UNIVERZITET U BEOGRADU
STOMATOLOSKI FAKULTET

Nebojsa A. Nikoli¢

IZOLACIJA | KARAKTERIZACIJA
HUMANIH MATICNIH CELIJA PULPE
MLECNIH ZUBA

doktorska disertacija

Beograd, 2012



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF DENTISTRY

Nebojsa A. Nikoli¢

ISOLATION AND CHARACTERISATION OF
HUMAN DENTAL PULP STEM CELLS
FROM DECIDUOUS TEETH

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2012



Mentori:

Naucni savetnik dr Diana Bugarski, Univerzitet u Beogradu, Institut za medicinska
istrazivanja

Prof. dr Jelena Mila$in, Univerzitet u Beogradu, Stomatoloski fakultet

Komisija

Doc. dr Vanja Petrovi¢, Univerzitet u Beogradu, Stomatoloski fakultet

Prof. dr Vesna Danilovi¢, Univerzitet u Beogradu, Stomatoloski fakultet

Prof. dr Pavle Andus, Univerzitet u Beogradu, Bioloski fakultet

Datum odbrane:



ZAHVALNICA

Veliku zahvalnost dugujem mom mentoru, dr Diani Bugarski, nau¢nom savetniku
Instituta za medicinska istrazivanja 1 izuzetnom stru¢njaku, koja me je uvela u svet
maticnih Celija 1 otvorila vidike u tom, danas toliko znacajnom polju biomedicinskih
nauka.

Takode, ogromnu zahvalnost dugujem dr Aleksandri Krsti¢, nau¢nom saradniku
Insituta za medicinska istrazivanja, na velikom angazovanju 1 nesebi¢noj pomo¢i od
samog pocetka izrade doktorske disertacije pa sve do njenih zavr$nih faza.

Izrada disertacije bila je omogucena sredstvima projekta 175062 Ministarstva
prosvete i nauke Ciji je rukovodilac dr Diana Bugarski.

Veliku zahvalnost dugujem svom komentoru prof. dr Jeleni MilaSin kao i svim
¢lanovima komisije Ciji su saveti takode doprineli da se ova disertacija realizuje 1
unapredi.

Zahvalnost iskazujem 1 svojoj porodici na strpljenju i velikoj i1 konstantoj podrsci.



SAZETAK

1IZOLACIJA I KARAKTERIZACIJA HUMANIH MATICNIH CELIJA PULPE
MLECNIH ZUBA

U poslednje dve decenije, biologija mati¢nih ¢elija je postala izuzetno vazno polje
za razumevanje procesa regeneracije tkiva i implementacije principa regenerativne
medicine 1 tkivnog inzenjerstva u klinicku praksu. lako pluripotentni potencijal
embrionalnih mati¢nih ¢elija daje najvec¢e mogucénosti za njihovu potencijalnu primenu,
pokrenute rasprave o etici takvih istraZivanja, kao i usvojena zakonska reSenja u mnogim
zemljama su ogranicila njihovo koriS¢enje 1 usmerili su istraZzivanja ka pronalasku
drugih izvora mati¢nih ¢elija. Adultne maticne Celije su specijalizovane mati¢ne celije
nadene u mnogim tkivima odraslog organizma, u kojima imaju ulogu u odrzavanju
tkivne homeostaze. Izolacija mati¢nih ¢elija iz dentalnih tkiva opisana je prvi put 2000.
godine, kada su izolovane mati¢ne ¢elije iz pulpe stalnih zuba, a kasnije su opisane i
maticne ¢elije izolovane iz pulpe mlecnih zuba (MMZ), mati¢ne ¢elije iz periodontalne
membrane, mati¢ne c¢elije iz apikalne papile i1 progenitorske Celije iz dentalnog folikula.
Ove populacije adultnih Celija ispoljavaju sve osobine mezenhimalnih mati¢nih ¢elija,
ukljucujuéi sposobnost samoobnove 1 multipotentni potencijal diferencijacije, Sto uz
laku dostupnost tkiva i rutinskih procedura kojima se ¢elije mogu dobiti, otvara nove
mogucnosti za klinicku primenu u okviru regenerativne stomatologije i medicine.

Istrazivanja obuhvac¢ena ovom disertacijom imala su za cilj izolovanje, identifikaciju
1 karakterizaciju multipotentnih mezenhimalnih mati¢nih ¢elija poreklom iz pulpe
mlecnih zuba, ispitivanje njihovog oporavka i vijabilnosti nakon krioprezervacije, kao i
uticaj mikrookruzenja na proliferaciju ovih ¢Celija.

Dobijenirezultati supokazali da se metodom enzimske digestije izpulpe mlecnih zuba
uspesno izoluju mezenhimalne mati¢ne ¢elije koje nakon krioprezervacije 1 odledivanja

pokazuju visok stepen oporavka i vijabilnosti. One imaju visok klonogeni potencijal,



preko 80% kada su zasejavane u niskim koncentracijama, a proliferativni kapacitet
tokom kratkotrajnih kultura pokazao je da se broj ¢elija nakon dva dana inkubacije
dvostruko povecava, a sedmog dana inkubacije Sest puta. Tokom dugotrajnog kultivisanja
odredivano je vreme dupliranja populacije, koje je iznosilo od 50 do 80 sati i ukazalo da
je proliferativni kapacitet MMZ o¢uvan tokom dugotrajne kultivacije i ekspanzije, da se
vreme dupliranja populacije povecava u toku dugotrajne kulture ¢elija, ali i da zavisi od
pocetne koncentracije ¢elija. MMZ eksprimiraju karakteristicne membranske markere,
CD105, CD90, CD44 1 STRO-1 kao 1 intracelularne mezenhimalne markere a-SMA
1 vimentin, a ne eksprimiraju karakteristicne hematopoetske markere CD34, CD11b,
CD33, CD45 1 CD235. MMZ poseduju multipotentni potencijal diferencijacije, jer su
nakon kultivacije u odgovaraju¢im indukcionim medijumima diferentovale u pravcu
osteogenih, hondrogenih, adipogenih i miogenih ¢elija. Ispitivanjem pojedina¢nih efekata
IL-171bFGF naproliferaciju MMZ utvrdeno je dailL-17 1 bFGF ispoljavaju stimulatorni
efekat na rast ovih ¢elija, pri cemu je stimulatorni efekat bFGF na proliferaciju MMZ
bio jae izrazen, a njihova kombinacija je dovela do najveceg povecanja broja ¢elija.
Dobijeni rezultati ukazuju da pulpa mle¢nih zuba predstavlja optimalan izvor lako
dostupnih adultnih mati¢nih ¢elija sa velikim potencijalom za upotrebu u regenerativnoj

medicini 1 stomatologiji.
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mesenchymal stem cells, dental stem cells, SHED, tooth regeneration, CFU-F,

proliferation, cryopreservation, multilineage differentiation, FGF, IL-17
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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERISATION OF HUMAN DENTAL PULP STEM
CELLS FROM DECIDUOUS TEETH

In the past two decades stem cell biology has become a very important field for the
understanding of tissue regeneration and implementation of the principles of regenerative
medicine and tissue engineering in clinical practice. Although the pluripotent potential
of embryonic stem cells for differentiating into specialized cell types carries the most
potential for their use, arguments about the ethics of embryonic stem cell research and
current legal regulations in many countries have limited their use and forced researchers
to seek out other sources of stem cells.

Adult stem cells are specialized cells found in many tissues, where their role is
to keep tissue homeostasis. Stem cells of dental origin were initially isolated in 2000,
when stem cells from the pulp of permanent teeth were isolated. Later stem cells from
the pulp of exfoliated deciduous teeth (SHED) were isolated, as well as stem cells from
the periodontal ligament, apical papilla and dental follicle. They posses the properties
of mesenchymal stem cells, including the potential to selfrenew and the ability to
differentiate into a variety of specialized cell types, which opens new possibilities for
clinical procedures in regenerative dentistry and medicine, considering that they are so
readily available.

The aim of this dissertation was to isolate, identify and characterise multipotent
mesenchymal stem cells from the pulp of deciduous teeth, investigate their recovery and
viability after the cryopreservation, and to explore the influence of the microenviroment
on the proliferation of these cells.

The results showed that the enzyme digestion method can be used for the sucssesful
isolation of stem cells from the pulp of deciduous teeth and that these cells show a

high level of recovery and viability after cryopreservation and thawing. They have high



clonogenic potential, above 80%, when cultured in small concentrations, and short-
term proliferative potential showed a two-fold increase in cell number after two days
of culturing, and six-fold after seven days. During long-term culturing, the population
dubling time, which varied from 50 to 80 hours, showed that proliferative capacity
was retained in long-term cultivation and expansion, that the population doubling
time increased during this period and depended on the number of seeded cells. SHED
expressed membrane mesenchymal stem cell markers, CD105, CD90, CD44 and
STRO-1, as well as intracellular mesenchymal markers a-SMA and vimentin, but did
not show the expression of hematopoietic markers CD34, CD11b, CD33, CD45 and
CD235. SHED posses the multipotent differentiation potential because after cultivation
in the appropriate induction medium they differentiated into osteogenic, chondrogenic,
adipogenic and myogenic cells. Investigation of the effects of IL-17 and bFGF on the
proliferation of SHED showed that both IL-17 and bFGF have a stimulating effect on
the proliferation of these cells, where FGF had a stronger stimulating effect, while in
combination they showed the highest increase in cell number.

The results of this dissertation show that the pulp of deciduous teeth is an optimal
source of easily accessible adult stem cells with a high potential for application in

regenerative medicine and dentistry.

Keywords:

mesenchymal stem cells, dental stem cells, SHED, tooth regeneration, CFU-F,
proliferation, cryopreservation, multilineage differentiation, FGF, IL-17

Scientific field: Dentistry and biology

Specialized scientific field: Stem cells
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1. UVOD

1.1. MATICNE CELIJE

Maticne ¢elije su izvorne ¢elije organizma sisara, koje postoje na svakom stepenu
razvi¢aod oplodenejajne ¢elije do odraslogorganizma. U poslednje dve decenije, biologija
mati¢nih ¢elija je postala izuzetno vazno polje za razumevanje procesa regeneracije
tkiva 1 implementacije principa regenerativne medicine 1 tkivnog inZenjerstva u
klinicku praksu. Sam pocetak istrazivanja mati¢nih ¢elija vezuje se za rani dvadeseti
vek kada je po prvi put objavljena hipoteza da je jedna mati¢na Celija prethodnica svih
hematopoetskih ¢elija 1 kada su uradeni prvi pokusaji leCenja pacijenata obolelih od
teSkih oboljenja krvi pomocu kostne srzi, koja je neuspesno davana pacijentima oralno.
Tvorcima nauke o mati¢nim c¢elijjama smatraju se Ernest McCulloh 1 James Till, koji
su pocetkom Sezdesetih godina proSlog veka u sada klasi¢nim eksperimentima (Till
1 McCulloch, 1961), omogucili prvu funkcionalnu identifikaciju mati¢nih celija u
hematopoetskom sistemu i na taj na¢in postavili temelj za dalja istraZivanja na adultnim
1 embrionalnim mati¢nim ¢elijama.

Po opstoj definiciji, mati¢ne Celije predstavljaju nespecijalizovane ¢elije koje imaju
sposobnost samoobnavljanja sopstvene populacije 1 mogucnost diferenciranja u veci
broj specijalizovanih ¢elija. U ranim fazama embrionalnog razvoja od matic¢nih celija
nastaje veliki broj specijalizovanih, zrelih Celija koje grade tkiva i organe. Medutim,
tokom rasta 1 razvoja, mati¢ne Celije ne nestaju iz organizma, ve¢ opstaju u telu 1 ¢ine
rezervu koja omogucava da se svakodnevno vrsi oporavak ostecenih ili ostarelih tkiva.

Samoobnavljanje sopstvene populacije i usmerena diferencijacija su karakteristike
koje definiSu mati¢ne celije 1 razlikuju ith od drugih tipova celija. Samoobnavljanje
je sposobnost mati¢nih ¢elija da se dele tokom dugog vremenskog perioda 1 stvaraju

nove mati¢ne celije, pri ¢emu najmanje jedna kcerka celija poseduje identiCan



potencijal samoobnove i diferencijacije kao majka ¢elija. Za rani embrionalni period
karakteristicne su simetricne deobe celija kada maticna ¢elija daje dve identi¢ne
kéerke ¢elije. Kasnije u toku razvoja, kao i kod odraslog organizma u cilju odrzavanja
homeostaze, mati¢ne Celije se dele asimetri¢no, pri ¢emu nastaje po jedna identi¢na
kéerka ¢elija i druga koja je usmerena ka diferencijaciji.

Druga karakteristicna osobina mati¢nih ¢elija je njihova sposobnost da se u
odgovaraju¢im uslovima, prema potrebama organizma, opredeljuju za diferencijaciju u
odredenom pravcu, produkujuéi specijalizovane zrele ¢elije. Mati¢ne ¢elije mogu imati
razli¢ite potencijale diferencijacije, ukljucujuci:

- totipotentnost zigota - mati¢nih ¢elija koje nastaju po oplodenju i mogu se diferencirati
u bilo koji ¢elijski tip;

- pluripotentnost embrionalnih mati¢nih ¢elija - mati¢ne Celije potomeci totipotentnih
¢elija, iz kojih se mogu razviti prakti¢no sva tkiva organizma;

- multipotentnost somatskih mati¢nih ¢elija - fetalne/adultne mati¢ne Celije ili tkivno-
specificne matic¢ne ¢elije, iz kojih nastaju specijalizovana tkiva;

- unipotentnost mati¢nih ¢elija - produkuju samo jedan tip ¢elija, ali zadrzavaju
sposobnost samoobnove.

Maticne ¢elije koje se danas koriste u istrazivanjima se ¢esto oznac¢avaju i na osnovu
tkiva iz koga se izoluju, te na osnovu takve klasifikacije razlikujemo:

- embrionalne mati¢ne celije koje se dobijaju iz embriona u ranim stadijumima
razvoja;

- fetalne mati¢ne celije koje se izoluju iz tkiva fetusa (nakon abortusa);

- umbilikalne matic¢ne ¢elije koje se izoluju iz krvi 1 pihtijastog vezivnog tkiva pupCane
vrpce nakon porodaja;

- adultne mati¢ne ¢elije koje se izoluju iz mnogih tkiva odraslog organizma;

- indukovane pluripotentne mati¢ne celije (iPS), nova vrsta laboratorijski izvedenih
maticnih ¢elija, kada se funkcionalno zrele ¢elije (n.pr. koze) genetski “reprogramiraju”

1 sti€u osobine embrionalnih mati¢nih ¢elija.



1.1.1. HUMANE EMBRIONALNE MATICNE CELIJE

Embrionalne mati¢ne ¢elije su pluripotentne ¢elije od kojih nastaju gotovo sve Celije
organizma (Vazin 1 Freed, 2010). Humane embrionalne ¢elije izoluju se iz embriona u
stadijumu blastociste, koji se formira oko petog dana nakon oplodnje i sastoji se od
50-150 ¢elija. To je period u kome celije poseduju pluripotentni potencijal, nakon
¢ega u periodu gastrulacije pocCinje diferencijacija u pravcu tri klicina lista: ektoderm,
endoderm 1 mezoderm, od kojih kasnije nastaje viSe od 220 tipova celija odraslog
organizma - ¢elije nervnog sistema (neuroni, glija ¢elije 1 oligodendrociti), osteoblasti,
hondrociti, keratinociti, endotelne celije, ¢elije nadbubrezne Zlezde, skeletne misi¢ne
¢elije, progenitori hematopoeze, hepatociti, pankreatociti, sr¢ane 1 miSi¢ne ¢elije (Slika
1). Osnovne funkcionalne karakteristike embrionalnih celija su: a) sposobnost da u
nediferenciranom stanju mogu skoro neogranic¢eno da odrzavaju proliferativni potencijal
(Brandenbergerisar.,2004); b) moguc¢nost diferencijacije u specificne ¢elije svatriklicina
lista. Tanka granica izmedu samoobnavljanja 1 opredeljenog puta diferencijacije lezi u

intracelularnim kontrolnim mehanizmima, kao 1 u signalima specifi¢ne mikrosredine.
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Slika 1. Pluripotentnost embrionalnih mati¢nih ¢elija. U periodu blastociste
embrionalne mati¢ne ¢elije poseduju pluripotentni potencijal diferencijacije u sva tri
klicina lista, ektoderm, mezoderm i endoderm, od kojih kasnije nastaje vise od 220
tipova celija odraslog organizma (Modifikovano prema: Salem HK, Thiemermann C.
Mesenchymal stromal cells: current understanding and clinical status. Stem Cells. 2010

Mar 31;28(3):585-96.)

Istrazivanja embrionalnih mati¢nih ¢elija zapocela su Sezdesetih godina proslog veka
tokom proucavanja jedne vrste kancera, teratokarcinoma, kada je uoceno da se iz ovog
kompleksnog tumora mogu izolovati 1 pojedina¢ne nediferencirane i nespecijalizovane
¢elije koje su pokazivale sposobnost da diferenciraju u razli¢ite ¢elijske tipove, 1 koje
su nazvane embrionalnim karcinomskim c¢elijjama, (Kleinsmith i1 Pierce, 1964). Dalja
istrazivanja kod eksperimentalnih zivotinja dovela su do otkri¢a embrionalnih mati¢nih
¢elija pocetkom 80-tih godina. Po prvi put, embrionalne mati¢ne cCelije izolovane

.....

Kaufman, 1981; Martin, 1981). Humane embrionalne ¢elije prvi put su opisane mnogo



kasnije kada je objavljena metoda njihove izolacije i kultivisanja iz humanih blastocista
(Thomson i sar., 1998). Najcesci izvor embrionalnih mati¢nih ¢elija koje se danas
koriste u istrazivanjima su blastociste koje se odbacuju nakon in vitro fertilizacije u
procesu vantelesne oplodnje. Iz unutrasnje ¢elijske mase blastociste izdvajaju se Celije
koje se zasejavaju in vitro u specificnom diferencijacionom medijumu, u kome se dalje
formiraju agregati, koji se nazivaju embrioidna telasca i sastoje se od ¢elija sva tri klicina
lista (Reubinoff i sar., 2000, Cowan i sar., 2004). U ovim telascima, koja na odredeni
nacin podsec¢aju na rani embrionalni razvitak, svaka ¢elija, u zavisnosti od lokacije, je
okruzena razli¢itim uslovima mikrosredine, odnosno do nje dopiru razli¢iti autokrini i
parakrini signali, koji odreduju njenu dalju diferencijaciju u razlicita tkiva.
Koris¢enjem ove metode izolovan je veliki broj linija embrionalnih mati¢nih
¢elija, koje se karakteriSu ekspresijom markera embrionalnih mati¢nih ¢elija, imaju
visoku telomeraznu aktivnost, normalan kariotip, odrzan potencijal diferencijacije
in vivo i in vitro i zadrzavaju karakteristike nakon dugog perioda kultivisanja.
Pluripotentni potencijal diferencijacije ovakvih linija dokazuje se u in vivo i in vitro
uslovima. Dobijanjem teratoma, tumora germinativnih ¢elija koji se sastoji iz nekoliko
razli¢itih tkiva, nakon transplantacije u imunodeficijentnog misa, dokazuje se in
Vivo pluripotentnost (Bosma i sar., 1983). Dobijanjem derivata sva tri klicina lista i
formiranjem embrionalnih telasaca u adherentnim kulturama ili u suspenzionim te¢nim
kulturama dokazuje se in vitro pluripotentnost ovih ¢elija (Reubinoff i sar., 2000).
Humane embrionalne maticne celije su sitne celije sa velikim nukleusno-
citoplazmatskim odnosom 1 nekoliko sitnih jedaraca, koje rastu u obliku kompaktnih,
zaravnjenih kolonija, sa kratkim vremenom dupliranja populacije. Ove celije
eksprimiraju ¢itav set membranskih i unutarcelijskih specificnih markera karakteristi¢nih
za nediferencirano stanje - stanje pluripotentnosti. Membranski markeri ukljucuju
embrionalne markere karakteristicne za razli¢ite stadijume embriogeneze, tzv. SSEA
markere (od engl. stage specific embryonic antigen). Antigen SSEA-3 je najsenzitivniji

marker najprimitivnijih embrionalnih mati¢nih ¢elija, dok se u toku diferencijacije



povecava ekspresija SSEA-1, a smanjuje ekspresija SSEA-3 i SSEA-4 markera. Ove
¢elije pokazuju i ekspresiju antigena odbacivanja tumora TRA (od engl. tumor rejection
antigen) i to TRA-1-60 1 TRA-1-81, kao i CD9 (od engl. cluster of differentiation-
klaster diferencijacije 9), Thy-1 (CD90), kao i HLA-I (histokompatibilni antigen-I)
klasu antigena. Unutarcelijki markeri ukljucuju prisustvo transkripcionih faktora Oct4
(od engl. octamer binding transcription factor 4 — oktamer vezuju¢i transkripcioni faktor
4), Nanog i Sox2 (Carpenter i sar., 2003). Takodje je prisutna i visoka telomerazna
aktivnost, kao 1 izrazita aktivnost alkalne fosfataze (Brandenberger i sar., 2004).

Humane embrionalne mati¢ne ¢elije eksprimiraju od 2400 do 3000 gena, od Cega
su 93 gena specificna za ove ¢elije 1 predstavljaju njihov “molekularni potpis”. Tokom
diferencijacije dolazi do znacajnog menjanja obrasca genske ekspresije (Bhattacharya i
sar., 2005). Da bi se obezbedila zastita oSte¢enja genoma tokom dugotrajnog kultivisanja,
on se mora rutinski analizirati. Smatra se da su hromozomske aberacije koje se javljaju
u embrionalnim matiénim ¢elijama posledica adaptacije na dugotrajnu kultivaciju,
koja dovodi do prekomerne ekspresije gena slicne onoj koja se desava prilikom pojave
humanih karcinoma (Baker i sar., 2007).

Iako u kontrolisanim uslovima kultura, ove ¢elije mogu neograni¢eno da rastu i
umnozavaju se, poteSko¢e vezane za njihovo dobijanje i1 kultivisanje, postojanje
rizika nekontrolisanog rasta i diferencijacije, i rizika da nakon transplantacija stvaraju
kancerozno tkivo (teratome) in vivo, kao i pokrenute rasprave o etici takvih istrazivanja
1 usvojena zakonska reSenja u mnogim zemljama su ogranicila njihovo kori$¢enje.
Rizici vezani za njihovu primenu takode su ukazali da su intenzivna istrazivanja i dalje
neophodna da bi se ove ¢elije uvele u klini¢ku praksu. Jedan od pravaca istrazivanja koja
bi mogla da doprinesu zna¢ajnom napretku u ovoj oblasti je i otkric¢e da se funkcionalno
zrele Celije organizma genetski mogu “reprogramirati” i dobiti osobine embrionalnih
maticnih ¢elija. Ove ¢elije, nazvane indukovane pluripotentne mati¢ne celije (iPS), se
dobijaju relativno jednostavnim postupcima uvodenja samo 4 gena ,,za mati¢nost™:

Oct3/4, Sox2, c-Myc i1 KIf4 u zrele ¢elije, n.pr fibroblaste, pri cemu se indukuje proces



dediferencijacije i ¢elije prakti¢no vracaju u stanje ,,mati¢nosti*“ (Takahashi i Yamanaka,
2006). Poslednjih godina, intenzivno se radi na usavrSavanju tehnika dobijanja iPS ¢elija,
sa ciljem da se usavrsi metodologija koja ¢e biti bezopasna i netoksi¢na za terapijsku

primenu.

1.1.2. ADULTNE MATICNE CELIJE

Iako pluripotentni potencijal embrionalnih mati¢nih ¢elija daje najve¢e moguénosti
za njihovu potencijalnu primenu, pokrenute rasprave o etici takvih istrazivanja, kao
i usvojena zakonska reSenja u mnogim zemljama su ogranicila njihovo koris¢enje i
usmerili su istrazivanja ka pronalasku drugih izvora mati¢nih ¢elija.

Adultne mati¢ne celije su specijalizovane mati¢ne ¢elije nadene u mnogim tkivima
odraslog organizma, u kojima imaju ulogu u odrzavanju tkivne homeostaze. One
poseduju potencijal samoobnavljanja i diferentovanja u vise ¢elijskih tipova u okviru
tkiva u kome se nalaze, izolovane su iz skoro svih tkiva odraslog organizma: kostna
kornea, epitel gastrointestinalnog trakta. Dugo se smatralo da adultne mati¢ne ¢éelije
diferenciranjem mogu da daju samo specijalizovane Celije tkiva iz koga poti¢u. Medutim,
mnogobrojnim istrazivanjima je utvrdeno da je njihova plasti¢nost mnogo veéa, zbog
cega su pocele da pobuduju sve vecu paznju struéne javnosti. Svojstvo plasticnosti
je karakteristika mati¢nih ¢elija da se, pod uticajem odgovarajuée stimulacije, Celije
mogu usmeriti da diferentuju u specijalizovane ¢elije drugacije od tkiva iz koga poticu.
Ovo otkri¢e je umnogome intenziviralo istrazivanja usmerena ka potencijalnoj primeni
adultnih mati¢nih ¢elija u tkivhom inzenjerstvu, ¢elijskoj i genskoj terapiji.

Najvise izuCavane adultne, tkivno-specificne mati¢ne ¢elije se nalaze u kostnoj srzi,
tkivu mezodermalnog porekla, koje predstavlja funkcionalno jedinstvo kompleksnog
hematopoetskog sistema celija sa sistemom stromalnih ¢elija i ¢elijskih produkata

(molekuli ekstracelularnog matriksa i regulatorni faktori). U kostnoj srzi opisana su



dva tipa multipotentnih mati¢nih ¢elija, mati¢ne Celije hematopoeze i mezenhimalne
maticne ¢elije. Pored ovih mati¢nih ¢elija opisani su i drugi tipovi mati¢nih ¢elija, kao
Sto su celije iz epitela gastrointestinalnog trakta i nervne mati¢ne celije, 1 pokazana je
njihova multipotentnost. Mati¢ne ¢elije hematopoeze su najbolje okarakterisane mati¢ne
¢elije 1 o njihovoj biologiji, regulaciji i razvoju objavljen je veliki broj radova. Takode,
to su za sada jedine mati¢ne Celije koje se rutinski primenjuju u klini¢koj praksi, jer
su transplantacije mati¢nih ¢elija hematopoeze standardne procedure lecenja odredenih
oblika hematoloskih i drugih maligniteta (leukemije, limfomi, neuroblastom), odredena
hematoloska oboljenja (aplasticna anemija, talasemija, insuficijencija kostne srzi) i neke

bolesti imunskog sistema (urodene slabosti imunskog sistema i autoimunske bolesti).

1.1.2.1. MATICNE CELIJE HEMATOPOEZE

Hematopoeza predstavlja proces stvaranja razlicitih tipova zrelih ¢éelija krvi, koji
bez obzira na njihovu morfolosku i funkcionalnu raznolikost i specijalizovanost vode
poreklo od zajedni¢ke multipotentne mati¢ne ¢elije hematopeze. Ogranicen Zivotni vek
zrelih ¢elija krvi zahteva stalno obnavljanje 1 odrzavanje konstantnog broja ovih ¢elija,
koje se odvija zahvaljuju¢i sposobnosti samoobnove, proliferacije i diferencijacije
multipotentnih mati¢nih ¢éelija hematopoeze (MCH) (Kraft i Weissman, 2005). Ovaj
proces se odvija u kostnoj srzi, koja obezbeduje kompleksnu mikrosredinu hematopoeze,
a brzina nastanka pojedinih zrelih ¢elija krvi, u zavisnosti od potreba organizma, moze
biti regulisana u svim fazama.

