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EFEKTI | MEHANIZMI DELOVANJA INTERLEUKINA-17 NA FUNKCIJE

MEZENHIMSKIH | ENDOTELSKIH CELIJA

REzIME

Interleukin (IL) 17 familija citokina se smatra najmanje istrazenom citokinskom
familijom sa zn&ajnom ulogom u procesu inflamacije. Ubikvitarna rasfranjenost
receptora za IL-17 omogava ovom citokinu mnogobrojne bioloSke efekte u
organizmu, poput vazne uloge u imunskom odgovoru i regulaciji procesa hematopoeze,
ali i u progresiji razltitih bolesti, ukljudju¢i inflamatorna, autoimunska i maligna
oboljenja. IL-17 ima ulogu «elijskim procesima poput proliferacije i diferenaig, i
to prvenstveno na hematopoetskim ®ratn i progenitorcéelijama, pricemu IL-17
ispoljava razliite efekte na proliferaciju i diferencijaciju zavisod tipacelijske loze |
stepena diferencijacije¢elija. Takode, zbog ubikvitarne rasprostranjenosti svog
receptora, IL-17 je ukljgn u interakcije izm#u imunskog sistema i somatskih tkiva.
Novija istrazivanja su pokazala da IL-17 ima i ulogu finog regulatora diferencijacije
mezenhimskih matnih ¢elija (MSC, Mesenchymal stem cells), s obzirom na to da
stimuliSe osteogenu diferencijaciju dok, s druge strane, inhibira adipogenu diferencijciju
humanih MSC.

Savremena istrazivanja biologije MSC ukazala su na Sirok opseg njihove
potencijalne terapijske primene, prvenstveno u regenerativnoj medicini, jer ove
multipotentne adultne matie celije koje predstavljaju nediferenciraneelije sa
sposobno&u samoobnove, imaju sposobnost diferenciranjelijedkiva mezenhimskog
porekla, poput osteoblasta, hondroblasta i adipocita, a prema saznanjima koja imamo
danas, i elije tkiva ektodermalnog i endodermalnog poreklatithe celije razlicitog
stepena multipotentnosti izolovane su iz raznih adultnih tkiva, kao i perinatalnih tkiva
koja se poslednjih godina svese pominju kao povoljan izvor MSC. Matim, i pored
velikog napretka u ovoj oblasti, nema konid& saznanja kako o mehanizmima
odgovornim za regulaciju viSestrukih funkcija MSC, tako i o njihovom ukupnom

terapijskom potencijalu. Kako bioloSke funkcije MSC umnogome zavise od konteksta



mikrosredine, ispitivanje interakcija MSC i IL-17 u odrzavanju multipotentnosti,
mobilizaciji i usmerenoj diferencijaciji MSC je od posebnogéaia

Pored mezenhimskihéelija, IL-17 ostvaruje svoje efekte delovanjem na
endotelsketelije. Jedan od terapijskih ciljeva u regenerativmedicini, koji je joS uvek
nedovoljno objasnjen, je i podsticanje revaskularizacije¢egtsy tkiva. Stimulacija
postojeih, in situ prisutnih endotelskikéelija na angiogenezu je jedan od mabué
mehanizama. Efekti IL-17 na endotelskelije nisu do sada u potpunosti opisani, i
poznato je samo da IL-17 u prisustvu drugih poznatih angiogenih faktora stimuliSe
sposobnost endotelskitelija za angiogenezu. Pored toga, poznato je dairsiecije
¢elija kao i delovanje citokina ztajano razlikuju u zavisnosti od procenta kiseonika
prisutnog u mikrosredintelija. Efekat delovanja IL-17 na endotelsiadije u prisustvu
razlicitih koncentracija kiseonika do sada nije istrazivaakode je joS uvek nepoznato
da li IL-17 moze uticati na diferencijaciju MSC u endotelgkéje. Da bi se sprovela
istrazivanja u ovom pravcu, neophodno je uspostaviti pogodan model za diferencijaciju
MSC u endotelskestije.

Cilj istrazivanja ove disertacije bilo je ispitivanje efekata IL-17 na &aeli
celijske funkcije mezenhimskih i endotelskildelija u specifénim uslovima
mikrosredine. Analizirano je dejstvo IL-17 na proliferaciju, migraciju, angiogenezu i
diferencijaciju ¢elija. Istrazivani su i molekularni mehanizmi kojmogudavaju finu
regulaciju ¢elijskih funkcija od strane IL-17, analizom aktivigcisignalnih molekula,
kao i ekspresije gena i proteina neophodnih za speeifiunkcije. Posebna paznja u
istrazivanjima bila je poswena izolaciji, karakterizaciji i endotelskoj difecgjaciji
primarnih MSC iz tkiva pupgnika (UC-MSC, Wnbilical cord-mesenchymal stem cells).

U okviru razjasnjavanja efekata i mehanizama delovanja IL-17 na diferencijaciju
mezenhimskincelija, primenjena je multipotentna miSja C2Cdadlijska linija. Uticaj
IL-17 na diferencijaciju analiziran je na osnovu ekspresije gena i proteina Gpbc
odredeni tip diferencijacije: teskog lanca miozina (MyH®lyosin heavy chain) i
miogenina za miogenu, a alkalne fosfataze (AARaline phosphatase), Runx2/Cbfal
(Runt-related transcription factor 2/Core-binding factor subunit alpha-1)
transkripcionog faktora i ciklooksigenaze 2 (Cox¥clooxygenase 2) za osteogenu
diferencijaciju. Pored toga, udivano je u&ge mitogenom aktiviranih protein kinaza

(MAPK) i morfogenetskih proteina kosti (BMBone morphogenic proteins) u IL-17-



usmerenoj diferencijaciji C2Clétlija. Rezultati su pokazali da IL-17 inhibira mioge

I stimuliSe osteogenu diferencijaciju C2Cddlija, s obzirom na to da je IL-17-zavisna
inhibicija miogeneze povezana sa redukcijom ekspresije iRNK za miogenin, redukcijom
ekspresije MyHC i izostankom formiranja miotuba, dok je IL-17-zavisna indukcija
osteogeneze povezana sa indukcijom ekspresije iIRNK za Runx2/Cbfal, indukcijom
ekspresije Cox-2 i poviSenom aktividaSALP. Rezultati su takode pokazali da IL-17
ostvaruje ove efekte putem aktivacije ERK1,2 MAPK signalnog puta, nezavisno od
BMP-Smad signalnog puta.

U drugom delu ove studije ispitivan je efekat IL-17 na funkcije endotelskih
¢elija na modelu humane endotels&elijske linije, EA.hy 926, pr&njem njihove
proliferacije, migracije i tubulogeneze u uslovima normoksije i hipoksije. Analizirana je
i ekspresija gena za endotelsku azot monoksid sintazu (eR@Sthelial nitric oxide
synthase) i Cox-2, kao i njihovih proteinskih produkataudud da ovi molekuli imaju
vaznu ulogu u procesu angiogeneze. Dobijeni rezultati su potvrdili da IL-17 stimuliSe
kljucne funkcije uklju&ne u proces angiogeneze EA.hy 98ija, poput celijske
migracije i tubulogneze, kao i ekspresiju eNOS i Cox-2 u asgtijama. Pro-angiogeni
efekti IL-17 su pokazani u uslovima normoksije (20%) @slovi hipoksije (3% Q)
pokazali su toksno dejstvo na ovudelijsku liniju, dok je IL-17 u ovakvim uslovima
umanjio broj apoptotinih ¢elija.

U okviru treéeg dela ove disertacije MSC su izolovane iz vezivitkiga
pupd&anika, tzv. Vartonove sluzi, umnoZene i okaraktegsaprema vafém
preporukama i kriterijumima Miinarodnog druStva zéelijsku terapiju. Zatim je
ispitan i odrden optimalni protokol za njihovu efikasnu difereaciju u endotelske
¢elije, u cilju uspostavljanja novoéelijskog modela za buda istrazivanja. Princip
diferenciranja UC-MSC u endotelskeelije zasnivao se na inhibiciji signalizacije
faktora transformacije rasta (T@F-Transforming growth factor beta), i to njegovog
receptora, aktivinu-nalik kinaze 5 (ALK%ctivin-like kinase). Na osnovu dobijenih
rezultata, zakljugno je da se UC-MSC odlikuju visokom sposoldnoSamoobnove i
visokim kapacitetom za diferencijaciju kao i da se mogu diferencirati u endotelgke ¢

putem inhibicije ALK5 receptora.
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EFFECTS OFINTERLEUKIN-17 ON MESENCHYMAL AND ENDOTHELIAL CELL

FUNCTIONS AND MECHANISMS INVOLVED

ABSTRACT

Interleukin (IL) 17 cytokine family is considered the least explored cytokine
family with an important role in inflammation. Due to the ubiquitous expression of its
receptor, IL-17 has been implicated in interactions between the immune system and
somatic tissues. In this context, recent findings have shown that IL-17 acts as a fine
regulator of mesenchymal stem cell (MSC) differentiation. Having in mind that
behaviour of MSC depends on the surrounding microenvironment, it is important to
analyze the interactions between MSC and IL-17 involved in the maintenance of their
multipotency, mobilization and directed differentiation. In addition to mesenchymal
cells, IL-17 exerts its roles by acting on endothelial cells as well. Even though IL-17’s
effects on endothelial cells have not been fully discovered yet, it is well known that IL-
17, in the presence of other angiogenic factors, has the ability to stimulate endothelial
cells to undergo angiogenesis. Furthermore, it is well known that cellular functions, as
well as cytokine effects can be significantly modulated by the percentage of oxygen
present in their microenvironment. However, effects of IL-17 on endothelial cells in the
context of different @ concentrations have not been explored yet. Also, it is still
unknown whether IL-17 can affect endothelial differentiation of MSC, but to address

this issue, it is necessary to create a valid model of endothelial differentiation of MSC.

The objective of this study was to investigate the effects of IL-17 on different
functions of mesenchymal and endothelial cells in specific microenvironmental
conditions. The influence of IL-17 on proliferation, migration, angiogenesis and
differentiation was analyzed, as well as the molecular mechanisms involved. The
activation of various signaling molecules and the expression of genes and proteins
involved in specific functions were examined. Yet another objective was to establish an
appropriate model for the mesenchymal-endothelial transdifferentiation. For this task
primary MSC from umbilical cord tissue (UC-MSC) were isolated and characterized

with emphases on their endothelial differentiation.



In order to elucidate the effects and mechanisms involved in IL-17 acting on
mesenchymal cell differentiation, a multipotent mouse C2C12 cell line was used. The
influence of IL-17 on cell differentiation was analyzed based on the expression of genes
and proteins specific for the certain type of differentiation: Myosin heavy chain
(MyHC) and Myogenin for myogenic, and Alkaline phosphatase (ALP), Runt-related
transcription factor 2/Core-binding factor subunit alpha-1 (Runx2/Cbfal) and
Cyclooxygenase-2 (Cox-2) for osteogenic differentiation. Additionaly, the involvement
of Mitogen-activated protein kinases (MAPK) and Bone morphogenetic proteins (BMP)
in IL-17-directed differentiation of C2C12 cells was investigated. Results obtained
demonstrated that IL-17 inhibits myogenic and stimulates osteogenic differentiation of
C2C12 cells, by down-regulating the Myogenin mRNA expression, MyHC expression
and myotube formation, while up-regulating the Runx2/Cbfal mRNK expression, Cox-
2 expression and ALP activity. IL-17 exerted these effects by activating ERK1,2 MAPK
signaling pathway, which in turn regulated the expression of relevant genes and proteins
to inhibit myogenic differentiation and induce osteogenic differentiation. It was also
shown that the induction of osteogenic differentiation by IL-17 is independent of the
BMP-Smad signaling pathway.

In the second part of this study the effect of IL-17 on endothelial cell functions
was investigated using human endothelial cell line EA.hy 926 as a model. The changes
in cells’ proliferation, migration and tubulogenesis were analyzed, along with the
expression of genes for endothelial Nitric oxide synthase (eNOS) and Cox-2, and their
corresponding protein products, since these molecules have important roles in
angiogenesis. The influence of the environmental stimuli (normoxia vs. hypoxia) was
also investigated. Results obtained demonstrated that IL-17 stimulates crutial events
involved in angiogenesis of EA.hy 926 cells, such as cell migration and tubulogenesis,
along with the expression of eNOS and Cox-2. However, the effects of IL-17 were
dependent on the Lxoncentration, since pro-angiogenic effects of IL-17 were noticed
in the presence of 20%,Q@vhile 3% Q exerted toxic effect on this cell line, and IL-17
in these conditions decreased the number of apoptotic cells.

In the final task, MSC were isolated from the umbilical cord Wharton’s jelly,
expanded in culture and characterized according to the recomendations from the

International Society for Cell Therapy. Following this, an optimal protocol for the



endothelial diffrentiation of UC-MSC was established. The endothelial-directed
differentiation was based on the inhibition of the Transforming growth factor beta
(TGF9) signaling, specifficaly its receptor activin-likinase 5 (ALK5). Based on the
results gained, it was concluded that UC-MSC have a high ability to selfrenew and high
diferentiation capacity, as well as that these cells can be differentiated into endothelial
cells by inhibiting ALKS5 receptor.

KEY WORDS: Interleukin-17, mesenchymal stem cells, endothelial cells,
differentiation, angiogenesis, C2C12, EA.hy 926, umbilical cord, hypoxia

SCIENTIFIC FIELD: BIOLOGY

SPECIAL TOPICS: CELL AND TISSUE BIOLOGY

UDC NUMBER: 577.112.85::576.32/.36(043.3)



SADRZAJ

1.UvOoD 1
1.1.INTERLEUKIN-17 FAMILIJA CITOKINA 1
1.1.1. Produkcija interleukina-17 2
1.1.2. Struktura interleukina-17 i njegovog receptora 3
1.1.3. Signalni putevi aktivirani interleukinom-17 6
1.1.4. BioloSka uloga interleukina-17 7
1.2.MEZENHIMSKE MATICNE CELIJE 10
1.2.1. IstraZivanje mathih ¢elija 10
1.2.2. Pojam i dokazivanje mezenhimskih gah celija 12
1.2.3. Izvori mezenhimskih matiih ¢elija 15
1.2.4. Poreklo mezenhimskih matih ¢elija 18
1.2.5. Diferencijacija mezenhimskih niatih ¢éelija 20

1.2.5.1. Miogena diferencijacija mezenhimslelj& 20

1.2.5.2. Osteogena diferencijacija mezenhimsXifa¢ 23
1.2.6. Uloga interleukina-17 u biologiji mezenhimskih it ¢elija 25
1.3.ENDOTELSKECELIJE 27
1.3.1. Bioloski efekti interleukina-17 na endotelskéjé 28
1.3.2. Zn&aj stepena oksigenacije za bioloSke efekte citokina 29
1.3.3. Diferencijacija mezenhimskih matih ¢elija u endotelskedlije 30

1.3.3.1TGFB superfamilija 31
2.CILJEVI ISTRAZIVANJA 34
3. MATERIJAL | METODE 37
3.1.MATERIJAL 37
3.2.DIZAIN EKSPERIMENTA 38
3.2.1. Utvdivanje efekata i mehanizama delovanja IL-17 na multipotentne

mezenhimskedije 38
3.2.2. Utvdivanje efekata delovanja IL-17 na endotelskkj€ u procesu

angiogeneze u uslovima razte koncentracije © 39
3.2.3. Uspostavljanje adekvatnog modela zadaeanje procesa diferencijacije

MSC u endotelskestdije 40
3.3.CELIE | CELIISKE KULTURE 41
3.3.1. elijske linije 41
3.3.2. Izolacija MSC iz tkiva puptika 42
3.4.DIFERENCIRANJECELIJA 43
3.4.1. Osteogena diferencijacija 43
3.4.2. Adipogena diferencijacija 43
3.4.3. Hondrogena diferencijacija 44
3.4.4. Miogena diferencijacija 44
3.4.5. Diferenciranje u miofibroblaste 44
3.4.6. Diferenciranje UC-MSC u endotelslddije 45



3.5.ANALIZA CELIJSKIH FUNKCIJA 45
3.5.1. Analiza proliferacijéelija 45

3.5.1.1. Analiza proliferacifelija primenom MTT testa 45

3.5.1.2. Tesetdijske proliferacije u kratkotrajnim kulturama 46

3.5.1.3. Testtijske proliferacije u dugotrajnim kulturama 46

3.5.1.4. CFU-F test 47
3.5.2. Analiza élijske migracije Scratch testom 47
3.5.3. Test tubulogenog kapaciteta endotels&lijac 47
3.5.4. Test apoptozelija 48
3.6.ANALIZA EKSPRESIJE PROTEINA 48
3.6.1. Analiza ekspresije proteina pratoin citometrijom 48
3.6.2. Imunocitohemijske metode detekcije proteina 49
3.6.3. Western blot analiza ekspresije proteina 50
3.7.ANALIZA EKSPRESIJE GENA 51
3.7.1. Analiza genske ekspresije pomoéakcije reverzne transkripcije i lame

reakcije polimeraze (RT-PCR, Reverse transcription-polymerase chain

reaction) 51
3.7.2. Analiza genske ekspresije pom@folazne transfekcijestija i merenja

transaktivacije genskih reportera 53

3.7.2.1. UmnoZavanje i pi&avanje plazmida 53

3.7.2.2. Plazmidi 54

3.7.2.3. Transfekcija C2C1&liga 58
3.8.STATISTICKA ANALIZA REZULTATA 58
4. REZULTATI 59
4.1.EFEKTI | MEHANIZMI DELOVANJA [L-17 NA MULTIPOTENTNE MEZENHIMSKE CELIJE 59
4.1.1. Efekat IL-17 na proliferaciju i migraciju C2C12 mezenhimskihjat 59
4.1.2. Efekat IL-17 na miogenu diferencijaciju C2C12 mezenhimsHija¢ 62
4.1.3. Efekat IL-17 na osteogenu diferencijaciju C2C12 mezenhimslkja ¢ 64
4.1.4. Unutagelijska signalizacija IL-17 u C2C12ljama 66
4.1.5. ke¥e ERK1,2 signalnog puta u IL-17-indukovanoj inhibiciji miogeneze

i u IL-17-indukovanoj stimulaciji osteogeneze 68
4.1.6. ke¥e BMP signalizacije u IL-17-indukovanoj osteogenoj diferencijaciji

C2C12¢lija 72
4.2.EFEKTI IL-17 NA FUNKCIJE ENDOTELSKIHCELIJA KULTIVISANIH U USLOVIMA RAZLI CITE
KONCENTRACIJE KISEONIKA 75
4.2.1. Efekat IL-17 na proliferaciju EA.hy 926lija kultivisanih u prisustvu

20% Qi 3% G 75
4.2.2. Efekat IL-17 na migraciju EA.hy 926lga kultivisanih u prisustvu

200 Q i 3% Q 77
4.2.3. Efekat IL-17 na tubulogenezu EA.hy 92ija kultivisanih u prisustvu

20% Qi 3% G, 78
4.2.4. Efekat IL-17 na ekspresiju eNOS i Cox-2 u EA.hy $igaina kultivisanim

u prisustvu 20% ¢ 3% G 79



4.3. USPOSTAVLJANJE ADEKVATNOG MODELA ZA PROUCAVANJE PROCESA DIFERENCIJACIJE

MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIJA U ENDOTELSKE CELIJE 80
4.3.1. Izolacijai kultivacija mezenhimskih mati¢nih ¢elijaiz tkiva pupcanika 80
4.3.2. Karakterizacija mezenhimskih mati¢nih ¢elijaizolovanih iz tkiva pupcanika 82
4.3.3. Diferencijacija UC-M SC u endotelske ¢dlije 85
5. DISKUSIJA o1
5.1. EFEKTI | MEHANIZMI DELOVANJA IL-17 NA MULTIPOTENTNE MEZENHIMSKE CELIJE 91
5.2. EFEKTI IL-17 NA FUNKCIJE ENDOTELSKIH CELIJA KULTIVISANIH U USLOVIMA RAZLICITE
KONCENTRACIJE KISEONIKA 98
5.3. USPOSTAVLJANJE MODELA ZA DIFERENCIJACIJU MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIJA U
ENDOTELSKE CELIJE 103
6. ZAKLJU CAK 109
7. LITERATURA 111

PRILOG — Spisak skratenica I
BIOGRAFIJA AUTORA Vi



1. UVOD
@ gy o



. Uvod

1.1.INTERLEUKIN-17 FAMILIJA CITOKINA

Interleukin (IL) 17 familija citokina i njihovih receptora je skoro otkrivena i
najmanje istrazena podklasa citokina. Gen za IL-17 kloniran je 1993. godine iz DNK
biblioteke T¢elijskog hibridoma dobijenog fuzijom citotoksie T ¢elije misa i Téelije
limfoma pacova(Rouvier i sar., 1993). Novootkriveni gen je tom prilikom nazvan
CTLA-8 (Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen 8), budu¢ da se prvenstveno
smatralo da je poreklom iz miSjeg T limfocita. #gim, kasnije je utwteno da gen
potice iz T celije pacova, a sekvenca njemu komplementarne DN&zalk je na
prisustvo AU-bogatih ponovaka u 3’ regionu informacione RNK, karaki@riktiza
IRNK razlicitih citokina, faktora rasta i onkogena. Proteinigiak 150 kDa kodiran od
strane CTLA-8 gena pokazivao je homologiju sa proteinom koji je kodiran ORF13
genom Téelijskog virusaHerpesvirus saimiri (Rouvier i sar., 1993), meiutim, zn&aj
ove homologije gena joS uvek nije razjasSnjen. Daljom karakterizacijom CTLA-8
molekula i otkrivanjem njegovog specifiog receptora, novi protein kaimo je
imenovan kao interleukin 17 od strane Yao i sar., 1995. godine. Na osnovu sekvence
komplementarne DNK, postalo je jasno da je IL-17 spe&mifiu odnosu na druge
citokinske porodice. Ovo je prvi Interleukin identifikovan na osnovu homologije sa
sekvencama iz ustanovljenih DNK biblioteka, a bez prethodnog poznavanja njegove
bioloSke aktivnosti.

Kada je otkriven, receptor za IL-17 (IL-17R) vezivao se za miSju, humanu i
viralnu formu IL-17. Ovaj receptor je, jednako kao njegov ligand, pokazivao
jedinstvenost u odnosu na druge poznate porodice citokinskih receptora, s obzirom na to
da je to bio jedini transmembranski receptor sa neéa@o dugim citoplazmatskim
repom. Danas se IL-17A smatra prvootkriventlanom jedinstvene receptor/ligand
porodice IL-17 proteindSlika 1) koja do danas broji 6 srodnih citokina: IL-17A, IL-
17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E i IL-17F i pet citokinskih receptora: IL-17RA, IL-17RB,
IL-17RC, IL-17RD i IL-17RE (Moseley i sar., 2003)
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IL-17A-
IL-17F  IL-17A  IL-17F IL-17E IL-17B IL-17C IL-17D

OO O© (0O (O () |usnd  lgand

nepoznat nepoznat

IL-17RC IL-17RB IL-17RB IL-17RE
IL-17RA IL-17RA

Receptor IL-17RD IL-17RD IL-17RA
nepoznat

SLIKA 1. Shematski prikaz IL-17 familije citokina i njihovireceptorallL-17 porodica citokina do
danas broji Sest srodnih citokina i pet njima odgovasdjueceptora. lzmenjeno iz Gaffen i sar., 2009.
Nat Rev Immunol.

1.1.1. Produkcija interleukina-17

Novija saznanja @elijama sa sposobnas sinteze IL-17 zn&jno su izmenila
prvobitnu sliku o pomagickim T celijama koje produkuju IL-17 (Thl1l7]L-17
producing T helper celjskao jedinom izvoru ovog citokina. Na osnovu citokina koje
sintetiSu, prvobitno je pretpostavljeno da postoje dva podtipa podkdt T celija koje
su imenovane Thl i Th2elije (Mosmann, 1986)lako je ova podela dominirala gotovo
dve decenije, nakon detaljnijih saznanja o funkciji Talija uo&na je njena
nedoslednos{Gaffen, 2009a)Na osnovu profila oslobodenih citokina, Thlije koje
stvaraju IL-17 nisu se mogle klasifikovati ni u Thl niti u Tédijski podtip (Slika 2),
te je ustanovljen poseban tip Eklija koje pored IL-17 produkuju i faktor nekroze
tumora (TNFe, Tumor necrosis factor alphg)nfante-Duarte i sar., 2000)Dodatnim
istrazivanjima ututeno je da se zaista radi o jedinstvenoj populacijlinifocita,
nazvanoj Th17, koja pored IL-17 i TNE-produkuje i IL-21, IL-22 i IL-26Harrington
I sar., 2005; Park i sar.,2005; Korn i sar., 200N ajnovija istraZzivanja pokazuju da
Th1l7 celije takode produkuju faktor stimulacije rasta granulocitnddamiagnih
kolonija (GM-CSF,Granulocyte-macrophage colony stimulating fagt@to doprinosi
zn&aju Th17 ¢elija u inflamatornim patoloSkim procesim@&l-Behi i sar., 2011;
Codarrii sar., 2011)
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CD4+Th IL6, IL-1, Th2
TGF-B

IL-17A/F, 22, 26,
TNFa, GM-CSF

|L-23\A

Th17

SLIKA 2. Klasifikacija pom@énickih T ¢elija. Diferencijaciju Thl7¢elija iz CD4+ Théelija indukuju
IL-1, IL-6 i TGHB, dok IL-23 destvuje u odrzavanju Thldelija. Pored IL-17A i F, ThlZ%elije
produkuju i IL-22, 1L-26 (samo kod ljudi), TMH GM-CSF. Izmenjeno iz Gaffen, 2011. Curr Opin

Dugo nakon otkda IL-17, smatralo se da ga produkuju iskiyac T limfociti,
ali sada je vé poznato da ovaj citokin sintetiSu i razéedije urodenog imunitetajika
3) (Bird, 2008) a nekeclanove IL-17 familije produkuju i neimunskeelije, poput
miSi¢nih ¢elija, adipocita i neurong§Gaffen, 2011) Stoga je veliki broj istrazivanja
posveen otkrivanju novih tipovaelija odgovornih za sintezu IL-17. S druge strane,
receptori za IL-17 su ubikvitarno rasprostranjeni, a kiguéelije koje odgovaraju na
stimulaciju IL-17 uglavnom ne pripadajielijama imunskog sistema, &8u to najese
epitelne celije, mezenhimskeselije (mioblasti, fibroblasti, adipociti i osteobtgsi
keratinociti(Gaffen, 2009a, Toy i sar., 2006)

1.1.2. Strukturainterleukina-17 i njegovog r eceptora

DosadaSnja saznanja o strukturi IL-17 zasnivaju se najviSe ravamyjtl IL-17A i IL-
17F. Na osnovu njihove kristalne strukture, pretpostavlja se da IL-17 citokini
predstavljaju disulfidnim vezama povezane homodimere (ili heterodimereajuslue
17A/F) glikoproteina. IL-17A i IL-17F pokazuju najée homologiju u okviru familije i
oba citokina zahtevaju i IL-17RA i IL-17RC za signalizacffly i sar., 2009; Toy i
sar., 2006) Humani gen za IL-17A kodira za polipeptid sastavlen od 155
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aminokiselina, koji na svom N-kraju sadrzi hidrofobnu signalnu sekvencu.
Funkcionalna forma IL-17A je homodimer molekulske mase 32 kDa, koja nastaje

zahvaljuju¢ formiranju intermolekulskih veza u proteifldossiez i sar., 1996)

Th17,CD8 T, y&T, NKT, LTi

Epiteli‘le celije Endotelske celije Fibroblasti  Osteoblasti Makrofage Dendrititi¢ne celije
|
I
Hemokini Citokini Faktori rasta Antimikrobijalni Remodeliranje tkiva
CXCL1 IL-6 G-CSF peptidi MMP1
CXCL5 TNFa GM-CSF B defenzini MMP9
CXCL8 iNOS S100 MMP13
CXCL10 Cox-2 lipokalin2/24p3
CCL2

SLIKA 3. Produkcija i delovanje IL-17Th17 ¢elije se smatraju primarnim izvorom IL-17. Prema
novijim istrazivanjima, sposobnost sinteze IL-17 poseduju i CD&lije, gama delta Telije, celije
prirodne ubice (NKT, Natural killer cells)éelije koje westvuju u razviu limfnih tkiva (Lti, Lymphoid

tissue inducer cells). S obzirom na ubikvitarnu ekspresiju receptora, IL-17 ostvaruje svoje dejstvo na
razne tipovecelija, prikazane na slici. IL-17 indukuje sintezu hemokina, citokina, faktora rasta,
antimikrobijalnih peptida i enzima ukienih u remodeliranje tkiva. Izmenjeno iz Xu i Cao, 2010. Cell
Mol Immunol.

Pet receptora za IL-17 ne pokazujérstist sa bilo kojim poznatim receptorima,
a primetna razlika postoji i u njihovim rdasobnim sekvencam&l{ka 1). Najbolje je
istrazen receptorski kompleks koji vezuje IL-17A, a sastavljen je od dve IL-17RA i
jedne IL-17RC jediniceSlika 4). Kao i kod svih ostalih IL-17 receptora, subjedinice
ovog kompleksa sadrze ekstracelularne dometiajeae od dva fibronektinu tipa llI-
slicna domena (FN1 i FNZNovatchkova i sar., 2003; Kramer i sar., 200&)njegova
osnhovna karakteristika jesu citoplazmatski domeni koji se razlikuju od onih koji postoje

kod drugih istraZzenih receptora. Kljug& saznanja vezana za IL-17R dobijena su nakon
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bioinformatikih analiza na osnovu kojih je identifikovan konzsan motiv u
citoplazmatskom domenu IL-17 familije receptoraji je homolog TIR (Toll-IL-1
Receptor)ddomenulL-1/Toll-like familije receptorgNovatchkova i sar., 2003)koji je
nazvan SEFIR domefBimilar expression to fibroblast growth factor gsmand I1L-17
receptors) C-terminalni region SEFIR domena pokazujecrelst sa delom TIR
domena, zbogega je ovaj motiv nazvahlR-like loop(TILL). lako svi IL-17 receptori
poseduju SEFIR motiv, TILL domen je jedinstven ZalFVRA. Jo$S jedan motiv
karakteristian samo za IL-17RA je C-terminalni C/EB®Bktivacioni domen (CBAD,
C-terminal C/EBB-activation domaih Fosforilacijom ovog domena od strane IL-17
pokree se nishodna signalizacijaelijama(Gaffen i sar., 2009a)

IL-17RC

bt
&ddd

Signalni molekuli

Transkripcioni faktori
C/EBPB
C/EBP&

Hemokini
Glavni genski Citokini
produkti Antiinflamatorni geni

SLIKA 4. Zn&ajni unutaéelijski signalni putevi indukovani IL-17Receptor za IL-17A predstavlja
heterodimer sastavljen od dve IL-17RA i jedne IRC7edinice. Vezivanje IL-17 pokeesignalizaciju
posredovanu SEFIR motivom unuglijskog domena IL-17R. Do sada poznati adaptgpséteini koji

se vezuju za receptorske motive IL-17R udkifu ACT1, TAK1 i TRAF3 i TRAF6, nakeijeg se
vezivanja pokrée aktivacija nishodnih signalnih molekula i tranigkiionih faktora (NF-kB, C/EBP i
MAPK) koji zatim aktiviraju transkripciju speaffiih gena. Izmenjeno iz Gaffen i sar., 2009. Nat Rev
Immunol.
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Svi poznati citokinski receptori su multimerni i oligomerizacija njihovih
subjedinica neophodna je za aktivaciju signalne transdukcije. Paradigma vezana za
signalizaciju citokinskih receptora, koja je postojala dugi niz godina, tvrdila je da
pojedin&ne receptorske subjedinice postoje kao monomeri mbreni i da ligand
uzrokuje njihovu oligomerizaciju, zapoju¢i na taj ndin signalizaciju putem
privlacenja odgovarajulh enzima ili adaptor proteina u blizinu receptokéedutim,
nakon detaljnijeg prowvanja, doSlo se do saznanja da ovakav model oagajizne
odgovara véni ispitivanih receptora. Naime, pokazano je d&inva citokinskih
receptora postoji kao unapred organizovan, neaktivni molekulski kompleks koji nakon
interakcije sa ligandom podleze Zamim konformacijskim promenan{&rausei sar.,

2002; Chan, 2007). Istrazivanje strukturne organizacije IL-17 receptora zefmoe
2006. goding(Kramer i sar., 2006), da bi kon&na struktura bila objavljena od strane
Ely i sar., 2009. godine. Prema njihovim rezultatima, IL-17R je unapred organizovan
receptor jer formira homodimer u membrani bez prethodnegadiganda, 1L-17.

1.1.3. Signalni putevi aktivirani interleukinom-17

Mehanizmi prenosa signala od IL-17R do ekspresije gena i sintezéeniire
molekula uéelijama nisu u potpunosti ispitani, theéim, postoje podaci koji ukazuju na
zn&aj razlkitih signalnih molekula koji posreduju u delovanjul7 (Slika 4).

Istrazivanja su pokazala da IL-17 aktivira nuklearni fak®y (NF«B, Nuclear
factor-kappaB, ), familiju transkripcionih faktora koji se vezuju za CCAAT sekvencu
pojaivaca gena, C/EBP(CCAAT enhancer-binding protein), kao i sve tri klase
mitogenom aktiviranih protein kinaza, MAPKMitogen-activated protein kinase):
ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinases 1 and 2), JNK (c-Jun N-terminal
kinases) i p38. Nekoliko nalaza takode ukazuje nae&& JAK/STAT (Janus
kinase/signal transducers and activators of transcription) puta signalne transdukcije u
ostvarivanju pojedinih bioloSkih efekata IL-X®ubramaniam i sar., 1999; Rahman i
sar., 2006). Koji ¢e signalni put biti aktiviran zavisi od tipal§a ali i od mikrosredine u
kojoj se one nalaze. lIspitivanje signalnih puteva indukovanih IL-17 e&pgeée
odredivanjem gen&ija je ekspresija pokrenuta ovim citokinom. IL-17Adukovani
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geni pokazali su da IL-17 aktivira geti@ su produkti ukljueni u proces inflamacije
(Gaffeni sar., 2009a).

