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,uticaj N-acetil-L-cisteina in vitro na proliferaciju i diferencijaciju mati¢nih ¢elija

zubne pulpe mle¢nih zuba dece*

REZIME

Zubna pulpa vodi poreklo od embrionalnog ektomezenhima i potencijalno je
vazan izvor mezenhimalnih mati¢nih éelija (MMC) za regeneraciju svih tkiva
kraniofacijalne regije koja su, takode, poreklom od ektomezenhima. N-acetil-L-cistein
(NAC) je antioksidant koji moZe da ima uticaj na terapijsku primenu MMC. Cilj ovog
rada je bio da utvrdi da li ¢elije izolovane iz zubne pulpe mle¢nih zuba dece i
ekspandirane in vitro, imaju karakteristike MMC i da ispita dejstvo NAC-a na njihovu
proliferaciju 1 diferencijaciju, kao i1 da se utvrdi da li NAC utice na aktivnost enzima
antioksidativne zastite, oksidativno oStec¢enje razlicitih Celijskih struktura i metabolizam
glukoze.

Metodom tkivnog eksplanta, iz Sest pulpi mlecnih zuba dece, je dobijena pocetna
populacija adheretnih ¢elija. Za procenu broja CFU-F (eng. Colony Forming Unit —
Fibroblast), celije su zasejavane u maloj gustini. Proliferativni potencijal i vreme
udvajanja broja cCelija u kulturi je praceno brojanjem celija posle tripsinizacije
subkonfluentnih kultura, svaka 4 dana, tokom 40 dana. Proto¢na citometrija je koriS¢ena
za imunofenotipizaciju ex vivo umnozenih c¢elija, odredivanje aktivnosti aldehid-
dehidrogenaze (ALDH), brzinu ulaska c¢elija u sintetsku (S) fazu celijskog ciklusa,
odredivanje broja celijskih deoba i detekciju apoptoze. Aktivnost p-galaktozidaze (SA-
B-Gal), odredivana je koris¢enjem citohemije. Diferencijacija ekspandiranih ¢elija u
smeru osteogeneze, hondrogeneze i1 adipogeneze izvedena je koriS¢enjem komercijalnih
medijuma. Promene na c¢elijama tokom osteogene diferencijacije su pracene preko
aktivnosti alkalne fosfataze spektrofotometrijski, deponovanja kalcijuma u
ekstracelularni  matriks  (bojenje alizarin  crvenim) i pojave osteokalcina
(imunocitohemija). Hondrogena diferencijacija u peletama je pracena odredivanjem
kolagena tip I (in situ hibridizacija), kolagena tip 2 (imunohistohemija) i odredivanjem
koncentracije glikozaminoglikana (spektrofotometrija). Adipogena diferencijacija je
ispitana vizuelizacijom masnih kapljica (Oil red O bojenje). Aktivnost katalaze i

superoksid-dismutaze (SOD) u celijskom lizatu je odredena spektrofotometrijski.



Koncentracija malondialdehida (MDA) je odredena reakcijom sa tiobarbiturnom
kiselinom (TBA). Karbonilni derivati proteina odredivani su reakcijom sa 2.4 -
dinitrofenilhidrazinom. Posle ekstrakcije ukupnih lipida i metilovanja masnih kiselina,
metil-estri masnih kiselina su razdvajani gasno-tecnom hromatografijom (GLC), a
koncentracija zasi¢enih (SFA), mononezasi¢enih (MUFA) i i polinezasi¢enih masnih
kiselina (PUFA) je izrazena procentualno u odnosu na ukupne masne Kkiseline.
Izoenzimski oblici laktat-dehidrogenaze (LDH;, LDH,, LDHj;, LDH4 i LDHs) su
odredivani vertikalnom elektroforezom. Sva navedena merenja su izvedena bez i sa
razli¢itim koncentracijama NAC-a (0,1 mM, 1 mM i 2 mM).

Nasi rezultati su pokazali da je iz zubne pulpe mle¢nih zuba dece dobijena
populacija ¢Celija koja formira znacajan broj CFU-F (4% izolovanih celija) i
kontinuirano proliferise tokom 40 dana, bez opadanja vremena potrebnog za udvajanje
njihovog broja u kulturi. Ipak, dobijena populacija ¢elija je bila heterogena po brzini
deoba. Oko 12% ¢elija je posle tri dana kultivacije bilo podeljeno manje od cCetiri puta,
dok se ostatak ¢elija podelio vise od Cetiri puta. Vijabilitet ¢elija je bio u proseku oko
95%, a svega 3% celija je bilo pozitivno na p-galaktozidazu. Tokom ¢itavog vremena
kultivacije kapacitet za diferencijaciju u osteoblaste, adipocite i hondrocite se nije
menjao. Gotovo sve ¢elije su u pasazi Cetiri eksprimirale CD44, CD73, kolagen tipa I,
CD29, CD90 i osteonektin. Deo ¢elija je eksprimirao STRO-1, CD146 i CD106. Marker
mati¢nih ¢elija hematopoeze nije detektovan u nasem sistemu kultivacije. Opseg u kome
se kretao procenat Celija koje pokazuju povisenu aktivnost ALDH je iznosio od 4% do
24% i bio je u negativnoj korelaciji sa vremenom udvajanja ¢elija u kulturi.

Nasi rezultati su pokazali da uticaj NAC-a na izolovane ¢elije zavisi od njegove
koncentracije. Naime, posle 72 sata od primene nizih koncentracija NAC-a (0,1 mM i 1
mM) povecavao se broj ¢elija u kulturi za 20% i to najverovatnije zbog ubrzanja
¢elijskog ciklusa jedne manje populacije ¢elija. Primena 2 mM NAC-a smanjivala je
broj ¢elija u kulturi. Osim toga, rastuc¢a koncentracija NAC-a je stimulisala osteogenezu
I hondrogenezu, a inhibirala adipogenezu. Takode, primena 0,1 mM NAC-a je povecala
procenat ¢elija u kojima se mogla detektovati visoka aktivnost ALDH, a smanjivala
procenat SA B-gal pozitivnih ¢elija. Primena 2 mM NAC je dovela do povecanja broja
SA B-gal pozitivnih celija. Nize koncentracije NAC-a su smanjivale oksidativno

ostecenje razlicitih celijskih makromolekula (smanjena lipidna peroksidacija kao i



formiranje karbonilnih derivata proteina), a to je bilo pra¢eno i smanjenjem aktivnosti
SOD i katalaze. Osim toga, pokazano je i da je po dodavanju 0,1 mM NAC-a postojao
porast aktivnosti LDH izoformi 4 i 5 $to bi moglo da ukaze na povecanje obima
glikolize.

Nakon sveobuhvatnog sagledavanja nasih rezultata, mozemo zakljuciti da je
primenjenom metodom, iz pulpe mle¢nih zuba dece, izolovana heterogena populacija
¢elija, medu kojima su se nalazile 1 one celije koje su po svojim karakteristikama
odgovarale mati¢nim ¢elijama poreklom iz zubne pulpe. Nize koncentracije NAC-a su
stimulisale proliferaciju izolovanih ¢elija u kulturi, smanjujuc¢i njihovo oksidativno
ostecenje 1 verovatno povecavajuci obim glikolize, dok su sve koncentracije NAC-a
stimulisale osteogenezu i hondrogenezu. Zbog toga smatramo da bi niske koncentracije
NAC-a mogle da nadu primenu u kulturama mati¢nih ¢elija zubne pulpe, posebno
ukoliko je potrebno stimulisati njihovu proliferaciju i diferencijaciju u pravcu

osteogeneze i hondrogeneze.
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,»Effect of N-acetil-L-cysteine in vitro on proliferation and differentiation of children

deciduous teeth dental pulp stem cells*

Abstract
Dental pulp originates from the embryonic ectomesenchyme and represents

potentially important source of mesenchymal stem cells (MSCs) with the ability to
regenerate all tissues of the craniofacial region, originating from the ectomesenchyme,
too. N-acetyl-L-cysteine (NAC) is an antioxidant that may have an impact on the
therapeutic use of MSCs. The aim of this study was to determine whether the cells
isolated from the dental pulp of children deciduous teeth of children and expanded in
vitro, have the characteristics of MSC, to examine the effect of NAC on their
proliferation and differentiation and to determine whether NAC influences the
metabolism of glucose, the activity of antioxidant enzymes and whether it reduces
oxidative damage of various cellular macromolecules.

The initial cell population was obtained from six pulps of deciduous teeth using
ex vivo tissue explants method. The number of colonies (Colony Forming Unit —
Fibroblast; CFU-F) was determined by seeding the low density cell culture. Proliferative
potential and population doubling time of the cells in culture were followed by counting
the cells after tripsinization of subconfluent cultures, every 4 days, respectively, during
40 days of cultivation. Flow cytometry was used for cell immunophenotypisation,
aldehyde dehydrogenase (ALDH) activity determination, number of cells in different
phases of cell cycle, number of cell divisions and percentage of cells in apoptosis.
Activity of p-galactosidase (SA-B-Gal), was determined using cytochemistry.
Osteogenesis, chondrogenesis and adipogenesis were induced using complete
commercial mediums. Osteogenic differentiation was monitored via alkaline
phosphatase activity (spectrophotometry), deposition of calcium in the extracellular
matrix  (Alizarin red staining) and the appearance of osteocalcin
(immunocytochemistry). Chondrogenic differentiation was followed by measuring
collagen type I (in situ hybridization), collagen type 2 (immunohistochemistry) and the
determination of the concentration of glycosaminoglycans (spectrophotometry).
Adipogenic differentiation was examined by visualization of fat droplets (Oil Red O
staining). Activity of catalase and superoxide dismutase (SOD) in cell lysates was
determined spectrophotometrically. Malondialdehyde (MDA) was determined by



reaction with thiobarbituric acid (TBA). Carbonyl derivatives of proteins were
determined by reaction with 2,4-dinitrophenylhydrazine. After total lipid extraction and
methylation of fatty acids, fatty acid methyl esters were separated by gas-liquid
chromatography, and the concentration of saturated fatty acids, monounsaturated fatty
acids and polyunsaturated fatty acids was expressed as percentage of total fatty acids
detected in the sample. Isoenzyme forms of lactate dehydrogenase (LDHj, LDHo,
LDHs;, LDH,4 and LDHs) were determined by vertical electrophoresis. All the above
measurements were made with and without different concentrations of NAC (0,1 mM, 1
mM and 2 mM).

Our results showed that the dental pulp of deciduous teeth of children had
population of cells that formed a significant number of CFU-F (4% of the isolated cells)
and continually proliferated for 40 days without decrease in the population doubling
time. However, the resulting cell population was heterogeneous in terms of the division
velocity. After three days of cultivation, around 12% of the cells were divided less than
four times, while the remaining cells divided more than four times. Viability of cells
was in average 95%, and only 3% of the cells were positive for f-galactosidase. During
the entire time of the cultivation, expanded cells retained the ability to differentiate into
osteoblasts, adipocytes and chondrocytes. Almost all cells expressed CD44, CD73,
collagen type I, CD29, CD90 and osteonectin. Part of the cells expressed STRO-1,
CD146 and CD106. Marker of hematopoietic stem cells have not been detected.
Elevated ALDH activity ranged from 4% to 24% and was negatively correlated with the
population doubling time.

Our results showed that the effect of NAC on isolated cells dependeds on its
concentration. In fact, after 72 hours of application of lower NAC concentrations (0,1
mM and 1 mM) the number of cells in culture increased by 20%, most probably due to
the acceleration of the cell cycle of a small population of cells. Application of 2 mM
NAC decreased the number of cells in culture. In addition, the growing concentration of
NAC stimulated osteogenesis and chondrogenesis and inhibited adipogenesis. Also, the
application of 0,1 mM NAC increased the percentage of cells which expressed high
ALDH activity, and reduced the percentage of SA-B-gal positive cells. Application of 2
mM NAC led to an increase in the number of SA-B-gal positive cells. Lower

concentrations of NAC reduced oxidative damage to various cellular macromolecules



(reduced lipid peroxidation and the formation of carbonyl derivatives of proteins), and
this was accompanied by reduced activity of SOD and catalase. In addition, it was
shown that by adding 0,1 mM NAC the activity of LDH isoforms 4 and 5 increased,
which could indicate an increase in the glycolitic activity, and at least in part explain the
rapid proliferation of cells.

After a comprehensive review of our results, we could conclude that by the
method we applied, we isolated heterogeneous population of cells from the pulp of
children deciduous teeth. Isolated cells had characteristics of dental pulp stem cells.
Lower concentrations of NAC stimulated proliferation of cells in culture, reducing their
oxidative damage and possibly increasing the volume of glycolysis, while all
concentrations of NAC stimulated osteogenesis and chondrogenesis.

We believe that the low concentration of NAC could find application in dental
pulp stem cell expansion protocols, esspecially if necessary to stimulate their
differentiation toward osteoblasts and chondrocytes.

Keywords: dental pulp stem cells, N acetyl-L-cysteine, proliferation,
differentiation, catalase, superoxide dismutase, lactate dehydrogenase, oxidative
damage

Scientific field: biology
Narrow scientific field: stem cells
UDC number: 602:611.314.18.018]:616-092.4:[615.279:576.36](043.3)



LISTA SKRACENICA

ALDH - aldehid-dehidrogenaza

AP - alkalna fosfataza

aP2 —eng. Adipocyte Protein 2

APE1/Ref-1 - eng. Apurinic/Apyrimidinic Endonuclease/Redox Effector Factor-1
NFE2L2 (Nrf2) - eng. Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

ATP — adenozin-trifosfat

BAA - bodipi-aminoacetate

BAAA - bodipi-aminoacetaldehid

Cu,Zn-SOD - bakar, cink-superoksid-dismutaza

BCA — bicinhonini¢na kiselina (eng. Bicinchoinic Acid)

bFGF — bazi¢ni faktor rasta fibroblasta (eng. Basic Fibroblast Growth Factor)

BMP2 - eng. Bone Morphogenetic Protein 2

BSA — govedi serum albumin

BrdU- 5-bromo-2-deoksiuridin

CDK - ciklin-zavisne kinaze

CFDA-SE - karboksifluorescein-sukcinimidil-estar  (eng. carboxyfluorescein
succinimidyl ester)

CFU-F - eng. Colony Forming Unit- Fibroblasts

DEARB - dietilamino-benzaldehid

DFC — ¢elije poreklom iz zubnog folikula (eng. Dental Follicle Cells)

DIG - digoksigenin

DPSC — mati¢ne ¢elije poreklom iz zubne pulpe (eng. Dental Pulp Stem Cells)

DTSC — mati¢ne celije poreklom iz dentalnih tkiva (eng. Dental Tissue derived Stem
Cells)

ECM - ekstracelularni matriks

EcSOD - ekstracelularna superoksid-dismutaza

FBS - fetalni govedi serum (eng. Fetal Bovine Serum)

GAG - glikozaminoglikani

GFP - eng. Green Fluorescent Protein

GLC- gasno-te¢na hromatografija (eng. Gas-liquid Chromatography)



GPx — glutation-peroksidaza

GSH - glutation

GVHD - reakcija kalema protiv domacina (eng. Graft versus host disease)

HEMA - 2-hidroksietil-metakrilat

HA/TCP - hidroksipatit/trikalcijum-fosfat

HIF-1 — hipoksija-inducibilni faktor 1 (eng. Hypoxia-linducible Factor 1)

HIF-1a — hipoksija-inducibilni faktor 1, a subjedinica (eng. Hypoxia-Inducible Factor
1, alpha subunit)

HIF-1p — hipoksija-inducibilni faktor 1, B subjedinica (eng. Hypoxia-Inducible Factor
1, beta subunit)

HNE - 4-hidroksi-nonenal

IBMX - izobutil-metil-ksantin

IDPSC — nezrele mati¢ne Celije poreklom iz zubne pulpe (eng. Immature Dental Pulp
Stem Cells)

IGF-1 — insulinu sli¢an faktor rasta-1 (eng. Insulin-like growth factor 1)

IDO - indoleamin-dioksigenaza

ISCT — Medunarodno udruzenje za celijsku terapiju (eng. International Society for
Cellular Therapy)

ISH - in situ hibridizacija

JNK - eng. c-Jun N-terminal kinase

CAT - katalaza

LDH - laktat-dehidrogenaza

LPO - lipidna peroksidacija

Mn-SOD — mangan-superoksid-dismutaza

MCH - mati¢ne ¢elije hematopoeze

MCK - mati¢ne éelije kancera

MC - mati¢ne Celije

MDA - malondialdehid

MK - masne kiseline

MMC - mezenhimalne mati¢ne éelije

MMSC - multipotentne mezenhimalne stromalne éelije

MSC - eng. Mesenchymal stem cells/Mesenchymal stromal cells



MTA - eng. Mineral trioxide aggregate

MTOR - eng. Mammalian Target of Rapamycin

MUFA - mononezasi¢ene masne kiseline (eng. Monounsaturated Fatty Acids)
NAC - N-acetil-L-cistein

NADPH — Nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat

NFkB - eng. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NOX4 — NADPH-oksidaza, izoforma 4

PBS - fosfatni pufer (eng. Phosphate Buffered Saline)

PDLSCs — mati¢ne c¢elije poreklom iz periodontalnog ligamenta (eng. Periodontal
Ligament Stem Cells)

PDT — vreme udvajanja broja ¢elija u kulturi (eng. Population Doubling Time)
PGE2 - prostaglandin E2

PHD - prolil-hidroksilaza

PI — propidijum-jodid

PI3K - fosfatidil-inozitol 3-kinaza

PKB - protein-kinaza B

PNPP - p-nitrofenil-fosfat

PPAR-y2 - eng. Peroxisome Proliferator - activated Receptor y2

PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline (eng. Polyunsaturated Fatty Acids)
RhoA - eng. Ras Homolog Gene Family, Member A

ROS — reaktivne vrste kiseonika

RUNX2 - eng. Runt-related Transcription Factor 2

SA-B-gal - eng. Senescence- assosiated S-galactosidase

SAHF - eng. Senescence-associated Heterochromatic Foci

SCAP — mati¢ne celije poreklom iz apikalne papile (eng. Stem Cells from Apical
Papilla)

SFA - zasi¢ene masne kiseline

SHED — mati¢ne ¢elije poreklom iz humanih eksfoliranih zuba (eng. Stem Cells From
Human Exfoliated Deciduous Teeth)

SHH - eng. Sonic Hedgehog

SOD - superoksid-dismutaza

TAZ - eng. Transcriptional Coactivator with PDZ binding motif



TBA - tiobarbiturna kiselina

TGF-p - eng. Transforming Growth Factor-4

SH - tiolne grupe

TIP - proteini eng. Tension-Induced/Inhibited Proteins

TRX - tioredoksin

VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta (eng. Vascular Endothelial Growth Factor)
VHL - eng. von Hippel Lindau Proteine

Whnt - eng. Wingless-type MMTV integration site family
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1. UvOD

Razvoj nauke i nau¢ne misli u biologiji nekada ide ispred tehnoloskog napretka,
a nekada mora da saceka razvoj razliitih tehnologija da bi uhvatio zamah i napravio
kvalitativan pomak napred. Pocetak XXI veka je u biologiji i medicini obelezen
obimnim radom na proucavanju mati¢nih Celija, izolovanih iz razli¢itih tkiva ljudi i
zivotinja u svim fazama njihovog rasta i razvoja. Osobine koje poseduju ove za zivot
strateSke celije, Cine ih jedinstvenim za razvoj regenerativne medicine i daju nadu da bi
kvalitet zivota ljudi i zivotinja, sa mnogim hroni¢nim bolestima, mogao da bude bolji
ukoliko bi terapija maticnim delijama postala dostupna u rutinskoj praksi. Veliki
naucnici kao sto su Rudolph Virchow, Artur Pappenheim, Ernst Neumann, Alexandar
Maximov i drugi su jo§ sredinom XIX i pocetkom XX veka oblikovali savremeni
koncept obnove i odrzanja homeostaze tkiva pomoc¢u mati¢nih celija (rev: Huntly i
Gilliland, 2005). Medutim, tek je XXI vek sa sobom doneo tehnologije (genetski
inzinjering, bioreaktori, nanotehnologija) koje bi mogle da budu baza realnih
moguénosti primene mati¢nih ¢elija u terapiji razli¢itih oboljenja. Brojne kontroverze
oko terapijske upotrebe embrionalnih mati¢nih Celija i indukovanih pluripotentnih
mati¢nih ¢elija, ¢ine da su mati¢ne ¢éelije odraslog organizma najaktuelnija populacija
éelija za terapijsku primenu. Osim mati¢nih Celija hematopoeze (MCH) koje su
suvereno vladale poljem ¢elijske terapije vise od 50 godina, i koje su na jedan nacin
dogmatski oblikovale na$ pogled na koncept mati¢nosti, kroz veliki broj istrazivackih
poduhvata, poslednjih desetak godina, se probila druga velika i znacajna populacija
mati¢nih éelija: mezenhimalne mati¢ne celije (MMC). Prema bazi podataka
Nacionalnog instituta za zdravlje u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, trenutno su u
svetu odobrene 324 klini¢ke studije, koje imaju za cilj evaluaciju dejstva MMC u
regeneraciji i reparaciji razli¢itih tkiva (juni 2013 godine). Tako je 180 studija usmereno
na stimulaciju regeneracije koStanog tkiva, 44 studije na regeneraciju/reparaciju sréanog

miSica, 40 studija na regeneraciju jetre 1 20 studija na poboljSanje reparacije zglobne

hrskavice (http://www.clinicaltrials.gov). Takode, 20 studija je posveceno ublazavanju
posledica reakcije kalema protiv domaéina posle terapijske primene MCH

(http://www.clinicaltrials.gov). Osnovna osobina koja MMC odraslih organizama ¢&ini

znacajnim za klinicku praksu je €injenica da tokom postnatalnog Zivota zadrzavaju
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svojstvo da po adekvatnoj stimulaciji produ ¢itav embrionalni put razvoja pojedinih
tkiva da bi u slucaju ostecenja Celija tih tkiva mogle na odgovarajuci na¢in da uéestvuju
u reparaciji i regeneraciji. Kostana srz je tradicionalno osnovni izvor MCH i MMC za
klini¢ku praksu. Altrenativni izvor MMC sa izrazitom sposobno§éu in vitro ekspanzije
su pulpa mle¢nih i stalnih zuba. Naime, mati¢ne ¢elije koje se nalaze u pulpi mleénih i
stalnih zuba poti¢u od ektomezenhima koji je postnatalno zadrzao svojstva sli¢na
embrionalnim mati¢nim ¢elijama (Kerkis i Caplan, 2012). lako mati¢nih ¢elija u zubnoj
pulpi ima malo, one su lako dostupne posle vadenja zuba (pozeljno je da je zub za
obradu dobijen posle vadenja iz ortodontskih razloga), njihova izolacija je jednostavna,
rast u kulturi brz i imaju antiinflamatorno i/ili imunosupresivno dejstvo (Tomi¢ i sar.,
2011; Djoki¢ i sar., 2012). Takode imaju moguénost diferencijacije u odontoblaste,
osteoblaste, hondrocite, adipocite, misi¢ne celije, neurone i celije pankreasa (Kerkis i
Caplan, 2012) te predstavljaju idealnu populaciju ¢Celija za regenerativnu medicinu.
Takode, na prostoru Evrope, postoji nekoliko privatnih banaka za dugotrajno
deponovanje mati¢nih ¢elija izolovanih iz zubne pulpe. Postojanje banaka omogucava
njihovu lak$u primenu za autologu/alogenu transplantaciju.

