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Karakterizacija i ispitivanje imunomodulatornih svojstava mezenhimskih

maticnih Celija izolovanih iz dentalnog tkiva ¢oveka

Mezenhimske mati¢ne ¢elije (engl. mesenchymal stem cells, MSC) izolovane iz razlicitih
tkiva se sve viSe ispituju kao potencijalno sredstvo u terapiji oSteCenja tkiva ifili
inflamacijskih bolesti. U poredenju sa MSC iz kostne srzi, MSC iz dentalnih tkiva su
znatno pristupacnije. Medutim, potencijal za primenu MSC iz dentalnih tkiva u ¢elijskoj
terapiji je jo$ nedovoljno ispitan, obzirom na to da se MSC iz razli¢itih dentalnih tkiva
razlikuju po potencijalu za diferencijaciju, i da podaci o njihovim imunomodulatornim
osobinama gotovo da ne postoje. Stoga je cilj ove teze bio da se uporede fenotipske
osobine, sposobnost diferencijacije i imunomodulatorne osobine MSC iz razli¢itih
dentalnih tkiva zdravih donora. Takode, nije poznato da li faktori inflamacije i infekcije
mogu modifikovati imunomodulatorne osobine ovih MSC, 1 koji mehanizmi su ukljuceni u
ove procese. U tom smislu je ispitivano da li su imunomodulatorne osobine MSC
izolovanih iz zdravih dentalnih tkiva podlozne modulaciji agonistima Toll-u sli¢nih
receptora (TLR), vaznim inicijatorima imunskog odgovora u tkivu. Pored toga, jedan od
ciljeva je bio ispitati da li su fenotip, sposobnost za diferencijaciju i imunomodulatorne
osobine MSC izolovanih iz hroni¢ne inflamacije, kakva je periapeksna lezija (PL),
izmenjene u odnosu na MSC iz zdravih dentalnih tkiva. Takode, nije poznato kakve efekte
PL-MSC ostvaruju na inflamacijske c¢elije periapeksne lezije, i koji su potencijalni
mehanizmi odgovorni za njihov efekat. U tom smislu bi prouc¢avanje interakcije PL-MSC
sa dendritskih ¢elijama (DC), kljuénim inicijatorima i regulatorima imunskog odgovora,
znacajno doprinelo razumevanju imunoregulatornih mehanizama MSC u inflamaciji, zbog

Cega je ispitivanje ovih interakcija bio vazan cilj nasih istrazivanja.

U svrhu ovih ispitivanja humane MSC su izolovane kao adherentne celije nakon
kolagenazno/DNKznog tretmana dentalne pulpe (DP) i dentalnog folikula (DF) zdravog
treCeg molara, i periapeksne lezije. Kapacitet za samo-obnavljanje DP-MSC, DF-MSC i
PL-MSC je ispitan na osnovu njihove sposobnosti za formiranje kolonija nalik



fibroblastima, i vremena potrebnog za dupliranje populacije. Nakon indukcije adipogeneze,
osteogeneze i hondrogeneze diferencijacioni  potencijal MSC je ispitivan
imunohistohemijskim i imunocitohemijskim metodama. Pomocu proto¢ne citofluorimetrije
i imunocitohemijske analize je, na osnovu ekspresije CD29, CD90, CD73, CD105, CD44,
CD46, CD166, CD146, CD271, STRO-1, i odsustva ekspresije HLA-DR, CD19, CD14,
CD45, CD34 na DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC, potvrdeno da ove ¢elijske linije ispoljavaju
fenotip karakteristi¢an za MSC. Imunomodulatorni potencijal DP-MSC i DF-MSC, pre i
nakon aktivacije sa TLR3 i TLR4 agonistima, kao i imunomodulatorni potencijal PL-MSC,
je ispitivan u ko-kulturi sa mitogenom aktiviranim mononuklearnim ¢éelijama periferne krvi
(engl. peripheral blood mononuclear cells, PBMC). Uloga solubilnih molekula
produkovanih od strane PL-MSC u efektima na inflamacijske mononuklearne celije
izolovane iz periapeksne lezije (engl. periapical lesions inflammatory cells, PL-IC) je
ispitivana u ko-kulturama sa direktnim meducelijskim kontaktom ili sa umetnutom
poroznom membranom (engl. Transwell system). Na presecima periapeksnih lezija je, na
konfokalnom mikroskopu, analizirana distribucija i ko-lokalizacija MSC, obelezenih
monoklonskim antitelima na STRO-1 i CD146, i DC, obelezenih monoklonskim antitelima
na CD83, CD209, CD11lc i HLA-DR. Efekti PL-MSC na diferencijaciju, sazrevanje i
funkcije DC poreklom od monocita, je ispitivan u direktnim i indirektnim ko-kulturama.
Nakon diferencijacije indukovane sa GM-CSF/IL-4 i sazrevanja indukovanog citokinima,
fenotip kontrolnih DC ili DC ko-kultivisanih sa PL-MSC, je analiziran citofluorimetrijom,
dok je funkcija ovih ¢elija ispitivana analizom produkcije citokina, i analizom njihovog

alostimulatornog i polarizacionog kapaciteta u alogenoj ko-kulturi sa CD4" T limfocitima.

Nasa istrazivanja su pokazala da DF-MSC i DP-MSC imaju fenotipske osobine MSC, s tim
da DF-MSC imaju neSto veéi potencijal za samo-obnavljanje i izrazeniji adipogeni
potencijal, u poredenju sa DP-MSC koje su pokazale snazniji osteo/hondrogeni potencijal.
DP-MSC su, za razliku od DF-MSC, ispoljavale TGF-B-zavisan anti-proliferativni efekat
na fitohemaglutininom stimulisane PBMC u ko-kulturi, iako su nakon transplantacije u
neonatalne miSeve, oba tipa Celija izazvala formiranje granulomatoznog tkiva. Tretman

TLR3 agonistom je pojacao imunosupresivnu aktivnost DP-MSC i indukovao



imunosupresivnu aktivnost DF-MSC, stimulacijom produkcije TGF-B od strane ovih ¢elija.
Aktivacija TLR4 na DF-MSC indukovala je produkciju TGF-f i imunosupresivnu aktivnost
ovih ¢elija, dok su DP-MSC nakon ovog tretmana znac¢ajno slabije ispoljavale indolamin-
2,3-dioksigenazu-1 (IDO-1), TGF-B, i imunosupresivne efekte. PL-MSC ispoljavaju
fenotip karakteristican za MSC, poseduju najsnazniji osteo/hondrogeni kapacitet, ali i
slabiji kapacitet za samo-obnavljanje, u poredenju sa DP-MSC i DF-MSC iz zdravih tkiva.
PL-MSC su bez dodatnih tretmana ispoljile anti-proliferativni efekat na stimulisane PBMC
i delovale supresivno na produkciju IL-2, IFN-y i IL-5, dok su istovremeno stimulisale
produkciju TGF-B u ko-kulturi. Sem toga, PL-MSC su u ko-kulturi sa PL-IC, posredstvom
solubilnih molekula, inhibirale produkciju TNF-a, IL-1f i IL-6, i u direktnom celijskom
kontaktu produkciju IL-8. Pokazano je da DC, koje imaju kljuénu ulogu u razvoju i
odrzavanju PL, dolaze u blizak kontakt sa PL-MSC in situ. Koriste¢i in vitro model
dobijanja DC iz monocita periferne krvi, nadeno je da, iako PL-MSC inhibiraju proces
diferencijacije DC iz monocita, to ne ometa njihovo sazrevanje. Nakon tretmana pro-
inflamacijskim citokinima, ovako dobijene zrele DC favorizuju razvoj snaznijeg Th2/Th17
odgovora u ko-kulturi sa CD4" T limfocitima, u poredenju sa kontrolnim zrelim DC. DC
koje su samo tokom faze sazrevanja bile izloZene uticaju PL-MSC su ispoljile snazniju
alostimulatornu sposobnost 1 indukovale znafajno jac¢i Thl odgovor u poredenju sa
kontrolom. Nasuprot tome, DC ko-kultivisane sa PL-MSC i tokom faze diferencijacije i
tokom faze sazrevanja su pokazale tolerogene osobine. Naime, ovako dobijene DC su, iako
fenotipski zrele, imale znacajno slabiju alostimulatornu sposobnost, stimulisale su Th2
odgovor, indukovale anergiju CD4'T limfocita, i posredstvom ILT3, ILT4 i IDO-1
indukovale diferencijaciju CD4"CD25""CD39"IL-10" regulatornih T ¢elija.

U zakljucku se moze ista¢i da celije izolovane metodom adherence iz dentalne pulpe,
dentalnog folikula i periapeksnih lezija, u uslovima kulture poseduju karakteristike MSC,
ali se razlikuju po kapacitetu za samo-obnavljanje, fenotipu i potencijalu za diferencijaciju.
Takode, DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC poseduju razli¢it imunomodulatorni potencijal, koji
je povezan sa produkcijom solubilnih molekula od strane ovih MSC in vitro.

Imunomodulatorni efekti DP-MSC i DF-MSC se razli¢ito menjaju pod uticajem TLR



agonista, $to moze biti znacajno za njihov terapijski potencijal. lako PL-MSC ispoljavaju
supresivni efekat na funkciju inflamacijskih ¢elija periapeksne lezije, njihov efekat na DC
zavisi od faze razvoja DC. PL-MSC indukuju razvoj DC sa pro-inflamacijskim osobinama,
koje bi mogle biti klju¢ne u inicijaciji i odrZzavanju lokalnog imunskog odgovora, ili DC sa

tolerogenim osobinama, koje bi mogle ucestvovati u rezoluciji inflamacije.

Kljuéne re¢i: mezenhimske mati¢ne Celije, dentalna tkiva, periapeksna lezija, inflamacija,

imunomodulacija, dendritske celije
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Characterisation and analysis of the immunomodulatory properties of

mesenchymal stem cells isolated from human dental tissues

Mesenchymal stem cells (MSC) isolated from various tissues, are increasingly investigated
as a potent tool for the therapy of damaged tissues and/or inflammatory diseases. Compared
to bone marrowv MSC, MSC from dental tissues are more accessible. However, the
therapeutic potential of MSC from dental tissues is not investigated enough, since a body of
evidence suggests that the MSC isolated from various dental tissues differ in their
differentiation potential, whereas the studies on their immunomodulatory properties are
largely missing. Therefore, the aim of this thesis was to compare the phenotypic
characteristics, differentiation potential and immunomodulatory properties of MSC isolated
from different dental tissues of healthy donors. Further, it is not known whether the factors
present at the site of inflammation and infection can modify the immunomodulatory
properties of these MSC, and what mechanisms are involved in these processes. Regarding
this, we examined whether the immunomodulatory properties of MSC isolated from
healthy dental tissues are susceptible to modulation with Toll-like receptor (TLR) agonists,
major initiators of the immune response in a tissue. In addition, one of the aims was to
examine whether the phenotype, differentiation potential and immunomodulatory
properties of MSC isolated from a chronic inflammation, such as periapical lesion (PL), is
altered, in comparison to MSC from healthy dental tissues. It is also unknown what effects
do PL-MSC exert on the inflammatory cells of PL, and what potential mechanisms are
involved in these effects. In this sense, investigation of the interaction between PL-MSCs
and dendritic cells (DC), the key initiators and regulators of the immune response, would
significantly contribute to the understanding of immunoregulatory mechanisms of MSC in
inflammation, so the analysis of this interaction was of immense importance in our

research.

To investigate this, human MSC were isolated as adherent cells upon collagenase/DNAse
treatment of dental pulp (DP) and dental follicle (DF) from the third healthy molar, and



periapical lesions. Self-renewal capacity of DP-MSC, DF-MSC and PL-MSC were
analysed on the bases of their potential to form colony forming units-like fibroblast, and the
time needed for doubling of their population. After the induction of adipogenesis,
osteogenesis and hondrogenesis, the differentiation potential of MSC was analysed by
imunohistochemistry and immunocytochemistry. Using the flow cytometry and
immunocytochemical methods, which revealed the presence of CD29, CD90, CD73,
CD105, CD44, CD46, CD166, CD146, CD271 and STRO-1 expression, as well as the
absence of HLA-DR, CD19, CD14, CD45, CD34 expression by DP-MSC, DF-MSC and
PL-MSC, it was confirmed that these cell lines express the phenotype characteristic for
MSC. Immunomodulatory potential of DP-MSC and DF-MSC, either before or after the
treatement with TLR4 and TLR3 agonists, and the immunomodulatory potential of PL-
MSC, was analysed in co-culture with mitogen-activated peripheral blood mononuclear
cells (PBMC). The role of soluble molecules produced by PL-MSC, in their effects on
inflammatory mononuclear cells from periapical lesions (PL-IC), was analysed in a direct
co-culture, or in a Transwell system. The distribution and co-localization of MSC, labelled
with anti-STRO-1 and anti-CD146 monoclonal antibodies, and DC, labelled with anti-
CD83, anti- CD209, anti-CD11c and anti-HLA-DR monoclonal antibodies, was analysed
on cross-sections of PLs using the confocal microscopy. The effects of PL-MSCs on
differentiation, maturation and functions of DC derived from peripheral blood monocytes,
were investigated in a direct, or indirect co-cultures. After the differentiation of DCs
induced by GM-CSF/IL-4, and their maturation induced by cytokines, the phenotype of
control DC, and DC co-cultivated with PL-MSC, was analysed by using flow cytometry,
whereas their functions were tested by analysing the production of cytokines, their
allostimulatory capacity and polarisation capability in a co-culture with allogeneic CD4" T

cells.

Our investigation showed that DP-MSC and DF-MSC express phenotype which is a
characteristic of MSC, but DF-MSCs had a higher self-renewal potential and exhibited a
higher potential to form adipocytes, compared with DP-MSCs, which possessed a stronger
osteo/chondrogenic potential. DP-MSCs, unlike DF-MSC, possessed TGF-B-dependent



anti-proliferative effect on phytohemaglutinine-stimulated PBMC in co-culture, although
the transplantation of both cell types in neonatal mice, induced the formation of
granulomatous tissue. TLR3-agonist treatment, augmented the suppressive potential of
DP-MSC, and induced the imunosupressive activity of DF-MSC, by stimulating their
production of TGF-f. Activation of TLR4 on DF-MSC induced their production of TGF-
and immunosuppressive activity of these cells, but abrogated the immunosuppressive
activity of DP-MSCs, by inhibiting TGF-B production and the expression of indolamine-
2,3-dioxygenase-1 (IDO-1). PL-MSC were characterized by a typical MSC phenotype, the
strongest osteo/chondrogenic capacity, but the lowest self-renewal rate, compared to DF-
MSC and DP-MSC from healthy tissues. PL-MSC, even without an additional treatment,
inhibited the proliferation of activated PBMC, suppressed their production of IL-2, IFN-y
and IL-5 and stimulated the production of TGF-f in the co-culture. Furthermore, PL-MSC
suppressed the production of IL-1p, IL-6, and TNF-a by PL-IC via soluble mediators,
whereas the suppression of IL-8 production required a direct cell-to-cell contact. It was
shown that DC, which have a crucial role in the development of PL, co-localized with PL-
MSC in situ. Accordingly, using a model of monocyte-derived DC, we showed that,
although PL-MSCs inhibited the differentiation of DCs from monocytes, this does not
interfere with the subsequent maturation of DCs. Such DC treated with with pro-
inflammatory cytokines, favoured the production of Th2/Th17 cytokines in the co-culture
with allogeneic CD4+ lymphocytes, compared to control mature DCs. DCs cultivated with
PL-MSCs only during the maturation, exhibited an increased allostimulatory capability and
induced a stronger Thl polarisation compared to control. In contrast, DCs both
differentiated and matured with PL-MSCs, acquired tolerogenic properties upon maturation
with proinflamatory cytokines. Such DC, although phenotypically mature, exhibited a poor
allostimulatory activity, stimulated Th2 polarisation, induced CD4" T cell anergy, and via
differentiation of suppressive CD4+CD25highCD39+ Treg cells via IDO-1, ILT-3, and
ILT-4.

In conclusion, the cells isolated by adherence from dental pulp, dental follicle and

periapical lesions, posses MSC properties in culture, although they differ mutually in the



self-renewal capacity, phenotype and differentiation potential. Furthermore, DP-MSC, DF-
MSC and PL-MSC differ in their immunomodulatory potential, which is predominantly
mediated by soluble molecules produced by these cells in vitro. Immunomodulatory effects
of DP-MSC and DF-MSC are differentially modified by TLR ligation. Although PL-MSC
exhibit suppressive effects on PL-ICs, their effect depend on the DCs’ development stage.
PL-MSCs induce the development of DCs with pro-inflammatory properties that could be
crucial for the initiation and maintaining of the local immune response, or DCs with

tolerogenic properties that could contribute to the resolution of inflammation.

Key words: Mesenchymal stem cells, dental tissues, periapical lesions, inflammation,

immunomodulation, dendritic cells
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1.UVvOD
1.1. MATICNE CELIJE

Mati¢ne celije poseduju nekoliko karakteristika po kojima se razlikuju od drugih
¢elija. Na prvom mestu, one su nespecijalizovane i poseduju sposobnost samo-obnavljanja.
Po stupnju razvi¢a u kom nastaju se mogu razlikovati embrionalne mati¢ne celije (engl.
embrionic stem cells, ESC) i post-natalne mati¢ne celije. Po stupnju diferenciranosti,
odnosno po potencijalu za diferencijaciju celije mogu biti totipotentne, pluripotentne,
multipotentne i unipotentne. Totipotentne celije nastaju neposredno nakon oplodenja jajne

¢elije, a pre formiranja embrionalnih tkiva. Totipotentne ¢elije se kultivacijom u
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Slika 1.1. Poreklo i potencijal za diferencijaciju pluripotentnih ESC. Preuzeto i obradeno iz

Meregalli i sar. [1].



indukcionim medijumima mogu diferencirati u sve ¢elijske tipove odraslog organizma koji
vode poreklo od tri embrionalna tkiva [2-4], kao i u ekstraembrionalna tkiva [5-10]. U
uslovima kultivacije bez stimulusa za diferencijaciju, ove c¢elije ostaju nediferencirane i
zadrZavaju totipotentnost [11]. Medutim, totipotentnost je zapravo osobina koju poseduje
samo oplodena jajna ¢elija, i ve¢ njene cerke ¢elije se ne odlikuju ovakvim potencijalom za
diferencijaciju [12]. Na osnovu ovoga se oplodena jajna ¢elija i ne moze smatrati mati¢nom
¢elijom jer ne poseduje sposobnost samo-obnavljanja.

Pluripotentne ESC nastaju iz unutrasnje ¢elijske mase blastocista [13] (Slika 1.1.), i one su
izgubile sposobnost diferencijacije u ekstraembrionalna tkiva. Neki od mnogobrojnih
markera koji se koriste za identifikaciju ESC su SSEA (engl. stage-specific embryonic
antigen)-4, SSEA-1, Oct-4 (engl. octamer binding transcription factor-4), Notch, Nanog i
drugi. Ovi molekuli direktno su uklju¢eni u regulaciju potencijala za diferencijaciju i samo-
obnavljanje ovih ¢elija. Od otkrica do danas, pluripotentne ESC su ostale neiscrpan
predmet istrazivanja u razliCitim oblastima medicine, pre svega regenerativne medicine.

Za razliku od ESC, post-natalne mati¢ne Ccelije imaju ograniCen potencijal za
diferencijaciju. Medu ovim matiénim celijama, koje se mogu izolovati na razli¢itim
stupnjevima razvi¢a U post-natalnom periodu, mogu se razlikovati ¢elije sa razli¢itim
stepenom diferenciranosti. Kako je izolacija ESC iz humanih embriona u vezi sa mnogim
etickim pitanjima, i poSto ove ¢elije nakon primene imaju potencijal za formiranje tumora
[14], veoma su aktuelna ispitivanja klinicke primene mati¢nih ¢elija koje se mogu izolovati
iz tkiva odraslog ¢oveka [15]. 1z adultnih tkiva mogu se izolovati multipotentne celije, koje
mogu dati sve tipove konacno diferenciranih ¢elija koje vode poreklo iz jednog od tri
embrionalna tkiva (mezoderm, ektoderm i endoderm). Adultne mati¢ne ¢elije se samo-
obnavljaju simetricnim deobama, dok asimetricnom deobom daju progenitorske celije.
Potencijal za samo-obnavljanje nastalih progenitorskih ¢elija je znacajno ogranicen, i u
prisustvu odredenog spoljasnjeg stimulusa one se diferenciraju u potpuno diferencirane
¢elijske tipove koji vise ne poseduju sposobnost mitoze [11, 16]. Prvo otkrivene, i do danas
najviSe istrazivane adultne mati¢ne celije su hematopoetske maticne celije (engl.
hematopoetic stem cells, HSC) kostne srzi, koje diferencijacijom daju sve celijske tipove

krvi.



1.1.1. Mezenhimske mati¢ne ¢elije

Prvi podaci o postojanju osteogene populacije mati¢nih ¢elija u kostnoj srzi odraslog
organizma poticu jo$ iz eksperimenata Tavassoli i Crosby iz 1968. godine [17]. Nedugo
posle, Fridenstein i saradnici [18] su prvi put pokazali da ovakav potencijal poseduje jedna
mala subpopulacija ¢elija kostne srzi morskog praseta (Cavia porcellus). Ova populacija
¢elija takode poseduje osobinu da raste u jednom sloju i njihovo potomstvo formira
kolonije nalik kolonijama fibroblasta (engl. colony forming unit - like fibroblast, CFU-F)
Sto po prvi put ukazuje na njihovo stromalno poreklo. Tokom naredne dve decenije
Fridenstein i kolege su uradili niz in vivo transplantacija koje su dovele do saznanja da
potomstvo jedne stromalne Celije kostne srzi mozZe generisati razli¢ita mezenhimska tkiva
(kost, hrskavicu, masno tkivo, i fibrozno tkivo) [19]. Ova otkri¢a su u pocetku imala znacaj
samo u eksperimentalnoj hematologiji, dok je tek kasnije uocen njihov znacaj u biologiji
skeletnog sistema i sa njim povezanih bolesti. Prvi koncept o posebnoj populaciji
stromalnih ¢elija koje regulisu HSC u slezini, dao je Schofield, 1978. godine [20]. Ovaj
koncept podrzan je i od strane istrazivaca koji su pokazali ulogu ¢elijskih komponenti
strome kostne srzi u regulaciji HSC [21-22] i tako je nastala hipoteza o0 niSama mati¢nih
¢elija u kostnoj srzi, odnosno pretpostavci da je biologija HSC regulisana fizickim
kontaktom sa posebnim celijskim komponentama u kostnoj srzi. U narednim istraZivanjima
pokazano je da su ove stromalne celije kostne srzi uobiCajeni prekursori tkiva
mezenhimskog porekla. Zbog ove osobine, kao i zbog potencijala za samo-obnavljanje,
1991. godine Caplan i saradnici [23] su po prvi put, ovakve ¢Celije poreklom iz kostne srzi,
nazvali mati¢nim Celijama, i to mezenhimskim mati¢nim Celijama kostne srzi (engl. bone
marrow-mesenchymal stem cells, BM-MSC). lako je ideja o postojanju mezenhimske
populacije mati¢nih ¢elija u stromi kostne srzi, koja ima i regulatornu ulogu u biologiji
HSC, bila dobro potkrepljena rezultatima svih ovih istrazivaca, ona je doZivela znacajniji
uticaj tek nakon sto su Pittenger i saradnici, objavili slicne rezultate u okviru studije
sprovedene pod pokroviteljstvom Osiris Therapeutics, Inc., 1999. godine [24].

Od ovog trenutka pokrenut je niz istrazivanja sa ciljem primene MSC u regenerativnoj

medicini. Ovim c¢elijama ne bave se samo laboratorije sa iskustvom istrazivanja u oblasti



mati¢nih ¢elija, ve¢ su ove ¢elije privukle i mnoge nove istrazivace, Sto bez sumnje ubrzava
proces naucnih otkri¢a i razvoj nove Celijske terapije. Medutim, ovakav povecan interes
istraziva¢a iz razliCitih oblasti istrazivanja, doveo je do mnogobrojnih nejasnoca i
nesaglasnosti u vezi biologije MSC. Postoje mnoge protivrecnosti u definisanju osobina
MSC medu istrazivaéima. Mnoge istrazivacke grupe razvile su metode izolacije i
odrzavanja MSC, koje se ¢esto malo, ali ponekad i veoma znacajno razlikuju medusobno.
Osim toga, neprijatan postupak uzorkovanja kostne srzi pacijenata, i mali prinos BM-MSC
(0.001-0.002% celija kostne srzi), podstakao je istrazivanje alternativnih izvora ovih ¢elija.
Tako su do danas MSC izolovane iz krvi pupcane vrpce (engl. umbilical cord-blood derived
MSC, UCB-MSC) [25], Zelatinozne mase koja okruzuje krvne sudove pupcane vrpce
nazvane Wharton Jelly (WJ-MSC), zuba [26], masnog tkiva (engl. adipose tissue-MSC,
AT-MSC) [27], koze [28], miSica [29], jetre [30], sinovijalne membrane [31], pankreasa
[32], pluca [33], amnionske te¢nosti [34], placente [35], periferne krvi [36] i drugih tkiva.

Uzimajuci u obzir da se MSC mogu izolovati iz svih tkiva organizma u post-natalnom
periodu, kao i razlike u metodologiji koja se koristi za njihovu izolaciju i odrzavanje in
vitro, postavlja se pitanje da li su ¢elije koje se dobijaju dovoljno sli¢ne da bi njihove
osobine i rezultati eksperimenata opisani od stane razli€itih istrazivackih grupa, mogli biti
direktno uporedivani, a posebno u smislu cCelijske terapije. Da bi se prevazisao ovaj
problem, Internacionalno udruzenje za Celijsku terapiju (The International Society for
Cellular Therapy, ISCT) je 2006. godine postavilo kriterijume koje treba da poseduju ¢elije
da bi se okarakterisale kao MSC [37] (Tabela 1). Prvu osobinu koju ¢elije moraju da
poseduju da bi se okarakterisale kao MSC je da, u standardnim uslovima kultivacije
adheriraju na plasti¢noj povrsini. lako je pokazano da MSC mogu da se odrzavaju, i
verovatno umnoZzavaju bez adherence, protokoli koji se u ovim postavkama primenjuju
podrazumevaju veoma specifi¢ne uslove kultivacije [38], i o¢ekuje se da i ove celije, kada
se odrzavaju u standardnim uslovima poseduju osobinu adherence da bi se smatrale
populacijom MSC. Osim osobine adherence, MSC ispoljavaju odredenu kombinaciju
povrsinskih molekula i imaju potencijal za diferencijaciju u osteoblaste, hondroblaste i

adipocite.



Tabela 1. Kriterijumi za karakterizaciju MSC

(preuzeto od Dominici i saradnika [37], i prevedeno)

1. Adherenca za plasti¢ne povrSine u standardnim uslovima kultivacije

2. Fenotip Pozitivne (= 95%) Negativne (< 2%)
CD90 CD45
CD73 CD34
CD105 CD14 ili CD11b
CD79a ili CDI19
HLA-DR

3. Kapacitet za diferencijaciju u adipocite, hondroblaste i osteoblaste u in vitro uslovima

(dokazuje se bojenjem in vitro ¢elijskih kultura)

1.1.1.1. Fenotipske karakteristike MSC

ISCT je predlozila da je za karakterizaciju jedne celijske linije kao linije MSC
neophodno da ¢elije ispoljavaju karakteristicnu kombinaciju tri markera: CD105 (SH2),
CD73 (SH3/4) i CD90. CD105 je protein koji ulazi u kompleks TGF- receptora III, koji sa
visokim afinitetom vezuje TGF-B1 i TGF-B2. Spiropoulos i saradnici [39] su pokazali da se
sortiranjem ukupne populacije BM-MSC na osnovu ekspresije CD105, koris¢enjem
komercijalnog kita za obogacivanje MSC, poveéava procenat multipotentnih celija koje
imaju visoku stopu proliferacije. U skladu sa tim, Jin i saradnici [40] su pokazali da
ekspresija CD105 kod UCB-MSC opada sa procesom diferencijacije ovih ¢elija. CD73 je
ekto-5’-nukleotidaza, Cijom aktivno$¢u nastaje adenozin koji moze aktivirati Siroko
rasprostranjen adenozinski receptor, zbog ¢ega su Barry i saradnici [41] pretpostavili da je
ovaj molekul uklju¢en u interakcije BM-MSC sa drugim ¢elijama strome kostne srzi.
Obzirom na imunosupresivne efekte adenozina ovaj molekul moze biti ukljucen u
imunomodulatorne aktivnosti MSC [42]. Nedavno je pokazano i da u toku mehanickog
opterecenja MSC dolazi do smanjenja migratorne sposobnosti MSC, i do znacajnog
smanjenja ekspresije CD73 i CD29, $to ukazuje na to da ovi molekuli imaju vaznu ulogu u

migraciji MSC [43]. Uloga CD90 je slabije poznata. Pretpostavljeno je da ovaj molekul ima



ulogu u ¢elijskoj interakciji [44-45], da je ukljucen u adheziju monocita i leukocita za ¢elije
endotela i fibroblaste [46-47], i da moZe imati ulogu u adherenci CD34" éelija strome [48].
MSC u kulturi uniformno 1 snazno ispoljavaju CD105, CD90 i CD73, a ekspresija ovih
markera se ne menja tokom kultivacije [24, 49]. Na osnovu ovih podataka se pretpostavlja
da je kombinacija ovih markera dobra za karakterizaciju MSC. Medutim, fibroblasti koze,
koji u odnosu na BM-MSC imaju znacajno smanjen kapacitet proliferacije i predstavljaju
konacno diferencirane éelije [50-51], takode ispoljavaju CD105 i CD73 [24, 51]. Celije
endotela umbilikalne vene, koje slicno kao i MSC adheriraju na plasticne povrSine i mogu
proliferisati in vitro, takode su pozitivne za CD105 i CD73 [52-53]. Ovi rezultati su
pokazali da ekspresija CD105 i CD73, bez ekspresije CD90, na adherentnim ¢elijama u
kulturi se ne moze smatrati dovoljnom za karakterizaciju ¢elija kao MSC. Cinjenica da se
ekspresija CD105, CD73 i CD90 ne menja sa poveéanjem pasaza, iako Se menjaju osobine
MSC, takode smanjuje znacaj ove kombinacije markera kao zlatnog pravila za
karakterizaciju MSC. Sem toga, znacaj kombinacije ovih markera za karakterizaciju MSC
je umanjen rezultatom koji su jo§ Pittenger i sardnici [24] pokazali, da sve MSC dobijene
iz jedne kolonije ispoljavaju CD73 1 CDI105, iako se samo 1/3 ovih ¢elija odlikuje
multipotentnoS¢u. Ovi podaci su inicirali potragu za novim jedinstvenim markerom MSC.
Medutim, do danas nije otkriven univerzalni marker MSC. Ovo nije zacudujuce ako se
uzme u obzir intrapopulaciona heterogenost ¢elija u populaciji MSC dobijenih metodom
adherence. Na ovaj nalin izolovana populacija MSC sadrZi ¢elije koje se medusobno
razlikuju po ekspresiji ve¢ine do danas ispitivanih markera, Sto je u vezi sa razlikama u
potencijalu za samo-obnavljanje, diferencijaciju, migraciju i drugim osobinama ovih ¢elija
[54]. Zbog toga cilj pronalazenja novog markera MSC nije samo da omoguéi razlikovanje
MSC od drugih ne-mezenhimskih éelija, ve¢ da omoguci Cistiju izolaciju subpopulacija
MSC sa odredenim karakteristikama. Neki od markera koji se Cesto koriste u karakterizaciji
MSC su STRO-1, CD146, CD44, CD56, CD106 (engl. vascular cell adhesion molecule-1,
VCAM-1), CD166 (ALCAM), CD271.

Pored kombinacije markera koju celije treba da ispoljavaju da bi se okarakterisale kao

MSC, ISCT je 2006. predlozila da kulture heterogenih MSC moraju biti testirane na



prisustvo drugih ¢elijskih tipova koji se ¢esto mogu naci u ovim kulturama. Tako ¢elije u
kulturama MSC ne smeju da ispoljavaju CD34, marker HSC i endotelnih ¢elija, CD45,
univerzalni marker leukocita, CD14 1 CD11b, marker monocita i makrofaga koje najcesce
mogu biti prisutne u kulturama MSC, CD79a 1 CD19, markere B limfocita koji mogu
adherirati na MSC, i na taj nacin, dugo opstati u kulturama zahvaljuju¢i faktorima rasta
koje produkuju MSC. Takode, po standardima ISCT netretirane MSC ne smeju da
ispoljavaju HLA-DR.

Pored markera karakteristicnih za adultne ¢elije, Cesto je ispitivana i ekspresija molekula
koji se koriste za identifikaciju ESC. Na primer, transkripcioni faktori Oct-4, Nanog i
SOX2 regulisu odrzavanje pluripotentnog stanja ESC, pa je pretpostavljeno da sli¢nu ulogu
imaju i kod adultnih mati¢nih ¢elija. Riekstina i saradnici [55] su pokazali da se kultivisane
MSC, izolovane iz razli¢itih tkiva, razlikuju po ekspresiji molekula karakteristicnih za
ESC: BM-MSC ispoljavaju Oct4, Nanog, alkalnu fosfatazu i povrSinski molekul SSEA-4,
AT-MSC i MSC izolovane iz dermisa ispoljavaju Oct4, Nanog, SOX2, alkalnu fosfatazu i
SSEA-4, dok MSC izolovane iz srca ispoljavaju Oct4, Nanog, SOX2 i SSEA-4. Nasuprot
ovim podacima, Pierantozzi i saradnici [56] su pokazali da sveze izolovane BM-MSC, AT-
MSC, i MSC izolovane iz srca, ne ispoljavaju Nanog ve¢ da pocinju da ispoljavaju ovaj
molekul tek u kulturi. Sem toga, ovi autori su pokazali da je upravo Nanog ispoljen samo u
MSC koje aktivno proliferiSu, dok se njegova ekspresija gubi nakon indukcije
diferencijacije MSC. Ekspresija ovog molekula karakteristi¢na je za rani period kultivacije
MSC, i u kasnim pasaZima opada kod svih ispitivanih MSC osim kod BM-MSC. Medutim,
na kraju rada ovi autori su zakljucili da ekspresija ovog markera ne ukazuje na kapacitet
MSC za samo-obnavljanje ili diferencijaciju, ve¢ je povezan sa adaptacijom MSC na
prelazak iz stanja mirovanja, u kom se nalazi in vivo, u stanje u kom je podstaknut njihov

rast u medijumu za kultivaciju.



1.1.1.2. Potencijal MSC za samo-obnavljanje

Odrzavanje mati¢nih ¢elija u nediferenciranom stanju i odrzavanje pula mati¢nih

¢elija u organizmu omoguceno je procesom nazvanim samo-obnavljanje.
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Slika 1.2. Samo-obnavljanje i potencijal za diferencijaciju MSC. Ekstracelularni faktori,
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ukljucujuéi faktore rasta i citokine podsti¢u i/ili odrzavaju potencijal za samo-obnavljanje
MSC in vitro. Medu najvaznijim genima koji regulisu ovu osobinu su oct-4, sox-2 i rex-1.
LIF- inhibitorni faktor leukemije, EGF- epidermalni faktor rasta, HGF- faktor rasta
hepatocita, PDGF- faktor rasta poreklom od trombocita, FGF- faktor rasta fibroblasta,
CFU-F- kolonije nalik fibroblastima; c-hondroblasti; o-osteoblasti; a-adipociti; m-
mieloblasti; cm-kardiomioblasti; t-tenoblasti. Preuzeto od Kolf i saradnika [57], i

prevedeno.



Samo-obnavljanje je klju¢na osobina mati¢nih celija, koja im omogucava da se tokom
zivota jedinke umnozavaju i1 budu prisutne u tkivima odraslog organizma, gde mogu da
dovedu do regeneracije i oporavka tkiva nakon eventualne povrede. Za odrzavanje strukture
i funkcije svakog tkiva odraslog organizma potrebno je da budu uskladeni mnogobrojni
signali koji podstiCu, ogranicavaju i odrzavaju samo-obnavljanje lokalnih mati¢nih ¢elija.
Poremecaji u ovoj signalizaciji mogu dovesti do oslabljene sposobnosti mati¢nih ¢elija za
samo-obnavljanje 1, posledi¢no tome, do usporenog obnavljanja tkiva ili starenja, kao i1 do

pojacane stimulacije deobe mati¢nih ¢elija $to vodi nastanku kancera [58].

Termin samo-obnavljanje Cesto se meSa sa terminom proliferacije, jer oba procesa
podrazumevaju deobu ¢elije. Osnovna razlika izmedu ova dva procesa je Sto nakon deobe
¢elije u procesu samo-obnavljanja barem jedna od dve ¢erke celije zadrzava karakteristike
roditeljske Celije, medu kojima i sposobnost samo-obnavljanja, a druga se diferencira, dok
ovo ne vazi za proces proliferacije. Dakle proces samo-obnavljanja podrazumeva
asimetricnu deobu celije, a da bi doslo do ovakve deobe neophodno je da membrana,
citoplazma i jedarni materijal, kao §to su jedarni proteini i DNK, ¢elije koja se deli budu
polarizovano segmentisani. Ovi procesi su dobro opisani kod nizih organizama [59], a
izgleda da su zadrzani i kod sisara [60]. Medutim, veoma je teSko pokazati proces
asimetri¢ne deobe ¢elije tokom samo-obnavljanja sisarskih adultnih mati¢nih ¢elija in vitro
[61]. Na primer, kapacitet za samo-obnavljanje HSC se procenjuje skoro isklju¢ivo u
esejima repopulacije in vivo, jer jo§ uvek nisu osmi$ljeni uslovi Kultivacije koji bi
omogucili neprekidno samo-obnavljanje ovih ¢elija in vitro. Sli¢no, tome pokazano je da
MSC in vivo poseduju kapacitet da iznova generiSu heterotopi¢no okostavanje i tako se
samo-obnavljaju [62-63]. Medutim veoma je tesko ispitivanje mehanizama odgovornih za
ovu sposobnost adultnih mati¢nih Celija in vitro. U nameri da se prevazidu ove poteskoce, u
novije vreme Cesto se proces samo-obnavljanja izjednacava sa neprekidnom, visokom
stopom proliferacije ¢elija in vitro. Kao posledica ovoga, postoji trend da se zakljucuje o
kapacitetu za samo-obnavljanje MSC na osnhovu njihovog produzenog rasta u kulturi i tri-

linijskog potencijala za diferencijaciju. Medutim, na osnovu ovih osobina ne moze se



napraviti razlika izmedu progenitorskih celija i ¢elija koje zaista poseduju potencijala za

samo-obnavljanje.

| pored ovih poteskoc¢a, dobro su opisani signalni putevi koji su uklju¢eni u odrzavanje
HSC. Najvazniji mehanizmi koji reguliSu proces samo-obnavljanja HSC ukljucuju
molekule Notch, Wnt, i protein morfogeneze kosti (engl. bone morphogenetic protein,
BMP). Medutim, mali broj literaturnih podataka je napisan na temu faktora koji regulisu
proces samo-obnavljanja kod MSC (Slika 1.2.). Na primer, pokazano je da inhibitorni
faktor leukemije (engl. leukemia inhibitory factor, LIF) mehanizmom koji ukljucuje
parakrinu stimulaciju izmedu susednih ¢elija [64], uéestvuje u odrzavanju potencijala za
samo-obnavljanje MSC [65], i drugih mati¢nih ¢elija [66]. Tsutsumi i saradnici [67] su
pokazali da fibroblastni faktor rasta-2 (engl. fibroblast growth factor, FGF-2) znacajno
produzava prezivljavanje MSC u kulturi, i to najverovatnije kroz autokrinu stimulaciju
[68]. Svakako, kada se govori 0 mehanizmima regulacije samo-obnavlajnja MSC moraju se
pomenuti Wnt proteini. Ovi proteini su dobro poznati regulatori razvica, proliferacije,
pokretljivosti i polarizacije ¢elija [69].

Whnt se vezuju za serpentinske receptore Frizzled familije na plazma membrani. Aktivacija
ovih receptora sa Wntl, 2, 3, 3a, 8 i 8b pokrece kanonske signalne puteve koji se odvijaju
preko B-katenina, dok aktivacija istih receptora sa Wnt4, 5, 5b, 6, 7a, i 11 pokrece
nekanonske puteve koji ne ukljucuju aktivaciju ovog molekula. Boland i saradnici [70] su
pokazali da Wnt3a tretman podstie proces samo-obnavljanja MSC, tako Sto stimuliSe
njihovu proliferaciju i sprecava apoptozu aktivacijom ciklina D1 i c-myc. Pored
stimulativnog efekta na samo-obnavljanje MSC, dodavanje Wnt3a u kulturu ovih éelija
istovremeno inhibira njihov potencijal za osteogenu diferencijaciju.

lako je inicijalno pokazano da MSC mogu veoma dugo da se propagiraju in vitro,
Digirolamao i saradnici [71] su pokazali da se sa pove¢anjem pasaza smanjuje procenat
¢elija koje imaju sposobnost formiranja CFU-F. Ovaj fenomen je povezan sa ,,erozijom*

telomera [72], i kasnije je opisan kao ,,starenje MSC in vitro* [73].
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1.1.1.3. Potencijal MSC za diferencijaciju

Tokom asimetriéne deobe jedne MSC, osim jedne cerke cCelije koja zadrzava
potencijal za samo-obnavljanje, nastaje i jedna cerka celija koja poseduje osobine
progenitorske Celije 1 ¢ije ¢e potomstvo u narednim deobama u procesu diferencijacije dati
krajnje diferencirane celije. MSC su multipotentne ¢éelije odnosno poseduju Sposobnost za
diferencijaciju u ¢éelije mezenhimskog porekla (Slika 1.3.). Medutim, pored potencijala za
diferencijaciju u razlicite celijske tipove mezenhimskog porekla, pokazano je da pod
uticajem razli¢itih uslova kultivacije i stimulusa, MSC pokazuju sposobnost za
transdiferencijaciju. Jos su Woodbury i sardnici, 2002. godine [74] pokazali da populacije
kao i linije klonova MSC ispoljavaju ektodermalne, endodarmalne i mezodermalne gene,
na osnovu Cega se moze pretpostaviti da one imaju mnogo vecu plastiCnost za
diferencijaciju od tri-linijskog potencijala. Ova pretpostavka je podrzana mnogim radovima
koji su pokazali da MSC kada se tretiraju odredenim kombinacijama faktora rasta na
odredenom substratu mogu dati razli¢ite Celije mezodermalnog porekla (hondroblaste,
adipocite, osteoblaste, kardiomiocite 1 endotelne celije krvnih sudova), celije
ektodermalnog porekla (nervne celije i celije koze), i ¢elije endodermalnog porekla

(hepatocite, Celije pluca i intestinuma) [75-80].

Pored in vitro dokaza da MSC mogu biti transdiferencirane u c¢elijske tipove koji vode
poreklo iz druga dva embrionalna tkiva, pokazano je viSe puta da MSC dovode do brzeg
oporavka pacijenata nakon mozdanog udara [81-82], povrede ki¢mene mozdine [83] i
njihovo terapeutsko dejstvo objasnjeno je njihovim potencijalom za diferencijaciju u celije
oStecenog tkiva.

Nekoliko studija koje su se bavile ispitivanjem potencijala za diferencijaciju MSC u tri
¢elijska tipa mezenhimskog porekla pokazale su da se MSC odlikuju velikom
intrapopulacionom funkcionalnom heterogenoséu. Muraglia i saradnici [84] su pokazali na
osnovu analize 185 ne-imortalizovanih humanih BM-MSC klonova da u populacijama ovih
¢elija 1/3 Celija su tri-potentni, 60-80% osteo-hondrogeni i osteogeni progenitori, dok
uopste nisu bili prisutni klonovi koji imaju isklju¢ivo osteo-adipogeni, adipo-hondrogeni,

samo adipogeni ili samo hondrogeni potencijal za diferencijaciju. Ovo ukazuje na to da
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klonovi MSC sa povecanjem broja deoba progresivno gube sposobnost za adipogenezu i
hondrogenezu. Na osnovu ovih podataka autori su pretpostavili model po kome je
potencijal za diferencijaciju BM-MSC predodreden, pri ¢emu se stupanj BM-MSC na kome
se ona moze diferencirati u sve tri linije mezenhimskog porekla moze smatrati stupnjem
ranog mezenhimskog progenitora, koji tokom vremena gubi multipotentnost, i iz njega
nastaju osteo-hondrogeni progenitori, koji na kraju daju osteogene prekursore. U narednoj
studiji, Okamoto i saradnici [85] su identifikovali sedam od osam mogucih kategorija
prekursora tokom diferencijacije imortalizovanih humanih BM-MSC u tri linije
mezenhimskog porekla. Samo klonovi koji imaju adipo-hondrogeni potencijal nisu
detektovani. Nasuprot prethodnoj studiji, u ovoj studiji je pokazano da je samo 5%
klonova ovih BM-MSC multipotentno, dok 66% klonova uops$te nema potencijal za
diferencijaciju. Russell i saradnici [86] su razvili uslove kultivacije za koje su pokazali da
omogucavaju uspostavljanje svih osam mogucih prekursorskih linija tokom diferencijacije
humanih BM-MSC u tri ¢elijske linije mezenhimskog porekla. Ova studija je, analizom
BM-MSC od dva razli¢ita donora, pokazala da najveci procenat ¢elija ima tri-potentni
(50%), osteo-hondrogeni i osteogeni potencijal za diferencijaciju, dok samo 5% celija nema
potencijal za diferencijaciju, Sto je u skladu sa nalazima Muraglia i saradnika i drugih
istrazivackih grupa [24, 84, 87]. Ista grupa autora je 2011. godine objavila da tri-potentni
klonovi poseduju znacajno vecu stopu proliferacije i nizu stopu apoptoze u odnosu na uni-
potentne progenitore [88].

Uzimajucéi sve ove studije u obzir, moze se zakljuéiti da unutar populacije BM-MSC postoji
hijerarhija ¢elija u odnosu na potencijal za diferencijaciju u tri linije ¢elija mezenhimskog
porekla. Ovaj zakljucak je potvrden i kompjuterskim modelom Sengers i saradnika [89],
koji je pokazao da su varijacije u stopi rasta sekundarnih kolonija uspostavljenih od
primarnih humanih BM-MSC klonova rezultat ovakve hijerarhijske strukture.

Do sada je funkcionalna heterogenost MSC pokazana samo u odnosu na potencijal ovih
¢elija za diferencijaciju. Obzirom na podatke dobijene RT-PCR analizom koji su pokazali
da je produkcija mnogih transkripcionih faktora, signalnih molekula, kao i molekula koji su
ukljuCeni u imuno-supresivne i anti-inflamacijske mehanizme ograni¢ena samo na

odredene klonove BM-MSC [61], moZe se pretpostaviti da sli¢na intrapopulaciona
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Slika 1.3. Potencijal za diferencijaciju MSC u ¢elije mezodermalnog porekla i

transdiferencijaciju u ¢elije koje vode poreklo od druga dva embrionalna tkiva. Preuzeto iz
Ucceli i saradnika [90] i prevedeno.
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hijerarhija unutar MSC postoji i u odnosu na druge karakteristike kao S§to je
imunomodulacija.

Puno studija je ukazalo na povezanost fenotipske i funkcionalne intrapopulacione
heterogenosti, pri ¢emu su koriS¢ene razliCite strategije za obogacivanje populacije MSC
¢elijama koje poseduju odredeni potencijal za diferencijaciju ili neku drugu osobinu [54].
Izdvajanje subpopulacija MSC sa odredenom osobinom jedan je od nacina da se obezbedi
kvalitetna i sigurna primena MSC u terapiji.

In vitro diferencijacija u odredenu c¢elijsku liniju zahteva tretman ¢elija odgovaraju¢om
meSavinom specificnih faktora diferencijacije. Osim specificne mesavine faktora
diferencijacije, na proces diferencijacije znac¢ajno uti¢u i osnovni nutrienti, gustina celija,
prostorna organizacija, mehanicki stimulusi, faktori rasta i citokini. Da bi diferencijacija
bila efikasna svaki faktor mora biti optimiziran. Da bi se postigli najoptimalniji uslovi za in
vitro diferencijaciju neophodno je poznavanje mehanizama uklju¢enih u proces
diferencijacije. Takode poznavanje egzogenih i endogenih faktora koji uti¢u na procese
diferencijacije kao i kaskada signalnih molekula koje ovi faktori aktiviraju nakon

stimulacije MSC je preduslov za napredak na ovom polju istrazivanja.
1.1.1.3.1. Hondrogeneza

U studijama koje su se bavile ispitivanjem procesa hondrogeneze kod MSC iz

razli¢itih izvora [91-93], pokazano je da je jedan od neophodnih faktora za indukciju
diferencijacije MSC u smeru hondroblasta FGF-2 [94-95].
Osim FGF-2, nekoliko drugih molekula uéestvuje u regulacije procesa hondrogeneze, medu
kojima su faktor rasta tumora (engl. tumor growth factor-p, TGF-p) [96], BMP i faktor
rasta i diferencijacije (engl. growth and differentiation factor, GDF) [97]. Tretman MSC
razliCitog porekla pojedina¢nim rekombinantnim proteinima TGF-f1 i TGF-B3, BMP-2
[98], BMP-4 [99], BMP-6 [100], BMP-12 [101], BMP-13 [102], i GDF-5 izaziva
hondrogenu diferencijaciju ovih ¢elija [103] (Slika 1.4.).
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Slika 1.4. Shematski prikaz stupnjeva u hondrogenezi MSC. Prikazani su faktori koji imaju
vaznu ulogu u odredenim stupnjevima hondrogeneze 1 karakteristicne promene

ekstracelijskog matriksa. Preuzeto iz Kelc i saradnici [104], i prevedeno.

Nakon vezivanja za receptore, TGF-f i BMP pokrecu signalne puteve preko specifi¢nih
intracelularnin Smad proteina i mitogenom aktivirane protein kinaze (engl. Mitoge-
Activated Protein Kinase, MAPK) koji onda zajedno indukuju nastanak transkripcionih
faktora odgovornih za proces hondrogeneze [105]. Razli¢iti transkripcioni faktori imaju
vaznu ulogu u kontroli procesa hondrogeneze MSC ukljucuju¢i SOX9, SOX5, SOX6, Slug,
TRSP1, i GDF5 [106-109]. Proces hondrogeneze regulisan je proteinima Wnt familije
[110]. Medu ovim proteinima je pokazano da su Wnt4 i Wnt14 visoko ispoljeni na mestu
formiranja zglobova, §to ukazuje na stimulativnu ulogu ovih molekula na proces
hondrogeneze [111]. Osim ovih Wnt, pokazano je da kod ljudi, prolazno poveéanje Wnt7a
stimuliS$e hondrogenezu kroz razli¢ite TGF-B1-MAPK-zavisne signalne puteve, dok
produzeno izlaganje molekulu Wnt7a deluje inhibitorno na ovaj proces [112]. Uslovi
kultivacije MSC takode uti¢u na proces hondrogeneze. Tako duzina propagacije utice na
sposobnost MSC da se diferenciraju u hondrocite, pa je pokazano da je hondrogeni

potencijal najizrazeniji kod ¢elija izmedu 3. 1 6. pasaza [113].
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Slika 1.5. Kompleks agrekana i hijaluronana. Agrekan (gore levo) je veliki proteoglikan
koji se sastoji od stotine molekula hondroitin sulfata (dole desno) spojenih preko centralnog
proteina. Vise agrekanskih kompleksa se vezuje za dugacki lanac hijaluronske kiseline
(gore desno) i formira ekstracelularni matriks hrskavice (dole levo). Stabilizacija ovog
kompleksa omogucena je zahvaljuju¢i vezujuéim proteinima. Preuzeto od Cooper |

Hausman [114], i modifikovano.

Takode, proces hondrogeneze MSC podsticu 1 posebni uslovi kultivacije, kao Sto je
kultivacija u medijumu bez seruma [115], u uslovima kada se ¢elije kultivisu bez kontakta
sa podlogom (kultura mikromase u polipropilenskim sudovima) [116], u uslovima hipo-
oksije (2-5% O,) [117], i u uslovima mehanicke stimulacije [118].

Indukcija hondrogeneze u mikromasi favorizuje inicijaciju prve faze diferencijacije, koja se

karakteriSe kondenzacijom celija, uspostavljanjem meducelijskih kontakta 1 interakcijom
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¢elija sa ekstracelijskim matriksom [113, 115]. Nakon toga, ¢elije prelaze u fazu u kojoj
Imaju visoku stopu proliferacije i po¢inju da produkuju komponente tipi¢ne za matriks
hrskavice: kolagen tip Il i IX, agrekan (Slika 1.5.), biglikan, dekorin i oligomerni protein
matriksa hrskavice [119-120]. U zavr$noj fazi diferencijacije ¢elije dobijaju zaobljen oblik i

pocinju da ispoljavaju kolagen X i MMP13.
1.1.1.3.2. Osteogeneza

Diferencijacija osteoblasta moze biti indukovana pod uticajem dva osnovna faktora:
hemijskih signala i mehanickih stimulusa, koji aktiviraju specificne signalne puteve. Jedan
od puteva ukljucenih u proces osteogeneze vodi preko MEK/ekstracelularnim signalima
regulisane kinaze (engl. Extracellular signal-regulated kinases, ERK) grane MAPK
kinaznog puta. Ovaj put predstavlja vezu izmedu odgovora ¢éelija na mehanic¢ku stimulaciju
integrina na njihovoj povrSini molekulima ekstracelijskog matriksa sa jedne strane, i
aktivacije Runx2 (runt-related transcription factor 2), najvaznijeg gena u procesu
osteogeneze, sa druge strane [121]. Protein kinaza A (PKA) je takode ukljucena u signalne
puteve koji reguliSu aktivnosti Runx2 (Slika 1.6.). Najces¢i protokol za indukciju
osteogeneze MSC in vitro podrazumeva inkubaciju konfluentnog sloja MSC u prisustvu -
glicerofosfata, askorbinske kiseline i deksametazona, tokom 2-3 nedelje [122]. Osteogena
diferencijacija BM-MSC je regulisana i sistemskim hormonima, kao §to su paratirodini
hormon (PTH), estrogen, i glukokortikoidi, i lokalnim faktorima rasta ukljucuju¢i BMP
familiju, TGF-B, i FGF-2 [123]. Ovi faktori aktiviraju specificne signalne puteve u celiji
koji dovode do diferencijacije osteoblasta. BMP-2 snazno podsti¢e osteogenezu MSC [97,
124], tako $to, preko p300 histon-acetiltransferaze, aktivira ekspresiju Runx2 gena.
Deacetilaze 4 1 5 su specificne za deacetilaciju Runx2 gena, ¢ime se istovremeno podstice
degradacija Runx2 proteina u koju su uklju¢eni Smurfl i Smurf2, i E3 ubikvitin ligaze
[125]. Pored aktivacije Ranx2 gena, BMP-2 inhibira Smurf proteine i tako inhibira
degradaciju ve¢ sintetisanog Runx2 proteina. Runx2 zajedno sa proteinom za koji je vezan
CBFp [126-128] interaguje sa drugim proteinima: C/EBRS, tumor supresor proteinom pRB,
Etsl, Smad faktorom i LEF-1 (engl. lymphoid enhancer binding factor)-1 [129-130]. Ovaj

multi-komponentni kompleks interaguje sa promoterskim regionima najvaznijih gena
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specificnih za osteogenezu kao §to su geni za osteokalcin, osteopontin, kolagen II,
kolagenazu 3 (matriksna metaloproteinaza 1, MMP1), kostni sijaloprotein kosti, alkalnu
fosfatazu, TGF- receptor I, C/EBPS, i receptor aktivator liganda za nuklearni faktor kappa
B (engl. receptor activator of nuclear factor kappa B ligand, RANKL) [131-137] (Slika
1.6.).

CMAPK

§1gnalm pug

Slika 1.6. Regulacija transkripcije Runx2 gena i njegovo delovanje. Molekuli Kkoji
stimuliSeekspresiju Runx2 gena su obojeni zeleno, dok transkripcioni faktori obojeni
crveno inhibiraju ekspresiju ovog gena. OSC- osteokalcin, OSP- osteopontin, BS- kostni
sijaloprotein, MM1- matriksna metaloproteinaza 1 (kolagenaza 3). Slika je preuzeta od

Kirkham i saradnika [138] i prevedena.

Medutim, ovakav nacin regulacije osteogeneze, preko nivoa Runx2 proteina, je
karakteristiCan za ne-humane modele, dok se tokom in vitro diferencijacije humanih
osteoblasta nivo Runx2 proteina znacajnije ne menja. Istovremeno se drasti¢no menja nivo
ekspresije nishodnih regulisanih gena karakteristicnih za proces osteogeneze, kao §to su

geni za kostni sijaloprotein i alkalnu fosfatazu [139-140]. Imunoprecipitacijom je pokazano
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da, iako nivo Runx2 proteina ostaje nepromenjen tokom procesa osteogeneze, znatajno se
povecava nivo njegove fosforilacije, Sto je verovatno nacin regulacije aktivnosti ovog
proteina kod ljudi.

Takode, tokom procesa osteogeneze povecava se vezivanje Runx2 za promotorske regione
gena ukljucenih u proces osteogeneze. Mnogi drugi proteini su karakteristi¢no ispoljeni u
procesu osteogeneze, kao transkripcioni faktori, matriksni proteini ili proteini ¢ija funkcija
jos uvek nije poznata [138].

Jedan od vaznih proteina za osteogenezu je protein Osterix (Osx) koji reguliSe veliki broja
gena koji kodiraju proteine karakteristicne za osteoblaste: osteokalcin, osteonektin,
osteopontin, kostni sijaloprotein i kolagen tip | [141-142]. Alkalna fosfataza je prisutna u
svim ¢elijama, ali se njen nivo znacajno povecava u odgovoru na mehanicki stimulus, 1 veé
nakon dva dana od pocetka stimulacije osteogeneze [139, 143]. Osteoprotegrin je ¢lan
TNF-superfamilije i predstavlja ekskretorni protein koga produkuju osteoblasti. Ovaj
protein ima ulogu solubilnog receptora-mamca koji vezuje RANKL i tako sprecava
aktivaciju NF-xB i JNK [144], sprecavajuci formiranje osteoklasta i resorpciju kosti [145].
Medu matriksnim proteinima u kosti je najzastupljeniji kolagen tip I, zatim osteokalcin,
osteopontin i kostni sijaloprotein.

Signalni putevi aktivirani Wnt molekulima imaju vaznu regulatornu funkciju u procesu
osteogeneze. Eksperimenti na knockout misevima za pojedine Wnt proteine, kod kojih su
primenjene razli¢ite doze proteina koji im nedostaje, pokazali su da visok nivo endogenih
Wnt snazno podsti¢e osteogenezu, dok je ovaj proces inhibiran niskim nivoom Wnt [146].
osteoprogenitora je pokazano da kanonski Wnt signalni put pokretanjem signalne kaskade
B-katenin / LEF / TCF1 ( engl. T-cell factor 1) direktno aktivira ekspresiju Runx2 gena
[147]. Medutim, kod humanih MSC kanonski Wnt signalni put inhibira osteogenezu [70].

1.1.1.3.3. Adipogeneza

In vitro adipogeneza moze biti indukovana tretiranjem MSC koktelom hormona koji
sadrzi deksametazon, izobutil metil ksantin i indometacin [148-149]. S druge strane
Wntl0b [150], GATA-2 i GATA-3 [151] inhibiraju proces adipogeneze. Tokom procesa
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adipogeneze mati¢nih ¢éelija mogu se razlikovati dve faze. Prva faza kona¢no odreduje smer
diferencijacije mati¢ne ¢elije u preadipocitu, ali se ova prekursorska celija jo§ uvek ne
moze razlikovati po morfologiji od celije iz koje je nastala. Nastali preadipocit gubi
sposobnost diferencijacije u druge Celijske tipove. U drugoj, zavrsnoj fazi diferencijacije,
preadipociti sti¢u karakteristike zrelih adipocita i masineriju koja im je neophodna za
transport i sintezu lipida, signalne molekule ukljuc¢ene u efekte insulina, i sposobnost za
sekreciju specifi¢nih proteina [152]. Najvazniji regulator adipogeneze koji podsti¢e proces
diferencijacije MSC u adipocite i istovremeno inhibira osteogenezu je receptor aktiviran
proliferacijom peroksizoma (engl. peroxisome proliferator activated receptor, PPAR)-y
[153]. Vezivanje PPAR-y za razlicite ligande, medu kojima su masne kiseline dugog lanca,
indukuje transaktivaciju ovog molekula. Zanimljiva je uloga TAZ (engl. transcriptional co-
activator with PDZ-binding motif) proteina koji funkcioniSe kao koaktivator Runx2 i kao
korepresor PPAR-y, i tako stimuli$e osteogenezu, dok istovremeno inhibira adipogenezu
[154].

Na eksperimentima sa embrionalnim mezenhimskim c¢elijama plu¢a misa je pokazano da
TAZ predstavlja bitan faktor koji odlucuje o usmeravanju diferencijacije ovih ¢elija u
odgovoru na silu rastezanja. Signalni put koji detektuje postojanje/nepostojanje ove sile
ukljucuje razlicite proteine indukovane/inhibirane tenzijom (engl. tension induced/inhibited
proteins, TIP) [155]. Ako ne deluje sila rastezanja ispoljava se TIP-1 i favorizuje se
adipogeneza, a ako su Celije izlozene istezanju aktivira se TIP-3 koji vodi ka miogenezi.
Takode, TIP-1 je ukljuen i u indukciju adipogeneze preko RhoA, pri ¢emu formiranje
okruglih ¢elija povezanih sa odsustvom tenzije indukuje RhoA signalnu kaskadu koja vodi
adipogenezi [156]. Ovi podaci pokazuju vezu na molekularnom nivou izmedu mehanickih
stimulusa, ¢elijske morfologije, citoskeletne signalizacije, i transkripcije odredenih proteina

u procesu indukcije adipogeneze MSC.
1.1.2. Razvice zuba i MSC poreklom iz zdravih dentalnih tkiva

Zub je vioko mineralizovan organ koji nastaje kao posledica uzastopnih i recipro¢nih
interakcija izmedu oralnog epitela i mezenhima koji nastaje iz neuralne kreste [157] (Slika

1.7.). Eksperimenti rekombinacije tkiva su pokazali da oralni epitel poseduje sposobnost
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indukcije odontogeneze. Na ovaj nacin omogucava se stvaranje uslova za diferencijaciju
mezenhima, koji povratno reguliSe diferencijaciju epitelnih éelija. U eksperimentima u
kojima je transplantacija miSije neuralne kreste u embrion pileta dovela do razvi¢a zuba u
embrionu pileta ukazali su na vaznost Celija koje nastaju iz kranijalne neuralne kreste za
proces odontogeneze [158]. Mnogi faktori rasta takode imaju ulogu u razliitim
embrionalnim stupnjevima razvié¢a zuba. Clanovi TGF- superfamilije kao §to su BMP-2 i
BMP-4 imaju klju¢nu ulogu u regulaciji interakcije izmedu epitla i mezenhima tokom
odontogeneze [159-161]. Takode, FGF-3, FGF-4, FGF-8 i FGF-10 su uklju¢eni u proces
proliferacije ¢elija i regulaciju ekspresije gena specifi¢nih za razvice zuba [162-163].
Proteini Wnt familije, kao §to su Wnt-3, Wnt-7b, Wnt-10a i Wnt-10b imaju esencijalnu
ulogu u regulaciji proliferacije, migracije i diferencijacije ¢elija tokom inicijacije razvica

zuba i morfogeneze [164].

Dva najvaznija ¢elijska tipa su ukljucena u formiranje dentalnog ¢vrstog tkiva: odontoblasti
poreklom od mezenhima koji su odgovorni za produkciju dentina, i ameloblasti poreklom
od epitelijuma koji formiraju gled zuba (enamel) (Slika 1.7.). Odontoblasti su post-mitotske
¢elije koje formiraju sloj u kontaktu sa dentinom. Nastavci koji se formiraju na distalnom
delu odontoblasta, ulaze u dentin 1 u€estvuju u sekreciji matriksa 1 minerala u dentinu.
Matriks je sastavljen od kolagena (90%), 1 nekolagenskih proteina kao §to su dentinski
sijalofosfoprotein (DSPP) i dentinski matriksni protein-1 (DMP-1). Depozicija minerala
apatita na ovom matriksu dovodi do povecanja zrelog kalcifikovanog dentina. Gled, sa
druge strane, sekretuju ameloblasti na prelazu dentina u gled. Gled je sainjen od
hidrofobnih proteina kao $to su amelogenin, ameloblastin, enamelin, amelotin, tuftelin i

ODAM [165]. Odmah nakon stvaranja gledi, po¢inje formiranje korena zuba i to kao
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Slika 1.7. Shematski prikaz i presek tkiva pokazuju razli¢ite stupnjeve u razvicu zuba kod
ljudi. Presek tkiva je obojen hematoksilinom. Crvenom bojom oznaceno je epitelno tkivo i
derivati epitela (ameloblasti i enamel (gled)), dok su plavom bojom ozna¢ena mezenhimska
tkiva i derivati mezenhima (odontoblasti, dentin, dentalna pulpa i dentalni folikul). Preuzeto
od Bluteau i saradnika [166], i prevedeno.
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posledica proliferacije ¢elija unutrasnjeg i spoljasnjeg dentalnog epitela u oblasti cervikalne
petlje. Celije dentalnog folikula diferenciraju se u cementoblaste (éelije koje formiraju
cementum koji pokriva dentin u korenu), ¢elije nalik fibroblastima (¢elije koje daju
periodontalni ligament) i osteoblaste (celije koje daju alveolarnu kost). Cementum,
periodontalni ligament i alveolarna kost su periodontalna tkiva koja daju potporu zubu u
oralnoj Supljini.

Dentalna tkiva se za razliku od skeletnih tkiva ne obnavljaju kontinuirano. Zbog toga je
pretpostavljeno da bi potencijal za diferencijaciju mati¢nih/progenitorskih ¢éelija izolovanih

iz razli¢itih dentalnih tkiva mogao da bude vise ogranic¢en u odnosu na BM-MSC.

\ DP-MSC  SHED

OESC  gsmsc
\

Slika 1.8. Shematski prikaz dentalnih tkiva iz kojih se mogu izolovati populacije MSC.
Preuzeto sa http://doctordipascua.wordpress.com/2012/10/15/celulas-madre-a-partir-de-la-
pulpa-dental, i modifikovano.

Uzimaju¢i ovo u obzir, Huang i saradnici [26] su pretpostavili da bi gore opisan vazan
uticaj epitela na proces embrionalnog razvi¢a mezenhimskih dentalnih tkiva mogao bitno

da utice i na kapacitet MSC izolovanih iz dentalnih tkiva za diferencijaciju.
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Prvobitno je pokazano da u dentalnoj pulpi stalnih zuba postoji populacija ¢elija nalik
odontoblastima koje su sposobne da formiraju kompleks dentina i pulpe in vivo [167].

In vitro, ove ¢elije izolovane iz dentalne pulpe poseduju adipogeni, hondrogeni i neurogeni
potencijal, na osnovu ¢ega su okarakterisane kao populacija MSC iz dentalne pulpe (DP-
MSC) [168]. Sem iz pulpe stalnih zuba, izolovana je i populacija MSC iz dentalne pulpe
mlecnih zuba (engl. stem sells from human exfoliated deciduous teeth, SHED) [169]. Za
SHED je pokazano da imaju sli¢an potencijal za diferencijaciju u adipocite, osteoblaste,
odontoblaste, i ¢elije nalik nervnim ¢elijama, ali i da poseduju znacajno veci proliferativni
kapacitet, u poredenju sa DP-MSC.

