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UTICAJ INTERLEUKINA-17 NA
MEZENHIMSKE MATICNE CELIJE KOSTNE
SRZI MISA U IN VITRO USLOVIMA

Slavko B. Mojsilovié¢

REZIME

Mezenhimske mati¢ne ¢elije (MSC) pripadaju populaciji multipotentnih adultnih
mati¢nih celija koje se nalaze u mnogim tkivima gde ostvaruju vazne uloge u
odrzavanju homeostaze. Zahvaljuju¢i viSestrukom potencijalu u regeneraciji tkiva,
regulaciji hematopoeze 1 imunomodulaciji, kao i relativno lakoj dostupnosti iz raznih
adultnih i perinatalnih tkiva, intenzivirana su istrazivanja kako osnovne biologije MSC,
tako 1 ona usmerena ka mogucénosti njihove terapijske primene. lako je u poslednjoj
deceniji doslo do znaCajnog 1 brzog napretka u razumevanju njihove prirode,
raznovrsnih funkcija 1 mehanizama njihovog delovanja, jo§ smo daleko od
rasvetljavanja nekih osnovnih pitanja klju¢nih za njihovu efikasnu i bezbednu klinicku
primenu. Poslednjih godina se sve viSe uvida znacaj lokalne mikrosredine u
usmeravanju MSC ka obavljanju mnogobrojnih 1 Cesto suprotstavljenih funkcija.
Interleukin-17 (IL-17) je plejotropni citokin sa znacajnim ulogama u mnogim
fizioloskim i patoloskim procesima organizma, poput inflamacije, imunskog odgovora i
regulacije hematopoeze. IL-17 svoje efekte ostvaruje uglavnom indirektno, delujuci na
stromalne celije, moduliSu¢i u njima ekspresiju razlicitih solubilnih i membranskih
faktora. Tako su istrazivanja uticaja IL-17 na proliferaciju i diferencijacju humanih 1
misjih MSC zapoceta, mnogi efekti, poput uticaja na regulatornu ulogu ovih ¢elija u
hematopoezi i imunskom odgovoru, kao i mehanizmi i znacaj njegovog delovanja na

MSC, jos nisu dovoljno ispitani.

Cilj ovog istrazivanja bio je da se izoluju i okarakteriSu MSC iz kostne srzi miSa
(mBM-MSC) i utvrdi efekat IL-17 na fenotipske karakteristike, sposobnost viselinijske
diferencijacije, proliferaciju, kapacitet podrzavanja hematopoeze i imunomodulatorne

sposobnosti ovih ¢elija. Takode, ispitivani su 1 mehanizami delovanja IL-17 na



mBM-MSC, ukljucujuéi aktivaciju signalnih puteva i ulogu NO kao posrednika u ovim

efektima.

Iz kostne srzi miSeva CBA soja uspeSno su izolovane i u prisustvu baznog
fibroblastnog faktora rasta (bFGF) umnozene mBM-MSC koje su pokazivale
karakteristike MSC u skladu sa kriterijumima Komiteta za mezenhimske maticne celije
Medunarodnog drustva za celijsku terapiju: adhezivnost za plastiku, ekspresiju
karakteristiénih mezenhimskih markera (endoglin, vimentin, a-SMA, fibronektin, Stro-1
1 Snaill), odsustvo hematopoetskih linijskih markera (CD5, CD45R/B220, CD11b,
Gr-1, TER-119 1 7/4) i sposobnost diferencijacije u pravcu hondroblasta, osteoblasta,
adipocita i miofibroblasta. Nakon utvrdivanja ispoljenosti receptora za IL-17 na ovim
¢elijama, pokazano je da IL-17 ne uti¢e na osnovne osobine koje odreduju mBM-MSC,
poput imunofenotipskih karakteristika 1 potencijala za viSelinijsku diferencijaciju.
Ispitivanjem uticaja IL-17 na proliferaciju i klonogeni potencijal mBM-MSC utvrdeno
je da ovaj citokin dovodi do dozno zavisnog povecanja proliferacije mBM-MSC, kako
sam, tako 1 u kombinaciji sa bFGF. Analizom fosforilacije protein tirozin kinaza (PTK)
1 mitogenom aktiviranih protein kinaza (MAPK), kao 1 koriS¢enjem specificnih
inhibitora ovih signalnih puteva, utvrdeno je da se efekti IL-17 i bFGF na proliferaciju
mBM-MSC ostvaruju preko p38 i ERK MAPK, dok PTK i JNK MAPK nemaju
znacajnu ulogu u ovom procesu. Uspesnim uspostavljanjem sistema dugotrajne kulture
kostne srzi, pokazano je da su mBM-MSC sposobne da odrzavaju hematopoetske celije
u kulturi duze od tri nedelje. IL-17 je pozitivno uticao na ovu sposobnost mBM-MSC,
Sto se ogledalo u ve¢em broju kako ukupnih neadherentnih ¢elija, tako i opredeljenih
progenitora 1 morfoloSki prepoznatljivih prekursora hematopoeze u kokulturi sa IL-17
pretretiranim mBM-MSC, u odnosu na kontrolne, netretirane mBM-MSC. Na mogucu
ulogu NO kao posrednika preko kojeg IL-17 ostvaruje svoje dejstvo na celije
hematopoeze ukazuje povecana ekspresija gena za endotelnu NO sintazu (eNOS) u
mBM-MSC pod uticajem ovog citokina. Imunomodulatorni potencijal mBM-MSC, kao
1 uticaj IL-17 na ovu sposobnost mBM-MSC, nije pokazan u kokulturama sa
mitogenom stimulisanim singenim cCelijama slezine, ali su mBM-MSC znacajno
suprimirale kako mitogenom stimulisanu proliferaciju humanih mononuklearnih ¢elija
periferne krvi, tako i aloantigenom stimulisanu proliferaciju u mesanoj limfocitnoj

reakciji.



Dobijeni podaci isticu kompleksnost biologije MSC i njihove interakcije sa
faktorima mikrosredine, kao i specificnost misjih u odnosu na humane sisteme,
otvarajuci put za dalja istrazivanja u cilju pronalaZzenja najboljih modaliteta potencijalne

primene ovih ¢elija u terapijske svrhe.
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EFFECTS OF INTERLEUKIN-17 ON MOUSE
BONE MARROW-DERIVED MESENCHYMAL
STEM CELLS IN VITRO

Slavko B. Mosjilovié¢

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent adult stem cells that are found in
many tissues where they play an important role in maintaining the tissue homeostasis.
Due to their enormous potential in tissue regeneration, regulation of hematopoiesis, and
immunomodulation, as well as the fact that they are readily available from numerous
adult and perinatal tissues, MSCs have been in the focus of basic and clinical research in
the last few decades. Although a significant and rapid progress in understanding the
nature, various functions, and mechanisms of action of MSCs has been made during the
last decade, we are still far from resolving some of the key issues that are necessary for
their effective and safe use in the clinics. The importance of the local microenvironment
in directing MSCs to perform their numerous and often conflicting functions have been
increasingly recognized over the recent years. Interleukin-17 (IL-17) is a pleiotropic
cytokine with important roles in many physiological and pathological processes, such as
inflammation, immune response, and regulation of hematopoiesis. This cytokine
achieves its functions indirectly, by modulating the expression of variety of soluble and
membrane-bound factors in stromal cells. Although some effects of IL-17 on the
proliferation and differentiation of MSCs have been demonstrated in human and mouse
models, other potential effects, such as the influence of this cytokine on the regulatory
role of MSCs in hematopoiesis and immune response, as well as the mechanisms and

the significance of its action, are not sufficiently elucidated.

The aim of this study was to isolate and characterize MSCs from mouse bone
marrow (mBM-MSCs) and to analyze the effects of IL-17 on their phenotype,
multilineage differentiation, proliferation, hematopoietic supportive capacity, and
immunomodulatory activity. The mechanisms of action, including the signaling

pathways and the role of NO as a mediator, were also examined.



Mesenchymal stem cells were successfully isolated from the bone marrow of
CBA mice, and propagated in the presence of basic fibroblast growth factor (bFGF).
The cells showed characteristics of MSCs that followed the criteria established by the
MSCs Committee of the International Society for Cellular Therapy, namely:
plastic-adherence; expression of the characteristic mesenchymal markers (endoglin,
vimentin, a-SMA, fibronectin, Stro-1 and Snaill); the absence of hematopoietic lineage
markers (CD5, CD45R/B220, CDI11b, Gr-1, TER-119, and 7/4), and the ability to
differentiate towards chondroblasts, osteoblasts, adipocytes, and myofibroblasts. After
we established the presence of IL-17 receptor on these cells, we showed that IL-17 did
not affect the basic characteristics of MSCs, such as their immunophenotype and
multilineage differentiation potential. Upon examining the effects of IL-17 on
proliferation and clonogenic potential of mBM-MSCs we found that this cytokine
increased the mBM-MSCs’ proliferation in a dose dependent manner, both alone and in
combination with bFGF. The analysis of the phosphorylation of protein tyrosine kinases
(PTKs) and mitogen-activated protein kinases (MAPKSs), and the usage of specific
inhibitors of these signaling pathways showed that the effects of IL-17 and bFGF on the
proliferation of mBM-MSCs were dependent on the p38 and ERK MAPK pathways,
whereas PTKs and JNK MAPK did not have significant role in this process. By the
successful establishment of the long-term bone marrow culture system, it was shown
that the mBM-MSCs have the capability of supporting the hematopoiesis in vitro longer
than three weeks. IL-17 exhibited a positive effect on this ability of mBM-MSCs, as
shown by the increased number of total non-adherent cells, as well as committed
progenitors and morphologically recognizable hematopoietic precursors in cocultures
with IL-17-pretreated mBM-MSCs, in comparison to the control, untreated
mBM-MSCs. The possible role of NO in IL-17-mediated effects on hematopoietic cells
was implied by the increased expression of the endothelial NO sythase (eNOS) mRNA
in IL-17-treated mBM-MSCs. The immunomodulatory potential of the mBM-MSCs
and the effect of IL-17 on this ability were not shown in the cocultures of mBM-MSCs
with mitogen-stimulated syngeneic spleen cells. However, mBM-MSCs significantly
suppressed the proliferation of mitogen-stimulated human peripheral blood-derived
mononuclear cells, as well as the alloantigen-stimulated proliferation in a mixed

lymphocyte reaction.



The results of this study emphasized the complexity of the biology of MSCs and
their interaction with microenvironmental factors, as well as the specificity of the mouse
system, as opposed to human, thus paving the way for further research in order to find

the best possible modalities for prospective therapeutic use of these cells.

KEYWORDS: Mesenchymal stem cells; interleukin-17; mouse; bone marrow;

proliferation; hematopoiesis; immunomodulation.
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1.1. MEZENHIMSKE MATICNE CELIJE

1.1.1. Maticne éelije — istorijat i pojam mati¢nosti

Smatra se da je termin ,maticne celije“ prvi u nauku uveo ruski naucnik
Aleksandar Maksimov 1909. godine na kongresu Berlinskog hematoloskog drustva,
opisujuci Celije nalik limfocitima od kojih u embrionalnom i post-fetalnom razvoju
nastaju drugi elementi krvi (Maximov, 1909). Medutim, zbog specificnih osobina ove
populacije celija, njihove izuzetno male brojCane zastupljenosti u hematopoetskom
tkivu, kao 1 ¢injenice da se morfoloski ne mogu razlikovati od drugih ¢elija koje li¢e na
limfocite, ostale su neotkrivene sve do pocetka Sezdesetih godina proslog veka.
Zacetnicima nauke o mati¢nim c¢elijama se zato smatraju Ernest McCulloch i James Till
koji su 60-ih godina 20. veka pokazali postojanje mati¢nih ¢elija hematopoeze (eng.
hematopoietic stem cells, HSC) u kostnoj srzi (Till i McCulloch, 1961; Becker i sar.,
1963). Oni su 1961. godine uveli tehniku direktnog merenja radiosenzitivnosti Celija
kostne srzi normalnog misa i uocili da se nakon intravenskog ubrizgavanja ¢elija kostne
srzi u letalno ozracenog misa, na slezini uocavaju kolonije brzoproliferiSuc¢eg
hematopoetskog tkiva u vidu jasno izrazenih Cvorica ¢iji je broj linearno zavisan od
broja ubrizganih ¢elija kostne srzi. Oni su ¢elije koje imaju kapacitet da formiraju ove
kolonije nazvali jedinicama koje formiraju kolonije (eng. spleen colony-forming unit,
CFU-S), s obzirom na to da je u prvo vreme razmatrana moguénost da kolonija nastaje
1z agregata monopotentnih mati¢nih ¢elija. Ovaj naziv se zadrzao do danas, iako se
danas zna da se radi o heterogenom odeljku mati¢nih ¢elija hematopoeze. Kasnije je
dokazano da svaka kolonija u slezini potic¢e od pojedinac¢ne ubrizgane Celije kostne srzi
(Becker i sar., 1963). Cinjenica da se veéina kolonija sastojala od me3avine zrelih éelija
razli¢itih loza ukazala je da je izvorna ¢elija imala kapacitet viSelinijske diferencijacije,
1 potvrdila osnovnu funkcionalnu karakteristiku maticnih ¢elija — moguénost
diferencijacije u veci broj specijalizovanih celija (7ill i sar., 1964). Pored toga,
ponovnom transplantacijom pojedinac¢nih kolonija, pokazano je da se u njima nalaze

mati¢ne Celije iz kojih nastaju sekundarne kolonije, nove CFU-S, §to je bio dokaz druge
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osnovne karakteristike maticnih ¢elija — sposobnosti samobnove, kojom se obezbeduje

obnavljanje 1 odrzavanje veli¢ine sopstvene populacije (Siminovitch i sar., 1963).

Tokom 60-ih 1 70-ih godina prosSlog veka Friedenstein 1 saradnici su u kostnoj srzi
pokazali postojanje i male subpopulacije nehematopoetskih, stromalnih celija koje
poseduju potencijal za osteogenu diferencijaciju. Za razliku od hematopoetskih ¢elija,
ove ¢elije su posedovale sposobnost adhezije za plasti¢nu podlogu, a u kulturi, od ovih
¢elija nastajale su pojedinac¢ne kolonije ¢elija slicnih fibroblastima, zbog ¢ega su ih
nazvali jedinice koje stvaraju fibroblastne kolonije (eng. colony-forming unit —
fibroblastic, CFU-F) (Friedenstein i sar., 1974"; Friedenstein i sar., 1976). Na osnovu
ovog originalnog sistema kultivisanja ukazano je na adherentnu, klonogenu, nefagocitnu
1 fibroblastnu prirodu ovih c¢elija, pa se CFU-F test i danas koristi kao test za
odredivanje broja i klonogenog potencijala stromalnih mati¢nih celija. Osamdesetih
godina proslog veka pokazano je da se ove celije, kada se transplantiraju in vivo, mogu
diferencirati u razli¢ita vezivna tkiva (kost, hrskavicu, masno tkivo), pa su ih
Friedenstein 1 Owen nazvali ,stromalne maticne celije kostne srzi“ (Owen i
Friedenstein, 1988; Owen, 1988). Arnold Caplan je 1991. godine ¢elije adultne kostne
srzi koje mogu da se izoluju, umnoze u kulturi i stimuliSu da diferenciraju u razlicite
¢elije 1 tkiva mezodermalnog porekla oznacio pojmom ,,mezenhimske maticne celije*

(eng. mesenchymal stem cells, MSC) (Caplan, 1991).

Izolovanje pluripotentnih, embrionalnih mati¢nih ¢elija iz unutraSnje mase
blastociste misa 1981. godine (Martin i sar., 1981), a kasnije i humanih embrionalnih
¢elijskih linjja (Thomson i sar., 1998) dovelo je do prave eksplozije interesovanja za
ovu oblast istrazivanja, kako u stru¢noj, tako i u §iroj javnosti, pre svega zbog njihove
potencijalne primene u regenerativnoj medicini. Medutim, prvenstveno zbog etickih
dilema vezanih za koriS¢enje ¢elija humanih embriona, ali i zbog komplikovane
procedure njihovog izolovanja i odrzavanja, kao i teSkog kontrolisanja njihove
diferencijacije i stvaranja teratoma in vivo, zanimanje za ovu vrstu mati¢nih celija je

znacajno opalo 1 fokus interesovanja je prebacen na adultne maticne celije.
Otkri¢e indukovanih pluripotentnih mati¢nih celija (iPS) je najnovije veliko
otkri¢e vezano za maticne Celije, za koje je 2012. godine dodeljena i Nobelova nagrada

za medicinu. Naime, Kazutoshi Takahashi i Shinya Yamanaka su 2006. godine pokazali
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da je moguce zrele somatske celije (fibrociti miSa) vratiti u stanje mati¢nosti
aktivacijom samo 4 gena: Oct3/4, Sox2, c-Myc 1 KIf4 (Takahashi i Yamanaka, 2006).
Ovo otkri¢e ne samo da je dovelo do potencijalnih novih modaliteta primene matic¢nih
¢elija, ve¢ je srusilo dogmu da je diferencijacija 1 sazrevanje nepovratan proces i

postavilo nove osnove za istrazivanja u embriologiji i biologiji ¢elije.

Iako se osnovnim karakteristikama mati¢nosti smatraju sposobnost samoobnove
sopstvene populacije 1 mogucnost diferencijacije u veci broj specijalizovanih cCelija, u
naucnoj javnosti ne postoji potpuno slaganje Sta tacno definiSe mati¢nost ¢elija. Na
hematoloskoj radionici odrzanoj 1978. godine usvojeni su koncepti i definicije maticne
¢elije 1 matic¢nosti, po kojima se maticnim smatraju Celije koje imaju ,,veliki kapacitet
samoobnove koji moze da traje tokom celog Zivota organizma* (Lajtha, 1979). Prema
vecini autora, sposobnost diferencijacije je takode osnovna osobina mati¢nih celija, ali
prema ovoj definiciji ,,potencijal za dalju diferencijaciju je osobina nekih mati¢nih celija
ali nije klju¢na osobina koja odreduje mati¢nost“. U novije vreme, a posebno od otkri¢a
iPS celija, mnogi autori imaju stanoviste da mati¢na celija nije entitet, ve¢ stanje u koje
moze da dode bilo koja ¢elija, te da je plasti¢nost, a ne samoobnova, osnovna osobina
maticnosti (Zipori, 2005). Ipak, danas se uglavnom kao radna definicija maticne Celije
uzima je da je to ¢elija sposobna ne samo da da potomke razli¢itog tipa, ve¢ i da ima

kapacitet da se samoobnavlja in vivo.

Na osnovu potencijala za diferencijaciju u jednu ili vise linija potomaka, mati¢ne
¢elije se mogu podeliti na totipotentne, pluripotentne, multipotentne, oligopotentne 1
unipotentne. Totipotentne mati¢ne Celije se mogu diferencirati u sve embrionske i
ekstraembrionske vrste ¢elija, odn. mogu napraviti ceo zivi organizam. Ovaj potencijal
imaju samo oplodena jajna cCelija (zigot) i1 ¢elije nastale nakon prvih nekoliko deoba
zigota (morula). Pluripotentne mati¢ne ¢elije se mogu diferencirati u ¢elije porekla sva
tri klicina lista (endoderm, ektoderm, mezoderm), ali ne i placentu i od njih se ne moze
razviti fetus ili odrasla jedinka. To su ¢elije unutrasnje mase blastociste. Multipotentne
¢elije se mogu diferencirati u viSe razlicitih tipova ¢elija, ali samo u okviru uske familije
¢elija, na primer Ccelije hematopoeze, mezenhimskog tkiva, nervnog tkiva.
Oligopotentne mati¢ne Celije se mogu diferencirati u samo nekoliko vrsta ¢elija, poput
limfoidnih, mijeloidnih ili endotelnih mati¢nih celija. Unipotentne maticne Ccelije

nemaju sposobnost dalje diferencijacije, ve¢ samo obnavljaju sopstvenu celijsku vrstu.
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Takve su, na primer, hepatociti, miSi¢ne maticne celije ili maticne Celije koze i
sluzokoza. Ontoloski, odn. prema razvojnom stadijumu organizma iz kojeg su
izolovane, mati¢ne celije mogu biti embrionalne, fetalne, neonatalne i adultne

(Katsumoto i sar., 2010; Hass i sar., 2011).

1.1.2. Problemi definisanja i karakterizacije MSC

Znacajniji napredak u klinickoj primeni MSC, ali 1 uopsSte u poznavanju njihove
biologije, sputan je mnogim preprekama. Jedna od njih je svakako nepostojanje
jedinstvenog sporazuma o definisanju osnovnih karakteristika ovih ¢elija. Zahvaljuju¢i
relativno jednostavnom postupku izolovanja iz velikog broja razlicitih tkiva, odsustva
etiCkih kontroverzi i velikom potencijalu za primenu ovih ¢elija u terapiji, interesovanje
za ova istrazivanja je poslednjih decenija znacajno poraslo i sve se vise istrazivackih
grupa u celom svetu u njih uklju¢uje. Medutim, razli¢ite istrazivacke grupe koriste
razli¢ite protokole izolovanja 1 kultivacije, kao i razlicite izvore MSC, S$to ¢ini poredenje

njihovih rezultata veoma teskim.

Problemi u definisanju MSC pocinju nepostojanjem jedinstvenog profila
ekspresije gena i povrSinskih antigena. Mnoge laboratorije su godinama bezuspe$no
pokusavale da identifikuju molekul ili grupu molekula koji bi nedvosmisleno
okarakterisali MSC. MSC ispoljavaju mnoge adhezivne molekule (CD44, CD105,
CD106, CD146, CD166), integrine (CD29, CD49a-f, CD51), enzime (CD39, CD73),
receptore faktora rasta (CD140b, CD271, CD340, CD349), intermedijerne filamente
(vimentin, nestin, dezmin, neurofilament), embrionalne antigene (SSEA1, SSEA4), ali
nijedan nije specificno ispoljen na MSC (Pittenger i sar., 1999; Salem i Thiemermann,
2010; Phinney i Sensebé, 2013). Razlicite studije pripisuju odredenim molekulima veéi
znacaj za prospektivnu izolaciju celija sa velikim klonalnim kapacitetom, kao Sto su
Stro-1, Sca-1, PDGFRa, CD146, CD200, CD271 ili nestin (Anjos-Afonso i Bonnet,
2011; Pontikoglou i sar., 2011). Evropski konzorcijum ,,Genostem* identifikovao je
113 transkripata i 17 proteina koji razlikuju MSC humane kostne srzi od
hematopoetskih, endotelnih i periosteumskih ¢elija i sinovijalnih fibroblasta (Delorme i

sar., 2008). Mozda 1 veéi znacaj od ispoljenosti pozitivnih markera MSC ima
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neispoljavanje hematopoetskih i endotelnih linijskih markera, poput CD11b, CD14,
CD19, CD31, CD34, CD45, CD79a, CD235a i sl. Problem sa fenotipskom
karakterizacijom MSC se jo§ vise produbljuje ako se uzme u obzir velika heterogenost,
kako medu donorima, tako i izmedu razliitih tkiva iz kojih su izolovane, pa Cak i
unutar populacije izolovane iz istog uzorka (da Silva Meirelles i sar., 2006, Covas i
sar., 2008; Phinney, 2012). Osim toga, neke MSC znacajno menjaju svoje osobine
dugim propagiranjem u kulturi (Digirolamo i sar., 1999; Larson i sar., 2008), ali i
nakon njihove administracije in vivo, §to s druge strane, prema nekim teorijama, mozda
upravo predstavlja klju¢ mnogih povoljnih terapijskih efekata MSC (Lee i sar., 2009,
Németh i sar., 2009).

U cilju definisanja standardnih kriterijuma za utvrdivanje identiteta MSC, a na
osnovu do tada dostupnih podataka, Komitet za mezenhimske i tkivne mati¢ne Celije
Medunarodnog drustva za celijsku terapiju je 2006. godine predlozilo sledeca tri

minimalna kriterijuma za definisanje MSC (Dominici i sar., 2006):
1. Adherentnost za plastiku u standardnim uslovima kultivacije.

2. Specificni povrSinski antigeni i to: pozitivni za CD105, CD73 i CD90 u
> 95% 1 negativni (< 2%) za CD34 (marker primitivnih hematopoetskih progenitora i
endotelnih ¢éelija), CD45 (panleukocitni marker), CD14 ili CD11b (markeri monocita i
maktrofaga), CD79a ili CD19 (markeri B limfocita) i HLA-DR u bazi¢nim uslovima

kultivisanja.

3. Diferencijacija u najmanje tri mezenhimske linije: osteoblaste, adipocite 1

hondroblaste u standardnim uslovima za in vitro diferencijaciju tkivnih kultura.

Iako se ovi kriterijumi odnose na humane MSC, isti princip se moZe primeniti i za

zivotinjske sisteme, s tim S$to fenotip nije dovoljno dobro okarakterisan za sve vrste.

Zbog nemogucnosti definitivne potvrde da Celije koje se izoluju iz kostne srzi ili
drugog tkiva koje adheriraju za plastiku u potpunosti ispunjavaju uslove mati¢nosti,
odnosno da se samoobnavljaju u dugom vremenskom periodu i diferenciraju u razlicite
¢elijske tipove in vivo, ovaj Komitet je doneo preporuku da se izostavi obelezje
,mati¢ne* iz naziva tih celija. Ne spore¢i mogucénost postojanja populacije istinskih
mati¢nih ¢elija u toj heterogenoj frakciji adherentnih ¢elija, oni predlazu da se kao

ispravan naziv za ove celije koristi termin ,,multipotentne mezenhimske stromalne
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¢elije koji jasno oslikava sve osobine ovih ¢elija bez implikacija njihove mati¢nosti, pri
¢emu skrac¢enica MSC treba da ostane, jer je ve¢ Siroko prihvacena i dugo vremena
prisutna kao klju¢na re¢ u naucnoj literaturi, dok termin ,,mezenhimske mati¢ne celije*
treba da bude rezervisan samo za funkcionalnim testovima potvrdene istinske maticne
celije.