Iako dentalna medicina prednja¢i u istrazivanjima i primeni inovativnih
biotehnoloskih resenja, do juna 2013. godine prijavljeno je regrutovanje kandidata za
samo jednu klini¢ku studiju ¢iji je cilj regeneracija zubne pulpe transplantacijom
autologih  mati¢nih  ¢elija  izolovanih iz zubne pulpe mlecnih  zuba
(http://www.clinicaltrials.gov). S druge strane, vise radova je posveceno pretklinickim
ispitivanjima na misevima i pacovima koja imaju za cilj definisanje metoda koje bi
dovele do in vivo regeneracije svih struktura zuba i njegovo adekvatno uzglobljavanje u
alveolarnu kost (Yamamoto i sar., 2013; Duailibi i sar., 2004; Oshima i sar., 2011).

Nezaobilazna faza u svim biotehnoloskim reSenjima u regenerativnoj medicini i
éelijskoj terapiji je dobijanje zadovoljavajuéeg broja MMC koje imaju potencijal da se
diferenciraju u zeljeni tip celije. Najveéi broj laboratorija koje se bave mati¢nim
éelijama i tkivnim inzinjeringom ekspandira MMC u nefiziologkim uslovima sa 20%
O,. Visoke koncentracije kiseonika mogu da dovedu do oksidativnog oStecenja
razlicitih Celijskih struktura, promena u metabolizmu ekspandiranih ¢elija (Vacanti i
Metallo, 2013), ali mogu da poremete i finu signalizaciju usmerenu na balans procesa

kao $to su samoobnova, proliferacija i diferencijacija Celija (Hermitte i sar., 2006;
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Kovacevi¢ Filipovi¢ i sar., 2007). S druge strane, danas je ve¢ viSestruko potvrdeno da
je kultivacija MMC, kao i MCH u uslovima u kojima je koncentracija kiseonika bliska
fizioloskim mnogo bolja za ocuvanje mati¢nosti (Ivanovi¢ i Boiron, 2009; Kovacevi¢
Filipovi¢ 1 sar., 2007) 1 za dobijanje boljih rezultata prihvatanja kalema po
transplantaciji ¢elija (Jaussaud i sar., 2013). Takode je pokazano da postoji moguénost
da se kultivacija ¢elija na niskim koncentracijama O, zameni dodavanjem
antioksidanasa u kulture. N-acetil-L-cistein (NAC) je antioksidans koji se ve¢ koristi u
medicini kao pomoc¢no lekovito sredstvo (Kelly, 1998). Njegova primena in vitro na
mati¢nim Celijama se jo§ uvek ispituje, a dosadasnji rezultati pokazuju da NAC ima
pozitivan efekat u smislu inhibicije nastanka oksidativnih oSteCenja i poboljSanja
ekspresije adhezivnih molekula obezbedujuéi in vitro uslove u kojima je transplantacija
MMC efikasnija (Song i sar., 2010). Medutim, koncentracija NAC koja moze da ima
pozitivno dejstvo na proliferaciju i/ili diferencijaciju mati¢nih ¢elija zubne pulpe nije do
sada ispitana. Zbog toga je cilj ovog rada bio da ispita in vitro efekte NAC na

proliferaciju i diferencijaciju mati¢nih ¢elija zubne pulpe dece.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Pojam i podela mati¢nih éelija

Mati¢ne ¢elije su nediferencirane ¢elije jednog organizma koje imaju sposobnost
samoobnove, visok proliferativni potencijal i moguénost diferencijacije u razlicite
tipove zrelih ¢elija. Mati¢ne celije mozemo podeliti prema periodu zZivota u kom vrse
odredenu funkciju, na embrionalne, fetalne i adultne mati¢ne c¢elije. Embrionalne i
fetalne maticne ¢elije su neophodne za embrionalni razvoj i organogenezu. Embrionalne
mati¢ne Celije su pluripotentne, odnosno od njih nastaju ¢éelije endoderma, mezoderma i
ektoderma. Fetalne mati¢ne Celije se smatraju multipotentnim ¢elijama, odnosno njihov
potencijal za diferencijaciju je ograni¢en na razvoj ¢elija jednog klicinog lista, mada u
zavisnosti od anatomske lokalizacije i perioda uzorkovanja, ove ¢elije pokazuju veliku
plasti¢nost i jo§ uvek nisu dovoljno ispitane (Pojda i sar., 2005). Mati¢ne ¢elije koje su
prisutne u tkivima postnatalno se nazivaju adultne mati¢ne celije. One su takode
multipotentne i imaju ulogu u odrzavanju homeostaze pojedinih tkiva kao i ulogu u
regeneraciji i reparaciji razlicitih tkiva. Osim embrionalnih, fetalnih i adultnih mati¢nih
¢elija koje su neophodne za normalan rast 1 razvoj organizma i odrZavanje homeostaze
tkiva, smatra se da postoje i mati¢ne Celije tumora koje su odgovorne za nastanak i rast
tumora (Chen i sar., 2013).

Maticne Celije se takode mogu podeliti prema anatomsko/histoloSkoj lokalizaciji
i samoj funkciji. Najbolji primer mati¢nih celija, i hijerarhijske organizacije nezrelih i
zrelih Celija jednog tkiva, je svakako hematopoetsko tkivo. Tokom procesa
hematopoeze od malog broja nediferenciranih MCH, preko niza progenitora koji su
opredeljeni za pojedine krvne loze, svakog sekunda u organizmu nastaju milioni zrelih
¢elija krvi (Dzierzak i Philipsen, 2013). Epitelna tkiva koja se kontinuirano obnavljaju,
takode poseduju definisanu funkcionalnu hijerarhijsku organizaciju koja podrazumeva
da od malog broja primitivnih éelija nastaje veliki broj diferenciranih, zrelih celija
neophodnih za funkciju tkiva. U epitelnim tkivima je ¢ak i anatomsko/histoloska
lokalizacija maticnih Celija definisana (Freeman, 2008). Medutim, anatomska
lokalizacija MMC jo$ uvek nije sa sigurno$¢u pokazana. MMC koje se zapravo in vivo

najvise aktiviraju tokom ostecenja tkiva, in vitro pokazuju zadivljujuéi proliferativni



potencijal, ali i moguénosti diferencijacije kakva nije pokazana za MCH i mati¢ne ¢elije
epitela. Od svih MMC, éelije zubne pulpe pokazuju najvecu plasti¢nost, §to je
najverovatnije povezano sa Cinjenicom da one nastaju od celija koje su tokom
embrionalnog razvoja prosle ektomezenhimalnu tranziciju (Kerkis i Caplan, 2012).

Zbog toga je ova ¢elijska populacija od posebnog znacaja za regenerativnu medicinu.

2.2. Mezenhimalne mati¢ne celije

2.2.1. lzolacija i karakterizacija mezenhimalnih mati¢nih éelija

Mezenhimalne mati¢ne éelije (MMC) se postnatalno mogu izolovati iz razligitih
tkiva koja imaju vezivno tkivne komponente (Tabela 1). One vode poreklo od
mezoderma/ektomezenhima i za sada je jasno definisano da je njihova in vivo uloga da
omoguce sporo, ali kontinuirano, obnavljenje kosStanog tkiva, umnozavanje adipocita,
obezbede apozicioni rast hrskavice ukoliko je prisutan odgovarajuéi stimulus 1 obezbede
adekvatnu mikrosredinu za neometano odvijanje hematopoeze (Pittenger i sar., 2000). U
uslovima fizioloSke ravnoteze, bioloski aktivni molekuli omogucavaju da se paralelno
sa retkim proliferacijama odvija i diferencijaciia MMC u ¢Celije pojedinih tkiva.
Nasuprot tome, intenzivan stimulus za aktivaciju MMC je svako ostecenje tkiva koje
pokrece inflamatornu reakciju. Inflamatorna reakcija s jedne strane ukljucuje aktivaciju
razli¢itih vrsta leukocita koji uniStavaju i uklanjaju Stetni agens, a sa druge strane
obezbeduje aktivaciju MMC koje proliferisuéi i stvarajuéi fibroblaste popunjavaju
defekt tkiva i vode rezoluciji inflamacije (Caplan i Correa, 2011). lako su navedene
uloge MMC jasne, njihova tkivna lokalizacija i tadan fenotip na osnovu koga bi se
razlikovale od zrelijih ¢elija potomaka joS uvek nisu sa sigurno$¢u pokazane (Frenette i
sar., 2013). Zapravo, veéina autora koji se bave problematikom MMC isti¢e da se o
funkcionalnim i fenotipskim karakteristikama ovih ¢éelija viSe zna na osnovu njihovih in

vitro karakteristika nego na osnovu zapazanja in vivo (da Silva Meirelles i sar., 2008).



Tabela 1. Tkiva i organi iz kojih su izolovane MMC

Izvor MMC

Diferencijacija in vitro

Reference

KoStana srz

Masno tkivo

Perihondrium

.....

Pupcanik krv

Pupcanik
stroma
Korneal
stroma

Jetra (stelatne
celije)
Pankreas

Koza

Folikuli dlake

Tetive

Zubna pulpa

Periodontalni
ligament
Placenta

Endometrium

Zglobna
hrskavica
Sinovium

Amnionska
te¢nost

Osteoblasti, hondroblasti, stromalne éelije’

Osteoblasti, adipociti, hondroblasti’

Osteoblasti, adipociti, hondroblasti, neuroni, miociti3
Osteoblasti, adipociti, hondroblasti, mioblasti*

Osteoblasti, adipociti, hondroblasti, neuroni, endotelne
éelije?, kardiomiocitima sli¢ne éelije®, ¢elije koje produkuju
insulin*

Osteoblasti, adipociti, hondroblasti, ¢elije strome

Misiéne Celije, adipociti, hondroblasti,osteoblasti,
fibroblasti,endotelne ¢éelije

Osteoblasti, adipociti, hondroblasti, neuroni, ¢elije sli¢ne
endotelnim ¢elijama’, éelije koje produkuju insulin?
Osteoblasti, adipociti, hondroblasti, hepatocitima i
neuronima? sli¢ne éelije

Hondroblasti, nervne ¢éelije

Adipociti, osteoblasti

Osteociti, adipociti, neuroni, ¢elije pankreasa
Neuroni, glija, glatkomiSiéne ¢elije, adipociti

Adipociti, osteoblasti*

Neuroni, glija, keratinociti, glatkomisi¢ne celije,
melanociti’

adipociti, osteoblasti, hondroblasti

Odontoblasti, adipociti, nervne ¢elije*

Osteoblasti, odontoblasti’

Osteoblasti, adipociti, hondroblasti, neuroni, miociti?,
endotelne Celije*, hepatocitima sli¢ne éelije’

Cementoblasti, adipociti, ¢elije koje sintetisu kolagen

Adipociti, osteoblasti
Osteoblasti, adipociti, hondroblasti, glatkomiSi¢ne ¢elije

Osteoblasti, adipociti, hondroblasti*
Hondroblasti?
Adipociti, osteoblasti, hondroblasti

Adipociti, osteoblasti, miSi¢ne celije, endotelne, nervne
éelije, hepatociti®
Osteoblasti, adipociti, hondroblasti, neuroblasti’

Friedenstein i sar., 1966"
Pittenger i sar., 1999°
Bianco i sar., 2001°

Zuk i sar., 2002*
Nakagami i sar., 20067,
Dave i sar., 20133,
Léobon i sar., 2009*
Arai i sar., 2002

Young i sar., 2001

Li i sar., 2012*
Boroujeni i sar., 2013°
Zhang i sar., 2009%, Ma i
sar., 2005

Du i sar., 2005

Kordes i sar., 2013
Gopurappilly i sar., 2013
Toma i sar., 2001

Jahoda i sar., 2003*
Amoh i sar., 20082

Bi i sar., 2007

Miura i sar., 2003*
Gronthos i sar., 20002
Kerkis i sar., 20063,
Bento i sar., 2013*,
Ishkitiev i sar., 2012°
Seo i sar., 2004

Fukuchi i sar., 2004
Gargett i sar., 2009

Alsalameh i sar., 20041
Williams i sar., 2010?
Sakaguchi i sar., 2005

De Coppi i sar., 2007*
Mareschi i sar., 20092

Alexandar Friedenstein (Friedenstein i sar., 1966, 1970) je, uz pomo¢ nekoliko

razli¢itih eksperimentalnih pristupa, pokazao da se medu ¢elijama izolovanim iz koStane

srzi, osim MCH, nalaze i ¢elije koje in vivo mogu da se diferenciraju u stromu kostane

srzi, osteoblaste i hondrocite, a in vitro formiraju kolonije fibroblasta. Analogno tada



ve¢ uvedenoj terminologiji za opisivanje ranih prethodnika krvnih celija, ¢elije koje
formiraju kolonije sastavljene od fibroblasta nazvane su Colony Forming Unit -
Fibroblasts (CFU-F). Njihova klonalna priroda pokazana je pozitivhom linearnom
zavisno$¢u broja zasadenih celija koStane srzi i broja nastalin CFU-F (Friedenstein i
sar.,, 1970). Ovaj funkcionalni test je i do danas ostao osnova za definisanje
proliferativnog potencijala MMC izolovanih iz pojedinih tkiva. Sto je jo§ znacajnije,
Friedenstein je u svojim eksperimentima pokazao da CFU-F nakon serije transplantacija
singenim zivotinjama zadrzavaju mogucnost ektopi¢nog formiranja kostanog tkiva,
odnosno pokazao je moguénost samoobnove MMC (Friedenstein i sar., 1974).

Paralelno sa ispitivanjima Alexandra Friedensteina, u laboratoriji Arnolda
Caplana proucavan je osteogeni i hondrogeni potencijal mezenhima pile¢ih embriona
starih nekoliko dana. Posle duzeg niza eksperimenata koji su imali za cilj da pokazu da
osteoblasti  nastaju od  hondroblasta, uofeno je da su  nezavisne
progenitorske/prekursorske ¢elije odgovorne za nastanak hondroblasta, osteoblasta i
mioblasta, na osnovu Cega je postavljena hipoteza o postojanju multipotentnih
mezenhimalnih mati¢nih ¢éelija (Caplan i sar., 1991). Takode je pretpostavljeno da se i
kod odraslih organizama u tkivima zadrzavaju Celije sa karakteristikama mezenhimalnih
¢elija, te je Arnold Caplan popularisao termin mezenhimalne mati¢ne éelije za sve
éelije koje imaju potencijal istovetan onom koji je utvrden kod pileéih embriona. Sema
1 prikazuje originalan crteZ ovog nauc¢nika koji se odnosi na potencijal diferencijacije
MMC (ema 1). Kako je izolacija adherentnih éelija koje se Kkarakterigu visokim
proliferativnim potencijalom i mutipotentno$cu, relativno jednostavna za izvodenje, a
siroka paleta mogucnosti njihove klini¢ke upotrebe stimulativna, veliki broj laboratorija
je svoju paznju usmerio na istrazivanja ovog tipa ¢elija. Da bi se ¢elije odredene ¢elijske
populacije smatrale mati¢nim, moraju da pokazuju sposobnost samoobnove. Termin
samoobnova oznacava deobu celije na dve celije ¢erke od kojih najmanje jedna ima
istovetne kapacitete za samoobnovu, proliferaciju i diferencijaciju

kao i ¢elija majka.
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Sema 1. Mezenhimalne matiéne ¢elije (MMC) in vitro imaju veliki potencijal za
proliferaciju i diferencijaciju. Na ovoj Semi su prikazani putevi diferencijacije MMC u
razliite zrele celije (Sema preuzeta iz rada Caplan 1 sar., 1994)

Klasican i elegantan pristup dokazivanju svojstva samoobnove ostvaren je
prilikom ispitivanja mati¢nih éelija za hematopoezu (MCH). Naime, zlatni standard za
dokazivanje samoobnove MCH je dugotrajna/doZivotna repopulacija hematopoeze
primaoca sa mijeloablacijom, tokom serijskih transplantacija MCH (Till i McCulloch,
1961; Nibley i Spangrude, 1998). Kako su eksperimenti sa transplantaciom MMC
izuzetno zahtevni u odnosu na transplantaciju MCH, ovaj vid ispitivanja nikada nije
preporuéen kao deo nezaobilaznih procedura prilikom definisanja MMC. 1z tog razloga,
veliki broj istraziva¢a smatra da je MMC zapravo bolje definisati kao mutipotentne
c¢elije strome, jer taj naziv u potpunosti opisuje njihovo poreklo, kao i njihov potencijal
za diferencijaciju koji se moze pokazati in vitro. Medutim, kako u engleskom govornom
podru¢ju Mesenchymal Stem Cells i Multipotent Stromal Cells imaju isti akronim —
MSCs, opste je prihvaceno da su i sami nazivi sinonimi (Bianco i sar., 2008). Ipak,
nedavno je samoobnova humanih MMC potvrdena eksprimentalnim pristupom koji u

osnovi ima isti funkcionalni pristup kao eksperimenti koje je izveo A. Friedenstein
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(Sacchetti i sar., 2007). Naime, serijskim ksenotransplantacijama CDI146+ celija
poreklom od jedne CFU-F izolovane iz kostane srzi, pokazano je da humane
adventicijalne retikularne celije ucestvuju u ektopi¢nom formiranju krvnih sudova i
kostanog tkiva primaoca, odnosno da mogu da se samoobnavljaju i da se diferenciraju u
osteoblaste (Sacchetti i sar., 2007).