Receptorski kompleks sastavljen od dve IL-17RA i jedne IL-17RC jedinice
predstavlja pogtno mesto unutéelijske signalizacije koju pokée IL-17. Budué da se
novootkriveni domen receptora za IL-17 strukturno razlikuje od prototipskog TIR
domena, razlikuju se i adaptor proteini koji se za njega veAujaptor protein koji se
vezuje za SEFIR i TILL domen IL-17RA/IL-17RC kompleksa jeste aktivator 1 NF-kB,
Actl (NF-kB activator 1) (Gaffen i sar., 2009a). Actl regrutuje faktor povezan sa TNF
receptorom, TRAF§TNF-Receptor-Associated Factor) i druge signalne posrednike do
IL-17RA/IL-17RC kompleksa. Nedostatak Actl proteina u fibroblastima dovodi do
naruSavanja NF-kB aktivacije i nedostatka produkcije proinflamatornih citokina i
hemokina nakon tretmana IL-1{Chang i sar., 2006). Medutim, spora aktivacija
nishodnih puteva priméena je i u Actl deficijentniméelijama, Sto ukazuje na
postojanje Actl nezavisnih signalnih puteva koje pékrél-17R (Gaffen i sar.,
2009a). Nishodno od receptora aktiviraju se MAP kinaze, NF-kB i CEB/P
transkripcioni faktori, ¢ija aktivacija subsekventno dovodi do ekspresije agaa

raznovrsne citokine, hemokine i inflamatorne faktore.
1.1.4. Bioloska uloga interleukina-17

Na osnovu dosadasnjih istrazivanja damo je da IL-17 ima ulogu finog
regulatora koji modulira ragiite bioloSke odgovoreelija, ukljucuju¢i i produkciju
drugih regulatornih molekuléAggarwal i Gurney, 2002). Pritom, bioloski efekat IL-17,
odnosno profil oslobodenih citokina, zavisi od tielija na koje deluje. Glavni geni
koji se aktiviraju nakon delovanja IL-17 kodiraju za proinflamatorne hemokine,
hematopoetske citokine, enzime uBn& u remodelovanje tkiva (MMP, matriks
metaloproteinaze), proteine akutne faze i antimikrobne pegiilka(3) (Gaffen i sar.,
2008; Xu i Cao, 2010).

Delovanje na ekspanziju i hemotaksu neutrofila smatra se karaktenstza
IL-17 (Xu i Cao, 2010). In vivo istrazivanja pokazala su da IL-17 snazno aktivira
neutrofile (Schwarzenberger i sar., 1998), kako putem njihove lozne ekspanzije

regulacijom ekspresije faktora stimulacije rasta granulocitnin kolonija (G-CSF,
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Granulocyte colony-stimulating facfor G-CSF receptoratako i putem regrutovanja
neutrofila posredstvom regulacije ekspresije CXOnobkina. Tako su IL-17RA
deficijentni miSevi jako podlozni bolestima usleéadekvatne regulacije aktivnosti
neutrofila(Kolls i Linden, 2004; Linden i sar., 2005)akaie, putem indukcije sinteze
GM-CSF, IL-17 utée na ekspanziju granulocita i makrofaga kogestvuju u
inflamaciji tkiva.

Zastitna uloga IL-17 u odbrani dotaa od patogenih bakterija pokazana je u
istraZzivanjima u kojima je upodevana osetljivost IL-17R-deficijentnih i kontrolnih
miSeva na bakterijiKlebsiella pneumoniagYe i sar., 2001) Nakon intranazalne
infekcije, miSevi deficijentni za IL-17R imali suopetan broj bakterija u pliima,
poveanu diseminaciju bakterija u jetru, a ukupni stepegrivljavanja zZivotinja bio je
smanjen. Povi@na osetljivost n&. pneumoniaaniSeva deficijentnih za IL-17R bila je
direktno povezana sa odloZzenom regrutacijom ndlarofedukovanom ekspresijom G-
CSF i inflamatornog makrofagnog proteina-2 (MIP{acrophage-inflammatory
protein-2 u plwima nakon infekcije. Pored toga, pokazano je danij nekih
antimikrobnih supstanci, npr. beta-defenzina, maicimekih S100 proteina, koji se
smatraju prirodnim antibioticima u pima, kozi i crevima, zn@mjno poveéan
delovanjem IL-17 na epiteln€elije, Sto obezbi#uje zaStitu od Sirokog spektra
mikroorganizam#gXu i Cao, 201Q)

Poznato je da IL-17 stimuliSe produkciju 13,1 TNFao, IL-6, IL-10, IL-12,
prostaglandina E2, antagonista receptora za ILMIMP-3 u humanim makrofagama
(Jovanové i sar., 1998) Takaie, IL-17 podstie sazrevanje prethodnika dendnth
¢elija misa, stimulisé ekspresiju speciénin  CD antigena na oviméelijama
(Antonysamy i sar., 199970 je ukazalo na ziaj IL-17 u inicijaciji, kao i odrzavanju
imunskog odgovora, s obzirom da upravo derh&icelije prikazivanjem antigena na
Svojoj povrSini zapéinju imunski odgovor, a da makrofage doprinose adahju
intenziteta imunske reakcije.

S obzirom na to da, pored stimulacije produkcijeimftamatornih citokina, IL-
17 indukuje i sekreciju regulatornin molekula k@poljavaju hematopoetske efekte,
poput GM-CSF, G-CSF i IL-6, ovaj citokin je priderz slozenoj mrezi citokina
uklju¢enih u regulaciju procesa hematopoeze i to kadiait&oji povezuje imunski
odgovor sa hematopoezd@owic i sar., 2004; Krstt i sar., 2009; Krst i sar., 2012)
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Prvi rezultati dobijeni u okviru istrazivanja ulogk-17 u procesu hematopoeze
pokazali su da IL-17 stimuliSe granulocitopodEossiez i sar., 1996; Schwarzenberger
i sar., 1998) a kasnije je dokazano da ovaj citokin ostvarw@esbioloSke efekte i u
procesu eritrocitopoezéJowic¢ i sar., 2001; Bugarski i sar., 2004Na osnhovu
dobijenih rezultata utdeno je da IL-17 ne indukuje proliferaciju i difemgaciju
opredeljenih matnih ¢elija hematopoeze samostalno¢ va opredeljene mane ¢éelije
hematopoeze deluje u sinergizmu sa drugim regulaomolekulima i posredstvom
sekundarno indukovanih citokina poput IL-6 i enfoetina(Jowic i sar., 2004; Krs# i
sar., 2009) Pored toga, pokazano je da delovanje IL-17 matigpbsredovano azot
monoksidom (NO)(Bugarski i sar., 2004)i to aktivacijom inducibilne NO sintaze
(INOS) i konstitutivne, endotelske NO sintaze (eNO&o i aktivacijom p38 MAPK
(Krsti¢ i sar., 2009a) Pritom, efekti IL-17 zavise od lozne pripadnoststepena
diferentovanosti ciljnih¢elija. IL-17 stimuliSe diferencijaciju odnosno pfetaciju
opredeljenih¢elija granulocitno-monocitne loze (CFU-GMGolony forming unit —
granulocyte - macrophage(Jowic¢ i sar., 2004) a na opredenjene maie celije
eritropoeze deluje dvojako: zavisno od stepenaowghdiferencijacije stimuliSe rast
mladih eritroidnih progenitora (BFU-EBurst forming fnit - erythroig (Jowi¢ i sar.,
2004; Krstt i sar., 2009) dok inhibira rast starijin eritroidnih progenigo(CFU-E,
Colony forming unit - erythrojd(Bugarski i sar., 2004; Je¥ i sar., 2004) Ispitivanje
reaktivnosticelija kostne srzi na IL-17 kod infekcija i Zenja pokazalo je da efekat IL-
17 na opredeljene matie ¢elije hematopoeze zavisi od stepena njihovog razvoj
diferencijacije, ali i od fizioloSkog/patoloSkogasja organizma. Tako je pokazano je da
se efekti IL-17 ispoljeni tokom oporavka ozeae kostne srzi, razlikuju od efekata
uoc¢enih kod normalnih miSev@dowi¢é i sar., 2001) Takaie, odrdivan je i efekat IL-17
tokom infekcije miSeva crevnim parazitddyphacia obvelat&koja uzrokuje intenzivnu
stimulaciju procesa mijelopoeze i eritrocitopodBaigarski i sar., 2006) Medutim,
efekat IL-17 na opredeljene mate celije hematopoeze kod ovih zivotinja je bio
potpuno izmenjen: IL-17 nije uticao na proliferacBFU-E i CFU-E, i pokazivao je
tendenciju inhibicije rasta CFU-GM.

Navedeni rezultati doprineli su rasvetljavanju mephama putem kojih 1L-17
koordinira stimulaciju granulocitopoeze i inhibicigritrocitopoeze, jer su ukazali na

nain kojim IL-17 tokom inflamacije ili infekcije mozeala preusmerava produkciju
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¢elija hematopoeze u pravcu produkcielija vaznih za normalno funkcionisanje
imunskog sistema, odnosno, da je ovaj citokin odgaw za fini balans iznde

produkcijecelija iz ove dve raztite ¢elijske loze(Krsti¢ i sar., 2012)

1.2.MEZENHIMSKE MATICNE CELIJE

1.2.1. Istrazivanje matinih éelija

Ispitivanja mattnih ¢elija obelezila su tri velika otkia koja su usmerila dalji
tok istrazivanja u ovoj oblasti: (1) Otke postojanja hematopoetskih ntath celija
(HSC, Hematopoietic stem ce)lau kostnoj srzi, (2) Otkée embrionalnih matnih
celija (ESC, Embryonic stem cellsi mezenhimskih matnih celija (MSC,
Mesenchymal stem célls (3) Otkrice gena ,za maitnhost, odnosno nastanak
indukovanih pluripotentnih matih ¢elija (iPS,induced Pluripotent stem céellgSlika
5).

Ernest McCulloh i James Till smatraju se tvorcinaalke o matinim ¢elijama,
zahvaljujui otkricu HSC u kostnoj srzi. Njihova istrazivanja tokom-i0godina, bila
Su posvéena ispitivanju mogtnosti izle&enja letalno ozkgenih miSeva pomu ¢elija
izolovanih iz kostne srziBecker i sar., 1963; Till i sar., 1964)Rezultati ovih
istrazivanja su pokazali ve prezivljavanje ozkgnih miSeva nakon intravenskog
ubrizgavanjacelija kostne srzi. Méutim, jedno drugo saznanje koje je proizaslo iz
njihovih eksperimenata bilo je mnogo bitnije: nakeraenja i ubrizgavanjaelija
kostne srzi, u slezinama miSevailicsu novonastaléelijske kolonije (nodule) vidljive
golim okom. Prisustvo novonastalih kolonija u sheadilo je dokaz da u kostnoj srzi
postoje ¢elije koje imaju sposobnost samoobnove — &naticelije. Na ovaj nain
dokazano je postojanje hematopoetskih &ndti celija ¢ijom diferencijacijom nastaju
sve zreletelije krvi.

Zasluge za otkée stromalnih matnih celija u kostnoj srzi pripadaju
Friedenstein-u i sar. koji su tokom 60-ih i 70-ibdgna proslog veka pokazali da mala
subpopulacij&elija kostne srzi poseduje potencijal za osteoghkfanencijaciju(Bianco

I sar., 2008) Ovecelije su se razlikovale od hematopoetsietija izolovanih iz kostne

10
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srZi, jer su posedovale sposobnost da brzo adheriraju za plasti¢nu podlogu sudova za
¢elijsku kulturu, a njihove ¢elije potomci su imale morfologiju nalik fibroblastima,
ukazujuc¢i na njihovo poreklo iz stromalnog dela kostne srZi. Pored ovih saznanja,
Friedenstein i saradnici su zasluzni i za otkric¢e koje je pokazalo da kada se stromalne
¢elije izolovane iz kostne srzi kultivisu u malom broju, nastaju diskretne kolonije koje
vode poreklo od pojedinac¢nih celija (CFU-F, Colony-forming unit fibroblastic,
[Friedenstein i sar., 1970]). CFU-F test se danas smatra standardnim testom za
odredivanje broja i klonogenog potencijala stromalnih mati¢nih ¢éelija u kostnoj srzi, s
obzirom na to da je broj nastalih kolonija linearno zavisan od broja zasejanih ¢elija. U
daljim istraZivanjima, pokazano je da se in vivo transplantovane stromalne mati¢ne
¢elije izolovane iz kostne srzi mogu diferencirati u razli¢ita skeletna tkiva (kost,
hrskavicu, adipozno tkivo) u eksperimentalnim uslovima. Owen i Friedenstein nazvali
su ovu celiju ,,0steogena maticna celija™ (Friedenstein i sar., 1987) ili ,stromalna

mati¢na celija kostne srzi” (Owen i Friedenstein, 1988).

eOtkri¢e hematopoetskih maticnih celija
Till i McCulloh, PNAS

eOtkrice mezenhimskih mati¢nih celija
Friedenstein i sar., Cell Tiss Kinet

eEmbrionalne mati¢ne Celije izolovane iz blastocista misa
Martin i sar., Proc Nat Acad Sci

ePrva Celijska linija humanih embrionalnih maticnih celija
Thomson i sar., Science

eNastanak indukovanih pluripotentnih ¢elija misa : g
Takahashi i Yamamaka, Cell g

S

Oct3/4 )
eNastanak indukovanih pluripotentnih ¢elija ¢oveka Sox-2
Takahashi i sar., Cell c-Myc
Kifa

SLIKA 5. Pregled znacajnih otkrica u oblasti mati¢nih celija.
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Sled€a etapa u istrazivanju matih celija pctinje otkricem embrionalnih
maticnih ¢elija koje su izolovane iz unutrasSnje mase blastacil981. godine od strane
Gail Martin i saradnika(Martin, 1981) Prva humana embrionaln&lijska linija
postavljena je tek sedamnaest godina kasifijeomson, 1998) Zbog ettkih
kontroverzi koje su izazvala istrazivanja na ESfigdizvori matenih ¢elija postajali
su sve aktuelniji, te su do 2005. godine iz @ adultnih humanih tkiva uspesno
izolovane mezenhimske méte celije.

Najnovije veliko otkrée vezano za mditie ¢elije jeste uspostavljanje metode
kojom se fibroblast miSa moze dediferencirati it¥rai stanje matinosti, uvaenjem
samocetiri gena za ,matnost*: Oct3/4, Sox2, c-Myc i Klf4Takahashi i Yamamaka,
2006) Na ovaj nain nastaju indukovane pluripotentne niag celije. Poslednjih
godina, intenzivho se radi na usavrSavanju metalaP5 sa ciljem da se usavrsi
metodologija kojae biti bezopasna i netoksia za terapijsku primenu. Tal® mnogo
paznje je posuw@no karakterizaciji i ispitivanju MSC za potenanal primenu u

¢elijskoj terapiji, kao i u tkivnom inZenjerstviex vivodiferenciranju organa.
1.2.2. Pojam i dokazivanje mezenhimskih matnih ¢elija

Mezenhim, ili mezenhimsko vezivno tkivo, deo je embalnog mezoderma i
sastoji se iz nespecijalizovaniltelija rastresito raspodenih u Zelatinoznom
varcelijskom matriksu, iz kojeg se razvijaju hematokifki sistem i vezivna tkiva.
Naziv ,mezenhimske maine celije” prvi put je upotrebio Caplan 1991. goding d
opiSe populacijielija u adultnoj kostnoj srzi koje se mogu izoloyamnoziti u kulturi
I stimulisati da se diferenciraju d¢elije tkiva mezodermalnog porek(€aplan, 1991)
Maticne ¢elije su onecelije koje poseduju dve kljme karakteristike koje iltine
posebnim — sposobnost samoobnove i sposobnosemnliigcije. Prema saznanjima
koja imamo danas, MSC ne nastanjuju samo tkiva niezeskog porekla a njihov
potencijal za diferencijaciju prevazilazi tkiva noelermalnog porekla, jer se, izduwe
ostalih, mogu diferencirati i u neurone, ektodemogl porekla, kao i gelije pankreasa,
endodermalnog porekla. Prema tome, pojam mezenhime#to uveliko prihvéen, ne
odrazava pravu prirodu MSC. Zbog toga je ovaj n&esto kritikovan, pa imena koja

se koriste za isti tigelija joS uvek zavise od intrepretacije istraZaau literaturi se
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mogu pronéi i pod nazivom mezenhimske stromaléaije, multipotentne stromalne
¢elije ili multipotentne mezenhimske mate celije (Prockop, 2009; Bianco i sar.,
2008) Ipak, s obzirom na to da je opSte prite, u daljem tekstée se koristiti naziv
mezenhimske maine celije.

TABELA 1. Pregled antigena koji se prema literaturnim padaciprimenjuju za karakterizaciju

mezenhimskih mathih ¢elija. (AT-adipozno tkivo; ZP-zubna pulpa; KS-kostna sKP-krv iz
pupcanika; TP-tkivo pugianika; P-placenta).

Antigen Tip markera Izvor maticnih celija
NEGATIVNI

CD3 AT, ZP

CDh7 AT, ZP

CD10 KS, KP, AT, TP, ZP

CD11b AT, ZP

CD14 KS, KP, AT, TP, ZP, P

CD16 AT, ZP

CD19 ZP

CD20 AT, ZP

CD22 AT, ZP

€b24 Markeri hematopoetskih ¢elija KS, KP, AT, TP

CD25 AT, ZP

CD33 AT, ZP, TP

CD34 KS, KP, AT, TP, ZP, P

CD36 KS, KP, AT, TP, P

CD38 KS, KP, AT, TP

CD45 KS, KP, AT, TP, ZP, P

CDh49d KS, KP, AT, TP, P

CD79 TP

CD133 KS, KP, AT, TP

CD123 P

CD31* Marker endotelskih ¢elija KS, KP, AT, TP, P

SSEA4 Marker ESC KS, KP, AT, TP

HLA-DR KS, KP, AT, TP, P
POZITIVNI

CD13 KS, KP, AT, TP, ZP

CD73* KS, KP, AT, TP, P

CD9O* KS, KP, AT, TP, ZP, P

CD105* KS, KP, AT, TP, ZP, P

€b51 Mezenhimski markeri s

CD146 ZP

HLA-ABC KS, KP, AT, TP, P

SH2 TP

SH3 TP, P

SH4 P

CD56 ZP

CD29 KS, KP, AT, TP

CD44 Markeri za adheziju mezenhimskih celija | KS, KP, AT, TP, ZP

CD166 KS, KP, AT, TP, P

CD49%e KS, TP, P
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Prva prepreka u primeni i uopSte u poznavanju MSESte] njihova
karakterizacija. Danas ne postoji jedinstven sporaaiti univerzalni fenotipski test
kojim se moZe pokazati da selije izolovane iz raztitih tkiva upravo MSC. Broj
povrsinskih markera koji se koristi za dokazivadgentiteta ovihcelija je veliki i koristi
se prilcno proizvoljno. UTabeli 1 su prikazani nazivi povrSinskih antigena koji se
koriste kao pozitivni i negativni markeri MSC. Pdre&oga,celije izolovane iz tkiva,
koje daju primarnu kulturu, nisu uniformne, one kiygedstavljaju heterogenu grupu
¢elija u kojoj se nalaze&elije sa razliitim stepenima opredeljenosti, odnosno sa
razlicitim potencijalom za diferencijaciju. Ako uzmemoobzir princip asimettnih
deoba(Morrison i Kimble, 2006)i propagacije matnih celija, kao i koncept niSe
(Scadden, 2006y kojoj funkcioniSu matine celije, jasno je d&e celijska populacija
izolovana iz tkiva zapravo predstavljati heterogepapulaciju celija razlcitih
fenotipskih i funkcionalnih osobina. Ovaj ,problemiozda i nije tako ozbiljan kada se
u laboratorijskim uslovima ispituju osobine MSC, dagm u klinickim ispitivanjima,
»cistoca”, ili bar definisanost uzorka koji bi se koristia terapiju, od velike je vaznosti.
Sustina funkcionalne biologijeelija koja secesto zapostavlja im vitro istrazivanjima,
jeste ¢injenica da MSC nisu izolovane i nezavisne od &atatrganizma. Naime,
maticne celije treba posmatrati u okviru niSa kojecisgavaju i drugi tipoviéelija,
varcelijski matriks, parakrini molekuli, humoralni sigin fizi¢ki stimulusi, metabotiki
stimulusi, pa i nervna kontrolg@cadden, 2006)S druge strane, i2avanje specitinih
fizioloSkih osobina, signalnih puteva i raznovrsoitgovora humanih matih ¢elija za
sada je jedino modge u kontrolisanimn vitro uslovima. Prema tome, pri interpolaciji
rezultata nain vivo sistem, uvek treba imati na umu kompleksnost boxsinja
maticnih ¢elija u organizmu.

U pokuSaju da se uvedu jedinstvena pravila za karakciju MSC, 2006.
godine, Internacionalno drustvo gelijsku terapiju predlozilo je minimalne kriterijuen
za definisanje MSCDominici i sar., 2006) (1) sposobnost adhezije za plasti
podlogu kojace trajati tokom standardnih uslova kultivacijelija u posudama za
¢elijske kulture; (2) specifha ekspresija povrSinskih antigena: visoka eksjresi
markera specifninh za mezenhimskeelije: CD105, CD73 i CD90, a minimalna
ekspresija markera specifih za hematopoetskelije: CD45, CD34, CD14 ili CD11b,
CD79aili CD19 i HLA klase II; (3) potencijal za rtipotentnu diferencijaciju u pravcu
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najmanje tricelijske loze (osteogene, adipogene i hondrogene) Ipad standardnim

uslovima za diferencijacijin vitro.
1.2.3. Izvori mezenhimskih matnih éelija

U poslednjih petnaest godina, ntat ¢elije razlcitog stepena multipotentnosti
izolovane su iz mnogih adultnih tkiva. Izvori MS@&ztikuju se kako prema brojielija
koje se mogu iz njih izolovati, tako i prema inwamsti metode izolacije i &ke
opravdanosti procedure. Zbogdkth dilema koje je izazvao tien njihovog dobijanja,
ESC se sve manje pominju kao mégterapijski modalitet. Kostna srz se, s druge
strane, dobija invazivnom metodom, koja je bolme ibez rizika za donora. Zbog toga
Su sve viSe u centru paznje tkiva koja se odbaoakon medicinskih procedura i do
kojihn se moze dé& bez ugrozavanja zdravlja donora. Takva su peainat tkiva
(placenta i puana vrpca) koja predstavljaju medicinski otpad makmoraiaja,
adipozno tkivo, koje se talle odbacuje nakon liposukcije ili maksilofacijalnih
operacija, kao i zubna pulpa i periodoncijum, dgilkee moze dé@ tokom rutinskih
stomatoloskih procedui®lika 6).

Kostna srz.Kostna srz je najistrazeniji i najstariji poznavor maténih celija.
Ona predstavlja kompleksnu mikrosredinu koju mozesmatrati i pravim ,domom*
maticnih ¢elija. Sd&injavaju je stromalnetelije mezenhimskog porekla (endotelske
¢elije, fibroblasti, adipociti, osteoblasti, miogidventicijskeelije) i nemezenhimskog
odnosno hematopoetskog porekla. Transplantacijgn&osrzi kao icelijska terapija
hematopoetskih oboljenja pow hematopoetskih i stromalnih matih celija, danas
su nafeXe primenjivani vidovicelijske terapije. lako su matie ¢elije izolovane iz
kostne srzi dugo smatrane ,zlatnim standardomnsalain mattnih ¢elija, ovaj izvor
je poslednjih godina sve manje aktuelan kada jeéanjo izolacija MSC, dok je njegov
terapijski potencijal za dobijanje hematopoetskidtitmih ¢elija neprevazien, i jedini
mogw. Zbog invazivne procedure kojom se dobija kostng &ao i zbog slabe
ekspanzivne m® ovih celija, ovo tkivo su potisnula druga adultna tkiv@aja je
izolacija jednostavnija i bezopasnija za pacijenta.

Vartonova sluz. Smatra se da Vartonova sluz sadzi veliki broj MS@aije

njihova izolacija veoma pouzdar(®ecco i sar., 2009)Vartonova sluz predstavlja
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SLIKA 6. Izvori mezenhimskih mathih ¢elija. Poslednjih godina se za izolaciju MSC sve vise
primenjuju tkiva koja se odbacuju nakon medicinskitocedura i do kojih se moze dilobez
ugrozavanja zdravlja donora, poput dentalnih tkisdjpoznog tkiva, periferne krvi i perinatalnih\ki
(placente i pupanika). Kostna srz je najstariji poznati izvor MSC.

primitivno mukozno vezivno tkivo pyanika koje je pozicionirano iznda amnionskog
epitela i krvnih sudova pdpnika. Ova Zelatinozna masa sastoji se od proteowi i
razlicitih izoformi kolagena. MSC koje se nalaze u Vadeonj sluzi (UC-MSC,
Umbilical cord mesenchymal stem cgl@matraju se primitivnintelijama, koje su,
prema nekim teorijama, zarobljene u matriksu vezgvitkiva tokom svoje migracije
kroz puganik u razvoju, tokom embriogenegBaghizadeh i sar., 2011)C-MSC se
mogu umnoZzavatin vitro do velikog broja pasaza, Sto ¢imi pouzdanim izvorom za
aplikacije koje zahtevaju veliki brogelija. Osim toga, pokazano je da genetske
mutacije, do kojihcesto dolazi uelijskim linjjama ESC umnozavaniim vitro, nisu
karakteristika UC-MSC, koje, naprotiv, pokazujuoka hromozomsku stabilnogta
Rocca i sar., 2009; Troyer i Weiss, 2008rema nekim sazananjima, UC-MSC se
mogu smatrati prelaznim meétim celijama izmeéu embrionalnih i adultnih manih
¢elija, budéi da one pokazuju sve osobine adultnih MSC, atvisgmeno eksprimiraju
neke embrionalne markere, poput gena Nanog, O€-4, odgovornih za sposobnost
samoobnovélLa Rocca i sar., 2009, Taghizadeh i sar., 20IBkaie, pokazano je da
UC-MSC eksprimiraju HLA-A i HLA-G antigene, dok neksprimiraju HLA-DR.
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Ovakva ekspresija MHC molekula ukazuje na njihovwgkun imunogenost, ilcak na
imunosupresivnu sposobnost. Pored toga, La Rosaa(R009)po prvi put su pokazali
postojanje dodatnih mezenhimskih markera u ovaljama, poput Vimentina i alfa-
aktina glatkih migia @SMA, alpha-Smooth muscle ac}jrtakaie neuroektodermalnih
markera (Nestin, GFAP), kao i ranih endodermalnigrkara (GATA-4,-5,-6, HNF4,
cytokeratin-8,-18,-19). Ekspresija navedenih maxrkekazuje na visok potencijal za
diferencijaciju i to u pravcu tkiva koja poti od sva tri klicina listdLa Rocca i sar.,
2009, Wang i sar., 2004%ve navedene karakteristike UC-MSC (jednostavolacia,
dobar prinos, visoka sposobnost ekspanzije, vdlfiirencijacioni potencijal, genetska
stabilnost i niska imunogenost), kao i njihova lakdostupnost i etka
nekompromitovanositine ovecelije idealnim kandidatom za ispitivanja u ciljurpene

u ¢elijskoj terapiji i regenerativnoj medicini.

Krv iz pup ¢anika. Krv iz pupianika sadrzi veliki broj HSC i mali broj MSC
(CB-MSC, Cord blood mesenchymal stem celBvecelije poseduju sve osobine MSC,
I pokazale su se primitivnije u odnosu ¢®dije izolovane iz adultnih tkivéKern i sar.,
2006) Ono Sto se moze smatrati nedostatkom CB-MSC jesfgouzdan prinos
prilikom izolacije. Naime, da bi se dobio dovoljinoj CB-MSC, neophodno je na
poradaju uzeti dovoljnu kotiinu krvi, Sto nije uvek mogie, i nije pod kontrolom
lekara. Koncentracija MSC u krvi pégnika manja je od one u Vartonovoj sluzi ili
placenti, tako d&e ova tkiva u budinosti verovatno zameniti krv iz p&gnika kao
komercijalni izvor MSC.

Adipozno tkivo. Masno tkivo predstavlja atraktivan izvor MSC, j@rovom
slucaju donor moze biti i odrasla osoba u bilo kom #meon dobu. Za potrebe
istrazivanja, ovo je taki® pogodan izvor, s obzirom da se iz tkiva dobijenog
liposukcijom ili iz male kokine masnog tkiva dobijenog nakon maksilofacijalnih
intervencija, moze dobiti dovoljan bréglija.

Dentalna tkiva. Izolacija MSC iz dentalnih tkiva opisana je prwitp2000.
godine (Gronthos i sar., 2000)0MSC su uspesSno izolovane iz zubne pulpec¢nile
zuba, kao i iz periodoncijuma odraslih lju@ung i sar., 2011) tkiva koja se
kontinualno obnavljaju, tako da je prisustvo @it ¢elija u njima neophodno. Izvori
MSC dentalnog porekla su posebno zanimljivi zbolge ladostupnosti i rutinskih

procedura kojima seéelije mogu dobiti.Celije izolovane iz dentalnih tkiva pokazuju
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karakteristétne povrSinske markere, kao i multipotentnu spossbrbferencijacije.
Njihova proliferacija je brza i mogu se umnozawéde puta nego MSC iz kostne srzi ili
adipoznog tkivgAlipour i sar., 2010; Hung i sar., 2011, Huangars 2008)

Periferna krv. MSC u perifernoj krviéoveka su malobrojne, i smatra se da su to
MSC poreklom iz kostne srzi koje putem krvi migpirama mesto regeneracije tkiva
(Valenti i sar., 2008)Zaista se pokazalo da je o¢elije teSko izolovati, te se njihova
primena u terapijske svrhe ne istrazuje koliko M&@rugih izvora. Mdutim, kada se
uspesno izoluju, njihova propagacija je duga i iftab Sto ukazuje na njihovu
primitivnost i visok stepen ,matnosti“ koji vodi poreklo iz kostne srfValenti i sar.,
2008; Cesselli i sar., 2009)

1.2.4. Poreklo mezenhimskih matinih éelija

Veliki broj radova objavljenih u poslednje dve deige doprineo je brzom
napretku u saznavanju biologije MSC, ali i do rgeinekih rezultata. Svedoci smo i
velikog broja uporednih studija osobina niaih ¢elija razlcitog porekla(Wagner i
sar., 2005; Kern i sar., 2006; Ahmadian i sar., 2))koje pokuSavaju da uporede i da
objedine raznovrsne rezultate u jedinstvenu cedimienica. Na osnovu dosadasnjih
saznanja, MSC, koje se mogu izolovati iz gotovdhsatlultnih tkiva, razlikuju se u
zavisnosti od svog izvora, a minimalni kriterijuma znjihovu karakterizaciju je
sposobnost diferencijacije u najmanjectiijske loze.

Velika nepoznanica o matiim ¢elijama jeste njihova nativna distribucija u
organizmu. Opsezno istrazivanje u koje je bilo widdno viSe svetskih laboratorija,
objavljeno 2008. godine, ukazalo je na mawpst perivaskularnog porekla svin MSC
(Crisan i sar., 2008)Naime, u ovom istrazivanju u nekoliko humanihasrg (skeletni
uglavnom periciti, na osnovu povrsinskih markeraodsustva hematopoetskih,
endotelskih i miogenih markera. Perivaskulaéelje, nezavisno od izvora, zadrzavale
Su svoju miogenu sposobnost, istovremeno isk&ezujupotencijal za osteogenu,
adipogenu i hondrogenu diferencijaciju kao i ekspueMSC markera. Na osnovu ovih
saznanja, zaklgeno je da krvni sudovi nose rezerw®dije-progenitore, ukazuil na
mogute poreklo MSC i drugih adultnih matih ¢elija.
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Teorija 0 postojanju dva tipa matih celija sa razliitim fizioloSkim
karakteristikama: hematopoetskih od kojih porekbaescelije krvi i mezenhimskih od
kojih vode poreklo nehematopoetséaije raznih vezivnih tkiva, poslednjih godina je
takale dovedena je u pitanje. Naime, nekoliko laborgtopokazalo je da se
hematopoetske madtie ¢elije mogu diferencirati u mezenhimska tkiva, tfiliroblaste,
miofibroblaste, adipocite, osteoblaste i hondro¢Bera i sar., 2009; Ogawa i sar.,
2010) Koncept prema kome i vezivna tkiva vode porekibHSC kontradiktoran je
trenutno prihvéenom misljenju da samo od MSC mogu nastati navedeovi
mezenhimskiltelija. Mehanizmi diferencijacije HSC u mezenhimskiaa, kao i odnos
izmeiu HSC i MSC u smislu sposobnosti obnove tkiva tebd da se izie i razjasne
(Sera i sar., 2009)Moguce je da postoje dvostruki izvori mezenhimssgtija, tj. HSC
I MSC. Takate je mogude da su i HSC i MSC potomci joS primitivnije miate celije.
Prema misljenju Ogawg@010) MSC nisu prave maitne ¢elije i vode poreklo od HSC.
Bitan praktéan doprinos istrazivanja koja se bave otkrivanjeonekla MSC jeste i
mogunost primene HSC u terapiji raglih oSteenja i oboljenja vezivnih tkiva.
Ocigledan nedostatak vivo eksperimenata u ispitivanju humanih MSC onendagje
da se sagleda njihovo ponaSanjsitu, Sto bi olakSalo pronalazenje odgovora na brojna
pitanja o poreklu oviltelija.