Stvaranje zrelih i1 funkcionalno sposobnih ¢elija krvi obuhvata kontinuirani proces
proliferacije, diferencijacije i sazrevanja, u kome od malobrojne populacije primitivnih
multipotentnih matiénih éelija hematopoeze (1 MCH na 100 000 éelija kostne srzi)
nastaje niz tranzitnih kategorija manje primitivnih, takode multipotentnih ¢elija, a
potom nastaju éelije opredeljene za vise, dve ili samo jednu krvnu lozu (Slika 2). Od

mati¢nih celija opredeljenih u pravcu razvoja pojedine loze diferentovanjem nastaju



morfoloski prepoznatljive ¢elije date loze iz kojih dalje nastaju zrele ¢elije krvi. Stoga, u
okviru hematopoetskog sistema se na osnovu razli¢itog stepena zrelosti i diferencijacije
razlikuju &etiri éelijska odeljka: a) primitivne multipotentne MCH; b) opredeljene MCH

— hematopoetski prethodnici ili progenitori; ¢) ¢elije prekursori; d) zrele Celije krvi.
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Slika 2. Opsta Sema hematopoeze. Proliferacijom i diferenciranjem malobrojnih
multipotentnih MCH zastupljenih u hematopoetskom tkivu, preko niza MCH razli¢itog
stepena opredeljenosti, stvaraju se funkcionalno razlic€iti tipovi zrelih ¢elija, ukljucujuci
neutrofile, monocite/makrofage, eozinofile, eritrocite, trombocite, mastocite, B i T
limfocite. (Modifikovano prema: Metcalf D. Concise Review: Hematopoetic Stem Cells
and Tissue Stem Cells: Current Concepts and Unaswered questions. Stem Cells 25:

2390-2395, 2007.)

Multipotentne MCH imaju sposobnost samoobnavljanja, sposobnost diferencijacije
u celije svih krvnih loza, veliki proliferacioni kapacitet i moguénost da kompletno
restituiSu hematopoezu. Najveci deo populacije ovih ¢elija ne proliferiSe aktivno, vec
se samo 10-15% ovih ¢elija nalazi u S fazi ¢elijskog ciklusa (Milenkovi¢ i sar., 1991),
a ostatak se ne nalazi u stanju mirovanja ve¢ veoma usporenog ¢elijskog ciklusa, u

produzenoj G1 fazi (Kiel i sar., 2007). Zbog malog broja multipotentnih MCH i



njihove morfoloSke neprepoznatljivosti, izucavanje mehanizama regulacije njihove
samoobnove 1 diferencijacije je otezano, te je najveci deo saznanja o njima dobijen
zahvaljujuéi razvoju veéeg broja in vitro i in vivo metoda kojima se dokazuju osnovne
funkcionalne karakteristike ovih ¢elija, i ¢ije je uvodenje predstavljalo prekretnicu u
razvoju eksperimentalne i klinicke hematologije. Uspostavljanjem dugotrajnih kultura
putem gajenja MCH na sloju stromalnih éelija, obezbedena je mikrosredina u kojoj
MCH mogu da ispolje svoj kapacitet za samoobnovu, proliferaciju i diferencijaciju. U
takvom sistemu tokom najmanje 5 nedelja kultivisanja iz multipotentnih MCH formiraju
se kolonije opredeljenih MCH koje se potom dokazuju u sekundarnim kulturama.
Razvijeni su i in vitro testovi u kojima se identifikacija MCH vrsi pomo¢u formiranja
prepoznatljivih kolonija na polu¢vrstim podlogama. Brojnim in vitro testovima potvrdena
su i unapredena znanja o MCH dobijena u in vivo ispitivanjima.

Veliki napredak u karakterizaciji i izu¢avanju MCH postignut je zahvaljujuéi razvoju
tehnologije izdvajanja ¢elija Celijskim sorterom (FACS) i1 fenotipskoj karakterizaciji
MCH na osnovu prisustva ili odsustva odredenih povrsinskih antigena. Primitivne MCH
ne poseduju antigene Celijske diferencijacije, tako da se one oznacavaju kao linijski
negativne Celije, dok opredeljene MCH, ¢elije prekursori i zrele Celije krvi, tokom
diferencijacije sticu molekule oznacene kao antigeni ¢elijske diferencijacije i zbog toga
nose naziv linijski pozitivne ¢elije. Kao klju¢ni marker za izdvajanje MCH ¢oveka koje
se upotrebljavaju za transplantaciju u terapijske i eksperimentalne svrhe, koristi se CD34.
To je transmembranski protein za koji se pretpostavlja da ucestvuje u meducelijskim
kontaktima. Populacija CD34 pozitivnih ¢elija je fenotipski i funkcionalno razlicita,
obogaéena multipotentnim MCH, ali i opredeljenim MCH, dok se ekspresija ovog
markera konac¢no gubi na ¢elijama prekursorima pojedinih krvnih loza.

Zarazliku od multipotentnih MCH, opredeljene MCH gube osobine multipotentnosti,
uz zadrzavanje ograni¢ene sposobosti samoobnove, koja se tokom daljeg sazrevanja
gubi, a povecava se proliferativna aktivnost. To je takode heterogena ¢elijska populacija

koja sadrzi opredeljene maticne Celije razli¢itog stepena zrelosti i diferencijacije.
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Usmeravanjem mati¢nih ¢elija u pravcu limfopoeze nastaje zajedni¢ka opredeljena
maticna ¢elija limfopoeze (Slika 2) od koje nastaju ¢elije imunskog sistema - dendriti¢ne
¢elije, T 1 B limfociti i NK ¢elije, dok usmeravanjem u pravcu mijelopoeze nastaje
zajedniCka opredeljena maticna ¢elija mijelopoeze, od koje vode poreklo granulociti,
eritrociti, monociti i trombociti. Procesima proliferacije, diferencijacije i sazrevanja
zajedniCke mati¢ne celije mijelopoeze, razvijaju se zrelije kategorije opredeljenih
mati¢nih celija za granulocitno-monocitnu lozu i mati¢ne celije opredeljene za
megakariocitno-eritrocitnu lozu, od kojih dalje nastaju zreliji prethodnici, a onda u
daljem toku procesa hematopoeze i morfoloski prepoznatljivi progenitori karakteristicni
za svaku lozu ¢elija, od kojih nastaju i funkcionalno zrele Celije.

Regulacijom procesa hematopoeze obezbeduje se ravnoteza izmedu procesa
samoobnove MCH i njihove proliferacije i diferencijacije u zrelije oblike. I pored
mnogobrojnih istrazivanja jo$ uvek nije utvrdeno da li dominantnu ulogu u regulaciji
ovog procesa, imaju unutrasnji (genetski) faktori, ili spoljasnji - faktori mikrosredine,
ali prema savremenom konceptu regulacije hematopoeze, sudbina MCH odredena je
kombinacijom ovih faktora. Danas je poznato da se u fizioloskim uslovima kontrola
produkcije hematopoetskih ¢éelija ostvaruje lokalno u strogo definisanoj mikrosredini
hematopoeze, koja podrazumeva funkcionalno jedinstvo stromalnih ¢elija i ¢elijskih
produkata (molekuli ekstracelularnog matriksa i1 regulatorni faktori), koji ¢ine
kompleksni molekulski milje u kome se ostvaruju specifi¢ne interakcije hematopoetskih
¢elija i komponenti mikrosredine (Bugarski i sar., 2003). Stromalne ¢elije mikrosredine
deluju na mati¢ne celije hematopoeze direktno medjucelijskim interakcijama, kao
i produkcijom, deponovanjem ili koncentrovanjem c¢itavog niza lokalnih citokina i
faktora rasta sa hematopoetskim efektima obezbedujuci na taj nac¢in gotovo sve €inioce
neophodne za proliferaciju i diferencijaciju mati¢nih ¢elija hematopoeze. Komponente
ekstracelularnog matriksa su ukljucene u Celijsku adheziju, vezivanje i prezentaciju
razli¢itihcitokinairegulacijucelijskograsta, omogucavajucilokalizacijuhematopoetskih

¢elija i u kombinaciji sa citokinima imaju presudnu ulogu u formiranju specifi¢nih nisa
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(Wilson i Trumpp, 2009). Regulatorni faktori hematopoetske mikrosredine su citokini
koji reguliSu prezivljavanje, proliferaciju i diferencijaciju hematopoetskih ¢elija i
¢elijski adhezivni molekuli koji su odgovorni za lokalizaciju hematopoeze u kostnoj
srZi 1 za posredovanje u fizi€koj vezi izmedju hematopoetskih ¢elija i stromalnog tkiva
mikrosredine (Bagby i Heinrich, 2000). Takode i same hematopoetske ¢elije ucestviju
u regulaciji procesa hematopoeze produkujuéi citokine koji ispoljavaju autokrino/

parakrine efekte (Janowska-Wieczorek i sar., 2001).

1.1.2.2. MEZENHIMALNE MATICNE CELIJE

Krajem Sezdesetih godina proslog veka, Friedenstein sa saradnicima (Friedenstein i
sar., 1968), je prvi pretpostavio postojanje multipotentnih prethodnika nehematopoetskih,
stromalnih celija kostne srzi na osnovu originalnog sistema kultivisanja CFU-F
(colony-forming unit — fibroblastic) i ukazao na njihovu adherentnu, klonogenu,
nefagocitnu i fibroblastnu prirodu. Osamdesetih godina Owen (Owen, 1985) opisuje i
definiSe “sistem stromalnih ¢elija” koji ¢ine ne samo stromalne ¢elije kostne srzi koje
podrzavaju hematopoezu, ve¢ i mezenhimalne mati¢ne celije i njihovo potomstvo -
¢elije vezivnog tkiva (osteociti, hondrociti, tenociti, adipociti i ¢elije glatkih misica).
Sistem je bio definisan na osnovu analogije sa hematopoetskim sistemom celija,
gde 1 mezenhimalne mati¢ne ¢elije prisutne unutar kostne srzi poseduju sposobnost
samoobnove i diferentovanja u razli¢ita vezivna tkiva, ukljucujuéi hrskavicu, kost, masno
tkivo, fibrozno tkivo i stromu hematopoetske mikrosredine. Ovaj koncept i klonalnost
stromalnih ¢elija potvrdjeni su kasnije u mnogobrojnim radovima koji su opisivali
funkcionalne i fenotipske karakteristike ove heterogene ¢elijske populacije i postojanje
jedne mezenhimalne stem ¢elije (Pittenger i sar., 1999). Naziv ,,mezenhimalne mati¢ne
éelije (MMC) prvi put je upotrebio Caplan 1991. godine, da opise populaciju ¢elija
u adultnoj kostnoj srzi koje se mogu izolovati, umnoziti u kulturi i stimulisati da se

diferenciraju u ¢elije tkiva mezodermalnog porekla (Caplan, 1991).
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Prema saznanjima koja imamo danas, MMC ne nastanjuju samo tkiva mezenhimskog
porekla, a njihov potencijal za diferencijaciju prevazilazi tkiva mezodermalnog porekla,
jer se, izmedu ostalih, mogu diferencirati i u neurone, ektodermalnog porekla, kao i u
¢elije pankreasa, endodermalnog porekla. Stoga, pojam mezenhimalne, iako uveliko
prihvaéen, ne odrazava pravu prirodu MMC. Kako se ove ¢elije mogu izolovati iz
razli¢itih vezivnih tkiva: tkiva pupcanika, placente, adipoznog tkiva, zubne pulpe,
potpornog aparata zuba, periferne krvi, krvi pupc€anika, u literaturi se mogu pronaci
i drugi nazivi - mezenhimalne stromalne ¢elije, multipotentne stromalne celije ili
multipotentne mezenhimalne maticne ¢elije (Prockop, 1997). lako ovi izrazi nisu pravi
sinonimi u smislu definicije ili bioloskih karakteristika ovih ¢elija, oni svi oznacavaju
istu kategoriju ¢elija, koje se mogu izolovati i umnoziti ex vivo u odredenim uslovima,
pri cemu zadrzavaju sposobnost diferentovanja u razli¢ita vezivna tkiva.

Postoje dokazi da su MMC do sada uspesno izolovane iz svakog tkiva iz koga je
pokusana izolacija (Da Silva Meirelles i sar., 2006). Iako pokazuju velike sli¢nosti,
medu ovim ¢elijama poreklom iz razli¢itih tkiva postoje i znacajne razlike, kako u
potencijalu proliferacije pod identi¢nim uslovima kultivisanja (Kern i sar., 2006) tako i
u funkcionalnim osobinama (Stenderup i sar., 2003). Imajuéi u vidu ove razlike, kao i
dostupnost MMC iz razli¢itih izvora, neophodno je definisati najbolji izvor ovih Celija
za buduéu klini¢ku primenu. Do danas najvise ispitivane MMC vode poreklo iz kostne
srZi, pri ¢emu je aspiracija kostne srzi izuzetno invazivna metoda, a dobija se samo mali
broj MMC, oko 1-10 ¢elija na 10 000 éelija sa jedrom (Gronthos i sar., 2003).

Moguénost njihove upotrebe u terapiji ograni¢ava i1 smanjenje potencijala
diferencijacije, sa povecanjem starosti pacijenta (Stenderup i sar., 2003). Alternativni
izvor za autologe terapijske primene bi moglo biti masno tkivo, koje je lako pristupac¢no
i moze se dobiti u dovoljnim koli¢inama. MMC iz adipoznog tkiva imaju ekvivalentan
proliferacioni i diferencijacioni potencijal kao ¢elije iz kostne srzi (Mizuno, 2009). Krv
pupéanika je takode lako dostupan izvor MMC, pri éemu treba ista¢i da su one izuzetno

retke (oko 4 MMC na 10 milijardi nukleiranih ¢elija), a uspeh izolacije je manji od 30%
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(Wagner 1 sar., 2005). Prethodnih godina je utvrdeno da je i tkivo pupcanika izuzetan
izvor MMC, pri &emu ove éelije mogu da poseduju i veéi proliferacioni i diferencijacioni
potencijal od MMC iz kostne srzi (Magged i sar., 2007).

Usled koridéenja razli¢itih metodologija za izolovanje i ekspanziju MMC iz
razli¢itih tkiva od strane razlicitih laboratorija, postavljalo se pitanje da li je moguce
porediti dobijene ¢elije 1 da li su njihove razlicite osobine posledica koriS¢enja tih
razli¢itih metodologija. Usled nepostojanja univerzalno prihvacenih kriterijuma za
definisanje MMC Komitet za mezenhimalne i tkivne matiéne éelije Medunarodnog
udruzenja za celijsku terapiju (engl. The International Society for Cellular Therapy-
ISCT) je propisao standarde za definisanje humanih MMC kako za laboratorijska
istrazivanja, tako i za istrazivanja u preklini¢kim studijama (Dominici i sar., 2006). Ovi
kriterijumi obuhvataju: 1) adherentnost za plasticnu podlogu pri standardnim uslovima
kultivisanja; 2) specifi¢nu ekspresiju povrsinskih antigena; 3) multipotentni potencijal
diferencijacije. Cilj ovih standarda je da se naucnoj zajednici obezbedi, na osnovu
najboljih dosadasnjih saznanja, moguénost definisanja identiteta MMC, uz moguénost
menjanja i usavrSavanja standarda pra¢enjem novih istrazivanja u ovoj oblasti.

Osobina vezivanja za plastiénu podlogu je dobro poznata karakteristika MMC,
dok ekspresija povrSinskih antigena omogucava i brzu identifikaciju odredene ¢elijske
populacije. Za karakterizaciju MMC, ISCT je propisao pozitivnu ekspresiju CD105,
CD73 i CD 90 markera, a u cilju dobijanja ¢elijske populacije u kojoj nisu prisutne
hematopoetske ¢elije, potrebno je pokazati negativnu ekspresiju markera karakteristi¢nih
za hematopoetske celije: CD45, CD34, CD11b, CD19 i HLA-DR. Jedan od preduslova
za pocetak upotrebe ovih ¢elija u terapijske svrhe jeste predvidivost ponasanja nakon
aplikacije, a toje moguce posti¢i sahomogenom ¢elijskom populacijom, okarakterisanom
grupom funkcionalnih ili fenotipskih markera. Razvoj metode proto¢ne citometrije i
mogucénosti istovremene analize grupe razli¢itih markera su znatno ubrzali identifikaciju
maticnih ¢elija za potencijalnu klinicku primenu. Medutim, iako je do danas analiziran

veliki broj markera, jo§ uvek ne postoji pojedinacni marker, kao ni grupa markera,
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koji bi na siguran na¢in razlikovali MMC od ostalih ¢elija usled preklapanja njihove
ekspresije, pa ISCT podstice istrazivace na ispitivanje Sto vec¢eg broja markera i njihovih
kombinacija u cilju bolje karakterizacije ¢elijskih linija. Neka istrazivanja su ukazala
da se populacije MMC iz razli¢itih tkiva mogu izdvojiti/preéistiti uz pomo¢ odredenih
markera, kao $to je CD133 za ¢elije iz krvi pupcanika (Tondreu i sar., 2005), ili SSEA-1
i SSEA-4 za MMC iz kostne srzi (Gang i sar., 2007).

Bioloska osobina koja na najsigurniji na¢in karakterile MMC jeste njihova
sposobnost diferencijacije u pravcu tri mezenhimalne celijske linije, osteoblaste,
hondrocite i adipocite, tako da je ISCT to postavila kao tre¢i standard za definisanje
humanih MMC. Od devedesetih godina proslog veka, kada je pokazana sposobnost
diferencijacije MMC u ¢elije mezodermalnih linija (Pittenger i sar., 1999), utvrdena je
mogucénost njihove diferencijacije i u ¢elije ektodermalnog i endodermalnog porekla.
Posebnu paznju pobuduje diferentovanje MMC nakon njihovog naseljavanja u ciljna
tkiva, kao 1 faktori koji kontroliSu ove procese. Dosadasnja saznanja ukazuju da
mobilisane MMC pod dejstvom lokalnih faktora mogu diferentovati u najmanje tri
pravca: 1) u tkivno specifi¢ne ¢elije, potrebne za regeneraciju oSte¢enog tkiva, kao
kod infarkta miokarda, gde MMC mogu diferentovati u kardiomiocite, glatko-misiéne
¢elije 1 endotelne Celije (Gojo i sar., 2003; Psaltis i sar., 2008); 2) u funkcionalne ¢elije
koje imaju ulogu u stvaranju specijalnog mikrookruzenja neophodnog za obnovu
tkiva (Petrie Aronin i Tuan, 2010); 3) u regulatorne celije koje ucestvuju u obnovi
i regeneraciji tkiva pomocu sekrecije citokina sa trofickom i imunomodulatornom
funkcijom (Ankrum i Karp, 2010). Okruzenje i molekularni mehanizmi koji kontrolisu
diferencijaciju MMC jo§ uvek nisu razja$njeni, kao ni specifiéni markeri pomo¢u kojih
bi se mogla predvideti odredena diferencijacija.

Prethodnih godina je pokazano da MMC poseduju antiinflamatorne i
imunomodulatorne osobine. Nizak stepen ekspresije glavnog histokompatibilnog
kompleksa-I, kao i nedostatak ekspresije glavnog histokompatibilnog kompleksa-

I kod ovih ¢elija, za posledicu imaju izostanak aktivacije alogenih ili ksenogenih
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limfocita (Le Blanc i Rindgen, 2007). Takode, pokazano je da MMC suprimiraju
aktivaciju 1 proliferaciju T 1 B limfocita (Jones i sar., 2007), kao i da dovode do
modulacije mikrosredine u oSte¢enom tkivu i Stite ga oslobadanjem anti-inflamatornih
1 anti-apoptotickih molekula (Le Blanc i Rindgen, 2007). Zahvaljuju¢i ovim efektima
ispitivana je i moguénost kori§¢enja transplantacije MMC u terapiji oboljenja graft
protiv domacdina (engl. Graft-Versus-Host-Disease GVHD), kao i nekoliko autoimunskih
bolesti, ukljucujuéi dijabetes tipa 1 (Florina i sar., 2009), reumatoidni artritis (Bouffi
i sar., 2009), sistemski lupus eritematozus (Zhang i sar., 2010) i multipla skleroza
(Martino i sar., 2010).

MMC imaju osobinu da putem krvi migriraju do otecenog i obolelog tkiva i tu
ispolje terapeutski efekat. Faktori koji dovode do ove migracije nisu jo§ uvek poznati,
ali se predpostavlja da bi to mogli biti specifi¢ni receptori i ligandi sekretovani od strane
oste¢enog tkiva, koji ne samo da ubrzavaju transport, adheziju i infiltraciju MMC, veé
1 obezbeduju posebno mikrookruzenje za samoobnavljanje i odrzanje multipotentnog
potencijala diferencijacije MMC (Chapel i sar., 2003). Pokazano je i da ulogu u prolasku
MMC kroz endotel krvnih sudova imaju integrini, selektini i hemokini (Brooke i sar.,
2008), nakon cega dolazi do njihove direktne reakcije sa okolnim ¢elijama i luCenja
trofickih molekula (Le Blanc i Rindgen, 2007).

Osobina MMC pomoéu kojih uti¢u na tkivnu regeneraciju u velikoj meri je trofi¢ki
efekat. Nakon naseljavanja u obolelo tkivo MMC poé¢inju da lude brojne troficke
molekule kao Sto su glikoproteini ekstracelularnog matriksa, citokini i1 faktori rasta
(Ankrum 1 Karp, 2010), a troficki efekat ispoljavaju i pomocu direktnog kontakta sa
¢elijama tkiva u koje su se naselile, pri ¢emu tacan mehanizam pomocu koga se ovaj
efekat ostvaruje nije potpuno razjasnjen (Plotnikov i sar., 2008). Na ovaj nacin dolazi
do smanjenja inflamacije, apoptoze i fibroze oSte¢enih tkiva kao i do stimulisanja tkivne
regeneracije. U akutnim fazama povreda, kada je diferencijacija MMC onemoguéena,
njihova uloga u regeneraciji tkiva se odvija uglavnom pomocu trofickog efekta (van Poli
i sar., 2008). Danas je ovaj efekat MMC pokazan u modelima razli¢itih oboljenja, kao
Sto su Parkinsonova bolest i infarkt miokarda.
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1. 2. MATICNE CELIJE DENTALNOG POREKLA

Izolacija MMC iz dentalnih tkiva opisana je prvi put 2000. godine, kada su izolovane
maticne Celije iz pulpe stalnih zuba (dental pulp stem cells, DPSCs) (Gronthos i sar.,
2000). Kasnije su opisane 1 mati¢ne Celije izolovane iz pulpe mlecnih zuba (stem
cells from human exfoliated deciduous teeth, SHED), mati¢ne Celije iz periodontalne
membrane (periodontal ligament stem cells, PDLSCs), mati¢ne ¢elije iz apikalne papile
(stem cells from apical papilla, SCAP) i progenitorske ¢elije iz dentalnog folikula (dental
follicle progenitor cells, DFPCs). Ove populacije adultnih ¢elija ispoljavaju sve osobine
mezenhimalnih matiénih Celija, uklju¢ujuéi sposobnost samoobnove 1 multipotentni
potencijal diferencijacije, Sto uz laku dostupnost tkiva 1 rutinskih procedura kojima se
¢elije mogu dobiti, otvara nove mogucnosti za klini¢ku primenu u okviru regenerativne
stomatologije i medicine. Medutim, pored sli¢nosti sa MMC, mati¢ne éelije dentalnog
porekla ispoljavaju 1 znacajnu heterogenost, Sto moze uticati 1 na funkcionalna svojstva
¢elija. Zubna tkiva su specijalizovana tkiva i ne podlezu stalnom remodelovanju, kao §to
je slucaj sa koStanim tkivom. Iz ovog razloga, maticne Celije poreklom iz zubnih tkiva,
razlikuju se u svom potencijalu diferencijacije u odnosu na mati¢ne ¢elije izolovane iz
kostne srzi. Takode, dentalni mezenhim se naziva ektomezenhim zbog njegove rane
interakcije sa neuralnim grebenom, §to je dodatni razlog razli¢itih osobina dentalnih

maticnih ¢elija u odnosu na mati¢ne ¢elije iz kostne srzi (Huang 1 sar., 2009).

1.2. 1. MATICNE CELIJE IZ PULPE STALNIH ZUBA

Pulpno-dentinski kompleks poseduje prirodni regenerativni potencijal koji kao
odgovor na traumu, dovodi do formiranja reparativnog dentina. Povreda ili trauma
koja dovodi do odumiranja postmitotickih odontoblasta indukuje kaskadni kompleks

nedovoljno razjasnjenih reakcija koje Salju signale u dubinu tkiva pulpe. To dovodi
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do izuzetne proliferativne aktivnosti u populacijama ¢elija koje migriraju na mesto
povrede 1 do stvaranja potpuno diferenciranih novih odontoblasta. Polaze¢i od ove
¢injenice Gronthos i sar. su pretpostavili da bi pulpa zuba okruzena dentinom, mogla
biti slicna kostnoj srzi koja je takode okruzena mineralizovanim, koStanim tkivom i
postavili hipotezu da se u pulpi nalaze mezenhimalne mati¢ne ¢elije od kojih nastaju
novi odontoblasti (Gronthos i sar., 2000). Izolacija je izvrSena enzimskim tretmanom
pulpnogtkiva, pri ¢emusudobijene ¢elije okarakterisane kao CFU-F. Dobijene klonogene
kolonije, su se razlikovale po gustini i morfologiji ¢elija u okviru pojedinac¢nih kolonija,
kao 1 u potencijalu proliferacije (Gronthos i sar., 2000; Huang i sar., 2009). Noviji
eksperimenti su pokazali da prilikom zasejavanja na dentin, pojedine matic¢ne ¢elije iz
pulpe stalnih zuba diferentuju u ¢elije slicne odontoblastima, sa polarizovanim telom i
produzecima koji prodiru u tubule dentina (Huang i sar., 2006a).

Pored sposobnosti diferencijacije u odontoblaste, maticne Celije iz pulpe stalnih
zuba u In vitro uslovima mogu da diferentuju i u ¢Celije sliéne adipocitima i nervnim
¢elijama 1 da eksprimiraju markere karakteristicne za ove ¢elije (Gronthos i sar., 2002),
kao i1 da diferentuju u pravcu kostanog, hrskavicavog i miSi¢nog tkiva (Laino i sar.,
2005; Zhang i sar., 2006; d’Aquino i sar., 2007).

Takode je pokazano da prilikom transplantacije mati¢nih ¢elija, izolovanih iz
pulpe stalnih zuba i in vitro umnozenih na nosacu od hidroksiapatit/trikalcijum fosfata
(HA/TCP), u imunokompromitovane miseve, dolazi do formiranja ektopi¢nog tkiva
sli¢nog pulpno-dentinskom kompleksu (Gronthos i sar., 2000, Batouli i sar., 2003). Za
subpopulacije heterogenih mati¢nih ¢elija izolovanih iz pulpe stalnih zuba pokazano
je 1 da mogu da formiraju vaskularizovano tkivo slicno pulpi okruzeno c¢elijama
sli¢cnim odontoblastima koje stvaraju dentin sa dentinskim tubulima i eksprimiraju
dentinsijalofosfoprotein (od engl. Dentin- Sialo- Phosphoprotein- DSPP). Eksperimenti
invivo, kada su maticne ¢elije izolovane iz pulpe stalnih zuba i kultivisane na dentinskom
nosacu, transplantirane u imunokompromitovane miseve, pokazali su da dolazi i do

deponovanja reparativnog dentina na povrsini nosaca (Batouli i sar., 2003). Prilikom
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transplantacije ovih ¢elija u hipokampus miseva pokazano je da ove ¢elije indukuju
proliferaciju i diferencijaciju endogenih neuralnih ¢elija (Huang i sar., 2008b).