Projekat ,,Inzinjerstvo adultnim mezenhimskim mati¢nim celijama za oboljenja
vezivnog tkiva: Od eksperimentalne laboratorije do bolniCke postelje®, skraceno
Genostem, okupio je 30 timova iz Evrope koji su izmedu 2004. 1 2007. godine radili na
istrazivanju bioloskih osobina i reparatornog kapaciteta MSC humane kostne srzi
(Charbord i sar., 2011). Neki od zakljucaka ovog projekta su da humane mezenhimske
mati¢ne celije kostne srzi, locirane na abluminalnoj strani endotelnih c¢elija sinusa
(periciti), jesu iste Celije koje formiraju niSe za hematopoetske Celije i da takve klonalne,
visokoproliferativne ¢elije, umnozene u kulturi, zaista jesu istinske (bona fide) maticne
¢elije, jer su samoobnavljajuce i multipotentne. Na osnovu podataka do kojih su dosli,
oni mezenhimske maticne ¢elije kostne srzi definiSu kao adultne tkivne mati¢ne Celije
koje vode poreklo od dela Celija sa abluminalne strane endotela zida sinusoida kostne
srzi koje imaju sposobnost samoobnove, selektivno su pripremljene (,,prajmovane®, od
eng. to prime) za diferencijaciju u mezenhimske i glatkomisi¢ne ¢elijske loze, da imaju
osobinu plasti¢nosti, kao i da su sposobne da rekonstruiSu hematopoetsku mikrosredinu

in vitro 1 in vivo (Charbord i sar., 2011).

1.1.3. Specifi¢nosti mi§jih MSC

Biologija MSC je jedna od retkih oblasti nauke gde postoji bolje razumevanje
humanog od mi§jeg sistema. Teskoce u izolovanju primarnih misjih MSC, medusojne
razlike, nestabilnost u dugotrajnim kulturama i drugi problemi, usporili su istrazivanja
osnovnih aspekata biologije MSC, kao i njihovog regenerativnog i modulatornog

potencijala.
Problemi u izolovanju MSC iz kostne srzi miSa uslovili su razvoj mnogobrojnih
protokola od kojih nijedan nije opSteprihvacen zbog ogranicenja u prinosu ili ¢istoéi.

Prirodna osobina MSC kostne srzi da podrzava hematopoezu, jedna od prvih i osnovnih
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pozeljnih karakteristika koja im daje terapijski potencijal, upravo otezava njihovo
pre€iS¢avanje od kontaminiraju¢ih hematopoetskih ¢elija u primarnim kulturama
(Phinney i sar., 1999; Anjos-Afonso i Bonnet, 2011). Te kontaminiraju¢e hematopoetske
¢elije donora imaju veliki potencijal za usadivanje in vivo, ¢ime mogu da dovedu do
laznih zakljuc¢aka o funkcionalnim osobinama MSC. Ovaj problem je doveo do razvoja
razlicitih strategija za precis¢avanje MSC od hematopoetskih progenitora, od raznih
modifikacija uslova zasejavanja 1 kultivacije do razliCitih pristupa obogacivanju
populacije MSC iz kostne srzi (Sun i sar., 2003; Peister i sar., 2004; Tropel i sar., 2004;
Shiota i sar., 2007; Krishnappa i sar., 2013). Medutim, upotreba mnogobrojnih
protokola za izolaciju i kultivisanje mi§jih MSC od strane razli¢itih istrazivackih grupa
Sirom sveta prakticno onemogucava poredenje rezultata istrazivanja razliCitih

laboratorija.

Pored manje ili viSe uspesnih postupaka dobijanja precisS¢ene populacije MSC,
drugi problem je relativno ogranicen proliferativni kapacitet izolovanih ¢elija. Naime,
misje MSC sporo rastu u prvoj pasazi, zatim ulaze u fazu zastoja, tokom koje vecina
¢elija odumre, nakon Cega, one Celije koje prezive ulaze u fazu brzog rasta. Medutim,
pojava ove brzorastuée ¢elijske populacije ukazuje na imortalizaciju, kojoj su misje
¢elije inacCe sklone (Prowse i Greider, 1995), na $ta ukazuje i stvaranje tumora in vivo
(Tolar i sar., 2007). Stoga, rezultate svih istrazivanja koja su radena na prekomerno
pasaziranim miSjim c¢elijama treba preispitati 1 utvrditi da li se radi o primarnim ili

imortalizovanim MSC.

Osim problema u izolovanju i kultivaciji, problem rada sa mi§jim MSC jesu
medusojne razlike. MSC iz razlicitih visokosrodnih sojeva miseva se u visokom stepenu
medusobno razlikuju u prinosu, proliferaciji, povrSinskim markerima i potencijalu za
diferencijaciju (Phinney i sar., 1999; Peister i sar., 2004). Svi ovi problemi oteZavaju
rad na ovom zivotinjskom modelu. Ipak, zbog ustanovljenih eksperimentalnih modela
raznih bolesti, moguénosti manipulisanja genomom i manjim etickim dilemama, misji

modeli ostaju metod izbora u izuc¢avanju MSC.
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1.1.4. Diferencijacija MSC

Kao paradigma razvoja maticnih celija uzima se maticna celija hematopoeze
(HSC). U hematopoetskom sistemu, daljom diferencijacijom, maticne Celije sukcesivno
gube sposobnost samoobnavljanja i smanjuje im se potencijal za viSelinijsku
diferencijaciju, stvaraju¢i tako hijerarhijski kontinuum razlicitih celijskih tipova od
najprimitivnije, multipotentne HSC, pa sve do zrelih ¢elija krvi. Tako nastaju prvo
hematopoetski prethodnici ili progenitori, ¢elije koje su opredeljene za diferencijaciju u
ogranicen broj razli¢itih loza (mijeloidnu, limfoidnu, eritroidnu, megakariocitnu), a
njihovom daljom diferencijacijom nastaju morfoloski prepoznatljivi prekursori koji na
kraju sazrevaju u zrele Celije krvi (Petakov i sar., 1998; Petakov i sar., 2004).
Istovremeno sa ovim procesom, matic¢na celija, po principu asimetri¢ne deobe, daje 1
sebi identicnu kéerku ¢eliju koja tako obnavlja pul izvornih mati¢nih ¢éelija. U slucaju
potrebe, mati¢ne ¢elije mogu da se dele i simetricnom deobom kako bi uvecali svoj broj

tokom razvoja ili prilikom osSte¢enja (Morrison i Kimble, 2000).

Po analogiji sa HSC, neki istrazivaci zagovaraju stanoviste da se mezenhimske
maticne Celije takode diferenciraju prema hijerarhijskom programu (Slika 1.1). Na to
ukazuju klonalne analize diferencijacije i proliferacije MSC (Muraglia i sar., 2000,
Russel i sar., 2010; Russel i sar., 2011), ukljucujuéi i matematicki model (Sengers i
sar., 2010). Ovakva organizacija objasnjava heterogenost unutar populacije MSC
izolovanih iz istog tkiva kao posledicu razli¢itog razvojnog stadijuma progenitora. Ova
heterogenost se ne eliminiSe ni nakon selekcije klonova, jer se, ¢ak i unutar kolonije
potekle od jedne MSC, ¢elije unutra$nje i spoljasnje regije razlikuju prema morfologiji i

genskoj ekspresiji (Ylostalo i sar., 2008).

Nasuprot ovome, neki autori smatraju da hijerarhijski model ne predstavlja
strukturu sistema razvoja mezenhimskih, ali ni drugih mati¢nih ¢elija, ve¢ da je ono §to
¢ini osnovu stanja mati¢nosti njihova plasti¢nost, odnosno fleksibilnost izbora puta
diferencijacije — mogucnost da se mati¢ne celije jednog tkiva diferenciraju u celije
drugog tkiva istog klicinog lista, ili Cak 1 drugog klicinog lista, npr. mezoderm u

endoderm (transdiferencijacija) (Zipori, 2005).
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U odgovaraju¢im uslovima in vitro moguée je usmeriti diferencijaciju MSC u
pravcu razli¢itih ¢elija mezodermalnog porekla, ukljucujuéi osteocite, adipocite,
hondrocite, miocite, miofibroblaste, vaskularne glatkomiSi¢ne celije, tenocite,
miokardiocite, ali i endotelne ¢elije, nervne ¢elije, Celije jetre 1 dr. (Makino i sar., 1999,
Pittenger i sar., 1999; Deans i Moseley, 2000; Wooddbury i sar., 2000; Sato i sar.,
2005; Salem i Thiemermann, 2010, Vater i sar., 2011). Za dokazivanje potencijala za
viselinijsku diferencijaciju MSC u sklopu karakterizacije najes¢e se koristi in vitro

diferencijacija u osteogenom, adipogenom i hondrogenom pravcu.

Diferencijacija je kompleksan proces tokom kojeg, pod uticajem razli¢itih
spoljnih  stimulusa, dolazi do vremenski organizovane aktivacije specifi¢nih
transkripcionih faktora koji reguliSu ispoljavanje odredenih gena i tako definisu fenotip
diferenciranih celija. Tako, tokom osteogene diferencijacije dolazi do aktivacije
transkripcionog faktora Runx2/Cbfal (od eng. runt-related transcription factor 2, odn.
core-binding factor subunit alpha 1), koji se smatra klju¢nim za diferencijaciju u pravcu
kostanog tkiva, jer aktivira osteo-specificne gene: osterix, al lanac kolagena tipa 1,
osteokalcin, i dr. Runx2/Cbfal se zato smatra ranim markerom osteogene diferencijacije
(Caetano-Lopes i sar., 2007; Vater i sar., 2011). Medu drugim ranim markerima
osteogene diferencijacije je i enzim alkalna fosfataza (ALP) koji je ispoljen u nepotpuno
diferenciranim osteoblastima. Osteokalcin i1 osteopontin se javljaju kasnije tokom
diferencijacije, pa se oni ubrajaju u kasne markere osteogene diferencijacije, kao 1
nakupljeni kalcijum, koji moze da se detektuje raznim metodama bojenja (alizarin
crveno, von Kossa). Kjuéni sastojci osteogenog medijuma koji se koristi za in vitro
dokazivanje potencijala za osteogenu diferencijaciju su deksametazon, askorbinska

kiselina i B-glicerofosfat (Vater i sar., 2011).

Osnovni faktori koji se dodaju medijumu za adipogenu diferencijaciju MSC u in
vitro uslovima su deksametazon, insulin i 3-izobutil-1-metilksantin (IBMX).
Transkripcioni faktor PPARYy2 (od eng. peroxisome proliferation-activated receptor y2)
je jedan od klju¢nih u aktivaciji gena odgovornih za indukciju i progresiju adipogeneze 1
zajedno sa lipoprotein lipazom 1 a2 lancem kolagena tipa 6 koristi se kao rani marker
adipogene diferencijacije. Za kasne markere adipogene diferencijacije mogu se koristiti

leptin, FABP4 (od eng. fatty acid-binding protein 4) i adiponektin. Stepen diferenciacije

10
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adipocita se moze analizirati 1 bojenjem unutarCelijskih lipidnih vakuola ili

odredivanjem glicerol-3-fosfat dehidrogenaze (GPDH) (Vater i sar., 2011).

Hondrogenu diferenciju karakteriSe ekspresija transkripcionog faktora Sox-9
(SRY-related high-mobility group 9), koji kontroliSe ispoljavanje gena za kolagene tipa
2,9, 101 11, kao 1 agrekan. Klju¢ni faktori za in vitro hondrogenu diferencijaciju su
deksametazon, askorbinska kiselina i transformisuéi faktor rasta-f (TGF-B) (Vater i
sar., 2011). Hondrogena diferencijacija se takode moze dokazati bojenjem preparata
¢elija ili tkiva bojama koje se vezuju za glikozaminoglikane, kao §to su safranin i fast

green.

1.1.5. 1Izvori mezenhimskih mati¢nih ¢elija

Uzimajuéi u obzir pomenutu fenotipsku i funkcionalnu heterogenost, MSC mogu
biti izolovane iz skoro svakog tkiva. Pored kostne srzi, humane mezenhimske mati¢ne
¢elije su izolovane iz adipoznog tkiva, dentalnog tkiva, periferne krvi, perinatalnih tkiva

1dr. (Zuk i sar., 2001; Parolini i sar., 2008; Rodriguez-Lozano, 2011).

Kostna srz je prvootkriveni izvor mati¢nih celija uopste, pa i MSC. MSC
izolovane iz kostne srzi su ujedno i najviSe proucavane, pa se samim tim i najvise
koriste u klini¢kim ispitivanjima. Ipak, zbog invazivne procedure uzimanja kostne srzi i
zbog relativno slabe ekspanzivne moc¢i ovih MSC, druga tkiva polako preuzimaju
primat u izu¢avanju kako osnovne biologije, tako i terapijske primene MSC (Wagner i
sar., 2005). Dostupnost izvora, kao i odsustvo etickih nedoumica i rizika po zdravlje
pacijenta, sve viSe u centar paznje stavlja tkiva koja se inace odbacuju prilikom
izvodenja razli¢itih medicinskih procedura, npr. pri porodaju (tkivo placente, krv iz
pupCanika, vezivno tkivo pupcanika), liposukciji (adipozno tkivo), stomatoloskim
procedurama (zubna pulpa, periodoncijum) i sl. (Zuk i sar., 2001; Parolini i sar., 2008;

Rodriguez-Lozano, 2011).

MSC poreklom iz perinatalnog tkiva su posebno atraktivne posto predstavljaju
¢elije na prelazu izmedu embrionalnih i adultnih mati¢nih ¢elija. Humana placenta se

sastoji od Cetiri regiona: amnionski epitel, amnionski mezenhim, horionski mezenhim i
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horionski trofoblast. 1z sva Cetiri regiona su izolovane multipotentne c¢elije: humane
amnionske epitelne Celije, humane amnionske mezenhimske stromalne ¢elije, humane
horionske mezenhimske stromalne ¢elije i humane horionske ¢elije trofoblasta (Parolini
i sar., 2008). Primitivno, mukozno vezivno tkivo pupcanika, Vartonova pihtija (eng.
Wharton's Jelly), nalazi se izmedu amnionskog epitela i krvnih sudova pupcanika i
predstavlja bogati izvor primitivnih MSC. Jedna od osnovnih prednosti MSC iz
Vartonove pihtije jeste njihova visoka hromozomska stabilnost koja omogucava veliki
broj pasaza in vitro 1 samim tim pouzdan izvor velikog broja ¢elija (Troyer i Weiss,
2008; Taghizaadeh i sar., 2011). MSC iz ova dva perinatalna izvora, pored
karakteristi¢énih mezenhimskih markera ispoljavaju i neke embrionalne markere, poput
Nanog, Sox-2 1 Oct gena i mogu se diferencirati u tkiva koja poticu iz sva tri klicina

lista (Parolini i sar., 2008; La Rocca i sar., 2009).

Dentalna tkiva su takode privlacan izvor adultnih MSC zbog lake dostupnosti u
bilo kom zivotnom dobu. Imaju veliki proliferativni kapacitet i mogu se pasazirati in
vitro vise puta nego MSC poreklom iz kostne srzi (Gronthos i sar., 2000; Rodriguez-

Lozano, 2011; Hung i sar., 2012).

Jo$ jedan lako dostupan izvor MSC jeste i periferna krv (Roufosse i sar., 2004).
Medutim, ove ¢elije u krvi su malobrojne i pretpostavlja se da su to MSC koje migriraju
iz drugih tkiva (npr. kostne srzi) na mesta regeneracije (Valenti i sar., 2008; Cesselli i
sar., 2009). Ove celije, zbog malobrojnosti i teSkog izolovanja, nemaju veliki potencijal
za direktnu primenu u terapijske svrhe, ali je njihovo izu€avanje znacajno za ispitivanje
moguénosti mobilizacije MSC i njihovog naseljavanja udaljenih lezija, Sto je od

vaznosti za moguénost intravenske aplikacije u ¢elijskoj terapiji.

1.1.6. MSC i hematopoeza

Koncept niSe predstavlja skup anatomskih i funkcionalnih ¢inilaca koji,
integriSuci razliCite signale, dovode do jedinstvenog balansiranog odgovora mati¢nih
¢elija na potrebe organizma. Mati¢ne Celije nisu izolovane, ve¢ je njihovo ponaSanje
zavisno od uslova mikrosredine. One reaguju na udruzene faktore okoline kao Sto su

druge ¢elije, vancelijski matriks, parakrini molekuli, humoralni signali, fizicki stimulusi,
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metabolic¢ki stimulusi i nervni impulsi. NiSe su dinamican sistem, podlozan promeni
mesta, broja i funkcije u zavisnosti od specifi¢nih uslova i potreba organizma (Scadden,

2006).

Celije strome kostne srzi, putem sekrecije odgovarajuéih faktora rasta, direktnim
kontaktom ili produkcijom vancelijskog matriksa, obezbedjuju mikrosredinu koja je
neophodna kao podrska hematopoetskim celijama za prezivljavanje, samoobnavljanje,
migraciju 1 diferencijaciju (Dazzi i sar., 2006; Pontikoglou i sar., 2011). Znacaj uloge
koju celije strome kostne srzi imaju u podrzavanju hematopoeze prvi su uocili jo$
Friedenstein 1 saradnici koji su pokazali da se heterotopijskom transplantacijom celija
kostne srzi koje in vitro daju kolonije ¢elija sli¢nih fibroblastima (CFU-F) stvaraju
strukture sa histoloSkim karakteristikama kosti 1 kostne srzi (Friedenstein i sar., 1 974b).
U ovim strukturama celije strome su vodile poreklo od davaoca, dok su celije
hematopoeze bile primaoceve Sto je ukazivalo na to da su transplantirane stromalne
¢elije kostne srzi sposobne da pruze povoljnu mikrosredinu za naseljavanje i dalje
odrzavanje 1 diferencijaciju HSC. Ovo je potvrdeno i u animalnim eksperimentalnim
sistemima gde je, nakon izlaganja miSeva letalnim dozama zraCenja, simultanom
transplantacijom MSC 1 HSC postignut brzi oporavak hematopoeze nego primenom
samo HSC (Noort i sar., 2002; Zhang i sar., 2004). Isto je pokazano i u studijama
na ljudima (Kog¢ i sar., 2000). Ova in vivo istrazivanja su dalje potkrepljena
uspostavljanjem sistema za dugotrajnu kultivaciju hematopoetskih celija in vitro, ¢ime
je pokazano da stromalne ¢elije kostne srzi mogu da odrzavaju hematopoezu duze od 6
meseci (Dexter i sar., 1977). Neka novija istrazivanja takode pokazuju da MSC humane
kostne srzi odrzavaju i umnozavaju ¢elije koje zapocinju dugotrajnu kulturu (eng. long-
term culture-initiating cells, LTC-IC), in vitro ekvivalent najprimitivnijim
hematopoetskim progenitorima (Majumdar i sar., 1998; Petakov i sar., 1998;
Gottschling i sar., 2007), kao i da podrzavaju megakariocitnu diferencijaciju (Cheng i
sar., 2000) 1 razvoj B limfocita (Ichii i sar., 2008). Slicno je pokazano i za miSje

osteoblaste (Zhu i sar., 2007).

Dugo se tragalo za pravim identitetom c¢elija koje su sposobne da formiraju
hematopoetsku niSu. Mnoga istrazivanja su ukazivala na osteoblaste, endotelne i
perivaskularne ¢elije, uzimajuéi u obzir zajednicke funkcionalne, fenotipske i

topografske karakteristike (Pontikoglou i sar., 2011). Muguruma i saradnici su dokazali
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da ex vivo umnozene MSC, nakon intramedularne transplantacije, nastanjuju stromu
kostne srzi (Muguruma i sar., 2006). Nakon usadivanja, ove MSC poprimaju
morfologiju 1 fenotip prakti¢no svih ¢elijskih komponenti hematopoetske nise (pericita,
miofibroblasta, retikularnih ¢elija, osteoblasta, osteocita i endotelnih ¢elija). Ove MSC
rekonstituiSu  hematopoetsku mikrosredinu potpomazu¢i usadivanje primitivnih
humanih hematopoetskih ¢elija 1 poboljSavaju¢i njihovu funkciju direktnom
interakcijom preko N-kadherina ili produkcijom CXCL-12 hemokina. Jedan od
osnovnih nac¢ina na koji MSC podrzavaju hematopoezu je obezbedivanje signala za
prezivljavanje, proliferaciju i1 diferencijaciju kako HSC, tako i hematopoetskih
progenitora, koji se ostvaruju direktnim celijskim kontaktom (N-kadherin, VCAM-1,
VLA-4), produkcijom citokina (CXCL-12, Flt-3-ligand, trombopoetin, leukiemijski
inhibitorni faktor, TGF-f, interleukin (IL)-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14,
IL-15, faktor stimulacije rasta granulocitno-makrofagnih kolonija (GM-CSF) i faktor
stimulacije rasta makrofagnih kolonija (M-CSF)), kao i putem adhezivnih molekula
(VCAM-1) 1 proteina vancelijskog matriksa (laminin, fibronektin, kolagen 1

proteoglikani) (Majumdar i sar., 2000; Dazzi i sar., 2006).

Méndez-Ferrer i saradnici su serijom eksperimenata in vitro i in vivo, koriste¢i
¢elije kostne srzi koje ispoljavaju zeleni fluorescentni protein (GFP) pod kontrolom
regulatornih elemenata promotera za nestin, dokazali da celijsku komponentu
hematopoetske nise predstavljaju nestin® MSC (Méndez-Ferrer i sar., 2010). Ove ¢elije
su prostorno povezane sa HSC 1 ispoljavaju visoke nivoe gena zaduzenih za odrzavanje
hematopoeze (Cxcll2, c-kit ligand, angiopoetin-1, Vcam-1, osteopontin), a njihovim
uklanjanjem se znacajno smanjuje broj HSC u kostnoj srzi. Takode je pokazano da se
obelezene transplantirane HSC nastanjuju u neposrednoj blizini nestin” MSC letalno

ozracenog domacina.

1.1.7. MSC i regulacija imunskog odgovora

Osim regenerativne uloge, MSC poseduju 1 izuzetnu imunomodulatornu
sposobnost. Brojna istrazivanja ukazuju na njihove izraZzene imunosupresivne

karakteristike i uticaj na proliferaciju i funkciju najvaznijih ucesnika u imunskom
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odgovoru, ukljucuju¢i T 1 B limfocite, prirodnoubilacke (NK) ¢elije, regulatorne T
limfocite (Treg) i dendriti¢ne ¢Celije (DC), kako in vitro, tako i in vivo (Uccelli i sar.,
2006; Shi i sar., 2011). Svojim imunomodulatornim osobinama ucestvuju u odrzavanju
periferne tolerancije, u kontroli autoimunosti (Rasmusson, 20006) 1 fetalno-materinskoj
toleranciji (Barry i sar., 2005). U in vitro uslovima, MSC suprimiraju aktivaciju i
proliferaciju T limfocita indukovanu mitogenima, poliklonskim aktivatorima i poznatim
antigenima (Bartholomew i sar., 2002; Di Nicola i sar., 2002). One dovode do zastoja u
GO0/G1 fazi ¢elijskog ciklusa T limfocita, odn. uvode ih u anergiju (Glennie i sar., 2005)
ili indukuju njihovu apoptozu (dkiyama i sar., 2012). Osim direktne supresije T
limfocita, MSC dovode do umnoZzavanja CD4" CD25" Treg (Aggarwal i Pittenger,
2005) i do indukcije CD8" Treg (Djouad i sar., 2003). Pored toga, MSC dovode do
pomeranja balansa pomo¢nickih (Th) limfocita sa Thl na Th2, odn. sa Th17 na Treg
(Fiorina i sar., 2009; Ghannam i sar., 2010; Carrion i sar., 2011). MSC suprimiraju
diferencijaciju, maturaciju, migraciju i antigensku prezentaciju DC, odrzavajuéi ih u
nezrelom stanju, putem produkcije M-CSF 1 IL-10 (Beyth i sar., 2005; Nauta i sar.,
2006“; English i sar., 2008; Doki¢ i sar., 2013). Preko prostaglandina E, (PGE,), MSC
suprimiraju proliferaciju, diferencijaciju i produkciju antitela od strane B limfocita
(Corcione i sar., 2006). Takode, MSC zaustavljaju proliferaciju i produkciju citokina od
strane NK ¢elija (Sotiropoulou i sar., 2006%). U in vivo uslovima, pokazano je da su
MSC dovele do odlaganja T limfocitima posredovanog odbacivanja alo-transplantata
koze primata i alo-transplantata kostne srzi miSa (Bartholomew i sar., 2002; Nauta i
sar., 2006"). MSC su takode pokazale anti-inflamatorni efekat u modelima bolesti
kalem protiv domaéina (eng. graft versus host disease, GVHD) i eksperimentalnog
autoimunog encefalomijelitisa (Zappia i sar., 2005; Polchert i sar., 2008). Osim toga,
MSC su pokazale zastitnu ulogu u modelu ishemijsko-reperfuzione povrede bubrega
pacova i modelu transplantacije srca kod pacova (Fdndrich i sar., 2002; Togel i sar.,
2005). Takode, pokazano je da MSC uzrokuju alternativhu aktivaciju makrofaga
indukujué¢i njihov antiinflamatorni, M2, fenotip (Maggini i sar., 2010). Pored toga,
MSC su pokazale sposobnost aktivacije komplementa, preko ¢ijih komponenti
aktiviraju efektorske ¢elije u smislu indukcije njihove imunosupresivne aktivnosti (Moll
i sar., 2011). Ovakav modulatorni potencijal ¢ini MSC pogodnim kandidatima za

imunosupresivnu terapiju (Salem i Thiemermann, 2010; Dazzi i sar., 2011).
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MSC svoje imunomodulatorne efekte ostvaruju preko razli¢itih solubilnih 1
membranskih molekula, ukljucuju¢i NO, indolamin 2, 3-deoksigenazu (IDO), PGE,,
humani leukocitni antigen G (HLA-G) (Meisel i sar., 2004; Aggarwal i Pittenger, 2005;
Sato i sar., 2007, Selmani i sar., 2008), TGF-B, faktor rasta hepatocita (HGF)
(Di Nicola i sar., 2002), hem-oksigenaza-1 (HO-1) (Chabannes i sar., 2007), faktorom
nekroze tumora a stimulisani gen/protein-6 (TSG-6) (Lee i sar., 2009), galektini (Sioud,
2011) 1 dr. (Slika 1.2). Kljuéni mehanizmi imunosupresije se razlikuju kod razli¢itih
vrsta. Tako je pokazano da je imunosupresivni efekat humanih i majmunskih MSC
posredovan u najvecoj meri preko IDO, dok pod istim eksperimentalnim uslovima misje
MSC u tu svrhu koriste NO (Ren i sar., 2008; Ren i sar., 2009). Osim toga i razliCiti
proinflamatorni citokini uticu na to koji ¢e mehanizam biti aktiviran u MSC, pa se

smatra da od toga zavisi 1 efikasnost imunosupresije (English i sar., 2007).