Proliferativni potencijal MMC se prevashodno procenjuje brojem deoba koje
se mogu odigrati in vitro, pre nego $to dode do ¢elijskog starenja i prekida deoba éelija.
Za klinicku primenu je veoma vazno proceniti optimalan broj deoba, koji treba da
omoguci dobijanje dovoljnog broja Celija za terapiju, u odnosu na ocuvanje njihovog
kapaciteta za diferencijaciju u funkcionalne ¢elije razlicitih tkiva. Pojedine procene u
literaturi ukazuju da se ekspanzija ¢elija mora prekinuti u tre¢oj pasazi (oko 15 dana
kultivacije) dok se neke studije baziraju na upotrebi celija ekspandiranih do osme
pasaze (oko 40 dana kultivacije) s obzirom na to da je i u osmoj pasazi pokazana visoka
proliferativna sposobnost, stabilnost fenotipa i pluripotentnost MC poreklom iz kostane
srzi (Khoo i sar., 2008). Nezeljeni efekat dugotrajne kultivacije ¢éelija je njihova
spontana imortalizacija (Brandl i sar., 2010). Veliki broj klini¢kih studija se ograni¢ava
na primenu celija izolovanih iz vezivnih tkiva bez prethodne manipulacije in vitro
(Martin i sar., 2012)

Hijerarhijska organizacija i plasticnost mezenhimalnih mati¢nih ¢elija:
Pretpostavka o hijerhijskoj organizaciji MMC se zasniva na analogiji izmedu MCH i
MMC i na eksperimentalnim dokazima takve organizacije. Naime, mali broj primitivnih
multipotentnih mati¢nih ¢elija koje imaju svojstvo samoobnove, proliferise i diferencira
se u veci broj bipotentnih i/ili unipotenih progenitorskih ¢elija koje gube sposobnost
samoobnove i ¢iji se proliferativni potencijal smanjuje (Caplan i sar., 1991; Aubin i sar.,
1998). Tako je pokazano, da se jedna tre¢ina CFU-F iz koStane srzi sastoji od ¢elija koje
imaju sposobnost diferencijacije u adipocite, osteoblaste i hondrocite i da se oko dve
tre¢ine ¢elija mogu diferencirati u pravcu osteoblasta i hondrocita (Pittenger i sar., 1999;
Muraglia i sar., 2000). Nijedna CFU-F nije imala ¢elije koje su mogle istovremeno da se
diferenciraju u osteoblaste i adipocite ili hondrocite i adipocite, a posle dugotrajne
kultivacije ¢elije su zadrzavale samo osteogeni potencijal (Muraglia i sar., 2000). U
istim ispitivanjima nisu pokazani unipotentni progenitori za adipocite (Muraglia i sar.,

2000). Noviji podaci ukazuju da MMC kao i zrele ¢elije potekle od MMC imaju



sposobnost unutar tkivne i medutkivne plasti¢nosti. Plasti¢nost je definisana kao
mogucnost jedne Celije da poprimi morfoloske i funkcionalne karakteristike drugog tipa
¢elija 1 da te karakteristike trajno zadrzi i posle transplantacije odredenom primaocu
(Lakshmipathy i Verfaillie, 2005). Ukoliko se preobrazaj odigrava u ¢elije koje nastaju
od iste multipotentne mati¢ne cCelije onda se govori o unutartkivnoj plasti¢nosti, a
ukoliko su u pitanju ¢elije koje pripadaju drugoj lozi mati¢nih ¢elija ili drugom klicinom
listu onda je u pitanju medutkivna plasti¢nost (§ema 2). Mehanizmi plasti¢nosti leze u
epigenetskom reprogramiranju c¢elija i ukljucuju dediferencijaciju i transdiferencijaciju
¢elija (Wagers i Weissman, 2004). Dediferencijacija celija je proces u kome
diferencirana Celija prestaje da eksprimira gene karakteristiéne za njenu terminalnu
funkcionalnu aktivnost, a eksprimira gene koji su bili aktivni u progenitorskoj ili
mati¢noj celiji od koje je ta zrela Celija nastala. Na primer, hondrociti izolovani iz
hrskavice digestijom, in vitro se dediferenciraju i proliferiSu, a po transplantaciji u
defekt hijaline hrskavice ponovo diferenciraju u hondrocite $to je iskoris¢eno u
terapijske svrhe (Brittberg i sar., 1994). Takode, dediferencirani hondrociti poreklom iz
hijaline hrskavice u kulturi sintetiSsu kolagen tipa I, a ne sintetiSu kolagen tip Il
(Schnabel i sar., 2002). Transdiferencijacija je direktno pretvaranje jedne ¢elije u drugu
¢eliju poreklom od istog ili drugog klicinog lista (Wagers i Weissman, 2004). U
prisustvu odgovarajucih bioloski aktivnih molekula kao $to su, deksametazon i IBMX-a
(3-isobutil-1-metilksantin), osteoblasti se u kulturi mogu transdiferencirati u adipocite
(Nutall i sar., 1998), dok se adipociti mogu transdiferencirati u osteoblaste (Park i sar.,
1999). lako in vitro nalazi ukazuju na izuzetnu unutartkivnu plasti¢nost celija koje vode
poreklo od mezenhimalnih ¢elija, znacaj tih nalaza in vivo ostaje da se utvrdi.

Intrigantan 1 jo§ uvek nedovoljno proucen fenomen je medutkivna plasti¢nost
koja se pripisuje samim MMC ili éelijama potomcima MMC. Transfekcija ¢elija u
kulturi odgovaraju¢im transkripcionim faktorima i ekspresija odredenih mikro-RNK
molekula, dovodi do konverzije fibroblasta u neurone (Yoo i sar., 2011). Pokazano je i
da se MMC in vitro mogu diferencirati i/ili transdiferencirati u kardiomiocite (Martin-
Rendon i sar., 2008), glija ¢elije (Radtke i sar., 2009), hepatocite (Snykers i sar., 2009),
endotelne celije (Nakashima i sar., 2009) i celije endokrinog pankreasa (Zulewski,
2009).
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Sema 2. Sema prikazuje sposobnost samoobnove MMC, kao i markere koje se najcesce
koriste tokom identifikacije i karakterizacije MMC in vitro. Na Semi je prikazana
sposobnost multipotentne diferencijacije u ¢elije mezoderma, ali i plasticnost MMC u
smislu diferencijacije/transdiferencijacije u celije koje pripadaju drugim klicinim
listovima (preuzeto uz modifikacije iz Kuhn i Tuan, 2010)

Preporuke za definisanje mezenhimalnih mati¢nih ¢elija in vitro: Da bi
rezultati razli¢itih studija bili uporedivi 1 da bi se kvantitet objavljenih rezultata
pretvorio u kvalitativhu spoznaju o pojedinim fenomenima, a to dovelo do napretka
kako u bazi¢nim istrazivanjima tako i u klini¢koj praksi, Medunarodno udruzenje za
¢elijsku terapiju (ISCT — International Society for Cellular Therapy) je 2006. godine
(Dominici i sar.) predlozilo uniformnu karakterizaciju ovih ¢elija. Preporuke ovog
udruzenja su da sve ¢elije koje in vitro mogu da adheriraju za plasti¢énu podlogu treba da
nose naziv multipotentne mezenhimalne stromalne éelije (MMSC). Podgrupa ovih
¢elija koja ispunjava minimalne kriterijume koji potvrduju primitivnost in vitro treba da
nosi naziv MMC. Ti kriterijumi su sledeéi:

1. Adhezija za plasti¢nu podlogu

2. Ekspresija povrsinskih markera CD105, CD73 i CD90, odnosno nedostatak

povrSinskih markera koji karakteriSu hematopoetske ¢elije: CD34, CD14,
CD 45, HLA DR ili CD11b i CD79a ili CD19.

3. Mogucénost in vitro diferencijacije u adipocite, hondrocite i osteoblaste

Adhezija za plasticnu podlogu: Maximov (1928) je prvi uocio 1 opisao

fibroblaste u kulturi ¢elija izolovanih iz krvi zamorca. Podloga tih kultura je bio

11



fibrinski koagulum (Maximov, 1928). Friedenstien i sar., (1970) su razvili sistem
kutivacije CFU-F u plasti¢nim flask-ovima, sa i bez sloja ozracenih ¢elija. Ova prva
istrazivanja adherentnih ¢elija prisutnih u kostanoj srzi su dovela do razvoja kultura sa
tzv. adherentnim feeder slojem u kojima se tokom vise meseci odrzavala kontinuirana
proizvodnja hematopoetskih ¢elija koje su se nalazile u suspenziji (Dexter i sar., 1977).
Na ovaj naéin je poéelo oblikovanje ideje o nerazdvojnom jedinstvu MCH i MMC u
kostanoj srzi. Brojni kasnije objavljeni radovi su pokazali da razli¢ite komponente
ekstracelularnog matriksa (ECM) mogu selektivno da dovedu do adhezije pojedinih
populacija mezenhimalnih Celija sveze izolovanih iz razli¢itih tkiva (Chen i sar., 2010).
Paralelno, industrija koja podrzava razvoj ¢elijskih kultura je proizvela i proizvodi sve
Siru paletu plasti¢nih materijala koji stimuliSu adheziju mezenhimalnih (mati¢nih) celija.
Na taj nacin je izolacija adherentnih ¢elija iz razliCitih tkiva postala jednostavna za
rutinski rad u laboratoriji, iako jo$ uvek nisu postignuti uslovi u kojima bi se znacajno
poveéao broj primitivnih MMC. Zanimljivo je da postoje radovi u kojima je pokazano
da MMC mogu da se odrZe u nediferenciranom stanju kada se nalaze u kulturi u obliku
suspenzije (Baksh i sar., 2007).

Fenotip mezenhimalnih mati¢nih éelija in vitro: Fenotipska karakterizacija
odredene celijske populacije je vazna sa aspekta jasnog povezivanja fenotipa i1 funkcije
¢elija koje su izolovane iz pojedinih tkiva i njihove moguce klini¢ke primene. Kako je
veliki broj istrazivanja izveden na MMC izolovanim iz kostane srZi, najvaznija potreba
prilikom njihove karakterizacije je jasno razdvajanje od hematopoetskih celija. Tako se
definisanje fenotipa MMC in vitro bazira na identifikaciji kombinacije antigena koji
ukazuju da ¢elije imaju mezodermalno poreklo (CD44, CD106, STRO-1, CD146), i da
ne pripadaju hematopoetskoj lozi ¢elija (nema ekspresije CD34, CD14 1 CDA45).
Istrazivanja sprovedena poslednjih godina ukazuju da ekspresija CD146 molekula na
MMC in vitro i na pericitima in vivo ukazuje da su periciti MMC. Mnoge studije su
pokazale da periciti imaju sve karakteristike MMC (Baksh i sar., 2007; Sacchetti i sar.,
2007; Covas i sar., 2008)

Aktivnost aldehid-dehidrogenaze kao potencijalni marker mati¢nosti:.
Fenotipska karakterizacija ne ukazuje uvek na funkcionalne osobine celija, te je za
bazi¢na i primenjena istrazivanja vazno utvrditi i metabolicke/funkcionalne osobine

mati¢nih Celija. Pretpostavlja se da mati¢ne ¢elije (MMC i MCH) kao i tumorske éelije
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imaju visoku aktivnost podklase 1 aldehid-dehidrogenaze (ALDH) (izoformi
ALDH1Al i ALDH1A3), enzima koji je uklju¢en u metabolizam retinoi¢ne kiseline.
Retinoi¢na kiselina je mali molekul, morfogen koji svoje delovanje ostvaruje
posredstvom specificnih receptora, aktivirajuci transkripcione faktore koji reguliSu
brojne razvojne procese u organizmu (Dolle, 2009; Mark, 2009). Takode se smatra da
su ove izoforme vazne u antioksidativnoj zastiti ¢elija (Marchitti sar., 2008). Kako su
MMC vazne za odrzanje homeostaze razli¢itih tkiva tokom ¢&itavog Zivota jedinke, moze
se pretpostaviti da je sa evolutivhog stanoviSta znaCajno da mati¢ne celije imaju
aktivirane sve enzime koji ucestvuju u antioksidativnoj zastiti, ukljucuju¢i 1 ALDHI.
Tako je ALDH1 visoko eksprimirana u embrionalnim tkivima, kao i u adultnim
mati¢nim ¢elijama poreklom iz koStane srzi, mozga, miSi¢a i brojnih drugih tkiva

(Moreb i sar., 2012)
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Tabela 2. 1zoforme ALDH i njihova uloga u MC, normalnim i kancerskim (preuzeto uz
modifikacije iz Muzio i sar., 2012)

Familija Izoforme Lokalizacija ~ Najznacajniji supstrat  MC/MCK uloga
ALDH1 ALDH1Al1  citoplazma Retinal, acetaldehid, MC citoprotektivna uloga,
LPO modulacija diferencijacije i
proliferacije
ALDH1A2  citoplazma Retinal MC, MCK citoprotektivna
uloga, modulacija
diferencijacije i proliferacije
ALDH1A3  citoplazma Retinal MC, MCK citoprotektivna
uloga, modulacija
diferencijacije i proliferacije
ALDH1A7  citoplazma Retinal MC, MCK citoprotektivna
uloga, modulacija
diferencijacije i proliferacije
ALDH1B1  mitohondrije  Acetaldehid, LPO MC, MCK detoksikacija
ALDH1L1 citoplazma 10-
formiltetrahidrofolat
ALDH1L2 citoplazma -
ALDH2 ALDH?2 citoplazma Acetaldehid MCK detoksikacija
ALDH3 ALDH3A1  citoplazma, Srednjelandani MC, MCK proliferacija
nukleus alifati¢ni aldehidi
ALDH3A2 mikrozomi, Dugolanéani alifatiéni
peroksizomi aldehidi
ALDH3B1 mitohondrije LPO
ALDH3B2  mitohondrije -
ALDH4 ALDH4Al1  mitohondrije Metabolizam prolina MCK , p53-zavisna
aktivacija
ALDH5 ALDH5A1  mitohondrije Sukcinatni MCK , hemiorezistencija
semialdehid
ALDH6 ALDH6A1  mitohondrije  Metilmalonat MCK
semialdehid
ALDH7 ALDH7A1  mitohondrije,  Betain aldehid, LPO MCK
citosol
ALDHS8 ALDH8A1l  citoplazma Retinal
ALDH9 ALDH9A1  citoplazma Aminoaldehidi MCK
ALDH16 ALDH16A1 nepoznata -
ALDH18 ALDH18A1 mitohondrije Glutamatski y-
semialdehid

MC-matiéne ¢elije; MCK-mati¢ne ¢elije kancera; LPO-lipidni peroksidi
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2.2.2. Potencijal za diferencijaciju mezenhimalnih mati¢nih éelija in vitro

Najvaznija funkcionalna karakteristika MMC in vitro, je njihova sposobnost
diferencijacije u osteoblaste, hondrocite i adipocite. Naime, kada se in vitro
ekspandirana, nediferencirana populacija MMC izlozi dejstvu odredenih bioloski
aktivnih jednjenja, u vremenskom periodu od dve do tri nedelje istovremeno dolazi do
postepenog gubitka proliferativne aktivnosti i sticanja morfoloskih i funkcionalnih
karakteristika navedenih ¢elijskih tipova.

Nediferencirane, in vitro ekspandirane MMC, se diferenciraju u osteoblaste
kada se tri nedelje inkubiraju u medijumu u koji je dodata askorbinska kiselina, [3-
glicerofosfat i deksametazon (Chamberlain i sar., 2007). Gen koji se smatra glavnim
regulatorom osteogeneze je RUNX2 (eng. Runt-related transcription factor 2).
Stimulacija njegove ekspresije pokrece ekspresiju ostalih gena koji omogucavaju
definitivnu osteogenu diferencijaciju (Ducy i sar., 1997). Osteogeneza in vitro se odvija
u tri faze koje se donekle preklapaju: proliferacija, sinteza i sekrecija matriksa,
sazrevanje ili mineralizacija matriksa. Prva faza podrazumeva proliferaciju celija i
inicijalno formiranje matriksa. Drugu fazu karakteriSe ekspresija ranih osteogenih
markera kao Sto su alkalna fosfataza, osteonektin i osteopontin. Finalno se odigrava
sazrevanje matriksa u smislu ekspresije osteokalcina i koStanog sijaloproteina koji
zajedno sa prethodno izrazenom aktivnoSéu alkalne fosfataze omogucavaju
mineralizaciju deponovanog ECM (Dragoo i sar., 2003). BMP2 (eng. Bone
Morphogenetic Protein 2) je vazan osteogeni signalni molekul koji posredstvom
acetilovanja RUNX2 potencira njegovu sposobnost transaktivacije ¢ime se stimuliSe
BMP2 zavisna diferencijacija osteoblasta (Jeon i sar., 2006). Wnt (eng. Wingless-type
MMTV integration site family member) signalni molekuli imaju vaznu modulatornu
ulogu u procesu osteogene diferencijacije. Uticaj Wnt-liganada na procese osteogeneze
zavisi od njihove koncentracije. Visoke doze endogenih Whnt-liganada promovisu
osteogenu diferencijaciju, dok niske doze deluju inhibitorno na diferencijaciju (Gaspar i
sar., 2004). Na stimulaciju osteogene diferencijacije pozitivno uti¢u i ¢lanovi TGF
superfamilije. Naime, TGF-B (eng. Transforming Growth Factor-p) i BMP-ligandi
deluju sinergisti¢ki u pogledu transaktivacije gena koji potenciraju diferencijaciju MMC

u osteoblaste (Kolf i sar., 2007)

15



Faktori koji in vitro stimuliSsu adipogenu diferencijaciju su deksametazon,
insulin, izo-butil-metil-ksantin i indometacin. UspeSnu adipogenu diferencijaciju
morfoloski karakteri$e nakupljanje masnih kapljica u ¢elijama, dok se na molekularnom
nivou javlja ekspresija gena koji kodiraju PPARy2 (eng. Peroxisome Proliferator -
Activated Receptor y2), lipoprotein lipazu, i protein koji vezuje masne kiseline - aP2
(Pittenger i sar., 1999). Transkripcioni faktor PPARy se smatra glavnim regulatorom
adipogene diferencijacije. Pokazano je da bipotentni koregulator TAZ (eng.
Transcriptional Coactivator with PDZ Binding Motif) funkcionise kao koaktivator gena
za RUNX2, odnosno korepresor gena za PPARY, na taj nacin favorizuje osteogenezu na
raun adipogeneze. Osim toga, identifikovan je i set transkripcionih regulatora - TIP
proteina (eng. Tension-Induced/-Inhibited Proteins) sa ulogom u miogenoj, odnosno,
adipogenoj diferencijaciji. Pokazano je da mehanostimulacija MMC aktivira specifiéne
izoforme TIP proteina koji usmeravaju diferencijaciju MMC ka miogenezi (Kolf i sar.,
2007). Sa aspekta adipogeneze, zanimljiv je TIP1 koji obezbeduje potencijalni
mehanisti¢ki osnov za citoplazmatsku indukciju adipogeneze posredstvom male GTP-
aze RhoA (eng. Ras Homolog Gene Family, Member A). Naime, zaokrugljivanje ¢elija
je proces koji prethodi adipogenoj diferencijaciji MMC. TIP1 uti¢e na reorganizaciju
citoskeleta u odsustvu mehanostimulacije, sto dalje vodi do zaokrugljivanja celija, i
indukcije RhoA signalizacije koja promovise adipogenu diferencijaciju (McBeath i sar.,
2004).

Whnt-ligandi reguliSu razli¢ite razvojne procese, pa su izmedu ostalog ukljuceni 1
u regulaciju diferencijacije u smeru osteogeneze, odnosno adipogeneze. Grupa
kanonskih Wnt signala (Wntl1, Wnt3a, Wnt5b, Wnt7a, Wnt10b, itd.) kao i druga grupa
liganada koja je ukljucena u proces nekanonske signalizacije (Wntl1, Wntda i Wnt5a),
ucestvuje u formiranju kostiju tokom ontogeneze. Sa sigurno$¢u je pokazano da Wnt5a
uti¢e na osteogenu diferencijaciju MMC, supresijom funkcije PPARy (Takada i sar.,
2012). Wntl0b takode doprinosi inhibiciji adipogeneze. Preciznije, Wnt signali
odrzavaju preadipocite u nediferenciranom stanju putem inhibicije adipogenih
transkripcionih faktora C/EBPa i PPARy. Zanimljivo je da inhibiranjem Whnt signala
dolazi do transdiferencijacije mioblasta u adipocite, $to doprinosi zakljucku da ovaj put

ima vaznu ulogu u determinaciji sudbine ¢elija poreklom od mezoderma (Ross i sar.,
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2000). Iz navedenih primera je jasno da brojni faktori mikrosredine, u skladu sa
potrebama organizma, uti¢u na pravac diferencijacije multipotentnih MMC in vivo.

Kako bi se MMC uspesno diferencirale u pravcu hondrocita, potrebno je u
kulturu zasejati ¢elije u velikoj koncentraciji i to u prisustvu deksametazona, L-prolina i
TGF-B1. Faktori rasta znacajni za hondrogenzu su i TGF-B1, TGF-B2 i TGF-$3, BMP-
2, BMP-4 i BMP-7, kao i insulinu sli¢an faktor rasta-1 (IGF-1). Najznacajniji
transkripcioni faktor za odvijanje hondrogeneze je SOX9. Prilikom hondrogene
diferencijacije, ukoliko je u pitanju hijalina hrskavica, izmedu c¢elija se stvara ECM
graden od kolagena tipa 2, sulfatisanih glikozaminoglikana i proteoglikana (Mackay 1i
sar.,, 1998). FGF, Wnt i SHH (eng. Sonic Hedgehog) —su plejotropni medijatori
proliferacije i diferencijacije MMC, koji su takode ukljueni u regulaciju hondrogeneze.
Na mi§jim C3HI10T1/2 ¢elijama je pokazano da Wnt3a pojacava hondrogenezu
indukovanu sa BMP-2 (Fischer i sar., 2002), dok je na ATDC5-mis$joj hondrogenoj
¢elijskoj liniji Wnt3a ligand delovao inhibitorno na hondrogenezu bilo putem negativne
sekvestracije hondrostimulatora ili direktnom represijom ciljnih gena (Reinhold i sar.,
2006).