Nise mati¢nih Celija (stem cells niche) u pulpi zuba jo§ uvek su predmet mnogih
debata i istrazivanja, ali je ukazano da u okviru mikrosredine pulpe zuba postoji
nekoliko njihovih lokalizacija, u kojima se kao odgovor na traumu aktiviraju mati¢ne
¢elije (Slika 3) (Sloan i Waddington., 2009). Nisa bi se mogla okarakterisati kao
specijalizovano mesto u okviru mikrosredine neophodno ¢elijama za odrzanje njihove
“mati¢nosti”-“stemness”-a (Schofield 1 sar., 1978). To je trodimenzionalna struktura
koja sadrzi elemente koji u€estvuju u regulaciji proliferacije mati¢nih ¢elija, kontrolisu
sudbinu njihovih progenitora i Stite ih od iscrpljivanja i smrti (Scadden i sar., 2006;
Jones i Wagers, 2008). Tako su istrazivanja u ovoj oblasti jo§ na samom pocetku, do
sada je utvrdeno da postoji viSe lokalizacija niSa, i ukazano je da Celije koje ih Cine
mogu da vode poreklo od neuralnog grebena, ali i da mogu imati mezenhimalno poreklo
(Sloan 1 Waddington., 2009). Novija istraZzivanja ukazala su da su niSe najve¢im delom
lokalizovane u perivaskularnim delovima pulpe, te da se jedan od nacina za otkrivanje
niSa mati¢nih ¢elija u pulpi sastoji u merenju povecanja ekspresije Notch molekula, koje
se javlja kao posledica povrede pulpe. Notch je vazan signalni molekul koji kontrolise
sudbinu mati¢nih ¢elija za koji je pokazana povecana ekspresija nakon povredivanja
pulpe u subodontoblastnoj zoni, zatim u dubljim delovima pulpe kao i u perivaskularnoj
regiji, Sto govori o postojanju nekoliko oblasti bogatih mati¢nim ¢elijama (Lovschal i

sar., 2005).
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Slika 3. NiSe mati¢nih/progenitorskih ¢elija u okviru pulpe zuba. a) niSa u zoni

bogatoj ¢elijama-subodontoblastna zona; b) perivaskularna niSa; c) Notch-2 pozitivne
¢elije u centralnoj zoni pulpe. (Sloan AJ, Waddington RJ. Dental pulp stem cells: what,

where, how? Int J Paediatr Dent. 2009 Jan;19(1):61-70.)

1. 2. 2. MATICNE CELIJE IZ PULPE MLECNIH ZUBA (MMZ)

MMZ su prvi put izolovane 2003. godine od strane Masako Miure i saradnika, koji
su pokazali da se u pulpi mlecnih zuba nalazi izuzetan izvor adultnih mati¢nih ¢elija
za potencijalnu klinicku primenu. Prilikom izolacije, primenjena je ista metodologija
kao 1 prilikom izolovanja mati¢nih ¢elija iz pulpe stalnih zuba, uz kori§¢enje enzimske
digestije pulpe pomocu kolagenaze i dispaze, pri ¢emu je dobijeno oko 12 do 20 ¢elija iz
svakog zuba, sposobnih da formiraju adherentne kolonije. Potencijal proliferacije MMZ
je bio veéi od onog utvrdenog za paralelno testirane MMC izolovane iz pulpe stalnih
zuba 1 kostne srzi.

U eksperimentima Miure i saradnika, in vitro umnozene MMZ, eksprimirale su
rane mezenhimalne markere, CD146, kao 1 STRO-1 antigen (samo 9% ¢elija). Takode,

pokazana je i ekspresija stromalnih i vaskularnih markera, alkalne fosfataze (engl.
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Alkalyne Phosphatase-ALP), fibroblastnog faktora rasta (engl. Fibroblast Growth
Factor- FGF), i endostatina. Prilikom in vitro kultivisanja u odgovaraju¢im medijumima
MMZ su diferentovale u kostano, masno i hrskavicavo tkivo, potvrdujuéi karakteristicno
svojstvo MMC. Pokazana je i ekspresija DSPP, §to je dokazalo i sposobnost MMZ da
diferentuju u funkcionalne odontoblaste (Miura i sar., 2003).

MMZ imaju i moguénost diferencijacije u pravcu nervnih ¢elija. Nakon indukcije
u odgovaraju¢em medijumu dolazi do ekspresije viSe markera nervnih ¢elija, a MMZ
gube morfologiju fibroblasta i razvijaju multicitoplazmatske nastavke (Morsczeck i
sar., 2009).

Nakon transplantacije u imunokompromitovanog miSa MMZ se diferencijaciraju
u odontoblaste, ali za razliku od mati¢nih ¢elija iz pulpe stalnih zuba ne dolazi do
formiranja kompletnog pulpno-dentinskog kompleksa (Miura i sar., 2003). Jo$ jedna
razlika je u tome §to MMZ indukuju ¢elije domacina na diferencijaciju u osteoblaste.
Utvrdena je heterogenost prilikom poredenja razlicitih kolonija, koje su vodile poreklo od
pojedinacnih ¢elija. Nakon transplantacije ovih klonova, samo jedna Cetvrtina pokazuje
potencijal formiranja dentina, dok svi indukuju ¢elije domacina da se diferenciraju u
osteoblaste. Razlike postoje i u koli¢ini novoformiranog koStanog tkiva - 40% kolonija
dovodi do stvaranja znacajne, a 60% indukuje stvaranje samo ogranicene koli¢ine
kostanog tkiva (Miura i sar., 2003).

Za MMZ je takode pokazano da se razlikuju u ekspresiji 4386 gena u poredenju sa
mati¢nim ¢elijama iz pulpe stalnih zuba pri ¢emu pokazuju visi stepen ekspresije gena
koji ucestvuju u regulaciji proliferacije ¢elija, formiranja ekstracelularnog matriksa,
sintezi nekoliko faktora rasta, kao Sto su FGF 1 bTGF (od engl. Transforming Growth
Factor-beta- transformisuci faktor rasta beta) (Nakamura i sar., 2009).

U dosada$njim istrazivanjima najveéa paznja je posvecena diferencijaciji MMZ
u pravcu kostanog tkiva, pri ¢emu je utvrdeno da retinoi¢na kiselina i deksametazon
indukuju osteogenezu ovih ¢elija (Chadipiralla i sar., 2010). U nekim od objavljenih

radova pokazano je da se selekcijom celija sa pozitivnom ekspresijom STRO-1 i
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CD34 markera dobija populacija ¢elija sa izuzetnim potencijalom diferencijacije u
pravcu kostanog tkiva, koja prilikom in vitro kultivisanja u odgovarajuéem medijumu
dovodi do stvaranja trodimenzionalnih koStanih ljuspica, a nakon transplantacije u
imunokompromitovanog misa do formiranja lamelarne kosti sa prisutnim osteocitima
(Laino 1 sar., 2006). Subpopulacija CD34 i CD117 pozitivnih MMZ takode pokazuje
povecanu diferencijaciju u osteoblaste, formiranje depozita kalcijuma kao i
mineralizovane nodule in vitro (Shen i sar., 2010). Prvi korak ka klini¢koj upotrebi
MMZ je ispitivanje njihove upotrebe u reparaciji koStanih defekata kriti¢ne veli¢ine
na imunodeficijentnim miSevima. Celije su transplantirane na nosa¢ima od HA/TCP
i doslo je do zarastanja defekata novostvoranom kosti (Seo i sar., 2008). Za razliku
od ostalih MMC u ovakvim eksperimentima, MMZ nisu regrutovale hematopoetske
elemente kostne srzi domacina koji obi¢no uzimaju uce$c¢a u reparaciji kosti (Seo i
sar., 2008). U pretklinickim studijama na modelu velikih Zivotinja, MMZ izolovane iz
mlecnih zuba mini svinja kori§¢ene su za reparaciju mandibularnih defekata kriti¢ne
veli¢ine. S obzirom da je pokazano da ove ¢elije dovode do uspe$nog popunjavanja
kostanih defekata, zakljuceno je da predstavljaju optimalan izvor ¢elija za potencijalnu

klinicku primenu u reparaciji oStecenja orofacijalne regije (Zheng i sar., 2009).

1. 2. 3. MATICNE CELLJE IZ PERIODONTALNE MEMBRANE

U periodontalnoj membrani nalaze se mnogobrojni tipovi ¢elija koje se mogu
diferencirati u cementoblaste i osteoblaste. Enzimskim tretmanom ovog tkiva pokazano
jeiprisustvo prekursorskih, klonogenih ¢elija sa osobinom odrzavanja tkivne homeostaze
i karakteristikama MMC (Seo i sar., 2004).

Prilikom invitro karakterizacije, mati¢ne ¢elije izolovane iz periodontalne membrane
su ispoljavale markere karakteristi¢ne za MMC, STRO-1, CD45,CD90, CD105, CD166,
kao 1 ekspresiju skleraksisa, transkripcionog faktora specificnog za tetive (Seo 1 sar.,

2004). Stepen njegove ekspresije je znatno visi nego kod matic¢nih ¢elija iz pulpe zuba.
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Citav niz markera, ukljudujuéi alkalnu fosfatazu, MEPE, kostani sijaloprotein (engl.
Bone Syaloprotein- BSP), osteokalcin (OCN) i1 TGFf karakteristi¢nih za cementoblaste
1 osteoblaste je dokazan kod ovih ¢elija (Seo i sar., 2004). Pod definisanim uslovima
kultivisanja ove ¢elije su diferentovale u pravcu kosStanog, hrskavi¢avog i masnog tkiva
(Xu i sar., 2009).

Nakon transplantacije u imunokompromitovane miseve, dolazi do formiranja
kompleksa cement-periodontalna membrana, $to je znacajna razlika u odnosu na ¢elije
iz pulpe (Wang i sar., 2011). Tkivo koje nastaje iz mati¢nih ¢éelija iz periodoncijuma je
kolagen tip I pozitivno, a kolagena vlakna se vezuju za cementoblaste imitirajuci pripoj
Sarpejevih vlakana. Smatra se da u okviru mati¢nih éelija iz periodoncijuma postoje
subpopulacije ¢elija koje mogu stvarati cementoblaste i cementocite, kao 1 ¢elije koje
formiraju kolagen. Nakon transplantacije humanih mati¢nih ¢elija iz periodoncijuma u
miSeve sa periodontalnim defektima, dolazi do formiranja periodontalne membrane, a

utvrdena je i njihova uloga u formiranju okolne kosti (Seo 1 sar., 2004).

1. 2. 4. MATICNE CELILJE IZ APIKALNE PAPILE

Apikalna papila predstavlja meko tkivo na apeksu stalnih zuba u razvoju (Sonoyama
1 sar., 2006, 2008), a izmedu nje i pulpe se nalazi zona bogata ¢elijama (Rubio 1 sar.,
2005). Pokazano je da u in vitro uslovima mati¢ne ¢elije izolovane iz apikalne papile
podlezu odontogenoj i adipogenoj diferencijaciji (Sonoyama 1 sar., 2006; Abe i sar.,
2007). Ono sto je posebno interesantno je da su ove celije, 1 bez specificne neurogene
stimulacije (Abe i sar., 2007), kao i nakon specificnog usmeravanja eksprimirale
nekoliko neuralnih markera: BIII tubulin, GAD, NeuN, nestin, GFAP, neurofilament M
(Sonoyama i sar., 2008).

Razlika izmedu apikalne papile i pulpe zuba je u tome $to je papila prekurzorsko
tkivo radikularne pulpe. Iz ove ¢injenice se moze izvuéi zakljucak da su maticne ¢éelije

iz apikalne papile slicne mati¢nim ¢elijama iz kojih nastaju odontoblasti odgovorni za
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nastanak korenskog dentina. U ovom momentu nije razjasnjeno da li se po prelasku
papile u radikularnu pulpu, mati¢ne ¢elije iz apikalne papile nastanjuju u pulpi stalnih
zuba, ili su to dve razli¢ite i odvojene populacije mati¢nih ¢elija. Prilikom njihovog
poredenja in vitro pokazane su razlike u ekspresiji osteo/dentinogenih markera pri ¢emu
su MMC iz apikalne papile u manjem procentu eksprimirale DSPP, MEPE, TGFpRII,
FGFR3, Flt-1, Flg i MUC18 u odnosu na MMC iz pulpe stalnih zuba (Sonoyama i sar.,
2008).

Prlikom transplantacije ovih ¢elija na HA/TCP nosacu u imunokompromitovane
misSeve, dolazi do formiranja karakteristicnog pulpno-dentinskog kompleksa (Sonoyama
i sar., 2008).

S obzirom na dobro poznatu ulogu apikalne papile u formiranju korena zuba,
moglo bi se zakljuciti da mati¢ne ¢elije iz apikalne papile predstavljaju izvor primarnih
odontoblasta odgovornih za formiranje korenskog dentina, dok su mati¢ne celije iz
pulpe stalnih zuba izvor odontoblasta koji formiraju reparativni dentin (Sonoyama i

sar., 2008).

1. 2. 5. PREKURSORSKE CELIJE IZ DENTALNOG FOLIKULA

Dentalni folikul je ektomezenhimalno tkivo koje okruzuje zametak zuba prilikom
nicanja. Ovo tkivo sadrzi prekursorske celije koje formiraju cement, periodontalnu
membranu i alveolarnu kost, a izolovane su iz folikula impaktiranih umnjaka (Morsczeck
isar., 2010; Kemoun i sar., 2007; Yao i sar., 2008). Prilikom enzimske digestije folikula,
ove celije daju mali broj klonogenih kolonija koje adheriraju za plasti¢nu podlogu
(Morsczeck i sar., 2005).

MMC u folikulu pokazuju ekspresiju povrSinskih markera karakteristi¢nih za
nediferencirane ¢elije, kao S$to su Notch-I, Nestin i STRO-1 (Morsczeck i sar., 2010;
Kemoun i sar., 2007; Yao i sar., 2008). Samo mali broj celija adherira za plasti¢nu

podlogu i daje CFU-F, ispoljavaju¢i ekspresiju kolagena tipa I, BSP, osteokalcina i
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receptora FGF - FGFR (Morsczeck i sar., 2005). Prilikom in vitro karakterizacije, ove
¢elije pokazuju sposobnost diferencijacije u pravcu kostanog tkiva, a posle 5 nedelja
stimulacije deksametazonom dolazi do formiranja strukture slicne membranskom tkivu
(Kemoun i sar., 2007). In vivo, prekursorske celije iz dentalnog folikula ispoljavaju
ekspresiju STRO-1 i BMP (od engl. Bone Morphogenetic Protein — morfogenetski
kostani protein), kao i ekspresiju dva putativna markera cementoblasta (Kemoun 1i sar.,
2007).

Nakon transplantacije prekursorskih ¢elija iz  dentalnog folikula u
imunokompromitovanog misa, dolazi do formiranja tvrdog i fibroznog tkiva (Morsczeck
i sar., 2010). Ovi transplanti pokazuju ekspresiju humano specificnih transkripta za
humani BSP, OCN i kolagena tipa I. U transplantima nije primeceno formiranje dentina,
cementa ili kosti. Autori su to objasnili malim brojem ¢elija u originalnim kulturama

(Morsczeck i sar., 2010).

1.3. MATICNE CELIJE I TERAPIJA

U poredenju sa embrionalnim mati¢nim éelijama MMC imaju nekoliko prednosti,
kao Sto su nedostatak etickih i zakonskih prepreka, laka dostupnost i niska imunogenost.
Takode, one u in vitro uslovima imaju visok kapacitet proliferacije uz zadrzavanje
nediferenciranog stanja (Meireles Lda i sar., 2008). Ove osobine ¢ine MMC idealnim
¢elijskim kandidatima za upotrebu u tkivhom inzenjerstvu, regenerativnoj medicini
1 personalizovanom terapijskom pristupu mnogih oboljenja. U protekloj deceniji je
publikovan veliki broj studija o upotrebi MMC u terapijske svrhe, pri emu je utvrdeno
da se njihov efekat ne oslanja samo na sposobnost diferencijacije, ve¢ i na osobini da
menjaju lokalno okruzenje, aktiviraju endogene progenitorske celije i sekretuju razlicite

faktore sa pozitivnim terapijskim dejstvom.
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1.3.1. MATICNE CELIJE U TKIVNOM INZENJERSTVU

U pocetku se tkivno inzenjerstvo zasnivalo na zasejavanju tkivno specifi¢nih celija
na prirodne ili sintetisane nosace, dok se vodena regeneracija tkiva (engl. guided tissue
regeneration) bazirala na upotrebi nosaca i bioaktivnih faktora u cilju aktiviranja lokalnih
¢elija za reparaciju tkiva. Savremeni pristup tkivnog inZenjerstva je kombinacija ova
dva koncepta, uz koriS¢enje mnogobrojnih materijala, bioaktivnih molekula, tehnic¢kih
metoda, pri ¢emu je najveci napredak napravljen uvodenjem mati¢nih celija (Slika 4)
(Robey 1 Bianco, 2006). Sve veci broj dostupnih izvora ovih ¢elija kao 1 razvoj metoda
za ex vivo sintezu tkiva i organa, dovodi do revolucionarnih promena u terapiji mnogih
oboljenja, pri ¢emu razumevanje biologije mati¢nih ¢elija zauzima centralno mesto.
Poseban znacaj predstavlja napredak u inzenjerstvu tkiva koja imaju malu sposobnost

samoobnove, kao $to je nervno ili zubno.

SKELET
s - pHrodnog poteka ™~

¢ .. -sintetski polimer
! <+ . - neorganski materijali
% 4+ -pene, viakna, gelovi,
membrane, kap =

CELIJE

= TGFA /BMPs
* FGFs
- J2 ® *WNTs
5 = Hedgehogs
<« TNFs

- embrionalne ste Mjo
-autogene - alogene
- kultivisane - mobilisane

SIGNALI

Slika 4. Elementi u tkivnom inZenjerstvu dentina: maticne cCelije, ¢elijski nosaci
i signalni molekuli. (Modifikovano iz: Nakashima M. Bone morphogenetic proteins in
dentin regeneration for potential use in endodontic therapy. Cytokine & Growth Factor

Reviews. 2005 16:369-376.)
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Danas su maticne ¢elije izolovane iz skoro svakog organa adultnog organizma.
Medusobno se razlikuju po dostupnosti, broju, plasticnosti, moguénosti ekspanzije i
potencijala za klinicku primenu. Postoje tri pristupa u upotrebi mati¢nih celija za
regeneraciju tkiva:

1. izolacija ovih ¢elija, ex vivo ekspanzija i transplantacija;

2. in vitro sinteza tkiva ili organa pre transplantacije;

3. dizajn supstanci i/ili uredaja za in vivo aktiviranje lokalnih ili udaljenih mati¢nih
¢elija domacina.

U prvom pristupu, ¢elije se pre transplantacije umnozavaju in vitro, a zatim aplikuju
samostalno ili u kombinaciji sa pogodnim nosac¢ima (Bianco i Robey, 2006). Osnovni
preduslov ove metode je optimiziranje uslova kultivisanja, kao i odrZavanje Zeljenog
procenta ovih ¢elija u okviru celokupne ¢elijske populacije, a sama priroda tkiva koje se
rekonstruiSe, prvenstveno moguénost samoobnove, odreduje i uspeh terapije (Preston i
sar., 2003).

Nacin aplikovanja ovih ¢elija je predmet mnogobrojnh istrazivanja. Mnogi tipovi
matic¢nih ¢elija imaju osobinu da se nakon infuzije u cirkulaciju, nasele u obolelo ili
povredeno tkivo i1 u¢estvuju u njegovoj regeneraciji (Chamberlain i sar., 2007; Chapel
i sar., 2003). U sluc¢ajevima rekonstrukcije trodimenzionalnih struktura, kao Sto su
tkivo jetre i pankreasa, radi se na pronalazenju nacina za lokalnu aplikaciju ¢elija u
kombinaciji sa odredenim nosa¢ima.

Oblast koja izuzetno brzo napreduje je ex Vvivo sinteza tkiva i organa pre
transplantacije. Celije se zasejavaju na Celijske nosace, a ceo proces se odvija u
bioreaktorima. Celijskinosa¢i mogu biti prirodni i sinteti¢ki, moraju biti biokompatibilni,
bioresorptivni, neimunogeni, a uloga im je da omogucée adekvatno zasejavanje Celija,
njihovu ekspanziju, migraciju i diferencijaciju (Hutmacher i sar., 2007). Najcesce se
izraduju od precisc¢enih proteina ekstracelularnog matriksa (ECM), kao Sto su kolagen,
fibronektin, a mogu biti i od devitalizovanog ECM, kao §to je submukoza tankog creva,

mokraéna beSika i sl, a sve viSe se upotrebljavaju i sinteticki materijal (Bugarski i sar.,
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2005). Ovinosac¢imoraju davati signale za sintezu tkiva i organa, kao i za obnavljanje niSa
matic¢nih ¢elija, zbog Cega Cesto sadrze i faktore rasta. Bioreaktori predstavljaju aparate
u kojima se obavlja sinteza tkiva na nosa¢ima i imaju ulogu da omoguée najpogodnije
uslove sredine za taj razvoj. U zavisnosti od sloZzenosti novostvorenih tkiva, bioreaktori
mogu biti jednostavni, kao $to su perfuzioni, koji sluze za sintezu malog broja ¢elijskih
slojeva, do izuzetno slozenih u kojima se stvaraju trodimenzionalna tkiva i organi
(Freed i Vunjak-Novakovi¢, 2000). Oni pored dotoka nutrijenata imaju i funkciju da
omoguce prezivljavanje ¢elija u uslovima stvaranja sistema koji imaju znacajnu masu,
pri Cemu je najvaznije pitanje $to brzeg uspostavljanja adekvatne vaskularizacije. Ovo
se postize ili dodavanjem angiogenih faktora, ili koriS¢enjem ¢elija koje dovode do
stvaranja krvnih sudova.

Vedinatkivauorganizmu poseduje izvestan stepen potencijalaregeneracije, medutim
on uglavnom nije dovoljan za potpunu rekonstrukciju tkiva. PronalaZzenje nacina na
koji bi se mogle stimulisati lokalne ili udaljene mati¢ne Celije da pospese taj proces,
predstavlja jednu od najinspirativnijih oblasti tkivnog inZenjerstva. Ovo bi moglo biti
ostvareno na nekoliko nacina, kao Sto su transdiferencijacija i reprogramiranje, ili
aplikovanjem faktora rasta na adekvatnim nosacima, u cilju aktivacije mati¢nih ¢elija.
[zucavanje biologije tih ¢elija i faktora koji ih indukuju, od klju¢ne je vaznosti za
uspesnu klinicku primenu ovih tehnika (Bianco i Robey, 2001).

Dosadasnji pokusaji aktivacije lokalnih ¢elija, pokazali su se neuspesni uglavnom
zbog kratkog poluzivota faktora rasta, kao i zbog nedostatka adekvatnih nosaca. Prilikom
pokusaja rekonstrukcije velikih defekata, dolazilo je do iscrpljivanja kapaciteta maticnih
¢elija, zbog Cega je obnavljanje niSa od vitalnog znacaja. Reakcije koje se desSavaju u
tkivu nakon traume, kao $to je slu¢aj kod povreda ki¢mene mozdine, deluju inhibitorno
na proces aktivacije mati¢nih ¢elija, pa je zbog toga izuzetno vazno obratiti paznju i na
taj aspekt (Sakai i sar., 2012).

Upotreba citokina je postala uobicajena procedura u mobilisanju hematopoetskih

¢elija kostne srzi u perifernu krv, pri ¢emu nije trenutno poznato da li se i drugi tipovi

28



matic¢nih ¢elija mogu na taj nacin aktivirati, $to bi se moglo iskoristiti u terapijskim

procedurama (Case i sar., 1997).

1.3.2. MATICNE CELIJE U REGENERACIJI TKIVA I KLINICKE STUDLJE

U protekloj deceniji objavljeno je vise predklinickih i klinickih studija koje su
uklju¢ivale MMC za terapiju razli¢itih oboljenja. Ova istrazivanja su pobudila veliko
interesovanje i nadu za reSavanje brojnih indikacija koje su do sada bile neresive.

U terapiji oboljenja srca MMC mogu ispoljiti pozitivne efekte u nekoliko segmenata
kao Sto su smanjenje veli¢ine polja infarkta i oziljnog tkiva, obnova snage src¢ane radnje,
povecéanje gustine kapilarne mreze koja ishranjuje sréani misi¢, kao i poboljSanje
kompletne funkcije komora srca (Psaltis i sar., 2008), a postoje dokazi da MMC mogu
imati terapijske efekte na modelima sréanih aritmija i dilatacije srca (Chin i sar., 2010).
Terapijska funkcija MMC se ostvaruje pomo¢u: 1) direktne diferencijacijae MMC u
kardiomiocite, ¢elije glatkih misica i endotelne ¢éelije (Gojo i sar., 2003); 2) sekrecije
razli¢itih faktora rasta i citokina od strane MMC koji ispoljavaju troficki efekat (Caplan
i Dennis, 2006); 3) smanjenja inflamacije na mestu infarkta pomocu imunosupresivne
funkcije MMC (Du i sar., 2008); 4) stimulacije endogenog oporavka (Paul i sar., 2009).
Do terapijske primene MMC u terapiji sréanih oboljenja bi¢e potrebno odgovoriti na
mnoga nereSena pitanja, kao $to su njihova diferencijacija u kardiomiocite in vivo koja
nije u potpunosti razja$njena i rastumaciti mehanizme koji kontrolisu naseljavanje MMC
u polje infarkta miokarda. Kako se u patoloskom tkivu zahva¢enom infarktom desavaju
zapaljenske reakcije, ishemija i fibroza koji narusavaju prezivljavanje ¢elija, potrebno
je optimizovati protokole transplantacije MMC u cilju prevencije njihove apoptoze
1 omogucéavanja optimalnog terapijskog efekta. Takode, nepoznanicu predstavlja i
dugotrajna efikasnost i bezbednost transplantacije MMC pa su studije sa pracenjem
funkcionalnih, histoloskih i drugih parametara neophodne u cilju bezbedne terapijske

primene MMC kod sréanih oboljenja.
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Velika su i oéekivanja od MMC u terapiji dijabetesa. Nedavna istrazivanja na
modelima $eéerne bolesti su to potvrdila, pri ¢emu je pokazano da MMC iz kostne
srzi nakon intravenske aplikacije naseljavaju pankreas i smanjuju nivo Secera u krvi
(Ezquer i sar., 2008). Sli¢ni rezultati su dobijeni i upotrebom MMC iz krvi i tkiva
pupcanika (Chao i sar., 2008), kao i iz pulpe zuba (Govindasamy i sar., 2011). Tacni
mehanizmi jo§ uvek nisu razjasnjeni, a smatra se da do smanjenja nivoa Secera dolazi
zbog stvaranja novih beta Celija, sekrecije molekula sa trofickim efektom koji deluju
na lokalne prekursorske ¢elije u cilju diferencijacije u nove beta celije kao i direktne
diferencijacije transplantiranih MMC u beta éelije (Xie i sar., 2009).

Smatra se da ¢e MMC imati kljuénu ulogu u buduéim terapijama oboljenja
centralnog i perifernog nervnog sistema, kao $to su povrede ki¢mene mozdine (Himes
1 sar., 2006), mozdanog udara i Parkinsonove bolesti (Park i sar., 2008), autoimunog
encefalomijelitisa (Zhang i sar., 2006), amiotroficke lateralne skleroze (Choiisar., 2010),
multiple sistemske atrofije (Lee i Park, 2009). Neuroprotektivni efekti MMC se sprovode
pomocu najmanje dva mehanizma: produkcijom razlicitih trofickih faktora koji doprinose
oporavku neurobihevioralnih funkcija i dovode do endogene stimulacije (Wakabayashi
isar., 2010) 1 naseljavanjem u nervno tkivo i ispoljavanjem imunoregulatornih funkcija
koje dovode do smanjenja apoptoze i poboljSanja neuralnih funkcija.

U poredenju sa drugim oboljenjima, upotreba MMC u terapiji oboljenja jetre je
mnogo manje ispitivana. Dosadainja istrazivanja su pokazala da MMC poseduju
potencijal za eventualnu primenu u ovoj oblasti, jer je u predklinickim studijama doslo
do njihove diferencijacije u hepatocite in vivo (Chamberlain i sar., 2007), kao i do
smanjenja fibroze jetre pomocu sekrecije molekula koji sprecavaju ove procese (Wang
i sar., 2009).

