migriraju i usade se u tkivo pod upalom. Dodatno, veruje se da MMC nisu
spontano imunosupresivne, ve¢ da zahtevaju ,licenciranje“ ili aktivaciju kako Dbi
ostvarile imunosupresivne efekte (English, 2013), te stoga mozemo pretpostaviti da IL-
17 moze takode da moduliSe imunomodulatorne kapacitete MMC. Ipak, rezultati
pokazuju da same MMC redukuju kapacitet Thl i Th17 éelija da produkuju IFN-y i IL-
17, redom (L. Wang i sar., 2012). Stoga, visoki nivoi IL-17 u o$tec¢enim tkivima mogu
da sluze kao signal za regrutovanje MMC, koje onda regulisu proizvodnju IL-17, $to
deluje kao negativna povratna sprega za kontrolu prekomerne inflamacije. Slican
mehanizam kojim usadene MMC mogu za uzvrat da regulidu ekspresiju IL-17 u
mikrosredini misic¢a, uocen je kod inflamatornih miopatija (Miossec i Kolls, 2012) ,
obnavljaju¢i nivo mioblasta koji eksprimiraju uPA i dozvoljavajuéi regeneraciju misic¢a
nakon oste¢enja. Ipak, dalje studije su neophodne da bi se odredilo da li PK-MMC

mogu da reguli$u ekspresiju i funkciju IL-17 u inflamatornim miopatijama.

Hipoksicni uslovi od 3% Oz, utic¢u na diferencijacioni potencijal VS-MMC, poboljsavaju

njihovu ,, maticnost* | pojacavaju migratorni potencijal

Uslovi za izolaciju i kultivaciju MMC in vitro su od posebne vaznosti za dalju
primenu MMC, vezano za ciljeve istrazivanja ili o¢ekivani ishod terapije. S jedne
strane, uslovi kultivacije se mogu prilagoditi na taj nacin da odgovaraju in vivo
mikrosredini, ¢ime se obezbeduju postavke za istrazivanja koje su fizioloski
relevantnije. S druge strane, pri primeni u terapiji, MMC neizbezno ulaze u sredinu sa
niskom koncentracijom Oz kojoj treba da se prilagode.i na koju treba da reaguju (Ferro i
sar., 2019). Stoga, menjanje in vitro uslova kultivacije otvara mogucnost predvidanja
ponaganja éelija in vivo ili pripreme MMC za posebne potrebe (Ferro i sar., 2019; Foyt
i sar., 2019). U perinatalnim tkivima, kakva je pupcana vrpca, niske koncentracije O2
predstavljaju znacajan regulatorni faktor mikrosredine i U humanom pupcaniku
izmerena je koncentracija O, od 2-3% (Carreau i sar., 2011). Stoga je drugi deo ovog
istrazivanja obuhvatio ispitivanje da i VS-MMC pokazuju razli¢ite funkcionalne

osobine pri kultivaciji na 3% O umesto standardnih, laboratorijskih 21% O, sa ciljem
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podrazavanja prirodne mikrosredine ovih ¢elija i analize osobina koje su vazne za

njihovu potencijalnu primenu.

Poznato je da hipoksi¢ni nivoi O regulifu mnoge funkcije MMC putem
transkripcionog faktora HIF-1a (Buravkova i sar., 2014), i o¢ekivano utvrdeno je da je
ekspresija iRNK za HIF-1a, kao i HIF-1a proteina znacajno poveéana kod VS-MMC na
3% Oz u poredenju sa 21% O-.

Rezutati ovog istraZivanja pokazali su da su pri kultivaciji na 3% Oz, VS-MMC
zadrzale svoju morfologiju, $to je u saglasnosti sa prethodno publikovanim rezultatima
sa VS-MMC kultivisanim na 5% O, (Drela i sar., 2014 ). Niska koncentracija Oz nije
modifikovala ni imunofenotip VS-MMC, s obzirom da nisu uo¢ene razlike u ekspresiji
povrsinskih molekula tokom kultivacije ¢elija na 3% i 21% O». Ovaj rezultat je takode u
skladu sa prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da ne postoji znacajana razlika u
ekspresiji CD markera kod VS-MMC kultivisanih na 2% O (Drela i sar., 2014;
Nekanti, Dastidar, i sar., 2010) i 5% Oz (Lopez, 2011), u poredenju sa c¢elijama
kultivisanim na 21% O,. Medutim, Majumdar i saradnici su pokazali znaéajno
smanjenu ekspresiju CD73, CD90 i CD105 kod VS-MMC kultivisanih na 2% O;
(Majumdar i sar., 2013). Ova razlika bi mogla biti posledica razli¢itih pasaza celija na
kojima je analiziran imunofenotip ili razli¢itosti ¢elija izolovanih od razli¢itih donora.
Pomo¢u RT-PCR, kao i imunofluorescentnim obeleZzavanjem potvrdeno je da se ni
ekspresija markera MMC vimentina i a-SMA ne menja pri kultivaciji na 3% O, sli¢no

ranije objavljenim podacima za 5% O (Drela i sar., 2014).