Brojne studije su potvrdile da se MMC u adekvatnim uslovima in vitro uspesno
diferenciraju i u tenocite, glatkomiSi¢ne celije, neurone kao i celije visceralnog
mezoderma (endotelne ¢elije) (rev: Chamberlain i sar., 2007).

Metabolizam nediferenciranih MMC i diferenciranih éelija: Neke od
promena koje se deSavaju tokom diferencijacije uklju¢uju i promene vezane za
metabolizam c¢elija kao i promene na nivou sistema antioksidativne zastite celija.
Naime, analizom metaboli¢kih promena do kojih dolazi tokom diferencijacije MMC
doslo se do nekoliko vaznih zakljucaka.

Metabolizam (sinteza ATP-a) nediferenciranih MMC se zasniva na glikolizi, na
Sta ukazuje visi nivo ekspresije gena koji su ukljuceni u glikolizu, kao i vec¢a produkcija
laktata (Chen i sar., 2008). U radu Pattappa i saradnika (2011) metabolizam MMC je
oznacen kao ,meSani“, u smislu da se za stvaranje ATP-a predominantno Kkoristi

glikoliza uz oko 30% energije koja proistice iz oksidativne fosforilacije (Sema 3).
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Sema 3. Metabolicki fenotip mati¢nih Celija, pretpostavljeni mehanizmi koji leze u
osnovi proliferacije, mirovanja i diferencijacije matiénih Celija (preuzeto uz
modifikacije iz Vacanti i Metallo, 2013). TCA-ciklus trikarbonskih kiselina; crvene
strelice ukazuju na predominantni put biosinteze ATP-a, zelene strelice ukazuju na put
koji je znac¢ajno manje aktivan tokom biosinteze ATP-a

Pretpostavlja se da mati¢ne Celije stvaraju najviSe energije procesom glikolize
kako bi izbegle formiranje slobodnih kiseonikovih radikala (eng. Reactive Oxygen
Species - ROS) i nastanak oSte¢enja koja prate oksidativni stres. To je jo§ od ranije
poznato i pokazano za proliferiSu¢e somatske celije (timociti) u kulturi (Brand i
Hermfisse, 1997). Nedavno je pokazano da MC poreklom iz deéije kostne srzi i krvi
pupcanika u skladu sa pojacanom ekspresijom gena ukljuc¢enih u proces glikolize i
samim intenziviranjem glikolize pokazuju i1 normoksi¢nu stabilizaciju HIF-la
(Palomaki i sar., 2013). HIF-1a je jedna od dve subjedinice hipoksija inducibilnog
faktor-a 1 (HIF-1) koji je oznacen kao glavni regulator ¢elijskog odgovora na hipoksiju
(Semenza i Wang, 1992). HIF-1 transkripcioni faktor je heterodimer koga cine
konstitutivno eksprimirana subjedinica HIF-1p i jedna od tri HIF-a izoforme, ¢ija je
stabilnost zavisna od unutarcelijske koncentracije kiseonika, ali i od nekih drugih
faktora (Yee Koh i sar., 2008). U uslovima kada je koncentracija kiseonika u skladu sa
potrebama celije dolazi do hidroksilacije HIF-1o subjedinice od strane specifi¢nih

prolil-hidroksilaza (PHD) koje pripadaju familiji o-ketoglutarat i i Fe (ll)-zavisnih
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dioksigenaza (lvan i Kaelin, 2001). HIF-1a hidroksilacija stimuliSe vezivanje von
Hippel Lindau (VHL) proteina koji formira multiproteinski kompleks koji funkcioniSe
kao ubikvitin-ligaza. Formirani kompleks ubikvitin-ligaza E3 vrsi ubikvitinaciju HIF-
la, nakon ¢ega dolazi do njegove degradacije u proteozomu 26S (Ohh i sar., 2000).

Brojni faktori rasta (bFGF, EGF, IGF) kao 1 citokini stimuliSu aktivnost HIF-1
nezavisno od koncentracije kiseonika (Zhou 1 Brune, 2006). U odredenim okolnostima,
povecanje sinteze HIF-lo je stimulisano aktivacijom signalne transdukcije preko
fosfatidil-inozitol 3-kinaze (PI3K), protein-kinaze B (PKB/AKT) i sisarskog targeta za
rapamicin mTOR, 1 u ovom sluc¢aju nezavisno od koncentracije kiseonika (Zhou i
Brune, 2006).

Brojne in vitro studije su pokazale da je HIF-1 prevashodno uklju¢en u
regulaciju ekspresije glikolitickih gena (Marin-Herndndez i sar., 2009). HIF-1 stimuliSe
kako preuzimanje, tako i metabolizam glukoze kroz proces glikolize, putem stimulacije
ekspresije transportera za glukozu i glikolitickih enzima, na primeru kancerskih
¢elijskih linija (Yee Koh i sar., 2008). Smatra se i da je ekspresija LDH-A gena
pozitivno regulisana od strane HIF i Myc u ¢elijama kancera (Fan i sar., 2011).

Koncentracija laktata, odnosno aktivnost enzima laktat-dehidrogenaze (LDH) se
Cesto koristi kao marker intenziteta glikolize in vitro i in vivo. U hipoksiji, piruvat se
redukuje u laktat uz pomo¢ laktat-dehidrogenaze (LDHs izoforme), a NADH je donor
H+ jona. LDH postoji u pet izoenzimskih oblika koji imaju razli¢ite kombinacije H
(heart) i M (muscle) subjedinica koje su kodirane razli¢itim genima. M subjedinica je
kodirana LDHA genom, a H subjedinica je kodirana LDHB genom. LDH; ima 4 H
subjedinice i nalazi se u kardiomiocitima, dok LDHs ima 4 M subjedinice i nalazi se u
misi¢ima i jetri. LDH; (3H i 1M subjedinica) je uglavnom koncentrisana u leukocitima,
LDH; (2H i 2M subjedinice) je najvisa u plu¢ima, dok je aktivnost izoenzimske
varijante LDH,4 (1H i 3M subjedinice) najizrazenija u bubregu, placenti i pankreasu.

Takode, izoforme LDH; i LDH; karakteriSu dobro oksigenisana tkiva, dok su
LDH3, LDH,4 i LDHs izoforme prisutne u uslovima slabije oksigenacije. 1zoforma LDHs
kataliSe prevodenje piruvata u laktat, dok izoforma LDHI1 katalise prevodenje laktata u
piruvat. 1zoenzimski oblici LDH se razlikuju na osnovu elektroforetske pokretljivosti,
koja zavisi od kombinacije subjedinica koje ih ¢ine. Pojacana ekspresija gena LDHA je

Cesto karakteristi¢na za intenzivno proliferiSu¢e kancerske celije in vitro i predstavlja
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marker skretanja biosinteze ATP-a iz procesa oksidativne fosforilacije ka glikolizi, iako
je prisutna visoka koncentracija kiseonika (21%) (Fan i sar., 2011). U homogenatima
tkiva poreklom iz zubne pulpe mle¢nih i stalnih zuba dominiraju izoforme LDH 3 i 4.
Kombinovani metabolizam se u zubnoj pulpi obja$njava primitivno$¢u i niskom
specijalizacijom ovog mezenhimalnog vezivnog tkiva (Linde i Ljunggren, 1970).

Rezultati dobijeni merenjem aktivnosti enzima ukljuenih u proces
antioksidativne zastite pre i posle diferencijacije MMC, ukazuju na zna¢ajno nizu
aktivnost nekih enzima antioksidativne zastite kod nediferenciranih ¢elija (Chen i sar.,
2008). Tokom osteogene diferencijacije dolazi do dramati¢nog snizenja ROS u ¢elijama
uprkos intenziviranoj oksidativnoj fosforilaciji i povefanom obimu biogeneze
mitohondrija. Pretpostavlja se da do snizenja ROS dolazi zahvaljuju¢i pozitivnoj
regulaciji nekih od enzima ukljuenih u proces antioksidativne zastite (Chen i sar.,
2008). Sli¢no kao tokom osteogeneze, i tokom adipogene diferencijacije dolazi do
pojacane biogeneze mitohondrija i intenziviranja oksidativne fosforilacije. Jedan od
uzroka pojacanog stvaranja ROS je aktivacija NADPH-oksidaze, izoforme 4 (NOX4)
(Hofmann i sar., 2012). Velika gustina ¢elija u kulturi, koja je neophodna da se postigne
hondrogena diferencijacija, znacajno utice na dostupnost kiseonika pojedina¢nim
¢elijama, te je oksidativna fosforilacija suprimirana tokom hondrogeneze in vitro
(Pattappa i sar., 2011). Kako hrskavica nema krvne sudove, hondrociti, in vivo, dobijaju
ATP putem razlaganja glukoze (Shikhman i sar., 2004).

2.3. Starenje mezenhimalnih mati¢nih éelija u kulturi

MMC, poput somatskih éelija, imaju ograni¢en Zivotni vek. Nakon odredenog
broja deoba MMC podlezu starenju koje odlikuju razli¢ite morfoloske i funkcionalne
specificnosti. Glavna karakteristika ¢elijskog starenja u kulturi je usporavanje ¢elijskih
deoba i na kraju njihov prekid. Ovaj fenomen je poznat jo§ od 1960. godine i nazvan je
Hajflikov limit, po Leonardu Hayflick-u, nemac¢kom istrazivacu koji je zasluzan za
njegovo definisanje (Hayflick, 1965). Preciznija definicija ¢elijskog starenja
podrazumeva ireverzibilno zaustavljanje ¢elija u G1 fazi Celijskog ciklusa, uz represiju
gena ukljucenih u progresiju ¢elijskog ciklusa i aktivaciju inhibitora celijskog ciklusa
kao $to su p53/p21 i Rb/p16 (Sethe i sar., 2006). MMC, tokom dugotrajne kultivacije in

vitro, pokazuju ograni¢en replikativni i smanjen potencijal za diferencijaciju, kriva rasta
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dobija oblik hiperbole, a same c¢elije akumuliraju lizozomalni enzim SA-B-gal (eng.
Senescence Assosiated p-galactosidase) (Heo i sar., 2009). Takode je evidentna i
promenjena struktura hromatina u vidu pojave heterohromatinskih fokusa SAHF (eng.
Senescence-Associated Heterochromatic Foci) (Kuilman i sar., 2010). Ostarele MMC
karakteriSe i zaokrugljena i zaravnjena/plocasta morfologija, hipertrofija i granulirana
citoplazma kao posledica akumulacije celijskog debrisa. Nakon dugotrajne in vitro
propagacije evidentno je smanjena adherencija za plastiku, kao i pojava aktinskih stres
vlakana u visku i povecan nivo autofluorescencije usled akumulacije lipofuscina
(Ksiazek, 2009).

Marker SA-B-gal se odnosi na aktivnost enzima p-galaktozidaza koja se
detektuje na pH 6.0 u ¢éelijama u kulturi koje podlezu procesima starenja (Dimri i sar.,
1995; Lee i sar., 2006). Aktivnost ovog enzima se detektuje i u organima i tkivima
ostarelih jedinki, sugeriSu¢i da se stare ¢elije sa godinama akumuliraju u tkivima tokom
starenja in vivo (Dimri i sar., 1995; Melk i sar., 2003).

Postoje najmanje dve hipoteze koje objasnjavaju promene koje se deSavaju
tokom starenja celija u kulturi i koje ne iskljucuju jedna drugu (Wagner i sar., 2008):

1. Starenje se odvija prema specifiénom, unapred definisanom programu, tokom
koga dolazi do smanjenja ekspresije gena koji su ukljuceni u kontrolu ¢elijskog ciklusa,
DNK replikaciju 1 mitozu. Faktori koji u tome ucestvuju jos uvek nisu jasno definisani,
ali je verovatno da promene na epigenetskom nivou mogu imati znacajnu ulogu (Noer i
Boquest, 2007). Ukoliko se ima na umu da mati¢ne celije imaju daleko veci
proliferativni potencijal od zrelih ¢elija pojedinih tkiva, ideja programiranog starenja bi
mogla da se primeni na ovu populaciju ¢elija.

2. Starenje se deSava pod dejstvom faktora mikrosredine §to dovodi do
akumulacije oSte¢enja svih celijskih struktura uklju¢ujué¢i i DNK (Tower, 2012).
Promene vezane za ovaj vid starenja se mogu primeniti i na ¢elije u kulturi i na uslove
in vivo prilikom razli¢itih patoloskih stanja.

Najverovatnije je, da su oba mehanizma ukljucena u ¢elijsko starenje, s obzirom
na to da je sasvim jasno da se radi o kompleksnom procesu sa gotovo potpuno
nepoznatim redosledom molekularnih dogadaja (Wagner i sar., 2008).

Skra¢ivanje telomera je jedan od najbolje okarakterisanih mehanizama

ukljucenih u proces starenja (Harley i sar.,, 1990). Telomere predstavljaju
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specijalizovane strukture koje sadrze ponovljene DNK sekvence koje se nalaze na
krajevima eukariotskih hromozoma. Telomere sprecavaju potencijalne nekompletne
replikacije, i samim tim odrzavaju stabilnost krajeva linearne DNK (Harley i sar., 1990).
Utvrdena je korelacija izmedu replikativnog kapaciteta i inicijalne duZzine telomera
humanih fibroblasta (Allsopp i sar., 1992). Za proces odrzavanja duzine telomera
odgovoran je enzim telomeraza. Humane MMC nemaju dovoljnu aktivnost telomeraze
kako bi mogle da prevazidu progresivno skracivanje telomera, Sto rezultuje blokom u
proliferaciji i starenjem tokom in vitro kultivacije. Vaznost telomeraze u inhibiciji
starenja potvrduje Cinjenica da prekomerna ekspresija telomeraze sprecava replikativno

starenje i produzava Zivot humanih MMC u kulturi (Simonsen i sar., 2002).

2.4. Imunomodulatorna uloga mezenhimalnih mati¢nih éelija

Smatra se da se imunomodulatorna svojstva MMC zasnivaju na direktnom
meduéelijskom kontaktu i na sintezi i sekreciji solubilnih medijatora. MMC
eksprimiraju MHC molekule 1 klase, ali ne eksprimiraju kostimulatorne molekule niti
MHC molekule 11 klase. Upravo iz tog razloga alogena transplantacija MMC ne zahteva
imunosupresivnu terapiju. Naime, po transplantaciji, odgovarajuce T ¢elije primaoca, po
kontaktu sa MMC, usled nedostatka kostimulatornih signala, ostaju anergi¢ne (Javazon i
sar., 2004). MMC deluju i imunosupresivno lugeéi citokine koji inhibiraju proliferaciju
T i B limfocita (Jiang i sar., 2005; Corcione i sar., 2006; Kode i sar., 2009). Osim
studija in vitro, ograni¢ene in vivo studije ukazuju da MMC po transplantaciji takode
luce citokine koji deluju u pravcu rezolucije inflamacije i reparacije ili regeneracije
tkiva (Yagi i sar., 2010). MMC uti¢u na imunski sistem i tako §to usporavaju sazrevanje
i inhibiSu funkciju dendriti¢nih c¢elija (Jiang i sar., 2005). Od antinflamatornih i
imunosupresivnih solubilnih medijatora pokazano je da MMC lu¢e TGF-B, PGE2, IL10,
kao i da aktiviraju na makrofagima enzim indoleamin-dioksigenazu (IDO) koji je prvi
enzim koji reguliSe katabolizam triptofana. Aktivacija IDO smanjuje koli¢inu triptofana
ime se ograniGava proliferacija limfocita (Yagi i sar., 2010). MMC takode stimulisu
sintezu inducibilne NO sintaze kao i hem oksigenaze-1 (Abdi i sar., 2008)

Navedeni mehanizmi verovatno nisu uzajamno iskljucivi i relativan doprinos
svakog od njih tokom modulacije imunskog odgovora in vivo razlicit je u razli¢itim

eksperimentalnim modelima. Treba imati na umu da nedostatak standardizacije u
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pogledu izolacije i gajenja MMC mozZe dovesti do razli¢itih, ¢esto kontradiktornih,
podataka koji sa sobom kao posledicu nose i neadekvatne interpretacije rezultata (Ryan
i sar., 2005)

Ipak, navedene specifiéne karakteristike MMC predstavljaju osnov za njihovu
primenu u terapiji bolesti kao §to su autoimunska oboljenja ili reakcija kalema protiv
domacina (eng. graft versus host disease - GVHD). Razumevanje mehanizama
ukljucenih u procese imunosupresije predstavlja kljuan element za bezopasnu i

uspesnu primenu nediferenciranih MMC u terapiji pojedinih oboljenja.

2.5. Maticne ¢Celije poreklom iz zubne pulpe

Mati¢ne ¢elije poreklom iz zubne pulpe se razlikuju od drugih mezenhimalnih
mati¢nih ¢elija jer vode poreklo od ektomezenhima, odnosno nastaju od populacije
¢elija nervnog grebena koja tokom embriogeneze prolazi kroz fazu ektomezenhimalne
transformacije. Ektomezenhimalne c¢elije ucestvuju u gradi mnogih delova
kraniofacijalne regije, Sto se odrazava na specifi¢nosti patogeneze razli€itih patoloSkih
stanja te regije, kao i mogucnosti njihove terapije (Akintoye i sar., 2006). Do sada su
maticne Celije u vezi sa razvojem zuba, a poreklom od ektomezenhima izolovane iz:

1. zubne pulpe stalnih zuba (Gronthos i sar., 2000); uobi¢ajen naziv u
literaturi je DPSC (eng. Dental Pulp Stem Cells),

2. zubne pulpe mle¢nih zuba posle enzimske digestije pulpe (Miura i sar.,
2003); uobicajen naziv u literaturi je SHED (eng. Stem Cells From
Human Exfoliated Deciduous Teeth)

3. zubne pulpe mle¢nih zuba metodom tkivnog eksplanta (Kerkis i sar.,
2006); uobicajen naziv u literaturi je IDPSC (eng. Immature Dental Pulp
Stem Cells),

4. periodontalnog ligamenta (Seo i sar., 2004); uobicajen naziv u literaturi
je PDLSC:s (eng. Periodontal Ligament Stem Cells),

5. zubnog folikula (Morsczeck i sar., 2005); uobicajen naziv u literaturi je
DFC (eng. Dental Follicle Cells),
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6. apikalne papile zuba (Sonoyama i sar., 2008); uobicajen naziv u literaturi

je SCAP (eng. Stem Cells from Apical Papilla).

# R

ZUBNIPUPOLTAK MLECNI ZUB STALNI ZUB

Slika 1. Populacije mati¢nih celija zuba u zavisnosti od stadijuma razvica zuba
(preuzeto uz modifikacije iz Karamzadeh i Eslaminejad, 2013) DFC-dentalne
folikularne ¢elije; SHED, IDPSC-maticne Celije poreklom iz zubne pulpe mlecnih zuba;
DPSC- mati¢ne celije poreklom iz zubne pulpe stalnih zuba; PDLSC- mati¢ne ¢elije
poreklom iz periodontalnog ligamenta; SCAP- mati¢ne Celije poreklom iz apikalne

papile.

Za razliku od prethodno navednih populacija, mati¢ne celije zubnog epitela
poti€u od ektoderma. Kod glodara, ove celije su aktivne tokom citavog Zivota i
obezbeduju kontinuiran rast sekuti¢a (Harada 1 sar., 1999). Terapijski potencijal svih
navedenih mati¢nih ¢elija zuba lezi, pre svega, u njihovoj sposobnosti da formiraju

dentin, tkiva periodoncijuma i alveolarnu kost (Morsczeck i sar., 2008).

2.5.1. Formiranje zubne pulpe tokom embriogeneze kod ljudi

Tokom cetvrte nedelje embriogeneze, ektodermalne ¢elije poreklom od nervnog
grebena migriraju ka primitivnoj usnoj duplji. Tokom Seste nedelje embriogeneze,
nakon migracije celija poreklom od nervnog grebena u mezenhim glave i vrata,
ektoderm koji se nalazi preko stomodeuma pocinje da proliferise formirajuci primarne
epitelne trake (lamina dentalis). Od njih ¢e nastati gledni organi mle¢nih, a znac¢ajno
kasnije (od 20-e nedelje gestacije do 10-0og meseca Zivota) i stalnih zuba. Kao rezultat

kontakta celija lamina-e dentalis i ektomezenhima (mezenhim koji vodi poreklo od
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¢elija nervnog grebena), dolazi do proliferacije i kondenzacije ¢elija ektomezenhima.
Ove ¢elije potom formiraju zubnu papilu od koje tokom daljeg razvoja nastaje zubna
pulpa i zubna kesica. Zubna kesica se kasnije transformise u folikul zuba. Tokom
nekoliko faza razvoja zuba, koje se definiSu kao faza pupoljka, faza kape, faza zvona
i faza razvoja krunice i korena zuba, formira se histoloSki prepoznatljiva struktura
mlec¢nih i stalnih zuba.