Otkrice iPS dodatno je zakomplikovalo dogmu o HSC i MS&aznanja o
transdiferencijaciji opredeljenibelija iz jednog u drugi tip, n. pr. miocita u neneo
(Sarig i sar., 2010)li ¢elija jetre ucelije pankreasdAviv i sar., 2009) pa i uveliko
poznata epitelno-mezenhimska tranzicija, koja &ed& moze odvijati i u suprotnom
smeru (Boyle i sar., 2011)potviduju joS jednom neverovatnu sposobnéslija da
komuniciraju sa svojom okolinom, da se adaptirajwa usmere svoj potencijal
proliferacije i diferencijacije u skladu sa r&#iim potrebama organizm@hua i sar.,
2011)

Nezamenljiv model u istrazivanju delovanja citokima céelijske funkcije,
posebno kada je u pitanju rasvetljavanje signainiteva, predstavljajdelijske linije.
Kada je ré o istrazivanjucelijske diferencijacije mezenhimskibtelija, jedna od
nage&e korig€enih ¢elijskih linija jeste linija misjih mioblasta, naama C2C12. Ove
¢elije dobijene iz migia miSeva obolelih od mi&e distrofije imaju meznhimsko

poreklo i sposobnost diferencijacije u najmanjgteavca: u pravcu miogene, osteogene
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I adipogene diferencijacijAsakura i sar., 2001)Ovakve osobine C2C1élija, pored
onih koje su karakterigine za svakuelijsku liniju, poput brze proliferacije, visoke
ekspanzivnosti i stabilnosttine ovu ¢elijsku liniju veoma pogodnom za ispitivanje

molekularnih mehanizama ukgenih u proceselijske diferencijacije.
1.2.5. Diferencijacija mezenhimskih ma#nih ¢elija
1.2.5.1. Miogena diferencijacija mezenhimskiléelija

Procestelijske diferencijacije nije ograten na embrionalnéelije i tkiva tokom
razvica, Sto potutuje i samo postojanje matiih ¢elija u adulthom organizmu. Adultna
tkiva imaju sposobnost reparacije i remodeliraajggdno od najintenzivnije izavanih
tkiva u oblasti regenerativne biologije jeste sk®de miStno tkivo. Embrionalne
skeletne miogenéelije nastaju od progenitorskitelija smeStenih u somitima kao
odgovor na signalne molekule iz susednih embriohastruktura. Adultne miogene
¢elije, koje su aktivnhe tokom postnatalnog razvojaegeneracije miga, pottu
uglavnom od specijalizovanih miogerdélija koje se pojavljuju tokom kasnog fetalnog
razvica - satelitskinéelija, lokalizovanih izméu bazalne lamine i sarkoleme néisng
vlakna(Parker i sar., 2003)Satelitskeelije su najzn&ajnije za regeneraciju o$enog
miSi¢nog tkiva(Bryson-Richardson i Currie, 20083 novija istrazivanja su ukazala na
to da i druge populacije adultnih matih ¢elija mogu wdestvovati u regenerativnoj
miogeneziParker i sar., 2003)

Miogena diferencijacijg@elija odrelena je aktivha&i specifénih transkripcionih
faktora sa zajedtkim imenom miogeni regulatorni faktori (MRMyogenic regulatory
factorg, koji u sadejstvu sa plejotropnim transkripcionfaktorima i epigenetskim
regulatornim mehanizmima kontroliSu ra&i miSta i njihovo postnatalno
remodeliranje $lika 7) (Braun i Gautel, 2011, Bryson-Richardson i Curriz08)
Opredeljenost i terminalnu diferencijaciju u nirge celije reguliSu ¢etiri miogena
regulatorna faktora: Miogeni faktor 5 (MyfMyogenic factor B regulatorni faktor 4
speciftan za misie (Mrf4, Muscle-specific regulatory factor )4 protein za
determinaciju mioblasta (MyoDMyoblast determination proteini miogenin. Ovi

transkripcioni faktori aktiviraju brojne gene kgu odgovorni za iniciranje miogene
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diferencijacije(Braun i Gautel, 2011, Bryson-Richardson i Curr908) Aktivacija
gena indukovana pomenutim regulatornim faktorimaijadse paralelno ili nishodno od
transkripcionih fakrora Pax@®aired box gene 3)Pax7, u zavisnosti od faze miogeneze
u embrionu ili adulthom organizm(@ryson-Richardson i Currie, 2008MyoD i Myf5

su transkripcioni faktori spectini za miSée, koji s&injavaju regulatornu
transkripcionu mrezu koja se nalazi u osnovi opjedesti i diferencijacije mignih
¢elija. Nepravilno funkcionisanje ove transkripcioneeze onemogava formiranje
skeletnih mi&ta. Dok se Myf5 i MyoD uglavnom smatraju Zagim za opredeljenost,
miogenin je esencijalan za terminalnu diferencgjjaopredeljenih mioblasta. Mrf4 ima
dvostruku ulogu: gena odgovornog za diferencijaéglija koje sazrevaju, ali je talle
eksprimiran u nediferenciranim proliferi8m ¢elijama u kojima moze imati ulogu gena
za opredeljenost. Signali koji prethode aktivadfiRF (transkripcioni faktori i
ekstracelularni signali) zdajno se razlikuju prema anatomskoj lokaciji, madanski
molekularni mehanizmi pregli (Braun i Gautel, 2011)

Adultna
maticna celija

MyoD

Mioblast

Pax7 . Wnt
Shh

A 4

Satelitska celija

Miogeni

Misiéno tkivo

SLIKA 7. Miogeneza u regeneraciji adultnog niifg tkiva.Pax7 protein je neophodan za sazrevanje
satelitskihcelija. U slwaju oStéenja misénog tkiva dolazi do aktiviranja regulatornog fakéokMyoD

u satelitskimcéelijama i njihove usmerene diferencijacije u miogerekursoréelije. Potom u ovim
¢elijama dolazi do poviSene ekspresije faktora zeedeljenost Myf5 i MyoD. Pritom, Myf5 ima ulogu
u proliferaciji mioblasta, dok MyoD ima ulogu u eliéncijaciji mioblasta. Adultne MSC taf® mogu
da se diferenciraju u mioblaste u odgovor na i signalne molekule, poput Wnt i Shh (sonic
hedgehog), koji su zdajni za embrionalnu miogenezu. Terminalna diferf@oga u miocite zahteva
ekspresiju transkripcionog faktora Miogenina i MRHAZmenjeno iz Parker i sar., 2003; Nat Rev
Genet.
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Tokom embrionalnog razéa, miStna masa se povava prevashodno
zahvaljujui proliferaciji mioblasta. Postnatalno, proliferata sposobnosielija opada,
vlakana, dok satelitskeelije preuzimaju ulogu u regeneraciji tkiva. Tokoegeneracije
miSi¢énog tkiva, satelitskeelije eksprimiraju miogene regulatorne faktore fgas
natin kao i mioblasti tokom raz¥a mista. Ovecelije proliferiSu, zatim migriraju da bi
njihovom meiusobnom fuzijom nastale miotube koje dalje sazrevaiofibrile, ili se
fuzioniSu sa ostenim segmentima mi&iih vlakanaMorgan i Partridge, 2003)Pored
toga, pokazano je da satelitskelije imaju sposobnost samoobnavljanja, kao i
sposobnost diferenciranja u néise ¢elije in vivo (Blaveri i sar., 1999)

Inflamatorna oboljenja miSiéa. Razumevanje uloge citokina u procesu
miogene diferencijacije od posebne je vaznostiazamevanje inflamatornih oboljenja
miSi¢a. Visoka ekspresija IL-17 prirdena je u raznim autoimunskim i inflamatornim
oboljenjima, poput astme, reumatoidnog artritis@sperimentalnog autoimunskog
encefalomijelitisa, kolagenom indukovanog artritisadrugih. Polimiozitis (PM) i
dermatomiozitis (DM) su hro&ina oboljenja migia, za koja se pretpostavlja da imaju
autoimunsko poreklo, &iji je finalni ishod destrukcija mighog tkiva (Hak i sar.,
2011) Za oba oboljenja karakterigtia je infiltracija inflamatornih celija i
proinflamatornih citokina u mié&no tkivo (Tournadre i Miossec, 2012)lako
mehanizmi razvoja bolesti nisu razjasnjeni, dosajdaspitivanja navode na zakdjak
da se radi o autoimunskim oboljenjima, s obziromtmala su u mignim celijama
detektovana autoantitela, poviSena ekspresija MHQmdlekula i T ¢elijama
posredovana citotoksiost. U infiltratima limfocita u PD/DM mighom tkivu,
prisustvo dva kljgna citokina, interferory (IFN-y) koga sintetiSu ThZkelije i IL-17
koga sintetiSu ThlZelije, ukazuje na povezanost aktiviraninédlija sa patologijom
oboljenja. Pored toga, Thl i Thl7 proinflamatorniokini prisutni u obolelom
miSicnom tkivu povezuju se i sa migracijom, diferendj@m i sazrevanjem

inflamatornih¢elija, ukljucujuci dendriticne ¢elije (Tournadre i sar., 2010)
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1.2.5.2. Osteogena diferencijacija mezenhimskitelija

KosStano tkivo je sastavljeno od specijalizovaddiija i vartelijskog matriksa
koji nakon deponovanja kalcijum hidroksiapatita tages mineralizovan. Kostano tkivo
se nalazi u stalnom procesu remodeliranja kojiudkije tri tipa ¢elija: osteoblaste -
¢elije koje sintetisu koStani matriks, osteoklaséelje ukljucene u resorpciju koStanog
tkiva i osteocite - terminalno diferenciratelije koje su zapravo osteoblasti zarobljeni
u lakunama koStanog matrikqgaetano-Lopes i sar., 20Q7)Ravnotezu izmiu
formiranja i resorpcije koStanog tkiva odrzava cglimmeiu ova tri tipacelija koStanog
tkiva. Naime, osteoblasti sintetiSu faktore kojguéSu diferencijaciju osteoklasta, dok
osteociti sintetiSu faktore koji reguliSu aktivnasbsteoblasta i osteoklasta. Na ovaj
natin omoguteno je da kost konstantno biva resorbovana odestrateoklasta, a potom
zamenjena aktivnés osteoblasta u procesu remodeliranja.

Osteoblasti potu od mezenhimskih prekursora zajetih i za hondrocite,
mioblaste i adipocite. Diferencijacija osteoblagtakompleksan proces tokom kojeg
dolazi do vremenski organizovane aktivacije spewifi transkripcionih faktora koji
reguliSu ekspresiju od#enih gena i na taj ke definiSu fenotip osteoblast&l{ka 8).
Aktivacija gena za dva transkripciona faktora, Re/@bfal(Runt-related transcription
factor 2/Core-binding factor subunit alpha-1)Osterix (Osx) smatra se kfnom za
diferencijaciju osteoblasta, a odsustvo bilo kopeova dva gena rezultuje potpunim
odsustvom mineralizovanog skeletéStains i Civitelli, 2003) Mnogi drugi
transkripcioni faktori identifikovani su u regul@cifunkcije osteoblasta, poput
homeoboyproteina: MSX1, MSX2, DLX3 i DLX5glanova AP1 familije; C/EBP beta,
CBFB, Twist, kao i efektorabeta-catenin/Wnsignalnog putgStains i Civitelli, 2003,
Harada, 2003) Takaie, familija faktora rasta pod nazivom morfogenetskiteini kosti
(BMP, Bone morphogenetic proteinsnedijatori su signala esencijalnin za potpunu
diferencijaciju osteoblasta. Rani marker-proteiteogeneze, eksprimiran u nepotpuno
diferenciranim osteoblastima jeste alkalna fostatgl P, Alkaline phosphatagedok
diferencirani osteoblasti eksprimiraju samo dvacgpaa transkripta, Runx2/Cbfal i
Osteokalcin, inhibitor funkcije osteoklasta koji jeksprimiran samo u potpuno
diferenciraniméelijama(Caetano-Lopes i sar., 20Q7)
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Mezenhimska Osteo-hondro Prelazni
maticna celija progenitor osteoblast
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SLIKA 8. Osteogena diferencijacija mezenhimskih grah ¢elija. Osteoblasti potiu od mezenhimskih
prekursora zajedwkih i za hondrocite, mioblaste i adipocite. BMP fijmnfaktora rasta od znéaja je

za potpunu diferencijaciju osteoblasta. Aktivacgana za transkripcione faktore, Runx2/Cbfal i
Osterix smatra se kljtnom za diferencijaciju osteoblasta. Alkalna fosfatd ALP) predstavlja rani
marker protein osteogeneze i eksprimirana je u tmpw diferenciranim osteoblastima, dok
diferencirani osteoblasti eksprimiraju samo dva dfiéna transkripta, Runx2/Cbfal i Osteokalcin
(Okc). Izmenjeno prema Wagner i Aspenberg, 20115 Acthopaedica.

Runx2/Cbfal je Kljani transkripcioni faktor za diferencijaciju osteabla.
Tokom embrionalnog razéa, Runx2/Cbfal je eksprimiran neposredno pre
diferencijacije osteoblasta, i to samo u mezenhimséelijama predodidenim da
postanu hondrociti ili osteoblasti. Nakon toga,peksija ovog transkripcionog faktora
ograntena je na osteoblaste i neophodna je za eksprpejigina speciéinin za
osteoblaste, poput Osteokalcif@aetano-Lopes i sar., 200RRunx2/Cbfal-deficijentni
miSevi nemaju osteoblaste ali imaju sposobnostijeaga hrskavicgDucy i sar., 2000Q)
Putem regulacije ekspresije Osteokalcina u oststibla, Runx2/Cbfal kontroliSe
formiranje kosStanog tkiva. Mesta za vezivanje Ru@X?al takde su prisutna u
regulatornim sekvencama dmee gena koji su neophodni za sintezu dedijskog
matriksa. Transkripcioni faktor Osx deluje nishodod Runx2/Cbfal u indukciji
diferencijacije osteoblasta. Osx-deficijentni miSeazvijaju skelet normalnog oblika

koji se sastoji samo od hrskavice, bez osteobiastaeralizovanog matriksa.

Inflamatorna oboljenja koStanog tkiva. Uloga i mehanizam delovanja IL-17
na destrukciju koStanog tkiva u reumatoidnom astrit potvdena je brojnim
istrazivanjima. Thl7¢elije imaju stimulatorni efekat na osteoklastogenezigraju

vaznu ulogu u patogenezi RA posredstvom IL-17, ddkKL i Th2 c¢elije imaju
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inhibitorni efekat na osteoklastogenezu posredstvom yiIANH.-4. IL-17 indukuje
ekspresiju liganda za receptor aktivator NF-kB (RANHKeceptor activator of nuclear
factor kappa-B ligand) na sinovijalnim fibroblastima mezenhimskog porekla, ali takode
aktivira lokalnu inflamaciju koja dovodi do poviSene sinteze proinflamatornih citokina
poput TNFe, IL-1 i IL-6 u sinovijalnim makrofagama. Ovi citaki aktiviraju
osteoklastogenezu ili direktnim delovanjem na prekursore osteoklasta ili indukcijom
ekspresije RANKL-a na sinovijalnim fibroblastima. Thi&lije takod& eksprimiraju
RANKL na svojim ¢elijskim membranama, na tajda dodatno doprinose povetanju
osteoklastogenez@affen, 2009; Okamoto i sar., 2011). Manje je poznato da li IL-17
ucestvuje u patogenezi ektdpe osifikacije u skeletnim mi&ma, karakteristine za
odreiena oboljenja kod ljud{Hashimoto i sar., 2007; McCarthy i Sundaram, 2005;
Yamashiro i sar., 2004) do koje dolazi zbog neadekvatne diferencijacije multipotentnih

celija.
1.2.6. Uloga interleukina-17 u biologiji mezenhimskih matiénih ¢elija

Ubikvitarna ekspresija receptora za IL-17 proSiruje oblast delovanja ovog
citokina izvan dobro poznatih imunskih funkcija, otkrivajofegovu ulogu welijskim
procesima poputelijske proliferacije i diferencijacije. Poslednjgodina, istrazivanja
efekata IL-17 na mezenhimskelije dovela su do rezultata koji pofwju da bioloski
odgovor¢elija na dejstvo IL-17 zavisi od njihovog tipa. laj@IL-17R eksprimiran na
gotovo svim ¢elijama u organizmu, njegova ekspresija je posebimspka na
fibroblastima i¢elijama nalik fibroblastima koje se nalaze u kosta@i (Yao i sar.,
1995; Fossiezi sar., 1996). Pokazano je da je IL-17 faktor rasta za miSje i humane MSC
(Huang i sar., 2006; Huang i sar., 2009, Mojsilovi¢ i sar., 2011). Uoceno je da un
vitro uslovima MSC izolovane iz kostne srzi miSaveéka kultivisane u prisustvu IL-17
pokazuju povéanu sposobnost za formiranje CFU-F. Takodl prisustvu ovog
citokina, prim&ene su gigantske kolonije, nastale zahvaljuggosobnosti IL-17 da
indukuje proliferaciju MSC(Huang i sar., 2006). S obzirom na to da IL-17 nije
eksprimiran ili je nisko eksprimiran u ¢elijama u normalnim fizioloSkim uslovima, on
se smatra citokinom koji w&stvuje u brzongelijskom odgovoru, te da se eksprimira u

odgovoru na infekcije, kada ima ulogu da pospeSi imunski odgovor orgarfiria
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sar., 2001; Huang i sar., 2004bako je IL-17 stimulisao proliferaciju humanih N@Sn
vitro u eksperimentima Huang i sq2006) da bi ostvario isti efekat na ekspanziju
CFU-Fin vivo bilo je neophodno prethodno o&aje hematopoetskog sistema, koje je
ostvareno mijeloablativnim dozama &eaja. Stoga je zakljgno da je naruSavanje
homeostaze u hematopoetskoj mikrosredini neophopeeduslov koji pokrée
stimulatorni efekat IL-17 na ekspanziju MSR vivo. Pored toga, moge je da za
ispoljavanje svojih efekata IL-17 zahteva prisustiomlatnih kofaktora, n. pr. Faktora
rasta fibroblasta (FGFFibroblast growth factor i drugih citokina. Zréenje koje
dovodi do oStéenja tkiva takde stimuliSe raztite mehanizme za reparaciju tkiva
putem indukcije oslolanja raznovrsnih proinflamatornih citokina (TNF-1LI1L-6 i
SCF,Stem cell factgr(Huang i sar. 2006)

IL-17 takaie ima ulogu finog regulatora diferencijacije MS8lika 9), budui
da je pokazano da stimuliSe osteogenu diferengijdaimanih MSC(Huang i sar.,
2009) kao i da je ukljgen u proces remodeliranja kost{@hen i sar., 2008)S druge
strane, IL-17 je inhibirao adipogenezu humanih M$Greklom iz kostne srzi,
istovremeno stimuligti lipolizu u diferenciranim adipocitiméShin i sar., 2009)Ipak,
mehanizmi i zn&j delovanja IL-17 na diferencijaciju mezenhimskéiija jos uvek su

nedovoljno istrazeni, posebno njegova uloga u rmopdiferencijaciji.

A =

Osteoblast Mezenhimska Adipocit
matic¢na éelija

Miociti

SLIKA 9. Efekti IL-17 na diferencijaciju multipotentnih ma#amskihéelija. Dosadasnja istrazivanja
ukazala su na zmaj IL-17 u diferencijaciji mezenhimskildelija. IL-17 stimuliSe osteogenu
diferencijaciju i inhibira adipogenu diferencijacij mezenhimskikéelija, dok njegovo &eSe u
miogenoj diferencijaciji mezenhimskitlija joS uvek nije istrazeno.
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1.3.ENDOTELSKECELIJE

Prvi funkcionalni organski sistem koji se razvijaodk kicmenjaka jeste
cirkulatorni sistem, neophodan za adekvatno snabgev tkiva kiseonikom.
Vaskulatura nastaje tokom tri glavidalijska procesa: vaskulogeneze, angiogeneze i
arteriogenezeVaskulogeneza, procaese novoformiranja krvnih sudova, omogava
nastanak prvih krvnih sudova u primarnoj vaskulameezi. Angiogeneza, formiranje
krvnih sudova iz prethodno postéije, omoguéava snaznu ekspanziju vaskularne
mreze, dok u procesu arteriogeneze dolazi do gaoya dijametra arterijalnih sudova
kao odgovor na povan protok krvi. Cirkulatorni sistem nastaje i reratiwh se tokom
ova tri procesa putem kojih nastaje komleksan msidtevnih sudova koji posreduje u
mnogobrojnim vitalnim fizioloSkim procesima poputabdevanja tkiva kiseonikom i
nutrijentima, odstranjivanja otpadnih materija, mkom odgovoru, regulaciji
temperature i odrzavanju krvnog pritiska.

Pored toga Sto predstavija glavni mehanizam vasgkaldje tkiva tokom
embrionalnog razvoja, angiogeneza je neophodn&anmoregeneracije i reparacije
tkiva, a takde moze biti ukljgena i u patoloSke procese. Angiogeneza je kompteksa
proces koji zahteva koordinacijdelijske proliferacije, diferencijacije, migracije,
adhezije ¢elija za vakelijski matriks, kao i signalizaciju izmedjéelija tokom
morfogeneze tkiva(Adams i Alitalo, 2007) Unutrasnjost lumena krvnih sudova
oblozena je slojem endotelskielija koje w&estvuju u regulaciji protoka hranljivih
materija, raznovrsnih bioloski aktivnih molekulaamih ¢elija krvi. Uloga selektivne
barijere endotela ostvaruje se zahvaljujprisustvu membranskih receptora za brojne
molekule, poput proteina (n.pr. faktora rasta, pegulantnih i antikoagulantnih
proteina), molekula koji ¢estvuju u transportu lipida, metabolita (n.pr. N&erotonin)

i hormona, kao i putem spe¢ifiih proteina i receptora preko kojih se ostvarupzes
izmedu celija i izmeiu celija i varcelijskog matriksa(Cines i sar., 1998)Endotelske
¢elije reaguju na fizgkke i hemijske stimuluse unutar cirkulacije i re§ulihemostazu,
tonus krvnih sudova, imunski i inflamatorni odgavBored toga, ovo su kijoe ¢elije
u procesu angiogeneze i vaskulogené€gempio i sar., 2002)Endotelskecelije su
nage&e u stanju mirovanjéFong, 2009; Mufioz-Chapuli i sar., 2004 eiutim, brojni

stimulusi koji potéu iz njihove mikrosredine mogu ih navesti da postepformiraju
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nove krvne sudove, i da u tom procesu produ kroz stadgelijske proliferacije,
povetane otpornosti ka apoptozi, migraciju i, kéna, diferencijaciju i formiranje nove
vaskulature (Mufioz-Chapuli i sar., 2004)Najzna&ajniji molekul koji kontroliSe
morfogenezu krvnih sudova jeste vaskularni endotelski faktor rasta (V¥&deular
endothelial growth factgrkoji je neophodan za hemotaksu i diferencijaciju prekursora
endotelskih ¢elija, proliferaciju endotelskin¢elija, njihovu organizaciju u krvnim
sudovima, kao i za angiogenezu ukgaéi u remodeliranje tkiva. Neke od ovih uloga
jednako su vazne za rast krvnih sudova u adulthom organizmu kao i u tkivu tumora
(Adams i Alitalo, 2007)Pored VEGF familije, regulacija procesa angiogeneze ostvaruje
se i posredstvom FGF-agdgehogfamilije signalnin molekula, neutrofilina i faktora
transformacije rasta (TGE;-Transforming growth factor betgAdams i Alitalo, 2007;
Patel-Hett i D"Amore, 2011, ten Dijke i Arthur, 2007)

Danas se za istrazivanje r&#ih funkcija endotelskirtelija, a posebno u svrhu
rasvetljavanja molekularnih mehanizama uldinih u bioloSke odgovoréelija koriste
endotelsketelijske linije, razltitog porekla. EA.hy 926, jéesto primenjivanaelijska
linija koja je nastala fuzijom endotelskéelija iz humane umbilikalne vene (HUVEC,
Human umbilical vein endothelial cellsa humanomtelijskom linijjom karcinoma
(Emeis i Edgell, 1988)Ove ¢elije ostvaruju funkcije karakterigtie za diferencirane
endotelsketelije, Sto ih¢ini pogodnim za ispitivanje uticaja raatih citokina na proces

angiogeneze, kao i molekularnih mehanizama u&hitt u ovaj proces.

1.3.1. Bioloski efekti interleukina-17 na endotelskedlije

Uloga IL-17 u procesu angiogeneze ispitivana je&et@¢ u kontekstu raznih
oboljenja poput reumatoidnog artritigdoran i sar., 2011; Pickens i sar., 2010)
tumora(Liu i sar., 2011; Murugaiyan i Saha, 2000akutnog koronarnog sindroma
(Zhu i sar., 2011) Prema dosadasnjim saznanjima, IL-17 stimuliSe angiogenezu,
migraciju i invazivnost humanih dermalnih endotelsidélija, kao i migraciju i
reorganizaciju citoskeleta sinovijalnih fibroblasta u reumatoidnom artriaran i
sar., 2011) S obzirom na to da IL-17 indukuje angiogenezu u zglobovima obolelim od
reumatoidnog artritisa, ovaj citokin se smatra potencijalnom farmakoloSkom metom za

terapiju ovog oboljenj@Pickens i sar., 2010)S druge strane, smatra se da IL-17 moze
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biti odgovoran za apoptozu i disfunkciju vaskularendotelskit€elija, koja u finalnom
iIshodu moze dovesti do patogeneze ateriosklgidze i sar., 2011)Pored toga, I1L-17
stimuliSe angiogenezu i predstavlja marker loSgpoae za tumor debelog creftau i
sar., 2011) Medutim, pokazani su i drugai efekti IL-17, koji ispoljava dvostruku
ulogu u razvoju tumora, jer s jedne strane, indelaggovor citotokgnih T ¢elija Sto
rezultuje smanjenjem tumora, dok s druge stranekm@ angiogenezu povezanu sa
rastom tumora. U studiji o ulozi IL-17 na procegiageneze Numasaki i s§2003)su
ukazali na zn&ajne efekte ovog citokina jer je IL-17 je stimubsaast tumora i to
putem indukcije angiogeneze. éksperimentu u kome su tumorstadijske linije koje
su prethodno retroviralnom transdukcijom modifikogatako da sintetiSu visoke
koncentracije IL-17, transplantovane u miSeve unkajje pra&en rast tumora, IL-17 je
stimulisao neovaskularizaciju mrezégapacova, stimulisao tubulogenezu i migraciju
humanih endotelskikelija kao i produkciju proangiogenih faktora, poMEGF i NO

od strane fibroblasta i tumorskdelija. Pomenuti rezultati ukazali su na to da jelll

shazan proangiogeni citokin.
1.3.2. Zn&aj stepena oksigenacije za bioloske efekte citokina

Pored uticaja parakrinih faktor@Mufioz-Chapuli i sar., 2004)na funkcije
endotelskih¢elija utice i adekvatna oksigenacija tkiva, koja varira i2zm@.5% i 14%,
zavisno od specifnog tipa tkiva(lvanovi, 2009a; Fong, 2009)Za veinu celijskih
tipova optimalna koncentracija kiseonikadeese u rasponu izrde 3% i 6%(lvanovi,
2009) S obzirom na to da su ove vrednosti¢apao ispod nivoa kiseonika u atmosferi,
ove koncentracije kiseonika se mogu smatrati ofadkom hipoksijon{Fong, 2009)li
in situ normoksijom(lvanovi;, 2009a) Medutim, gotovo svan vitro istrazivanja danas
obavljaju se u prisustvu 20%,Ckoncentraciji koja uveliko premasSuje vivo uslove.
Takade, poznato je da se efekti koje raiicitokini ostvaruju nacelijske funkcije
razlikuju u zavisnosti od koncentracije kiseonika kojoj su vrSeni eksperimenti,
posebno kada su u pitanju ndat ¢elije hematopoez@vanovi, 2009; Krstt i sar.,
2009; Kovaevic-Filipovi¢ i sar., 2007) Stoga ispitivanje delovanja citokina u tzv.
uslovima hipoksije moze biti od z¥fsa za razumevanje njihove uloge vivo

(lvanovié, 2009) Ukoliko uzmemo u obzir stimulativni efekat IL-li7hipoksije na
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angiogenezu, lognho bi bilo a@ekivati daée zajedniko delovanje ovakvih uslova
pojatano stimulisati angiogenezu endotelskilija. Maiutim, do sada nisu poznata
istrazivanja koja analiziraju istovremeni uticagke koncentracije kiseonika i IL-17 na
ponaSanje endotelskiéelija. Zna&aj ovakvih istrazivanja lezi i &injenici da neka
hronikna inflamatorna oboljenja koja uk§uju prisustvo IL-17 nastaju u hipoksim
uslovima, poput reumatoidnog artritisa i psorijaae) okviru kojih dolazi do patoloSke
angiogenezgHeidenreich i sar., 2009)Takaie, poznato je da u slaju ishemijske
povrede (hipoksni uslovi) citokini i hemokini aktiviraju lokalni mdotel u oStéenom
tkivu i privlace endotelske prekursore koji adheriraju za aktiviendotel, proliferiSu i
stvaraju nove krvne sudoy&epper i sar., 2005)

1.3.3. Diferencijacija mezenhimskih ma#nih ¢elija u endotelskecelije

Vaskularizacija je neophodna za regeneraciju tkivaredstavlja jedno od
centralnih pitanja u regenerativnoj medicini, bil@ je u pitanju revaskularizacija
oSte&enog tkiva ili neovaskularizacija sin@&ih transplanata  dobijenih
bioinzenjeringom. Za uspostavljanje vaskularizaaijeba navedena slaja, kljucni su
slicni procesi. Dok je proces angiogeneze u iskeom tkivu jako dobro istrazen,
razvoj novih krvnih sudova ex vivo proizvedenom tkivu joS uvek nailazi na velike
prepreke, iako je cilj isti i odnosi se na primeyanovnih principa neoangiogenezeu
vitro uslovima. Trenutno postoji nekoliko strategijanisfupu ovom problemu koje se
testiraju u svrhu vaskularizacije tkiva stimulaoicangiogeneze i one obuhvatajo:
vivo i in vitro pre-vaskularizaciju tkivan vitro delovanje citokina i hemokina i drugih
molekula koji indukuju angiogenezu, ili primenu sii€nih ¢elijskih ko-kultura koje
simuliraju in vivo uslove za vaskularizaciju tkivaNovosel i sar., 2011)Pored toga,
rasvetljavanje mehanizama ulkignih u endotelsku diferencijacigelija moze takde
dovesti do saznanja koja bi se mogla primeniti zskularizaciju ostenih ili
bioinZenjeringom dobijenih tkiva.

Pored otkrivanja adekvatne stimulacije endotelskilelija da deluju
proangiogeno, posebna paznja se pageei dobijanju potrebnog broja endotelskih
¢elija koje se mogu kligki primeniti. Populacija mononuklearnitelija u perifernoj

krvi sadrzi i endotelske progenitdrelije koje imaju sposobnost diferencijacije u
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endotelskecelije krvnih sudova i koje su neophodne za postataaskulogenezu
(Asahara i sar., 1997; Asahara i sar., 1999Jedutim, broj cirkuliSu¢ih endotelskih
progenitora je mali, a njihova mobilizacija iz kestsrzi se deSava u uslovima stresa,
poput ishemije miokardijuma ili udova. Za potrekivog inZenjerstva takie je vazno
obezbediti povoljan izvor endotelskitelija koje née izazvati imunsku reakciju i
odbacivanje transplant@oensuu i sar., 2011)5toga se, imafu u vidu dostupnost i
povoljne karakteristike MSC, oweelije poslednjih godina ove swe&e spominju kao
povoljan izvor za dobijanje diferenciranih endaktéis ¢elija. MSC bi mogle, u
terapijskom smislu, omogiti primenu autologniktelija, dok niska imunogenost MSC
izolovanih iz pupanika moze omoditi i njihovu alogenu primenu. Metode koje se
nage&e koriste zan vitro endotelsku diferencijaciju zahtevaju primenu bitojiaktora
za indukciju endotelske diferencijacije, Stoc¢ini skupim i dugotrajnim, dok neki od
njih ne zadovoljavaju kriterijume za potencijalnmplantaciju u humane pacijente.
Stoga bi bilo od zn@mja razviti jednostavan protokol bez ksenogenihtdiak koji bi
omoguio reSenje za primenu ovitelija u rekonstruktivnim intervencijam@oensuu i
sar., 2011)

1.3.3.1 TGF$ superfamilija

TGFJ superfamilija uklj@¢uje veliki broj faktora stinih po strukturi i funkciji
sa ulogom multifunkcionalnih regulatora u raznoursiioloskim procesimaClanovi
TGF{$ superfamilije destvuju u morfogenezi, embrionalnom razvoju, regiila
imunskog odgovora, regeneraciji tkiva, inflamacifazvoju kancergGordon i Blobe,
2008; Santibafiez i sar., 2011y poslednjoj deceniji TGB-superfamilija opisana je
kao glavna komponenta regulatorne mreZe koja arkesipredeljenost i diferencijaciju
maticnih ¢elija. Plejotropni efekti TGHB- superfamilije deo su fino organizovane
signalne aktivnosti liganada, receptora i unighjskih signalnih molekula, blisko
povezanih tokom diferencijacije embrionalnih i &dili mattnih ¢elija.