Veliki je broj istrazivanja efekata niskih koncentracija Oz na diferencijaciju
MMC poreklom iz drugih tkiva do sada publikovao, ali su mnoga dala kontradiktorne
rezultate. Nasi rezultati pokazali su da VS-MMC zadrzavaju diferencijacioni potencijal
za celije mezodermskog porekla, na obe koncentracije Oz, §to je u salglasnosti sa
prethodnim istrazivanjima u kojima su ove c¢elije kultivisane na 2% O i 5% O> (Lopez,
2011; Nekanti, Dastidar, i sar., 2010). Medutim, kvantitativna analiza histohemijskog
bojenja diferencijacije, zajedno sa ekspresijom IRNK za markere diferencijacije,
pokazala je da 3% O: smanjuje osteogenu diferencijaciju dok stimuliSe adipogenu i
hondrogenu diferencijaciju VS-MMC. Prethodno je ve¢ pokazano da 5% O poveéava

hondrogenezu kod VS-MMC (Reppel i sar., 2014). Prema saznanjima iz literature
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dostupne do kraja izrade ove disertacije, ovo je jedino istrazivanje u kojem je izvedena
sveobuhvatna analiza efekata razlicitih koncentracija O na diferencijacioni potencijal
VS-MMC. Procena diferencijacionog potencijala u uslovima niskih koncentracija O2
moze predvideti ponaSanje Celija 1 stoga odrediti da li takve ¢elije mogu da se koriste za
specifi¢ne tretmane kao S$to su sugerisali Foyt i saradnici (Foyt i sar., 2019). Tako, npr.
VS-MMC okarakterisane na$im protokolom bi mogle biti pogodni kandidati za
regeneraciju hrskavice. Zabelezeno je da hipoksija indukuje produkciju TGF-f kod
MMC (Tang i sar., 2009; Zhou i sar., 2005), sto moze dovesti do autokrine regulacije
hondrogene i osteogene diferencijacije, te bi trebalo dalje ispitati autokrine mehanizme
MMC koje su aktivirane niskim koncentracijama O. Takva saznanja su od velikog
znacaja ne samo za utvrdivanje uticaja sekretoma ovih ¢elija na diferencijaciju, ve¢ i za
razjanjavanje vaznih terapijskih osobina VS-MMC, kao §to je ve¢ pokazano u raznim

istrazivanjima (Mancuso i sar., 2019; Miranda i sar., 2019; D. Z. Sun i sar., 2019).

U ovom istrazivanju je dalje potvrdeno da niska koncentracija Oz stimuliSe
proliferaciju VS-MMC i skra¢uje vreme dupliranja éelijske populacije §to potvrduje
prethodno publikovane rezultate sa VS-MMC kultivisanim na 2 %, 2,5% i 5% O3
(Drela i sar., 2014; Lavrentieva i sar., 2010; Nekanti, Dastidar, i sar., 2010; Reppel i
sar., 2014; Widowati i sar., 2014). Takode, veliki broj publikacija pokazao je da niske
koncentracije Oz (1-5%) generalno stimuli$u proliferaciju MMC izolovanih iz razli¢itih
izvora (Buravkova i sar., 2014). Dodatno, CFU-F esejem utvrdeno je da VS-MMC
kultivisane na 3% O formiraju vec¢i broj kolonija, a ovi rezultati u saglasnosti su sa
zapazanjima povecanog klonogenog potencijala VS-MMC kultivisanim na 5% O;
(Lopez, 2011; Reppel i sar., 2014)

Transkripcioni faktori OCT4, NANOG i SOX2, markeri EMC (Boyer i sar.,
2005), igraju vaznu ulogu u regulaciji mati¢nosti adultnih MMC, iako su do sada
dobijeni rezultati kontradiktorni (C.-C. Tsai i Hung, 2012). Njihova ekspresija, a
posledi¢no i pluripotentnost EMC, regulisana je niskim koncentracijama Oz (Forristal i
sar., 2010; Petruzzelli i sar., 2014). Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije, pokazali
su da je kultivisanje ¢elija na 3% Oz tokom Sest dana znacajno povecalo ekspresiju
OCT4, NANOG i SOX2. Ovo zapazanje je u saglasnosti sa studijom u kojoj je pokazano
znadajno povecanje u ekspresiji ovih markera kod VS-MMC kultivisanih na 5% O3

tokom dve i cetiri nedelje (Drela i sar., 2014). S druge strane, Reppel i sar. nisu
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detektovali NANOG i SOX2 kod VS-MMC, dok je ekspresija OCT4 bila sli¢na kod
¢elija kultivisanih u uslovima od 5% O2 i 21% O: (Reppel i sar., 2014). Na istoj
koncentraciji Oz, Musial-Wysocka i sar, zabelezili su povecanje jedino ekspresije
NANOG u odnosu na 21% O (Musial-Wysocka i sar., 2019). Dodatno, niske
koncentracije O stimulisale su ekspresiju gena mati¢nosti kada su VS-MMC
kultivisane na nosac¢ima od hitozana (Taguchi i sar., 2018). Nasi rezultati bi mogli biti
dodatno podrzani ranijom studijom u kojoj su MMC krvi pup&anika kultivisane na 3%
O2 imale visu ekspresiju OCT4, NANOG i SOX2 gena (Hung i sar., 2012). Rezultati
dobijeni u ovoj disertaciji sugeriu da 3% Oz pojadava multipotentnost VS-MMC putem
stimulacije njihove samoobnove i poveéanja ekspresije markera pluripotentnosti. Zaista,
druga istraZivanja pokazala su da hipoksija moze da indukuje ekspresiju markera
pluripotentnosti u raznim éelijskim linijama kancera i MMC (Mathieu i sar., 2011;
Mimeault i Batra, 2013; Park i sar., 2013; Yamamoto i sar., 2013), a opisana je i uloga
HIF molekula u ovim procesima (Forristal i sar., 2010; Petruzzelli i sar., 2014). S
obzirom da mehanizmi kojima hipoksija reguliSe ,,mati¢nost* ovih ¢elija nisu jo§ uvek
ispitani, njihovo objaSnjenje moglo bi biti jedan od ciljeva naSih narednih istrazivanja

koji se odnose na VS-MMC.