Zubnu pulpu ¢ini rastresito vezivno tkivo krunice i korena zuba, smeSteno u
zubnoj duplji oivienoj dentinom. Posmatrajuc¢i od sloja dentina ka sredistu duplje,
pulpu krunice zuba cCine Cetiri zone: 1. zona odontoblasta; 2. zona siromasSna ¢elijama
(Vejlova bezcelijska zona) koja je gradena od kapilara, nervnih vlakana i ECM; 3. zona
bogata ¢elijama (Heklova multicelularna zona) i 4. centralna zona kroz koju Se prostire

centralni neurovaskularni snop (slika 2).
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Slika 2. HistoloSka grada pulpe krunice zuba. (Preuzeto iz Lackovié i sar., 2012)

Zonu bogatu ¢elijama Cine fibroblasti, odontoblasti, makrofagi, granulociti, limfociti,
plazmociti, dendritine Celije, antigen-prezentujuc¢e celije, mastociti kao i
nediferencirane mezenhimalne celije. Ta zona je takode bogato vaskularozovana. U
ekstracelijskom matriksu dominiraju kolagen tipa I 1 III, proteoglikani 1
glikozaminoglikani. lako je postojanje mati¢nih ¢elija u zubnoj pulpi pokazano pre 13

godina (Gronthos i sar., 2000), njihova lokalizacija je jo§ uvek predmet polemika.
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Pojedini autori navode da su mati¢ne Celije smestene uz krvne sudove i da imaju
karakteristike pericita, jer eksprimiraju Stro-1 i CD146 (Shi i Gronthos, 2003; Miura i
sar.,, 2003). Znacajno je naglasiti da se smatra da su i periciti u zubnoj pulpi
ektomezenhimalnog porekla (Shi i Gronthos, 2003). Drugi autori smatraju da se mati¢ne
¢elije nalaze u zoni bogatoj Celijama, kao 1 zoni koja sadrzi odontoblaste (Jo i sar.,
2007). Moguce je pretpostaviti da su mati¢ne Celije zubne pulpe smestene u razli¢itim
zonama i da pulpa sadrzi razlic¢ite subpopulacije mati¢nih ¢elija, jer je pokazano da
postoje fenotipske razlike izmedu pojedinih CFU-F izolovanih iz jedne pulpe (Gronthos
i sar., 2000, Lizier i sar., 2012). Relativno skoro je nedvosmisleno pokazano, posebnim
nacinom izolacije i kultivacije, prisusutvo malog broja epitelnih mati¢nih ¢elija u zubnoj

pulpi (Nam i Lee, 2009).

2.5.2. Karakteristike DPSC, SHED i IDPSC in vitro

Matic¢ne ¢elije poreklom iz zubne pulpe su po prvi put izolovane iz pulpe stalnih
zuba (DPSC) i to posle ekstrakcije umnjaka mladim osobama iz ortodontskih razloga
(Gronthos i sar., 2000). DPSC imaju karakteristike slitne MMC izolovanim iz kostane
srzi, mada je koncentracija CFU-F posle izolacije ¢elija zubne pulpe veca nego posle
izolacije Celija iz koStane srZi, proliferativni potencijal ve¢i, a vreme udvajanja Celijske
populacije u kulturi kra¢e (Gronthos i sar., 2000). Takode je pokazano da DPSC, in
vitro, imaju kapacitet za osteogenu/odontogenu diferencijaciju (Gronthos i sar., 2000).

Metodom enzimske digestije iz zubne pulpe mle¢nih zuba izolovane su SHED
(Miura i sar., 2003), a metodom tkivnog eksplanta izolovane su IDPSC (Kerkis i sar.,
2006). lako su pocetna ispitivanja ukazivala da se radi o razliCitim celijskim
populacijama, danas je jasno da su njihove in vitro karakteristike veoma sli¢ne i da se
najverovatnije radi o istoj populaciji ¢elija ¢ije se karakteristike donekle razlikuju zbog
razli¢itih uslova kultivacije (Kerkis i Caplan, 2012). Sve populacije mati¢nih celija
izolovane iz mle¢nih zuba imaju veci proliferativni potencijal 1 vecu plasticnost u
odnosu na DPSC, a odlikuje ih ekspresija markera embrionalnih mati¢nih ¢éelija: Oct-4,
Nanog, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 i TRA-1-81 (Kerkis i sar., 2006, Huang i sar.,
2008). SHED su se uspesno diferencirale u odontoblaste, osteoblaste, adipocite, nervne
¢elije (Miura i sar., 2003, Nourbakhsh i sar., 2011) i hondrocite (Koyama i sar., 2009).
Uz dodatak VEGF (eng. vascular endothelial growth factor), SHED su se diferencirale
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u ¢elije koje eksprimiraju VEGFR2 (eng. vascular endothelial growth factor receptor 2)
1 CD31, odnosno ¢elije koje morfoloski i1 fenotipski odgovaraju endotelnim celijama
(Bento i sar., 2013). Nakon kultivacije u specificno definisanom medijumu SHED su se
uspesno diferencirale u ¢elije koje imaju karakteristike hepatocita (Ishkitiev i sar.,
2012). IDPSC su se diferencirale u odontoblaste, osteoblaste, adipocite, nervne ¢elije i
¢elije glatkih i skeletnih miSi¢a (Kerkis i sar., 2006). Posle navedenih obimnih
istrazivanja, zakljuceno je da se ¢elije koje pripadaju SHED i1 IDPSC populaciji mogu
obuhvatiti terminom DTSC (eng. dental tissue derived stem cells) (Kerkis i Caplan,
2012).

Fenotipske karakteristike DPSC, SHED i IDPSC u odnosu na mati¢ne celije

poreklom iz koStane srzi su date u tabeli 3.

Tabela 3. Fenotipske karakteristike MMC poreklom iz pulpe zuba i kostane srzi.

Antigen DPSC IDPSC SHED BMSC
CD14 - - - -
CD29 ++ ++ na/++ ++
CD34 - - - -
CD44 ++ ++ ++ ++
CD45 - - - -
CD73 ++ ++ ++ ++
CD105 ++ ++ ++/+/- ++
CD106 + - +/- ++
CD146 ++[+/- + 4/ +]- +/+/-
3G5 +/- / +/- +/-
Stro-1 ++/+/- + ++/+/- [ 4]-
A-SMA ++/- / +4/- [ +]-
Kolagen tip 1 ++ ++ ++ ++
Kolagen tip 3 ++/+ / F+[+/- +/+
Alkalna fosfataza ++/+/- ++ ++/+/- ++/+-
Osteonektin ++/+ + ++/+ ++/+
Osteopontin +/- / +/- +/-
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2.5.3. Potencijal za diferencijaciju DPSC, SHED i IDPSC posle transplantacije

Najveci broj In vivo ispitivanja mati¢nih celija zubne pulpe usmeren je na
mogucénosti primene njihovog potencijala za diferencijaciju u cilju formiranja same

pulpe, odnosno dentina, u formiranju kostanog i nervnog tkiva.

Subkutana transplantacija pet miliona nediferenciranih humanih DPSC
pomesanih sa hidroksiapatit/trikalcijum-fosfatom (HA/TCP) imunokompromitovanim
misevima (beige mice), posle Sest nedelja, dovela je do fomiranja vaskularizovane
strukture sli¢ne pulpi zuba, sa zonom odontoblasta koji imaju citoplazmatske procesuse
projektovane u dobro organizovane tubule dentina (Gronthos i sar., 2000). Kontrolne
zivotinje kojima su u istim uslovima transplantirane MMC izolovane iz kostane srzi su
na mestu aplikacije formirale kostano tkivo (Gronthos i sar., 2000). Posle ovog
pocetnog rada Gronthosa 1 saradnika (2000), ova grupa autora, kao i nekoliko drugih
grupa objavila je vise radova koji se odnose na potencijal za diferencijaciju nakon
transplantacije ¢elija poreklom iz zubne pulpe. Tako je odgovarajuéem soju miseva, pod
kapsulu bubrega, transplantirana pulpa GFP (eng. green fluorescent protein) miseva
koja je sadrzala sve delove pulpe osim samih odontoblasta. Nakon 14 dana ¢elije pulpe
su se diferencirale u odontoblaste koji sekretuju reparativni dentin i osteocite koji
formiraju atubularni mineralizovani matriks nalik onom u kostima (Braut i sar., 2003).

Slicno DPSC, nakon subkutane transplantacije imunokompromitovanim
misevima, SHED su pokazale sposobnost diferencijacije u odontoblaste, ali nisu
stvarale kompleks dentin - pulpa poput DPSC. Pokazale su i sposobnost osteoindukcije,
ali ne i diferencijacije u osteoblaste (Miura i sar., 2003). Dalji eksperimenti, koji su
ukljucivali implantaciju kombinacije biodegradabilnih nosa¢a u kombinaciji sa SHED,
potkozno, imunokompromitovanim misevima, pokazali su da dolazi do formiranja
kompleksnog tkiva koje se karakterisalo postojanjem mineralizovanog matriksa i tubula
oivicenih odontoblastima, kao i1 nastankom vezivnog tkiva sa krvnim sudovima. Nakon
ultrastrukturnih analiza i tipizacije markera doslo se do zakljuc¢ka da su se SHED
diferencirale u odontoblaste i endotelne celije (Cordeiro i sar., 2008; Sakai i sar., 2010).

Drugi vazan pravac istrazivanja je potencijal mati¢nih celija zubne pulpe da se in
Vvivo, uz odgovarajuce nosace diferenciraju u osteoblaste. Naime, neki radovi ukazuju da

je za rekonstrukciju kostiju lica 1 glave bolje koristiti nosace sa ¢elijama koje su istog
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embrionalnog porekla kao i tkivo koje se rekonstruiSe (Akintoye i sar., 2006). Tako,
SHED predstavljaju odli¢an izvor ¢elija za korekciju velikih kraniofacijalnih defekata
kod misa (Seo i sar., 2008), pacova (de Mendonga Costa i sar., 2008) i svinje (Zheng i
sar.,, 2009). Naime, 6 meseci nakon transplantacije SHED u defekte kalvarije
imunokompromitovanih miseva, doslo je do potpune reparacije kosti. SHED su osim
osteoinduktivnog delovanja, kako je pokazano od strane Miure i saradnika (2003),
aktivno doprinosile formiranju kosti (Seo i sar., 2008).

Jedan od pravaca istrazivanja je mogucnost in vivo diferencijacije IDPSC u
neurone 1 glija Celije. Transplantacija nediferenciranih IDPSC, u ki¢menu moZdinu
misa, na mesto ozlede, nakon sedam i 28 dana dovodi do poboljsanja lokomotornih
sposobnosti zivotinja. HistoloSkim analizama je utvrdeno da je kod transplantiranih
zivotinja nivo ekspresije trofickih faktora u tkivu bio ve¢i, dok je defekt bele mase bio
manji uz prisustvo brojnih mijelinizovanih aksona i pojavu zdravih intaktnih neurona sa
novoformiranim sinapsama (de Almeida i sar., 2011).

Tri  meseca nakon intraperitonealne aplikacije ekspandiranin IDPSC
imunokompromitovanim misevima, poliklonskim antitelima (na IDPSC) je njihovo
prisustvo pokazano u jetri, slezini, mozgu, bubrezima i drugim tkivima (Kerkis i sar.,
2006). Ova konstatacija navodi na zakljuc¢ak da su se IDPSC po transplantaciji uspe$no
ugradile u odgovarajuc¢e nise, U kojima su mozda proliferisale i diferencirale se,

stvarajuci ¢elije sposobne za odrZzavanje homeostaze navedenih organa.

2.5.4. Regulacija proliferacije i diferencijacije mati¢nih ¢éelija poreklom iz zubne

pulpe

Nekoliko faktora rasta je vazno za potpuno ispoljavanje potencijala za
proliferaciju i diferencijaciju DTSC.

Samoobnova: Jedan od najvaznijih fakora je bFGF (eng. Basic Fibroblast
Growth Factor) koji stimuliSe proliferaciju i samoobnovu DTSC (Morito i sar., 2009).
U kulturama DPSC, bFGF je stimulisao formiranje CFU-F, kao i ekspresiju
embrionalnih markera: Oct4, Rex-1 i Nanog. Tokom kultivacije u medijumu za
osteogenu diferencijaciju, stimulacija bFGF-om je dovela do snizavanja aktivnosti
alkalne fosfataze, odnosno inhibicije mineralizacije (Osathanon i sar., 2011). Pokazano

je da bFGF inhibira osteogenu diferencijaciju DTSC aktiviraju¢i ERK1/2 put, odnosno

29



inhibiraju¢i /utisavajuc¢i kanonski Wnt/B-catenin put (Li i sar., 2012). Kanonski Wntl
protein inhibira odontogenu diferencijaciju DPSC, omogucavaju¢i ocuvanje mati¢nih
¢elija u nediferenciranom stanju (Scheller i sar., 2008). Ovakvi rezultati delom
koreliraju sa zakljuckom da signalizacija putem kanonskih Wnt proteina promovise
proliferaciju i samoobnovu MMC, nasuprot nekanonskoj Wnt signalizaciji koja
stimuliSe osteogenu diferencijaciju (Boland i sar., 2004). Takode, niske doze kanonskih
What proteina stimuliu proliferaciju MMC, dok su efekti visokih doza potpuno suprotni
(de Boer i sar., 2004). Za samoobnovu DTSC je vazna i Notch signalizacija (Zhang i
sar., 2008). Naime, pokazano je da Notch-ligand, Jagged-1, negativno regulise
diferencijaciju DPSC u odontoblaste in vitro (Zhang i sar., 2008). Delta-1 je Notch-
ligand koji stimuli$e proliferaciju DPSC (povecéava procenat BrdU-pozitivnih éelija, kao
i procenat ¢elija u S fazi celijskog ciklusa) (He i sar., 2009). Inhibicija ekspresije Delta-
1 liganda, dovela je do znafajnog smanjenja proliferacije tokom ekspanzije DPSC,
odnosno stimulacije odontogeneze tokom gajenja u medijumu za odontogenu
diferencijaciju (Wang i sar., 2011).

Novija istrazivanja ukazuju da su niske koncentracije O, u kulturi jedan od
kljuénih faktora koji uti¢e na odrzavanje nediferenciranog stanja i plastinost MMC
(Sakdee i sar., 2009, lida i sar., 2010, Basciano i sar., 2011).

Sa druge strane, brojni ¢lanovi familije TGF-B, sinergisticki sa drugim
autokrinim 1 parakrinim faktorima rasta stimuliSu diferencijaciju DTSC ka
odontoblastima i to putem aktivacije ALK/Smad2/3 (Tai i sar., 2008, He i sar., 2008). U
tom smislu, tokom diferencijacije DTSC, TGF-B1 povecava aktivnost alkalne fosfataze,
ekspresiju sialoproteina dentina (DSP), osteopontina (OPN) i kolagena tip I, uti¢u¢i na
adekvatnu mineralizaciju ECM (Li i sar., 2011). Osim toga, nakon oSte¢enja dentina i
zubne pulpe, odontoblasti, pod dejstvom TGF-B1 i 3 pojacano stvaraju pojedine
komponente ECM. Takode, TGF-B1 i 3 deluju mitogeno na ¢elije pulpe, dok TGF-33
deluje induktivno na diferencijaciju ¢elija pulpe u pravcu odontoblasta (Sloan i sar.,
1999).

Pokazano je i da humane DTSC in vitro sintetiSu nekoliko neurotrofi¢kih faktora
kao sto su NGF, BDNF, GDNF, NT-3 i NT-4/5 ¢ime bi se delimi¢no mogao objasniti

njihov potencijal za diferencijaciju u ¢elije nervnog tkiva (Almeida i sar., 2011).
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2.5.5. Pretklinicke i klinicke studije

Preduslov za bioinzinjering zuba je identifikacija odgovarajuée Ccelijske
populacije, kreiranje biodegradabilnih nosaca i identifikacija specifi¢nih signala koji
doprinose indukciji ¢elija koja vodi regeneraciji izgubljenih tkiva (Telles i sar., 2011).
Zub kreiran bioinzinjeringom bi trebalo da ima sve karakteristike pravog zuba i koren
koji bi putem periodontalnog ligamenta bio vezan za alveolarnu kost Sto bi sprecilo
preranu resorpcju alveolarne kosti i obezbedilo adekvatno uzglobljavanje zuba. Za sada
se ispitivanja koja imaju za cilj regeneraciju dela zuba ili celog zuba sprovode na
modelu misa (Yamamoto i sar., 2003; Oshima i sar., 2011) i na modelu pacova (Duailibi
I sar., 2004). Na modelu misa je pokazano da kada se epitelne i mezenhimalne celije
izolovane iz zametka zuba u fazi zvona (embrion miSa star 14,5 dana) ekspandiraju in
vitro i potom sjedine u odgovaraju¢im kalupima, tokom narednih 60 dana,
transplantirane pod kapsulu bubrega, mogu da formiraju kompletan zub (Oshima i sar.,
2011). Takode, tako formiran zub je uspes$no transplantiran u alveolarnu kost miSa
(Oshima i sar., 2011). Korak dalje je napravljen u studiji u kojoj je pokazano da se
kompletan zub moze formirati i kada se zajedno kultivisu ekspandirane epitelne celije
gingive ljudi i mezenhimalne ¢elije zametka zuba misa (Angelova Volponi i sar., 2013).
Na taj nacin je bioinizinjering zuba priblizen moguénostima rutinske klini¢ke primene,
jer najmanje jedna populacija ¢elija koja je koriS¢ena za formiranje ,,biozuba‘ nije bila
embrionalnog porekla.

Klinic¢ka studija: U februaru 2013. godine u Kini je prijavljena klinicka studija
pod nazivom ,,Revitalizacija nezrelih stalnih zuba sa nekrotiénom pulpom uz pomoc
SHED peleta®. Planirano je da u studiju budu ukljuc¢ena deca od 7 do 12 godina koja jo$
uvek imaju mlecne zube ¢ija pulpa bi se mogla iskoristiti kao izvor SHED, a
istovremeno imaju stalne zube koji nemaju u potpunosti formiran koren zuba, a imaju
nekrozu pulpe zuba. Posle primene SHED peleta, uz pomo¢ kompjuterizovane
tomografije bi se pratila eventualna revaskularizacija pulpe i brzina rasta korena zuba
(www.clinicaltrials.gov). Pretpostavka je da ¢e se u bliskoj buducnosti pojaviti veci broj

klinickih studija koje ¢e imati za cilj stvaranje ,,biozuba“ kod ljudi.
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2.6. Oksidativni stres i antioksidativna zaStita

2.6.1. Oksidativni stres

Terapijski potencijal MMC izolovanih iz postnatalnih tkiva (bez obzira na tkivo
iz kog su izolovane) je ograni¢en njihovim malim brojem i ¢injenicom da tokom eXx Vvivo
ekspanzije dolazi do promena koje mogu negativno uticati na njihov potencijal za
diferencijaciju, a posle primene in vivo, regeneraciju tkiva. U te promene se ubraja
gubitak multipotentnih (primitivnih) klonova ¢elija i starenje ¢elija. Poznato je da DTSC
imaju znacajno veci proliferativni potencijal 1 kra¢e vreme udvajanja u kulturi u odnosu
na MMC poreklom iz kostane srzi (Huang i sar., 2009), ali, kao i ostale MMC imaju
ogranicen replikativni potencijal tokom dugotrajne kultivacije in vitro.

Kultivacija celija se najces¢e izvodi u atmosferi koja sadrzi fiziolosku
koncentraciju CO, (5%) i izuzetno visoku koncentraciju kiseonika koja ne postoji u
tkivima, ve¢ odgovara atmosferskim uslovima (20%). Pretpostavlja se da fizioloski
relevantna mikrosredina MMC ima procenat kiseonika izmedu 2% i 7%. To znaéi da
20% O; ¢ini mikrosredinu prezasi¢enu kiseonikom. Kiseonik kao dvoatomski molekul
nije previse reaktivan, ali je supstrat za stvaranje slobodnih kiseonikovih radikala (ROS)
koji mogu biti izvor oStecenja razliCitih Celijskih struktura. U ROS spadaju reaktivni
molekuli (vodonik- peroksid) i slobodni radikali sa jednim ili vi$e nesparenih elektrona
u poslednjoj orbitali (npr. superoksid-anjon-radikal, hidroksil-radikal, peroksil-radikal).
Tri glavna mesta stvaranja ROS unutar ¢elija su transportni lanac elektrona na nivou
mitohondrija, multienzimski sistem NADPH-oksidaze vezan za membrane celija, kao i
endoplazmatski retikulum. Veca koncentracija O, u medijumu u kome se gaje celije,
odrazava se 1 na koncentraciju O, u mitohondrijama u kojima se viSak kiseonika
redukuje u superoksid- anjon-radikal (O;"). U zavisnosti od tipa slobodnih kiseonikovih
radikala koji se stvaraju, u Celiji nastaju razli¢ite promene koje ukljucuju oste¢enja na
nivou DNK u vidu dvostrukih DNK prekida, i/ili oste¢enja na proteinskim, lipidnim i
ugljeno-hidratnim komponentama u ¢elijama (Ksiazek, 2009).