Prethodne, predklini¢ke, studije su pokazale da transplantacija MMC dovodi do
povecanja angiogeneze kombinovane sa povecanim protokom krvi i kapilarnom
gustinom u ishemi¢nim ekstremitetima (Al-Khalidi i sar., 2003; Xu i sar., 2010), stoga

su zapocete 1 klini¢ke studije u cilju reparacije krvnih sudova. Angiogeni potencijal se
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ostvaruje pomo¢u nekoliko mehanizama: 1) diferencijacijom MMC u endotelne éelije,
koje dovode do stvaranja novih krvnih sudova; 2) oslobadanjem angiogenih faktora
koji podsticu lokalne progenitorske ¢elije na umnozavanje; 3) parakrinim dejstvom na
lokalne vaskularne ¢elije. Dosadasnje klinicke studije su pokazale izuzetne rezultate,
pri ¢emu je nakon autologne transplantacije MMC iz kostne srzi doslo do poboljsanja
perfuzije nogu kod 80% posto pacijenata i na taj nacin sprecena amputacija (Amann i
sar., 2009; Prochazka i sar, 2009).

Dosadasnje studije su pokazale da se u budu¢nosti moze ocekivati napredak u terapiji
reumatoloskih oboljenja uz pomoé MMC. Kod reumatoidnog artritisa ove ¢elije dovode
do supresije proliferacije i aktivacije T-Celija i proinflamatornih citokina, a do povecanja
sekrecije interleukina koji imaju pozitivan terapijski efekat (Chen i Tuan, 2008).
Osteoartritis zahvata uglavnom hrskavicu i1 kost, dovode¢i do progresivnih i velikih
ostecenja ovih tkiva. Moguénost hondrogene diferencijacije, kao i antiinflamatorni
potencijal koji poseduju, ¢ine MMC moguéom terapijom izbora ovog oboljenja.
Razli¢iti su pristupi i tehnike primene ovih ¢elija, pri ¢emu jedan pristup ispituje sintezu
zgloba upotrebom odgovarajucih ¢elijskih nosaca i mati¢nih ¢elija u biorektoru (Chen
i Tuan, 2008), a drugi na¢in predstavlja direktnu aplikaciju MMC u oite¢ene zglobove.
Problem predstavlja nedovoljno naseljavanje lokalno ili sistemski aplikovanih MMC u
cilju terapije ili prevencije artritisa (North i sar., 2008), a trenutne studije pokazuju da se
efekat ovih ¢elija zasniva nanjihovom trofickom, antiinflamatornom i imunosupresivnom
delovanju. Pored reumatoidnog i osteoartritisa ispituju se i moguénosti primene MMC
u razli¢itim koStano-zglobnim defektima, pri ¢emu se ove ¢elije u okruzenju domacina
diferenciraju u hondrocite i1 osteoblaste i stvaraju hrskavicavi ekstracelularni matriks i
na taj nacin ostvaruju terapijski efekat (Jorgensen i sar., 2004).

Nedavno su MMC upotrebljene u regeneraciji koZe i zarastanju rana uz ubrzanu
epitelizaciju, angiogenezu i zatvaranje koznih defekta (Wuisar.,2007), atransplantacijom
MMC je uspesno izvriena i regeneracija znojnih Zlezda (Sheng i sar., 2009).

Velika ocekivanja su u terapiji oboljenja graft-protiv-domacina i od prve primene u
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ovoj oblasti (Le Blanc i sar., 2004) uraden je veliki broj studija, sa razli¢itim rezultatima.
Zbog toga je potrebno detaljno odrediti parametre za transplantaciju, kao $to su vreme,
doza i frekvencija.

Kao zakljucak se moze re¢i da je u proteklih tri decenije doslo do izuzetnog napretka
u istrazivanjima MMC u vezi sa njihovom potencijalnom klini¢kom primenom. Iako su
Sirom sveta u toku klinicke studije na razli¢itim nivoima i razli¢itog obima, neophodno
je istaci da rutinska primena ovih ¢elija jo$ uvek nije moguca zbog niza nepoznaninica
koje treba resiti. Jedno od pitanja jeste koji je osnovni mehanizam pomoéu koga MMC
obavljaju svoje funkcije, da li je to njihova diferencijacija, troficki efekat ili anti-
inflamatorni i imunomodulatorni mehanizam? Koliko je vreme prezivljavanja MMC
in vivo? Koje su optimalne doze za razli¢ita oboljenja, koji je najadekvatniji nacin
aplikacije, u kojoj fazi povrede ili oboljenja? Pitanje koje treba resiti jeste i funkcionalna
zavisnost od fenotipskih karakteristika, kao i odredivanje uloge pojedinih markera u
diferencijaciji, trofickom efektu i naseljavanju MMC. Primeéeno je razli¢ito ponasanje
istih MMC u in vitro i in vivo uslovima, a mehanizmi koji kontroliu ove fenotipske
preobrazaje jo$ uvek nisu poznati. Nedostatak velikih klini¢kih studija, izvedenih po
strogo propisanim standardima i uslovima, onemogucava poredenje rezultata, tako da
je potrebno stvoriti uslove, kako zakonske, tako i prakti¢ne, kako bi se $to pre izvSio
prenos dosadasnjih i buducih saznanja u bezbednu i delotvornu klini¢ku praksu. lako je
potrebno uloziti jo§ mnogo napora, sa sigurnoscu se moze re¢i da e terapije bazirane
na MMC dovesti do smanjenja mortalitea i poboljsati kvalitet Zivota pacijenata obolelih

od mnogih teskih oboljenja.

1.4. MATICNE CELIJE DENTALNOG POREKLA I TERAPIJA

Pronalazenje optimalnog izvora mati¢nih ¢elija je jedan od osnovnih ciljeva tkivnog
inZenjerstva i regenerativne medicine. To podrazumeva da su ¢elije lako dostupne, da

se lako izoluju i karakteriSu, da ih ima u dovoljnom broju ili da se u laboratoriji brzo
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umnozavaju, da imaju Siroki potencijal diferencijacije i da tokom vremena u kulturi
zadrzavaju svoje osobine i normalan kariotip. Slobodno se moze rec¢i da su mati¢ne Celije
iz pulpe, posebno mleénih zuba trenutno jedan od najoptimalnijih izvora MMC sa svim
potrebnim karakteristikama. Istrazivanja ka potencijalnoj klini¢koj upotrebi ovih ¢elija
imaju dva pravca: 1) upotreba u tkivnom inZenjerstvu dentalnih tkiva i regenerativnoj
stomatologiji; 2) zbog veoma Sirokog potencijala diferencijacije ispituju se moguénosti
za upotrebu ovih ¢elija u regenerativnoj medicini i terapiji oboljenja razlicitih tkiva i
organa.

Uspeh u regeneraciji i tkivnom inZenjerstvu pojedinih tkiva izuzetno zavisi od
mogucnosti i potencijala samoobnove datih tkiva. Zub, posmatran kao celovit organ, kao
injegovi sastavni delovi, spada u tkiva sa malim stepenom samoobnove, tako da tkivno
inzenjerstvo dentalnih tkiva podrazumeva kompleksne procedure. Sada$nji terapijski
postupci u endodontskom tretmanu pulpe zuba su izuzetno radikalni i u najvec¢em broju
slucajeva podrazumevaju kompletno uklanjanje ovog tkiva, dok nadoknada oStec¢enih
tvrdih zubnih struktura podrazumeva upotrebu vestackih materijala. Parodontopatija,
kao jedno od najces¢ih oboljenja savremenog ¢oveka, predstavlja najéesci uzrok gubitka
svih zuba, a kao jedina terapija bezubosti trenutno predstavlja koriS¢enje razli¢itih

vestackih materijala.
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Slika 5. Matic¢ne celije i signali za regeneraciju dentina. U cilju regeneracije
dentina ispituje se upotreba razli¢itih mati¢nih ¢elija koje se uz pomo¢ BMP proteina ili
gena diferencirajuu odontoblaste. (Modifikovano iz: Nakashima M. Bone morphogenetic
proteins in dentin regeneration for potential use in endodontic therapy. Cytokine &

Growth Factor Reviews. 2005 16:369-376.)

Krajnji cilj regenerativne konzervativne stomatologije i endodoncije u terapiji
oboljenja pulpe bio bi regeneracija pulpo-dentinskog kompleksa. Elementi na kojima
se bazira tkivno inzenjerstvo ovog kompleksa obuhvataju mati¢ne ¢éelije, odgovarajuée
¢elijske nosace i induktivne kostane morfogenetske proteine, kao Sto su BMPs. Mati¢ne
¢elije koje se koriste u ispitivanjima su mezenhimalne ¢elije iz pulpe, autologe ili alogene,
zatim embrionalne mati¢ne celije, celije dobijene genetskim inzenjeringom, in Vitro
umnozene pa transplantirane, ili mobilisane in situ. Induktivni morfogenetski signali,
koji dovode do diferencijacije mati¢nih ¢elija u odontoblaste, najcesce pripadaju familiji
BMP. Ekstracelularni matriks dentina sluzi za vezivanje, proliferaciju i diferencijaciju
¢elija, a kao ¢elijski nosaci sa ovom funkcijom mogu se koristiti prirodni i vestacki

materijali, kao i njihove kombinacije. Oni moraju biti biokompatilni, biorazgradljivi, sa
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ta¢no odredenim mehani¢kim osobinama i vremenom razgradnje, a najcesée se koriste
hidroksiapatit, trikalcijumfosfat, kolagen, fibronektin, alginati, polilaktidi, kao 1 mnogi
drugi (Galler i sar., 2011).

U terapiji dubokog karijesa prekrivanjem pulpe kalcijum hidroksidom deSavaju se
sliéni procesi, pri ¢emu celije iz dubljih tkiva pulpe migriraju ka leziji pod uticajem
faktora rasta i diferencijacije oslobodenih iz okolnog dentina, a funkciju celijskog
nosaca za koji se ¢elije vezuju predstavlja osteodentin. Dalje se ove Celije diferenciraju
u odontoblaste i formiraju tubularni dentin (Schroder, 1985).

Postoje dva pravca istrazivanja u tkivnom inzenjerstvu pulpo-dentinskog kompleksa:
1) in vivo metoda, gde se podsti¢e regeneracioni potencijal pulpe direktnom aplikacijom
BMP proteina ili transferom BMP gena na odgovaraju¢em nosacu na eksponirano tkivo
pulpe; 2) in vitro metoda, gde se prvo vrsi izolovanje mati¢nih ¢éelija iz pulpe, njihova
diferencijacija u odontoblaste pomo¢u BMP proteina ili transfekcije BMP genom, a

zatim transplantacija na eksponiranu pulpu (Slika 6) (Nakashima, 2005).

in vivo
+ matriks denfina
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- thBMP + matriks ‘ #% '
- BMP genska terapija o :i
virusni vektori
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Slika 6. Dva pravca istrazivanja za regeneraciju pulpe i dentina. A) In vivo
aktivacija lokalnih mati¢nih ¢elija prisutnih u pulpi; B) In vitro umnoZavanje mati¢nih
¢elija 1 njihova transplantacija na odgovaraju¢em nosacu. (Modifikovano iz: Nakashima
M. Bone morphogenetic proteins in dentin regeneration for potential use in endodontic

therapy. Cytokine & Growth Factor Reviews. 2005 16:369-376.)
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BMP morfogenetski proteini su multifunkcionalni faktori rasta koji pripadaju
superfamilji TGF-f i imaju klju¢nu ulogu u embrionalnom razvoju zuba, kontroliSuéi
procese inicijacije, morfogeneze, citodiferencijacie i sekrecije ekstracelularnog matriksa
(Aberg i sar., 1997). Utvrdeno je da BMP-2 ima kljuénu ulogu u regeneraciji dentina,
stimuliSu¢i diferencijaciju mati¢nih ¢elija pulpe u odontoblaste (Saito i sar., 2004).
Sli¢ne efekte ima i BMP-7 dovode¢i do reparativne dentinogeneze i mineralizacije pulpe
(Sloan i sar., 2000), dok BMP-4 iz ektoderma u toku embrionalnog razvoja deluje na
aktivaciju mezenhima (Vainio i sar., 1993). Utvrdeno je takode da prilikom aplikacije
BMP na eksponiranu pulpu moze do¢i do formiranja ili osteodentina ili tubularnog
dentina u zavisnosti od nosaca na kojima su aplikovani (Nakashima, 1994).

Cinjenica da je poluzivot ovih faktora rasta kratak kompromituje direktnu aplikaciju
BMP proteina na eksponiranu pulpu u cilju indukcije reparacije dentina (Nakashima,
1994), a primena in Vivo terapije u jako inflamiranoj pulpi nije efikasna (Rutherford,
2001), tako da se u takvim slucajevima koristi alternativni pristup. In vitro se izvrsi
transfekcija mati¢nih ¢elija iz pulpe BMP genima, ili se na njih deluje BMP proteinima,
a zatim se one na odgovaraju¢em nosacu transplantiraju na eksponiranu pulpu, nakon
¢ega dolazi do stvaranja osteodentina i kasnije depozicije tubularnog dentina (Slika 7)
(Nakashima i sar., 2005). Celije transfektovane BMP genima direktno uéestvuju u ovim
procesima, a razliciti faktori rasta i diferencijacije se zadrZzavaju u matriksu i postepeno
oslobadaju iz transplantata indukuju¢i diferencijaciju pulpnih ¢elija. U toku inflamacije
pulpe i primene ex vivo genske terapije dolazi do pozitivne reakcija ¢elija pulpe na
eksperimentalnim Zivotinjama, psima, tako da se ova metoda namece kao terapija izbora

u razvoju bioloskih endodontskih tretmana (Nakashima i sar., 2005).
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Slika 7. Sinteza tubularnog dentina za klinicku primenu. Mati¢ne celije
pulpe tretirane sa BMP proteinom ili transfektovane BMP genom, transplantirane na
odgovaraju¢em nosacu na eksponiranu pulpu, u cilju diferencijacije u odontoblaste i
formiranja tubularnog dentina. (Modifikovano iz: Nakashima M. Bone morphogenetic
proteins in dentin regeneration for potential use in endodontic therapy. Cytokine &

Growth Factor Reviews. 2005 16:369-376.)

InZenjerstvo celog zuba predstavlja najvazniji cilj regenerativne stomatologije.
Da bi on bio ostvaren potrebno je rekonstruisati procese koji se deSavaju tokom
embrionalnog razvoja zuba, pri ¢emu medusobne reakcije izmedu oralnog epitela, koji
je ektodermalnog porekla, i ektomezenhima, koji vodi poreklo od neuralnog grebena,
dovode do razvoja zuba kroz nekoliko razvojnih stadijuma: stadijum pupoljka, kape,
zvona i klice. Kontrolni mehanizmi ovih procesa su izuzetno kompleksni tako da njihovo
razumevanje predstavlja preduslov uspe$nog inzenjerstva zuba.

Generalno bi se dosadasnje metode mogle podeliti u dve grupe, pri ¢emu se u prvoj

koriste razlicite mati¢ne Celije i Celijski nosac¢i, dok drugi pristup kombinuje celije
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razli¢itog porekla sa razli¢itim tkivima. Prilikom prvog pokuSaja sinteze celog zuba
koriS¢ene su embrionalne ¢elije svinje iz najranijeg stadijuma razvica zuba, stadijuma
pupoljka, u kombinaciji sa PLGA nosacem i transplantirane u imunodeficijentnog misa
(Young i sar., 2002). Dobijene su sve strukture zuba sem periodoncijuma. Ista grupa
autora je upotrebom PDGA kao ¢elijskog nosaca uspela da dobije 1 periodoncijum a
transplantacija je izvrSena u omentum atimi¢nog pacova (Young i sar., 2005). Veca
mineralizacija dentina se dobija upotrebom embrionalnih ¢elija pacova iz perioda
pupoljka, na nosacu od svilenog fibroina (Xu i sar.,, 2008), dok se organizovane
dentalne strukture, nakon transplantacije u mandibulu pacova, stvaraju koriS¢enjem
adultnih ¢elija iz zametka zuba pacova na PLGA nosacu (Dualibi i sar., 2008). Kao
prelazno resenje ka sintezi kompletnog zuba, a kao alternativa trenutno upotrebljavanim
metalnim implantima, mogla bi biti sinteza korena i periodontalne membrane.
Upotrebom kombinacije matic¢nih ¢elija iz periodoncijuma i apikalne papile, na nosacu
od hidroksiapatit/trikalcijumfosfata na modelu mini-svinje sintetisan je koren zuba i
potporni aparat i na njima je moguca izrada keramicke krune (Nakahara i Ide, 2007).

Generalni problem kod tehnika koje koriste ¢elijske nosace jeste nemoguénost
postizanja odgovarajuce veli¢ine zuba, a uzrok bi mogli biti ili koris¢enje animalnog
modela ili transfera mase u biorektoru (Ohazama i sar., 2004). Kod animalnih modela se
uglavnom prvo vrsi ektopi¢na transplantacija malih nosaca sa ¢elijama u cilju njihovog
sazrevanja in vivo, u renalnoj kapsuli ili omentumu. Nakon toga se vrsi transplantacija
u vilicu u cilju razvoja zubnih struktura. U in vitro tehnikama se uglavnom koriste
perfuzioni bioreaktori koji bi trebalo da omogucée razmenu materija u okviru nosaca ali
se kao problem javlja dobijanje zuba smanjene veli¢ine u odnosu na prirodne.

U cilju reprodukovanja embrionalnih intrakcija izmedu oralnog epitela i
ektomezenhima koriste se razli¢ite kombinacije ¢elija i tkiva: 1) intaktni oralni epitel i
¢elije ektomezenhima; 2) intaktni ektomezenhim i ¢elije epitela; 3) razgradnja i epitela
i ektomezenhima i kombinacija dobijenih ¢elija (Ohazama isar., 2004; Yamamoto i sar.,

2003; Ye i sar., 2005). IzvrSena je uspeSna sinteza zametka zuba, njegova transplantacija
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u vilicu pacova i nicanje potpuno funkcionalnog zuba (Ikeda i sar., 2009). Mastikatorna
funkcija, kao i1 tvrdoca zuba i njegov senzorni sistem su potpuno odgovarali normalnom
zubu, tako da ovaj model sinteze zametka odredenog organa i njegova transplantacija
mogu biti koriS¢eni kao tehnika za razvoj tkivnog inZenjerstva drugih organa.

Translacija ovih bazi¢nih istrazivanja u klinicku praksu ima mnoge poteskoce.
Kori$¢enje embrionalnih ¢elija podrazumeva eticke 1 zakonske prepreke u mnogim
zemljama. Komplikovanost i cena ovakvih tehnika ¢ini ih neprihvatljivim za rutinsku
upotrebu, tako da se moze re¢i da sadasnji razvoj poznavanja biologije mati¢nih ¢elija,
biomaterijala i tehnicki razvoj predstavljaju dobru osnovu za dalji razvoj regenerativne
stomatologije.

Drugi pravac ispitivanja potencijalne klini¢ke primene MMC iz pulpe zuba jeste u
regenerativnoj medicini i terapiji oboljenja razli¢itih organa.

S obzirom da MMC iz pulpe zuba vode poreklo iz neuralnog grebena, izvriena je
njihova uspesna diferencijacija u sve ¢elije nervnog tkiva, tako da su i o¢ekivanja u ovoj
oblasti najve¢a. Nakon transplantacije ovih ¢elija na animalnom modelu kompletnog
preseka kicmene mozdine, potpuno se oporavlja lokomotorna funkcija, dok se samo
delimi¢ni oporavak desava nakon aplikacije MMC iz kostne srzi (Sakai i sar., 2012).
Matic¢ne celije iz pulpe pokazuju tri glavne neuroregenerativne funkcije: 1) inhibraju
apoptozu neurona, astrocita i oligodendrocita uzrokovanih povredom; 2) sprecavaju
dejstvo inhibitora rasta aksona; 3) nadoknaduju izgubljene ¢elije diferencijacijom u zrele
oligodendrocite. Na ovaj nacin one pokazuju moguénost upotrebe u buducoj terapiji
neurodegenerativnih oboljenja kao §to su Alchajmerova i Parkinsonova bolest. Kod
eksperimentalnih Zivotinja prisutno je znacajno poboljSanje simptoma Parkinsonove
bolesti jer nakon transplantacije u striatum pacova sa Parkinsonovom bole$¢u dolazi do
delimi¢nog poboljSanja bihevioralnih poremec¢aja (Wang i sar., 2010).

Subpopulacija ¢elija iz pulpe mle¢nih i1 stalnih zuba okarakterisana grupom
specifiénih povrSinskih antigena, ima veliki potencijal diferencijacije u pravcu kostanog

tkiva, vec¢i od ¢elija iz kostne srzi, koje su do sada smatrane najoptimalnijim izvorom
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éelija za terapiju ovih oboljenja (Laino i sar., 2006). Aplikacijom MMC iz pulpe u
kostane defekte kriti¢ne veli¢ine mini svinja dolazi do potpune regeneracije koStanog
tkiva (Zheng i sar., 2009).

Imunomodulatorni efekat mati¢nih ¢elija iz pulpe mle¢nih zuba se zasniva na uticaju
na T 1B limfocite, kao i prirodne ¢elije ubice, tako da se potencijalno mogu upotrebljavti
u terapiji nekih autoimunih oboljenja kao §to je graft-protiv-domacina i sistemski lupus
eritematozus (Yamaza i sar., 2010). Praceno je njihovo in vitro dejstvo na ¢elije imunog
sistema, T-helper 17 ¢elije koje su odgovorne za patogenezu autoimunih oboljenja i T
regulatorne ¢elije koje imaju preventivnu ulogu preko supresije proliferacije i produkcije
proinflamatornih citokina i imunih ¢elija. Pokazano je da MMZ dovode do poboljsanja
odnosa T regulatornih i T-helper 17 ¢elija, kao i do smanjenja broja T-helper 17 ¢elijau
perifernoj krvi (Yamaza i sar., 2010).

Uspeh svake terapije zavisi od uspostavljanja adekvatne vaskularizacije, tako da su
¢elije sa potencijalom diferencijacije u pravcu endotelnih ¢elija sastavni deo koncepta
tkivnog inZenjerstva. MMC iz pulpe zuba imaju sposobnost diferencijacije u endotelne
¢elije in vitro i nakon transplantacije u imunokompromitovane miseve, §to otvara
mogucnost potencijalne primene ovih ¢elija u regeneraciji razlicitih tkiva (Sakai i sar.,
2010).

Ispituje se i primena MMZ u regeneraciji tkiva jetre. Dodatkom u medijum za
kultivisanje faktora za hepati¢nu diferencijaciju, MMZ su bile pozitivne na ekspresiju
markera specifi¢nih za hepatocite (Ishkitievisar., 2010). U njima su pronadene i znacajne
koli¢ine insulina. Isti potencijal je dokazan za mati¢ne ¢elije iz pulpe mlecnih i stalnih
zuba (Ishkitiev i sar., 2010), a najnovija istrazivanja su pokazala moguénost dobijanja
¢elija pankreasa iz celija pulpe Sto daje nadu pacijentima obolelim od dijabetesa
(Govindasamy i sar., 2011).

Skora$nja saznanja o biologiji embrionalnih i adultnih mati¢nih ¢elija su privukla
izuzetnu paznju javnosti i doveli do ocekivanja terapijskih procedura u bliskoj

buduénosti. Iako su neke klinicke primene ovih ¢elija ve¢ prisutne, ili ¢e uskoro biti,
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potrebno je uloziti jo§ mnogo napora u istrazivanjima njihovih bioloskih osobina.
Bez obzira na ove probleme, na osnovu dosadasnjih saznanja moze se zakljuciti da su
maticne ¢elije dentalnog porekla izuzetan izvor lako dostupnih mezenhimalnih mati¢nih

¢elija, sa velikim potencijalom za buducu primenu u regenerativnoj medicini.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Istrazivanja obuhvac¢ena ovom disertacijom imala su za cilj izolovanje,
identifikaciju 1 karakterizaciju multipotentnih mezenhimalnih mati¢nih celija
poreklom iz pulpe mlecnih zuba. U poslednjih 15 godina, mezenhimalne mati¢ne
¢elije razli¢itog stepena multipotentnosti izolovane su iz gotovo svih adultnih tkiva, a
najnovijaistrazivanja ukazujuna prisustvo adultnih mati¢nih ¢elijaiutkivimadentalnog
porekla. Medutim, 1 pored intenzivnih istraZivanja u ovoj oblasti, karakteristike 1
funkcionalna svojstva mezenhimalnih mati¢nih ¢elija izolovanih iz zubne pulpe nisu
joS u potpunosti razjasnjeni. Pored toga, imajuci u vidu da su mati¢ne ¢elije u osnovi
heterogene c¢elijske populacije koje sadrze opredeljene mati¢ne celije razliCitog
stepena zrelosti 1 diferencijacije, kao 1 da danas ne postoji jedinstven protokol, niti
univerzalni fenotipski test kojim se mozZe pokazati da su ¢elije izolovane iz razlicitih
tkiva upravo mezenhimalne mati¢ne Celije, neophodno je identifikovati i okarakterisati
svaku izolovanu populaciju ¢elija. Takode, optimizacija procesa dobijanja, kultivisanja
1 identifikacije ovih ¢elija su neophodan uslov 1 za njihovu dalju diferencijaciju u
pravcu funkcionalnog tkiva, prvo u in vitro uslovima, a zatim i in vivo. Proliferacija
1 diferencijacija MMZ je delom odredena komponentama mikrosredine kao S§to su
razliCiti citokini 1 faktori rasta. Poznavanje efekata citokina na MMZ omogucava
manipulisanje ¢elijama u svrhu prilagodavanja funkcija MMZ za potencijalnu
klinicku primenu. Poznato je da bFGF 1 proinflamatorni citokin, IL-17, deluju kao
faktori rasta MMC izolovanih iz kostne srzi misa i ¢oveka. Medutim, pojedinaéni
i udruzeni efekti bFGF i IL-17 na funkcionalna svojstva MMC izolovanih iz pulpe
mlec¢nih zuba ¢oveka do sada nisu ispitani.

Polaze¢i od ovih ¢injenica postavljeni su sledeci ciljevi istrazivanja obuhvacenih
ovim radom:

1. Izolovanje 1 kultivisanje ¢elija iz pulpe mlecnih zuba, njihova krioprezervacija 1

odredivanje vijabiliteteta nakon odledivanja;
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2. Odredivanje klonogenog potencijala pomocéu CFU-F testa, ispitivanje kratkotrajnog
proliferativnog kapaciteta izolovanih ¢elija kao i odredivanje vremena dupliranja
populacije tokom dugotrajnog kultivisanja;

3. Karakterizacija mezenhimalnih mati¢nih ¢elija odredivanjem imunofenotipa
izolo-vanih ¢elija dokazivanjem pozitivne ekspresije mezenhimalnih markera
(STRO-1, CD44H, CD90, CD105, vimentin i a-SMA) i negativne ekspresije markera
hematopoetskih ¢elija (CD34, CD11b, CD45, CD33, CD235a);

4. Odredivanje multipotentnog potencijala diferencijacije mezenhimalnih mati¢nih
¢elija u pravcu stvaranja Celija razli¢itih mezenhimalnih tkiva (koStanog, masnog,
hrskavi¢avog i misi¢nog);

5. Ispitivanje uticaja mikrookruZzenja na ponaSanje mezenhimalnih mati¢nih Celija

pomocu odredivanje efekata IL-17 i bFGF na proliferaciju izolovanih ¢elija.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. IZOLACIJA I KULTIVISANJE MMZ

Mlecni sekuti¢i su ekstrahovani u lokalnoj anesteziji, prema uputstvu Etickog
komiteta Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, uz potpisanu saglasnost
roditelja pacijenata. Pulpno tkivo je odvojeno od zuba pomocu pogodnih instrumenata,
ekskavatora i1 nerv igala.