Clanovi TGF$ superfamilije vezuju se za svoje receptor&elgama pricemu
formiraju heteromerne komplekse. Dimeri serin/tiaokinaznih receptora tipa | i I
vezuju dimere liganada iz TGF-superfamilije. Poznato je sedam receptora tipa I:

kinaze skne aktivinu 1-7(ALK1 — 7, Activin-like kinasa)pet receptora tipa Il: TGB-
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receptor (TGFBR2), receptor za BMP2 (BMPRZ2), aktivieceptor 2 (ACVR2),
ACVR2B i AMHR2 (Slika 10). Osim toga, poznati su i ko-receptori, tj. receptipa
[ll, endoglin i betaglikan, koji &estvuju u vezivanju TGB-liganda i u modulaciji
kinazne aktivnosti receptora. Aktivirani kompleksceptora signaliziraju unutéelije
putem Smad signalnih molekula. Opisano je osani¢ralzltipova konzervisanih Smad
molekula (Smadl-8)Santibafiez i sar., 20L1Kada su u pitanju endotelskelije,
Goumans i sar(2002) su pokazali da oddeni signalni putevi TGHB- mogu imati
suprotne efekte na endotelstadije, i da promene u njihovoj ravnotezi dopringse- i
anti-angiogenoj ulozi TGB- Pritom, ALK-5-Smad2/3 signalni putcestvuje u
inhibiciji ¢elijske proliferacije i migracije, dok ALK-1-Smadilsignalni put testvuje

u njihovoj indukciji. Skorija istrazivanja ukazasa na mogénost modifikacije TGH
signalizacije u svrhu usmeravanfelijske diferencijacije u Zeljenom pravcu. Za
dobijanje broja endotelskitelija koji bi bio dovoljan za terapijsku primenwgjtese su
koriscene embrionalne maétie ¢elije. Medutim, malobrojne su studije koje su
identifikovale specitine stimuluse koji bi bili dovoljni da podrze dife@jaciju i
odrzanje velikog broja funkcionalnih endotelsk#lija iz ESC, poput VEGF-eNourse

i sar., 2010)ili BMP4 (Goldman i sar., 2009)lakaie, diferencijacijom humanih ESC u
pomenutim eksperimentima dobijen je mali broj eetiiih ¢elija u kratkotrajnim
kulturama, dok njihova dugotrajna ekspanzija nigstmgnuta(James i sar., 2010J
potrazi za jednostavnim i dugotrajnim reSenjemrmoeelsku diferencijaciju ESC doslo
se do saznanja da blokiranje signalizacije TgsBmoguava sintezu weeg broja
endotelskih¢elija i njihovo dugotrajno odrzavanje. Primena sfpécog farmakoloskog
inhibitora SB-431542, koji inhibira kinaznu aktivstoreceptora ALKS5, stimulisala je
proliferaciju, diferencijaciju i funkcionalnost eoklskih celija dobijenih
diferenciranjem ESGWatabe i sar., 2003)Pored dobijanja &g broja endotelskih
¢elija, ova metoda omogia je i usmerenu diferencijaciju ESC u endotelgkéje,
budwi da se one u standardnim uslovima mogu diferemgita glatkomiséne celije i
pericite (James i sar., 2010)Na osnovu toga pretpostavilo se da inhibitoriakime
aktivnosti TGFB receptora mogu postati nezamenljivi u protokolize dobijanje
velikog broja zrelih endotelskitelija ex vivo lako se pokazala uspesSnom, inhibicija
TGFJ signalizacije joS uvek nije primenjena u ciljuadiéncijacije MSC u endotelske

¢elije.
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Ligandi: TGF-B, Aktivini, Miostatin, Nodal “ BMP, GDF, AMH <><>

Ko-receptori/ Betaglikan I I Endoglin I I
Receptori tipa Ill:

Receptori tipa I: ALK4/5/7 I ALK1/2/3/6 I

Receptori tipa Il: TGFBR2/ACVR2/ACVR2B BMPR2/ACVR2/ACVR2B/AMHR2

/ x ¢\
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Smad41 Smad41

Smad2/3

SLIKA 10. TGF-B superfamilijaliganadai receptorai signalni molekuli ukljuceni u unutaréelijski prenos
signala. Receptori tipa | deluju nishodno od receptora tiHafosforilacijom regulatornih Smad
molekula (R-Smad). Aktivacija ALK1/2/3/6 dovodi fdsforilaciie Smadl/5/8, dok se aktivacijom
ALK4/5/7 fosforiliSu Smad2/3. Fosforilisani (-P) $tad molekuli formiraju heteromerne komplekse
poma'nim (Co-Smad, Co-operating) Smad4. Ovaj kompleksmaranslokacije u nukleus‘@stvuje u
regulisanju ekspresije specifih gena vezujfi se za promotere gena zajedno sa drugim DNK-
vezuj@im transkripcionim faktorima. Smad6 i Smad7 pripadgrupi inhibitornih Smad molekula (-
Smad). Izmenjeno iz Santibafiez i sar., 2011. @lin S
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&> Ciljevi istraZivanja

Najnovija saznanja o efektima IL-17, kao i posebntymu Th ¢elija koje ga
produkuju, ukazuju da bioloski efekti koje ovaj okitn ostvaruje u organizmu
prevazilaze okvire dosadasnjih istrazivanja, kojalks-17 posmatrala uglavnom u
kontekstu inflamacije i hematopoeze, kao i u prsigreazlicitih bolesti, ukljiEujudi
inflamatorna, autoimunska i maligna oboljenja. Eoistrazivanja drugih autora i nasa
dosadasnja istrazivanja pokazala su da IL-17 imguwi ucelijskim procesima poput
¢elijske proliferacije i diferencijacije, i to prvetveno na hematopoetskim ntaim i
progenitoréelijama, pricemu je ukazano da IL-17 ispoljava réik efekte zavisno od
od tipacelijske loze i stepena diferencijacielija. Novija istrazivanja pokazala su da
IL-17 uti¢e i na proliferaciju i diferencijaciju drugih tipa¥elija, ukazujéi na njegovu
ulogu finog regulatora diferencijacije mezenhimskimaticnih ¢elija, kao i da u
prisustvu drugih poznatih angiogenih faktora stiSeisposobnost endotelsldélija za
angiogenezu. lIpak, efekti, mehanizmi i &madelovanja IL-17 na diferencijaciju
mezenhimskih i endotelskitelija joS uvek su nedovoljno istrazeni.

Stoga su istrazivanja obuhdema ovom disertacijom imala za cilj ispitivanje
efekata IL-17 na radlite ¢elijske funkcije kako mezenhimskih, tako i enddidis
¢elija, odrelivanjem dejstva IL-17 na proliferaciju, migracijuangiogenezu i
diferencijaciju ovihéelija u speciftnim uslovima mikrosredine. S obzirom na to da je
za razumevanje delovanja citokina od velike vaZnggiznavanje molekularnih
mehanizama koji leZze u osnovi r&#ih efekata, u okviru ovog rada istraZzivani su i
molekularni mehanizmi koji omogavaju regulaciju ispitivanih funkcija od strane IL-
17, odréivanjem aktivacije signalnih molekula, kao i ekspe speciftnih gena i
proteina neophodnih za odenecelijske funkcije.

Danas je opsSte prihgano da MSC poseduju mnoge osobine koje podrzavaju
njihovu primenu elijskoj terapiji. Ovecelije, koje odlikuje sposobnost samoobnove i
multipotentni potencijal diferencijacije, je relatio lako izolovati, poseduju veliki
potencijal za ekspanziju u kulturi i sposobne suridigriraju na mesto ostenja tkiva.
Do sada su MSC uspesno diferenciranea®g u tri ¢elijske loze mezenhimskog
porekla: adipocite, osteoblaste i hondroblaste, jdatiferencijacija MSC u endotelske
¢elije ostvarena u kratkotrajnim kulturama uz nipaikos. Stoga je u okviru ovog rada
postavljen cilj uspostavljanja adekvatnog modelaroatavanje procesa diferencijacije

MSC u endotelskéelije, i to na modelu primarnih MSC.
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Da bi se postigli navedeni ciljevi, istrazivanjaubatena ovim radom su se
odvijala u sledém pravcima:

1. Utvrdivanje efekata i mehanizama delovanja IL-17 na muipotentne

mezenhimskeéelije, primenom modela misjecelijske linije C2C12:

- analizom delovanja IL-17 na proliferaciju i migracC2C12¢elija

- analizom delovanja IL-17 na ekspresiju gena i pnatespeciftnih za
usmerenu diferencijaciju u pravcu mioblasta (miogeMyHC)

- analizom delovanja IL-17 na ekspresiju gena i pnatespeciftnih za
usmerenu diferencijaciju u pravcu osteoblasta (RI@Efal, Cox-2,
ALP)

- analizom ge&a specifénih signalnin puteva uklgeninh u IL-17-
izmenjenu opredeljenost C2CZ2lija, preko aktivacije MAPK i BMP
signalnih kaskada.

2. Utvrdivanje efekata delovanja IL-17 na funkcije endotelkih ¢elija u
uslovima razli¢ite koncentracije O,: 3% O, i 20% O, koriS¢éenjem modela
humane endotelskeelijske linije EA.hy 926:

- analizom delovanja IL-17 na proliferaciju EA.hy 9&8ija
- analizom delovanja IL-17 na apoptozu EA.hy é28ja
- analizom delovanja IL-17 na migraciju EA.hy 9&8ija
- analizom delovanja IL-17 na tubulogenezu EA.hy &2lga
- analizom delovanja IL-17 na ekspresiju gena za eN@®x-2 kao i

njihovih proteinskih produkata u EA.hy 926lijama
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3. Uspostavljanje adekvatnog modela za pratavanje procesa diferencijacije

MSC u endotelskeelije:

* jzolacija i karakterizacija UC-MSC
- izolacija MSC iz tkiva puganika metodom eksplanta i njihova

dugotrajna kultivacija

- karakterizacija UC-MSC analizom ekspresije hemattgioh i
mezenhimskih marker proteina

- karakterizacijia UC-MSC oddéezanjem  multipotentnog

potencijala za diferencijaciju

* analiza diferencijacije UC-MSC u endotelsiadije
- primenom razliitih medijuma za diferencijaciju
- analizom ekspresije proteina karaktetisitn za endotelske
¢elije
- analizom sposobnosti diferenciranih UC-MSC za taQehezu
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ﬂ Materijal i metode

3.1.MATERIJAL

Podaci o primenjenim primarnim antitelima, sekundar antitelima i
izotipskim kontrolama prikazani su @abelama 2 i 3. Podaci o citokinima i

farmakoloskim inhibitorima signalne transdukcijékpzani su urabeli 4.

TABELA 2. Primarna antitela primenjena u eksperimenti(RE-fikoeritrin, phycoerythrin; FITC-
fluorescein izotiocijanat; Fsc-fluorescein; WB-Wst blot; IF-imunofluorescentno obeleZzavanje; ICH-
imunocitohemijsko obelezavanje; FlowCy-piota citometrija).

PRIMARNA ANTITELA

Antigen Poreklo | Metoda | Proizvodac

pERK1,2 zecije WB R&D Systems, SAD

ERK1,2 zecije WB R&D Systems, SAD

pp38 zecije WB R&D Systems, SAD

p38 zelije WB R&D Systems, SAD

pJNK zelije WB R&D Systems, SAD

JNK zelije WB R&D Systems, SAD

eNOS zecije WB R&D Systems, SAD

IL-17R zecije WB, IF Santa Cruz Biotechnology, SAD

Cox-2 zecije WB Santa Cruz Biotechnology, SAD

pSmad1l zelije WB Santa Cruz Biotechnology, SAD

Smad1 zelije WB Santa Cruz Biotechnology, SAD

anti HA misje WB ljubazno$¢u Dr Carmelo Bernabeu, Spanija
alpha Tubulin misje WB Sigma-Aldrich, SAD

MyHC, a-MF-20 misje WB, ICH | Developmental Studies Hybridoma Bank, SAD
aSMA misje IF Developmental Studies Hybridoma Bank, SAD
vWf zelije IF Santa Cruz Biotechnology, SAD

CD31 misje IF ljubazno$¢u Dr Carmelo Bernabeu, Spanija
CD34, PE konjugovano misje FlowCy Dako Cytomation, Danska

CD11b (Mac-1 a), FITC konjugovano misje FlowCy Biosource, SAD

CD105 (Endoglin), PE konjugovano misje FlowCy Invitrogen, SAD

CDA45, FITC konjugovano misje FlowCy R&D Systems, SAD

CD33, Fsc konjugovano misje FlowCy R&D Systems, SAD

CD235a (GlycophorinA), PE

konjugovano misje FlowCy R&D Systems, SAD

CD90 (Thy-1/Thy-1.1), PE konjugovano misje FlowCy R&D Systems, SAD

CD44H, PE konjugovano misje FlowCy R&D Systems, SAD

Nanog misje FlowCy Cell Signaling Technology, SAD

Sox-2 misje FlowCy Cell Signaling Technology, SAD

SSEA4 misje FlowCy Cell Signaling Technology, SAD
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TaABELA 3. Sekundarna antitela i izotipske kontrole primeajan eksperimentimgHRP-peroksidaza
rena, horse radish peroxidase; TRITC-tetrametilrodia5-(6)-izotiocijanat; FITC—fluorescein
izotiocijanat; WB-Western blot; IF-imunofluoresceat obelezavanje; [ICH-imunocitohemijsko
obelezavanje; FlowCy-protoa citometrija).

SEKUNDARNA ANTITELA

Antitelo Poreklo Metoda Proizvodac
HRP konjugovano anti-misje kozje WSB, ICH Pierce, SAD

HRP konjugovano anti-zecije kozje WB R&D Systems, SAD
TRITC konjugovano anti zecije kozje IF Sigma-Aldrich, SAD
FITC konjugovano anti-misje kozje IF Sigma-Aldrich, SAD
FITC konjugovano anti-zecije kozje IF Sigma-Aldrich, SAD
FITC konjugovano anti-misje kozje FlowCy BD Biosciences, SAD
IZOTIPSKE KONTROLE

Izotip Poreklo Metoda Proizvodac
1gG2A-PE misje FlowCy R&D Systems, SAD
IgG1-PE misje FlowCy Invitrogen, SAD
IgG1-FITC misje FlowCy Invitrogen, SAD

TABELA 4. Citokini i inhibitori signalne transdukcije primemji u eksperimentima

CITOKINI I INHIBITORI SIGNALNE TRANSDUKCIJE

Naziv Opis Proizvodac

misji rekombinantni IL-17 / R&D Systems, SAD
humani rekombinantni IL-17 / R&D Systems, SAD
humani rekombinantni VEGF / R&D Systems, SAD
PD98059 inhibitor MEK1,2/ERK1,2 Calbiochem, Nemacka
SB203580 inhibitor p38 Calbiochem, Nemacka
SB505124 inhibitor ALK5 receptora za TGF-B | sigma Aldrich, SAD

3.2.DI1ZAIN EKSPERIMENTA

3.2.1. Utvidivanje efekata i mehanizama delovanja IL-17 na muipotentne

mezenhimskecelije

Kao model za istrazivanje efekata IL-17 na difeflaegu multipotentnih
mezenhimskiltelija primenjena je C2C12 mislijska linija Slika 11). C2C12¢elije
su kultivisane u specifhim diferencijacionim medijumima za miogenu i ogjeou
diferencijaciju u odsustvu ili prisustvu ragdtih koncentracija IL-17 (25, 50 ili 100
ng/ml). Nakon Sest dana kultivacifelija analizirana je ekspresija proteina i gena
karakteristénin za miogenu i osteogenu diferencijaciju. Za ¢prge miogene
diferencijacije, pored utdivanja prisustva visejedarniéelija, na proteinskom nivou
analizirana je ekspresija teSkog lanca miozina (KyMyosin heavy chajp dok je na
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genskom nivou analizirana ekspresija gena za mingeédsteogena diferencijacija
praena je na osnovu ekspresije ALRalijama i Cox-2 welijskim lizatima, dok je na
nivou gena analizirana transaktivacija reportezmpligla za Runx2/Cbfal transkripcioni
faktor. U cilju rasvetljavanja molekularnin mehaamza delovanja IL-17, ispitivana je
aktivacija p38, JNK i ERK1,2 MAPK kao i BMP-Smadysalnog puta. U tu svrhu
primenjeni su inhibitori za p38 (SB203580) i ERK1(RD98059), a za detaljnija
ispitivanja kefa ERK1,2 MAPK korigen je reporter plazmid SRE-luc i plazmid sa
konstitutivno aktivnom ekspresijom MEK1 (caMEK1)a detaljnija ispitivanja teka
BMP-Smad signalnog puta, primenjen je Gal4-Smadfesi kao i dva plazmida sa
dominantno negativnim (dn) ALK2 i konstitutivno aktim (ca) ALK2 mutantnim

konstruktima.

e

) BMP
Miogena Osteogena
diferencijacija diferencijacija
MyHC ALP
Multijedarne Cox-2
celije Runx2/Cbfal

SLIKA 11. Shematski prikaz eksperimentalnog protokola za tivapije delovanja IL-17 na
diferencijaciju C2C12 multipotentnih mezenhimskéiija.

3.2.2. Utvrdivanje efekata delovanja IL-17 na endotelskeéelije u uslovima

razli ¢ite koncentracije O,

Kao model za istrazivanje efekata IL-17 na funkcgedotelskih ¢elija
primenjena je EA.hy 926 humana endotelék&bjska linija Slika 12). Kako se proces
angiogenezen vivo odvija u hipoksinoj sredini, ispitivan je i uticaj hipoksije kao
faktora mikrosredine, kao i niesobna povezanost hipoksije i IL-17, na ratgi
funkcije endotelskiltelija. U tu svrhu EA.hy 926elije su kultivisane u odsustvu ili
prisustvu razliitih koncentracija IL-17 (50 i 100 ng/ml) na 20% ©3% .. Nakon
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inkubacije (24h-72h) analizirana je proliferacijapoptoza, migracija i tubulogena
sposobnost EA.hy 92€elija. U cilju ispitivanja molekularnin mehanizandalovanja
IL-17 analizirana je ekspresija gena za eNOS i €o%ao i njhovih proteinskih

produkata, s obzirom na to da ovi molekuli imajdraulogu u procesu angiogeneze.

@7 . EAhy926

i eNQS, Cox-2 l

20% 02 3% 02

N

Proliferacija
Apoptoza
Migracija

Tubulogeneza

SLIKA 12. Shematski prikaz eksperimentalnog protokola zaiigpije delovanja IL-17 na angiogenezu
EA.hy 926¢elija.

3.2.3. Uspostavljanje adekvatnog modela za prdavanje procesa

diferencijacije MSC u endotelskecelije

MSC su izolovane iz pihtijastog vezivnog tkiva papika - Vartonove sluzi,
metodom eksplanta, umnoZene i okarakterisane prga@im preporukama i
kriterijumima Metunarodnog druStva zselijsku terapiju(Dominici i sar., 2006)Slika
13). Celije su okarakterisane imunofenotipskom analizokspeesije povrsinskih
antigena karakterigtnin za MSC i odréivanjem multipotentne sposobnost
diferencijacije u pravcu osteogenih, adipogenimdrogenih i miogenilkelija.

Da bi se uspostavio uspeSan protokol za diferesigijdSC u endotelskéelije,
UC-MSC su kultivisane u razitim medijumima za diferencijaciju koji su sadrzali
razlicite kombinacije inhibitora za TGF-3 receptor, SBE®5S i VEGF-a. Proces
diferencijacije je préen u periodu od 14 dana, a nakon sedmdgtinaestog dana,
analizirana je morfologijacelija, njihova sposobnost za tubulogenezu i ekgpres

proteinskih markera za endotelsigdije, CD31 i von Willebrandt faktora (VWf ).
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SLIKA 13. Shematski prikaz eksperimentalnog protokola zaawpl, karakterizaciju i endotelsku
diferencijaciju mezenhimskih matiih ¢elija iz tkiva puganika.

3.3.CELIJE I CELIJSKE KULTURE

3.3.1.Celijske linije

C2C12 i EA.hy 92&elijske linije nabavljene su preko American Typédt@e
Collection (ATCC, Rockville, MD, SAD), dok sWC-MSC izolovane iz tkiva
puptanika prema novo-uspostavljenom protokolu opisanodaljem tekstu. Navedene
¢elijske linije kao i primarne MSC gajene su u sedehom medijumu za kultivaciju -
Dulbecco’s Modified Eagle’s MediugfDbMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
sa dodatkom 10% fetalnog gaes seruma (FBSJFetal Bovine Serum PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Austrija) i 100 jeciim| penicilin/streptomicina (PAA
Laboratories) na temperaturi od 37°C, u atmosfarb% CQ i 100% vlaznosti. Za
potrebe eksperimenata sa EA.hy 9&8liiskom linijjom, koncentracija kiseonika u
atmosferi podeSavana je na 20% i 3%.
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3.3.2. I1zolacija MSC iz tkiva puptanika

UC-MSC su izolovane metodom eksplanta. Sestaniga proséne duzine 20
cm dobijeno je nakon normalnih pdaja uz prethodno pribavljenu saglasnost donora.
Puptanici su aseptki cuvani u hladnom fosfathom puferu (PBBhosphate Buffer
Saling sa 100 pg/ml penicilin/streptomicina i 2.5 pg/minfotericina B (PAA
Laboratories) do izolacijgelija, u periodu od 6h do 24h od dobijanja uzoraka.
Pupanici su isprani nekoliko puta u PBS-u i umbilikalvena i arterije su odstranjene
iz vezivnog tkiva pupanika. Na ovaj nan je ogoljeno pihtijasto vezivno tkivo
pupianika — Vartonova sluz koje je potom usitnjenadeéove priblizne zapremine od
2-3 mnt. Nekoliko komadia tkiva stavljeno je u petrijevu posudu sa malomickzom
standardnog medijuma kako bi se tkivo zalepilo @&tiku a nakon 3h komailitkiva
su potpuno prekriveni medijumom. S obzirom na tojelazolacija UC-MSC bila
zasnovana na njihovoj sposobnosti adhezije zaikladtez primene proteaza koje bi
odvojile ¢elije od matriksa u koji su uronjene, komadpuptanika inkubirani su u
standardnom medijumu do pojave dovoljnog brégja na plastinoj podlozi, uz
dodavanje svezeg medijuma svakog drugog dana. Wekwosedam dana nakon
postavljanja eksplanta, ztean brojcelija iz tkiva adherirao je za plastiku. Ostacwvkki
su uklonjeni, ac¢elije su inkubirane do postizanja subkonfluentnoD-90%
prekrivenosti povrSine na kojoj se kultiviSu) ilidpnosti dovoljne za pasazu. UC-MSC
su uspesno izolovane iz dva od ukupno Sest uzaokakapuganika.

Za postupak pasaziranja, adherentadije su ispirane dva puta PBS-om i
odlepljivane od podloge inkubiranjem sa rastvo@2b% tripsina/ImM EDTA (PAA
Laboratories) na 37°C. U cilju prekidanja ove regkicinaktivacije tripsina¢elijama je
dodavan standardni medijum za kultivaciju, a na&dretivanja broja vijabilnih¢elija,
UC-MSC su ponovo zasejavane za ste@estupak pasaziranja.

UC-MSC su zamrzavane nakon svake pasaze u medijumu za zaanjeakoji
se sastojao od 10% dimetil sulfoksida (DMSO, Sighidrich) u FBS-u. Zamrzavano je
1x1@ ¢elija/ml medijuma za zamrzavanjéelije su u navedenom medijumu skladistene
na -70°C i u ténom azotu (-196°C).
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3.4.DIFERENCIRANJECELIJA

3.4.1. Osteogena diferencijacija

Celije su kultivisane u plama sa Sest otvora i inkubirane u standardnom
medijumu na temperaturi od 37°C, u atmosferi sa 6% i 100% vlaznosti do
postizanja 80% konfluentnosti. Da bi se usmeril@&gogenoj diferencijacijéelije su
inkubirane u medijumu za indukciju osteogene difeifjacije, tzv. osteogenom
diferencijacionom medijumu (ODM) koji se sastojad: 60 uM askorbinske kiseline
(Sigma-Aldrich), 10 nM deksametazona, 10 mM beteegbfosfata, oba od Applichem
(Darmstadt, Nem&ka) i 10% FBS u DMEM-u. Inkubacijéelija u ODM-u trajala je
Sest dana uz zamenu medijuma na svaka dva dananNaka, u cilju potvrde
osteogene diferencijeacije,den je test aktivnosti alkalne fosfataz&lije su fiksirane
formalin/etanolom (1:9) u trajanju od 30 sekundisadnoj temperaturi, a potom im je
dodavan hromogen za alkalnu fosfatazu, BCIP/NEFbromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate/p-nitroblue tetrazolium chlorideigma-Aldrich). Reakcija je zaustavljena sa
10 mM NaF u PBS-u. Aktivhost alkalne fosfataze ¢elijama analizirana je i

dokumentovana na svetlosnom mikroskopu (Carl Z&issyaka).

3.4.2. Adipogena diferencijacija

Celije su kultivisane u plkama sa 3est otvora i inkubirane na temperaturi od
37°C, u atmosferi sa 5% GO 100% vlaznosti do postizanja 80% konfluentnobti.
cilju adipogene diferencijacije kotién je adipogeni diferencijacioni medijum (ADM)
koji se sastojao od 1Q@/ml IBMX-a (isobutyl-methylxanthineSigma-Aldrich), 1uM
deksametazona, 1@/ml insulina (Actrapid, Novonordisc, Bagsvaerd,nBlea) i 10%
FBS u DMEM-u.Celije su kultivisane u ADM-u 21 dan uz zamenu m&uij tri puta
nedeljno. Prisustvo unutalijskih lipidnih kapi, koje su dokaz adipogene
diferencijacije, potutivano je analizom na svetlosnom mikroskopu nakgerjacelija
Oil Red O bojom (Merck, Darmstadt, Nerie).
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3.4.3. Hondrogena diferencijacija

Celije sukultivisane u pléama sa 3est otvora i inkubirane na temperaturi od
37°C, u atmosferi sa 5% G©®100% vlaznosti do postizanja 80% konfluentndstiko
bi se indukovala hondrogena diferencijacigdije su inkubirane 21 dan u hondrogenom
diferencijacionom medijumu (HDM) koji se sastojad: 6 ng/ml TGF81 (R&D
Systems), 20QM askorbinske kiseline, 10 nM deksametazona i 1% & DMEM-u.
Svez medijum je dodavan tri puta nedeljno. Nakokulracije, ¢elije su obojene
Safranin O bojom (Merck)a hondrogena diferencijacijéelija analizirana je na

svetlosnom mikroskopu.

3.4.4. Miogena diferencijacija

Celije su kultivisane u plama sa 3Sest otvora na temperaturi od 37°C, u
atmosferi sa 5% COi 100% vlaznosti do postizanja 80% konfluentnoatizatim je
standardni medijum zamenjivan miogenim diferenagaitn medijumom (MDM) koji
se sastojao od: 5M hidrokortizona (Galenika, Beograd, Srbija), 04M
deksametazona, 5% konjskog seruma (PAA Laborajorieg% FBS u DMEM-u
prilikom kultivacije UC-MSC, odnosno 2% konjskogwea u DMEM-u, za kultivaciju
C2C12¢elijske linije. UC-MSC su inkubirane u MDM-u Sesmt@lana, uz zamenu
medijuma svaka dva-tri dana, dok su C2C&Hje u MDM-u gajene Sest dana, uz
zamenu medijuma svaka dva dana. Da bi se potwidigaencijacijacelija u miotube,
¢elije su ispirane PBS-om, fiksirane ledenim metanoi bojene 0.3%Crystal violet
bojom. Potom je na svetlosnom mikroskopu ispitiv@nisustvo tri ili viSe nukleusa u

nizu u pojedinanim ¢elijama.

3.4.5. Diferenciranje u miofibroblaste

UC-MSC su zasejavane na okrugle staklene ljuspi@edQ0¢elija po ljuspici) i
inkubirane u standardnom medijumu na temperatuB4C, u atmosferi sa 5% GO
100% vlaznosti preko o Potom je u kulture dodavano 2.5 ng/ml T@E4 celije su
inkubirane joS dva dana. Da bi se potvrdila difeij@cija ¢elija u miofibroblaste¢elije

su obelezavane antitelom ae&SMA, prema protokolu opisanom u nastavku. Prisustv
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a-SMA analizirano je na fluorescentnom mikroskopuigskop2 plus (Carl Zeiss,
Nemaka).

3.4.6. Diferenciranje UC-MSC u endotelskéelije

UC-MSC su zasejavane u psa Sest otvora i to 200 006lija po otvoru.
Celije su preko né inkubirane u standardnom medijumu na temperaidri37°C, u
atmosferi sa 5% COi 100% vlaznosti. Potom su UC-MSC podeljeneéetiri grupe
prema medijumima u kojima su kultivisane:
1. Celije kultivisane u standardnom medijumu, kao niegatkontrola
2. Celije kultivisane u standardnom medijumu sa 50 hy/EGF-a, endotelski
diferencijacioni medijum 1 (EDM1), kao pozitivharkoola
3. Celije kultivisane u standardnom medijumu sajiM SB505124, endotelski
diferencijacioni medijum 2 (EDM2)
4. Celije kultivisane u standardnom medijumu sa @M SB505124 i 50 ng/ml
VEGF, endotelski diferencijacioni medijum 3 (EDM3)
Celije su potom inkubirang¢etrnaest dana, uz zamenu medijuma na svaka tri. dana
Nakon sedmog icetrnaestog dana diferencijacije analizirana su s$vajcelija

karakteristéna za endotelskeelije.
3.5.ANALIZA CELIJSKIH FUNKCIJA

3.5.1. Analiza proliferacije éelija
3.5.1.1. Analiza proliferacije¢elija primenom MTT testa

Stepen proliferacijéelija analiziran je MTT testom. U standardnom meauahij
zasejavano je 5xf@elija/otvoru pl@e sa 96 otvora. Narednog daseljje su tretirane
prema tektiem eksperimentalnom dizajnu. Nakon odgovaihjinkubacijacelijama je
dodavan MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2,5 diferiétrazolijum bromid, Sigma-
Aldrich) u koncentraciji 0.5 mg/ml ¢elije su inkubirane na temperaturi od 37°C, u
atmosferi sa 5% COi 100% vlaznosti. Nakon dva sata inkubacije, nastastali

formazana rastvarani su u 0.1 N HCI u izopropan@lpticka gustina merena je na
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automatskontitacu za mikrotitarske pke na 540 nm (Labsystems Multiskan PLUS,
Finska).

3.5.1.2. Testelijske proliferacije u kratkotrajnim kulturama

UC-MSC (od druge do pete pasaze) zasejavane splikatu u pl@de sa Sest
otvora, u koncentraciji 4xf0celija/otvoru, i inkubirane u standardnom medijumu u
trajanju od sedam dana na temperaturi od 37°C,mosderi sa 5% C®i 100%
vlaznosti. Drugog,cetvrtog i sedmog dana inkubacijéelije su prikupljane nakon
postupka odlepljivanja ponda Trypsin-EDTA, i u svakom uzorku odfigani su broj i

vijabilnost¢elija bojenjem sa 0,4 % rastvorom Tripan plavogi(hogen).
3.5.1.3. Testelijske proliferacije u dugotrajnim kulturama

Za odrdivanje proliferativnog kapaciteta UC-MSC u dugatraj kulturama i
utvrdivanja vremena potrebnog za dupliranje bréghja (population doubling time,
PDT), ¢elije su zasejavane u @ sa Sest otvora u sleitm koncentracijama: 1 x £05
x 10%ili 1 x 10° ¢elija/otvoru i inkubirane na temperaturi od 37°Catmosferi sa 5%
CO, i 100% vlaznosti. Kada lielije dostigle konfluentnost, odlepljivane su, larog i
ponovo zasejavane u ¢@nom broju. Ovaj postupak je ponavljan nakon symsaze u
trajanju od 24 dana. Vreme duplirargelijske populacije (PDTpopulation doubling

time) izratunavano je premaormuli 1.

log2
logN; — logNy

PDT = (T —To)

FORMULA 1. Vreme dupliranjaelijske populacije (PDT)T je vreme zavrSetk&lijske kulture izrazeno
u satima, § je pa‘etno vreme‘elijske kulture izrazeno u satima, NNt predstavljaju brojéelija na
pocetku i na kraju svake kulture.
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3.5.1.4. CFU-F test

CFU-F test korigen je za odidivanje klonogenog potencijala UC-MSCelije
(od tr&e do Seste pasaZe) su zasejavane de da Sest otvora, i to u broju od 10, 50 i
100 c¢elija po otvoru u standardnom medijumu, u duplikailakon ¢etrnaest dana
inkubacije na temperaturi od 37°C, u atmosferi 82 G0, i 100% vlaznosttelije su
ispirane PBS-om, fiksirane ledenim metanolom uatigj od 5 minuta i bojene 0.3%
Crystal violetom u trajanju od 15 minuteCelije su potom ispirane destilovanom
vodom i brojane su vidljive kolonije pod inverznimikroskopom, pricemu je kao

jedna kolonija podrazumevana grupacigdija koja sadrzi viSe od pedeselija.
3.5.2. Analizac¢elijske migracije Scratch testom

Migratorni potencijaléelija analiziran je putenn vitro Scratchtesta.Celije su
zasejavane u pte sa 24 otvora u standardnom medijumu. Kad#&ebje dostigle
konfluentnost, vrhom nastavka za pipetu pravljenagrebotina @elijskom monosloju
po dijametru svakog otvora, nakdéaga sucelijske kulture inkubirane tokom dodatna
24h u specifinom medijumu prema eksperimentalnom dizajdielije su potom
fiksirane ledenim metanolom i obojene 0.X%ystal violetbojom. Migracijacelija u
polje ogrebotine dokumentovana je na svetlosnomraoskopu i kvantifikovana
koris¢enjem Tscratch programa (Computational ScienceEargineering Laboratory,

Swiss Federal Institute of Technology, ETH ZuriSkiajcarska).
3.5.3. Test tubulogenog kapaciteta endotelskitelija

Da bi se analizirala sposobno&tlija da formiraju tubule koré&en je test
tubulogenog kapaciteta: 500 pl kolagenog gelavazb je po otvoru u pto sa 24
otvora i ostavljano da polimerizuje na 37°C u tnfgeod 1h.Celije su potom zasejavane
preko kolagenog gela u koncentraciji od 4kL0100 pl medijuma i inkubirane 24h na
20% QG il 3% O,, 5% CQ i 100% vlaznosti, na temperaturi 37°C, u odsustvu
prisustvu 100 ng/ml IL-17. Formiranje tubula je Bneano i dokumentovano na

svetlosnom mikroskopu.
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3.5.4. Test apoptozéelija

Za odrdivanje apoptozetelija, EA.hy 926¢elije su nakon obelezavanja sa
Annexin 'V (Ann V)-FITC-om i Propidijum-jodidom (Pl)(Beckman Coulter
International SANyon, Svajcarska) analizirane poénoprotane citometrije. Za ovaj
test, 10 ¢elija je zasejavano po otvoru u {dosa Sest otvora i ostavljeno da adherira za
plastiku preko néi. Narednog danaelijama je dodavano 100 ng/ml IL-17. Nakon 48h
inkubacije u prisustvu 20% Qli 3% O, ¢elije su odlepljivane pondo 1mM EDTA,
ispirane hladnim PBS-om sa dodatkom 0.5% BSA  kvalirane u jednake delove od
2x10 celija, a potom obeleZavane Ann V-FITC-om i Pl-omemg preporuci
proizvaiata. Analiza je vrSena na pr@tmom citometru CyFlow CL (Partec, Munster,

Nemaka).

3.6.ANALIZA EKSPRESIJE PROTEINA

3.6.1.Analiza ekspresije proteina prot@&nom citometrijom

UC-MSC izme@u trete i Seste pasaZze analizirane su metodom @reto
citometrije kako bi se utvrdila ekspresija spéiiin pozitivnih i negativnih proteinskih
markera karakteristnih za MSC Celije su odlepljivane 1mM EDTA u PBS-u i ispirane
dva puta u PBS-u centrifugiranjem. Potom ¢glije fiksirane 4% formaldehidom u
PBS-u u trajanju od 10 minuta na 37°C, idelajem na ledu tokom 1 minuta. Sledilo je
ispiranjecelija PBS-om kako bi se odstranio formaldehid. b&lezavanje endogenih
proteinskih markeréelije su permeabilizovane inkubacijom u 90% metanoh ledu u
trajanju od 30 minuta. Za obelezavanje antitelimarien je isti protokol za
permeabilizovane i nepermeabilizovaéadije. Alikvoti ¢elija (oko 200 00Celija po
antitelu) ispirani su dva puta u puferu za inkupaglP) koji se sastojao od 0.5%
goveaieg serum albumina (BSAovine serum albumihes PBS-u, nakokega je svaki
¢elijski alikvot resuspendovan u 100 pl inkubaciormgfera u kome je izvrSeno i
blokiranje nespecitnog vezivanja antitela u trajanju od 10 minuta rEbND)]
temperaturi. Potom stelijskim suspenzijama dodavana primarna antitedajugovana
ili nekonjugovana sa spedfiim fluorescentnim markerimaTgbela 3. Da bi se
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utvrdilo nespecitino vezivanjegcelije su obelezene i izotipskim kontrolnim anties
(Tabela 3. Celije su inkubirane sa antitelima 1h na sobnoj teratri. Nakon
inkubacije, visak antitela ispiran je dva puta in&aionim puferomCelijama koje su
obelezene primarnim nekonjugovanim antitelima, dada su sekundarna antitela
obelezena fluorohromama. Usledila je inkubacijarajahju od 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon togaelije su joS dva puta ispirane inkubacionim puferoma
kraju resuspendovane u 1 ml PBS-a i analiziranpratetnom citometru CyFlow CL
(Partec, Munster, Nenika).