Ova otkri¢a su pokazala da dentalna tkiva mogu biti znacajan izvor mati¢nih ¢elija sa
osobinama koje mogu biti iskori$¢ene u tkivnom inzenjeringu i regenerativnoj medicini,
posebno za popravku o$tecenja zuba i tkiva koje ih okruzuje [166].

Ubrzo su MSC izolovane iz svih dentalnih tkiva ukljucujuéi apikalnu papilu, gingivu,
dentalni folikul i periodontalni ligament [170]. Populacije MSC izolovane iz razli¢itih

dentalnih tkiva (Slika 1.8.) imaju mnogo zajednickih osobina, ali i nekoliko specifi¢nih.
1.1.2.1. MSC izolovane iz dentalne pulpe zdravih stalnih zuba

DP-MSC, u kulturi formiraju CFU-F sa razli¢itim karakteristikama [167, 171]. Celije
unutar jedne populacije DP-MSC se razlikuju po gustini formiranih CFU-F, sto ukazuje na
to da se ¢elije koje prave kolonije medusobno razlikuju po potencijalu za samo-obnavljanje
[172]. Takode, razlike u morfologiji i veli¢ini postoje i izmedu Celija unutar iste kolonije.
Subpopulacije DP-MSC, u in vitro uslovima, poseduju sposobnost diferencijacije u
adipocite i ¢elije nalik nervnim celijama [172], kao i osteogeni, hondrogeni i miogeni
potencijal [173-175]. U interakciji sa dentinom, DP-MSC se diferenciraju u celije nalik
odontoblastima sa polarizovanim celijskim telima i Celijskim nastavcima koji ulaze u
postojece dentinske tubule [171]. DP-MSC na nosac¢ima od hidroksi-apatit trikalcijum
fosfata (HAP) ili dentinu, primenjene kod imunokompromitovanih miseva, formiraju
ektopi¢ne komplekse tkiva nalik dentinu i pulpi [167, 176]. Na ovom modelu, heterogena
populacija DP-MSC in vivo formira vaskularizovano tkivo nalik pulpi koje okruzuje sloj

¢elija nalik odontoblastima. DP-MSC nalik osteoblastima pocinju da ispoljavaju DSPP i
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formiraju dentinske tubule. Ove tubule sadrze dentin sli¢no prirodnom dentinu. Oko dve
tre¢ine DP-MSC dobijenih iz jedne klonogeni¢ne celije u kulturi ima potencijal za
formiranje dentina nalik celijama dobijenim iz kulture vise kolonija, dok jedna tre¢ina
¢elija dobijenih iz jedne klonogeni¢ne Celije ima sasvim ogranicen potencijal za formiranje
dentina [172]. Carinci i saradnici [177] su, pokazali znacajne razlike u ekspresiji gena
izmedu osteoblasta u kostnom tkivu dobijenom diferencijacijom DP-MSC, i odontoblasta

prirodnog kostnog tkiva.
1.1.2.2. MSC izolovane iz dentalne pulpe zdravih mle¢nih zuba

Miura i saradnici [169] su pokazali da se SHED, u odnosu na DP-MSC, mogu duze
vreme odrzavati kao aktivno proliferiSuce ¢elije u kulturi, pri ¢emu su ovi autori pokazali
da se SHED mogu podeliti i do 140 puta, DP-MSC oko 100 puta, a BM-MSC samo oko 40
puta. Kultura pojedinac¢nih celija nalik fibroblastima moze se uspostaviti zasejavanjem
pojedinacnih sferi¢nih klastera na povrsini suda oblozenoj Zelatinom. Ove ¢elije poseduju
adipogeni i osteogeni potencijal u in vito uslovima. U medijumu za indukciju neurogeneze
visoko proliferiSu¢e SHED formiraju klastere sfernog oblika nalik neuroblastima, koje se
takode karakteri$u visokim stepenom proliferacije. U medijumu za indukciju neurogeneze,
ili injekcijom u hipokampus imunokompromitovanih miseva, povecava se ekspresija nekih
neuronskih markera na ovim celijama, kao $to su PIII-tubulin, GAD, NeuN, i one
zadobijaju morfologiju nalik neuronskim celijama sa karakteristiénim citoplazmatskim
nastavcima [169]. Nakon $to su Kerkis i saradnici [178] po prvi put izolovali SHED i
nazvali ih nezrele DP-MSC, pokazano je da upravo ove ¢elije poseduju osobinu formiranja
sferi¢nih klastera, da ispoljavaju embrionalne markere Oct-4, Nanog, SSEA-3, SSEA-4, i
imaju miogeni i hondrogeni potencijal. Ex vivo umnozene SHED nakon primene u
imunokompromitovanim miSevima, formiraju ¢elije nalik odontoblastima koje se povezuju
sa dentinskim strukturama i ispoljavaju DSPP protein. Medutim, za razliku od DP-MSC,
SHED nemaju sposobnost formiranja kompletnih struktura nalik kompleksima dentina i
pulpe, i imaju znacajno manji potencijal za formiranje ektopi¢nog dentinskog tkiva [169].
Jedinstvena osobina SHED je nakon primene u imunokompromitovanim misevima

pokazuju sposobnost da privuku ¢elije domacina sposobne za diferencijaciju u osteoblaste, i
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indukuju stvaranje kostnog tkiva [169]. Primena SHED kod miseva sa skeletnim defektima
dovodi do regeneracije kosti [179]. Ove karakteristike SHED ukazuju na to, da one imaju
potencijal za privlacenje i navodenje ¢elija sa osteogenim potencijalom na mesto gde ¢e se
formirati trajni zub, kao i na to da SHED imaju direktnu ulogu u indukciji formiranja

trajnih zuba.
1.1.2.3. MSC izolovane iz zdravog periodontalnog ligamenta

Periodontalni ligament nastaje iz dentalnog folikula i predstavlja visoko
specijalizovano c¢elijsko vezivno tkivo koje je locirano izmedu korena zuba i alveolarne
kosti koja ga okruzuje, ¢ime obezbeduje stabilnost i funkciju zuba [180-182]. Ovo dentalno
tkivo se sastoji iz razlicitih Celijskih tipova: fibroblasta, osteoblasta, cementoblasta, ostatka
epitelnih ¢elija nazvanih Malasezova ostrvca [183-184], i progenitorskih celija koje su
zadrzale sposobnost diferencijacije u celije nalik osteoblastima ili cementoblastima 1
formiraju mineralizovana (¢vrsta) tkiva [185-188]. MSC izolovane iz ovog tkiva (PDLSC)
poseduju sposobnost za samo-obnavljanje i formiraju CFU-F u kulturi. Nekoliko studija
pokazalo je da ove ¢elije ispoljavaju kombinaciju molekula karakteristicnih za adultne
MSC [170, 189-191], kao i pojedine embrionalne markere [192]. Humane PDLSC
primenjene kod imunokompromitovanim miSevima formiraju mineralizovane strukture
nalik cementumu i kondenzovana kolagenska vlakna (Sharpey-ova vlakna). Primenjene kod
periodontalnih  defekata imunokomprovitovanih miSeva, PDLSC se integriSu u
periodontalno tkivo i ¢vrsto se naslanjaju na povrSinu alveolarne kosti i zuba [170]. Zbog
ovakvog kapaciteta za diferencijaciju, pretpostavlja se da bi PDLSC mogle biti ¢éelije koje

su odgovorne za odrzavanje i regeneraciju strukture i funkcije periodontalnih tkiva [183].
1.1.2.4. MSC izolovane iz zdrave apikalne papile

Apikalna papila predstavlja meko tkivo koje okruzuje apeks stalnih zuba tokom
razvoja [181, 193]. MSC izolovane iz apikalne papile (engl. Stem cells derived from apical
papilla, SCAP) takode poseduju sposobnost odontogene diferencijacije in vitro. U
poredenju sa DP-MSC, SCAP ispoljavaju znacajno nizi nivo DSPP, ekstracelularnog
fosfoglikoproteina matriksa (MEPE), TGFBRII, FGFR3, FGFRI1, Flt-1 (VEGFR1) i
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CD146. Sa druge strane, ove celije ispoljavaju CD24, marker karakteristiCan za
neuroblaste, koji nije detektovan na DP-MSC. Zanimljivo je to da u in vitro uslovima, i u
odsustvu medijuma za neurogenu diferencijaciju, SCAP ispoljavaju i druge markere
neuronskih ¢elija [194], a nakon indukcije neurogeneze ispoljavaju i markere glijalnih
¢elija GAD, NeuN, NFM, NSE [193]. Pored toga, ove celije imaju sposobnost za
diferencijaciju u adipocite u in vitro uslovima [181, 194]. U imunokompromitovanim
miSevima, primenjene SCAP daju tipi¢ne komplekse dentina i pulpe [181, 193]. Posto iz
apikalne papile tokom erupcije stalnih zuba nastaje radikularna pulpa, moze se reci da su
SCAP sli¢ne mati¢nim c¢elijama dentalne pulpe koje daju koronarne odontoblaste
odgovorne za produkciju dentina. Jo§ uvek nije potpuno razjasnjeno da li DP-MSC, koje se
mogu izolovati iz pulpe stalnog zuba nakon erupcije i zavrSenog rasta, predstavljaju
konvertovane ili zaostale SCAP, ili su mozda DP-MSC nastale od razli¢itih populacija
mati¢nih ¢elija. Najverovatnije je da SCAP predstavljaju izvor primarnih odontoblasta koje
formiraju dentin korena, dok su DP-MSC izvor odontoblasta koje imaju ulogu u popravci

oStecenog dentina [195].
1.1.2.5. MSC izolovane iz zdravog dentalnog folikula

Dentalni folikul je tkivo ektomezenhimskog porekla, koje okruzuje gledni organ i
dentalnu papilu zacetka zuba tokom razvica, pre erupcije. Iz ovog tkiva formirace se
parodoncium kog €ine cementum, periodontalni ligament 1 alveolarna kost. U ovom tkivu
nalaze se celije koje ispoljavaju embrionalne markere Notch-1 i Nestin, $to ukazuje na
postojanje nediferenciranih ¢elija u ovoj ¢elijskoj populaciji. MSC se mogu izolovati iz
humanog dentalnog folikula tre¢eg molara pre erupcije (DF-MSC), [182]. Nakon izolacije
ovog tkiva, mali broj ¢elija adherira na plasti¢noj povrS$ini 1 formira mali broj adherentnih
CFU-F. DF-MSC u kulturi imaju morfologiju nalik fibroblastima i, osim Notch i Nestin,
ispoljavaju kolagen tip I, kostni sijaloprotein, osteokalcin, i FGF receptor 1-111C [182]. U
osteogenom indukcionom medijumu ove celije ispoljavaju kapacitet za diferencijaciju u
osteoblaste. Celije dentalnog folikula in vivo ispoljavaju STRO-1 i receptor za BMP. DF-
MSC pocinju da ispoljavaju markere cementoblasta pod uticajem rekombinantnih humanih

BMP-2 i BMP-7. Koris¢enje oba proteina je odobreno od starne FDA za regeneraciju kosti
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u ortopediji. Sem toga, DF-MSC ispoljavaju markere cementoblasta pod uticajem derivata
matriksa glednog organa (EMD) [196]. Morsczeck i saradnici [182, 197] su pokazali da se
kod DF-MSC nakon primene kod imunokompromitovanih miSeva, povecava ekspresija
gena za kostni sjialoprotein i osteokalcin vise od 100 puta, pri ¢emu se smanjuje ekspresija
gena koji kodira kolagen tip I. Implantirane DF-MSC formiraju strukture sastavljene od
fibroznih i ¢vrstih tkiva, ali u eksperimentima nije uoceno formiranje dentina, cementuma

ili kostnog tkiva in vivo.
1.1.3. Toll-u sli¢ni receptori i uticaj njihovih agonista na osobine MSC

Celije adaptivnog imunskog sistema prepoznaju specifiéne epitope svojim
receptorima koji se odlikuju visokom varijabilnos¢u usled rearanzmana kodirajuc¢ih gena 1
somatskih mutacija. Sa druge strane celije urodene imunosti prepoznaju molekulske
obrasce karakteristicne za grupe patogena. Za inicijalno prepoznavanje grupa patogena,
¢elije urodene imunosti koriste receptore za prepoznavanje molekulskih obrazaca (engl.
patern recognition receptros, PRR). PRR se odlikuju evolutivhom konzerviranoscu,
odnosno izuzetno niskom varijabilnos¢u gena koji ih kodiraju. Tako je analog jedne grupe
ovih receptora, protein Toll, inicijalno otkriven kod vinske musSice (Drosophila
melanogaster) kao protein koji ima bitnu ulogu u uspostavljanju dorzoventralne ose u ranoj
embriogenezi. Kasnija istrazivanja su pokazala da Toll ima bitnu ulogu u urodjenom
imunskom odgovoru insekata protiv infekcije gljivama [198]. Toll-u sli¢ni receptori (engl.
Toll like receptors, TLR) su ostali skoro nepromenjeni tokom evolucije jo§ od zajednicog
pretka crva Caenorhabditis elegans i sisara [199-201]. Do danas je kod sisara
identifikovano 12 ¢lanova TLR familije. Kod ljudi je otkriveno deset ¢lanova ove familije,
a za devet su opisani prirodni i sinteticki ligandi. TLR2 prepoznaje bakterijske lipoproteine,
peptidoglikane  (PGN), i lipoteihoicnu  kiselinu ~ Gram-pozitivnih  bakterija.
Heterodimerizacija TLR2 sa drugim TLR doprinosi specificnijem prepoznavanju liganda.
Tako, heterodimer TLR1/2 prepoznaje specificno triacetilovane bakterijske lipopeptide,
dok kompleks TLR2/6 specificno prepoznaje diacetilovane lipopeptide poreklom od
Mycoplasma. TLR-3 prepoznaje dvolan¢anu RNK poreklom od virusa i sintetski analog
poliinozinsku : policitidinsku kiselinu (polyl:C); TLR4 prepoznaje lipopolisaharide (LPS)
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poreklom od Gram-negativnih bakterija; TLR5 prepoznaje bakterijski flagelin; TLR7 i
TLRS prepoznaju jednolanc¢anu RNK i sintetske molekule na bazi guanozina (loksoribin),

dok TLR9 prepoznaje CpG motive bakterijske DNK.

Razlicita lokalizacija pojedinih TLR je u korelaciji sa lokalizacijom njihovih liganda. Tako
se TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5 i TLR6 nalaze na povrsini ¢elije i sakupljaju se u fagozome
nakon aktivacije odredenim ligandom, dok se TLR3, TLR7, TLRS8 i TLR9 koji prepoznaju
molekule nukleinskih kiselina, nalaze u razli¢itim odeljcima unutar celije. Aktivacijom
razli¢itth TLR pokrece se kaskada razli¢itih signalnih dogadaja Sto vodi razvijanju
posebnog bioloskog odgovora na odredenu grupu mikroorganizama uklju¢ujuéi maturaciju
DC, produkciju odredenih citokina i razvoju adaptivnog imunskog odgovora [202].

TLR pripadaju tipu | transmembranskih glikoproteina i sastoje se od ekstracelularnog
regiona sastavljenog iz velikog broja ponovaka bogatih leucinom, i intracelularnog domena
koji sadrzi terminalno invertovani region (TIR) homolog regionu IL-1R [203-204] (Slika
1.10.). Mikrobijalnim komponentama aktivirani TLR pokrecu aktivaciju signalne kaskade
¢iji je krajnji cilj aktivacija gena Ciji produkti ucestvuju u borbi domacina od odredenog
mikroba. Nakon vezivanja liganda za TLR ovi receptori dimerizuju 1 podlezu
konformacionim promenama koje su neophodne za vezivanje adapterskih proteina. Nakon
aktivacije TLR, TIR domen dolazi u interakciju sa nekoliko adapterskih molekula koji
poseduju TIR domene (engl. Myeloid differentiation primary response gene 88, MyD88;
Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein, TIRAP; TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-p, TRIF i TRIF-related adaptor molecule, TRAM),
Sto dovodi do aktivacije kaskade signalnih dogadaja koji pokrec¢u indukciju transkripcionih
faktora [205]. Interakcija sa adapterskim molekulom MyD88 karakteristi¢na je za sve TLR
osim TLR3, s tim §to se interakcija TLR4 1 TLR2 sa MyD88 ostvaruje preko adapterskog
molekula TIRAP, dok se ostali TLR vezuju direktno za MyD88 [202]. MyD88/TLR
kompleks aktivira naredne molekule u signalnoj kaskadi, kinazu povezanu sa IL-1R (IL-
1R-associated kinase, IRAK)-4, IRAK-1 i faktor povezan sa receptorom za TNF (TRAF)-6.
Kompleks IRAK-1/TRAF-6 aktivira kinazu TAK1, koja aktivira kompleks kanonske kB
kinaze. Kanonska IKK predstavlja kompleks IKKa i IKKf subjedinica koje ¢ine kataliticki
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kompleks, i NEMO/IKKy subjedinice koja predstavlja regulatora aktivnosti IKK.
Aktivacije IkB kinaze dovodi do aktivacije NF-«B, i aktivacijom MAPK, aktivira AP-1.
Aktivacija NF-kB je zajednicka osobina signalnih puteva koji vode sa razli¢itih TLR, i ovaj
transkripcioni faktor pokrece ekspresiju gena za pro-inflamacijske citokine, kao S§to su
TNF-0, IL-6, IL-1B i drugi. Sem citokina, TLR agonisti mogu pokrenuti i transkripciju tip I
IFN, pogotovo oni TLR koji detektuju komponente virusa na povrsini ¢éelije ili u endozom.
Tip I IFN imaju klju¢nu ulogu u borbi protiv virusa. Naime, TLR7, TLR8 1 TLR9 preko
MyD88/IRAK-4/IRAK-1/TRAF6 sekvence signalnih dogadaja, nezavisno od IKKe, veé
preko TBK1, aktiviraju faktor regulacije IFN (IRF)-7. Nakon translokacije u jedro, IRF-7
aktivira gene koji kodiraju tip I IFN. Za potpunu aktivaciju IRF-7 neophodni su i IKKa,
TRAF3 i osteopontin [206-209]. Sa druge strane, TLR3 se vezuje za adapterski molekul
TRIF [210-211].

Dalje TRIF aktivira TRAF3 i NAP-1, i homotipski interaguje sa molekulom koji je nazvan
protein koji interaguje sa receptorom (RIP)-1. Signalna kaskada preko TRAF3/NAP-1
aktivira nekanonske IKK, TBK1 i IKKe, koje kona¢no vode aktivaciji IRF3 [212-215].
Nakon translokacije u jedro, IRF3 inicira ekspresiju gena za IFN-B. Pored TBK1/IKKe, za
potpunu aktivaciju IRF3 neophodna je aktivacija fosfatidil-inozitol 3-kinaze (PI3K) koja
aktivira Akt kinazu [216]. Sa druge strane kompleks TLR3/TRIF/Rip-1 kao i
TLR3/TRIF/TRAF6 vodi aktivaciji NF-xB, ali ne i aktivaciji IRF3. TLR4 ne prepoznaje
samo bakterijske ve¢ 1 neke virusne obrasce. Nakon aktivacije, TLR4 osim signalne
kaskade koja vodi aktivaciji NF-xB, koristi isti put kao i TLR3, preko adapterskog
molekula TRIF, za aktivaciju IRF3 i pokretanje produkcije IFN-B. TLR4 interakciju sa
molekulom TRIF ostvaruje preko molekula TRAM.

Osim uloge u aktivaciji imunskog sistema u odgovoru na patogene i endogene molekule
koji ukazuju na nekrozu ¢elija 1 povredu tkiva, pokazana je i uloga TLR u neimunskim
procesima. Tako je pokazano da aktivacija signalnog puta sa TLR doprinosi odrzavanju
homeostaze epitela, tako Sto podsti¢e proliferaciju epitelnih ¢elija 1 oporavak tkiva nakon
povrede [217]. Hasan i saradnici su pokazali da aktivacija TLR stimulise ulazak ¢elija u

¢elijski ciklus i progresiju u fibroblaste [218].
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Osim TLR, koji su ispoljeni ili na povrsini ¢elije ili u endozomu, postoje drugi PRR koji
imaju ulogu u prepoznavanju produkata patogena (DNK, jednolancane i dvolanc¢ane RNK)
u citoplazmi ¢elije, kao 1 internalizovanih ili intracelularnih bakterija. Ovi receptori mogu
biti grubo podeljeni u dve grupe: receptori nalik genima koje indukuje retinoi¢na kiselina
(engl. retinoid acid-inducible gene | (RIG-I)-like receptors, RLR) [219] i receptori nalik
domenima za koje se vezuju nukleotidi tokom oligomerizacije (engl. nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD)-like receptors, NLR) [220]. RIG-I i receptor koji kodira
gen povezan sa diferencijacijom melanoma 5 (engl. melanoma differentiation-associated
gene 5, MDAJ5) su RNK helikaze koje nakon prepoznavanja citoplazmatske RNK indukuju
IFN tip I, i imaju vodecu ulogu anti-viralnoj odbrani [219, 221]. Dva najpoznatija ¢lana
NLR familije su NOD1 i NOD2. Oni prepoznaju bakterijske molekule koji nastaju tokom
sinteze i degradacije peptidoglikana [220]. NODI prepoznaje diaminopimeli¢nu kiselinu
koju produkuju Gram-negativne bakterije [222-223], a NDO2 aktiviraju muramil dipeptidi
(MDP), komponente i Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija [224]. Do danas nije
sasvim razjaS$njeno da li NODI i NOD2 detektuju direktno PAMP-ove ili produkte
domacina koji nastaju kao posledica prisustva produkata mikrorganizma u citoplazmi
[220].

1.1.3.1. Uticaj agonista TLR na osobine MSC

Mnogobrojne studije koje su pokazale da BM-MSC ispoljavaju NOD-1 i NOD-2
receptore [225], i da MSC izolovane iz razli¢itih zdravih tkiva ispoljavaju TLR [226-233],
dodatno su podrzale ideju o MSC kao c¢elijama koje mogu da detektuju infekciju ili
oStecenje tkiva, 1 da nakon toga aktivno ucestvuju u regulaciji urodenog i1 adaptivnog

imunskog odgovora.

Medutim, iako su noviji rezultati, dobijeni molekularnim tehnikama, pokazali da 700-1000
vrsta bakterija moze naseliti oralnu Supljinu [234-235], i tako uticati na ¢elije oralnih i
dentalnih tkiva, do trenutka objavljivanja radova ¢iji su rezultati sastavni deo ove teze, nije

ispitivana ekspresija niti uloga PRR u biologiji MSC poreklom iz dentalnih tkiva.
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Do danas je vise puta pokazano da se MSC izolovane iz razli¢itih zdravih tkiva razlikuju po
ekspresiji TLR kao i da inflamacijski faktori razli¢ito uticu na ekspresiju TLR molekula na
MSC u zavisnosti od porekla ovih ¢elija [227]. U uslovima hipoksije je znac¢ajno povecana
ekspresije iIRNK za TLR1, 2, 5, 9 i TLR10 [228] na AT-MSC. Pro-inflamacijski koktel
(IFN-a, TNF-a, IFN-y i IL-1B) znacajno povecava ekspresiju TLR2, TLR3 i TLR4, a
istovremeno smanjuje ekspresiju TLR6 na humanim BM-MSC [236]. Produzena aktivacija
TLR2 i TLR4 specificnim sintetskim agonistima snizava znacajno ekspresiju ovih receptora
na MSC [237-238]. Aktivacija TLR na MSC izolovanim iz masnog tkiva pokre¢e MyD88
zavisnu 1 MyD88 nezavisnu kaskadu signalnih dogadaja, Sto vodi aktivaciji MAPK, PI3K i
NF-kB [239].

Istrazivanja o uticaju pojedinih sintetskih TLR-agonista na karakteristike MSC pokazala su
da agonisti razli¢itih TLR imaju razli¢ite efekte, kao i da efekat zavisi od tkiva iz kog su
MSC izolovane. Tako je viSe puta pokazano da aktivacija TLR na MSC ne uti¢e na
sposobnost njihove adipogeneze, bez obzira na njihovo tkivno poreklo, kao i na sposobnost
hondrogeneze BM-MSC. Medutim, Pevsner-Fischer i sardnici [229] su pokazali da se
aktivacijom TLR2 na MSC iz pupcane vrpce povecava potencijal za hondrogenezu, a da
aktivacija ovog receptora na BM-MSC znacajno smanjuje sposobnost za diferencijaciju
ovih ¢elija u adipocite, osteoblaste 1 hondroblaste. Zanimljivo je da su isti autori pokazali
da BM-MSC misSeva kojima je inaktiviran gen za Myd88 imaju smanjeni kapacitet za
osteogenezu i hondrogenezu. Na osnovu rezultata dobijenih u ovim istraZzivanjima Pevsner-
Fischer i sardnici su zakljucili da aktivacija TLR2 na MSC omogucava da ove ¢elije u toku
infekcije ostanu nediferencirane, da zadrze proliferativnu sposobnost 1 imunosupresivni
kapacitet. Dalje, viSe puta je pokazano da TLR aktivacija snaZzno uti¢e na sposobnost MSC
za osteogenezu. Potencijal za osteogenezu humanih BM-MSC, AT-MSC i UCB-MSC
znacajno je povecan aktivacijom TLR4, TLR2 i TLR3 [228, 237], a smanjen aktivacijom
TLR9 na AT-MSC [228]. Rezultati Cho i saradnika [240] su pokazali da aktivacija NF-xB
kod AT-MSC usled tretmana ovih ¢elija agonistima TLR3 receptora i TNF-a dovodi do

stimulacije osteogeneze ovih ¢elija.
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Osim efekta koji TLR agonisti mogu ostvariti na potencijal MSC za diferencijaciju,
ispitivan je i efekat ovih molekula na sposobnost samo-obnavljanja, prezivljavanja i
migracije humanih MSC, osobina koje mogu biti kljuéne za terapijski efekat ovih celija.
Tako je pokazano da aktivacija TLR na AT-MSC povecava ekspresiju mangan-superoksid
dismutaze (MnSOD) [237], za koju je pokazano da §titi ¢elije u uslovim oksidativnog stresa
[241]. Kako je jedan od osnovnih inicijalnih mehanizama borbe protiv patogena produkcija
slobodnih kiseoni¢nih radikala od strane ¢elija imunskog sistema, ovaj efekat aktivacije
TLR moze zastititi MSC koje migriraju na mesta inflamacije. Pored mnogobrojnih radova
koji su pokazali da TLR agonisti ne menjaju znacajno proliferativnu sposobnost humanih
MSC, Cho i saradnici [240] su pokazali inhibitorni efekat TLR9-agonista na proliferaciju
AT-MSC. Tomchuck i saradnici [232] su pokazali pozitivan efekat TLR3, a Nurmenniemi i
saradnici [242] pozitivan efekat TLR9 agonista, na migratornu sposobnost humanih BM-
MSC. Ovi rezultati pokazuju da bi TLR agonisti na mestu inflamacije mogli da privuku
endogene MSC, kao i MSC primenjene u cilju terapije, na mesto inflamacije. Medutim

mehanizmi ovakvog efekta TLR agonista nisu joS uvek ispitani.

Podaci o wuticaju TLR agonista na imunomodulacijsku funkciju MSC su vrlo
kontradiktornih. Pokazano je da aktivacija ovih receptora na humanim MSC iz masnog
[229], [237]. Za razliku od toga, rezultati dobijeni aktivacijom TLR na humanim BM-MSC
su veoma razli¢iti. Liotta i saradnici [230] su pokazali da aktivacija TLR3 i TLR4 na
humanim BM-MSC smanjuje njihovu sposobnost da inhibiraju proliferaciju T limfocita. Na
suprot ovim rezultatima, Optiz i saradnici [231] su pokazali da aktivacija TLR3 i TLR4 na
humanim BM-MSC povecava imunosupresivnu aktivnost ovih celija, i to povecanjem
aktivnosti IDO-1 enzima. Autori su takode pokazali da je povecanje ekspresije IDO-1
enzima posledica uticaja IFN-B na BM-MSC, pri ¢emu ove celije same povecavaju
produkciju ovog citokina nakon tretmana TLR3 i TLR4 agonistima. Nasuprot ovim
podacima koji ukazuju da TLR3 i TLR4 imaju istovetan efekat na BM-MSC, Waterman i
saradnici [243] su pokazali da BM-MSC nakon aktivacije TLR4 razvijaju pro-inflamacijski

fenotip i nazvali su ih MSC-1, dok tretman TLR3 agonistom potencira njihovu
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imunosupresivnu funkciju i ovako tretirane BM-MSC nazvali su MSC-2 po ugledu na APC
monocitnog porekla. Kona¢no, Romieu-Mourez [244] i saradnici su pokazali da aktivacija
TLR na MSC koje su ve¢ stimulisane visokim koncentracijama IFN-y ili IFN-a, dodatno

pojacava njihov pro-inflamacijski fenotip.
1.1.3.2. Uloga TLR i inflamacije u razvoju periapeksne lezije

Periapeksne lezije predstavljaju inflamacijski proces, koji nastaje u okolini apeksa
zuba kao odgovor na infekciju. Ovaj inflamacijski proces moze biti akutnog karaktera, ili se
moze razviti hroni¢ni inflamacijski odgovor. Prve studije koje su se bavile analizom
histoloskih preparata pokazale su da je za ranu fazu inflamacijskog procesa, nazvanu
gingivitis, karakteristicna infiltracija T limfocita i makrofaga, dok u progresivnim lezijama
koje vode razvoju hroni¢nog inflamacijskog stanja, nazvanog periodontitis, dominiraju B
¢elije i plazma celije [245]. Noviji radovi pokazali su da progresija bolesti od faze rane
inflamacije do razvoja hroni¢ne periapeksne lezije zavisi od invazivnosti patogena-
izazivaca i od geneticke pozadine samog domacina, koja se ogleda u razli¢itoj sposobnosti
imunskog sistema do odgovori i izbori se sa infekcijom. Nivo pro-inflamacijskih molekula
(IL-6, IL-8, IL-1PB, TNF-a), razli¢itih MMP i PGE2 se tokom progresije bolesti povecava
na mestu inflamacije i dovodi do oste¢enja okolnog tkiva, i oStecenja alveolarne kosti kao
najteze posledice. Medutim, jo§ uvek nije potpuno razjasnjeno da li je poviSen nivo ovih
molekula na mestu inflamacije posledica neresponsivnosti gena za ove citokine na
regulatorne molekule, ili je, ovakvo snazno pro-inflamacijsko okruZenje, posledica upravo
poremecaja u produkciji regulatornih molekula kao §to su TGF- i IL-10 i inhibitora MMP.
Takode sa novim rezultatima menjao se 1 stav o ulozi pojedinih efektorskih ¢elija imunskog
sistema u razvoju ove bolesti. Pre otkrica efektorskih Th limfocita koji dominantno
produkuju IL-17, postojala su razlic¢ita misljenja o vaznosti Thl i Th2 limfocita za razvoj

inflamacijskog odgovora na mestu periapeksne lezije.

Mnogi radovi pokazali su da je najvazniji uzro¢nik inflamacijskog odgovora u periapeksnoj
leziji Porphyromonas gingivalis. Ova bakterija poseduje atipican LPS koji ne stimulie

TLR4 ve¢ TLR2. Takode, iako je poznato da Gram-negativna enterobakterija, moze da
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aktivira i TLR2 i TLR4 [246], Kikkert i saradnici [247] su pokazali da Gram-negativne
periodontalne bakterije pre svega aktiviraju TLR2. Medu ovim bakterijama, samo su
Aggregatibacter actinomycetemcomitans i Veillonella parvula sposobne da aktiviraju i
TLR2 i TLR4. Celije zdravog oralnog epitela ispoljavaju i TLR2 i TLR4, i u toku
inflamacije ekspresija oba receptora se znaCajno povecava [248]. Sa druge strane, u
hronicnom periodontitisu detektovana je ekspresija oba receptora, dok je u zdravom

periodontalnom tkivu TLR2 ispoljen veoma slabo, i nema ekspresije TLR4 [249].

Uzimajuéi u obzir zna¢ajnu ulogu bakterija u razvoju periapeksnih lezija [250], sasvim je

razumljivo da je ovo oboljenja veoma Cesto kod ljudi [251].

Konstantno prisustvo posebnog tipa LPS-a i bakterijskog lipopeptida poreklom od P.
gingivalis aktivira TLR2 na DC u periapeksnoj leziji, §to vodi razvoju Th2 odgovora [252-
255]. Odgovor u kome dominiraju citokini karakteristiéni za Th2 odgovor (IL-4, IL-5, IL-
13) vodi proliferaciji i aktivaciji B ¢elija. Ove ¢elije produkuju protektivna antitela i tako
doprinose ¢is¢enju patogena. Medutim, B limfociti u periapeksnoj leziji takode produkuju i
antitela niskog afiniteta koja nisu protektivna ve¢ stimuli$u produkciju IL-1p od strane ovih
B ¢elija, i tako doprinose resorpciji zubne kosti [256]. Ovi podaci su u skladu sa rezultatima
Johnson i Serio [257] koji su pokazali da postoji negativna korelacija izmedu nivoa Thl
citokina (IFN-y i IL-12) i agresivnosti periodontalne bolesti kod ljudi. Nasuprot ovim
rezultatima koji idu u prilog stavu da je nestabilan Thl odgovor odnosno dominacija Th2
odgovora neophodna za progresiju periodontitisa, mnogi radovi pokazali su da su Thl
citokini odgovorni za razvice ove bolesti i gubitak zubne kosti [258-260]. Trec¢a grupa
literaturnih podataka ukazuje na nesto komplikovaniji proces razvoja periapeksnih bolesti,
pri ¢emu u ranim, stabilnim fazama dominiraju T limfociti, koji produkcijom IFN-y
aktiviraju fagocitne celije, neutrofile i makrofage. Nemogucénost neutrofila i makrofaga da
se izbore sa infekcijom vodi razvoju Th2 odgovora koji je neophodan za razvoj kasnog,

progresivnog periodontitisa [261-267].

Medutim, otkri¢e Th17 populacije efektorskih pomo¢nickih T limfocita izmenilo je stav o

vaznosti Th1 i Th2 odgovora u razviéu mnogih bolesti. IL-17, zajedno sa IL-1p i TNF-a
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indukuje produkciju metaloproteinaza (pro-MMP-1 i MMP-3) i povecava ekspresiju
RANKL na osteoblastima S$to dovodi do formiranja osteoklasta i resorpcije zubne kosti
[268]. Medutim, knockout miSevi za IL-17R (IL-17R” misevi) su znacajno vise podlozni
osteCenju zubne kosti usled periodontitisa izazvanog P. gingivalis, $to ukazuje na
protektivnu ulogu ovog citokina [269]. Rezultati o postojanju korelacije izmedu povecane
produkcije IL-17 i IL-8 od strane inflamacijskih ¢elija periapeksne lezije, koje su Colic¢ i
saradnici objavili 2007. godine [270], takode idu u prilog hipotezi o doprinosu Th17 ¢elija
razvoju hronicne periapeksne lezije. Rezultati koji su pokazali da se Thl7 celije pod
dejstvom IL-12 mogu transdiferencirati u Thl celije, a u prisustvu IL-4 u Th2 C¢elije,
omogucavaju uklapanje Th17 ¢elija u prethodni koncept o ulozi Thl i Th2 ¢elija u razvoju
mnogih bolesti [271]. Inflamacijski proces koji se u periapeksnoj leziji razvija posredstvom
razli¢itih Th limfocita i njihove interakcije sa drugim ¢elijama imunskog sistema, regulisan
je i Treg limfocitima. Do danas su okarakterisani Treg limfociti izolovani iz periodontitisa i
gingivitisa [272-274] i periapeksne lezije [275] $to govori o bitnoj ulozi ovih celija u
razvoju inflamacije u dentalnim tkivima. Kako je njihova osnovna karakteristika da
inhibiraju odgovor efektorskih T limfocita one mogu delovati u smeru smanjenja oSte¢enja
tkiva [276]. Podaci da se regulatorni T limfociti pod uticajem DC aktiviranih angazovanjem
receptora za dektin-1, mogu transformisati u T limfocite koji produkuju IL-17 dodatno

usloZnjavaju mreZu molekula 1 ¢elija u periapeksnoj leziji.

Obzirom na spregu pro-inflamacijskih i anti-inflamacijskih mehanizama u periapeksnoj
leziji, ova bolest predstavlja dobar model za ispitivanje uloge pojedinacnih celijskih tipova

1 solubilnih molekula u razvoju hroni¢nih inflamacijskih oboljenja.
1.1.3.3. MSC izolovane sa mesta inflamacije

Do danas je objavljeno veoma malo radova o osnovnim karakteristikama MSC izolovanih
sa mesta inflamacije, a do trenutka objavljivanja radova ¢iji su rezultati sastavni deo ove
teze, samo su Alongi i saradnici [277] okarakterisali smanjeni potencijal za osteogenezu
MSC izolovanih iz dentalne pulpe zahvacene inflamacijom u odnosu na DP-MSC iz

zdravog tkiva.
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Iako je veoma detaljno ispitivano uceS¢e razlicitih inflamacijskih ¢elija u razvoju
periapeksne lezije, podaci o ulozi MSC u ovim mehanizmima gotovo da ne postoje. Jedini
podatak o postojanju ¢elija koje po opisu odgovaraju MSC u periapeksnoj leziji, potice od
Maeda i saradnika koji su 2004. godine [278] objavili rezultate o postojanju ¢éelija nalik
fibroblastima koje, nakon hiruskog odstranjivanja, migriraju iz periapeksnih granulomau u
plastiku za kultivaciju, i poseduju osteogeni potencijal. Autori su jos$ tada pretpostavili da bi
ovakva populacija ¢elija mogla da se na mestu periapeksne lezije diferencira u zrele
osteoblaste 1 cementoblaste i doprinese na taj nacin oporavku tkiva oSte¢enog u toku

procesa inflamacije.

Kako je u in vitro studijama pokazano da su MSC izolovane iz zdravih tkiva, veoma
senzitivne na pojedine molekule koji posreduju u mehanizmima opisanim u periapeksnoj
leziji, i da poseduju kapacitet za modulaciju inflamacijskih c¢elija, MSC mogu imati

znacajnu imuno-regulatornu ulogu u razviéu ovakvih hroni¢nih inflamacijskih bolesti.
1.1.4. Imunomodulacijska svojstva MSC

lako su pocetni terapeutski efekti MSC opisivani kao posledica diferencijacije ovih ¢elija u
¢elije oste¢enog tkiva, otkri¢ima starim ve¢ 10 godina o imunomodulacijskom efektu ovih
¢elija [279] zapocelo je proSirivanje spiska mogucéih Celijskih i molekulskih komponenti ne
koje MSC nakon primene mogu delovati u organizmu. Tako je sada ve¢ Siroko prihvac¢en
stav da, iako MSC imaju tri-linijski potencijal za diferencijaciju, njihovi efektorski
mehanizmi se manje zasnivaju na diferencijaciji, ili trans-diferencijaciji in situ. Terapeutski
efekti primenjenih MSC vise su vezani za njihove parakrine efekte i interakciju sa drugim
¢elijama prisutnim u obolelom tkivu [280]. Podaci o trofickim efektima MSC poticu jos iz
radova Caplan i saradnika [281-282] kao i iz radova koji su po prvi put pokazali efekte
¢elijske populacije kostne srzi, koja je kasnije okarakterisana kao MSC, na hematopoezu
[283]. Skoriji radovi koji su ukazali na moguée perivaskularno poreklo MSC u razli¢itim
organima dodatno su naglasili moguénost da ove ¢elije mogu predstavljati izvor trofickih
faktora tokom naruSavanja integriteta tkiva [284-286]. Ovo otkrice je posebno znacajno za

usmeravanje strategije za razvijanje MSC kao modulatora lokalne inflamacije u tkivu i kao
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terapeutskog sredstva za bolesti koje su povezane sa nepravilnostima u imunskom

odgovoru organizma.

Bartholomew i saradnici [279] su pioniri u istrazivanjima imunomodulatornih
karakteristika MSC. Oni su prvi pokazali da BM-MSC babuna (Papio anubis) inhibiraju
proliferaciju limfocita in vitro i spre¢avaju odbacivanje presadene koze in vivo. U narednim
godinama, na razli¢itim humanim i animalnim modelima in vitro i in vivo pokazano je da
MSC mogu ispoljiti imunosupresivne efekte [287]. Medutim, utvrdeno je da MSC,
izolovane iz zdravog tkiva, nisu spontano imunosupresivne, $to je na pocetku istrazivanja
dovelo do dobijanja konfliktnih podataka. Tako je sa jedne strane pokazano da su MSC
efikasne u supresiji prekomernog imunskog odgovora koji uzrokuje bolest kalema protiv
domacina (graft-versus host disease, GvHD) [279, 287-288], i razvoj sistemskog
eritemskog lupusa (SLE) [289]. Nasuprot ovim rezultatima, primena MSC sa transplantom
alogene kostne srzi kod subletalno ozracenih miSeva [290], ili u kombinaciji sa
ciklosporinom A kod zivotinja nakon transplantacije [291], neocekivano je dovela do
ubrzanog odbacivanja tkiva. Naredni eksperimenti su pokazali da BM-MSC sti¢u
imunosupresivni potencijal tek nakon tretmana sa pro-inflamacijskim molekulima [292-
299], sto moze objasniti izostanak terapeutskog efekta kod animalnih modela koji su u gore
pomenutim studijama paralelno tretirani drugim imunosupresivnim sredstvima. Ovi, i
rezultati drugih istrazivaca [300-301] ukazali su na to da inflamacijski status lokalne
sredine reguliSe osobine MSC 1 moZe dovesti do sasvim suprotnih efekata pri njthovom

eventualnom koriS¢enju u terapiji.

Vazan koncept koji je nastao na osnovu rezultata velikog broja osnovnih i predklini¢kih
istrazivanju osnovi ima ideju o imunoprivilegovanom statusu MSC nakon transplantacije
kod alogenog donora [302]. U najjednostavnijoj formi ovaj koncept podrazumeva da
alogene MSC nemaju moguénost aktivacije urodenog ili pokretanja adaptivnog imunskog
odgovora koji bi doveo do odbacivanja ovih alogenih ¢elija u odsustvu druge
imunosupresivne terapije [303]. Ekstrapolacija jednog dela radova bi, takode, mogla da

zna¢i da primenjene alogene MSC podsti¢u aktivnu imunoloSku tolerancu na donorski
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MHC i druge aloantigene, ¢ime je dodatno povecana njihova terapeutska vrednost za

transplantaciju organa i tkiva.
1.1.4.1. Interakcija MSC sa komponentama urodenog imunskog sistema

Nakon primene MSC kao c¢elijske terapije, ove Celije se prvo susreCu sa komponentama
urodenog imunskog odgovora koje pruzaju efikasnu anti-mikrobijalnu odbranu, ali takode

predstavljaju i barijeru za alogenu i ksenogenu transplantaciju.

Alogene MSC izbegavaju akutno i hiperakutno odbacivanje posredovano komplementom
tako $to produkuju Faktor H [304]. Ovaj obrambeni mehanizam MSC najverovatnije je
podrzan proteinima koje ove ¢elije ispoljavaju, CD55, CD46 i CD59, a koji su ukljuceni u
kontrolu aktivacije sistema komplementa [305]. Medutim, MSC nisu inertne u odnosu na
urodeni imunski sistem, i postoje podaci da anafilatoksini, C3a i C5a, privlace MSC na

mesto oStecenja tkiva [306].

Celije prirodne ubice (engl. natural killer, NK) predstavljaju ¢elije urodenog imunskog
sistema, koje, sa drugim ¢elijama patroliraju organizmom, i kada detektuju tumorsku ili
inficiranu Celiju produkuju molekule koji dovode do liziranja i smrti Celije. Pored ovog
direktnog efekta, NK c¢elije produkuju citokine koji aktiviraju ¢elije adaptivnog imunskog
sistema (T i B limfocite) medu kojima je najbitniji interferon (IFN)-y. Neto efekat signala
koji stizu sa aktiviraju¢ih 1 inhibiraju¢ih receptora na NK celijama, dovodi do indukcije
njihove citotoksi¢ne aktivnosti, odnosno do njihove inhibicije [307]. Nekoliko radova je
pokazalo da MSC inhibiraju proliferaciju i produkciju IFN-y od strane interleukin (IL)-2 ili
IL-15-stimulisanih NK ¢elija [307-310], a delimi¢no inhibiraju i njihovu citotoksi¢nu
aktivnost [292]. Sa druge strane, MSC ne inhibiraju citotoksi¢nu aktivnost sveze izolovanih
NK ¢elija [309]. Sotiropoulou i saradnici [308] su pokazali da MSC ispoljavaju supresivni
efekat samo na citotoksi¢nu aktivnost NK ¢elija prema celijama koje ispoljavaju MHC
klase I, ali ne i prema ciljnim ¢elijama koje ga ne ispoljavaju. Takode je pokazano da MSC,
u sistemu u kom je sprecen direktan kontakt izmedu celija (Transwell sistem), inhibiraju
proliferaciju i produkciju citokina od strane IL-15-stimulisanih NK ¢elija posredstvom
PGE2 i TGF-B. Sa druge strane, pokazano je i to, da je za inhibitorni efekat MSC na
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citotoksi¢nu aktivnost NK ¢elija neophodan c¢elijski kontakt. Ranije se smatralo da su
alogene MSC imuno-privilegovane u odnosu sa NK ¢elije, odnosno, da ne mogu biti
lizirane od strane sveze izolovanih NK ¢elija [309, 311]. Medutim postoje podaci [308,
312] da aktivirane NK ¢elije imaju sposobnost efikasnog liziranja MSC. Pored toga §to
MSC ispoljavaju nizak nivo MHC klase I, one istovremeno ispoljavaju i ligande koje
prepoznaju aktiviraju¢i NK receptori (NKp30, NKG2D, DNAM-1), i tako mogu indukovati
aktivaciju NK ¢elija. Tretman humanih MSC IFN-y povecava ekspresiju MHC klase I na

ovim ¢elijama, ¢ime se smanjuje njihova podloznost liziranju od strane NK ¢elija [312].

1.1.4.2. Dendritske ¢elije, T limfociti i MSC u komunikaciji urodenog i adaptivnog

imunskog sistema
1.1.4.2.1. Dobijanje dendritskih celija in vitro

Dendritske ¢elije (engl. dendritic cells, DC) predstavljaju najpotentije APC, obzirom
da nakon sazrevanja mogu efikasno da aktiviraju naivne T limfocite i usmere njihovo
razviée u odgovarajuéem pravcu. DC u organizmu mogu nastati iz HSC kostne srzi i
monocita periferne krvi. Dovoljan broj HSC za in vitro dobijanje DC moze se izolovati i iz
krvi pupcane vrpce. DC takode mogu biti izolovane direktno iz periferne krvi, limfoidnih
organa ili perifernih tkiva (na primer Langerhansove ¢elije (engl. Langerhans cells, LC) iz
epidermisa). DC se iz HSC dobijaju kultivacijom HSC u medijumu za kultivaciju sa
dodatkom faktora stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (engl. Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) i TNF-o, tokom 5 dana. DC se iz CD14"
monocita periferne krvi dobijaju kultivacijom monocita u medijumu za kultivaciju u
prisustvu GM-CSF i IL-4, tokom 5 dana. DC dobijene iz monocita ¢ije se sazrevanje
indukuje koktelom pro-inflamacijskih citokina predstavljaju model za ispitivanje osobina
inflamacijskih DC koje se pod uticajem pro-inflamacijskih molekula na mestu inflamacije

diferenciraju iz monocita pristiglih iz periferne krvi [313-314] .

41



1.1.4.2.2. Tri signala u interakciji dendritskih celija 1 T limfocita

DC su rasprostranjene u perifernim tkivima i, njihovo sazrevanja se pokrece
aktivacijom receptora za molekulske obrazce (engl. pattern recognition receptors, PRR)
koji prepoznaju molekulske obrasce mikroorganizama (engl. pathogen-associated
molecular patterns, PAMP). Isti PRR mogu prepoznati i molekule domacina koje celije
otpustaju u uslovima stresa ili oStecenja (engl. damage associated molecular patterns,
DAMP). Specifi¢na tkivna lokalizacija DC i PRR na njihovoj povrSini im omogucavaju
kontrolu mesta najée$ceg ulaska patogena, i eventualno pokretanje imunskog odgovora
nakon angazovanja PRR [315]. Razvoj imunskog odgovora omogucen je time $to DC
pruzaju tri kljuéna signala naivnim T limfocitima. Naime, nezrele DC kontinuirano
preuzimaju materijal iz svoje okoline [316], ispoljavaju nizak nivo MHC Kklase IlI, ne
ispoljavaju ko-stimulatorne molekule i ne produkuju pro-inflamacijske citokine, zbog ¢ega
su slabi aktivatori imunskog odgovora. Aktivacija DC dovodi do obrade fagocitovanog
materijala u endozomu i do povecanja prezentacije antigena u kompleksu sa MHC klase 11
ili MHC klase I na njihovoj povrsini [317]. Ovo predstavlja prvi signal za indukciju
diferencijacije naivnih T limfocita. Pod uticajem citokina sa mesta inflamacije, kao §to je
prostaglandin E2 (PGE2), DC smanjuju ekspresiju hemokinskih receptora koji ih
zadrzavaju u perifernim tkivima (CCR5, CCR4, CCR1, CCR2, CXCR1 i CXCR4) i
povecéavaju ekspresiju migratornog hemokinskog receptora CCR7. Ovaj receptor detektuje
hemokine CCL19 i CCL21 ¢ija se koncentracija povecava na putu ka limfnom ¢voru. Kao
rezultat ovih promena, DC, napuStaju mesto infekcije i odlaze u lokalne limfne ¢vorove,
nose¢i sa sobom informaciju o lokalnom zapaljenskom tkivu [318-319]. Migriranjem u
limfni ¢vor znacajno se povecava verovatnoc¢a susreta antigen-specifi¢ne T ¢elije i DC koja
nosi specifi¢an antigen. Aktivirane DC povecavaju i ekspresiju ko-stimulatorninh molekula
CD80 i CD86, drugog signala neophodnog za diferencijaciju T limfocita. Ukoliko se odigra
interakcija izmedu DC, koja nosi specifi¢ni antigen, i antigen-specificnog T limfocita,
indukuje se interakcija CD40/CD40L, tre¢eg signala neophodnog za indukciju T ¢elijskog

odgovora. CD40/CD40L interakcija predstavlja potvrdu o dobro uspostavljenoj vezi
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izmedu DC i antigen-specifi¢nog T limfocita, i indukuje dalje poveéanje ekspresije MHC
molekula i kostimulatora [320].

1.1.4.2.3. Polarizacija odgovora pomocnickih T limfocita u Thl, Th2 i Th17 pravcu

Pored opisanih membranskih signala, u zavisnosti od stimulusa kojem su bile
izlozene na mestu infekcije, DC produkuju razli¢ite imunomodulatorne molekule koji
usmeravaju diferencijaciju proliferiSu¢ih antigen-specificnih T limfocita u odgovarajuce
efektorske T limfocite [321-323]. Specifi¢na interakcija DC i T limfocita je najzasluznija za
specifiCnost i svrsishodnost odgovora imunskog sistema na razli¢ite grupe patogena.
Takode, DC su sposobne da, u zavisnosti od dominantnog molekulskog obrasca,
karakteristicnog za odredeni stupanj razvoja patogena, preusmere diferencijaciju jednog
tipa efektorskih T celija u drugi efikasniji tip. Na taj nac¢in DC omogucavaju fino
usmeravanje odbrambene reakcije organizma u zavisnosti od faze infekcije patogenom.
Osim patogena, koji preko PRR odreduju tip imunskog odgovora [324-325], i drugi faktori
na mestu infekcije, kao $to su solubilni molekuli ili ¢elije, mogu indukovati sazrevanje DC
i menjati neke od funkcija ovih ¢éelija. Modulirajuéi funkciju DC, ovi faktori mogu bitno da
promene smer diferencijacije adaptivnog imunskog sistema [326]. U zavisnhosti od
kombinacije signala koje dobijaju iz lokalne mikrosredine, i na¢ina integracije ovih signala,
DC tokom interakcije sa naivnim CD4" T limfocitima u limfnom &voru produkuju citokine
koji usmeravaju diferencijaciju ovih Celija u odgovarajuc¢i tip pomoc¢nickih T limfocita
(engl. T helper; Th), medu kojima su najznacajnije Thl, Th2 i Th17. DC, makrofage i B
¢elije stimulisane odredenim grupama patogena produkuju pro-inflamacijski citokin 1L-12
[327-328], koji predstavlja glavni induktor produkcije IFN-y od strane Thl celija i NK
¢elija. Za Thl diferencijaciju je kljucna ekspresija prevodnika signala i aktivatora
transkripcije (engl. Signal Transducer and Activator of Transkription, STAT)-1, i STAT-4
transkripcionih faktora koji se inicijalno aktiviraju pod uticajem signala nishodno od IL-12
receptora. Kada je jednom aktiviran, ekspresija STAT-1, se najviSe povecava pod dejstvom
IFN-y. STAT-1, u koordinaciji sa drugim transkripcionim faktorima, koji se aktiviraju
signalom sa T ¢elijskog receptora (engl. T cell receptor, TCR), kao $to su nuklearni faktor
aktiviranih T limfocita (NFAT), AP-1 i NF-xB, indukuje ekspresiju T-bet, glavnog
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transkripcionog faktora u diferencijaciji Thl ¢elija. Inicijalna ekspresija T-bet indukuje
ekspresiju IL-12 receptora na T Celijama i tako pojacava signalnu kaskadu koja vodi preko
STAT-4 [329]. U nastavku STAT-4 i T-bet zajedno indukuju ekspresiju Runx3, koji u ko-
ordinaciji sa Tbet dovodi do produkcije velike koli¢ine IFN-y u Thl ¢elijama [330].
Uspesna borba protiv intracelularnih patogena, kao $to su virusi, Lysteria, Mycoplasma i
sli¢no, zasniva se na razli¢itim efektorskim funkcijama Thl ¢elija. U ovoj borbi, Thl ¢elije
aktiviraju mnoge celije urodenog imunskog odgovora, kao Sto su klasicno aktivirane
makrofage. Pod dejstvom IFN-y, makrofage postaju sposobne da ubiju fagocitovane i
intracelularne patogene, produkcijom azot monoksida (NO), slobodnih kiseoni¢nih radikala
i slicno. Pre pola veka, IFN su otkriveni kao ,,aktivnost™ koju produkuju éelije inficirane
virusom i koja moze da zastiti druge ¢elije od infekcije [331]. Svi IFN su dobili ime po
njihovoj sposobnosti da stimuliSu sintezu velikog broja anti-viralnih produkata koji
ogranicavaju replikaciju i Sirenje virusa [332]. IFN su podeljeni po tipu receptora za koje se
vezuju: tip | receptora (IFNAR), u koje spadaju dva subtipa receptora IFNARL i IFNAR2 i
za koje se vezuju tip | IFN (IFN-a, IFN-B), i tip II receptora odnosno receptor za IFN-y
(IFNGR). Medutim, jedna studija na miSevima ukazala je na razli¢ite imunoloske osobine
dve grupe IFN [333]. U ovoj studiji je pokazano da tip I IFN predominantno indukuju anti-
viralnu aktivnost same inficirane celije, dok IFN-y pre svega aktivira mikrobicidnu
aktivnost makrofaga nakon fagocitoze intracelularnih, ne-virusnih patogena [334]. Efikasan
adaptivni imunski odgovor na intracelularne patogene ukljucuje i aktivaciju B ¢elija. Naime,
Thl Celije aktiviraju i usmeravaju B ¢elije da produkuju antitela koja se specifi€no vezuju
za molekule ispoljene na virusima 1 time ih neutraliSu kada su virusi van ¢elija. Pored toga,
Thl ¢elije preko CD40/CD40L interakcije aktiviraju DC mogu indukovati diferencijaciju
naivnih antigen-specifiénih CD8" T limfocita i diferencirati ih u citotoksi¢ne T limfocite
(CTL) [335-337]. CTL ubijaju celije inficirane virusom, koje prepoznaju preko ekspresije
specificnog virusnog antigena na povrSini, 1 na ovaj nacin sprecavaju $irenje virusa i

ponovnu invaziju drugih ¢elija.

Vezivanje IL-4 za svoj receptor (IL-4R) na T limfocitima pokrece signalnu kaskadu u kojoj

se aktivira STAT-6 i podstice diferencijaciju Th2 ¢elija. Kao i kod pomenute amplifikacije
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produkcije IFN-y, i IL-4 aktivacijom NFAT, AP-1 i NF-kB povecava transkripciju 114 gena
[338-339]. Ovi signali, takode povecavaju ekspresiju transkripcionog faktora GATA-3, Koji
ima glavnu ulogu u diferencijaciji Th2 ¢elija [340]. GATA-3 pokrece ekspresiju c-Maf,
transkripcionog faktora koji, u koordinaciji sa GATA3, dalje povecava produkciju IL-4 od
strane Th2 ¢elija. Pored IL-4, GATA3 pokreée ekspresiju i drugih Th2 citokina, kao $to su
IL-51 IL-13 [341-343]. Th2 ¢elije imaju najznacajniju ulogu u borbi protiv ekstracelularnih
patogena, kao Sto su helminti, gljive i1 ekstracelularne bakterije. Ove celije aktiviraju i
usmeravaju B c¢elije da produkuju IgG1 1 IgE antitela koja neutralizuju toksine patogena, i
opsonizujuca antitela specificna za same patogene, $to vodi aktivaciji ¢elija sa fagocitnom
sposobnoscu, pokretanju sistema komplementa i sprecavanju adhezije patogena. Iako je jo$
davno prepoznat znacaj Th2 ¢elija u odgovoru na patogene, i njihove patoloske uloge u
razvijanju alergijskih reakcija, jo§ uvek nije sasvim razjasnjen mehanizam koji pokrece
diferencijaciju naivnih CD4" T limfocita u Th2 smeru. Nedavno je pokazano, na razli¢itim
zivotinjskim modelima bolesti, da je populacija DC koja na povrsini ispoljava CD301
molekul, neophodna za pokretanje Th2 odgovora kod misa. Pokazano je da je sposobnost
CD301" DC koje ispoljavaju i ligand za receptor programirane smrti (engl. programed
death ligand, PDL2) da indukuju diferencijaciju Th2 limfocita zavisna od ekspresije
hemokinskog receptora CXCR5 na DC i subpopulaciji T limfocita [344]. Takode pokazano
je da IRF4, transkripcioni faktor koji se ispoljava kod T limfocita u toku Th2 diferencijacije,
ispoljen i kod DC gde ima vaznu ulogu u kontroli indukcije Th2 diferencijacije [345].
Time je konacno potvrdeno da DC direktno ucestvuju u indukciji diferencijacije Th2 celija,
Sto je ranije pripisivano ulozi bazofila [346], ili nedostatku Th1l polarizacionih citokina
[347].

Nakon prvobitne podele imunskog odgovora na Thl ili Th2 dominantan, i patoloskog
efekta koji Thl ili Th2 ¢elije mogu imati [348], otkriveni su i opisani CD4" T limfociti koji
dominantno produkuju pro-inflamacijski citokin 1L-17, a koji je najodgovorniji za
pokretanje efektorskih mehanizama neutrofila. DC 1 makrofage u odgovoru na odredene
grupe patogena produkuju pro-inflamacijski citokin iz IL-12 familije citokina, 1L-23 [349-
351], koji ima klju¢nu ulogu u indukciji produkcije IL-17 i odrzavanju fenotipa Th17 Celija.
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Medutim, pokazano je takode da IL-12 ne ucestvuje u indukciji diferencijacije naivnih T
limfocita u smeru Th17 ¢elija [352]. U in vitro uslovima, IL-1f, IL-6 i IL-23 su potrebni za
diferencijaciju naivnih humanih T limfocita u Th17 ¢elije i odrzavanje Th17 fenotipa.
Glavni transkripcioni faktori koji posreduju u diferencijaciji Th17 ¢elija su RORyt i STAT3.
Aktivnost Th17 ¢elija pokazana je nakon infekcije razli¢itim, mnogobrojnim
ekstracelularnim 1 intracelularnim bakterijama, gljivama, i parazitima kao S$to je
Toxoplasma gondii [353]. Pojedini podaci ukazuju na to da Thl7 ¢elije imaju najkraci
polu-Zivot i izazivaju prvu inflamacijsku reakciju nezavisno od patogena, i prethode
diferencijaciji Thl i Th2 ¢elija. Naime, pokazano je da Th17 ¢elije indukuju diferencijaciju
Thl 1 Th2 ¢elija, koje nakon diferencijacije inhibiraju indukciju Th17 ¢elija. Jo$ uvek nije
potpuno razjas$njena uloga Th17 ¢elija tokom razvijanja inflamacijskog odgovora [354-356].
Tako je pokazano da IL-17 ima protektivnu ulogu tokom infekcije, ali takode da su Th17
¢elije ukljuene u razvoj hroni¢ne inflamacijske reakcije i posledicnog ostecenja tkiva
[268]. Pored 1L-12 i IL-23, deo radova je pokazao da treci ¢lan IL-12 familije citokina, IL-
27, takode ima pro-inflamacijsku ulogu, odnosno da u kombinaciji sa IL-12 i/ili IL-2 moze
indukovati produkciju IFN-y od strane T limfocita i NK ¢elija [357]. Sem toga, opisana je i
imunoregulatorna funkcija IL-27. U tom smislu, najveca produkcija IL-27 od strane APC je
zabelezena na kraju imunskog odgovora. IL-27 inhibira diferencijaciju Th17 odgovora, i
indukcijom c-Maf, indukuje nastanak IL-10-produkujuc¢e Trl populacije ¢elija nalik na
[358-360]. Takode, razli¢iti stimulusi, ukljucujuci one koji poti¢u od prirodnih Treg, IFN-f,
agonisti TLR, i statini, mogu indukovati produkciju IL-27 od strane APC, i tako ograniciti

samu indukciju.

1.1.4.2.4. Polarizacija odgovora pomocnickih T limfocita u pravcu odgovora regulatornih

T limfocita

Efektorske populacije T limfocita i ¢elije koje produkuju razli¢ite molekule koji
doprinose uniStavanju patogena, istovremeno oStecuju i ¢elije domacina. Nezavisno od tipa
patogena, klju¢ efikasnog imunskog odgovora je u balansu izmedu aktivnosti ovih
efektorskih mehanizama sa jedne starne, i regulatornih mehanizama, koji ¢e inhibirati dalje

ostecenje tkiva, sa druge starne. T limfociti, koji klju¢no u€estvuju u odrzavanju
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Tabela 2. Uticaj citokinskog miljea na imunski odgovor preuzeto od Hubell i Thomas

[361]

Odgovor Citokini koji Citokini Citokini koje Efekti na druge celije Prirodna
aktiviraju DC koje produkuju indukcija
produkuje aktivirane
aktivirana T ¢elije
DC
Treg Visok TGF-B i IL- TGF-B IL-10 Supresija proliferacije CD4"  Sopstveni
10; i CD8" T ¢elija antigeni
nizak IL-6 i 1L-12
Thi7 I1L-23, TNF-a IL-17, IL-22 i Aktivacija fibroblasta da Bakterijske
visok TGF-B i IL-6 produkuju IL-6, G-CSF, i virusne
visok IL-6 GM-CSF, CXCLS8 i infekcije
CXCL12 sto privlaci
neutrofile i makrofage
stvarajué¢i Th1 mikrosredinu
Thi IL-12. IL-12 IFN-y, IL-2i Blokira razvoj Th17 i Th2.  Bakterijske
IL-18 IL-1-a Aktivira B Celije da i virusne
IL-27 produkuju 1gG1 (kod ljudi) infekcije
Th2 IL-4 IL-1 IL-4, IL-5, Indukuju proliferaciju B Infekcije
IL-6 IL-6, IL-9, ¢elija i preukuljucivanje helmintima
IL-10i IL-13 klase antitela; aktivira
makrofage alternativnim
putem

regulatornih mehanizama, tolerance na sopstveno, zavrSetka imunskog odgovora i
spreCavanju ostecenja sopstvenih Celija, predstavljaju razli¢ite populacije regulatornih T
limfocita (Treg). Urodeni Treg nastaju tokom razvica timusa pod uticajem Foxp3
transkripcionog faktora, ¢ija se ekspresija znacajno povecava nakon susreta ovih celija sa
sopstvenim antigenom. Zbog toga, prirodne Treg predstavljaju kljucne posrednike u
odrzavanju tolerancije organizma na sopstvene antigene. Aktivnost prirodnih Treg je
nezavisna od APC, a isto vazi i za yd T limfocite koji reguliSu aktivnost efektorskih T

limfocita na mestu inflamacije [362-363]. Sa duge strane, indukcija antigen-specifi¢nih
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Treg desava se tokom interakcije T limfocita sa tolerogenim DC [364], i ove celije
nazivamo indukovane Treg. Klju¢na razlika izmedu urodenih i indukovanih Treg je ta da
indukovane mogu nastati iz bilo koje naivne T ¢elije u odgovaraju¢im okolnostima, ¢ak i
one koja je predodredena za diferencijaciju u Th17 [365]. Treg koriste razli¢ite molekule za
postizanje imunosupresivnih efekata. Neki od ovih molekula su solubilni TGF-p, IL-10, IL-
35, dok su drugi ispoljeni na membrani Treg, kao §to su CTLA-4, LAG-3, GITR, CD39 i
CD73 [366]. Razli¢ite populacije Treg karakteriSu se dominantnom produkcijom nekih od
ovih molekula i razlikuju se po aspektu imunskog sistema na koji imaju dominantan efekat.
Tako, jedna populacija Treg, Trl ¢elije, produkuju visok nivo IL-10 [363], dok je za Th3
karakteristi¢na visoka produkcija TGF-f, i pokazano je da one ucestvuju u indukciji oralne

tolerancije na komensalnu floru [367].
1.1.4.2.5. Interakcija MSC sa T limfocitima

Prve studije na humanim BM-MSC [368-371], kao i na BM-MSC babuna [279] i
glodara [372-373], pokazale su da MSC mogu supresivno delovati na aktivaciju i
proliferaciju autologih i alogenih T limfocita in vitro. Humane MSC kultivisane ex vivo
mogu suprimirati proliferaciju T limfocita stimulisanih na razli¢ite nacine: alo-antigenima
[368-370], mitogenima [371] i anti-CD3/anti-CD28 antitelima [369, 372]. Takode je
pokazano da humane MSC u kulturi inhibiraju proliferaciju CTL aktiviranih alo-antigenom,
ali nemaju uticaja na njihovu citotoksi¢nu funkciju [310, 368]. Vise puta je pokazano da
odnosno ne zavisi od toga da li se u kulturi koriste autologe ili alogene MSC [370-372].
Vecina autora se slaze da su solubilni faktori odgovorni za veéinu imunosupresivnih

efekata humanih MSC na T limfocite aktivirane alo-antigenom [293, 369, 371].

Poreklo MSC moze bitno da odredi dominantni mehanizam kojim ove ¢elije menjaju

.....

kombinaciji sa TNF-a, IL-1p ili IL-1a, ove celije ispoljavaju inducibilnu NO sintazu
(iNOS) [288, 374]. Visoke koncentracije NO inhibiraju fosforilaciju STAT5 u T

limfocitima i indukuju apoptozu in vitro [374]. U istim uslovima stimulacije, pro-
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inflamacijskim molekulima, humane MSC ispoljavaju visok nivo IDO-1, koji je uklju¢en u
supresiju proliferacije T limfocita [297]. Medutim, iako je uticaj IDO-1 enzima u supresiji
proliferacije poznat od ranije, njegova uloga u supresiji posredovanoj sa humanim MSC
nije potpuno razjasnjena [369, 371, 375]. Jedna novija studija je pokazala da humane MSC
indukuju apoptozu T limfocita izazvanu nedostatkom triptofana [376], sa druge strane
nekoliko drugih studija je ukazalo na to da dodavanje humanih MSC u kulturu T limfocita
nema nikakvog znacajnog efekta na njihovu apoptozu [370, 377-378].