Prema na$im saznanjima, u istrazivanjima u okviru ove teze po prvi put je
ispitivan efekat niske koncentracije O, na profil éelijskog ciklusa VS-MMC. Dobijeni
rezultati pokazali su da kultivisanje VS-MMC na 3% Oz ne menja znacajno njihov
¢elijski ciklus, osim §to se broj ¢elija u GO/G1 fazi nakon 24h prolazno povecéao. Kada
je re¢ o prezivljavanju celija, uoceno je da je mala proporcija (manje od 10%)
apoptoticnh Celija bila prisutna na obe koncentracije Oz. Ipak, zna¢ajno manji procenat
apoptoti¢nih i nekroti¢nih ¢elija uocen je u celijskoj populaciji kultivisanoj na 3% O
nakon 72h, §to ukazuje da 3% Oz &titi VS-MMC od apoptoze nakon 72h kultivacije
smanjujuci je za 68%. Prethodno su Majumndar i sar.. pokazali da kultivacija ¢elija na
2% O:2 ne utice na njihovo prezivljavanje, s obzirom da nije uocena znacajna razlika u
broju zivih ¢elija u ovim grupama (Majumdar i sar., 2013). Poznato je da hipoksija
indukuje apoptozu, ali moze imati i anti-apoptotske efekte, te sudbina celija tokom
hipoksije zavisi od balansa izmedu odgovarajuc¢ih faktora koji regulisu ¢elijske funkcije
(Greijer i Van Der Wall, 2004). Kod MMC je preteZno zabelezen anti-apoptotski efekat

u hipoksi¢nim uslovima, dok je hipoksija indukovala apoptozu jedino u istrazivanjima
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gde su celije kultivisane u uslovima bez seruma Sto ukazuje da ipak faktor
izgladnjivanja ima presudnu ulogu u ovoj kombinaciji (Buravkova i sar., 2014).
Rezultati dobijeni u okviru ove teze sugerisu da 3% O2 ne modulise ¢elijski ciklus VS-
MMC veé modulise apoptozu. S obzirom da se HIF-1a istice kao glavni regulator ovih
procesa, bilo bi znacajno u narednim istrazivanjima ispitati mehanizme njegovog

delovanja u slu¢aju VS-MMC.

Jedna od kljuénih osobina MMC koja ih &ini vaznim za terapijsku primenu jeste
njihova sposobnost da migriraju iz svoje niSe ka osteCenim tkivima gde ucestvuju u
obnavljanju tkiva (Sohni i Verfaillie, 2013). Na mobilizaciju i migraciju MMC, pored
drugih faktora, utice i lokalna koncentracija O2, pogotovo u patoloskim stanjima kada je
poremeéen dotok krvi (Lin i sar., 2017). U nasem istraZivanju je uoéeno da VS-MMC
koje su kutivisane na 3% O imaju veéu sposobnost migracije u poredenju sa ¢elijama
koje su kultivisane na 21% O.. Ranije je pokazano da je kultivacija na 2% O vodila do
povecéane, mada ne statisticki zna¢ajno, mobilnosti VS-MMC (Himal i sar., 2017).
Pored toga, istrazivanje efekata 3% Oz na KS-MMC ukazalo je na stimulaciju njihove
mobilnosti (Busletta i sar., 2011). U naSim istrazivajnima dodatno je pokazano da je
prekultivacija VS-MMC na 3% Oz dovela do znaajnog povecanja migratornog
kapaciteta u scratch testu u poredenju sa celijama kultivisanim na 21% O2. Sli¢no
povecanje éelijske migracije je uoeno kod humanih KS-MMC koje su prekultivisane
na 3% O (Rosova i sar., 2008). lako ovi rezultati impliciraju da bi prekultivacija VS-
MMC na 3% O, mogla biti jedan od pristupa za njihovu potencijalnu upotrebu u
¢elijskoj terapiji, potrebno je sprovesti jo§ opseznijih istrazivanja pre konacnog

zakljucka.

Kako MMC migriraju do mesta otecenja kroz VCM (F. M. Chen i sar., 2011) i
potom pomazu u reparaciji tkiva, u ovim istrazivanjima primenjen je i test mobilizacije
¢elija iz kolagenskih kapi. Dobijeni rezultati ukazali su su da je nivo mobilizacije VS-
MMC bio vi§i na 3% u odnosu na 21% O, iako statisti¢ka zna¢ajnost nije uo¢ena. Kada
su ¢elije prekultivisane na razli¢itim koncentracijama Oz, VS-MMC prekultivisane na
3% O2 su pokazale malo veéu sposobnost da migriraju iz kolagenskih kapi. U okviru
ove disertacije po prvi put ispitivan je uticaj hipoksije na mobilizaciju VS-MMC, s
obzirom da nije zabelezen u do sada objavljenim istrazivanjima. Uzevsi u obzir da je