3.6.2. Imunocitohemijske metode detekcije proteina

Za detekciju IL-17RaSMA, vWf i CD31 proteina, prema eksperimentalnom
dizajnu, primenjeno je imunofluorescentno obelehaCelije su kultivisane na
okruglim staklenim ljuspicama (50 O@@lija po ljuspici) u odgovarafem medijumu
preko n&i, kako bi adherirale za podlogu. Nakon ispiranjBBS-u,celije su fiksirane
pomaiu 4% formaldehida u PBS-u. Potom je nespé&uifivezivanje proteina blokirano
inkubacijom éelija u 3% BSA u PBS-u, u trajanju od 30 minu€elije su zatim
inkubirane sa odgovarajim antitelom Tabela 1) 1h na sobnoj temperaturi, a potom i
sa komplementarnim sekundarnim antitelomalfela 2 i 1 pg/ml DAPI (Sigma-
Aldrich), takate u trajanju od 1hCelije su na kraju ispirane PBS-om i vodom i
montirane u DPX medijumu na mikroskopske gue. Ovako pripremljeni uzorci

analizirani su na fluorescentnom mikroskopu.

U cilju potvrde miogene diferencijacije, analizicae prisustvo MyHC u
¢elijama. Nakon kultivisanja u specifiom indukcionom medijumuelije su fiksirane
ledenim rastvorom metanola, a nespénihi vezivanje proteina blokirano je
inkubacijom¢elija u 3% BSA u PBS-u u trajanju od 30 minuta nhrej temperaturi.
Celije su zatim inkubirane 1h na sobnoj temperatarprimarnim antitelom na MyHC,
a-MF-20. Nakon toga usledila je inkubacfjalija sa sekundarnim anti-misjim antitelom
konjugovanim sa peroksidazom rena u trajanju oddlsobnoj temperaturi, a zatim

inkubacija sa razvigem, 0.6 mg/ml di-amino-benzidinom (DAB, Sigma-Afd) i
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0.1% HO, u PBS-u. Prisustvo vezane peroksidaze analizifenma svetlosnom

mikroskopu.
3.6.3. Western blot analiza ekspresije proteina

Izolacija proteina. Nakon odgovarajtih eksperimentalnih inkubacija ukupni
¢elijski proteini izolovani su primenom pufera zailanjecelija koji se sastojao od: 150
mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% TritonX-100, 2 mM EDTA i 56M NaF u PBS-u.
Neposredno pre petka liziranja¢elija, puferu za liziranje dodavani su inhibitori
proteaza: 1 mM PMSF, 1 mM Na-ortovanadat, 10 mM BAQO pul koktela inhibitora
(Fermentas, Glen Burnie, MD, SAD) po ml pufetalije su lizirane sa 200 ul pufera za
liziranje po otvoru plde sa Sest otvora, inkubacijom na ledu, na rotagioresalici u
trajanju od 30 minuta. Lizati stuvani na -20°C do upotrebe. Koncentracija proteina
svakom uzorku odtvana je upotrebom komercijalndCA testa (Pierce, Rockford,
IL, SAD).

Elektroforeza i elektrotransfer. Uzorcima proteina izelijskih lizata dodavan
je redukcioni pufer za uzorke slédg sastava: 0,2 M Tris, pH 6,8, 4% SDS, 40%
glicerol, 400 mM 2-merkaptoetanol i 0,02% bromfeplalvo sa kojim su uzorci kuvani
u kljucaloj vodi 5 minuta. Ovako pripremljeni uzorci proi@ nanoSeni su na 10%
akrilamidni gel debljine 1.5 mm i razdvajani SDS<R elektroforezom, pri
konstantnoj struji od 150 mA tokom 2h. Nakon togazdvojeni proteini su
elektrotransferom na 110 mA tokom 1h i 30 minut@neSeni na nitroceluloznu
membranu (Applichem).

Imunoblot. Nespeciféno vezivanje proteina za membranu blokirano je
inkubacijom sa 4% BSA u 0.5% Tween-20 u TBS-u (TTB&om 1h. Zatim je
membrana inkubirana sa primarnim antitelom u 1% BGATTBS-u na sobnoj
temperaturi, na rotacionom Sejkeru u trajanju od NIembrane su potom ispirane u
TTBS-u, a zatim inkubirane sa sekundarnim antitelbomjugovanim sa HRP sat
vremena na sobnoj temperaturi ili prekatinoea 4°C. Membrane su ponovo ispirane u
TTBS-u tri puta po 10 minuta. Na kraju, membranéspirane u TBS-u u trajanju od 5

minuta.
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Detekcija proteina. Proteini obelezeni antitelima vizuelizovani su na
autoradiografskom filmu (Amersham Pharmacia BioteOppsala, Svedska) nakon
inkubacije membrane sa sistemom reagenasa z&apojahemiluminiscencu (ECL,
Enhanced chemiluminescence reagent sységplichem). Intenzitet proteinskih traka
kvantifikovan je denzitometrijski, primenom Imagpdbgrama (National Institute for
Health, SAD).

3.7.ANALIZA EKSPRESIJE GENA

3.7.1. Analiza genske ekspresije pondo reakcije reverzne transkripcije i
lan¢ane reakcije polimeraze (RT-PCR, Reverse transcription-polymerase chain

reaction)

Izolacija RNK. U svrhu odrdivanja ¢elijski speciftne genske ekspresije i
mehanizama koji reguliSu gensku ekspresijitefija je izolovana intaktha RNK, na
osnhovu koje je potom dobijena komplementarna DNBNEK).

Celije su kultivisane u plama sa 3Sest otvora i tretirane prema
eksperimentalnom dizajnu. Nakon inkubacije tokomjekosu celije dostigle
konfluentnost, odstranjivan je medijum iz svakogooh. Po 1 ml TRIzol reagensa
(Invitrogen) dodavan je u svaki otvor, gdecglije direktno lizirane propustanjem kroz
pipetu. Homogenizovani uzorci prebacivani su u egt® od 1.5 ml i inkubirani 5
minuta na sobnoj temperaturi kako bi se onddgu potpuna disocijacija
nukleoproteinskog kompleksa. Potom je svakom uzaiddavano 0.2 ml hloroforma.
Epruvete su snazno kane 15 sekundi a potom inkubirane 2-3 minuta Hango
temperaturi. Uzorci su potom centrifugirani na 120§, na temperaturi od 4°C u
trajanju od 15 minuta. Homogenat se nakon cenirdinga razdvajao u tri faze: donju,
crvenu fenol-hloroform fazu koja sadrzi proteinelubinterfazu u kojoj se nalazi DNK i
gornju vodenu fazu koja sadrzi RNK. Vodena fazg#ljivo prebacivana u novu
epruvetu. Svakom uzorku RNK dodavano je po 0.5 @@ izopropanola a potom su
inkubirani na sobnoj temperaturi i centrifugirara ©12000 g, na temperaturi od 4°C u
trajanju od 10 minuta. Nakon centrifugiranja, RN&Kmogla videti u vidu belog taloga

na dnu epruvete. Supernatant je odlivan, a RNKgt@oispiran sa 1 ml 75% etanola.
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Uzorak je kratko promeSan a potom centrifugiran/880 g na temperaturi od 4°C u
trajanju od 5 minuta. Nakon odlivanja supernataRidK talog je susSen na vazduhu i
rastvaran u vodi bez nukleaza. Nakon ddmnja koncentracije RNK ponéa
spektrofotometra, uzorci swvani na -70°C do upotrebe.

Reverzna transkripcija i dobijanje komplementarne DNK. Ukupna RNK
koriscena je za dobijanje cDNK i to na osnovu oligo dRjmera koji omogéava
reverznu transkripciju samo iRNK. Reverzna transija vrSena je prema uputstvu
proizvadata kompleta za reverznu transkripciju (RevertAid™Mihus First Strand
cDNA, Fermentas). Ukratko: 2 pg RNK, 1 pl oligo giajmera i vode bez nukleaza do
ukupne zapremine od 12.5 pl inkubirani su na 65%&janju od 5 minuta a potom im
je dodavan osnovni miks koji se sastojao od: Ré&werteverzne transkriptaze, smeSe
nukleotida (NTP miks) i inhibitora ribonukleazepuferu za reverznu transkripciju.
Ovakva smeSa zapremine 20 ul inkubirana je 60 raimat 42°C a zatim 10 min na
70°C u termobloku aparata Mastercycler personal p€Bdorf, Neméka).
Koncentracija cDNK odrdivana je poméu spektrofotometra.

Reakcija lanéanog umnozavanja.PCR produkti su dobijeni amplifikacijom
200 ng cDNK upotrebom odgovaréin prajmera i osnovnog miksa koji se sastojao od:
2 puta koncentrovanog pufera za PCR sa solima Mgss nukleotida (ANTP, 500 uM)
I Tag DNK polimeraze (50 U/ml) (Fermentas). Amg#cija cDNK se odvijala po
sledéem osnovnom PCR programu:

5 min na temperaturi od 94°C

30 ciklusa: 45 sec na temperaturi od 94°C

30 sec na temperaturi od 52°C
1.5 min na temperaturi od 72°C

10 min na 72°C
Sekvence prajmera i temperatura za vezivanje spegika svaki prajmer prikazane su
u Tabeli 5. GAPDH i p-aktin su amplifikovani kao kontrola kélne cDNK u svakom
uzorku.

PCR produkti razdvajani su elektroforezom na agavozgelu (1.5%) sa 0.01%
etidijum-bromida (Invitrogen) u TAE puferu i vizuebvani osvetljavanjem gela UV
svetlogu. Relativha ekspresija IRNK za spetife gene odivana je kao odnos

optickih gustina traka ponol ImageJ programa.
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TABELA 5. Prajmeri primenjeni u eksperimentinfgw-forward prajmer; Rev-Reverse prajmer; bp-
bazni par).

PRAJMERI

Temperatura
Velicina  PCR | vezivanja

Gen Sekvenca produkta | prajmera
Fw: GGTGGAGAGCAACTCCAAAA

misji IL-17R Rev: AAACAACGTAGGTGCCGAAG 200 bp 52°C
Fw: TTTCTACCAGGAGCCCCACTT

misji Miogenin Rev: TGATGGCTTTTGACACCAAC 707 bp | 52°C
Fw: CCTGCTGCCCGACACCTTCA

misji Cox-2 Rev: CAGATGAGAGACTGAATTGAGGCAG 540 bp | 52°C
Fw: GTGATGGCGAAGCGAGTGAA

humani eNOS Rev: CCGAGCCCGAACACACAGAA 422 bp 55°C
Fw: CCTTCCTCCTGTGCCTGATG

humani Cox-2 Rev: CTGGCCCTCGCTTATGATCT 203 bp | 50°C

h/m B-Aktin R&D Systems 302 bp | 55°C
Fw: ACCACAGTCCATGCCATCAC

h/m GAPDH Rev: TCCACCACCCTGTTGCTGTA 452 bp 52°C

3.7.2. Analiza genske ekspresije pondo prolazne transfekcije éelija i merenja

transaktivacije genskih reportera
3.7.2.1. Umnozavanje i pré&S¢avanje plazmida

Dobijanje Escherichia coli bakterija pogodnih za transformaciju. E.coli
pogodne za transformaciju dobijene su prema prdgoKdung i sar(1989) Ukratko,
bakterije sojaE. coli gajene su u Luria-Bertani (LB) medijumu (Torlaked§yrad,
Srbija) preko néi, nakoncega su centrifugirane na 1000 g, na 4°C u trajadj@20 min,

a potom resuspendovane u odnosu 1:10 u ledenowomasta transformacijuduvanje
(TSS, transformation and storage solutipRoji se sastojao od 10% polietilen glikola
(PEG), 5% DMSO i 50 mM Mg (MgCl,) u LB medijumu, pH 6.5. Ovako su dobijene
E. coli pogodneza transfekciju koje su potom skladiStene u TSSau-T0°C do

transformacije.
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Transformacija bakterija i pre ¢iSéavanje plazmida.Plazmidi resuspendovani
u TE puferu (10 mM Tris, pH 7.51 1 mM EDTA, pH 8.0destilovanoj vodi) dodavani
su bakterijama soj&. coli pogodnim za transfekciju u LB medijumu koje suagpot
inkubirane na 4°C u trajanju od 30 min, Sto je omédg usvajanje plazmida. Nakon
dodavanja LB medijuma, bakterije su inkubirane ahlsabnoj temperaturi na rotacionoj
mesalici, kako bi dosSlo do ekspresije gena za tezt§u na antibiotik. Bakterije su
potom zasejane na 1% agar u LB medijumu sa ugOnl ampicilina (PAA
Laboratories) i inkubirane preko ¢éicna 37°C. Po jedna nastala kolonija prenoSena je
nastavkom za pipetu u 3 ml LB medijuma sa @0nl ampicilina i inkubirana na 37°C
na rotacionoj mesSalici do zadenja medijuma, odnosno do umnozavanja bakterija.
Plazmidi su pr&sceni iz bakterijskih kultura ponda komercijalnin Miniprep ili

Midiprep kompleta (Promega, Madison, WI, SAD) prempaitstvu proizvdaca.
3.7.2.2. Plazmidi

Plazmidi koji se koriste kao vektori za kloniramagce&e su plazmidi bakterije
E. coli modifikovani tako da najbolje zadovolje najréilje eksperimentalne potrebe
(Slika 14).
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SLIKA 14. Shematski prikaz Luciferaznog reporter - plazmi@azmidni vektori primenjeni za
prolaznu transfekcijusisarskih ¢elija u ovoj studiji konstruisani su tako da sadmieesto péetka
replikacije (ori, origin of replication) iz virus&oji moze da inficira sisarskéelije, mesto péetka
replikacije koje omogtava replikaciju plazmidne DNK geliji domadinu (Ori), jak promoter i uz
njega DNK koja kodira za proteidija se ekspresija prati u sisarskagliji. U slucaju reporter
plazmida transkripcija gena koji se istrazuje desSase samo u prisustvu spedifih signalnih
molekula, transkripcionih faktora ili receptora,k@a da oni zapravo omogavaju analizu prethodnika
aktivacije genske transkripcije. Kada diodo aktivacije gena od interesa palg@ese transkripcija
reporter gena, tj. Luciferaze. Svi reporter plazikidriS¢eni tokom izrade ove studije, sadrze gen za
luciferazu svica Photinus pyralis. Luciferaza jesoko senzitivan enzimatski reporter koji se moze
analizirati bilo kojim standardnim metodama za defpi luciferaze, omogiavajuw'i kvantifikaciju
stepena indukcije signalnog puta. Tdkp svi primenjeni vektori sadrze gen za rezistencig
ampicilin koji omogdava propagaciju i selekciju plazmida u E. coli.
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U izradi ove studije korieni su sled& plazmidi:

PSRE-luc reporter plazmid za MAPK/ERK, dizajniran je za g@aje indukcije SRE i
MAPK puteva signalne transdukcij€lika 15). pSRE-luc vektor sadrzi dve kopije c-fos
SRE (Serum Response Elemerji sadze SRF mesto za vezivanje uzvodno od
promotera i gena za luciferazu. Nakon aktivacijeKBRAPK, dolazi do fosforilacije
Elk-1 proteina koji se onda zajedno sa TCR i SRRgkripcionim faktorima vezuje za
SRF mesto za vezivanje na plazmidnoj DNK, Sto dowmdindukcije transkripcije i
aktivacije gena reportera, odnosno gena za luaiferaSRE-luc plazmid dobijen je
ljubaznogu Dr Angel Corbi (Centro de Investigaciones Biotagi, Madrid, Spanija).

ekspresija

SRF mesto za .
luciferaze

vezivanje

SLIKA 15.Shematski prikaz aktivacije pSRE-luc plazmida.

G133-luc, plazmidreporter za miogenin, konstruisan je u svrhu igaitja signalnih
puteva ukljgenih u miogenu diferencijaciju, a koristi se zacprge ekspresije gena za
miogenin Glika 16). Osnovu konstruktatini pXP2 vektor u koga je ugidan
promoterski region za miogenin sa spe€aiim mestima za vezivanje, povezan sa
genom za luciferaz(Xu i Wu, 200Q)Aktivacija gena za miogenin istovremeno aktivira
gen za luciferazugime je omogdena kvantifikacija genske ekspresije. G133-luc
plazmid dobijen je ljubaznéd Dr Zhenguo Wu (Hong Kong University of Science &
Technology, Hong Kong, Kina).

ekspresija
luciferaze

e o

SLIKA 16.Shematski prikaz aktivacije G133-luc plazmida.
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p60OSE2-lug reporter plazmid za Runx2/Cbfal sadrzi Sest ORisBoblast-specific
cis-acting elementelemenata pt@nih genom za luciferaz(Geoffroy i sar., 1995)

(Slika 17). Runx2/Cbfal je transkripcioni faktor koji pripdRunt porodici

transkripcionih faktora koji se vezuju za OSEZ2kidtaktiviraju ekspresiju osteokalcina,
gena specitinog za osteoblastéCui i sar., 2003) p60OSE2-luc plazmid dobijen je
ljubaznogu Dr Gerard Karsenty (Columbia University Medicaér@er, New York,

SAD).
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ekspresija
luciferaze

SLIKA 17.Shematski prikaz aktivacije p6OSE2-luc plazmida.

pBRE-luc, reporter za BMP-Smad signalni put, sadrzi BRE tmes vezivanje Id1
transkripcionog faktora aktiviranog od strane BMzanog za gen za luciferazu u
pGL3 vektoru(Korchynskyi i ten Dijke, 2004plika 18). pBRE-luc plazmid dobijen je
ljubaznogu Dr Peter ten Dijke (Leiden University Medical @am Leiden, Holandija).
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SLIKA 18.Shematski prikaz aktivacije pBRE-luc plazmida.

Gal4-Smad1lplazmid kodira za SmadNakayama i sar., 2003plika 19). Ekspresioni
plazmid za Gal4-Smad1 fuzionisani protein, kojirgadDNA za Smadl nishodno od

sekvence koja kodira za Gal4 domen za vezivanjeDEK, koji je istovremeno
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aktivator transkripcijeCelije su ko-transfektovane ovim plazmidom i Gald-teporter
plazmidompFr5-Luc (Stratagene, La Jolla, CA). Aktivacija gena za 8inamogéava
vezivanje Gal4 domena za Gal4-luc reporter-plazrsdhktivaciju gena za luciferazu.
Gal4-Smad1l plazmid dobijen je ljubaztosDr Konosuke Nakayama (University of
Tokyo School of Medicine, Tokio, Japan).

Gala P P
Smad1l ——> I
Gal4  Smadl

ekspresija
luciferaze

SLIKA 19.Shematski prikaz aktivacije Gal4-Smadl/pFr5-luzpiala.

pECE/HA MAPKK S218D/S222D, MEK1 konstrukt obelezen hemaglutininom (HA)
je konstitutivno aktivni mutant sa regulatornim no@s za fosforilaciju sisarske MAP
kinaze kinaze (MEK1}jPages i sar., 1994Plazmid je dobijen ljubazn&$ Dr Jacques
Pouyssegur (University of Nice-Sophia Antipolisafkcuska).

Q207D sadrzi konstitutivno aktivan ALK2 gen kloniran ClIV5 vektor (Craft i sar.,
2007) dok K233R sadrzi gen za neaktivnu formkirfase deadALK2 gena kloniran u
pCMV5 vektor. Oba plazmida dobijena su ljubazno®r Calvin Vary (Northwestern
University, Chicago, SAD).

SV40{§-Galaktozidaza (SV40$-Gal) kontrolni vektor kori&n je kao pozitivha
kontrola za efikasnost transfekcije. SV@@al sadrzi bakterijski lacZ gen, koji se
konstitutivno eksprimira delijama icijom transkripcijom i translacijom nastaje enzim
B-galaktozidazaf-galaktozidaza je odian reporter enzim jer se njegova ekspresija
moze detektovati direktno Gelijskim lizatima. Lizatima se dodaje supstrat [xa
galaktozidazu, i njihovom reakcijom nastaju hemilnigscentni produktcija se j&ina

moze @itati na luminometru.
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3.7.2.3. Transfekcija C2C1Zelija

C2C12¢elije kultivisane su u plama sa 24 otvora (2x10elija po otvoru) u
standardnom medijumu. Nakon dostizanja 70% konthassti, ¢elije su transfektovane
pomau Superfectreagensa za transfekciju (Qiagen, Hilden, N#&ap sa 500 ng
odgovarajdeg plazmida i 25 ng SV4@-Gal po otvoru, kontrole za efikasnost
transfekcije. Sest sati nakon transfekcije, medijemzamenjen svezim standardnim
medijumom i¢elije su inkubirane preko Kb Potom su transfektovargelije tretirane u
trajanju od 48h, prema eksperimentalnom dizaftelije su zatim lizirane i aktivnost
luciferaze je merena poréw reagenashuciferase Assay SystdfPromega, Adison, WI,
SAD) na luminometru Optocomp-P (MGM Instruments,nidien, SAD). Aktivhost
luciferaze normalizovana je u odnosu na paralektivrzost f-galaktozidaze, kako bi se
uskladile razlike izazvane razlikom u efikasnostnsfekcije. Merenj@-galactozidaze
vrSena su primenom reagenaGalacto-Light Plus SysteniTropix, Bedford, MA,
SAD).

3.8.STATISTICKA ANALIZA REZULTATA

Sva testiranja su ponavljana najmanje tri puta.uR&tz su prikazani u vidu
srednjih vrednosti £ standardna gresSka (SE). Stuolet-test korigen je za pordenje
srednjih vrednosti. Statigka zn&ajnost prihvatana je za p<0.05.
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Rezultati

4.1. EFEKTI | MEHANIZMI DELOVANJA IL-17 NA MULTIPOTENTNE

MEZENHIMSKE CELIJE

4.1.1. Efekat IL-17 na proliferaciju i migraciju C2C12 mezenhimskihéelija

U svrhu odrdivanja efekata delovanja IL-17 na multipotentne emdzmske
celije C2C12, poetno je ispitivano da li ovéelije eksprimiraju receptor za IL-17.
Nakon obelezavanja antitelom na IL-17R, na povr&2C12 ¢elija prim&ene su
diskretne fluorescentne cleaste tvorevine, tighe za membranske receptor@liKa
20Aa), koje nisu bile prisutne uéelijama obelezenim kontrolnim antitelonblika
20Ab). Ekspresija IL-17R dodatno je pofena Westerrblot metodom $lika 20B),
kao i RT-PCR metodon$(ika 20C).

Primenom MTT testa analiziran je uticaj IL-17 nalgeraciju C2C12¢elija.
Rezultati su pokazali da delovanje IL-17 nije izah@rproliferaciju C2C12¢elija,
nezavisno od toga da li gelije kultivisane u standardnom medijumu ili u myediima
za diferencijaciju $lika 21A). Kao Sto je i ¢ekivano, s obzirom na indukciju
diferencijacije, zamena standardnog medijuma difgjacionim medijumima je sama
po sebi izazvala redukciju u proliferacijelija, koja je bila zné&ajnije niza kod¢elija
gajenih u miogenom diferencijacionom medijumu.

Migratorna sposobnost C2Clélija je testirana primenonn vitro Scratch
testa. Celije inkubirane u standardnom medijumu pokazale vsti kapacitet za
migraciju, budidi da su nakon perioda od 24h aosadije gotovo potpuno kolonizovale
ogrebotinu. Tokom istog vremenskog perioda, IL-E/ dozno zavisno inhibirao
migraciju C2C1Zelija (Slika 21B).
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SLIKA 20. Ekspresija IL-17R u C2C12 ¢elijama. (A) a. C2C12¢elije obelezene primarnim antitelom na

IL-17R i FITC-konjugovanim anti-zgm antitelom; b. Celije obeleZene izotipskom kontrolom;i d.
Celijski nukleusi obeleZeni DAPI-jer@elije su slikane na fluorescentnom mikroskopu (daaje 400x).
(B) Ekspresija IL-17R odr@ena Western blot analizom u proteinskim lizatima C2€Higa; o-tubulin je

sluzio kao kontrola(C) Ekspresija gena za IL-17R odr@ena RT-PCR analizom; GAPDH je sluzio kao

kontrola.
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SLIKA 21. Efekat IL-17 na proliferaciju i migraciju C2C12 ¢elijske linije. (A) Proliferacija C2C12¢elija
odrefena MTT testom nakon kultivacij@elija u standardnom medijumu (SM), miogenom
diferencijacionom medijumu (MDM) i osteogenom diferencijacionom medijumu (ODM) u prisustvu 0, 25,
50100 ng/ml IL-17 u trajanju od 48(B) Migracija C2C12¢elija analizirana Scratch testom: nakon Sto

je u konfluentnom monosloju C2Ca&lija napravljena ogrebotina (Ohyelije su inkubirane u prisustvu

0, 25, 50 i 100 ng/ml IL-17 u SM-u. Migracijzlija u polje ogrebotine dokumentovana je nakon 24h.
Brojevi iznad fotografija predstavljaju povrSinu polja ogrebotine pokrivenu migidmajucelijama,
izraZzenu u procentima.
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4.1.2. Efekat IL-17 na miogenu diferencijaciju C2C2 mezenhimskihéelija

Da bi se utvrdilo da li IL-17 ute na miogenu diferencijaciju C2CX2lija,
indukovana je njihova diferencijacija kultivacijom miogenom diferencijacionom
medijumu u trajanju od Sest dana. Nakon ovog parjg@eno je formiranje miotuba
koje su obelezavane antitelom na MyHC, protein udklp u terminalnu miogenu
diferencijaciju(Asakura i sar., 2001; Wada i sar., 2002; Aziz i.sd009) Kao Sto je
prikazano naSlici 22A, broj miotuba pozitivnih na MyHC u prisustvu IL-15i0 je
zn&ajno nizi, ukazujti na to da IL-17 inhibira miogenu diferencijacijleC12¢elija, i
to dozno zavisno. Ovaj rezultat je paen Western blot analizom ekspresije MyHC u
¢elijama, buddi da je u celijama kultivisanim u miogenom diferencijacionom
medijumu u prisustvu IL-17, ekspresija MyHC bilaaena i njen nivo je bio gkn
nivou detektovanom u C2CIélijama koje nisu podvrgnute miogenoj diferencijaci
(Slika 22B). RT-PCR analizom ekspresije gena za miogenimskidpcioni faktor
neophodan za miogenu diferencijacipsakura i sar., 2001; Wada i sar., 2002; Aziz i
sar., 2009),pokazano je da je i ekspresija iIRNK za miogeniatamo opala u C2C12
¢elijama kultivisanim u miogenom diferencijacionomedijumu u prisustvu IL-17,
dostiz«ei nivo blizak onome odienom u celijama kultivisanim u standardnom
medijumu pre indukcije diferencijacij&lika 22C). Dodatna potvrda da IL-17 inhibira
miogenu diferencijaciju dobijena je nakon transigkcC2C12 celija reporter
plazmidom za miogenin (G133-luc), jer je pokazamodddavanje IL-17 u medijum

zn&ajno inhibira transaktivaciju promotera za mioge{8hka 22D).
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SLIKA 22. Efekat IL-17 na miogenu diferencijaciju C2C12 mezenhimskih ¢elija. Ekspresija MyHC u
C2C12¢elijama kultivisanim u SM-u i MDM-u, u prisustvu railh koncentracija IL-17 odréena(A)
imunocitohemijski (tamno obojedelije) i (B) Western blot analizomg-tubulin je sluzio kao kontrola za
nanoSenje uzoraka na g€IC) Ekspresija gena za miogenin odredena RT-PCR metodom delijama
kultivisanim u SM-u ili MDM-u u odsustvu ili prisustvu 100 ng/ml IL-g-&ktin je sluZio kao kontrola.
Brojevi iznad slike odnose se na vrednosti denzitometrijski kvantifikovanih PCR traka, i izraZzene su u
odnosu na netretiranéelije, kojima je dodeljena vrednost 1. Statisti zn@ajnost u odnosu na kontrolu
(SM): *** p<0.001. (D) Transaktivacija G133-luc reportera za miogenin u prolazno transfektovanim
C2C12¢elijama kultivisanim u SM-u ili MDM-u sa ili bez IL-17 (100 ng/ml). Vrednosti su normalizovane
u odnosu na one dobijene ka@dlija inkubiranih u SM-u; RLU, relative luciferase units. Statlsi
znasajnost u odnosu na kontrolu (SM): ***p<0.001; u odnosu na MB#ip<0.001.
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4.1.3. Efekat IL-17 na osteogenu diferencijaciju C212 mezenhimskihéelija

S obzirom na to da je IL-17 inhibirao diferencijacC2C12¢elija u miotube,
nas sledd cilj bio je da utvrdimo uticaj ovog citokina nasmeravanje diferencijacije
¢elija u pravcu drugiltelijskih loza. Uzimajdi u obzir skoro objavljene rezultate koiji
su pokazali da IL-17 indukuje osteogenu difererngijgMSC, analizirali smo efekat IL-
17 na osteogenu diferencijacijelijske linije C2C12. Celije su kultivisane u
osteogenom diferencijacionom medijumu, sa ili dedT, i nakon 6 dana odiwvana je
aktivnost alkalne fosfataze. Kao Sto je prikazaa&lici 23A, osteogena diferencijacija
indukovana kultivacijomtelija u osteogenom diferencijacionom medijumu dodge
bila stimulisana u prisustvu IL-17. Daljim ekspeentima nastojali smo da utvrdimo u
kojoj meri uticaj IL-17 na osteogenu diferencijacigavisi od osteogenih faktora
prisutnih u osteogenom diferencijacionom medijurbutu svrhu, C2C12elije su
kultivisane u miogenom diferencijacionom medijurbudwti da je ovaj medijum kao
dodatak sadrzao samo 2% konjskog seruma, te jBSkio bilo kojih drugih faktora za
indukciju diferencijacije, ukljtuju¢i i osteogene. Nakon Sest dana kultivacije u
ovakvim uslovimagelije gajene u odsustvu IL-17 bile su potpuno negatna ALP i
unjima je u@eno prisustvo miotuba. Matim, u prisustvu IL-17, uene su kolonije
pozitivne na ALP, bez vidljivih miotub&S(ika 23A). Prisustvo ovog ranog fenotipskog
markera za osteogenu diferencijaciju ukazalo je efekat IL-17 na osteogenu
opredeljenost C2C1&lija ne zavisi od primenjenog diferencijacionogdijema.

Dodatno je analizirana i ekspresija Cox-2, proteurkfjuéenog u osteogenu
diferencijaciju (Li i sar., 2011) u C2C12 ¢elijama kultivisanim u miogenom
diferencijacionom medijumu. Weno je dozno-zavisno potanje ekspresije Cox-2
nakon tretmana IL-17, Sto je potvrdilo stimulatorafekat IL-17 na osteogenu
diferencijciju Slika 23B). Pored toga, C2C1leelije transfektovane su reporterom za
Runx2/Cbfal (p60OSE2-luc), esencijalni transkripcioiaktor u osteogenoj
diferencijaciji (Lian i Stein, 2003)Prim&eno je zn&jno povéanje u transaktivaciji
Runx2/Cbfal reportera u transfektovanifalijama kultivisanim u prisustvu IL-17
(Slika 230).
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SLIKA 23. Efekat IL-17 na osteogenu diferencijaciju C2C12 mezenhimskih ¢elija. (A) Aktivnost alkalne
fosfataze u C2C12elijama kultivisanim u SM-u, ODM-u i MDM-u, u odsustvu ili prisustvu 100 ng/ml
IL-17. (B) Ekspresija Cox-2 delijama kultivisanim u MDM-u sa 0, 25, 50 i 100 ng/ml IL-&#ubulin

je sluzio kao kontrola(C) Transaktivacija p60OSE2-luc reportera za Runx2/Cbfal nakon kultivacije
c¢elija u SM-u i MDM-u sa ili bez 1L-17 (100 ng/ml). Vrednosti su normalizovane u odnosu na vrednosti
dobijene u kontrolningelijama (SM); RLU, relative luciferase units. Statikt znaajnost u odnosu na
kontrolu (SM): **p<0.01.
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4.1.4. Unutartelijska signalizacija IL-17 u C2C12¢elijama

Naredni cilj bio je ispitivanje signalnih putevaj&olL-17 aktivira u C2C12
¢elijama. Da bismo utvrdili da li IL-17 aktivira MAR, celijama kultivisanim u
medijumu bez dodatka FBS-a, dodavano je 100 nd/ril7lu razlEitim vremenskim
intervalima. Nakon kultivacije analizirana je eksgfa aktivnih, fosforilisanih formi
p38, JNK i ERK1,2 MAPK ucelijskim lizatima. Rezultati prikazani n8lici 24A
pokazuju zn&jno povéanu fosforilaciju ERK1,2 MAPK Welijama inkubiranim sa
IL-17 u trajanju od 30 minuta i duze. Tal® je priméena poviSena ekspresija
fosforilisanog p38, sa najviSom aktivacijom 30 i 80nuta nakon dodavanja IL-17.
Suprotno tome, ekspresija fosforilisane forme JNj¢ primetena ni kod netretiranih
niti kod IL-17 tretiranih C2C12elija.

Kako bi se ispitalo ¢ee MAPK signalnih puteva u IL-17 indukovanoj
opredeljenosti C2C1Zelija za diferencijaciju, C2C1l1Zelije su pre-inkubirane sa
specifinim farmakoloSkim inhibitorima za p38 i MEK1,2-ERRI1signalne puteve, a
potom je ¢elijama dodavan IL-17 u miogenom i osteogenom difefjacionom
medijumu. Primena speaifiog inhibitora za p38, SB203580, bilo samog ili u
kombinaciji sa IL-17, blokirala je kako miogenu takosteogenu diferencijaciju C2C12
¢elija (Slika 24B), ukazujéi da je p38 osnovni regulatorni molekul kojastvuje u
diferencijaciji C2C12¢elija u obe mezenhimske linije, bez obzira na pstisol IL-17.
Zbog toga su dalji eksperimenti bili usmereni neaidvanje ERK1,2 MAPK signalnog
puta.