Humane MSC konstitutivno produkuju PGE2 i produkcija ovog molekula se pojacava
nakon ko-kultivacije MSC sa mononuklearima periferne krvi [369]. lako je u jednoj od
prvih studija pokazano da inhibicija sinteze PGE2 od strane MSC dovodi do ublazavanja
njihovog anti-proliferativnog i anti-inflamatornog efekta na T limfocite stimulisane alo-
antigenom ili anti-CD28/anti-CD3 antitelima [375], kasnije studije su pokazale drugacije
rezultate [369, 379]. Takode, vazno je znati da su efekti PGE2 u imunoregulaciji
posredovanoj MSC uvek u vezi sa efektima drugih imunosupresivnih molekula. Tako
PGE2 inhibitor, indometacin, i inhibitor NO, nitro-L-arginin metil estar (L-NAME),
Takode pokazano je da u slu¢aju humanih MSC, PGE2 u kombinaciji sa IDO-om deluje
inhibitorno na proliferaciju T limfocita [380], kao i na proliferaciju, citotoksi¢nost i
produkeciju citokina od strane NK ¢elija [312, 380].

Nekoliko studija je pokazalo da TGF-f posreduje u supresiji proliferacije T limfocita od
strane MSC. Takode je pokazano da TGF-B produkovan od strane humanih MSC ovaj
efekat Cesto ostvaruje u koordinaciji sa drugim molekulima. Tako su Di Nicola i saradnici
[371], koris¢enjem neutralizirajuéih antitela, pokazali ulogu TGF-B1 i HGF kao posrednika
u supresivnom efektu humanih BM-MSC na proliferaciju T limfocita stimulisanu APC.
Medutim, TGF-B ne posreduje u supresivnom efektu BM-MSC na T limfocite aktivirane
mitogenom [377], $to ukazuje na to da mehanizam supresije koji MSC koriste moze biti
razli¢it u zavisnosti od nacina aktivacije T limfocita, kao 1 to da efekat MSC na APC moze
biti od presudnog znacaja. Nasef i saradnci [381] su pokazali da TGF-f i IL-10 posreduju u
supresiji T limfocita. Medutim oni su pokazali da iako je sam anti-proliferativan efekat

MSC na T limfocite posredovan ovim solubilnim molekulima, njihov nivo je znacajno vedi,
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1 supresivan efekat izrazeniji, kada postoji direktan celijski kontakt izmedu MSC 1 T
limfocita. Sa druge strane je pokazano da humane MSC, kroz produkciju TGF-B, indukuju
Treg i tako Stite ¢elije kancera dojke [382].

U ispitivanjima uticaja MSC na diferencijaciju Th ¢elija je pokazano da MSC inhibiraju
diferencijaciju Thl efektorskih ¢elija iz naivnih prekursora, time $to blokiraju produkciju
IFN-y. Takode, u kulturi sa naivnim CD4" T limfocitima, pokazano je da MSC inhibiraju
diferencijaciju Th17 ¢elija. Sem toga, u kulturi sa ve¢ diferenciranim Th17 ¢elijama MSC
smanjuju produkciju IL-17, IL-22, IFN-y i TNF-a [383].

Pored direktne supresije proliferacije i funkcije T limfocita, MSC mogu indukovati i
splenocitima, alogene MSC mogu indukovati formiranje funkcionalnih CD8" Treg ¢elija
[373]. Takode je pokazano da u ko-kulturi sa mononuklearima periferne krvi stimulisanim
mitogenom, humane MSC indukuju diferencijaciju CD4"CD25"Foxp3" Treg éelija [310,
375]. Nasef i saradnici [384] su pokazali da humane MSC, nakon kultivacije u mesanoj
leukocitnoj reakciji, produkuju povisen nivo LIF-1, i da dodavanje anti-LIF antitela dovodi
do delimi¢nog smanjivanja njihovog supresivnog efekta. Ovi autori su takode pokazali da
LIF produkovan od strane MSC posreduje u indukciji Treg, i zbog toga ne dolazi do
povecanja broja CD25"Foxp3* ¢elija u PBMC kada se kulturi doda anti-LIF antitelo.
Obzirom da je pokazano da WJ-MSC produkuju zna¢ajno veéi nivo LIF, moguce je da ove
¢elije imaju znacajnu ulogu u odrZavanju feto-materalne tolerance. Takode, 1 u slu¢aju ovih
MSC pokazano je da LIF ucestvuje u supresiji proliferacije T limfocita delimicno
posredstvom indukcije Treg [385]. U skorije vreme je pokazano, da je mehanizam
indukcije Treg dejstvom heme oksigenaze-1(HO-1) snazno povezan sa supresijom T
limfocita i odrzanjem periferne tolerance [386]. Iako je do sada vise puta pokazano da MSC
indukuju diferencijaciju Treg, jo§ uvek nije pokazana direktna uloga HO-1 produkovanog
od strane MSC u ovom procesu [382, 387]. Interesantno je da kod pre-aktiviranih MSC
(kultivacijom u alogenoj MLR) HO-1 gubi ulogu medijatora u indukciji Treg, promociji IL-
10 i supresiji. Medutim, Krampera i saradnici [372] su pokazali da, MSC ne indukuju

direktno Treg produkcijom solubilnih molekula, ve¢ sprecavaju kontakt izmedu T limfocita
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I prisutnih APC u ko-kulturi, pri ¢emu APC sticu tolerogene funkcije i sposobnost da
indukuju Treg.

Jo§ jedan mehanizam supresije proliferacije i funkcije T limfocita posredovane sa MSC je
indukcija anergije T limfocita. Naime, MSC pod odredenim uslovima, kao Sto su niske
koncentracije IFN-y, mogu ispoljiti MHC klasu 1, ali ne i kostimulatorne molekule. U

kontaktu sa T limfocitima ovaj nedostatak drugog signala za aktivaciju moze indukovati

.....

.....

pokazala da MSC indukuju takvo stanje anergije kod T limfocita da nakon njihovog
uklanjanja, uprkos restimulaciji i dodavanju IL-2, ne dolazi do oporavka proliferacije T
limfocita, iako se znafajno oporavlja njihova sposobnost da produkuju IFN-y. Ovaj
fenomen je opisan i kao anergija usled stopiranja Celijskog ciklusa (engl. division arrest
anergy), i razlikuje se od funkcionalne anergije [390].

Za kona¢no zakljucivanje 0 mehanizmu supresije proliferacije T limfocita koji MSC
koriste, zna€ajno je to da MSC ne moraju konstitutivno produkovati supresivne faktore da
bi inhibirale proliferaciju T limfocita, ve¢ da je za taj efekat dovoljna ko-kultivacija MSC i
T limfocita, bez direktnog kontakta [373]. Dakle, presudnu ulogu u inhibiciji proliferacije T
¢elija imaju solubilni faktori MSC, koji su indukovani solubilnim faktorima T limfocita u

dinami¢nim uslovima ko-kulture.
1.1.4.2.6. Osobine tolerogenih dendritskih celija

DC mogu indukovati Treg na nekoliko razli¢itih na¢ina. Najjednostavniji, 1 prvobitno
otkriven mehanizam ukljucuje nezrele DC koje imaju nisku ekspresiju MHC klase II na
povrsini i ne ispoljavaju ko-stimulatorne molekule i/ili pro-inflamacijske citokine [391-
393]. Ovakav fenotip ispoljavaju nezrele DC nakon tretmana sa TNF-a ili I[FN-q, ili nakon
inhibicije E-kadherina. Takode, ove DC u ko-kulturi sa nezrelim T limfocitima indukuju
Treg [394-395]. Pored toga, populacije nezrelih DC na periferiji mogu da ispolje CCR7, §to
im omogucava da migriraju u limfne ¢vorove gde indukuju Treg [396-399]. Pored ovog

jednostavnog mehanizma indukcije Treg, koji se zasniva na uskra¢ivanju signala potrebnih
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za indukciju efektorskih T limfocita, fenotipski potpuno zrele DC takode mogu imati
imunoregulatoni efekat.

Tabela 3. Sta ¢ini tolerogenu dendritsku ¢eliju? Preuzeto od Morelli i Thomson [400]

e Sposobnost da prihvate i prezentuju antigen antigen-specifi¢nim T limfocitima putem direktne,

indirektne ili semi direktne prezentacije

e Nisko konstitutivno ispoljavanje povrSinskih MHC molekula, nizak odnos ispoljavanja

kostimulatornih molekula (CD80 i CD86) u odnosu na koinhibitorne molekule (npr. PDL1)

o Niska produkcija IL-12 i visoka produkcija IL-10 i ekspresija IDO

e Otpornost na sazrevanje u odgovoru na opasni signal kao §to su ligandi TLR, HMGBI ili
CD40L

e Sposobnost da generiSu ili stimuli$u proliferaciju regulatornih T ¢elija

e  Sposobnost da indukuju apoptozu efektorskih T ¢elija

e Sposobnost da odgovore na Treg povecavajuci ispoljavanje inhibitornih molekula kao Sto su IL-

10ili IDO

e Sposobnost da migriraju u T Ccelijske zone sekundarnih limfnih organa ispoljavanjem

relevantnih hemokinskih receptora

e Dugozivecée su i otporne su na ubijanje od strane NK ¢elija i CTL

Ovom tipu pripadaju i iscrpljene DC, koje postaju imunosupresivne nakon produzenog

perioda izloZenosti pro-inflamacijskim stimulusima, kao S$to je dugotrajna stimulacija
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lipopolisaharidom (LPS). Tako, ove ¢elije po¢inju da produkuju IL-10 i, umesto Thl
indukcije, one favorizuju nastanak nediferenciranin memorijskin T limfocita i/ili Th2
odgovor [401-402]. Iako na ovaj nalin iscrpljene DC spreCavaju produzavanje pro-
inflamacijskog Thl odgovora, nije poznato da li indukuju i nastanak Treg. Tolerogene DC
mogu produkovati 1L-10 i TGF-B, ¢iji su imunoregulatorni mehnizmi dobro poznati. Sem
toga, tolerogene DC ispoljavaju i imunoregulatorni enzim IDO-1. Pod odredenim
okolnostima, DC mogu na svojoj povrsini da ispolje Clanove specifi¢ne superfamilije
receptora koji se odlikuju po domenu slicnom imunoglobilinima (engl. Ig-like transcript,
ILT) [403-407]. Ovi receptori mogu imati imunostimulatornu, ili imunoregulatornu ulogu,
kao §to je to karakterisitka membranskih ILT2, ILT3, ILT4 i ILT5 [408]. Tako je pokazano
da je povecanje ekspresije ILT3 i ILT4 na razli¢itim APC povezano sa tolerogenom
funkcijom ovih celija [403-404, 408-410]. Takode, pokazano je da je povecana ekspresija
ILT3 na DC neophodna za indukciju CD4"Foxp3" Treg [404, 406, 410].

1.1.4.2.7. Interakcije MSC sa dendritskim celijama

Jiang i saradnici [411] su medu prvima pokazali da alogene humane MSC znacajno
inhibiraju proces diferencijacije DC iz monocita periferne krvi. Morfologija monocita
diferenciranih u prisustvu MSC je slicna makrofagnoj. Ovakve DC imaju visoko ispoljen
CD14 molekul, i nema CD1la molekula na povrsini [412], $to je takode odraz poremeéene
diferencijacije. Pored efekta na proces diferencijacije, pokazano je da MSC supresivno
deluju i na LPS indukovano sazrevanje DC ve¢ diferenciranih iz monocita periferne krvi.
MSC deluju supresivno na ekspresiju molekula povezanih sa funkcijama zrelih pro-
inflamacijskih DC, kao $to su CD83, MHC klase II, CD80 1 CD86, 1 na produkciju IL-
12p70 [411] i TNF-a [375]. Sem toga, MSC smanjuju sposobnost DC da indukuju
proliferaciju alogenih limfocita u kulturi [411]. Li i saradnici [413] su pokazali da humane
MSC reverzibilno sprecavaju diferencijaciju CD34" HSC do Langerhansovih éelija (engl.
Langerhans cells, LC) aktiviranjem Notch signala u ovim ¢elijama, ali da ne uti¢u na proces
sazrevanja ve¢ diferentovanih DC. Medutim, Nauta i saradnici [412] su pokazali da MSC
ne remete diferencijaciju CD1a" prekursora u LC, kao i to da nije poremeéeno ispoljavanje

markera sazrevanja nakon stimulacije LC. Medutim, oni su takode pokazali da MSC i u
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kontakt nezavisnom sistemu pokazuju inhibitorni efekat na proces diferencijacije CD34"
HSC do DC, na osnovu Cega je pretpostavljeno da je za ovaj efekat odgovoran neki
solubilni molekul.

Pokazano je da IL-6 produkovan od strane humanih MSC ima ulogu u inhibiciji
diferencijacije DC, S§to rezultuje smanjenom proliferacijom T limfocita u meSanoj
leukocitnoj reakciji (MLR) sa MSC [414]. Ovaj efekat IL-6 otkrili su Park i saradnici [415]
jos pre 10 godina, kada je pokazano da IL-6 odrzava DC u nezrelom stanju, spre¢avajuci
njihovu maturaciju preko STATS3, i time omoguc¢ava kontrolu odgovora T limfocita in vivo.
Pored uloge IL-6, postoji vise objavljenih podataka o tome da ako se blokira produkcija
PGE2 od starne MSC one gube supresivni efekat na proces diferencijacije monocita u DC
[416], i na funkciju DC koje indukuju Th1 odgovor (DC1) [375].

Kako je pokazano da DC imaju vaznu ulogu u razvoju periapeksne lezije [417-418], moze
se pretpostaviti da MSC na mestu inflamacije svoje imunomodulatorne efekte mogu
ostvariti i delovanjem na DC. Medutim, do danas nije ispitivan uticaj MSC izolovanih sa

mesta inflamacije, kao §to je periapeksna lezija, na osobine DC.

1.1.4.2.8. Mehanizmi delovanja solubilnih molekula koji posreduju u imunomodulatornim

efektima MSC, ftolerogenih dendritskih celija i regulatornih T limfocita
1.1.4.2.8.1. Indolamin-2, 3-dioksigenaza-1

Indolamin-2, 3-dioksigenaza-1 (IDO-1) i solubilni produkti triptofana koji nastaju
aktivnoS¢u ovog enzima su u novije vreme pokazani kao kriti¢ni regulatori indukcije
imunske tolerance i supresije [419]. Triptofan je esencijalna aminokiselina, neophodna za
rast 1 funkcionisanje ¢elija. Primarni put metabolizma triptofana je kinureninski put, koji je
regulisan od strane tri enzima: IDO-1, IDO-2 i triptofan 2, 3-dioksigenaza (TDO) [420].
Ekperimentalni podaci dobijeni u poslednjoj deceniji pokazali su da IDO-1, ali ne i TDO,
ima bitnu imunosupresivnu ulogu u imunskoj toleranci i regulaciji Th1/Th2 odnosa. Smatra
se da dva mehanizma imaju ulogu u IDO-1-posredovanoj regulaciji imunskog sistema. Prvi
mehanizam je IDO-1-posredovana potrosnja triptofana koja direktno pogada prezivljavanje

1 funkciju proliferiSu¢ih imunskih ¢elija, i indukuje stres aktiviraju¢i poseban kinazni put
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(engl. general control nonrepressed 2 (GCN2) kinase pathway) [421]. Ovaj put je
posredovan serin/treonin kinazama koje se aktiviraju nakon prepoznavanja tRNK sa
nevezanim aminokiselinama. Ispitivanjima kod Saccharomyces cerevisiae je pokazano da
se aktivacijom ovih kinaza blokira opsta sinteza proteina, a stimuliSe transkripcija GCN4
transkripcioning faktora, koji nakon toga pokrece transkripciju gena ukljucenih u biosintezu
svih 20 aminokiselina. Drugi mehanizam dejstva IDO i TDO ukljuéuje citotoksi¢ne i
imunoregulatorne efekte katabolickih produkta triptofana, nastalih u toku kinureninskog
metabilCkog puta. Veliki broj radova je pokazao da su ovi katabolicki produkti triptofana
bitni kao regulatori funkcije Thl i Th2 ¢elija kod misa, mada su Th2 ¢elije manje osetljive
[422]. Takode je pokazano, da IDO aktivira GCN kinazni put i inhibira produkciju IL-6 od
425]. Misije i humane Treg mogu da indukuju ekspresiju IDO-1 u DC, i to ili interakcijom
CTLA-4 na Treg i CD80/CD86 na DC [426], ili citokinima koje Treg produkuju [427]. Za
uzvrat, IDO* DC mogu aktivacijom metaboli¢kog puta triptofana, da indukuju de novo
diferencijaciju Treg iz naivnih T limfocita, u okviru mehanizama $irenja imunske tolerance.
Ovaj put indukcije Treg regulisan je IFN tipa | [428], ne-kaknonskim putem aktivacije NF-
kB [429-430] i mehanizmima koji ukljucuju IL-10 [431-432]. CD25'FoxP3'T éelije se
mogu diferencirati iz naivnih T limfocita u ko-kulturi sa IDO'DC misa ili IDO" ¢elijama
humane mijeloidne leukemije, kao i dodavanjem kinurenina u medijum sa smanjenom
koncentracijom triptofana [433-434]. Jedna grupa autora objavila je rezultate koji pokazuju
vezu izmedu kinureninskog puta posredovanog IDO-1, i puta koji posredstvom aril-
hidrokarbon receptora (AHR) indukuje Treg ¢elije kod misa [435]. Oni su pokazali da
kinurenin, vezuju¢i se za AHR, indukuje nastanak Treg, pri ¢emu je direktna uloga TGF-3
u indukciji ekspresije AHR. Pored toga, aktivacija AHR u plazmocitoidnim DC povecava
ekspresiju IDO, §to ovim ¢elijama omogucéava da, bez kontakta sa naivnim T limfocitima,
indukuju njihovu diferencijaciju u Treg. Citoplazmatska neaktivna forma AHR se nalazi u
kompleksu sa Saperonom Hsp90 i koSaperonom AHR-interaguju¢im proteinom i
fosfoproteinom p23 [436]. Ligandi za AHR difunduju u ¢eliju i vezuju se za citosolni AHR
nakon ¢ega dolazi do translokacije ovog kompleksa u nukleus. U nukleusu se AHR-ligand

komples vezuje za AHR nuklearni translokator 1 ovaj kompleks se vezuje za razliCite
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genske elemente, ukljucujuéi i represor za AHR, ali i za promotorski region FoxP3 gena
[437]. Kako se Foxp3 indukuje i u toku diferencijacije Th1l7 i Treg, pokazano je da, u
prisustvu IL-6 i TGF-p, aktivacija AHR ligandom, TCDD (tetrahlorodibenzo p dioksin),
indukuje razvoj Th17, a aktivacija AHR fotoproduktima triptofana indukuje diferencijaciju

Treg.
1.14.28.2. TGF-p

TGF-B (engl. transforming growth factor) je regulatorni molekul sa plejotropnim
efektom na proliferaciju, diferencijaciju, migraciju i prezivljavanje celija, Sto utiCe na
mnoge bioloske procese kao Sto su razvice, kancerogeneza, fibroza, zarastanje rana i
imunski odgovor [438]. Kod sisara postoje tri homologe izoforme ovog proteina, TGF-B1,
TGF-B2, TGF-B3, koje kodiraju razli¢iti geni [439]. TGF-B1 je dominantna forma i
ispoljavaju je sve ¢elije imunskog sistema, ali sve tri izoforme imaju sli¢ne osobine in vitro.
TGF-pB superfamilija ostvaruje svoje bioloske funkcije preko dva tipa receptora, tip 11 tip II
transmembranskih serin/treonin kinaznih receptora. TGF-f se vezuje za TGF-f receptor II-
ALKS kompleks 1 forforiliSe intracelijske Smad proteine. Do sada je opisano pet Smad
proteina povezanih sa ovim receptorom, R-Smad 1, 2, 3, 5 i 8. Jedan Smad protein
zajednicki je za oba tipa receptora (Co-Smad 4), a dva Smad proteina inhibiraju signal sa
TGF-p receptora (I-Smad 6 i 7). Nakon aktivacije receptora, ALKS5 fosforiliSe R-Smad 2 i 3
nakon ¢ega se oni sa Co-Smad4 translociraju u nukleus i vezuju za odgovarajuce genske
elemente. 1-Smad7 suprimira TGF-f signalizaciju kompetativnim vezivanjem za ALKS
umesto R-Smad i aktiviranjem Smurf/E3 ubikvitinaze koja degradira ALK5. Smad
kompleksi u jedru interaguju sa histon-acetil transferazama (HAT, npr. CBP/p300) ili
deacetilazama (HDAC, npr Sno/Ski) ¢ime aktiviraju, odnosno suprimiraju gensku
ekspresiju. Sem Smad-zavisne signalizacije, opisana je i Smad-nezavisna signalizacija koja
ukljucuje Ras-Erk, TAK-MKK4-JNK, TAK-MKK3/6-p38, Rho-Rac-cdc42 MAPK | PI3K-
Akt signalne puteve [440]. Najveci uticaj medu celijama imunskog sistema (Slika 1.9.)
TGF-B ima na T limfocite [441]. TGF-B koristi razli¢ite mehanizme tokom inhibicije
proliferacije T limfocita ukljucujuci (a) inhibiciju ekspresije IL-2 preko supresije njegove

transkripcije, (b) povecanje ekspresije inhibitora ciklin-zavisnih kinaza (p15, p21, p27)
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[442-445] i (c) smanjenje ekspresije c-myc, ciklina D2 i ciklina E u T limfocitima, §to
direktno inhibira ¢elijski ciklus T limfocita [446-448]. Medutim, anti-proliferativni efekat
TGF-B u mnogome zavisi od statusa diferenciranosti T limfocita i uticaja signala koji
dolaze preko drugih citokina i ko-stimulatornih molekula. Tako, iako TGF-B deluje
minimalan na aktivirane T limfocite, §to je u korelaciji sa smanjenom ekspresijom TGF-f3
receptora II na ovim c¢elijama [449]. Razlog za ovakvu razliku u efektu je taj Sto
kostimulacija sa CD28 znacajno umanjuje TGF-B indukovanu inhibiciju proliferacije
naivnih CD4" T limfocita [450]. Tako, u prisustvu CD28, TGF-B inhibira apoptozu T
limfocita, podrzava ekspanziju ovih ¢elija 1 prezivljavanje T limfocita sa
memorijskim/efektorskim fenotipom [449-454]. Takode, IL-2 i TGF-B sinergisticki
blokiraju aktivacijom-indukovanu ¢elijsku smrt Thl i Th2 ¢elija [451, 453, 455-456], dok
TGF-B, ¢ak i u prisustvu IL-2, inhibira diferencijaciju efektorskih T limfocita i funkciju Th
¢elija [457], ali ne i proliferaciju T limfocita [458]. Ovo pokazuje da TGF-p moze da utice
nezavisno na procese proliferacije i diferencijacije T limfocita. Pored proliferacije, TGF-3
inhibira i citotoksiénu funkciju CD8" T limfocita [459], tako §to inhibira ekspresiju
perforina [460] i Fas liganda [447] u ovim celijama. Takode, pokazana je zanimljiva
Treg, ¢ije su funkcije u imunskom odgovoru potpuno suprotne [268, 352, 461-462].
Diferencijaciju naivnih CD4" limfocita u smeru Thl17 ¢elija indukuju citokini koje
proizvode celije urodene imunosti nakon detekcije patogenih organizama. IL-6, koga
produkuju DC, indukuje diferencijaciju Th17, ali ovaj efekat IL-6 ostvaruje u saradnji sa
TGF-B. U odsustvu IL-6, odnosno odsustvu stimulusa od strane ¢elija urodene imunosti,
TGF-B indukuje diferencijaciju Treg. Zanimljivo je da sam TGF-B kod naivnih T limfocta
stimuliSe ekspresiju dva transkripciona faktora, RORyt koji je karakteristican za Th17 1
nizak nivo IL-17, i progresivno se smanjuje transkripcija RORyt, a povec¢ava Foxp3, nakon
¢ega se one diferenciraju u Treg [463-464].

Slicno ovome, Th17 ¢elije diferencirane u prisustvu TGF-B i IL-6, prolazno ispoljavaju i

RORyt 1 Foxp3, ali se u ovom slucaju smanjuje transkripcija Foxp3, kako napreduje Th17
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diferencijacija [464-465]. Dalje je pokazano da se diferencijacija ovih ¢elija zasniva na
medusobnom prekidu ekspresije izmedu ovih transkripcionih faktora, a to koji ée faktor
preovladati zavisi od koncentracije TGF-B. Visoke doze TGF-B povecavaju transkripciju
Foxp3 koji potiskuje funkciju RORyt. Niske doze TGF-p, zajedno sa signalima koji dolaze
od IL-6, omogucavaju prevazilazenje ovog inhibitornog efekta Foxp3 na RORyt [464].

DC:
»J' maturacija
*\ prezentacija antigena
* hemoteksa

CD8* T limfociti:
«\ proliferacija
+J efektorske funkcije

Mast celije:
* hemotaksa

CD4* T limfociti:

*{ proliferacija
«\ efektorske funkcije
— . — «LThliTh2 ¢elije

*Mreg Celije
+J ITh17 ¢elije

Makrofage:
I hemotaksa
| efektorske funkcije
| prezentacija antigena
* produkcija inflamacijskih citokina
*M1->M2

Neutrofili:
« efektorske funkcije
*\ produkcija inflamacijskih citokina

B limfociti:
*Mpreukljucivanje IgA klase

*N1->N2 +\ aktivacija
* apoptoza
NK:
«J citotoksicnost
*Jhemotaksa

Slika 1.9. Efekti TGF-B na ¢elije imunskog sistema. M1—M2 i N1—-N2 znaci promena
dominacije makrofaga (M) odnosno neutrofila (N) od ¢elija sa pro-inflamacijskim (M1,
N1) do ¢elija sa anti-inflamacijskim osobinama (M2, N2). Preuzeto od Akhurst i saradnika
[466] i obradeno.

Pored IL-6, inhibitorni efekat Foxp3 moze biti smanjen u prisustvu IL-21 i IL-23, jer svi
ovi citokini preko STAT-3 puta indukuju Th17 diferencijaciju. Ovi citokini supresivno
deluju na ekspresiju Foxp3 i smanjuju njegove efekat u uslovima kada je njegova ekspresija
povecana [467]. O efektu TGF-p na DC se zna relativno malo. Poznato je da je pored GM-
CSF, TNF-a i faktora mati¢nih ¢elija, upravo TGF-f neophodan za diferencijaciju LC iz
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HSC [468]. Takode, TGF-B u prisustvu IL-4 i GM-CSF, indukuje ekspresiju markera LC
kao $to su E-kadherin i CDla na monocitima periferne krvi [469]. Pored indukcije
diferencijacije LC, TGF-B1 inhibira apoptozu prekursora LC, najverovatnije posredstvom
Smad-nezavisnih signalnih mehanizama. TGF-B nokauti nemaju LC, a proces
diferencijacije ovih ¢elija se oporavlja nakon transplantacije ¢elija kostne srzi iz donora koji
je heterozigot za TGF-B1 [470]. Nezrele DC koje su diferencirane u prisustvu TGF-$
obi¢no imaju nizu ekspresiju MHC klase II, nizak nivo CD1a i kostimulatornih molekula
CD80, CD83 i CD86 u poredenju sa ¢elijama diferenciranim bez TGF-f [471]. Medutim,
moDC diferencirane u prisustvu TGF-B, produkuju vise IL-23 i stimuli$u produkciju I1L-17
u ko- kulturama sa CD4" T limfocitima. Takode, nakon stimulacije sazrevanja DC pod
uticajem pro-inflamacijskog citokinskog koktela, ovakve celije mogu inicirati ja¢i Thl
odgovor stimulisan vecom produkcijom IL-12 [472]. Efekat TGF-p na proces sazrevanja
DC u velikoj meri zavisi od stimulusa koji se primenjuje za indukciju sazrevanja. Tako,
TGF-p inhibira fenotipsko sazrevanje DC u prisustvu LPS-a ili IL-1p 1 TNF-o [473], ali ne
i u sluc¢aju kada se kao stimulus za sazrevanje koristi CD40L. Obzirom da CD40L signal
dolazi od T ¢elija koje su prepoznale antigen, uloga TGF- bi u tom smislu bila da se spreci
aktivacija DC koje nisu ispoljile odgovarajuci antigen. Pokazano je da same LC sintetiSu
velike koli¢ine TGF-B. Kod misa je pokazano da subpopulacija CD11¢*CD86 DC takode
produkuje TGF-B. Obzirom da u stanju mirovanja, DC produkuju TGF-f, moguce je da
autokrinom regulacijom DC odrzavaju stanje nezrelosti i tolerancije na sopstvene antigene

[440].
1.1.4.2.8.3. IL-6

IL-6 je citokin koji nije samo ukljucen u inflamaciju i odgovor na infekciju ve¢ i u
regulaciju metabolickih i1 regenerativnih procesa. U klasicnom signalnom putu, IL-6
stimuliSe ciljne celije preko membranskog receptora (mIL6-R), koji se nakon aktivacije
vezuje za signalni receptor protein gp130 i signal se dalje Salje unutar ¢elije. Interesantno
je, da samo nekoliko ¢elijskih tipova ispoljava mIL-6R, dok sve ¢elije ispoljavaju gp130 na
svojoj povrsini. Celije koje nemaju mIL-6R nisu osetljive na IL-6 sve dok se ovaj citokin

ne veze za solubilnu formu svog receptora (sIL-6R) koja postoji i u odsustvu stimulacije, i
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ceo proces je nazvan trans-signalalizacija. Znacajno je to Sto Su regenerativni, odnosno
anti-inflamacijski efekti IL-6 posredovani klasi¢nim putem, dok se pro-inflamacijski efekti
IL-6 ostvaruju trans-signalizacijom. Takode, smena ukljuéivanja dve vrste receptora
kljucna je za sam tok inflamacije. Tako, na pocetku inflamacije, endotelne ¢elije, aktivirane
patogenima, produkuju IL-6 koji aktivira neutrofile vezujuéi se za mIL-6R ispoljen na
njihovoj membrani. Proteoliticko razlaganje mIL-6R od strane aktiviranih neutrofila
pokre¢e IL-6 trans-signalizaciju u monocitima koji nemaju ispoljen mIL-6R, ¢ime se
zavrSava akutna faza inflamacije i poCinje faza dominacije monocita.

IL-6 je primarno identifikovan kao faktor diferencijacije B limfocita koji podstice
CD4" T limfocita u Th17 i Th2 smeru [352, 475]. IL-6 produkovan od strane humanih
fibroblasta dodatih u kulturu sa monocitima, indukuje diferencijaciju monocita u
makrofage, tako §to povecava ekspresiju receptora za M-CSF od strane monocita [476]. Sa
druge strane, kultivacija humanih CD34" prekursora, izolovanih iz kostne srzi ili periferne
krvi, u prisustvu IL-6 stimulise njihovu ekspanziju, a naknadni tretman sa GM-CSF-om

omogucava njihovu diferencijaciju u funkcionalne DC [477].
1.1.4.2.8.4. 1L-10

IL-10 je anti-inflamatorni citokin koji ima klju¢nu ulogu u prevenciji razvijanja
inflamatornih i autoimunskih stanja [478-480]. Misevi deficijentni za IL-10 razvijaju
inflamatornu bolest creva [481] nakon kolonizacije digestivnog sistema odredenim
mikroorganizmima [482], a takode pokazuju i druge prenaglaSene inflamatorne odgovore
kada se izloze mikroorganizmima. IL-10 receptor (IL-10R) se sastoji od najmanje dve
subjedinice iz familije IFNR. IL-10R1 je subjedinica odgovorna za vezivanje IL-10 i sve
bioloSke efekte, obzirom da antitelo na ovaj receptor blokira efekte virusnog ili ¢elijskog
IL-10 [483-484]. IL-10R2 predstavlja pomoc¢nu subjedinicu IL-10R koja posreduje u
signalizaciji. MiSevi koji nemaju ispoljen IL-10R2, sli¢no onima koji ne ispoljavaju IL-10,
razvijaju ozbiljan hroni¢ni enterokolitis, a njihove ¢elije ne mogu da odgovore na IL-10 in
vitro [485]. Ova subjedinica ne ucestvuje u samom vezivanju IL-10, ve¢ u aktivaciji Jak

kinaze (Tyk2) u signalnom kompleksu [486]. Stoga vezivanje IL-10 za receptor inicira
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aktivaciju STAT1 i STAT3 kod makrofaga i STATS kod ostalih ¢elija. STAT3 predstavlja
klju¢ni faktor za bioloski odgovor na IL-10. Na primer, pokazano je da je STAT3 jedini
dovoljan da inhibira proliferaciju makrofaga nakon tretmana sa IL-10 [487]. Medutim
izgleda da STAT3 nije jedini koji posreduje u inhibitornom efektu IL-10 na produkciju
proinflamatornih citokina indukovanih sa LPS. Osim SATAS3, IL-10 pokre¢e i druge
signalne puteve kao S$to su aktivacija IkB kinaze (inhibitor NF-kB ), AP-1, Bcl-2, c-fos,
PI3K, S6K i MAP kinaze [479].

lako odsustvo IL-10 vodi boljoj eliminaciji nekih patogena bez istovremenog poveéanja
imunopatologije [488-489], tokom drugih infekcija odsustvo IL-10 omoguéava razvoj
imunoloskog odgovora Stetnog po domacina, pri ¢emu ne dolazi do promene u
koncentraciji patogena [479, 490-492]. Na osnovu ovih podataka se moze zakljuciti da
nedostatak IL-10 ne moze biti uvek i potpuno kompenzovan drugim regulatornim
mehanizmima, i da IL-10 ima nezamenljivu ulogu u ograni¢avanju inflamacijskog
odgovora in vivo. IL-10 kontroliSe vise razli¢itih stupnjeva imunskog odgovora na vise
razli¢itih lokacija. Inicijalno je ovaj citokin opisan kao citokin koji produkuju Th2 limfociti
[493], ali je kasnije pokazano da ga produkuju Treg [493-496]. Medutim, danas se zna da
produkcija IL-10 nije iskljuc¢ivo u vezi sa Th2 niti sa Treg, ve¢ ovaj citokin produkuju i
mnoge druge celije. IL-10 produkuju celije koje ucestvuju u adaptivnom imunskom
odgovoru: Thl, Th2 i Th17, Treg, CD8" T i B limfociti [479, 490, 496-498], ali i celije
urodenog imunskog odgovora ukljucuju¢i DC, makrofage, mast ¢elije, NK celije, eozinofili
i neutrofili . Indukcija anti-inflamatornog odgovora posredstvom IL-10 odvija se preko
aktivacije STAT3 [479, 499]. Ukupan efekat IL-10 na DC je inhibicija produkcije 1L-12 i
ekspresije kostimulatornih molekula, a samim tim i njihove alostimulatorne sposobnosti
[500-501]. Sem toga, u prisustvu glukokortikosteroida, vitamina D3, prostaglandina ili
IFN-o u ko-kokulturi DC i T limfocita povecava se procenat IL-10 produkujuce Trl celije
[479]. IL-10 inhibira i GM-CSF/IL-4 indukovanu diferencijaciju monocita u DC, pri ¢emu
ovako diferencirane ¢elije sti¢u morfologiju slicnu makrofagama, imaju nisku ekspresiju
MHC klase Il i kostimulatora, ne produkuju IL-12 i imaju pojacanu fagocitnu sposobonost
[502]. Medutim, pokazno je da IL-10 ne ispoljava sli¢ne efekte na zrele moDC, kao i da

bitnu ulogu o ovoj otpornost zrelih moDC na IL-10 ima CD83. CD83 ima ulogu u inhibiciji
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IL-10-posredovane ubikvitinacije MHC i CD86 molekula [503]. Takode je pokazano da
nezrele moDC i same produkuju znacajnu koli¢inu 1L-10 [504], kao i da se produkcija IL-
10 znaCajno povecava nakon stimulacije nezrelih DC LPS-om $to je mehanizam kojim se
spreCava prejaka aktivacija DC u odsustvu patogena [505]. IL-10, deluju¢i na DC i
makrofage, inhibira razvice Thl [479], ali takode dovodi do inhibicije Th2 celija i
alergijskog odgovora [478]. Osim autokrinog efekata 1L-10 na DC i makrofage, Thl, Th2 i
Th17 celije takode produkuju ovaj citokin i tako stvaraju povratnu negativnu spregu,
ogranicavajuci funkcije DC i makrofaga i dalju aktivaciju T limfocita. Nasuprot ovome, IL-
10 indukuje Treg koje nastavljaju njegovu produkciju i na taj nacin se stvara pozitivna

povratna sprega i odrzava se pul regulatornih celija [478, 506-507].
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2. HIPOTEZA | CILJEVI

Na osnovu dosadasnjih saznanja 0 osobinama i funkcijama MSC izolovanih iz razli¢itih

zdravih tkiva, ukljucujuci i MSC iz dentalnih struktura, i nedovoljno poznate funkcije MSC

u hroni¢nim zapaljenskim procesima postavili smo hipoteze:

DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC se razlikuju po fenotipskim osobinama,

diferencijacionom potencijalu, imunosupresivnim i anti-inflamacijskim svojstvima.

PL-MSC ispoljavaju pro- i anti-inflamacijska svojstva u zavisnosti od tipa imunskih

¢elija na koje deluju.

PL-MSC razli¢ito modulisu fenotipska svojstva i funkcije DC obrazovanih in vitro

od monocita u zavisnosti od stepena zrelosti DC.

U cilju provere ovih hipoteza postavili smo sledece ciljeve istrazivanja:

Izolovati, ispitati i uporediti fenotip, sposobnost za samo-obnavljanje i potencijal
za diferencijaciju MSC iz dentalnog folikula i dentalne pulpe istog donora, kao i

MSC izolovanih iz periapeksne lezije, u kulturi.

Ispitati imunomodulacijske osobine DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC na in vitro

modelu PBMC stimulisanih fitohemaglutininom.
Ispitati ekspresiju TLR3 i TLR4 na DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC.

Ispitati imunomodulacijske karakteristike DP-MSC i DF-MSC nakon tretmana
agonistima TLR3 (polyl:C) i TLR4 (LPS) in vitro.

Ispitati imunomodulacijske efekte PL-MSC na PL-IC in vitro.

Ispitati in vitro efekte PL-MSC na proces diferencijacije DC iz monocita periferne

krvi, kao i na fazu sazrevanja DC.

Ispitati imunomodulacijski efekat DC ko-kultivisanih sa PL-MSC na polarizaciju

imunskog odgovora CD4" T limfocita in vitro.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. IZOLACIJA TKIVA I CELIJA

U sprovedenim eksperimentima koriS¢ena su tkiva poreklom od pacijenata i dobrovoljnih
zdravih davaoca koji su pristali da njihov bioloski materijal bude koriS¢en u ovim
istrazivanjima. Pacijenti i dobrovoljni zdravi davaoci upoznati su sa procedurama i
ciljevima ovih istrazivanja i nakon toga su potpisali Informisani pristanak. Za potrebe
istrazivanja koriS¢éeni su organi/tkiva ili izolovane Celije iz treeg molara, periapeksnih

lezija, kostne srzi, masnog tkiva i periferne krvi.

Jedan tre¢i molar i osam periapeksnih lezija je izolovano iz ortodontskih razloga na Klinici
za Oralnu hirurgiju, Vojnomedicinske Akademije. Tre¢i molar zdravog mladog pacijenta,
koji nije imao znake sistemske bolesti, je uklonjen pre erupcije hirur§kim putem. Dentalni
folikul je izdvojen od mineralizovanog dela zuba i usitnjen skalpelom pod sterilnim
uslovima. Nakon toga povrSina zuba je ociS¢ena i iseCena na spoju cementuma i enamela
sterilizovanim stomatoloskim instrumentima ¢ime je omoguceno izdvajanje dentalne pulpe

iz krune i korena [167].

Donori periapeksnih lezija, starosti izmedu 22-54 godine, nisu imali znake sistemske
bolesti. Dijagnoza o postojanju periapeksne lezije postavljena je na osnovu radiografskih
snimaka. Periapeksne lezije su izolovane tokom hirurS$kog zahvata odstranjivanja apeksa,
apikoektomije. U nekoliko sluCaja periapeksne lezije su izolovane nakon vadenja zuba,
kiretazom periodontalnog apikalnog tkiva, ili isecanjem, koriS¢enjem sterilnih skalpela,

periapeksne lezije ¢vrsto zakacene za koren zuba [508].

Jedno potkoZzno masno tkivo pacijenta, koji je prethodno potpisao Informisani pristanak,
uzorkovano je tokom hirurSke intervencije na Vojnomedicinskoj Akademiji. Ovo masno
tkivo i periapeksne lezije poreklom od Cetiri donora su zamrznuti brzim potapanjem u te¢ni

azot 1 koriS¢eni dalje za imunohistohemijske analize.
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Kostna srz dva zdrava dobrovoljna davaoca, bez znaka sistemske bolesti, uzorkovana je
aspiracijom nakon informisanog pristanka, na Klinici za hematologiju, VVojnomedicinske

Akademije.
3.1.1. lzolacija i uspostavljanje linija MSC

U cilju izolacije MSC iz dentalne pulpe (DP-MSC), dentalnog folikula (DF-MSC) i
periapeksnih lezija (PL-MSC), tkivo dentalnog folikula, tkivo dentalne pulpe i periapeksne
lezije poreklom od tri donora su odvojeno tretirana tokom 1h rastvorom kolagenaze tip |
(Img/ml; Sigma) i DNAze (25mg/ml; Sigma) u medijumu za kultivaciju (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium, DMEM; Sigma, Munich, Germany) u inkubatoru sa vlaznom
atmosferom na temperaturi od 37°C i pri koncentraciji CO, od 5%. Dobijene suspenzije
¢elija su isprane u DMEM-u. Nakon ispiranja 6000 éelija je zasadeno po lem? flaskova za
kultivaciju, povrsine 25 cm?, U DMEM-u sa dodatkom 10% fetalnog teleceg seruma (engl.
fetal calf serum, FCS), 1% streptomicina, 1% penicilina i 1% gentamicina (svi kupljeni od
Galenike) (DMEM/10%FCS). Neadherentne ¢elije su uklonjene pri promeni medijuma za
kultivaciju. Nakon dostizanja konfluentnosti od 70% povrsine flaska, ¢elije su odlepljivane
1 sakupljane koriS¢enjem fosfatnog pufera sa dodatkom 0.2% tripsina (Sigma) 1 0.02%

NaEDTA (rastvor tripsina).

MSC izolovane iz kostne srzi dobrovoljnih davaoca koris¢ene su kao pozitivna kontrola
tokom karakterizacije ovih Celijskih linija iz zuba. Mononuklearna frakcija kostne srzi,
izolovana je koris¢enjem Lymphoprep gradijenta (Nycomed, Oslo, Norway) (postupak
izolacije opisan je u narednoj sekciji), i kultivisana u DMEM-u na isti nacin kao i ¢elije

izolovane iz zuba.
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3.1.2. Izolacija mononuklearne frakcije ¢elija na gustinskom gradijentu
Mononuklearna frakcija ¢elija izolovana je iz:
e agpirata Celija kostne srzi, u cilju uspostavljanja linije BM-MSC

e suspenzije Celija nastale kolagenazno/DNAznim tretmanom periapeksnih lezija
poreklom od pet donora. Na ovaj nacin dobijene su inflamacijske ¢elije periapeksne

lezije (PL-IC) koje su koris¢ene u ispitivanju imunomodulatornih osobina MSC.

o sloja periferne krvi (Buffy coat) koji se posle centrifuge krvi (200 x g, 10 minuta)
nalazi izmedu gornjeg sloja plazme i donjeg sloja eritrocita. Na ovaj nacin dobijene
su mononuklearne ¢elije periferne krvi (PBMC). Ovako dobijene ukupne PBMC su

koriS¢ene u ispitivanju imunomodulatornih osobina MSC.

Mononuklearne ¢elije izolovane su prate¢i proceduru priloZzenu u uputstvu proizvodaca
Lymphoprep gradijenta, gustine 1.077g/ml (Nycomed, Oslo, Norway). Pre postavljanja na
gradijent suspenzija ¢elija je razblazena u 0.02% NaEDTA u PBSu (u razmeri 1:2 do 1:4,
suspenzija: NaDTA/PBS). Najpre je 3 ml gradijenta naliveno u epruvete, nakon ¢ega je po
7ml suspenzije naneto na povrSinu gradijenta, pazljivo kako bi se sprecilo meSanje
suspenzije 1 gradijenta. Zatim je mononuklearna frakcija ¢elija izdvajana centrifugiranjem
na 800 x g, 20 minuta na sobnoj temperaturi. Tokom centrifugiranaj formiraju se slojevi
¢elije koji se izdvajanju po gustini. Najpre smo odbacili gornji sloj plazme, vodeci ra¢una
da ne pomerimo sloj mononuklearnih ¢elija koji se formirao na samoj povrSini gradijenta.
Zatim je sakupljen ovaj sloj mononuklearnih ¢elija, vodeci ratuna da se umanji aspiracija
slojeva gradijenta i eritrocita koji se nalaze ispod. Sakupljene ¢elije su najpre isprane 0.02%
NaEDTA u PBSom centrifugiranjem na 300 x g, 10 minuta kako bi se odstranili ostaci
gradijenta. Nakon odstranjivanja gradijenta, suspenzija Celija je ispirana jo§ Cetiri puta
centrifugiranjem na 400 x g, 8 minuta, uz postupno povecavanje udela medijuma za
kultivaciju u rastvoru za ispiranje tako da je na kraju ova ¢elijska suspenzija isprana i od

tragova NaEDTA.
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3.1.3. Izdvajanje ¢elija koriS¢enjem magnetnog sortiranja

Monociti periferne krvi (od 7 razli€itih donora) dobijeni su magnetnim precis¢avanjem (po
proceduri koju preporucuje proizvoda¢ proizvoda za sortiranje, Tabela 3.1.) ukupne frakcije
PBMC, tako da izolovane celije koje se koriste u eksperimentima ostaju neobelezene
(negativno sortiranje). Na ovaj nacin, iz ukupne frakcije PBMC dobijeni su i ukupni CD3"
T limfociti (od 1 donora), kao i CD4" T limfociti (od 3 razli¢ita donora), koji su koris¢eni u
eksperimentima u kojima su ispitivane osobine DC dobijenih iz monocita u prisustvu ili
odsustvu PL-MSC. Cisto¢a dobijenih frakcija bila je uvek preko 90% (Prilog 1.). Kori$éena
procedura je ukljuc¢ivala nekoliko uzastopnih koraka koji su vodili sortiranju ¢elija. Nakon
brojanja ¢elija izdvojen je odgovarajuci broj ¢elija na osnovu ¢ega je izraCunata zapremina
antitela potreban za izolaciju. Zatim su Celije prvo isprane u PBS-u centrifugiranjem na 300
x g, 10 minuta, i nakon toga ¢elije su inkubirane 10 minuta u odredenoj zapremini pufera
(PBS sa dodatkom 2mM EDTA i 0.5% BSA) sa odgovaraju¢com koncentracijom koktela
antitela konjugovanih biotinom, koji sadrzi antitela specificna za sve celijske tipove u
PBMC osim za monocite (spisak antitela je dat u Tabeli 1). Nakon isteka ove inkubacije,
¢elije u supenziji su tokom 15 minuta inkubirane u prisustvu anti-biotin antitela
konjugovanih sa magnetnim mikrokuglicama. Koktel koji je u ovom koraku koriS¢en za
izolaciju CD4" T limfocita sadrzao je i anti-CD61 antitelo za dodatno uklanjanje
trombocita. Po isteku ove inkubacije ¢elije su isprane i resuspendovane u PBS/EDTA/BSA
puferu, nakon Cega su postavljene na kolonu za magnetno sortiranje celija koja je
postavljena na magnet (kolone i magneti su kupljeni od Mylteni Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). Nakon dodatnog ispiranja kolone postavljene na magnetu, ¢elije koje nisu
zaostale u koloni privu¢ene magnetom su sakupljene i isprane prvo u PBS/EDTA/BSA
puferu, a zatim i u medijumu za kultivaciju, Roswell Park Memorial Institute medijumu
(RPMI medijum) sa dodatkom 10% FCS, 50uM 2-merkaptoetanola i 1% penicilina, 1%
streptomicina i 1% gentamicina (RPMI/10%FCS).
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Tabela 3.1. Proizvodi kori§éeni za magnetno precis¢avanje celija

CD235a

Isolation Kit |1

IZOLOVANE L
, KOKTEL ANTITELA | NAZIV PROIZVODA PROIZVODAC
CELIJE
CD3, CD7, CD16, Mylteni Biotec,
o Human Monocytes ]
monociti CD19, CD56, CD123, Bergisch Gladbach,

Germany

CD14, CD16, CD19,
CD36, CD56, CD123,
CD235a
CD8, CD14, CD15,
CD16, CD19, CD36,
CDs56, CD123, TCRy/s,
CD235a

Mylteni Biotec,
Bergisch Gladbach,
Germany

CD3* T limfociti Pan-T cell Isolation Kit

Mylteni Biotec,
Bergisch Gladbach,
Germany

CDA4" T cell Isolation
Kits

CD4" T limfociti

3.1.4. Brojanje Celija

Celije dobijene na razli¢ite na¢ine su u kulturama postavljane u odredenom broju. Pre
postavljanja ¢elija u kulturu celije su isprane centrifugiranjem na 400 x g, 8 minuta u
medijumu za kultivaciju, nakon ¢ega je deo ¢elija obojen 0.1% rastvorom tripan-plavog u
PBS-u §to je omogucilo brojanje celija u komori po Biirker-Tlrk-u na svetlosnom
mikroskopu. Vijabilnim ¢elijama su smatrane neobojene ¢elije, dok su plavo obojene ¢elije
predstavljale ne-vijabilne ¢elije. Nakon brojanja podeSavana je zapremina celija potrebna

za zahteve kultivacije.

3.2. KARAKTERIZACIJA CELIJA IZOLOVANIH
ZDRAVOG ZUBA | PERIAPEKSNE LEZIJE

1Z TKIVA

Karakterizacija ¢elija izolovanih iz delova zdravog zuba 1 periapeksne lezije sprovodena je
po kriterijumima koje je 2006. godine propisala ISCT [37]. U skladu sa ovim kriterijumima
prvo je ispitivan kapacitet DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC za samo-obnavljanje i za

formiranje CFU-F. Potom je ispitivana ekspresija odredene kombinacije molekula
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karakteristi¢nih za MSC, kao i potencijal DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC za diferencijaciju
u tri ¢elijska tipa mezodermalnog porekla (adipocite, osteoblaste i hondroblaste) in vitro,

kao i potencijal za formiranje mezenhimskih tkiva in vivo.
3.2.1. Potencijal za samo-obnavljanje

Potencijal za samo-obnavljanje je jedna od osnovnih karakteristika mati¢nih celija.
Potencijal DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC za proliferaciju in vitro analizirali smo na osnovu
sposobnosti ovih ¢elija da formiraju CFU-F 1 na osnovu vremena potrebnog ovim ¢elijama

za dupliranje populacije (engl. population dubling time, PDT).
3.2.1.1. Formiranje kolonija nalik fibroblastima

DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC izmedu treceg i osmog pasaza su zasejane u malom broju:
25, 50, 100 1 250 ¢elija po bazenu ploce sa Sest mesta (9.5 sz) u 2 ml medijuma. Celije su
kultivisane tokom 14 dana pri ¢emu je dva puta nedeljno medijum menjan svezim
medijumom. Nakon ovog perioda, kulture su isprane PBS-om, osu$ene na vazduhu, i
potom obojene May-Grunwald-Giemsa (MGG) metodom. Najpre su osuSeni bazeni
inkubirani sa May-Grunwald bojom tokom 5minuta. Nakon ispiranja pod mlazom vode
bazeni su inkubirani tokom 20 minuta sa 1:10 rastvorom Giemsa boje u vodi i nakon toga
opet isprani pod mlazom vode. Predmetno stakalce fiksirano je Kanada balzamom. Ovako
obojene kulture posmatrane su na svetlosnom mikroskopu pri ¢emu su izbrojane CFU-F,
definisane kao grupe od najmanje 50 ¢elija. Procenat ¢elija koji ima sposobnost formiranja

kolonija izracunat je kao (broj kolonija / broj zasadenih ¢elija) x 100.
3.2.1.2. Vreme dupliranja populacije

DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC iz petog i osmog pasaza su zasejane 1x10° ¢elija po bazenu
ploce sa 6 mesta u 2 ml medijuma. Celije su odlepljivane rastvorom tripsina nakon 3, 6, 9 i
12 dana, bojene rastvorom boje Tripan plavo i brojane na svetlosnom mikroskopu. Za svaki
termin cCelije su zasejane u po dva bazena (u duplikatima). Vreme potrebno za dupliranje

populacije racunato je za svaki inteval koris¢enjem formule T1, = (& - ti.1) X 192 / 1g (N;-N;.
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1). U ovoj formuli Ty, predstavlja vreme potrebno za dupliranje populacije. N;j i Ni;

predstavljaju broj ¢elija sakupljenih u interval

31
1

1 u prethodnom interval “i-1” odnosno u

vremenu t;odnosno ti;. Nj i Nj_; su izrazeni kao srednja vrednost broja ¢elija iz duplikata.

3.2.2. Analiza fenotipa na protocnom citofluorimetru

Na protocnom citofluorimetru analizirana je:

ekspresija molekula ispoljenih na povr$ini DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC nakon
sakupljanja celija iz kultura rastvorom tripsina (spisak antitela sa podacima o
specifi¢nosti 1 proizvodacu dat je u Tabeli 3.2.). Za potrebe ove analize Celije u
suspenziji su obojene kombinacijom monoklonskih antitela specificnim za
molekule karakteristicne za MSC ili druge tipove celija, 1 obelezenih
fluorohromima. U analizi ekspresije CD73 i STRO-1 na ovim ¢elijama kori$¢ena
su primarna neobelezena monoklonska antitela, anti-CD73 i anti-STRO-1, &ije je

vezivanje za molekule na ¢eliji detektovano naknadnom inkubacijom sa

.....

ekspresija CD14, CD1a, CD86 i HLA-DR na nezrelim DC, kao i ekspresije CD83,
CD86, HLA-DR, CCR7, CD40, ILT3 i ILT4 na zrelim DC dobijenim iz monocita
u prisustvu ili odsustvu PL-MSC (spisak antitela sa podacima o specificnosti i
proizvodacu dat je u Tabeli 3.3.). Postavljanje grani¢nika za analizu ekspresije

markera dato je u Prilogu 2.

ekspresija CD25, CD39 i IL-10 na CD4" T limfocitima koji su primarno stimulisani
u ko-kulturi sa DC koje su tokom i tokom faze diferencijacije i tokom faze

sazrevanja bile izlozene direktnom uticaju PL-MSC.
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Tabela 3.2. Primarna antitela kori§éena za karakterizaciju DP-MSC, DF-MSC, PL-

MSC, BM-MSC.
SPECIFICNOS . i}
KONJUGAT RAZBLAZENIJE PROIZVODAC
T ANTITELA
CD14 FITC 1:10
CD45 FITC 1:10
CD29 FITC 1:10
Immunotools,
CD105 FITC 1:10 .
Friesoythe, Nemacka

CD44 FITC 1:10
CD19 FITC 1:10
CD34 PE 1:10
CD146 FITC 1:10
CD90 FITC 1:10 Serotec,
CD106 FITC 1:10 Oxford,
CD56 FITC 1:10 UK

HLA-DR PE 1:10
CD73 / 1:10 SantaCruz Biotechnology

Millipore/Chemicon, Billerica,

STRO-1 / 1:5-1:100

MA,USA

FITC- fluorescein izocijanat, PE- fikoeritrinom. Sva antitela poreklom su iz misa.
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Tokom pripreme ¢elija za ovu analizu ¢elije su prvo isprane u PBS-u sa dodatkom 2% FCS
I 0.1% Na-azida. Nakon toga, ¢elije su inkubirane u PBS/FCS/Na-azidu sa dodatkom

primarnog antitela u razblaZzenju koje je savetovano od strane proizvodaca tokom 1h na

temperaturi od 48° C. U indirektnoj imunofluorescenci, nakon perioda inkubacije sa

primarnim antitelom ¢elije su isprane u PBS/FCS/Na-azidu, nakon ¢ega su inkubirane sa

sekundarnim antitelom tokom 15-30 min na istoj temperaturi. Na kraju inkubacije sa

antitelima ¢elije su isprane u PBS/Na-azidu i analizirane na citometru (Coulter XL). Tokom

ove analize ekspresija markera merena je na ¢elijama uokvirenim na osnovu parametara

koji oznacavaju veli¢inu i granuliranost ¢elija (forward scatter i side scatter).

Tabela 3.3. Primarna antitela koriS¢ena za karakterizaciju DC proto¢nom

citofluorimetrijom

SPECIFICNOST ) )
POREKLO KONJUGAT | RAZBLAZENJA PROIZVODAC
ANTITELA
mi$ CD14 FITC 1:10
mis CD1la PE 1:10 Serotec,
mi$ HLA-DR PE 1:10 Oxford, UK
mi$ CD86 FITC 1:20
mi$ CD83 FITC 1:10 BD Bioscience
mi$ CCR7 FITC 1:10 R&D
mi$ CD40 PE 1:10 BD Bioscience
mi$ ILT3 PE 1:10 eBioscience
mis ILT4 PE 1:10 eBioscience
SantaCruz
koza IDO-1 nk 1:20 )
Biotechnology

FITC- fluorescein izocijanat, PE- fikoeritrinom. nk-nekonjugovano
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3.2.3. Analiza fenotipa ¢elija imunocitohemijskom metodom 1 detekcija

pojedinacnih ¢elijskih tipova unutar tkiva imunohistohemijskom metodom

Za analizu rasprostranjenosti DC odnosno MSC u periapeksnoj leziji, i MSC unutar
masnog tkiva, isecci tkiva (debljine 7um, fiksirani u acetonu) su inkubirani sa antitelima za
DC (CD209, HLA-DR) odnosno sa antitelima za MSC (CD146, STRO-1). Sva antitela su

poreklom od misa i kupljena su i koris¢ena po protokolu Serotec, Oxford, UK.

Za potrebe analize ekspresije kombinacije markera karakteristicnih za MSC, DP-MSC, DF-
MSC, PL-MSC i BM-MSC su rastvorom tripsina sakupljene iz kultura i isprane u
medijumu za kultivaciju. Od suspenzija ¢elija su na mikroskopskim plo¢icama obloZenim
poly-L-lizinom napravljeni citospinovi (0.1-1x10* éelija / citospinu). Primarna antitela

koriS¢ena u analizi ovih ¢elija data su u Tabeli 3.2.

Potencijal DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC za hondrogenezu izmedu ostalog analiziran je na
osnovu ekspresije osteopontina. Celije su nakon diferencijacije u medijumu za osteogenezu
sakupljene rastvorom tripsina. Od suspenzije ovih ¢elija su napravljeni citospinovi koji su

inkubirani sa primarnim anti-osteopontin antitelom (Dako).

Struktura proteina Celija na citospinovima fiksirana je inkubacijom uzoraka u 2% rastvoru
pararozanilina tokom 2 min na sobnoj temperaturi nakon ¢ega su uzorci ispirani u PBS-u 10

minuta.

U prvom koraku je, inkubacijom citospinova (DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC pre
osteogeneze i nakon zavrSetka procesa osteogene indukcije; BM-MSC) i plocCica sa
presecima tkiva (periapekse lezije i masnog tkiva) u 0.5% rastvoru H,O, tokom 10 minuta,
blokirana aktivnost endogene peroksidaze u celijama. Nakon ovog i svakog sledeceg
koraka  uzorci su ispirani u  fizioloSkom  rastvoru = sa  dodatkom
tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS, Sigma), 0.5% govedeg albumina (Sigma), 0.05%
Tween-20 (Sigma) (rastvor TBS-a) tokom 5 minuta. Tokom narednih 20 minuta ¢éelije su
izlozene kozijem serumu (razblazenom 1:2 u PBS-u, Dako) da bi se sprecilo nespecifi¢no

vezivanje sekundarnog antitela koje se koristi za detekciju primarnog antitela u ovoj

73



metodi. Nakon ovih koraka preduzetih u cilju spre€avanja nespecificne reakcije, 1 nakon
Ispiranja, citospinovi su inkubirani tokom 1h u rastvoru TBS-a sa dodatkom odgovarajuceg
primarnog antitela (koriS¢ena antitela navedena su gore u ovoj sekciji). Sva antitela
koris¢ena su u razblazenju savetovanom od strane proizvodaca. U cilju kontrole metode
citospinovi napravljeni od pojedinacnih tipova celija su takode inkubirani sa irelevantnim
antitelima ili samo sa PBS-om. Specifi¢no vezivanje primarnih antitela za molekule na
¢elijama 1 u citoplazmi detektovano je koriS¢enjem EnVision kita (Dako) po uputstvu
proizvodaca. Citospinovi su nakon ispiranja od ostataka rastvora primarnog antitela
inkubirani tokom 30 min u rastvoru TBS-a sa dodatkom sekundarnog antitela koje je
konjugovano polimerom horseradish peroksidaze (HRP) (po uputstvu za koris¢enje
EnVision kita). Nakon ispiranja, za uocCavanje pozitivne reakcije koriSéen je rastvor
hromogena 3,3'-diaminobenzidine (DAB) (po uputstvu za koris¢enje EnVision kita). Na
kraju jedra ¢elija kontrastirana su hematoksilinom §to je omogucilo preciznije razlikovanje
¢elija. ekspresija molekula na ¢elijama analizirana je na svetlosnom mikroskopu (Olympus

IX51) sa kamerom (Nikon DXM1200C Microscope Camera).

Tabela 3.4. Primarna antitela kori§¢ena za analizu lokalizacije DC u periapeksnoj

leziji imunohistohemijskim metodama

POREKL ) V .
o SPECIFICNOST KONJUGAT RAZBLAZENJA PROIZVODAC
Serotec,
mis HLA-DR PE 1:10
Oxford, UK
mis CD83 Alexa 488 1:10 Biolegend
mis CDl1c Alexa 488 1:10 Biolegend
mi$ CD209 biotin 1:10 Serotec
Zec S100 nk 1:400 Thermo Scientific

FITC- fluorescein izocijanat, PE- fikoeritrinom. nk-nekonjugovano
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3.2.4. Detekcija ko-lokalizacije DC i MSC unutar periapeksne lezije

U cilju lokalizacije MSC i DC unutar periapeksnih lezija kao i interakcije izmedu ova
dva tipa Celija, periapeksne lezije, izolovane i zamrznute u teCnom azotu (detalji su opisani
u poglavlju 3.1. Izolacija tkiva), su iseceni na debljinu od 7 pm koris¢enjem kriomikrotona.
Struktura tkiva na isecima je fiksirana inkubacijom uzoraka u hladnom acetonu nakon
¢ega su uzorci isprani u TBS-u. U slede¢em koraku uzorci su inkubirani sa primarnim
antitelima (spisak koriS¢enih antitela, sa podacima o specificnosti i proizvodacu priloZen je
u Tabeli 3.2. 1 Tabeli 3.4.) specifiénim za DC (CD11c¢, CD83, CD209, S100, HLA-DR) ili
MSC (STRO-1, CD146) ili kombinacijom antitela (CD11c/STRO-1; CD83/STRO-1,;
S100/CD146; HLA-DR/CD146; CD209/CD146). Nakon inkubacije preseka sa anti-
CD209-biotinom preseci su isprani i inkubirani sa streptavidin-Alexa 546 tokom 15 min.
Nakon inkubacije preseka sa anti-S100 preseci su isprani i inkubirani sa donkey anti-rabbit
IgG-biotin (Thermo Scientific) 30 min, nakon toga isprani i inkubirani dodatnih 15 min sa
streptavidin-Alexa 546 tokom. Preseci inkubirani sa STRO-1 su isprani, inkubirani tokom
30 min sa donkey anti-mouse lgG-Alexa 546. Na Kkraju svi preseci su isprani u PBS i

analizirani na konfokalnom mikroskopu.

3.2.5. Sposobnost diferencijacije MSC u celijske tipove mezenhimskog

porekla in vitro

Najznacajnija osobina mati¢nih celija je njihova sposobnost za diferencijaciju, 1
maticne Celije razli¢itog porekla i na razli¢itom tupu diferenciranosti se kljuéno razlikuju po
ovoj osobini. Mezenhimske mati¢ne celije svoj naziv su dobile po osobini da se
diferenciraju u celijske tipove mezenhimskog porekla: adipocite, hondroblasti 1 osteocite.
Potencijal ¢elija izolovanih iz delova zdravog zuba kao i ¢elija izolovanih iz periapeksnih

lezija ispitivali smo in vitro i in vivo sistemu.

Adipogeneza. 2.5 x 10* DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC je zasadeno na presterilisane
pokrovne ploge postavljene u bazene ploge sa 24 mesta (1.9cm?) sa 1 ml medijuma za

kultivaciju mesenhimskih mati¢nih ¢elija (engl. mesenchymal stem cell growth medium,
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MSCG medijum; Lonza, Basel, Switzerland) na 37° C, u uslovima 5% zasi¢enosti
atmosfere sa CO,. Celije su kultivisane do uveéanja broja éelija koji zauzima 100%
povrsine bazena (2-3 dana). Nakon toga MSCG medijum je zamenjen medijumom za
indukciju adipogeneze (engl. adipogenic induction medium, Lonza) i kultivacija je
nastavljena tokom 3-4 dana. Medijum za indukciju je zamenjen medijumom za odrzavanje
adipogeneze (engl. adipogenic maintenance medium, Lonza) u kome su ¢elije inkubirane
narednih 1-3 dana. Proces diferencijacije Celija u adipocite trajao je 17-25 dana i tokom tog
perioda ponavljani su ciklusi indukcije i odrzavanja adipogeneze. Na kraju ove procedure,
diferencijacija ¢elija u adipocite u vidu pojave masnih kapi unutar ¢elija, detektovana je
bojenjem kultura Oil Red O bojom (Sigma). Pokrovne plo¢e na kojima su kultivisane celije
su isprane PBS-om, momentalno osu$ene vakum pumpom, i tretirane 60% rastvorom
izopropil alkohola tokom 1 minuta. Nakon toga celije su inkubirane tokom 15 minuta u

rastvoru Oil Red O boje i zatim analizirane na svetlosnom mikroskopu.