najrasprostranjenija komponenta VCM pupdanika kolagen (Can i Karahuseyinoglu,
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2007), te da je nedavna studija ukazala na to da VS-MMC migriraju iz pup&anika kroz
endotelski sloj materice (Ebrahim i Leach, 2015, 2016), nasi rezultati bi mozda mogli
dodatno da objasne fizioloSku ulogu ovih ¢elija o kojoj se malo zna. Naime, u materici
vecine sisara nivo O je nizak (Kasterstein i sar., 2013), a hroni¢no niske koncentracije
02 mogu da stimuli§u mobilnost MMC razli¢itim mehanizmima, uti¢uéi na komponente
VCM, hemotakti¢ne faktore, hemokine, integrine 1 druge lokalne faktore (Das i sar.,
2010), te se mozZe se pretpostaviti da bi okolna tkiva mogla da mobilisu VS-MMC za
lokalno obnavljanje. Ipak, tek usavr§avanjem metoda za in vivo praéenje MMC, ovakva

istrazivanja ¢e biti moguca.

Nekoliko signalnih puteva ukljuéeno je u stimulaciju/modulaciju migracije
MMC, medu kojima su MAPK i Wnt/f-catenin signalni put (Li Li i Jiang, 2011; Neth i
sar., 2006). Tako ERK1/2 igra zna¢ajnu ulogu u migraciji MMC, inhibicija tog puta nije
imala efekat na migraciju ovih ¢elija u nekim studijama. Kako bi se analizirali signalni
putevi ukljuéeni u migratorne procese VS-MMC, koriséeni su specifiéni inhibitori
MAPK signalnog puta, PD-98059 i Wnt/g-catenin signalnog puta, PNU-74654.
Utvrdeno je da se sposobnost VS-MMC da migriraju u uslovima obe koncentracije O
nije promenila u prisustvu PD-98059, dok je isti inhibitor znacajno smanjio
mobilizaciju ¢elija iz kolagenskih kapi na obe koncentracije O2. Ovi rezultati sugeriSu
da kinaza ERK1/2 nije uklju¢ena u migraciju VS-MMC, dok je njeno uceiée u
mobilizaciji VS-MMC iz kolagenskih kapi nezavisno od koncentracije O2. S druge
strane, s obzirom da je statisticki zna¢ajno smanjenje oba migratorna procesa uoceno
jedino u prisustvu PNU-74654 pri koncentraciji O2 od 21%, pretpostavlja se da je
Wnt/g-catenin signalni put aktiviran kod VS-MMC tokom migracije i mobilizacije u
standardnim uslovima. Do sada je jedino kod KS-MMC uodeno da migracija
indukovana sa 3% O uklju¢uje, izmedu ostalog i aktivaciju ERK1/2 (Busletta i sar.,
2011), te stoga rezultati u okviru ove disertacije obezbeduju vazan uvid u ucesée
signalnih puteva u migraciji i mobilizaciji VS-MMC na standardnim, laboratorijskim

koncentracijama O, kao ina 3% Ox.

Ve¢ je naglaSeno u istrazivanjima u okviru ove teze da je celijska migracija
kompleksan proces koji ukljuuje remodelovanje VCM, povezano sa aktivacijom
proteolitickih enzima, uPA i MMP (Jean-Dominique Vassalli i sar., 1991; Wolf i

Friedl, 2011). Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije pokazali su da 3% O pojacava
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aktivnost uPA i MMP-2 tokom migracije VS-MMC. Medutim, u prisustvu inhibitora
PD-98059 i PNU-74654 aktivnost uPA je bila znacajno smanjena u uslovima obe
koncentracije O,. Ova zapazanja koreliSu sa gore-pomenutim nalazima s obzirom da
PD-98059 i PNU-74654 smanjuju mobilnost VS-MMC za koju je remodelovanje VCM
neophodno. Moze se pretpostaviti da su ERK1/2 i f-catenin uklju¢eni u mobilnost VS-
MMC i da svoju ulogu ostvaruju preko aktivacije uPA, ali je neophodno dodatno

istraziti ove procese kako bi se razjasnila ova hipoteza.

U ovom istrazivanju uspe$no su neinvazivnim metodama izolovane i umnozene
MMC humanog pupéanika, i potvrdene su specifi¢ne karakteristike koris¢enih MMC u
skladu sa preporukom Medunarodnog drustva za ¢éelijsku terapiju. Analizirani su efekti
specificne mikrosredine na njihova funkcionalna svojstva, i to proinflamatornog
citokina IL-17 na PK-MMC i niskih koncentracija Oz na VS-MMC i utvrdeni
molekularni mehanizmi preko kojih deluju. Dobijeni rezultati pokazali su da IL-17
poveéava migraciju PK-MMC, kao i njihovu transmigraciju kroz endotelsku barijeru i
to posredstvom indukcije ekspresije UPA, preko aktivacije ERK1/2 MAPK. Ova
saznanja ukazuju da je IL-17 jedan od signala ukljuéenih u regrutovanje MMC do
ostecenih tkiva, kako bi se povecala regulacija inflamacije i regeneracije tkiva. lako ovi
rezultati upuéuju na potencijalnu primenu PK-MMC u regenerativnoj medicini, dodatna
opsezna istrazivanja su neohodna kako bi se jasnije razumelo kako specificna
mikrosredina u kojoj MMC obitavaju ili deluju uti¢e na njihova svojstva. Rezultati su
takode pokazali da kultivacija VS-MMC u hipoksi¢nim uslovima na 3% O2, ne uti¢e na
njihov imunofenotip, ali poboljsava njihove osobine u pogledu visokog klonogenog
potencijala i potencijala ekspanzije, kao i povecanja ekspresije markera pluripotentnosti
i pojaCanog migratornog potencijala. Niska koncentracija Oz izmenila je
deferencijacijacioni potencijal i apoptozu dok nije imala efekta na celijski ciklus.
Utvrdeno je, po prvi put, koji su signalni putevi ukljuceni u migratorne procese ovih
éelija. Ova zapazanja pruzaju bolji uvid u osobine VS-MMC i ukazuju na to da bi
kultivacija VS-MMC na 3% Oz mogla poveéati njihov terapijski potencijal. Ipak, veoma
je vazno ista¢i da biologija MMC jo$ uvek nije u potpunosti poznata, to su heterogene
grupe ¢éelija koje imaju malu proporciju multipotentnih MMC (Phinney, 2012), &ak i