Imunosupresivni potencijal, medutim, nije konstitutivna osobina MSC i zavisi od
niza faktora, kao $to su njihova relativna koncentracija (Le Blanc i sar., 2003), stepen
aktivacije T limfocita (Carrion i sar., 2011), citokinski i hemokinski milje (English i
sar., 2007; Krampera i sar., 2011; Li i sar., 2012) 1 stimulacija razli¢itih Toll-u sli¢nih
receptora (TLR) (DelaRosa i Lombardo, 2010; Waterman i sar., 2010). Prema
Kramperi i saradnicima, MSC sti¢u svoj imunosupresivni potencijal tek nakon izlaganja
inflamatornoj mikrosredini (Krampera i sar., 2011). Proces koji vodi do funkcionalnog
sazrevanja MSC u smislu imunokompetentnosti Krampera naziva ,licenciranje® i

obuhvata tri koraka:

1. Aktivacija MSC od strane inflamatornih citokina, poput interferona-y (IFN-y),
faktora nekroze tumora-o (TNF-a) i IL-10/B, produkovanih u ranoj fazi adaptivnog
imunskog odgovora kao posledica obrade i1 prezentacije antigena i aktivacije efektorskih
¢elija. Mnoga istrazivanja pokazuju da je za imunosupresivnu aktivnost MSC
neophodno prisustvo proinflamatornih medijatora, poput IFN-y, produkovanih od strane

aktiviranih T limfocita (Krampera i sar., 2006; English, 2007; Oh i sar., 2007).

2. Kombinacija pozitivnih i negativnih signala, odnosno signala koji mogu da
pospese ili da onemoguce njihove imunosupresivne mehanizme. Na primer, aktivacija

razli¢itih TLR od strane infektivnih agenasa ili endogenih signala opasnosti na razlicite
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nac¢ine moze da utie na stimulaciju, odn. inhibiciju imunosupresivnog efekta MSC

(Romieu-Mourez i sar., 2009; DelaRosa i Lombardo, 2010; Waterman i sar., 2010).

3. Adekvatno vreme uklju¢enja MSC u aktivacione procese efektorskih celija.
Mnoga in vitro istrazivanja, ali 1 iskustva u primeni MSC u terapijske svrhe, ukazuju da
imunosupresivni efekat, odnosno uspeh ili neuspeh terapije zavisi od faze imunskog
odgovora u kojoj se MSC ukljucuju (7isato i sar., 2007; Carrion i sar., 2011; Doki¢ i
sar., 2013).

Imaju¢i sve ovo u vidu, neophodno je dobro voditi rac¢una o mikrosredini ciljnog
tkiva i1 karakteristicnim citokinskim profilima bolesti prilikom odlucivanja koji pacijenti

bi mogli biti kandidati za potencijalnu primenu MSC u terapijske svrhe.

PGE,, TGF-3, IL-10

mDC :

Slika 1.2. Uticaj MSC na ¢elije imunskog sistema. Mezenhimske mati¢ne celije
(MSC), putem razli¢itih solubilnih i membranskih faktora interaguju sa mnogim
¢elijama ukljuenim u imunski odgovor, uklju¢uju¢i T limfocite (T-Ly), B limfocite
(B-Ly), regulatorne T (Treg) limfocite, y0T limfocite, prirodnoubilacke (NK) i NKT
limfocite, kao 1 na diferencijaciju monocita (Mo) u nezrele dendriticne celije (iDC) 1
njihovu maturaciju u zrele DC (mDC). HGF — faktor rasta hepatocita, GAL-3 —

galektin-3; IDO - indolamin deoksigenaza; PGE, — prostaglandin E,; TGF-f —
transformisuci faktor rasta-f. Preuzeto iz Shi i sar., 2011.

NKT
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1.2. INTERLEUKIN-17

Interleukin-17 (IL-17) je osnivacki ¢lan nove receptor-ligand familije citokina
koja do danas broji 6 srodnih citokina i 5 receptorskih subjedinica. Sve je pocelo 1993.
godine kada su Rouvier i saradnici objavili da su klonirali novi gen iz biblioteke
komplementarnih DNK hibridoma dobijenog fuzijom misjeg citotoksi¢nog T limfocita i
limfocita pacovskog T-¢elijskog limfoma (Rouvier i sar., 1993). Kako je prvobitno
pretpostavljeno da se radi o genu poreklom iz misjeg citotoksi¢nog T limfocita, nazvan
je CTLA-8 (od eng. cytotoxic T lymphocyte-associated antigen §8). Kasnije je
ustanovljeno da se zapravo radi o genu poreklom iz pacovskog T limfocita (Yao i sar.,
1995, Kennedy i sar., 1996). Pored toga, 57% homologije ovog gena sa sekvencom
genoma T limfotropnog virusa Herpesvirus saimiri, ORF13, kao 1 prisustvo ponovaka
bogatih adeninom i uracilom (AU) na 3’ netranslatiranom regionu informacione RNK
(iIRNK) ovog gena, upucivalo je da se radi o imunoloski aktivnom molekulu (Rouvier i
sar., 1993). Daljom karakterizacijom ovog molekula i identifikacijom novog receptora
koji vezuje CTLA-8 1 njegov virusni homolog, HVS13, Yao i saradnici predlazu sledece
termine: IL-17, odnosno vIL-17 za virusni homolog i IL-17R za njihov receptor (Yao i
sar., 19959). Iste i sledee godine, nezavisno, biva kloniran humani IL-17 iz biblioteke
komplementarnih DNK klona CD4" T limfocita i aktiviranih mononuklearnih éelija
periferne krvi (Yao i sar., 1 995"; Fossiez i sar., 1 996). Sekvenciranjem genoma coveka i
drugih ki¢menjaka 1 metodama bioinformatike otkriveno je jo§ 5 srodnih citokina, koji
su zajedno sa prvootkrivenim oznaceni slovima abecede prema redosledu otkrivanja kao
IL-17A do IL-17F (Aggarwal i Gurney, 2002; Moseley i sar., 2003). IL-17A i IL-17F
pokazuju najvecu homologiju u okviru grupe 1 najvise su izu¢avani. Humani IL-17A se
sekretuje nakon isecanja signalnog peptida od 23 aminokiseline, u vidu N-glikoziliranih
ili neglikoziliranih polipeptida koji se kovalentno vezuju u homodimer preko cisteinskih
ostataka. Molekulska masa ovog homodimera iznosi od 30 do 38 kDa (Yao i sar.,
1995”; Fossiez i sar., 1996). 1L-17A 1 IL-17F takode mogu da grade i heterodimere
in vitro (Wright i sar., 2007).
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Receptor za IL-17 (IL-17R), otkriven 1995. godine, takode je osnivacki ¢lan
jedinstvene familije citokinskih receptora koja se sastoji od 5 receptorskih subjedinica
(IL-17RA do IL-17RE), sa jedinstvenom strukturom i signalizacijom koja ih razlikuje
od drugih citokinskih receptora (Yao i sar., 1995%; Yao i sar., 1997, Moseley i sar.,
2003; Gaffen, 2009). IL-17RA predstavlja jednostruki glikozilirani transmembranski
protein molekulske mase oko 130 kDa i gradi heteromerne komplekse, pre svega sa
IL-17RC, aliisaIL-17RB i1 IL-17RD. IL-17A i IL-17F, kao homodimeri i heterodimeri,
vezuju se za IL-17RA/IL-17RC kompleks. Kako je IL-17RA neophodan za prenos
signala 1 nalazi se u viSe IL-17R kompleksa, moze se pretpostaviti da je on zajednicka
signalna subjedinica za ovu familiju citokinskih receptora, slicno zajednickim

subjedinicama u drugim citokinskim familijama (gp130, Bc, yc) (Gaffen, 2009).

1.2.1. Produkcija IL-17

Dugo vremena nakon otkri¢a IL-17 istrazivac¢i nisu mogli da se usaglase koji
podtip T limfocita produkuje ovaj citokin. Vazeca paradigma u to vreme bila je
dihotomija pomoc¢nickih T limfocita, na osnovu citokinskog profila koje sintetiSu, na
Thl 1 Th2 podtip (Mosmann i sar., 1986). Tek 2000. godine Infante-Duarte sa
saradnicima objavljuje da T limfociti koji u prisustvu Boreliae burgdorferi produkuju
IL-17 1 TNF-a ne pripadaju ni Thl ni Th2, ve¢ zasebnom podtipu Th limfocita
(Infante-Duarte i sar., 2000). Analizom ekspresije gena, kasnije je potvrdeno da se
zaista radi o jedinstvenoj populaciji pomo¢nickih T limfocita, oznacenoj kao Th17, koja
pored IL-17A produkuje jo§ i IL-17F, IL-6 1 TNF-a (Harrington i sar., 2005; Langrish i
sar., 2005; Park i sar., 2005). Otkrice Th17 ¢elija objasnilo je mnoge nedoslednosti u
Th1/Th2 modelu nastanka bolesti posredovanih T limfocitima (Steinman, 2007). Danas
se zna da izmedu razli¢itih podtipova T limfocita postoje slozeni medusobni odnosi,
ukljucujuéi medusobnu supresiju, ali i kooperaciju, ispoljavanje dvostrukih markerskih

citokina (IL-17" IFN-y") i prelaska jednog tipa u drugi (plasti¢nost) (Zhu i Paul, 2010).

Pored Th17 limfocita postoje i drugi izvori IL-17, pre svega medu celijama

urodene imunosti koje deluju brzo, odmah na pocetku infekcije. To su y0T limfociti,
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NK ¢elije, NKT c¢elije, ¢elije induktori limfoidnog tkiva (LTi), makrofagi, granulociti i
dr. (Cua i Tato, 2010; Reynolds i sar., 2010).

Nakon otkrica Th17 limfocita, usledila su brojna istrazivanja o faktorima koji
utiCu na diferencijaciju ove linije 1 regulaciju produkcije IL-17. Prvo je pokazano da
IL-23, novootkriveni citokin, srodan IL-12, sa kojim deli zajednicku podjedinicu p40,
kao 1 IL-12RB1 podjedinicu receptora, stimuliSe produkciju IL-17 od strane
memorijskih T limfocita (Aggarwal i sar., 2003). Kasnija istrazivanja su pokazala da je
IL-23 bitan za prezivljavanje i stabilnost ovih ¢elija, dok su za indukciju diferencijacije
Th17 limfocita kljuéni IL-6 1 TGF-B (Bettelli i sar., 2006; Veldhoen i sar., 2006). Ovi
citokini aktiviraju transkripcione faktore, od kojih su kljucni yt receptor siroce, srodan
receptoru retinoicne kiseline (RORyt) 1 prenosnik signala i aktivator transkripcije 3
(STAT3). Osim ova tri citokina, pozitivnu ulogu u regulaciji produkcije IL-17 imaju i
IL-1 1 IL-21, dok su negativni regulatori IL-2, IL-4, IFN-y, IL-25, IL-27 (O Shea i sar.,
2009).

1.2.2. Signalizacija preko IL-17R

Receptor za IL-17 je ubikvitarno rasprostranjen i njegova ispoljenost je pokazana
u gotovo svim ispitivanim ¢elijama (Slika 1.3). Zajednicki konzervirani sktrukturni
motivi ovih receptora su vancelijski domen sli¢an fibronektinu tipa III, i citoplazmatski,
SEF/IL-17R (SEFIR) domen. SEFIR domen je homolog TIR (Toll/IL-1 receptor)
domenu Toll i IL-1 familije receptora, ali je jedinstven za IL-17R familiju. Shodno
tome, ovaj domen ne vezuje adaptorne molekule koji sadrze TIR-vezuju¢e domene,
poput MyD88, TRIF 1 IRAK. Specificno za IL-17RA lanac je C-terminalni region
SEFIR domena, nazvan TIR-like loop (TILL) zbog sli¢nosti sa delom TIR domena. Za
ovaj domen se vezuje aktivator 1 (Actl) nuklearnog faktora kB (NFkB), adaptorni
protein koji ima SEFIR- i TRAF-vezuju¢i domen. IL-17R indukuje brzu fosforilaciju
Actl, koji zatim regrutuje TRAF6 (od eng. TNF receptor-associated factor 6) i druge
posrednike, dovodeci na kraju do aktivacije transkripcionog faktora NFkB 1 ¢lanova
familije transkripcionih faktora koji se vezuju za CCAAT sekvencu pojacivaca gena

(eng. CCAAT enhancer-binding protein, C/EBP). Osim ovog puta, IL-17 aktivira i
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druge nishodne signalne puteve, poput sva tri tipa mitogenom aktiviranih protein kinaza
(MAPK): ekstracelularnim signalom aktivirana kinaza 1 i 2 (ERK1/2), c-Jun N-
terminalna kinaza (JNK) i p38. Pojedina istrazivanja takode ukazuju i na moguénost
ucesca fosfatidilinozitol-3 kinaza (PI3K), kao i Janus kinaza (Jak) i STAT puta prenosa
signala (Novatchkova i sar., 2003; Rahman i sar., 2006; Gaffen, 2009).

Osim ovih pozitivnih signalnih puteva, IL-17 takode moZe da pokrene i
inhibitorne puteve prenosa signala i tako kontroliSe sopstvenu aktivnost. Naime, na
distalnom kraju citoplazmatskog domena IL-17RA se nalazi C/EBPJ aktivacioni domen
(C-BAD) koji preko TRAF3 i 3B-kinaze glikogen sintaze (GSK3f) posreduje u
supresivnoj signalizaciji (Shen i sar., 2009; Zhu i sar., 2010).

IL-T7RC
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Slika 1.3 IL-17R i signalni putevi. IL-17R kompleks je sastavljen od IL-17RA i
IL-17RC subjedinice. Obe subjedinice imaju SEF/IL-17R (SEFIR) domene preko
kojih vezuju adaptorni molekul Actl koji dalje pokrece nishodne signalne procese,
ukljuc¢uju¢i MAP kinaze, NF-xB i1 C/EBP transkripcione faktore. Pored SEFIR
domena, IL-17RA subjedinica sadrzi i petlju slicnu Toll/IL-1R — TIR-like loop
(TILL) i C/EBPp aktivacioni domen (C-BAD). IkB{ — NF-«kB inhibitor-C; IRF3 —
interferon regulatorni faktor 3; PI3K, fosfoinozitol 3-kinaza; TRAF — faktor
povezan sa TNF receptorom. Preuzeto iz Gaffen i sar., 2009.
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Koji ¢e signalni put biti aktiviran zavisi od tipa ¢elija i od mikrosredine u kojoj se
nalaze. Jedna od osnovnih karakteristika IL-17 je njegova umerena aktivnost. Cesto
svoje efekte ispoljava samo u kombinaciji sa drugim faktorima. Tako, na primer TNF-a,
IFN-y i IL-1 Cesto imaju aditivno i sinergisti¢ko dejstvo u kombinaciji sa IL-17 (Fossiez
i sar., 1996; Fossiez i sar., 1998; Chabaud i sar., 2001; Katz i sar., 2001), dok 1L-4,
IL-10, IL-13, TGF-B i PGE, ispoljavaju antagonisticko dejstvo sa ovim citokinom
(Jovanovic i sar., 1998, Chabaud i sar., 2001). Ova modulisu¢a uloga IL-17 u
aktivnosti drugih faktora dala mu je epitet ,,citokina za fino podesavanje* (Katz i sar.,
2001). Mogu¢e je da ovim mehanizmom IL-17 lokalizuje 1 amplifikuje efekat

proinflamatornih medijatora na mestu lezije.

1.2.3. Bioloski efekti IL-17

Zahvaljuju¢i Sirokoj tkivnoj distribuciji svog receptora, IL-17 ima izuzetno
plejotropno dejstvo. On je pretezno proinflamatorni citokin, jer ima pozitivan uticaj na
produkciju i1 funkciju razli¢itih inflamatornih medijatora, a ima i znacajnu ulogu u
mnogim autoimunskim i inflamatornim bolestima. IL-17 deluje prvenstveno na
stromalne, epitelne 1 endotelne Ccelije indukuju¢i u njima ekspresiju gena za
antimikrobne proteine (B-defenzin, S100, lipokalin 2), citokine (IL-6, IL-1p, TNF-a),
hemokine (CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL8, CXCL10, CCL2, CCL20), faktore rasta
(faktor stimulacije rasta granulocitnih kolonija (G-CSF), GM-CSF, faktor rasta mati¢nih
¢elija (SCF)), enzime ukljuene u remodelovanje tkiva (receptor aktivator NFxB
(RANK), osteoprotegerin, matriks-metaloproteinaze (MMP)1, MMP3, MMP9,
MMP13) i dr. (Xu i Cao, 2010). Pored toga, delovanjem na ciklooksigenazu 2 i
inducibilnu NO sintazu, IL-17 stimuliSe produkciju PGE; i NO (LeGrand i sar., 2001,
Trajkovic i sar., 2001).

IL-17 ima najznacajniju ulogu u prvoj liniji odbrane organizma od patogena, pre
svega bakterija i gljivica, ali 1 virusa. Strateska rasporedenost celija koje produkuju

IL-17 na epitelnim barijerama omogucava brzi odgovor na invaziju patogenih

mikroorganizama (Marks i Craft, 2009). Antimikrobni proteini, poput B-defenzina i
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S100 proteina, indukovani su od strane IL-17 u epitelnim ¢elijama pluca, creva i koze
(Kao i sar., 2004; Liang i sar., 2006). CXC i CC hemokini, ¢iju produkciju stimulise
IL-17, regrutuju granulocite i monocite, a G-CSF i GM-CSF stimuliSe njihovu
produkciju 1 mobilizaciju (Ye i sar., 2001). Receptor za hemokin CCL20, CCR®,
ispoljen je na DC i T limfocitima, ukljucuju¢i i Th17 limfocite, tako da se produkcijom
ovog hemokina ostvaruje pozitivna povratna sprega. IL-17 stimulise in vitro produkciju
mnogobrojnih inflamatornih molekula (IL-13, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12, MMP3, PGE,
1 antagonista IL-1 receptora (IL-1Ra)) u humanim makrofagima (Jovanovi¢ i sar.,
1998). Na misjim DC IL-17 povecava ekspresiju MHC molekula II klase, CDl1lc,
CD40, CD80 i CD86, podstice maturaciju i poveéava njihovu alostimulatornu aktivnost

in vitro (Antonysamy i sar., 1999).

Misevi deficijentni u IL-17RA su podlozni bolestima uslovljenim neadekvatnom
aktivnos$¢u neutrofila (Lindén i sar., 2005), dok prekomerna ekspresija IL-17 u plu¢ima
dovodi do infiltracije neutrofilima, posredovane hemotaksom i granulopoezom
(Schwarzenberger i sar., 2000). Odbrana miSeva od bakterije Klebsiella pneumoniae
direktno je uslovljena funkcionalnim receptorom za IL-17, a povecani broj bakterija u
plu¢ima, diseminacija u jetru i1 smrtnost Zzivotinja povezana je sa odloZenom
regrutacijom neutrofila zbog smanjene ekspresije G-CSF i makrofagnog inflamatornog
proteina-2 (MIP-2) u plu¢ima miSeva (Ye i sar., 2001). Deficit u IL-17 i/ili IL-17R
uzrokuje povecanu sklonost miSeva ka mukokutanoj i sistemskoj kandidijazi. Sklonost
mukokutanoj kandidijazi, ali i stafilokoknoj infekciji potvrdena je 1 u nekim
»eksperimentima prirode®, tacnije urodenim humanim monogenskim bolestima, u
kojima je pogoden IL-17. U hiper IgE sindromu (HIES), u kojem postoji dominantno
negativan gubitak gena za STAT3 i sledstvene deficijencije Th17 limfocita, dolazi,
izmedu ostalog, do pojave mukokutane kandidijaze, stafilokonih infekcija, ekcema,
apscesa 1 dr. (Ma i sar., 2008) U retkim slucajevima defekta u genu za IL-17RA ili
IL-17F, takode se javljaju mukokutane kandidijaze i stafilokokne infekcije (Puel i sar.,
2011).
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Slika 1.4 Uloga IL-17 i MSC u regulaciji hematopoeze u kostnoj srzi. IL-17 je deo
mreze citokina ukljucenih u regulaciju hematopoeze. Ovaj citokin utice na
diferencijaciju, umnozavanje i mobilizaciju hematopoetskih i mezenhimskih
mati¢nih ¢elija preko svojih recepotora ispoljenih na ¢elijama strome kostne srzi,
moduliSu¢i ekspresiju razli¢itih solubilnih i membranskih faktora od strane ovih
¢elija. MSC imaju sposobnost diferencijacije u sve nehematopoetske celije kostne
srzi, ukljucujuc¢i osteoblaste, adipocite, fibroblaste, celije hematopoetske
mikrosredine i endotelne ¢elije, koje produkcijom razli¢itih solubilnih faktora i
komponenti vancelijskog matriksa, kao 1 direktnom meducelijskom interakcijom
ucestvuju u regulaciji hematopoeze. MSC — mezenhimske mati¢ne celije; HSC —
mati¢na Celija hematopoeze; HPC — hematopoetski progenitori; M® — makrofagi.

Osim uloge u odbrani organizma IL-17 ima i1 ulogu u odrZavanju homeostaze,
posebno u metabolizmu kosti (Shen i sar., 2008) 1 hematopoezi (Krstic i sar., 2012).
Stimulacijom produkcije hematopoetskih faktora, kao sto su G-CSF, GM-CSF, SCF i
IL-6, od strane c¢elija strome, IL-17 povezuje imunski 1 hematopoetski sistem
(Slika 1.4). Prva istrazivanja uloge IL-17 u procesu hematopoeze su pokazala njegovu
veoma znacajnu ulogu u granulopoezi (Fossiez i sar., 1996; Schwarzenberger i sar.,

1998). 1L-17 je indukovao proliferaciju humanih CD34" éelija kostne srzi in vitro i
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njihovo sazrevanje u granulocite, ali samo u prisustvu fibroblasta, koji su pod uticajem
ovog citokina produkovali hematopoetske citokine, G-CSF 1 IL-6 (Fossiez i sar., 1996).
Uticaj IL-17 na granulopoezu, zavisnu od G-CSF, SCF 1 IL-6, potvrden je 1 u
in vivo modelima (Schwarzenberger i sar., 1998, Schwarzenberger i sar., 2000;
Schwarzenberger i sar., 2002; Jovci¢ i sar., 2004; Jovci¢ i sar., 2007). Kasnije je
pokazan uticaj IL-17 i na eritroidne progenitore, kako in vitro, tako i in vivo (Jovcic i
sar., 2001; Bugarski i sar., 2004, Jovcic i sar., 2004; Jovci¢ i sar., 2007; Krstic i sar.,
2009°; Krsti¢ i sar., 2010). U ovom sluéaju, takode, podaci ukazuju da je dejstvo IL-17
indirektno, preko indukcije sekrecije sekundarnih medijatora: IL-6, eritropoetina i NO.
Efekti IL-17 na hematopoetske celije umnogome zavise od mikrosredine, stepena
opredeljenosti 1 stanja organizma. Tako, IL-17 u kostnoj srzi misa stimuliSe rast manje
zrelih progenitora eritroidne loze, BFU-E (od eng. burst-forming unit — erythroid), dok
smanjuje broj zrelijih progenitora, CFU-E (od eng. colony-forming unit — erythroid). S
druge strane, u slezini je obrnuta situacija (Jovcic¢ i sar., 2007), §to moze biti posledica
razlike u sekundarnim medijatorima indukovanim od strane IL-17 u ova dva organa ili
posledica mobilizacije ovih progenitora iz kostne srzi, buduci da je naden povecan broj
CFU-E u perifernoj krvi miSeva nakon viSekratnog ubrizgavanja IL-17 (Krsti¢ i sar.,
2010). Najizrazeniji efekat IL-17 ima na zrelije prethodnike mijeloidne i eritroidne loze
Sto je u skladu sa potrebom da se brzo i u dovoljnom broju regrutuju preko potrebne
zrele celije u sluCajevima izmenjenog stanja organizma. Shodno tome, osetljivost
hematopoetskih prethodnika se razlikuje 1 u zavisnosti od toga da li je stanje organizma
konstitutivno ili izmenjeno, npr. u situacijama izmenjene hematopoeze, prilikom
zracenja ili infekcije (Jovcic i sar., 2001; Bugarski i sar., 2006). Ovi primeri jo§ jednom
ukazuju na ulogu IL-17 u finom balansiranju funkcija razlicitih sistema u skladu sa

potrebama organizma.

1.2.4. IL-17i MSC

Ciljne ¢elije delovanja IL-17 su najceSce stromalne Celije. Tome u prilog ide 1
posebno visoka ispoljenost IL-17RA na stromalnim ¢elijama kostne srzi, ukljucujuci i

MSC (Fossiez i sar., 1996; Silva i sar., 2003; Huang i sar., 2009). Ipak, uticaj IL-17 na
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funkciju samih stromalnih celija, a posebno MSC, nije bio mnogo izucavan. Tek
nedavno je pokazano da IL-17 ima ulogu faktora rasta misjih i humanih MSC iz kostne
srzi 1 da znacajno uti¢e na njihov potencijal za proliferaciiju i diferencijaciju (Huang i
sar., 2006; Huang i sar., 2009). 1L-17 stimuliSe proliferaciju misjih MSC iz kostne srzi
na dozno-zavisan nacin i poveéava broj i prosecnu veli¢inu kolonija CFU-F iz humane i

misje kostne srzi.