Izolovano tkivo pulpe je stavljano u Dulbecco-ov modifikovani Eagle-ov medijum
(DMEM- Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma St. Louis, MO, USA) sa
dodatim 10% Fetalnim Govedim Serumom (10% Fetal Bovine Serum-FBS) (FBS,
PAA Laboratories, Linz, Austria) i u njemu transportovano do laboratorije za izolaciju
u periodu krac¢em od 2 sata. Posle desetominutnog centrifugiranja na 1800 obrtaja po
minutu (opm) i uklanjanja supernatanta, tkivo pulpe je postavljano u rastvor koji je
sadrzao 3mg/ml kolagenaze tip I (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) u fosfatnom
fizioloSkom rastvoru (PBS-Phosphate-Buffered Saline, PAA Laboratories, Linz,
Austria), sa 20% FBS. Nakon inkubacije od 45 minuta na 37°C, ¢elijskoj suspenziji
je dodavan rastvor PBS sa 2% FBS, i suspenzija je pasaZirana kroz mreZicu sita.
Dobijene jednocelijske suspenzije su ispirane i nakon toga je vrSeno brojanje celija
pod mikroskopom u Spencer-ovoj komori nakon razblazivanja ¢elijske suspenzije Tiirk-
ovim rastvorom (Superlab, Beograd, Srbija). Na osnovu nadenog ukupnog broja ¢elija
podesavana je odgovarajuc¢a koncentracija ¢elija za kultivaciju.

Kao §to je prethodno opisano za MMC izolovane iz pulpe stalnih zuba (Gronthos i
sar., 2000), 1 MMZ su izolovane na osnovu njihove osobine da adheriraju na plasti¢nu
podlogu. U naSim eksperimentima ¢elije dobijene iz jednog zuba su zasejavane u 25¢cm?
plasti¢ne boce za kultivaciju ¢elija (Sarstedt, Numbrecht, Germany) u koncentraciji od

0,1 - 1 x 10* ¢el/ecm? u medijumu za kultivaciju koji je sadrzavao DMEM, 20% FCS,
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300 uM vitamina C (Sigma, St Louis, MO, USA), 100 U/ml penicilin/streptomicina
(PAA Laboratories, Linz, Austria). Ovako pripremljene ¢elijske kulture su inkubirane
na temperaturi od 37°C, u vlaznoj atmosferi od 5% CO,. Nakon 3 dana, neadherente
¢elije su uklanjane i dodavan je novi medijum koji je pri daljoj kultivaciji ¢elija menjan
svakih 2-3 dana. Celije su kultivisane do momenta postizanja subkonfluentnosti (80-
90% prekrivenosti povrSine). Ove adherentne celije su oznacene kao nulta pasaza
(Py), a svaka naredna oznacavana je odgovaraju¢im rednim brojem. Za postupak
pasaziranja, adherentne ¢elije su ispirane dva puta rastvorom PBS-a bez Ca*" i Mg*" i
odlepljivane od podloge inkubiranjem sa rastvorom 0,25 % tripsina/lmM EDTA (PAA
Laboratories, Linz, Austrija) u trajanju 5-10 minuta na 37°C. U cilju prekidanja ove
reakcije i inaktivacije tripsina, ¢elijama je dodavan medijum za kultivaciju sa FBS, a
odlepljene ¢elije su prebacivane u epruvete i centrifugirane na 1800 opm u trajanju
10 minuta. Nakon toga odredivan je broj vijabilnih ¢elija istom procedurom kojom se
vrsi brojanje celija, ali je umesto Tlrk-ovog rastvora koris¢en 0,4 % rastvor Tripan
plavog (Gibco BRL, Invitrogen, San Diego, CA, SAD), koji bojeéi samo mrtve Celije,
zbog narusene grade njihove membrane na jednostavan nacin omogucuje detektovanje
zivih, neobojenih éelija. Celije su nakon ovog postupka ponovo zasejavane za sledeéi
postupak pasaziranja u 25 cm? plasti¢ne boce za kultivaciju ¢elija u koncentraciji od

1 x 10* ¢el/cm?.

3.2. KRIOPREZERVACIJA I ODLEDIVANJE MMZ

Za potrebe daljih ispitivanja, izolovane MMZ su ¢uvane u teCnom azotu, i koris¢ene
nakon odmrzavanja i odgovarajuéeg in vitro kultivisanja. Celije su zamrzavane na sledeéi
nacin: nakon odlepljivanjaod podloge sarastvorom tripsin/EDTAiodgovarajucihispiranja,
¢elije su resuspendovane u koncentraciji od 1 - 2 x 10° ¢el/ml u hladnom medijumu koji
se sastojao od 90% FBS sa dodatkom 10% krioprotektivnog agenta DMSO (dimetil-
sulfoksid-DMSO, Sigma—Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Ovako rastvorene ¢elije su

45



razlivane u prethodno ohladene krio-epruvete i postavljane u posude za zamrzavanje koje
sadrze izopropanol i odmah su prebacivane na —70°C, preko no¢i. U toku sledec¢ih 24 h
krio-epruvete su postavljane u tankove sa te¢nim azotom na —196 °C.

Pre upotrebe ¢elije su odmrzavane u vodenom kupatilu na 37°C u toku 1-2 minuta.
Krioprotektivni agens je brzo, ali nezno uklanjan, prebacivanjem ¢elijske suspenzije u
konusne epruvete za centrifugiranje sa medijumom za kultivaciju i centrifugiranjem na
1500 opm tokom 10 minuta. Nakon odlivanja supernatanta, ¢elije su resuspendovane u
medijumu za kultivaciju i odredivan je njihov vijabilitet i oporavak, brojanjem celija u
Spencer-ovoj komori nakon razblazivanja urastvoru Tripan plavog. Na osnovu utvrdenog
broja zivih ¢elija u suspenziji podeSavana je odgovaraju¢a koncentracija ¢elija za dalju
kultivaciju.

Vijabilitet ¢elija je odredivan kao odnos izmedu broja Zivih i ukupnog broja ¢elija
u uzorku, a brojanje je radeno u triplikatima. Oporavak ¢elija odredivan je kao odnos

izmedu broja zivih ¢elija u odmrznutom uzorku i ukupnog broja zamrznutih ¢elija.

3.3. CFU-F (Colony Forming Unit-Fibroblast) TEST

CFU-F test koriS¢en je za odredivanje klonogenog potencijala izolovanih MMZ.
Za izvodenje ovog testa ¢elije su zasejavane u plasti¢ne ploc¢e za kulturu tkiva sa 6
otvora, povrsine 9,5 cm?, u koncentraciji od 10, 50 i 100 ¢elija po otvoru u medijumu
za kultivaciju, a za svaku eksperimentalnu grupu postavljane su najmanje dve kulture.
Svakih 2-3 dana ¢elijama je dodavan svez medijum, a nakon 14 dana kultivisanja
na 37°C u atmosferi sa 5% CO,, kultura ¢elija je prekidana, fiksiranjem i bojenjem.
Ukratko, celije su ispirane 2 puta PBS-om, fiksirane ledeno hladnim metanolom
(Superlab, Beograd, Srbija) 5 minuta na sobnoj temperaturi i bojene 0,3% kristal
ljubiGastim (Carlo-Erba reagents, Milan, Italy) 15 minuta. Celije su na kraju ispirane
2 puta destilovanom vodom i preparati osuseni na vazduhu. Broj formiranih kolonija

odredivan je brojanjem pod inverznim mikroskopom na uvelicanju 40 puta, pri cemu
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je kao jedna kolonija podrazumevana grupacija ¢elija koja sadrze viSe od 50 Celijja.
Eksperimenti su ponavljani najmanje 2 puta a rezultati su predstavljeni kao srednje

vrednosti svih merenja.

3.4. ODREPIVANJE PROLIFERATIVNOG KAPACITETA CELIJA

Za odredivanje proliferativnog kapaciteta MMZ u kratkotrajnim kulturama, éelije iz
pasaza P2 i P3, zasejavane su u duplikatu u plasti¢ne plo¢e za kulturu tkiva sa 6 otvora u
koncentraciji od 4 x 10* ¢elija po otvoru i inkubirane na 37°C u vlaznoj atmosferi od 5%
CO,. Nakon 2.,4.17. dana inkubacije, ¢elije su prikupljane nakon postupka odlepljivanja
sa tripsin-EDTA, i odgovarajucih ispiranja i odredivani su broj i vijabilnost.

Za potrebe eksperimenata u kojima je ispitivan efekat IL-17 i FGFb na proliferativni
kapacitet mati¢nih ¢elija izolovanih iz zubne pulpe, ¢elije su zasejavane u duplikatu u
plasti¢ne ploce za kulturu tkiva sa 24 otvora u koncentraciji 1 x 10* ¢elija po otvoru u
DMEM medijumu sa 10% FCS i 300 pM vitamina C, u prisustvu IL-17 (0, 5, 50 ng/
ml) i/ili bFGF (1ng/ml) tokom 2, 4 i 7 dana na 37°C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,. Po
isteku inkubacije, u svakoj eksperimentalnoj grupi ¢elije su tretirane rastvorom tripsin-
EDTA i ispirane nakon ¢ega je odredivan broj vijabilnih ¢éelija. Test je uraden najmanje
3 puta za svaku eksperimentalnu grupu.

Za odredivanje proliferativnog kapaciteta MMZ u dugotrajnim kulturama, ¢elije iz
pasaza P2 i P3, zasejavane su u duplikatu u plasti¢ne plo¢e za kulturu tkiva sa 6 otvora u
koncentracijama 1 x 104, 5 x 10*1 1 x 10° ¢elija/otvoru i inkubirane su na 37°C u vlaznoj
atmosferi od 5% CO, do postizanja konfluentnosti. Nakon procesa odvajanja od podloge
sa rastvorom tripsin-EDTA, vrSeno je brojanje ¢elija, koje su ponovo zasejavane u istim
koncentacijama, 1 x 10%, 5 x 10%1 1 x 10° ¢elija po otvoru. Ova procedura je ponavljana
pri svakoj pasazi u periodu od 24 dana. Iz dobijenih podataka izra¢unavano je vreme
dupliranja populacije (VDP) prema slede¢oj formuli

(T-TO) 1g2
VDP =

(IgNt-1gN0)
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gde VDP predstavlja vreme dupliranja populacije, TO je vreme pocetka kultivisanja, T
je vreme zavrSetka, dok NO i Nt predstavljaju broj ¢elija na pocetku, odnosno na kraju

kultivisanja.

3.5. IMUNOFLUORESCENTNO BOJENJE CELIJA

Za imunofenotipsku analizu ekspresije markera potrebnih za karakterizaciju
mezenhimalnih mati¢nih ¢elija koris¢eni su test direktne i test indirektne fluorescence,
a rezultati su analizirani metodom proto¢ne citometrijske analize ili su ocitavani na

mikroskopu.

3.5.1. PROTOCNA CITOMETRIJA

Za analizu ekspresije markera pomocu metode proto¢ne citometrijske analize
koriS¢ene su c¢elije iz pasaza P3 do P6. Nakon postizanja konfluentnosti i odvajanja od
podloge, za test direktne fluorescence 2 x 10° ¢elija inkubirano je u mraku 30 minuta
na 4 °C sa monoklonskim antitelima specificnim za markere humanih mezenhimalnih 1
hematopoetskih ¢elija:

CD34 (antigen hematopoetskih progenitorskih c¢elija; konjugovan fikoeritrinom-
phycoerythrin, PE) (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark);

CD11b (Mac-1 a; konjugovan fluorescein izotiocijanatom -fluorescein isothiocyanate,
FITC), (Biosource Invitrogen, Camarillo, CA, USA);

CD45 (uobicajen leukocitni antigen/ marker celija hematopoetskog porekla; FITC
konjugovan) (Biosource Invitrogen, Camarillo, CA, USA);

CD33 (Sialic Acid-Binding Immunoglobulin-Like Lectin 3; SIGLEC 3; povrSinski
marker veoma ranih hematopoetskih ¢elija iz kostne srzi; Fluorescein konjugovan) (R
& D Systems, Minneapolis, MN, USA);

CD105 (endoglin; R-PE konjugovan), (Biosource Invitrogen, Camarillo, CA, USA);
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CD235a (glikoforin A; PE konjugovan) (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA);
CD44H (PE konjugovan) (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA);
CD90 (Thy-1/Thy-1.1; PE konjugovan) (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA).

Zaodredivanje nivoanespecifiénog vezivanjakoris¢ena su odgovarajuca fluorohrom-
konjugovana izotipska kontrolna antitela.

Za detekciju vezivanja nekonjugovanog STRO-1 antitela (R & D Systems,
Minneapolis, MN, USA) koriS¢en je test indirektne fluorescence, jer je nakon inkubacije
30 minuta na 4 °C u mraku, dodavano sekundarno antitelo FITC-obelezeni kozji anti-
30 minuta na 4 °C u mraku. Za odredivanje nivoa nespecificnog vezivanja koris¢ena su
kontrolna antitela istog izotipa (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA)

Proto¢na citometrija je radena na proto¢nom citometru CyFlow SL (Partec,
Miinster, Germany), opremljenim laserom snage 20mW koji emituje svetlost talasne
duzine 488 nm (plava). Citometar je kalibrisan pomocu kalibracionih kuglica od 3
um (Partec, Miinster, Germany) prema uputstvu proizvodaca. Rezultati su analizirani
pomocu softvera Partec FlowMax 2.4 (Partec, Miinster, Germany) i prikazani u vidu
tackastih dijagrama prednjeg i bocnog rasipanja i histograma fluorescencije. Histogram
fluorescencije je definisan apsolutnim brojem registrovanih dogadaja na linearnoj
skali ordinate i relativnim vrednostima inteziteta fluorescencije svakog pojedinacnog
dogadaja izrazenim brojevima kanala fluorescencije (0-1024) na logaritamskoj skali
apscise. Procenat pozitivnih celija je odredivan postavljanjem grani¢ne vrednosti
fluorescencije na osnovu izotipske kontrole tako da su kao pozitivne brojane ¢elije koje
su imale intenzitet fluorescencije visi od 98% celija izotipske kontrole. Analizirano je

najmanje 10.000 ¢elija po uzorku.
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3.5.2. TEST INDIREKTNE FLUORESCENCE ZA DETEKCIJU
INTRACELULARNIH CELIJSKIH MARKERA

Za test indirektne fluorescence 2x10* MMZ ¢elija je zasejavano na plasti¢nim
ljuspicama (Sarstedt, Numbrecht, Germany) i kultivisano 24 ¢asa. Nakon fiksiranja ¢elija
sa rastvorom 4% formaldehida u PBS-u, ¢elijski monoslojevi su tretirani PBS rastvorom
sa 0,1%.TritonX u toku 2 minuta u cilju permeabilizacije ¢elijske membrane, a zatim
su inkubirani 1 sat na sobnoj temperaturi sa mi§jim anti-vimentin i mi§jim anti-o-SMA
(alpha-Smooth Muscle Actin) antitelima (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Nakon
odgovarajucih ispiranja, ¢elije su inkubirane sa kozjim anti-misjim-FITC sekundarnim
antitelom (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) 1 1 pg/ml DAPI (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, USA) u toku sat vremena na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon
ispiranja, uzorci su analizirani 1 fotografisani pomocu epi-fluorescentnog mikroskopa
Axioskop 2 plus 1 digitalne kamere AxioCam MRc5 (Carl Zeiss GmbH, Goéttingen,

Germany).

3.6. ODREPIVANJE POTENCIJALA DIFERENCIJACIJE CELIJA

Za utvrdivanje potencijala diferencijacije MMZ, Celije iz pasaze P3 su zasejavane u
plasti¢ne ploce za kulturu tkiva sa 24 otvora, povrSine 2 cm? po otvoru u koncentraciji
0d 4000 ¢el/cm? i kultivisane u medijumu za kultivaciju do postizanja subkonfuentnosti.
Nakon toga, bazalni medijum je zamenjivan medijumima za indukciju specificnog
diferentovanja u cilju usmeravanja MMZ ka stvaranju odgovarajuc¢ih celija razlicitih
mezenhimalnih tkiva. Kao kontrole su koris¢ene paralelne inkubacije ¢elijau osnovnom

medijumu za kultivaciju.

3.6.1. IN VITRO OSTEOGENA DIFERENCIJACIJA

Medijum za indukciju osteogene diferencijacije sastojao se od DMEM u koji je
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dodavano 10 nM deksametazona (Applichem, Darmstadt, Germany), 200 pM vitamina
C, 10 mM B-glicerofosfata (Sigma—Aldrich, Saint Louis, MO, USA), 100 U/ml penicilin/
streptomicina, 1% HEPES (PAA Laboratories, Linz, Austria) i 10% FBS. Celije su
inkubirane u medijumu 21 dan, na temperaturi od 37°C i vlaznosti 5% CO,. Medijum
je menjan 3 puta nedeljno. Osteogena diferencijacija je analizirana merenjem aktivnosti

alkalne fosfataze.

3.6.1.1 ODREDIVANJE AKTIVNOSTI ALKALNE FOSFATAZE

Aktivnost ¢elijske alkalne fosfataze je odredivana 6. 1 7. dana kultivacije ¢elija u
medijumu za indukciju osteogene diferencijacije. Jednoslojne ¢elijske kulture su isprirane
dva puta fizioloskim rastvorom, fiksirane 30 sekundi na sobnoj temperaturi sa 0,2 ml/
otvoru 3,7% formaldehida u 90% etanolu i bojene sa 300ul 5-bromo-4-hlor-3-indolil
fosfat/nitro plavim tetrazolinom (BICP/NBT, Sigma — Aldrich, Saint Louis, MO, USA).
Celije su inkubirane do pojave plave boje karakteristine za krajnji produkt reakcije
supstrata sa alkalnom fosfatazom. Reakcija je prekinuta ispiranjem sa fizioloSkim

rastvorom. Nakon toga ¢elije su fotografisane na svetlosnom mikroskopu.

3.6.2. IN VITRO HONDROGENA DIFERENCIJACIJA

Za indukciju hondrogene diferencijacije koriS¢en je medijum koji se sastojao
od DMEM sa dodatkom 5 ng/ml transformiSuceg faktora rasta-p1 (TGF-B1; R & D
Systems, Minneapolis, MN, USA), 200 uM vitamina C, 10 nM deksametazona, 100
U/ml penicilin/streptomicina, 1% HEPES i 1% FBS. Celijske kulture su inkubirane
dodatnih 21 dan, sa promenom medijuma na svakih 3 dana. Na kraju inkubacije vrSeno

je bojenje sa Safranin O.
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3.6.2.1. SAFRANIN O BOJENJE

Dvadestjedan dan nakon indukcije hondrogene diferencijacije ¢elijske kulture su
ispirane dva puta PBS rastvorom 1 fiksirane hladnim metanolom 5 minuta. Nakon toga
¢elije su isprane dva puta destilovanom H,O 1 bojene 0,01% rastvorom Fast Green
boje (Merck, Darmstadt, Germany) 3 minuta. ViSak boje je uklanjan, 1 dodavan je
rastvor 1% CH;COOH u trajanju od 10-15 sekundi. Nakon toga kulture su bojene 0,1%
rastvorom Safranin O (Merck, Darmstadt, Germany) 6-7 minuta i na kraju isprane H,O

1 fotografisane na svetlosnom mikroskopu.

3.6.3. IN VITRO ADIPOGENA DIFERENCIJACIJA

Za adipogenu diferencijaciju kulture subkonfluentnih ¢elija su inkubirane u
medijumu za indukciju adipogene diferencijacije u toku 4 nedelje. Medijum se sastojao
od DMEM sa dodatkom 100 pg/ml isobutil-metilksantina (IBMX; Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), 1 uM deksametazona, 10 ug/ml insulina (Actrapid, Novonordisc,
Bagsvaerd, Denmark), 100 U/ml penicilin/streptomicina, 1% HEPES 1 10% FBS.
Medijum je menjan tri puta nedeljno, a prisustvo intracelularnih lipidnih vakuola, koji

potvrduju adipogenu diferencijaciju, je utvrdivano bojenjem pomocu Oil Red O .

3.6.3.1. OIL RED O (Sigma-Aldrich) BOJENJE

Nakon indukcije adipogene diferencijacije, kulture MMC su ispirane dva puta
rastvorom PBS-a i fiksirane 10% formalinom u PBS-u u toku 15 minuta. Nakon toga,
¢elije su ispirane dva puta destilovanom H,O 1 bojene 0,2 % rastvorom Oil red O
(Merck, Darmstadt, Germany) 2 sata. Na kraju, ¢elije su isprane destilovanom H,O i

fotografisane na svetlosnom mikroskopu.
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3.6.4. IN VITRO MIOGENA DIFERENCIJACIJA

Za indukciju miogene diferencijacije, MMC su kultivisane u odgovarajuéem
medijumu koji se sastojao od DMEM sa 5% konjskim serumom (PA A Laboratories, Linz,
Austria), 50 uM hidrokortizona (Galenika, Beograd, Serbia), 0,1 uM deksametazona i
2% FBS. Celije su kultivisane 16 dana sa promenom medijuma na svakih 2-3 dana.
Za ispitivanje miogene diferencijacije ¢elije su ispirane PBS-om, fiksirane ledenim
metanolom 5 minuta na sobnoj temperaturi i bojene 0,3% rastvorom boje kristal-
ljubicasto (Carlo-Erba reagents, Milan, Italy) u toku 15 minuta. Preparati su zatim
ispirani destilovanom vodom i pomoc¢u svetlosnog mikroskopa ispitivano je prisustvo

miotubula.

3.7. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Izracunavani su standardni numeric¢ki parametri — srednja vrednost i standardna
greSka dobijenih rezultata. Znacajnost nadenih razlika za svaki od ispitivanih parametara
izmedu eksperimentalnih i kontrolnih grupa odredivana je pomocu Student t-testa
primenom Origin PC programa. Statisticki zna¢ajnom je smatrana verovatno¢a manja

od 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. IZOLACIJA I KULTIVISANJE MMZ

Prilikom odvajanja preostalog tkiva pulpe ekstrahovanih mle¢nih zuba, primecena
je razlika u boji pulpnog tkiva. Krvarenje i crvena boja su bili prisutni kod zuba sa
manjim stepenom luksacije 1 sa manjom resorpcijom korena, dok je siva boja i izostanak
krvarenja primec¢ena kod luksiranijih zuba sa ve¢om korenskom resorpcijom. Kod ovih
prvih je uspesno izvrSena izolacija primarnih ¢elijskih kultura, dok je kod druge grupe
siva boja bila pokazatelj avitalnosti pulpe usled resorpcije mle¢nih korenova. Kod
takvih zuba nije bilo moguce izolovati vitalne Celije, ili je njihov broj bio izuzetno mali
1 nedovoljan za dalju ekspanziju.

Dejstvom kolagenaze na tkivo pulpe dobijene su jednocelijske suspenzije koje su
kultivisane u teénom medijumu, pri maloj gustini (0.1 - 1 x 10* ¢el/cm?), u zavisnosti
od broja dobijenih ¢elija iz uzorka. Dva do tri dana nakon pocetka kultivisanja celije
su pocele da stvaraju agregate (Slika 8a), a da adheriraju za plasti¢nu podlogu nakon
nekoliko sati. Vecina ¢elija je imala fibroblastni, vretenast oblik (Slika 8c). Nakon 7-10
dana od pocetka kultivisanja uocene su kolonije koje su se sastojale od oko 50 ¢elija,
a oko 20. dana celije su dostigle 80-90% konfluentnosti i bile spremne za prvu pasazu
(Slika 8b). Nakon pocetnog kultivisanja ¢elije su znatno brze proliferisale dostizuci
80% konfluentnosti obi¢no za 7-8 dana, zadrZzavajuc¢i vretenast oblik 1 bez primecenih
promena u morfologiji tokom dugotrajnog kultivisanja. Takode nije ustanovljena pojava
spontane diferencijacije, i tokom vise od 10 pasaza Celije su zadrzale nepromenjenu

sposobnost proliferacije.
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Slika 8. Morfoloske karakteristike MMZ. (a) MMZ pocinju da formiraju male
kolonije; (b) MMZ koje su dostigle 80-90% konfluentnosti; (c) Tipi¢an vretenast,
fibroblastni oblik ¢elija. Uvelicanje 4x (a, b) i 10x (c).

4.2. KRIOPREZERVACIJA I ODMRZAVANJE MMZ

Osobine 1 vijabilnost ¢elija nakon krioprezervacije su izuzetno vazne za njihovu
potencijalnu klini¢ku primenu. Zbog toga je posle svake pasaze deo Celija zamrzavan.
Nakon razlic¢itih vremenskih intervala i odmrzavanja proveravana je vijabilnost i
oporavak celija. U Tabeli 1 predstavljeni su reprezentativni uzorci kako ¢elija cuvanih
na -70°C, tako i ¢elija ¢uvanih u te¢nom azotu (LN2) na -196°C, u periodu od 40 do

preko 200 dana. Prikazani rezultati pokazuju da se MMZ ¢elije mogu uspesno ¢uvati
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na niskim temperaturama, jer su i vijabilnost i oporavak odmrznutih ¢elija bili u

zadovoljavaju¢im granicama. Naime, vijabilnost MMZ ¢uvanih na -70°C kretala se po

njihovom odmrzavanju u opsegu od 85% do 95% pri ¢emu je oporavak odmrznutih

¢elija iznosio od 53% do 92%. Sli¢no je i po odmrzavanju ¢elija cuvanih u te€nom azotu

vijabilnost MMZ iznosila od 80% do 98%, dok se oporavak ovako ¢uvanih ¢elija kretao

u opsegu od 53% do 97%.

Tabela 1. Vijabilnost i oporavak MMZ nakon zamrzavanja.
Pasaza Zamrznuto Cuvanje Odmrznuto Vijabilitet Oporavak
broj éelija temp. Dani broj ¢elija % %

Pl 1,1x10° -70°C 110 1x10° 85 90,9
P2 1x10° LN, 205 7,75x10° 86 775
P2 1,5x10° -70°C 110 8x10° 91 53,3
P3 1,1x10° -70°C 115 1x10° 95 90,9
P3 1,3x10° -70°C 100 1x10° 93 76,9
P3 1,1 x10° LN, 200 1,025 x10° 98 93,2
P4 1,5x10° -70°C 40 1,375x10° 88 91,7
P4 1,5x10° 70°C 50 1,25 x10° 93 83,3
P6 1,65x10° LN, 50 1,6x10° 82 96,9
P6 1x10° LN, 50 5,25x10° 80 52,5
89,1 80,7

+5,86/1,86 | +16,1/5,1

LN,-te¢ni azot
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4.3. CFU-F (Colony Forming Unit-Fibroblast) TEST

Za ispitivanje proliferacije 1 klonogenog kapaciteta izolovanth MMZ koriSc¢en je
standardni in vitro test sistem za identifikaciju mezenhimalnih mati¢nih ¢elija, CFU-F
test (Slika 9). Nakon 14 dana u kulturama, ¢elije iz razli¢itih pasaza produkovale su
multiple kolonije razli¢itih veli¢ina (Slika 9a), a u okviru svake kolonije pojedinacne
¢elije su imale karakteristi¢nu vretenastu/fibroblastnu morfologiju (Slika 9c).

U na$im eksperimentima CFU-F test je optimizovan za kvantifikaciju mezenhimalnih
maticnih ¢elija u uzorcima ¢elija izolovanih iz pulpe mle¢nih zuba. U Tabeli 2 prikazana
je frekvencija ¢elija koje imaju sposobnost stvaranja kolonija u zavisnosti od ukupnog
broja razlivenih Celija, koja se u proseku kretala od oko 8 CFU-F kolonija na 10
zasejanih Celija, do preko 40 CFU-F kolonija na 100 zasejanih ¢elija. Utvrdena linearna
zavisnost izmedu broja razlivenih c¢elija i broja rezultiraju¢ih CFU-F kolonija ukazuje
na pouzdanost odredivanja broja CFU-F u primenjenom opsegu koncentracija ¢elija.
Medutim, ukoliko se posmatra efikasnost stvaranja kolonija, definisana kao procenat
CFU-F izvedenih kolonija na 100 zasejanih cCelija, klonogeni potencijal MMZ bio je
daleko visi 1 izrazeniji kada su ¢elije zasejavane u niskim koncentracijama po jedinici

povrsine.
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Slika 9. CFU-F test. (a) Multiple kolonije nakon 14 dana u kulturi; (b) Klonogene
kolonije koje vode poreklo od pojedinacnih ¢elija; (¢) Pojedinac¢na kolonija MMZ sa

karakteristi¢nim fibroblastnim oblikom ¢elija. Uveli¢anje 2.5x (b) 1 4x (c).