Da bi smo potvrdili stimulatorni efekat IL-17 nasforilaciju ERK1,2 MAPK,
C2C12¢elije su transfektovane reporter plazmidom za MEKMAPK (pSRE-luc).
Celije su potom inkubirane sa IL-17 u trajanju och48akonéega je transaktivacija
reportera merena luminometrijski. Saglasno sa poas fosforilacijom ERK1,2
MAPK, IL-17 je zn&ajno poj&ao i transaktivaciju MAPK reporter&lika 24C).
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SLIKA 24. Unutar¢elijska signalizacija aktivirana IL-17 u C2C12 ¢elijama. (A) Aktivacija ERK1,2, p38

i JINK MAPK u C2C12lijama kultivisanim u medijumu bez seruma sa 100 ng/ml IL-17 tokom

naznaenih vremenskih intervala, odfena Western blot analizom. Grafici prikazuju promene u
aktivaciji ERK1,2 i p38 (normalizovane za kontrolu za svako pojédmareme) kao i srednje
vrednosti + SE. Statistka znaajnost u odnosu na kontrolu (0'):*p<0.094B) Ekspresija MyHC i
aktivnost ALP u C2C12elijama kultivisanim u MDM-u ili ODM-u, u odsustvu ili prisustvu inhibitora
za p38 MAPK, SB203580 (%M) i IL-17 (100 ng/ml).(C) Transaktivacija MAPK/ERK reportera
(SRE-luc) u prolazno transfektovanim C2Cddlijama u prisustvu 100 ng/ml IL-17; RLU, relative
luciferase units. Statigka zna@ajnost u odnosu na kontrolu: *** p<0.001.
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4.1.5. Wexe ERK1,2 signalnog puta u IL-17-indukovanoj inhibigji

miogeneze i u IL-17-indukovanoj stimulaciji osteogeeze

Za dalju analizu &e&a ERK1,2 u IL-17-indukovanoj inhibiciji miogene
diferencijacije C2C12elija, korigen je inhibitor za MEK1,2 (PD98059). Kao Sto je
prikazano n&Slici 25A, kultivacija C2C12%elija sa inhibitorom PD98059, u prisustvu
IL-17, uticala je daelije delimiino povrate sposobnost formiranja miotuba, vidljivih
nakon obelezavanja na MyHC. Ovaj rezultat je ptaar Western blot analizom
ekspresije MyHC, s obzirom na to da C2C#&Hje preinkubirane sa inhibitorom, bilo u
prisustvu ili odsustvu IL-17, eksprimiraju MyHC m&tom nivou kao i kontrolnéelije
kultivisane u miogenom diferencijacionom medijunglifa 25B). Pored toga, nakon
preinkubacije sa inhibitorom, ekspresija gena zagemin dostigla je nivo prisutan u
C2C12¢elijama kultivisanim u miogenom diferencijaciononedijumu pre delovanja
IL-17 (Slika 25C). Takadie, inhibitor za MEK1,2 blokirao je supresivni efekia-17 na
transaktivaciju G133-luc promotera miogenina u gfaktovanim C2C12¢elijama
(Slika 25D).

Isti PD98059 inhibitor kori&n je u analizi uloge ERK1,2 MAPK signalnog
puta u IL-17 indukovanoj stimulaciji osteogene thfecijacije C2ClZelija. Da bi se
iskljucio uticaj osteogenih faktora i odredio signalni piktiviran iskljwivo od strane
IL-17, ¢elije su kultivisane u serumom-osiromasenom miogerdiferencijacionom
medijumu. Dobijeni rezultati pokazali su da je IZ-&timulisana osteogena
diferencijacija blokirana nakon preinkubactglija sa PD98059 inhibitorom, s obzirom
na to da u kulturama C2CX2lija ko-tretiranim sa PD98059 i IL-17 nije prideno
prisustvo ALP pozitivnih kolonija§lika 26A). Ovaj rezultat je dodatno potien u
eksperimentima gde je PD98059 inhibirao IL-17-inoldnu transaktivaciju
Runx2/Cbfal reportera u C2Cte&lijama Slika 26B).

Kako bi se potvrdilo da je ERK1,2 MAPK direktno jukdena u indukciju
osteogene diferencijacije od strane IL-17, C2C&Rje su transfektovane plazmidom
koji je sadrzao konstitutivno aktivhu formu MEKla{dEK1l, pECE/HA MAPKK).
Prethodno je, kao pozitivna kontrola MEK1 ERK1,ZQrsilnog puta, odtena
aktivacija pSRE-luc reportera u prisustvu caMEK3lika 26C), uz Western blot

analizu ekspresije HA-obelezenog MEK1 proteina angfektovaniméelijama Glika
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26C, Inser). Celije su potom ko-transfektovane sa caMEK1 i Ru@x®?41 reporterom

I kultivisane u standardnom medijumu ili miogenorifeencijacionom medijumu
tokom 24h. U istim uslovima kultivisane sucelije ko-transfektovane sa praznim
kontrolnim vektorom i Runx2/Cbfal reporterom. Vredt aktivnosti luciferaze
dobijene u lizatimatelija ko-transfektovanim sa caMEK1 i Runx2/Cbfapaderom
normalizovane su u odnosu na vrednosti dobijeneatirha celija ko-transfektovanim
praznim vektorom i Runx2/Cbfal reporterom. Dobijaeizultati pokazali su da
ektopina ekspresija caMEK1 zésno povéava aktivaciju Runx2/Cbfal, u oba
medijuma, ukazugi na to da je aktivacija ERK1,2 kini dogataj u aktivaciji
Runx2/Cbfal transkripcionog faktora koji, sledstvemicira osteogenu diferencijaciju
(Slika 26D).
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SLIKA 25. U¢eke ERK1,2 signalnog puta u IL-17-indukovanoj inhibiciji miogeneZ@C12 celije
kultivisane su u MDM-u, u odsustvu ili prisustvu IL-17 (100 ng/ml) i PD98059k26 Ekspresija

MyHC u C2C1%elijama odrelena je(A) imunocitohemijski {B) Western blot analizomy-tubulin je

sluzio kao kontrola(C) Ekspresija miogenina odfena RT-PCR-omy-aktin je sluzio kao kontrola.
Vrednosti iznad slika odnose se na denzitometrijski kvantifikovane PCR trake, i izrazene su u odnosu na
netretirane ¢elije, kojima je dodeljena vrednost 1. Stafisti zn@ajnost u odnosu na kontrolu:

** p<0.01 (D) Transaktivacija G133-luc reportera za miogenin u transfektovanim C2&liama.
Vrednosti su normalizovane u odnosu na netretirdalje, kojima je dodeljena vrednost 1; RLU,
relative luciferase units. Statigka znaajnost u odnosu na kontrolu: *** p<0.001.
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SLIKA 26. Uce&e ERK1,2 signalnog puta u IL-17-indukovanoj stimulaciji osteogen@geAktivnost

ALP detektovana u C2CLlijama kultivisanim u MDM-u sa IL-17 (100 ng/ml) i PD 98059 (&B).

(B) Transaktivacija p60SE2-luc reportera za Runx2/Cbfal u transfektovanim C2€lf#Zma u
odsustvu ili prisustvu IL-17 (100 ng/ml) i PD 98059 (#8) u MDM-u. Vrednosti su normalizovane u
odnosu na one dobijenedelijama kultivisanim u kontrolnom MDM-u. RLU, relative luciferase units.
Statisttka znaajnost u odnosu na kontrolu (MDM): **p<0.01, *p<0.054C) Ekspresija SRE-luc
reportera u C2Cl2¢elijama transfektovanim praznim vektorom (ev, empty vector) i konstitutivno
aktivnim MEK1 (caMEK1), pECE/HA MAPKK. Statith znaajnost u odnosu na kontrolu (EV):
*** n<0.001; Insert: Ekspresija HA-obelezenog MEK1 plazmidadlijama transfektovanim sa EV i
caMEK1, detektovana Western blot-ofD) Transaktivacija p6OSE2-luc reportera u C2Cadlijama
transfektovanim sa caMEK1 plazmidom, kultivisane u SM-u i MDM-u. Vrednosti su normalizovane u
donosu na‘elije transfektovane sa EV. Stati&id znaajnost u odnosu na kontrolu (EV): *** p<0.001.
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4.1.6. WeXe BMP signalizaciie u IL-17-indukovanoj osteogenoj
diferencijaciji C2C12 éelija

Poznato je da je BMP-Smad signalni put uidjn u osteogenu diferencijaciju
miogenih progenitor@Katagiri i sar., 1994; Osses i sar., 2009; Kimars 2010) Kao
Sto je prethodno pokazano, BMP-9 indukovana ostogbferencijacija C2C12elija
podrazumeva aktivaciju receptora za BMP, ALK2i0 i sar., 2010Q) Stoga je dalje
ispitivano da li je BMP-Smad signalni put ukign i u IL-17-indukovanu osteogenu
diferencijaciju C2C12elija. U tu svrhu primenjena su dva plazmida, jellam sadrzi
gen za ,kinase-dead* ALK2 receptor (kdALK2), odnosneaktivhu formu ALK2
receptorag Romero i sar., 2010),drugi, koji sadrzi gen za konstitutivnho aktiviarmu
ALK2 receptora (caALK2). Ova dva plazmida koristda kao ,prekid&’ za BMP-
Smad signalni put: caALK2 za aktiviranje signalnpgta a kdALK2 za blokiranje
signalnog puta. U cilju potvrde aktivnosti plazmidarovedena je Western blot analiza
ekspresije HA-obelezenih ALK2 proteina u transfekiom celijama Glika 27A).
Pored toga, funkcionalna aktivnhost caALK2 pokaz@ma prisustvom fosforilisane
forme Smad1 jedino telijama transfektovanim sa caALK3l{(ka 27A). Nishodno od
ALK2 receptora, u BMP-Smad signalnom putu, aktjarae Smad signalni molekuli.
Za ispitivanje nishodne aktivacije BMP-Smad sigeakaskade primenjena su dva
plazmida: BRE-luc, specifini reporter plazmid za BMP-Smad signalni put i Gal4
Smadl/Gal4-luc sistem koji omogava préenje aktivacije Smadl proteina. C2C12
¢elije su ko-transfektovane sa BRE-luc reporter ipiamm i kdALK2 ili caALK2 i
potom kultivisane u miogenom diferencijacionom m@du sa ili bez IL-17. Kao Sto je
prikazano naSlici 27B, kultivacija ¢elija sa IL-17 nije dovela do aktivacije BRE-luc
reportera u pokEnju sa bazalnim nivoom. U prisustvu neaktivhe ®rALK2
receptora takde je izostala aktivacija BRE-luc reportera, dok jgka aktivacija
postignuta jedino delijama transfektovanim sa caALK2, u odsustvu IL-B@red toga,
C2C12¢elije su ko-transfektovane sa Gal4-Smadl/Gal4-lstemom i dva plazmida
koji eksprimiraju mutirane ALK2 gene. 8fio prethodnom eksperimentu, IL-17 nije
aktivirao ni Gal4-Smad1l/Gal4-luc sistem u ptaeju sa bazalnim nivoom, dok je jaka
aktivacija priméena jedino nakon ko-transfekcije sa caALK2, u otlaud -17 (Slika
27C).
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Konano, da bi se utvrdilo da li je aktivacija Runx2/@bftranskripcionog
faktora od strane IL-17 posredovana BMP signalnoask&dom, ¢elije su ko-
transfektovane sa Runx2/Cbfal reporter plazmid@ahALK?2 ili caALK2 plazmidima.
Aktivacija Runx2/Cbfal reportera &ena je nakon delovanja IL-1%ak i u ¢elijama
transfektovanim sa kdALK2, potdujuci da IL-17 indukovana osteogena diferencijacija
C2C12 ¢elija ne zavisi od aktivacije BMP signalnog put8lika 27D). Celije
transfektovane sa caALK2, u odsustvu IL-17 pokazsile visoku transaktivaciju
Runx2/Cbfal reporter plazmida, patuju¢i aktivnost BMP signalnog puta u
kontrolnim uslovima $lika 27D).
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SLIKA 27. Uc¢e&e BMP signalizacije u IL-17-indukovanoj osteogeddgrencijaciji C2C1ZXelija. (A)
Ektopna ekspresija HA-obelezenog ALK2c elijama transfektovanim sa kinazno neaktivnim (kd,
kinase dead) ALK2, konstitutivno aktivnim (ca, ¢ibumsvely active) ALK2 ili praznim vektorom (ev,
empty vector). Fosforilacija Smadl odema Western blot analizom. ns-nespégditrake kao kontrola
za nanoSenje uzorakéB) Transaktivacija pBRE-luc, reportera za BMP-Smachalgi put, u C2C12
¢elijama transfektovanim sa ev, kdALK2 ili caALK2pdsustvu ili prisustvu IL-17 (100 ng/m({C)
Transaktivacija Gal4-Smad1/pRf5-luc u C2GkEdjama nakon transfekcije i tretmana opisanim fi&d
(D) Transaktivacija p60SE2-luc, reportera za Runx2/@bta C2C12¢elijama nakon transfekcije i
tretmana opisanim pod B. Stati$ta zna@ajnost u odnosu na kontrolu (ev): *p<0.05, ***p<@®Q.
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4.2. EFEKTI IL-17 NA FUNKCIJE ENDOTELSKIH CELIJA KULTIVISANIH U

USLOVIMA RAZLI CITE KONCENTRACIJE KISEONIKA

U okviru ispitivanja uticaja IL-17 na ragite funkcije endotelskildelija, pr&eni
su efekti ovog citokina na proliferaciju, apoptozuigraciju i tubulogeni potencijal
humaneEA.hy 926 c¢elijske linije. U cilju ispitivanja molekularnih nm@nizama preko
kojih IL-17 ostvaruje svoj efekat na endotelsiddije, odretivan je i uticaj IL-17 na
ekspresiju proteina i gena za eNOS i Cox-2. Efiekii7 su odrdivani uporedo na dve
koncentracije kiseonika (20%,0 3% ) u okviru ispitivanja uticaja hipoksije na

endotelskeelije.

4.2.1. Efekat IL-17 na proliferaciju EA.hy 926 ¢elija kultivisanih u
prisustvu 20% O, i 3% O,

EA.hy 926¢elije su kultivisane na 20%® 3% O, u prisustvu 0, 50 i 100 ng/ml
IL-17 u trajanju od 24h, 48h i 72h, nakoéeaga je analizirana proliferacijgelija MTT
testom. Rezultati su pokazali da u uslovima norrjeks 20% Q u atmosferi, EA.hy
926 celije imaju visok proliferativni kapacitet, s obam na to da je nakon 72h
proliferacijacelija poveéana gotovo 2.5 puta, pfeému rasttie koncentracije IL-17 nisu
uticale na stepen proliferacij&lika 28Aa). Medutim, proliferacija EA.hy 92&elija
odreiena u uslovima hipoksije - 3%,(pokazala je da su EA.hy 926lije osetljive na
nisku koncentraciju kiseonika u atmosferi, s obzrpa to da je broj vijabilnilgelija
nakon 72h kultivacije bio preko 50%izi od paetne vrednosti Slika 28Ba). U
uslovima hipoksije razlikovao se i uticaj IL-17 peoliferaciju EA.hy 926&elija, jer je
IL-17 na dozno-zavisan ti@a poveavao prezivljavanjecelija, sa najizrazenijim
efektom pri koncentraciji IL-17 od 100 ng/ml.

Dobijeni rezultati su ukazali da IL-17 ispoljaveotektivni efekat na EA.hy 926
¢elije na niskoj koncentraciji £© Da bismo potvrdili ovo zapazanje, pristupili smo
odrafivanju apoptotskih profila EA.hy 92&lija kultivisanih u uslovima normoksije i
hipoksije u prisustvu ili odsustvu IL-17. Saglasno sa prettiod nalazima, nakon
kultivacije celija na 20% @ detektovan je nizak procenat apopgtoin (Ann V
pozitivnih) ¢elija, pri cemu prisustvo IL-17 nije dovelo do zi@gnih promena u broju i
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odnosu vijabilnih i apoptatnih ¢elija (Slika 28Ab). S druge strane, pri kultivaciji

endotelskirtelija na 3% @, viSe od polovine detektovanéelija je bilo apoptotino, ali

je prisustvo IL-17 izmenilo ovaj odnos, péa®ajwi procenat vijabilniktelija, odnosno

znaajno smanjujti zastupljenost apoptatiih ¢elija (Slika 28Bb).
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SLIKA 28.Efekat IL-17 na proliferaciju EA.hy 92&tlija kultivisanih u prisustvu 20% 0 3% O, (A)

a. Proliferacija EA.hy 92&¢elija odrefena MTT testom nakon 24, 48 i 72h inkubacije na Z%
prisustvu 0, 50 ili 100 ng/ml IL-17b. Apoptotski profil EA.hy 926 ¢elija odraefen prot@nom
citometrijom nakon 24h inkubaciielija na 20% Q u odsustvu ili prisustvu 100 ng/ml IL-17. Ann-/PI-
¢elije su vijabilne dok su Ann+/PEelije apoptoténe. (B) a. Proliferacija EA.hy 926'elija odrafena
MTT testom nakon 24, 48 i 72h inkubacije na 3% uOprisustvu 0, 50 ili 100 ng/ml IL-1%.
Apoptotski profiEA.hy 926elija odrefen prote@'nom citometrijom nakon 24h inkubacielija na 3%
O, u odsustvu ili prisustvu 100 ng/ml IL-17. Ann-/Relije su vijabilne dok su Ann+/Pléelije
apoptotine. Statistika zn@ajnost u odnosu na kontrolu: *p<0.05.
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4.2.2. Efekat IL-17 na migraciju EA.hy 926¢elija kultivisanih u prisustvu
20% Oz i 3% O3

U okviru ispitivanja razliitih funkcija endotelskih¢elija izlozenih razkitim
koncentracijama kiseonika, ispitivan je i efekatllL. na migratornu sposobnastlija
primenom Scratch testa. Migracija EA.hy 92@&elija u polje ogrebotine péana je
tokom 24h, pri inkubacijicelija u uslovima normoksije i hipoksije u prisustiu
odsustvu IL-17. Rezultati prikazani Sdici 29 pokazali su da je u uslovima normoksije,
na 20% Q, IL-17 stimulisao migraciju EA.hy 926elija na dozno-zavisan &a. S
druge strane, inkubacija EA.hy 926lija na 3% Qindukovala je smanjenje njihove

migracije, pricemu IL-17 nije imao uticaja na ovaj inhibitorni ké.

0 50 100 IL-17 (ng/ml)

SLIKA 29. Efekat IL-17 na migraciju EA.hy 926elija kultivisanih u prisustvu 20% O 3% Q.
Migracija EA.hy 926¢elija analizirana Scratch testom: ogrebotina je reydjena u konfluentno
monoslojucelija, nakoncega sucelije kultivisane u prisustvu 0, 50 i 100 ng/mllEZ-na 20% @i 3%
O, u atmosferi. Migracijacelija u polje ogrebotine dalkmentovana je nakon 24h na svetlos
mikroskopu, uvetanje 100x .
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4.2.3. Efekat IL-17 na tubulogenezu EA.hy 926¢elija kultivisanih u
prisustvu 20% O2i 3% O,

Angiogeni potencijal EA.hy 92@elija analiziran je odidivanjem kapaciteta
tubulogeneze nakon njihovog kultivisanja na kolagemgelu, tokom 24h, pri inkubaciji
¢elija u atmosferi sa 20% O 3% O, u prisustvu ili odsustvu IL-17. Rezultati su
ukazali na stian kapacitet EA.hy 92@elija da formiraju tubule pri kultivisanju u
uslovima i normoksije i hipoksije. Tale, rezultati su pokazali da IL-17 stimuliSe
tubulogenezu EA.hy 926elija, indukuj&i pojavu veéeg broja izduzenih povezanih

¢elija koje formiraju tubulogene mrezslika 30).

20% O, I

0 100 IL-17 (ng/ml)

SLIKA 30. Efekat IL-17 na tubulogenezu EA.hy 926élija kultivisanih u prisustvu 20% QO 3% O.
Tubulogeni kapaciteEA.hy 926¢elija odrafen nakon kultivisanjg@elija na kolagenom geliCelije st
inkubirane na 3% @i 20% G u odsustvu ili prisustvu 117 (100 ng/ml). Tubulogeneza endotel
¢elija dokumentovana je nakon 24h na svetlosnomasiiapu, uvetianje 100x .
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4.2.4. Efekat IL-17 na ekspresiju eNOS i Cox-2 u EAy 926 ¢elijama

kultivisanim u prisustvu 20% O,i 3% O,

eNOS i Cox-2 su vazni molekuli ukfigni u odgovor endotelskilelija na
razlicite faktore i citokine. S toga je ispitivan i eféla-17, u uslovima normoksije i
hipoksije, na ekspresiju ovih proteina i njihoviang u EA.hy 92&elijama. Western
blot analizom utwteno je da je ekspresija eNOS proteina vigalijama u prisustvu IL-
17 na obe koncentracije;(ori ¢emu je véa razlika izmédu kontrolnih i tretiraniitelija
primetena nakon inkubacijéelija na 20% @ Ekspresija proteina niza je kaelija
inkubiranih na 3% @ uz malo povéanje koje indukuje IL-17Slika 31A). Analizom
ekspresije gena za eNOS jasnije je pokazan indocibiekat citokina $lika 31B).
Rezultati su takde pokazali da IL-17 indukuje ekspresiju Cox-2 n& @&bncentracije
kiseonika, gde je ekspresija proteina i transkripiga na 20% @ u poreienju sa

njihovom ekspresijom na 3%,(5lika 31).

e e RS
b "
- + -+ - + -+ |17

20% 3% 20% 3% 0,

SLIKA 31. Ekspresija proteina i gena za eNOS i Cox-2 u ERB§ ¢elijama kultivisanim u odsustvu
ili prisustvu IL-17 na 3% @i 20% Q. Celije su inkubirane na 3% O 20% Q u odsustvu ili

prisustvu IL-17 (100 ng/ml) u trajanju od 24(A) Ekspresija proteina odmena Western blot
analizom;a-tubulin je sluzio kao kontrolgB) Ekspresija iRNK za eNOS i Cox-2 afitaa RT-PCR-
om; GAPDH je sluZio kao kontrola.
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4.3.USPOSTAVLIANJE ADEKVATNOG MODELA ZA PROUAVANJE PROCESA

DIFERENCIJACIJE MEZENHIMSKIH MATCNIH CELIJA U ENDOTELSKECELIJE

4.3.1. lIzolacija i kultivacija mezenhimskih maténih ¢elija iz tkiva

pupéanika

Adherentneelije nalik fibroblastima prim&ne su oko komaéh tkiva 5-7 dana
nakon postavljanja eksplanta, dok su konfluentrdustoljnu za prvu pasaztelije
dostigle nakon 10-15 dana. Posle nekoliko paseli@ su odrzale svoju morfologiju i
svojstvo adhezije za plastiku i nisu se spontafereicirale $lika 32A).

Kratkotrajna proliferacija.Test kratkotrajne proliferacije pokazao je jakookis
proliferativnu m@& MSC, s obzirom na to da se br@lija uve&ao gotovo 40 puta
sedmog dana od zasejavaégdija. Reprezentativni grafik koji prikazuje trermsta UC-
MSC prikazan je n&lici 32B.

Dugotrajna proliferacija.Dodatni eksperimenti su wani kako bi se potvrdio
visok kapacitet za ekspanziju MSCelije su zasejavane u ragtom broju (1x10 i
5x10f), kako bi se analizirala zavisnost rasaija od njihovog psetnog broja kao i
vreme potrebno za dupliranje populacije. Dobijeezultati bili su u skladu je sa
visokom proliferativnom mé@ MSC, s obzirom na to da je vreme dupliranja papijé
(PDT) iznosilo oko 34h (35+3h za UC-MSC izolovamgrvog uzorka tkiva i 33£5h za
UC-MSC izolovane iz drugog uzorka tkiva), za obégtne koncentracijéelija.

CFU-F. Rezultati analize klonogenog kapaciteta MSC didenog pomou
CFU-F testa pokazali su prisustvo klonogenih popjsa celija sa tiptnom
morfologijom nalik fibroblastima u okviru izolovarmopulacije MSC, préemu je broj
kolonija bio obrnuto srazmeran broju zasejatétja. Kapacitet MSC da formiraju
kolonije bio je na visokom nivou, s obzirom na tosk procendtelija koje su formirale
kolonije kretao izméu 55 i1 100% Elika 320).

Krioprezervacija.Celije su u medijumu za zamrzavanje (10% DMSO u EBS-
skladiStene do dve godine wmem azotu. Nakon odmrzavanjglije su pokazivale
visok procenat vijabilnosti u rasponu od 75-90%agakteristike njihovog rasta su se

odrzale, zajedno sa sposobfioZa diferenciranje.
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(A) (B)

Broj ¢elija (x1000)

(€)

120
100 -

broj kolonija

SLIKA 32. Izolacijai kultivacija UC-MSC. (A) Morfologija UC-MSC, fazni kontrast, uvéginje 100x

(B) Proliferacija celija u kratkotrajnim kulturama. Prikazana je kriva rasta UC-MSC, sa srednjim
vrednostima + SE(C) Efikasnost formiranja kolonija u zavisnosti odéptnog broja zasejanibielija.
UC-MSC su kultivisane u maloj gustini (50, 100 ili 2@8ija po otvoru) u standardnom medijumu u
trajanju od 14 dana, nakotega su CFU-F obojene Crystal violet bojom. Efikasnost formiranja CFU-
F kolonija definisana je kao odnos broja kolonija i broja zasejaf@lija. Predstavljenje su srednje
vrednosti + SE dobijene nakon tri nezavisna eksperimenta.
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4.3.2. Karakterizacija mezenhimskih maténih ¢elija izolovanih iz tkiva

pupcéanika

Svojstvo adherentnosti za plastikBtimarne ¢elijske linije izolovane iz oba
uzorka tkiva pupanika pokazale su svojstvo adherentnosti za plaskidko u samom
pocetku, prilikom procesa izolacije, tako i nakon kely broja pasaza (preko 20).

Imunofenotip UC-MS(Protainom citometrijom je analiziran imunofenotip UC-
MSC izmeiu trece i Seste pasaze. Procenat pozitivnih i negatiéslifa za svaki marker
prikazan je n&Slici 33. Analiza ekspresije povrSinskin markera pokazalg@gzitivhu
ekspresiju CD44 kod 21%elijske populacije i negativhu ekspresiju CD11b, 33D
CD34, CD235a, CD45, CD105 i CD90. Mim, pokazano je da UC-MSC u visokom
procentu eksprimiraju embrionalne markere: Nano@%); Sox-2 (59%) i SSEA4
(51%).
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SLiKA  33. Imunofenotip UC-MSC.Na reprezentativhim histogramima dobijenim nakowot@ne
citometrije prikazana je ekspresija (neogemi histogrami)(A) hematopoetskih antigena (CD11b,
CD33, CD34, CD45 i CD235a)(B) mezenhimskih antigena (CD90, CD105 i CD44HJC)
embrionalnih marker-antigena (Nanog, Sox-2 i SSEA4porelenju sa izotipskim kontrolama
(osereno) u UC-MSC.
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Diferencijacija UC-MSC. Kao funkcionalni test potvrde identiteta MSC,
analiziran je diferencijacioni potencijatelija izolovanih iz tkiva puganika.
Diferencijacijacelija prikazana je n8&lici 34. Indukcija osteogene diferencijacije vrSena
je u trajanju od Sest dana, koliko je potrebno kspeesiju ranog osteogenog markera,
ALP. Pozitivna ekspresija i aktivhost ALP pokazgeadodavanjem odgovardeg
supstrata za ovaj enzim nakdéega secelije u kojima postoji prisustvo ALP boje
intenzivno teget-sivom bojom. Osteogena diferengggpostignuta je kod UC-MSC od
oba donora Slika 34A). Indukcija adipogene diferencijacije dovela je ddilcije
proliferacije ¢elija i promene u njihovoj morfologiji. Prve lipiégnkapi unutarcelija
pojavile su se «enakon druge nedelje kultivacije u ADM-u. Nakon@dna,Oil Red O
bojenjem dokazano je da je ¢uea celija aktivno deponovala unutaljske lipide.
Indukcija diferencijacije u adipocite bila je uspagkod UC-MSC iz oba uzork&lika
34B). Indukcija hondrogene diferencijacije trajala je 8an nakoncega sucelije
obojene Safranin O bojom koja boji proteoglikanegizvod hondrogenikéelija, u
narandzastu boju. Obojeni proteoglikani préee su u oba uzorka UC-MSGl{ka
34C). Indukcija miogene diferencijacije kultivisanjeelija u MDM-u tokom 16 dana
dovela je do formiranja izduzenih viSejedarrdélija, miotuba, kod UC-MSC oba
donora. Miotube su vidljive pod mikroskopom nakanemjaCrystal violetbojom, koja
omoguava jasno ugavanje jedara uelijama Glika 34D). Kod UC-MSC nakon
tretmana sa TGB- udxtena je ekspresijaaSMA, proteina karakterisihog za
miofibroblaste §lika 34E).
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Standardni medijum Diferencijacioni medijum

(A) R

SLIKA 34. Diferencijacija UC-MSC. (A) Osteogena diferencijacija potvrdena pozitivnim bojenjem na
aktivnost ALP, uvetanje 100x.(B) Hondrogena diferencijacija potvrdena pozitivnim bojenjem
proteoglikana Safranin O bojom, uwéhje 100x.(C) Adipogena diferencijacija potvrdena bojenjem
lipidnih kapi u ¢elijama Oil Red O bojom, uveétinje 100x.(D) Miogena diferencijacija potvrdena
formiranjem multinuklearnin miotuba obojenih Crystal Violet bojom, dsaje 2100x. (E)
Diferencijacija u miofibroblaste poti@ena obelezavanjedelija naaSMA, uvelfanje 400x.
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4.3.3. Diferencijacija UC-MSC u endotelskeelije

Prethodna istraZivanja diferencijacije ESC u endkeselije pokazala su da se
najveti prinos endotelskiitelija dobija inhibicijom receptora za TGFna ¢elijama
tokom indukcije diferencijacij¢James i sar., 2010; Watabe i sar., 200Sjoga je u
cilju diferenciranja UC-MSC u endotelskelije primenjen stian indukcioni medijum
nakoncije primene je analizirana uspesSnost endotelslereatitijacije. Da bi se ostvarila
inhibicija ALK5 receptora za TGB; primenjen je farmakoloSki inhibitor SB505124.
Prvenstveno je oddena optimalna koncentracija inhibitora, tako Sto Wd-MSC
inkubirane u prisustvu 0.1QM, 0.25 uM i 0.50 uM SB505124. Budéi da su se
koncentracije SB505124 od 0.4M i 0.50 uM pokazale kao letalne za UC-MSC, dok
su ¢elije u prisustvu 0.1uM inhibitora pokazale umereno nizi stepen prolitge
poslednja koncentracija je primenjivana u daljinsdrimentima.

UC-MSC su podeljene wetiri grupe prema medijumima u kojima su
kultivisane:

1. SM —¢elije kultivisane u standardnom medijumu

2. EDM1 —¢elije kultivisane u standardnom medijumu sa 50 h§y/BEGF

3. EDM2 —¢elije kultivisane u standardnom medijumu saM.SB505124

4. EDMS3 - ¢elije kultivisane u standardnom medijumu sa @M SB505124 i

50 ng/ml VEGF

Morfologija celija tokom diferencijacije.Morfologija UC-MSC préena je |
dokumentovana tokom indukcije endotelske diferewgg, | to sedmog &Eetrnaestog
dana Glika 35. Celije na padetku pokazuju karakterigtiu morfologiju nalik
fibroblastima.Sedmog dana indukcije diferencijacijglije kultivisane u standardnom
medijumu, zadrzale su morfologiju nalik fibroblass, dok sucelije kultivisane u sva
tri EDM-a pokazale zrimjne promene u morfologiji: bile su izduzene i @sgene u
vetoj gustini u odnosu néelije u kontrolnoj kulturiCelije kultivisane u EDM2 i 3, bile
su izduzenije odelija kultivisanih u EDM1. Takde, proliferacijacelija kultivisanih u
EDM2 i 3 bila je sporija od proliferacijéelija kultivisanih u standardnom medijumu i
EDM1. Nakon 14 dana indukcije diferencijacije, nuboEke karakteristike wene

sedmog dana su postale joS intenzivnije, uzvazlike izmédu grupa. Kontrolnéelije
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zadrzale su svoju karakteristu morfologiju, dok suéelije inkubirane u prisustvu
EDM1, koje su brze proliferisale od preostale dwapg celija morfoloski bile izméu
kontrolne i EDM2 i 3 grupéelija, budii da su bile blago izduzene, za razlikudatija
inkubiranih sa EDM2 i EDM3, koje su bile jako izauie i u bliskom m#dusobnom
kontaktu.

SLIKA 35. Morfologija UC-MSC tokom indukcije endotelske diémcijacije. Celije su slikane pc
faznim kontrastom sedmogiétrnaestog dana indukcije erdelske diferencijacije, kultivisanjem t
razlicita diferencijaciona medijuma: EDM1 (50 ng/ml VEGEDM2 (0.5uM SB505124) i EDM3 (¢
ng/ml VEGF i 0.5uM SB505124)Celije kultivisane u standardnom medijumu (SM) #uBu ka
negativna kontrola. Prikazane su reprezentativnierogirafije. Uveltanje 100x.
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Tubulogeni kapacitet UC-MSC diferenciranin u entkite celije. Tokom
endotelske diferencijacijéelija, praeno je i njihovo funkcionalno svojstvo formiranja
mreze tubula na kolagenom matrikawitro (Slika 36). Kontrolnecelije ispoljavale su
nizak nivo spontane tubulogenefzlije stimulisane VEGF-om i SB505124 pokazale
su ve&i kapacitet za formiranje tubula. Najrdroj povezanih izduzenikelija primeen
je nakon zajedtikog tretmana sa VEGF-om i SB505124 inhibitorom (EDYM

SLIKA 36. Tubulogeni kapacitet UC-MSC diferenciranih u entkke celije. UC-MSC su nakon 1
dana indukcije endodelske diferencijacije, kultwiem u tri razlfita diferencijaciom medijuma
EDM1, EDM2 i EDM3, zasejane na kolagen. Nakon 2dhkubacije, formiranje mreze tubi
dokumentovano je na svetlosnom mikroskopu. Pril@zanreprezentativne mikrografije. Uvalnje
100x
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Ekspresija proteina specdifiih za endotelskéelije u UC-MSC nakon indukcije
diferencijacije. Kao fenotipsku potvrdu diferencijacije UC-MSC u etalske celije,
nakon 14 dana kultivacije u ragtim uslovima,éelije su obeleZzene antitelima na CD31
(Slika 37) i vWf (Slika 38), proteinske markere karaktertste za endotelskéelije.
Celije gajene u sva tri diferencijaciona medijuméamale su pozitivhu ekspresiju oba
proteina, a najga ekspresija printena je kodcelija ko-tretiranih VEGF-om |
SB505124 inhibitorom. U kontrolnim¢elijama pokazano je potpuno odsustvo
endotelskih markera. Na ovaj &a, dokazana je uspeSna diferencijacija UC-MSC u

endotelskeelije.
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DAPI FITC DAPI/FITC

SLIKA 37. Ekspresija CD31 antigena u UC-MSC diferenciranim u endotelske ¢elije. Celije su nakon 14
dana indukcije endodelske diferencijacije, kulawiem u tri razléita diferencijaciona medijuma:
EDM1, EDM2 i EDM3, obeleZene FITC-konjugovanim tefsim na CD31 i DAPI-jem(elije
kultivisane u SM-u sluzile su kao negativna koatroEkspresija CD31 dokumentovana je na
fluorescentnom mikroskopu. Prikazane su reprezemgmikrografije. Uvelianje 200x.
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SLIKA 38. Ekspresija VWf u UC-MSC diferenciranim u endotelske ¢elije. Celije su nakon 14 dana
indukcije endodelske diferencijacije, kultivisanjentri razli¢ita diferencijaciona medijuma: EDM1,
EDM2 i EDM3, obeleZene TRITC-konjugovanim antitetvWf i DAPI-jemCelije kultivisane u SM-

u sluzile su kao negativna kontrola. Ekspresija @dfumentovana je na fluorescentnom mikroskopu.
Prikazane su reprezentativnhe mikrografije. Usatije 200x.
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7 Diskusija

5.1.EFEKTI | MEHANIZMI DELOVANJA IL-17 NA MULTIPOTENTNE MEZENHIMSKE

CELIJE

lako je poznato da je IL-17, citokin produkovan gmstveno od Thl<elija,
uklju¢en u regulaciju raznovrsnih bioloSkih aktivnosti tnagim somatskim tkivima,
njegovi efekti, mehanizmi i zgaj delovanja ha mnogeelije u organizmu, m#& njima i
na mezenhimske méte celije joS uvek nisu dovoljno istrazeni. Najnovijid@i u ovoj
oblasti ukazali su da je IL-17 faktor rasta za miSje i humane &@ng i sar., 2006;
Huang i sar., 2009, Mojsilowii sar., 2011)kao i da ima ulogu regulatora diferencijacije
mezenhimskih matnih ¢elija, jer stimuliSe osteogenu diferencijaciju humamSC
(Huang i sar., 2009)dok s druge strane inhibira adipogenezu humanih MSC poreklom iz
kostne srzi(Shin i sar., 2009) Deo istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske
disertacije bio je posven rasvetljavanju uloge IL-17 u regulaciji difergacije
mezenhimskihéelija, na modelu C2C12elijske linije. Diferencijacija je usmeravana u
pravcu miogene i osteogene loze, i @iivani su molekularni mehanizmi koji leze u

osnovi delovanja ovog citokina.