unutar istog tkiva zdravih osoba; identitet izolovanih MMC se ne moZe uzeti sa
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sigurnos$éu: metodologija i uslovi kultivacije uticu na njihove osobine otud i nuznost za

daljim istrazivanjem u okviru ove oblasti.

Cinjenica da je do sada registrovan veliki broj klini¢kih studija sa MMC
izolovanim iz razli¢itih tkiva, ¢iji se efekti ispituju kod pacijenata sa brojnim
oboljenjima ukazuje ne samo na njihov terapijski potencijal ve¢ i na mogucnost
bezbedne primene ovih Celija. Ipak, najveéi broj studija je u I i Il fazi klinickih
testiranja, tako da pre odobrene upotrebe MMC u ¢elijskoj terapiji i regenerativnoj
medicini treba prevazi¢i mnogobrojne prepreke. Najznacajnije medu njima su pitanje
bezbednosti primene MMC, kvaliteta i broja izolovanih MMC adekvatnog za terapiju,
kao i efikasnost transplantacije i delovanja primenjenih ¢éelija bez Stetnih posledica po
pacijente. Stoga se uz saznanja o biologiji i terapijskom potencijalu MMC i njihovog
odnosa sa mikrosredinom u kojoj se nalaze, razvijaju i novi pristupi terapiji zasnovanoj
na MMC sa ciljem da se éelije inkorporiraju, integri§u i pravilno funkcioni$u na
zeljenom mestu u organizmu. Ti sistemi ukljuéuju koriséenje MMC u kombinaciji sa
prirodnim ili biosintetickim nosadima razli¢itih osobina koji podrazavaju VCM
specificne mikrosredine (Hiew i sar., 2018; Lutolf i sar., 2009; Pennesi i sar., 2011);
koris¢enje modifikovanih MMC na genskom nivou, ,,pre-kondicioniranje* MMC sa
odgovaraju¢im stimulusima (Ren i sar., 2012), koris¢enje kombinovane celijske terapije
1/ili standardizovanje protokola za dobijanje prec¢iS¢enih i dobro definisanih populacija
MMC (Nicodemou i  Danisovic, 2017) ili MMC sa Zeljenim imunoloskim
karakteristikama (Sivanathan i sar., 2015). Pored toga, razumevanje odnosa i interakcija
MMC i lokalne mikrosredine omoguéiée uvid u to na koji na¢in su odredene MMC
primenjljive u le¢enju konkretne bolesti. Na primer, vrlo su aktuelna istrazivanja za
ciljano le¢enje tumora, koja se ispituju na Zivotinjskim modelima pomoéu MMC kao
éelijskih sistema za isporuku antikancerskih agenasa (Amara i sar., 2014; Durinkova i
sar., 2014). lako je ova oblast jo$ uvek na pocetku razvoja, na osnovu svega navedenog
neminovno je su adultne MMC buduénost éelijske terapije i regenerativne medicine, ali
tek nakon potpunog razumevanja mehanizama njihovog delovanja i na¢ina na koje su

oni u specificnim sredinama regulisani i modulisani.
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U skladu sa postavljenim ciljevima, iz rezultata dobijenih u okviru ove disertacije

mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1.

PK-MMC i VS-MMC je mogucée izolovati metodom centrifugiranja u gradijentu

gustine odnosno metodom eksplanta i odrzavati u kulturi;

Izolovane MMC su okarakterisane na osnovu sposobnosti adhezije za plastiku,
ekspresije specificnih povrSinskih mezenhimskih markera 1 multipotentnog
potencijala diferencijacije u osteogenu, hondrogenu i adipogenu lozu. Kod
izolovanih MMC potvrdena je i ekspresija embrionalnih markera/markera

pluripotentnosti, NANOG, OCT4, SOX-2 i SSEA4;

Ispitivanja efekata proinflamatornog ciokina IL-17 na regulaciju migratornih
svojstva PK-MMC pokazala su da IL-17 pojadava migraciju i mobilizaciju PK-
MMC posredstvom uPA-e na nain zavisan od aktivacije ERK1/2 MAPK;

Stimulatorni efekti koje 1L-17 ostvaruje na migraciju PK-MMC praceni su
promenama u citoskletu ovih ¢elija, koje se ogledaju u orijentisanju F-aktina i y-
tubulina ka zagrebanoj povrSini 1 dovode do polarizacije celija, ali 1

lokalizacijom uPA u ¢elijskim protruzijama;

IL-17 pozitivno regulide adheziju PK-MMC na endotelske ¢éelije delujuéi na oba
tipa éelija, i posledi¢no pojacava transendotelsku migraciju PK-MMC zavisno
od aktivacije uPA. Aktivnost uPA i njena interakcija sa ¢elijskom povr§inom,
posreduju sposobnosti IL-17 da poveéa adheziju PK-MMC za fibronektin
podendotelske bazalne membrane ¢ime je obezbedena endotelska propustljivost

1 invazija ¢elija u ciljno tkivo.