Oksidativno oSte¢enje proteinskih molekula koje izazivaju slobodni radikali
podrazumeva seriju promena medu kojima vazno mesto ima razvoj ,karbonilnog
stresa". Oksidativnim razlaganjem proteina obrazuju se peptidi ¢ije su N-terminalne

amino-kiseline blokirane a-ketoacilnim proizvodima. U sastavu proteina se, izmedu
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ostalih aminokiselina, nalaze lizin, arginin, prolin i treonin, ¢ijom oksidacijom mogu
nastati karbonilni derivati (Baynes, 1991; Levine i sar., 1994). Pored toga karbonilne
grupe mogu da nastanu reakcijom sa aldehidima (malondialdehid), koji nastaju tokom
lipidne peroksidacije ili sa reaktivnim karbonilnim derivatima kao §to su ketoamini i
ketoaldehidi (jedinjenja se stvaraju u reakciji redukujucih Secera kao $to je glukoza) ili
njihovih oksidacionih proizvoda sa lizinskim ostacima u proteinima. Izmedu
redukujucih Secera i proteina dolazi do reakcija glikozilovanja i oksidacije (Baynes,
1991). Iz tog razloga se prisustvo karbonilnih grupa u proteinima koristi kao marker
proteinskog osSte¢enja uzrokovanog ROS. Ovi proizvodi imaju kao posledicu promenu
konformacije proteina, §to se neminovno odrazava i na njihove funkcije. Utvrdeno je da
je oksidacija proteina, koju izmedu ostalog, procenjujemo na osnovu prisustva
karbonilnih grupa, povezana sa starenjem i brojnim bolestima medu kojima se Cesto
spominje i kancer (Imbesi i sar., 2013).

Lipidi su estri masnih kiselina i alkohola - glicerola i sfingozina, kao i estri
masnih kiselina i holesterola. Masne kiseline (MK) su karboksilne kiseline koje imaju
dug, ugljovodoni¢ni lanac. Lipidi predstavljaju izvor energije, strukturni su, ali i
funkcionalni elementi ¢elijskih membrana i imaju vazu ulogu u procesima celijske
signalizacije. Fosfolipidi su glavna komponenta C¢elijskih membrana, a duZina
ugljovodoni¢nih lanaca MK koje ulaze u njihov sastav, kao i stepen nezasi¢enosti,
znacajno uti¢u na fluidnost i funkcionalnost samih membrana. U zavisnosti od prisustva
dvogubih veza, MK se dele na zasi¢ene (SFA) i nezasi¢ene. Nezasicene MK se U
zavisnosti od broja dvogubih veza dele na mononezasi¢ene (MUFA) i polinezasi¢ene
(PUFA) MK. Poznato je da su PUFA, za razliku od SFA i MUFA, izuzetno osetljive na
oksidaciju, kao i da stepen oksidacije zavisi od broja dvogubih veza u lancu visih
masnih kiselina (Cosgrove i sar, 1987).

Tokom oksidativnog stresa, procesom interakcije ROS sa lipidima dolazi do
lipidne peroksidacije-LPO (Marnett, 2000), odnosno formiranja lipidnih peroksil-
radikala i lipidnih hidroperoksida. Reakcija lipidne peroksidacije je lancana reakcija
koja pocinje formiranjem alkil, peroksil i alkoksil radikala PUFA tokom koje kao
krajnji (sekundarni) proizvodi nastaju dugozive¢i aldehidi kao $to su 4-hidroksi nonenal
— HNE i malondialdehid - MDA (Marnett, 1999). 4-HNE je potentan alkiluju¢i agens
koji reaguje sa DNK i proteinima formirajuc¢i adukte (Kong i Kotraiah, 2012). MDA
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moze da reaguje sa slobodnim amino-grupama proteina, dovode¢i do nastanka oste¢enja
na proteinima. Pokazano je da i MDA formira DNK adukte, ispoljavaju¢i tako mutageni
efekat na nivou bakterija i sisarskih ¢elija (Marnett, 1999).

Pretpostavlja se da je lipidna peroksidacija (LPO) jedan od glavnih uzroka
nastanka DNK oSte¢enja koja znacajno doprinose pojavi kancera i drugih humanih
oboljenja (Marnett i sar., 2002). S obzirom na to da su lipidi glavne komponente
¢elijskih membrana, lipidna peroksidacija dovodi do znacajnih promena na nivou
bioloskih membrana. LPO indukuje promene u pogledu fluidnosti i funkcionisanja
¢elijskih membrana, inaktivaciju proteina i enzima koji su vezani za ¢elijsku membranu
kao i poja¢anu nespecifi¢nu propustljivost membrane za jone kao $to je jon kalcijuma
(Halliwell i Chirico, 1993). Stepen lipidne peroksidacije se moze odredivati na osnovu
masno-kiselinskog profila putem gubitka nezasi¢enih masnih kiselina, putem detekcije
primarnih (hidroperoksidi) ili sekundarnih proizvoda lipidne peroksidacije (MDA i 4-
HNE) (Halliwell i Chirico, 1993).

Slobodni kiseonikovi radikali su za ¢eliju vazni i kao signalni molekuli ukljuceni
u procese proliferacije, diferencijacije, regulacije energetskog metabolizma i odgovora
¢elije na stres (Finkel, 2011). U slu€aju mati¢nih celija je pokazano da ROS imaju
vaznu ulogu kako tokom procesa proliferacije tako i tokom diferencijacije (Carriere i
sar., 2003).
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2.6.2. Mehanizmi antioksidativne zastite na nivou ¢elije

Fina ravnoteza izmedu oksidanasa i antioksidanasa obezbeduje ocuvanje
strukture i funkcije ¢elijskih makromolekula (DNK, proteina i lipida), i do izvesne mere
stiti Celije od daljih oSte¢enja. Sistem antioksidativne zaStite na nivou celije Cine
enzimske (superoksid-dismutaza, katalaza, glutation-peroksidaza, glutation-reduktaza) i
neenzimske komponente (vitamini C i E, GSH (glutation), TRX (tioredoksin) i redoks
senzitivni molekuli npr. APE1/Ref-1 — eng. apurinic/apyrimidinic endonuclease/redox
effector factor-1, NFE2L2 (Nrf2) — eng. nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2).

Unutarcelijska koncentracija ROS zavisi od aktivnosti sistema antioksidativne
zagtite. Celije imaju veliki broj antioksidanasa &iji je cilj prevencija nastanka i
uklanjanje ve¢ nastalih oStecenja uzrokovanih ROS, ali i ucestvovanje u procesu
regulacije redoks senzitivnih signalnih puteva. Smatra se da su tri enzima veoma vazna
za sve celije koje zive pod aerobnim uslovima: superoksid-dismutaza (SOD), katalaza i
supstrat specifiéna peroksidaza, odnosno glutation-peroksidaza (GPx). Superoksid-
dismutaze (SOD) su §iroko rasprostranjeni ¢inioci sistema antioksidativne odbrane, koje
su McCord i Fridovich definisali kao proteine koji katalizuju visak superoksid-anjon-
radikala u vodonik-peroksid, te na taj nacin S§tite redoks senzitivne Celijske
makromolekule od osteé¢enja (McCord i Fridovich, 1969). Do sada su na nivou sisarskih
¢elija identifikovane tri izoforme ovog enzima: bakar,cink-superoksid-dismutaza
(Cu,Zn-SOD), mangan-superoksid-dismutaza (Mn-SOD) i ekstracelularna superoksid-
dismutaza (EcSOD) (Zelko i sar., 2002). MnSOD izoforma je jedina neophodna za
opstanak aerobnih organizama, $to je potvrdeno koris¢enjem Mn-SOD-knockout
miseva, za koje je pokazano da uginu ubrzo nakon rodenja sa izrazenim poremecajima
na nivou nervnog sistema i srca (Lebovitz i sar., 1996, Zhang i sar., 1996). Zanimljivi su
rezultati Shi i sardnika iz 2013. godine, koji su pokazali da dugoziveée miSeve
(Peromyscus leucopus) u odnosu na obi¢ne laboratorijske miseve (Mus musculus)
odlikuje povecanje aktivnosti Cu,Zn-SOD i katalaze dok su mladi, kao i manje
oksidativno oStecenje Celijskih makromolekula u starosti.

Katalaza i peroksidaza prevode nascentni vodonik-peroksid u vodu (u slucaju
katalaze kiseonik i1 vodu). Krajnji rezultat delovanja svih pomenutih enzimskih

komponenti sistema antioksidativne zastite je uklanjanje dve vrste radikala i njihova
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konverzija u vodu (slika 3) (Weydert i Cullen, 2010). Schriner i saradnici (2005) su
pokazali da miSevi sa pove¢anom ekspresijom katalaze imaju zivotni vek duzi za 20%,
kao 1 smanjeno ostecenje mitohondrija.

Pokazano je da ekspresija katalaze koja sadrzi sekvencu koja omogucuje
efikasniji import u peroksizome, na modelu ostarelih fibroblasta u kulturi, ponovno
uspostavlja narusenu redoks ravnotezu i obnavlja integritet mitohondrija u ¢elijama uz
znacajno smanjenje broja ostarelih ¢elija u populaciji (Koepke i sar., 2007).

SOD i katalaza ne zahtevaju kofaktore kako bi funkcionisale, dok GPx ne samo
da zahteva kofaktore, ve¢ ima i 5 izoenzimskih formi. Glutation-reduktaza i glukozo-6-
fosfat dehidrogenaza nemaju direktnu ulogu u uklanjanju ROS, ali su neophodne u cilju
regeneracije kofaktora (GSH i NADPH) koji omoguéuju funkcionisanje GPx (Liu i sar.,
2004).

Slika 3. Ilustracija odrzavanja redoks homeostaze u celiji (preuzeto iz Wang 1 sar.,
2013) ETC (elektron transportni lanac), SOD1 (Cu,Zn-SOD), SOD2 (Mn-SOD), SOD3
(EcSOD), NOS (NO-sintaza), NOX (NADPH-oksidaza), ER (endoplazmati¢ni
retikulum),  Gpx  (glutation-peroksidaza), @~ GR  (glutation-reduktaza), = Prx
(peroksiredoksin)

Za enzime koji su ukljuceni u sistem antioksidativne zaStite je karakteristi¢na
njihova lokalizacija u pojedinim celijskim odeljcima. Tako je katalaza uglavnom

koncentrisana u peroksizomima, Mn-SOD se nalazi u mitohondrijama, Cu,Zn-SOD
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(koja ¢ini 90% SOD aktivnosti u eukariotskoj ¢eliji) u citoplazmi 1 nukleusu, dok se
ekstracelijska SOD nalazi van ¢elija u nekim tkivima. Izoforme GPx mogu da se nadu u
nekoliko subéelijskih odeljaka, na primer u mitohondrijama ili nukleusu. Na taj nain
ovi enzimi reguliSu redoks status u razli¢itim delovima ¢elija (Weydert i Cullen, 2010;
Liu i sar., 2004).

Tokom in vitro kultivacije, disbalans izmedu oksidanasa i antioksidanasa u
samim c¢elijama moZe izazvati ireverzibilna oSteCenja Cija je posledica starenje,
apoptoza pa Cak 1 neoplasticna transformacija ¢elija (Kirkwood i Austad, 2000).
Dugotrajna in vitro kultivacija za posledicu ima promenjenu morfologiju mitohondrija,
smanjen antioksidativni kapacitet koji prati povecanje koncentracije ROS 1 smanjenje
koncentracije ATP-a. Disfunkcionalne mitohondrije na taj nacin utiC¢u na starenje
mati¢nih ¢elija in vitro, poreklom i od mladih i od starih donora (Geililer i sar., 2012).
Rezultati dobijeni na MMC poreklom iz kostane srzi pacova su pokazali da tokom
starenja, posredstvom Wnt/B-katenin signalnog puta, dolazi do indukcije stvaranja ROS,
povecéanja stepena lipidne peroksidacije i inhibicije aktivnosti SOD (Hao i sar., 2013,
Zhang i sar., 2013). U skladu sa svim prethodno navedenim efektima su i uocene
korelacije u pogledu povecane aktivnosti nekih od enzima koji su ukljuéeni u sistem
antioksidativne zastite sa produzenjem zivota jedinke (Sun i Tower, 1999; Schriner i
sar., 2005). Zbog toga, istrazivanja koja se sprovode na mati¢nim ¢éelijama i razli¢itim
¢elijskim linijjama kao krajnji cilj imaju definisanje onih ex vivo uslova koji ¢e uz
minimalno oSteCenje ¢elija obezbediti brzo umnozavanje i dobijanje velikog broja
vijabilnih ¢elija ¢iji potencijal za diferencijaciju nece biti ugrozen.

Vazno je naglasiti postojanje tendencija koje ukazuju na to da ¢elije koje in vitro
intenzivno proliferiSu svoj metabolizam skrecu sa procesa oksidativne fosforilacije u
smeru glikolize (Warburg-ov efekat). Ovaj fenomen je izgleda primenljiv i na
pluripotentne ¢elije u kulturi koje odlikuje intenzivna proliferacija. Najnovija
istrazivanja pokazuju da i celije koje se smatraju pluripotentnim (in vitro), odlikuje
niska koncentracija slobodnih kiseonikovih radikala, kao i mali broj slabo razvijenih
mitohondrija, $to ukazuje na moguénost da je snizenje ROS posledica smanjene
aktivnosti mitohondrija u nediferenciranim ¢elijama (Vacanti i Metallo, 2013).

Jedan od mogucih nacina prevazilazenja negativnih efekata ROS in vitro je

kultivacija ¢elija na niskim koncentracijama O; ili primena razli¢itih antioksidanasa. N-
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acetil-L-cistein (NAC) je antioksidant koji se ve¢ Kkoristi kao terapijski molekul u

medicini, ali se ¢esto primenjuje i u in vitro bioloskim sistemima.

2.7. Dejstvo N-acetil-L-cistein-a

NAC je acetilovana forma L-cisteina koja je ¢elijama vazna kao prekursor u
sintezi glutationa (Kelly, 1998). NAC moze da bude vazan izvor sulfhidrilnih (-SH)
grupa tokom kultivacije ¢elija, ali je vazan i kao acetilovani prekursor redukovanog
glutationa 1 kao agens koji direktno neutraliSe ROS 1 slobodne radikale azota (Zafarullah
i sar., 2003). Efekat NAC-a je opsezno ispitivan in Vvitro, na razli¢itim primarnim
¢elijskim kulturama ili imortalizovanim ¢elijskim linijjama i u ograni¢enoj meri na
MMC. Osnovni pravci istrazivanja kada se radi o éelijskoj kulturi su usmereni na uticaj
ovog molekula na proliferaciju i starenje ¢elija, dok su njegovi efekti na diferencijaciju
éelija posebno vazni prilikom ekspanzije MMC.

Efekat NAC na proliferaciju ¢elija: Efekat NAC-a na proliferaciju razlicitih
¢elijskih tipova je zanimljiv u smislu da su u literaturi zabelezeni i pozitivni i negativni
efekti. Primeri negativnog efekta NAC-a na proliferaciju ¢elija u kulturi su dozno
zavisna inhibicija proliferacije epitelnih Celija sluznice usne duplje (Sato i sar., 2009)
kao i inhibicija proliferacije fibroblasta. Pretpostavlja se da se inhibicija proliferacije
zasniva na snizavanju koncentracije ciklina D1, kao i poveéanju aktivnosti Mn-SOD
(Menon i sar., 2007).

Sa druge strane, dodatak NAC-a u kulture MMC poreklom iz masnog tkiva ljudi
1 nekih Zivotinja, povecava njihov proliferativni potencijal, bez znakova starenja Celija,
uz ocuvanje sposobnosti diferencijacije (Lin i sar., 2005, Wang i sar., 2008). Takode,
NAC dozno zavisno povecava prezivljavanje i broj pacovskih L6 mioblasta in vitro
(Kim i sar., 2006). NAC takode poboljsava prezivljavanje MMC iz kostne srzi pacova
po transplantaciji (Song i sar., 2010).

Objasnjenje stimulacije proliferacije moze biti u vezi sa c¢injenicom da
dodavanje NAC-a u medijum za kultivaciju, na 20% O, znacajno smanjuje starenje
MMC iz kostane srzi pacova uzrokovano prekomernom aktivacijom Wnt-p katenin
signalne kaskade, $to je pokazano smanjenim procentom SA-B-gal pozitivnih celija

(Zhang i sar., 2013). Dodavanje NAC je takode smanjilo oSteCenje DNK molekula i
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ekspresiju pl16, p53 i p21 (Zhang i sar., 2013). Jo§ jedna studija je ukazala na pozitivno
delovanje NAC-a na mati¢ne c¢elije. Prisustvo NAC-a in vitro poboljsava adheziju i
migraciju DPSC na MTA (eng. mineral trioxide aggregate) nosac¢ima. Ovaj bioloski
efekat je povezan sa poboljSanjem redoks statusa u ¢elijama nakon tretmana NAC-om
(Minamikawa i sar., 2011). Takode, NAC spre¢ava apoptozu, a stimuliSe proliferaciju
DPSC nakon kori$¢enja kompozitnih materijala sa smolama (Kojima i sar., 2008).
Pretretman humanih embrionalnih MMC NAC-om je znalajno pobolj$ao njihov
antioksidativni kapacitet u smislu povecanja nivoa glutationa u ¢elijama, kao i
sposobnost ¢elijske adhezije i Sirenja nakon izlaganja oksidativnom stresu in vitro.
Administracija NAC-om pretretiranih ¢elija imunokompromitovanim miSevima kod
kojih je izazvana povreda plu¢a primenom bleomicina, je dovela do znacajno
poboljsane retencije, ali i proliferacije, injektovanih MMC u povredenom tkivu, pa
samim tim 1 prezivljavanja u odnosu na NAC-om netretirane miSeve (Wang i sar.,
2013).

Efekat NAC na diferencijaciju ¢elija: Osim radova koji govore o efektu NAC-
a na proliferaciju ¢elija, u literaturi postoje podaci koji opisuju uticaj NAC-a na
diferencijaciju ¢elija. HEMA (2-hidroksietil-metakrilat) je jedan od materijala koji se
koristi u dentalnoj medicini i koji ima izrazeno citotoksi¢no dejstvo. Dodavanje NAC-a
u kulture DPSC / HEMA, stiti DPSC od apoptoze, indukuju¢i njihovu diferencijaciju u
odontoblaste (Paranjpe i sar., 2007). Protektivni efekat NAC-a se zasniva na aktivaciji
gena ukljuenih u proces odontogene diferencijacije. NAC promovise diferencijaciju
DPSC putem aktivacije NFkB (eng. Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) i inhibicijom JNK (eng. c-Jun N-terminal kinase) (Paranjpe i sar.,
2007). Dodavanje NAC u medijum za diferencijaciju znacajno je povecavalo osteogenu
diferencijaciju, kako tokom rane induktivne faze, tako i tokom faze mineralizacije i to
stimulacijom Wnt5a ekspresije (Ji i sar., 2011). NAC takode stimuliSe osteoblastnu
diferencijaciju cCelija poreklom iz kalvarije misa, mehanizmom koji najverovatnije
ukljucuje pojacanu sintezu glutationa (Jun i sar., 2008). NAC stimuliSe i neurogenu
diferencijaciju DPSC putem aktivacije serin/treonin protein-kinaze PKB/Akt (Noh i
sar., 2012).

S druge strane, dodavanje NAC-a u medijum za diferencijaciju inhibira

adipogenezu MMC izolovanih iz kostne srzi (Ji i sar., 2011). Navedeni rezultati se
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mogu povezati sa ¢injenicom da su u proces adipogene diferencijacije uklju¢eni ROS,
¢iji se nivo smanjuje dodavanjem NAC (Kanda i sar., 2011).

Rezultati dobijeni na embrionalnim maticnim ¢elijama ukazuju na to da
suplementacija NAC-om inhibira diferencijaciju u pravcu kardiomiocita. Prooksidativna
sredina predstavlja vazan preduslov tokom diferencijacije u pravcu kardiomiocita
embrioidnih tela jer je pokazano da je tretman embrioidnih tela sa antioksidansima
znacajno smanjio proces kardiomiogeneze (Sauer i sar., 2000).