IL-17 inhibira miogenu diferencijaciju i indukuje osteogenu diferencijaciju C2C12

mezenhimskihetija

Inhibitorni efekat IL-17 na miogenezu, povezan sa smanjenom ekspresijom
proteina i gena relevantnih za néisul diferencijaciju, je nova regulatorna uloga citaki
pokazana po prvi put u ovoj studiji. Efekat IL-17 na miogenu diferencijaciju je prvo
zapazen na nivou formiranja miotuba i zam@o umanjene ekspresije marker proteina za
diferencirane migine ¢elije, MyHC, u C2C1ZXelijjama kultivisanim u prisustvu IL-17. S
obzirom na to da je diferencijacija skeletnih ramh celija regulisana aktivacijom
transkripcionog faktora miogenina, koji pripada familiji MyoD prote{Asakura i sar.,
2001; Wada i sar., 2002; Aziz i sar., 200@pcena IL-17-indukovana inhibicija ekspresije
IRNK za miogenin, kao i inhibicija aktivnosti njegovog reportera, potvrdila je negativan
uticaj IL-17 na miogenu diferencijaciju.

Skeletno misino tkivo poseduje sposobnost ekstenzivne regeneracgparacije
nakon povrede i to putem aktivacije satelits&hija prisutnihin situ, indukujué njihovu

proliferaciju, migraciju na mesto o$tnja i diferencijaciju u adultne migie celije
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(Leloup i sar., 2007; Morgan, 2003% obzirom na to da IL-17 u naSim eksperimentalnim
uslovima nije doveo do promene u proliferaciji C2GEHja, ali jeste inhibirao njihovu
migraciju, mogue je da, pored toga Sto &di na smanjenje ekspresije miogenina i MyHC,
IL-17 svoj inhibitorni efekat na miogenu diferencijaciju C2C#Rja postize, delom preko
redukcije migratornog kapacitetéelija, na ovaj nén spre&avajui kontakt i fuziju
mioblasta, Sto kon@mo onemogudva formiranje viSejedarnih miotub@.eloup i sar.,
2007) Mali broj kratkih miotuba prim&n nakon Kkultivacijecelija u miogenom
diferencijacionom medijumu u prisustvu IL-17 patuje ovu pretpostavku. Ipak, dalja
istrazivanja su neophodna kako bi se detaljno i sa sigirnardila uloga IL-17 u
¢elijskoj fuziji uklju¢enoj u miogenu diferencijaciju. Vazno je naglasid du skni,
naizgled kontradiktorni rezultati, objavljeni i u vezi uloge IL-17 u procesu adipogene
diferencijacije. Naime, novija studija koju su objavili Lee i £8011) pokazala je da IL-

17 poj&ava adipogenu diferencijaciju C2Cl&elija u uslovima koji podrzavaju
adipogenezu, dok je studija Shin i s&2009) ukazala na inhibitorni efekat IL-17 na
adipocitnu diferencijaciju humanih MSC poreklom iz kostne srzi. Ovi rezultati sugeriSu da
kontrola celijskih funkcija, ukljudijuéi i proces diferencijacije, umnogome zavisi od
sloZenih interakcija koje se u spec¢iibj mikrosredini ostvaruju iznde citokina i razléitin

cilinih ¢elija.

Rezultati dobijeni u okviru ovog rada vezani za IL-17-indukovanu stimulaciju
osteogene diferencijacije C2Ci&lija saglasni su sa skoro objavljenim rezultatirop $u
pokazali da IL-17 ima sposobnost da stimuliSe osteogenu diferencijaciju humanih MSC,
nezavisno od svog delovanja ¢gijsku proliferaciju(Huang i sar., 2009)S obzirom na to
da se proces diferencijacije odvija paralelno sa umanjenom proliferacigia,
sugerirana je mogunost i da samo smanjenje stepéabjskog rasta moze uzrokovati viSi
stepen diferencijacije. Miitim, s obzirom da su rezultati dobijeni u ovom rallao i
rezultati drugih grupa pokazali da IL-17 ne dovodi do promena u dinamici proliferacije
kako C2C12¢elijske linije, tako i humanih MSGHuang i sar., 2009) razumljivo je
pretpostaviti i da efekti IL-17 na diferencijaciju C2Cd&lija nisu posledica izmenjene
proliferacije. Pored toga, naSi rezultati, u saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima
(Huang i sar., 2009)koji su pokazali da IL-17 snazno indukuje osteogenu diferencijaciju u
odsustvu bilo kojih dodatnih osteogenih signaék i u medijumu koji potvdeno indukuje
miogenezu C2C12elija, ukazuju da indukcija osteogene diferencig@g strane IL-17

nastupa paralelno sa inhibicijom miogene diferencijacije. Diferencijéelja u pravcu

92



¥ Diskusija

odreiene ¢elijske loze uz istovremenu supresiju alternativignotipova, odréena je
aktivacijom specifénih signalnin molekula i transkripcionih faktodi i sar., 2010)
Poznato je da je Runx2/Chbfal esencijalni transkripcioni faktor kojidoggeopredeljenost
¢elija za osteogenu diferencijacijikomori, 2003)kao i da ovaj transkripcioni faktor
indukuje transdiferencijaciju primarnih skeletnih mioblasta u osteol{@stesbach i sar.,
2004) Stoga, rezultati prikazani u ovom radu, koji pokazuju da IL-17 indukuje ekspresiju
Runx2/Cbfal, potvtuju induktivni uticaj IL-17 na osteogenu diferencija i upudju na

jedan od mogulh mehanizama putem kojeg IL-17 podstiosteogenu diferencijaciju
C2C12¢elija. Poznato je i da Cox-2 gen, koji se aktivemaw kao odgovor na inflamatorne
stimuluse na mestu inflamacijubois i sar., 1998)tako& moze biti znéajan za
osteogenu diferencijacijéelija (Zhang i sar., 2002)Stoga, podaci dobijeni u ovoj studiji,

koji su pokazali da IL-17 stimuliSe ekspresiju Cox-2 u C2Ce&Hjama, potvduju
prethodno objavljene podatke, prema kojima se intenzitet IL-17-indukovane osteogene
diferencijacije humanih MSC pajava paralelno sa pog@njem ekspresije Cox-ZHuang

i sar., 2009) lako ovi rezultati upudju da se, bar delom, stimulatorni efekat IL-17 na
osteogenu diferencijaciju ostvaruje preko indukcije ekspresije Cox-2, neophodna su
dodatna istrazivanja kako bi se odredilana uloga Cox-2 u IL-17-indukovanoj
osteogenoj diferencijaciji C2C12 mioblasta.

ERK1,2 signalni put ukljeh je u IL-17-indukovanu inhibiciju miogeneze i ul1lI-

indukovanu stimulaciju osteogeneze

Medusobna povezanost ekstracelularnih signala i trgg@kne regulacije
predstavlja kljudiu komponentu u oddesanju smeracelijske diferencijacije. MAPK su
jedan od n&p&e istrazivanih signalnih putev@Gaffen, 2009a; Jaiswal i sar., 2000)
Prema prethodnim nalazima, MAPK su kipgza razvoj i diferencijaciju mi& (Keren i
sar., 2006) kao i za indukciju osteogene diferencijadfjeeloup i sar., 2007)U ovom
kontekstu, pokazano je da aktivacija ERK1,2 MAPK inhibira miogenu diferencijaciju
indukovanu od strane FGF-a i TGF-a tako&@ se pretpostavlija da je ovo esencijalni
signalni put uklju&n u opredeljenje MSC za osteogenu i adipogenu ediégaciju
(Jaiswal i sar., 2000; Gallea i sar., 2001; Arita i sar., 2011; Yang i sar., 20K&jla je u
pitanju IL-17, pokazano je da sva tri tipa MAPK mogu biti aktivirana od strane ovog

citokina, u razkitim tipovima ¢elija, ali na né&in speciftan za svaki pojedirai celijski
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tip (Gaffen, 2008; Ivanov i Linden, 2009; Xu i Cao, 2010; Krstisar., 2009a) U
dodatnim eksperimentima danim u nasSoj Laboratoriji, koji nisu deo ove diseijs
zapazena je aktivacija ERK1,2 MAPK od strane IL-17 u L6E9 pacovskim mioblastima,
kao i u primarnim humanim MSC.

Rezultati nasSih istrazivanja pokazali su da IL-17 gava nivo fosforilisanih formi
ERK1,2 i p38 MAPK u C2C1Zelijama, dok ekspresija fosforilisane forme JNK rbj&a
detektovana kako u netretiranim kontrolama, tako rielijama inkubiranim sa IL-17,
ukazujud na ue&e MAPK signalizacije u IL-17 indukovanim efektimakb zapazeno
odsustvo efekta IL-17 na aktivaciju JNK MAPK treba tdmasa predostroznaési, s
obzirom da su prethodno objavljeni rezultati pokazali da je JNK signalni put ekljuc¢
miostatin-zavisnu inhibiciju miogene diferencijacije C2Cddija (Huang i sar., 2007)
naSa dalja istrazivanja su bila prevashodno usmerena nivaahje zn&aja p38 i ERK1,2
MAPK signalizacije u IL-17 indukovanim efektima.

Primenom speciénih farmakoloSkih inhibitora za p38 i ERK1,2 MAPKkazano
je razliito uceke ove dve MAPK u regulaciji IL-17-indukovane oprgdebsti C2C12
¢elija za diferencijaciju. Naime, iako je IL-17 p@a® fosforilaciju p38 MAPK u C2C12
¢elijama, inhibicija ovog signalnog molekula blokagk, kako miogenu tako i osteogenu
diferencijaciju ¢elija, nezavisno od prisustva IL-17. Ovakav rezufatvrdio je da je
aktivacija p38 neophodna za regulaciju procesa diferencijacije u pravcu obe loze, kao Sto je
i prethodno pokazan.uo i sar., 2010; Keren i sar., 20Q6)

S druge strane, inhibicija fosforilacije ERK1,2 preokrenula je inhibiciju miogene
diferencijacije uzrokovanu prisustvom IL-17, i to eliminiBlkako redukciju u broju
miotuba, tako i umanjenu ekspresiju MyHC i miogenina. Inhibicija ERK1,2 MAPK
preokrenula je i IL-17-indukovanu osteogenu diferencijaciju C2¢€dga, blokiranjem
ekspresije Runx2/Cbfal, kao i aktivnosti ALP. Pored toga, e&tapekspresija caMEK1 u
transfektovaniméelijama rezultirala je u zajnom povéanju ekspresije Runx2/Cbfal,
potvrdujuci ukljucenost ERK1,2 u osteogenoj diferencijaciji indukojaomw strane IL-17.

U skladu sa naSim rezultatima, su i ranije objavljeni nalazi koji su pokazali da ERK MAPK
kontroliSe ekspresiju Runx2/Cbfal, upiju¢i na to da ovaj signalni put ima vaznu ulogu u
kontroli ekspresije gena specifih za osteoblastéXiao i sar., 2000; Ge i sar., 2009)
Medutim, poznato je da je aktivacija ERK vazna ne samao proces osteogeneze
(Deschaseaux i sar., 20Q9)et i za hondrogenezyOh i sar., 2000) miogenezuYang i

sar., 2006) pri ¢emu je vazno naglasiti da jeage ERKZ1,2 u inhibiciji ili u indukciji
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odreienog procesa diferencijacije zavisno od timdija koji je kori€en u istrazivanju
(Yang i sar., 2006)Kako je poznato da ista mreza signalnih komponenti koordinira brojne
¢elijske funkcije inicirane raalitim regulatorima, a mehanizami koji obe#bgu
selektivnu diferencijaciju raztitih ¢elijskih loza nisu joS u potpunosti razjasnjeni,vom
trenutku, mozemo jedino da pretpostavimo da IL-17 indukuje osteogenu diferencijaciju
aktivirajud istovremeno ERKZ1,2 i p38 intracelularne puteve @CC2 c¢elijama,
odrzavajué strogu ravnotezu izndel ove dve MAPK. U slugjevima kada je potreban
»prekid&” za opredeljenost, bilo u pravcu miogene ili os&wg loze, aktivacija ERK1,2
postaje klju&i signal koji se aktivira. lako ova pretpostavka renditi u potunosti
dokazana, rezultati prikazani u ovom radu po prvi put upuéla IL-17, posredstvom
ERK1,2 MAPK pokrée novi signalni mehanizam odgovoran za lozno-spetifi
opredeljenost C2C12edija.

Prema prethodnim saznanjima, C2C12 mioblasti se mogu transdiferencirati u
osteoblaste nakon stimulacije BMP proteinifiYamamoto i sar., 1997; Luo i sar., 2010)
Kanonski signalni put BMP posredovan je ALK1/2/3/6 receptorima tipa | koji fosforiliSu
Smadl, Smad5 i Smad8 signalnih molek({&antibanez i sar., 2011)C2C12 ¢elije
uglavnom eksprimiraju ALK2, uz nisku ekspresiju ALK3 i ALK6 receptora. Pored toga,
noviji rezultati ukazuju da BMP-9 ima sposobnost indukcije osteogeneze putem ALK1 i
ALK2 receptora u C2ClZelijama (Luo i sar., 201Q0) Takodk, u C2Cl2¢elijama
kultivisanim u standardnim uslovima detektovana je i ekspresija BMP receptora tipa II,
kao i izostanak aktivnosti molekula BMP-2, BMP-6 i BMRZilberberg i sar., 2007)
Imajuci ove podatke u vidu, nasi dalji eksperimenti, urkej smo koristili ALK2 mutantne
konstrukte, bili su usmereni ka rasvetljavanju pitanja da li je BMP-Smad signalni put
uklju¢en u lozno-zavisnu opredeljenost koju indukuje ILtLTC2C12¢elijama. Dobijeni
rezultati pokazali su da IL-17 ne dovodi do aktivacije BMP-Smad signalnog puta u C2C12
¢elijama. Pored toga, podaci dobijeni nakon ,ukifafja”, odnosno ,iskljuivanja” ALK2
receptora, odgovornog za inicijaciju BMP signalnog puta, pokazali su da IL-17 aktivira
Runx2/Cbfal transkripcioni faktor bez obzira na aktivhost ALK2. 1z ovih rezultata mogli
smo da zakljuéno da je IL-17-indukovana osteogena diferencijac2C12 celija
posredovana ERK1,2 signalnim putem, nezavisno od BMP signalizacije. Ovakav akaklju¢
u saglasnosti je sa drugim objavljenim rezultatima koji phtnr postojanje BMP-
nezavisnih mehanizama ukljedih u osteogenu diferencijaciju C2Cddlija (Osses i sar.,
2009)
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SLIKA 39. IL-17 modulira opredeljenost C2Clélija tako Sto inhibira njihovu miogenu diferencijaciju
putem inhibicije ekspresije miogenina i MyHC i indukuje njihovu osteogenu diferencijaciju, taka’&to uti
na poveéanje ekspresije Runx2/Cbfal i Cox-2 proteina. Promena opredeljéebtfgtinastala dejstvom IL-
17, posredovana je aktivacijom ERK1,2 MAPK.

Istrazivanje regulacije opredeljenoétlija za miogenu ili osteogenu lozu od strane
IL-17 od vaznosti je za razumevanje patogeneze inflamatornih oboljenja dinmaisi
kostima, koja ukljugju infiltraciju Th17¢elija u tkivo i sintezu IL-17, poput polimiozitisa,
dermatomiozitisa i reumatoidnog artritis&Chevrel, 2003; Tournadre i sar., 2010;
Chabaud i sar., 1999; Kotake i sar., 1999). Inflamacija nastala «mai§i tkivu takode
moze indukovati formiranje ektofnog kostanog tkivaHashimoto i sar., 2007; McCarthy
I Sundaram, 2005). Za nastanak svih navedenih patoloSkih stanja prisustvo multipotentnih,
neopredeljenihcelija u tkivu je od sustinske vaznosti¢Carthy i Sundaram, 2005).
Medutim, iako joS uvek nema dovoljno dokaza koji bivwdili prisustvo IL-17 u tkivu
zahvaenom inflamacijom tokom formiranja ekt@piog koStanog tkiva, uvereni smo da je
ovo pitanje vredno istrazivanja u budhasti. Prema brojnim publikacijama koje pokazuju
da je glavna bioloSka uloga IL-17 da deluje poput citokina za finu regulaciju u
poveavanju ili redukovanju imunskog i hematopoetskog awbga (vanov i Linden,
2009; Jovic i sar., 2007; Chabaud i sar., 1999L-17 moze biti deo regulatorne mreze
koja ima sposobnost da izmeni ravnotezu u opredeljenosti mioblasta u pravcu osteogene ili

miogene diferencijacije. Take, IL-17 moze biti i jedan od kandidata koji mogui bi
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da indukuje osteogenu diferencijacijtdiang i sar., 2009; Rifas i sar., 2003), dalja

ispitivanja, kako in vivo tako i in vitro neophodna su da potvrde ovu hipotezu.

Gledano u celini, rezultati istrazivanja efekata IL-17 na mezenhigelke idu u
prilog misljenju da IL-17 uéstvuje u regulaciji miogene i osteogene difereniggaC2C12
¢elija, s obzirom na to da je IL-17-zavisha inhikacipiogeneze povezana sa redukcijom
ekspresije IRNK za miogenin, redukcijom ekspresije MyHC i formiranja miotuba, dok je
IL-17-zavisna indukcija osteogeneze povezana sa indukcijom ekspresije IRNK za
Runx2/Cbfal, indukcijom ekspresije Cox-2 i aktivnosti ALBliKa 39). Rezultati su
takode pokazali da IL-17 ostvaruje ove efekte putem akijg ERK1,2 MAPK signalnog
puta, nezavisno od BMP-Smad signalnog puta. Moze se zakiga IL-17 modulira
lozno-zavisnu opredeljenost C2C12 mioblastsitro indukujud osteogenu i istovremeno

inhibirajud miogenu diferencijaciju.
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5.2. EFEKTI IL-17 NA FUNKCIJE ENDOTELSKIH CELIJA KULTIVISANIH U

USLOVIMA RAZLI CITE KONCENTRACIJE KISEONIKA

Odreiivanje zastupljenosti kiseonika u organizmu ukazelma razkit procenat
kiseonika u raztitim organima, u rasponu od 0.5% to 14Kanovi, 2009a) upudijudi
da se i efekti bioloski aktivnih molekula mogu razlikovati u zavisnosti od koncentracije
kiseonika u mikrosredini. Takode, postoje i miSljenja da standardwéro istrazivanja,
koja se sprovode u prisustvu 20% kiseonika, mogu dovesti do pogresnih akdlkada
su u pitanjucelijski odgovori na citokinen vivg bududé da ova koncentracija kiseonika
nije uporediva sa onom u fizioloskim uslovim@anovy, 2009a) Efekti IL-17 na
angiogenezu prethodno su ispitivani dege u kontekstu patoloskih stanja povezanih sa
angiogenezom, poput tumora i reumatoidnog artriflsa i sar., 2011; Numasaki i sar.,
2005; Pickens i sar., 2010; Numasaki i sar., 2008gdutim, iako se pomenuta oboljenja
karakteriSu hipokgnim uslovima, prethodna istrazivanja nisu uzimala obzir
koncentraciju @u mikrosredini. U ovoj studiji ispitivani su efekti IL-17 na endotelske
¢elije i njihove funkcije zn&jne za proces angiogeneze, emu je praen i uticaj

razlicitih koncentracija kiseonika.

Efekti koje IL-17 ostvaruje na funkcije endotelsk#ija razlikuju se u zavisnosti od

koncentracije kiseonika u mikrosredini

Rezultati prikazani u ovom radu pokazali su da su EA.hy &lige izuzetno
osetljive na nisku koncentraciju kiseonika u atmosferi, s obzirom na to da je broj vijabilnih
¢elija nakon kultivacije u uslovima hipoksije (3%2:)Ozna&ajno opadao i bitno se
razlikovao od visokog proliferativnog kapaciteta admeog u uslovima normoksije (20%
0,). Ovaj nalaz potven je i odrdivanjem apoptotskih profilaelija kultivisanih u
uslovima normoksije i hipoksijes obzirom na to da je niska koncentracija kiseonika
poveala broj apoptotinih ¢elija u kulturama. Raazlita reaktivnost endotelskibelija na
razlicite stepene oksigenacije u kulturammavitro je u skladu sa prethodno objavljenim
radovima u kojima je pokazano da umerena hipoksija moZe indukovati proliferaciju,
prezivljavanje, migracijucelija i formiranje vaskulature, dok z¥&gno nizi procenat ©

moZze dovesti do visokog stepena apop{&zag, 2009)
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Odretivanje uticaja IL-17 na endotelskelije je pokazalo da ovaj citokin nema
znaajnog efekta na proliferaciju EA.hy 92Z@lija kultivisanih na 20% © kao i da ne
dovodi do zn&ajnih promena u broju i odnosu vijabilnih i apoptoth ¢elija. Medutim, za
razliku od uslova normoksije, u uslovima hipoksije, pri kultivisanju u prisustvu 39O
17 je pokazao protektivho dejstvo édlije, koje je bilo najizrazenije pri koncentraayd
100 ng/ml. Naime, ova koncentracija citokin&sala je vijabilnostcelija, snizavajui
broj apoptoténih ¢elija za 20%. NasSa ranija ispitivanja pokazala sullda?7 ispoljava
slican protektivni efekat i na humane hematopoetadge izolovane iz periferne krvi,
pogotovu na matne ¢elije opredeljene za eritrocitnu lozu, s obzirom jdazn&ajno
povecavao proliferaciju eritroidnih progenitora u ko-kuthma sa MSC nakon inkubacije
na 3% Q, dok je porast proliferacije bio zéano nizi pri kultivaciji na 20% @(Krsti¢ i
sar., 2009)

Razlcita reaktivnost endotelskiitelija na razkite stepene oksigenacije u
kulturamain vitro potvrdila se i prilikom ispitivanja uticaja IL-17 i raalih koncentracija
kiseonika na migratornu sposobnost EA.hy 9&Sija, s obzirom da je u nasSim
eksperimentima hipoksija uzrokovala Zago smanjenje migracije EA.hy 92&lija.
Smanjen stepen migracije EA.hy 92Zflija u prisustvu 3% & slicno proliferaciji,
potvrdio je da je nizak stepen oksigenacije u izvesnoj meridaksia ovu €élijsku liniju.

Odretivanje uticaja IL-17 pokazalo je da je ovaj citoks#timulisao migraciju
EA.hy 926 ¢elija kultivisanih u prisustvu 20% L ali njegovim dodavanjem nije bila
prevazdena inhibicija migracije nastala kultivisanjefelija na 3% Q. Ovaj rezultat u
saglasnosti je sa novijim istrazivanjinrgprovedenim na standardnih 20% @a humanim
dermalnim endotelskintelijama (Moran i sar., 2011)i humanim endotelskingelijama
mikrovaskulature plug (Pickens i sar., 2010koji su ukazali da je proangiogena uloga IL-
17 delom posredovana indukcijoraligske migracije.

Za razliku od proliferacije i migracije, kapacitet EA.hy 92€lija da formiraju
tubule nije bio izmenjen pri kultivisanju u uslovima i normoksije i hipoksije, dok je u
prisustvu IL-17, na obe koncentracije kiseonika, sposobnost EA.hy ¢8ffa za
tubulogenezu bila \é&, potvidujuéi proangiogenu ulogu ovog citokina.

Dobijeni rezultati koji se odnose na uddjene funkcije endotelskiktelija
ukljucene u proces angiogeneze: proliferaciju, migracippriniranje tubula, analizirane u
prisustvu 20% @ potviduju prethodne rezultate koji su ukazali da je IL€ltdkin sa pro-

angiogenim delovanjerfNumasaki i sar., 2003, 2005; Pickens i sar., 20M®@dutim, od
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posebne je vaznosti osvrnuti se na naSe rezultate koji su pokazali da koncengradija O
3% ispoljava toksino dejstvo na EA.hy 92¢€elije. S obzirom na to da se radtelijskoj

liniji, mogu¢e je da su se oweelije vremenom adaptirale na koncentraciju kiseotidja

je zn&ajno viSa od one u fizioloSkim uslovima, dok je 3%, @ko bliza in vivo
mikrosredini, postala tok&ma za njih. Imajuc ovo u vidu, smatramo da je potrebno
posebno sagledavati uticaj koncentracije kiseonika u zavisnosti od toga da li se u
eksperimenalnom pristupu koriste primartelije, koje su ,naviknute” na nisku
koncentraciju @ u fizioloSkim uslovima, ili besmrtnéelijske linije koje su izmenjene i

ve¢ dugo vremena izlozene standardizovanim uslovimavagije na 20% @

Aktiviranje unutafelijskin molekularnin mehanizama od strane IL-17igiaod procenta

kiseonika u mikrosredini

Ispitivanja molekularnin mehanizama koji se nalaze u osnovi delovanja IL-17 na
endotelskeelije zapoé&li smo odrdivanjem uticaja IL-17 na ekspresiju gena za eNOS |
Cox-2, kao i njihovih proteinskih produkata u EA.hy 926lijama. Poznato je da
endotelskecelije eksprimiraju dve forme ciklooksigenaze: Coxkbnstitutivha forma) i
Cox-2 (inducibilna forma) koje katalizuju konverziju arahidonske kiseline u prostaglandin
H2 (Cook-Johnson i sar., 2006fmatra se da je proangiogena uloga Cox-2 posredovana
indukcijom sinteze prostanoida, koji zatim stimuliSu ekspresiju drugih proangiogenih
faktora(lfiiguez i sar., 2003)Rezultati dobijeni u eksperimentima sa EA.hy @26jama
pokazali su da je ekspresija Cox-2 péaea u prisustvu IL-17 Sto je u saglasnosti sa
ranijim studijama koje su pokazale da Cox-2, koji nije eksprimiran u normalnim
fizioloSkim uslovima, moze biti visoko eksprimiran nakon stimulacije proinflamatornim
citokinima (Kim i sar., 2011) poput IL-17(Hirata i sar., 2011) Ekspresija Cox-2 bila je
niza u EA.hy 92&elijama kultivisanim na 3% £ suprotno prethodnim nalazima koji su
demonstrirali da hipoksija @& na povéanje ekspresije Cox-2 u ragtim tipovima celija,
medu kojima su i humane endotelskelije iz umbilikalne vene (HUVECHuman
umbilical vein endothelial cells(Cook-Johnson i sar., 2006Medutim, potrebno je
naglasiti da je ekspresija Cox-2 pokazana u naSim rezultatima bila u korelaciji sa
prethodno dobijenom angiogenim reaktivéloSEA.hy 926 ¢elija na IL-17. Naime, u
uslovima kada je detektovana poviSena ekspresija Cox-2 (kultivacija u prisustvu IL-17 na

20% @), stimulisane su kako migracija, tako i sposobnost EA.hy 6@a za
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tubulogenezu. S druge strane, smanjenje ekspresije Cox-2 ng @ésdva se uporedo sa
smanjenom migracijon€elija. Meiutim, da bi se potvrdile pretpostavke da je Cox-2
medijator angiogenih efekata IL-17, moraju biti sprovedena dodatna molekularna
istrazivanja.

NO je dobro istrazen reaktivni molekul sa ubikvitarnom ekspresijom i
mnogobrojnim fizioloSkim funkcijama, od kojih je m&znatija uloga u odrzavanju
vaskularnog tonus@Michel i sar., 1997; Ho i sar., 2012Kod sisara postoje tri izoforme
enzima koje uéstvuju u sintezi NO iz aminokiseline L-argininaunenska NO sintaza
(nNOS), inducibilna NO sintaza i endotelska NO sintaza. eNOS imankljusogu u
postnatalnoj angiogenezi, jer NO koji sintetiS@st&uje u prenosu unutafijskih signala
aktiviranih angiogenim faktorimgForstermann i Sessa, 2012Prethodno objavljenii
rezultati pokazali su da je NO vazan medijator t@##h efekata koje IL-17 ispoljava
delujud na hematopoetske progenitore i to putem aktivaa§©S i INOS(Krsti¢., 2009;
Bugarski i sar., 2004; Ja¥¢ i sar., 2004; Krsi¢ i sar., 2010) Novija istrazivanjaukazala
su na postojanje slozenih funkcionalnih interakcija i2Zmé&lO i O, koje mogu biti od
velikog zn&aja za razvoj nekih oboljenja, posebno onih kojp@wezana sa hipoksiim
uslovima u tkivu(Ho i sar., 2012) Rezultati dobijeni u ovom radu pokazali su da IL-17
stimuliSe ekspresiju eNOS u EA.hy 92élijskoj liniji, kako na 20% @, tako i na 3% Q
sa primetnijom razlikom u ekspresiji na nivou iRNK. Takode, saglasno prethodnim
saznanjima(Ho i sar., 2012) ekspresija iRNK za eNOS niza je u uslovima hipoksije.
PoviSena ekspresija eNOS indukovana IL-17 u EA.hy @lifgama upudje na to da NO
moze biti posrednik u smanjenju apoptoze otdija, budéi da su ranija istrazivanja
pokazala da NO pozitivho deluje na prezivljavanje endotel&tlipp (Dimmeler i Zeiher,
1999) Da bi se sa sigurnés utvrdilo da Ii NO posreduje u pro-angiogenim eifelet IL-

17, neophodna su detaljnija istrazivanja na molekularnom nivou.

Uloga IL-17 u angiogenezi joS uvek nije u potpunosti definisand@ulita, opste je
prihvaceno da je IL-17 citokin sa proangiogenim delovanj@dumasaki i sar., 2003,
2005; Pickens i sar., 2010Eksperimenti sprovedeni na miSjem modelu reumatoidnog
artritisa pokazali su da IL-17 poséeva vaskularnost u zglobovima misa i stimuliSe
formiranje krvnih sudovan vivo (Pickens i sar., 2010)Takod, stimulativni efekat IL-17
utvrden je u eksperimentu neovaskularizacije ro#mjpacova(Numasaki i sar., 2003)

Bitno je naglasiti da mikrosredinu tumora i sinovijalno tkivo reumatoidnog artritisa
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karakteriSe nizak nivo kiseonik@Ng i sar., 2010) kao i da su oSéena tkiva tipéno
hipoksicna i bogata infiltriranim imunskiméelijama koje eksprimiraju visok stepen
angiogenih faktorgFong, 2009) izmeiu ostalih i IL-17. Osim toga, hipoksija u tumorima
indukuje angiogenezu kao i aktivaciju imunosupresivnih mehaniz@madour i sar.,
2011) Uzimajud u obzir prethodna saznanja, istrazivaégéijskog odgovora na delovanje
IL-17 u korelaciji sa raziitim koncentracijama ©u mikrosredini od velikog su zdaja.

Imajui u vidu rezultate prikazane u ovom delu disertaai@zemo potvrditi da
IL-17 stimuliSe kljuhe dogdaje ukljuene u proces angiogeneze EA.hy 926 endotelskih
¢elija, poput ¢elijske migracije i tubulogneze, kao i ekspresijuG&N i Cox-2. Pro-
angiogeni efekti IL-17 prim@&ni su u prisustvu 20% Qlok je za koncentraciju kiseonika
od 3% utvideno da ima tok&no dejstvo na ovuelijsku liniju. IstraZivanja u sklopu ove
studije omoguda su deliméan uvid u raznovrsnost modulacgelijskih funkcija od strane
IL-17, a u uslovima razlitih koncentracija @ Da bi se konéo rasvetlili efekti i
mehanizmi koji se nalaze u osnovi delovanja ovog citokina neophodna su dodatna
istraZivanja, uz zapaZanje da i sama koncentracjdréDa biti izabrana u skladu sa

poreklom i karakteristikamaedija koja se koriste u eksperimentima.
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5.3.USPOSTAVLIANJE MODELA ZA DIFERENCIJACIJU MEZENHIMSKIH MATINIH

CELIJA U ENDOTELSKE (ELIJE

Mezenhimske matne ¢elije, prisutne u brojnim adultnim tkivimgassis i sar.,
2006; Locke i sar., 2011; Salem i Thiemermann, 20d@dstavljaju prirodni rezervoar za
regeneraciju tkiva, poseduju sposobnost usmerene mobilizacije ha meéemjasteisok
proliferativni potencijal kao i kapacitet za diferencijaciju u ré tipovecelija (Caplan,
2007; Chamberlain i sar., 2007; Giordano i sar., 20073 obzirom na njihove
neprocenljive regenerativne, angiogene i imunosupresivne osobine koje ukazuju na njihov
ogroman terapijski potencijal, MSC su izazvale veliko interesovanje za istrazivanja u
oblasti biomedicine, a ispituju se i u nekoliko oblasti kkit istrazivanja(Brooke i sar.,
2007; Trounson i sar., 2011l)straZzivanja izvedena poslednjih godina dovela su do
saznanja da se MSC, u zavisnosti od njihovog izvora, razlikuju prema kapacitetu za
diferencijaciju, prema brzini proliferacije, sposobnosti za dugotrajnu ekspanziju,
sposobnosti imunosupresije i drugim osobinama. Jedno odnitljipitanja vezanih za
MSC kada je u pitanju njihova klgka primena jeste njihova dostupnost. Tkivo
pupcanika, koje se rutinski odbacuje nakon p@ijad predstavlja lako dostupan, siguran i
eticki nekompromitovan izvor za dobijanje MSC. Shodnemsu navedenom, jedan od

cilieva u okviru ove studije bila je izolacija i karakterizacija MSC.