Sto se ti¢e uticaja IL-17 na diferencijacioni potencijal MSC, podaci su razliiti i
zavise od vrste domacina 1 tkiva iz kojeg su izolovane. IL-17 stimuliSe osteogenu
(Huang i sar., 2009), a inhibira adipogenu diferencijaciju humanih MSC (Shin i sar.,
2009). S druge strane, rezultati istrazivanja uticaja IL-17 na diferencijacioni potencijal
¢elijske linije misjih multipotentnih mioblasta, C2C12, pokazali su da ovaj citokin
dovodi do inhibicije miogene diferencijacije C2C12 i skretanja diferenciacionog puta u
pravcu osteoblasta, delujuéi preko ERK1/2 MAP kinaznog puta (Koci¢ i sar., 2012). Na
istim Celijama Lee i saradnici su prethodno pokazali da IL-17 dovodi do aktivacije
PPARy transkripcionog faktora i njihove posledi¢ne transdiferencijacije u adipocite

(Leeisar., 2011).

Ova istrazivanja ukazuju da su efekti IL-17 na MSC, kao i na drugim ¢elijama,
mnogobrojni i raznovrsni i da umnogome zavise od eksperimentalnog modela na kojem
su ispitivani. Medutim, efekti IL-17 na MSC jo$ nisu dovoljno istrazeni, a narocito su
nedovoljno izuc¢eni mehanizmi i znacaj njegovog delovanja na MSC. Do sada nisu
radena istrazivanja koja bi pokazala da 1li IL-17 uti¢e na imunomodulatorna svojstva
MSC. Imaju¢i u vidu da imunomodulatorna svojstva MSC zavise od citokinskog miljea
(Krampera i sar., 2011), istrazivanja u ovom smislu su vrlo znac¢ajna, narocito ako se

ima u vidu njihova potencijalna klinicka primena.
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CILJEVI ISTRAZIVANJA

Zahvaljujuéi visestrukom potencijalu u regulaciji hematopoeze, regeneraciji tkiva
1 imunomodulaciji, kao i relativno lakoj dostupnosti iz adultnih tkiva, intenzivirana su
istrazivanja kako same biologije MSC, tako i ona usmerena ka mogucnosti njihove
terapijske primene. lako je u poslednjoj deceniji doslo do znacajnog i brzog napretka u
razumevanju njihove prirode, raznovrsnih funkcija i mehanizama njihovog delovanja,
jos smo daleko od rasvetljavanja nekih osnovnih pitanja klju¢nih za njihovu efikasnu 1
bezbednu klinicku primenu. Poslednjih godina se sve viSe uvida i znacaj lokalne
mikrosredine u usmeravanju MSC ka obavljanju svojih mnogobrojnih i neretko
suprotstavljenih funkcija. Imaju¢i u vidu ulogu IL-17 u razliitim fizioloSkim i
patoloskim procesima organizma, znacajno je ispitati efekat ovog citokina na osnovne
karakteristike MSC, njihovu diferencijaciju, kapacitet podrzavanja hematopoeze i
imunomodulatornu sposobnost. Uticaj IL-17 na diferencijaciju je ve¢ pokazan na nekim
MSC humanog i mi§jeg porekla (Huang i sar., 2009; Shin i sar., 2009; Lee i sar., 2011,

Kocié i sar., 2012), ali nema podataka o njegovom uticaju na druge funkcije MSC.

Uprkos velikim teskoama izolovanja 1 kultivisanja mi§jih MSC, mi§ ostaje
najpogodniji model za osnovna istrazivanja celijskih funkcija i razvoja tkiva, kao i za
razna patoloska stanja i pretklini¢ka istrazivanja. Veliki broj istrazivanja je raden na
mi§jim MSC izolovanim iz razli¢itth sojeva miSeva, ali prema nama dostupnim
podacima, do sada nisu objavljena istrazivanja na MSC izolovanim iz kostne srzi CBA
soja misa.

U kontekstu definisanja efekata IL-17 na MSC, kao i mehanizama njegovog

delovanja na MSC izolovane iz kostne srzi miSa postavljena je i sledeca

Radna hipoteza

IL-17 deluje na mezenhimske mati¢ne Celije kostne srzi tako Sto moduliSe
njihove funkcionalne karakteristike, ukljuuju¢i proliferaciju, diferencijaciju,

imunomodulatorna svojstva i kapacitet podrzavanja hematopoeze.
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Radi dobijanja podataka koji potvrduju ovu hipotezu postavljeni su i sledeéi

Ciljevi istrazivanja

e JIzolacija i karakterizacija mezenhimskih mati¢nih Celija kostne srzi misa.

e Ispitivanje uticaja IL-17 na prezivljavanje, proliferaciju, diferencijaciju,

imunomodulatorna svojstva 1 kapacitet podrzavanja hematopoeze mezenhimskih

mati¢nih ¢elija kostne srzi misa.

e Ispitivanje uticaja IL-17 na aktivaciju signalnih molekula, ekspresiju gena i

sintezu proteina neophodnih za specifi¢ne funkcije mezenhimskih mati¢nih celija

kostne srzi misa pod uticajem IL-17.

e Ispitivanje uloge NO u efektima IL-17 na mezenhimske maticne Celije kostne srzi

misa.

Da bi se postigli ovi ciljevi, istrazivanja su se odvijala u slede¢im pravcima:

Izolacija mezenhimskih mati¢nih celija iz kostne srzi misSeva CBA/H soja

(mBM-MSC).

Karakterizacija prema kriterijjumima Komiteta za mezenhimske mati¢ne celije

Medunarodnog drustva za ¢elijsku terapiju (Dominici i sar., 20006). Ispitivanje slede¢ih

karakteristika:

sposobnost adhezije mBM-MSC za plastiku i sposobnost stvaranja kolonija

¢elija sli¢nih fibroblastima (CFU-F testom);

- pozitivna ekspresija mezenhimskih markera 1 odsustvo ekspresije

hematopoetskih  markera na  mBM-MSC, analizirana  primenom
imunofluorescentne mikroskopije i metodom reverzne transkripcije i lancane

reakcije polimeraze (RT-PCR);

sposobnost mBM-MSC da se diferenciraju u cetiri celijske loze, nakon
kultivacije u odgovaraju¢im medijumima za indukciju diferencijacije u pravcu

osteoblasta, hondrocita, adipocita i miofibroblasta. Stepen diferencijacije celija,
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odreden citohemijskim bojenjem na aktivnost alkalne fosfataze za osteogenu
diferencijaciju, safraninom za hondrogenu diferencijaciju, Oil Red O bojom za
adipogenu diferencijaciju 1 imunofluorescentnim obelezavanjem «a-aktina

glatkih miSica (a-SMA) za miofibroblastnu diferencijaciju;

- imunomodulatorna svojstva mBM-MSC, odredena u testu mitogenom
stimulisane proliferacije limfocita merene stepenom ugradnje Br-deoksi-

uridina (BrdU);

- kapacitet podrzavanja hematopoeze in vitro u kokulturi mBM-MSC i
neadherentnih celija kostne srzi miSa, na osnovu pracenja broja ukupnih
neadherentnih celija, analize formiranja kolonija hematopoetskih celija i
analize morfoloski prepoznatljivih hematopoetskih prekursora u razliitim

vremenskim intervalima.
Analiza uticaja IL-17 na karakteristike mBM-MSC:
- prezivljavanje i proliferacija mBM-MSC u prisustvu IL-17;

- pozitivna ekspresija mezenhimskih markera IL-17 tretiranth mBM-MSC,

odredena imunofluorescentnom mikroskopijom, odn. metodom RT-PCR;

- sposobnost diferencijacije IL-17 pretretiranih mBM-MSC u razlicite ¢elijske
loze, nakon kultivacije u odgovarajuéim medijumima za indukciju
diferencijacije u pravcu osteoblasta i adipocita. Analiza stepena diferencijacije,
odredena bojenjem na aktivnost alkalne fosfataze za osteogenu diferencijaciju i
Oil Red O bojom za adipogenu diferencijaciju, kao i na osnovu ekspresije
odgovaraju¢ih gena karakteristicnih za odredene Ccelijske loze, metodom

RT-PCR;

- imunomodulatorna svojstva IL-17 pretretiranih mBM-MSC, ispitana u testu
mitogenom stimulisane proliferacije limfocita merene stepenom ugradnje

BrdU;

- kapacitet podrzavanja hematopoeze in vitro u kokulturi IL-17 pretretiranih
mBM-MSC i neadherentnih ¢elija kostne srzi miSa, na osnovu pracenja broja

ukupnih neadherentnih celija, analize formiranja kolonija hematopoetskih
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¢elija 1 analize morfoloski prepoznatljivih hematopoetskih prekursora u

razli¢itim vremenskim intervalima.

analiza aktivacije signalnih puteva u mBM-MSC, Western blot metodom i

primenom odgovaraju¢ih farmakoloskih inhibitora;

analiza uloge NO kao medijatora u efektima IL-17 na hematopoezu i
imunomodulaciju, ispitana odredivanjem nivoa nitrita, odredivanjem
proteinske i genske ekspresije inducibilne NO sintaze (iNOS) 1 endotelne NO

sintaze (eNOS), kao 1 koriS¢enjem neselektivnog inhibitora NO sintaza.

analiza uloge IDO kao medijatora u imunomodulatornim svojstvima

mBM-MSC primenom specifi¢nog inhibitora.
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3.1. REAGENSI

Podaci o kori§¢enim reagensima i njihovom poreklu prikazani su u Tabeli 1.

Tabela 1. Reagensi kori$¢eni u eksperimentima

Naziv Proizvodad

Rekombinantni humani bazni FGF (bFGF) R&D Systems, V. Britanija
Rekombinantni misji IL-17 R&D Systems, V. Britanija
Rekombinantni humani TGF-1 R&D Systems, V. Britanija
Zecje anti-fosfo-p38 (T180/Y 182) antitelo R&D Systems, V. Britanija
Zec€je anti-p38a antitelo R&D Systems, V. Britanija
Zecje anti-fosfo-JNK (T183/Y185) antitelo R&D Systems, V. Britanija
Zec€je anti-pan JNK antitelo R&D Systems, V. Britanija
Misje anti-fosfo-tirozinsko antitelo R&D Systems, V. Britanija

Misje anti-iNOS antitelo

BD Bioscience, SAD

Misje anti-eNOS antitelo
Misje anti-Stro-1 antitelo

BD Bioscience, SAD
R&D Systems, V. Britanija

Misje anti-fosfo-ERK1/2 (p44/42) (T202/Y204)
antitelo

Cell Signaling Technology, SAD

Zecje anti-ERK1/2 (p44/42) antitelo
Zecje anti-IL-17R antitelo
Misje anti-vimentin antitelo

Cell Signaling Technology, SAD
Santa Cruz Biotech, SAD
Santa Cruz Biotech, SAD

Misje anti-a-SMA antitelo
Misje anti Br-deoksi-uridin antitelo

Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD

Kozji anti-zec¢ji imunoglobulin G, konjugovan
peroksidazom

Santa Cruz Biotech, SAD

Kozji anti-misji imunoglobulin G, konjugovan
peroksidazom

PierceBiotechnology, SAD

MethoCult® GF M3434

StemSep” Mouse Hematopoietic Progenitor Cell
Enrichment Kit

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Stem Cell Technologies, Kanada

Stem Cell Technologies, Kanada
Sigma-Aldrich, SAD

RPMI-1640 Medium
Tripsin

Sigma-Aldrich, SAD
Serva, Nemacka

Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris)
Tween-20

Serva, Nemacka
Sigma-Aldrich, SAD

Sodium dodecyl sulfate (SDS)
Fitohemaglutinin (PHA)
Medijum za sepraciju limfocita (LSM 1077)

AppliChem, Nemacka
INEP, Srbija
PAA Laboratories, Austrija

Fetalni govedi serum (FBS)
Konjski serum

PAA Laboratories, Austrija
PAA Laboratories, Austrija

Penicilin i streptomicin

PAA Laboratories, Austrija
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Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (PBS)

PAA Laboratories, Austrija

L-glutamin PAA Laboratories, Austrija
Etilendiaminotetraacetat (EDTA) AppliChem, Nemacka
Deksametazon AppliChem, Nemacka

Hidrokortizon-acetat

Galenika a.d, Srbija

Mitomicin C
B-glicerofosfat dinatrijumova so, hidrat

AppliChem, Nemacka
AppliChem, Nemacka

3-izobutil-1-metilksantin (IBMX)

AppliChem, Nemacka

Insulin (Actrapid) NovoNordisc, Danska
May-Grunwald Alkaloid, Makedonija
Giemsa Merck Chemicals, Nemacka
Safranin O Merck Chemicals, Nemacka
Oil Red O Merck Chemicals, Nemacka

askorbinska kiselina

Sigma-Aldrich, SAD

Nitro blue tetrazoliumova (NBT) so
3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2,5 difenil-tetrazolijum
bromid (MTT)
N-(1-naftil)-etilendiamin-dihidrohlorid

Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD

HiMedia Laboratories, Indija

Sulfanilamid
5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfat (BCIP)

AppliChem, Nemacka
Sigma-Aldrich, SAD

4' 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI)

Kozji anti-misji IgG konjugovan fluorescein
izotioacijanatom (FITC)

Misje anti-fibronektin antitelo

Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD

Chemicon Int., SAD

Misje anti-endoglin antitelo dobijeno iz

poklon od dr C. Bernabeu, CIB,

hibridoma (mAb MJ7/18) CSIC, Madrid, Spanija
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Fermentas, SAD
PCR Master Mix (2X) Fermentas, SAD

Br-deoksi-uridin (BrdU)

Sigma-Aldrich, SAD

3,3’,5,5 -tetrametilbenzidin dihidrohlorid hidrat
(TMB)

Sigma-Aldrich, SAD

Nw-nitro-L-arginin metil estar dihidrohlorid
(L-NAME, neselektivni inhibitor NO sintaza)

Sigma-Aldrich, SAD

I-metil triptofan (inhibitor IDO)

PP2 (selektivni inhibitor Src familije tirozin
kinaza)

AG490 (inhibitor Jak2/3 i1 kinaze receptora za
epidermalni faktor rasta (EGFR))

Genistein (specifi¢ni inhibitor protein tirozin
kinaza, ukljucuju¢i EGFR-kinaze)

PD98059 (inhibitor MEK1,2/ERK1,2)

Sigma-Aldrich, SAD
Tocris, Velika Britanija

Tocris, Velika Britanija
Tocris, Velika Britanija

Tocris, Velika Britanija

SB203580 (inhibitor p38)
SP600125 (inhibitor INK)

Tocris, Velika Britanija
Tocris, Velika Britanija
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3.2. MEDIJUMI I PUFERI

Kao standardni medijum za kultivaciju koriS¢ena je Dulbekova modifikacija
Iglovog medijuma sa 4,5 g/l glukoze (DMEM), obogacena 10% fetalnim tele¢im
serumom (FBS) sa dodatkom 100 U/ml penicilina i 100 pg/ml streptomicina.

Medijum za ekspanziju mBM-MSC se sastojao od standardnog medijuma kojem

je dodat 1 ng/ml bFGF.

Medijum za osteogenu diferencijaciju se sastojao od standardnog medijuma kojem

je dodat 10 nM deksametazon, 50 uM askorbinska kiselina i 10 mM B-glicerofosfat.

Medijum za adipogenu diferencijaciju se sastojao od standardnog medijuma

kojem je dodat 1 uM deksametazon, 10 pg/ml insulina i 100 pg/ml IBMX.

Medijum za hondrogenu diferencijaciju se sastojao od standardnog medijuma

kojem je dodat 10 nM deksametazon, 200 uM askorbinska kiselina i 5 ng/ml TGF-B1.

Fosfatom puferovan fizioloSki rastvor (PBS) je pravljen razblazivanjem 10 puta

koncentrovanog komercijalnog rastvora u vodi za injekcije u odnosu 1:9.

Trisom puferovan fizioloski rastvor (TBS), pH 7,5, se sastojao od 50 mM Tris

pufera i 100 mM NacCl u redestilovanoj vodi.

Pufer za liziranje eritrocita, pH 7,2-7,4, se sastojao od 155 mM NH4CI, 0,1 mM
Na,EDTA 1 10 mM NaHCO; u PBS-u.

Medijum za dugotrajnu kulturu kostne srzi (eng. long term bone marrow culture,
LTBMC) se sastojao od RPMI-1640 medijuma obogacenog 10% fetalnim tele¢im
serumom 1 10% konjskim serumom, uz dodatak 1 pM hidrokortizona, 100 U/ml

penicilina i 100 pg/ml streptomicina.
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3.3. ZIVOTINJE

Misevi inbrednog soja CBA/H su uzgajani u vivarijumu Instituta za medicinska
istrazivanja Univerziteta u Beogradu. Za potrebe izolovanja mBM-MSC iz kostne srZi i
¢elija iz slezine, koris¢eni su muzjaci miSeva starosti od 8 do 10 nedelja.
Eksperimentalni protokol je odobren od strane Eticke komisije za zaStitu dobrobiti
oglednih zivotinja Instituta za medicinska istrazivanja 1 Medicinskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu.

3.4. CELIJE I CELIJSKE KULTURE

3.4.1. Izolacija i kultivacija mBM-MSC

MiSevi su zrtvovani cervikalnom dislokacijom. Njihovi femuri i tibije su izvadeni
1 pazljivo ocis¢eni od zaostaolog mekog tkiva oko kosti. Kostna srz je izdvojena
ponavljanim ispiranjem Supljine kosti DMEM medijumom i sakupljena suspenzija Celija
je pripremljena u standardnom medijumu. Celije su zasadene u koncentraciji od
0,5 x 10° do 1 x 10° éelija/cm” u flaskove za tkivne kulture u medijumu za ekspanziju.
Ova primarna ¢elijska suspenzija kostne srzi je inkubirana na 37 °C u atmosferi sa 5%
CO; 1 relativnom vlaznos¢éu 100% (standardni uslovi kultivacije). Medijum je menjan
svaka 2-3 dana. Misje BM-MSC su izdvojene na osnovu sposobnosti adhezije za
plastiku posude za tkivne kulture, dok su neadherentne, hematopoetske Ccelije,
odstranjene prilikom promene medijuma. Nakon 2 do 3 nedelje kultivacije, odnosno
kada su mBM-MSC dostigle oko 80% konfluentnosti, ¢elije su odlepljene pomocu
0,25% tripsina i | mM EDTA, a zatim su ponovo posadene u koncentraciji od 1,5 x 10?
do 3 x 10" ¢elija/em® u medijumu za ekspanziju. Sve naredne pasaze mBM-MSC su

kultivisane na isti nacin i sakupljane pri konfluentnosti od oko 80% (supkonfluentnost).
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3.4.2. Izolacija hematopoetskih celija kostne srzi

Kao hematopoetske celije u sistemu dugotrajne kulture kostne srzi (LTBMC)
koris¢ene su celije izdvojene iz neadherentne frakcije mononuklearnih ¢elija kostne srzi
miSa. Mononuklearne ¢elije kostne srzi su izolovane iz suspenzije ukupnih ¢elija kostne
srzi primenom gustinskog gradijenta LSM 1077. Suspenzija ukupnih ¢éelija kostne srzi u
DMEM medijumu, izolovana na prethodno opisan nacin, naneta je na 2 ml LSM 1077
1 centrifugirana 30 minuta pri relativnoj centrifugalnoj sili od 400 x g na sobnoj
temperaturi bez koc¢nica. Gornji sloj medijuma je uklanjan i mononuklearne ¢elije iz
interfaznog sloja su pazljivo sakupljane, resuspendovane u DMEM medijumu i isprane
od gradijenta centrifugiranjem 10 minuta na 800 X g, a zatim jo§ 2 puta centrifugiranjem
po 10 minuta na 400 % g. Na kraju su celije resuspendovane u standardnom medijumu
za kultivaciju 1 postavljene u flask za Celijske kulture radi adhezije stromalnih ¢elija.
Nakon 24 h inkubacije u standardnim uslovima kultivacije, hematopoetske ¢elije su
sakupljane kao neadherentna frakcija i dalje postavljane u kokulturu sa mBM-MSC

prema opisanom protokolu.

3.4.3. Izolacija Celija slezine

Slezine su izvadene iz Zrtvovanih miSeva i Celije su izolovane pasiranjem
tkiva slezine kroz metalnu mrezicu, uz ispiranje DMEM medijumom i
kasnijim proSpricavanjem suspenzije kroz 21 G iglu. Nakon toga ¢elije su istaloZene
centrifugiranjem 10 minuta na 400 x g, a zatim resuspendovane u puferu za lizu
eritrocita 1 inkubirane do 5 minuta na sobnoj temperaturi uz meSanje. Nakon liziranja
eritrocita, slezinske Celije su istalozene centrifugiranjem 5 minuta na 200 x g, a zatim
isprane jo§ jednom PBS-om, centrifugiranjem 10 minuta na 400 x g, i resuspendovane u

standardnom medijumu za kultivaciju.
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3.4.4. Izolacija humanih mononuklearnih ¢elija periferne krvi

Humane mononuklearne c¢elije (PBMC) su izolovane iz pune krvi uzete
venepunkcijom od zdravih dobrovoljnih davalaca, uz potpisan informisani pristanak.
Puna krv je razblazena u odnosu 1:1 sa RPMI-1640 medijumom, nakon ¢ega je naneta
na 15 ml LSM 1077 gradijenta i centrifugirana 30 minuta na 400 x g na sobnoj
temperaturi bez koc¢nica. Gornji sloj plazme je uklanjan i PBMC iz interfaznog sloja su
pazljivo sakupljane, resuspendovane u RPMI-1640 medijumu i isprane od gradijenta
centrifugiranjem 10 minuta na 800 X g, a zatim jo§ 2 puta po 10 minuta na 400 x g. Na

kraju su ¢elije resuspendovane u standardnom medijumu za kultivaciju.

3.5. PROLIFERACIJA

Stepen proliferacije cCelija analiziran je MTT testom. Misje BM-MSC su
zasejavane u medijumu bez FBS u koncentraciji od 5 x 10° ¢elija po otvoru ploce sa 96
otvora i inkubirane 24 h u standardnim uslovima kultivacije. Narednog dana, medijum
je zamenjen standardnim medijumom sa ili bez faktora u odgovarajucoj koncentraciji
(5 ng/ml ili 50 ng/ml IL-17 i/ili 1 ng/ml bFGF) i kultivacija je nastavljena pod istim
uslovima. Nakon odgovaraju¢eg perioda inkubacije (3 i 6 dana) ¢elijama je dodavan
MTT u koncentraciji od 0,5 mg/ml i inkubacija je nastavljena jos 3 h. Metabolicki
aktivne Ccelije prevode rastvorljivu tetrazolijumsku so u nerastvorljive kristale
formazana, koji su rastvarani u izopropanolu zakiSeljenom 0,1 M HCI. Apsorpcija
svetlosti talasne duzine 540 nm merena je na automatskom ¢itacu za mikrotitarske ploce

(Labsystems Multiskan PLUS, Finska).

Radi odredivanja uloge protein tirozin kinaza (PTK) i MAPK signalnih puteva u
efektima IL-17 1 bFGF na proliferaciju mBM-MSC, ¢elije su inkubirane u standardnim
uslovima kultivacije u prisustvu specificnih inhibitora ovih puteva 30 minuta pre
izlaganja faktorima (50 ng/ml IL-17 ¥/ili 1 ng/ml bFGF) i to: 10 uM AG490, 10 uM
PP2, 10 uM Genistein, 25 pM PD98059, 5 uM SP600125 i 10 pM SB203580.

Proliferacija je odredivana MTT testom prema ve¢ opisanom postupku.
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3.6. ANALIZA KLONOGENOG POTENCIJALA MSC

Za odredivanje klonogenog potencijala mBM-MSC koridéen je CFU-F test. Celije
su zasejavane u koncentraciji od 2,5 x 10°, 5 x 10°i 10 x 10° éelija po otvoru povrsine
9,6 cm” ploce sa Sest otvora, u standardnom medijumu za kultivaciju sa ili bez faktora u
odgovarajuc¢oj koncentraciji (5 ng/ml ili 50 ng/ml IL-17 i/ili 1 ng/ml bFGF), u
duplikatu. Nakon osam dana inkubacije u standardnim uslovima kultivacije, ¢elije su
ispirane PBS-om, fiksirane ledenim metanolom u trajanju od 4 minuta i bojene Giemsa
bojom u trajanju od 10 minuta. Nakon ispiranja vodom, brojane su vidljive kolonije pod
invertnim mikroskopom. Kriterijum za koloniju je podrazumevao grupaciju od

minimum 50 ¢elija.

3.7. DIFERENCIJACIJA

3.7.1. Osteogena diferencijacija

Celije su kultivisane u plodama sa Sest otvora i inkubirane u standardnom
medijumu, pri standardnim uslovima kultivacije, do postizanja supkonfluentnosti. Da bi
se usmerile ka osteogenoj diferencijaciji, ¢elije su zatim inkubirane u medijumu za
osteogenu diferencijaciju. Inkubacija Celija je trajala 14 dana uz zamenu medijuma na
svaka 2-3 dana. Nakon toga, u cilju potvrde osteogene diferencijacije, raden je test
aktivnosti alkalne fosfataze. Celije su fiksirane 3,5% rastvorom formaldehida u etanolu
u trajanju od 30 sekundi na sobnoj temperaturi, a potom im je dodavan hromogen za
alkalnu fosfatazu, BCIP/NBT. Reakcija je zaustavljena dodatkom 10 mM NaF u PBS-u.
Aktivnost alkalne fosfataze u cCelijama analizirana je svetlosnim invertnim

mikroskopom (Olympus, Japan).
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3.7.2. Adipogena diferencijacija

Celije su kultivisane u plodama sa Sest otvora i inkubirane u standardnom
medijumu pri standardnim uslovima kultivacije do postizanja supkonfluentnosti. U cilju
adipogene diferencijacije dodavan je medijum za adipogenu diferencijaciju. Celije su
kultivisane 21 dan uz zamenu medijuma na 2-3 dana. Prisustvo unutaréelijskih lipidnih
kapi, kao dokaz adipogene diferencijacije, potvrdivano je analizom na svetlosnom

invertnom mikroskopu nakon bojenja ¢elija Oil Red O bojom.