NAC je antioksidant koji ima potencijalno zna€ajan uticaj na terapijsku primenu
MMC. Podaci navedeni u literaturi pokazuju da efekat NAC, u zavisnosti od doze i tipa
¢elije na koju deluje, moze biti potpuno razliit, ukljucujuéi efekte od smanjenog
vijabiliteta ¢elija do stimulacije proliferacije. U literaturi nema podataka o dejstvu
razli¢itih koncentracija NAC-a na osnovne funkcionalne osobine mati¢nih ¢elija zubne
pulpe mle¢nih zuba dece, niti 0 njegovom dejstvu na mehanizme antioksidativne zastite

ovih ¢elija u kulturama na 20% O,.
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3. CILJ | ZADACI ISTRAZIVANJA

Istrazivanja vezana za mati¢ne celije poreklom iz zubne pulpe su vazna s
obzirom na moguénost njihove klinicke primene. Ekspanzija ¢elija pre njihove klinicke
primene se najceS¢e izvodi U prisustvu nefizioloski visoke koncentracije kiseonika, a
njihovo prezivljavanje po transplantaciji zavisi od uslova u kojima su kultivisane. NAC
je antioksidans koji moze da spre¢i nastanak oksidativnih oStecenja, ali i da uti¢e na
proliferaciju i diferencijaciju celija in vitro. Jo§ uvek nije ispitano koja koncentracija
NAC efikasno spre¢ava oksidativno o$teCenje mati¢nih cCelija zubne pulpe, i kakav
efekat ta koncentracija ima na proliferaciju i/ili diferencijaciju ovih ¢elija. Cilj ove
disertacije je bio da se tokom visenedeljne kultivacije ¢elija izolovanih iz zubne pulpe
mleénih zuba dece ispita njihov proliferativni potencijal kao i potencijal za
diferencijaciju u osteoblaste, hondrocite i adipocite. Drugi cilj je bio da se utvrdi uticaj
razli¢itih koncentracija NAC na oksidativni status i proliferaciju i/ili diferencijaciju
mati¢nih ¢elija zubne pulpe. Zbog toga su postavljeni zadaci da se bez i sa razli¢itim
koncentracijama NAC (0,1 mM, 1 mM i 2 mM) odredi:

1. proliferativni potencijal ¢elija i njihovo vreme udvajanja u kulturi,
vijabilitet i procenat apoptoti¢nih Celija,
relativna brzina ulaska ¢elija u aktivan ¢éelijski ciklus,
ekspresija pozitivnih i negativnih markera MMC (CD34, CD29, CD44,
CD73, CD106, CD90, CD146, Col1A, STRO-1),

prisustvo SA-B-galaktozidaze,

A L

aktivnost enzima ALDH,
ekspresija HIF-1a,

zastupljenost pojedinih izoformi LDH tokom kultivacije,

© oo N o O

oc¢uvanje multipotentnosti, odnosno moguénost diferencijacije u celije
koStanog, hrskavicavog i masnog tkiva,
10. aktivnost enzima antioksidativne zastite (SOD 1 katalaze) i stepen

oksidativnog oStecenja intracelularnih proteina i lipida.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. Izolacija Celija

U ovom radu su koriSc¢ene ¢elije zubne pulpe zdravih mle¢nih zuba dece starosti
od 6 do 8 godina. Za koriS¢enje celija zubne pulpe u cilju uspostavljanja celijskih
kultura i izvodenja in vitro eksperimenata dobijen je pristanak roditelja. Neposredno pre
ekstrakcije, krunica zuba je premazivana sa 0.3% hlorheksidin gelom. Svi zubi su bili u
trecoj 1 Cetvrtoj fazi resorpcije korena i vadeni su zbog regularne smene mlecnih zuba.
Zubi su vadeni u lokalnoj anesteziji uobi¢ajenom stomatoloSkom metodom. U svim
etapama rada pre uspostavljanja celijske kulture, manipulacija sa zubima i zubnom
pulpom se odvijala u rastvoru antibiotika i antimikotika (Antibiotic-Antimycotic
solution, Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY 14072, USA) u koncentraciji od
100 U/ml penicilina, 100 pg/ml streptomicina i 0.25 pg/ml amfotericina B (AA rastvor)
u fosfatnom puferu (PBS, Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY 14072,
USA). Najkasnije 6 sati nakon ekstrakcije zuba, zubna pulpa je izdvajana pomocu
dentalnog ekskavatora, zatim isprana 2 puta u PBS-u i preneta u Petri Solju (BD
Biosciences, San Jose, CA 9513, USA) u kojoj je usitnjena na delove manje od 1 mm.
Celije zubne pulpe su dobijene metodom tkivnog eksplanta (Kerkis i sar., 2006) u
DMEM/F12 (Advanced DMEM/F-12, Gibco) medijumu sa 10% FBS (MSC-Qualified
FBS, Gibco) i AA rastvorom.

Celije su gajene u ovim uslovima 10 do 15 dana (nulta pasaza — P0), nakon &ega
su tripsinizovane i subkultivisane u slede¢e pasaze u dvogasnom CO, inkubatoru na 5%
CO; i 21% O, (Thermo Electron Corporation, Valtham, MA, USA). Tripsinizacija je
vrSena sa TrypLE™ Express (Gibco) kada su kulture dostizale 70 do 80% konfluence.
Celije su zasejavane u gustini od 5000 ¢elija po cm? u T-25 flaskovima (Primaria, BD
Biosciences). Medijum je menjan svakog treceg dana, a ¢elije su analizirane u pasazama
4,618.
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4.2. Odredivanje CFU-F

Za procenu broja CFU-F, ¢elije su u prvu pasazu zasejavane u koncentraciji od
400 éelija / cm?® u flaskove T-25 (Primaria, BD Biosciences). Nakon sedam dana celije
su isprane PBS-om, fiksirane metanolom i obojene 0,5% kristal-violetom. Agregati sa

vise od 50 ¢elija su brojani kao kolonije.

4.3. Analiza efekta NAC na populaciju ekspandiranih ¢elija poreklom iz zubne

pulpe

Da bi se utvrdilo dejstvo razli¢itih koncentracija NAC (Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, USA) na proliferaciju celija, 24 sata posle sadenja ¢elija u kulture je dodat
NAC u finalnoj koncentraciji od 0,1 mmol/L, 1 mmol/L i 2 mmol/L. Efekat NAC na
diferencijaciju je ispitivan tako Sto su celije gajene u uslovima sa NAC-om tokom 72
sata, nakon cega je regularni medijum zamenjen medijumom za diferencijaciju

(osteogenu, hondrogenu i adipogenu).

4.3.1. Vreme udvajanja broja ¢elija u kulturi

Vreme udvajanja broja ¢elija u kulturi (eng. Population Doubling Time — PDT)
odredeno je na osnovu broja zasadenih celija 1 broja cCelija koje su dobijene po
tripsinizaciji kultura u momentu kada su Celije dostigle oko 80% konfluence. Zive
¢elije su brojane manuelnom metodom uz pomo¢ hemocitometra i uz koris¢enje boje
tripan plavo. Celije su zasejavane u triplikatu. PDT je dobijen primenom formule:

PDT=tlog 2/ log Nt- log NO

Nt je broj ¢elija u po tripsinizaciji, NO je zasadeni broj celija, a t je duzina
kultivacije u danima.

Broj zivih ¢elija u suspenziji je odreden uz pomo¢ tripan plavog. Metoda je
zasnovana na principu da zive ¢elije ne apsorbuju boju, dok se mrtve oboje plavo u 0,2
% rastvoru tripan plavog, jer boja prodire u ¢eliju kroz oste¢enu celijsku membranu.
Podjednake koli¢ine komercijalne boje (Gibco) i ¢elijske suspenzije se pomesaju, a broj
zivih ¢€elija se prebroji u komorici. Primenom odgovarajuce formule, broj ¢elija se izrazi
na mililitar suspenzije.

Sve analize su uradene bez 1 sa razlicitim koncentracijama NAC-a.
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4.3.2. Odredivanje fenotipa ekspandiranih celija

Imunofenotipizacija ex vivo umnozenih ¢elija, od Cetvrte do osme pasaze, je
izvrSena sa slede¢im miS§jim antihumanim antitelima CD34 (PE konjugovano), CD29
(PECy5 konjugovano), CD73 (PE konjugovano), CD90 (PE konjugovano), CD146 (PE
konjugovano) i CD106 (FITC konjugovano). Sva antitela su proizvedena u BD
Biosciences (San Jose, CA, SAD). Nakon tripsinizacije i ispiranja u hladnom PBS /
0.5% FCS, ¢elije (2 x 10°) su inkubirane sa odgovaraju¢im monoklonskim antitelima 30
minuta na 4 °C, potom su tri puta isprane (1500 o/min (400 g), 5 minuta) i
resuspendovane za konac¢nu analizu. U cilju odredivanja stepena nespecificnog
vezivanja antitela, koriséene su odgovarajuce izotipske kontrole (BD Biosciences, San
Jose, CA, SAD). Sve analize su radene na proto¢nom citometru CyFlow CL (Partec,
Minster, Germany).

Osim proto¢nom citometrijom, ekspresija povrSinskih markera je odredena 1
primenom imunocitohemije. Celije u etvrtoj pasazi su posadene u komorice za ¢elijsku
kulturu (eng. Multiwell Glass Chamber Slides, BD Biosciences) i nakon postizanja
semikonfluence, fiksirane su metanolom i formaldehidom u odnosu 1: 9 (10 minuta,
sobna t) i dva puta ispirane u PBS-u. Aktivnost endogene peroksidaze je blokirana sa
0,5% H,0; (10 minuta, sobna t). Nakon svakog sledeCeg koraka inkubacije, celije su
ispirane sa TBS / 0,5% govedi serum albumin (BSA, Sigma) / 0.05 % Tween-20
(Sigma), 5 min. Uzorci su zatim inkubirani sa kozjim serumom (20 minuta, sobna t) i
isprani PBS-om. Zatim su uzorci inkubirani sa primarnim monoklonskim antitelima 60
minuta na sobnoj t. Za analize su kori$¢ena sledeca antitela: anti-CD73 (Santa Cruz),
anti-STRO-1 (Millipore Chemicon), anti-CD29 (Millipore Chemicon), anti-CD44
(Santa Cruz), anti-collagen 1 (Millipore Chemicon), anti-VCAM1/CD106 (Millipore
Chemicon), anti-osteonektin (Santa Cruz Biotech), anti-CD34 (Millipore Chemicon).
Primarna antitela su vizelizovana koriS¢enjem senzitivnog EnVision+ kita (Dako), na
nacin kako je preporucio proizvoda¢. DAB ili AEC (Dako) su koris¢eni kao hromogen.
Kontrole su podrazumevale isklju€ivanje primarnog antitela ili kori$¢enje nespecifi¢cnog
antitela. Preparati su kontrastirani hematoksilinom, montirani Keiser-ovim gelom i
analizirani na svetlosnom mikroskopu. Na isti nacin je detektovano prisustvo HIF-1a u

¢elijama, koris¢enjem anti-HIF-1o antitela (Millipore Chemicon).
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4.3.3. Odredivanje aktivnosti aldehid-dehidrogenaze

Aktivnost aldehid dehidrogenaze (ALDH) je odredena koris¢enjem Aldefluor
kita (Stem Cell Technologies Inc, Vancouver, Canada) u skladu sa uputstvima
proizvodaca. Nakon tripsinizacije Celija i ispiranja u PBS-u, celije (2x10°%) su
resuspendovane u odgovaraju¢em puferu koji se nalazi u sastavu kita. U Celijske
suspenzije je dodavano jedinjenje bodipi-aminoacetaldehid (BAAA) koje predstavlja
substrat za ALDH i koje nije fluorohnrom. BAAA je dodavan u koncentraciji od 1,5
uM/mL. Princip testa se bazira na Cinjenici da ALDH, prisutan u ¢elijama, konvertuje
BAAA u bodipi-aminoacetate (BAA), koji fuorescira i koji se zadrzava u unutrasnjosti
¢elija zbog ukupnog negativnog naelektrisanja. Posle inkubacije od 45 minuta na 37 °C,
kao rezultat reakcije, celije sa viskom aktivnos¢u ALDH, su intenzivno fluorescirale.
Reakcija je zaustavljena dodavanjem odgovaraju¢e koli¢ine ALDH inhibitora,
dietilamino-benzaldehid (DEAB). Sve analize su radene na proto¢nom citometru
CyFlow CL (Partec, Munster, Germany).

Sve analize su uradene bez i sa 0,1 mmol/L NAC.

4.3.4. Analiza ¢elijskog ciklusa propidijum-jodidom

U cilju odredivanja brzine ulaska ¢elija u sintetsku (S) fazu celijskog ciklusa,
¢elije u kulturi su prvo sinhronizovane (uskladena im je faza ¢elijskog ciklusa u kojoj se
nalaze) kultivacijom u 0,5% FBS u DMEM/F12 tokom 24 sata. Celije su potom
tretirane razli¢itim koncentracijama NAC-a, tokom 12 sati. Celije su po isteku tretmana
tripsinizovane, isprane dva puta u PBS-u i fiksirane u 80% etanolu (ohladen na -20 °C)
preko no¢i na -20 °C. Pre bojenja propidijum-jodidom (PI) ¢elije su isprane u PBS-u
(1500 o/min (400 g), 10 minuta) i resuspendovane u 500 pL rastvora: 50 pg/mL
PI/PBS (Sigma-Aldrich), 0,1 mg/mL Ribonukleaze A (Sigma-Aldrich) i 0,05% lgepala
(Sigma-Aldrich). Potom su ¢elije inkubirane 40 minuta na 37 °C, isprane (1500 o/min
(400g), 5 minuta), resuspendovane u 500 pL PBS-a 1 analizirane proto¢nom
citometrijom.

Sve analize su uradene bez 1 sa razli¢itim koncentracijama NAC.
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4.3.5. Odredivanje broja deoba testom sa karboksifluoresceinom

U cilju odredivanja broja Celijskih deoba sa i bez tretmana NAC-om, koris¢ena
je intracelijska fluorescentna boja CFDA-SE (eng. carboxyfluorescein succinimidyl
ester - CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit, Invitrogen). Princip testa se zasniva na
Cinjenici da CFDA-SE difunduje u celije, u kojima se, pod dejstvom esteraza,
konvertuje u CFSE koji ima intenzivnu fluoresciraju¢u aktivnost. Po deobi celije,
koli¢ina boje se podjednako raspodeljuje na obe Cerke celije, §to omogucuje detekciju
do osam ¢elijskih ciklusa proto¢nom citometrijom. Posle tripsinizacije i ispiranja (PBS /
2% FCS, 1500 o/min, 5 minuta), u ¢elijsku suspenziju (5 x 10° ¢éelija) dodat je CFDA-
SE u finalnoj koncentraciji od 2,5 mM, 10 minuta, sobna t, u mraku (Lyons i Parish,
1994). Reakcija je zaustavljena dodavanjem ohladenog medijuma (DMEM / F12 / 10%
FCS) i inkubacijom na +4 °C u trajanju od 5 minuta. Nakon dvostrukog ispiranja u
komplethom medijumu (DMEM / F12 / 10% FCS), uzorak c¢elija je analiziran
proto¢nom citometrijom, dok su ostale ¢elije zasejane u T-25 flaskove, i nakon 24 sata
tretirane razli¢itim koncentracijama NAC-a. Nakon 72 sata tretmana, celije su
tripsinizovane, isprane i analizirane na protocnom citometru.

Sve analize su uradene bez 1 sa razli¢itim koncentracijama NAC.
4.3.6. Procena celijske proliferacije pomoc¢u BrdU eseja

Analog timidina BrdU 5-bromo-2-deoksiuridin je reagens koji se ¢esto koristi u
cilju procene celijske proliferacije. BrdU je analog timidina, pa se tokom tretmana
ugraduje u DNK tokom S faze celijskog ciklusa, pa na taj nacin sluzi kao marker
proliferacije. Celije obelezene BrdU-om mogu se na razliGite naGine detektovati, u
nasem sistemu je koris¢eno specifi¢no antitelo koje je detektovano imunocitohemijski
(BrdU In-Situ Detection Kit I, BD Pharmingen™). Nakon tripsinizacije ¢elije su
zasejavane u predmetna stakalca za tkivnu kulturu s komoricama (eng. Culture glass
chamber slides, BD Falcon™). Rastvor za bojenje je pripremljen tako Sto je stok
solucija u koncentraciji od 1 mM BrdU u 1x PBS puferu) 100 puta razblazena u
kompletnom medijumu koji je koris¢en za uzgajanje ¢elija. Nakon §to su se ¢elije preko

no¢i zalepile, medijum u kome su se nalazile zamenjen je rastvorom za bojenje. Celije
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su inkubirane 12 sati, dva puta isprane u PBS-u i fiksirane u 4% puferovanom
formaldehidu (pH 7.4). BrdU inkorporacija je vizualizovana koris¢enjem anti-BrdU
antitela, streptavidin HRP i DAB-a kao hromogena. U cilju odredivanja procenta ¢elija
koje su inkorporirale BrdU, ukupno je brojano 300 celija, pa je procenat BrdU

pozitivnih ¢elija preracunavan.

4.3.7. Odredivanje broja zivih Celija ,,Trypan Blue” testom

Broj zivih ¢elija u suspenziji je odreden ,,Trypan Blue” testom, brojanjem
vijabilnih ¢elija u hemocitometru. Metoda je zasnovana na principu da zive Celije ne
apsorbuju boju, dok se mrtve oboje plavo u 0.2% rastvoru tripan plavog, jer boja prodire
u ¢eliju kroz oste¢enu cCelijsku membranu. Postupak je sledeci: pomesano je 50 uL 0,4
% tripan plavog i1 50 uL suspenzije ¢elija dobijene tripsinizacijom adherentnih celija,
stavljeno u komoru, nakon nekoliko minuta pauze zive Ccelije su izbrojane u
hemocitometru. Brojanje je vrseno u poljima za brojanje leukocita i po istoj proceduri.
Broj ¢elija je odredivan pomocu sledece formule:

Br. C/mI=Br. C / kvadratu x R x 10000

C- Zive ¢elije, R razblazenje suspenzije celija

4.3.8. Odredivanje broja apoptoti¢nih Celija

Za odredivanje broja apoptoti¢nih ¢elija koriS¢en je komercijalni kit za detekciju
apoptoze (Beckman Coulter, Fullerton, California). Sve procedure su izvedene u skladu
sa uputstvom proizvodaca. Ukratko, ¢elije su nakon tripsinizacije dva puta isprane u
ohladenom PBS-u (1500 o/min, 5 minuta) i resuspendovane u ohladenom
odgovaraju¢em puferu u koncentraciji od 1 x 10° ¢elija / mL. U 100 mikrolitara ¢elijske
suspenzije je dodat 1 pL aneksin-FITC i propidijum-jodid (PI) u finalnoj koncentraciji
od 50 pg/mL. Celijska suspenzija je inkubirana 15 minuta na ledu u mraku. Potom su
¢elije isprane dva puta (1500 o/min, 5 minuta) i analizirane na proto¢nom citometru.

Opisani test se bazira na Cinjenici da u pocetnoj fazi apoptoze dolazi do
premestanja fosfatidil-serina iz unutrasnjosti lipidnog dvosloja na spoljasnju stranu
¢elijske membrane. In vivo, ta strukturna transformacija omogucava fagocitima

prepoznavanje apoptoti¢nih ¢elija 1 njihovo uklanjanje bez izazivanja upalnog procesa.
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Aneksin V je protein Koji se specifi¢no vezuje za fosfatidil-serin. Kada se za aneksin V
veze fluorescentna boja, broj apoptoticnih celija za koje se veze ovaj konjugovani
molekul se moze odrediti pomocéu protocne citometrije. Aneksin V se vezuje i za
fosfatidil-serin s unutrasnje strane Celijske membrane ukoliko je membrana oStecena,
kao u slucaju nekroze c¢elija. Kako bi se mogle razlikovati nekroti¢ne, zive 1 Celije u
apoptozi, ¢elije se dodatno boje sa Pl koji zbog velike molekulske mase ne prolazi kroz
¢elijsku membranu zivih ¢elija. Ako je Celijska membrana ostecena PI ulazi u ¢eliju i
vezuje se za jedarni materijal zbog specificnog afiniteta prema nukleinskim kiselinama.
Zato je moguce istovremenim bojenjem celija aneksin V - FITC (zelena fluorescenca) i
Pl (crvena fluorescenca) razlikovati zive Ccelije (FITC negativne, PI negativne),
apoptoticne c¢elije (FITC pozitivne, PI negativne) i ¢elije u kasnoj apoptozi (nekrozi)
(FITC pozitivne, Pl pozitivne).

Sve analize su uradene bez 1 sa razli¢itim koncentracijama NAC.
4.3.9. Odredivanje aktivnosti g-galaktozidaze

Aktivnost -galaktozidaze (eng. Senescence-associated f-galactosidase - SA-B-
Gal) za koju se smatra da je marker starenja celija, odredena je koriS¢enjem
komercijalnog kita Senescence Cells Histochemical Staining kit (Sigma-Aldrich) prema
instrukcijama proizvodaca. Celije (2x10%) su kultivisane u komoricama (eng. Multiwell
Glass Chamber Slides, BD Biosciences) bez i sa razli¢itim koncentracijama NAC-a
tokom 72 sata. Nakon ispiranja u PBS-u ¢elije su fiksirane komercijalnim fiksativom 5
minuta na sobnoj temperaturi, inkubirane na 37 °C tokom no¢i u sveze pripremljenom
rastvoru za bojenje koji je sadrzao X-Gal (5-brom-4-hlor-3-indolil P3-D-galaktozidu) u
rastvoru ¢iji je pH 6.0. Celije su potom isprane u PBS-u i kontrastirane bojom Neutral
Red (Merck). Citoplazma celija koje sadrze SA-B-Gal se bojila zeleno. Procenat
obojenih ¢elija je odredivan na uzorku od 300 c¢elija. Prema nivou aktivnosti -
galaktozidaze, sve pozitivne ¢elije su oznacene kao slabo (+), umereno (++) ili visoko
pozitivne (+++).