Kultivacija VS-MMC u hipoksi¢nim uslovima na 3% Oz, ne uti¢e na njihov
mezenhimski fenotip, ali moduliSe njihov diferencijacioni potencijal. Hipoksicni
uslovi stimuliSu adipogenu 1 hondrogenu, dok smanjuju osteogenu

diferencijaciju VS-MMC;

Izlaganje VS-MMC uslovima od 3% O poboljsava njihovu ,,mati¢nost u

smislu povecanja ekspresije embrionalnih markera NANOG, OCT4, SOX-2 kao i
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proliferativnog i klonogenog potencijala ¢elija. U uslovima niske oksigenacije,
kvalitet ovih ¢elija je ouvan s obzirom da 3% O dovodi samo do tranzijentne

promene u ¢elijskom ciklusu 1 §titi od apoptoze;

8. Migratorni kapacitet VS-MMC, kao i aktivnost proteolitickih enzima poveéani
su u ispitivanim hipoksi¢nim uslovima od 3% O2. Medutim, Ssmanjena
oksigenacija nema uticaja na aktivaciju specifiénih signalnih puteva u ovim
procesima, s obzirom da ERK1/2 MAPK posreduje mobilizaciji VS-MMC iz
kolagena nezavisno od koncentracije Oz, dok se Wnt/S-catenin put aktivira
tokom migracije i mobilizacije u standardnim uslovima. Pored toga, aktivnost
uPA kod VS-MMC posredovana je aktivacijom oba signalna puta, ali takode na

nacin nezavisan od koncentracije Oz.
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PRILOG- SPISAK SKRACENICA

ACT1 (od engl. activator 1) — aktivator 1
ALP (od engl. alkaline phosphatase)- alkalna fosfataza

BCIP/NBT- (5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate/p-nitroblue tetrazolium chloride)-
hromogen za alkalnu fosfatazu

bFGF (od engl, basic fibroblast growth factor) — bazi¢ni faktor rasta fibroblasta

bHLH (od engl helix-loop-helix) -bazi¢ni heliks-petlja-heliks

BSA (od engl. bovine serum albumine) — albumin govedeg seruma

CCL- hemokin (C-C motiv) ligand

CCR-C-C hemokinski receptor

cDNK (od engl, complementary DNA) — DNK komplementarna molekulu RNK

CFE (od engl. colony forming efficiency) — efikasnost formiranja kolonija

CFU (od engl colony-forming unit)- jedinica formiranja kolonija

CFU-F (od engl colony-forming unit- fibroblast)- jedinica formiranja kolonija-
fibroblast

CTLA-8 (od engl cytotoxic T lymphocyte antigen 8)- antigen citotoksi¢nih T limfocita
CXCR- receptor za C-X-C hemokine

DAPI- 4',6-diamidin-2-fenilindol
DMEM (od engl. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)- medijum za kultivaciju ¢elija
DMSO- dimetil sulfoksid

E-ACA- e-amino kapronska kiselina, inhibitor proteaza

ECGS (od engl endothelial cell growth supplement)- suplement za rast endotelskih
Celija

ECL (od engl. enhanced chemiluminescence reagent system)- sistem reagensa za
pojacanu hemiluminiscencu

EDTA (od engl. ethylenediaminetetraacetic acid) - etilendiamintetrasir¢etna kiselina

EGF (od engl. endotelial growth factor)- endotelski faktor rasta



EM- endotelske Celije

EMC- embrionalne mati¢ne éelije

EPO- eritropoetin

ERK (od engl. extracellular signal-regulated kinases) — kinaze regulisane vancelijskim

signalima

FBS (od engl Fetal Bovine Serum)- fetalni govedi serum
FIH-1 (od engl factor-inhibiting HIF-1) — faktor koji inhibira HIF
FITC- fluorescein izotiocijanat

GAPDH- gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza
G-CSF (od engl. granulocyte-colony stimulating factor) faktor stimulacije kolonije
granulocita

GVHD (od engl. graft vesrsus host disease) — bolest ,,kalem protiv domacina“

HGF (od engl hepatocyte growth factor)- faktor rasta hepatocita

HIF (od engl. hypoxia-inducible factor) - faktor indukovan hipoksijom

HLA (od engl. human leukocyte antigen)- humani leukocitni antigen

HMC- hematopoetske matiéne ¢elije

HRE (od engl, hypoxia response elements) — elementi u genomu responsivni na
hipoksiju

HRP (od engl. horseradish peroxidase) - peroksidaza rena

hUVEC (od engl, human umbilical vein endothelial cell) — humane endotelske celije

vene pupcanika

IBMX- 3-izobutil-1-metilksantin

ICAM- (od engl. intercellular adhesion molecule 1)- unutaréelijski adhezivni molekul
IDO- indolamin 2,3-dioksigenaza