Hondrogeneza. DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC su sakupljene rastvorom tripsina, dva
puta isprane, i resuspendovane u nekompletnom hondrogenom medijumu (engl. incomplete
chondrogenic medium, Lonza). Suspenzija ¢elija stavljena je u sterilne polipropilenske tube
za koje ove celije ne adheriraju ¢ime je omogucena njihova kultivaciju u vidu peleta.
Nakon §to su celije centrifugirane na 150 x g tokom 5 minuta, pazljivo je uklonjen
supernatant 1 Celije su izvorteksovane. Zatim su celije resuspendovane u kompletnom
hondrogenom medijumu koji je napravljen dodavanjem 10ng/ml TGF-f3 (R&D Systems,
Minneapolis, MN) u MSCG medijum, centrifugirane na 150g tokom 5 minuta i kultivisane
narednih 14-28 dana u vidu peleta. Medijum je menjan svezim medijumom dva puta
nedeljno. Kontrolne ¢elije su kultivisane na isti nacin ali samo u MSCG medijumu. Nakon
zavrsetka procedure peleti su uronjeni u medijum za smrzavanje (embedding medium, Bio-
Optica) i zamrznuti u tecnom azotu. Za potrebe analize na svetlosnom mikroskopu,
zamrznuti peleti su iseCeni na debljinu od 7 pm kori§¢enjem kriomikrotona (Leica Cryocut
1850) i obojeni rastvorom Alcian blue boje koja boji glikozaminoglikane, sastojak

ekstracelijskog matriksa koji produkuju hondroblasti.
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Osteogeneza. 3 x 10° DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC je zasadeno po bazenu ploge sa
24 mesta (1.9cm?) u 1 ml MSCG medijuma na 37° C, u uslovima 5% zasi¢enosti atmosfere
sa CO,. Nakon 24h MSCG medijum je zamenjen medijumom za indukciju osteogeneze
(osteogenic induction medium, Lonza) i kultivacija je nastavljena tokom 3-4 nedelje.
Medijum je menjan svezim medijumom dva puta nedeljno. Kontrolne ¢elije su kultivisane
na isti nacin ali samo u MSCG medijumu. Za analizu formiranja mineralizovanih nodula
¢elije u kulturi su obojene 1% rastvorom Alizarin Red boje (Sigma) u destilovanoj vodi.
Veli¢ina mineralizovanih nodula 1 procenat obojene povrSine u odnosu na totalnu povrsinu
analizirana je na svetlosnom mikroskopu najmanje na 10 razlicitih vidnih polja. Podaci su
obradeni koriS¢enjem NIS-element D 2.30 softvera. Pored toga, ¢elije su sakupljene
rastvorom tripsina, isprane u medijumu i od njih su napravljeni citospinovi. Na
citospinovima, stepen diferencijacije ¢elija u osteoblaste analiziran je na osnovu aktivnosti
alkalne fosfataze u ovim c¢elijama. Procedura za detekciju aktivnosti ovog enzima
ukljucivala je inkubaciju citospinova tokom 1h u rastvoru pufera za inkubaciju
napravljenog od Img/ml Fast Red (Sigma), ravnomerne (1:1) smeSe naftol-dimetil
formamida (10mg/ml, Sigma) i TRIS-a (pH=8.3, Sigma) na temperaturi od 37° C, u
uslovima 5% zasiCenosti atmosfere sa CO,. Pored toga analizirana je 1 ekspresija

osteopontina na ovim ¢elijama po proceduri opisanoj u odeljku 3.2.3.).
3.2.6. Transplantacija MSC u ksenogenog domacina

Eksperimenti na Zzivotinjama odobreni su od strane Etickog Komiteta
Vojnomedicinske Akademije (EEC Direktiva 1986;86/609 EEC). 5 x 10° DP-MSC, DF-
MSC i PL-MSC je primenjeno subkutano iza uha BALB-c miSevima starosti 1 dan. Nakon
18 dana Zivotinje su Zrtvovane etrom i mesta implantacije su izolovana. Uzorci su fiksirani
u 3% rastvoru gluteraldehida tokom 3h nakon ¢ega su demineralizovani tokom 7 dana u
13% rastvoru EDTA (pH=7) sa dodatkom 1% rastvora gluteraldehida. Nakon ove
procedure uzorci su impregnirani u parafinu. U pripremi za analizu uzorci u parafinu su
iseeni na debljinu od 8um i deparafinizovani. Deparafinizacija je sprovedena po
standardnoj proceduri po kojoj se uzorci u prvom koraku inkubiraju u ksilolu, zatim u

ravnomernom rastvoru ksilola i 100% etanola, nakon ¢ega slede koraci u kojima se uzorci
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inkubirani u opadaju¢im razblazenjima etanola (100%-50%). Procedura deparifinizacije se
zavrSava ispiranjem uzoraka u vodi. Ovako pripremljeni uzorci bojeni su trobojnom
metodom po Masonu (engl. Masson’s trichrome stain) i hematoksilin/eosin bojenjem i

analizirani na svetlosnom mikroskopu

Trobojna metoda po Masonu. Po ovoj metodi uzorci su prvo inkubirani u Biebrich
Scarlet-Acid Fuchsin Rastvoru (90ml 1% Biebrich scarlet, 10 ml 1% Acid fuchsin, 1 ml
glacijalna sir¢etna kiselina) tokom 15 minuta. Nakon ispiranja u destilovanoj vodi uzorci su
tokom 15 minuta inkubirani u ravnomernom rastvoru 5% fosfomolibdenske i 5%
fosfotungsticke kiseline, i zatim bez ispiranja inkubirani u rastvoru Anilin blue boje (2.5g
Anilin blue, 2ml glacijalne siréetne kiseline, 100ml destilovane vode) 5-10 minuta. Obojeni
uzorci su diferencirani u 1% rastvoru sir¢etne kiseline (1ml glacijalne sir¢etne kiseline,
99ml destilovane vode) tokom 1-2 minuta, zatim veoma brzo osuseni u 95% alkoholu i na
kraju oc¢is¢eni u ksilenu. Ova metoda omogucava razlikovanje kolagenskih vlakana (plavo)

1 misica, citoplazme ¢elija i keratina (crveno).

Hematoksil-eozin bojenje. Po ovoj jednostavnoj i brzoj proceduri za analizu tkiva, uzorci
su 5 minuta inkubirani u hematoksilinu (Lillie Mayer's alum hematoksilin), nakon toga
isprani pod mlazom tekuc¢e vode. Tokom naredna 2 minuta uzorci Su inkubirani u eozinu i
viSak boje ispran je tekuCom vodom. Ova metoda omogucava razlikovanje kolagenskih

vlakana (svetlo roze), miSi¢a (tamno roze), citoplazme ¢elija (crveno) i jedra (plavo).

3.3. ISPITIVANJE IMUNOMODULACIJSKE SPOSOBNOSTI DP-
MSC, DF-MSC i PL-MSC

Da bi smo ispitali da li MSC iz zuba i periapeksne lezije poseduju
imunomodulatorne sposobnosti 1 kakvog je kvaliteta ova osobina kod MSC razli¢itog
porekla, analizirali smo efekat ovih ¢elija na ¢elije imunskog sistema sa kojima su ko-
kultivisane u odredenim uslovima. Ko-kulture i kulture uvek su inkubirane u uslovima

vlaZne atmosfere, na temperaturi od 37° C, u uslovima 5% zasi¢enosti atmosfere sa Co;.
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3.3.1. Kulture DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC sa mononuklearima periferne

krvi

1x10* DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC je zasadeno po bazenu ploge sa 96 mesta sa
ravnim dnom u 200ul RPMI/10%FCS, 1 narednih 6h ¢elije su inkubirane da adheriraju. Deo
kultura DP-MSC i DF-MSC, tokom narednih 24h, tretiran je medijumom sa dodatkom 25
mg/mL poly(I:C) (Sigma) ili 200 ng/mL LPS (Sigma). Deo kultura DP-MSC i DF-MSC
koje su predstavljale kontrolu, kao i sve kulture PL-MSC nisu dalje tretirane. Sve kulture
DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC su isprane dva puta PBS-om sa dodatkom 2% FCS, i nakon
toga, tokom 30 minuta, tretirane mitomicinom C (Bristol Caribbean) u koncentraciji
25mg/ml da bi se sprecila proliferacija ovih ¢elija u ko-kulturama. Nakon ovog tretmana

kulture MSC su isprane Cetiri puta u PBS/FCS.

Ovim kulturama, u kojima su DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC ¢vrsto adherirale, dodate su
PBMC (1x10° po bazenu), koje su prethodno sveze izolovane i u suspenziji stimulisane
fitohemaglutininom (PHA, Serva) u koncentraciji 250ng/ml. PHA-stimulisane PBMC su
kultivisane 1 u bazenima bez MSC i rezultati ovih kultura kori$¢eni su kao kontrola, i
uporedivani su sa rezultatima dobijenim u ko-kulturama PBMC i MSC. Efekat TLR
agonista na imunomodulatorne karakteristike MSC iz zdravog zuba analiziran je
uporedivanjem rezultata dobijenih u ko-kulturama sa kontrolnim, netretiranim DP-MSC i
DF-MSC i onih dobijenih u ko-kulturama sa DP-MSC i DF-MSC pre-tretiranim TLR
agonistima. Svaki uzorak je ispitivan najmanje u Cetvoroplikatu, a eksperimenti su
ponovljeni najmanje 3 puta, sa razli¢itim donorima PBMC (u eksperimentima sa DP-MSC i

DF-MSC), odnosno sa razli¢itim parovima donora PL-MSC/PBMC.

Ko-kulture sa PL-MSC i kontrolne kulture su postavljene paralelno za analizu proliferacije
I za analizu produkcije citokina. U ovim uzorcima merena je koncentracija IL-2, IFN-y, IL-
5, IL-17, IL-10, TGF-b. U kulturama samih DP-MSC i DF-MSC pre i nakon tretmana TLR
agonistima tokom 24 h merena je koncentracija TGF-f i IL-6. Kulture i ko-kulture
postavljene za analizu citokina, poslednjih 8h su tretirane forbol miristat acetatom (engl.
phorbol myristate acetate, PMA) u koncnetraciji 20ng/ml (Sigma) i 1uM Ca?" jonoforom
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(A23187, Sigma) (PMA/Ca®" jonofor), nakon &ega su sakupljeni supernatanti. Ovaj tretman
¢elija u kulturi dovodi do otpustanja sintetisanih citokina u medijum Sto omoguéava

merenje nivoa njihove produkcije od strane ¢elija u kulturi.

Rezultati eksperimenata u kojima je meren efekat DP-MSC i DF-MSC na proliferaciju
PHA-stimulisanih PBMC su iskazani kao srednja vrednost relativne proliferacije sa
standardnom greskom i prikazani su rezultati jednog reprezentativnom eksperimentu.
Rezultati eksperimenata sa PL-MSC su prikazani kao indeks proliferacije sa standardnom
greskom izraCunat iz relativne proliferacije izmerene u svim ponovljenim eksperimentima
sa razli¢itim donorima PL-MSC/PK-MSC. Relativna proliferacija PBMC u ko-kulturama
sa MSC izracunata je u odnosu na proliferaciju kontrolnih samih PHA-stimulisanih PBMC

u kulturi.

U eksperimentima u kojima se ispitivala uloga TGF-$ kao posrednika u efektima koje DP-
MSC i DF-MSC pokazuju na proliferaciju PBMC, ko-kulturama je dodato neutralizirajuce
anti-TGF-p antitelo (R&D Systems). Uloga TGF-B je analizirana uporedivanjem rezultata
dobijenih u ovim ko-kulturama i kulturama samih PHA-stimulisanih PBMC koje su
tretirane na isti nacin neutraliziraju¢im antitelom. Neutraliziraju¢i kapacitet ovog anti-TGF-
[ antitela potvrden je dodavanjem ovog antitela kulturama samih PHA-stimulisanih PBMC
koje su istovremeno tretirane TGF-p citokinom u koncentraciji 1ng/ml (R&D Systems).

3.3.2. Kulture PL-MSC sa inflamacijskim ¢elijama periapeksne lezije

U cilju ispitivanja efekta PL-MSC na produkciju citokina od strane alogenih PL-IC,
ove celije su ko-kultivisane u sistemu kultivacije u kom je omogucen kontakt (direktna ko-
kultivacija) izmedu Celija i u sistemu u kome je sprecen kontakt izmedu PL-MSC i PL-IC

(Transwell sistem).

U sistemu direktne ko-kultivacije u plo¢i sa 96 mesta, 1x10°/bazenu PL-IC je ko-
kultivisano sa 1x10%/bazenu alogenih PL-MSC uz dodatak 1pM PMA/Ca®* jonofora tokom
24h. Pored ko-kultura, postavljene su odvojene kulture samih PL-MSC i PL-IC u istom

broju i na isti nacin tretiranih kao u ko-kulturi. Nivo citokina produkovanih u ko-kulturama
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PL-MSC/PL-IC uporedivan je sa zbirom citokina produkovanih u odvojenim kontrolnim
kulturama PL-MSC odnosno PL-IC. Svaka kultur/ko-kultura postavljena je u duplikatu, a
eksperiment je ponovljen 5 puta sa razli¢itim parovima donora PL-MSC/PL-IC. Rezultati
citokina su prikazani kao srednja vrednost koncentracije sa standardnom devijacijom

izraCunate iz vrednosti za produkciju citokina u razli¢itim eksperimentima.

Da bi smo ispitali da li PL-MSC mogu da ispolje imunomodulatorni efekat na produkciju
citokina od strane PL-IC i bez direktnog kontakta sa ovim ¢elijama, ¢elije su ko-kultivisane
u sistemu u kome je sprecen kontakt izmedu celija zasadenih u razli¢itim odeljcima.
5x10%/odeljku PL-MSC je zasadeno u gornji odeljak sa porama pre¢nika 0.4pm (BD
Falcon, Heidelberg, Germany), a 5x10°/bazenu alogenih PL-IC je zasadeno u donji odeljak
u ploc¢i sa 24 mesta. Kao kontrola same PL-IC su kultivisane u bezenima sa 24h bez
odeljaka. Nakon 24h ko-kulture odeljci sa PL-MSC su izvadeni, a PL-IC koje su ostale u
bazenima kao i kontrolne PL-IC su isprane i zatim stimulisane PMA/Ca* jonoforom tokom
narednih 24h. Nakon ovog vremena sakupljeni su supernatanti za analizu citokina. Svaka
kultur/ko-kultura postavljena je u duplikatu, a eksperiment je ponovljen 5 puta sa razli¢itim

parovima donora PL-MSC/PL-IC.
3.3.3. Efekat PL-MSC na proces dobijanja dendritskih ¢elija in vitro

Monociti (0.5 x 10%/ml) izolovani iz periferne krvi dobrovoljnih davaoca kultivisani
su sami ili na sloju PL-MSC (0.5 x 10°/ml) koje su 4h pre ko-kultivacije postavljene da
adheriraju u bazinima plo¢e sa 6 mesta u 2ml RPMI/10%FCS sa dodatkom L-glutamina.
Diferencijacija DC iz monocita indukovana je dodatkom 100ng/ml GM-CSF (Leucomax,
specifi¢ne aktivnosti 4.44 x 10° Ul) i 20ng/ml IL-4 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Nemacka) u medijum za kultivaciju. Ove kulture / ko-kulture inkubirane su 6 dana u
inkubatoru sa vlaznom atmosferom na temperaturi od 37° C, u uslovima 5% zasi¢enosti
atmosfere sa CO,. U eksperimentima u kojima je ispitivan mehanizam delovanja PL-MSC
na diferencijaciju monocita do nezrelih DC, monociti su kultivisani u medijumu koji je bio
napravljen od 50% RPMI/10%FCS i 50% medijuma koji je sakupljen posle kultivacije
samih 1 x 10° PL-MSC u toku 72h u RPMI/10%FCS (kondicionirani medijum). Takode, u
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cilju ispitivanja uloge IL-6 u efektu koji PL-MSC ispoljavaju na diferencijaciju DC pri
direktnoj ko-kultivaciji ili samo putem delovanja solubilnih molekula, neutralizirajuce
antitelo (2pg/ml anti-1L-6 antitelo, R&D) dodato je u ko-kulture i u kulture monocita u
kondicioniranom medijumu. Neutraliziraju¢i efekat anti-IL-6 antitela proveren je u
kulturama monocita kojima je dodato i 10ng/ml rekombinantnog IL-6 (R&D) i 2pg/ml
ovog antitela. Nakon isteka ko-kultura/kultura celije su sakupljene ponovljenim blagim
pipetiranjem. Celije su na proto¢nom citofluorimetru testirane na prisustvo PL-MSC
ispitivanjem ekspresije CD146 molekula. Nakon §to je utvrdeno da PL-MSC nisu prisutne
u ovim suspenzijama, na delu sakupljenih ¢elija (iz svih postavljenih kultura i ko-kultura) je
na citofluorimetru analizirana ekspresija markera CD14, CD1a, HLA-DR i CD86 (odeljak
3.2.2., Tabela 3.3.). Iz drugog dela ¢elija sakupljenih iz kulture samih kontrolnih nezrelih
DC i direktnih ko-kultura (bez anti-1L-6) po 5x10°/ml ¢elija je postavljen u nove bazene
bez PL-MSC i u bazene sa slojem formiranim od 0.5 x 10°/ml PL-MSC. Sazrevanje ovih
¢elija indukovano je tokom 2 dana koktelom pro-inflamacijskih citokina (10 ng/ml TNF-a
(R&D), 10 ng/ml IL-1p (R&D), 10 ng/ml IL-6 (R&D) i Ipg/ml PGE2 (Sigma)) ili
dodatkom 100 ng/ml LPS-a (Sigma) [509]. Kontrolne zrele DC su diferencirane, i njihovo
sazrevanje je indukovano, u odsustvu PL-MSC. Kao dodatna kontrola koris¢ene su
kontrolne nezrele DC koje su nakon diferencijacije kultivisane dodatna dva dana ali bez
stimulusa za sazrevanje. Svaka linija PL-MSC (od razli¢itih donora) ko-kultivisana je u
duplikatima 1 to sa monocitima/DC od najmanje tri razli¢ita donora. Na DC sakupljenim
nakon procesa sazrevanja u prisustvu ili bez PL-MSC kao i na DC iz dodatnih kontrolnih
kultura analizirana je na protocnom citofluorimetru ekspresija markera karakteristi¢nih za
zrele DC: CD86, CD83, HLA-DR, CCR7 i CD40 (odeljak 3.2.2., Tabela 3.3.). Samo na DC
koje su i tokom faze diferencijacije i tokom faze sazrevanja bile kultivisane sa PL-MSC
dodatno je analizirana ekspresija IDO-1, ILT4 i ILT3 (odeljak 3.3.7., Tabela 3.3.). Nakon
faze sazrevanja iz kultura zrelih DC koje nikada nisu dovedene u kontakt sa PL-MSC, iz
kultura DC koje su tokom ¢itavog procesa dobijanja iz monocita bile izloZzene direktnom
uticaju PL-MSC i iz kultura DC koje su samo tokom faze sazrevanja dovedene u direktan
kontakt sa PL-MSC sakupljeni su supernatanti u kojima je analiziran nivo produkovanih
IL-27, IL-12, IL-23 i IL-10 (odeljak 3.3.6.). Nivo ovih citokina analiziran je i u
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supernatantima sakupljenim iz sedmodnevnih kultura PL-MSC koje su 5 dana kultivisane
same u prisustvu GM-CSF i IL-4, a zatim su dodatna dva dana kultivisane same u prisustvu

pro-inflamacijskog koktela.
3.3.4. Mesana leukocitna reakcija

Alostimulatorna sposobnost DC sakupljenih nakon faze sazrevanja sa ili bez PL-
MSC, ispitivana je u mes$anoj leukocitnoj reakciji (MLR) sa alogenim CD4" T limfocitima.
Za potrebe ovog testa, ko-kultivisano je 1 x 10° CD4" T limfocitima sa razli¢itim brojem
DC (1x10% 0.5x10% 0.25x10% 0.125 x10*, 0.062 x10*, 0.031x10% u 200ul RPMI/10%FCS
medijuma / po bazenu ploce sa 96 mesta u inkubatoru. Nakon 5 dana ko-kultivacije merena

je proliferacija (odeljak 3.3.5.).

U eksperimentima u kojima je ispitivan mehanizam imunosupresivnog efekta DC koje su
tokom citavog procesa dobijanja iz monocita bile izlozene direktnom uticaju PL-MSC, 1 x
10° CD4" T limfocita ko-kultivisano je sa 1 x 10° ovih ili kontrolnih zrelih DC tokom 3
dana. U neke od ovih ko-kultura dodata su neutraliziraju¢a antitela za ILT3 (2ug/ml anti-
ILT3-antitela, R&D), ili za ILT4 (2ug/ml anti-ILT3-antitela, R&D) ili 20mM inhibitora
IDO-1 enzima, 1-metil-L-triptofana (Sigma), ili antitela i inhibitor istovremeno. Nakon
tre¢eg dana, iz ovih ko-kultura magnetnim preéis¢avanjem izdvajani su CD4" T limfociti, i
deo ovako precisceni limfocita kultivisan je naredna dva dana u prisustvu 2ng/ml IL-2
(R&D).

Na delu ovako tretiranih CD4" T limfocitima analizirana je ekspresija CD25, CD39
(odeljak 3.2.2.), a u njihovoj citoplazmi nakon permeabilizacije analizirana je ekspresija
Foxp3 i IL-10 (odeljak 3.3.7.). CD4" T limfociti u kojima je detektovana intracelularna

ekspresija IL-10 su prethodno tretirani monenzinom u koncentraciji od 6mM (eBioscience).

U testu supresije analiziran je supresivni potencijal, 1L-2-stimulisanih CD4" T limfocitima,
pre¢idéenih iz ko-kultura sa DC. Za potrebe ove analize, 0.75 x 10° CD4"* T limfocita iz
ovih ko-kultura su, tokom 3 dana, ko-kultivisani sa CD3" T limfocitima u odnosu 1:1 u

bazenima ploce sa 96 mesta, koji su prethodno oblozeni preko noc¢i CD3 antitelom
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(10pg/ml, eBioscience), i dodatkom solubilnog 2ng/ml CD28 antitela (eBioscience).
Kulture posebno kultivisanih limfocita, kao i ko-kultura CD4" T limfocita koji nisu
prethodno ko-kultivisani sa DC i CD3" T limfocita, u ovim uslovima kultivacije

predstavljali su kontrole.

Deo CD4" T limfocitima je nakon 3 dana ko-kulture sa kontrolnim zrelim DC ili sa DC
dobijenim u prisustvu PL-MSC, sekundarno stimulisan ko-kultivacijom sa zrelim
kontrolnim DC tokom 5 dana (sekundarna MLR) nakon ¢ega je meren proliferativni

odgovor ovih ¢elija (odeljak 3.3.5.).

Sve ko-kulture CD4" T limfocita i DC postavljene su u duplikatu, za merenje
proliferativnog odgovora i za merenje nivoa produkovanih citokina (odeljak 3.3.6.). U ko-

kulture postavljene za anlizu citokina tokom poslednjih 8h dodati su PMA/Ca?* jonofor.
3.3.5. Proliferativni odgovor ¢elija

Proliferativni odgovor ¢elija merena je na osnovu ugradivanja timidina obelezenog
radioaktivnim *H u novosintetisanu DNK ispitivanih ¢elija. Svim kulturama/ko-kulturama
je 18h pre isteka tre¢eg dana kultivacije dodat 1 pCi *H timidina po bazenu (6.7 Ci/mmol;
Amersham Biosciences). Po isteku inkubacije, DNK c¢elija iz kulture je sakupljan na filtere
od staklenih vlakana pomocu poluautomatskog sakupljaca ¢elija (Titertek Cell Harvester,
Norveska). Filteri su osu$eni i nakon toga stavljani u bocice za merenje radiaktivnosti sa po
3 ml scintilacione te¢nosti (rastvor 4 g PPO (2,5-difeniloksazol, Ci5sH1;NO) i 0,1 g POPOP
( 1,4-di-(5-fenil-2-oksazolil)-benzen, C4H16N20) u 1 L toluola) (hemikalije i bocice, NEN,
SAD). Nivo radioaktivnosti je meren u scintilacionom beta brojac¢u (Beckman; LS5000TB).

3.3.6. Odredivanje nivoa produkovanih citokina u kulturama i ko-kulturama

celija

Produkcija citokina u supernatantima ¢elijskih kultura odredivana je ELISA metodom
(engl. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). U ovim analizama koris¢eni su

komercijalni kitovi za odredivanje koncentracije citokina: IL-2, IFN-y, IL-5, IL-17, IL-10,
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TGF-b, IL-1B, IL-6, IL-8, i TNF-a (svi kupljeni od R&D Systems, Wiesbaden, Germany).
Svi supernatanti su nakon sakupljanja odvojeni od ¢elija centrifugiranjem na 12000g, 5min
i potom smrznuti na -20° C. Izvodenje ELISA metode uradeno je sa reagensima i prema
protokolu obezbedenom od strane proizvodaca. Ukratko, protokol se sastojao od oblaganja
antitelima specificnim za odredeni citokin preko no¢i na sobnoj temperaturi, ispiranja
svakog bazena rastvorom za ispiranje (0.05% Tween u K-PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM
KCI, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, pH 7.2-7.4)), blokiranjem antitela tokom 1h sa
1% rastvorom serumskog albumina goveceta (bovin serum albumin, BSA) u K-BSA,
ispiranja (Tween/K-PBS), inkubacije tokom 2h uzoraka sakupljenih u eksperimentima i
uzoraka sa poznatom dvostruko opadaju¢om koncentracijom citokina koji su obezbedeni od
strane proizvodaca, ispiranjem (Tween/K-PBS), inkubacije tokom 1h sa Kkozijim
monoklonskim antitelom koje je konjugovano sa biotinom i specificno je za odredeni
citokin, ispiranja (Tween/K-PBS), inkubacije sa rastvorom Streptavidin-HRP enzima
tokom 20 minuta, ispiranja (Tween/K-PBS), inkubacije sa supstratom (1:1 meSavina H,O; i
tetrametilbenzidina) najviSe 20 minuta i zaustavljanja reakcije dodavanjem 2N H»SO,.
Apsorbanca je oCitavana na spektrofotometru (Behring ELISA Processor 1l) koris¢enjem
filtera 450nm i korekcijom talasne duzine oduzimanjem apsorbance izmerene na filteru
570nm. Koli¢ina citokina (u pg/ml) je odredivana u odnosu na standardnu krivu
napravljenu na osnovu vrednosti izmerenih u uzorcima sa standardizovanim dvostruko

opadaju¢im koncentracijama citokina, koriS¢enjem TableCurve 2D softvera.

3.3.7. Analiza ekspresije IDO-1, Foxp3 i IL-10

Ekspresija indolamin-2,3-dioksigenaze-1 (IDO-1) je merena na DP-MSC i DF-MSC
tretiranim TLR agonistima i na kontrolnim, netretiranim DC. Pored MSC, ekspresija IDO-1
analizirana je kod DC dobijenih iz monocita u prisustvu ili odsustvu PL-MSC. U cilju
detekcije IDO-1 enzima ove celije su inkubirane sa kozijim anti-IDO-1 poliklonskim
antitelom (Santa Cruz Biotechnology). Ekspresija Foxp3 i IL-10 merena je kod CD4™ T
limfocita (Prilog 3.) koji su predhodno tokom tri dana stimulisani kontrolnim zrelim DC ili

DC dobijenim u prisustvu PL-MSC, nakon ¢ega su preci$¢eni magnetnim sortiranjem i dva
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dana stimulisanai IL-2. U ovoj analizi kori$¢eni su misije anti-Foxp3-FITC antitelo
(eBioscience) i misije anti-IL-10-FITC antitelo (eBioscience). Celije su najpre sakupljene,
isprane u RPMI/10%FCS medijumu i izbrojane u rastvoru tripan-plavog. Zatim, prateci
uputstvo  proizvodaca kita za detekciju intracelularnih molekula (Fix&Perm
Permeabilization Kit, Caltag Laboratories), celije su permeabilizovane 1 fiksirane
inkubacijom u Fix/Perm medijumu A. Nakon ispranja u PBS-u, ¢elije u supenziji su
inkubirane 3 minuta u PBS-u sa dodatkom 5% inaktiviranog seruma magarca i potom je
inkubacija nastavljena u rastvoru Fix/Perm medijumu B sa dodatkom do zavrSetka 20.
minuta. Kao kontrola ¢elije su inkubirane sa izotipskim antitelom umesto kozijeg anti-IDO-
1 antitela. Po isteku ove inkubacije ¢elije su isprane u PBS/Na-azidu i inkbirane tokom 15
minuta u rastvoru anti-kozijeg lgG antitela proizvedenog u magarcu i konjugovanog
biotinom (Serotec). Nakon ispiranja Celije su inkubirane 15 minuta u medijumu B sa
dodatkom Strepatavidin-PE (Serotec) i analizirane na proto¢nom fluoricitometru.
Ekspresija IDO-1 detektovana je na permeabilizovanim ¢elijama koje su u analizi izdvojene

na osnovu ekspresije CD105-FITC.

3.3.8. lzolacija RNK

Da bi smo u DP-MSC i DF-MSC izmerili nivo ekspresije iRNK za TLR3 i TLR4,
sakupili smo ¢elije rastvorom tripsina i isprali ih u PBS-u. Pelet ¢elija resuspendovan je u
puferu koji permeabilizuje Celije i cuva RNK od dejstva RNKaze. Nakon ovoga celije su
zamrznute na temperaturi od -70° C do analize. Nakon odmrzavanja ¢elijske membrane i
organele lizirane su dodavanjem pufera koji sadrzi guanidin izotiocijanat, so koja dovodi do
snazne denaturacije RNKze i sprecava oSte¢enje RNK (RLT pufer, RNeasy kit, Qiagen). U
nastavku, izolacija ukupne RNK je uradena po proceduri proizvodaca kita za izolaciju koji
je koriséen (RNeasy kit, Qiagen). Celije su prenete u odgovarajuée ependorfe i
homogenizovane centrifugiranjem 2 minuta maksimalnom brzinom. Nakon toga na uzorke
je naliven 70% rastvor etanola. Ovako pripremljeni uzorci su pipetiranjem naneti na kolone
sa silika-gel membranom (RNeasy mini kolone) i centrifugirani 30s na 8000 x g. Ova mini
kolona selektivno vezuje RNK molekule vece od 200 nukleotida, Sto omogucava

obogacivanje izolata molekulima iRNK (ve¢ina molekula iRNK je ve¢a od 200 nukleotida),
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dok svi molekuli koji imaju manje od 200 nukleotida se u toku nekoliko uzastopnih
Ispiranja centrifugiranjem u RPE puferu 30s-2min na 8000 x g odstranjuju iz uzorka. Na
kraju se RNK molekuli vezani za membranu sakupljaju ispiranjem u vodi (RNK free

vodom), centrifugiranjem na 8000 x g, tokom 1 minuta.
3.3.9. Reverzna transkripcija-PCR

U cilju sinteze ¢cDNK na osnovu izolovane RNK pracena je procedura po savetu
proizvodaca ¢iji je proizvod za izolaciju koriS¢en (Reverse Transcription Kit, Applied
Biosystems). Za PCR reakciju sinteze cDNK koris¢en je AmpliTaq Gold DNA polimeraza
(Applied Biosystems), i specifiéni prajmeri (dati u Tabeli 3.5., svi kupljeni od

MWGBiotech AG, Ebensburg, Nemacka).

Tabela 3.5. Sekvence prajmera kori§¢enih u reakciji reverzne transkripcije u PCR

reakciji

SEKVENCE (5°-3’) KORISCENIH PRAJMERA
MOLEKUL

F- AGCATAGCAGCCTCTGCTTC
TLR3 R- CCTTCCCCTTCTCTCTTCTTCC

F- CCTAAGGAAACCTGATTAACA
TLR4 R- GATATTAGCTTATAGGCAAGA

_ F- TCACCCACACTGTGCCCCATCTACGA

p-aktin R- CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG

F- prajmer komplemenataran kodiraju¢em lancu DNK (forward)

R- prajmer komplementaran nekodiraju¢em lancu DNK (reverse)
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Proces amplifikacije cDNK odvijao se u ependorficama za PCR sistem (Eppendorf PCR
System), tokom 40 ciklusa na 94° C, 30s / 55° C, 30s / 70° C, 45s. Produkti PCR reakcije,
DNK marker 50bp Ladder (Sigma) i kontrole bez RNK su razdvojeni na 2% agaroznom
gelu i obejeni etidijum bromidom. Razdvajanje pruga na gelu je uslikano Chemilmager
4400 (Alpha Innotech) i analiza je vrSena koir§¢enjem softvera ImageQuant TL (Molecular
Dynamics). Nivo ekspresije iRNK za svaki pojedina¢ni molekul izrazen je preko debljine i
inteziteta odgovarajucih pruga na agaroznom gelu. Nivoi ekspresije iRNK za TLR3 i TLR4

izrazeni su kao relativna vrednost u odnosu na nivo ekspresije p-aktina.

3.4. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

U analizi podataka koris¢eni su Studentov t test, analiza varijanse (ANOVA) sa
odgovaraju¢im post-testom (Mann-Whitney post-test ili Dunnett post-test) i ne-
parametarski test Kruskal-Wallis. Koriséeni statisticki test oznacen je u opisu figura.
Statisticke znacajnosti oznacene su zvezdicama i njihovo znacenje je *P<0.05; **P<0.01;

***P<0.005 u poredenju sa odgovraju¢om kontrolom.
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4. REZULTATI

4.1. KARAKTERIZACIJA CELIJSKIH LINIJA IZOLOVANIH IZ
DELOVA ZDRAVOG ZUBA | PERIAPEKSNE LEZIJE KAO MSC

Na pocetku istrazivanja smo, prate¢i minimalne kriterijume za karakterizaciju MSC,
koje je postavilo ISCT 2006. godine [37], ispitivali prisustvo ¢elija sa karakteristikama

MSC u zdravim dentalnim tkivima i periapeksnim lezijama ¢oveka.

4.1.1. Morfoloske karakteristike i sposobnost za samo-obnavljanje DP-MSC,
DF-MSC i PL-MSC

DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC u kulturi poseduju morfologiju nalik fibroblastima §to
je karakteristika MSC izolovanih i iz drugih adultnih tkiva [388]. Takode, ove ¢elije su u
kulturi izrazeno pokretne §to se uocava kao pojavljivanje visoko pokretnih lamelopodija
(Fig. 1). DP-MSC i DF-MSC se razlikuju po prose¢noj veli¢ini ¢elija kao i po udelu celija
razliCitog precnika, pri ¢emu DP-MSC imaju ne$to manji prosecni prec¢nik (Fig. 2).
Sposobnost za samo-obnavljanje je karakteristika svih mati¢nih Celija i moze se analizirati
preko vremena potrebnog za dupliranje populacije ¢elija (engl. population doubling time,
PDT). Kriva proliferacije ovih ¢elija ima sigmoidni oblik $to ukazuje na to da ¢elije na
pocetku kultivacije (lag faza) i nakon dostizanja konfluentnosti (stacionarna faza) imaju
nizu stopu proliferacije (Fig. 3A). Uporedivanjem PDT ovih ¢elijskih linija u 4. pasazu
pokazali smo da MSC izolovane iz zdravog dentalnog tkiva imaju veci potencijal za samo-
obnavljanje u poredenju sa PL-MSC, pri ¢emu DF-MSC imaju najvisu stopu proliferacije,
dok DP-MSC imaju nesto nizu stopu proliferacije (Fig. 3A). Kada se kultivise mali broj
ovih ¢elija one pokazuju sklonost ka formiranju CFU-F, §to je jedan od kriterijuma za
karakterizaciju ovih ¢elija (Fig. 3B). Pored manjeg potencijala za proliferaciju u 4. pasazu,
PL-MSC su imale i najmanji procenat CFU-F (14.7 £ 1.6), u poredenju sa MSC iz zdravog
tkiva koje imaju u proseku 2.3 puta veci potencijal za formiranje CFU-F (34.0 + 6.8% za
DP-MSC i 36.5 = 5.8% za DF-MSC.
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Figura 1. Izgled DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC u kulturi (fazno-kontrasna

mikroskopija).
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Figura 2. Veli¢ina DP-MSC i DF-MSC.

(A) Celije su sakupljene tripsinizacijom iz kultura, od njih su napravljeni citospinovi, koji su zatim obojeni
May-Grunwald-Giemsa metodom. (B) Distribucija frekvencije pojavljivanja celija odredenog pre¢nika
izrazena kao procenat ¢elija sa odredenom duzinom pre¢nika u ukupnom broju analiziranih ¢elija (analizirano

je 150 ¢elija po svakom tipu celija).
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Figura 3. Potencijal za samoobnavljanje DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC.

(A) Dinamika proliferacije DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC u 4. pasazu. Vreme dupliranja populacije (engl.
population dubling time, PDT) izratunato je po formuli: PDT = 10 x 1g2 / 1g(N1o/Ng), Nio- broj celija
sakupljenih 10. dana i Ngpodcetni broj ¢elija. Vrednosti su izraZzene kao srednja vrednost + SD triplikata. (B)
Izgled kolonija nalik fibroblastima (engl. colony forming units-fibroblast, CFU-F) koje formiraju DP-MSC,
DF-MSC i PL-MSC u 4. pasazu. Frekvencija formiranja CFU-F, definisanih kao kolonija od najmanje 50
¢elija, je izracunata kao (broj kononija/broj zasadenih ¢elija) x 100. Pokazane su reprezentativne slike jednog

od tri eksperimenta.
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4.1.2. Fenotipske karakteristike DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC

U nastavku karakterizacije ovih ¢elijskih linija, analizirali smo ekspresiju molekula
kljuénih za identifikaciju MSC na ¢elijama u uspostavljenim cCelijskim linijama (Fig. 4-9).
Kao kontrolne ¢elije koristili smo BM-MSC (Fenotipska analiza data je u Prilogu 4.). Celije
iz ovih ¢celijskih linija nisu ispoljavale markere HLA-DR, CD45, CD19 i CD14,
karakteristi¢ne za druge celijske tipove koji mogu dugo da prezive u kulturama MSC. Na
osnovu podataka dobijenih koris¢enjem protocnog citofluorimetra slican procenat MSC
izolovanih iz zdravog dentalnog tkiva ispoljavao je CD46, CD44 i CD29 (Fig. 4, 5).
Molekuli CD90, CD73 su bili vise ispoljeni na DF-MSC, u poredenju sa DP-MSC. Takode,
nesto veca ekspresija CD166 i CD105 je detektovana kod DF-MSC u poredenju sa DP-
MSC. Sa druge strane, veca ekspresija CD56 (Fig. 12) i CD146 (Fig 4, 5) je zabelezena kod
DP-MSC, u odnosu na DF-MSC. Vec¢i procenat PL-MSC ispoljavao je CD90 i CD105, u
poredenju sa MSC iz zdravog dentalnog tkiva (Fig. 4, 5, 6). Takode, PL-MSC su imale veci
intenzitet fluorescence za CD44 (MFI=54), u poredenju sa DP-MSC (MFI=35) i DF-MSC
(MF1=31). Analiza podataka dobijenih proto¢nom citofluorimetrijom je pokazala da manji
procenat PL-MSC ispoljava CD46 (53.6 £ 7.2%) u poredenju sa MSC iz zdravog dentalnog
tkiva (oko 80%) (Fig. 4, 5, 6). Medutim, naknadnom analizom podataka dobijenih
imunocitohemijskom metodom pokazali smo da preko 90% PL-MSC ispoljava CD46 i to
polovina ovih c¢elija ovaj molekul ispoljava isklju¢ivo intracelularno (Fig. 9). Dalje,
nasuprot podacima koje smo dobili koris¢enjem proto¢nog citofluorimetra da mali procenat
¢elija ispoljava STRO-1, imunocitohemijskom metodom smo pokazali da vise od 60%
¢elija u sve tri éelijske linije ispoljava ovaj molekul i to ve¢inom intracelularno (Fig. 4-9).
Takode, imunocitohemijskom metodom smo pokazali da MSC iz zdravog dentalno tkiva
ispoljavaju CD271, i to DF-MSC u ve¢em procentu u poredenju sa DP-MSC (Fig. 7, 8).
PL-MSC, analizirane u 3. i 7. Pasazu, nisu ispoljavale ovaj molekul (Fig. 6, 9).
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Figura 4. Fenotipske karakteristike DP-MSC.

Ekspresija markera na ¢elijama je analizirana na FACS-u i procenat ¢elija koje ispoljavaju odredeni marker

oznacen je iznad odgovarajuceg histograma.
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Figura 5. Fenotipske karakteristike DF-MSC.

Ekspresija markera na ¢elijama je analizirana na FACS-u i procenat ¢elija koje ispoljavaju odredeni marker

oznacen je iznad odgovarajuceg histograma.
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Figura 6. Fenotipske karakteristike PL-MSC.

Ekspresija markera na ¢elijama je analizirana na FACS-u i procenat ¢elija koje ispoljavaju odredeni marker

oznacen je iznad odgovarajuceg histograma.
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Figura 7. Fenotipske karakteristike DP-MSC.

Na ¢elijama postavljenim na citospinovima je imunocitohemijskom metodom detektovana ekspresija molekula
naznacenog iznad svake fotografije. Pozitivne Celije se vide kao razli¢ite nijanse braon boje karakteristicne za

imunoperoksidaznu reakciju koris¢enu u analizi. Celije su analizirane na svetlosnom mikroskopu. Barovi
predstavljaju duzinu od 100um.
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Figura 8. Fenotipske karakteristike DF-MSC.

Na ¢elijama postavljenim na citospinovima je imunocitohemijskom metodom detektovana ekspresija molekula
naznaéenog iznad svake fotografije. Pozitivne Celije se vide kao razligite nijanse braon boje karakteristi¢ne za
imunoperoksidaznu reakciju koris¢enu u analizi. Celije su analizirane na svetlosnom mikroskopu. Barovi

predstavljaju duzinu od 100um.
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Figura 9. Fenotipske karakteristike PL-MSC.

CD29

STRO-1

Na celijama postavljenim na citospinovima je imunocitohemijskom metodom detektovana ekspresija molekula

naznacenog iznad svake fotografije. Pozitivne Celije se vide kao razliCite nijanse braon boje karakteristicne za

imunoperoksidaznu reakciju koris¢enu u analizi. Celije su analizirane na svetlosnom mikroskopu. Barovi

predstavljaju duzinu od 100um.
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4.1.3. Potencijal DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC za diferencijaciju

Kao poslednji korak u identifikaciji MSC u ¢elijskim linijama dobijenim iz dentalne
pulpe, dentalnog folikula i periapeksne lezije, ispitivali smo sposobnost ovih ¢elijskih linija

za diferencijaciju u tri tipa ¢elija mezenhimskog porekla: osteoblasti, hondrocite i adipocite.

Kada smo tri celijske linije izlozili dejstvu indukcionih medijuma za osteogenezu,
hondrogenezu i adipogenezu u in vitro uslovima, pokazali smo da se one medusobno
razlikuju po procentu ¢elija koje imaju potencijal za diferencijaciju u ove celijske tipove
(Fig. 10A-C). Nakon kultivacije u adipogenom medijumu i bojenja ¢éelija sa Oil-red bojom
(Fig. 10A), DF-MSC su, na osnovu veéeg broja masnih kapi koje su bile i veéeg precnika,
pokazale izrazeniji potencijal za diferencijaciju u adipocite u poredenju sa DP-MSC, dok je
ovaj potencijal bio najslabije izrazen kod PL-MSC. Takode, analizom procentualnog udela
povrsine ¢elija u kulturi koju, nakon kultivacije DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC u medijumu
za indukciju osteogeneze, ispunjavaju nodule akumuliranog kalcijuma (boje se crveno
Alizarin-red bojom) (Fig. 10B), pokazali smo da PL-MSC imaju najja¢i potencijal za
diferencijaciju u osteocite (18.9 * 4.6%), a da DP-MSC imaju izraZeniju osteogenu
sposobnost (13 + 5.3%) u poredenju sa DF-MSC (6 + 2.1%). Pored toga vise DP-MSC
ispoljava alkalnu fosfatazu i osteopontin (Fig. 11A, B), Sto su takode karakteristike
prekursora u procesu osteogeneze. Analizom jaéine Alcian-blue boje na krio-presecima
peleta formiranog tokom kultivacije ¢elija u hondrogenom medijumu (Fig. 10C), zapazili
smo da je intezitet plave boje najjaci po obodu peleta, dok se ka unutras$njosti intezitet
smanjuje. PL-MSC su imale najjaci potencijal za diferencijaciju u hondrocite, a od dve
linije MSC izolovane iz zdravog dentalnog tkiva DP-MSC su imale izrazeniju hondrogenu
sposobnost u poredenju sa DF-MSC. Ovim ispitivanjem zaklju¢ili smo da, pod uticajem
odredenih indukcionih medijuma, DF-MSC imaju najjaci potencijal za adipogenezu, dok
PL-MSC imaju najizrazeniji potencijal za diferencijaciju u hodrocite i osteocite.
Uporedivanjem linija izolovanih iz zdravih dentalnih tkiva, DP-MSC imaju izrazeniju

hondrogenu i osteogenu sposobnost.
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Figura 10. Potencijal za diferencijaciju DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC u 5. pasazu.

Celije su kultivisane u kontrolnom medijumu ili medijumu za indukciju diferencijacije, nakon ¢ega su Celije
obojene (A) Qil red bojom, koja boji masne kapi crvenom, za kvantifikaciju adipogeneze (B) Alizarin red
bojom, koja boji nodule kalcijuma crveno, za detekciju osteogeneze (C) Alcian blue bojom, koja boji plavo
glikozaminoglikane, sastojak ekstracelijskog matriksa koji produkuju hondroblasti, za detekciju hondrogeneze
i Nuclei red bojom jedra u crveno.
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Figura 11. Osteogeni potencijal DP-MSC i DF-MSC u 5. pasazu.

Celije su kultivisane u kontrolnom ili medijumu za indukciju diferencijacije, nakon ega su sakupljene
tripsinizacijom, od njih su napravljeni citospinovi i na njima je detektovana (A) aktivnost alkalne fosfataze,
dodavanjem substrata za ovaj enzima (meSavina naftol-dimetil formamid / tris(dihidroksimetil)
aminometan) i hromogena Fast Red, zbog ¢ega se ¢elije koje ispoljavaju aktivnu alkalnu fosfatazu boje
crveno; (B) ekspresija osteopontina, imunocitohemijskom reakcijom kori§éenjem anti-osteopontin antitela.
Pozitivne Celije vide se kao razli¢ite nijanse braon boje karakteristiéne za imunoperoksidaznu reakciju,

koris¢enu u analizi.
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Figura 12. Ekspresija CD56 na DP-MSC i DF-MSC u 5. pasazu.

Ekspresija CD56 na MSC je analizirana na FACS-u i procenat ¢éelija koje ispoljavaju ovaj marker
oznaCen je iznad histograma. Ekspresija CDS56 analizirana je i na citospinovima obojenim
imunocitohemijskom metodom kori§¢enjem anti-CD56 antitela. Pozitivne ¢elije vide se na svetlosnom
mikroskopu kao razli¢ite nijanse braon boje karakteristi¢ne za imunoperoksidaznu reakciju, koris¢enu u

analizi.
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4.1.4. Transplantacija MSC u ksenogenog domacina

Pored sposobnosti ovih ¢elijskih linija da se diferenciraju u razlicite ¢elijske tipove pod
uticajem specifi¢nih indukcionih medijuma kultivacijom in vitro, prate¢i metod opisan od
strane Stevens i saradnici (2008), ispitivali smo i njihovu sposobnost za diferencijaciju u
in vivo uslovima. Posle 18 dana od implantacije ¢elija iza uveta BALB/c miSevima starim
1 dan, sve tri Celijske linije indukovale su formiranje granulomatoznog inflamacijskog
tkiva, $to je odlika reakcije odbacivanja kseno-transplantata. Nakon bojenja preseka tkiva
izolovanog sa mesta implantacije tro-bojnom tehnikom po Masson-u (Fig. 13-15 A) jasno
se uocCava fibrozna kapsula vezivnog tkiva bogatog kolagenom formirana oko
implantiranih c¢elija i ¢elija koje su privucene na mesto implantacije. Analiza preseka
obojenih hematoksilin-eozin tehnikom (Fig. 13-15 B, C) pokazala je da u ¢elijskom
infiltratu, koji zauzima periferiju granulomatoznog tkiva, dominiraju makrofage,
gigantske Celije i druge inflamacijske celije, dok je sam centar bio ispunjen mrtvim

¢elijama. Na presecima tkiva nisu uocene nikakve diferencirane strukture.
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Figura 13. Transplantacija DP-MSC u ksenogenog domacina.

DP-MSC (1x10°% su aplikovane subkutano iza uha BALB/c miSevima starim jedan dan. Prikazane su
fotografije eksplanata izolovanih nakon 18 dana i obojenih (A) trobojnom tehnikom po Masonu (engl. Masson
trichrom staining) (B, C) hematoksilin/eozin bojenjem (A, B- uveli¢anja fotografija je 20x, C- uveli¢anje
fotografije je 40x). l-implantirane ¢elije, m-misi¢i, c-fibrozna kapsula, f-fibrozno tkivo, *-fibroblasti, &-

makrofage.
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Figura 14. Transplantacija DF-MSC u ksenogenog domacina.

DF-MSC (1x10°% su aplikovane subkutano iza uha BALB/c miSevima starim jedan dan. Prikazane su
fotografije eksplanata izolovanih nakon 18 dana i obojenih (A) trobojnom tehnikom po Masonu (engl. Masson
trichrom staining) (B, C) hematoksilin/eozin bojenjem (A, B- uveli¢anja fotografija je 20x, C- uveli¢anje
fotografije je 40x). l-implantirane ¢elije, m-misi¢i, c-fibrozna kapsula, f-fibrozno tkivo, *-fibroblasti, &-

makrofage A-adipociti.
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Figura 15. Transplantacija PL-MSC u ksenogenog domacina.
PL-MSC (1x10°) su aplikovane subkutano iza uveta BALB/c miSevima starim jedan dan. Prikazane su fotografije
eksplanata izolovanih nakon 18 dana i obojenih (A) trobojnom tehnikom po Masonu (engl. Masson trichrom staining)
(B, C) hematoksilin/eozin bojenjem (A, B- uveli¢anja fotografija je 20x, C- uvelianje fotografije je 40x). I-implantirane

¢elije, m-misici, c-fibrozna kapsula, f-fibrozno tkivo, *-fibroblasti, &- makrofage.
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42.IMUNOMODULACIJSKE KARAKTERISTIKE MSC
IZOLOVANIH 1Z ZDRAVIH DENTALNIH TKIVA

Veliki broj istrazivanja sprovedenih na MSC iz adultnih tkiva pokazao je da kvalitet
imunomodulatornog efekta (imunostimulacija ili imunosupresija) MSC zavisi od sredinskih
faktora kojima su izloZene 1 od tipa i stupnja razvoja na kom se nalaze ¢elije imunskog

sistema (zrele Celije, nediferencirane, neaktivne ili aktivirane c¢elije) na koje MSC deluju.

4.2.1. Efekat DP-MSC i DF-MSC na proliferaciju alogenih mononuklearnih

¢elija periferne krvi in vitro

Jedna od vaznih karakteristika svih do sada izolovanih MSC iz adultnog tkiva je
njihova sposobnost da inhibiraju mitogenima indukovanu proliferaciju limfocita [510].
Imunosupresivni potencijal DP-MSC i DF-MSC je ispitivan u ko-kulturi sa nestimulisanim
ili PHA-stimulisanim PBMC (Fig. 16). Pre kultivacije sa PBMC, MSC su tretirane sa
mitomicinom C ¢ime je blokirana njihova proliferacija u eseju. Nijedna Celijska linija nije
menjala proliferaciju nestimulisanin PBMC. U ovom sistemu, DP-MSC su pokazale blag
inhibitorni efekat na proliferaciju PBMC (p<0.05), dok proliferacija PBMC nije bila

izmenjena u prisustvu DF-MSC.

Dalje smo ispitivali da li aktivacija MSC izolovanih iz zdravog dentalnog tkiva TLR
agonistima moze da dovede do promene u njihovoj imunomodulatornoj sposobnosti (Fig.
16). MSC su tokom 24h tretirane TLR3-agonistom (poly(l:C) ili TLR4-agonistom (LPS),
nakon cega su intenzivno isprane i zatim kultivisane sa PHA-stimulisanim PBMC.
Aktivacija TLR3-agonistom pojacala je inhibitorni efekat DP-MSC na proliferaciju PBMC.
DF-MSC su nakon tretmana TLR3-agonistom postale imunosupresivne. Zanimljivo je da je
tretman TLR4-agonistom doveo do potpuno suprotnih efekata kod ove dve MSC linije.

Tako je ovaj tretman doveo do potpunog gubitka ispitivanog imunosupresivnog potencijala
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Figura 16. Imunomodulatorne karakteristike DP-MSC i DF-MSC.

MSC, netretirane ili tretirane TLR agonistima [25 pg/mL poly(I:C) ili 200 ng/mL LPS] su ko-kultivisane sa
PBMC stimulisanim sa PHA 250ng/ml, tokom 3 dana. Kontrolne PBMC stimulisane sa PHA su kultivisane
bez MSC. Sve kulture su uradene u Cetvoroplikatima na osnovu ¢ega je izracunata srednja vrednost = SD.
Prikazan je jedan reprezentativni eksperiment od 4 eksperimenta. *P<0.05; **P<0.01 u poredenju sa

odgovarajuc¢om kontrolom.
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Figura 17. Ekspresija iRNK u DP-MSC i DF-MSC za TLR3 i TLR4.

(A) Analiza ekspresije iRNK za TLR3, TLR4, i B-aktin u MSC uradena RT-PCR-om. M-marker; NTC-

negativna kontrola. (B) nivo ekspresija iRNK za TLR3 i TLR4 je kvantifikovan merenjem povrsine koju

zauzimaju linije nastale RT-PCR-om, i rezultati su izrazeni kao relativna vrednost u odnosu na ekspresiju p-
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kod DP-MSC, dok je imunosupresivni potencijal DF-MSC bio pojacan nakon ovog

tretmana.

Naknadno smo potvrdili da ove dve linije MSC izolovane iz zdravog dentalnog tkiva zaista
i ispoljavaju TLR3 i TLR4 (Fig. 17). Podaci dobijeni analizom koli¢ine produkovane iRNK
pokazali su da DP-MSC produkuju 1.3 puta vise TLR3, odnosno 2.6 puta vise TLR4 u
poredenju sa DF-MSC.

4.2.2. Mehanizmi koji posreduju u imunosupresivnom efektu DP-MSC i DF-

MSC na mononuklearne ¢elije periferne krvi in vitro

U nastavku smo ispitivali koji ~mehanizam posreduje u pokazanom
imunosupresorskom efektu ovih MSC, a koji je podlozan modifikaciji tretmanom TLR-
agonistima. Posto je pokazano da BM-MSC ovakav imunosupresorski efekat ostvaruju
posredstvom TGF-B [371, 381], mi smo ispitivali da li produkcija ovog citokina od strane
DP-MSC i DF-MSC moze biti odgovorna za efekat ovih ¢elija na proliferaciju PHA-
stimulisanih PBMC (Fig. 18A). U odsustvu TLR-agonista, DP-MSC su produkovale
znadajne koli¢ine ovog molekula (325 + 46 pg/ml/5x10* ¢elija), dok je produkcija ovog
molekula od strane DF-MSC bila ispod nivoa detekcije. DF-MSC su produkovale znac¢ajno
ve¢e koli¢ine TGF-f nakon stimulacije TLR3-agonistom i TLR4-agonistom. Tretman
TLR3-agonistom doveo je do dvostrukog povecanja produkcije TGF-B od strane DP-MSC,
dok su iste celije nakon tretmana TLR4-agonistom produkovale znaCajno manje ovog
citokina u poredenju sa produkcijom u odsustvu ovog stimulusa. Isti obrazac produkcije
ove MSC su zadrzale nakon uklanjanja stimulusa ispiranjem i dodatnog tretmana

mitomicinom C tokom 24h (podaci nisu prikazani).

Da bismo ispitali povezanost produkcije TGF-f, promena u njegovoj produkciji izazvanih
tretmanom TLR-agonistima i efekta koji ove MSC ispoljavaju na proliferaciju PHA-
stimulisanih PBMC, u kulture ovih MSC sa PBMC u ko-kulture je dodato anti-TGF-f
antitelo (Tabela 1). PHA-stimulisane PBMC kojima je dodat TGF-p (1ng/ml) i ista

koncentracija anti-TGF-p antitela kao u ko-kulturama, sluzile su kao pozitivna kontrola za
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Figura 18. Efekat TLR agonista na produkciju citokina od strane DP-MSC i DF-MSC.

(A) Nivo TGF-B i (B) nivo IL-6 mereni su u kulturama MSC (1x10*/bazenu) koje su netretirane (sivi barovi)
ili tretirane TLR agonistima [25 pg/mL poly(I:C) ili 200 ng/mL LPS] (crni barovi) u toku 24h. Sve kulture se
postavljene u Cetvoroplikatima na osnovu Cega je izraCunata srednja vrednost + SD. Prikazan je jedan od 4
uradena eksperimenta sa sli¢nim rezultatima. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.005 u poredenju sa odgovraju¢om

kontrolom.
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Tabela 1. Efekat TGF-f neutraliziraju¢eg antitela na proliferaciju PBMC stimulisanu PHA

PBMCs PBMC + anti-TGF-3 mAb
Control 100.0 £ 14.1% 106.1 £ 9.2%
Control + TGF-B (Ing/ml)  42.1 £ 6.2% 89.1+4.9%
DPSCs 72.5% + 9.3% 103.4 + 11.3%
DPSCs (poly I.C-treated) 54.2 £ 16.2% 76.4 £ 8.5 %
DFPCs 123.2 £ 10.24% 116.4 £ 18.2%
DFPCs (poly I:.C-treated) 58.33 £ 10.5% 80.4+12.2%

efikasnost TGF-f u supresiji proliferacije PBMC. Takode, na ovaj nain pokazana je
efikasnost anti-TGF- antitela da blokira ovaj supresivni efekat TGF-f. Dodatak antitela u
potpunosti je neutralisao supresivni efekat DP-MSC i egzogenog TGF-B na proliferaciju
PBMC. Medutim, imunosupresivni efekat indukovan nakon tretmana obe celijske linije
TLR3-agonistom nije mogao biti u potpunosti blokiran dodavanjem anti-TGF-f antitela u

ko-kulturu.

Ovi rezultati pokazali su nam da TGF-Bf mozda nije jedini molekul odgovoran za
imunosupresivnu aktivnost DP-MSC i DF-MSC. Pored TGF-B, u skorije vreme je
pokazano da mehanizam koji se zasniva na aktivnosti IDO-1 enzima posreduje u
imunosupresivnim efektima BM-MSC na proliferaciju alogenih PBMC [293]. U odsustvu
stimulusa sli¢an procenat DP-MSC i DF-MSC ispoljava IDO-1 (Fig. 19). Tretman TLR3-
agonistom ni na koji na¢in ne uti¢e na ekspresiju ovog molekula u DP-MSC i DF-MSC. Sa
druge strane, LPS dovodi do smanjenja ekspresije IDO-1 i to 3.2 puta u DP-MSC i 1.4 puta
u DF-MSC.

Kako su neki radovi pokazali da tretman BM-MSC TLR-agonistima moze, ne samo da
inhibira imunosupresivnu, ve¢ da indukuje proinflamacijsku aktivnost ovih ¢elija [244],
dodatno smo ispitivali promene u produkciji I1L-6, kao dobro poznatog proinflamacijskog
molekula, od strane DP-MSC i DF-MSC (Fig. 18B). Nestimulisane i LPS-stimulisane MSC
nisu produkovale IL-6. Medutim, DF-MSC i DP-MSC nakon stimulacije Poly(l:C)-om
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(TLR3 agonistom) produkovale su izuzetno visoke koncentracije IL-6 i ispoljavale su

snazan supresivni efekat na proliferaciju PHA-stimulisanih PBMC.
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Figura 19. Efekat TLR agonista na ekspresiju IDO-1 enzima od strane
DP-MSC i DF-MSC.

Netretirane MSC (1x10%/bazenu) ili tretirane tokom 24h TLR agonistima [25 pg/mL poly(I:C) ili 200 ng/mL
LPS], obelezene su anti-IDO-1 antitelom ili izotipskom kontrolom i nakon toga analizirane na FACS-u. Sve
kulture i merenja su uradene u ¢etvoroplikatima na osnovu ¢ega je izracunata srednja vrednost + SD. Prikazan

je jedan od 4 uradena eksperimenta sa sliénim rezultatima.
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4.3. IMUNOMODULATORNE KARAKTERISTIKE PL-MSC

Kako smo pokazali da in vitro tretman MSC izolovanih iz zdravog tkiva TLR-
agonistima podsti¢e imunosupresivnu aktivnost nas slede¢i cilj je bio da ispitamo da li PL-
MSC, izolovane iz sredine bogate TLR-ligandima, za koje smo takode pokazali da
ispoljavaju TLR3 i TLR4 (Prilog 5.), poseduju imunomodulatorne karakteristike.

4.3.1. Efekat PL-MSC na proliferaciju i produkciju citokina od strane alogenih

mononuklearnih ¢elija periferne krvi in vitro

Analizu imunomodulatornih osobina PL-MSC zapoceli smo ispitivanjem njihovog
efekta na proliferaciju alogenih PBMC stimulisanih mitogenom (PHA) (Fig. 20). PL-MSC
su tretirane sa mitomicinom C, isprane i zatim ko-kultivisane sa nestimulisanim ili PHA-
stimulisanim PBMC. Nasuprot MSC izolovanim iz zdravog dentalnog tkiva, PL-MSC su,
bez ikakvog dodatnog tretmana, pokazale snazan inhibitorni efekat na proliferaciju PHA-
stimulisanih PBMC.

Dalje smo ispitivali kako ove ¢elije uticu na produkciju citokina od strane ko-kultivisanih
PBMC, odnosno kako uti¢u na razvoj razli¢itih tipova efektorskih CD4" T limfocita (Th1,
Th2, Th1l7) / Treg limfocita (Fig. 21). Ocekivano, smanjena proliferacija PBMC u ko-
kulturi sa ovim MSC bila je pra¢ena i smanjenom produkcijom IL-2 u ko-kulturama. U ko-
kulturama PBMC i PL-MSC detektovana je znafajno manja koncentracija IL-5 i IFN-y, a
koncentracija IL-17 i IL-10 nije bila znacajnije izmenjena, u odnosu na kulture samih
PBMC. Medutim, u ovim ko-kulturama znacajno je porasla koli¢ina produkovanog TGF-3
u poredenju sa kulturama samih PBMC. PL-MSC su i same produkovale visoke koli¢ine

TGF-B (170+85pg/ml).
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Figura 20. Efekti PL-MSC na proliferaciju PBMC.

PL-MSC, pre-tretirane mitomicinom, su ko-kultivisane sa nestimulisanim ili PHA-stimulisanim PBMC.
Kontrolne PBMC kultivisane su bez PL-MSC. Nakon 3 dana kultivacije merena je proliferacija PBMC
(prikazana kao srednja vrednost + SD vrednosti dobijenih iz 3 eksperimenta svaki raden u duplikatima *p <

0.05 u poredenju sa kontrolom (Kruskal-Wallis test).
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Figura 21. Efekti PL-MSC na produkciju citokina od strane PBMC.

PL-MSC, pre-tretirane mitomicinom, su ko-kultivisane sa nestimulisanim ili PHA-stimulisanim PBMC.
Kontrolne PBMC kultivisane su bez PL-MSC. Nakon 3 dana ko-kultivacije/kultivacije merena je rodukcija
citokina (prikazana kao srednja vrednost £ SD vrednosti dobijenih iz 3 eksperimenta svaki raden u

duplikatima). *p < 0.05 u poredenju sa kontrolom (Kruskal-Wallis test).
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4.3.2. Efekat PL-MSC na produkciju citokina od strane alogenih

inflamacijskih ¢elija periapeksne lezije in vitro

Na osnovu prethodnih rezultata koji su pokazali da PL-MSC poseduju snazan anti-
proliferativni i anti-inflamatorni efekat u ko-kulturi sa PHA-stimulisanim alogenim PBMC,
dalje smo ispitivali da li ove ¢elije imaju sli¢an imunomodulatorni efekat i na produkciju

citokina od strane alogenih PL-IC.

Analizirana je produkcija citokina nakon 24h kultivacije samih PL-IC, samih PL-MSC i ko-
kultivacije ova dva tipa ¢elija (Fig. 22). Svim kulturama dodat je PMA/Ca** jonofor kao
dodatni stimulus za egzocitozu sintetisanih citokina. U ko-kulturama PL-MSC i PL-IC
izmerena je znacajno manja koncentracija svih testiranih citokina u odnosu na
koncentracije citokina koje su dobijene sabiranjem citokina produkovanih u kulturama
samih PL-MSC i samih PL-IC. Od testiranih citokina same PL-MSC produkovale su visok
nivo IL-6, nesto manje IL-8, malu koli¢inu IL -1, dok je produkcija TNF-a od strane ovih

¢elija bila na donjoj granici detekcije.

Dalje smo ispitivali da li je kontakt izmedu PL-MSC i PL-IC neophodan za opisan efekat
na produkciju citokina u ko-kulturi (Fig. 23). PL-IC i PL-MSC su najpre tokom 24h ko-
kultivisane u sistemu bez kontakta, nakon toga su PL-MSC otklonjene, a PL-IC sakupljene,
isprane, i zatim ponovo kultivisane samostalno. Nakon 24h kultivacije samih i ovako pre-
tretiranih PL-1C sakupljeni su supernatanti u kojima je analizirana produkcija citokina. PL-
IC pre-tretirane na ovaj naéin produkovale su zna¢ajno manje koncentracije IL-1pB, IL-6 i
TNF-0 u odnosu na PL-IC kultivisane samostalno od pocetka eseja. Nije bilo znacajne
razlike u produkciji IL-8 izmedu pre-tretiranih PL-IC i onih koje su od pocetka samostalno

kultivisane.
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Figura 22. Efekat PL-MSC na produkciju citokina od strane PL-IC.

PL-MSC su ko-kultivisane sa PL-IC tokom 24h u sistemu direktne ko-kultivacije u odnosu 1/10 (PL-
MSC/PL-IC). Kulture samih PL-MSC i samih PL-IC su sluZile kao kontrole. Produkcija citokina stimulisana
je dodatkom PMA (20ng/ml) i Ca*'-jonofora (1uM). Nivo citokina produkovanih u ko-kulturama PL-
MSC/PL-IC uporedivan je sa zbirom produkovanih citokina u kontrolnim kulturama samih PL-MSC i samih
PL-IC. Vrednosti su date kao srednja vrednost = SD vrednosti dobijenih iz 5 eksperimenta (kori$¢ene su PL-

MSC od dva donora i PL-IC od 5 alogenih donora). *p < 0.05 u poredenju sa sumom citokina (PL-MSC +
PL-IC) (Mann-Whitney test).
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Figura 23. Efekat PL-MSC na produkciju citokina od strane PL-IC.

PL-MSC su ko-kultivisane sa PL-IC tokom 24h u sistemu u kom je sprefen direktan kontakt izmedu ¢elija
(engl. Transwell). Nakon sakupljanja supernatanta i uklanjanja PL-MSC, PL-IC (kontrolne i one kultivisane
sa PL-MSC) su isprane i tretirane sa PMA/CA*-jonoforom tokom narednih 24h nakon &ega je merena
koncentracija citokina. Kontrolne PL-IC su kultivisane u istom sistemu, po istom postupku, ali bez PL-MSC.
Vrednosti su date kao srednja vrednost + SD vrednosti dobijenih iz 5 eksperimenta (koris¢ene su PL-MSC od
dva donora i PL-IC od 5 alogenih donora). *p < 0.05 u poredenju sa citokina samih PBMC (Mann-Whitney
test).
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4.3.3. Interakcije izmedu PL-MSC i dendritskih ¢éelija

Nakon pokazanog anti-inflamacijskog efekta PL-MSC na PL-IC, na$ slede¢i cilj je
bio da ispitamo potencijal PL-MSC da modifikuju proces dobijanja DC iz monocita

periferne krvi u in vitro uslovima.
4.3.3.1. Ko-lokalizacija MSC i dendritskih éelija unutar periapeksne lezije

Na pocetku ovih istrazivanja smo, imunocitohemijskim metodama na presecima
periapeksnih lezija, analizirali lokalizaciju i ko-lokalizaciju MSC i DC. Kao pozitivna
kontrola za identifikaciju MSC unutar tkiva koristili smo preseke masnog tkiva, jednog od
najéeSée ispitivanog izvora MSC. Kao markere MSC Kkoristili smo CD146 i STRO-1.
Najveéi broj Celija pozitivnih na ove markere bio je lokalizovan u endotelu arteriola 1
kapilara, ali su ove markere jasno ispoljavale 1 pojedina¢ne ¢elije u blizini krvnih sudova
unutar periapeksnih lezija (Fig. 24). Unutar masnog tkiva, ¢elije koje ispoljavaju ove
markere su bile sli¢no distribuirane (Fig. 25). Celije sa dendritskom morfologijom,
pozitivne za HLA-DR i CD209 bile su zastupljene u velikom broju unutar periapeksnih
lezija (Fig. 26). Pored podataka o distribuciji pojedinacnih celijskih tipova, analizom na
konfokalnom mikroskopu smo pokazali da DC, koje smo identifikovali kao HLA-DR”,
CD11c", S100%, CD209" i CD83" ¢elije, dolaze u interakciju sa CD146*, STRO-1" MSC
(Fig. 27). Interakcije ovih celija detektovane su unutar endotela krvnih sudova kao i u

njihovoj blizini.