Tabela 2. Zavisnost izmedu broja razlivenih ¢elija i broja rezultiraju¢ih CFU-F

kolonija.
Zasejane celije
10 50 100
Broj CFU-F 8§25+3.20 29,5+4,29 40,25 + 7,98
% efikasnosti 82,50 59,00 40,25

MMZ su zasejavane u niskim koncentracijama (10, 50 1 100 ¢elija/otvoru ploca za
kultivaciju) i nakon 14 dana CFU-F kolonije su bojene rastvorom kristal-ljubicastog.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija za tri eksperimenta,

od kojih je svaki izveden u duplikatu.
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4.4. ODREPIVANJE PROLIFERATIVNOG KAPACITETA CELIJA

Odredivanje proliferacije MMZ u kratkotrajnim kulturama, odnosno odredivanje
njihovog broja u kulturama do 7. dana inkubacije, ukazalo je na visoki proliferativni
kapacitet MMZ ¢elija, s obzirom da je ve¢ drugog dana inkubacije broj ¢elija u kulturama
bio dvostruko povecan, dok je sedmog dana inkubacije broj ¢elija u kulturama bio 1

preko Sest puta visi u odnosu na pocetni broj ¢elija (Grafikon 1).

35,00

30,00 - b
© 25,00 -
i’ 20,00 - ok
g 1500 1 * ok
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m

5,00

0,00 | : |

0 2 4 6 8
Dani kultivacije

Grafikon 1. Odredivanje proliferativnog kapaciteta MMZ u kratkotrajnim
kulturama. MMZ (4 x 10%otvoru ploc¢e za kultivaciju) su gajene u standardnom
medijumu, a 2., 4. 1 7. dana su odlepljene tripsinizacijom i brojane. Uradeno je 5
eksperimenata u duplikatu, a rezultati su predstavljeni kao aritmetiCka sredina +
standardna devijacija. Statisticki znacCajna razlika u odnosu na pocetni broj ¢elija u

kulturi prema t-testu: ***p<0.001.

Odredivanje proliferativnog kapaciteta celija tokom dugotrajnog kultivisanja
obuhvatalo je pracenje proliferacije ¢elija zasejanih u tri razliCite koncentracije, 1 x
10,5 x 10*i 1 x 10° éelija/otvoru plasti¢nih plo¢a za kulturu tkiva. Celije su kultivisane

do postizanja konfluentnosti 1 brojane pri svakoj narednoj pasazi tokom 24 dana.
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Prema formuli navedenoj u ”Materijalu i metodama“ izracunavano je vreme dupliranja
populacije. Dobijeni rezultati su pokazali da se vreme dupliranja populacije povecava
u toku dugotrajne kulture ¢elija, ali 1 da zavisi od pocetne koncentracije ¢elija u kulturi
(Grafikon 2). Naime, tokom datog perioda ¢elije zasejane u veéoj koncentraciji, 1 x 10°
¢elija/otvoru, su imale znacajno vece vreme dupliranja populacije (oko 80 sati) u odnosu
na Celije zasejane pri manjoj koncentraciji, 1x10* ¢elija/otvoru koje su proliferisale

znatno brze, jer je njihovo vreme dupliranja populacije bilo oko 50 sati (p<0.05).
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Grafikon 2. Odredivanje proliferativnog kapaciteta MMZ tokom dugotrajnog
kultivisanja. MMZ su kultivisane (1 x 104, 5x 10*1i 1 x 103 ¢elija/otvoru) u standardnom
medijumu do postizanja konfluentnosti i brojane pri svakoj narednoj pasazi tokom 24
dana. Vreme dupliranja populacije je racunato po formuli predstavljenoj u “Materijalu
i metodama”. Rezultati su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna devijacija
za tri eksperimenta uradena u duplikatu. Statisticki znacajna razlika prema t-testu za
vrednosti dobijene u kulturama sa 1 x 10° zasadenih ¢elija u odnosu na vrednosti

dobijene u kulturama sa 1 x 10* zasadenih ¢elija: *p<0.05.
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4.5. IMUNOFENOTIPSKE ANALIZE

Imunofenotipska karakterizacija mezenhimalnih mati¢nih celija je jedan od
tri minimalna kriterijuma predlozena od strane ISCT u cilju definisanja ovih ¢elija
izolovanih iz razli¢itih izvora u razli¢itim laboratorijama. Usled nepostojanja
pojedina¢nog markera, kao ni grupe markera, koji bi nedvosmisleno definisali MMC,
ISCT je u cilju uspostavljanja standarda, kako u laboratorijskim, tako 1 preklini¢kim
studijama, predlozio grupu povrSinskih antigena, ukljucuju¢i CD105, CD73, CD90 1
CD44, koji se trenutno koriste za karakterizaciju MMC. U cilju dobijanja pro&iséene
populacije MMC, kao dodatni kriterijum predloZeno je ispitivanje negativne ekspresije
hematopoetskih markera koji se najées¢e mogu naéi u heterogenoj populaciji MMC.
Polazeéi od ovih preporuka, u nasim istrazivanjima smo ispitivali ekspresiju povrsinskih i
intracelularnih ¢elijskih markera imunofluorescentnim bojenjem, a rezultati su oCitavani

na mikroskopu ili metodom protoc¢ne citometrije.

4.5.1. PROTOCNA CITOMETRIJA

U cilju ispitivanja pozitivne ekspresije povrinskih markera MMC i odsustva
ekspresije markera hematopoetskih ¢elija na izolovanim MMZ, koris¢en je test direktne
imunofluorescencije, a rezultati ocitavani proto¢nom citometrijom. Naime, MMZ
iz pasaza P3 1 P6 inkubirane su sa monoklonskim antitelima specificnim za markere
humanih mezenhimalnih 1 hematopoetskih celija. Jedan od povrSinskih markera
predloZen od strane ISCT za identifikaciju MMC je CD105, poznat kao endoglin. Ovaj
membranski glikoprotein moze biti eksprimiran 1 na endotelnim ¢elijama, zatim na
aktiviranim makrofagima, fibroblastima i glatko misi¢nim ¢elijama. Rezultati dobijeni u
naSim eksperimentima pokazali su da MMZ eksprimiraju ovaj antigen u opsegu od 55%
do 87% éelija (Slika 9). Drugi marker predloZen od strane ISCT za identifikaciju MMC

je CD90, poznat kao Thy-1, koji igra vaznu ulogu u razvoju i funkcionisanju nervnog
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sistema, a mogu ga eksprimirati stromalne i fibroblastne celijske linije, aktivirani
endotel, kao 1 tumorske ¢elije limfoidnog i nervnog porekla. Rezultati dobijeni analizom
ekspresije ovog markera pokazali su da je u populaciji izolovanih MMZ zastupljeno
80% do 94% CD90 pozitivnih ¢elija (Slika 9). Kao tre¢i pozitivan stromalni marker
analiziran je CD44 koji inace ima ulogu u meducelijskim interakcijama, ¢elijskoj adheziji
1 migraciji. Rezultati dobijeni u sklopu ove teze pokazali su da je CD44 eksprimiran na
88% do 95% MMZ ¢elija. Pored toga, u naSim eksperimentima ispitana je i ekspresija
jos§ jednog pozitivnog stromalnog markera, STRO-1, koji se Cesto koristi za dobijanje
preé¢is¢ene populacije MMC iz kostne srzi. U ovim ispitivanjima utvrdeno je da oko
10% izolovanih MMZ eksprimira STRO-1 (Slika 9).

Slede¢i preporuke ISCT, ispitana je i ekspresija markera karakteristicnih za
hematopoetske celije kako bi isklju¢ili moguénost prisustva hematopoetskih celija
u heterogenoj populaciji izolovanih MMZ. Stoga smo analizirali ekspresiju CD34,
antigena hematopoetskih progenitorskih ¢elija, i u naSim eksperimentima utvrdili da
je u populaciji izolovanih MMZ svega 1.7% do 1.9% celija CD34 pozitivno (Slika
10). CD11b ili integrin alfa M, eksprimiran je na leukocitima, uklju¢ujué¢i monocite,
granulocite, makrofage, kao 1 na prirodnim ¢elijama ubicama, a u sklopu ove teze u
analiziranim uzorcima MMZ pokazano je da samo 1.1% do 3% celija eksprimira ovaj
antigen. Pored toga, ispitivana je i ekspresija CD33, ili Siglec-3, transmembranskog
receptora eksprimiranog na ¢elijama mijeloidne linije, za koji je u naSim eksperimentima
utvrdeno da je eksprimiran na 0.4% do 3.2% MMZ. Analizom ekspresije CD45 markera,
uobicajenog leukocitnog antigena, u uzorcima izolovanih MMZ pokazano je prisustvo
0.2% do 1.6% CD45+ ¢elija. Osim toga, za CD235a ili glikoforin A, koji predstavlja
glikoprotein membrane eritrocita, u na§im eksperimentima utvrdeno je da se ovaj antigen
eksprimira na samo 0.5% do 0.7% MMZ ¢elija (Slika 10). Na osnovu analize ekspresije
povrsinskih antigena i pokazane pozitivne ekspresije stromalnih markera, CD105, CD90,
CD44 1 STRO-1, te odsustva ekspresije hematopoetskih markera CD34, CD11b, CD33,
CD45 i CD235, moze se zakljuciti da izolovane MMZ u pogledu imunofenotipskih
karakteristika ispunjavaju kriterijume da bi se definisale kao MMC.
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Slika 9. Pozitivha ekspresija stromalnih markera na MMZ. Proto¢nom
citometrijom analizirana je ekspresija CD105, CD90, CD44, i STRO-1 na MMZ iz
pasaze P6 nakon inkubacije sa odgovaraju¢im specificnim antitelima konjugovanim
sa FITC ili PE. Prikazani su reprezentativni histogrami fluorescencije. Sivo ispunjeni
histogrami predstavljaju nespecifi¢nu fluorescenciju za bojenje kontrolnim izotipskim
antitelima, a prazni, crveni histogramski plotovi prikazuju fluorescenciju za navedene

¢elijske povrsinske antigene.
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Slika 10. Negativna ekspresija hematopoetskih markera na MMZ. Proto¢nom
citometrijom analizirana je ekspresija CD45, CD235a, CD34, CD33,1CDI11b, na MMZ
iz pasaZe P6 nakon inkubacije sa odgovaraju¢im specificnim antitelima konjugovanim
sa FITC ili PE. Prikazani su reprezentativni histogrami fluorescencije. Sivo ispunjeni
histogrami predstavljaju nespecificnu fluorescenciju za bojenje kontrolnim izotipskim
antitelima, a prazni, crveni histogramski plotovi prikazuju fluorescenciju za navedene

¢elijske povrsinske antigene.

4.5.2 IMUNOFLUOROSCENTNO BOJENJE

U cilju kompletnije fenotipske karakterizacije MMZ, slede¢i preporuke ISCT
za ispitivanje §to veéeg broja markera MMC, u na$im eksperimentima smo ispitali
ekspresiju intracelularnih markera u populaciji izolovanih MMZ. Vimentin ima ulogu

u citoskeletnoj organizaciji i ¢elijskoj morfologiji i1 koristi se kao specificni marker
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MMC, dok o-SMA uéestvuje u celijskoj pokretljivosti, strukturi i integritetu. Za
njihovu vizuelizaciju koriS¢eno je indirektno imunofluorescentno bojenje sa misjim
anti-vimentin i mi§jim anti-a-SMA antitelom i anti-mi§jim FITC sekundarnim antitelom
(zeleno), dok su sva jedra bojena pomoc¢u DAPI (plavo). Na osnovu rezultata dobijenih u
sklopu ove teze dokazana je pozitivna ekspresija oba analizirana intracelularna proteina,
kako vimentina (Slika 11a), tako i a-SMA (Slika 11b) u izolovanim MMZ, §to dodatno

potvrduje da njihove imunofenotipske karakteristike odgovaraju odlikama MMC.

DAPI Vimentin-FITC
a)

DAPI aSMA-FITC
b)

Slika 11.Imunofluorescentno bojenje MMZ za vimentin (a) i a-SMA (b). Pozitivho

citoplazmatsko bojenje intracelularnih markera MMC indirektnom fluorescencijom

.....

sekundarnih antitela (zeleno). Jedra su bojena pomoc¢u DAPI (plavo). Za analizu bojenja

je koris¢en imunofluorescentni mikroskop (400x uvecanje).
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4.6. IN VITRO DIFERENCIJACIJA MMZ

Multipotentni potencijal diferencijacije MMC je biolosko svojstvo koje na
jedinstven nacin karakteriSe ove Celije, pa je stoga njegovo odredivanje takode jedan
od neophodnih kriterijuma definisanja ovih c¢elija izolovanih iz razli¢itih izvora u
razli¢itim laboratorijama. Uprkos mnogim pokusajima za karakterizaciju MMC
pomoc¢u imunofenotipskih analiza, njithova sposobnost diferencijacije u osteocite,
hondrocite 1 adipocite, ¢elije tri razli¢ita tipa vezivnih tkiva (koStanog, hrskavi¢avog
1 masnog), predstavlja funkcionalnu osobinu koja potvrduje njthovu multipotentnost 1
nedvosmisleno pravi razliku izmedu MMC i ¢elija koje imaju sposobnost diferencijacije
u pravcu samo jedne celijske loze.

Koriste¢i preporuke ISCT, u nasim istrazivanjima za ispitivanje diferencijacionog
potencijala MMZ koris¢ene su ¢elije dobijene nakon pasaze P3 koje su usmeravane da
diferentuju u pravcu osteogenih, hondrogenih, adipogenih i miogenih ¢elija uz pomo¢
odgovaraju¢ih indukcionih medijuma za kultivaciju. Kao potvrdu diferencijacije,

koriS¢ene su citohemijske analize.

4.6.1. IN VITRO OSTEOGENA DIFERENCIJACIJA

Kapacitet osteogene diferencijacije je ispitivan pomocu detekcije ekspresije
alkalne fosfataze koja je karakteristicna za ranu fazu osteogeneze. Za indukciju
osteogene diferencijacije koriS¢en je specifican osteogeni medijum, koji pored FCS 1
deksametazona, sadrzi B-glicerofosfat. Nakon 7 dana kultivisanja pokazano je da je
doslo je do znatnog povecanja ekspresije alkalne fosfataze (Slika 12a) u kulturama
MMZ gajenim u osteogenom medijumu u odnosu na kontrolu gajenu u standardnom
medijumu za Celijske kulture (Slika 12b). Na taj nacin dokazano je da MMZ izolovane
u eksperimentima izvedenim u sklopu ove teze imaju potencijal da se diferenciraju u

osteoblaste, ¢elije koStanog tkiva.
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Slika 12. Osteogena diferencijacija MMZ. a) MMZ gajene 7 dana u osteogenom
medijumu sa B-glicerofosfatom. Alkalna fosfataza u ¢elijama je detektovana bojenjem
sa BCIP/NBT; b) MMZ gajene 7 dana u standardnom medijumu (kontrola). Prisustvo

alkalne fosfataze nije detektovano. Uvelicanje 10x (a, b).

4.6.2. IN VITRO HONDROGENA DIFERENCIJACIJA

Za ispitivanje kapaciteta hondrogene diferencijacije MMZ su kultivisane 21 dan
u specificnom hondrogenom medijumu koji pored FCS 1 deksametazona sadrzi TGF-
B1. Kapacitet hondrogene diferencijacije ovih ¢elija odredivan je pomocu detekcije
sinteze proteoglikana specificnih za hrskavicavo tkivo putem bojenja sa Safranin O
bojom. Kao §to se iz prikazanih rezultata na Slici 13 moze uocCiti MMZ gajene 21 dan u
specificnom hondrogenom medijumu koji sadrzi TGF-B1 obojile su se bojom Safranin
O potvrdujuci prisustvo proteoglikana (Slika 13a), dok u kontroli istim bojenjem nije
detektovano prisustvo proteoglikana (Slika 13b). Na osnovu ovih rezultata zaklju¢eno
je da analizirane MMZ pored potencijala za diferencijaciju u ¢elije koStanog tkiva mogu

da se diferenciraju 1 u hondrocite, ¢elije hrskavicavog vezivnog tkiva.
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Slika 13. Hondrogena diferencijacija MMZ. a) MMZ gajene 21 dan u
hondrogenom medijumu sa TGF-1. Pozitivno bojenje proteoglikana pomoc¢u Safranin
O; b) MMZ gajene 21 dan u standardnom medijumu (kontrola). Prisustvo proteoglikana

nije detektovano. Uveli¢anje 10x (a, b).

4.6.3. IN VITRO ADIPOGENA DIFERENCIJACIJA

Potencijal MMZ za adipogenu diferencijaciju ispitivan je pomocu detekcije
intracelularnih lipidnih vakuola 1 promene c¢elijske morfologije. Za indukciju
adipogeneze koris¢en je specifican adipogeni medijum koji pored FCS i1 deksametazona
sadrzi izobutil-metilksantin u kojem su ¢elije gajene tokom 28 dana. Dobijeni rezultati
su pokazali da su MMZ nakon 28 dana inkubacije u specificnom adipogenom medijumu
sa izobutil-metilksantinom promenile svoju morfologiju i poprimile izgled adipocita u
¢ijoj citoplazmi su detektovane lipidne kapi bojenjem pomocu Oil Red O (Slika 14a). S
druge strane, u kulturama MMZ gajenim tokom 28 dana u kontrolnom medijumu nisu
uocene promene u ¢elijskoj morfologiji, niti je detektovano prisustvo lipidnih vakuola
(Slika 14b). Dobijeni rezultati ukazali su da analizirane MMZ imaju kapacitet da se

diferenciraju i u ¢elije masnog tkiva, adipocite.
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Slika 14. Adipogena diferencijacija MMZ. a) MMZ gajene 28 dana u adipogenom
medijumu sa izobutilmetilksantinom. Pozitivno bojenje lipidnih vakuola pomocu Oil
Red O; b) MMZ gajene 28 dana u standardnom medijumu (kontrola). Prisustvo lipidnih

vakuola nije detektovano. Uveli¢anje 20x (a, b).

4.6.4. IN VITRO MIOGENA DIFERENCIJACIJA

Kapacitet miogene diferencijacije MMZ u ovom radu je ispitan analizom celijske
morfologije 1 detekcije viSejedarnih miotubula nakon bojenja kristal violet bojom. Pri
tome je za miogenu diferencijaciju upotrebljen odgovarajué¢i miogeni medijum koji pored
FCS 1 deksametazona sadrzi konjski serum 1 hidrokortizon. Rezultati dobijeni u sklopu
ove doktorske disertacije potvrdili su i potencijal MMZ za miogenu diferencijaciju s
obzirom da je u kulturama ovih ¢elija nakon 16 dana inkubacije u miogenom medijumu
detektovano formiranje viSejedarnih miotubula (Slika 15a i 15¢) €ije prisustvo nije

utvrdeno u kontrolnim kulturama MMZ gajenim u standardnom medijumu (Slika 15b).
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a) b)

Slika 15. Miogena diferencijacija MMZ. a, c) MMZ gajene 16 dana u miogenom
medijumu. Visejedarne miotubule detektovane kristal violet bojenjem; b) MMZ gajene
16 dana u kontrolnom medijumu. Prisustvo viSejedarnih miotubula nije detektovano.

Uvelicanje 10x (a, b) 1 40x (¢).

4.7. UTICAJ IL-17 i FGF NA PROLIFERACIJU MMZ

Kako je za terapijsku primenu potrebno umnoZzavanje inicijalno malog broja
mezenhimalnih mati¢nih ¢elija dobijenih iz pulpe mle¢nih zuba, optimiziranje uslova
kultivisanja je bio jedan od ciljeva ovog istrazivanja. U prethodnim eksperimentima smo
pokazali da MMZ poseduju visok proliferativni potencijal kako tokom kratkotrajnog

tako 1 tokom dugotrajnog kultivisanja. Poznato je da IL-17 1 bFGF ucestvuju u regulaciji
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proliferacije razlicitih tipova celija, ukljucujuci i stromalne maticne ¢elije. Polaze¢i od
ove Cinjenice, pretpostavili smo da bi sli¢an efekat mogli da imaju i na proliferaciju
MMZ.

U ovom radu ispitani su pojedinacni efekti bFGF (1 ng/ml) i razlic¢itih koncentracija
IL-17 (5 ili 50 ng/ml), kao i njihovo kombinovano dejstvo na rast MMZ tokom
kratkotrajnog kultivisanja, pri ¢emu su ¢elije brojane nakon 2, 4 1 7 dana (Grafikon 3),
dok su kontrolu predstavljale ¢elije kultivisane bez bFGF i IL-17. Dobijeni rezultati su
pokazali da pojedinacno primenjeni bFGF 1 IL-17 ispoljavaju stimulatorni efekat na rast
MMZ. Pri tome je utvrdeno da bFGF indukuje porast broja MMZ, u odnosu na njihov
broj u kontrolama inkubiranim bez bFGF i IL-17, za 38% drugog dana, odnosno za 54%
sedmog dana kultivacije. S druge strane, u poredenju sa ovim efektom bFGF, stimulatorni
efekat IL-17 na proliferaciju MMZ je bio slabiji, imajuéi u vidu da je povecanje broja
MMZ indukovano sa 50 ng/ml IL-17 u odnosu na kontrolu iznosilo 26% drugog dana,
odnosno 8% sedmog dana kultivacije. Medutim, najveci porast broja ¢elija pokazan je
u kulturama MMZ gajenim u prisustvu oba bioloski aktivna molekula, bFGF 1 IL-17,
pri ¢emu je kombinacija bFGF i veée koncentracije IL-17 (50 ng/ml) ispoljila najjaci
stimulatorni efekat na proliferaciju MMZ. Naime, dok je bFGF u prisustvu 5 ng/ml
IL-17 doveo do povecanja broja MMZ za 61% drugog dana kultivacije, a sedmog dana
za 46% u odnosu na kontrolu gajenu bez bFGF 1 IL-17, kombinacija bFGF i 50 ng/ml
IL-17 indukovala je porast broja MMZ u odnosu na kontrolu za 76% drugog dana, a za
57% sedmog dana kultivacije. Pored toga, u ovim eksperimentima je pokazano da bFGF
u kombinaciji sa IL-17 stimuliSe proliferaciju MMZ u vecoj meri nego kada se primeni
sam. Na to su ukazali dobijeni podaci da je nakon 2 dana inkubacije sa bFGF i1 5 ng/ml
IL-17 detektovano povecanje broja MMZ za 17% u odnosu na kontrolu kultivisanu samo
sa bFGF, dok je za isti vremenski interval utvrdeno da bFGF 1 50 ng/ml IL-17 dovode do

povecanja broja MMZ za 27% u odnosu na kontrolu inkubiranu samo sa bFGF.
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Grafikon 3. Efekat IL-17 i bFGF na rast MMZ. MMZ (1 x 10%) su inkubirane
u odsustvu ili prisustvu IL-17 (5 ili 50ng/ml) u kombinaciji bez ili sa bFGF (1ng/ml)
tokom 2, 4 1 7 dana. Rezultati su predstavljeni kao aritmeticka sredina + standardna

devijacija za tri eksperimenta uradena u duplikatu.

Posto su razlike u broju ¢elija izmedu eksperimentalnih grupa najjasnije 2. dana
kultivacije, za ove podatke je uradena normalizacija broja ¢elija u odnosu na broj ¢elija
u kontroli (kultivisanoj bez IL17 i bFGF) za svaki od eksperimenata (Grafikon 4). 1z
ovako prikazanih rezultata utvrdeno je da nakon 2 dana inkubacije sam IL-17 (50 ng/
ml), kao 1 sam bFGF, dovode do statisticki znacajnog povecanja broja MMZ za 30% do
35% u odnosu na kontrolu inkubiranu u odsustvu ovih faktora (**p<0.01). Pored toga,
pokazana je i statistiCka znacajnost za povecanje broja MMZ u kulturama inkubiranim
2 dana u istovremenom prisustvu bFGF 1 IL-17 (5 1 50ng/ml) u odnosu na kontrolu
kultivisanu bez ovih faktora (**p<0.01 1 ***p<0.001), kao i za porast broja MMZ
indukovan dejstvom bFGF u kombinaciji sa 50 ng/ml IL-17 u odnosu na povecanje

broja MMZ indukovano samo sa bFGF (#p<0.05).
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Grafikon 4. Uticaj IL-17 i bFGF na proliferaciju MMZ nakon dvodnevne
kultivacije. MMZ (1 x 10%) su inkubirane u odsustvu ili prisustvu IL-17 (5 ili 50ng/
ml) u kombinaciji bez ili sa bFGF (1ng/ml) tokom 2 dana. Rezultati su normalizovani
u odnosu na vrednosti dobijene za kontrolu kultivisanu bez IL-17 i bFGF i prikazani
kao aritmeticka sredina + standardna devijacija za tri eksperimenta uradena u duplikatu.
ProsecCan broj ¢elija u kontroli iznosio je 4.75+0.83. Statisticki znacajna razlika prema
t-testu: **p<0.01; ***p<0.001 u odnosu na kontrolu kultivisanu u odsustvu IL-17 i

bFGF; #p<0.05 u odnosu na kulture kultivisane samo sa bFGF i bez IL-17.
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5. DISKUSIJA

Ispitivanja adultnih mezenhimalnih mati¢nih ¢elija i njihova karakteristika da uz
odgovarajuc¢u stimulaciju njihov multipotentni potencijal diferencijacije prevazilazi
tkiva mezodermalnog porekla podstakla su intenzivna istrazivanja usmerena ka
potencijalnoj primeni u ¢elijskoj terapiji, regenerativnoj medicini 1 inZinjeringu tkiva.
Dodatne karakteristike ovih celija, ukljucuju¢i Siroku rasprostranjenost u razli¢itim
vezivnim tkivima organizma, lako¢a sa kojom se mogu prikupiti, kao 1 relativna
jednostavnost procedura kultivacije i ex vivo ekspanzije ovih ¢elija, ukazale su da MMC
mogu biti najpristupacniji, a po potrebi 1 autologi, izvor mati¢nih celija za ¢elijsku
terapiju. Takode adultne mati¢ne Celije najlakSe zadovoljavaju zakonsku i1 proizvodnu
regulativu, kojom se ureduju pitanja kao Sto su bezbednost njihovog koris¢enja, sterilnost,
nacin ¢uvanja i transporta, kontrola kvaliteta i moguénost uvecanja procesa. Medutim,
ispitivanja razli¢itih izvora ovih ¢elija pokazala su da se MMC izolovane iz razli¢itih
adultnih tkiva razlikuju kako prema broju ¢elija koje se mogu iz njih izolovati, tako 1
prema invazivnosti metode izolacije 1 eticke opravdanosti procedure. Zbog toga su sve
viSe u centru paznje nasla tkiva koja se odbacuju nakon medicinskih procedura i do
kojih se moze do¢i bez ugrozavanja zdravlja donora. Tako su u fokus istrazivanja u ovoj
oblasti dospela 1 razli¢ita dentalna tkiva 1 do sada su opisane mati¢ne ¢elije izolovane
iz pulpe stalnih zuba, pulpe mle¢nih zuba, periodoncijuma, apikalne papile 1 dentalnog
folikula. Medutim, imaju¢i u vidu ¢injenicu da mati¢ne Celije predstavljaju heterogene
¢elijske populacije, koje sadrze opredeljene mati¢ne Celije razliCitog stepena zrelosti 1
razli€itog potencijala diferencijacije, neophodno je identifikovati i okarakterisati svaku
izolovanu populaciju celija. Istrazivanja obuhvacena ovom disertacijom imala su za
cilj izolovanje, identifikaciju 1 karakterizaciju multipotentnih mezenhimalnih mati¢nih
¢elija poreklom iz pulpe mle¢nih zuba 1 dobijeni rezultati su potvrdili da pulpa mle¢nih

zuba sadrzi klonogene, visoko proliferativne celije koje ispoljavaju multipotentni
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potencijal diferencijacije. S obzirom da jo$ uvek nije definisan jedinstven protokol, niti
univerzalni fenotipski test kojim se moZe pokazati da su Celije izolovane iz razlicitih
tkiva upravo mezenhimalne mati¢ne ¢elije, a u pokusSaju da se uvedu jedinstvena pravila
za karakterizaciju MMC, 2006. godine, Internacionalno drustvo za éelijsku terapiju
predlozilo je tri minimalna kriterijuma za definisanje MMC (Dominici i sar., 2006). To su:
osobina adheriranja za plasti¢nu podlogu ocuvana tokom standardnih uslova kultivacije
¢elijauposudama za ¢elijske kulture u standardnom medijumu za kultivisanje; specifi¢na
ekspresija povrSinskih antigena i to pozitivna ekspresija mezenhimalnih markera i
negativna ekspresija markera hematopoetskih celija; potencijal za multipotentnu
diferencijaciju u pravcu osteogene, adipogene i hondrogene loze ¢elija pod standardnim
uslovima za diferencijaciju in vitro.