IF- imunofluorescenca

IGF (od engl. insulin-like growth factor)- insulinu sli¢an faktor rasta

IKK- IxB kinaza

IL- interleukin


https://en.wikipedia.org/wiki/Intercellular_adhesion_molecule

INKT- invarijantne NKT ¢elije
IPMC- indukovane pluripotentne mati¢ne ¢elije
IRNK- informaciona RNK

IVF- vestacka in vitro fertilizacija

KS-MMC- matié¢ne éelije kostne srzi

LPL-lipoproteinska lipaza

MAPK (od engl. mitogen-activated protein kinase) - mitogenom aktivirana proteinska
kinaza

MCP1- (od engl. Monocyte chemotactic protein-1)- hemoatraktantni protein monocita-
1

MC- matiéne éelije

MHC (od engl. major histocompatibility complex) - glavni kompleks
histokompatibilnosti

MIF (od engl, macrophage migration inhibitory factor) - inhibitorni faktor migracije
makrofaga

MMC- mezenhimske mati¢ne ¢elije

MMP- matriksna metaloproteinaza

MNC- mononuklearne ¢elije

MT-1 MMP - membranski tip MMP

MTOC (od engl. microtubule organizing center) - centar organizacije mikrotubula
MTT - 3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2,5 difenil-tetrazolijum bromid

NFxB — nuklearni faktor xB; transkripcioni faktor

NK ¢elije (od engl. Natural killer cells) — prirodne ¢elije ubice

Ocn (od engl. Osteocalcin) — osteokalcin, transkripcioni faktor uklju¢en u osteogenu
diferencijaciju
ODD domen (od engl. oxygen-dependent degradation) - domen za degradaciju koji je

zavisan od O2



OPN- osteopontin

PAI1 (od engl. Plasminogen Activator Inhibitor-1) — inhibitor aktivatora plazminogena-1
PAS (od engl. periodic-aryl hydro- carbon receptor nuclear translocator-single-
minded, Per—Arnt-Sim) — domen HIF transkripcionog faktora

PBS (od engl. Phosphate Buffer Saline) —fizioloski rastvor puferovan fosfatnim
puferom

PCR (od engl. Polymerase Chain Reaction) — reakcija lan¢anog umnoZzavanja

PC- protoc¢na citometrija

PDL-1 (od engl, programmed death ligand 1) — ligand programirane smrti-1

PDGF (od engl. platelet-derived growth factor)- faktor rasta krvnih plo¢ica

PDT (od engl. population doubling time)- vreme dupliranja ¢elijske populacije

PE (od engl. Phycoerythrin) -fikoeritrin

PGE2- prostaglandin E2

PHD (od engl. prolyl hydroxylase protein) - prolil-hidroksilaza

P1 (od engl. Propidium lodide)- propidijum- jodid

P1-3K- PI1-3 kinaza

PMSF (od engl. phenylmethanesulphonylfluoride) — fenil metan sulfonil fluorid

PNPP- p-nitrofenil fosfat

PPARy-(od engl. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma)- transkripcioni
faktor uklju¢en u adipogenu diferencijaciju

Q-RT-PCR- kvantitativni RT-PCR

RIPA (od engl. Radioimmunoprecipitacion buffer) — pufer za lizu ¢elija za izolaciju
membranskih i citosolnih proteina

RNK - ribonukleinska kiselina

RT-PCR (od engl. Reverse-transcriptase Polymerase chain reaction)- reversno
transkriptazna lancana reakcija umnozavanja

Runx2/Cbfal (od engl. Runt-related transcription factor 2/Core-binding factor subunit

alpha-1) — transkripcioni faktor ukljucen u regulaciju osteogene diferencijacije

SDS (od engl. Sodium Dodecyl Sulphate) — natrijum dodecil sulfat



SDS-PAGE (od engl. Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis)
- SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza

SDF-1 (od engl, stromal cell derived factor)- faktor stromalnih ¢elija

SEFIR (od engl, similar expression of fibroblast growth factor genes and IL-17Rs,
SEF/IL-17R) — motiv u intraéelijskom domenu IL-17R, homolog TIR familiji receptora
SEM- standardna greska

TAD- transaktivacioni domen

TAE- Tris-acetatni-EDTA pufer

TBS (engl. Tris-Buffered Saline) - fizioloski rastvor puferovan Tris-om

TGF-B (od engl transforming growth factor B)- faktor transformacije rasta- 3

Th (od engl. T helper)— pomoc¢nicke T Celije

TILL (od engl. TIR-like loop) — petlja nalik TIR, C-terminalni region SEFIR domena
IL-17R koji pokazuje sli¢nost sa TIR domenom

TIMP- inhibitor metaloproteinaze

TLR (od engl. toll -like receptor) — receptor nalik toll-u

TNF-a (od engl tumor necrosis factor-a)- faktor nekroze tumora-a

TPA (od engl. tissue plasminogen activator) aktivator plazminogena

TRAF (od engl. TNFR-associated factor) - faktori povezani sa TNFR

TRITC- tetrametilrodamin

TSG-6 (od engl, tumor necrosis factor-inducible gene- 6) -TNF inducibilni gen-6
TTBS- Tween-20 u TBS-u

uPA (od engl. urokinase-type plasminogen activator) - urokinaza, aktivator
plazminogena

UPAR- receptor za uPA

VCAM-1 (od engl. vascular cell adhesion protein 1) —vaskularni celijski adhezivni
molekul-1

VCM- vanéelijski matriks

VEGF (od engl vascular endothelial growth factor) — vaskularni endotelni faktor rasta

VHL- Von Hippel-Lindau protein, E3 ubikvitin- ligaza



VLA-4 (od engl. very late antigen-4)- integrin T limfocita
VS- Vartonova sluz
VS-MMC- mezenhimske mati¢ne éelije vartonove sluzi

WB- western blot

a-SMA (od engl. a-smooth muscle actin) — aktin miSi¢nih Celija

Vi
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Mpunor 1.