Posto smo pokazali da unutar periapeksnih tkiva, MSC stupaju u interakcije i sa nezrelim
DC identifikovanim kao CD209", i sa zrelim CD83" DC, u nastavku smo, na in vitro
modelu nastanka inflamatornih DC iz monocita periferne krvi, ispitivali da li PL-MSC
imaju potencijal da, u zavisnosti od stadijuma razvoja DC, razli¢ito modifikuju funkciju

ovih ¢eljja.
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Figura 24. Distribucija MSC u periapeksnoj leziji.

Distribucija MSC unutar periapeksne lezije analizirana je nakon bojenja preseka tkiva periapeksnih lezija
imunocitohemijskom metodom koja se zasniva na imunoperoksidaznoj reakciji. Braon boja oznacava
ekspresiju CD146 (A, B) odnosno STRO-1 (C, D) na (elijama. Kontrolni preseci inkubirani su sa
irelevantnim antitelom (E). Uvelicanje fotografija obelezenih sa A, C i E je 20x, a B i D je 40x.
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Figura 25. Distribucija MSC u masnom tkivu.

Distribucija MSC unutar mansog tkiva analizirana je nakon bojenja preseka tkiva imunocitohemijskom
metodom koja se zasniva na imunoperoksidaznoj reakciji. Braon boja oznacava ekspresiju CD146 (A)
odnosno STRO-1 (B) na ¢elijama. Kontrolni preseci inkubirani su sa irelevantnim antitelom (C). Uveli¢anje

fotografija je 40x.
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Figura 26. Distribucija DC u periapeksnoj leziji.

Distribucija DC unutar periapeksne lezije analizirana je nakon bojenja preseka tkiva periapeksnih lezija
imunocitohemijskom metodom koja se zasniva na imunoperoksidaznoj reakciji. Braon boja oznacava ekspresiju

CD209 (A) odnosno HLA-DR (B) na ¢elijama. Kontrolni preseci inkubirani su sa irelevantnim antitelom (E).
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Figura 27. Kolokalizacija MSC i DC u periapeksnoj leziji.

Ko-lokalizacija MSC/DC unutar periapeksne lezije analizirana je na presecima koji su istovremeno inkubirani
sa antitelima na markere specificne za MSC (STRO-1 i CD146) i DC (CD83, S100, HLA-DR, CD209 i

CD11c), na konfokalnom mikroskopu. Bele strelice pokazuju kontakt izmedu dva tipa celija.
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4.3.3.2. Imunomodulatorni efekat PL-MSC na proces diferencijacije dendritskih ¢elija

iz monocita periferne krvi in vitro

Najpre smo ispitivali osobine DC neposredno nakon faze diferencijacije u toku koje
su bile ko-kultivisane sa PL-MSC. Takode, smo analizirali osobine DC koje su
diferencirane sa ili bez PL-MSC, nakon procesa sazrevanja indukovanog pro-
inflamacijskim koktelom u odsustvu PL-MSC.

Tokom ko-kultivacije neke od nezrelih DC (iDC) tokom diferencijacije adheriraju na
lamelopodijama mnogo ve¢ih PL-MSC (Fig. 28A). Nakon 5 dana, pazljivo sakupljene iDC
su testirane za ekspresiju CD146 (da bi se uklonila moguénost kontaminacije PL-MSC).
Posto u suspenziji iDC diferenciranih u prisustvu PL-MNC vise od 98% ¢elija ne ispoljava
ovaj molekul (Fig. 28B) utvrdili smo da se suspenzija sastoji od ¢iste populacije iDC i da
svi efekti ove suspenzije mogu biti okarakterisani kao efekti ovako diferenciranih iDC.
Takode pokazali smo da je u ovoj suspenziji iDC kao i u suspenziji kontrolnih iDC 90%
¢elija zivo (Fig. 28C).

Analiza svetlosnim mikroskopom iDC u kulturi i iDC obojenih MGG-tehnikom potvrdila je
da kontrolne iDC imaju morfologiju nalik flasi sa mnogobrojnim izduZenim nastavcima $to
odgovara karakteristikama iDC (Fig. 29). Za razliku od kontrolnih iDC, oko 40% iDC
diferenciranih u prisustvu PL-MSC (citospinovi napravljeni od suspenzija sakupljnih iz ko-
kultura 5 razli¢itih DC/PL-MSC parova analizirani su na 10 razli¢itih vidnih polja) imalo je
morfologiju nalik makrofagama. Ove ¢elije su bile zaobljene, bez nastavaka, i u njihovoj
citoplazmi bio je primetan veliki broj vezikula. Pored morfologije koja je ukazivala na
poremecen proces diferencijacije DC u prisustvu PL-MSC, ove iDC ispoljavale su i visi
nivo CD14 i nizi nivo CD86 u poredenju sa kontrolnim iDC (Fig. 30). Ekspresija CDla i
HLA-DR na ovim ¢elijama bila je slicna kao kod kontrolnih iDC, a unutar CD14"
populacije iDC diferentovanih u prisustvu PL-MSC identifikovane su i celije koje
ispoljavaju i one koje ne ispoljavaju CD1a (Fig. 30). Da bi smo ispitali da li su PL-MSC
ovakav supresivan efekat na diferencijaciju iDC ostvarile posredstvom solubilnih faktora,

paralelno smo proces diferencijacije monocita do iDC indukovali u medijumu koji je
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Figura 28. Diferencijacija monocita u DC u prisustvu PL-MSC.

Monociti su diferencirani u prisustvu PL-MSC u iDC**"~"S€ j|i bez PL-MSC u iDC, i nakon 5. dana (A)
Fazno-kontrasnom mikroskopijom je analiziran izgled kultura/ko-kultura. Nakon toga iDC i iDC**P-MSC gy
sakupljene blagim pipetiranjem, nakon ¢ega je analizirano prisustvo (B) PL-MSC (CD146" éelija) u suspenzi
iDCYPEMSC na FACS-u (C) nevijabilnih éelija u  suspenziji kontrolnih iDC odnosno iDCH"P-MSC

Pl/aneksin-V bojenjem i analizom na FACS-u.
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Figura 29. Uticaj PL-MSC na proces diferencijacije monocita u DC.

Monociti su diferencirani u prisustvu PL-MSC u iDC**"-MSC j|i ez PL-MSC u iDC, i zatim su obojeni

MGG-tehnikom i analizirani na svetlosnom mikroskopu.
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Figura 30. Uticaj PL-MSC na proces diferencijacije monocita u DC.

Monociti su diferencirani u prisustvu PL-MSC u iDC*P~"MSC i bez PL-MSC u iDC, i zatim su dvostruko
obojeni kombinacijom antitela na CD14/CD1a i CD86/HLA-DR i analizirani na FACS-u. Prikazani su (A)
paneli za jedan reprezentativni DC/PL-MSC par i (B) grafikon sa srednjim indeksima + SD za svih 8 DC/PL-

MSC parova. Formula za izraGunavanje indeksa data je u odeljku Materijal i metode.
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sakupljen iz Cistih kultura PL-MSC. Analizom ekspresije CDla i CD14 na ovako
diferenciranim iDC, pokazali smo da kondicionirani medijum snazno remeti proces
diferencijacije monocita u smeru iDC, ali je ipak efekat ovog medijuma bio nes$to slabiji u
odnosu na efekat PL-MSC u ko-kulturi (Fig. 31). Kako smo u eksperimentima sa PL-IC
pokazali da PL-MSC produkuju znac¢ajne koli¢ine IL-6, a ranije je pokazano da ovaj citokin
moze delovati supresivno na proces diferencijacije monocita do iDC [511], dodavanjem
neutralizirajuéeg anti-1L-6 antitela kulturama monocita i PL-MSC ispitivali smo da li ovaj
molekul posreduje u zapazenom supresivnom efektu. Ovo antitelo pokazalo je sposobnost
da u potpunosti neutrali$e inhibitorni efekat rekombinantnog IL-6 koji smo u koncentraciji
od 10ng/ml dodali samim monocitima kultivisanim u medijumu za diferencijaciju DC. Ova
koncentracija dodatog IL-6 bila je mnogo veca od koncentracije IL-6 izmerenih u
kondicioniranom medijumu (5.3 ng/ml kod PL-MSC jednog i 6.6 ng/ml kod PL-MSC
drugog donora). Medutim, anti-IL-6 antitelo je samo parcijalno dovelo do prevazilazenja
inhibitornog efekta koji je kondicionirani medijum ispoljio na proces diferencijacije iDC,
dok nije imalo nikakvog efekta na proces diferencijacije monocita u iDC u prisustvu PL-
MSC.

Prethodno su Jiang i saradnici [411] pokazali da je proces sazrevanja poremecéen kod DC
koje su diferentovane u prisustvu BM-MSC. Da bi smo ispitali da li i PL-MSC imaju
sposobnost da prisustvom samo tokom faze diferencijacije monocita u iDC poremete dalji
proces sazrevanja ovih c¢elija, izlozili smo ove i kontrolne iDC pro-inflamacijskom koktelu
(TNF-a, IL-6, IL-1B i PGE2) tokom dva dana. Kao $to smo i ocekivali, pro-inflamacijski
koktel doveo je do snaznog povecanja ekspresije CD83, CD86, HLA-DR, CCR7 i CD40
kod kontrolnih DC (Fig. 32A i B). Medutim, ovaj koktel je doveo do sli¢ne, ¢ak i nesto jace
ekspresije vecine testiranih markera kod DC koje su diferentovane u prisustvu PL-MSC, u
poredenju sa kontrolnim zrelim DC. Takode, kontrolne mDC (medijana (opseg) pg/ml: IL-
10 26.6 (0-276.2), 1L-12 295.1 (49.7-619.7), IL-27 1862.9 (454.6-2003.9), IL-23 114.1
(32.2-455.4)) i DC diferentovane u prisustvu PL-MSC mDC (medijana (opseg) pg/ml: IL-
10 43.4 (0-442.0), 1L-12 342.9 (55.7-743.7), 1L-27 1763.5 (545.8-2224.3), I1L-23 112.1
(10.9-633.2)) su imale sli¢nu sposobnost za produkciju citokina (Fig. 33) od kojih zavisi
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Figura 31. Uticaj PL-MSC na proces diferencijacije monocita u DC.

Monociti su diferencirani u prisustvu PL-MSC, u kondicioniranom medijumu (KM) ili u kontrolnom
medijumu sa dodatkom rekombinantnog IL-6. Sve kulture paralelno su postavljene sa dodatkom anti-IL-6
antitela. Kontrolne iDC diferencirane su u kontrolnom medijumu za diferencijaciju bez drugih dodataka.
Nakon 5 dana kulture, Celije su sakupljene i dvostruko obojene kombinacijom antitela na CD14/CDla i

analizirane na FACS-u.
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Figura 32. Fenotip mDC diferentovanih u prisustvu PL-MSC.

Dodavanjem pro-inflamacijskog koktela (TNF-a, IL-1p, IL-6 i PGE2) u kulture bez PL-MSC indukovano je
sazrevanje iDC diferentovanih u prisustvu PL-MSC (mDC*""“MSCy jli kontrolnih iDC (mDC). FACS-analiza
fenotipa DC prikazana je (A) kao panel histograma koji pokazuju ekspresiju markera od strane jednog
reprezentativnog donora DC (mDC i mDC*P-M5€) j (B) kao srednji indeksi ekspresije markera + SD za 6
PL-MSC/DC parova. Ekspresija markera od strane iDC koje su jo§ dodatna dva dana bile kultivisane bez pro-
inflamacijskog koktela ima vrednost indeksa 1 i u odnosu na ove vrednosti racunat je indeks ekspresije

markera od strane mDC i mDC"P-"MS€ 73 svakog donora.
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Figura 33. Produkcija citokina od strane mDC diferentovanih u prisustvu PL-MSC.

Dodavanjem pro-inflamacijskog koktela (TNF-a, IL-1B, IL-6 i PGE2) u kulture bez PL-MSC indukovano je
sazrevanje iDC diferentovanih u prisustvu PL-MSC (mDC®*"~MS€) il kontrolnih iDC (mDC). Produkcija
citokina od strane mDC i mDCY"*"~MSC je prikazana kao srednji indeks produkcije citokina + SD za 6 PL-
MSC/DC parova.
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njihov kapacitet za polarizaciju odgovora efektorskin T limfocita. Da bi se za potrebe
analize zanemarile razlike u produkciji citokina izmedu razli¢itih donora, produkciju
citokina izrazili smo preko indeksa (pri ¢emu je indeks produkcije citokina za svakog
pojedina¢nog donora periferne krvi izraCunat tako S§to su vrednosti citokina koje su
produkovale mDC diferentovane od monocita jednog donora u prisustvu PL-MSC
podeljene vrednostima citokina koje su produkovale kontrolne mDC istog donora. Indeks
produkcije citokina kontrolnih DC je 1 i sa njim je uporedivana srednja vrednost indeksa
svih donora monocita/donora PL-MSC). U skladu sa fenotipom i produkcijom citokina, nije
bila izmenjena ni sposobnost mDC diferentovanih u prisustvu PL-MSC da stimulisu
proliferaciju alogenih CD4" T limfocita, u poredenju sa kontrolnim zrelim DC (Fig. 34). Da
bi smo ispitali da li je doslo do promene u sklonosti mDC diferentovanih u prisustvu PL-
MSC da indukuju diferencijaciju odredenog tipa efektorskih CD4" T limfocita, merili smo
produkciju citokina nakon 5 dana ko-kulture DC i CD4" T limfocita u odnosu 1:10 (Fig.
35). lako nije bilo razlike u fenotipu, produkciji citokina i alostimulatornoj sposobnosti,
indeksi produkcije citokina u ko-kulturama ukazuju na to da su mDC diferentovane u
prisustvu PL-MSC stimulisale zna¢ajno vecu produkciju IL-4 (medijana (opseg) pg/ml:
1929.2 (998.4-2530.7)) i IL-17 (medijana (opseg) pg/ml: 663.4 (112.7-1120.4)) u
poredenju sa kontrolnim mDC IL-4 (medijana (opseg) pg/ml: 981.7 (525.6-1265.9) i IL-17
(medijana (opseg) pg/ml: 381.7 (59.0-727.4)).

4.3.3.3. Imunomodulatorni efekat PL-MSC na proces sazrevanja dendritskih ¢elija

diferenciranih iz monocita periferne krvi in vitro

Zatim smo analizirali kakav efekat PL-MSC ispoljavaju na ve¢ diferencirane, kontrolne
IDC, tokom faze sazrevanja indukovane pro-inflamacijskim koktelom. Nekoliko autora je
pokazalo da MSC izolovane iz zdravog adultnog tkiva nemaju znacajan efekat na proces
sazrevanja DC kada je proces diferencijacije iDC iz prekursora ve¢ zavrsen [413, 512]. Da
bi smo proverili da li su i PL-MSC u ovom smislu neutralne, kontrolne iDC kultivisali smo,
pod uticajem pro-inflamacijskog koktela, u prisustvu ili bez PL-MSC. mDC koje su tokom
sazrevanja bile izlozene uticaju PL-MSC ispoljavale su znacajno Vvisi nivo CD83, CD86,
HLA-DR, CCR7 i CD40 u poredenju sa kontrolnim mDC (Fig. 36). Ove DC produkovale
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Figura 34. Alostimulatorna sposobnost mDC diferentovanih u prisustvu PL-MSC.

Dodavanjem pro-inflamacijskog koktela (TNF-a, IL-1B, IL-6 i PGE2) u kulture bez PL-MSC indukovano je
sazrevanje iDC diferentovanih u prisustvu PL-MSC (mDCYP~MS€) jli kontrolnih iDC (mDC).
Alostimulatorni kapacitet mDC i mDC**"“M€ je analiziran kultivacijom ovih ¢elija u razli¢itom broju (od
1x10* do 0.031x10*/po bazenu) sa 1x10° CD4* T limfocita. Prikazan je jedan reprezentativni eksperiment kao

srednja vrednost + SD $estoplikata, od 6 uradenih eksperimenata sa razli¢itim DC/PL-MSC parovima donora.
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Figura 35. Potencijal mDC diferentovanih u prisustvu PL-MSC za polarizaciju Th

odgovora.

Dodavanjem pro-inflamacijskog koktela (TNF-a, IL-1B, IL-6 i PGE2) u kulture bez PL-MSC indukovano je
sazrevanje iDC diferentovanih u prisustvu PL-MSC (mDC**"-MS%) jlj kontrolnih iDC (mDC). Analiziran je
citokinski profil u ko-kulturama DC/CD4" T limfocita u odnosu 1:10, nakon tretmana kombinacijom
PMAJ/A23187, i rezultati su prikazani kao srednji indeks produkcije citokina + SD za 6 PL-MSC/DC parova.

Indeksi su radunati za svakog donora deljenjem koncentracije citokina izmerene u supernatantu
eksperimentalnog sa koncentracijom citokina u kontrolnom uzorku. *p<0.05, **p<0.01 pokazuju nivo

statisticke znacajnosti eksperimentalnog u odnosu na kontrolni uzorak.

136



A % MFI MFI
oo A = B = oo 8

319 64.7 87.9 286 112.6 196.3 51.1 125.5 196!

I 00

1
80 0
€0 (4]
40 0
20 _'.-: 20
x 0 e o .
© w @ W @ W 1@ W
= CD86 HLA-DR
S % MFI
- E = ] ] o
° 7.1 37.2 643 223 47.3 66.1
10
8
]
49
kol
om'
B CcD86
: CCR7
10 MPF| #*+ o +45
8-
L6 HLA-DR
2 cD83 MF | ** CD40
IS e MF1 «
2
0 HR . - . HR . HER ; HI .

22 iDC OOmDC R mDCmatPLMsC

Figura 36. Fenotip mDC koje su samo u fazi sazrevanja bile izlozene uticaju PL-MSC.

Dodavanjem pro-iflamacijskog koktela (TNF-o, IL-1B, IL-6 i PGE2) u kulture u prisusvtu (mDC™"F-MSCy jjj
bez PL-MSC (mDC) indukovano je sazrevanje veé diferentovanih iDC (diferentovanih bez PL-MSC). FACS-
analiza fenotipa DC prikazana je (A) kao panel histograma koji pokazuju ekspresiju markera od strane jednog

reprezentativnog donora DC (mDC™*-P-MS¢

) i (B) kao srednji indeksi ekspresije markera + SD za 6 PL-
MSC/DC parova. Ekspresija markera od strane iDC koje su jo§ dodatna dva dana bile kultivisane bez pro-
inflamacijskog koktela ima vrednost indeksa 1 i u odnosu na ove vrednosti racunat je indeks ekspresije
markera od strane mDC i mDCYP-MSC 73 svakog donora. .*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 pokazuju nivo

statistiCke znacajnosti eksperimentalnog u odnosu na kontrolni uzorak.
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su znacajno vise IL-27 (medijana (opseg) pg/ml: 3358.8 (863.7-4853.6)) i IL-23 (medijana
(opseg) pg/ml: 890.3 (231.8-3644.0)), mada je njihova sposobnost za produkciju 1L-12
(medijana (opseg) pg/ml: 53.7 (0-108.7)) bila oslabljena, u poredenju sa kontrolnim mDC
((medijana (opseg) pg/ml: IL-27 1763.5 (545.8-2224.3), IL-23 112.1 (10.9-633.2), IL-12
342.9 (55.7-743.7)) (Fig. 37). Zanimljivo je da je pro-inflamacijski koktel indukovao
produkciju IL-27 od strane PL-MSC, dok nivo produkcije ostalih citokina od strane ovih
MSC nije bio izmenjen (Fig. 38). Takode, DC koje su u fazi sazrevanja bile izloZene uticaju
PL-MSC stekle su zna¢ajno snazniji alostimulatorni kapacitet (Fig. 39). lako je potencijal
za produkciju IL-12 od strane mDC koje su tokom faze sazrevanja bile izlozene PL-MSC
bio znacajno oslabljen u odnosu na kontrolne mDC, one su pokazale znacajno veci
potencijal da usmere diferencijaciju CD4" limfocita u ko-kulturi u Th1. U ko-kulturi sa
CD4" limfocitima, ove mDC su indukovale zna¢ajno veéu produkciju IFNy (medijana
(opseq) pg/ml: 32422.1(9557.8-56355.4)), i znacajno inhibirale produkciju IL-4 (medijana
(opseg) pg/ml: 407.8 (51.1-527.1)) i IL-10 (medijana (opseg) pg/ml: 328.2(0-402.3)), u
poredenju sa kontrolnim mDC ((medijana (opseg) pg/ml: IFN-y 13081.7 (5030.3-26343.5),
IL-4 981.7 (525.6-1265.9), IL-10 543.9 (92.2-724.2)) (Fig. 40).

4.3.3.4. Imunomodulatorni efekat PL-MSC na proces diferencijacije i sazrevanja

dendritskih ¢elija iz monocita periferne krvi in vitro

Na kraju smo ispitivali 1 osobine mDC koje su tokom ¢itavog procesa dobijanja (i tokom
faze diferentovanja i tokom faze sazrevanja) bile izloZene direktnom uticaju PL-MSC
(mDC dobijene u prisustvu PL-MSC). Ovako dobijene mDC ispoljavale su znacajno visi
nivo svih testiranih markera osim CD86 (Fig. 41). Takode, one su produkovale nesto nize
koncentracije 1L-10 u poredenju sa kontrolnim zrelim DC, i nije bio izmenjen njihov
kapacitet za produkciju ostalih testiranih citokina, 1L-12, 1L-27 i IL-23 (Fig. 42). Uprkos
ovakvom fenotipu i kapacitetu za produkciju citokina koji ukazuje na pro-inflamacijski
status mDC dobijenih u prisustvu PL-MSC, one su se pokazale kao slabiji stimulatori
proliferacije CD4" T limfocita u poredenju sa kontrolnim mDC (Fig. 43). Takode, u
petodnevnim ko-kulturama ovako dobijenih mDC i alogenih CD4" T limfocita detektovana

je znacajno veca koncentracija IL-4 u poredenju sa kontrolnim mDC. Istovremeno nije

138



1.5, 2.5,
*
L 20{ 7 7
=
1.0
ﬁl (l:',1.s‘
— ]
= = 1.0{ L
21 os
'
[e 0.5
(&)
o | ool I
O
E 10 1.5
© %*
o ‘ '
o 8 T
(7))
vz 1.0
oN (e
5 |o° =
=3 )
p— 4{ r—
0.5
2‘
0 | .1 0.0

:] mDC . mDCmat.PL-MSC

Figura 37. Produkcija citokina od strane mDC koje su samo u fazi sazrevanja bile izlozene

uticaju PL-MSC.

Dodavanjem pro-iflamacijskog koktela (TNF-o, IL-1pB, IL-6 i PGE2) u kulture u prisusvtu (mDC™"F-MSCy jjj
bez PL-MSC (mDC) indukovano je sazrevanje ve¢ diferentovanih iDC (diferentovanih bez PL-MSC), nakon

CM-PLMSC je prikazana kao srednji indeks

Cega su analizirane. Produkcija citokina od strane mDC i mD
produkcije citokina + SD za 6 PL-MSC/DC parova.*p<0.05, **p<0.01 pokazuju nivo statisti¢ke znacajnosti

eksperimentalnog u odnosu na kontrolni uzorak.
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Figura 38. Produkcija citokina od strane PL-MSC pod uticajem pro-inflamacijkog koktela.

PL-MSC su tokom 6 dana kultivisane same u prisustvu GM-CSF/IL-4 nakon ¢ega su dva dana stimulisane
pro-inflamacijskim koktelom (TNF-o, IL-1pB, IL-6 i PGE2). Kontrolne PL-MSC nisu stimulisane koktelom u
toku dva dana kultivacije. ELISA tehnikom detektovana je produkcija I1L-12, 1L-23, IL-27 i IL-10. Rezultati

su prikazani kao srednji nivo produkcije = SD. *p<0.05 u poredenju sa PL-MSC. n.d.- nije detektovana
produkcija citokina
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Figura 39. Alostimulatorni potencijal mDC koje su samo u fazi sazrevanja bile izlozene

uticaju PL-MSC.

Dodavanjem pro-iflamacijskog koktela (TNF-o, IL-1p, IL-6 i PGE2) u kulture u prisusvtu (mDC™"-P-MSC) jjj
bez PL-MSC (mDC) indukovano je sazrevanje ve¢ diferentovanih iDC (diferentovanih bez PL-MSC), nakon
Gega su analizirane. Alostimulatorni kapacitet mDC i mDC**"~MSC je analiziran kultivacijom ovih ¢elija u
razli¢itom broju (od 1x10* do 0.031x10*po bazenu) sa 1x10° CD4" T limfocita. Prikazan je jedan
reprezentativni eksperiment kao srednja vrednost + SD Sestoplikata, od 6 uradenih eksperimenata sa razli¢itim
DC/PL-MSC parovima donora. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 pokazuju nivo statisticke znacajnosti
eksperimentalnog u odnosu na kontrolni uzorak.
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Figura 40. Potencijal mDC koje su samo u fazi sazrevanja bile izlozene uticaju PL-MSC za

polarizaciju Th odgovora.

Dodavanjem pro-iflamacijskog koktela (TNF-a, IL-1B, IL-6 i PGE2) u kulture u prisusvtu (mDC™-F-MSCy jjj
bez PL-MSC (mDC) indukovano je sazrevanje ve¢ diferentovanih iDC (diferentovanih bez PL-MSC), nakon
gega su analizirane. Analiziran je citokinski profil u ko-kulturama DC/CD4" T limfocita u odnosu 1:10, nakon
tretmana kombinacijom PMA/A23187, i rezultati su prikazani kao srednji indeks produkcije citokina + SD za
6 PL-MSC/DC parova. Indeksi su racunati za svakog donora deljenjem koncentracije citokina izmerene u
supernatantu eksperimentalnog sa koncentracijom citokina u kontrolnom uzorku. *p<0.05 pokazuju nivo

statistiCke znacajnosti eksperimentalnog u odnosu na kontrolni uzorak.
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Figura 41. Fenotip mDC koje su i tokom procesa diferencijacije i tokom procesa

sazrevanja bile izlozene uticaju PL-MSC.

DC su i u toku faze diferencijacije i u toku faze sazrevanja ko-kultivisane u prisustvu PL-MSC (mDC®*matPt-
MSC) ili kultivisane bez PL-MSC (mDC). Sazrevanje DC indukovano je pro-iflamacijskim koktelom (TNF-a,
IL-1B, IL-6 i PGE2), nakon Cega su analizirane. FACS-analiza fenotipa DC prikazana je (A) kao panel
histograma koji pokazuju ekspresiju markera od strane jednog reprezentativnog donora DC (mDC®"mat-PL-MSCy
i (B) kao srednji indeksi ekspresije markera + SD za 6 PL-MSC/DC parova. Ekspresija markera od strane iDC
koje su jo$ dodatna dva dana bile kultivisane bez pro-inflamacijskog koktela ima vrednost indeksa 1 i u
odnosu na ove vrednosti radunat je indeks ekspresije markera od strane mDC i mDC*"*-MS¢ za svakog

donora. **p<0.01, ***p<0.005 pokazuju nivo statisticke zna¢ajnosti eksperimentalnog u odnosu na kontrolni

uzorak.

143



1.5, 1.5

T | T
N1 0 (\1.0
- °.'
o | = =
C
= 0.5 0.5;
9o
O
2
S| o0l 0.0
o
©
o 1.5; 1.5
o
% .
S T T
2|10 1.0
f}* —
= =
0.5; 0.5;
0.04— 0.04—

—mDC mD Cif mat PL-MSC

Figura 42. Produkcija citokina od strane mDC koje su i tokom procesa diferencijacije i

tokom procesa sazrevanja bile izlozene uticaju PL-MSC.
DC su i u toku faze diferencijacije i u toku faze sazrevanja ko-kultivisane u prisustvu PL-MSC (mDC®*ma-PL-
MSC) ili kultivisane bez PL-MSC (mDC). Sazrevanje DC indukovano je pro-iflamacijskim koktelom (TNF-a,
IL-1B, IL-6 i PGE2), nakon &ega su analizirane. Produkcija citokina od strane mDC i mDC#"mat-PLMSC jo
prikazana kao srednji indeks produkcije citokina + SD za 6 PL-MSC/DC parova.*p<0.05 pokazuje nivo

statistiCke znacajnosti eksperimentalnog u odnosu na kontrolni uzorak.
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Figura 43. Alostimulatorni kapacitet mDC koje su i tokom procesa diferencijacije i tokom

procesa sazrevanja bile izlozene uticaju PL-MSC.

DC su i u toku faze diferencijacije i u toku faze sazrevanja ko-kultivisane u prisustvu PL-MSC (mDC®*matPL-
MSCy ili kultivisane bez PL-MSC (mDC). Sazrevanje DC indukovano je pro-iflamacijskim koktelom (TNF-o,
IL-1B, IL-6 i PGE2), nakon &ega su analizirane. Alostimulatorni kapacitet mDC i mDC¥"MPLMSC jo
analiziran kultivacijom ovih ¢elija u razli¢itom broju (od 1x10* do 0.031x10*po bazenu) sa 1x10°> CD4* T
limfocita. Prikazan je jedan reprezentativni eksperiment kao srednja vrednost + SD Sestoplikata, od 6
uradenih eksperimenata sa razli¢itim DC/PL-MSC parovima donora. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005

pokazuju nivo statistiCke znacajnosti eksperimentalnog u odnosu na kontrolni uzorak.
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doslo do statisti¢ki znacajnog smanjenja u produkciji IFN-y i IL-10 u ovim ko-kulturama u
poredenju sa kontrolnim (Fig. 44). Kako bi smo ispitali da li PL-MSC imaju ovakav efekat
na proces dobijanja DC samo kada je sazrevanje DC izazvano pro-inflamacijskim
koktelom, iste analize uradili smo sa DC od istog donora u prisustvu PL-MSC, ali ¢ije je
sazrevanje bilo stimulisano LPS-om. Kontrolne mDC stimulisane LPS-om ispoljavale su
nizi nivo svih markera, osim CCR7, u poredenju sa kontrolnim mDC stimulisanim pro-
inflamacijskim koktelom. Takode, mDC dobijene u prisustvu PL-MSC i stimulisane LPS-
om su znacajno manje ispoljavale CD83, CCR7 i HLA-DR, u poredenju sa kontrolnim
mDC stimulisanim LPS-om (Fig. 45A). U skladu sa fenotipom, kontrolne mDC stimulisane
LPS-om pokazale su slabiji potencijal za alostimulaciju, u poredenju sa kontrolnim mDC
stimulisanim pro-inflamacijskim koktelom. Sli¢no kao i kod DC ¢ije je sazrevanje bilo
indukovano pro-inflamacijskim koktelom, DC dobijene u prisustvu PL-MSC i tretirane
LPS-om imale su oslabljen alostimulatorni kapacitet (Fig. 45B). Kako smo ovim paralelnim
eksperimentima pokazali da inhibitorni efekat PL-MSC na proces dobijanja DC nije u vezi
sa tipom stimulusa koji se koristi za sazrevanje DC, dalja ispitivanja nastavili smo na DC

stimulisanim pro-inflamacijskim koktelom.

4.3.3.5. Dendritske celije koje su i u toku diferencijacije i u toku sazrevanja ko-
kultivisane sa PL-MSC indukuju anergiju i funkcionalne Treg populacije
mehanizmima koji ukljuc¢uju IDO-1, ILT-31 ILT-4

Nas slede¢i cilj bio je da ispitamo zasto mDC dobijene u prisustvu PL-MSC, uprkos
njihovom fenotipu i kapacitetu za produkciju citokina IL-12 familije, imaju oslabljen
alostimulatorni potencijal 1 vecu sklonost ka polarizaciji odgovora u Th2 smeru. Najpre
smo ispitivali ekspresiju inhibitornih molekula IDO-1, ILT-3 i ILT-4, koji su visoko
ispoljeni na tolerogenim DC [513-514]. Pro-inflamacijski koktel (IL-13, TNF-a, IL-6,
PGE-2) je znacajno smanjio ekspresiju IDO-1 i ILT-3, a povecao nivo ekspresije ILT-4 na
kontrolnim mDC (Fig. 46). Medutim, prisustvo PL-MSC tokom procesa dobijanja mDC
dovelo je do znadajnog porasta ekspresije sva tri molekula na ovim DC u poredenju sa

kontrolnim mDC. mDC dobijene u prisustvu PL-MSC ispoljavale su 7.3 do 12.5 puta visi
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Figura 44. Potencijal mDC koje su i tokom procesa diferencijacije i tokom procesa

sazrevanja bile izloZene uticaju PL-MSC za polarizaciju Th odgovora.

DC su i u toku faze diferencijacije i u toku faze sazrevanja ko-kultivisane u prisustvu PL-MSC (mDC®"ma-Pt-

MSC) ili kultivisane bez PL-MSC (mDC). Sazrevanje DC indukovano je pro-iflamacijskim koktelom (TNF-a,
IL-1B, IL-6 i PGE2), nakon ¢ega su analizirane. Analiziran je citokinski profil u ko-kulturama DC/CD4" T
limfocita u odnosu 1:10, nakon tretmana kombinacijom PMA/A23187, i rezultati su prikazani kao srednji
indeks produkcije citokina £ SD za 6 PL-MSC/DC parova. Indeksi su racunati za svakog donora deljenjem
koncentracije citokina izmerene u supernatantu eksperimentalnog sa koncentracijom citokina u kontrolnom

uzorku. *p<0.05 pokazuju nivo statistiCke zna¢ajnosti eksperimentalnog u odnosu na kontrolni uzorak.
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Figura 45. Efekat razli¢itih maturacionih stimulusa na mDC koje su i tokom procesa

diferencijacije i tokom procesa sazrevanja bile izloZene uticaju PL-MSC.

DC od jednog donora su u toku faze diferencijacije i u toku faze sazrevanja ko-kultivisane u prisustvu PL-
MSC od jednog donora (mDC"MtPLMSCy jji kultivisane bez PL-MSC (mDC). Sazrevanje DC indukovano
je pro-inflamacijskim koktelom (TNF-o, IL-1p, IL-6 i PGEZ2) ili LPS-om, nakon ¢ega su analizirane. (A)
FACS-analiza fenotipa DC prikazana je kao panel histograma koji pokazuju ekspresiju markera od strane
jednog reprezentativnog donora DC (mDC®"™-PLMSC) " (B) Alostimulatorni kapacitet ovako dobijenih DC
je analiziran kultivacijom ovih éelija u razli¢itom broju (od 1x10* do 0.031x10*/po bazenu) sa 1x10°> CD4*
T limfocita. **p<0.01, ***p<0.005 pokazuju nivo statistiCke znacéajnosti eksperimentalnog u odnosu na

kontrolni uzorak.
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Figura 46. Ekspresija inhibitornih molekula na mDC koje su i tokom procesa

diferencijacije i tokom procesa sazrevanja bile izloZene uticaju PL-MSC.

DC su i u toku faze diferencijacije i u toku faze sazrevanja ko-kultivisane u prisustvu PL-MSC (mDC®*matPt-
MSC) ili kultivisane bez PL-MSC (mDC). Sazrevanje DC indukovano je pro-iflamacijskim koktelom (TNF-a,
IL-1B, IL-6 i PGE2), nakon Cega su analizirane. FACS-analiza ekspresije 1DO-1, ILT-3, ILT-4 na DC
prikazana je (A) kao panel histograma koji pokazuju ekspresiju markera od strane jednog reprezentativnog
donora DC (mDCY"mat-PLMSCy i (B) kao srednji indeksi ekspresije markera + SD za 6 PL-MSC/DC parova.
Ekspresija markera od strane iDC koje su jo§ dodatna dva dana bile kultivisane bez pro-inflamacijskog
koktela ima vrednost indeksa 1 i u odnosu na ove vrednosti raunat je indeks ekspresije markera od strane
mDC i mDC¥"P-MS€ 73 svakog donora. ***p<0.005 pokazuju nivo statisticke znacajnosti eksperimentalnog u

odnosu na kontrolni uzorak.
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nivo IDO-1 u citoplazmi, 64.4 do 87.3 puta visi nivo ILT-3 1 1.3 do 1.7 puta visi nivo ILT-4
na svojoj povrSini (Fig. 46). S obzirom da je ranije pokazano da su ovi ko-inhibitorni
molekuli na tolerogenim DC ukljuceni u indukciju stanja anergije i tolerance [395], merili
smo nivo anergije kod CD4" T limfocita koji su inicijalno dovedeni u kontakt sa mDC
dobijenim u prisustvu PL-MSC ili kontrolnim mDC, nakon ¢ega su tretirani IL-2 i kona¢no
re-stimulisani kontrolnim mDC u sekundarnoj mesanoj leukocitnoj reakciji. CD4" T
limfociti koji su inicijalno dovedeni u kontakt sa mDC dobijenim u prisustvu PL-MSC
slabije su odgovarali na sekundarnu stimulaciju kontrolnim mDC, odnosno postali su hipo-
responsivni u poredenju sa CD4" T limfocitima koji su bili u kontaktu samo sa kontrolnim
mDC (Fig. 47). Takode, u ko-kulturama ovih hipo-responzivnih limfocita izmerena je
znacajno veca produkcija TGF-f [801.9 (254.8-2044.7) pg/ml] u poredenju sa kontrolnim
ko-kulturama [186.1 (0-533.9) pg/ml] i IL-4 [924.1 (115.4-1566.1) pg/ml] u poredenju sa
kontrolnim ko-kulturama [22.8 (0-647.6) pg/ml], dok nije bilo razlike u produkciji 1L-10
izmedu ovih [352.5 (0-1205.4) pg/ml] i kontrolnih ko-kultura [278.1 (0-991.4) pg/ml] (Fig.
48). Obzirom da su DC koje smo u ovim eksperimentima dobili u prisustvu PL-MSC
poreklom od razli¢itih donora pokazale isti trend promena u odnosu na kontrolne DC (Fig.
46-48), potvrdili smo da anti-inflamatorni efekat PL-MSC na proces dobijanja mDC nije

zavisan od donora ve¢ predstavlja osobinu MSC izolovanih sa mesta periapeksne lezije.

Indukcija anergije je jedan od kljuénih mehanizama kojim regulatorni T limfociti reguliSu
imunski odgovor [515]. Zbog toga smo dalje ispitivali da li su mDC dobijene u prisustvu
PL-MSC zapravo sposobne da indukuju razvoj regulatornin T limfocita. Ovu funkciju
mDC merili smo preko njihove sposobnosti da u populaciji T limfocita sa kojima su ko-
kultivisane indukuju pojavljivanje limfocita koji ispoljavaju CD4", CD25, Foxp3 molekule
1 CD39 enzim koji je medu poslednjim identifikovan kao funkcionalni marker ovih
imunosupresivnih Celija [516-517]. Rezultati ovih istrazivanja pokazali su da mDC
dobijene u prisustvu PL-MSC indukuju znadajno veéi procenat CD4'CD25""Foxp3* i
CD4'CD25""CD39" ¢elija u poredenju sa kontrolnim mDC (Fig. 49). Zanimljivo je da
75% ovako indukovanih CD4*CD25""CD39" éelija nije istovremeno ispoljavalo Foxp3,

ali su sve ¢elije sa ovim fenotipom ispoljavale IL-10 u citoplazmi, §to nam je ukazalo na to
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Figura 47. Uticaj PL-MSC na proces diferencijacije i sazrevanja DC.

DC su i u toku faze diferencijacije i u toku faze sazrevanja ko-kultivisane u prisustvu PL-MSC (mDC®*matPt-
MSCy ili kultivisane bez PL-MSC (mDC). Sazrevanje DC indukovano je pro-iflamacijskim koktelom (TNF-o,

IL-1p, IL-6 i PGE2). 1x10° CD4" T limfocita je tokom tri dana stimulisano sa 1x10° kontrolnih mDC odnosno
mDCYFMatPLMSC hakon toga su sakupljene i prec¢iséene CD4 magnetnim sortingom. Ovako preciséeni CD4" T
limfociti su dva dana stimulisane IL-2 i nakon toga re-stimulisane kontrolnim mDC tokom 5 dana. Rezultati
proliferacije su prikazani kao srednji indeksi proliferacije + SD za 6 PL-MSC/DC parova. Proliferacija CD4"
T limfocita koji su primarno stimulisani kontrolnim mDC ima vrednost indeksa 1 i u odnosu na ove vrednosti
racunat je indeks ekspresije markera od strane mDCYP-MSC 73 svakog donora. ***p<0.005 pokazuje nivo

statisticke znacajnosti eksperimentalnog u odnosu na kontrolni uzorak.
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Figura 48. Uticaj PL-MSC na proces diferencijacije i sazrevanja DC.

DC su i u toku faze diferencijacije i u toku faze sazrevanja ko-kultivisane u prisustvu PL-MSC (mDC®*matPt-
MSC) ili kultivisane bez PL-MSC (mDC). Sazrevanje DC indukovano je pro-iflamacijskim koktelom (TNF-a,
IL-1B, IL-6 i PGE2). 1x10° CD4" T limfocita je tokom tri dana stimulisano sa 1x10° kontrolnih mDC odnosno
mDCYFMatPLMSC hakon toga su sakupljene i prec¢iséene CD4 magnetnim sortingom. Ovako preciséeni CD4" T
limfociti su dva dana stimulisane IL-2 i nakon toga re-stimulisane kontrolnim mDC tokom 5 dana. Rezultati
produkcije citokina u ovim ko-kulturama su prikazani kao srednji indeksi proliferacije + SD za 6 PL-

MSC/DC parova. Proliferacija CD4" T limfocita koji su primarno stimulisani kontrolnim mDC ima vrednost
indeksa 1 i u odnosu na ove vrednosti radunat je indeks ekspresije markera od strane mDCHFPEMSC 24

svakog donora. *p<0.05 pokazuje nivo statisticke zna¢ajnosti eksperimentalnog u odnosu na kontrolni uzorak.
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Figura 49. Sposobnost mDC koje su i tokom procesa diferencijacije i tokom procesa
sazrevanja bile izlozene uticaju PL-MSC za indukciju regulatornih T limfocita.

DC su i u toku faze diferencijacije i u toku faze sazrevanja ko-kultivisane u prisustvu PL-MSC (mDC®*matPt-
MSCy ili kultivisane bez PL-MSC (mDC). Sazrevanje DC indukovano je pro-iflamacijskim koktelom (TNF-a,
IL-1p, IL-6 i PGE2). 1x10° CD4" T limfocita je tokom tri dana stimulisano sa 1x10° kontrolnih mDC odnosno
mDCHFMtPLMSC - qa jli bez anti-ILT3 antitela, anti-ILT4 antitela i 1-metil-L-triptofanom. Na ovako

stimulisanim CD4" T limfocitima analizirana je na FACS-u ekspresija Foxp3, CD25, CD39 i IL-10.
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Figura 50. Sposobnost mDC koje su i tokom procesa diferencijacije i tokom procesa

sazrevanja bile izlozene uticaju PL-MSC za indukciju regulatornih T limfocita.

DC su i u toku faze diferencijacije i u toku faze sazrevanja ko-kultivisane u prisustvu PL-MSC (mDC®*matPt-
MSC) ili kultivisane bez PL-MSC (mDC). Sazrevanje DC indukovano je pro-iflamacijskim koktelom (TNF-a,
IL-1B, IL-6 i PGE2). 1x10° CD4" T limfocita je tokom tri dana stimulisano sa 1x10° kontrolnih mDC odnosno
mDCYFMatPLMSC o jli bez anti-1LT3 antitela, anti-ILT4 antitela i 1-metil-L-triptofanom. Ovako stimulisani
CD4" T limfociti su sakupljeni i pregiséeni CD4 magnetnim sortingom. 0.75 x 10° ovako preciséeni CD4* T
limfociti je, tokom 3 dana, ko-kultivisani sa CD3" T limfocitima u odnosu 1:1 u CD3/CD28 uslovima
stimulacije. Kulture posebno kultivisanih limfocita, kao i ko-kultura CD4" T limfocita koji nisu prethodno ko-
kultivisani sa DC (nestimulisani CD4) i CD3" T limfocita, u ovim uslovima kultivacije predstavljali su
kontrole. **p<0.01, ***p<0.005 pokazuju nivo statistitke znacajnosti eksperimentalnog U odnosu na

kontrolni uzorak.
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da ove celije imaju fenotip slican Tipu 1 regulatornih (Trl) celija [518-519]. Dalje,
promene u fenotipu ovih CD4" T limfocita bile su u skladu sa promenom njihove funkcije
posto su ovi limfociti pokazali znadajan anti-proliferativni efekat na CD3" limfocite u ko-
kulturi u uslovima CD3/CD28 stimulacije (Fig. 50). Kona¢no da bi smo proverili da li je
indukcija ovih regulatornih T limfocita posledica povisene ekspresije IDO-1, ILT-3 ili ILT-
4 na mDC dobijenim u prisustvu PL-MSC, ove mDC su tretirane antitelima na ILT-3 i ILT-
4 odnosno inhibitrom aktivnosti IDO-1 enzima (1-metil-L-triptofan) u ko-kulturi sa CD4" T
limfocita. Ovim testom smo pokazali da dominantan efekat u indukciji regulatornin T
limfocita, kao i u njihovom supresorskom efektu ima mehanizam koji se zasniva na
aktivnosti IDO-1 enzima. Ipak, najja¢i neutralizirajuci efekat postignut je blokiranjem sva

tri molekula (Fig. 49, 50).
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5. DISKUSIJA

Vecina do danas sprovedenih klinickih studija o potencijalnom koriS¢enju adultnih
mati¢nih celija kao celijske terapije razlicitih patoloskih stanja bavila se ispitivanjem BM-
MSC (http://clinicaltrials.gov). Imaju¢i u vidu invazivnost procedure uzorkovanja kostne
srzi, mali prinos BM-MSC (0.001-0.002% celija kostne srzi) [520], njihov kapaciteta za
proliferaciju i potencijala za diferencijaciju koji opada sa godinama starosti davaoca kostne
srzi [521-522], sve vise se ispituju MSC dobijene iz alternativnih izvora. U potrazi za
alternativnim izvorima, pokazano je da masno tkivo sadrzi znacajno ve¢i udeo MSC (1%)
[520], zbog cega su AT-MSC preuzele vodeée mesto u studijama koje imaju za cilj
ispitivanje potencijalne primene MSC u terapiji i/ili profilaksi razli¢itih bolesti. Sa druge
strane, podaci dobijeni u studijama o MSC izolovanim iz dentalnih tkiva pokazali su da ove
MSC takode imaju sposobnost da se in vitro diferenciraju u adipocite, osteoblaste,
odontoblaste, cementoblaste, neuroblaste i hepatocite [168-169, 523], kao i da ektopi¢no
formiraju dentalne strukture nakon transplantacije u imunokompromitovane miseve [167,
169, 176, 179, 181-182, 193, 197]. Medutim, ove studije su takode pokazale da se MSC
poreklom iz razli€itih, ¢ak i blisko lokaliozovanih dentalnih tkiva znaajno razlikuju po
usmerenosti ka odredenoj liniji u koju se diferencijaciju, pod uticajem indukcionih
medijuma in vitro, ili primenjene kod imunokompromitovanih model Zzivotinja. Ovi
rezultati ukazuju na to da dentalna tkiva mogu biti znacajan alternativni izvor MSC sa

velikim potencijalom za primenu u regenerativnoj medicini.

Uzimajué¢i navedene nalaze u obzir, u prvom delu istrazivanja smo uporedivali osnovne
morfoloske i funkcionalne karakteristike MSC izolovanih iz dentalne pulpe (DP-MSC) i
folikula (DF-MSC) tre¢eg molara. Uporedivanjem MSC iz ovih dentalnih tkiva poreklom
od istog zuba iskljucena je mogucnost da detektovane razlike izmedu dve populacije MSC
budu posledica razlike izmedu dva donora, ve¢ se sve opisane razlike mogu tumaciti kao
jedinstvene karakteristike MSC iz odredenog dentalnog tkiva (dentalne pulpe i dentalnog
folikula). Uporedivanjem osobina MSC poreklom od istog donora mogu se dobiti podaci

koji bi bili znacajni pri izboru tkiva kao izvora najpogodnijih MSC za terapiju odredene
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bolesti. Kako su DP-MSC i DF-MSC izolovane iz tkiva koja pre izolacije nisu bila izlozena
inflamaciji, osobine ovih MSC, najverovatnije predstavljaju osobine rezidentnih MSC koje
su proizvod mikrosredine ovih tkiva u homeostazi. Ipak, nasa istraZivanja i istrazivanja
drugih grupa su pokazala da karakteristike MSC izolovanih iz zdravog tkiva mogu biti
modifikovane in vitro delovanjem molekula karakteristicnih za proces inflamacije, kao $to
su TLR agonisti [228-231, 237, 240, 243], pro-inflamacijski citokini [524-529], i faktori
rasta [67, 94-95, 530-533]. Imajué¢i u vidu da u periapeksnoj leziji postoji kompleksna
mreza pro- | anti-inflamacijskih molekula [418], osobine ispitivanih PL-MSC se moraju
razmatrati kao proizvod uticaja ovakve mikrosredine na MSC u periapeksnoj leziji.
Dodatno je vazna i ¢injenica da endogene BM-MSC, migriraju na mesto inflamacije [534] i
povrede tkiva [535-537]. Na osnovu svega mozemo pretpostaviti da su osobine PL-MSC,
opisane tokom naSih istrazivanja, proizvod uticaja inflamacijske mikrosredine u
periapeksnoj leziji na osobine MSC, koje pod njenim uticajem migriraju iz kostne srzi i/ili
dentalnih i drugih tkiva. Dakle, teSko je ocekivati da bi detektovana populacija PL-MSC
mogla nastati samo iz periodontalnog ligamenta in vitro. Pa tako populaciju PL-MSC treba
posmatrati kao novi, moguc¢i alternativni izvor MSC. Zbog svega navedenog, sva poredenja
izmedu PL-MSC sa jedne strane, i DP-MSC i DF-MSC sa druge strane, imaju za cilj
rasvetljavanje potencijalne uloge ovih ¢elija u tkivu iz kog su izolovane, i potencijala ovih
¢elija za koriS¢enje u celijskoj terapiji kod stanja koja se odlikuju oStecenjem tkiva i/ili

zapaljenskim procesom.

U tom cilju, na pocetku ovih istrazivanja, vodec¢i se uputstvima ISCT, iz 2006. [37],
ispitivali smo da li ¢elije izolovane postupkom adherence iz dentalne pulpe i dentalnog
folikula zdravog zuba, kao i one izolovane iz periapeksnih lezija, poseduju morfologiju
nalik fibroblastima, kapacitet za samo-obnavljanje, pri ¢emu formiraju CFU-F, ispoljavaju
kombinaciju markera karakteristicnu za MSC, i potencijal za diferencijaciju u celije
mezenhimskog porekla. U skladu sa rezultatima drugih istraziva¢a datih u pregledu
Phinney 2012. godine [61], rezultati na$ih istrazivanja pokazali su da se DP-MSC, DF-
MSC i PL-MSC odlikuju intra-populacionom heterogenosc¢u, odnosno da se ¢elije unutar

ovih populacija MSC, razlikuju po veli¢ini, ekspresiji pojedinih markera i po kapacitetu za
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diferencijaciju. Osim ove intra-populacione heterogenosti, DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC

se i medusobno razlikuju po procentualnom udelu ¢elija sa odredenim karakteristikama.
5.1. DP-MSC, DF-MSC | PL-MSC SE RAZLIKUJU PO FENOTIPU

Tokom potrage za markerima MSC koji bi omogudili razlikovanje ovih ¢elija od drugih
tipova celija, kao i izolaciju subpopulacija MSC sa osobinama koje bi mogle biti
iskori§¢ene u terapijske svrhe, pokazano je da se razlicita tkiva u organizmu razlikuju po
zastupljenosti subpopulacija MSC sa odredenim markerom na svojoj povrsini. U skladu sa
ovim, analizom fenotipskih karakteristika DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC u nasim
istrazivanjima, uoceno je da se ove populacije MSC medusobno razlikuju po ekspresiji
CD44, CD46, CD90, CD105, CD73, STRO-1, CD146 i CD271. Ove fenotipske razlike
izmedu DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC mogu predstavljati svojevrsno obelezje tkiva iz
kojih poti¢u, odnosno mogu biti posledica mreze mikrosredinksih faktora karakteristi¢nih
za svako tkivo. Sa druge strane, razli¢ite funkcije nekih od ovih molekula mogu objasniti
neke od pokazanih razlika izmedu MSC izolovanih iz tri razli¢ita dentalna tkiva. Tako je
pokazano da je CD44, vazan receptor za hijaluronsku kiselinu, ispoljen na MSC iz razli¢itih
tkiva [538-539] i da ga ove, kao i mnoge druge Ccelije koriste za interakciju sa
ekstracelularnim matriksom. Pored toga, Zhu i saradnici [533] su pokazali da nakon
stimulacije faktorom rasta poreklom od trombocita (engl. platelet derived growth factor,
PDGF), MSC povecavaju ekspresiju CD44, usled Cega se povecava stopa njihove
migracije. Obzirom da su Wang i saradnici [540-541] pokazali da je povecana produkcija
PDGF-B i PDGF-C povezana sa nastankom patoloskih promena u periapeksnoj leziji, visi
nivo ekspresije CD44 na PL-MSC, u odnosu MSC iz zdravog tkiva, moze biti posledica
uticaja mikrosredine koja se formira na mestu periapeksne lezije. Stimulacijom ekspresije
CD44 na MSC iz okolnih tkiva, PDGF bi mogao da dovede do migracije ovih ¢elija u
periapeksnu leziju. U skladu sa ovom naSom pretpostavkom su i rezultati Kollar i
saradnika [542] koji su pokazali da CD44 ima bitnu ulogu u migraciji MSC na mesto
akutnog infarkta miokarda. Osim S§to povecana ekspresija CD44 moze da ukaZe na
povecanu migratornu sposobnost PL-MSC, povecanje ekspresije ovog markera

karakteristi¢no je i za proces diferencijacije Celija u hondrocite [543], Sto moze da se
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dovede u vezu sa znacajnijim hondrogenim potencijalom PL-MSC u odnosu na DP-MSC i
DF-MSC.

Fenotipska analiza MSC u naSim istraZivanjima ukazala je na potrebu koriS¢enja vise
metoda kako bi se dobili potpuni podaci o ekspresiji odredenih markera. Na primer,
analizom fenotipa MSC na proto¢nom citofluorimetru smo dobili podatak da PL-MSC, DP-
MSC i DF-MSC ne ispoljavaju STRO-1. Medutim, naknadna analiza imunocitohemijskom
metodom pokazala je da vise od 60% PL-MSC, DP-MSC i DF-MSC ispoljava STRO-1 i da
je ovaj molekul lokalizovan pretezno intracelularno. Nasuprot ovim naSim podacima o
intracelularnoj lokalizaciji STRO-1 u DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC, vise radova je
pokazalo da je povrSinska ekspresija STRO-1 karakteristicna za prekursore fibroblasta,
osteoblasta, hondrocita, adipocita i ¢elija glatkih miSi¢a, izolovane iz adultne i fetalne
kostne srzi [544-547]. Kolf i saradnici su 2007. godine [57] okarakterisali STRO-1 kao
najboljih markera za karakterizaciju MSC. lako do danas nije otkriven antigen za koji se
specificno vezuje STRO-1 antitelo, izvedeno je preko 100 pokusaja karakterizacije i
izolacije razli¢itih subpopulacija MSC na osnovu ovog markera. Nekoliko studija je
pokazalo da je ekspresija STRO-1 karakteristina za preosteoblaste, i da ¢elije na kasnijim
stupnjevima osteogeneze in vitro, progresivno smanjuju ekspresiju ovog molekula sve do
zrelih osteoblasta koje su STRO-1" [548-550]. Nasuprot rezultatima ovih studija koji
ukazuju na opredeljenost STRO-1"MSC ka osteogenezi, rezultati nasih istrazivanja su
pokazali da, iako se DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC razlikuju po potencijalu za osteogenezu
in vitro, ove populacije MSC se ne razlikuje po procentualnom udelu STRO-1" éelija.
Dalje, nasi rezultati dobijeni imunocitohemijskim metodama na presecima periapeksnih
lezija, pokazali su da su STRO-1" ¢elije dominantno lokalizovane u zidu krvnih sudova, ali
da postoje i izdvojene, pojedinaéne STRO-1" ¢elije. Na presecima adipoznog tkiva dodatno
smo pokazali da STRO-1" éelije imaju perivaskularnu lokalizaciju. Ovo je u skladu sa
podacima Shi i Gronthos [551], koji su pokazali da su STRO-1" ¢elije lokalizovane u
spoljasnjem zidu vecéih krvnih sudova kostne srzi i dentalne pulpe. Osim perivaskularno,
ovi autori su pokazali da su STRO-1" ¢elije u dentalnoj pulpi lokalizovane i u okolini

nervnih zavrSetaka (perineurium), Sto moze da ukaze na njihovu funkciju u obnavljanju
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nervnih ¢elija. Medutim, za razliku od ¢elija lokalizovanih u perineuriumu dentalne pulpe,
ovi autori su pokazali da STRO-1" ¢elije u spoljagnjem zidu krvnih sudova dentalne pulpe
ispoljavaju i dobro poznat endotelni marker CD146. U skladu sa rezultatima ovih autora,
podaci nasih istrazivanja o lokalizaciji STRO-1" ¢elija, kao i ekspresiji CD146 na DP-
MSC, DF-MSC i PL-MSC, i preteznoj lokalizaciji CD146" pozitivnih éelija u zidu krvnih
sudova periapeksne lezije, dodatno potvrduju perivaskularnu lokalizaciju dentalnih MSC.
Perivaskularna lokalizacija MSC mogla bi da obezbedi brzu migraciju ovih ¢elija na mesto
oStecenja 1/ili zapaljenja, gde bi one u zavisnosti od lokalnih signala mogle da ucestvuju u
regeneraciji oste¢enog tkiva i/ili u regulaciji imunskog odgovora. Pokazano je da CD146"
stromalne ¢elije kostne srzi [286] imaju visok proliferativni kapacitet i izrazeni osteogeni
potencijal. NaSa istrazivanja su pokazala da znacajno veéi procenat DP-MSC i PL-MSC
ispoljava CD146 (oko 50%) u poredenju sa DF-MSC (15%). U skladu sa rezultatima gore
navedenih studija, upravo su DP-MSC i PL-MSC pokazale znacajno veci potencijal za
osteogenu diferencijaciju, dok se u odnosu na ove populacije MSC, znacajno veci procenat

DF-MSC diferencirao u adipocite.

Jo§ jedan od aktuelnih markera za karakterizaciju MSC je CD271, niskoafinitetni receptor
za faktor rasta neurona (engl. low-affinity nerve growth factor receptor, LNGFR). CD271 u
prenatalnom periodu ucestvuje u signalnim putevima uklju¢enim u razvic¢e celokupnog
nervnog sistema [552] i tokom razvica je ispoljen na razli¢itim ¢elijama mezenhimskog
porekla [553]. U studijama njegove ekspresije u postnatalnom periodu, CD271 je opisan
kao jedan od najboljih markera populacije BM-MSC [554-555] i AT-MSC [556], koja ima
visok proliferativni kapacitet i sposobnost multipotentne diferencijacije. Analiza ekspresije
CD271 imunocitohemijskom metodom je pokazala da je ekspresija ovog molekula kod DP-
MSC i DF-MSC dominantno intracelularna, dok kod PL-MSC CD271 uopste nije
detektovan. Ovi nasi rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora koji su pokazali da je
membranska ekspresija ovog molekula na BM-MSC i MSC izolovanim iz horionske i
amnionske membrane tokom odrzavanja u kulturi nestabilna, i da se smanjuje tokom
vremena kultivacije [557-558]. U skladu sa ve¢ navedenim rezultatima na BM-MSC i AT-

MSC, sortiranje ¢elija dobijenih enzimskim tretmanom dentalne pulpe, dentalnog folikula i
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periapeksne lezije prema ekspresiji CD271 pre pocetka kultivacije, mogao bi da bude
koristan korak u obogacivanju populacija MSC multipotentnim ¢éelijama. Medutim,
rezultati Watson i saradnika [559] su pokazali da ¢elije izolovane iz krvi pupCane vrpce na
osnovu ekspresije CD271 poseduju slab proliferativni kapacitet i potencijal za
diferencijaciju, u odnosu na celije izolovane na isti nacin iz kostne srzi, §to ukazuje na to da
se verovatno ni ovaj marker ne moze koristiti kao potpuno pouzdan, univerzalni marker

multipotentnih MSC sa visokim kapacitetom za samo-obnavljanje.

U poslednje vreme je pokazano da se ekspresija CD105 (endoglin), CD166 i CD90 na BM-
MSC [560] i UCB-MSC [40] znacajno smanjuje tokom procesa diferencijacije. Ovi podaci
ukazali su na potencijalni znac¢aj ovih molekula za izolaciju subpopulacije nediferenciranih
MSC. Analiza ekspresije ovih molekula u nasim istrazivanjima je pokazala da DP-MSC
ispoljavaju manje CD90, i nesto manje CD166 i CD105 u poredenju sa DF-MSC. Ovaj
podatak, kao i nesto slabiji kapacitet za proliferaciju i veéi potencijal za osteogenezu DP-
MSC in vitro, u poredenju sa DF-MSC, moze da ukaze na veéu zastupljenost ¢elija koje su
ve¢ usmerene za osteogenu/hondrogenu diferencijaciju unutar DP-MSC. Sa druge strane, u
skladu sa gore navedenim rezultatima dobijenim na BM-MSC i UCB-MSC [40, 560], nesto
veca ekspresija CD105, CD166 i CD90 kod DF-MSC ukazuje na to da populacija DF-MSC

sadrzi ve¢i procenat nediferenciranih, multipotentnih, visoko-proliferativnih celija.

5.1.1. Celijske populacije izolovane iz dentalne pulpe, dentalnog folikula i
periapeksne lezije ne ispoljavaju markere karakteristicne za antigen

prezentujuce Celije, B limfocite, monocite 1 hematopoetske maticne Celije

Pojedine ¢elije, kao $to su APC, B limfociti, monociti, kao i prekursori HSC, ¢esto mogu
opstati u kulturama MSC, zbog faktora rasta koje MSC produkuju i zbog interakcija sa
ovim stromalnim ¢elijama. Ove kontaminirajuce Celije, produkcijom razli¢itih molekula 1
kroz interakcije sa MSC 1 drugim c¢elijama u okruzenju, mogu ispoljiti znacajan
modulatroni efekat. Da bi se osiguralo da dobijeni rezultati o uticaju heterogenih populacija
MSC ne budu pogres$no protumaceni zbog kontaminacije drugim ¢elijskim tipovima, ISCT

[37] je kao jedan od kriterijuma za karakterizaciju MSC preporucila iskljucivanje celija
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koje ispoljavaju markere karakteristicne za ove ne-mezenhimske tipove ¢elija iz kulture
MSC. Kako je dobro poznat uticaji APC, B limfocita, monocita i HSC na razli¢ite imunske
¢elije, njihovo odsustvo iz kultura DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC bio je vazan preduslov u
naSim istrazivanjima o uticaju populacija MSC izolovanih iz dentalnih tkiva na
karakteristike PBMC i PL-IC in vitro. Takode, DC mogu nastati iz monocita periferne krvi
kao i iz HSC in vitro [313], zbog ¢ega je bilo posebno vazno iskljuiti prisustvo CD14" i
CD34" ¢elija u kulturama MSC, obzirom da je uticaj PL-MSC na proces nastanka DC iz
monocita ispitivan u najvaznijem delu nasih istrazivanja. Uzimajuéi u obzir ove Cinjenice,
DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC izolovane iz razli¢itih donora, su paZzljivo analizirane na
proto¢nom citofluorimetru, i imunocitohemijskom metodom, na prisustvo c¢elija koje
ispoljavaju markere karakteristiéne za HSC (CD34), APC (HLA-DR), leukocite (CD45), B
limfocite (CD19) i monocite (CD14). Ovim analizama je utvrdeno da kulture DP-MSC,
DF-MSC i PL-MSC nisu kontaminirane c¢elijama koje se karakteriSu ispitivanim
markerima, zbog ¢ega se imunomodulatorni efekti dobijeni u kulturama u nastavku

istrazivanja mogu tumaciti predominantno efektom ispitivanih MSC.

5.2. DP-MSC, DF-MSC | PL-MSC SE MEDUSOBNO RAZLIKUJU PO
POTENCIJALU ZA SAMO-OBNAVLJANJE

S obzirom da je za postizanje Zeljenog efekta na tok bolesti, najcesé¢e neophodno primeniti
viSe doza velikog broja MSC [81-83], kapacitet za samo-obnavljanje, odnosno mogucnost
dobijanja dovoljnog broja celija u kratkom periodu, postaje jedan od preduslova za
koriS¢enje ovih Celija u Celijskoj terapiji. U svetlu ove Cinjenice znacajni su nasi rezultati,
da DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC imaju znacajno veci proliferativni kapacitet u odnosu na
BM-MSC. Ovo je u skladu sa rezultatima Miura i sardnika [169], koji su pokazali da DP-

MSC imaju znacéajno veci kapacitet za deobu in vitro u odnosu na BM-MSC.

Rezultati nasih istrazivanja na DP-MSC i DF-MSC pokazali su da se ove dve populacije
MSC medusobno razlikuju po kapacitetu za samo-obnavljanje in vitro. DP-MSC i DF-
MSC, ispitivane tokom nasih istrazivanja, blago se razlikuju i po prose¢noj veli¢ini ¢elija.

Vece DF-MSC su pokazale i ve¢i kapacitet za proliferaciju, dok su manje DP-MSC sporije
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proliferisale. Nasuprot ovim naSim zapaZanjima, rana istrazivanja povezala su povecanje
veli¢ine ¢elija u kulturi sa senescencijom ¢elija [561-562]. Takode, je uoceno da MSC
nakon dugog odrzavanja u uslovima kulture postaju vece [73, 563-564] u odnosu na
veli¢inu koju imaju na pocetku kultivacije. Sa produzavanjem kultivacije MSC formiraju
veéi broj lamelopodija i Sire se po povrsini suda za kultivaciju [564], a sadrZe i znacajno
viSe aktinskih filamenata ukljucenih u ¢elijsko kretanje [563]. Medutim, kako su DP-MSC i
DF-MSC u na$im istrazivanjima izolovane istovremeno, iz istog zuba, i kako su ove ¢elije
odrzavane in vitro pod istim uslovima, razlika u proseénoj veli¢ini izmedu njih
najverovatnije nije posledica starenja. Stoga se male razlike u prose¢noj veli¢ini, izmerene
u naSim istrazivanjima, izmedu DP-MSC i DF-MSC ne mogu smatrati znacajnim

pokazateljom kapaciteta za samo-obnavljanje.