3.7.3. Hondrogena diferencijacija

Celije su kultivisane u plodama sa Sest otvora i inkubirane u standardnom
medijumu pri standardnim uslovima kultivacije do postizanja supkonfluentnosti. Kako
bi se indukovala hondrogena diferencijacija ¢elije su potom inkubirane 21 dan u
medijumu za hondrogenu diferencijaciju. Svez medijum je menjan svaka 2-3 dana.
Nakon inkubacije, hondrogena diferencijacija cCelija potvrdivana je na svetlosnom
invertnom mikroskopu na osnovu stepena obojenosti glikozaminoglikana Safranin O

bojom.

3.7.4. Diferencijacija u miofibroblaste (vaskularne glatkomisi¢ne celije)

Misje BM-MSC su zasejavane na okrugle staklene ljuspice (5 x 10* éelija po
ljuspici) 1 inkubirane u standardnom medijumu pri standardnim uslovima kultivacije
preko noc¢i. Potom je u kulture dodavano 3 ng/ml TGF-B1 i ¢elije su inkubirane jos
Cetiri dana. Da bi se potvrdila diferencijacija ¢elija u miofibroblaste, celije su

obelezavane antitelom za a-SMA, prema protokolu opisanom u nastavku.
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3.8. ODREDIVANJE EKSPRESIJE PROTEINA

3.8.1. Imunofluorescentna mikroskopija

Za imunofluorescentno obeleZavanje, 1 x 10* mBM-MSC je posadeno po jednoj
okrugloj staklenoj ljuspici. Celije su kultivisane u standardnom medijumu pri
standardnim uslovima kultivacije preko noc¢i kako bi adherirale, nakon ¢ega su isprane
PBS-om 1 fiksirane 3,5% rastvorom formaldehida u PBS-u. Za detekciju unutarceljskih
proteina, vimentina, a-SMA i fibronektina, ¢elije su permeabilizovane 0,1% rastvorom
TritonX u PBS-u, u trajanju od 5 minuta. Nespecificno vezivanje proteina je blokirano
inkubacijom éelija u 3% rastvoru BSA u PBS-u u trajanju od 30 minuta. Celije su zatim
inkubirane sat vremena sa antitelima za vimentin, a-SMA, fibronektin, endoglin, Stro-1
1 koktelom antitela za linijske hematopoetske markere (CD5/Ly-1, CDI11b/Mac-1,
CD45R/B220, Gr-1/Ly-6G, 7/4, TER-119; Stem Sep® Mouse Hematopoietic Progenitor
Cell Enrichment Kit) i jo§ sat vremena sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelom
konjugovanim fluorescein-izotiocijanatom i DAPI bojom u koncentracji 1 pg/ml. Celije
su na kraju isprane PBS-om i vodom i montirane pomocu DPX medijuma na
mikroskopske plocice, a zatim analizirane pomocu fluorescentnog mikroskopa,

Axioskop 2 plus epi-fluorescence (Carl Zeiss, Nemacka).

3.8.2. Western Blot

Za izolaciju celijskih proteina, mBM-MSC su kultivisane u standardnom
medijumu pri standardnim uslovima kultivacije do postizanja oko supkonfluentnosti.
Celije su zatim kultivisane 24 h u medijumu bez seruma i dodatih faktora, a zatim im je
medijum zamenjen standardnim medijumom sa 50 ng/ml IL-17 i/ili 1 ng/ml bFGF,
odnosno kontrolnim medijumom bez faktora. Nakon 15, 30 i 60 minuta inkubacije u

standardnim uslovima kultivacije, ukupni ¢elijski proteini su izolovani primenom pufera
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za liziranje celija koji se sastojao od 150 mM NaCl, 1% NP-40 i 50 mM Tris pufera,
pH 7,5, u PBS-u. Neposredno pre pocetka liziranja celija, puferu za liziranje dodavani
su inhibitori proteaza: 1| mM PMSF, 1 mM Na3;VO,4, 10 mM EACA i 10 pl/ml koktela
inhibitora (Fermentas, SAD). Celije su lizirane u 200 ul pufera za liziranje po otvoru
ploc¢e sa Sest otvora, inkubacijom na ledu uz konstantno meSanje u trajanju od 30
minuta. Nakon toga, ¢elijski lizat je sakupljen i1 centrifugiran 15 minuta na 10000 x g,
na temperaturi od 4 °C. Jedra i1 nerastvorljivi materijal su uklonjeni, a rastvorljivi lizati
su sakupljeni i1 ¢uvani na -20 °C do upotrebe. Koncentracija proteina u svakom uzorku

odredivana je upotrebom komercijalnog BCA testa (Pierce, SAD).

Uzorcima proteina iz celijskih lizata dodavan je redukcioni pufer sledeceg
sastava: 125 mM Tris, pH 6,8, 4% SDS, 20% glicerol, 200 mM DTT i 0,02% bromfenol
plavo. Uzorci sa ovim puferom su kuvani u kljucaloj vodi 5 minuta. Ovako pripremljeni
uzorci proteina nanoSeni su na 4% akrilamidni gel za nanoSenje 1 10% gel za
razdvajanje debljine 1,5 mm, i razdvajani su tehnikom Na-dodecisulfat-poliakrilamid
gel elektroforeze (SDS-PAGE) pri konstantnoj struji od 150 mA tokom 2 h. Nakon
toga, razdvojeni proteini su elektrotransferom prenoseni na Hybond ECL nitroceluloznu

membranu (GE Healthcare, USA) pri konstantnoj struji od 110 mA tokom 1 h i 30 min.

Nespecificno vezivanje proteina za membranu blokirano je inkubacijom sa 3%
BSA u 0,05% rastvoru Tween-20 u TBS-u (TBS/Tween) tokom 1 h. Zatim je membrana
inkubirana preko no¢i sa primarnim antitelom (Tabela 1) razblazenim u TBS-u sa 1%
BSA na 4 °C. Membrane su potom ispirane TBS/Tween-om, a zatim inkubirane 1 h na
sobnoj temperaturi sa odgovarajuéim sekundarnim antitelom konjugovanim
peroksidazom. Membrane su ponovo ispirane TBS/Tween-om tri puta po 10 minuta. Na

kraju su membrane ispirane TBS-om u trajanju od 5 minuta.

Proteini obelezeni antitelima su vizuelizovani na autoradiografskom filmu
(Amersham Pharmacia Biotech, Svedska) nakon inkubacije membrane sa sistemom
reagenasa za pojacanu hemiluminiscencu (Enhanced chemiluminescence reagent
system, AppliChem). Intenzitet proteinskih traka kvantifikovan je denzitometrijski,

primenom ImageMaster TotalLab Verl.11 programa (GE Healthcare, SAD).

40



MATERIJAL I METODE

3.9. ODREDIVANJE GENSKE EKSPRESIJE

3.9.1. Reverzna transkripcija i lancana reakcija polimeraze

Specificna ekspresija gena u mBM-MSC analizirana je tehnikom reverzne
transkripcije i lancane reakcije polimeraze (RT-PCR) u uzorku izolovane intaktne RNK,

na osnovu koje je potom dobijena komplementarna DNK.

Nakon kultivacije sa ili bez odgovarajuc¢ih faktora i dostizanja supkonfluentnosti u
plo¢ama sa 6 otvora, ¢elije su lizirane dodavanjem 1 ml TRIzol reagensa (Invitrogen) po
otvoru, uz ponavljano propustanje kroz pipetu. Homogenizovani uzorci prebacivani su u
epruvete od 1,5 ml i inkubirani 5 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se omogucila
potpuna disocijacija nukleoproteinskog kompleksa. Potom je svakom uzorku dodavano
0,2 ml hloroforma. Epruvete su snazno muckane 15 sekundi a potom inkubirane 2-3
minuta na sobnoj temperaturi. Uzorci su potom centrifugirani 15 minuta na 12000 x g,
na temperaturi od 4 °C. Homogenat se nakon centrifugiranja razdvajao u tri faze: donju,
crvenu, fenol-hloroform fazu koja sadrzi proteine, beli interfazni prsten u kojem se
nalazi DNK 1 gornju, vodenu fazu koja sadrzi RNK. Vodena faza je pazljivo sakupljana
u nove epruvete. Svakom uzorku RNK je dodavano po 0,5 ml 100% izopropanola, a
potom su uzorci inkubirani 10 minuta na sobnoj temperaturi i centrifugirani 20 minuta
na 12000 x g, na temperaturi od 4 °C. Nakon centrifugiranja, supernatant je odlivan,
a RNK talog je ispiran u 1 ml 75% etanola. Uzorak je kratko promeSan i centrifugiran 5
minuta na 7500 x g, na temperaturi od 4 °C. Nakon odlivanja supernatanta, RNK talog
je susSen na vazduhu i rastvaran u vodi precis¢enoj od nukleaza. Nakon odredivanja

koncentracije RNK pomocu spektrofotometra, uzorci su ¢uvani na - 70 °C do upotrebe.

Ukupna RNK koris¢ena je za dobijanje komplementarne DNK, na osnovu
oligo dT prajmera koji omogucava reverznu transkripciju samo iRNK. Reverzna
transkripcija vrSena je prema uputstvu proizvodaca kompleta za reverznu transkripciju

(RevertAid™ H Minus First Strand cDNA). Ukratko: 2 pg RNK, 1 pl oligo dT
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prajmera i vode preciS¢ene od nukleaza do ukupne zapremine od 12,5 pl inkubirani su
na 65°C u trajanju od 5 minuta, a potom im je dodavana osnovna mesavina koja se
sastojala od RevertAid reverzne transkriptaze, smese deoksinukleotida i inhibitora
ribonukleaze u puferu za reverznu transkripciju. Ovakva smesa, zapremine 20 pul,
inkubirana je 60 minuta na 42 °C, a zatim 10 min na 70 °C u termobloku aparata

Mastercycler personal (Eppendorf, Nemacka).

PCR produkti su dobijeni amplifikacijom 1 pl uzorka komplementarne DNK
upotrebom odgovaraju¢ih prajmera i osnovne mesavine koja se sastojala od pufera za
PCR sa 2 mM MgCl,, smese deoksinukleotida (4 x 0,2 mM) i 25 U/ml Tag DNK
polimeraze (PCR Master Mix) uz dodatak vode preciS¢ene od nukleaza do ukupne
zapremine od 25 upl. Amplifikacija komplementarne DNK se odvijala po slede¢em
osnovnom PCR programu: 5 minuta inicijacija na temperaturi od 94 °C; zatim 30
ciklusa denaturacije (45 s) na temperaturi od 94 °C, vezivanja (30 s) na temperaturi od
52 °C (ili 50 °C ili 47 °C, u zavisnosti od prajmera — Tabela 2) i elongacije (90s) na

temperaturi od 72 °C; i na kraju 10 minuta zavrSna elongacija na temperaturi od 72 °C

Sekvence prajmera i1 temperatura za vezivanje specificnih za svaki prajmer
prikazane su u Tabeli 2. Gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) je

amplifikovana kao kontrola koli¢ine komplementarne DNK u svakom uzorku.

PCR produkti razdvajani su elektroforezom na 1,5% agaroznom gelu sa 0,4 pg/ml
etidijum-bromida (Invitrogen) u TAE puferu i vizuelizovani osvetljavanjem gela UV
svetloS¢u. Intenzitet dobijenih traka kvantifikovan je denzitometrijski, primenom

ImageMaster TotalLab Verl.11 programa.
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Tabela 2. Prajmeri primenjeni u eksperimentima

Veli¢ina | Temp.
Gen Sekvenca PCR vezivanja
produkta | prajmera
. | Fw: 5-CCCAGACTTATGGTGGCAATT-3' .
Fibronektin | & "5/ AATTTCCGCCTCGAGTCTGA-3' 201bp  52°C
Vimentin | P - GAACGGAAAGTGGAATCCTTGC-3' o1 b 590
Rev: 5-GGTTGGCAGAGGCAGAGAAATC-3' | p
Sl Fw: 5-GCAGCTGGCCAGGCTCTCGGTGG-3' 3041 5300
Rev: 5'-GTAGCAGGGTCAGCGAGGGCCTCC-3' p
Fw: 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ .
GAPDH | b . 5 TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3' (42bp 1 32°C
Fw: 5°-CTGGAGAAGAGCTACGAACTG-3’ .
o-SMA Rev: 5°-CTGATCCACATCTGCTGGAAG-3’ 368bp | 32°C
Fw: 5°-CCGCACGACAACCGCACCAT-3’ .
Cbfal Rev: 5’-CGCTCCGGCCCACAAATCTC-3’ (289bp 1 32°C
Fw: 5-TTCTGACAGGACTGTGTGACAG-3’ .
PPARYL  pev: 5 ATAAGGTGGAGATGCAGGTTC-3’ 335bp  47°C
.| Fw: 5-TCTGCTCACTCTGCTGAC-3’ .
Osteokalein | /. 5 GGAGCTGCTGTGACATCC-3’ (388bp 1 32°C
. Fw: 5-TGGGAATGGAGACTGTCCCAG-3’ .
iNOS Rev: 5-GGGATCTGAATGTGATGTTTG-3’ 306bp 1 52°C
NOS Fw: 5’-TGGATGAGTATGATGTGGTG-3 77bp | 50°C

Rev: 5’-GGATTTTGTAGCTCTTGTGC-3’
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3.10. ISPITIVANJE HEMATOPOEZE

3.10.1. Analiza morfoloski prepoznatljivih ¢elija hematopoeze

Radi analize morfoloski prepoznatljivih prethodnika i1 zrelih celija eritroidne,
mijeloidne 1 limfoidne loze, pripremani su citospin preparati suspenzije celija iz
LTBMC kokultura. Celije su fiksirane za predmetna stakla centrifugiranjem
5 minuta na 200 x g u posebnim nosacima za citospin preparate (Hereaus, Nemacka).
Nakon suSenja, preparati su bojeni May-Grunwald-Giemsa postupkom 1 analizirani na
svetlosnom mikroskopu pod imerzijom. Odredivan je broj morfoloSki prepoznatljivih
prethodnika i zrelih ¢elija mijeloidne loze koji su podeljeni na tri grupe — proliferativni
granulociti (mijeloblasti, promijelociti, mijelociti), metamijelociti i zreli granulociti;
ukupne Celije eritroidne loze (proeritroblasti, bazofilni eritroblasti, polihromatofilni
eritroblasti, ortohromatofilni eritroblasti); i ukupne ¢elije limfoidne loze (limfoblasti,

prolimfociti, limfociti).

3.10.2. Analiza broja hematopoetskih progenitora

Analiza ¢elija koje formiraju kolonije (eng. colony forming cells, CFC) je
koriS¢ena za odredivanje broja opredeljenih hematopoetskih progenitora u sistemu
LTBMC kokultura, kao i za odredivanje njihovog broja kao kontaminanata u primarnoj

kulturi mBM-MSC.

Neadherentne ¢elije iz LTBMC kokultura, kao i mBM-MSC iz primarne kulture,
od prve do tre¢e pasaze, resuspendovane su u polucvrstoj podlozi na bazi metilceluloze
obogacenoj rekombinantnim misjim SCF u koncentraciji od 50 ng/ml, rekombinantnim
misjim IL-3 u koncentraciji od 10 ng/ml, rekombinantnim humanim IL-6 u koncentraciji
10 ng/ml i rekombinantnim humanim eritropoetinom u koncentraciji od 3 U/ml

(MethoCult GF M3434). Celije su zasadene u duplikatima u koncentraciji od
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1 x 10’ éelija/ml u petri $oljama pre¢nika 35 mm i inkubirane na 37 °C u atmosferi sa
5% CO; 1 100% relativne vlaznosti. Kolonije, definisane kao grupacije od najmanje 50
¢elija, brojane su 1 analizirane nakon 7 dana inkubacije. Broj opredeljenih progenitora je
procenjen na osnovu ukupnog broja svih progenitora koji daju kolonije u datom
sistemu, uklju¢uju¢i CFU-GEMM (od eng. colony-forming unit — granulocytic,
erythrocytic, monocytic, megakariocytic), CFU-GM (od eng. colony-forming unit —
granulocytic, monocytic), CFU-M (od eng. colony-forming unit — monocytic), CFU-G
(od eng. colony-forming unit — granulocytic) 1 BFU-E (od eng. burst-forming unit —
eryhtrocytic).

3.10.3. Dugotrajna kultura kostne srzi

Za odredivanje kapaciteta mBM-MSC da podrzavaju hematopoezu koris¢ena je
kokultura mBM-MSC i neadherentnih mononuklearnih ¢elija kostne srzi u sistemu
dugotrajne kulture kostne srzi (LTBMC). Nakon petodnevne kultivacije u medijumu za
ekspanziju sa ili bez dodatka 50 ng/ml IL-17 u plocama sa 6 otvora i postizanja 80%
konfluentnosti, mBM-MSC su zaustavljane u proliferaciji inkubacijom sa 25 pg/ml
mitomicina C u trajanju od 30 minuta. Nakon ispiranja ploca, ¢elijama je dodata
suspenzija neadherentnih celija izolovanih iz kostne srzi miSeva u medijumu za
LTBMC u koncentraciji od 1 x 10° ¢elija/ml. Na svakih 7 dana, sakupljana je polovina
medijuma sa neadherentnim celijama (demidepopulacija) 1 zamenjivana svezim
medijumom, pri ¢emu je odredivan ukupan broj neadherentnih Celija, a supernatanti
kultura su ¢uvani na - 20 °C radi kasnijeg odredivanja koncentracije NO. Istovremeno u
kulturama je pra¢ena pojava grupacija kuboidnih ¢elija nalik kaldrmi (eng. cobblestone
area) koje predstavljaju kolonije najprimitivnijih hematopoetskih prethodnika. Nakon 7
1 14 dana kokulture, odredivan je i ukupan broj CFC i broj morfoloski prepoznatljivih

prekursora.
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3.11. ISPITIVANJE IMUNOMODULATORNIH SVOJSTAVA MSC

3.11.1. Odredivanje proliferacije limfocita merenjem ugradnje BrdU

Za analizu uticaja mBM-MSC na proliferaciju limfocita, mBM-MSC koje su
prethodno pet dana kultivisane u medijumu za ekspanziju sa ili bez dodatka 50 ng/ml
IL-17, posadene su u koli¢ini od 1x10° i 1x 10* po otvoru ploge sa 96 mesta i
inkubirane preko no¢i u standardnim uslovima kako bi adherirale. Nakon toga,
proliferacija im je zaustavljena dodavanjem mitomicina C u koncentraciji od 25 pg/ml u
trajanju od 30 minuta, posle cega je ploCa isprana. Na mBM-MSC su dodate
slezinske ¢elije, odn. humane PBMC, u koli¢ini od 1 X 10° po otvoru, kako bi odnos
mBM-MSC prema responderima bio 1:100 odnosno 1:10. Za dvosmernu meSanu
leukocitnu reakciju (MLR) su pomesane PBMC od dva razli¢ita donora. U
odgovaraju¢e kokulture za mitogenom stimulisanu proliferaciju je dodat PHA u
koncentraciji od 5 pg/ml. Kokultura sa slezinskim ¢elijama je inkubirana 3 dana, a sa
humanim PBMC 5 dana, pri ¢emu je u poslednjih 24 h kultivacije dodat BrdU u
0,01 mM koncentraciji. U cilju ispitivanja uloge NO 1 IDO kao posrednika u
imunomodulatornom efektu mBM-MSC, u odredene kokulture sa slezinskim celijama
su u toku trodnevne inkubacije dodati specificni inhibitori NO sintaza i IDO —

L-NAME, odn. 1-metil triptofan, u 1 pM koncentraciji.

Po zavrSenoj inkubaciji ploce su centrifugirane 5 minuta na 400 X g, dobro
osuSene 1 ¢elije su fiksirane apsolutnim etanolom u trajanju od 10 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon odlivanja etanola i suSenja na vazduhu, ¢elije su inkubirane 30
minuta na sobnoj temperaturi sa 2 M HCl, a zatim 5 minuta sa 0,1 M Na-boratom. Plo¢e
su zatim isprane 2 puta PBS-om i inkubirane sa 1% zelatinom u 0,05% rastvoru
Tween-20 u PBS-u (PBS/Tween), 1 h na sobnoj temperaturi uz mesanje, u cilju
blokiranja nespecificnog vezivanja. Ploce su zatim isprane 3 puta PBS/Tween-om
nakon Cega je dodato anti-BrdU antitelo (u finalnom razblazenju 1:4000) i ploce su

inkubirane 2 h na sobnoj temperaturi uz mesanje ili preko no¢i na 4 °C. Nakon §to su
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ploCe tri puta ispirane PBS/Tween-om, dodato je sekundarno antitelo konjugovano
peroksidazom (u finalnom razblazenju 1:20000) i ploce su inkubirane 1 sat na sobnoj
temperaturi, uz mesanje, nakon ¢ega su ponovo isprane PBS/Tween-om tri puta. Na
kraju, plo¢e su inkubirane do 30 minuta na sobnoj temperaturi u prisustvu TMB,
supstrata peroksidaze, i nakon zaustavljanja reakcije dodatkom 2 M sumporne kiseline,
merena je apsorpcija svetlosti talasne duzine 450 nm na automatskom citatu za

mikrotitarske ploce.

3.12. ODREDIVANJE PRODUKCIJE NO

Kao odraz produkcije NO odredivana je koncentracija nitrita u supernatantima
kultura po Grisovoj (Griess) metodi. Grisov reagens je pripreman meSanjem istih
zapremina 0,1% rastvora naftil-etilendiamin-dihidrohlorida u destilovanoj vodi i 1%
rastvora sulfanilamida u 5% H;PO4. Supernatanti iz kokultura mBM-MSC i
hematopoetskih ¢elija, odn. mBM-MSC 1 slezinskih ¢elija, sakupljani su nakon
odgovaraju¢eg perioda inkubacije i Cuvani na - 20 °C do analize. Po 50 pl svakog
uzorka supernatanta meSano je sa jednakom zapreminom Grisovog reagensa u plocama
sa 96 otvora ravnog dna. Posle inkubacije od 10 minuta na sobnoj temperaturi
odredivana je apsorpcija svetlosti talasne duzine 540 nm na automatskom citaCu za
mikrotitarske ploce. Koncentracija nitrita je odredivana pomocu standardne krive
konstruisane na osnovu vrednosti apsorpcija o€itanih za seriju standardnih rastvora

poznate koncentracije NaNO, (Merck, Nemacka).
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3.13. STATISTICKA ANALIZA

Rezultati su prikazani tabelarno ili graficki sa vrednostima aritmeticke sredine
+ standardna greSka aritmeticke sredine (eng. standard error of mean, SEM) iz
navedenog broja ponavljanih merenja. Za odredivanje verovatnoce znacCajnosti razlike
izmedu uzoraka koriS¢en je Studentov t-test, u sluaju normalne raspodele, odnosno
Mann Whitney test u sluc¢aju raspodele podataka koja je razli¢ita od normalne.
Normalnost raspodele je testirana Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Statisticka
obrada je radena u programima Microsoft Excel 1 Origin Pro 8. Verovatnoca ispravnosti
nulte hipoteze od p < 0,05 smatrana je statisticki znaCajnom, a verovatnoca

p < 0,01 visoko statisticki znacajnom.
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4.1. IZOLOVANJE I KULTIVACIJA mBM-MSC

Ukupne celije kostne srzi su zasadene u flaskove za tkivne kulture i nakon 2-3
dana, prilikom zamene medijuma, neadherentne celije su odstranjene zajedno sa
medijumom. U prvim danima nakon zasadivanja, celije su pod fazno kontrastnim
mikroskopom morfoloski izgledale heterogeno, sa predominantno okruglim, svetlim,
neadherentnim ¢elijama 1 tamnijim, razvucenim, vretenastim 1 poligonalnim,
adherentnim ¢elijama. Nakon 7 do 10 dana kultivacije 1 redovnog ispiranja
neadherentnih ¢elija na svaka 2-3 dana, vecinu populacije su Cinile adherentne celije
koje su formirale pojedinacne simetri¢ne kolonije (Slika 4.1). Daljom kultivacijom,
¢elije su se ubrzano umnozavale i kolonije su se spajale, dostizu¢i 80-90% pokrivenosti
povrSine flaska (supkonfluentnost) oko 14. dana nakon zasadivanja. U narednim
pasazama, duge vretenaste Celije su rasle u vidu uniformnog jednosloja bez formiranja

pojedinacnih kolonija 1 dostizale supkonfluentnu pokrivenost za 10 do 15 dana.
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Slika 4.1. Morfoloske karakteristike mBM-MSC. a Adherentne celije vretenaste i
poligonalne morfologije. b Izdvojene kolonije poreklom od pojedina¢nih
mBM-MSC (CFU-F). Razmernik: 50 pm.
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4.2. UCESTALOST mBM-MSC

Radi odredivanja ucestalosti pojavljivanja i klonogenog potencijala mBM-MSC u
populaciji ukupnih ¢elija kostne srzi, koriS¢en je standardni test formiranja kolonija
¢elija slicnih fibroblastima (CFU-F) (Slika 4.2 a). Broj CFU-F kolonija je bio linearno
zavisan od broja zasejanih ¢elija, §to je prikazano na Slici 4.2 b. Testom je utvrdeno da
se procenat CFU-F u populaciji ukupnih celija kostne srzi kretao od 0,00032% do
0,0011%, odnosno ucestalost pojavljivanja ¢elija sa kapacitetom formiranja kolonija

éelija sli¢nih fibroblastima (CFU-F) je bila u proseku 8,1 +2.7 na 1 x 10° zasadenih

ukupnih celija kostne srzi.
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Slika 4.2. Test formiranja kolonija sli¢nih fibroblastima (CFU-F). a Izgled kolonija u
CFU-F testu. b Odnos izmedu broja zasadenih ¢elija kostne srzi i dobijenog broja
CFU-F kolonija. Predstavljeni su rezultati pet ponovljenih merenja.

o
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4.3. KARAKTERIZACIJA mBM-MSC

4.3.1. Imunofenotipske karakteristike mBM-MSC

Misje BM-MSC su ispoljavale markere koji su karakteristicni za mezenhimske
maticne ¢elije: endoglin, vimentin, a-SMA, fibronektin i Stro-1 (Slika 4.3). Pored toga,
¢elije su bile negativne za set linijskih markera misjih hematopoetskih celija 1 to:
limfoidnih (CD5, CD45R/B220), mijeloidnih (CDI11b, Gr-1), eritroidnih (TER-119)
¢elija 1 neutrofila (7/4). Radi dodatne potvrde mezenhimske prirode ovih Ccelija,
analizirana je ekspresija iRNK za vimentin, a-SMA, fibronektin i Snaill metodom
RT-PCR. Sva cetiri gena karakteristicna za mezenhimske maticne celije su bila

ispoljena u mBM-MSC (Slika 4.4).