Za izolaciju mati¢nih ¢elija iz pulpe mle¢nih zuba u ovom radu koriS¢en je
metod enzimske digestije, koji se zasniva na dejstvu enzima kolagenaze na sterilno
ekstrahovano tkivo pulpe, pri cemu se dobijaju jednocelijske suspenzije koje se nakon
toga kultiviSu u odgovarajuéem medijumu. NasSa istrazivanja su pokazala da je u cilju
dobijanja dovoljnog broja ¢elija iz pulpe mle¢nih zuba, neophodno izvrsiti selekciju
zuba pogodnih za izolovanje matic¢nih ¢elija. Naime, pokazano je da zubi koji se potpuno
luksiraju nisu odgovarajuéi izvor, s obzirom da je u njima vitalnost preostalog tkiva
pulpe i ¢elija ugrozen. Optimalan izvor mati¢nih ¢elija predstavljaju sekuti¢i i o¢njaci
kod kojih je prisutna blaga luksacija. Pored toga, pokazano je i da boja pulpnog tkiva
nakon ekstrakcije zuba moze da ukaZe na vitalnost pulpe i ¢elija, tako da kod crvene
boje, uz prisustvo krvarenja, treba o€ekivati dovoljan broj ¢elija, dok siva boja pulpe
ukazuje na smanjeni vijabilitet ¢elija, jer u gotovo svim slucajevima iz takvih zuba nije
bilo moguce dobiti dovoljan broj vitalnih ¢elija za dalja ispitivanja.

Metoda izolovanja mezenhimalnih mati¢nih ¢elija pomoc¢u enzimske digestije
tkiva zasniva se na primeni enzima, najceS¢e kolagenaze i tripsina, za razgradnju
vezivnog tkiva iz koga ¢e se osloboditi ¢elije. Prema nasim rezultatima, a i literaturnim

podacima (Gronthos i sar., 2000; Batouli i sar., 2003), ovom metodom se uspesno izoluju
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maticne Celije 1 iz pulpe stalnih zuba. Pored ove metode za izolovanje mati¢nih ¢elija
iz razlic¢itih tkiva, pa i zubne pulpe, koristi se i metoda eksplanta, za koju se izolovano
tkivo prvo usitni, a zatim postavi u posudu za kulturu ¢elija u standardnom medijumu.
Celije, nakon nekoliko dana, migriraju iz tkiva i po¢inju da se lepe za podlogu suda, gde
nastavljaju sa proliferacijom. Kada dovoljan broj ¢elija ,,napusti tkivo i naseli posudu,
tkivo se uklanja a Celije se dalje kultiviSu. Istrazivanja su pokazala da se koriS¢enjem i
ove metode mogu izolovati i dobiti pojedinacne Celije pulpe, koje su imale sposobnost
da uspesno diferentuju u celije slicne odontoblastima koje su sintetisale tkivo sli¢no
dentinu (About i sar., 2000; Couble i sar., 2000). Prednost metode eksplanta bi
mogla biti u jednostavnijem izvodenju, a njen nedostatak je duzi vremenski interval
do uspostavljanja primarne kulture i dobijanja dovoljnog broja ¢elija za dalju analizu.
Metod enzimske digestije je sloZeniji za izvodjenje 1 zbog delovanja enzima na tkivo
neminovan je i izvestan stepen oStec¢enja ¢elija. Medjutim, ovim metodom omoguceno je
izolovanje gotovo svih ¢elija pulpe i brze dostizanje optimalnog broja ¢elija u primarnoj
kulturi (Huang i sar., 2006).

Nakon zasejavanja ¢elija dobijenih nakon enzimske digestije pulpe mlecnih
zuba, tokom njihovog kultivisanja u primarnoj kulturi, kao i tokom sledec¢ih postupaka
pasaziranja, praceni su kako njihova morfologija, tako i osobina adheriranja za plasti¢nu
podlogu, kao jedna od neophodnih osobina propisanih od strane ISCT-a za karakterizaciju
MMC. Celije su i tokom dugotrajnog kultivisanja, i nakon vise od 10 pasaza, otuvale
fibroblastnu morofologiju i nepromenjenu sposobnost adhezije.

Jedan od osnovnih preduslova za klinicku aplikaciju mati¢nih ¢elija je 1 postojanje
protokola za uspeSnu krioprezervaciju i1 Cuvanje ovih celija, kako bi se nakon
uspostavljanja klini¢kih terapija mogle uspesno primeniti. Krioprezervacija ¢elija iz krvi
pupcanika i odgovarajuée banke mati¢nih ¢elija su organizovane i poznate Sirom sveta.
Kako mezenhimalne mati¢ne ¢elije iz pulpe zuba predstavljaju jedan od najdostupnijih
izvora mati¢nih ¢elija i krioprezervacija ovih Celija je sve ¢es¢a. Medjutim, u dosadasnjoj

stru¢noj literaturi nema mnogo podataka o ponasanju ovih ¢elija nakon krioprezervacije,
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pa smo za cilj u naSem istrazivanju postavili ispitivanje vijabiliteta ¢elija iz pulpe
mlec¢nih zuba posle odledivanja. Takode, pratili smo da li postoje razlike u vijabilitetu
nakon odledjivanja ¢elija koje poticu iz razli¢itih pasaza. Nasi rezultati su pokazali da
se MMZ mogu uspesno ¢uvati na niskim temperaturama, jer su i vijabilnost i oporavak
odmrznutih ¢elija u svim ispitivanim sluc¢ajevima bili u zadovoljavaju¢im granicama,
pri ¢emu broj pasaze nije imao uticaj na ove parametre. Za potencijalnu klinicku
primenu, a samim tim i za ¢uvanje ¢elija u bankama za krioprezervaciju, potrebno je,
po danas$njim merilima, izmedu milion do dva miliona ¢elija (Arora i sar., 2009), $to
se ne moze obezbediti samo izolovanjem mati¢nih ¢elija iz mle¢nih zuba, s obzirom
da je zastupljenost MMZ u zubima mala, nekoliko desetina ili manje mezenhimalnih
mati¢nih ¢elija (Miura i sar., 2003), a takodje se broj razlikuje od zuba do zuba, u
zavisnosti od stepena resorpcije mle¢nih korenova. Za dobijanje optimalnog broja ¢elija
za krioprezervaciju, MMZ se moraju umnoziti u kulturama, tako da je izuzetno bilo
vazno utvrditi da li pasaziranje uti¢e na neke od bioloSkih karakteristika ¢elija, koje bi
se moglo odraziti na njihov uspesan oporavak. Nasi rezultati su pokazali da MMZ imaju
izuzetan potencijal deobe, tako da se u kratkom vremenskom periodu u kulturi moze
posti¢i dovoljan broj za krioprezervaciju, $to uz dobar oporavak posle odledjivanja
ukazuje da su pogodan izvor za krioprezervaciju mezenhimalnih mati¢nih ¢éelija.

U izvodenju eksperimenta koriS¢ene su metode sporog hladenja i brzog zagrevanja,
a kao krioprotektivno sredstvo je koriS¢en DMSO u koncentraciji od 10% u FBS a
dobijeni rezultati su ukazali da su ovi uslovi optimalni za krioprezervaciju, jer obezbeduju
maksimalni oporavak ¢elija i ne narusavaju njihov potencijal diferencijacije.

Tokom hladenja ispod tacke smrzavanja, u ¢elijama dolazi do pretvaranja vode u
kristale leda i do zaustavljanja svih molekularnih aktivnosti. Povecanje viskoznosti
1 stvaranje leda unutar ¢elija moze dovesti do oSte¢enja i zbog toga je neophodno
koriS¢enje krioprotektanata koji smanjuju koli¢inu leda. U tu svrhu je vrSeno ispitivanje
mnogih supstanci, a najces¢e se koristi DMSO. U studijama koje su ga poredile sa

drugim krioprotektivnim agensima, pokazao se kao optimalnije krioprotektivno
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sredstvo od etilen glikola i propilen glikola (Woods i sar., 2009). DMSO moze imati i
toksi¢no dejstvo na ¢elije i tkiva, a stepen toksi¢nosti zavisi od vremena, temperature
i primenjene koncentracije. Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima drugih istrazivaca
koji su ispitivali stepen prezivljavanja mati¢nih ¢elija iz pulpe stalnih zuba (Perry i sar.,
2008; Woods i sar., 2009).

Od drugih ¢elija dentalnog porekla do sada je ispitivana krioprezervacija kompletne
periodontalne membrane, pri ¢emu je uspostavljanje Celijskih kultura vrSeno nakon
odledivanja (Seo i sar., 2005). Utvrdeno je znaCajno smanjenje broja formiranih kolonija
u poredenju sa kontrolom, $to je ukazalo de se moraju traziti drugi nacini za prezervaciju
¢elija iz periodoncijuma, koje samostalno, ili u kombinaciji sa ¢elijama iz pulpe mogu
biti upotrebljene u budu¢im tehnikama regenerativne stomatologije. Ispitivana je i
krioprezervacija mati¢nih ¢elija iz apikalne papile i utvrdeno je, kao i za ¢elije iz pulpe,
da nakon odledivanja one zadrzavaju svoje bioloske i funkcionalne osobine, tako da se
mogu upotrebiti u potencijalnom bioinzenjerstvu korena zuba, u ¢ijem razvoju i normalno
ucestvuju (Ding i sar., 2010). Takode je pokazano i da podgrupa stromalnih ¢elija iz
pulpe, osteoblastnih prekursora, nakon odledivanja zadrzava sposobnost diferencijacije
u osteoblaste uz formiranje kosti in vitro i in vivo, $to je znacajan rezultat jer su ovo
prve ¢elije dentalnog porekla koje su i klinicki primenjene na ljudima (Papaccio i sar.,
20006).

Iz naSeg istrazivanja, kao i iz prethodnih radova, se moze izvesti zakljucak da su
MMZ iz pulpe, posebno mle¢nih zuba, pogodan izvor za krioprezervaciju mati¢nih ¢elija.
Posto je period smene mle¢nih zuba dugacak i traje od Seste do dvanaeste godine Zivota,
mogucnost ¢uvanja MMZ u danas ve¢ rastu¢em broju banaka, za roditelje predstavlja
mogucnost dovoljnog vremena za planiranje. Za razliku od drugih izvora kao §to je
krv 1 tkivo pupc€ane vrpce, kod mle¢nih zuba postoji moguénost izolovanja ¢elija iz 12
zuba, sekuti¢a i o¢njaka, pri ¢emu za odabir pogodnog trenutka nije zanemarljiva ni
finansijska strana. Medjutim, neophodna su i dalja istrazivanja u cilju uspostavljanja

optimalnih protokola za izbor zuba u odnosu na stepen luksacije, na¢ina dezinfekcije
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ekstrahovanih zuba u cilju prevencije infekcije, sredstava za transport do laboratorije
(Tarle 1 sar., 2010), razvoja krioprotektanata bez prisustva animalnih medijuma za
kultivisanje, vremena od ekstrakcije do pocetka ekspanzije celija, kao 1 optimalnih
temperatura za krioprezervaciju. Takode, neophodna su i istrazivanja metoda ex vivo
ekspanzije ovih ¢elija. Medjutim i dosada$nja saznanja u velikoj meri ukazuju da MMZ
predstavljaju jedan od najadekvatnijih izvora za krioprezervaciju adultnih mati¢nih
¢elija u cilju buduce upotrebe u personalizovanoj medicini.

Kao $to je ve¢ naznaceno, za potencijalnu klinicku primenu mezenhimalnih
mati¢nih ¢elija neophodno je i njihovo umnozavanje do optimalnog broja za odredjenu
namenu tako da je odredjivanje klonogenog potencijala i proliferativnog kapaciteta
¢elija izuzetno vazno u cilju odabira ¢elija.

Kako je jedan od faktora koji otezava izolovanje i karakterizaciju mezenhimalnih
mati¢nih ¢elijanjihova mala zastupljenost, standardni in vitro test sistem za identifikaciju i
kvantifikaciju mezenhimalnih mati¢nih ¢elija, CFU-F test, je optimizovan za odredivanje
matic¢nih ¢elija u uzorcima izolovanih iz pulpe mle¢nih zuba. Odredjivanjem linearne
zavisnosti izmedu broja razlivenih ¢elija i broja rezultuju¢ih CFU-F kolonija, utvrdjen
je opseg koncentracija ¢elija koji omogucava s jedne strane pouzdanost odredjivanja
broja CFU-F, a s druge strane odredjivanje efikasnosti stvaranja kolonija. U slu¢aju
ispitivanih MMZ efikasnost stvaranja kolonija, definisana kao procenat CFU-F izvedenih
kolonija na 100 zasejanih ¢elija, pokazala je da je klonogeni potencijal MMZ bio daleko
visi 1 izrazeniji (preko 80%) kada su Celije zasejavane u niskim koncentracijama po
jedinici povrSine. Visoki klonogeni potencijal je vazna karakteristika MMZ ispitivanih u
naSem radu i u saglasnosti je sa ranije objavljenim podacima o klonogenom potencijalu
maticnih ¢elija izolovanih iz pulpe i mle¢nih i stalnih zuba (Gronthos i sar., 2000; Huang
i sar. 2008).

Odredivanje proliferativnog kapaciteta MMZ obuhvatilo je ispitivanje kratkotrajnog
proliferativnog kapaciteta izolovanih c¢elija, kao i odredivanje vremena dupliranja

populacije tokom dugotrajnog kultivisanja i pokazalo je da pulpa mle¢nih zuba sadrzi
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populaciju mati¢nih ¢elija sa visokim potencijalom proliferacije, s obzirom da je veé
drugog dana inkubacije broj ¢elija u kulturama bio dvostruko povecan, dok je sedmog
dana inkubacije broj ¢elija u kulturama bio i1 preko Sest puta visi u odnosu na pocetni
broj ¢elija. Ova osobina je posebno znacajna, jer se u primarnim kulturama dobijenim
neposredno nakon izolovanja tkiva pulpe dobija mali broj MMZ. Praéenje proliferativnog
kapaciteta ¢elija tokom dugotrajnog kultivisanja omogucilo je sagledavanje o¢uvanosti
proliferativne sposobnosti ¢elija tokom viSekratnih pasaza, izraCunavanje vremena
dupliranja populacije, kao i odredjivanje zavisnosti vremena dupliranja od pocetne
koncentracije ¢elija u kulturi. Dobijeni rezultati su pokazali da je visoki proliferativni
kapacitet MMZ ocuvan tokom dugotrajne kultivacije i ekspanzije, da se vreme
dupliranja populacije povecava u toku dugotrajne kulture ¢elija, ali i da zavisi od pocetne
koncentracije ¢elija u kulturi. Ovi nalazi su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora koji
su kultivisali ¢elije dobijene iz stalnih zuba (Gronthos i sar., 2000; Suchanek i sar., 2007),
pri cemu nije dolazilo do spontane diferencijacije i bilo kakvih znakova degeneracije, Sto
su potvrdili 1 rezultati naSeg rada. Od samog otkrivanja mezenhimalnih mati¢nih celija
u pulpi stalnih zuba utvrdeno je da one poseduju visok potencijal proliferacije, koji je
veéi od potencijala proliferacije MMC izolovanih iz kostne srzi (Gronthos i sar., 2000),
Sto je tada objasnjeno nezreloscu ¢elija iz pulpe umnjaka, jer su to zubi koji se poslednji
razvijaju i shodno tome je pretpostavljeno da su MMC prisutne u njima primitivnije od
onih u kostnoj srzi. Kasnije otkricem MMC u pulpi mleénih zuba, ustanovljeno je da
one imaju jos visi proliferacioni potencijal, Sto je takodje tumaceno nezrelos¢u mle¢nih
zuba i ¢elija u njihovoj pulpi (Miura i sar., 2003). Novija istrazivanja su ukazala i na
znacajan uticaj sastava medijuma za kultivisanje na proliferaciju ¢elija (Tarle i sar.,
2010), jer su po prvi put u literaturi, MMC iz pulpe stalnih zuba imale veéi kapacitet
proliferacije od MMC iz mle¢nih zuba, kada je kultivisanje ¢elija radeno u medijumu
optimiziranom za ¢elije iz pulpe stalnih zuba (Suchanek i sar., 2010). Odredjivanjem i
poredjenjem genske ekspresije u MMC izolovanih iz kostne srZi, stalnih zuba i mle¢nih
zuba utvrdeno je da MMC iz mle¢nih zuba imaju povisenu ekspresiju gena odgovornih

za proliferaciju ¢elija (Nakamura i sar., 2009).
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Odredjivanje fenotipa mezenhimalnih mati¢nih ¢elija, odnosno pozitivna ekspresija
specificnih mezenhimalnih markera i negativna ekspresija markera hematopoetskih
éelija je druga osobina koja je predloZena od strane ISCT-a u cilju definisanja MMC. U
naSim istrazivanjima za odredjivanje mezenhimalnog karaktera koristili smo specifi¢na
antitela na razli¢ite antigene, ukljuuju¢i CD90 antigen, poznat i kao Thyl, CD44, i
CD105, poznat kao endoglin, i pokazali da ispitivane MMZ eksprimiraju ove markere
u procentu ve¢em od 90%. Ekspresija ranog mezenhimalnog markera oznacenog kao
STRO-1 bila je pozitivna kod manjeg procenta Celija, Sto je saglasno sa radovima
drugih autora (Miura i sar., 2003; Coppe i sar., 2009). Takodje, pokazano je i prisustvo
intracelularnih markera mezenhimalnih ¢elija, a-SMA 1 vimentina, kao dodatnih
indikatora tkiva mezodermalnog porekla.

Da bi se iskljucilo prisustvo hematopoetskih ¢elija u kulturi mezenhimalnih ¢elija,
kod ispitivanih MMZ pokazana je i negativna ekspresija markera karakteristi¢nih za ove
¢elije. U tu svrhu odredjivana je ekspresija CD11b markera koji karakteriSe monocite i
makrofage, najées¢e hematopoetske ¢elije koje se pojavljuju u kulturama mezenhimalnih
¢elija; CD45 ili pan-leukocitnog markera; CD34 markera koga eksprimiraju primitivni
hematopoetski progenitori; CD33 markera ¢elija mieloidne loze, kao i CD235a markera
prisutnog na humanim crvenim krvnim zrncima i eritroidnim prekursorima. Kao §to je i
o¢ekivano MMZ nisu eksprimirale ove markere. Dobijeni rezultati se u potpunosti slazu
sa rezultatima drugih autora koji su odredjivali imunofenotipske karakteristike mati¢nih
¢elija iz pulpe mle¢nih zuba (Pivorinus i sar., 2009; Miura i sar., 2003), ali i sa rezultatima
dobijenim za mezenhimalne mati¢ne ¢elije poreklom iz kostne srzi (Nakamura i sar.,
2009), i adipoznog tkiva (Alipour i sar., 2010). Takodje, pozitivna ekspresija markera
karakteristiénih za MMC i negativna ekspresija hematopoetskih markera MMZ
ispitivanih u naSem radu ima velike sli¢nosti sa karakteristikama pokazanim i za druge
maticne cCelije dentalnog porekla, kao Sto su celije izolovane iz pulpe stalnih zuba
(Gronthos 1 sar., 2000; Ishkitiev i sar., 2010), iz dentalnog folikula (Morsczeck i sar.,

2005), apikalne papile (Sonoyama i sar., 2006), periodontalne membrane (Seo 1 sar.,
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2004), natalnih zuba (Karaoz i sar., 2010), prekobrojnih zuba (Huang i sar., 2008).

Medjutim, mora se naglasiti da su sve do sada opisane MMC heterogene éelijske
populacije, tako da se razli€ite ¢elije razlikuju ne samo po fenotipskim karakteristikama,
ve¢ 1 po genskoj ekspresiji i kapacitetu diferencijacije. U pulpi mle¢nih i stalnih zuba
pokazano je i prisustvo primitivnijih, nezrelijih kategorija mati¢nih ¢éelija, (Kerkis i sar.,
2006) koje su eksprimirale i markere karakteristicne za embrionalne mati¢ne Celije,
poput Oct4, Nanog, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 i TRA-1-80. Vazno je napomenuti da
je naknadnom analizom, koja nije obuhvadena istraZzivanjima u okviru ove doktorske
disertacije, a na odredjenim populacijama MMZ izolovanim u laboratoriji gde su
radjena i nasa istrazivanja, takodje pokazana pozitivna ekspresija embrionalnih markera,
kao Sto su Nanog (app. 42%), Sox2 (app. 45%) i SSEA4 (app. 24%). Dalja analiza
1 utvrdjivanje stepena opredeljenosti ovih razli¢itih populacija ukazace i na moguce
razliCite karakteristike izmedu ovih populacija MMZ.

Preduslov bez koga nece biti mogucéa primena mati¢nih ¢elija u klinickoj praksi je
dobijanje precis¢ene Celijske populacije, potpuno okarakterisane grupom funkcionalnih
i fenotipskih markera, sa predvidivim i sigurnim ponaSanjem prilikom upotrebe u
terapiji (Tarnok 1 sar., 2010). Tokom proteklih godina razli¢iti fenotipski markeri su
ispitivani prilikom karakterizacija mati¢nih ¢elija, ukljucuju¢i adhezione molekule,
antigene specificne za razliCite ¢elijske loze, receptore faktora rasta, receptore citokina i
hemokina, proteine koji u€estvuju u imunoloskim procesima. Medutim, i pored velikog
broja analiza i objavljenih radova jos uvek nije utvrden specifi¢an marker, ¢ak ni grupa
markera, koji bi na nesumnjiv nacin potvrdili i okarakterisali razli¢ite tipove mati¢nih
éelija. Cesta poteskoca je i preklapanje u ekspresiji odredenih antigena, i smatra se da
su neophodna dalja istrazivanja u cilju izolacije i identifikacije preciS¢enih populacija
mati¢nih ¢elija.

Jedan deo objavljenih radova posvecenih mati¢nim celijama izolovanim iz tkiva
dentalnog porekla ukazao je da se koriS¢enjem metode protocne citometrije, a na

osnovu ekspresije razli¢itih markera, iz pulpe mle¢nih zuba mogu izolovati specifi¢ne
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subpopulacije mati¢nih ¢elijakoje u odnosuna ostatak ¢elijaimaju potencijal za osteogenu
diferencijaciju (Shen i sar., 2010) i stvaranje trodimenzionalnog kostanog tkiva (Laino i
sar., 2006; d"Aquino i sar., 2009). U pulpi mle¢nih i stalnih zuba pokazano je i prisustvo
¢elija sli¢nih prekursorima endotelnih ¢elija, koje kao izdvojena subpopulacija mogu
biti od znacaja za istraZivanja procesa angiogeneze/vaskulogeneze (Iohara i sar., 2006;
Iohara i sar., 2008), koji je neophodan za svaku uspesnu sintezu novog tkiva i osnovni
je segment regenerativne medicine.

Medutim, mnogobrojni dosadasnji rezultati otvorili su i mnogobrojna nova pitanja,
od kojih je jedno neobi¢no znacajno - da li su razlike u ekspresiji markera kod ¢elija sa
istom funkcijom, kao $to sumezenhimalne mati¢ne ¢elije, aliizolovane izrazli¢itih organa
u vezi sa organ-specificnim okruzenjem, ili mozda sa razli¢itim metodama izolovanja
1 kultivacije? Takode, da li nacin izolovanja utice i na stepen ekspresije nekog markera
(Tarnok i sar., 2010). Bez sumnje, dalja istrazivanja ko-ekspresije do sada poznatih,
kao 1 otkri¢e novih karakteristicnih markera mati¢nih ¢elija ¢e biti neophodna u cilju
razumevanja karakterizacije mati¢nih ¢elija i njihove klinicke upotrebe.

Iako je kod MMZ karakterisanih u naSim istrazivanjima utvrdena pozitivna
ekspresija tipicnih mezenhimalnih markera, pra¢ena negativnom ekspresijom markera
hematopoetskih ¢elija, definitivna potvrda da se u pulpi mlecnih zuba nalaze Celije sa
osobinama mezenhimalnih mati¢nih ¢elija bilo je odredivanje multipotentnog potencijala
diferencijacije. Preporuke predlozene od strane ISCT-a, u cilju definisanja MMC
predvidjaju dokazivanje diferencijacije u pravcu osteogene, adipogene i hondrogene
loze. U nasem radu, pored sposobnosti izolovanih MMZ, da diferencijacijom in vitro
daju Celije ove tri ¢elijske loze, pokazana je i1 njihova sposobnost diferencijacije u
miogene celije.

Osteogena diferencijacija MMZ je izvrSena kultivacijom u specificnom medijumu
koji je sadrzao deksametazon, vitamin C i beta-glicerofosfat, a kao marker
rane osteogene diferencijacije koriS¢ena je aktivnost alkalne fosfataze. Prisustvo

deksametazona je kljuéno za povecenje aktivnosti alkalne fofataze (Gronthos i sar.,
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2004), vitamin C je neophodan za prezivljavanje osteoblasta u in vitro uslovima, a
dodatak fosfata medijumu za kultivisanje je neophodan za proces mineralizacije, koja je
krajnji dokaz osteogene diferencijacije.

Izolovane MMZ su uspesno diferentovale i u pravcu hondrocita, u specificnom
medijumu za diferencijaciju koji je sadrzao i TGF-p faktor, s obzirom da ¢lanovi familije
TGF-p imaju kljuénu ulogu u diferencijaciji MMC u pravcu hondrocita i formiranju
hrskavice (Lee i sar., 2004). Imaju¢i u vidu izuzetnu dostupnost MMZ i moguénost
diferencijacije u hondrocite, otvara se moguénost njihove primene u tkivnom inZenjerstvu
zglobnih struktura oStecenih povredama ili degenerativnim ili zapaljenskim procesima.

U naSim istrazivanjima uspeSno je izvrSena i diferencijacija MMZ u pravcu
adipogenog i miogenog tkiva. Za adipogenu diferencijaciju je koriS¢en medijum sa
izobutilmetilksantinom, a pojava adipocita sa lipidnim vakuolama je bila potvrda za
uspesnu diferencijaciju. Moguénost diferencijacije MMZ u pravcu miSi¢nih ¢elija je
dalja potvrda izuzetnog potencijala njihove diferencijacije i dokaz da MMC imaju §iri
potencijal diferencijacije nego §to je u podetnim eksperimentima sa MMC iz kostne
srzi pokazano (Jackson i sar., 2007). Naime, miogeni potencijal MMC iz kostne srzi je
kasnije pokazan u radovima koji su in vitro ukazali njihovu sposobnost da se diferentuju
u misiéno tkivo, posebno miokardium (Ferrari i sar., 1998; Gojo i sar., 2003). Takode,
noviji rezultati pokazuju da i mati¢ne ¢elije iz pulpe zuba imaju sposobnost da diferentuju
u ¢elije glatkih i popre¢noprugastih misi¢a (Kerkis i sar., 2006).