Dalje, kapacitet PL-MSC za samo-obnavljanje, odnosno procenat ¢elija koje formiraju
CFU-F, je manji u odnosu na MSC izolovane iz zdravog dentalnog tkiva. Smanjena
sposobnost PL-MSC za samo-obnavljanje moze biti posledica uticaja inflamacijskih
molekula, kao $to su citokini, faktori rasta i TLR-agonisti na MSC koje iz okolnih zdravih
tkiva migriraju u periapeksnu leziju. Naime, pokazano je da IFN-y posredstvom IDO-1
enzima [524], i TNF-a aktivacijom signalnog puta preko Runx2 [525], ispoljavaju anti-
proliferativni efekat na BM-MSC in vitro. Dalje, pored ovih pro-inflamacijskih citokina
ispitivan je i efekat TLR agonista na kapacitet za samo-obnavljanje MSC iz zdravog tkiva.
Tako su Hwa Cho i saradnici [228] pokazali inhibitorni efekat TLR9-agonista na
proliferaciju AT-MSC, dok su Lombardo i saradnici [237] pokazali da aktivacija TLR3 i
TLR4 ne uti¢e na kapacitet AT-MSC za proliferaciju, ali povecava ekspresiju mangan-
superoksid dismutaze (MnSOD), za koju je pokazano da Stiti celije u uslovima
oksidativnog stresa [241] i produzava njihovo prezivljavanje. Kako je jedan od osnovnih
inicijalnih mehanizama borbe protiv patogena produkcija slobodnih kiseoni¢nih radikala od
strane Celija imunskog sistema, ovaj efekat aktivacije TLR moze zastititi MSC koje

migriraju na mesto inflamacije.
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5.3. DP-MSC, DF-MSC | PL-MSC SE MEDUSOBNO RAZLIKUJU PO
SPOSOBNOSTI ZA DIFERENCIJACIJU U CELIJSKE TIPOVE
MEZENHIMSKOG POREKLA

Ukoliko se zanemari ne$to manji potencijal za samo-obnavljanje DP-MSC, ve¢i potencijal
za diferencijaciju ovih ¢elija u osteoblaste i hondroblaste, u poredenju sa DF-MSC, ¢ini
DP-MSC boljim izborom za regeneraciju skeletnih oSte¢enja. Izdvajanjem subpopulacija
MSC ¢iji je potencijal za diferencijaciju usmeren na tkiva koja je potrebno regenerisati kod
odredenog oStecenja, smanjuje se broj potrebnih ¢elija koje se primenjuju po jednoj dozi.
Koris¢enjem tkiva koje je bogato subpopulacijom MSC koje poseduje pozeljnu osobinu
povecava se pocetni prinos ¢elija 1 smanjuje vreme potrebno za propagaciju ¢elija. U ovom
smislu, napretku razvoja MSC-terapije znacajno su doprinela istrazivanja u kojima su
opisani povrsinski markeri MSC ¢ija je ekspresija povezana sa posedovanjem odredene
karakteristike. Battula i saradnici [565] su opisali da se dodatnim sortiranjem CD271
pozitivne BM-MSC populacije na osnovu ekspresije CD56, dobija duplo pozitivna ¢elijska
populacija koja ima znafajno povecanu sposobnost za hondrogenzu i osteogenezu. U
skladu sa ovim podacima, veca sklonost DP-MSC, u naSim istrazivanjima, za
diferencijaciju u osteoblaste i hondroblaste, moze biti posledica veéeg udela ¢elija koje na
svojoj povrsini ispoljavaju molekul CD56, u poredenju sa DF-MSC. Stoga bi najveca
zastupljenost CD56" ¢éelija u DP-MSC, mogla biti prednost dentalne pulpe kao tkiva izbora

za izolaciju MSC za terapiju skeletnih oStecenja 1 za regeneraciju dentalnog tkiva.

lako imaju najmanji kapacitet za samo-obnavljanje, PL-MSC su pokazale najveci potencijal
za osteogenu i hondrogenu diferencijaciju in vitro. Nasuprot ovom nasem rezultatu, veéina
autora, koji su rezultate svojih istrazivanja objavili kasnije, pokazala je da MSC izolovane
sa mesta zapaljenja imaju znac¢ajno smanjen kapacitet za diferencijaciju [277, 566-567].
Medutim, rezultati in vitro istrazivanja pokazali su da efekat pojedinih inflamacijskih
faktora na diferencijaciju MSC izolovanih iz zdravih tkiva moze biti znacajno razli¢it. Tako

je pokazano da visoke koncentracije IFN-y (100U/ml) preko indukcije IDO-1 enzima [524],

.....
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BM-MSC in vitro. Nasuprot inhibitornom uticaju ovih citokina, pokazano je da IL-18,
aktivacijom Wnt5a/Ror2 nekanonskog puta [528], i IL-17 [529], snazno stimulisu
osteogenezu humanih BM-MSC in vitro. Prisustvo IL-1p I IL-17, za koje je pokazano da
imaju bitnu ulogu u razvoju peiapeksne lezije [418], u periapeksnoj leziji moze znacajno
uticati na potencijal za diferencijaciju MSC koje migriraju na mesto inflamacije, sto je u
skladu sa nasim rezultatima dobijenim na PL-MSC. Pored ovih pro-inflamacijskih citokina,
imunoregulatorni molekul TGF-B mozZe imati vaznu ulogu u regulaciji inflamacijske
reakcije u periapeksnoj leziji [275, 568]. Upravo TGF-f ima najvazniju ulogu u promociji
hondrogeneze MSC izolovanih iz zdravog tkiva, in vitro [530-532]. Pored ostalih
imunoregulatornih ¢elija izolovanih iz periapeksne lezije za koje je pokazano da produkuju
TGF-B [275], u ovim istrazivanjima smo0 pokazali da i same PL-MSC produkuju ovaj
molekul, $to bi mogao da bude uzrok jatem potencijalu ovih Celija za hondrogenezu in
vitro. Osim TGF-B, nivo FGF (posebno FGF-2) je znacajno poviSen u periapeksnim
lezijama kod ljudi [569], a ovaj molekul je, takode, neophodan za indukciju hondrogeneze
MSC [67, 94-95]. Pored citokina, TLR ligandi poreklom od patogena ili nekroti¢nih ¢elija
u periapeksnoj leziji takode mogu uticati na potencijal za diferencijaciju MSC.
Porhpyromonas gingivalis, za koji se smatra da je klju¢ni patogeni inicijator nastanka i
razvica periapeksne lezije, poseduje jedinstvenu kombinaciju atipiénog LPS-a i
bakterijskog lipopeptida koja aktivira TLR2 [252-255]. Istrazivanja o uticaju aktivacije
TLR2 na proces diferencijacije MSC dala su veoma razli¢ite rezultate. Tako su Pevsner-
Fischer i sardnici [229] pokazali da aktivacija TLR2 deluje inhibitorno na potencijal za
diferencijaciju BM-MSC. Sa druge starne Hwa Cho i saradnici [228] su pokazali da AT-
MSC sticu veci osteogeni potencijal nakon tretmana TLR2 agonistom, $to je u skladu sa
nasim rezultatima. Dalje, viSe puta je pokazano da agonisti drugih TLR uti¢u na sposobnost
MSC za osteogenezu. Potencijal za osteogenezu in vitro humanih BM-MSC, AT-MSC i
UCB-MSC znacajno Sse povecava nakon tretmana ovih celija TLR4 i TLR3 agonistima
[228, 237], a smanjuje aktivacijom TLR9 na AT-MSC [228]. Rezultati Cho i saradnika
[240] su pokazali da TNF-a i TLR3 agonisti inicira aktivaciju NF-kB u AT-MSC i
stimulise njihovu osteogenezu. Dakle, na osnovu do sada pokazanih in vitro efekata

pojedinih molekula karakteristicnih za proces inflamacije, na osobine MSC izolovane iz

165



zdravih tkiva, sasvim je verovatno da je potencijal za samo-obnavljanje i diferencijaciju
PL-MSC detektovan u nasim istrazivanjima posledica uticaja mreze pro-inflamacijskih i

anti-inflamacijskih molekula i ¢elija na MSC koje migriraju u periapeksnu leziju.

54. DP-MSC, DF-MSC | PL-MSC IZAZIVAJU TRANSPLANTACIJSKU
REAKCIJU NAKON IN VIVO PRIMENE KOD NEONATALNIH MISEVA

lako smo pokazali da DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC poseduju osobinu multipotentnosti in
vitro, nisu uoceni znaci diferencijacije ovih celija nakon subkutane ksenogene
transplantacije, u neonatalne miseve. Naime, na presecima tkiva izolovanih sa mesta
transplantacije, 18 dana nakon transplantacije MSC u region iza uha, bili su uocljivi
infiltrati ¢elija sastavljeni od inflamacijskih ¢elija i fibroblastne kapsule oko tkiva. Slicnu
imunolosku reakciju detektovali su i Niemeyer i saradnici [570] nakon tarnsplantacije BM-
MSC, odnosno Grinnemo i saradnici [571] nakon transplantacije AT-MSC, u
imunokompetentne glodare. Nasuprot ovim podacima, jedan broj laboratorija je u skorije
vreme objavio da MSC poseduju jedinstvenu osobinu da indukuju toleranciju u
imunokompetentnim primaocima alogenog ili ¢ak ksenogenog transplantata [572-573].
Mehanizmi ove imunotolerancije su ispitivani veoma intenzivno i za sada je pokazano da
ulogu imaju tri povezana mehanizma [371, 574]. Primenjene MSC izbegavaju imunolosku
reakciju primaoca zahvaljujuéi hipoimunogenom statusu, sposobnosti da moduliraju fenotip
T limfocita 1 deluju imunosupresivno na lokalno okruzenje. Sa druge strane, pokazano je da
MSC mogu ste¢i pro-inflamacijske karakteristike pod uticajem razli¢itih pro-
inflamacijskim stimulusa, medu kojima su i DAMP koji se oslobadaju nakon oStecenja
tkiva u toku transplantacije [243-244, 299, 575]. Sli¢na aktivacija MSC moze objasniti
relativno jak ksenogeni odgovor detektovan u nasim eksperimentima nakon transplantacije
DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC in vivo. U daljim ispitivanjima potencijala DP-MSC, DF-
MSC i PL-MSC za diferencijaciju in vivo, potrebno je koristiti imunokompromitovane
zivotinje, koje se standardno koriste u ovakvim esejima [167, 169, 176, 179, 181-182, 193,
197].
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Dakle, sve tri ¢elijske linije koje smo metodom adherence izolovali iz tri razlicita tkiva su
pokazale sposobnost za samo-obnavljanje, potencijal za diferencijaciju u tri tipa Celija
mezenhimskogg porekla, kao i fenotipske i morfolo$ke osobine koje odgovaraju MSC. Na
osnovu minimuma kriterijuma neophodnih za karakterizaciju jedne ¢elijske linije kao linije
MSC, mozemo sa sigurnos$éu reci da su celije izolovane iz dva razli¢ita zdrava dentalna

tkiva kao i ¢elije izolovane iz periapeksne lezije po tipu MSC.

5.5. DP-MSC, ZA RAZLIKU OD DF-MSC, POSEDUJU IMUNOSUPRESIVNE
OSOBINE

Otkri¢e imunoregulatornih karakteristika MSC otvorilo je sasvim novo polje istraZivanja na
kom se objasnjavaju mehanizmi koje ove celije koriste u interakcijama sa ¢elijama
imunskog sistema. Osim uticaja MSC na ¢elije u okolini, istrazivanja u ovoj oblasti se bave
uticajem celija i faktora produkovanih na mestu inflamacije na osobine MSC. Do danas je,
na animalnim modelima razli¢itih bolesti, ispitivan efekat primene MSC pripremljenih na
razli¢ite nacine. Sva ova istrazivanja sprovode se u cilju primene ovih celija u celijskoj
terapiji kod ljudi. Potencijal MSC za regeneraciju tkiva, i njihova sposobnost da deluju
imunosupresivno predstavlja kombinaciju poZeljnih osobina za terapiju svih patoloSkih
stanja koja se odlikuju neodgovaraju¢om imunoloskom reakcijom, ¢iji medijatori uzrokuju
osteCenje okolnog tkiva. Veliki broj radova pokazao je da BM-MSC, in vito i in vivo,
poseduju imunomodulatorne i anti-inflamacijske efekte. Retki, noviji radovi su pokazali da
MSC iz dentalnih tkiva, gingive [180], PDLSC [191], DP-MSC [576], takode ispoljavaju
anti-proliferativni efekat na PBMC ili T limfocite stimulisane antigenom ili mitogenom, i to
u relativno malom odnosu MSC i PBMC (1/10). Manji broj dentalnih MSC u kulturi nije
pokazao imunosupresivni efekat u istrazivanjima navedenih autora [180, 191, 576].
Medutim, Bocelli-Tyndall i saradnici [577] su pokazali da humane BM-MSC primenjene u
ovom odnosu mogu ispoljiti i alostimulatorni efekat na PBMC stimulisane pojedina¢nim
citokinima, 1L-2, IL-7 ili IL-15, i indukovati poveéanu produkciju IL-2 i IFN-y u ko-
kulturi. Po naSem i po misljenju drugih autora [577] Odnos MSC/PBMC 1/10 u ko-kulturi

bi mogao da bude relevantniji za in vivo uslove, kad pod uticajem pro-inflamacijskih
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molekula, retke MSC migriraju na mesto inflamacije, od odnosa u kome su MSC
zastupljene u vecem broju. Upravo zbog toga je u nasim istrazivanjima ispitivan efekat
MSC iz dentalnog tkiva na PBMC pri odnosu 1/10 ovih ¢elija u ko-kulturama. Odsustvo
efekta DF-MSC na proliferaciju PBMC u ovim ko-kulturama u skladu je sa rezultatima
drugih autora koji su pokazali da BM-MSC moraju biti pre-tretirane pro-inflamacijskim
molekulima (IFN-y, TNF-a, IL-1a i IL-1B) da bi ispoljile imunosupresivni potencijal [288,
292, 295]. U ovom smislu, Chan i saradnici [299] su objavili zanimljive rezultate o
regulaciji imunomodulatorne funkcije MSC pod uticajem IFN-y. Oni su pokazali da MSC
same, u odsustvu dodatnih tretmana, produkuju niske koncentracije IFN-y, koji preko
IFNR-I indukuje ekspresiju MHC II §to ¢ini ove celije slabim antigen prezentujué¢im
¢elijama sa ogranienim alostimulatornim kapacitetom. Sli¢an efekat se postize ako se
MSC izloze niskim koncentracija IFN-y (10U/ml), dok visoke koncentracije IFN-y
(100U/ml) inhibiraju ekspresiju MHC II i alostimulatorni kapacitet MSC. Po tumacenju
ovih autora, rezultati ukazuju na to da MSC, usled endogene produkcije IFN-y, poseduju
funkciju APC u stanju homeostaze, a da visoka produkcija ovog molekula tokom snaznog
inflamacijskog odgovora stimulie imunosupresivne karakteristike MSC. Sa druge strane,
DP-MSC su u ovim ko-kulturama ispoljile anti-proliferativni efekat na PBMC stimulisane
mitogenom (PHA) iako prethodno nisu bile tretirane nikakvim pro-inflamacijskim
molekulima. Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima koje su objavili Di Nikola i saradnici
[371] o imunosupresivnom kapacitetu netretiranih BM-MSC. Mougiakakos i saradnici
[294] su pokazali da humane BM-MSC, pod uticajem solubilnih molekula produkovanih
tokom ko-kulture sa stimulisanim PBMC, imaju znacajno veci kapacitet za indukciju Treg
¢elija u sekundarnoj MLR, u poredenju sa BM-MSC u primarnoj MLR. U skladu sa ovim
rezultatima moZe se pretpostaviti da od podloznosti odredene populacije MSC uticaju pro-
inflamacijskih faktora, moZe zavisiti da 1i ¢e one biti imunosupresivne tek nakon
prethodnog tretmana visokim koncentracijama ovih molekula in vitro [299], ili ovakvu
osobinu mogu ste¢i i pod uticajem mikrosredine koja se stvara u toku ko-kultivacije u MLR
[294]. U ovom smislu DP-MSC mogu biti osetljivije na pro-inflamacijske molekule, pa je
dovoljno prisustvo molekula koje PHA-stimulisane PBMC produkuju u ko-kulturi da bi se

ispoljio njihov imunosupresivni efekat. Sa druge strane, DF-MSC mogu biti otpornije na
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uticaj ovih molekula te u istovetnim kulturama ne dolazi do aktivacije njihove
imunosupresivne funkcije. Ovi na$ rezultati su u skladu sa rezultatima drugih istrazivaca
[300-301] koji su ukazali na to da inflamacijski status lokalne sredine reguliSe osobine
MSC i1 moze dovesti do sasvim suprotnih efekata pri njthovom eventualnom koris¢enju u

terapiji.

5.6. AGONISTI TLR MENJAJU IMUNOMODULATORNE OSOBINE
DP-MSC | DF-MSC

Uzimajuc¢i u obzir da oralnu duplju naseljava veliki broj sojeva mikroorganizama [250], i
da svakodnevno preko hrane unosimo veliki broj mikroorganizama, sasvim je o¢ekivano da
dentalna tkiva tokom Zzivota svakog ¢oveka budu izlozena razli¢itim PAMP-ovima i pro-
inflamacijskim molekulima, produktima aktiviranih imunskih éelija. Celije imunskog
sistema preko razli¢itih urodenih receptora, medu kojima su najbitniji TLR, mogu da
detektuju prisustvo mikroorganizama, i kao odgovor na ove stimuluse produkuju razlicite
pro-inflamacijske molekule, $to omogucava razvijanje odgovaraju¢eg imunskog odgovora i
eliminaciju patogena. Receptore urodene imunosti ispoljavaju i ¢éelije koje ne pripadaju
imunskom sistemu, kao $to su fibroblasti [233], endotelne Celije [578], a pokazano je da
ligandi za ove receptore mogu da menjaju i osobine BM-MSC, AT-MSC i UCB-MSC
[228-231, 237, 240, 243]. Rezultati nasih istrazivanja po prvi put su pokazali da DP-MSC,
DF-MSC i PL-MSC ispoljavaju TLR3 i TLR4. Na osnovu ovih rezultata, moze se
pretpostaviti da infekcija dentalnih tkiva moze znacajno da menja osobine lokalnih MSC,
tako da ove Celije mogu biti aktivni uesnici u odgovoru organizma na patogene. U cilju
provere ove naSe pretpostavke, po prvi put je u na$im istrazivanjima ispitivan in vitro
efekat TLR3 i TLR4 agonista na imunomodulatorne karakteristike MSC izolovane iz
zdravih dentalnih tkiva, DP-MSC i DF-MSC.

Pored ispitivanja uloge TLR agonista na endogene MSC u cilju otkrivanja funkcije ovih
¢elija na mestu inflamacije i oStecenja tkiva, podaci o uticaju TLR agonista na biologiju
MSC su vazni i u ispitivanjima potencijalnog koriS¢enja ovih ¢elija u terapijske svrhe.

Naime, terapijski efekat primenjenih MSC se, makar delimi¢no, zasniva na njihovoj
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migraciji na mesto inflamacije i/ili o$te¢enja tkiva, ¢ija je vazna odlika prisustvo povisenih
koncentracija PAMP-ova i/ili DAMP-ova. Takode, minimalna oStecenja tkiva su neizbezna
i pri samom postupku primene MSC (intravenski, intraarterijski, intraventrikularno ili
primena MSC na samom mestu osSte¢enja/inflamacije) pri ¢emu se oslobada odredena
koncentracija DAMP-ova. 1z ovih razloga, istrazivanja o ulozi DAMP-ova i PAMP-ova na
biologiju MSC predstavljaju kljucni preduslov za njihovu primenu u ¢elijskoj terapiji kod

ljudi.

O ulozi agonista TLR3 i TLR4 receptora na imunomodulatorne efekte BM-MSC postoje
kontradiktorni rezultati. Liotta i saradnici [230] su pokazali da tretman humanih BM-MSC
TLR3 i TLR4 agonistima smanjuje sposobnost ovih ¢elija da inhibiraju proliferaciju T
limfocita, dok su nasuprot njima, Optize i saradnici [231] pokazali da aktivacija istih TLR
receptora na BM-MSC povecava anti-proliferativni efekat ovih celija na PBMC.
Najverovatniji razlog za dobijanje suprotnih rezultata je $to su Liotta i saradnici dodavali
TLR agoniste u ko-kulturu BM-MSC i PBMC, pa povecana proliferacija moze biti
posledica direktnog uticaja TLR agonista ne samo na BM-MSC, ve¢ i na PBMC koje
ispoljavaju TLR3 i TLR4. Sa duge strane, Optize i saradnici su tretirali same BM-MSC,
koje su tek nakon ispiranja od ostataka agonista ko-kultivisali sa PBMC. Ono $to je
zajednicko rezultatima ove dve grupe autora je da TLR3 1 TLR4 ispoljavaju isti efekat na
BM-MSC. Nasuprot ovim rezultatima, Waterman i saradnici [243] su pokazali da nakon
tretmana TLR4-agonistom BM-MSC sti¢u pro-inflamacijske karakteristike, dok tretman

TLR3-agonistom potencira njihove imunosupresivne efekte.

Nasi rezultati su pokazali da kvalitet efekata TLR3 i TLR4 agonista zavisi od porekla MSC.
Tako smo pokazali da netretirane DF-MSC ne menjaju proliferaciju PBMC u ko-kulturi, ali
da sti¢u imunosupresivnu funkciju nakon poly(l:C) i LPS tretmana tokom 24h. Aktivacija
DP-MSC TLR3-agonistom takode stimuliSe njihov anti-proliferativni efekat na PBMC u
ko-kulturi. Medutim, iako smo pokazali da i u odsustvu tretmana, DP-MSC poseduju anti-
proliferativni efekat na PBMC u ko-kulturi, nakon tretmana LPS-om one gube ovu
imunosupresivnu funkciju. Ovakav razlicit efekat LPS-a na DF-MSC i DP-MSC moze biti

posledica razli¢itog nivoa ekspresije TLR4 na ovim ¢elijama, pri ¢emu smo pokazali da

170



DP-MSC ispoljavaju znacajno visi nivo mRNK za ovaj receptor. Ovakva pretpostavka je u
skladu sa podacima drugih autora o razlic¢itom odgovoru c¢elija na razliite koncentracije
LPS-a [579], kao i od nivoa ekspresije TLR4 [580]. Sem toga, TLR4 je jedini TLR koji
nakon aktivacije pokre¢e dve signalne kaskade molekula, jednu preko MyD88 molekula i
jednu preko TRIF molekula. Ovi signalni putevi regulisani su mnogobrojnim regulatornim
molekulima S$to ostavlja moguénost znacajne modulacije odgovora celije na aktivaciju
agonistima TLR4 [202]. Puno podataka ukazuje da je bas TLR4 [581-583] odgovoran za
prepoznavanje molekula koji se oslobadaju iz oStecenih ¢elija, zbog ¢ega je neminovna
aktivacija ovog receptora na MSC koje bi se primenile u terapiji razli¢itih poremecaja. Na
osnovu nasih rezultata, potencijalna primena DP-MSC i DF-MSC u ¢elijskoj terapiji moze

dovesti do sasvim razli¢itih ishoda ukoliko dode do aktivacije TLR4 na njihovoj povrSini.

5.7. IMUNOSUPRESIVNI MEHANIZMI DP-MSC | DF-MSC PODLOZNI SU
MODULACIJI TLR AGONISTIMA

Pokazano je da mnogobrojni solubilni molekuli sa ve¢ dobro poznatim imunosupresivnim
efektima (TGF-p, IL-10, PGE2, NO, IDO-1, TSG6, MMP-CCL2, HLA-G, IL-6, LIF, HO-

1) posreduju i u imunomodulatornim mehanizmima MSC [584].

U skladu sa ovim podacima, nasa istrazivanja su pokazala da je sposobnost netretiranih DP-
MSC da inhibiraju proliferaciju PBMC u ko-kulturi u korelaciji sa visokom produkcijom
TGF-B1 od strane DP-MSC u kulturi. Neutralizacija TGF- u ko-kulturama PBMC i
netretiranin DP-MSC dovela je do potpunog oporavka proliferacije PBMC, na osnovu ¢ega
smo zakljucili da je TGF-B znacajan posrednik u imunosupresivnom efektu DP-MSC u
odsustvu TLR stimulacije. Ovi rezultati su u skladu sa podacima Di Nicola i saradnika
[371], koji su identifikovali TGF-p1 i HGF kao znacajne posrednike imunosupresivnih
efekata netretiranih BM-MSC.

Pored kontradiktornih podataka o efektu TLR3-agonista i TLR4-agonista na BM-MSC,
postoje i razli¢iti podaci o mehanizmima BM-MSC na koje ovi TLR-agonisti deluju. Tako

su Liotta i saradnici [230] pokazali da tretman BM-MSC poly(l:C)-om ili LPS-om nema
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efekta na produkciju solubilnih molekula (PGE-2, produkti aktivnosti IDO-1 enzima) od
strane ovih celija, ve¢ dovodi do snizavanja ekspresije Jagged-1 molekula u BM-MSC.
Jagged-1 u interakciji sa Notch receptorom, posreduje u anti-proliferativnom efektu BM-
MSC na T limfocite, i snizavanje ekspresije ovog molekula u BM-MSC rezultuje
smanjujem imunosupresivne aktivnosti ovih celija. Nasuprot ovim rezultatima, Optize i
saradnici [231] su pokazali da aktivacija istih TLR receptora na BM-MSC deluje u smeru
povecanja ekspresije IDO-1 enzima, ¢ime se povecava anti-proliferativni efekat ovih ¢elija
na PBMC. Takode, oni su pokazali da je povecanje ekspresije IDO-1 enzima u BM-MSC
posledica uticaja povecanih koncentracija IFN-f na ove ¢elije, pri ¢emu same BM-MSC
povecavaju produkciju ovog citokina nakon tretmana TLR3 i TLR4 agonistima. Watterman
i saradnici [243] su pokazali da BM-MSC nakon 1h tretmana LPS-om produkuju znacajno
vece koncentracije IL-6 i IL-8, ispoljavaju znacajno veci nivo Jagged-1 i ne menjaju nivo
ekspresije IDO-1, dok nakon jednocasovnog tretmana poly(I:C)-om BM-MSC znacajno
poveéavaju produkciju IP10 i RANTES, i u ne$to manjoj meri IL-4 i IL-10, znacajno
smanjuju produkciju TGF-B1,3, ispoljavaju nizi nivo Jagged-1 molekula, ali znacajno visi
nivo IDO-1 enzima. Posledica ovakvih promena je da su BM-MSC nakon tretmana TLR4-
agonistom delovale alostimulatorno na proliferaciju PBMC, dok netretirane ili tretirane
TLR3-agonistom BM-MSC nisu pokazale nikakav efekat na proliferaciju PBMC.

Pored uloge TGF-B u imunosupresivnom efektu netretiranin DP-MSC, pokazali smo da
DP-MSC i DF-MSC nakon tretmana TLR-agonistima znacajno povecavaju produkciju
ovog molekula u kulturama. Takode, DP-MSC i DF-MSC zadrzavaju isti odnos produkcije
TGF-p i nakon ispiranja ¢elija od TLR agonista, $to ukazuje na to da su efekti aktivacije
TLR na produkciju ovog citokina od strane MSC produzeni. Na osnovu ovog podatka se
moze pretpostaviti da su promene u produkciji TGF- od strane DP-MSC i DF-MSC
nastale nakon tretmana TLR agonistima, povezane sa promenama imunomodulatornog
efekta tretiranin MSC u ko-kulturama sa PBMC, u odnosu na efekte netretiranih MSC. U
skladu sa ovom pretpostavkom, ja¢i imunosupresivni efekat koji su DP-MSC i DF-MSC
ispoljile nakon tretmana TLR3-agonistom je u korelaciji sa pove¢anjem produkcije TGF-

od strane ovih ¢elija. LPS je imao jo§ znacajniji stimulatorni efekat na produkciju TGF-f

172



od strane DF-MSC, dok isti tretman kod DP-MSC znacajno inhibira produkciju TGF-p.
Inhibicija produkcije TGF-f od strane DP-MSC tretiranih LPS-om je u korelaciji sa
odsustvom anti-proliferativnog efekta ovih Celija na alogene PBMC. Ovim rezultatima smo
pokazali da je upravo TGF-B-posredovan imunomodulatorni mehanizam DP-MSC i DF-
MSC podlozan modulaciji TLR-agonistima. Ipak, neutralizacija TGF- u ko-kulturama
PBMC i dentalnim MSC koje su pre-tretirane TLR-agonistima, nije dovela do potpunog
oporavka proliferacije. Ovi rezultati pokazuju da TGF-B-posredovan mehanizam nije jedini
imunomodulatorni mehanizam koji pokrece tretman DP-MS i DF-MSC TLR-agonistima.
Nasuprot nasim rezultatima, Optiz i saradnici [231] su pokazali da aktivacija TLR3 i TLR4
na BM-MSC ne uti¢e na produkciju TGF-B veé¢ dovodi do povecanja ekspresije IDO-1
enzima u ovim c¢elijama. IDO-1 posreduje u degradaciji triptofana [585], Sto predstavlja
jedan od vaznih mehanizama imunosupresivnog efekta MSC na T limfocite [293]. Pored
efekta izgladnjivanja aktivno-proliferisucih limfocita usled nedostatka triptofana, produkti
degradacije triptofana kao S$to je kinurenin, takode su direktno ukljuéeni u anti-
proliferativne efekte MSC na PBMC u ko-kulturi. Naime, nedavno je pokazano da
kinurenin preko AHR direktno deluje na T limfocite tako §to poveéava ekspresiju Foxp3 i
inicira diferencijaciju Treg [435]. Pored povecéanja ekspresije IDO-1 nakon tretmana BM-
MSC TLR-agonistima [231], pokazano je da se ekspresija ovog enzima u BM-MSC
povecava i u prisustvu visokih koncentracija IFN-y [292]. Uzimajuci u obzir ove podatke o
ulozi IDO-1 u imunosupresivnoj funkciji BM-MSC, u nastavku istrazivanja smo ispitivali
ulogu ovog enzima u imunomodulatonim mehanizmima MSC iz zdravih dentalnih tkiva.
Nasi rezultati su u skladu sa ve¢ pokazanom imunosupresivnom ulogom IDO-1, i pokazuju
da netretirane DP-MSC ispoljavaju visi nivo IDO-1 u poredenju sa netretiranim DF-MSC,
§to je u korelaciji sa pokazanim imunosupresivnim efektom netretiranih DP-MSC i
odsustvom ovakvog efekta u slucaju netretiranih DF-MSC. Pored toga, pokazali smo da je
ovaj imunosupresivni mehanizam podlozan modulaciji TLR agonistima. Tako, DP-MSC i
DF-MSC nakon tretmana LPS-om ispoljavaju znacajno nizi nivo IDO-1. Ovakva promena
u ekspresiji IDO-1 kod DP-MSC je u korelaciji sa gubitkom imunosupresivnog efekta ovih
¢elija nakon tretmana LPS-om. Medutim, i1 pored sniZavanja ekspresije ovog

imunosupresivnog enzima u DF-MSC nakon tretmana LPS-om, ovaj tretman indukuje
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sposobnost DF-MSC da deluju anti-proliferativno na PBMC u ko-kulturi. Analizom efekta
LPS-a na produkciju TGF- i IDO-1 enzima od strane DP-MSC i DF-MSC, moze se
pretpostaviti da je efekat ovih ¢elija na PBMC u ko-kulturi proizvod promena u produkciji
ova dva imunosupresivna molekula. Stoga se gubitak imunosupresivnog efekta DP-MSC
nakon tretmana LPS-om moze objasniti inhibitornim efektom LPS-a na produkciju TGF- i
ekspresiju IDO-1 u ovim ¢elijama. Sa druge strane, indukcija imunosupresivnog efekta kod
DF-MSC nakon tretmana LPS-om, moze biti proizvod snaznog stimulatornog efekta ovog
TLR4-agonista na produkciju TGF-B, ¢iji efekti prevazilaze efekat blagog snizavanja
ekspresije IDO-1 u istim uslovima kultivacije DF-MSC. Slabiji inhibitorni efekat LPS-a na
ekspresiju IDO-1 kod DF-MSC moze biti posledica nizeg nivoa ekspresije TLR4 na ovim
¢elijama u odnosu na DP-MSC. Inhibitorni efekat LPS-a na ekspresiju IDO-1 u oba tipa
dentalnih MSC, moze da ukaze na to da LPS pre svega inhibira direktni anti-proliferativni
efekat ovi celija. Sa druge strane, tretman TLR3 agonistom u naSim istrazivanjima nije
uticao na ekspresiju IDO-1 u DP-MSC i DF-MSC, dok je snazno stimulisao produkciju
TGF-f od strane ovih celija. Ovi rezultati koji ukazuju na suStinski drugaciji
imunomodulatorni efekat dentalnih MSC tretiranih TLR4 agonistom u odnosu na tretman
TLR3 agonistom, je u skladu sa rezultatima Waterman i saradnika [243] koji su pokazali
da LPS stimuliSe BM-MSC sa pro-inflamacijskim osobinama, dok TLR3 podstice
imunosupresivne efekte BM-MSC [243]. Dobijene razlike izmedu naSih rezultata, i
rezultata koje su dobili Optize i Waterman sa saradnicima, mogu biti posledica razli¢ite

podloznosti dentalnih MSC na uticaje TLR agonista u odnosu ha BM-MSC.

Pored uticaja na ove ekskluzivno imunosupresivne molekule, Romieu-Mourez i saradnici
[244] su pokazali da BM-MSC tretirane TLR3 ili TLR4 agonistima produkuju IL-1, IL-6,
IL-8 i CCL5 i tako privlace inflamacijske celije, stvaraju¢i pro-inflamacijsko jezgro.
Rezultat ovih autora u skladu je sa nasim podacima o povecéanoj produkciji IL-6 od strane
DP-MSC i DF-MSC nakon tretmana ovih celija TLR3 agonistom. Obzirom na pro-
inflamacijske efekte IL-6 ovo moze biti u suprotnosti sa detektovanim anti-proliferativnim
efektom dentalnin MSC tretiranih TLR3 agonistom na PBMC u ko-kulturi. Medutim, u

tumacenju ovih rezultata ne sme se zaboraviti da je pove¢ana produkcija IL-6 pracena i
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povec¢anom produkcijom TGF-B od strane dentalnih MSC tretiranih TLR3 agonistom. IL-6
I TGF-B ve¢ dugo se ispituju kao potencijalni regulatori diferencijacije Th17 i Treg ¢elija,
pri cemu TGF-B indukuje diferencijaciju Treg, a IL-6 stimuliSe Th17 ¢elije [586]. Pored
mnogih radovi koji su ukazali na to da prisustvo oba citokina stimuliSe T limfocite misa
koji produkuju 1L-17 [586], McGeachy i saradnici [587] su pokazali da je IL-6 neophodan
pocinju da produkuju imunoregulatorni citokin IL-10. Obzirom na ove rezultate, visoke
koncentracije TGF-B i IL-6, produkovanih od strane dentalnih MSC tretiranih poly(l:C)-
om, mogle bi da indukuju diferencijacija ovakvih, IL-10 produkuju¢ih T limfocita iz
PBMC u ko-kulturi. Diferencijacija ovakvih imunosupresivnih ¢elija mogla bi donekle da
bude odgovorna za uocéeni imunosupresivni efekat dentalnih MSC tretiranih TLR3-
agonistom, na proliferaciju PBMC u ko-kulturi. Ovaj efekat poly(l:C), da stimuliSe
imunosupresivne sposobnosti dentalnin MSC, mogao bi u narednim eksperimentima da
bude iskoriS¢en =za supresiju kseno-transplantacijske reakcije uofene u nasim

eksperimentima nakon transplantacije netretiranih dentalnin MSC u neonatalne miSeve.

Obzirom na pokazani potencijal za diferencijaciju i imunomodulatorne sposobnosti DP-

MSC i DF-MSC, primena ovih ¢elija u terapiji moze dovesti do sasvim razli¢itih ishoda.

Obzirom da su pod uticajem TLR3-agonista i TLR4-agonista DF-MSC ispoljile anti-
inflamacijski efekat one bi mogle da budu iskoriS¢ene u terapiji bolesti koje se karakterisu
hroni¢nom inflamacijom.

Sa druge strane, DP-MSC mogu biti primenjene u terapiji skeletnih ostecenja, obzirom na
njihov potencijal za osteo/hondrogenu diferencijaciju. Medutim, posto je viSe puta
pokazano da TLR-agonisti mogu da uti¢u na potencijal MSC za diferencijaciju, istrazivanja
u cilju primene DP-MSC za regeneraciju oStecenog tkiva, morala bi da ukljuce i ispitivanje
eventualnog efekta TLR4-agonista i drugih molekula na potencijal za diferencijaciju ovih

celija.
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5.8. PL-MSC ISPOLJAVAJU ANTI-PROLIFERATIVNI 1 ANTI-
INFLAMATORNI EFEKAT NA MONONUKLEARE PERIFERNE
KRVI IN VITRO

Zbog Cinjenice da in vitro postavljeni sistemi nikada ne mogu da u potpunosti odgovaraju
uslovima u Zivom organizmu, da bi se $to bolje opisala uloga MSC na mestu inflamacije te
omogucilo ispitivanje moguce modulacije ovih ¢éelija u terapijske svrhe, potrebno je ispitati
osobine MSC izolovanih sa mesta inflamacije. Rezultati na$ih istrazivanja na PL-MSC, koji
su deo ove disertacije, predstavljaju apsolutno pionirske podatke o imunomodulatonim
osobinama MSC izolovanih sa mesta inflamacije. Obzirom da su PL-MSC unutar
periapeksne lezije, in vivo, bile izlozene kompleksnoj mrezi inflamacijskih molekula, a
medu kojima 1 TLR agonistima poreklom od patogena, uzroc¢nika ove bolesti, osobine PL-
MSC nam mogu dodatno rasvetliti potencijalnu ulogu ovih ¢elija na mestu inflamacije.
Tako nasuprot rezultatima Prasanna i saradnici [588], koji su pokazali da BM-MSC
tretirane visokim koncentracijama IFN-y i TNF-a in vitro povecavaju ekspresiju MHC
klase II na povrsini i tako sticu funkciju APC i stimuli$u proliferaciju PBMC u ko-kulturi,
nasa istraZivanja su pokazala da, i pored toga Sto upravo ovi citokini imaju zna¢ajnu ulogu
u razvoju periapeksne lezije, PL-MSC testirane nakon tre¢eg pasaza ne ispoljavaju MHC
klase II, i u skladu sa tim nisu pokazale alostimulatornu sposobnost u ko-kulturi sa PBMC.
Slaba imunogenost PL-MSC znacajno moze doprineti izboru ovih ¢elija za primenu u
¢elijskoj terapiji. Dalje, nasuprot osobinama DF-MSC pokazanim u nasim istrazivanjima,
kao i mnogim radovima koji su pokazali da MSC iz zdravih tkiva sti¢u imunosupresivnu
funkciju tek nakon tretmana pro-inflamacijskim molekulima [279, 292-293, 589],
netretirane PL-MSC, bez ikakvog pre-tretmana in vitro, ispoljavaju snazan imunosupresivni
efekat na proliferaciju PBMC u ko-kulturi. Anti-proliferativni efekat PL-MSC na PBMC u
ko-kulturi u korelaciji je sa inhibitornim efektom ovih ¢elija na produkciju IL-2, dobro
poznatog faktora rasta limfocita. Ovi rezultati o imunosupresivnoj funkciji PL-MSC mogu
da ukaze na bitnu ulogu ovih ¢elija u regulaciji inflamacije u periapeksnoj leziji. Nasuprot
rezultatima Prasanna i saradnika [588], koji su pokazali da je za anti-proliferativnu

funkciju MSC izolovanih iz zdravog tkiva neophodno da bude o¢uvana proliferacija samih

176



MSC, u nasim istrazivanjima su PL-MSC, c¢ija je proliferacija inhibirana tretmanom
mitomicinom B, ipak ispoljavale ovakav imunosupresivni efekat na PBMC u ko-kulturi.
Pored inhibitornog efekta na proliferaciju PBMC, PL-MSC su delovale inhibitorno i na
produkciju IFN-y i IL-5 u ko-kulturi. Pove¢ana produkcija TGF-p u ko-kulturama sa
PBMC moze biti posledica visoke produkcije TGF-B od strane samih PL-MSC u kulturi.
Anti-proliferativni i anti-inflamacijski efekat PL-MSC u ko-kulturama sa PBMC moze biti
posledica visoke produkcije TGF-pB od strane PL-MSC, obzirom da je pokazano da TGF-$
pored inhibicije proliferacije limfocita inhibira i njihovu diferencijaciju u Thl i Th2 ¢elijje, i

stimuli$e diferencijaciju, i posreduje u imunosupresivnim funkcijama Treg Celija [440].

5.9. PL-MSC ISPOLJAVAJU ANTI-INFLAMATORNI EFEKAT NA
MONONUKLEARE I1ZOLOVANE 1Z PERIAPEKSNE LEZIJE IN
VITRO

Znaju¢i da je TGF-B vazan imunoregulatorni medijator u regulaciji inflamacijskog
odgovora u periapeksnoj leziji [418, 568], kao i njegovu vaznu ulogu u razvoju i
imunosupresivnom efektu Treg u periapeksnoj leziji [275], dalje smo ispitivali da li PL-
MSC sa ovakvim imunomodulatornim osobinama, imaju sposobnost da uti¢u na produkciju
pro-inflamacijskih citokina, IL-18, TNF-a, IL-8, IL-6, koji imaju znacajnu ulogu u
patogenezi periapeksne lezije 1 aktivno ucestvuju u resorpciji alveolarne Kkosti,
najkardinalnijeg znaka ove bolesti [590-593]. Nivo produkcije IL-1p i TNF-a od starne PL-
MSC u naSim istraZivanjima bio je na donjoj granici detekcije, dok su ove celije
produkovale visoke koncentracije IL-6 i neSto nize IL-8. Ovi rezultati su u skladu sa
podacima Sumanasinghe i saradnika [594] o niskoj produkciji IL-1p i TNF-a, i visokoj
produkciji IL-6 i IL-8 od strane BM-MSC. Da bi smo ispitali efekat PL-MSC na produkciju
ovih citokina od starne PL-IC, uporedivali smo nivo citokina koji je produkovan u ko-
kulturi PL-MSC i PL-IC, sa sumom produkcije ovih citokina u odvojenim kulturama ovih
¢elija. PL-MSC su pokazale snazan anti-inflamacijski efekat na produkciju svih ispitivanih
citokina, sto jo§ jednom ukazuje na to da ove ¢elije mogu biti vazni regulatori produkcije

inflamacijskih medijatora u periapeksnoj leziji. Rezultati o produkciji citokina bez
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direktnog celijskog kontakta pokazali su da su za ovakav anti-inflamacijski efekat
odgovorni solubilni molekuli koje produkuju PL-MSC $to je u skladu sa mnogobrojnim
rezultatima drugih autora (pregled podataka dali su Ghannam i saradnici [584]). Takode,
ovi rezultati pokazali su da je za inhibitorni efekat na produkciju IL-8 potreban direktan
¢elijski kontakt. Regulacija produkcije zavisna od direktnog ¢elijskog kontakta moze biti
karakteristika regulacije IL-8 koja nije vezana samo za efekat PL-MSC na produkciju ovog
citokina od strane PL-IC. Naime, pokazano je da je stimulacija produkcije IL-8 od stane

monocita zavisna od direktnog kontakta sa T limfocitima [595].

Na osnovu pokazanog kapaciteta PL-MSC za samo-obnavljanje u kulturi, koji
ukazuje na moguénost uspeSne ekspanzije, na osnovu njihovog potencijala za
osteo/hondrogenu diferencijaciju i pre svega na osnovu pokazanih anti-inflamacijskih
efekata u kulturi sa PBMC/PL-IC, ove ¢elije mogu predstavljati ozbiljnog kandidata za
¢elijsku terapiju periodontalnih bolesti, kao i drugih bolesti koje se istovremeno odlikuju i

hroni¢nim inflamacijskim procesom i oste¢enjem skeletnog tkiva.

5.10. PL-MSC RAZLICITO UTICU NA PROCES DOBIJANJA
DENDRITSKIH CELIJA 1Z MONOCITA PERIFERNE KRVI IN
VITRO

Inhibitorni efekat PL-MSC na proliferaciju i produkciju citokina u ko-kulturama sa PBMC
i PL-IC jednim delom moze biti posledica direktnog inhibitornog efekta PL-MSC ili
njihovih produkata na T limfocite. Medutim, u skorije vreme je objavljeno vise podataka
koji su pokazali da BM-MSC mogu znacajno da uti¢u na proces nastanka DC i na funkcije
DC [412]. Obzirom da se DC smatraju ¢elijama koje klju¢no usmeravaju razvoj imunskog
odgovora [596], ukljucujuci njihovu ulogu u razvoju hroni¢nih inflamacijskih stanja kao Sto
je periapeksna lezija [417, 597], efekat PL-MSC na funkcije DC mogao bi da bude
znacajan mehanizam imunoregulacije PL-MSC. Obzirom da monociti koji ¢ine 10-30%
PBMC [598], predstavljaju znacajne prekursorske Celije DC, supresivni efekat PL-MSC na
monocite i DC takode moze imati znacajnu ulogu u pokazanim imunosupresivnim
efekatima PL-MSC na PBMC i PL-IC u ko-kulturi.
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Analiza preseka periapeksnih lezija, pokazala je da su MSC (detektovanih kao CD146" i
STRO-1" ¢elije) dominantno lokalizovane u perivaskularnom prostoru, ali da postoje i
pojedinacne izdvojene celije unutar infiltrata. Ovakav polozaj MSC u spoljasnjem zidu
krvnih sudova mogao bi da im omoguéi kontakt sa mnogim celijama imunskog sistema
koje migriraju na mesto inflamacije, kao S§to su monociti periferne krvi, Kkoji
ekstravazacijom iz krvnih sudova na mesto inflamacije. Pod uticajem pro-inflamacijskih
faktora monociti se diferenciraju u inflamacijske DC [599]. U skladu sa ovom
pretpostavkom, rezultati daljih analiza na presecima periapeksnih lezija pokazali su da
nezrele DC (CD209") i zrele DC (CD83") ko-lokalizuju sa perivaskularno postavljenim
MSC, kao i da postoje kontakti izmedu DC i MSC izvan krvnih sudova, u infiltratu. Ovi
preliminarni rezultati ukazali su na moguénost da MSC u lezijama, zaista mogu deo svojih
efekata da ostvare uticanjem na proces diferencijacije inflamacijskih DC, kao i na funkcije
ve¢ diferenciranih DC u infiltratu. Da bi smo ovo ispitali u in vitro sistemu, monocite
izolovane iz periferne krvi ili ve¢ diferencirane nezrele DC kultivisali smo same, ili na sloju

adherentnih PL-MSC, i sazrevanje DC smo indukovali pro-inflamacijskim koktelom.

5.10.1. PL-MSC deluju inhibitorno na diferencijaciju dendritskih celija iz

monocita periferne krvi in vitro

Na ovom, in vitro modelu inflamacijskih DC, smo pokazali da PL-MSC deluju inhibitorno
na proces diferencijacije nezrelih DC iz monocita. Ovaj rezultat je u skladu sa podacima o
inhibitornom efektu humanih BM-MSC na proces diferencijacije nezrelih DC iz monocita
[411] i CD34" progenitora kostne srzi [413]. Takode, pokazali smo da PL-MSC ovakav
imunosupresivni efekat ostvaruju najveéim delom preko solubilnih faktora. lako smo
prethodno pokazali da PL-MSC produkuju znacajne koncentracije 1L-6, neutralizacijom
ovog citokina u ko-kulturama PL-MSC i monocita, smo pokazali da ovaj citokin nema
znacajnu ulogu u supresivnom efektu PL-MSC na proces diferencijacije nezrelih DC iz
monocita. Zakljucili smo da ovakvom efektu PL-MSC znacajnije doprinosi neki drugi
solubilni molekuli. Ovaj rezultat je u saglasnosti sa rezultatima koje su Nauta i saradnici

[412] dobili 0 mehanizmima koji dominantno posreduju u supresivnom efektu BM-MSC na
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proces diferencijacije DC iz monocita. Na osnovu ovih rezultata potrebno je dalje ispitivati
ulogu drugi faktori kao $to su TGF-B, HGF, PGE2 i drugih za koje je pokazano da
posreduju u imunosupresivnom efektu MSC na DC [416, 584, 600].

5.10.2. Dendritske ¢elije diferentovane u prisustvu PL-MSC, nakon faze

sazrevanja indukuju Th2/Th17 odgovor

Dalje, iako je u prisustvu PL-MSC diferencijacija monocita u nezrele DC bila poremecena,
dalji proces sazrevanja ovih c¢elija, u odsustvu PL-MSC, pod uticajem pro-inflamacijskog
koktela nije bio izmenjen u odnosu na kontrolne DC. Ovo je u suprotnosti sa rezultatima
drugih istrazivackih grupa koje su pokazale da inhibitorni efekat MSC u toku
diferencijacije DC, ne moze biti prevaziden tokom faze sazrevanja ovih ¢elija pod uticajem
LPS, CD40L ili TNF-a [411-413, 416]. Ove razlike izmedu nasih i rezultata drugih grupa,
mogu delom biti poledica kori§¢enja razli¢itog stimulusa u fazi sazrevanja, obzirom da je
viSe puta pokazano da upravo od vrste stimulusa zavisi fenotip, alostimulatorni kapacitet
zrelin DC, kao i sposobnost ovih ¢elija da prevazidu supresivni uticaj koji su na njih
ispoljile MSC u toku faze diferencijacije [412, 601]. Ovu pretpostavku potvrdili smo
eksperimentima u kojima je ispitivana sposobnost DC da pod uticajem LPS-a odnosnho pro-
inflamacijskog koktela prevazidu inhibitorni uticaj PL-MSC tokom faze diferencijacije.
Naime, pokazali smo da DC diferencirane u prisustvu PL-MSC, nakon indukcije sazrevanja
pod uticajem pro-inflamacijskog koktela dostizu isti nivo ekspresije markera zrelosti i
ispoljavaju istu alostimulatornu sposobnost kao odgovaraju¢e kontrolne DC. Sa druge
strane, DC diferencirane u prisustvu PL-MSC, nakon stimulacije LPS-om sti¢u fenotip
slican odgovaraju¢im kontrolnim DC, ali je njihova alostimulatorna sposobnost znacajno
slabija u poredenju sa kontrolnih DC. Pored toga s§to koris¢enje razliCitog stimulusa za
sazrevanje DC moze u razli¢itoj meri da dovede do prevazilazenja supresivnog efekat MSC
u fazi diferencijacije DC, van der Berk i saradnici [512] su pokazali da MSC izolovane iz
razli¢itih tkiva mogu ispoljiti razlicite efekte na DC. Obzirom na ovaj podatak, efekat PL-
MSC na DC in vitro, bi mogao da bude posledica dugoro¢nih promena nastalih kod MSC

koje migriraju u periapeksnu leziju pod uticajem jedinstvene mikrosredine. Najznacajnija
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osobina zrelih DC koje su samo u fazi diferencijacije bile izlozene direktnom uticaju PL-
MSC, je njihova sposobnost da indukuju istovremeno znacajniju produkciju IL-4 i IL-17 u
ko-kulturi sa CD4" T limfocitima, u odnosu na kontrolne DC. Medutim, na osnovu
produkcije citokina od starne ovih DC nije jasno kako one dovode do ovakve polarizacije
Th odgovora. Ipak moguce je da se citokinski profil ovih DC menja pod uticajem citokina i
kontakta sa limfocitima u MLR, pa bi ovakva merenja mogla dodatno da razjasne nacin na
koji ove DC specificno usmeravaju diferencijaciju Th odgovora. Obzirom da je u skorije
vreme pokazano da populacija CD4" T limfocita koji istovremeno produkuju i IL-4 i 1L-17
ima potencijalnu ulogu u patogenezi astme [602], bilo bi zanimljivo ispitati da li zrele DC
koje su diferencirane u prisustvu PL-MSC, indukuju jednu populaciju limfocita koja
istovremeno produkuje oba citokina, ili ipak dve populacije ¢elija koje produkuju isklju¢ivo
IL-4ili IL-17.

5.10.3. Dendritske ¢elije ¢ije je sazrevanje indukovano u prisustvu PL-MSC

indukuju snazniji Th1l odgovor

Dalje, nasi rezultati o ulozi PL-MSC na proces sazrevanja ve¢ diferenciranih DC (koje su
diferencirane bez prisustva PL-MSC, konvencionalne nezrele DC) u potpunoj su
suprotnosti sa podacima drugih istrazivackih grupa, koje su pokazale da MSC ne
ispoljavaju znacajne efekte na nezrele DC u fazi sazrevanja [413, 416, 512]. Naime, PL-
MSC su u naSim istrazivanjima ispoljile snazan pro-inflamacijski efekat na sazrevanje
konvencionalnih nezrelih DC. Ovakve DC su znacajno povecale ekspresiju svih testiranih
markera zrelosti, ispoljile znacajniji alostimulatorni efekat i pokazale znacajno snazniju
sposobnost da indukuju Thl odgovor, u poredenju sa kontrolnim DC. Poznato je da snazna
produkcija IFN-y inhibira IL-4 i IL-10, preko inhibicije GATAS3 [603], sto korelira sa Th
profilom dobijenim u ko-kulturama CD4" T limfocita i DC koje su u fazi sazrevanja
izlozene uticaju PL-MSC. Iako su ove DC pokazale snaznu Thl-polarizujucu sposobnost,
one su znacajno manje produkovale IL-12 u odnosu na kontrolne DC. Postoji mogucnost da
DC tokom ko-kulture u MLR poc¢inju, pod uticajem IFN-y, da produkuju vece

koncentracije IL-12 ¢ime bi se objasnila njihova sposobnost da indukuju snazan Thl
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odgovor. Pored ove moguénosti, nekoliko radova je u skorije vreme pokazalo da Thl
odgovor, odnosno aktivacija STAT-1 i T-bet, moze biti indukovan i posredstvom IL-27,
nezavisno od IL-12 [604]. Pored povecane produkcije IL-27, ove DC su produkovale i vece
koncentracije 1L-23, citokina koji podsti¢e funkciju Th17 ¢elija, u odnosu na kontrolne DC
[605]. Medutim, ovo nikako nije uticalo na produkciju IL-17 u ko-kulturi sa CD4" T
limfocitima, §to moze biti objasnjeno inhibitornim efektom IL-27 na diferencijaciju Th17
¢elija [606]. U skladu sa ovim naSim rezultatima je rezultat o znacajnoj produkciji IL-27 u
periapeksnoj leziji, kao i da egzogeno dodati IL-27 moze favorizovati Thl odgovor i
inhibirati produkciju citokina od strane Th17 ¢elija [508]. Pored toga, produkcija IL-27
detektovana je oko krvnih sudova u periapeksnoj leziji [508], a rezultati prikazani u ovoj
disertaciji pokazuju da su PL-MSC dominantno lokalizovane perivaskularno i da same
znacajno povecavaju produkciju IL-27 pod uticajem pro-inflamacijskog koktela. Svi ovi
rezultati idu u prilog pretpostavci da PL-MSC mogu imati znac¢ajnu ulogu u IL-27 zavisnoj
indukciji Thl odgovora u periapeksnoj leziji, i to direktno na T limfocite i delom kao

posledica njihovog uticaja na DC.

5.10.4. Dendritske celije koje su i tokom faze diferencijacije i tokom faze
sazrevanja bile izlozene direktnom uticaju PL-MSC sti¢u imunosupresivne

karakteristike

Nasuprot pro-inflamacijskim karakteristikama DC koje su samo u fazi sazrevanja bile
izlozene direktnom uticaju PL-MSC, DC koje su tokom c¢itavog procesa dobijanja od
monocita bile u ko-kulturi sa PL-MSC (skraceno DC dobijene u prisustvu PL-MSC) su
ispoljile imunosupresivni karakter. Ove DC su, iako ispoljavaju sli¢an nivo svih testiranih
markera zrelosti kao i kontrolne DC, pokazale zna¢ajno nizi alostimulatorni kapacitet,
povecanu sposobnost da usmere odgovor CD4" T limfocita u ko-kulturi u Th2 smeru i da
indukuju Treg populaciju ¢elija. Vise radova je pokazalo da MSC izolovane iz razlicitih
tkiva indukuju tolerogene DC [411-413, 512, 584], ali smo mi po prvi put u ovim
istrazivanjima pokazali mehanizme koje ovako dobijene DC koriste za indukciju Treg.

Tako smo pokazali da ove DC ispoljavaju znacajno visi nivo IDO-1, ILT-3 i ILT-4 u
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poredenju sa kontrolnim zrelim DC, kao i da su upravo ovi molekuli odgovorni za kapacitet
DC dobijenih u prisustvu PL-MSC da indukuju funkcionalne Treg. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa ve¢ dobro opisanom imunosupresivnom ulogom IDO-1, ILT-3 i ILT-4
ispoljenih na tolerogenim DC [513-514]. U cilju ispitivanja sposobnosti DC dobijenih u
prisustvu PL-MSC da indukuju Treg, ispitivana je ekspresija Foxp3 na CD4" T limfociti
koji su tokom 3 dana ko-kultivisani sa ovim DC. Pored koris¢enja ovog standardnog
markera za detekciju Treg, analizirali smo i ekspresiju CD39 na CD4" T limfocitima Kkoji
jako ispoljavaju CD25. Za razliku od Foxp3 za koji se smatra da ima funkciju prevashodno
u razvi¢u Treg [607], CD39 je direktno ukljucen u imunosupresivnu funkciju ¢elija koje ga
ispoljavaju. Naime, dobro je poznata uloga CD39 u konverziji pro-inflamacijskog ATP-a u
AMP, koji se onda pomoc¢u CD73 konvertuje u imunosupresivni adenozin [516, 608]. Nasi
podaci pokazuju da se znacajno poveéava udeo CD39" éelija unutar CD4" T limfocitima
koji jako ispoljavaju CD25, ali da samo 25% ovih ¢elija istovremeno ispoljava i Foxp3
molekul. Ovaj rezultat ukazuje na indukciju i Foxp3™ populacije supresorskih T limfocita
nakon kontakta sa DC dobijenih u prisustvu PL-MSC. U skladu sa ovim nas$im rezultatima
u radovima drugih autora je pokazano da IDO-1'ILT4" DC mogu da indukuju Trl
populaciju ¢elija koja produkuje IL-10 i ima imunosupresivnu funkciju [609-610]. O
imunosupresivnoj funkciji ovih éelija govori i na$ rezultat da sve CD39" éelije, nezavisno
od ekspresije Foxp3, ispoljavaju intracelularno 1L-10. U skladu sa ovim nas$im rezultatima
su i podaci drugih autora koji su ispitivali osobine ove posebne populacije I1L-10-
produkujucih supresorskih T limfocita i pokazali da ove Celije ne ispoljavaju konstitutivno
Foxp3 [519], i da ispoljavaju CD39 [518]. Dodatno, nizi procenat CD25*° CD39"Foxp3*

¢elija u odnosu na procenat CD25'-ak°FOXp3+ Celia moze biti objasnjen ¢injenicom da Foxp3
moze biti ispoljen prolazno kod efektorskih T limfocita [611], $to takode govori u prilog

tome da je CD39 mnogo bolji marker funkcionalnih Treg ¢elija.

Sa druge strane, uzimajuéi u obzir rezultate dobijene u istraZivanju uticaja PL-MSC
na DC, moze se zakljuciti da PL-MSC mogu razli¢ito da menjaju funkcije DC i1 odgovor T
limfocita u periapeksnoj leziji. Na pocetku bolesti, PL-MSC bi potencijalno mogle da

podstaknu sazrevanje rezidentnih DC tako da one otpo¢nu polarizaciju T limfocita u Thl
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smeru. Nasuprot ulozi PL-MSC u ovim ranim fazama inflamacije, u kasnijim fazama
bolesti, koje se karakteriSu povecanom ekstravazacijom monocita [612], perivaskularno
postavljene PL-MSC bi uticajem na monocite mogle da favorizuju razvoj tolerogenih DC
sa sposobnos¢u polarizacije limfocita u Th2 smeru i indukcije Treg. U ovim naprednim
fazama razvoja periapeksne lezije, PL-MSC bi mogle na ovaj nacin da doprinesu supresiji

inflamacije i regeneraciji oSte¢enog tkiva [275, 418].

184



6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima, a na osnovu prikazanih rezultata mogu se izvesti

slede¢i zakljucci:

1. Linije mezenhimskih mati¢nih ¢elija uspostvaljene iz dentalne pulpe, dentalnog
folikula i periapeksnih lezija se razlikuju po fenotipskim i diferencijacionim

svojstvima
Ovaj zaklju€ak zasnovan je na rezultatima:

e Sve uspostavljene ¢elijske linije poseduju kapacitet za samo-obnavljanje, potencijal
za diferencijaciju i ispoljavaju markere karakteristicne za MSC.

e DF-MSC imaju neSto vec¢i prosecni pre¢nik i neSto veci kapacitet za samo-
obnavljanje, u poredenju sa DP-MSC, §to je u korelaciji sa ve¢im udelom ¢elija koje
ispoljavaju CD90, i nesto vecom ekspresijom CD105 i CD166 u populaciji DF-
MSC.

e DP-MSC imaju izrazeniji potencijal za diferencijaciju u osteoblaste 1 hondrocite Sto
korelira se ve¢om zastupljenoséu CD56" i CD146" ¢elija u ovoj populaciji MSC, u
poredenju sa DF-MSC koje poseduju izraZeniji adipogeni potencijal.

e PL-MSC imaju slabiji kapacitet za samo-obnavljanje i manji procenat celija koje
formiraju CFU-F, u poredenju sa DP-MSC i DF-MSC.

e PL-MSC poseduju vec¢i potencijal za diferencijaciju u osteoblaste i hondrocite, u
poredenju sa DP-MSC i DF-MSC.

e Vedi procenat PL-MSC ispoljava CD44, molekul uklju¢en u migraciju ¢elija, u
poredenju sa DP-MSC i DF-MSC, koje ispoljavaju manje CD44 molekula.

e Svatritipa MSC ispoljavaju STRO-1 intracelularno.

e Ekspresija CD146" i STRO-1" na PL-MSC korelira sa njihovom pretezno
perivaskularnom lokalizacijom unutar periapeksnih lezija.

e DP-MSC i DF-MSC ispoljavaju CD271 intracelularno, dok PL-MSC ne ispoljavaju

ovaj molekul.
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e DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC ne ispoljavaju markere karakteristiéne za APC, B

limfocite, monocite i HSC.

2. DP-MSC, DF-MSC i PL-MSC ispoljavaju razli¢it imunomodulatorni potencijal

Ovaj zakljucak zasniva se na slede¢im rezultatima:

e DP-MSC i PL-MSC, za razliku od DF-MSC, ispoljavaju anti-proliferativni efekat
na fitohemaglutininom stimulisane PBMC u ko-kulturi.

e Ovakav imunosupresivni efekat je povezan sa produkcijom TGF-f i sa ve¢om
ekspresijom IDO-1 od strane DP-MSC, u poredenju sa DF-MSC.

e PL-MSC deluju supresivno i na produkciju IL-2, IFN-y i IL-5 i stimuli$u produkciju
TGF-B u ko-kokulturi sa fitohemaglutininom stimulisanim PBMC.

e PL-MSC posredstvom solubilnih molekula smanjuju produkciju TNF-a, IL-1p i IL-
6 od strane PL-IC u ko-kulturi, dok je za inhibiciju produkcije 1L-8 neophodan
direktan celijski kontakt.

3. Imunomodulatorna svojstva DP-MSC i DF-MSC su podlozna delovanju TLR

agonista

e Svatri tipa izolovanih, ispitivanih MSC ispoljavaju TLR3 i TLRA4.

e DF-MSC i DP-MSC nakon tretmana sa poly(l:C) (agonistom TLR3) tokom 24h,
povecavaju produkciju TGF-B §to je u korelaciji sa snaznijim anti-proliferativnim
efekatom ovih ¢elija na fitohemaglutininom stimulisane PBMC u ko-kulturi

e Tretman sa poly(I:C) ne uti¢e na ekspresiju IDO-1 kod DP-MSC i DF-MSC

e Tretman sa LPS-om (agonistom TLR4) podstice produkciju TGF-f i

imunosupresivne funkcije DF-MSC
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e Gubitak imunosupresivnog efekta DP-MSC nakon tretmana sa LPS-om je u
korelaciji sa smanjnom produkcijom TGF-B i nizom ekspresijom IDO-1 u ovim
¢elijama.

e Tretman TLR3- ili TLR4-agonistom stimuli$e produkciju IL-6 od strane DP-MSC i
DF-MSC

4, PL-MSC ispoljavaju imunomodulatorna svojstva delovanjem na dendritske Celije

Ovaj zakljucak zasniva se na slede¢im rezultatima:

e Nezrele (CD209") DC i zrele (CD83") DC pretezno ko-lokalizuju sa
perivaskularnim (STRO-1" i CD146") MSC u periapeksnoj leziji.

e PL-MSC inhibiraju proces diferencijacije DC iz monocita periferne krvi in vitro, i
to posredstvom solubilnih molekula koje ove MSC produkuju.

e DC diferentovane u prisustvu PL-MSC sti¢u fenotip i alostimulatornu sposobnost
zrelih DC posle tretmana sa pro-inflamacijskim medijatorima, ali indukuju jaci
Th2/Th17 odgovor u ko-kulturi sa CD4" T limfocitima, u poredenju sa kontrolnim
zrelim DC.

e DC izloZene uticaju PL-MSC samo tokom faze sazrevanja ispoljavaju fenotip
karakteristi¢an za zrele DC, ali produkuju visi nivo IL-27 i IL-23 i nizi nivo IL-12,
ispoljavaju snazniju alostimulatornu sposobnost i indukuju znacajno jac¢i Thl
odgovor, u poredenju sa kontrolnim zrelim DC.

e DC ko-kultivisane sa PL-MSC i tokom faze diferencijacije i tokom faze sazrevanja,
iako ispoljavaju fenotipske markere karakteristicne za zrele DC, poseduju znacajno
slabiju alostimulatornu sposobnost, u odnosu na kontrolne zrele DC, i stimuliSu Th2
odgovor..

e DC ko-kultivisane sa PL-MSC i tokom faze diferencijacije i tokom faze sazrevanja
indukuju anergiju CD4" T limfocita u ko-kulturi $to je povezano sa ekspresijom
ILT3, ILT4 i IDO-1 i indukcijom diferencijacije  funkcionalnih
CD4"CD25""CD39"IL-10" regulatornih T éelija.
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Na Ccelijama postavljenim na citospinovima je imunocitohemijskom metodom detektovana ekspresija
molekula naznacenog iznad svake fotografije. Pozitivne celije se vide kao razliCite nijanse braon boje

karakteristi¢ne za imunoperoksidaznu reakciju koriséenu u analizi. Celije su analizirane na svetlosnom
mikroskopu.
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negativna kontrola. Kao pozitivna kontrola za ekspresiju TLR analizirane su zrele DC dobijene iz monocita
(mDC)

225



SCD-2010-0145-ver9-Tomic_1P.3D 12/27/10 3:40pm Page 1

SCD-2010-0145-ver9-Tomic_1P
Type: research-article

STEM CELLS AND DEVELOPMENT ORIGINAL RESEARCH REPORT

Volume 24, Number 4, 2011
© Mary Ann Liebert, Inc.
DOI: 10.1089/scd.2010.0145

Immunomodulatory Properties of Mesenchymal Stem Cells
Derived from Dental Pulp and Dental Follicle are Susceptible
to Activation by Toll-Like Receptor Agonists

Sergej Tomic,' Jelena Djokic,' Sasa Vasilijic,' Dragana Vucevic, Vera Todorovic 2
Gordana Supic,’ and Miodrag Colic’

Adult mesenchymal stem cells (MSCs) have recently become a potent tool in regenerative medicine. Due to
certain shortcomings of obtaining bone marrow MSCs, alternate sources of MSCs have been sought. In this
work, we studied MSCs from dental pulp (DP-MSCs) and dental follicle (DF-MSCs), isolated from the same
tooth/donor, to define differences in their phenotypic properties, differentiation potential, and immunomodu-
latory activities. Both cell types showed colony-forming ability and expressed typical MSCs markers, but dif-
fered in the levels of their expression. DF-MSCs proliferated faster, contained cells larger in diameter, exhibited a
higher potential to form adipocytes and a lower potential to form chondrocytes and osteoblasts, compared with
DP-MSCs. In contrast to DF-MSCs, DP-MSCs produced the transforming growth factor (TGF)-p and suppressed
proliferation of peripheral blood mononuclear cells, which could be neutralized with anti-TGF-f antibody. The
treatment with toll-like receptor 3 (TLR3) agonist augmented the suppressive potential of both cell types and
potentiated TGF-f and interleukin-6 secretions by these cells. TLR4 agonist augmented the suppressive potential
of DF-MSCs and increased TGF-B production, but abrogated the immunosuppressive activity of DP-MSCs by
inhibiting TGF-p production and the expression of indolamine-2,3-dioxygenase-1. Some of these effects corre-
lated with the higher expression of TLR3 and TLR4 by DP-MSCs compared with DF-MSCs. When transplanted
in imunocompetent xenogenic host, both cell types induced formation of granulomatous tissue. In conclusion,
our results suggest that dental MSCs are functionally different and each of these functions should be further
explored in vivo before their specific biomedical applications.