élp GAPDH Vimentin ~ FN1  a-SMA  Spailt

600 —
400 —

200—

Slika 4.4. Ispoljavanje gena karakteristicnih za mezenhimske c¢elije u mBM-MSC.
Ispoljavanje gena karakteristicnih za MSC — vimentin, a-SMA, fibronektin (FN1)
1 Snaill, odredeno je primenom metode RT-PCR. GAPDH je koris¢ena kao
kontrola koli¢ine komplementarne DNK u uzorku.

Kako bi se potvrdilo odsustvo hematopoetskih prethodnika koji mogu opstati u
kulturi i nakon nekoliko pasaza, testirano je njihovo prisustvo u tri uzastopne pasaze
pomocu testa formiranja kolonija hematopoetskih ¢elija (CFC test) u kojem je broj
opredeljenih prethodnika procenjen na osnovu ukupnog broja klonogenih progenitora,
odn. ¢elija koje formiraju kolonije (BFU-E, CFU-G, CFU-M, CFU-GM, CFU-GEMM).
Dobijeni rezultati su pokazali da ve¢ nakon druge pasaze hematopoetski prethodnici

nisu opstali u kulturama mBM-MSC (Slika 4.5).
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Slika 4.5. Prisustvo hematopoetskih progenitora u kulturama mBM-MSC. Celije iz
kultura mBM-MSC od 1. do 3. pasaZze su postavljene u medijum na bazi
metilceluloze sa odgovarajuéim faktorima rasta (MethoCult GF M3434)
u koncentraciji od 1 x 10° /ml. Nakon 7 dana inkubacije, odreden je ukupan broj
CFC (CFU-GEMM + CFU-GM + CFU-G + CFU-M + BFU-E). Rezultati
predstavljaju aritmeticke sredine + SEM tri eksperimenta, od kojih je svaki
izveden u duplikatu.

4.3.2. Diferencijacija mBM-MSC

Prate¢i dalje kriterijjume za definisanje multipotentnih mezenhimskih mati¢nih
¢elija koje je ustanovio Komitet za mezenhimske mati¢ne ¢elije Medunarodnog drustva
za celijsku terapiju (Dominici i sar., 2006), kao funkcionalni test potvrde identiteta
MSC, analiziran je i potencijal mBM-MSC za diferencijaciju u viSe linija. Kultivacijom
mBM-MSC u specificnim medijumima za hondrogenu, osteogenu i adipogenu
diferencijaciju, 1 kasnijim bojenjem odgovarajuéim bojama za detekciju
glikozaminoglikana, aktivnosti alkalne fosfataze, odn. deponovanih lipidnih kapi
ustanovljeno je da ove Celije poseduju sposobnost diferencijacije u celije hrskavice,
kosti i masnog tkiva (Slika 4.6 a-f). Pored toga, pokazano je da mBM-MSC poseduju i
sposobnost transdiferencijacije u miofibroblaste, §to je potvrdeno kultivacijom ovih
¢elija u prisustvu TGF-B1 1 sledstvenom pojacanom ekspresijom a-SMA molekula,

proteina karakteristicnog za miofibroblaste (Slika 4.6 g i h).
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4.4. EFEKAT IL-17 NA KARAKTER mBM-MSC

Prvi korak u analizi uticaja IL-17 na mBM-MSC bio je utvrdivanje ekspresije
IL-17R na ovim ¢elijama. Koriste¢i tehniku Western blot, pokazano je da mBM-MSC
ispoljavaju receptor za IL-17 (Slika 4.7).

kDa

115— = IL-17R Slika 4.7. Ekspresija IL-17R° na mBM-MSC.
Reprezentativni imunoblot iz jednog od 3 uzorka

82— prikazuje ispoljenost IL-17R na mBM-MSC iz 3.
pasaze. Proteini iz c¢elijskih lizata mBM-MSC su
razdvojeni tehnikom SDS-PAGE nakon dega je
izvrSena imunoblot analiza kori§¢enjem specificnog

. anti-IL-17R antitela.

Kako bi se utvrdilo da li IL-17 utiCe na osnovne osobine mati¢nosti mBM-MSC,
analizirani su efekti ovog citokina na imunofenotipske karakteristike mBM-MSC i
njihov potencijal da diferenciraju u vise razlicitih ¢elijskih linija. Na isti nacin je ispitan
1 uticaj bFGF, samog ili u kombinaciji sa IL-17, imajuéi u vidu da se ovaj faktor nalazi
u medijumu za ekspanziju mBM-MSC. Celije iz treée pasaZe su kultivisane 5 dana u
kontrolnom, standardnom medijumu (bez dodatih faktora) ili u medijumu sa dodatkom
samo 50 ng/ml IL-17, samo 1 ng/ml bFGF ili sa oba ova faktora u kombinaciji. Nakon
inkubacije sa ili bez faktora, mBM-MSC su imunofluorescentno obelezene na prisustvo
karakteristiénih mezenhimskih markera, Stro-1, vimentina i a-SMA. Ekspresija ovih

markera je bila ocuvana nakon kultivacije mBM-MSC sa IL-17 i/ili bFGF (Slika 4.8).
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Radi ispitivanja uticaja IL-17 i/ili bFGF na diferencijaciju mBM-MSC, nakon
petodnevne inkubacije sa ili bez ovih faktora, celije su kultivisane 14 dana u
osteogenom, odnosno 21 dan u adipogenom medijumu. Bojenjem na aktivnost alkalne
fosfataze (Slika 4.9 a-d), odn. na pirisustvo lipidnih kapljica (Slika 4.9 e-h) pokazano
je da IL-17, sam i u kombinaciji sa bFGF, kao i sam bFGF, ne poniStavaju sposobnost
mBM-MSC za viselinijsku diferencijaciju. Ocuvanje diferenciacionog potencijala je
potvrdeno 1 analizom ekspresije gena uklju¢enih u osteogenu (osteokalcin i Cbfal), odn.
adipogenu diferencijaciju (PPARY1). Nivo ekspresije Cbfal je bio priblizno isti u svim
eksperimentalnim uslovima, dok je osteokalcin bio jace ispoljen nakon pretretmana
¢elija bFGF i kombinacijom IL-17 i bFGF (Slika 4.10 a). Ekspresija PPARy1 iRNK je
bila smanjena nakon kultivacije mBM-MSC u prisustvu kombinacije oba ispitivana
faktora (Slika 4.10 b). Ipak, ovim analizama nije utvrdena znaCajna promena u
sposobnosti diferencijacije mBM-MSC u osteogenu i adipogenu liniju pod uticajem

IL-17 1 bFGF.

IL-17

bFGF __ +bFGF

Kontrola  IL-17
a

Cbfa1

Osteokalcin

GAPDH
PPARY1

GAPDH

Slika 4.10. Kapacitet za viSelinijsku diferencijaciju mBM-MSC nakon kultivacije sa
IL-17 i/ili bFGF. Posto su prethodno kultivisane 5 dana u prisustvu 50 ng/ml
IL-17, 1 ng/ml bFGF ili kombinacije ova dva faktora, odn. u medijumu bez
dodatih faktora (kontrola), mBM-MSC su indukovane u pravcu osteogene (a) ili
adipogene (b) diferencijacije kultivacijom u odgovarajuéem medijumu za
diferencijaciju 14, odn. 21 dan, nakon Cega im je izolovana iRNK. Ispoljavanje
gena povezanih sa osteogenom (Osteocalcin i Cbfal) i adipogenom (PPARyI)
diferencijacijom odredeno je primenom metode RT-PCR. GAPDH je koriS¢ena
kao kontrola koli¢ine komplementarne DNK u uzorku.
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4.5. UTICAJ IL-17 NA KLONOGENI POTENCIJAL I
PROLIFERACIJU mBM-MSC

U slede¢em koraku ispitivan je uticaj IL-17 1 bFGF na klonogeni potencijal
mBM-MSC, odnosno na formiranje CFU-F kolonija. Celije kostne srzi misa su
kultivisane 8 dana u medijumu bez dodatih faktora ili u medijumu sa dodatkom 1 ng/ml
bFGF 1/ili 5 ng/ml, odn. 50 ng/ml IL-17, pojedinacno ili u kombinaciji. Sam IL-17 je
doveo do dozno zavisnog povecanja ucestalosti CFU-F, iako bez statisticke znacajnosti,
dok sam bFGF nije imao nikakav uticaj na formiranje CFU-F kolonija u odnosu na
kontrolnu kulturu. Kultivacija mBM-MSC u medijumu sa bFGF u kombinaciji sa IL-17,
u obe koncentracije, dovela je do smanjenja ucestalosti CFU-F kolonija u odnosu na

kontrolni medijum (Slika 4.11).

30
o) B +5 ng/ml IL-17
% 50+ E=+50 ng/ml IL-17

Kontrola + bFGF

Slika 4.11. Uticaj IL-17 i bFGF na klonogeni potencijal mBM-MSC. Efekat IL-17
(5 ng/ml ili 50 ng/ml) i/ili bFGF (1 ng/ml) na broj CFU-F kolonija iz kostne srzi
miSa. Rezultati predstavljaju aritmeticke sredine + SEM tri eksperimenta, od kojih
je svaki izveden u duplikatu.
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Pri analizi uticaja IL-17 na proliferaciju mBM-MSC, ¢celije iz tree pasaze su
prethodno 24 h kultivisane u medijumu bez FBS i faktora, da bi u daljem toku
eksperimenta bila nastavljena kultivacija u standardnom medijumu za kultivaciju, bez
faktora, ili sa dodatkom bFGF (1 ng/ml) i/ili IL-17 (5 ng/ml ili 50 ng/ml). Uticaj IL-17 1
bFGF na proliferaciju mBM-MSC je odreden merenjem metaboli¢ke aktivnosti celija
MTT testom u dve vremenske tacke (3 i 6 dana). Rezultati su predstavljeni indeksom
proliferacije, koji predstavlja odnos opticke gustine testiranog uzorka i kontrolnih ¢elija
(gajenih u medijumu bez faktora) za odgovaraju¢u vremensku tacku. Ocekivano, bFGF
je doveo do znacajnog povecanja proliferacije mBM-MSC odredivane 3. 1 6. dana
kultivacije (Slika 4.12). U istom vremenskom periodu, i sam IL-17 je doveo do
znacCajnog 1 dozno zavisnog povecanja proliferacije mBM-MSC. S druge strane,
kultivisanje celija u prisustvu oba faktora nije uzrokovalo aditivan efekat na njihov

proliferativni kapacitet (Slika 4.12).

3. dan
B 6. dan

*E kA *k

*k ok

indeks proliferacije

00 - . : . ;
0 5 50 0 5 50 ng/ml

+bFGF Ll

Slika 4.12. Uticaj IL-17 1 bFGF na proliferaciju mBM-MSC. Efekat IL-17 (5 ng/ml ili
50 ng/ml) i/ili bFGF (1 ng/ml) na proliferaciju mBM-MSC odredenu MTT testom.
Indeks proliferacije predstavlja odnos vrednosti optickih gustina eksperimentalnog
uzorka 1 odgovaraju¢e kontrole (Celije kultivisane u medijumu bez faktora).
Rezultati predstavljaju aritmeticke sredine £ SEM tri eksperimenta, od kojih je

svaki izveden u duplikatu. Znacajnost razlike u odnosu na odgovarajucu kontrolu:
*p<0,05; ** p<0,01.
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4.6. SIGNALNI PUTEVI UKLJUCENI U DELOVANJE IL-17

Da bismo utvrdili koji signalni putevi su ukljuceni u delovanje IL-17 i/ili bFGF na
mBM-MSC, ispitivali smo da li ovi faktori aktiviraju protein tirozin kinaze (PTK) i
mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK). Celije koje su prethodno 24 h
kultivisane u medijumu bez FBS 1 faktora, inkubirane su u prisustvu 50 ng/ml IL-17 i/ili
1 ng/ml bFGF tokom razli¢itih vremenskih perioda (15, 30 i 60 min.), nakon ¢ega su
¢elije lizirane 1 podvrgnute Western blot analizi na prisustvo razlicitih fosforilisanih
komponenti signalnih puteva. Denzitometrijska kvantifikacija je pokazala da je ukupan
nivo fosfotirozina detektovan u kontrolnim mBM-MSC ostao nepromenjen nakon
kultivacije ¢elija u prisustvu IL-17 i/ili bFGF (Slika 4.13). S druge strane, analiza
ekspresije  MAPK signalnih puteva pokazala je da mBM-MSC konstitutivho
eksprimiraju p38 1 ERK1/2 kinaze, dok je ekspresija JNK kinaze bila na granici
osetljivosti metode (Slika 4.14 ¢). Prisustvo bFGF u kulturama je dovelo do povecanja
kako nivoa fosforilisanog p38 (Slika 4.14 a), tako i nivoa fosforilisanog ERK1/2 (Slika
4.14 b), dok je IL-17 indukovao povecanje fosforilacije p38 MAPK samo nakon
15 min. stimulacije (Slika 4.14 a). S druge strane, istovremeno prisustvo bFGF 1 IL-17
u kulturama mBM-MSC nije dovelo do dodatnog povecanja fosforilacije ERK1/2 u
odnosu na delovanje samog bFGF (Slika 4.14 b). Medutim, istovremena stimulacija
mBM-MSC sa IL-17 1 bFGF uzrokovala je znacajan porast nivoa fosforilacije p38
MAPK u odnosu na delovanje svakog od ovih faktora pojedinacno, a efekat stimulacije

je bio nepromenjen do kraja ispitivanog perioda od 60 minuta (Slika 4.14 a).
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Slika 4.13. Efekat IL-17 i/ili bFGF na ukupne nivoe fosfotirozina u mBM-MSC.
Imunoblot analiza je izvedena na ¢elijskim lizatima mBM-MSC pre (tp) i nakon
15 1 30 min. inkubacije u medijumu sa ili bez 50 ng/ml IL-17 i/ili 1 ng/ml bFGF.
Proteini iz Celijskih lizata su razdvojeni tehnikom SDS-PAGE nakon Cega je
izvrSena imunoblot analiza koriS¢enjem specifi¢nog anti-fosfotirozinskog antitela.
Prikazani su imunoblotovi iz jednog reprezentativnog od ukupno 3 eksperimenta.

62



REZULTATI

2 3 > 3
p38 MAPK ERK 1/2 MAPK
21 —t 2
x x e
[0 () s
° X, ;
c =
14 Kontrola | 14 : : Kontrola
| -17 |17
-+ bFGF —+—bFGF
0 ' . ~o-bFGF+IL-17] | . . ~obFGF+IL-17
0 16 30 45 60min 0 15 30 45 60 min

TP30 e o — ——— — ———— ———

ERESESSSSSSSSSSS
tEFMI___

pJNK
uNKl___
15 min 30 min 60 min
|L-1?--+-+-+-+-+-+
bFGF - - - + 4+ - - 4+ 4+ - - 4+ 4+

Slika 4.14. Efekti IL-17 1 bFGF na fosforilaciju MAPK u mBM-MSC. Imunoblot

analiza je izvedena na celijskim lizatima mBM-MSC pre (ty) 1 nakon 15, 30 1 60
min. inkubacije u medijumu sa ili bez 50 ng/ml IL-17 1/ili 1 ng/ml bFGF. Proteini
iz Celijskih lizata su razdvojeni tehnikom SDS-PAGE nakon cega je izvrSena
imunoblot analiza koriS¢enjem antitela specifi¢nih za ukupne ili fosforilisane p38,
ERK1/2 1 JNK MAPK. Promena fosforilacije p38 (a) i ERK MAPK (b) u
vremenu, prikazana je na grafikonima kao aritmeticka sredina + SEM odnosa
intenziteta traka fosforilisanog i ukupnog proteina, normalizovanog na kontrolne
vrednosti (to) iz tri eksperimenta. Znacajnost razlike u odnosu na odgovarajucu
kontrolu: * p < 0,05; ** p < 0,01. Prikazani su 1 imunoblotovi iz jednog
reprezentativnog od ukupno 3 eksperimenta (c).
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Kako bi se ispitalo uc¢es¢e MAPK i PTK u efektima IL-17 i bFGF na proliferaciju
mBM-MSC, ¢elije su 30 minuta pre kultivacije sa 50 ng/ml IL-17 v/ili 1 ng/ml bFGF
preinkubirane sa specificnim farmakoloskim inhibitorima ovih signalnih puteva. Tri
inhibitora PTK su koriS¢ena u ove svrhe: Genistein, fitoestrogen koji inhibira
receptorske tirozin kinaze, posebno EGFR-kinaze; zatim AG 490, trifostin koji
selektivno inhibira Jak2 i Jak3 PTK; i PP2, selektivni inhibitor Src familije tirozin
kinaza. Ni jedan od ova tri PTK inhibitora, uprkos svojim razli¢itim specificnostima,
nije uticao na proliferaciju mBM-MSC indukovanu bilo kojim od faktora, pojedinacno

ili u kombinaciji (Slika 4.15).

15 CJKontrola
. |17
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S L EIbFGF+IL-17
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Slika 4.15. Uticaj specificnih inhibitora PTK na efekte IL-17 i bFGF na rast
mBM-MSC. Celije su inkubirane u prisustvu specifiénih inhibitora PTK (AG 490,
PP2 1 genistein) 30 min. pre inkubacije sa ili bez 50 ng/ml IL-17 i/ili 1 ng/ml
bFGF 1 nakon 3 dana merena je proliferacija MTT testom. Indeks proliferacije
predstavlja odnos vrednosti optickih gustina eksperimentalnog uzorka i
odgovarajuce kontrole (Celije kultivisane u medijumu bez faktora). Rezultati su
predstavljeni aritmetickim sredinama + SEM tri eksperimenta, od kojih je svaki
izveden u duplikatu.

Za blokiranje delovanja MAPK koriS¢eni su slede¢i reagensi: SB 203580
selektivni inhibitor p38, PD 98059 selektivni inhibitor MEK1/2-ERK1/2 i SP 600125
selektivni inhibitor JNK. Tretman mBM-MSC inhibitorom JNK (SP 600125) nije imao
uticaja na proliferaciju ovih ¢elija indukovanu IL-17 i/ili bFGF, §to se moglo i oc¢ekivati
budu¢i da nije detektovana konstitutivna ekspresija ovog ¢lana familije MAPK (Slika

4.16). Nasuprot tome, primena specifi¢nih inhibitora p38 1 ERK1/2 kinaza, uzrokovala
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je smanjenje proliferativnog kapaciteta mBM-MSC indukovanog ispitivanim faktorima,
ukazujuéi da su u delovanje IL-17 1 bFGF na  proliferaciju

mBM-MSC ukljuc¢ena ova dva signalna puta (Slika 4.16).

15 [CJKontrola
IL-17
2 ERbFGF
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Slika 4.16. Uticaj specificnih inhibitora MAPK na efekte IL-17 i bFGF na rast
mBM-MSC. Celije su inkubirane u prisustvu specifiénih inhibitora MAPK
(PD 98059, SB 203580 1 SP 600125) 30 min. pre inkubacije sa ili bez 50 ng/ml
IL-17 i/ili 1 ng/ml bFGF i nakon 3 dana merena je proliferacija MTT testom.
Indeks proliferacije predstavlja odnos vrednosti optickih gustina eksperimentalnog
uzorka i odgovaraju¢e kontrole (Celije kultivisane u medijumu bez faktora).
Rezultati su predstavljeni aritmetickim sredinama + SEM tri eksperimenta, od
kojih je svaki izveden u duplikatu. Znacajnost razlike u odnosu na odgovarajucu
kontrolu: * p <0,05; ** p <0,01.
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4.7. UTICAJ IL-17 NA SPOSOBNOST MSC DA PODRZAVAJU
HEMATOPOEZU

Slika 4.17. Izgled kokulture mBM-MSC i neadherentnih mononuklearnih ¢elija kostne
srzi misa u sistemu LTBMC nakon 7 dana. Vide se tipi¢ne kolonije ¢elija nalik
kaldrmi (cobblestone area). Razmernik: 50 pm.

Sposobnost podrzavanja hematopoeze je svakako jedna od najvaznijih funkcija
MSC kostne srzi, a uticaj IL-17 na hematopoezu je posredovan upravo preko faktora
koje produkuju stromalne ¢elije. Da bi se utvrdilo kakav je efekat ovog citokina na
mBM-MSC u smislu njihove potpore hematopoezi, mBM-MSC koje su prethodno pet
dana kultivisane u medijumu za ekspanziju sa ili bez 50 ng/ml IL-17, tretirane su
mitomicinom C kako bi se zaustavila njihova proliferacija. Nakon ispiranja, mBM-MSC
su kokultivisane sa neadherentnom frakcijom mononuklearnih ¢elija kostne srzi misa u
medijumu za dugotrajnu kulturu kostne srzi (LTBMC). Nakon 7 dana u obe ispitivane
grupe bilo je primetno formiranje grupacija ¢éelija sli¢nih kaldrmi (eng. cobblestone
area), koje predstavljaju najranije hematopoetske prethodnike u in vitro uslovima
(Slika 4.17). Ove formacije su bile prisutne 1 nakon 3 nedelje kokulture. Uticaj IL-17 na

sposobnost mBM-MSC da podrzavaju hematopoezu smo odredivali i analizom ukupnog
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broja neadherentnih ¢elija u kulturi nakon 7, 14, 21 i 28 dana, kao i broja CFC i broja
morfoloski prepoznatljivih prekursora u kokulturama sa mBM-MSC koje su prethodno
kultivisane sa ili bez IL-17. Rezultati su pokazali da pretretman mBM-MSC ovim
citokinom ima uticaja na sva tri parametra. Naime, u kokulturi hematopoetskih celija sa
mBM-MSC pretretiranim IL-17, nakon 7 i 14 dana inkubacije, uo€en je izrazeniji porast
apsolutnog broja neadherentnih ¢elija u odnosu na kokulturu sa kontrolnim mBM-MSC,
mada bez statisticke znacajnosti. Nakon 21 dana kultivacije, broj ¢elija u obe kulture bio
je priblizno jednak. Takode, nakon ovog termina uocen je konstantan pad broja ¢elija u

kokulturama (Slika 4.18).
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Slika 4.18. Uticaj IL-17 na sposobnost mBM-MSC da podrzavaju hematopoezu u
sistemu LTBMC — efekat na ukupne ¢elije. Pet dana pre dodavanja hematopoetske
frakcije Celija kostne srzi mBM-MSC su kultivisane u medijumu za ekspanziju sa
ili bez dodatka 50 ng/ml IL-17, nakon cega je kultivacija nastavljena pod
jednakim uslovima za obe populacije mBM-MSC u medijumu za LTBMC. Nakon
7, 14, 21 i 28 dana kultivacije, odredivan je apsolutni broj ¢elija u suspenziji
LTBMC koji je prikazan na grafiku kao aritmeticka sredina + SEM iz
reprezentativnog eksperimenta izvedenog u duplikatu.
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Slika 4.19. Uticaj IL-17 na sposobnost mBM-MSC da podrzavaju hematopoezu u
sistemu LTBMC — efekat na CFC. Pet dana pre dodavanja hematopoetske frakcije
¢elija kostne srzi mBM-MSC su kultivisane u medijumu za ekspanziju sa ili bez
dodatka 50 ng/ml IL-17, nakon Cega je kultivacija nastavljena pod jednakim
uslovima za obe populacije mBM-MSC u medijumu za LTBMC. Broj CFC u
suspenziji LTBMC je odredivan nakon 7 i 14 dana i prikazan graficki kao
aritmeticka sredina = SEM apsolutnog broja ukupnih CFC (a) i apsolutnog broja
BFU-E, CFU-GM 1 CFU-GEMM (b 1 ¢) iz reprezentativnog eksperimenta
izvedenog u duplikatu. Znacajnost razlike u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolu:
*p<0,05; ** p<0,01.

Odredivanje apsolutnog broja CFC kolonija je pokazalo da, u odnosu na kokulturu
sa kontrolnim mBM-MSC, mBM-MSC pretretirane IL-17 uzrokuju znacajno povecanje
apsolutnog broja ukupnih CFC kolonija (Slika 4.19 a), kao i CFU-GM progenitora
(Slika 4.19 b i ¢), i to kako sedmog, tako i 14. dana kultivacije. Odredivanjem
morfoloski prepoznatljivih prethodnika bele i crvene loze nakon 14 dana kultivacije, u
kokulturama ¢elija sa IL-17 pretretiranim mBM-MSC je utvrdeno znacajno povecanje
apsolutnog broja nezrelijih prethodnika mijeloidne loze — proliferativnih granulocita

(mijeloblasta, promijelocita 1 mijelocita) 1 metamijelocita u odnosu na kontrolne
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kokulture ¢elija. UoCeno povecanje zrelih granulocita, kao i prethodnika limfoidne i

eritroidne loze nije bilo statisticki znacajno (Slika 4.20).
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Slika 4.20. Uticaj IL-17 na sposobnost mBM-MSC da podrzavaju hematopoezu u
sistemu LTBMC — efekat na morfoloski prepoznatljive prethodnike. Pet dana pre
dodavanja hematopoetske frakcije ¢elija kostne srzi mBM-MSC su kultivisane u
medijumu za ekspanziju sa ili bez dodatka 50 ng/ml IL-17, nakon cega je
kultivacija nastavljena pod jednakim uslovima za obe populacije mBM-MSC u
medijumu za LTBMC. Morfoloski prepoznatljivi prethodnici u suspenziji
LTBMC su analizirani 14. dana i njihov apsolutni broj je prikazan graficki kao
aritmetiCcka sredina £ SEM iz reprezentativnhog eksperimenta izvedenog u
duplikatu. Znacajnost razlike u odnosu na odgovarajucu kontrolu: * p<0,05. PG —
proliferativni granulociti; Meta — metamijelociti; Gr — zreli granulociti; Ly —
limfociti i limfocitni prethodnici; Ebl — eritroblasti.
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4.8. UTICAJ IL-17 NA EKSPRESIJU NOS I PRODUKCIJU NO
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Slika 4.21. Uticaj IL-17 na indukciju gena za NOS u mBM-MSC. Celije su inkubirane
6 h u medijumu za ekspanziju sa ili bez dodatka 50 ng/ml IL-17, nakon ¢ega je iz
mBM-MSC izolovana iRNK i odredena ekspresija gena za iNOS i eNOS
primenom metode RT-PCR. GAPDH je koris¢ena kao kontrola koliCine
komplementarne DNK u uzorku. Prikazane vrednosti predstavljaju srednje
vrednosti £ SEM odnosa intenziteta traka ispitivanog gena i GAPDH u
odgovarajuj¢im eksperimentalnim uslovima, normalizovanih prema kontrolnim
uslovima kultivacije (bez IL-17) iz dva eksperimenta izvedena u duplikatu.
Znacajnost razlike u odnosu na odgovarajucu kontrolu: * p <0,05.