Prezivljavanje, proliferacija, diferencijacije, kao i druge funkcije MMC, odvijaju se u
definisanoj mikrosredini, ¢ije komponente imaju klju¢nu ulogu u regulaciji ovih procesa.
MMC kao adherentne éelije su direktno zavisne od kontakta sa mikrosredinom, bilo da
je to adherencija za plasti¢nu podlogu u in vitro uslovima ili kontakt sa komponentama
ekstracelularnog matriksa i susednim celijama u in vivo uslovima. Medjutim, pored
neposrednog kontakta, u kompleksnom miljeu mikrosredine MMC su pod uticajem i
razlicitih bioloski aktivnih molekula koji mogu biti solubilni, ili vezani za membrane

¢elija ili za komponente ekstracelularnog matriksa, $to moze da pojac¢a njihovu
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aktivnost. Prisustvo i delovanje bioloski aktivnih molekula, ukljucujuéi brojne citokine,
faktore rasta, ¢elijske adhezivne molekule, zavise od prirode lokalne mikrosredine i u
in vivo uslovima uskladjeno je sa potrebama organizma. U in vitro uslovima, od uslova
kultivisanja i1 primenjenih stimulatornih molekula umnogome zavisi postizanje Zeljene,
optimalne proliferacije i/ili diferencijacije. Stoga je deo nasih istraZivanja bio usmeren
na ispitivanje uticaja faktora mikrosredine na proliferaciju izolovanih i okarakterisanih
MMZ, pri ¢emu smo pratili efekte IL-17 i bFGF.

IL-17 je proinflamatorni citokin koga produkuje jedinstvena populacija T limfocita,
nazvana Th17 limfociti (Korn i sar., 2007). lako je specifi¢ni IL-17-receptor ubikvitarno
rasprostranjen u organizmu, naj¢e$¢e ciljne celije koje odgovaraju na njegovu
stimulaciju su stromalne celije, kao §to su epitelne, mezenhimalne celije (mioblasti,
fibroblasti, adipociti i osteoblasti) i keratinociti. Jo$ u prvim radovima nakon otkrica,
IL-17 je opisivan kao citokin koji svoje efekte ostvaruje preko stimulacije produkcije
niza bioloski aktivnih molekula od strane razli¢itih stromalnih ¢elija - fibroblasta,
keratinocita, endotelnih 1 epitelnih ¢elija, osteoblasta, sinovijalnih ¢elija, hondrocita,
makrofaga, astrocita, a brojna istrazivanja koja su usledila pokazala su da IL-17 stimuliSe
produkciju IL-6, IL-8, IL-1B, PGE2, G-CSF, TNF-a, IL-10, IL-12, ILIRa, MMP-1,
MCP-1, CXC hemokina, C3 komponente komplementa, pri ¢emu bioloski efekat IL-17,
odnosno profil oslobodenih citokina zavisi od tipa ¢elija na koje deluje (Jovanovic i sar.,
1998; Witowski i sar., 2004; Aggarwal i Gurney, 2002).

Prve studije sugerisale su daje IL-17 element citokinske mreZe koji povezuje imunski
sistem sa hematopoezom, pa se delovanje na ekspanziju i hemotaksu neutrofila smatraju
ulogama karakteristicnim za IL-17. Takode je pokazano da IL-17 uti¢e na ekspanziju
granulocita 1 makrofaga koji u€estvuju u inflamaciji tkiva i da ima zaStitnu ulogu u
odbrani domacina od patogenih bakterija. Poznato je da IL-17 stimuliSe produkciju
IL-1B, TNFa, IL-6, IL-10, IL-12, prostaglandina E2, antagoniste receptora za IL-1 i
MMP-3 u humanim makrofagama (Shalom-Barak i sar., 1998; Trajkovi¢ i sar, 2001).

Takode, IL-17 podsti¢e sazrevanje prethodnika dendriti¢nih celija miSa, stimuliSuéi
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ekspresiju specificnih CD antigena na ovim ¢elijama (Antonysamy i sar., 1999). To je
ukazalo na znacaj IL-17 u inicijaciji i odrzavanju imunskog odgovora, s obzirom da
upravo dendriti¢ne ¢elije prikazivanjem antigena na svojoj povrSini zapoc€inju imunski
odgovor, a da makrofage doprinose odrzavanju intenziteta imunske reakcije.

Poslednjih godina, istrazivanja efekata IL-17 na mezenhimalnim ¢elijama donela
su zanimljive rezultate koji potvrduju da bioloski odgovor celija na dejstvo IL-17
zavisi od njihovog tipa. Tako je pokazano da je receptor za IL-17 eksprimiran i na
MMC iz kostne srzi i da IL-17 stimulige proliferaciju migjih i humanih mezenhimalnih
maticnih ¢elija (Fossiez i sar., 1998; Huang i sar., 2006; Huang 2009; Mojsilovi¢ i sar.,
2011). Takode, pokazano je da IL-17 svoju ulogu finog regulatora ostvaruje i u procesu
diferencijacije MMC, budu¢i da stimuli$e osteogenu diferencijaciju humanih MMC
(Huang i sar., 2009) i da je ukljuc¢en u proces remodelovanja kostiju (Shen i sar., 2008).
S druge strane, IL-17 inhibira adipogenezu humanih MMC poreklom iz kostne srzi,
istovremeno stimuliSuéi lipolizu u diferenciranim adipocitima (Shin i sar., 2009). Ipak,
mehanizmi delovanja i znacaj delovanja IL-17 na procese proliferacije i diferencijacije
MMC, pogotovu onih MMC izolovanih iz razli¢itih tkiva van kostne srzi, jo§ uvek su
nedovoljno istrazeni.

Faktor bFGF stimuliSe proliferaciju i diferencijaciju ¢elija mezodermalnog
porekla, ukljucujuci i fibroblaste i vrlo se Cesto koristi u standardnim procedurama
kultivisanja i1 ekspanzije razli€itih tipova stromalnih ¢elija, uklju¢ujuéi i mezenhimalne
mati¢ne cCelije izolovane iz razliCitih izvora (Tsustsumi i sar., 2001). Plejotropno
dejstvo FGF na mnoge ¢elije i tkiva, manifestuje se njegovom ulogom u mitozi,
¢elijskoj diferencijaciji, angiogenezi, Celijskim migracijama i razli¢itim razvojnim
procesima (Tran-Huang i sar., 2006). Poznata je i uloga FGF u samoobnavljanju MMC
1 odrzavanju njihovog potencijala diferencijacije (Kato i Gospodarowicz, 1985), pri
¢emu on odrzava MMC u nediferenciranom stanju tokom proliferacije, uti¢uéi na
zadrzavanje multipotentnog kapaciteta (Oliver i sar., 1990). Dokazana je i njegova

uloga kao regulatornog faktora u samoobnavljanju hematopoetskih mati¢nih ¢elijja,
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neuralnih mati¢nih ¢elija i embrionalnih mati¢nih ¢elija (Yeoh i de Haan, 2007). U
skorijim radovima je pokazan i njegov uticaj na in vitro proliferaciju mati¢nih ¢elija iz
stalnih zuba (He i sar., 2008; Morito i sar., 2009). Takode, mnoga istrazivanja su ukazala
da FGF 1 njegovi receptori (FGFR) predstavljaju klju¢ni faktor u ¢elijskom starenju i
samoobnovi mati¢nih ¢elija (Coutu i sar., 2011). U ve¢ini do sada proucavanih efekata
pokazano je da FGF svoju ulogu ostvaruje na indirektan nacin, modulacijom ¢elijskog
odgovora na dejstvo drugih signalnih molekula, pri ¢emu razli¢iti uticaji koje FGF
ostvaruje na ciljne ¢elije zavise od stepena njihove diferencijacije, stepena ekspresije
FGFR, kao 1 od prisustva drugih faktora rasta i citokina (Coutu i Galipeau, 2011).

Nasi eksperimenti u kojima je ispitivano delovanje IL-17 i FGFDb na proliferaciju
MMZ, potvrdili su ranije nalaze da su oba molekula faktori rasta i za mati¢ne Celije
izolovane iz zubne pulpe. I IL-17 i FGFb stimulisali su proliferaciju ovih ¢elija,
a dobijene vrednosti su u skladu sa ranije objavljenim radovima u kojima je opisan
efekat pojedinaénih citokina na proliferaciju MMC (Mojsilovié i sar., 2011). Zajedni¢ko
delovanje IL-17 i FGFb dovelo je do sinergistickog uticaja i povecanja proliferacije
MMZ.

Kako je poznato da je u regulaciji razlicitih ¢elijskih procesa uklju¢ena i kompleksna
mreza vrlo sloZenih i medusobno isprepletanih intracelularnih signalnih komponenti
i signalnih kaskada, koje u ¢elijama odreduju i koordiniraju brojne ¢elijske funkcije
inicirane razli¢itim regulatorima, dalja ispitivanja aktiviranih signalnih puteva preko
kojih se ostvaruje stimulacija proliferacije od strane IL-17 i/ili FGFb trebala bi da
doprinesu i postizanju optimalnog protokola za umnoZzavanje ex vivo pocetnog malog
broja MMZ. Naime i pored ogromnog napretka u razumevanju biologije MMC i njihovog
klinickog potencijala u oblasti regenerativne medicine jedan od problema sa kojim se
istrazivaci i klini¢ari srecu je relativno mali broj ¢elija koja se izoluju iz razli¢itih izvora,
pogotovu onih dentalnog porekla. Stoga je potreba za dobijanjem dovoljnog broja MMC
u ex vivo uslovima osnov za uspesnu klini¢cku primenu ovih ¢elija. Takode, vrlo je

vazno da se ostvari takav nivo kontrole procesa ekspanzije koji omogucéava povecanje
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broja MMC koje ne samo §to nije praéeno i procesom diferencijacije, nego i ne utice
na multipotentni potencijal diferencijacije ¢elija. U cilju ostvarivanja i optimizovanja
procesa neophodno je identifikovati faktore rasta/citokine koji istovremeno nece uticati
na proliferaciju i diferencijaciju. Stoga bi istraZivanja u narednom periodu trebala
da obuhvate isptivanje signalnih puteva preko kojih se ostvaruje uticaj IL-17 i FGFb
na proces proliferacije, kao i ulogu ova dva faktora na proces diferencijacije MMC
izolovanih iz mle¢nih zuba.

Pulpa mle¢nih zuba predstavlja jedan od najoptimalnijih izvora adultnih mati¢nih
¢lija. Pripada tkivima koja se odbacuju nakon intervencije, tako da ne zahteva invazivne
terapijske procedure po donora u cilju dobijanja ¢elija, Sto je prednost u poredenju sa
kostnom srzi. Za razliku od embrionalnih mati¢nih ¢elija nema etickih 1 zakonskih
prepreka koje bi ogranicavale istrazivanja i buducu upotrebu. U odnosu na ¢elije iz krvi
i tkiva pupcanika za ¢ije prikupljanje postoji samo jedna Sansa, porodaj, smena mle¢nih
zuba traje oko Sest godina i moZe se planirati momenat za njihovo izolovanje. Ovo
istrazivanje je pokazalo da MMZ poseduju adekvatne bioloske osobine za potencijalnu
klini¢ku upotrebu, a imajuci u vidu nabrojane prednosti, slobodno mozemo re¢i da su
u ovom momentu mati¢ne ¢elije iz mle¢nih zuba najoptimalniji izvor za potencijalnu
upotrebu u regenerativnoj medicini i stomatologiji. lako je napravljen veliki napredak
u razumevanju njihove biologije, potrebno je uloziti mnogo truda za optimizovanje
protokola za izolovanje i umnozavanje, razvoj medijuma za kultivisanje bez animalnog
seruma koji bi sadrzao aktivne molekule za brzu ekspanziju ¢elija, a koji istovremeno ne
bi dovodili do njihove diferencijacije. Utvrdivanje faktora koji odreduju diferentovanje
mezenhimalnih ¢elija nakon in vivo aplikovanja je od presudnog znacaja za klinicku
upotrebu. Razvoj protocne citometrije 1 drugih metoda za detaljno antigensko
karakterisanje ¢e olakSati i ubrzati povezivanje bioloSkih osobina sa predvidivim
ponasanjem u klinickoj praksi. Kako MMZ imaju moguénost ¢uvanja u bankama
¢elija, razvoj krioprotektivnih sredstava, odredivanje njihove koncentracije i vremena
delovanja kao i optimizovanja parametara za monitoring ovih procesa, zahteva jo$
mnoga istrazivanja.
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Obzirom da MMZ vode poreklo od neuralnog grebena, njihova diferencijacija
u pravcu nervnog tkiva je predmet velikog interesovanja. Iako i maticne Celije iz
dentalnog folikula imaju isto poreklo, njihovi putevi diferencijacije u pravcu nervnog
tkiva su potpuno razli¢iti (Morsczeck i sar., 2009). Prilikom kultivacije MMZ u
medijumu za neuralnu indukciju dolazi do stvaranja sfera sli¢nih neuralnim, a njthovom
transplantacijom u striatum pacova sa Parkinsonovom boles¢u doslo je do delimi¢nog
poboljSanja bihejvioralnih poremec¢aja (Wang i sar., 2010).

MMZ imaju sposobnost indukcije oralnih epitelnih ¢elija u pravcu ameloblasta.
Prilikom zajednicke kultivacije humanih fetalnih oralnih epitelnih ¢elija sa MMZ dolazi
do pozitivne ekspresije amelogenina. Samostalno kultivisane oralne epitelne ¢elije su
amelogenin negativne, §to pokazuje sposobnost MMZ da izvrSe njihovu indukciju i
potencijalnu primenu u tkivnom inzenjerstvu gledi (Coppe 1 sar., 2009).

Poznato je da reakcija izmedu epitelne i mezenhimalne komponente ima kljuénu
ulogu u razvic¢u zuba. Prisustvo mezenhimalnih ¢elija u pulpi mle¢nih zuba je utvrdeno
2003. godine, a prisustvo epitelnih ¢elija 2009 (Nam i sar., 2009). Izolovane ¢elije imaju
morfologiju epitelnih ¢elija i pokazuju ekspresiju markera karakteristicnih za epitelne
maticne celije. To je potvrdeno i ekspresijom gena karakteristi¢nih za ove celije, Sto
otvara mogucénost njihove upotrebe u regeneraciji ili reparaciji zuba.

Za razliku od pocetnih istrazivanja, pokazana je sposobnost MMZ da nakon
transplantacije na pogodnom nosacu u imunodeficijentne miseve, dovode do nastanka
odontoblasta i tkiva koje je po arhitekturi i celularnosti identi¢no tkivu fizioloske pulpe
(Cordeiro i sar., 2008). Takode, dolazi i do diferencijacije u vaskularne endotelne ¢elije.
In vitro vaskularni endotelijalni faktor rasta indukovao je MMZ na diferencijaciju u
vaskularne endotelne ¢elije 1 organizaciju kapilarne mreze. Posto je jedan od osnovnih
problema tkivnog inZenjerstva uspostavljanje rane vaskularizacije, ova osobina povecava
potencijalnu ulogu MMZ u tkivnom inZenjerstvu razlicitih organa (Sakai 1 sar., 2010).

Dodatkom u medijum za kultivisanje faktora za hepati¢nu diferencijaciju, indukuje

se diferencijacija MMC u Celije jetre, §to se potvrduje pozitivnom ekspresijom markera
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specifiénih za hepatocite. Takode, stvaraju se i mali klasteri ¢elija pozitivnih na faktor
rasta | slican insulinu, kao i znacajno povecéanje koncentracije uree u medijumu. U
¢elijama su pronadene i znacajne koli¢ine insulina, a isti rezultati su dobijeni i za
¢elije iz pulpe stalnih zuba. (Ishkitiev i sar,. 2010). Najnovija istrazivanja su pokazala
mogucnost dobijanja ¢elija pankreasa iz ¢elija pulpe, Sto otvara moguénost njihove
upotrebe u terapiji dijabetesa (Govindasamy i sar., 2011).

MMZ poseduju imunomodulatornu funkciju preko svog uticaja na T i B limfocite,
dendriti¢ne celije, kao i prirodne ¢elije ubice. Pra¢eno je njihovo in vitro dejstvo na
¢elije imunog sistema, T-helper 17 celije (Th17) koje su odgovorne za patogenezu
autoimunih oboljenja i T regulatorne ¢elije (Tregs), koje imaju preventivnu ulogu preko
supresije proliferacije i produkcije proinflamatornih citokina i imunih ¢elija. Pokazano
je da MMZ imaju ve¢i potencijal imunomodulacije od ¢elija iz kostne srzi u smislu
oporavka odnosa Tregs/Th17, kao i u smanjenju Th17 ¢elija u perifernoj krvi. Nakon
sistemske infuzije dovode do znafajnog smanjenja serumskog nivoa autoantitela koje
imaju klju¢nu ulogu u sistemskom lupusu eritematozusu. Njihova transplantacija dovodi
kod eksperimentalnih Zivotinja do oporavka bubreznih poremecaja izazvanih lupusom
kao 1 do oporavka trabekularne kosti i1 inhibicije aktivnosti osteoklasta (Yamaza i sar.,
2010).

Kori$¢enjem metode tkivnog eksplanta za kultivisanje ¢elija, iz pulpe mle¢nih zuba
se dobija podgrupa mati¢nih ¢elija koje pokazuju ekspresiju markera karakteristicnih za
embrionalne ¢elije, koje su nazvane nezrele mati¢ne ¢éelije iz pulpe zuba (Kerkis i sar.,
2006). Uklanjanje ¢elija iz njihovog prirodnog okruzenja moze dovesti do promene u
potencijalu diferencijacije (Jiang, 2002; Schwartz i Verfaillie, 2005) tako da se ¢elije
dobijene ovim nacinom kultivisanja razlikuju od ¢elija izolovanih metodom enzimske
digestije.

Tokom dugotrajnog kultivisanja, uz o€uvanje normalnog kariotipa i odrzanje
stepena ekspanzije karakteristicnog za mati¢ne celije, ove cCelije eksprimiraju Oct-4,
Nanog, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, kao 1 antigene specificne za ljudske mezenhimalne
maticne ¢elije, SH-2, SH-3 i SH-4.
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Prilikom diferencijacije u pravcu nervnog tkiva, nezrele maticne Celije iz pulpe
zuba pokazuju 4 puta brzu diferencijaciju nego MMZ, a dobijena karakteristi¢na
sendvi¢ morfologija glija ¢elija i neurona je prvi put dobijena od ¢elija koje nisu adultni
prekursori nervnog tkiva.

Ove celije se uspesno diferenciraju u pravcu kostanog, hrskavicavog i miSi¢nog
tkiva. Kako su one izolovane i iz pulpe stalnih zuba, moze se pretpostaviti da bi mogle
biti multipotentni prekursori mati¢nih ¢elija iz pulpe mlec¢nih i stalnih zuba.

Kao zakljuCak, namece se da su mati¢ne ¢elije iz pulpe mlecnih zuba izuzetno
dostupan i bezbolan izvor MMC. Svako dete gubi mle¢ne zube i umesto da se takvi
zubi bacaju, mnogo je bolje uraditi krioprezervaciju preostale pulpe ili iz nje izolovanih
maticnih celija. Personalizovana medicina predstavlja buduc¢nost za terapiju raznih
oboljenja, tako da ¢uvanje sopstvenih mati¢nih ¢elija odbacuje moguénost imunoloskih
poteskoca kao i potencijalnog prenoSenja oboljenja od donora. Ove ¢elije se namecu
kao jedan od najboljih izvora za ¢elijsku terapiju, tkivno inZenjerstvo i regenerativnu
medicinu (Arora i sar., 2009).

Upotreba ovih celija u terapiji moze i¢i u pravcu regeneracije dentalnih tkiva
1 inZenjerstvu celog zuba, ili ka upotrebi u regenerativnoj medicini i terapiji mnogih
oboljenja razlic¢itih tkiva i organa. Ubrzano se radi na uspostavljanju globalne zakonske
regulative koja bi dovela do kontrole razvoja, a Evropska unija je donela nekoliko uredbi
kojima se kontroliSe svaka faza u manipulisanju maticnim ¢elijama, a svaka zemlja
pojedinac¢no ima obavezu da oformi regulatorno telo koje bi ove odredbe primenjivalo
na lokalnim nivoima. Podsti¢e se multidisciplinarna saradnja izmedu razli¢itih nau¢nih
oblasti u cilju §to brzeg prevodenja bazi¢nih istrazivanja u klini¢ku praksu. Na nivou
Evropske unije se formiraju tela koja povezuju Vlade zemalja sa nau¢nim ustanovama,
farmaceutskim kompanijama i investicionim fondovima u cilju ubrzanja ovih translacija,
tako da se moze ocekivati sve brzi napredak u razvoju svakog segmenta koji bi doveo
do primene mati¢nih ¢elija u klinckoj praksi i pocetka razvoja sve veceg broja protokola

za razliCita oboljenja. Mlecni zubi i mazenhimalne mati¢ne ¢elije iz njihove pulpe
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poslednjih godina su predmet izuzetne paznje, kako nauc¢ne tako i investicione struke i
velika sredstva, posebno u Americi, se ve¢ sada ulazu u translaciona istrazivanja, tako

da treba ocekivati skori razvoj prvih protokola za njihovu klini¢ku primenu.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima, a na osnovu dobijenih rezultata istraZivanja,
moze se zakljuciti sledece:

* Metodom enzimske digestije iz pulpe mlecnih zuba uspe$no se izoluju
mezenhimalne mati¢ne ¢elije koje 1 tokom dugotrajnog kultivisanja imaju o¢uvanu
fibroblastnu morofologiju i nepromenjenu sposobnost adhezije;

* Nakon krioprezervacije 1 odledivanja mezenhimalne mati¢ne ¢elije izolovane iz
pulpe mle¢nih zuba pokazuju visok stepen oporavka,;

* Mezenhimalne mati¢ne celije izolovane iz pulpe mle¢nih zuba imaju visok
klonogeni potencijal, preko 80% kada su zasejavane u niskim koncentracijama;

* Proliferativni kapacitet mezenhimalnih mati¢nih ¢elija izolovanih iz pulpe
mlecnih zuba, odredivan tokom kratkotrajnih kultura, ukazao je na visSestruko
povecanje broja ¢elija i do 7. dana inkubacije;

« Ispitivanje proliferativnog kapaciteta mezenhimalnih mati¢nih ¢elija izolovanih
iz pulpe mle¢nih zuba tokom dugotrajne kultivacije omogucilo je izracunavanje
VDP 1 ukazalo je da je proliferativni kapacitet ovih ¢elija o¢uvan tokom dugotrajne
ekspanzije;

* Dobijene vrednosti za VDP mezenhimalnih mati¢nih ¢elija izolovanih iz pulpe
mlec¢nih zuba (50 do 80 sati) pokazale su da se vreme dupliranja populacije povecava
u toku dugotrajne kulture Celija, ali 1 da zavisi od pocetne koncentracije Celija u
kulturi;

* Mezenhimalne maticne celije izolovane iz pulpe mlecnih zuba eksprimiraju
karakteristicne membranske mezenhimalne markere: CD105 (55%-87%), CD90
(80% -94%), CD44 (88% -95%) 1 STRO-1 (10%);

* Mezenhimalne maticne celije izolovane iz pulpe mlecnih zuba eksprimiraju

karakteristi¢ne mezenhimalne intracelularne markere a-SMA i vimentin;
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* Mezenhimalne mati¢ne Celije izolovane iz pulpe mle¢nih zuba ne eksprimiraju
karakteristicne markere za hematopoetske ¢elije: CD34 (1.7%-1.9%), CDI11b
(1.1%-3%), CD33 (0.4% -3.2%), CD45 (0.2%-1.6%) 1 CD235 (0.5%-0.7%);

* Mezenhimalne mati¢ne c¢elije izolovane iz pulpe mlecnih zuba karakteriSe
multipotentni potencijal diferencijacije, jer su ove celije nakon kultivacije u
odgovaraju¢im indukcionim medijumima diferentovale u pravcu osteogenih,
hondrogenih, adipogenih i miogenih ¢elija;

» Ispitivanjem efekata IL-17 1 bFGF na proliferaciju mezenhimalnih mati¢nih
¢elija izolovanih iz pulpe mle¢nih zuba utvrdeno je da i IL-17 i bFGF ispoljavaju
stimulatorni efekat na njihovu proliferaciju, pri ¢emu je efekat bFGF bio jace
izrazen;

» Istovremeno prisustvo oba ispitivana bioloSki aktivna molekula, bFGF i IL-
17, u kulturama mezenhimalnih mati¢nih ¢elija izolovanih iz pulpe mle¢nih zuba,

dovelo je do najizrazenijeg stimulatornog efekta na proliferaciju.
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Mpunor 1.

N3jaBa o ayTopcTBY

MoTnucaHu-a H E =021 4 H Lo JI s,

6poj ynuca 131

MUzjaBryjem

Aa je AOKTOpCKa aucepTauyuja Nnog Hacrnosom

!AEOU“I&D‘M;.'JA (E78 Lc’_‘{—['_“"t‘\'t/;'rf’{bﬁ-il.-ﬂ-[_j_‘b\:h_ﬁ XY MM 43 tax
MATRUHXx _HESAwD A NYANE FMAEUYHRWVX 2 Ba

e pes3ynTarT COonCTBEHOr UCTPaXkKuBaudkor paaa,

s §Aa npeanoXeHa guceprauuja y UernuHu HU y genoBuma Huje 6una npegnoxexHa
3a pobujakbe BUNo Koje Aunnome npema CTyAWjCKUM nporpamuma  apyrux
BUCOKOLWLKOSICKUX yCcTaHoBa,

. Aa Cy pe3ynratun KOpekKTHO HaBeeHu U

e [Oa HWcam Kpluuvo/na aytopcka npasa UM KOPUCTUO WHTENEKTYyanHy CBOjuHY
ApYyrux nuua.

NMoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, 10 X 2012

4"" /Z)L« O S f—_




Mpwurnor 2.

N3jaBa 0 UICTOBETHOCTM WITAMIMAHE U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme v npesume aytopa \utf 50D 1A l‘l Lrovluw K

Bpoj ynuca A4

Ctyavjckv nporpam _
NIonAudaA N KAPAKTE PA 34t 34 XY MAHUX
HacnoBpaga A T WHH KX BENHYIa4 NIJINE M JIEHHAX I Y54

MeHTOp Neor Af jL AE KA Mun A e W

MoTnucaHu /Ll - /ZLu WOAL {J:

usjasreyjeM Aa je wramnada Bepavja MOor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €NeKTPOHCKO)
Bepavju Kojy cam npepao/na 3a objasrbuBare Ha noprtany [urutandor
peno3uTopujyma YHuBepaurteta y beorpagy.

[os3sorbaBam ga ce objaee mMoju nNUYHU nogauun BesaHwu 3a aobujarwse akagemckor
3Barba [AOKTOpa Hayka, kao LUTO Cy UMe W npesvume, roguHa n mecto pofjerba u aatym

onbpaHe papa.

OBU nUYHM nogaum Mory ce 006jaBuTh Ha MPEeXHUM CcTpaHuuama AuruTanHe
bubnuoTteke, y enekTpoHckoM Katanory v y nybnukauujama YHusepaurterta y beorpagy.

Mornuc pokropanaa

Y Beorpaay, Ao. \x %ot

0}‘- .’/{T,{.v KO K (‘,




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky Bubnuorteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [durutanHu
peno3utopujym YHusepsuteta y beorpaagy yHece mojy AOKTOPCKY Auceptauwjy nog
HacnoBoM:

V] 2O0NALNSA N KAPALTE PUDIALUJA  XYMAFUx

MA T L Y Hhu REJIU aA AN E MEE Y x  TIBg

Koja je mMoje ayTopcko Aeno.

[vcepTauujy ca cBUM Npuno3MmMa npefao/na cam y enekTpoHckom )opmMary norogHom
3a TpajHo apxusupare.

Mojy nokTtopcky aviceprauujy noxpaweHy y [lururanHu penosutopujym YHusepauTeTa
y beorpagy mory Aa Kopucre cBu Koju nowtyjy ogpenbe cajpxade y ogabpaHom tuny
nuuenxue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognydvo/na.

1. AyTtopcTeo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEepLUUjanHo
G) AyTopcTBo —~ HekomepLujanHo — 6es npepaae
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEpLUMjanHo — AenuTh nog UCTUm ycnosuma
5. Aytopcteo — 6e3 npepage
6. AyTopcTBO — AenuTH Nog UCTUM ycrioBuma

(MonumMo Oa 3aoKkpyXuTe camo jeAaHy o4 WecT NoHyfeHux nuueHuw, kpatak onuc
nuyeHuu aat je Ha nonefuHun nucra).

MoTnuc pokropanaa

Y Beorpapy, do- Ix 1042
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