Introduction lineage differentiation potential [11]. However, the precise
relationship among these cell populations remains unclear.
DULT MESENCHYMAL STEM CELLS (MSCs) primarily iso- Dental MSCs might be more committed, that is, restricted in
lated from bone marrow (BM) have become a potent tool  their differentiation potency in comparison to BM-MSCs due
in regenerative medicine over the past 2 decades [1]. Besides to the interaction of dental mesenchyme with dental epithe-
their capacity for differentiation in cell lineages of mesen- lium during tooth germ development and the absence of
chymal origin (adipocytes, osteoblasts, and chondrocytes), a  continuous dental tissue remodeling [11].
body of evidence suggests their potential to differentiate into The characteristics that qualify MSCs as a favorable tool
nonmesenchymal cell-lineages as well, such as neuron-like for cellular therapies of autoimmune and chronic diseases
cells, hepatocytes, and pancreatic-like cells [2-5]. Due to cer- manifested both as inflammation and tissue injury is their
tain shortcomings of obtaining the BM-MSCs, including pain,  ability to suppress alloreactive T, B, and NK cell responses
morbidity, and low cell number on harvest, alternate sources  [12]. In addition, cotransplantation of BM-MSCs with he-
of MSCs have been sought. Dental tissue is a potent reservoir ~ matopoetic stem cells may improve the function of these cells
of postnatal stem/progenitor cells that were isolated from and reduce the severity of graft-versus-host disease [13]. The
dental pulp [6], exfoliated deciduous teeth [7], periodontal ~mechanisms by which BM-MSCs suppress immune cells are
ligament [8], apical papilla [9], and dental follicle [10]. These still controversial and include secretion of transforming
postnatal populations possess mesenchymal-stem-cell-like growth factor-p (TGF-B) [14], hepatocyte growth factor
qualities, including the capacity for self-renewal and multi-  [15], nitric oxide [16], prostaglandin E2 [17], expression of

Hnstitute for Medical Research, Military Medical Academy, Belgrade, Serbia.
Institute for Medical Research, University of Belgrade, Belgrade, Serbia.
SFaculty of Dentistry, Pancevo, University of Business Economy, Novi Sad, Serbia.

1



SCD-2010-0145-ver9-Tomic_1P.3D

2

immunosuppressive minor H antigen [human leukocyte
antigen-G (HLA-G)] [18], and interferon (IFN)-y-induced
degradation of tryptophan [14,19].

Toll-like receptors (TLRs) are pattern recognition recep-
tors, broadly distributed on cells throughout the immune
system, and are key molecules bridging innate and adaptive
immune responses [20]. Beside recognition of microbial
molecule patterns, TLRs recognize some host molecules, also
involved in the pathogenesis of autoimmune and chronic
inflammatory diseases [21,22]. Recent reports suggest that
MSCs express TLR1-8 [23] and that TLRs ligation modulates
the proliferation and the differentiation of both human and
mouse MSCs, indicating that TLRs are functional in MSC
biology [23,24]. In addition, TLRs activation influences the
immunological and migratory behavior of MSCs [25].

Although some functions of TLRs in MSCs biology are
documented for BM-MSCs, similar analyses for dental MSCs
are lacking. This aspect of dental MSCs biology is particu-
larly important, because, during the potential transplantation
into damaged or inflamed tissue, there is a high probability
for transplanted cells to encounter different TLR activating
signals [26-28]. Whether this ligation of TLRs will support or
suppress immunosuppressive ability of MSCs is of crucial
importance for the positive outcome in cell therapy. Further,
the possibility to modulate immunosuppressive properties
and other properties of these cells in vitro by TLR ligation
before their implantation could enhance the safety of their
application. Recent studies showed controversial effects of
TLR ligation on the immunosuppressive phenotype of BM-
MSCs. Some studies showed that TLR ligation inhibits im-
munosuppressive properties of BM-MSCs [29], whereas
others reported the opposite effects of the same TLR agonists
[30]. Finally, one publication recently reported that different
TLR agonists can promote either proinflammatory or im-
munosuppressive phenotype of hMSCs [31].

In this work, we comparatively studied the morphology,
phenotype, proliferation rates, and differentiation potential
of 2 human dental MSCs subtypes isolated from dental fol-
licle (DF-MSCs) and dental pulp (DP-MSCs). Further, we
sought to investigate whether DP-MSCs and DF-MSCs are
immunomodulatory and whether these immune functions
could be further modulated with TLR agonists. Also, we
wondered what mechanisms were responsible for the im-
munomodulatory properties of these dental MSCs. To ex-
clude the possibility that phenotypic and functional
differences between DP-MSCs and DF-MSCs could be
masked by individual variations, we compared phenotypic
and functional characteristics of these 2 MSC subtypes iso-
lated from the same donor/tooth. We found that DF-MSCs
and DP-MSCs are different in terms of morphology, pheno-
type, differentiation potential, immunomodulatory proper-
ties, and response to TLR ligation. Further, some
mechanisms by which these dental MSCs respond to TLR
ligation seem to be quite different from those published for
BM-MSCs.

Materials and Methods
Tissue samples and cell cultures

A wisdom tooth was extracted for orthodontic reasons
from a young adult at the Department for Oral Surgery,
Military Medical Academy, after the patient had signed the
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informed consent. DF-MSCs were isolated from dental fol-
licles as previously described [32]. In brief, a human third
molar was surgically removed before its eruption; the dental
follicle was separated under sterile conditions from the
mineralized tooth and minced with a scalpel. Subsequently,
DP-MSCs were isolated from the dental pulp of the same
tooth/donor as described elsewhere [6]. The pulp tissue and
the dental follicle were digested in a Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM; Sigma, Munich, Germany) solution
of type I collagenase (1mg/mL; Sigma) and DNAase
(25 pg/mL; Sigma) for 1h at 37°C and 5% CO, atmosphere.
The obtained cell suspensions were then rinsed in DMEM
and plated at the density of 6,000 cells per 1 cm? in culture
flasks (25 cm?). Nonadherent cells were removed by chang-
ing the cultivation medium. BM was obtained from volun-
teer donors who had provided informed consent, and
BM-MSCs were generated as described elswhere [33]. For
mixed leukocyte reactions (MLRs), allogenic peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated from healthy do-
nors who had signed informed consent by using a density
gradient, as described elsewhere. DF-MSCs, DP-MSCs and
BM-MSCs were cultured in the standard medium, composed
of DMEM-low glucose (Sigma) supplemented with 10% fetal
calf serum (FCS; Sigma), and antibiotics [penicillin/strepto-
mycin (Galenika)/gentamicin (Panfarma)], 1% each), at 37°C,
5% CO,. On reaching 70% confluence, passaging was per-
formed by incubating the cells with 0.2% trypsin (Sigma)
dissolved in 0.02% NaEDTA in phosphate-buffered saline
(PBS) (1mL/25cm?). The cells were than harvested, rinsed in
the standard medium, and plated at the density of 5,000-6,000
per 1cm? in flasks. On multiplication, some of the cells were
frozen in liquid nitrogen in 10% dimethyl sulphoxide (Sigma)
in FCS and later used in the experiments. Passages from 4 to 9
were used in all the experiments.

Morphometric measurements

Morphometric measurements of adherent cells are often
hampered by various irregular shapes and shape plasticity.
Therefore, DP-MSCs and DF-MSCs were collected; cytospins
were made using Shandon Cytospin Centrifuge (Thermo
Scinetific) and stained with May-Grunwald-Giemsa (MGG)
method. For diameter measurements, a total of 150 cells per
dental MSC type were measured. Each cell was measured 4
times across different axes (which crossed each other at 45°).
The mean diameter was calculated for each cell. The cells
whose diameter varied more than 15% were excluded from
further analysis. Measurements were performed by using the
NIS-element D 2.30 software.

Colony forming units-fibroblasts assay

The colony forming units-fibroblasts assay was preformed
as previously described [34]. DP-MSCs and DF-MSCs were
harvested; and 25, 50, 100, or 200 cells were seeded in each
well of a 6-well plate in 2mL of standard medium. The cells
were cultivated for 14 days while feeding the cells with the
fresh medium twice a week. After the cultivation period,
colonies were washed with PBS, air-dried, stained with
MGG, and counted under the microscope. A colony forming
units-fibroblast was defined as a group of at least 50 cells.
The frequency of clonogenic cells was calculated as a number
of colonies/number of seeded cells x100.
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Population doubling time

DF-MSCs and DP-MSCs from passages 5 and 8 were
seeded at 1x10° cells per well of a 6-well plate in standard
medium for several intervals (0, 3, 6, 9, and 12 days) in du-
plicates. The cells were then trypsinazed, as just described,
and counted in Tripan blue solution. Population doubling
time was calculated between each interval using the formula:
Ti2=(t;—ti_1)x1g2/lg (Ni/Nj_1). Ty,> represents popula-
tion doubling time, N; and N;_; represents number of cells
harvested at the interval “i” and the previous interval “i —1”
at the time t; and f;_4, respectively. N; and N;_; were av-
eraged from the duplicates.

In vitro differentiation assays

Adipogenesis. DP-MSCs and DF-MSCs were seeded at the
concentration of 2.5x10%/cm? on presterilized cover slips in
24-well plates containing 1 mL of a commercial mesenchymal
stem cell growth medium (MSCG) medium (Lonza, Basel,
Switzerland) in an incubator (37°C, 5% CO,) until they
reached 100% confluence (2-3 days). After that, the MSCG
medium was replaced with an adipogenic induction medium
(Lonza), followed by 3—4 days of incubation. The induction
medium was than replaced with an adipogenic maintenance
medium (Lonza) for the next 1-3 days of incubation. Dif-
ferentiation into adipocytes lasted 17-25 days repeating the
induction/maintenance cycle. The control cells were culti-
vated in an adipogenic maintenance medium only, replacing
the medium every 3-4 days. The adipogenic differentiation
was evaluated by staining the cells with Oil Red O (Sigma).
Cover slips were washed in PBS, immediately dried with a
vacuum pump, and placed in 60% isopropyl alcohol for
1min. The cells were then stained with Oil Red O for 15min
and analyzed.

Chondrogenesis. DP-MSCs and DF-MSCs were cultured
as pellets in sterile polypropylene cryotubes. The cells were
collected, washed twice in an incomplete chondrogenic me-
dium (Lonza) by centrifugation of the suspension at 150 g for
5min and careful removal of the supernatants followed by
vortexing. The cells were then resuspended in 0.5mL of
complete chondrogenic media (consisting of the incomplete
medium supplemented with 10ng/mL TGF-f3; R&D Sys-
tems, Minneapolis, MN), centrifuged at 150 g for 5 min, and
cultured as pellets for the next 14-28 days, with medium
replacement twice a week. The control cells were cultivated
likewise in the MSCG medium. After the chondrogenic dif-
ferentiation, the pellets were embedded in cryostat embed-
ding medium (Bio-Optica) and frozen in liquid nitrogen until
the analysis. Cryocuts, 7um thick, were made by using a
cryomicrotome (Leica Cryocut 1850) and stained with Alcian
blue for the light microscopy analysis.

Osteogenesis. DP-MSCs and DF-MSCs (both at 3 10° / cm?)
were placed in 24-well plates containing 1 mL of the MSCG
medium. After the next 24-h incubation, the medium was re-
placed with an osteogenic commercial medium (Lonza),
whereas the control cells continued to reside in the MSCG
medium. The cultivation into osteoblasts lasted 3-4 weeks,
with medium replacement twice a week. For mineralized
nodule assay, the cultured cells were stained with 1% alizarin
red (Sigma) in distilled water. The size of calcified nodules and
the percentage of alizarin red-positive area over total area were
assessed by analyzing at least 10 fields of view under the mi-
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croscope. The data were processed using NIS-element D 2.30
software. Besides, the cells were trypsinized, and cytospines
were prepared. The osteogenic differentiation was evaluated
after the alkaline phosphatase (ALP) staining. In brief, an
incubation buffer, containing Fast Red (1mg/mL, Sigma)
dissolved in a mixture of (V/V ratio 1/50) naphtol-dimethyl
formamide (10 mg/mL, Sigma) and tris(thydroxymethyl) ami-
nomethane (TRIS, pH 8.3; Sigma), was added onto each slide,
followed by incubation at 37°C, 5% CO, for 1 h. Additionally,
the cells were fixed and stained with anti-osteopontin antibody,
as described in section Immunocytochemistry. All stained cells
were analyzed using a light microscope (Olympus IX51)
equipped with a camera (Nikon DXM1200C Microscope
Camera).

Xenogenic transplantation

The experiment was preformed with the approval of the
Military Medical Academy Ethical Committee, which strictly
follows European Community Guidelines (EEC Directive
1986; 86/609 EEC). One-day-old BALB/c mice were subcu-
taneously injected behind the ear with 5x10° of DP-MSCs
and DF-MSCs as described elsewhere [35]. The implants
were harvested after 18 days after euthanasia with ether. The
samples were fixed in 3% glutaraldehyde for 3h and demi-
neralized for 7 days in 13% EDTA (pH 7.2) supplemented
with 1% glutaraldehyde and then paraffin embedded. Par-
affin cuts, 8 um thick, were stained using the standard he-
matoxilin eosine and masson trichrom staining and analyzed
by light microscopy.

Flow cytometry

The flow cytometry analysis was performed using the fol-
lowing monoclonal antibodies (mAbs): anti-CD14-fluorescin
isocyanate (FITC), anti-CD45-FITC, anti-CD29-FITC, anti-
CD105-FITC, anti-CD44-FITC, anti-CD19-FITC, anti-CD34-
phycoerithryne (PE) (all from Immunotools), anti-CD146-FITC,
anti-CD90-FITC, anti-CD106-FITC, anti-CD56-FITC, mouse
IgGla negative control-FITC, anti-HLA-DR-PE, and mouse
IgGla negative control-PE (all from Serotec). Additionally,
the indirect immunofluorescence was performed using
primary, anti-CD73 (SantaCruz Biotechnology), and anti-
STRO-1 (Millipore/Chemicon) mAbs followed by secondary
anti-mouse IgG1-FITC mAb (Serotec). BM-MSCs, DP-MSCs,
and DF-MSCs were collected and washed once in PBS con-
taining 2% FCS and 0.1% sodium azide. The cells were then
incubated with primary mAbs, using the concentrations
prepared in PBS/sodium azide as recommended by the
manufacturer, for 1h at 4°C. The incubation with the sec-
ondary mAb, for the indirect immunofluorescence, lasted
15-30 min at 4°C. The cells were then washed in PBS/sodium
azide and subsequently analyzed by using a flow cytometer
(Coulter XL). The cells were gated according to the cell-
specific forward scatter/side scatter parameters, and the
isotype control was done for each cell type.

Immunocytochemistry

The immunocytochemistry was performed using the fol-
lowing mAbs: anti-CD14, anti-CD45, anti-CD29, anti-CD105,
anti CD34 (all from Dako); anti-CD44, anti-CD19, anti CD56
(all from NovoCastra), anti-CD90, and anti-CD106 (all from
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Serotec); anti-CD146, anti-STRO-1 (all from Millipore/
Chemicon), and anti-CD73 (SantaCruz Biotechnology). Ad-
ditionally, anti-osteopontin antibody (Dako) was used for
staining the cells obtained during osteogenic differentiation.
The cells were harvested, and cytospines were prepared from
each cell type (0.1-1x10* of cells per cytospine). The pre-
pared samples were fixed in 2% pararosaniline [36] for 2 min
at the room temperature, washed with PBS for 10 min, and
the endogenous peroxydase was blocked with 0.5% H,0, for
10min. After each subsequent incubation step, the slides
were washed with Tris-buffered saline/0.5% bovine serum
albumin (Sigma)/0.05% Tween-20 (Sigma) for 5min. The
samples were than incubated with goat serum (Dako) (di-
luted in PBS 1:2) for 20 min and washed. Subsequently, the
samples were incubated with the primary mAbs for 60 min
in a water bath. Primary antibodies were detected using a
sensitive EnVision+ kit (Dako), as recommended by the
manufacturer. Finally, DAB+ kit (Dako) was used as a
chromogen. Appropriate controls included the omission of
primary antibodies or the use of irrelevant Abs. Finally, the
slides were counterstained with hematoxylin, mounted in
Keiser gel, and analyzed by light microscopy.

Mixed leukocyte reactions

The modulatory capacity of DP-MSC and DF-MSCs on the
proliferation of PBMCs was evaluated in co-culture. Dental
MSCs (1x10*/well) were seeded in a flat-bottom 96-well
plate in RPMI (Sigma)/10% FCS to adhere for 6 h. After that,
25pug/mL  polyinosinic:polycytidylic acid [poly(I:C)] or
200 ng/mL lipopolysaccharide (LPS) (both from Sigma) were
added to the appropriate wells for the next 24 h. The control
MSCs were left untreated. All cells were then washed twice
in PBS with 2% FCS, treated with mitomycin C (Bristol Ca-
ribbean) at the final concentration of 25 ug/mL for 30 min,
and then washed 4 times with PBS/FCS. Freshly isolated
PBMCs (1x10°/well) were stimulated with 250 ng/mL phy-
tohemagglutinin (PHA; Serva) and immediately added to the
wells containing dental MSCs. The effect of MSCs on the
proliferation of PBMC was compared with the control cul-
tures containing PHA-stimulated PBMCs without the pres-
ence of dental MSCs. The effect of TLR agonists was
evaluated by comparing the immunosuppressive effect of
MSCs pretreated with TLR agonists with that of untreated
MSCs. In some experiments, an anti-TGF-f neutralizing an-
tibody (R&D Systems) was added to MSC/PMBC co-culture
in order to evaluate the role of TGF-B in immunosuppres-
sion. This was evaluated by comparing the proliferation in
MSC/PBMC co-cultures treated with anti-TGF-f and the
proliferation of control PHA-stimulated PBMCs treated the
same way. PHA-stimulated PBMCs treated with TGF-B
(Ing/mL; R&D Systems) were used as a specific control for
the neutralizing activity of the anti-TGF-B antibody. Three-
day MLRs were preformed, and the cultures were pulsed
with 1uCi/well [3H] thymidine (6.7 Ci/mmol; Amersham
Biosciences) for the last 18 h. The cells were then harvested,
and the radionuclide uptake was measured by scintillation
counting (Beckman; LS5000TB scintillation counter). The
counts of nonstimulated PBMCs and mitomycin-treated
dental MSCs, cultured separately, were subtracted from the
counts of PBMC/MSC co-cultures. All cultures were done in
quadruplicate.
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Detection of indolamine-2,3-dioxygenase-1
expression

DP-MSCs and DF-MSCs were cultivated with TLR agonists
as in MLR. The cells were then collected, washed in 10%
FCS/RPMI, and counted in 1% Trypan Blue in physiological
solution. The samples were fixed with Fix/Perm medium
A (Caltag Laboratories) and washed in PBS once, according
to the manufacturer’s protocol. After that, the cells were in-
cubated with 5% inactivated donkey serum for 3 min followed
by 20 min incubation with a goat anti-human indolamine-2,3-
dioxygenase-1 (IDO-1) polyclonal antibody (Santa Cruz
Biotechnology) diluted in Fix/Perm medium B (Caltag La-
boratories). For the control, an isotype antibody was used
instead of the goat anti-human IDO-1 Ab. The cells were then
washed in PBS/sodium azide once and incubated with a
donkey anti-goat IgG:biotin (Serotec) in medium B for 15 min.
After the final wash, the cells were incubated with streptavi-
dine:PE (Serotec) in medium B for 15min and analyzed by
flow cytometry. Permeabilized cells were gated according to
the predetermined position of permeabilized CD105-FITC
positive cells and additionally confirmed by CD105/IDO-1
double staining.

Reverse transcriptase—polymerase chain reaction

To determine the levels of TLR3 and TLR4 mRNA ex-
pression, DP-MSCs and DF-MSCs were harvested, washed in
PBS, and the pellets were resuspended in an RNA-free solu-
tion. The samples were then frozen at —70°C until the RNA
isolation. Total RNA isolation was performed using the
RNeasy kit (Qiagen), followed by DNase treatment (Fermen-
tas) according the manufacturer’s protocols. Reverse tran-
scription was performed with the High Capacity ¢cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). PCR reaction
of 1ug cDNA was conducted with AmpliTaq Gold DNA
Polymerase (Applied Biosystems) using specific primers:
TLR3 forward primer 5-AGC ATA GCA GCC TCT GCT TC-
3" and reverse primer 5'-CCT TCC CCT TCT CTC TTC TTC C-
3'; TLR4 forward primer 5-CCT AAG GAA ACC TGA TTA
ACA-3 and reverse primer 5'-GAT ATT AGC TTA TAG GCA
AGA-3'; B-actin forward primer 5-TCA CCC ACA CTG TGC
CCC ATC TAC GA-3' and reverse primer 5'-CAG CGG AAC
CGC TCA TIG CCA ATG G-3; all bought form MWG-
Biotech AG, Ebensburg Germany. The amplification was
carried out at 94°C for 30s/55°C for 30s/72°C for 45s for 40
cycles using Eppendorf PCR System. The PCR products, DNA
Marker 50 bp Ladder (Sigma) and nontemplate controls, were
separated on a 2% agarose and stained with ethidium bro-
mide. Images were taken by Chemilmager 4400 (Alpha In-
notech) and analyzed with ImageQuant TL software
(Molecular Dynamics). The levels of TLR3 and TLR4 mRNA
were expressed as relative values of B-actin expression.

Cytokine detection

Dental MSCs were cultivated with TLR agonists as in MLR.
After that, the supernatants were collected and frozen at
—40°C for the analysis by spectrophotometry (Behring ELISA
Processor II). To determine whether the levels of cytokines
secreted by MSCs were changed after the removal of TLR
stimuli and the mitomycin treatment, dental MSCs were
treated as in MLR, but instead of PBMCs, fresh medium was
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added to each well. After 24h of incubation, supernatants
were collected and analyzed. Concentrations of TGF-f and
interleukin-6 (IL-6) were determined from supernatants using
the commercial ELISA kits (R&D Systems) and by calculating
the unknown concentrations from the standard curves.

Statistical analysis

All values are given as mean =+ standard deviation. The
number of samples was 3-6, if not indicated otherwise. The
2-tailed unpaired ¢ test and analysis of variance tests were
used for evaluating the differences between the experimental
and corresponding control samples. The values P < 0.05 were
considered statistically significant. Graphical presentation of
the results was prepared in the GraphPad Prism 5.0 software.
Flow cytometry data were analyzed using FlowJo 5.7. The
images were processed using the NIS-element D 2.30 soft-
ware and later edited in Photoshop 6.0.

Results

Morphological properties, proliferation,
and differentiation potential of DP-MSCs
and DF-MSCs

Both DP-MSCs and DF-MSCs showed typical various-
shaped fibroblast-like morphology (Fig. 1A), common to
adult MSCs isolated from other tissues [37]. Morphometric
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measurements of adherent cells are often hampered by var-
ious irregular shapes and shape plasticity. Therefore, cytos-
pins were made and stained with MGG (Fig. 1B), which
enabled easy diameter measurement of MSCs types (Fig. 1C),
as described in Materials and Methods. MSCs significantly
differed in size, DP-MSCs being 23.95+5.6 um in diameter
(mean =+ standard deviation) (N = 150), whereas the diameter
of DF-MSCs was 26.58 £+ 6.16 um (N =150) (P < 0.005).

When cultured at a low cell density, DF-MSCs and DP-
MSCs both formed adherent clonogenic cell clusters (see
Supplementary Fig. S1; Supplementary Data are available
online at www liebertonline.com/scd), similar to those
observed for various MSC populations. The frequency of
colony-forming cells within DF-MSCs and DP-MSCs popu-
lation was similar (36.5+15.8 and 34.0 + 6.8, respectively).

Population doubling time of DF-MSCs was shorter than
the one of DP-MSC at both passages 5 (data not shown) and
8 (see Supplementary Fig. S2), suggesting a higher prolifer-
ation rate of DF-MSCs.

To determine differentiation potential of DP-MSCs and
DE-MSCs, we performed differentiation assays using com-
mercially available mediums. Both cell types were able to
differentiate into mesodermal cell lineages that is, osteo-
blasts, adipocytes, and chondrocytes (Fig. 2).

Differentiation into adipocytes was estimated after 3
weeks of cultivation in an adipogenic medium by Oil Red O

A DP-MSC DF-MSC
B FIG. 1. Morphology of DP-MSCs and
DF-MSCs. (A) Fibroblast-like shapes
of dental MSCs. (B) May-Grunwald-
Giemsa staining of dental MSC cytos-
pins. (C) Frequency distribution of
dental MSCs’ diameter expressed as the
percentage of total count (150 cells per
dental MSC type). DP-MSCs, dental
pulp-mesenchymal stem cells; DF-MSCs,
dental follicle-mesenchymal stem cells.
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FIG. 2. Differentiation potential of DP-MSCs and DF-MSCs. (A) Adipogenic differentiation. Oil Red O staining of dental
MSCs cultivated on cover-slips under the adipogenic differentiation conditions. (B) Chondrogenic differentiation. Alcian blue
staining of cryocuts of dental MSCs pellets cultivated under the chondrogenic differentiation conditions. (C) and (D) Os-
teogenic differentiation. Osteogenesis was evaluated by detecting the activity of alkaline phosphatase (C) and by immuno-
cytochemistry, using an anti-osteopontin antibody (D). Representative images from 2 independent experiments were shown.

Color images available online at www liebertonline.com/scd.

staining. DF-MSCs had a larger capacity to differentiate into
adipocytes, as assessed by the higher number of accumu-
lated lipid droplets and their larger diameter, compared with
the ones accumulated in DP-MSCs (Fig. 2A).
Chondrogenesis was estimated after staining the pellet
culture kept in chondrogenic media for 3 weeks, with Alcian
blue, which stains proteoglycan-rich extracellular matrix. As

shown in Fig. 2B, both DF-MSCs and DP-MSCs were able to
differentiate into chondrocytes. DP-MSCs were more efficient
in that process, as judged by stronger Alcian blue staining.
The potential of dental MSCs to form osteoblasts was esti-
mated by evaluating the endogenous ALP activity and the ex-
pression of osteopontin, a prominent component of the
mineralized extracellular matrices of bones and teeth. Twenty to
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forty percent of both dental MSCs subtypes showed endoge-
nous ALP activity after a 3-week cultivation period in osteo-
genic medium. A higher percentage of DP-MSCs possessed
ALP activity in comparison to DE-MSCs after the differentia-
tion, although DF-MSCs contained individual cells that showed
strong positivity for ALP (Fig. 2C). Similar results were obtained
by analyzing the expression of osteopontin. Nearly all DP-MSCs
and 85% of DF-MSCs showed strong/moderate membranous
and intracellular staining with an anti-osteopontin mAb after
osteogenesis induction (Fig. 2D). In contrast, control cells
showed weak expression of osteopontin, predominantly local-
ized perinucleary (Fig. 2D). Alizarin Red-positive nodule for-
mation in DP-MSCs and DF-MSCs was analyzed after the
osteogenesis differentiation, which confirmed calcium accu-
mulation in vitro (see Supplementary Fig. S3). Alizarin-positive
area in DP-MSCs cultures was significantly larger compared
with the area observed in DF-MSCs cultures (P < 0.05).

Cumulatively, we concluded that DP-MSCs were more
potent to form osteoblast- and chondrocyte-like cells after the
differentiation in appropriate media, whereas DF-MSCs had
a stronger potential to form adipocyte-like cells.

Next, we wanted to evaluate the differentiation potential
of DP-MSCs and DF-MSCs in vivo by implanting these cells
subcutaneously behind the ear of 1-day old BALB/c mice.
After 18 days, the implants were shown to induce granulo-
matouse tissue formation characteristic for xenotransplant
rejection. At the center of the implants that was predomi-
nantly composed of death cells, no sign of differentiated
structure was observed. At the periphery, cellular infiltrate
predominantly composed of macrophages, giant cells, and
various inflammatory cells (see Supplementary Fig. S4) could
be seen. The implants were largely enclosed in a fibrous
capsule of connective tissue rich in collagen, as detected by
Masson trichrome staining (data not shown).

Phenotypic characteristics of DP-MSCs
and DF-MSCs

To assess whether the phenotypes of DP-MSCs and DEF-
MSCs correspond to the phenotype of other MSCs, we ana-
lyzed the expression of molecules crucial for the identifica-
tion of MSCs by immunocytostaining and flow cytometry
(Fig. 3). Neither cell type expressed CD34, CD45, HLA-DR,
CD14, and CD19 (data not shown). Similar expression of
CD44, CD29, and CD46 was observed between DP-MSCs
and DF-MSCs; and the percentage of positive cells for these
molecules was 75%-100%. The expression of CD106 could be
seen on less than 0.3% of cells in both cell types. DF-MSCs
were more prominently positive for CD73, CD90, and CD105
in comparison to DP-MSCs. In contrast to those markers, a
higher percentage of DP-MSCs was positive for CD146 and
CD56 compared with DF-MSCs. The expression of STRO-1
and CD271 was detected only by immunocytochemistry; and
DF-MSCs contained a higher percentage of positive cells
compared with DP-MSCs. BM-MSCs were used as a positive
control for all tested markers (see Supplementary Fig. S5).

Immunosuppressive properties of DP-MSCs
and DF-MSCs in vitro

The immunosuppressive potential of DP-MSCs and DF-
MSCs was studied in a co-culture with allogenic PHA-
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stimulated PBMCs. As shown in Fig. 4, DP-MSCs slightly
suppressed the proliferation of PBMCs at 1/10 (MSC/PBMC)
ratio (P <0.05), whereas under the same conditions, DF-
MSCs were nonmodulatory.

To determine whether TLR activation changes the MSCs’
immunomodulatory phenotype, dental MSCs were pre-
treated with poly(I:C), a TLR3 agonist, or LPS, a TLR4 ago-
nist, for 24 h; thoroughly washed; and then co-cultivated
with PBMCs. Additionally, we confirmed that these dental
MSCs expressed mRNA for both TLR-3 and TLR-4. Com-
pared with DF-MSCs, DP-MSCs expressed 1.3 and 2.6 times
more mRNA for TLR3 and TLR4, respectively (see Supple-
mentary Fig. S6). The pretreatment of MSCs with 25 ug/mL
poly(I:C) for 24h augmented the suppressive effect of DP-
MSCs on the proliferation of PBMCs and made DF-MSCs
immunosuppressive. DF-MSCs, pretreated with LPS, also
suppressed the proliferation of PBMCs, whereas, surpris-
ingly, LPS pretreatment abrogated the suppressive effect of
DP-MSCs (Fig. 4). Cumulatively, the pretreatment of MSCs
with either poly(I:C) or LPS significantly influenced the
modulatory properties of MSCs on the proliferation of
PBMCs.

Mechanisms of immunosuppressive properties
of DP-MSCs and DF-MSCs in vitro

To determine the mechanisms responsible for the ob-
served induction of the immunomodulatory phenotype of
dental MSCs after TLR activation, the effect of poly(I:C) and
LPS on the secretion of TGF-B, an immunosuppressive cy-
tokine, by DP-MSCs and DF-MSCs, was studied. In the ab-
sence of TLR agonists, DF-MSCs did not secrete detectable
amounts of TGF- in contrast to DP-MSCs, which produced
325+ 46 pg/mL per 5x10* cells of this cytokine (Fig. 5A).
Both poly(I:C) and LPS stimulated the secretion of TGF- by
DF-MSCs. Poly(I:C) almost doubled TGE-B secretion by DP-
MSCs, but the production of this cytokine was reduced after
the LPS treatment, in comparison to the untreated DP-MSCs.
These dental MSCs were able to secrete comparable levels of
TGEF-p even after the stimulus withdrawal and the mitomy-
cin treatment for 24 h (data not shown).

To examine the relationship between the production of
TGF-B and cellular proliferation, a neutralizing anti-TGF-f
antibody was added to PBMC cultures. The antibody com-
pletely restored the proliferation of PBMC suppressed by
DP-MSCs as well as TGF-B-induced inhibition of cellular
proliferation, used as a positive control. However, the inhi-
bition caused by poly(Il:C)-treated DP-MSCs and DF-MSCs
was not completely normalized (Table 1).

These results suggest that TGF- could not be the only
factor responsible for the immunosuppressive activity of
dental MSCs. Therefore, we studied the expression of IDO-1
in the dental MSCs types. In the absence of TLR activation, a
higher percentage of DP-MSCs expressed IDO-1 in compar-
ison to DF-MSCs (Fig. 6). Poly(I:C) did not alter the expres-
sion of IDO-1 by these cells. In contrast, LPS decreased the
percentage of IDO-1 expressing DF-MSCs and DP-MSCs, 1.4
and 3.2 times, respectively.

Some articles suggest that the TLR treatment of BM-MSCs
can inhibit the immunosuppressive phenotype of these
cells and trigger the proinflammatory phenotype [38].
Therefore, beside the levels of TGF-f, we determined the
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FIG. 3. Phenotypic properties of (A) DP-MSCs and (B) DF-MSCs. Immunocytochemistry and flow cytometry data of dental
MSCs labeled with primary or immunoglobulin isotype control antibodies were shown. The indicated percentage of positive
cells corresponds to the data obtained by flow cytometry. The percentage of positive cells obtained by light microscopy
analysis is given in the text unless it was different from the data obtained by flow cytometry. Scale bars represent 50 pm.
Representative images were shown from 2 independent experiments.

level of IL-6 (Fig. 5B.). Nonstimulated and LPS-stimulated
DP-MSCs and DF-MSCs secreted hardly detectable levels of
IL-6. In contrast, poly(I:C) induced a sudden burst of IL-6
secretion by both dental MSCs in spite of the inhibited
cellular proliferation.

Discussion

To date, most cell-based therapies were conducted using
BM-MSCs [2] and, more recently, using adipose-derived
stem cells [39]. A growing body of evidence suggests that
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FIG. 4. Immunomodulatory properties of DP-MSCs and DF-MSCs. Dental MSCs (1x10* per well) either pretreated with
TLR agonists [25 ng/mL poly(I:C) or 200 ng/mL LPS] for 24 h (black bars) or untreated (gray bars) were cultivated for 3 days
with PBMCs (1x10°/well) stimulated with 250ng/mL phytohemagglutinin, as described in Materials and Methods.
Controls were the cultures of phytohemagglutinin-stimulated PBMCs cultivated without MSCs (white bars). All cultures
were done in quadruplicates calculating the mean 4 SD. The representative results, out of 4 experiments with similar
results, were shown. *P < 0.05; **P < 0.01 compared with corresponding controls. SD, standard deviation. TLR, toll-like
receptor; poly(I:C), polyinosinic:polycytidylic acid; LPS, lipopolysaccharide; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells.
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FIG. 5. The effect of TLR agonists on the production of (A) TGF-B and (B) IL-6 by DP-MSCs and DF-MSCs. The levels of
TGF-B and IL-6 were determined by enzyme-linked immunosorbent assay from culture supernatants of dental MSCs
(1x10*/well) that were either treated with TLR agonists [25 ug/mL poly(I:C) or 200 ng/mL LPS] for 24 h (black bars) or left
untreated (gray bars). All cultures and measurements were done in quadruplicates calculating the mean +SD. The repre-
sentative results, out of 4 experiments with similar results, were shown. *P < 0.05; **P < 0.01 compared with corresponding
controls. TGF-B, transforming growth factor-p; IL-6, interleukin-6.
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TaBLE 1. EFFeCT OF ANTI-TRANSFORMING GROWTH FACTOR-
B NEUTRALIZING ANTIBODY ON THE PROLIFERATION
OF PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEAR CELLS IN PRESENCE
OF DENTAL PULP-MESENCHYMAL STEM CELLS AND DENTAL
ForLicLE-MESENCHYMAL STEM CELLS

+ anti-TGF-
Control p mAb
PBMCs 100.0% + 14.1% 106.1% £ 9.2%
PBMCs + TGF-$ 42.1% + 6.2%" 89.1% +4.9%
(Ing/mL)
PBMC/DP-MSCs 72.5% =+ 9.3%" 103.4% £+ 11.3%
PBMC/DP-MSCs 54.2% + 16.2%° 76.4% =+ 8.5%"
poly(I:C)
PBMCs/DF-MSCs 123.2% +10.24% 116.4% £+ 18.2%
PBMCs/DF-MSCs 58.33% + 10.5%"¢ 80.4% 4 12.2%"
poly(I:C)

Dental MSCs (1x10*/well) either pretreated with poly(I:C)
(25 ug/mL) for 24 h or left untreated were cultivated for 3 days with
phytohemagglutinin-stimulated PBMCs (1x10°/well) in presence of
anti-TGF-B antibody (10ng/mL), as described in Materials and
Methods. Phytohemagglutinin-stimulated PBMCs treated with TGF-
B (Ing/mL) were used as a specific control for the neutralizing
activity. The cultures were done in quadruplicates calculating the
mean + standard deviation. The representative results, out of 2
experiments with similar results, are shown.

2P < 0.005;°P < 0.05;°P < 0.01 compared  with
controls.

TGF-B, transforming growth factor p; mAb, monoclonal anti-
bodies; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; DP-MSCs, dental
pulp-mesenchymal stem cells; poly(I:C), polyinosinic:polycytidylic
acid; DF-MSCs, dental follicle-mesenchymal stem cells.

corresponding
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dental tissue is another potent source of alternate, postnatal
MSCs. The present study comparatively evaluates 2 human
dental MSCs subtypes, DF-MSCs and DP-MSCs, in terms of
morphology, clonogenic capacity, proliferation rates, differ-
entiation potential, phenotype, and immunomodulatory
properties, to encourage their potential application in cell-
based therapies. To exclude the possibility that differences
between DP-MSCs and DF-MSCs are due to individual
variations, we compared these 2 subtypes isolated from the
same donor/tooth.

We showed that both of these dental MSCs subtypes
possessed fibroblast-like morphology typical for MSCs [37],
colony-forming ability, and were able to differentiate into
osteoblast-, adipocyte- and chondrocyte-like cells. These re-
sults were confirmed by others as well (reviewed in [11]).
Although chondrogenic potential of DF-MSCs is still in
doubt [32,40], our study clearly shows that DF-MSCs also
have the multilineage differentiation capacity in vitro. When
comparing the 2 subtypes, DP-MSCs exhibited a higher po-
tential to form chondrocyte-like cells, whereas DF-MSCs
exhibited a higher potential to form adipocyte-like cells. Both
DP-MSCs and DF-MSCs are comprised of heterogeneous cell
subpopulations shown to have different proliferation rates,
morphology, or differentiation potential [11,41]. Recently,
Battula et al. showed that a CD271°"8" BM-MSC subpopu-
lation can be sorted, according to the specific CD56 epitop, in
2 subpopulations having different potential to form adipo-
cytes (CD56 cells) or chondrocytes (CD56" cells). In addi-
tion, a higher percentage of the CD56" subpopulation was
positive for ALP after induction of osteogenesis [42]. These
results are in line with our results regarding dental MSCs,
showing that DP-MSCs contained more CD56" cells com-
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FIG. 6. The effect of TLR agonists on the expression of IDO-1 by DP-MSCs and DF-MSCs. Dental MSCs (1x10*/well) that
were either treated with TLR agonists [25 ng/mL poly(I:C) or 200 ng/mL LPS] for 24 h or left untreated were labeled with
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pared with DF-MSCs. To prove this hypothesis, a separation
into CD56" and CD56~ subpopulations of both dental MSC
types and the subsequent evaluation of their differentiation
potential is necessary in further studies. Although DP-MSCs
and DF-MSCs were able to differentiate in vitro, no signs
of differentiated structure could be seen in vivo after the
xenogenic transplantation of these cells. Xenogenic trans-
plant reaction, characterized by cellular infiltrates and
encapsulation of the implanted tissue, could be a reason for
this lack of differentiation in vivo. Several studies also
reported that human BM-MSCs or ADPCs transplanted into
imunocompetent rodents induce similar immunologic reac-
tion as observed in our study [43,44]. Therefore, differentia-
tion potential of DP-MSCs and DF-MSCs should be explored
in immunodeficient animal model in future studies.

DF-MSCs and DP-MSCs were identified as CD29, CD44,
CD46, CD90, CD105, CD73, and STRO-1 positive cells that
do not express CD34, CD45, HLA-DR, CD19, and CD14.
Thus, together with the multilieage differentiation potential
of these cells, the minimal criteria for defining multipotent
MSCs are fulfilled [45]. This is also in accordance with the
previously described phenotype of dental MSCs [11]. Ad-
ditionally, we showed some specificity regarding the ex-
pression of CD146 and CD271. Namely, 57% of DP-MSCs
and 15% of DF-MSCs were positive for the CD146 molecule,
although its expression was previously attributed only to
DP-MSCs [11]. Also, the immunocytochemistry analysis
showed that 56% of DP-MSCs and 63% of DF-MSCs ex-
pressed CD271 (low-affinity nerve growth factor receptor,
P75 neurotrophin receptor). To our knowledge, this is the
first time to describe the CD271 positive subpopulation
within DF-MSCs. Quirici et al. showed that CD271 sorted
cells are a highly homogeneous subpopulation of cells within
BM-MSCs with a high proliferative capacity and the poten-
tial for multilineage differentiation [46]. The role of CD271-
positive cells in DP-MSCs and DF-MSCs is still unclear and
needs further investigation. Isolation of CD271-positive
subpopulations from these dental MSCs could be compro-
mised by its low membranous expression (around 1%). Low
membranous expression of CD271 is in agreement with that
of Soncini et al., who showed that the membranous expres-
sion of CD271 on BM-MSCs, chorionic membrane-, and
amnion membrane-derived MSCs is down-regulated during
culture passaging [47]. To determine whether CD271-
positive sorting could enrich dental MSCs from the starting
cell population, ex vivo isolated cells or the cells at early
passages should be used. The finding that DF-MSCs prolif-
erated faster and expressed higher levels of CD90, CD105,
CD73, CD271, and STRO-1 compared with DP-MSCs suggests
that DF-MSCs contain more undifferentiated cells. This is in
line with the knowledge that Notch-1, which affects self-re-
newal and lineage-specific differentiation [48] of both stem
cells and precursor cells, is expressed by DF-MSCs [10]. Fur-
ther, a finding that the constitutive active Notch-1 in mesen-
chymal cells suppressed osteoblastic differentiation in vitro
[49] could further explain the lower potential of DF-MSCs for
differentiation into osteoblasts, compared with DP-MSCs.

A growing body of evidence has demonstrated that
BM-MSCs have profound immunomodulatory and anti-
inflammatory effects both in vitro and in vivo via inhibiting
the proliferation and function of several major types of
innate and adaptive immune cells. Recent reports suggest
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that dental MSCs, such as those isolated from human gin-
gival tissue [50], periodontal ligament [51] and dental pulp
[52] can suppress mitogen- or allogenic-stimulated prolifer-
ation of PBMCs or T cells in vitro at a MSCs/PBMC ratio
higher than 1/10. A lower MSCs number in culture was
nonsuppressive. Further, it has been shown that hMSCs
could even be allostimulatory in an allogenic MLR and in-
duce IL-2 and IFN-y production by PBMCs at a 1/10 cell
ratio [53]. We used a lower MSC/PBMC ratio (1/10), which
could be more relevant in vivo [54], and showed that
DP-MSCs are immunosuppressive, whereas DF-MSCs did
not significantly change cellular proliferation.

The effect of TLR ligation on immunosuppressive prop-
erties has been previously studied using BM-MSCs
[23,25,29,30]; but to our knowledge, this is the first time it is
studied on dental MSCs. For the first time we showed and
comparatively evaluated the expression of mRNA encoding
for TLR3 and TLR4 in DP-MSCs and DF-MSCs. During po-
tential transplantation of MSCs into damaged or inflamed
tissue, there is a high probability for transplanted cells to
encounter additional signals, such as endogenous/host and
infection agents that can activate TLR pathways [26-28].
Therefore, the role of these receptors in immunomodulatory
properties of MSCs is particularly important to evaluate
before their application in cell therapies. Recent studies
showed controversial effects of TLR ligation on the immu-
nosuppressive phenotype of BM-MSCs. Some of the studies
demonstrated that TLR3 and TLR4 signaling inhibits the
immunosuppressive effect of BM-MSCs on the proliferation
of CD4" T cells [29], whereas others showed that activation
of the same TLRs enhanced the immunosuppressive phe-
notype of BM-MSCs [30]. In accordance with the latter study,
we showed that both poly(I:C)- and LPS-pretreated DEF-
MSCs suppressed the proliferation of PBMCs at the cell ra-
tios that were not suppressive under basal conditions. The
suppressive potential of DP-MSCs was significantly aug-
mented after the pretreatment with poly(I:C), whereas LPS
treatment had no such effect. The difference between DP-
MSCs and DF-MSCs in response to LPS pretreatment could
be a consequence of different TLR4 expression obtained in
this study. The response to LPS depends on the dosage of
LPS [55] and on the level of TLR4 expression [56]. In addi-
tion, TLR4 is the only TLR that signals through both MyD88
and TRIF signaling pathway and these signaling pathways
are tightly regulated by a number of regulatory proteins [57].
Consequently, different signaling outcomes, on the treatment
with the same concentration of LPS, could be expected be-
tween DF-MSCs and DP-MSCs.

The finding that DP-MSCs, unlike DF-MSCs, suppressed
proliferation of PBMCs in the absence of TLR ligation cor-
relates with the ability of DP-MSCs to secrete TGF-B. This
suggests that TGF-B could be an important mediator of im-
munosuppression by dental MSCs. Further, the proliferation
of PBMCs in the presence of unstimulated DP-MSCs was
completely restored by using a neutralizing anti-TGF-p an-
tibody, suggesting the dominant role of this cytokine in the
immunosuppressive properties of DP-MSCs. The study of Di
Nicola et al. (2002), which identified TGF-f1 and HGF as
potential mediators of MSC immunosuppressive properties,
further supports this observation [15]. The augmented sup-
pressive potential after the treatment with poly(I:C) was
followed by a significantly higher production of TGF-p by
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both dental MSCs subtypes. This effect was even more ob-
vious after the treatment of DF-MSCs with LPS. Our results
contradict those of Opitz et al. [30], who showed that TLR
activation did not modulate TGF-B production by BM-MSCs.
In contrast, DP-MSCs responded differently to LPS and
lowered the TGF-f production compared with control,
which correlated with lower suppression of these cells on
PBMC proliferation. The observation that DP-MSCs and DF-
MSCs were able to secrete comparable levels of TGF-3 even
after removal of TLR agonists suggests that the effects caused
by TLR activation remained when these cells were placed in
the culture with PBMCs. Since anti-TGF-$ antibody could
not completely restore the suppression of PBMCs prolifera-
tion triggered by activated dental MSCs, we presumed that,
under such conditions, TGF-$ is not the sole mediator re-
sponsible for the observed effect.

IDO-1-mediated tryptophan degradation is reported to be
an important T-cell inhibitory mechanism of BM-MSCs,
which is regulated via IFN-y receptors and TLRs [14,30].
Additionally, IDO-1 is involved in synthesis of kynurenine, a
cytotoxic mediator responsible for immunesuppression me-
diated by BM-MSCs, which can be blocked with 1-methyl-L-
tryptophan [30]. Our results, showing that untreated
DP-MSCs had a higher expression of IDO-1 compared with
DEF-MSCs, are in line with the previous observation. Further,
LPS decreased its expression in both subsets of dental MSCs,
which correlated with the abrogated suppression of PMBC
proliferation mediated by LPS-pretreated DP-MSCs, but not
by DF-MSCs treated similarly. Therefore, decrease in the
IDO-1 expression, besides the reduced secretion of TGF-p,
could additionally explain the abrogated effect of LPS on the
immunosuppressive phenotype of DP-MSCs. In contrast, a
small decrease in IDO-1 expression by LPS-treated DF-MSCs
was probably compensated by the enormous increase in the
production of TGF- after LPS treatment. In addition, lower
decrease in IDO-1 expression in DF-MSCs on LPS treatment,
compared with DP-MSCs, could be due to lower TLR4 ex-
pression by these cells and, thus, lower responsiveness to
LPS and/or activation of different signaling pathways. This
could also mean that LPS could act predominantly to reduce
immunosuppressive capacity of dental MSCs by reducing
IDO-1 expression, thus enabling the surrounding lympho-
cytes more available tryptophan and increased survival rate.
This hypothesis is supported by a recent study suggesting
that TLR4-primed human MSCs exhibit proinflammatory
behavior, whereas those primed with TLR3 agonist exhibit
immunosuppressive behavior [31]. Our results contradict
those of Opitz et al.,, who showed that the enhanced im-
munosuppressive activity of BM-MSCs on TLR3 and TLR4
activation correlated with induction of IDO-1 via IFN-B and
protein kinase R signaling [30]. We showed that poly(I:C) did
not induce IDO-1 and that LPS down-regulated IDO-1 in DF-
MSCs and DP-MSCs. Therefore, these findings suggest that
the regulation of IDO-1 expression, on TLR3 and TLR4 ac-
tivation, in dental MSCs might be different from that in BM-
MSCs. Romieu-Mourez et al. showed that TLR3 or TLR4
activation in BM-MSCs resulted in formation of an inflam-
matory site, attracting inflammatory cells due to increased
IL-1B, IL-6, IL-8, and CCL-5 production [38]. This finding
correlates with the effect of TLR3 activation on increased IL-6
production by dental MSCs showed in our study and may
contradict the observed suppression of PBMCs proliferation
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in co-culture with poly(I:C)-pretreated dental MSCs. How-
ever, increased IL-6 production was followed by increased
production of TGF-B by these cells. McGeachy et al. found
that TGF-p and IL-6 treatment of myelin-reactive Th17-cells
completely abrogated the production of proinflammatory
cytokines by these cells and their pathogenic function in EAE
model. Further, such treatment increased the production of
IL-10, an anti-inflammatory cytokine, by these cells [58].
Therefore, although poly(I:C) did not increase IDO-1 ex-
pression by dental MSCs, it could be possible that in our
study, IL-6 and TGF-B in combination contributed to the
observed suppressive effect of poly(I:C) treated dental MSCs
on PBMC proliferation. Since DF-MSCs and DP-MSCs pre-
treated with poly(I:C) exhibited an immunosuppressive be-
havior in vitro, it should be further explored whether such
pretreatment of dental MSCs could reduce or even omit the
granulomatous tissue formation that was observed when the
untreated cells were implanted into imunocompetent mice.

In summary, we showed that DF-MSCs and DP-MSCs,
isolated from the same tooth/donor, differed in morphology,
proliferation, levels of MSC marker expression, and func-
tions. The functional differences are related to their differ-
entiation potential, immunomodulatory properties, and the
response to TLR signaling. These findings may be relevant
for their biomedical applications for which further explora-
tions of their functions in vivo are necessary. In line with our
results obtained in vitro, DP-MSCs, exhibiting a higher po-
tential to form chondrocytes and osteoblasts, may be useful
for the treatment of osteo-chondral diseases. On the other
hand, the properties of DF-MSCs are desirable for the treat-
ment of diseases caused by chronic inflammation accompa-
nied by tissue injuries.
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Supplementary Data

DP-MSC DF-MSC

SUPPLEMENTARY FIG. S1. Colony-forming ability of DP-MSCs and DF-MSCs. Dental MSCs were cultivated at low cell
density for 14 days, after which they were stained with May-Grunwald-Giemsa and analyzed. Images of a representative
colony for each cell type are shown. DP-MSCs, dental pulp-mesenchymal stem cells; DF-MSCs, dental follicle-mesenchymal

stem cells.
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SUPPLEMENTARY FIG. S2. Proliferation rates of DP-MSCs and DF-MSCs. The cells from the passage 8 were seeded at
1x10% per well and grown under the standard conditions for 3, 6, 9, or 12 days and then counted. Left graph represents
averaged cell numbers + standard deviation (N = 2) obtained for each time point. Right graph represents population doubling
times (hours) calculated from the average cells numbers. <AU3
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SUPPLEMENTARY FIG. S3. Calcified nodules formation
in cultures of osteogenically differentiated DP-MSCs and DF-
MSCs. (A) The cells cultured under the osteogenic conditions
(upper row) or under the basal conditions (lower row) were
stained with Alizarin red. Representative images are shown.
Scale bar indicates 100 um. (B) The percentage + standard
deviation of Alizarin red area over total area is shown. Mean
values and standard deviations were calculated by analyzing

AU at Jeast 10 fields of view under the microscope.
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SUPPLEMENTARY FIG. S4. Xenogenic transplantation of DP-MSCs and DF-MSCs. One-day-old BALB/c mice were
subcutaneously injected behind the ear with 5x10° of DP-MSCs and DF-MSCs. The images of hematoxiline eosin staining of
the samples explanted after 18 days are shown. (A) and (B) DP-MSCs implants under different magnification. (C) and (D) DF-
MSCs implants under different magnification. Scale bars represent 20 um. M, muscle; C, fibrous capsule; A, adipose tissue; #,
fibroblast; *, macrophage; &, giant cell.
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SUPPLEMENTARY FIG. S5. Phenotypic properties of bone marrow-MSCs. Immunocytochemistry data of bone marrow-
MSCs labeled with the indicated panel of antibodies is shown. Representative images were shown from 2 experiments.
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SUPPLEMENTARY FIG. S6. Expression of TLR3 and TLR4 mRNA in DP-MSCs and DF-MSCs. (A) Reverse transcriptase—
polymerase chain reaction analysis of TLR3, TLR4, and B-actin mRNA expression in dental MSCs. M, marker; NTC, non-
template control. (B) The levels of TLR3 and TLR4 mRNA were quantified by measuring volume area of polymerase chain
reaction blots, and the results are expressed as the values relative to B-actin expression. TLR, toll-like receptors.
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Characterization and
Immunosuppressive properties
of mesenchymal stem cells from
periapical lesions
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Abstract

Aim: Mesenchymal stem cells (MSCs) isolated from healthy dental tissues are
being investigated as an alternative source of MSCs for the treatment of damaged
tissues and inflammatory diseases. Here we investigated whether MSCs from peri-
apical lesions (PL-MSCs) also possess multi-lineage differentiation capacity and
immunomodulatory properties.

Material & Methods: PL-MSCs, isolated by collagenase/DNAse digestion from
surgically extracted PLs, were compared with MSCs from non-inflamed dental
pulp (DP-MSCs) and dental follicle (DF-MSCs) for their phenotype and multi-
potent differentiation potential. The anti-inflammatory and immunomodulatory
effects of PL-MSCs were studied in co-culture with peripheral blood mononuclear
cells (PB-MNCs) and PL-inflammatory cells (PL-ICs).

Results: PL-MSCs were characterized by typical MSCs phenotype, lower clono-
genicity and self-renewal rate, compared to DF-MSCs and DP-MSCs. These cells
possess the potential to differentiate into adipocyte-, osteoblast- and chondrocyte-
like cells in vitro, which differs from that of DP-MSCs and DF-MSCs. PL-MSCs
inhibited phytohemaglutinine-induced proliferation of PB-MNCs and production
of IL-2, IFNy and IL-5 in the co-culture, probably via TGF-p-dependent mecha-
nisms. These cells also suppressed the production of IL-1f, IL-6, and TNF-uo by
PL-ICs via soluble mediators, whereas the suppression of IL-8 production
required a direct cell-to-cell contact.

Conclusion: The differentiation potential of PL-MSCs and their immunosuppres-
sive/anti-inflammatory properties could be beneficial for the treatment of chronic
periodontal diseases.
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The exposure of dental pulp to
microorganisms and their products,
as a consequence of dental caries,
fractures, or operative procedures,
triggers a local inflammatory
response. The progression of such
infection and inflammation results in
necrosis of the pulp and consequent
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involvement of periapical tissues,
generating a periapical lesion (PL)
(Nair 1997, 2004). Symptomatic PL
are characterized by an increased
expression of adhesion molecules,
chemotactic factors (Silva et al.
2005), and release of T helper (Th)l
and Thl7 cytokines, including the
bone proresorptive interleukin (IL)-
1, IL-6, and tumour necrosis factor
(TNF)-« (Stashenko et al. 1992,
Colic et al. 2006, Gazivoda et al.
2009). In contrast, the Th2 immune
response is related to the asymptom-
atic responses and further develop-
ment of chronic lesions (Fukada
et al. 2009). It seems that IL-10 and
transforming growth factor (TGF)-f
are important for healing processes
and down-regulation of inflamma-
tion within the PL (Danin et al.
2000, Colic et al. 2009b), but the
factors contributing their secretion
are poorly defined.

Recent data suggest that mesen-
chymal stem cells (MSCs) are an
excellent tool for the therapy of
chronic inflammation, due to their
great capacity for tissue regeneration
and substantial immunosuppressive
properties (Parekkadan & Milwid
2010). MSCs possess high self-
renewal capacity and multi-lineage
differentiation potential (Bianco et al.
2001). Dental tissue is a new potent
reservoir of postnatal MSCs that
were, up to now, isolated from dental
pulp (DP-MSCs) (Gronthos et al.
2000), exfoliated deciduous teeth
(SHED) (Miura et al. 2003), peri-
odontal ligament (PDL) (Seo et al.
2004), apical papilla (SCAP) (Sonoy-
ama et al. 2008), dental follicle (DF-
MSCs) (Morsczeck et al. 2005) and
gingiva (Zhang et al. 2009). Some of
the dental MSCs are present only in
young individuals, whereas others are
available only after extraction of non-
erupted wisdom teeth, such as DF-
MSCs. Recently, a few papers
described the presence of MSCs in an
inflamed PDL or DP tissues (Alongi
et al. 2010, Park et al. 2011). They
found that MSCs from the pathologi-
cal dental tissues possess many simi-
larities with MSCs from healthy
tissues. However, it remained
unknown whether MSCs from
chronic inflammation, such as those
in periapical granuloma, possess some
of the immunomodulatory properties
and what their role could be in the
pathogenesis of PL. Therefore, our

primary aim was to isolate and char-
acterize MSCs from PL (PL-MSCs),
as well as to evaluate their immuno-
modulatory and anti-inflammatory
properties.

Material and Methods

Isolation and cultivation of cells

PL (total n = 8), used for the isolation
of PL-MSCs (n = 3) and PL-inflam-
matory cells (PL-ICs) (n =5), were
collected from patients who signed
Consent Forms at the Clinic for Max-
illofacial and Oral Surgery, Military
Medical Academy (MMA), Belgrade.
The donors (range, 22-54 years) were
without systemic diseases and had
radiographic evidence of PLs. PLs
were extracted at the time of apical
surgery by apicoectomy, or after teeth
extraction. In the latter, the lesions
were excised by the curettage of peri-
odontal apical tissue or by cutting the
firmly attached PLs from dental radi-
ces with a scalpel (Colic et al. 2009a).
As a positive control, we used DP-
MSCs and DF-MSCs, isolated from a
non-erupted wisdom tooth of a
healthy individual, as described previ-
ously (Tomic et al. 2011). Peripheral
blood mononuclear cells (PB-MNCs)
were isolated from healthy volunteers
who gave informed consent. All stud-
ies have been approved by the Ethics
Committee of the MMA.

For the isolation of MSCs, the tis-
sues were digested in a Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM;
Sigma, Munich, Germany) solution
with type I collagenase (1 mg/mL;
Sigma) and DNAase (25 mg/mL;
Sigma) for 1 h in an incubator. The
cells were cultured in the standard
medium composed of DMEM-low
glucose (Sigma), 10% foetal calf
serum (FCS; Sigma) and antibiotics
[penicillin/streptomycin/gentamicin
(Galenika, Belgrade, Serbia)], 1%
each). Passaging was performed using
0.2% trypsin (Sigma)/0.02% NaED-
TA phosphate-buffered saline (PBS)
solution. Passages from 3 to 7 were
used in all experiments. Colony form-
ing units- fibroblasts (CFU-F) assays
and population doubling time (PDT)
were performed as described (Po-
champally 2008, Tomic et al. 2011).

PL-ICs were isolated from the PL
tissues by the collagenase/DNAase
digestion (Colic et al. 2006). PL-ICs
and PB-MNC (n = 4) were isolated by

Lymphoprep gradient (Nycomed,
Oslo, Norway), as described (Colic
et al. 2009a), counted and used subse-
quently in cell co-cultures experiments.

Flow cytometry and
immunocytochemistry

The flow cytometry and immunocyto-
chemistry analyses were performed as
described (Tomic et al. 2011), using
the following monoclonal antibodies
(mAbs) conjugated with fluorescin
isocyanate (FITC): anti-CD14, anti-
CD45, anti-CD29, anti-CD105, anti-
CD44, anti-CD19 (Immunotools,
Friesoythe, Germany), anti-CD146,
anti-CD46, anti-CD166, anti-CD90,
anti-CD106, mouse IgGla negative
control (Serotec, Oxford, UK). Anti-
human leukocyte antigen (HLA)-
DR- phycoerithryne (PE), and mouse
IgGla negative control-PE were also
from Serotec. The indirect labelling
was performed using anti-STRO-1
(Millipore/Chemicon, Billerica, MA,
USA) mAbD followed by secondary
anti-mouse IgG1-FITC mAb. After
staining, the cells were analysed with
a flow cytometer. The isotype control
was carried out for each experiment.
The immunocytochemistry analy-
sis was performed with the same
panel of antibodies, using a sensitive
EnVision + kit (Dako, Copenhagen,
Denmark) and diaminobenzidine
(DAB) (Dako) to label the samples.
Appropriate controls included the
use of irrelevant Abs. The slides were
counterstained with hematoxylin and
analysed by light microscopy.

In vitro differentiation assays

PL-MSCs, DP-MSCs and DF-MSCs
were induced to differentiate by culti-
vating them in commercial adipo-
genic, osteogenic or chondrogenic
media (Lonza, Basel, Switzerland), as
we described previously (Tomic et al.
2011), and according to the manufac-
turer’s protocol. The adipogenic dif-
ferentiation was evaluated by Oil Red
O (Sigma) staining. In the chondro-
genesis assay, MSCs were cultured as
pellets in polypropylene tubes in
chondrogenic media (Lonza). The
pellets were embedded, frozen in
liquid nitrogen, and the 7 um thick
cryocuts were stained with Alcian
Blue/Nuclei Red. For the osteogenic
differentiation assay, the cultured
cells were stained with 1% alizarin
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red (Sigma) in distilled water. The
experiments on differentiation were
performed for each of the three PL-
MSC:s cell lines, as well as DP-MSCs
and DF-MSCs, in duplicates.

Xenogenic transplantation

One-day-old BALB/c mice were sub-
cutaneously injected behind the ear
with 1 x 10° PL-MSCs or sham
treated, as described elsewhere (Ste-
vens et al. 2008). The implants were
harvested after 18 days after eutha-
nasia with ether. The samples were
fixed in 3% glutaraldehyde for 3 h
and demineralised for 7 days in
13% EDTA (pH 7.2) supplemented
with 1% glutaraldehyde and then
paraffin embedded. Paraffin cuts,
8 um tick, were stained using hae-
matoxylin/eosin and Masson tri-
chrom staining and analyzed by
light microscopy.

Mixed leukocyte reactions

The  modulatory  capacity  of
PL-MSCs on the proliferation of PB-
MNCs and cytokines’ production was
evaluated in co-culture, as described
previously (Tomic et al. 2011). PL-
MSCs (1 x 10%/well) were seeded in a
flat-bottom 96-well plate in RPMI/
10% FCS to adhere for 6 h, treated
with mitomycin C (Bristol Caribbean
Inc., Mayaguez, PR, USA) (25 ug/
ml) for 30 min, and then washed 4
times with 2%FCS/PBS. PB-MNCs
(1 x 10°/well), either unstimulated,
or stimulated with 250 ng/ml phyto-
hemagglutinin (PHA; Serva, Heidel-
berg, Germany), were added in the
co-culture. Control cultures were
PHA-stimulated PB-MNCs. The cells
were cultivated for 3 days and pulsed
with 1 uCijwell [*H] thymidine
(6.7 Ci/mmol; Amersham Bioscienc-
es, Amersham, Bucks, UK) for the
last 18 h, followed by scintillation
counting (Beckman; LS5000TB scin-
tillation counter). The experiments
were repeated four times, each carried
out in sixplicates, using different PL-
MSCs/PB-MNCs pairs. Supernatants
were collected from parallel 3-day co-
cultures. The experiments were
repeated three times, each carried out
in duplicates.

The effect of PL-MSCs on the pro-
duction of cytokines by allogenic PL-
ICs was evaluated in the co-culture
and Transwell system experiments. In

© 2012 John Wiley & Sons A/S
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the co-culture experiments, PL-ICs
(1 x 10° cells/well) were cultivated
with PL-MSCs (1 x 10* cells/well) in
the presence of phorbol myristate ace-
tate (PMA) (20 ng/ml) (Sigma) and
Ca’" ionophore (A23187, 1 uM)
(Sigma) for 24 h. Separate cultures
of PL-ICs and PL-MSCs treated
the same way served as controls. The
levels of cytokines produced in the
PL-MSCs/PL-ICs co-cultures were
compared with the sum of cytokines
produced in separate PL-ICs and
PL-MSCs cultures. The experiments,
each carried out in duplicate, were
repeated 5 times using different
PL-ICs/PL-MSC:s pairs.

In the Transwell system experi-
ments, PL-MSCs (5 x 10* cells/
insert) were seeded onto the upper
chamber of a transwell insert (0.4 yum
pore size) (BD Falcon, Heidelberg,
Germany) in 24 well plates, whereas
PL-ICs (5 x 10’ cells/ml) were in the
lower chamber. Control PL-ICs were
cultivated in 24-well plates without
inserts. After 24 h of co-culture, the
inserts with PL-MSCs were removed.
PL-ICs from all cultures were washed
and stimulated with PMA/Ca 2 iono-
phore for an additional 24 h, followed
by collection and analysis of the su-
pernatants. The experiments, each
carried out in duplicate, were repeated
5 times.

Cytokines‘ detection

Concentrations of IL-2, IFN-y, IL-5,
IL-17, IL-10, TGF-g, IL-18, IL-6, IL-8,
and TNF-« from the culture superna-
tants were determined using the com-
mercial ELISA kits (R&D Systems,
Wiesbaden, Germany) by calculating
the unknown concentrations of the
cytokines from the standard curves.