Jedan od mogucih medijatora preko kojih IL-17 ostvaruje svoje dejstvo na Celije
hematopoeze je NO, za koji smo u naSim prethodnim radovima in vitro i1 in vivo
pokazali da ima ulogu u regulaciji hematopoeze (Bugarski i sar., 2004, Krsti¢ i sar.,
2009%). Stoga je u daljem radu ispitivan uticaj IL-17 na ekspresiju proteina i iRNK za
dve izoforme NO sintaze, konstitutivhu (eNOS) i inducibilnu (iNOS), u mBM-MSC.
Kao i u naSim prethodnim ispitivanjima (Krsti¢ i sar., 2009“), nivo eNOS i iNOS

proteina u mBM-MSC bio je ispod praga osetljivosti Western blot analize (rezultati nisu
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prikazani). Medutim, primenom metode RT-PCR detektovana je ekspresija gena za obe

izoforme NOS u mBM-MSC. Iako je nivo ekspresije gena za eNOS 1 iNOS bio nizak u

kontrolnim, nestimulisanim ¢elijama, nakon 6 h kultivacije sa IL-17, je pokazano

povecanje ekspresije iRNK za obe ispitivane izoforme NOS u IL-17 tretiranim

mBM-MSC, pri ¢emu je IL-17 indukovano povecanje nivoa eNOS bilo statisticki

znacajno (Slika 4.21). Takode, ispitan je i nivo produkcije NO u supernatantima

kokultura u sistemu LTBMC nakon 7, 14, 21 i 28 dana. Rezultati odredivanja

koncentracije oslobodenih nitrita Grisovom reakcijom su pokazali nizak nivo nitrita,

kako u LTBMC kokulturama sa IL-17 pretretiranim mBM-MSC, tako i u kontrolnim, i

to u svim analiziranim terminima (Slika 4.22).
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Slika 4.22. Uticaj IL-17 na produkciju NO u sistemu LTBMC. Pet dana pre dodavanja
hematopoetske frakcije Celija kostne srzi mBM-MSC su kultivisane u medijumu
za ekspanziju sa ili bez dodatka 50 ng/ml IL-17, nakon cega je kultivacija
nastavljena pod jednakim uslovima za obe populacije mBM-MSC u medijumu za
LTBMC. Nakon 7, 14, 21 i1 28 dana kultivacije, odredivana je koncentracija nitrita
u supernatantima kultura Grisovom metodom i rezultati su prikazani graficki kao
aritmetiCcka sredina £ SEM iz reprezentativnog eksperimenta izvedenog u

duplikatu.
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4.9. IMUNOMODULATORNA SPOSOBNOST mBM-MSC
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Slika 4.23. Imunomodulatorna sposobnost mBM-MSC u kulturi mitogenom
stimulisanih singenih ¢elija slezine. Misje BM-MSC koje su prethodno 5 dana
kultivisane u medijumu za ekspanziju sa (MSC-17) ili bez (MSC) 50 ng/ml IL-17,
kokultivisane su pod jednakim uslovima zajedno sa ¢elijama slezine CBA miSa
(mSpl) stimulisanim PHA, u odnosu 1:10 ili 1:100 (MSC:mSpl). Proliferacija je
merena metodom ugradnje BrdU i predstavljena odnosom vrednosti proliferacija
eksperimentalnog uzorka i samih nestimulisanih limfocita (indeks proliferacije).
Rezultati su prikazani kao aritmeticke sredine £ SEM iz jednog reprezentativnog
od ukupno dva eksperimenta izvedena u triplikatu.

Imunomodulatorni potencijal MSC je jedna od vaznih osobina ovih ¢elija, koja se
ispituje kao osnova za njihovu buducu klinicku primenu. Medutim, dosadasnja saznanja
su pokazala da imunomodulatorna sposobnost ovih ¢elija zavisi od razli¢itih faktora, i
moze se ispoljiti kako u vidu inhibicije, tako i stimulacije proliferativnog odgovora
limfocita na mitogene stimuluse. Stoga je naredni zadatak istrazivanja bio da se ispita
uticaj mBM-MSC na proliferaciju mitogenom stimulisanih mi§jih slezinskih ¢elija, kao
i uticaj IL-17 na ovu funkciju mBM-MSC. Nakon $to su prethodno kultivisane pet dana
u medijumu za ekspanziju sa ili bez dodatka 50 ng/ml IL-17, mBM-MSC su postavljene

u razli¢itom odnosu (1:10 1 1:100) u kokulturu sa ¢elijama slezine misa. Rezultati su
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pokazali da prisustvo mBM-MSC u ovom sistemu nije dovelo do inhibicije proliferacije
slezinskih ¢elija. Takode, prethodna kultivacija sa IL-17 nije uticala na ovu sposobnost
mBM-MSC (Slika 4.23). Saglasno sa ovim nalazima, bili su i1 rezultati da dodatak
specificnih inhibitora, kako L-NAME, neselektivnog inhibitora NO sintaza, tako i
I-metiltriptofana, inhibitora IDO, enzima koji su ukljueni u imunosupresivno
delovanje MSC, nisu imali efekta na sposobnost mBM-MSC da moduliSe proliferativni
odgovor celija slezine miSa na poliklonski aktivator (Slika 4.24). Pored toga,
koncentracija NO u supernatantima kokultura mBM-MSC sa mitogenom stimulisanim
limfocitima bila je na granici ili ispod nivoa osetljivosti merenja Grisovom metodom

(podaci nisu prikazani).
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Slika 4.24. Uticaj inhibitora NOS i IDO na imunomodulatornu sposobnost mBM-MSC.
Misje BM-MSC koje su prethodno 5 dana kultivisane u medijumu za ekspanziju
sa (MSC-17) ili bez (MSC) dodatih 50 ng/ml IL-17, kokultivisane su pod
jednakim uslovima zajedno sa ¢elijama slezine CBA miSa (mSpl) stimulisanim
PHA, u odnosu 1:10 ili 1:100 (MSC:mSpl). U odredene kulture je dodavan
L-NAME, neselektivni inhibitor NOS, ili 1-metiltriptofan (1-MT), inhibitor IDO.
Proliferacija je merena metodom ugradnje BrdU i predstavljena odnosom
vrednosti proliferacija eksperimentalnog uzorka i samih nestimulisanih limfocita
(indeks proliferacije). Rezultati su prikazani kao aritmeticke sredine + SEM iz
jednog reprezentativnog od ukupno dva eksperimenta izvedena u triplikatu.
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U cilju dalje analize imunomodulatorne sposobnosti misjih BM-MSC odredivan
je 1 uticaj mBM-MSC na mitogenom i aloantigenom stimulisanu proliferaciju humanih
limfocita. U testu mitogenom stimulisane proliferacije humanih PBMC rezultati su
pokazali da mBM-MSC inhibiraju proliferaciju PBMC u odgovoru na PHA
(Slika 4.25 a). S druge strane, efekat mBM-MSC na proliferaciju PBMC u dvosmernoj
MLR, iako opet zavisan od celijske koncentracije primenjene u testu, bio je dvojak.
Naime, mBM-MSC su dovele do smanjenja proliferacije humanih ¢elija kad su
primenjene u visoj koncentraciji (odn. u odnosu 1:10 MSC/PBMC), dok su u nizoj
koncentraciji (u odnosu 1:100 MSC/PBMC) uzrokovale stimulaciju proliferacije PBMC
(Slika 4.25 b).
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Slika 4.25. Imunomodulatorna sposobnost mBM-MSC u kulturama sa humanim
PBMC. Misje BM-MSC su kokultivisane zajedno sa PHA stimulisanim PBMC (a)
ili u MLR sa PBMC dva nesrodna davaoca (b) u odnosu 1:10 ili 1:100
(MSC:PBMC). Proliferacija je merena metodom ugradnje BrdU i predstavljena
odnosom vrednosti proliferacija eksperimentalnog uzorka i samih nestimulisanih
limfocita (indeks proliferacije). Rezultati su prikazani kao aritmeticke sredine
+ SEM iz dva eksperimenta izvedena u triplikatu. Znacajnost razlike u odnosu na
odgovarajucu kontrolu: * p <0,05; ** p <0,01.
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Upotreba zivotinjskih modela je neophodna u osnovnim istrazivanjima radi boljeg
1 celovitijeg uvida u osnovne fizioloSke procese. Takode, to su i neophodni modeli u
istrazivanjima humanih bolesti, u razvoju novih terapijskih strategija, kao i za
ispitivanje efikasnosti 1 toksi¢nosti novih terapijskih modaliteta u pretklinickim
istrazivanjima. Mis$ je idealna vrsta za eksperimentalna istrazivanja u mnogim oblastima
nauke iz viSe razloga. Prvo, njihova genetika 1 drugi aspekti miSje fiziologije su dobro
poznati 1 mogu se povuci mnoge paralele izmedu miseva 1 ljudi. Dostupnost metoda
manipulacije njihovim genomom pruza moguénost stvaranja transgenih sojeva radi
ispitivanja specificnih bioloSkih problema. S druge strane, tehnike uzgajanja
laboratorijskih zivotinja omogucavaju stvaranje genetski homogenih ili heterogenih
miSeva. Takode, ve¢ uspostavljeni eksperimentalni misji modeli humanih bolesti
predstavljaju neprocenjivo sredstvo za testiranje i razvoj novih terapijskih modaliteta.
Na kraju, jedna od bitnih prednosti koriS¢enja miSeva kao zivotinjskih modela jeste i taj

Sto su troskovi njihovog odrzavanja relativno niski.

Mis§ moze biti pogodan eksperimentalni model 1 za izuCavanje biologije MSC,
kako za koris¢enje u studijama biokompatibilnosti, tako i kao model za tkivno
inZenjerstvo. Izolacija 1 karakterizacija misjih MSC predstavlja polaznu osnovu za
koriS¢enje misjih modela u cilju istrazivanja razlicitih terapeutskih strategija zasnovanih
na MSC. Medutim, izolacija 1 prec¢iS¢avanje MSC, posebno iz kostne srzi, kod miSeva
predstavlja mnogo veci izazov nego kod drugih vrsta. Kao prvo, kostna srz miSa sadrzi
mnogo manji broj MSC u odnosu na druge vrste. Friedenstein i saradnici (Friedenstein i
sar., 1976) navode ucestalost u rasponu od 3 do 45 CFU-F na milion ¢elija kostne srzi,
dok se nalazi Phinney i saradnika (Phinney i sar., 1999), u zavisnosti od ispitivanog soja
misa, krecu od 0,3 kod C57Bl/6 misa do 3 kod BALB/c misa na milion ¢elija kostne
srzi. Nasi rezultati pokazuju proseénu udestalost od 8,1 CFU-F na 10° ukupnih éelija
kostne srzi. Ovako mali prinos misjih BM-MSC neki autori objasnjavaju njihovom
anatomskom lokalizacijom uz samu kost, $to otezava dobijanje dovoljnog broja ovih
¢elija uobicajenim ispiranjem Supljine kosti (Sun i sar., 2003). Drugi problem
predstavlja prisustvo velikog broja drugih ¢elija, pored MSC, unutar CFU-F kolonija,
ukljucujuéi fibroblaste, makrofage, endotelne celije, kao i hematopoetske prethodnike

(Xu i sar., 1983; Phinney i sar., 1999). Pored svega toga, misje BM-MSC pokazuju
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velike medusojne razlike u prinosu, proliferativnom kapacitetu, potencijalu za
diferencijaciju, ekspresiji povrSinskih markera, kao i u optimalnim uslovima kultivacije
(Phinney i sar., 1999; Peister i sar., 2004; Eslaminejad i sar., 2006). Nasa prethodna
istrazivanja takode pokazuju sojno specificne razlike u ucestalosti CFU-F izmedu pet
razligitih sojeva mideva kod kojih vrednosti variraju u proseku od 1,34 na 10° éelija
kostne srzi C57/Bl miSeva do 6,64 na 10° ¢elija kostne srzi CBA soja (Mojsilovié i sar-.,
2011). Nepostojanje jedinstvenog protokola za izolaciju 1 kultivaciju mi§jih BM-MSC
dodatno doprinosi razlikama u dobijenim rezultatima razlicitih laboratorija. Prema nama
dostupnim podacima, do sada nema objavljenih podataka o izolaciji i karakterizaciji

BM-MSC iz CBA soja misa.

U istrazivanjima obuhvacenim ovim radom, izolovali smo 1 okarakterisali misje
BM-MSC na osnovu njihove ucestalosti u kostnoj srzi, morfoloskih i imunofenotipskih
karakteristika, kinetike rasta, sposobnosti diferencijacije, imunomodulatornih
karakteristika i sposobnosti podrzavanja hematopoeze. Koriste¢i opisanu metodologiju,
nakon nekoliko pasaza, dobili smo populaciju mBM-MSC koja je zadovoljavala
kriterijume Komiteta za MSC Medunarodnog drustva za ¢elijsku terapiju, buduci da su
ove celije rasle kao adherentne ¢elije na plasti¢noj podlozi, ispoljavale su karakteristi¢ne
mezenhimske markere, nisu bile kontaminirane celijama hematopoetskih linija i

pokazivale su viselinijski potencijal za diferencijaciju (Dominici i sar., 2006)

Morfoloske osobine su odgovarale osobinama MSC izolovanim iz humane i misje
kostne srzi, budu¢i da su adherirale za plastiku i rasle formiraju¢i diskretne kolonije.
Primarna kultura se sastojala iz morfoloski heterogenih adherentnih ¢elija, ali su celije
vretenastog oblika vremenom postale predominantne. Imunofenotipska karakterizacija
je pokazala da su ove cCelije ispoljavale ¢elijske markere karakteristicne za mezenhimske
¢elije 1 da nisu ispoljavale markere hematopoetskih linija. Pored fenotipske analize,
odsustvo hematopoetskih ¢elija u znacajnoj meri je potvrdeno i testom formiranja
kolonija hematopoetskih éelija na metilceluloznoj podlozi (CFC test). Sto se tice ostalih
adherentnih celija iz kostne srzi koje nisu MSC, kao S§to su celije granulocitno-
monocitne loze koje mogu biti prisutne u MSC frakciji misje kostne srzi (Phinney i sar.,
1999), negativna reakcija sa antitelima na mijeloidne i neutrofilne epitope na
hematopoetskim ¢elijama (CD11b, Gr-1, 7/4) dovodi do zakljucka da je broj ovih Celija

sli¢nih fibroblastima smanjen tokom pasaziranja. Osim toga, prilikom pasaziranja Celija,
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posebno tokom ranih (1. 1 2.) pasaza, primetno je da veliki broj ¢elija ostaje zalepljen za
podlogu nakon kratkotrajnog (do 5 min.) tretmana tripsinom i EDTA. Prethodne studije
su pokazale da su MSC osetljivije na tripsin (Digirolamo i sar., 1999), dok monociti i
makrofagi ostaju ¢vrsto prilepljeni za podlogu nakon tripsinizacije (Sun i sar., 2003).
Pored toga, takve celije koje ne reaguju na tripsin ne pokazuju mezenhimske
karakteristike (Nadri i sar., 2007). Sve ovo ukazuje da smo, koriste¢i opisani metod,
dobili precis¢enu populaciju ¢elija sli¢nih fibroblastima koje imaju visok potencijal za

proliferaciju i1 diferencijaciju u mezenhimske linije.

Naredni deo istrazivanja je imao za cilj da ispita efekte IL-17 i/ili bFGF na rast
mBM-MSC, kao i da razjasni koji su signalni putevi u njih ukljuceni. Za ova dva
medijatora je prethodno pokazano da su vazni faktori rasta stromalnih ¢elija (Bianchi i
sar., 2003; Huang i sar., 20006). Rezultati dobijeni ovim istrazivanjem su potvrdili ova
zapazanja 1 ukazali na to da IL-17 1 bFGF ne uticu na mezenhimski karakter misjih
BM-MSC in vitro. Kao $to se i1 ocekivalo, a u skladu sa prethodno opisanim
ispoljavanjem receptora za IL-17 na razli¢itim stromalnim ¢elijama, uklju¢uju¢i MSC iz
humane kostne srzi (Silva i sar., 2003; Huang i sar., 2009), i u ovom radu je pokazano
da migje BM-MSC ispoljavaju ovaj receptor. Sto se ti¢e efekta IL-17 na mBM-MSC,
rezultati su pokazali da ovaj citokin povecava ucestalost CFU-F i proliferaciju misjih
BM-MSC na dozno zavisan nacin. Prethodno je pokazano da IL-17 indukuje
proliferaciju razliCitih ¢elija, kao Sto su endometrijalne stromalne celije 1 epitelne Celije
disajnih puteva (Inoue i sar., 2006, Hirata i sar., 2008). Rezultati ovog istrazivanja su u
skladu sa objavljenim podacima koji pokazuju da IL-17 znacajno stimuliSe in vitro
formiranje CFU-F kolonija stromalnih ¢elija humane kostne stzi (Huang i sar., 2006),
kao 1 njihovu proliferaciju, Sto je kasnije pokazano da zavisi od stvaranja reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (Huang i sar., 2009). Istovremeno, stimulatorni efekat IL-17 na
CFU-F kod miSeva je primeéen samo in vivo i zahtevao je prethodno oStecenje
hematopoetskog sistema indukovano mijeloablativnim dozama zracenja (Huang i sar.,
2006). Na osnovu toga se pretpostavilo da su za ovaj efekat IL-17 na miSje stromalne
¢elije in vivo potrebni jedan ili viSe dodatnih kofaktora, a kao kandidati su predlozeni
neki od sinergistickih citokina, kao $to su predstavnici familije fibroblastnog faktora
rasta. Ovi rezultati su i nas naveli da u daljem radu ispitujemo kombinovani efekat

IL-17 1 bFGF na rast MSC. Nasi rezultati u in vitro uslovima su pokazali da sam bFGF
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nije znaajno uticao na formiranje CFU-F kolonija, ali je doveo do povecane
proliferacije mBM-MSC, §to je saglasno ve¢ pokazanoj ulozi bFGF kao faktora rasta
humanih MSC (Sotiropoulou i sar., 2006"; Levy i sar., 2008). IL-17, primenjen sam u
kulturama, uzrokovao je znacajno, mada ne 1 statisticki, dozno zavisno povecanje broja
CFU-F kolonija. Takode, IL-17 je stimulisao i proliferaciju mBM-MSC. Medutim, u
eksperimentalnim uslovima primenjenim u naSim istrazivanjima zajedni¢ko delovanje
IL-17 1 bFGF nije dovelo do aditivnog stimulativnog efekta na proliferaciju
mBM-MSC, dok se broj CFU-F kolonija ¢ak i neznatno smanjio u odnosu na kontrolu.
Bazni FGF je citokin koji se Cesto dodaje medijumima za kulture kako bi stimulisao
proliferaciju razlicitih tipova ¢elija ukljucujuc¢i i MSC iz kostne srzi. Dobro je poznato
da bFGF povecava potencijal proliferacije 1 Zivotni vek humanih MSC tokom
ekspanzije in vitro (Bianchi i sar., 2003), uz o¢uvanje njihovog viselinijskog potencijala
diferencijacije (Solchaga i sar., 2005; Sotiropoulou i sar., 2006”). Nasi rezultati koji
pokazuju da bFGF indukovana proliferacija nije imala uticaja na potencijal za
diferencijaciju mBM-MSC u pravcu osteogene i adipogene linije u skladu su sa slicnim
nalazima drugih autora da bFGF ne utiCe na osteogeni potencijal humanih MSC
(Bianchi i sar., 2003; Levy i sar., 2008). Nasi rezultati takode pokazuju da ni IL-17 nije
uticao na potencijal za diferencijaciju mBM-MSC u pravcu osteoblasta i adipocita. Sto
se tice literaturnih podataka o uticaju ovog citokina na diferencijaciju MSC, rezultati se
dosta razlikuju u zavisnosti od primenjenog modela, ukazuju¢i i potvrdujuci brojne
nalaze da njegovi efekti umnogome zavise od specificne mikrosredine i/ili specificnih
potreba organizma. Naime, pokazano je da IL-17 pojacava osteogenu diferencijaciju
humanih MSC (Huang i sar., 2009), dok, s druge strane, inhibira adipogenezu humanih
MSC, ali pojacava adipogenu diferencijaciju misjih MSC (Shikh i sar., 2009; Lee i sar.,
2011). Nasa grupa je takode istrazivala uticaj IL-17 na sposobnost viSelinijske
diferencijacije mi§je multipotentne celijske linije C2C12 (Koci¢ i sar., 2012). Ove Celije
predstavljaju mioblastne progenitore, poreklom od nediferencirane mezenhimske ¢elije,
koje imaju sposobnost da se diferenciraju in vitro u pravcu miogene i osteogene linije.
Rezultati su pokazali da IL-17 menja diferencijacionu opredeljenost ovih ¢elija tako Sto
inhibira miogenu, a indukuje osteogenu diferencijaciju C2C12 ¢elija i to preko
aktivacije ERK1/2 MAPK. Ovi nalazi samo pocinju da otkrivaju nove uloge IL-17 u

¢elijskoj diferencijaciji i dalja istrazivanja bi trebalo detaljnije da se posvete ovoj temi.
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Sledec¢i korak u ispitivanju efekta IL-17 i bFGF na mBM-MSC je bio ispitivanje
signalnih puteva za koje se zna da imaju vaznu ulogu u proliferaciji BM-MSC, a koje
pokrec¢u ova dva faktora. Iako su protein tirozin kinaze dobro poznate kao vazni
medijatori Celijske proliferacije, njihovo uces¢e u aktivnosti IL-17 i bFGF na
proliferaciju mBM-MSC nije pokazano u naSem modelu, imajué¢i u vidu da su nivoi
ukupnih fosfotirozina ostali nepromenjeni nakon kultivacije u prisustvu IL-17 i/ili
bFGF. To je potvrdeno i ispitivanjima uticaja specifi¢nih farmakoloskih inhibitora ovih
signalnih molekula, budu¢i da inhibitori EGFR-kinaze, Jak2 i Jak3 PTK, kao i
selektivni inhibitor Src familije tirozin kinaza, nisu uticali na proliferaciju mBM-MSC

indukovanu kako IL-17, tako i bFGF.

Medu ostalim signalnim molekulima, MAPK signalna kaskada, posredovana
ERK, JNK i p38 kinazama, je najveci signalni put regulisan faktorima rasta i stresom,
koji sledstveno pokrece dugorocne celijske odgovore, ukljucujuéi prezivljavanje i
proliferaciju. DosadaSnja istrazivanja signalizacije IL-17 su pokazala da se brojni efekti
ovog citokina na razli¢ite tipove ¢elija ostvaruju preko aktivacije sva tri tipa MAPK, ali
na nacin specifican za svaki pojedinacni ¢elijski tip (Miljkovic i Trajkovic, 2004;
Gaffen, 2009). Nasi rezultati pokazuju vaznu ulogu p38 i ERK MAPK signalnih puteva
1 u proliferativnoj aktivnosti IL-17 na mBM-MSC. lako je IL-17 pokazao stimulatorni
efekat samo na fosforilaciju p38 kinaze, farmakoloska inhibicija p38 MAPK (pomocu
SB 203580), ali i MEK1/2-ERK1/2 signalnih molekula (pomoc¢u PD 98059), znacajno
su smanjili IL-17-zavisnu proliferaciju mBM-MSC. Ovi nalazi upucuju da je potrebno
uraditi dodatne eksperimente kako bi detaljno ispitali ulogu ERK u proliferativnom
delovanju IL-17 na mBM-MSC, analizom fosforilacije ERK u kra¢im, odnosno duzim
vremenskim periodima nakon stimulacije IL-17. Budu¢i da uc¢es¢e ERK MAPK moze
biti rezultat kooperativnog delovanja IL-17 sa drugim bioloski aktivnim molekulima,
produkovanim i1 od strane samih mBM-MSC, sinergizam u signalnoj transdukciji sa
faktorima koji deluju parakrino takode bi trebalo da bude ispitan. Ipak, dobijeni rezultati
su u saglasnosti sa nasim prethodnim nalazima da IL-17 pojacava fosforilaciju p38
MAPK u ukupnim ¢elijama kostne srzi (Krstic¢ i sar., 2009), kao i sa nalazima drugih
autora da je IL-17 indukovana proliferacija humanih BM-MSC regulisana aktivacijom
MEK-ERK puta (Huang i sar., 2009). Sto se ti¢e bFGF indukovanih signalnih puteva,

analize su pokazale da ovaj faktor pojacava fosforilaciju kako p38, tako i ERK1/2
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MAPK u mBM-MSC, kao i da aktivacija ovih signalnih molekula predstavlja vazan
signalni dogadaj u bFGF indukovanoj proliferaciji mBM-MSC. Ovaj rezultat je u
skladu sa prethodnim nalazima koji ukazuju da je ERK MAPK vazan signalni put u
proliferaciji humanih BM-MSC indukovanoj od strane bFGF, s obzirom na to da je
isklju¢ivanje ERK2 molekula dovoljno da znacajno smanji proliferaciju humanih
BM-MSC, dovode¢i do zastoja u GO/G1 fazi ¢elijskog ciklusa (Cdarcamo-Orive i sar.,
2008; Levy i sar., 2008). lako je pokazano da je proliferacija razliCitih ¢elijskih tipova,
ukljucujuéi 1 fibroblaste, koja je stimulisana od strane bFGF, zavisna od aktivacije p38
MAPK (Maher, 1999; Garcia-Maya i sar., 20006), uces¢e ove MAPK u proliferativnom
delovanju bFGF kod mis§jih BM-MSC je prvi put pokazano u ovoj studiji. Slicno tome
je aktivacija p38 MAPK signalnog puta prethodno pokazana kod proliferacije pacovskih
BM-MSC posredovane TNF-a (Zhou i sar., 2006).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su p38 i ERK MAP kinaze ukljuc¢ene u
regulaciju proliferacije mBM-MSC, kao i da oba ispitivana faktora, IL-17 i bFGF,
koriste ove MAPK signalne puteve u delovanju na proliferaciju mi§jih BM-MSC.
Takode, dobijeni rezultati ukazuju da je signalizacija pokrenuta ovim faktorima dovela
do povecane aktivacije zajednickog signalnog molekula, p38 MAPK, koji je dodatno
povecan u intenzitetu i trajanju kad se mBM-MSC istovremeno tretiraju sa IL-17 i
bFGF. lako regulatorni faktori koji pokrecu iste signalne puteve uobicajeno deluju
sinergisticki, u slucajevima kada se signalni putevi koje indukuju razli¢iti citokini
medusobno preklapaju ili susti¢u na zajedni¢kim nishodnim efektornim molekulima,
moze se ocekivati 1 slaba sinergistiCka kooperacija izmedu dva faktora ili ¢ak njeno
odsustvo. Shodno tome, moze se pretpostaviti da sliéni mehanizmi prenosa signala
igraju ulogu i u uocenom nedostatku zdruzenog dejstva IL-17 i bFGF kako na rast
CFU-F kolonija, tako 1 na proliferaciju mBM-MSC. Sli¢an nedostatak sinergizma
izmedu IL-17 i IL-1, uo€en pri aktivaciji iNOS, je takode objasnjen na ovaj nacin, na
osnovu c¢injenice da ova dva citokina dele istu signalnu komponentu, TRAF6, u

aktivaciji JNK/NF«B puta (Miljkovic i Trajkovic, 2004).