MNoTtnucaHa XpuctnHa H. O6pagosuh

6poj nHaekca M3009/2012

UsjaB/byjem
3 je AOKTOPCKA AMcepTaumja nog HacA0BOM

dyHKUMOHANHA KapaKTepu3aumnja NpUMapHUX Me3eHXMMCKUMX MmaTuuHunx heamja y
NPOUHGNAMATOPHUM U YC/IOBUMA U3MEHEHE OKCUreHauuje

® PE3yNTaT CONCTBEHOI UCTPAXXMBAYKOT paaa,

® [a npepsioXeHa gucepTtauumja y UeAWHWU HU Yy AeNoBMMa Huje buna npeanoXKeHa 3a
fobuvjatbe 6MN0  Koje AuMnaome npema  CTYAMjCKMM  MporpamuMma  Apyrux
BMCOKOLLUKO/ICKMX YCTaHOBa,

® /1a CYy pe3yNnTat KOPEeKTHO HaBeaeEHU U

® [a HMCam Kpwwuo/na ayTopcka MpaBa U KOPWUCTUO WMHTENEKTyasHy CBOjUHY ApPYrux
nmua.

MoTtnuc AoKTOpaHaa

Y Beorpaay,




Mpwunor 2.

Mme n npesnme aytopa XpuctnHa H. O6pagosuh
Bpoj uHaekca M3009/2012
Ctyavjckn nporpam  MoneKynapHa 6uonoruja eykapuora

Hacnos paga ®yHKUMOHANHA KapaKTepusaumja NPUMapHUX Me3eHXMMCKUX
maTtuuHux henumja y npouHpaamaTopHUM U yCI0BMMaA U3MEtbeHEe OKCUreHaumje

MeHTOpH Op Fopaana Martuh, pegosHu npodecop,
Buonowkn dakyntet, YHUBep3autet y beorpagy
Ap AvaHa byrapcku, HayYHU CaBeTHUK,
MHCTUTYT 33 MeAULMHCKA UCTPaXKMBakba,

YHusep3utet y beorpaay

MoTnucaHa XpuctuHa H. O6pagosuh

M3jaB/byjem Aa je WTamnaHa Bep3nja MOr 4OKTOPCKOr paja MCTOBETHA eNeKTPOHCKOj BEP3nju
Kojy cam npegao/na 3a o6jaB/bMBarbe Ha noptany [AurutanHor penosutopujyma
YHusep3urerta y beorpaay.

[o3Bo/baBam ga ce objaBe MOjU NMYHKM MOJaum Be3aHu 3a gobujarbe aKkaLeMCKOr 3Bakba
[AOKTOPa HayKa, Kao WTo Cy MMe U Npe3nme, roamHa 1 mecto poherba n gatym ogbpaHe paga.

OBV IMYHM MOJALM MOTY ce 00jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHMLAMa AurMTanHe 6ubnvoteke, y
e/IeKTPOHCKOM KaTasory 1y nybankaumjama YHusepsuTteTa y beorpaay.

MNoTnuc aoKTopaHaa

Y Beorpaay,




Mpwunor 3.

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubanoteky ,Csetosap MapKkosnh® pga y [AurutantHu
penosntopujym YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AMcepTaumjy nog Hacl10BOM:

dyHKUMOHANHA KapaKTepM3auMja NPUMapHUX Me3eHXMMCKMX MatuuHux hennja y
NPOUHGNAMATOPHUM U YCNOBMMA U3MEHEHE OKCUreHauuje

KOja je Moje ayTOpPCKO Aeno.

OuncepTaumjy ca cBum NpuaosvMma npenao/na cam y enektpoHckom dbopmaTty NorogHom 3a
TPajHO apxuBupatLe.

Mojy [OKTOpPCKY AgucepTaumjy noxpakbeHy y OurutanHu penosutopujym YHuBepsuTeta y
beorpaay mory aa Kopucte CBM KOju NOWTYjy oapenbde cafprKaHe y ogabpaHoM TUNy nnueHue
KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oaay4uno/na.

1. AytopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjaHO
@ AyTopcTBO — HeKoMmepumjanHo — 6e3 npepase

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjASIHO — AeNNTU NOL UCTUM YCNOBUMA
5. AyTopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AENWUTU NOA, UCTUM YC/I0BUMA

(Monumo Aa 3a0KpyKuTe camo jeaHy oA, WwecT NoHyheHUx AnueHUM, KpaTak Onuc AMLeHUM
A0arT je Ha nonehunHu nnucra).

MoTnuc goKkTopaHaa

Y beorpagy,