Statistical analysis

Kruskal-Wallis or Mann-Whitney
tests were used to evaluate the
differences between the experimental
and corresponding control samples.
Values at p < 0.05 or less were con-
sidered to be significant statistically.

Results
Morphological properties and proliferation
of PL-MSCs

Following the minimal criteria for
defining MSCs (Dominici et al.
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2006), we isolated MSCs from the
PLs of three donors by plastic
adherence and cultured them in
DMEM-low glucose conditions. As a
positive control, we used DP-MSCs
and DF-MSCs isolated from healthy
pre-erupted wisdom tooth, since the
MSCs characteristics of these cells
are well described (Huang et al. 2009,
Tomic et al. 2011). PL-MSCs showed
various-shaped, fibroblast-like mor-
phology in culture, common to adult
MSCs isolated from other tissues
(Nauta & Fibbe 2007). Furthermore,
a high migratory activity of these cells
was observed, as judged by the pres-
ence of highly mobile lamelopodias
(Fig. 1a). The proliferation curve of
the PL-MSCs of each donor had a
typical sigmoid shape, suggesting that
the proliferation rate of PL-MSCs
was lower immediately upon plating
in the culture (lag phase) and upon
reaching the confluence (stationary
phase) (Fig. Ib). The population
doubling time, calculated for the
10 day period, was 1.9 + 0.4 days.
When compared to DP-MSCs and
DF-MSCs, PL-MSCs exhibited a
lower proliferation rate, characterized
by 1.2 and 1.3 times longer popula-
tion doubling, respectively (Fig. 1b).
When cultured at a low cell density,
PL-MSCs formed adherent clonogen-
ic cell clusters (Fig. 1c). The
frequency of CFU-F cells within PL-
MSCs at passage four was 14.7 + 1.6.
This was approximately 2.3 times
lower than the number of clonogenic
cells within DF-MSCs and DP-MSCs
populations.

Phenotypic properties of PL-MSCs

To compare the phenotype of
PL-MSCs with that of DP-MSCs
and DF-MSCs, the expression of
crucial MSCs markers was analysed.
Flow cytometry data showed that
more than 90% of PL-MSCs from
each of the tested donors expressed
CD105, CD166, CD44, CD29, and
CD90 (Fig. 2). About half of the
cells expressed CD146 (51.1 = 4.4%)
and CD46 (53.6 £ 7.2%) on their
surface. We also found a relatively
low percentage of cells expressing
the STRO-1 molecule on their sur-
face (7.2 + 3.1%). The expression of
HLA-DR, CD45, CDI19, and CD14
could not be detected (data not
shown). PL-MSCs expressed higher
levels of CD90, CD44, CD105, and
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Fig. 1. Properties of periapical lesion (PL) - mesenchymal stem cells (MSCs). (a) Phase-contrast microscopy of live PL-MSCs mes-
enchymal stem cells (MSCs) in culture. The highly active parts of lamelopodias are marked by arrows. The scale bar represents
100 um (b) Proliferation dynamics of PL-MSCs, dental pulp (DP-MSCs) and dental follicle (DF-MSCs) in passage (p) 4. 250 cell/
well of 24-well plate were cultivated for 2-10 days, harvested and counted in Tripan blue solution. Population doubling time (PDT)
was determined using the formula: PDT = 10 x 1g2/1g(N0/Np); Njg and Ny - number of cells harvested at day 10 and the starting
number of cells, respectively. The values are given as mean + SD of triplicates. (¢) Colony forming units — fibroblasts (CFU-F). PL-
MSCs from passage 3 (25, 50, 100, or 200 cells) of were cultivated in a 6-well plate for 6-14 days. The frequency of CFU-F, defined
as a group of at least 50 cells, was determined after staining the cultures with MGG, as the number of colonies/number of seeded
cells x 100. The scale bar represents 500 um. Representative results from one experiment are shown, out of three with different
donors.
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Fig. 2. Phenotypic properties of periapical lesion (PL)- mesenchymal stem cells (MSCs), dental pulp (DP-MSCs) and DF-MSCs -
flow cytometry. MSCs from passage 3 were harvested and prepared for the flow cytometry analysis, as described. The cells were
gated according to the cell-specific forward scatter/side scatter parameters and the percentage of positive cells (covered with the
marker) for the indicated molecules was determined based on the isotype control. A representative experiment is shown.
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lower levels of CD46 compared to
DP-MSCs and DF-MSCs (Fig. 2).
Additionally, the phenotype of
PL-MSCs was assessed by immunocy-
tochemistry. As shown in Fig. 3, the
percentages of positive PL-MSCs for
CD105, CD166, CD44, CD29, and
CD90 were in accordance with the
flow cytometry data. However, the
analysis showed that more than 60%
of PL-MSCs were positive for the
STRO-1 molecule (67.5 + 6.3%),
although the expression was weak
and localised predominantly intracel-
lularly. Similar intracellular expres-
sion, and the frequency of STRO-1"
cells, was detected within DP-MSCs
and DF-MSCs (data not shown). We
found that more than 90% of the PL-
MSCs were positive for the CD46
molecule and half of them expressed
the marker exclusively intracellularly.
In contrast, approximately 85% of
PL-MSCs had CDI146 expressed
either weakly or strongly on the sur-
face of the PL-MSCs. Again, HLA-
DR, CD45, CDI19, and CD14 were

Stem cells from periapical lesions

not detected in any of the dental
MSCs populations, which confirmed
that PL-MSCs possess a typical MSC
phenotype. The expression of these
markers by PL-MSCs did not differ
significantly between passages 3 and
7, regardless of the method applied
(data not shown).

Differentiation potential of PL-MSCs

We showed that after 3 weeks of cul-
tivation in the inductive adipogenic
conditions, PL-MSCs are able to
accumulate Oil-red positive lipid
droplets inside the cells. DF-MSCs
exhibited the strongest, and PL-
MSCs the weakest adipogenic poten-
tial (Fig. 4a—).

The  osteogenic  culture  of
PL-MSCs accumulated strongly the
Alizarin red-positive nodules, which
confirmed the calcium accumulation
(Fig. 4d—f). The percentage of nod-
ules’ occupied area in PL-MSCs cul-
tures amounted to 18.9 + 4.6 (n = 10
fields of view), which was much
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Fig. 3. Phenotypic properties of periapical lesion (PL)- mesenchymal stem cells
(MSCs) - immunocytochemistry. PL-MSCs harvested in passage 3 were prepared as
cytospins (1 x 104 cells/sample), fixed in 2% pararosaniline, washed in PBS, and the
endogenous peroxydase activity was blocked with 0.5% H,0,. The primary mAbs were
detected, as described in Material and Methods. The percentage of positive cells for
the indicated molecules was determined by analysing at least 300 cells in different
fields of view. A representative experiment is shown, out of three with similar results.
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higher than that in DP-MSCs and
DF-MSCs cultures.

The chondrogenic differentiation
potential of PL-MSCs was demon-
strated after cultivation of the cells
in the inductive chondrogenic cul-
tures. Alcian blue staining of the pel-
let cryosections revealed that the
strong positivity was located at the
edges of the pellets, whereas weak
positivity was observed inside the
pellet cultures. DP-MSCs exhibited
the strongest, and PL-MSCs the
weakest  chondrogenic  potential
(Fig. 4g—i). All control cultures were
negative (data not shown).

Next, we evaluated the differenti-
ation potential of PL-MSCs in vivo,
following approach described by
Stevens et al. (2008). After 18 days
following implantation in 1-day-old
BALB/c mice, implanted PL-MSCs
were shown to induce granuloma-
tous tissue formation characteristic
for xenotransplant rejection reac-
tion. The implants were enclosed in
a fibrous capsule of collagen-rich
connective tissue, as detected by
Masson trichrome staining (Figure
Sla). The cellular infiltrate was pre-
dominantly composed of macro-
phages, giant cells, and other
inflammatory cells (Figure Slb-c).
In the centre, which was predomi-
nantly composed of death cells, no
sign of differentiated structure was
observed.

Effect of PL-MSCs on proliferation and
cytokines’ production by PB-MNCs

One of the important properties of
MSCs is their ability to suppress the
proliferation of lymphocytes induced
by a mitogen (Klyushnenkova et al.
2005). Previously, we evaluated the
immunomodulatory properties of
DP-MSCs and DF-MSCs (Tomic
et al. 2011). Here we investigated the
effect of PL-MSCs on the prolifera-
tion and cytokines’ production by
PB-MNCs, either unstimulated or
stimulated with PHA (30 pg/ml). The
proliferation of PL-MSCs in the cul-
tures was inhibited by the pre-treat-
ment with mitomycin C (Fig. 5a). We
found that PL-MSCs had no signifi-
cant effect on the proliferation of
unstimulated PB-MNCs. On the other
hand, we found that the PL-MSCs
from each donor suppressed the pro-
liferation of PB-MNCs induced by
PHA up to 40% (31.2 = 7.3%).
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Fig. 4. Multi-potent differentiation potential of periapical lesion (PL)- mesenchymal
stem cells (MSCs), dental pulp (DP-MSCs) and DF-MSCs. The cells from passage 5
were cultivated in control or inductive differentiation conditions, as described. Oil red
staining of (a) PL-MSCs, (b) DP-MSCs and (¢) DF-MSCs after the adipogenic differ-
entiation is shown. The scale bar represents 25 um. Alizarin Red staining of (d) PL-
MSCs, () DP-MSCs and (f) DF-MSCs after the osteogenic differentiation is shown.
The scale bar represents 100 um. Alcian blue/nuclei red staining of (g) PL-MSCs, (h)

DP-MSCs and (i) DF-MSCs is shown. The scale bar represents 25 um.

The lower proliferation of PB-
MNCs in presence of PL-MSCs
correlated with the lower production
of IL-2 in these co-cultures (Fig. 5b).
To evaluate the effect of PL-MSCs on
the Th development, we analysed the
hallmark cytokines produced in these
co-cultures. We found that both IFN-
y and IL-5 production were inhibited
in the presence of PL-MSCs, whereas
the production of IL-17 and IL-10
was not changed significantly. Addi-
tionally, we found that the produc-
tion TGF-f increased significantly
compared to control PB-MNCs.

Effect of PL-MSCs on cytokines
production by PL-ICs

Considering previous results, we
investigated the effects of PL-MSCs
on the production of pro-inflamma-
tory cytokines by PL-ICs. In the
co-culture experiments, PL-ICs and
PL-MSCs were cultivated either alone
or together for 24 h in presence of
PMA/Ca®" ionophore, an additional
stimulus for the cytokine production.

The Table la shows that PL-ICs pro-
duced IL-1p, IL-6, IL-8, and TNF-«,
whereas PL-MSCs produced IL-6, IL-
8, and low amounts of IL-1p. The lev-
els of all tested cytokines in PL-ICs/
PL-MSCs co-cultures were signifi-
cantly lower, compared to the sum of
cytokines from individual PL-ICs and
PL-MSCs cultures (Table 1a).

To evaluate whether a direct cell-
to-cell contact was necessary for the
observed effect, we performed the
Transwell system experiments
(Table 1b). The results showed that
PL-ICs pre-cultivated with PL-MSCs
without direct contact produced a sig-
nificantly lower quantity of IL-1p, IL-
6 and TNF-o compared to the control
PL-ICs. However, the production of
IL-8 was not modulated significantly.

Discussion

Here we showed that PL-MSCs,
isolated by plastic adherence, possess
typical  fibroblasts morphology,
clonogenic ability and a fast prolifera-
tion rate. The proliferation rate of

PL-MSCs, although somewhat lower
than that of dental MSCs isolated
from healthy tooth, is still higher than
that described for bone marrow-
derived MSCs (Kim et al. 2009,
Tomic et al. 2011). This is probably
the most significant advantage of den-
tal MSCs over BM-MSCs when
potential stem cell therapy is consid-
ered. The phenotype of PL-MSCs
was also in accordance with other
findings (Park et al. 2011), and some
phenotypical specificities, such as
higher expression of CD44 by
PL-MSCs, could be due to the inflam-
matory origin of these cells (Kollar
et al. 2009). We found that STRO-1,
today’s best-known marker for MSCs
(Lin et al. 2011), and CD46 molecule
were localised predominantly intra-
cellularly. Additionally, we showed
that PL-MSCs expressed brightly the
CD146 molecule, which is considered
as a good marker for a high self-
renewal, high-differentiation capacity
cell population in bone marrow (Sac-
chetti et al. 2007). These results sug-
gest that several methods should be
used to assess the phenotype of
MSCs. Similar to the other findings
on MSCs isolated from inflamed
PDL (Chen et al. 2006, Park et al.
2011) and DP tissue (Alongi et al.
2010), PL-MSCs were shown to pos-
sess both the osteogenic and adipo-
genic differentiation potential in
vitro. Additionally, we showed that
the PL-MSCs could differentiate into
chondrocyte-like, collagen-producing
cells as well, and this property has not
been described previously. Compared
to dental MSCs form healthy tooth,
PL-MSCs were shown to possess the
strongest osteogenic potential. In line
with our previous findings (Tomic
et al. 2011), DF-MSCs exhibited the
strongest adipogenic differentiation,
whereas DP-MSCs showed the
strongest chondrogenic potential.
These results could be important in
selecting the most suitable MSCs
source for a specific cell-based ther-
apy of damaged tissues.

Although PL-MSCs were able to
differentiate in vitro, no signs of dif-
ferentiated structure could be seen in
vivo, probably due to xenogenic
transplant  reaction. Studies on
human BM-MSCs (Grinnemo et al.
2004) and ADPCs (Niemeyer et al.
2008) showed that these cells can
induce similar immunologic reactions
when transplanted into imunocom-

© 2012 John Wiley & Sons A/S
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Fig. 5. Effect of periapical lesion (PL)- mesenchymal stem cells (MSCs) on prolifera-
tion and production of cytokines by Peripheral blood mononuclear cells (PB-MNCs).
PL-MSCs, pre-treated with mitomycin (mm), were cultivated for 3 days with PB-
MNCs, which were either untreated or treated with PHA (30 pg/ml). Control PB-
MNCs were cultivated without PL-MSCs. The results on (a) proliferation of PB-MSCs
(expressed as mean + SD of 4 experiments; each done in sixplicates) and (b) produc-
tion of cytokines (expressed as mean + SD of 3 experiments; each done in duplicates)
are presented. *p < 0.05 compared control (Kruskal-Wallis’s test).

petent rodents. This is in line with
our previous findings on DP-MSCs
and DF-MSCs (Tomic et al. 2011).
Therefore, differentiation potential
of PL-MSCs should be explored
further in immunodeficient animal
model studies.

The usage of MSCs as cell based
therapeutics is strengthened by the
fact that MSCs appear to escape
immune surveillance due to their low
expression of MHC class II molecules
(Chamberlain et al. 2007). In line with
this, MSCs have been reported to
exhibit low immunogenicity when cul-
tured with allogenic PB-MNCs
(Potian et al. 2003, Klyushnenkova
et al. 2005). However, up to now, it
was not known whether MSCs from
inflamed  tissues increase their
immunogenicity or not, bearing in
mind that pro-inflammatory cyto-
kines, such as IFN-y and TNF-o,

© 2012 John Wiley & Sons A/S

which are present in PL, can lead to
the up-regulation of MHC class II
expression by MSCs and, conse-
quently, to increase the proliferation
of PB-MNCs in culture (Prasanna
et al. 2010). Here, we showed that
PL-MSCs do not express MHC class
II, at least from the third passage
onwards. Additionally, these cells did
not induce the proliferation of PB-
MNCs in the co-culture, suggesting
that PL-MSCs maintain their low
immunogenicity even upon contact
with PB-MNCs. These findings are
very important if PL-MSCs are to be
considered for potential cell-based
therapies.

Except for their substantial differ-
entiation capacity and low immuno-
genicity, it was demonstrated that
different MSCs have profound anti-
proliferative and anti-inflammatory
effects (Nauta & Fibbe 2007). Recent
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reports suggested that human dental
MSCs (Wada et al. 2009, Zhang
et al. 2009, Tomic et al. 2011) can
suppress mitogen- or allogenic-stimu-
lated proliferation of PB-MNCs or T
cells in vitro. Here we showed, for
the first time, that PL-MSCs also
exhibit suppressive effects on PHA-
induced proliferation of PB-MNCs,
as well as the production of IL-2, a
growth promoting factor for lympho-
cytes (Malek 2008). However, differ-
ent papers (Ryan et al. 2007, Opitz
et al. 2009), including our own work
on dental MSCs (Tomic et al. 2011),
indicate that the anti-proliferative
effect of healthy-tissue MSCs needs
to be induced by appropriate priming
with cytokines or TLR agonists. PL-
MSCs, on the other hand, do not
require such priming, since they exhi-
bit up to 40% inhibition of prolifera-
tion without any pre-treatment, other
than in vitro conditions themselves.
In contrast to other findings (Prasan-
na et al. 2010), we showed that PL-
MSCs do not require intact cellular
proliferation to exhibit their anti-pro-
liferative effect. The anti-proliferative
effect is most probably a result of
increased production of TGF-f in
the co-culture with PL-MSCs. In
support of this, it was shown that
TGF-p inhibit T cell proliferation by
suppressing IL-2 production (Bra-
bletz et al. 1993) and cell-cycle pro-
teins (Hannon & Beach 1994,
Wolfraim et al. 2004). Additionally,
TGF-pf is shown to inhibit both Thl
and Th2 differentiation, and to stim-
ulate the expression of RORyt and
FoxP3, the master regulators of
Th17 and Treg cells, respectively
(Yoshimura et al. 2010), which is in
line with our findings.

Considering that TGF-f is impor-
tant for down-regulation of inflam-
matory responses (Danin et al. 2000,
Colic et al. 2009c), including its sig-
nificance for Treg development
within the PL (Colic et al. 2009b),
we examined the effect of PL-MSCs
on the production of bone proresorp-
tive cytokines (IL-6, IL-1f and TNF-x)
(Pacifici et al. 1987, Thomson et al.
1987, Carty & Laliberte 1989), as
well as the neutrophils recruiting
chemokine (IL-8) (Wuyts et al. 1998)
by PL-ICs. The use of PMA/Ca®"
ionophore for the treatment of our
cultures is a common approach to
enhance cytokines’ production in
vitro (Collins 2000). Sumanasinghe
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Table 1. Anti-inflammatory properties of PL-MSCs

a) Separate cultures

Cytokines PL-ICs (pg/ PL-MSCs PL-ICs + PL-MSCs PL-1Cs/PL-MSCs co-

ml) (pg/ml) (pg/ml) culture (pg/ml)
IL-1p 1274 + 312 214 + 28 1492 + 288 928 + 1464
IL-6 2940 £ 610 1600 + 129 4446 + 501 3850 + 5444
IL-8 4870 £ 1140 821 + 104 5687 + 951 3071 + 5664
TNF-o 1056 + 214 49 + 16 1138 =199 667 + 984

b) Transwell co-cultures

Cytokines PL-ICs — Control culture (pg/ml) PL-ICs — Experimental culture (pg/ml)
IL-18 924 + 126 490 + 91*
IL-6 3864 + 711 2208 + 388 *
IL-8 3772 + 682 3516 + 911
TNF-o 910 + 94 671 £ 141*

PL-MSCs from two different donors were co-cultivated with 5 different allogenic PL-ICs for
24 h in: (a) Direct co-culture system using 1/10 PL-MSCs/PL-ICs cell ratio, as described.
The production of cytokines was stimulated with PMA (20 ng/mL) and Ca®>" ionophore
(1 uM). PL-ICs and PL-MSCs cultivated separately and treated the same way served as con-
trols. Total number of cultures was 5. The levels of cytokines produced in the PL-MSCs/PL-
ICs co-cultures were compared with the sum of produced cytokines in the separate control
cultures. Values are given as mean += SD (n = 5) done with different PL-MSC/PL-ICs pairs.
4p < 0.05 compared to the sum (PL-ICs + PL-MSCs) (Mann-Whitney’s tests); (b) Transwell
system experiments were performed as described in Material and Methods. After collection
of supernatants and removal of PL-MSCs, PL-ICs (experimental and control cultures) were
washed and treated with PMA/Ca2+ ionophore for an additional 24 h to measure cytokines’
production. PL-ICs cultivated in the same way, but without PL-MSCs, served as controls.
The results are shown as mean + SD (n = 5) done with different PL-MSC/PL-ICs pairs.
*p < 0.05 compared to control PL-ICs culture (Mann-Whitney’s tests).

et al. (2009) showed that human
BM-MSCs do not produce high lev-
els of IL-1f and TNF-a, in contrast
to IL-6 and IL-8, which is in line
with our results on PL-MSCs. By
measuring the levels of the inflamma-
tory cytokines in PL-ICs/PL-MSCs
co-cultures, which are significantly
lower than the sum of the cytokines
produced in separate cultures, we
postulated that PL-MSCs possess
anti-inflammatory effects. However,
using the direct co-culture system,
one cannot exclude that PL-ICs also
influenced the cytokine production
by PL-MSCs. To confirm the
hypothesis on the anti-inflammatory
properties of PL-MSCs, we used a
transwell system. This method con-
firmed that PL-MSCs inhibited the
production of IL-18, IL-6, and
TNF-«, but not IL-8, by PL-ICs via
soluble mediators. These results also
suggest that direct cell-to-cell con-
tact, but not soluble factors, mediate
the down-regulation of IL-8 produc-
tion by PL-MSCs. In line with this,
Beech et al. (2006) showed that the
stimulation of IL-8 by monocytes
can be reduced significantly if the
monocytes and T cells are separated

physically by a porous membrane
insert. However, the significance and
mechanism of this phenomenon
remain to be investigated further.

In conclusion, our results show
that human PL-MSCs possess typi-
cal MSCs properties, including a
fast proliferation rate, clonogenic
ability, multi-lineage differentiation
potential in vitro and, of substantial
significance, the anti-proliferative
and anti-inflammatory properties.
These characteristics could make
PL-MSCs useful in the treatment of
periodontal diseases or other chronic
inflammatory processes followed by
tissue destruction.
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Supporting Information

Additional Supporting Information
may be found in the online version
of this article:

Figure S1. Xenogenic transplantation
of PL-MSCs. One-day-old BALB/c
mice were subcutaneously injected
behind the ear with 1 x 10° of PL-
MSCs. The images of samples
explanted after 18 days are shown. a)
Masson trichrom staining; b) and c)
hematoxiline/eosine staining of the
implants under different magnifica-
tion. i- implant, m- muscle; c- fibrous
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Clinical Relevance

Scientific rationale for the study:
MSCs from healthy teeth are
promising for regenerative medi-
cine, but not always available for
extraction. MSCs from periapical
lesions (PL-MSCs), in contrast,
have never been evaluated as a
potential alternative, and their
anti-inflammatory and immuno-

modulatory properties have not been
investigated yet.

Principal findings: We showed that
PL-MSCs possess typical MSCs
properties, multipotent differentia-
tion potential and no immunogenic-
ity in vitro. Moreover, PL-MSCs
inhibit mitogen-induced proliferation
and production of IL-2, IFN-y and
IL-5 by lymphocytes, and produc-

tion of bone-proresorptive cyto-
kines (IL-1p, IL-6, TNF-o, IL-8)
by PL-inflammatory cells.

Practical implications: PL-MSCs
could potentially provide an alter-
native source of MSCs for tissue
regeneration and suppression of
chronic inflammation.

© 2012 John Wiley & Sons A/S
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Mesenchymal stem cells from periapical lesions
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of monocyte-derived dendritic cells

Jelena Pokié!, Sergej Tomié¢-?, Milan Markovié®3, Petar Milosavljevié!
and Miodrag Coli¢*?3

! Institute for Medical Research, Military Medical Academy, Belgrade, Serbia
2 Medical Faculty of the Military Medical Academy, University of Defence, Belgrade, Serbia
3 Faculty of Medicine, University of Ni§, Ni$, Serbia

Immunoregulatory mechanisms within periapical lesions (PLs) are as of yet unexplored.
Considering the crucial role of DCs in controlling the immune response within PLs, the
immunomodulatory properties of mesenchymal stem cells (MSCs), and the colocalization
of MSCs and DCs in situ, we wondered whether MSCs from PLs modulate the development
and functions of DCs. Using a model of monocyte-derived DCs, we showed that PL-MSCs
inhibited differentiation of DCs via soluble factors, of which IL-6 had a minor effect,
but did not impair their subsequent maturation induced by pro-inflammatory cytokines.
However, upon maturation such DCs favored the production of Th2/Th17 cytokines by
allogenic CD4* lymphocytes in coculture, compared with mature DCs differentiated with-
out PL-MSCs. PL-MSC-differentiated DCs, cultivated with pro-inflammatory cytokines and
PL-MSCs, although phenotypically mature, exhibited poor allostimulatory activity,
induced anergy, Th2 polarization, differentiation of suppressive CD4+CD25MghCD39+
Treg-cell subsets via IDO-1-, ILT-3-, and ILT-4-dependent mechanisms, and increased
production of TGF-B in the coculture. In contrast, DCs cultivated with PL-MSCs only dur-
ing maturation stimulated proliferation and Th1 polarization of CD4+ T cells in an IL-12-
independent manner. In conclusion, PL-MSCs significantly modulate the development
and functions of DCs, depending on the phase of DCs development during which the
interaction occurs.

Keywords: Dendritic cells - Mesenchymal stem cells - Periapical lesions - Th polarization

Additional supporting information may be found in the online version of this article at the
publisher’s web-site

Introduction

Periapical lesions (PLs) are a common pathology within the human
population initiated by the bacterial invasion of the root canal and
develop from an acute inflammatory response to the formation of
granulomas or cysts infiltrated by various inflammatory cells [1].

Prof. Miodrag Coli¢
e-mail: fakultet.vma@mod.gov.rs

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Furthermore, cytokines produced by Th cells have been shown to
play a crucial role in PLs pathogenesis. Namely, Th1l- and Th17-
derived cytokines promote inflammation, bone resorption, and
disease progression. Th2 cells seem to be important for the later
phases of PLs development, whereas IL-10 and TGF-8 produced by
Treg cells seem to be important for the healing processes within
PLs [2,3]. However, it is not yet clear which mediators and cells are
involved crucially in the regulation of Th-cell commitment during
the development, maintenance, and resolution of the disease.
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DCs are the key regulatory and decision-making cells with
a unique ability to activate naive T cells and polarize their
development. These cells can be differentiated in vitro from
monocytes or CD34"-progenitors with GM-CSF and IL-4, gen-
erating CD1atCD14~ immature DCs (iDCs) [4]. Alternatively,
in the absence of IL-4, GM-CSF induces the differentiation of
macrophage-like cells with various morphologies and CD1a/CD14
expression [5]. DCs possess profound tolerogenic properties in
both their immature and semi-mature states, which enable the
induction of peripheral tolerance. In contrast, upon encounter-
ing pathogenic microorganisms or pro-inflammatory cytokines,
DCs mature by expressing higher levels of MHC, costimulatory
molecules, and cytokines, including IL-12, IL-23, IL-10, and IL-27
[6, 71. This enables DCs to prime naive T cells and direct their
differentiation toward different Th- and Treg-cell subsets [6].

It has become clear that the mesenchymal stem cells (MSCs)
isolated from various tissues [8], including the dental tissues
[9, 10], are able to sense and respond to events in the local
environment, including the inflammation [11]. Besides their
substantial capacity for differentiation, much evidence of the
immunomodulatory properties of MSCs has been found, although
the mechanisms remained controversial [12]. Recently, BM-
MSCs have been shown to inhibit differentiation and functions
of DCs [13-15].
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We previously showed for the first time that MSCs iso-
lated from a chronic granulomatous human tissue such as PLs
(PL-MSCs) possess both the multilineage differentiation potential
and immunosuppressive properties [16]. Additionally, we showed
that the balance between the production of IL-10 by macrophages,
and IL-12 by DCs, may control the inflammation in PLs [17].
Considering that during inflammation, a number of monocytes
extravasate from the tissue venules, followed by their differen-
tiation and maturation into DCs or macrophages [18], and the
strategic localization of CD146"STRO-1* MSCs near the blood
vessels [8,19], we wondered whether PL-MSCs interact with DCs
in PLs, and more importantly, whether and how their differentia-
tion, maturation, and functions in vitro are altered by PL-MSCs.

Results
PL-MSCs and DCs are colocalized within PLs

First, we examined whether DCs and PL-MSCs are colocalized
within PLs. As markers of MSCs, we used CD146 and STRO-1,
which were expressed predominantly on the endothelium of arte-
rioles and capillaries, but also on the cells near the blood vessels
(Fig. 1A). Similar distribution of CD146 and STRO-1 was observed

merged

%

-

merged

Figure 1. Tissue distribution of DCs and PL-MSCs. PL-
MSCs (CD146* and STRO-1" cells) and DCs (HLA-DR™,
CD209", CD83", S100", and CD11c* cells) were iden-
tified in PLs by (A) immunoperoxidase staining using
the mAbs specific for the indicated molecules or iso-
type control Abs (inset), whereas (B) their colocaliza-
tion was analyzed by confocal microscopy using the
double-stained PL sections, as indicated (the white
arrows indicate key interacting cells). Tissue sections
shown are representative of four PL tissues analyzed.
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in adipose tissue (positive control) (Supporting Information
Fig. 1). PLs were characterized by a large number of HLA-DR™
and CD209" cells, many of which possess dendritic morphol-
ogy (Fig. 1A). We next examined whether DCs colocalize with
STRO-1" and CD1467 cells in situ. Confocal microscopy showed
that DCs, indentified by the HLA-DR, CD11c, S100, CD209, and
CD83 expression, colocalize with CD146" and STRO-1" MSCs,
both within the endothelium of blood vessels and their vicin-
ity (Fig. 1B). Since such MSCs interact with both immature and
mature DCs, identified as CD209" and CD83™ cells in situ, respec-
tively [20], we continued examining whether such interactions
are functional, particularly regarding the effects of PL-MSCs on
differentiation, maturation, and functions of DCs.

PL-MSCs alter differentiation of monocytes
toward DCs

In our previous paper, we characterized PL-MSCs in vitro, includ-
ing their clonogenicity, phenotype, multilineage differentiation
potential, and immunomodulatory properties [16] (Supporting
Information Table 1). Here, we used two PL-MSCs lines, which
differed in the expression of several MSCs markers (Supporting

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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"p < 0.005 compared to control iDCs (Student’s t-test).

Information Fig. 2), and cultivated them with MACS-sorted CD14*
monocytes in the presence of GM-CSF/IL-4 (Supporting Informa-
tion Figs. 3 and 4). During the coculture, some of the monocyte-
derived cells adhered to the lamellipodias of much larger PL-
MSCs. After the coculture, iDCs were harvested by mild repeated
pipetting, and no PL-MSCs (CD146™ cells) were detected upon
harvesting (Supporting Information Fig. 5A and B). According
to the annexin-V-FITC/PI staining, their viability was unaffected
by PL-MSCs (Supporting Information Fig. 5C). Light microscopy
analysis of native and May-Griinwald Giemsa (MGG)-stained iDCs
showed that control iDCs acquired a bottle-like shape with many
protruding processes characteristic for iDCs (Fig. 2A). In contrast,
37.1 £ 6.5% (n = 5 different DC/PL-MSCs pairs, each analyzed
at ten fields of view) of DCs differentiated with PL-MSCs had
a macrophage-like morphology, characterized by round-shaped
appearance, absence of processes, and the cytoplasm containing
large vesicles.

Further, we analyzed the phenotype of iDCs (Fig. 2B), and
found higher expression of CD14 and lower expression of CD86 by
iDCs differentiated with PL-MSCs, compared with that of control
iDCs (p < 0.01), whereas the expression of CD1a and HLA-DR was
not significantly different. Within CD14" cells, both CD1a" and
CD1la™ cells were identified.
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To investigate whether the suppression of DCs differentia-
tion is mediated via soluble factors produced by PL-MSCs, mono-
cytes were differentiated in the presence of PL-MSCs-conditioning
medium (CM). By analyzing the CD1a/CD14 coexpression, we
found that CM suppressed the differentiation of DCs significantly,
although somewhat lower than PL-MSCs in the direct coculture
(Fig. 2D). Knowing that PL-MSCs produce IL-6 [16], which could
potentially suppress the differentiation of DCs [21], we used a
neutralizing anti-IL-6 antibody (Ab) in those cultures. The Ab
completely neutralized the effect of exogenously added IL-6 at
10 ng/mL, which is higher than the level of IL-6 in CM (5.3 and
6.4 ng/mL for PL-MSC1 and PL-MSC2, respectively). However,
anti-IL-6 Ab could only partially restore the differentiation of DCs
cultivated in CM, and had no effect in the PL-MSC/DCs coculture.
Both PL-MSCs lines had similar effects on DCs differentiation (data
not shown).

Maturation of DCs differentiated in the presence
of PL-MSCs

The maturation of DCs differentiated in presence of BM-MSCs was
found to be impaired [14]. To test whether this hypothesis is true
for PL-MSCs, iDCs differentiated with or without PL-MSCs were
treated with a pro-inflammatory cocktail (TNF-a, IL-6, IL-1B, and
PGE2) for 2 days.

Expectedly, the cocktail induced a strong up-regulation of all
tested markers on DCs (Fig. 3A and B). Interestingly, we found
that the maturation of DCs differentiated with PL-MSCs was not
impaired, but somewhat stronger compared to control mature
DCs (mDCs). However, the levels of IL-10 (median (range); 43.4

Immunomodulation

(0-442.0) pg/mL versus control 26.6 (0-276.2) pg/mL), IL-12p70
(342.9 (55.7-743.7) pg/mL versus control 295.1 (49.7-619.7)
pg/mL), IL-27 (1763.5 (545.8-2224.3) pg/mL versus control
1862.9 (454.6-2003.9) pg/mL), and IL-23 (112.1 (10.9-633.2)
pg/mL versus control 114.1 (32.2-455.4) pg/mL) were similar
between the groups. Because of the donor-related differences, the
levels of cytokines were presented as indices + SD (n = 6 different
PL-MSC/DCs pairs), compared to control (1.0) (Fig. 3C).

The allostimulatory ability of mDCs differentiated with
PL-MSCs was also unimpaired, as evaluated in coculture with allo-
genic CD4" T lymphocytes (Fig. 3D). To observe the polarizing
capacity of DCs, we measured the levels of cytokines produced in
the DC/CD4™ T cells cocultures with 1:10 cell-to-cell ratio, respec-
tively. Significantly higher concentration of IL-4 (1929.2 (998.4—
2530.7) pg/mL versus control 981.7 (525.6-1265.9) pg/mL) and
IL-17 (663.4 (112.7-1120.4) pg/mL versus control 381.7 (59.0—
727.4) pg/mL) was produced by CD4* T cells cocultivated with
mDCs differentiated with PL-MSCs, compared with that of the
control (Fig. 3E).

Maturation of DCs in the presence of PL-MSCs
promotes their pro-inflammatory properties

When the differentiation of DCs is completed, MSCs were shown
to have a small or no effect on the maturation of DCs [13, 15].
To test whether this is true for PL-MSCs, we matured already
differentiated iDCs with the cocktail, either in the presence or
absence of PL-MSCs.

DCs matured in the presence of PL-MSCs expressed higher
levels of CD83, CCR7, HLA-DR, CD86, and CD40 compared to
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Figure 3. Maturation of DCs differentiated in the presence of PL-MSCs. iDCs differentiated with or without PL-MSCs were matured without
PL-MSCs in the presence of TNF-q, IL-1p, IL-6, and PGE2 (mDCs%iffPL-MSCs or control mDCs, respectively), and then analyzed. (A) Flow cytometry
analysis of DCs phenotype is shown from one representative PL-MSC/DCs pair and (B) data from six PL-MSC/DCs pairs are shown as mean
+ SD. Control iDCs shown here were additionally cultivated for 2 days without the pro-inflammatory cocktail. Isotype controls are provided in
Supporting Information Fig. 6B. (C) Production of cytokines by mDCs%ffPL-MSCs and mDCs is presented as mean + SD of n = 6 PL-MSC/DCs pairs.
(D) Allostimulatory potential was assessed by cocultivating 1 x 10° CD4* T cells with different numbers of DCs (from 1 x 10* to 0.031 x 10%/well).
Data are shown as mean cpm + SD of six replicates and are representative of six PL-MSC/DCs pairs studied. (E) The cytokine profile was assessed
from DC/CD4* T cells cocultures treated with PMA/A23187, and presented as mean + SD of n = 6 PL-MSC/DCs pairs. The indices were calculated
for each pair by dividing the experimental and control samples of the same donor. The data shown as mean + SD of n = 6 PL-MSC/DCs pairs are
pooled from three independent experiments. 'p < 0.05, “p < 0.01, "'p < 0.005 compared with control (Student’s t-test).
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Figure 4. Pro-inflammatory properties of DCs matured in the presence of PL-MSCs. Control iDCs were matured with TNF-q, IL-18, IL-6, and PGE2,
in the presence or absence of PL-MSCs (mDCs™3tPL-MSCs and mDCs, respectively), and then analyzed. (A) Flow cytometry analysis of DCs phenotype
is shown from one representative PL-MSC/DCs pair and (B) data from six PL-MSC/DCs pairs are shown as mean + SD. Control iDCs shown here
were additionally cultivated for 2 days without the pro-inflammatory cocktail. Isotype controls are provided in Supporting Information Fig. 6B.
(C) Production of cytokines by mDCsdiffPL-MSCs and mDCs is presented as mean + SD of n = 6 PL-MSC/DCs pairs. (D) Allostimulatory potential was
assessed by cocultivating 1 x 10° CD4" T cells with different numbers of DCs (from 1 x 10* to 0.031 x 10%*/well). Data are shown as mean cpm
+ SD of six replicates and are representative of six PL-MSC/DCs pairs studied. (E) The cytokine profile was assessed from DC/CD4*" T cells
cocultures treated with PMA/A23187, and presented as mean + SD of n = 6 PL-MSC/DCs pairs. The indices were calculated for each pair by dividing
the experimental and control samples of the same donor. The data shown as mean + SD of n = 6 PL-MSC/DCs pairs are pooled from three

independent experiments. 'p < 0.05, “p < 0.01, "p < 0.005 compared with control (Student’s t-test).

control (Fig. 4A and B). Additionally, such DCs produced signifi-
cantly more IL-27 (3358.8 (863.7-4853.6) pg/mL versus control
1862.9 (454.6-2003.9) pg/mL) and IL-23 (890.3 (231.8-3644.0)
pg/mL versus control 114.1 (32.2-455.4) pg/mL), although the
levels of IL-12 (53.7 (0-108.7) pg/mL versus control 295.1 (49.7-
619.7) pg/mL) were reduced significantly (Fig. 4C).

Interestingly, we found that the pro-inflammatory cocktail
stimulated the production of IL-27 by control PL-MSCs (296.2 +
41.0 pg/mL versus control 70.3 + 25.4 pg/mL), whereas other
cytokines produced by PL-MSCs were near the detection limit
(Supporting Information Fig. 7).

DCs matured with PL-MSCs possessed significantly stronger
allostimulatory potential in the coculture with CD4" T cells
(Fig. 4D). In spite of reduced IL-12 production, DCs matured
with PL-MSCs induced a strong Thl-cell response in the cocul-
ture, as judged by the significantly higher level of IFN-y (32 422.1
(9557.8-56 355.4) pg/mL versus control 13 081.7 (5030.3-
26 343.5) pg/mL), and lower levels of IL-10 (328.2 (0-402.3)
pg/mL versus control 543.9 (92.2-724.2) pg/mL) and IL-4 (407.8
(51.1-527.1) pg/mL versus control 981.7 (525.6-1265.9) pg/mL)
produced by CD4" T lymphocytes (Fig. 4E).

DCs differentiated and matured with PL-MSCs
possess pro-tolerogenic properties

Considering the previous results, we wondered whether DCs both
differentiated and subsequently matured with PL-MSCs (PL-MSC-
developed DCs) possess exaggerated pro-inflammatory properties.
We found that such DCs had higher expression of all maturation

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

markers, except CD86 (Fig. 5A and B), produced lower amounts
of IL-10, whereas no difference in the production of IL-12 family
of cytokines was noticed (Fig. 5C).

In spite of these properties, PL-MSC-developed DCs were
shown to be poor stimulators of allogenic CD4" T-cell prolifer-
ation (Fig. 5D). Regarding the Th-cell responses, the levels of
IL-4 in supernatants of experimental cocultures were significantly
higher compared with those in control cocultures. Decrease in the
levels of IL-10 and IFN-y was not statistically significant (Fig. 5E).

LPS is a common maturation agent in MSC/DC studies [15,21],
so we investigated whether some of these effects apply only for
the pro-inflammatory cocktail. We found that LPS had a lower
ability to induce the phenotypic maturation of DCs, and it could
not overcome the down-regulation of CD83, CCR7, and HLA-DR
expression by PL-MSC-developed mDCs (Supporting Information
Fig. 8). Similar to the cocktail, LPS could not restore the allostim-
ulatory capacity of such DCs.

PL-MSC-developed DCs induce anergy and functional
Treg-cell subsets via IDO-1, ILT-3, and ILT-4

To evaluate why PL-MSC-developed DCs possess lower allostim-
ulatory ability and Th2 polarization, in spite of their pheno-
typical maturation, we studied the expression of coinhibitory
molecules (IDO-1, ILT-3, and ILT-4) characteristic for tolerogenic
DCs [22,23]. The pro-inflammatory cocktail reduced the expres-
sion of IDO-1 and ILT-3, and increased the expression of ILT-4
by control mDCs (Fig. 6A). Intriguingly, we found that PL-MSC-
developed DCs expressed 7.3- to 12.5-fold more IDO-1, 64.4- to

Www.eji-journal.eu
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Figure 5. Pro-tolerogenic properties of DCs differentiated and matured with PL-MSCs. iDCs differentiated with PL-MSCs were matured with TNF-q,
IL-1p, IL-6, and PGE2 in the presence of PL-MSCs (mDCsdiff matPL-MSCs) ' hereas control mDCs were cultivated without PL-MSCs, followed by their
analysis. (A) Flow cytometry analysis of DCs phenotype is shown from one representative PL-MSC/DCs pair and (B) data from six PL-MSC/DCs
pairs are shown as mean + SD. Control iDCs shown here were additionally cultivated for 2 days without the pro-inflammatory cocktail. Isotype
controls are provided in Supporting Information Fig. 6B. (C) Production of cytokines by mDCsdffPL-MSCs and mDCs is presented as mean + SD of
n = 6 PL-MSC/DCs pairs. (D) Allostimulatory potential was assessed by cocultivating 1 x 10° CD4* T cells with different numbers of DCs (from
1 x 10* to 0.031 x 10*/well). Data are shown as mean cpm + SD of six replicates and are representative of six PL-MSC/DCs pairs studied. (E) The
cytokine profile was assessed from DC/CD4" T cells cocultures treated with PMA/A23187, and presented as mean + SD of n = 6 PL-MSC/DCs pairs.
The indices were calculated for each pair by dividing the experimental and control samples of the same donor. The data shown as mean + SD of
n = 6 PL-MSC/DCs pairs are pooled from three independent experiments. 'p < 0.05, “p < 0.01, “'p < 0.005 compared with control (Student’s t-test).

87.3-fold more ILT-3, and 1.3- to 1.9-fold more ILT-4 (n = 7  populations was also increased. Less than 2% of nonprimed CD4™"
PL-MSC/DCs pairs), compared to control mDCs (Fig. 6A). T cells expressed CD25 (data not shown).

Important function of the coinhibitory molecules expressed Furthermore, we showed that the phenotypic changes induced
by tolerogenic DCs is the induction of anergy and tolerogenic- in CD4" T cells after the priming with PL-MSC-developed DCs
ity [24]. Therefore, we measured the anergy of CD4" T cells that  correlated strongly with their suppressive potential in the cocul-
were primed with PL-MSC-developed DCs or control mDCs, and  ture with CD3™ T lymphocytes under the CD3/CD28 stimulatory
treated with IL-2, upon restimulation with the control mDCs (sec- conditions (Fig 6E).
ondary MLR). As shown in Figure 6B, CD4" T cells primed with Finally, to see whether the induction of Treg-cell subsets
PL-MSC-developed DCs were shown hyporesponsive to restimu- by PL-MSC-developed DCs depends on the expression of ILT-3,
lation. Additionally, in the experimental cocultures, we observed  ILT-4, and IDO-1, the priming of CD4" T cells was carried
significantly higher levels TGF-p (801.9 (254.8-2044.7) pg/mL  out in the presence of blocking anti-ILT-3, anti-ILT-4 Abs, and
versus control 186.1 (0-533.9) pg/mL) and IL-4 (924.1 (115.4~  1-methyl-L-tryptophan, a specific inhibitor of IDO-1. Interestingly,
1566.1) pg/mL versus control 22.8 (0-647.6) pg/mL), and no dif-  we found that the contribution of IDO-1, to both the induction of
ferences in the production of IL-10 (352.5 (0-1205.4) pg/mL ver-  Treg cells, and their suppressive function, is dominant compared
sus control 278.1 (0-991.4) pg/mL) (Fig. 6C). The two PL-MSCs  with the effect of ILT-3 and ILT-4. The strongest effect, however,
lines had similar effects on these DCs properties (Fig. 6A-C). was achieved by blocking all three molecules (Fig. 6D and E). The

The induction of anergy is one of the crucial mechanisms treatment of control mDCs with the blocking Abs and 1-methyl-
by which Treg cells regulate immune responses [25]. There- L-tryptophan had no significant effect on their priming capacity
fore, we studied whether the priming of CD4" T cells by PL-  (data not shown).

MSC-developed DCs actually induced Treg cells, based on the

expression of CD4, CD25, Foxp3, and a recently identified

marker, CD39 [26, 27]. The findings suggested that PL-MSC-

developed DCs induced significantly higher percentage of Discussion

CD4*CD25"¢"Foxp3* and CD4+CD25M8"CD39* cells, compared

to control mDCs (Fig. 6D). Interestingly, we found that 75% of  Previously, we found that PL-MSCs resemble other MSCs
CD4*CD25"8"CD39+ cells did not express Foxp3, but all of them  [16,30], and showed for the first time that PL-MSCs possess anti-
expressed IL-10 intracellularly, pointing to their Type 1 regulatory  inflammatory and immunomodulatory properties, which could be
(Tr1) like phenotype [28,29]. Since the total number of CD4*  important for the resolution of PLs [16]. Here, we showed that
T cells did not differ significantly between the groups (data not  PL-MSCs possess an amazing potential to modulate the functions
shown), one can conclude that the total number of Treg-cell sub-  of DCs. The significance of such inquiry, conducted for the first
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Figure 6. DCs differentiated and matured with PL-MSCs induce anergy and Treg cells. iDCs differentiated with PL-MSCs were matured with TNF-q,
IL-1p, IL-6, and PGE2 in the presence of PL-MSCs (mDCsdiff matPL-MSCs) ‘yhereas control mDCs were developed without PL-MSCs, followed by their
analysis. (A) Phenotypic analysis of DCs from one donor cultivated with two PL-MSCs lines is shown. The results are also presented as mean
+ SD of n = 4 PL-MSC1/DCs or PL-MSC2/DCs pairs. Isotype controls are provided in Supporting Information Fig. 6C. CD4" T cells were primed
with mDCsdiff matPL-MSCs or mDCs, treated with IL-2, and then restimulated with control mDCs followed by analysis of their (B) proliferation and
(C) cytokine production. These results are shown as mean + SD of n = 3 PL-MSC1/DCs or PL-MSC2/DCs pairs. (D) Expression of Foxp3 and CD39 by
CD4+CD25Meh cells, and Foxp3 and IL-10 by CD4*CD25M8hCD39+ cells is shown after analysis of CD4* T cells primed in the presence or absence
of anti-ILT-3, anti-ILT-4, and/or 1-methyl-L-tryptophan, and IL-2 treatment. A representative experiment is shown, out of two performed. FMO
controls are provided in Supporting Information Fig. 9. (E) The suppressive activity of the DC-primed/IL-2-treated CD4" T cells in the coculture
with CD3*T cells at 1:1 cell ratio, under the CD3/CD28 stimulatory conditions. The results are shown as relative proliferation calculated as cpm
of CD3/CD4 cocultures/cpm of corresponding CD4* T-cell cultures. The proliferation in coculture of CD3*T and CD4* T cells primed with control
mDCs was considered as 100%. Data are shown as mean + SD of three replicates from a representative experiment, out of two performed.
'p < 0.05, "p < 0.01, “'p < 0.005 versus mDCs, or as indicated (Student’s t-test).
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time, lies within the fact that DCs are the major regulators and
decision-making cells of the immune responses [6], including
the chronic inflammatory responses such as PLs [17]. Using the
STRO-1 and CD146 markers, which are used commonly for the
detection of MSCs in tissues [8], we showed that immature and
mature DCs colocalize with PL-MSCs in situ. The colocalization
was detected within and near the blood vessels, where PL-MSCs
occupy a good strategic location for monitoring the immune cells
trafficking through the inflamed tissue.

To investigate what could be the functional significance of such
DC/PL-MSCs colocalization, we performed in vitro investigations,
using monocyte-derived DCs as a model of inflammatory DCs,
which are common in inflammatory diseases such as PLs [31].
We showed that PL-MSCs suppressed the differentiation of iDCs,
which is in agreement with the recent publications showing that
MSCs isolated from healthy tissues inhibit the differentiation of
iDCs from monocytes [14] or CD34-progenitors [15]. Further-
more, the effect of PL-MSCs on differentiation of DCs was medi-
ated largely by soluble factors, although IL-6-dependent mecha-
nisms had small or no effects, which is also in line with the other
findings [21]. Therefore, additional factors [12,32,33] should be
targeted for investigation on PL-MSC/DCs interactions.

Next, we found that iDCs differentiated with PL-MSCs have
unimpaired maturation, which is in contrast to the findings that
the MSC-mediated inhibition of DCs differentiation could not be
restored with LPS, CD40L, or TNF-a [14,15,21,32]. Since pheno-
type, allostimulatory activity, and the abilities to overcome MSC-
mediated inhibition depend on maturation stimuli [21, 34], our
new finding could be a result of different agents used for the mat-
uration. In line with this, we showed that the phenotype, although
not the allostimulatory capacity, of PL-MSC-developed DCs could
be restored by the pro-inflammatory cocktail, but not with LPS.
Additionally, MSCs from different sources were shown to induce
different responses in DCs [13]. Accordingly, PL-MSCs could also
possess unique properties to interact with DCs, which they had
acquired within PLs and retained in vitro. The most intriguing
property of mDCs differentiated with PL-MSCs was their ability to
induce simultaneous production of IL-4 and IL-17 in the coculture
with CD4% T cells. It is unclear, how the observed levels of DCs
cytokines correlate with the Th-cell responses. It could be possible
that, the cytokine pattern produced by DCs is different when these
cells are cocultivated in MLR, which remains to be investigated.
Furthermore, whether IL-4 and IL-17 are produced by one pop-
ulation of CD4" T cells, such as described recently in asthmatic
patients [35], or separate populations, remains to be investigated
using both naive and memory T cells.

MSCs were shown to have a minor effect on the maturation of
conventionally differentiated DCs [13,15,32]. In a harsh contrast,
our results indicate that PL-MSCs stimulate strongly the expres-
sion of all maturation-related markers by DCs, their allostim-
ulatory potential, and an IL-12-independent induction of Th1l
polarization. Consequent increase of IFN-y most probably caused
down-regulation of IL-4 and IL-10 in those cocultures, via GATA-3-
dependent mechanisms [36]. Several papers described the IL-12-
independent induction of Th1 cells via IL-27-dependent activation
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of STAT-1 and T-bet [37]. IL-27 is also involved in the inhibition
of Th17 development [38], which could explain the absence of
IL-17 increase, although DCs matured with PL-MSCs produced
more IL-23 [39]. In line with these results, we showed recently that
IL-27 is expressed highly in symptomatic PLs, and that the exoge-
nous IL-27 can stimulate Th1l and down-regulate Th17 cytokines’
production by the PL-inflammatory cells [40]. Additionally, a high
expression of IL-27 was found around the blood vessels within the
PLs [40]. These results, and the new finding that PL-MSCs increase
the production of IL-27 under the pro-inflammatory conditions,
suggest that PL-MSCs could have an important immunoregulatory
role in the progression of PLs via IL-27-dependent induction of
Th1-cell response [2].

Although PL-MSC-developed DCs had an activated phenotype,
these cells showed significantly different functional properties,
characterized by the poor allostimulation, the strong induction of
Th2-cell response, and the induction of Treg-cell subsets. MSCs
from different sources were shown to induce tolerogenic DCs
[12-15,21], but this is the first time showing what mechanisms
operate between MSC-induced tolerogenic DCs and Treg cells.
Namely, we found that IDO-1, ILT-3, and ILT-4 expressed by
PL-MSC-developed DCs are crucial for the induction of functional
Foxp3™ Treg cells, which is already described mechanism utilized
by tolerogenic DCs [22,23]. Besides Foxp3, CD39 was recognized
recently as a key marker of functional Treg cells [27]. Here, we
showed that PL-MSC-developed DCs up-regulate strongly CD39
on CD4*+CD25Me" cells. However, we observed only about 25%
of Foxp3™ cells within CD4*CD25"8"CD39* population, suggest-
ing that an additional Foxp3™~ population emerge after the contact
with such DC. In line with this, it was shown that IDO-1- and ILT-4-
expressing DCs can induce IL-10-producing Trl cells [41, 42].
These cells do not constitutively express Foxp3 [28], and were
shown positive for CD39 [29], which is in line with our finding
that all CD4*CD25"82CD39* T cells express IL-10. Additionally,
a lower percentage of CD25M8"CD39*Foxp3+ cells compared to
CD25M8hFoxp3* cells could be explained by the fact that Foxp3
can be expressed transiently by the effectors T cells [43], confirm-
ing that CD39 is much better marker for the functional Treg-cell
subsets.

Cumulatively, our results suggest that PL-MSCs could differen-
tially modulate functions of DCs and Th-cell response in PLs. At
the beginning of the disease, PL-MSCs could potentially activate
the resident DCs, inducing their maturation and Th1 polarization.
In contrast, the later stages of PLs, characterized by the increased
extravagation of monocytes [44] through MSC-surrounded ves-
sels, could potentiate DCs’ tolerogenic differentiation and polar-
ization of immune response toward Th2 and Treg cells, which are
important for the healing stage of PLs [2, 3].

In conclusion, PL-MSCs were shown to possess astonish-
ing immunomodulatory properties regarding the development of
DCs, which differ significantly from the existing data on their
healthy counterparts. Depending on the dynamics of interac-
tion between the two cell types, PL-MSCs can either augment
the inflammatory response or contribute to the resolution of the
disease.
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Materials and methods

Cells and tissues

Six PLs were extracted for orthodontic reasons, and two subcu-
taneous adipose tissues were obtained from a subject undergo-
ing surgery at the Military Medical Academy (MMA), after the
patients had signed consent forms. Four PLs and two adipose
tissues were quench-frozen and used for immunocytochemistry,
whereas two PL-MSCs lines were used in cocultivation exper-
iments with monocyte-derived DCs. Monocytes (n = 8), CD4™
T (n = 4), and CD3" T cells (n = 2) were isolated by negative
MACS using the Human Monocytes Isolation Kit I, CD4™ T cell,
and Pan-T cell Isolation Kits (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany) respectively, from PBMCs, and their percentage was
always higher than 90% (Supporting Information Fig. 3).

PL-MSCs were isolated by digestion of PLs in a Dulbecco’s mod-
ified Eagle’s medium (DMEM; (Sigma, Munich, Germany) solution
of type I collagenase (1 mg/mL; Sigma) and DNAase (25 mg/mL;
Sigma), as described [16]. The cells were plated at the density of
5000 cells/cm? and cultured in DMEM-low glucose with 10% FCS
(Sigma), and antibiotics (penicillin/streptomycin/gentamicin, 1%
each; (ICN, Costa Mesa, CA, USA)). On reaching 70% confluence,
passaging was performed by treating the cells with 0.2% trypsin
(Sigma)/0.02% NaEDTA in PBS. The experiments were performed
using PL-MSCs from passage 4. All experiments were approved by
the MMA Ethics Committee.

Cocultivation experiments

Monocytes (0.5 x 10°/mL) were cultivated alone, or with the
preadhered PL-MSCs (0.5 x 10°/mL) in 2 mL of complete RPMI
medium (10% FCS, L-glutamine, 50 uM 2-ME (Sigma), and
the antibiotics) in 6-well plates for 6 days, in the presence of
100 ng/mL GM-CSF (Leucomax, specific activity 4.44 x 10° UI)
and 20 ng/mL IL-4 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Ger-
many) (Supporting Information Fig. 4). In some experiments,
monocytes were additionally cultivated with IL-6 (10 ng/mlL,
R&D), 50% CM obtained from 1 x 10° PL-MSCs/mL cultivated
in complete RPMI for 72 h, or PL-MSCs in a direct contact, each in
the presence or absence of a neutralizing anti-IL-6 Ab (2 pg/mL;
R&D). iDCs were then harvested by mild repeated pipetting,
and 5 x 10°/mL cells were re-plated in wells, either containing
PL-MSCs (0.5 x 10°/mL) or not. The maturation of iDCs was
induced by a pro-inflammatory cocktail (TNF-a, IL-1B8, IL-6
(10 ng/mL of each; R&D), PGE2 (1 pg/mL)), or LPS (100 ng/mL;
Sigma) for 2 days [45]. Control mDCs were differentiated and
matured without PL-MSCs. As additional controls, we used iDCs
cultivated without the pro-inflammatory cocktail, and PL-MSCs
cultivated with GM-CSF/IL-4 for 5 days and pro-inflammatory
cocktail for 2 days. Each PL-MSCs line was cocultivated with
at least three different monocytes/DCs isolated from unrelated
donors, in duplicates.
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Mixed leukocyte reactions

The allostimulatory potential of DCs was assessed in MLR with
allogenic CD4" T lymphocytes. CD4* T cells (1 x 10°/well of
96-well plate) were cocultivated with different numbers of DCs
(1 x 104 0.5 x 10% 0.25 x 104, 0.125 x 10%, 0.062 x 10%
0.031 x 10%) for 5 days (Supporting Information Fig. 4). Addition-
ally, CD4" T cells were primed with DCs (1 x 10%/well) at 1/100
DC/CD4" T cell ratio for 3 days. Some of the priming cocultures
were treated with anti-ILT-3, anti-ILT-4 (both at 2 wg/mL, R&D),
1 methyl-L-tryptophan (20 mM, Sigma), or all three agents. DC-
primed CD4™ T cells were then MACS-purified and treated with
IL-2 (2 ng/mL, R&D) for 2 days. Following their phenotypic anal-
ysis, such CD4™" T cells were either restimulated with the control
mDCs (secondary MLR) for 5 days, or used in the suppression assay
for 6 days. The blank controls were DCs and CD4™" T cells, culti-
vated separately. For detection of cytokines in the supernatants of
primary and secondary MLR, parallel DC/CD4"T cell cocultures
were treated with PMA (20 ng/mL) and A23187 (500 ng/mL)
(Sigma) for the last 8 h. Intracellular IL-10 was detected in DC-
primed CD4" T cells that were additionally treated with monensin
(6 mM, eBioscience). In the suppression assay, each DC-primed
CD4* T cell (0.75 x 10° cells/well) was cocultivated with CD3*
T cells at 1:1 cell ratio in 96-well plates coated with anti-CD3 Ab
(10 pg/mL) and soluble CD28 Ab (2 pg/mlL, e-Bioscience).
Controls included separate cultures of CD3% T cells and each
DC-primed CD4*% T cell (both at 0.75 x 10°/well), as well as
cocultures of CD3*/nonprimed CD4" T cell. Proliferation assays,
performed with six replicates, were pulsed with *H-thymidine for
the last 18 h (1 nCi/well, Amersham, Books, UK) and the radio-
activity was measured by B-scintillation counting (LKB-1219
Rackbeta, Finland).

Immunohistochemistry and flow cytometry

Cryocuts of four PLs, 7 wm thick were used for the immuno-
histochemical analysis. The tissues were fixed in cold acetone
and stained with primary Abs. The Abs were visualized with the
EnVision+ kit (Dako) using diaminobenzidine (DAB) (Dako) as
a chromogen. The slides were counterstained with hematoxylin
for the light microscopy analysis, or directly observed by confocal
microscopy (Zeiss LSM 510).

For the flow cytometry analysis, the cells were washed and
incubated with the primary Ab, and streptavidin conjugates where
needed. For the evaluation of intracellular expression of IDO-1 in
DCs, and Foxp3 and IL-10 in CD4" T cells, we used permeabi-
lization in Fix/Perm medium (Caltag Laboratories), following the
analysis on flow cytometer EPICS XL-MCL (Coulter, Krefeld, Ger-
many). Viability of DCs was assessed using Annexin-V-FITC/PI
Apoptosis detection kit (R&D).

The following Abs (clones) were used for the immuno-
histochemistry and flow cytometry analyses: anti-HLA-DR
(HL-39), anti-CD209 (MR-1), anti-CD146 (0OJ79c), anti-IgGl
negative control (MCA928), anti-CD209-biotin (MR-1), IgGla
negative control-biotin (MCA928), anti-CD1a-PE (NA1/34-HLK),
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anti-HLA-DR-PE (HL-39), anti-CD4-PE (RPA-T4), IgG1 negative
control-PE (MCA928PE), streptavidin-PE (STAR4A), streptavidin-
FITC (STAR2B), anti-CD14-PE (TUK4), anti-CD146-FITC (0J79c),
anti-CD25-FITC (MEM-181), anti-CD86-FITC (BU63), anti-mouse
IgG1-FITC (STAR117F), IgG1 negative control-FITC (MCA928F)
(all from Serotec, Oxford, UK), anti-CD40-PE (5C3), anti-
CDS83-FITC (HB15e) (all from BD Biosciences), anti-CCR7-FITC
(150503), anti-IL-6 (6708) (R&D), anti-HLA-DR-biotin (LN3),
anti-CD39-FITC (eBioAl), anti-ILT-3-PE (ZM4.1), anti-ILT-4-PE
(42D1), anti-IL-10-FITC (BT-10), anti-Foxp3-FITC (236A/E7),
anti-CD3 (OKT3), anti-CD28 (CD28.2) (all from eBioscience),
goat anti-IDO-1 (P20), donkey anti-goat IgG1-biotin (sc-2042)
(all from SantaCruz Biotechnology), streptavidin-Alexa 546, goat-
anti human IgG isotype control (10204), anti-STRO-1 (Stro-1) (all
from Invitrogen), rabbit anti-S100 (Z0311) (Dako), donkey anti-
rabbit IgG-biotin (32821) (Thermo Scientific), anti-CD11c-Alexa
488 (3.9), anti-CD83-Alexa 488 (HB15e) (all from Biolegend).

Cytokines analysis

The levels of cytokines were measured in cell-free supernatants
by sandwich ELISA Kits (R&D) or Human Th1/Th2 11plex Kit
(Bender MedSystems), by calculating the unknown concentrations
of the cytokines from the standard curves.

Statistical analysis

Since the values distribution followed Gaussian distribution
(Kolmogorov-Smirov test), two-tailed Student’s t-test or one-way
ANOVA (Dunnett post-test) were used to evaluate the differences
between the experimental and corresponding control samples.
Values at p < 0.05 or less were considered to be significant statis-
tically.
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Mpunor 1.

W3jaBa o ayTopcTBY

MoTtnucank-a _ Jenesabokuh

Bpoj uHagekea 080904

UzjaBreyjem
02 je AOKTOpCKa AncepTauuxja Nod HacoBoM

KapakTepu3auria n UCNUTUBERE MMYHOMOAYNATORHKX CBO|CTARE MESEHXUMCKNX
MaTUYHMX Aenvja “3onosaHux U3 AeHTANHOr TKMBa YoBEKa

e PE3yNTaT COMNCTBEHOM UCTPAXUBAYKOr PaaA,

e a2 npeanoXeHa guceptauuja y Uenuhu iy Y Aenosuma Huje Buna npeanoxena
sa pobujalbe BWNO Koje AUNNOME npemMa CTYOWCKUNM MporpaMuma apyrux
BUCOKOILUKONCKMX YCTaHoBA,

e [la Cy PesynTaTv KoPEKTHO HABEAEHU

e nOa HUCaMm KPWWO/Na ayTopcka Npaga W KOPUCTMO WHTENEKTYanky Ceojury
APYTUX NULa,

lMorTnuc ooKTopaHaa

Y Beorpagy. 19.03.2014.




Mpunor 2. ¢

W3jaBa 0 MICTOBETHOCTYU WUTaMMaHe U ENEeKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOPCKOr paga

Wme u npeaume ayTopa __Jenenaokuh

Bpoj usaekca 080804

Cryaujcku nporpam DUMONOrMja XMeOTUR:a, MimyHonormja

Hacnos paga Kapakreprzauua n MICOMTHBAE MMYHOMOAYNaTOPHWX CBCJCTaBA
MEIEHXMMCKIMX MaTnuHkx henvja w3oNoBaHWX U3 AeHTaNHOr TKMBa YOBeKa

MeHTop axapemuk Murogpar Honuh, ap Bursana Boxuh

MoTnncadw/a JeneHa hokuh

M3japroyjem Aa je wramnaHa Bepauja Mor 4OKTOPCKOr paga MCTOBETHA enekTPOHCKO]
BEP3MM  Kojy cam npedaoina 3sa objasrousarwe Ha noprany  QurutanHor
penosutopujyma YHusepauteta y Beorpagy.

doseor-aam ga ce ofjage MOjM NMYHW noaauw se3aHu 3a Aobujare akagemckor
3Batba JOKTOPa Hayka, kao LWTo CY UMe W NpesumMe, roanHa 1 MecTo pohersa 1 4atym
oadpaHe paga.

OB nuuyHn nogaun Mory ce objasnTu Ha MpEeXHUM CTpaHuLama auruTante
Bubnuotexe, y enexTpoHCKoM KaTanory u y nybnukauujama Yrveepauteta y Beorpaay.

lMoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 19.03.2014.
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Mpunor 3.

MzjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHusepsuteTcky Gubnuotexy ,CeeTozap Mapxosuh” aa y [durutantu
penosnTopujyM YHuBepawTeTa y beorpagy yHece mojy OOKTOPCKy Awceprauuly noa
HacnoBom:

Kagamepmsagmia U UCNUTUBAHE MMYROMOAYNATOPHUX CEBO[CTABE MEZEHXNMCKMX

rMaTudHux enuja n3cnosaHux U3 AeHTarNHOr TKUEA YOBEKa

KOja J& MOje ayTOPCKO Aesno.

AwvcepTauunjy ca caum NpUNo3nMa Npeaac/na cam y eNeKTPOHCKOM (DOPMaTy NoroaHoM
3a TPajHO apxMenpame,

Mojy AOKTOpCKY Aucepraumjy noxpawery y JUruTanHu pencautopujym YHueepauteta
y Beorpagy mory aa KopucTe CBW KoM NOWTYjy oapeade cagpkaHe y ogabpakom Tvny
nuuekue KpeatusHe zajearuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyyuo/na.

1. Ayroperao
2. AYTOPCTBO - HEKOMEPLM]ANHO
@Ayropcrao — HEKCMepLUMjanHo — Bes npepaae
4. AYTOPCTBO — HEKOMERLMJANHO — AENNTY N0 KCTAM YCNosUmMa
5. AyTopcTBO — Bes npepaae
6. AYyTOPCTBO — ACNMTY NOL UCTUM YCIOBKMAE

(Monumo na 3aokpyxuTe camo jefHy Of WECT NOHYHEHUX NWUEHUWN, KPaTak onuc
NUUeHUM AaT je Ha nonefuxun nucTa),

Mornuc pgokTopaHaa

Y beorpagy. 19.03.2014.