Stvaranje povoljnih uslova mikrosredine za odrZzavanje hematopoeze, putem
sekrecije odgovaraju¢ih solubilnih molekula, komponenti matriksa i/ili meducelijskim
interakcijama, jedna je od glavnih uloga stromalnih ¢elija kostne srzi (Dazzi i sar.,

2006; Pontikoglou i sar., 2011). Dexter je sa svojim saradnicima 70-ih godina proslog
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veka uspostavio sistem za dugotrajnu kultivaciju hematopoetskih celija kojim je
uspesno odrzavao aktivnu hematopoezu u in vitro uslovima preko 6 meseci, kultivisuci
hematopoetske celije zajedno sa slojem adherentnih stromalnih ¢elija kostne srzi
(Dexter i sar., 1977). Ovaj metod dugotrajne kulture kostne srzi (LTBMC) je kasnije
Siroko prihvacden i koristi se za ispitivanje bioloskih karakteristika hematopoetskih ¢elija
in vitro (Petakov i sar., 1998; van Os i sar., 2008), kao i za ispitivanje kvaliteta
stromalnih ¢elija (Epperly i sar., 2005; Weisel i sar., 2006; Tujapukrkar i sar., 2012).
Naime, stromalne celije se razlikuju u sposobnosti podrzavanja hematopoeze i mali je
procenat onih koji mogu da odrze dovoljan broj primitivnih mati¢nih celija
hematopoeze sposobnih za dugotrajno obnavljanje hematopoeze ozracenog misa
(Wineman i sar., 1996), sto predstavlja ultimativni test za detekciju najprimitivnijih
hematopoetskih mati¢nih celija (eng. marrow repopulating ability, MRA). Da bi se
sprecio preterani rast stromalnih ¢elija, uobicajeno je da se stromalni sloj ozrac¢i, mada
za neke stromalne ¢elijske linije to nije neophodno (van Os i sar., 2008). Mi smo u tu
svrhu tretirali supkonfluentni sloj mBM-MSC mitomicinom C, prema ustaljenom
protokolu nase laboratorije. Nakon postavljanja hematopoetskih ¢elija, primitivne Celije
migriraju kroz stromalni sloj, nastanjuju¢i niSu ispod stromalnih ¢elija. Ove celije
proliferiSu u razli¢itim vremenskim periodima, zavisno od stepena njihove
primitivnosti, 1 ve¢ nakon sedam dana se pojavljuju kolonije zbijenih ¢elija koje su
tamne pod fazno-kontrastnim mikroskopom, dajuéi izgled kaldrme. Celije koje daju ove
kolonije (CAFC) odgovaraju najranijim hematopoetskim prethodnicima u in vivo
sistemima detekcije — CFU-S i MRA (Ploemacher i sar., 1989; Petakov i sar., 1998).
Prisustvo ovih kolonija sedmog dana kokulture ukazuje na uspes$no uspostavljanje

LTBMC sistema sa naSim mBM-MSC.

O uticaju IL-17 na hematopoezu se zna od samog pocetka njegovog izucavanja,
kao 1 to da njegov efekat zahteva prisustvo akcesornih Celija. Fossiez i saradnici su
pokazali da IL-17 u prisustvu fibroblasta indukuje proliferaciju humanih CD34" éelija
kostne srzi in vitro, kao 1 njihovo sazrevanje u granulocite (Fossiez i sar., 1996). NaSa
grupa je pokazala povecanje broja CFU-GM 1 BFU-E, a smanjenje CFU-E progenitora
kod zdravih miSeva nakon in vitro tretmana ukupnih ¢elija kostne srzi razli¢itim dozama
IL-17 (Jovci¢ i sar., 2001). U in vivo modelu, u kojem je genskim transferom

komplementarne DNK misjeg IL-17 prekomerno eksprimiran ovaj citokin, indukovana
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je izraZena stimulacija granulopoeze u slezini i kostnoj srzi, sa povecanjem ukupnih
leukocita, granulocita 1 njihovih prethodnika (ukljuc¢ujué¢i i CFU-GM i CFU-GEMM)),
pri ¢emu je znacajniji porast bio u slezini (Schwarzenberger i sar., 1998). Sli¢no tome,
u nasem in vivo sistemu, nakon visSestrukog intravenskog ubrizgavanja, IL-17 je doveo
do znacajnog povecanja ukupnih granulocita i CFU-GEMM pogenitora u slezini i
kostnoj srzi i CFU-GM progenitora u slezini (Krsti¢ i sar., 2010). U kokulturi humanih
CD34" ¢elija sa MSC izolovanim iz humane kostne srzi, nakon 5 dana kultivacije u
prisustvu razlicitih koncentracija IL-17 (od 5 ng/ml do 100 ng/ml) doslo je do povecanja
procenta BFU-E i CFU-GM kao i apsolutnog broja ukupnih CFC u odnosu na kokulture
bez IL-17 (Krsti¢ i sar., 2009”). U nasem istrazivanju, koristeci in vitro sistem LTBMC
sa mBM-MSC koje su prethodno tretirane IL-17, Zeleli smo da isklju¢imo direktan
efekat 1L-17 na hematopoetske celije i da ispitamo da li su potencijalni efekti na
hematopoezu posledica uticaja ovog citokina na same MSC. Rezultati su pokazali da je
u kokulturama sa IL-17 pretretiranim mBM-MSC, nakon 7 i 14 dana, ukupan broj
hematopoetskih ¢elija bio veéi, kao 1 apsolutni broj CFU-GM 1 ukupnih CFC
progenitora, ali i1 zrelijih prethodnika granulocitne loze, u odnosu na kokulture sa
kontrolnim mBM-MSC. Ovi rezultati ukazuju da IL-17 ¢ine mBM-MSC boljom
potporom hematopoezi, pre svega granulopoezi, u poredenju sa mBM-MSC koje nisu

prethodno tretirane ovim citokinom.

Azot monoksid je jedan od vaznijih posrednika preko kojih IL-17 ostvaruje svoje
efekte (Miljkovic i Trajkovic, 2004). Nase prethodne studije ukazuju na ulogu NO u
efektima IL-17 na Celije hematopoeze (Bugarski i sar., 2004; Krsti¢ i sar., 2009“). Osim
toga, pokazano je da je NO efektorni molekul preko koga drugi proinflamatorni citokini
uti¢u na imunomodulatorna svojstva MSC misa (Ren i sar., 2008; Li i sar., 2012). Zato
je jedan od zadataka ovog istrazivanja bio da se ispita uticaj IL-17 na ekspresiju iRNK
dve izoforme NO sintaze, inducibilnu (iNOS) i endotelnu (eNOS), kao i na produkciju
NO od strane mBM-MSC. Ekspresija iRNK obe ispitivane forme NOS je detektovana
RT-PCR tehnikom. Niska koli¢ina NO detektovana je Grisovom reakcijom samo u
dugotrajnim kokulturama sa ¢elijama hematopoeze, dok je u kratkotrajnim kokulturama
sa mitogenom stimulisanim limfocitima bila na granici senzitivnosti tehnike. IL-17 je
dodatno stimulisao ekspresiju eNOS iRNK od strane mBM-MSC, dok ekspresija iRNK

inducibilne forme NOS nije bila znac¢ajno izmenjena dejstvom ovog citokina, kao ni
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produkcija NO u kokulturama sa hematopoetskim ¢elijama. Sli¢ni rezultati su dobijeni i
u nasim ranijim istrazivanjima u kojima je pokazano da IL-17 stimuliSe ekspresiju
iRNK za eNOS u ukupnim ¢elijama kostne srzi, dok u frakciji mononuklearnih celija
dovodi do izrazenijeg povecanja ekspresije iRNK za iNOS (Krstic i sar., 2009%). Ti
rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjima razliitih autora koja pokazuju prevashodno
ispoljavanje eNOS u stromalnim c¢elijama kostne srzi, a iNOS u mononuklearnim
¢elijama 1 makrofagima (Angulo i sar., 1995; Helfrich i sar., 1997; Li i sar., 2002;
Krasnov i sar., 2008). lako je prisustvo eNOS pokazano u MSC humane adultne kostne
stzi (Helfrich i sar., 1997), kao 1 njeno ispoljavanje tokom osteogene diferencijacije
MSC humane kosne srzi kultivisanim na trodimenzionalnoj svilenoj podlozi (Damoulis
i sar., 2007), ali 1 tokom diferencijacije misjih multipotentnih progenitora u pravcu
endotelnih ¢elija in vitro (Liu i sar., 2007), uloga ove izoforme kao posrednika u
efektima IL-17 na hematopoezu preko BM-MSC se mogla samo pretpostaviti. Nasi
rezultati koji pokazuju povecanje ekspresije iRNK za eNOS u misjim BM-MSC pod
uticajem IL-17 svakako idu u prilog toj pretpostavci, mada bi detaljnija ispitivanja uloge
ovog enzima, ukljucujuéi i njegovu inaktivaciju upotrebom selektivnog inhibitora i/ili

transgenog soja, bila neophodna radi definitivne potvrde.

Imunoregulatorna uloga MSC je jedna od znacajnih karakteristika ovih ¢elija koja
pruza veliki broj moguénosti za klinicku primenu. Uloga MSC u imunskom odgovoru
se najcesce opisuje kao supresivna, ali moze biti i stimulatorna u zavisnosti od razlicitih
faktora mikrosredine, pre svega prisustva proinflamatornih citokina, hemokina 1
razli¢itth TLR agonista (Waterman i sar., 2010; Krampera, 2011; Li i sar., 2012;
English, 2013). Aktivacija od strane proinflamatornih citokina (IFN-y, TNF-a, IL-10/B)
kljucan je korak u ,licenciranju® MSC da ispolje svoju imunoregulatornu ulogu
(Krampera, 2011). Tako je, na primer, pokazano da kada proinflamatorni citokini nisu u
stanju da izazovu dovoljnu produkciju NO od strane misjih MSC, one dovode do
stimulacije imunskog odgovora (Ren i sar., 2008; Li i sar., 2012). MSC kojima je
suprimiran iINOS, bilo farmakoloski ili geneticki, stimuliSu proliferaciju T limfocita
in vitro, pojacavaju reakciju kasnog tipa preosetljivosti in vivo 1 inhibiraju rast
melanoma. U nedostatku NO hemokini produkovani od strane MSC su ti koji doprinose
njihovoj imunostimulatornoj aktivnosti. U CCR5” i CXCR3”" mievima nije se ispoljio

imunostimulatorni efekat iNOS-deficijentnih MSC. Naime, tokom MSC posredovane
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imunosupresije u inflamaciji, hemokini privlate imunokompetentne celije u svoju
okolinu, gde je visoka koncentracija NO koja je u stanju da suprimira efektorske Celije.
U nedostatku NO isti hemokini doprinose imunostimulatornoj aktivnosti MSC. Na
slican naCin je postignut imunostimulatorni potencijal i u humanim MSC, samo
suprimiranjem gena za IDO (Li i sar., 2012). Osim toga, razliciti citokini i TLR ligandi
mogu na razli¢ite nac¢ine da uticu na imunomodulatornu sposobnost MSC. English i
saradnici su pokazali da dva proinflamatorna citokina, TNF-a i IFN-y, razli¢ito uti¢u na
mehanizme kojima miSje BM-MSC ispoljavaju svoje supresorno dejstvo na MLR 1
mitogenom stimulisanu proliferaciju limfocita (English i sar., 2007). Dok je sam IFN-y
doveo do povecanja ekspresije PD-L1 i IDO, oba citokina u kombinaciji su bila
potrebna da bi povecali ekspresiju HGF, a sinergisticki su delovala na povecanje
ekspresije ciklooksigenaze-2. S druge strane, aktivacija TLR4 na MSC dovodi do
ispoljavanja proinflamatornog fenotipa sa produkcijom IL-6, IL-8 i TGF-B (tzv. MSC1),
dok aktivacija TLR3 dovodi do produkcije IL-10, IDO i PGE,; od strane ovih
antiinflamatornih MSC2 (Waterman i sar., 2010). Medutim, istovremena aktivacija
TLR4 1 TNFR1 odgovaraju¢im ligandima, LPS i TNF-a, dovodi do produkcije PGE; 1
alternativne aktivacije makrofaga koji produkuju IL-10 i ublazavaju posledice sepse u
miSjem modelu ove bolesti (Németh i sar., 2009). Da odgovor MSC na TLR ligande
moze da bude razli¢it, ¢ak i kada se koriste MSC izolovane iz razli¢itih tkiva istog
davaoca, pokazali su Tomi¢ i saradnici, koriste¢i MSC zubne pulpe (DP-MSC) i zubnog
folikula (DF-MSC) (Tomic i sar., 2011). Oni su ustanovili da tretman TLR3 agonistom
dovodi do povecanja imunosupresivne aktivnosti oba tipa MSC, dok TLR4 agonista
povecava supresivni kapacitet DF-MSC, ali i poniStava imunosupresivni efekat

DP-MSC, inhibiraju¢i produkciju TGF-B 1 ekspresiju IDO.

Iako je imunosupresivni efekat MSC pokazan u misjim iz vitro i in vivo modelima
(Sun i sar., 2003; Zappia i sar., 2005; English i sar., 2007; Ren i sar., 2008; Ren i sar.,
2009; Carrion i sar., 2011; MacDonald i sar., 2011; Tuljapurkar i sar., 2012), u naSem
sistemu, kada su koriS¢ene celije CBA visokosrodnih miSeva, nismo detektovali
znacCajan uticaj mBM-MSC na proliferaciju PHA stimulisanih misjih slezinskih celija.
Ista situacija je bila i u slu¢aju mBM-MSC koje su kultivisane u prisustvu IL-17.
Razumljivo, ni prisustvo inhibitora uobicajenih medijatora imunosupresivnog efekta

MSC, NO i IDO, u ovim uslovima nije dalo nikakve rezultate. Razlog odsustva
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imunomodulatornog uticaja mBM-MSC na mitogenom stimulisane singene celije

slezine svakako treba podrobnije istraziti.

Imaju¢i u vidu da smo u slicnim eksperimentima sa MSC izolovanim iz humanih
tkiva (masnog tkiva, zubne pulpe, periferne krvi i Vartonove pihtije) pokazali njihovu
supresivnu aktivnost na PBMC (Trivanovi¢ i sar., 2013), u cilju dalje provere
imunomodulatorne sposobnosti mBM-MSC, odredivan je i njihov efekat na humane
limfocite U navedenim uslovima, mBM-MSC su znacajno suprimirale proliferaciju
humanih PBMC u dvosmernoj MLR pri odnosu MSC i limfocita 1:10, kao i PHA
stimulisanu proliferaciju ovih ¢elija pri odnosu 1:10 i 1:100, dok je proliferacija u MLR
pri odnosu 1:100 bila veca u poredenju sa MLR bez mBM-MSC. Uticaj broja MSC na
njihovu imunosupresivnu aktivnost je ve¢ od ranije poznata. Di Nicola i saradnici su
2002. godine pokazali da se inhibitorni efekat humanih BM-MSC na proliferaciju
limfocita, stimulisanu alogenim stimulusom ili poliklonskim aktivatorima, povecava sa
povecanjem doze MSC u kokulturi (Di Nicola i sar., 2002). Oni su, medutim, koristili
relativno veliki broj MSC u odnosu na limfocite, po¢ev od 1:5, pa ¢ak do 10:1 u korist
MSC. Le Blanc i sar. su potvrdili ovaj dozno zavisni efekat, ali su pokazali i da se u
prisustvu malog broja MSC (1:100 do 1:10000 u odnosu na limfocite) imunosupresivni
efekat humanih BM-MSC gubi ili ¢ak dolazi do stimulacije proliferativnog odgovora
respondera u MLR (Le Blanc i sar., 2003). Pored toga, Najar i saradnici su na modelu sa
humanim MSC takode pokazali znacaj odnosa MSC prema T limfocitima za njihov
imunosupresivni efekat (Najar i sar., 2009). Optimalan odnos MSC i ¢elija respondera
je varijabilan i zavisi od niza faktora kao $to su eksperimentalni model i tkivno poreklo
MSC, njihova precis¢enost, uslovi kultivacije i dr. (Bifari i sar., 2010). U nasem
modelu, optimalna supresija PHA stimulisane proliferacije PBMC je bila pri odnosu
mBM-MSC prema PBMC 1:100. U istrazivanjima nase grupe na MSC izolovanim iz
razlictitih humanih tkiva, supresorni uticaj je pokazan pri razliitim odnosima MSC

prema PBMC u zavisnosti od tkiva iz kojeg su izolovane (Trivanovié i sar., 2013).

Za sada mozemo samo da spekuliSemo o moguc¢im uzrocima razli¢itog odgovora
¢elija slezine misa u odnosu na humane PBMC. Razli¢iti mehanizmi supresije misjih 1
humanih limfocita, razli¢ita osetljivost misjih slezinskih ¢elija u odnosu na humane
PBMC prema inhibitornim medijatorima produkovanim od strane mBM-MSC, veca

heterogenost ¢elija slezine u odnosu na PBMC ili razliciti aktivacioni status ova dva tipa
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respondera, samo su neka od mogucih objasnjenja. Indikativan je i relativno slab
proliferativni odgovor samih celija slezine CBA miSeva na stimulaciju PHA u
kontrolnoj kulturi, ¢ije uzroke treba istraziti u daljem radu. Kao $to je ve¢ navedeno,
imunomodulatorni efekat MSC zavisi od mnogih faktora, kao S$to su prisustvo
inflamatornih citokina i hemokina (Krampera i sar., 2006; Ren i sar., 2008), razli¢iti
TLR agonisti (DelaRosa i Lombardo, 2010; Waterman i sar., 2010), stepen aktivacije
limfocita (Carrion i sar., 2011), mitogen koji je koriS¢en za stimulaciju (Le Blank i sar.,
2003) 1 dr. U mi§jem sistemu, NO igra glavnu ulogu u supresiji proliferacije limfocita
od strane MSC (Sato i sar., 2007; Ren i sar., 2009; Li i sar., 2012). Produkcija NO od
strane MSC, s druge strane, zavisna je od prisustva aktiviranih T limfocita, ta¢nije
proinflamatornih medijatora, na prvom mestu IFN-y (Krampera i sar., 2006; Oh i sar.,
2007). Na to ukazuju nalazi relativno visoke koncentracije NO u supernatantima
kokultura MSC 1 aktiviranih T limfocita (> 20 uM), povratak nivoa proliferacije T
limfocita na kontrolne vrednosti u prisustvu specificnih inhibitora NOS, indukcija iNOS
u MSC u prisustvu aktiviranih T limfocita i1 pod uticajem proinflamatornih medijatora i
znacajno smanjena imunosupresivna sposobnost MSC kod iNOS™ miseva (Ozawa i
sar., 2008; Ren i sar., 2009). Imajuéi ovo u vidu, 1 pored pokazane genske ekspresije
iINOS 1 eNOS u mBM-MSC, niske koncentracije NO, na granici detektabilnosti
primenjenog testa, idu u prilog izostanku supresije ¢elija slezine od strane mBM-MSC

zapazenom u naSim eksperimentima.

Sumirajuéi rezultate ovog istrazivanja, moze se re¢i da smo izolovali, umnozili 1
okarakterisali miSje mezenhimske mati¢ne Celije kostne srzi. Analizirali smo njihov
proliferativni odgovor na dva regulatorna molekula, IL-17 i bFGF, i utvrdili signalne
puteve preko kojih deluju. Pokazali smo da ove mBM-MSC imaju sposobnost
odrzavanja hematopoeze u dugotrajnim kulturama i da IL-17 doprinosi toj sposobnosti,
najverovatnije preko stimulacije produkcije NO indukcijom eNOS. Takode smo
pokazali da mBM-MSC mogu da suprimiraju proliferativni odgovor humanih PBMC na
mitogen ili aloantigen, ali ne i1 proliferaciju singenih slezinskih ¢elija. Dobijeni podaci
isticu kompleksnost biologije MSC 1 njihove interakcije sa faktorima iz okoline, kao i
specifi¢nost misjih u odnosu na humane sisteme, otvaraju¢i put za dalja istrazivanja u
cilju pronalazenja najboljih modaliteta potencijalne primene ovih ¢elija u terapijske

svrhe.

86



6.

ZAKLIUCCI



ZAKLIUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima, a na osnovu dobijenih rezultata istraZivanja,

mogu se izvuéi sledeci zakljuccei:

e Mezenhimske mati¢ne ¢elije su uspesno izolovane iz kostne srzi miSa CBA soja i
okarakterisane na osnovu njihove ucestalosti, klonogenog potencijala,
morfoloSkih  karakteristika, adhezivnosti, imunofenotipskih karakteristika,
kinetike rasta, sposobnosti diferencijacije, sposobnosti podrzavanja hematopoeze i

imunomodulatornih karakteristika.

- Izolovane mBM-MSC imaju morfoloske osobine koje odgovaraju adherentnim
¢elijama 1 rastu formirajuci diskretne kolonije (CFU-F) ¢ija je ucestalost u

skladu sa literaturnim podacima za ucestalost CFU-F u kostnoj srzi misa.

- Izolovane mBM-MSC ispoljavaju markere karakteristicne za mezenhimske
celije.
- Prisustvo hematopoetskih celija iskljuCeno je visSestrukim pasaziranjem,

odsustvom ispoljenosti hematopoetskih linijskih markera 1 odsustvom

hematopoetskih progenitora u kulturama mBM-MSC.

- U odgovaraju¢im in vitro uslovima, mBM-MSC se diferenciraju u pravcu

hondroblasta, osteoblasta, adipocita i miofibroblasta.

- Sposobnost mBM-MSC da podrze hematopoezu in vitro u sistemu dugotrajne
kulture kostne srzi se ogleda u formiranju kolonija slicnih kaldrmi,

karakteristi¢nih za rane hematopoetske prethodnike.

- Imunomodulatorni efekat mBM-MSC se ogleda u supresiji mitogenom
stimulisane proliferacije humanih PBMC 1 alogantigenom stimulisane
proliferacije u mesanoj kulturi humanih PBMC u prisustvu veceg broja
mBM-MSC. Imunomodulatorni efekat mBM-MSC izostaje u kokulturi sa

mitogenom stimulisanim singenim ¢elijama slezine.
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e U sklopu analize uticaja IL-17 na mBM-MSC doslo se do sledecih zakljucaka:

Izolovane mBM-MSC eksprimiraju receptor za IL-17.

IL-17, sam i u kombinaciji sa bFGF, ne uti€e na promenu klju¢nih
karakteristika mBM-MSC, kao S§to su ispoljavanje karakteristi¢nih
mezenhimskih markera i kapacitet za viselinijsku diferencijaciju (osteogenu 1

adipogenu).

IL-17, sam i1 u kombinaciji sa bFGF stimuliSe proliferaciju mBM-MSC na
dozno zavistan nacin. Kombinacija ova dva faktora, medutim, nema aditivni

efekat na proliferaciju mBM-MSC.

IL-17 pozitivno utice na sposobnost podrzavanja hematopoeze mBM-MSC, §to
se manifestuje povecéanjem ukupnog broja celija 7. i 14. dana kokulture
hematopoetskih ¢elija i IL-17 tretiranih mBM-MSC u odnosu na kokulturu sa
netretiranim mBM-MSC, kao i povecanjem broja opredeljenih progenitora i

morfoloski prepoznatljivih prekursora granulocitne loze.

IL-17 ne uti¢e na imunomodulatornu sposobnost mBM-MSC u kokulturi sa

mitogenom stimulisanim ¢elijama slezine misa.

e I[spitivanjem mehanizama delovanja IL-17 na mBM-MSC doslo se do sledecih

zakljucaka:

Efekat IL-17 na proliferaciju mBM-MSC u znacajnoj meri se ostvaruje
aktivacijom p38 1 ERK MAPK signalnih puteva. JNK MAPK i PTK
signalizacija nemaju znacajnu ulogu u efektima IL-17 na proliferaciju

mBM-MSC.

IL-17 povecava konstitutivnu ekspresiju eNOS gena u mBM-MSC, dok nema
uticaja na stepen ekspresije iNOS gena. Nivo produkcije NO od strane
mBM-MSC je na donjoj granici detektabilnosti i IL-17 nema uticaja na

njegovu produkciju.
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