UC-MSC poseduju visok klonogeni kapacitet, odlikuju se brzom proliferacijom i visokom

sposobnodu ekpanzije

MSC su izolovane iz tkiva puptiika metodom eksplanta, na osnovu jedne od
glavnih osobina MSC — adherentnosti za plastiku. UC-MSC su uspesno izolovane iz dva
od Sest uzoraka puadika, uz zapazanje da je uspeh izolacije zavisiovi@amnena
proteklog izméu preuzimanja tkiva iz bolnice do petka postupka izolacije. U slaju
uspesnih izolacija, ovaj vremenski period iznosio je manje od 12 sati. Dolbgéjeesu
imale karakteristnu morfologiju nalik fibroblastima. Klonogeni kapteti UC-MSC bio je
visok, budué da su ovecelije pokazale visoku efikasnost u formiranju CFUMNjihova
sposobnost za dugotrajnu ekspanzifak i vise od 20 pasaza, kao i njihova brza
proliferacija (vreme dupliranja populacije bilo je 30 sati) ukazali su na to da UC-MSC

imaju visok kapacitet za samoobnovu, Sto ih svrstava u povoljne kandidate za potencijalnu
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primenu. Navedeni rezultati su u skladu sa prethodno objavljenim koji su pokazali da
MSC izolovane iz perinatalnih tkiva (pégmik i placenta) poseduju visi proliferativni
kapacitet u pordenju sa MSC izolovanim iz adultnih tkif&ern i sar., 2006;He i sar.,

2006; Bieback i Brinkmann, 2010; Hass i sar., 201arakteristike koje se odnose na
proliferativni kapacitet i trajnost MSC m vitro uslovima vazne su u kontekstu njihove
primene welijskoj terapiji i tkivnom inzenjerstvu, ako imanaovidu dace u ove svrhe biti
potrebne velike kotine c¢elija. Pomenute osobine UC-MSC omoieicbi produkciju

velikog brojacelija ¢ak i kada bi poétno bio izolovan mali brojdlija iz tkiva.

Nekarakteristtan imunofenotip UC-MSC ne isklweé njihovo mezenhimsko poreklo i

multipotentnost

Jedan od kriterijuma za definisanje MSC jeste pozitivha ekspresija mezenhimskih i
negativna ekspresija hematopoetskih povrSinskih antig@@minici i sar., 2006)
Analizom UC-MSC metodom protoé citometrije utwtena je pozitivha ekspresija CD44
kod 21% i CD34 kod 22%elijske populacije, dok je istovremeno utgna negativna
ekspresija kako hematopoetskin (CD11b, CD33, CD235a, CD45) tako i nekih
mezenhimskih (CD105 i CD90) antigena. Odsustvo mezenhimskih markera kod UC-MSC
se moze objasniti na viSe dmaa. Prvenstveno, danas ne postoji saglasnost oko
univerzalnog i jedinstvenog skupa markera za mezenhimsketrmaaielije, dok je
istovremeno pokazano da CD105, CD90 i CD44 mogu biti eksprimirani i na humanim
fibroblastima koze ili plué (Alt i sar., 2011; Halfon i sar., 2011¥to dalje ukazuje da je
neophodno identifikovati dodatne, nove povrSinske molekim bi se primenom sa
sigurnofu definisale MSC. Takode, imunofenotiglija moZze biti izmenjen u zavisnosti
od izvora ¢elija, metoda primenjenih za njihovu izolaciju, kaouslovima in vitro
kultivacije koji bi mogli uzrokovati gubitak povrSinskih proteina eksprimiranih na
primarnim MSC (Kern i sar., 2006; Roodbrouck i sar., 2011Pored toga,
imunocitohemijskim obelezavanjem (rezultati nisu prikazani u okviru ove studije)
utvrdeno je da UC-MSC eksprimiraju vimentin, glavnu dideletnu komponentu
mezenhimskiltelija, Sto ide u prilog misljenju da ovelije imaju mezenhimsko poreklo, i
da to nisu epitelne ili endotelskelije. Takode, izolovana populacija primarrdélija uvek
je heterogenog karaktera i sastoji se iz ¢Bgskih populacija, te i u slaju UC-MSC

opisanih ovde, postoji mognost da deagelijske populacijgine MSC (CD44 pozitivne) i

104



¥ Diskusija

endotelske progenitocelijie (CD34 pozitivne). Detaljnije analize i1 sortija celija
omogudle bi razjasnjenje ove dileme.

S obzirom na nekarakteri&tiu ekspresiju povrSinskih antigena, kapacitet UC-MSC
za diferencijaciju u najmanje téelijske loze pokazao se kljoiin za utvdivanje njihovog
funkcionalnog kvaliteta, buduéla je upravo ovo karakterigtio bioloSko svojstvo MSC.

U cillu potvrde njihove multipotemtnosti, UC-MSC su pomocéspecifénih
diferencijacionih medijuma stimulisane da se diferenciraju u adipocite, osteoblaste,
hondroblaste i miocite. UC-MSC su uspesno diferencirane detire¢elijske loze,cime

je dokazana njihova multipotentnost, odnosno . &natst”. Takode, u prisustvu TGfk-
UC-MSC su pokazale ekspresitSMA molekula karakteristhog za miofibroblaste,
intermedijarnicelijski tip u diferencijaciji glatkomiginih celija. Stoga je u cilju dalje
karakterizacije koja bi dokazala njihovu multipotentnost, didema i ekspresija
embrionalnih markera i utdeno je da UC-MSC u visokom procentu eksprimiraju
embrionalne markere Nanog (>70%), Sox-2 (>59%) i SSEA4 (>51%). Na osnovu
dosadasnjih saznanja smatra se da se poreklo MSC moZe odraziti na njihove bioloSke
osobine, kao i na njihov stepen opredeljenosti. Posebno se naglaSava razlkaNraie
izolovanih iz adultnih i perinatalnih tkiva, s obzirom na to da se MSC izolovane iz
perinatalnih tkiva smatraju primitivnijim u odnosu na one dobijene iz ostalih tkiva, sa
visokim potencijalom za proliferaciju i ekspanziju (Hass i sar., 2011)

Imajwti u vidu da su MSC otkrivene kao posebna subpopalagtlija u
hematopoetskoj mikrosredini kostne srzi, nekaraktéastimunofenotip UC-MSC ukazao
je da, pored sposobnosti usmerene migracije (drmghing), MSC mozda poseduju joS
neke osobine sihe hematopoetskim matim celijama, poput njihove hijerarhijske
organizacije. Naime, danas je opSteprider@o da su HSC heterogena populaéghja sa
hijerarhijskom strukturom u okviru koje se multipotentnost progresivno smanjuje.
Uzimajud ovo u obzir, raznovrsnost izre razlitin populacija MSC opisana u mnogim
radovima, moze se objasniti hipotezom da su izolovane MSC¢itagli stepena
opredeljenosti. Razumevanje diferencijacije multipotentnih HSC u crazlitipove
funkcionalnih¢elija krvi zna&ajno je unaprédeno analizom povrSinskih antigena koji su
omogudli identifikaciju i izolaciju razlgitih subpopulacija krvnihcelija na razkitom
stepenu opredeljenosti. Pored analize imunofenotipa, razvijen je i niz dobro definisanih i
visoko senzitivnih testova koji dodatno objaSnjavaju funkcionalnost i diferencijacioni

potencijal ovihcelija. Nedostatak spedifiih fenotipskih markera za MSC oteZava njihovu
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identifikaciju 1 izucavanje, navodg na zaklju@k da je funkcionalni test njihovog
kapaciteta za diferencijaciju u ovom momentu najamaji za dokazivanje njihove

multipotentnosti.

Inhibicija TGF4 signalizacije usmerava UC-MSC da se diferenciragndotelskeelije

Neophodan preduslov za ostvarenje uspesSne produkcije endotéddlin za
terapijsku primenu jeste dobijanje dovoljne Emle trajno stabilnih endotelskitelija koje
nakon ekspanzije zadrzavaju svoj angiogeni profil i ne diferenciraju se u ne-endotelske
¢elijske tipove. Za diferencijaciju endotelskielija in vitro do sada su primenjivane
embrionalne matne celije (Yamashita i sar., 2000; Zhang i sar., 200&@hezenhimske
maticne celije izolovane iz raztitih izvora (Jazayeri i sar., 2008; Gang i sar., 2006;
Oswald i sar., 2004; Wu i sar., 200Diferencijacija ovihcelija indukovana je primenom
razlicitin faktora koji indukuju endotelsku diferencijacjji gotovo uvek je uklju¥ala
primenu VEGF-a Medutim, pokazalo se da primena VEGF-a za dobijanjeotatskih
¢elija koje bi se koristile u terapijske svrhe imadgnih nedostataka, s obzirom na to da
VEGF poveéava permeabilnost krvnih sudova, Sto moze dovestnakianka edema u
tkivu (Watabe i sar., 2003)Takode, protokoli koji su koristili VEGF za endotelsku
diferencijaciju omoguavali su kratkotrajnu stabilnost diferenciranih etedikkih celija,
posebno onih koje su dobijene od ESC, budlatsu se téelije mogle diferencirati u tri
¢elijska tipa uklju&na u izgradnju krvnih sudova: u pericite, glatkatms celije i
endotelskecelije. Da bi se pov@la stabilnost i prinos endotelskiklija diferencijacijom
iz ESC, primenjena je nova metoda koja je ukyalka inhibiciju TGF signalizacije
(Watabe i sar., 2003; James i sar., 201@vakav pristup endotelskoj diferencijaciji
zasniva se n&injenici da TGFB aktivira unutatelijske signalne puteve preko dva
receptora tipa 1 u endotelskidelijama: ALK1 i ALKS5, preko kojih se ostvaruju supno
efekti u aktivaciji endotelskihalija, odnosno njihovoj proliferaciji i migraciji. &noteza u
aktivaciji ova dva receptora omogua stabilnostendotelskih¢elija u krvnim sudovima.
Naime, aktivacijom ALK1 pokrée se signalni put koji ukljuje Smadl i Smad5 signalne
molekule, koji dovodi do aktivacije endotela, odnosno dodamja proliferacije i migracije
endotelskih¢elija, dok se aktivacijom ALK5 pokée signalizacija koja ukljuge Smad2 i
Smad3 i koja kao krajnji ishod ima odrzavanje endotelgkilija u stadijumu mirovanja

(Fernandez i sar., 2005, Santibafiez i sar., 20NB osnovu ovih saznanja, osmisljen je
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protokol za endotelsku diferencijaciju ESC koji je u svojoj osnovi imao inhibiciju ALK5S
receptora, pomat sintettkog, komercijalno dostupnog inhibitora. Ovaj protbko
omogudo je uspesnu diferencijaciju, dobar prinos i stadst dobijenih endotelskiéelija
(Watabe i sar., 2003; James i sar., 2010)

Visok diferencijacioni potencijal UC-MSC, i ekspresija embrionalnih markera na
UC-MSC izolovanim u nasSoj studiji, naveli su nas da primeningarslprotokol i u naSem
eksperimentalnom pristupu. Kako bismo odredili najpovoljnije uslove za endotelsku
diferencijaciju ovihcelija, koristili smo tri vrste diferencijacionog mgana: EDM1, koji
je sadrzao VEGF; EDM2, koji je sadrzao inhibitor ALK5 receptora, SB505124; i EDMS3,
koji je sadrzao VEGF i SB505124. Nakon 14 dana kultivisanja UC-MSC sa navedenim
medijumima, najizraZzenija promena u morfologiji primea je kod¢elija inkubiranih u
prisustvu inhibitora, samog i u kombinaciji sa VEGF-om.

UC-MSC su nakon diferencijacije u sva tri tipa medijuma pokazivale funkcionalnu
sposobnost endotelskielija za formiranje tubulogene mreze na kolagenortriksa, uz
najbolje razvijenu mrezu nakon kultivacije u prisustvu VEGF-a i SB505124. Takode,
imunohistohemijska detekcija endotelskih markera — CD31 i vVWf pokazala je da su se UC-
MSC uspesno diferencirale u endotelsietije nakon kultivacije u sva tri medijuma za
diferencijaciju, uz najvisu ekspresiju vVWf u EDM3. Na osnovu prikazanih rezultata, moze
se zakljuéti da je endotelska diferencijacija UC-MSC bila uspesSnija kada stelije
inkubirane u prisustvu VEGF-a i SB505124, s obzirom na to da su UC-MSC nakon ovog
tretmana pokazale najé& morfoloSke promene, najgiekapacitet za tubulogenezu, kao i
najvisu ekspresiju endotelskih marker proteina, Sto je u skladu je sa prethodnim studijama
na kojima je bilo zasnovano nasSe istrazivaiWéatabe i sar., 2003; James i sar., 2010)
Ovaj rezultat nas je naveo da pretpostavimo da je inhibicija ALK5 receptora afaoguc
brzu i efikasniju diferencijaciju UC-MSC, tako $to je aktivirgklije iz stanja mirovanja.
Pored toga, poznato je da T@F-ucestvuje u odrzanju multipotentnostelija, putem
inhibicije diferencijacije u odrene ¢éelijske tipove Derynck i Akhurst, 2007), pa i
endotelske diferencijacije ES@Vatabe i sar., 2003). Shodno tome, moZemo pretpostaviti
da, sltno mehanizmu prisutnom u endotelskiéelijama Eernandez i sar., 2005),
inhibicijom TGF{ signalizacije, MSC iz stanja “multipotentne stabgh” prelaze u
»aktivno stanje diferencijacije”ika 40). Medutim, naSa istrazivanja su se zasnivala na
kratkotrajnoj kultivaciji UC-MSC u diferencijacionim medijumima, jer su za primarni cilj

imala potvrdu uspeSnosti protokola za endotelsku diferencijaciju ESC. Kako je nakon
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dobijenih podataka jasno da se i MSGnieeg UC-MSC, mogu na ovaj tim diferencirati

u endotelske ¢elije, budué& istrazivanja mogla bi biti usmerena ka dugotrajnij
diferencijaciji ¢elija, uz variranje razitih parametara kultivacije, kao Sto su broj dana u
kulturi, termini aplikacije inhibitora, koncentracije aktivnih supstanci itd. Posebno je vazan
I nalaz da je specifni inhibitor za TGFB receptor, SB505124, ostvario diferencijaciju
UC-MSC u endotelske&elije ¢ak i bez prisustva VEGF-a. Ovaj podatak ugaé¢na
postojanje specifnog signalnog mehanizma kojim T@GH<ontroliSe multipotentno stanje

ovih MSC. Pored toga ne treba zanemarinjenicu da UC-MSC opisane u ovoj studiji u
malom procentu eksprimiraju i CD34 antigen, Sto mozeciinga su ovo MSC
predodréiene da postanu endotelséelije, te je zbog toga njihova diferencijacija u tom
pravcu olakSana. Vazno je naglasiti da su rezultati prikazani u ovoj disertaciji pokazali da
se UC-MSC, koje se odlikuju visokom sposohkinoSamoobnove i visokim kapacitetom za
diferencijaciju, mogu diferencirati u endotels&elije putem inhibicije ALK5 receptora za
TGF{}, a da su neophodna dalja detaljna istrazivanja kakaitvdivanje ispravnosti
postavljene hipoteze, tako i za uspostavljanje protokola za ostvarenje uspesSne produkcije

endotelskih élija za terapijsku primenu.

sgs05124 1OF-B
v N\
ALK-5 ALK-1
r[Lulti‘potentnal laktivno stanje
stabiinost==——___ diferencijacije
- ~ T

SLIKA 40. Shematski prikaz hipoteze prema kojoj inhibicija ALK5 receptora ofa@gu
brzu i efikasniju diferencijaciju UC-MSC, tako $to je menja stanje ravnoteze i p@eigea

iz stanja “multipotentne stabilnosti” u ,aktivho stanje diferencijacije”. Izmenjeno iz
Fernandez i sar., 2006. Clin Med Res.
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&»Zakuu dak

U skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja, a na osnovu dobijenih eksperimentalnih

rezultata mogu se izvesti slédeakljucci:

1. IL-17 inhibira miogenu diferencijaciju dok istovremeno stimuliSe osteogenu

diferencijaciju multipotentne mezenhimske &lijske linije C2C12

* Inhibicija miogene diferencijacije C2CZX2lija ostvaruje se smanjenjem
ekspresije miogenina i MyHC u prisustvu IL-17

* Inhibicija migracije C2C1Zelija od strane IL-17 moze imati udela u
inhibiciji njihove miogene diferencijacije

* Indukcija osteogene diferencijacije C2CGiElija ostvaruje se indukcijom
ekspresije Runx2/Cbfal i Cox-2 u prisustvu IL-17

* |L-17-indukovana promena opredeljenosti C2C#Rja posredovana je
aktivacijom ERK1,2 MAPK

* |L-17-indukovana stimulacija osteogene diferencijacije C2¢dlRa je

nezavisna od BMP signalnog puta
2. IL-17 umanjuje apoptozu EA.hy 926¢elija kultivisanih na 3% O,i stimuliSe
procese ukljéene u angiogenezu u EA.hy 92@elijama kultivisanim na

20% O3

* EA.hy 926¢elije spontano podlezu apoptozi na 3% O

* IL-17 ima protektivho dejstvo na EA.hy 928lije inkubirane u prisustvu
3% O,

* IL-17 indukuje migraciju EA.hy 92&elija kultivisanih u prisustvu
20% O

* IL-17 stimuliSe tubulogenezu EA.hy 926lija kultivisanih na 20% i
3% O,

* IL-17 stimuliSe ekspresiju eNOS i Cox-2 u EA.hy 92élijama u
prisustvu 20% Qi 3% O
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3. Uspostavljen model za protavanje procesa diferencijacije mezenhimskih
mati¢nih éelija u endotelske é&lije

* MSC su uspesno izolovane iz tkiva papika, uspostavljena je njihova
dugotrajna kultivacija i krioprezervacija
- UC-MSC poseduju visok klonogeni kapacitet, odlikuju se
brzom proliferacijom i visokom sposobriosekpanzije
- UC-MSC imaju visok kapacitet za diferencijaciju i

eksprimiraju embrionalne marker proteine

* UC-MSC se mogu diferencirati u endotelskelije putem inhibicije
ALKS receptora
- UC-MSC eksprimiraju marker proteine karaktetisé za
endotelskecelije (CD31 i vWf) nakon kultivacije sa VEGF-
om i inhibitorom za ALK5 receptor
- UC-MSC pokazuju powan kapacitet za tubulogenezu
nakon kultivacije sa VEGF-om i inhibitorom za ALK5

receptor
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PRILOG — SPISAK SKRACENICA

Actl (engl. NF-kB activator 1) — aktivator 1 NF-kB; adapprotein

AU (engl. adenine-uracil — adenin-uracil (odnosi se na sekvence RNK bogdie
ponovcima, povezane sa nestabitnbBRNK — karakteristika iRNK citokina)

ALK (engl. Activin-like kinase) — kinaza &ha aktivinu
ALP (engl. ékaline phosphatage- alkalna fosfataza
ACV (engl.Activin) — aktivin

ADM - adipogeni diferencijacioni medijum

AnnV — Annexin V

BCA (engl.Bicinchoinic Acid) bicinhonintna kiselina

BFU-E (engl. Burst forming unit — erythrold— primitivnija kategorija opredeljenih
maticnih ¢elija u pravcu razvoja eritrocita

BMP (engl.Bone Morphogenetic Proteins morfogenetski proteini kosti
BSA (engl.Bovine serum albumife- goveli serum albumin

BCIP/NBT (engl. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/p-nitroblue trézolium
chloride) - hromogen za alkalnu fosfatazu

CBAD (engl. C-terminal C/EBPB-activation domaip — C-terminalni C/EBP-
aktivacioni domen; motiv karakterigéin za IL-17RA

CB-MSC (engl. Cord blood mesenchymal stem cellsmezenhimske mahne celije
izolovane iz krvi iz pupanika

CD (engl. cluster of differentiation— klaster diferencijacije; oznaka za dnearodnu
klasifikaciju membranskih antigena

cDNK - DNK komplementarna molekulu RNK, gage stvorenain vitro pomau
enzima reverzne transkriptaze

C/EBP (engl. CCAAT-enhancer-binding proteins- familija transkripcionih faktora
koji se vezuju za CCAAT sekvencu péijzaca gena

CFU-E (engl. Colony forming unit — erythrojd— zrelija kategorija opredeljenih
maticnih ¢elija u pravcu razvoja eritrocita

CFU-F (engl.Colony forming unit — fibroblast)c- stromalna mathacelija

CFU-GM (engl. Colony forming unit — granulocyte — macrophage bipotentna
opredeljena mathacelija u pravcu razvoja granulocita i makrofaga



Cox-2 (engl.Cyclooxygenase)2- ciklooksigenaza 2

CTLA (engl. Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigenantigen citotokgnih T
limfocita

CXC — C-X-C hemokin

DM — dermatomiozitis, inflamatorno oboljenje niii
DNK — deoksiribonukleinska kiselina
dNTP — deoksiribonukleotid trifosfat

DAB — di-amino-benzidinom

ECL (engl.Enhanced Chemiluminesceheepojaana hemiluminiscencija
EDTA (engl.etylenediaminetetraacetic agid etilendiamintetrasietna kiselina
eNOS —endotelska NOS

ERK (engl. Extracellular Signal-Regulated Kinages— kinaza regulisana
ekstracelularnim signalima; signalni molekul

ESC (engl.Embrionic stem cel)s- embrionalne matnecelije
EDM - endotelski diferencijacioni medijum
EACA (engl.Epsilon-aminocaproic acjd- epsilon aminokapréma kiselina

FBS (engl.Fetal Bovine Serujn fetalni govéi serum

FGF (engl.Fibroblast growth factor— faktor rasta fibroblasta
FITC — fluorescin izotiocijanat

Fsc- fluorescein

G-CSF (engl. Granulocyte colony-stimulating facfor— faktor stimulacije rasta
granulocitnih kolonija

GM-CSF (engl. Granulocyte-macrophage colony stimulating fagytor faktor
stimulacije rasta granulocitno-makrofagnih kolonija

HA — hemaglutinin

HLA (engl.Human leukocyte antiger humani leukocitni antigen
HRP (engl.Horse radish peroxida3e- peroksidaza rena

HSC (engl.Hematopoietic stem ce)ls hematopoetske matie ¢elije

HUVEC (engl. Human umbilical vein endothelial céllss humane endotelskeelije
izolovane iz umbilikalne vene



HDM — hondrogeni diferencijacioni medijum

IFN — interferon

IL — interleukin

INOS — inducibilna NOS

iIPS (engl.induced pluripotent stem célls indukovane pluripotentne méte celije
IRNK — informaciona RNK

IBMX (engl.isobutyl-methylxanthine) izobutil metilksantin

JAK - Janus kinaza; signalni molekul
JNK - c-Jun NH-terminalna kinaza; signalni molekul

LB — Luria Bertani medijum za kultivaciju bakterija

MAPK (engl. Mitogen-Activated Protein Kinage- mitogenom aktivirane protein
kinaze

MEK - kinaze MAPK

MHC (engl. Major Histocompatibility Complgx — glavni kompleks tkivne
podudarnosti

MIP-2 (engl.Macrophage-inflammatory proteinr2 makrofagni inflamatorni protein 2
MMP - matriks metaloproteinaze

MRF (engl.Myogenic Regulatory Factoys- regulatorni faktori miogeneze

MSC (engl.Mesenchymal Stem Cglls mezenhimske manecelije

MTT - 3-(4,5-dimetil-tiazol-2il)-2,5 difenil-tetrazolim bromid

Myf5 (engl.Myogenic factor pb— miogeni faktor 5

Mrf4 (engl. Muscle-specific regulatory factor) 4 regulatorni faktor 4 speatn za
misice

MyoD (engl.Myoblast determination proteis- protein za determinaciju mioblasta
MyHC (engl.Myosin Heavy Chain- teski lanac miozina

MDM - miogeni diferencijacioni medijum
NFxB — nuklearni faktokB; transkripcioni faktor

NK ¢éelije (engl.Natural killer cell§ — ¢elije prirodne ubice
NO — azot monoksid



NOS - NO sintaza
NNOS —neuronska NOS

ORF13 (engl. Qpen reading frame 13- otvoreni okvircitanja (odnosi se na sekvencu
genoma virus&lerpesvirus saimirkojom je kodiran virusni homolog IL-17)

ODM - osteogeni diferencijacioni medijum

Pax3, Pax7(engl. Paired boy — transkipcioni faktori ukljéeni u regulaciju miogene
diferencijacije

PBS (engl.Phosphate Buffer Salihe fizioloSki rastvor puferovan fosfatnim puferom
PCR (engl.Polymerase Chain Reactipr reakcija latanog umnozavanja

PM — polimiozitis, inflamatorno oboljenje mi&

PMSF (engl.phenylmethanesulphonylfluoride fenilmetansulfonilfluorid

PE (engl.Phycoerythrin — fikoeritrin

PI (engl.Propidium lodidé — propidijum jodid

PEG — polietilen glikol

PDT (engl. Population doubling time) — vreme duplieaiglijske populacije

R - receptor

RANKL (engl. Receptor activator of Nuclear factaB Ligand — ligand za receptor
aktivatorNF«B

RNK — ribonukleinska kiselina

Runx2/Cbfal (engl. Runt-related transcription factor 2/Core-bindingctar subunit
alpha-1) — transkripcioni faktor ukljgen u regulaciju osteogene diferencijacije

RT — reverzna transkripcija

Osx (engl.Osteriy — transkripcioni faktor ukljgen u osteogenu diferencijaciju

SCF (engl.Stem cell factor) faktor stimulacije matnih ¢elija
SDS(engl.Sodium Dodecyl Sulphate natrijum dodecil sulfat

SDS-PAGE (engl. Sodium Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide Gel Eledtovpsig
poliakrilamid gel elektroforeza u prisustvu detendta SDS

SE — standardna greska

SEFIR (engl. Smilar Expression to Fibroblast growth factor genesmd IL-17
Receptors- motiv u intra&elijskom domenu IL-17R, homolog TIR familijeceptora



aSMA (engl.Alpha smooth muscle acjin alfa aktin glatkih miga

STAT (engl. Signal Transducer and Activator of Transcripfjon prenosnik signala i
aktivator transkripcije; transkripcioni faktor

TAE - Tris-acetat-EDTA pufer

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

TGF-B (engl. Transforming growth factor beta- faktor transformacije rasta beta

Th — pomanicke T ¢elije

TILL (engl. TIR-like loop) — C-terminalni region SEFtR®mena IL-17R koji pokazuje
slicnost sa TIR domenom

TIR (engl.Toll-IL-1 recepto) — familija receptora koja objedinjuje TLR i IL-1 fahpe
TNF (engl. Tumor necrosis factQr faktor nekroze tumora

TRAF (engl. TNF-Receptor-associated facjor faktor povezan sa TNF receptorom;
signalni molekul

Tris — tris(hidroksimetil)aminometan
TRITC — tetrametilrodamin-5-(i 6)-izotiocijanat

TSS(engl. transformation and storage solutjehrastvor za transformacijuvanje
bakterija

UC-MSC (engl. Ubilical cord mesenchymal stem cghs mezenhimske maéte celije
izolovane iz tkiva puanika

VEGF (engl.Vascular endothelial growth factpr faktor rasta endotelnielija
vWf — von Willebrand faktor



BIOGRAFIJA AUTORA

Jelena Kodi rodena je 01. maja 1981. godine u NiSu. Diplomiralang
Bioloskom fakultetu, Univerziteta u Beogradu, srBavlogija, aprila 2007. godine, sa
pros&énom ocenom u toku studija 9.21. Iste godine upigaladoktorske studije,
studijski program Biologijacelija i tkiva, na matinom fakultetu. PolozZila je sve
programom preddiene ispite sa srednjom ocenom 10.00. Od Skolské/@80do juna
2010. godine bila je stipendista doktorand Minssthzat za nauku Republike Srbije, a od
juna 2010. je zaposlena u istragikam zvanju, prvo kao istraziggripravnik a potom,
od novembra 2010., kao istraztvaaradnik na Institutu za medicinska istrazivanja u
Beogradu.

Od paetka doktorskih studija aktivno c¢estvuje u biomedicinskim
istrazivanjima i to na viSe projekata koje je fismalo Ministarstvo nadlezno za nauku:
“Regeneracija skeletnih tkiva pomognuta biomatkmija kao tkivnim matricama —in
vivo i in vitro studija”’ na Institutu za biomedicinska istrazivanpedicinski fakultet u
NiSu (2007-2008); Celijski i molekularni mehanizmi regulacije hematege* (2008-
2010) i ,Regenerativni i modulatorni potencijal &dth matinih ¢elija“ (od 2011.) na
Institutu za medicinska istrazivanja, UniverzitetBeogradu. Angazovana je na dva
bilateralna projekta, sa Kraljevinom Spanijom i Rielikom Portugal.

Boravila je na Institutu za genomiku i bioinformati u Gracu, Austrija, u
organizaciji World University Service (WUS) 1 Austn Exchange Service, 2008.
godine u okviru jednomes&eog strénog usavrSavanja. Dobitnik je grupne nagrade za
najbolji rad Instituta za medicinska istrazivanja@i0. godini.

Do sada je u saradnji sa drugim autorima objavanmaest bibliografskih
jedinica: Sest radova u vaodle ¢asopisima méunarodnog znsja (M21), jedan rad u
istaknutom c¢asopisu méunarodnog znmja (M22), dva rada u mndanarodnim
casopisima (M23), jedan rad u va@een casopisu nacionalnog ztga (M24), dva rada
u ¢asopisima nacionalnog ztma (M52) i Sest saopStenja sadmearodnih skupova

Stampanih u izvodu (M34).

VI



Mpunor 1.

U3jaBa 0 ayTopCcTBY

MotnucaHa JeneHa C. Kouuh

6poj ynuca BO 070001

UsjaBrbyjem

[la je JoKTOopCKa AncepTauuja nof HacnoBom

EdbekTn u MexaHU3MM fenoBatba MHTepneyknHa-17 Ha pyHKLmMje Me3eHXUMCKUX
u enpgotenckux henuja

e pe3ynTaTt COnCTBEHOr UCTpaxuesa4kor paaa,

e [a npeanoxeHa gucepTauuja y LENWHN HU Y Aenosuma Huje 6una npeanoxexHa
3a pgobujame 6uno koje Aunnome npema CTyAW|CKUM MporpamMuma Apyrux
BMCOKOLLIKOSCKMX yCTaHOBa,

e [a Cy pesynTaTy KOPEKTHO HaBeAeH! U

e [a HMCaAM KpLUMO/Nia ayTopcka npaBa W KOPUCTMO WHTENeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

Motnuc gokropaHAaa

Y Beorpagy, 27.08.2012.




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 NCTOBETHOCTU LITaMMNaHe U efleKTPOHCKe
Bep3unje JOKTOPCKOr paaa

Mme u npesnme aytopa JeneHa C. Kouuh

Bpoj ynuca BO 070001

Crtyamjckn nporpam Buonoruja henuja u TkMBa

Hacrnos paga EdekTn 1 mexaHu3mu genoBama UHTeprieykuHa-17

Ha (pyHKLMje Me3eHXMMCKUX U eHaoTenckux henuja

MeHTOpUY Op AnekcaHnapa Kopah, pegosHu npodecop,
Buonowku dakynteT, YHuBepauteT y beorpagy

Op OuaHa byrapcku, Hay4yHU CaBeTHUK,
MHCTUTYT 3a MeanUMHCKa NCTpaXuBaa,
YHuBepsuteT y beorpagy

MoTtnucaHa JeneHa C. Kouuh

n3jaBrbyjeM [a je TaMnaHa Bepsuja Mor JOKTOPCKOr paja WCTOBETHa eNEeKTPOHCKO)
BEp3Wju Kojy cam npepao/na 3a ofbjaerbuBake Ha noprany JurutanHor
penosuTopujyma YHuBep3uterta y beorpaay.

NossorbaBaM ga ce objaBe MOjU NWMYHM nojaun BesaHu 3a Aobujare akagemckor
3Barba [OKTOpa Hayka, kao LUTO Cy WUMe 1 npesume, rognHa u Mecto poherwa n aatym
onbpaHe paga.

OB/ nW4yHM nogaum Mory ce o06jaBuTM Ha MpexHUM CcTpaHuuama aurutan-He
6ubnuoTeke, y eNneKTPOHCKOM kaTanory u y nybnvkauvjama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTnuc gokropaHaa

-~ S

Y Beorpapgy, 27.08.2012.




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwheky

Osnawhyjem YHuepauteTcky 6ubnuoteky ,Cetosap Mapkosuh® ga y [OurutanHu
peno3uTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKY AucepTauumjy nog
HaCrnoBOM:

Ecdektn 1 MexaHU3Mm genoBamwa UHTEpPrieyKuHa-17 Ha (pyHKLMje Me3eHXUMCKMX
u eHgoTtenckux henuja

Koja je Moje ayTopcKo Aero.

OucepTaumjy ca cBMM npunosmma npegao/na cam y enekrpoHckom popmaty norogHom
3a TpajHO apXxuBMpaHe.

Mojy [oKTOpCKy AucepTtauujy noxpaweHy y AurutanHu penosmtopujym YHuBepsuTeTa
y Beorpagy mory Aa kopucte CBU Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyyuvo/na.

1. AyTopcTBO
2. AYyTOpCTBO - HEKOMEpLMjarnHo
N\ :
@AyTOpCTBO — HekomepuwmjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLMjanHo — AennTi Nog UCTUM ycrioBumMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENnuUTK Noj UCTUM ycroBuMa

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jeAHy of LecT noHyReHWx nuueHun, Kpatak onuc
nyUeHUM aat je Ha nonefuHn nucra).

MoTtnuc gokropaHpa

;f[fo,g&uﬁ/

Y Beorpapgy, 27.08.2012.
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