Sve analize su uradene bez i sa razli¢itim koncentracijama NAC.
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4.3.10. Diferencijacija ¢elija in vitro

Diferencijacija ekspandiranih ¢elija u smeru osteogeneze, hondrogeneze i
adipogeneze izvedena je kori$¢enjem komercijalnih medijuma (Stem PRO Osteogenesis
Kit, Stem PRO chondrogenesis Kit, Stem PRO Adipogenesis Kit Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA).

Osteogeneza: nakon prvih 48 sati po sadenju Celija (5x10%) u komorice,
kompletan medijum za ekpanziju je zamenjen sa Stem PRO Osteogenesis medijumom
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Medijum je menjan dva puta nedeljno tokom trajanja
osteogene diferencijacije. Pojedine kulture su prekidane posle 5 i 10 dana da bi se
utvrdila aktivnost alkalne fosfataze (detaljan opis metode naveden u daljem tesktu
materijala i metoda). Preostale kulture su nakon tri nedelje prekinute, ¢elije oprane PBS-
om i obojene Alizarin red S (Sigma-Aldrich). Detaljan opis bojenja se nalazi u daljem
tekstu materijala i metoda.

Adipogeneza: prvih 48 sati po sadenju ¢elija (5x10°%) u komorice, kompletan
medijum za ekpanziju je zamenjen sa Stem PRO Adipogenesis medijumom (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Medijum je menjan dva puta nedeljno tokom trajanja adipogene
diferencijacije. Posle tri nedelje kultivacije ¢elije su obojene Oil red O bojom (Sigma-
Aldrich) kojom se dokazuje prisustvo masnih kapljica u ¢elijama (detaljan opis metode
naveden u daljem tekstu materijala i metoda).

Hondrogeneza: posle tripsinizacije, ¢elije su isprane i resuspendovane u Stem
PRO Hondrogenesis medijumu (Invitrogen) i kultivisane na dva nacina. Prvi nacin je
podrazumevao Kultivaciju ¢elija (2x10°) u polipropilenskim epruvetama posle
centrifugiranja na 1000 o/min 5 minuta da bi se dobio takozvani celijski “pellet”.
Tokom dve nedelje kultivacije i menjanja medijuma dva puta nedeljno, doslo je do
stvaranja trodimenzionalne strukture loptastog oblika veli¢ine 1,5 mm. Formirane pelete
su potom fiksirane, ukalupljne i dalje procesuirane klasi¢nim histoloSkim tehnikama
kojima je pokazana grada ovih tvorevina.

Drugi nacin je podrazumevao kultivaciju ¢elija u hondrogenom medijumu u veé
opisanim komoricama. Posle dve nedelje ¢elije su lizirane i odredena je koncentracija
glikozaminoglikana, proteina i DNK. Istovremeno su za kontrolu svih navedenih

uslova, ¢elije gajene u medijumu za ekspanziju.
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4.3.11. Alizarin Red S bojenje

Nakon tri nedelje osteogene diferencijacije, ¢elije su isprane u PBS-u, fiksirane u
formaldehidu (30 minuta) i dva puta isprane destilovanom vodom. Celije su potom
obojene sa 2% rastvorom Alizarin Red S, pH 4,2 (Sigma Aldrich), 20 minuta na sobnoj
t i nekoliko puta isprane destilovanom vodom. Crvena boja ECM je ukazivala na
prisustvo deponovanih soli kalcijuma. Pet reprezentativnih polja iz svakog uslova je
slikano na invertnom mikroskopu LEICA (LEICA DMIL LED, Leica Microsystems,
Wetzlar, Nemacka).

4.3.12. Oil Red O-bojenje i kvantifikacija adipogene diferencijacije

Posle tri nedelje adipogene diferencijacije, ¢elije su isprane u PBS-u, fiksirane
formaldehidom (30 minuta) i dva puta isprane destilovanom vodom. Zatim je na Celije
dodat 60% izopropanol u trajanju od 5 minuta. Nakon toga su celije obojene 5%
rastvorom Oil red O boje (Sigma-Aldrich) u 60% izopropanolu. Nakon 10 minuta
kulture su detaljno isprane vodom iz Cesme, pa destilovanom vodom i slikane na
invertnom mikroskopu Leica (LEICA DMIL LED, Leica Microsystems, Wetzlar,
Nemacka). Potom su preparati slikani na svetlosnom mikroskopu pod imerzijom.

Za kvantifikovanje stepena diferencijacije ekspandiranih ¢elija u adipocite, Oil-
red O je eluiran rastvorom 10% Igepala (Sigma-Aldrich) u izopropanolu (Baker J.T.)
tokom 10 minuta na 37 °C. Dobijeni supernatant je centrifugiran 5 minuta na 12000
o/min (15000g) kako bi se uklonile Celije. Opticka gustina rastvora je odredena na 490
nm spektrofotometrijski. Uporedivanjem opti¢kih gustina rastvora diferenciranih 1

nediferenciranih ¢elija dobijen je odnos koji je dalje analiziran.
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4.3.13. Histohemijska i imunohistohemijska analiza hondrogenih peleta

Pelete su fiksirane 24h u 10% neutralnom formalinu, dehidratacija je uradena
kroz seriju alkohola (50%, 70%, 96% etanol i 100% izopropanol) i ksilol. Tkivo je
uklapano u parafin sa tackom topljenja 42 °C, a isecci debljine 5 um bojeni su alcian-
plavim da bi se utvrdilo prisustvo glikozaminoglikana (GAG). Procedura bojenja alcian-
plavim: Nakon deparafinizacije iseCaka u ksilolu i hidratacije kroz alkohole razli¢itog
razblazenja (100%, 96% etanol) i destilovanu vodu, ise€ci su bojeni vodenim rastvorom
alcian-plavog (0,1%). Kao medijum za montiranje pokrovnog stakla koris¢en je DPX
(DPX mounting medium, Fisher scientific®).

Sinteza kolagena tip 2 u peletama je potvrdena imunocitohemijski, kori§¢enjem

antitela na kolagen tip 2 (Abcam).

4.3.14. Kolorimetrijsko odredivanje aktivnosti enzima alkalna fosfataza u

Celijskom lizatu

Da bi se uporedila sposobnost osteogene diferencijacije izmedu razli¢itih uslova
kultivacije, merena je aktivnost alkalne fosfataze (AP) u celijskom lizatu 5 i 10 dana
nakon dodatka osteogenog medijuma. Aktivnost AP je neophodna za hidrolizu f-
glicerofosfata ¢ime in vitro zapocinje proces mineralizacije. Kolorimetrijska metoda za
odredivanje aktivnosti AP kao hromogeni supstrat koristi p-nitrofenil-fosfat (pNPP, eng.
p-nitrophenylphosphate, (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Pod dejstvom AP,
pPNPP prelazi u p-nitrofenol, rastvorljiv, Zuto obojeni proizvod, ¢iji je intenzitet boje
proporcionalan aktivnosti enzima.

U navedenim vremenima, ¢elije su tri puta isprane u PBS-u, a potom je u svaku
komoricu dodato po 200 pL pufera za lizu ¢elija (1% Igepal, pH 7,5, Sigma-Aldrich).
Posle inkubacije od 12 casova (4 °C), sadrzaj je preneSen u ependorfice i na 4 °C
centrifugiran 10 minuta na 10000 g (10000 o/min). Izdvojeni supernatant je koris¢en za
analizu. Aktivnost AP je odredivana u mikrotitarskim plocama po slede¢em postupku.
U svaki bunarci¢ je dodato po 5 pL uzorka, 15 pL pufera za lizu ¢elija i 180 pl p-NPP
rastvora u puferu za substrat (5 mM p-nitrofenil-fosfat u 50 mM glicinu, 1 mM MqCl,,

pH 10,5). Uzorci su inkubirani 15 minuta na 37 °C i reakcija je prekidana dodavanjem 1
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M NaOH. Potom su apsorbance ocitavane na optickom citacu (Labsystems Multiskan
PLUS, Finska) na talasnoj duZzini od 405 nm. Aktivnost AP je izraGunataa koris¢enjem
jednacine izvedene iz standardne krive i izrazena je kao ug p-nitrofenola/mg

proteina/minuti.
4.3.15. In situ hibridizacija

In situ hibridizacija (In situ hybridization - ISH) je sprovedena u cilju detekcije
¢elija koje sintetiSu kolagen tip I u hondrogenim peletama. Na iseccima hondrogenih
peleta debljine 5 um sprovedene su Riboprobe (RNK probe) oznaéene digoksigeninom
(DIG) za kolagen tip 1. Za pozitivnu kontrolu, prilikom izvodenja ISH za kolagen tip I,
probama vrSena je preko no¢i na 60 °C u vlaznoj sredini. Nakon inkubacije preparati su
oprani da bi se odstranili nevezani molekuli i slabo vezane sekvence i reakcija je
blokirana sa 10% FBS u 1% blokiraju¢em puferu u PBS-Tween-u. Da bi se
vizuelizovali DIG-om oznaceni oligonukleotidi, nakon hibridizacije je dodato, anti-DIG
antitelo konjugovano sa AP u blokiraju¢em puferu. Reakcija se odvijala preko no¢i na
temperaturi od 4 °C. Posle inkubacije, dodat je supstrat za vizuelizaciju AP aktivnosti,
NBT / BCIP (Nitroblue tetrazolium soli / 1,5-dibrom-4 hlor-3-fosfat-indolil) koji
formira tamno plavi ili braon u vodi nerastvorljiv talog na mestima gde postoji aktivnost

AP nakon ikubiranja na 37 °C. Preparati su potom slikani opti¢kim mikroskopom.

4.3.16. Odredivanje koncentracije glikozaminoglikana

Za odredivanje koncentracije glikozaminoglikana koris¢en je Blyscan kit
(Biocolor, UK) po uputstvima proizvoda¢a. Nakon papainske digestije po 100 ul uzorka
je kombinovano sa reagensom koji sadrzi blyscan boju, inkubirano pola sata i
centrifugirano na 12000 o/min (15000 g) 10 minuta kako bi se istalozio kompleks boje i
glikozaminoglikana. Nakon resuspendovanja kompleksa u reagensu za disocijaciju u
mikrotitarskim plo¢ama odredivana je apsorbanca na 650 nm. Rezultati Su izrazeni kao

ug GAG/ug DNK.
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4.3.17. Kvantifikacija DNK

Ukupna DNK u uzorcima celijskih lizata je kvantifikovana fluorimetrijskim
testom (FluoReporter® Blue Fluorometric dsDNA Quantitation Kit, Invitrogen,
Molecular Probes). Ovaj kit sadrzi DNK-specificnu bisbenzimidazol boju Hoechst
33258. U 100 pl papainske suspenzije je dodato 100 pL rastvora Hoechst 33258 boje u
TNE (10 mM Tris, 2 M NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,4) puferu. Finalna koncentracija je
Hoechst 33258 je bila 0.35 pg/mL. Fluorimetrijsko merenje DNK standarda i uzoraka je
uradeno u triplikatu. Standardi i uzorci su ekscitirani na 355 nm na spektrofluorimetru
(1420-040 VICTOR3V multilabel counter, Perkin Elmer Life and Analytical Sciences,
Singapore), dok je emisija merena na 460 nm. DNK koncentracija je izraunata na

osnovu standardne Kkrive i izrazena kao ug DNK/mI papainske suspenzije.

4.4. Odredivanje stepena oksidativnog oSteéenja | aktivnosti enzima

antioksidativne odbrane

4.4.1. Liziranje Celija i odvajanje ¢elijskih proteina

Nakon inkubacije bez i sa razli¢itim koncentracijama NAC-a, Celije isprane sa
PBS-om i lizirane dodavanjem 1 mL pufera u T-25 flasku. Nakon inkubacije u trajanju
od 30 minuta na ledu, lizirane ¢elije su centrifugirane na 10000g (10000 o/min) 15
minuta na +4 °C. Supernatant je ¢uvan na -80 °C do izvodenja analiza koje su imale za
cilj da pokazu stepen oksidativnog oStecenja 1 nivo antioksidativne zastite.

Pufer za lizu (pH 7,5) je sadrzao 1% nejonskog deterdzenta Igepal-a, 50 mM
Tris-a (tris(hidroksimetil)aminometan), 150 mM NaCl, 1 mM Na-ortovanadata
(inhibitor tirozinskih proteinskih fosfataza), = 10 mM NaF (inhibitora serinskih i
treoninskih proteinskih fosfataza), i koktel inhibitora proteaza (1 mM PMSF
fenilmetilsulfonilfluorid), 10 mM e-aminokapronske kiseline, 2 pg/ml aprotinina A, 40
pg/ml leupeptina i 1 uM pepstatina A). Sve komponente pufera su nabavljene od

Sigma-Aldrich kompanije.
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4.4.2. Koncentracija proteina u ¢elijskom lizatu

Koncentracija proteina u citosolnoj frakciji liziranih ¢elija je odredena upotrebom
komercijalnog BCA testa (SERVA BCA Protein Assay Macro Kit, Heidelberg,
Germany) uz modifikacije. Princip testa se zasniva na sposobnosti proteina da uz
prisustvo BCA (eng. Bicinchoinic Acid) redukuje dvovalentne jone bakra stvarajuci
proizvod ljubicaste boje (Smith, 1985). U mikrotitarskim plo¢ama (96 bunarica sa
ravnim dnom) pomesano je 200 ul radnog rastvora BCA reagensa sa 10 ul celijskog
lizata. Nakon 30 sekundi intenzivnog mesanja, rastvor je inkubiran 30 minuta na 37 °C.
Posle hladenja na sobnoj temperaturi odredivana je apsorbanca na 540 nm na
automatskom ¢itatu za mikrotitarske ploc¢e (Labsystems Multiskan PLUS, Finska).
Koncentracija proteina je odredena na osnovu standardne krive za govedi serum
albumin (BSA, Bovine Serum Albumine). Senzitivnost ovog testa omogucuje detekciju

proteina u opsegu koncentracija od 25 — 1000 pg proteina / mL.

4.4.3. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze (CAT) u celijskom lizatu je odredena na osnovu funkcije ovog
enzima da katalizuje razgradnju vodonik-peroksida do vode i molekulskog kiseonika.
Smanjenje koncentracije vodonik-peroksida praceno je merenjem apsorbance na 240
nm, kinetickom metodom analize. Jedinica aktivnosti CAT izrazena je brojem pumol-a

vodonik-peroksida koji se razlaze u jednom minutu po miligramu proteina u ¢elijskom
lizatu (umol/mg/min). (Aebi, 1984)

4.4.4. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze

Za odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD) korisc¢ena je ,,adrenalinska
metoda“ koja pripada grupi metoda negativnog tipa, koja prati smanjenje brzine
autooksidacije adrenalina u alkalnoj sredini, koji je zavistan od superoksid-anjon-
radikala. Brzina autooksidacije adrenalina prati se spektrofotometrijski (CECIL CE
2021UV/VIS) preko promene absorbance na 480 nm. Porast absorbance na 480 nm je

posledica akumulacije adrenohroma. SOD aktivnost je izraZzena kao U/mg proteina u
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¢elijskom lizatu (supernatantu). Jedinica SOD aktivnosti je definisana kao zapremina,
odnosno koli¢ina proteina koja uzrokuje 50% inhibicije brzine autooksidacije adrenalina
u linearnom delu porasta apsorbance. Mn-SOD je odredivana nakon preinkubacije
celijskog lizata sa 5 mM KCN. Aktivnost Cu,Zn-SOD je izraCunavana na osnovu
razlike izmedu aktivnosti ukupne SOD i Mn-SOD. (Misra i Fridovich, 1972)

4.4.5. Odredivanje koli¢ine malondialdehida (MDA)

Koncentracija malondialdehida je odredena reakcijom sa tiobarbiturnom kiselinom
(TBA), pri ¢emu se formira obojeni proizvod. Intenzitet boje nastalog proizvoda
odreduje se spektrofotometrijski (CECIL CE 2021UV/VIS) merenjem apsorbance na
535 nm. Koncentracija MDA je izraCunata na osnovu molarnog ekstinkcionog
koeficijenta bojenog proizvoda (a=1.56x10°mol™ cm™) i izrazena u nM na miligram

proteina u ¢elijskom lizatu (hnm MDA / mg proteina). (Cynamon i sar., 1985)

4.4.6. Odredivanje ukupnih tiolnih (-SH) grupa

Broj ukupnih tiolnih grupa u ¢elijskom lizatu (proteinskih i neproteinskih) odreden
je spektrofotometrijski sa 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoevom kiselinom i merenjem
apsorbance na talasnoj duzini od 412 nm na spektrofotometru (CECIL CE
2021UV/VIS), koridéenjem apsorpcionog koeficijenta a=14150mol™ cm™. Dobijeni

rezultati su izrazeni u umol/mL. (Ellman, 1959)

4.4.7. Odredivanje relativne zastupljenosti LDH izoenzimskih oblika u

supernatantu

Izoenzimski oblici laktat-dehidrogenaze (LDH;, LDH,, LDH3, LDH,4 i LDHs) su
odredivani vertikalnom elektroforezom na 7,5% PAGE-gelu (HOEFFER MINI VE,
Amersham, LKB, 2117, Bromma, Uppsala Sweden), uz primenu TRIS-glicinskog
pufera, po metodi Yoshida i Takakuwa (1997). Trake su vizualizovane u prisustvu
litijjum-laktata kao supstrata, NADH kao kofaktora i tetrazolijum plavog. Intenziteti

traka LDH izozima mereni su denzitometrijski koriS¢enjem Scion Image Beta 4.02
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software (scion corp., 2007). Koncentracija ukupne LDH je izraZzena kao P (povrSina na
gelu) normalizovana na koncentraciju proteina. Intenzitet svake trake koja predstavlja
odredenu izoenzimsku varijantu je izraZzen kao procenat u odnosu na ukupnu povrsinu.
Kako su Rf vrednosti LDH, i LDHs izoformi tokom elektroforeze bile priblizne, u

analizama je prikazana zbirna vrednost obe izoforme.

4.4.8. Odredivanje sadrzaja karbonilnih grupa u oksidovanim proteinima u

supernatantu

Karbonilni  derivati  proteina  odredivani su  reakcijom sa 24-
dinitrofenilhidrazinom (DNPH) (Levine i sar., 1990). Kao proizvod reakcije nastaju 2,4-
dinitrofenilhidrazoni koji se detektuju spektrofotometrijski na 370 nm. Koris¢enjem
30% trihlorsiréetne kiseline nastao je talog koji je pomeSan sa 10 mM DNPH (2,4-
dinitrophenilhidrazin) u 2 M HCI. Uzorci su inkubirani 1 h na sobnoj temperaturi,
isprani tri puta sa rastvorom etanol-butilacetata (1:1 v/v), rastvoreni u 6 M gvanidin-
HCI na 37 °C 15 minuta uz mesanje na vorteksu. Koli¢ina karbonilnih grupa je
izmerena spektrofotometrijski i odredena iz absorbance na 370 nm uz upotrebu
molarnog ekstinkcijskog koeficijenta a=22x10°mol™cm™. Vrednosti su izraZene u nM

karbonilnih derivata po miligramu proteina.

4.5. Analiza masno-kiselinskog profila ukupnih C¢elijskih lipida gasno-teénom

hromatografijom

4.5.1. Ekstrakcija ukupnih lipida iz celija

Ukupni lipidi iz ¢elija su izolovani smeSom organskih rastvaraca. Svi koriS¢eni
rastvaraCi u postupku ekstrakcije lipida su bili J.T. Baker p.a. kvaliteta. Nakon
metilovanja, metil-estri masnih Kiselina su razdvajeni gasno-tecnom-hromatografijom
(GLC).

Princip metode: Ukupni lipidi iz celija su izolovani uz primenu izopropil-
alkohola i hloroforma u koji je dodat 0.005% BHT (antioksidant) (Sigma-Aldrich) po
metodi Rose i Oklander (1965). Celijska suspenzija u PBS-u (100 uL) je intenzivno
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mesana 60 minuta sa 2,2 mL izopropanola. Zatim je dodato 1,7 mL hloroforma i uzorci
su inkubirani na sobnoj temperaturi uz povremeno mesanje tokom narednih sat
vremena. Dobijeni lipidni ekstrakt je propusten kroz disk natrijum-sulfata i uparen u
struji azota.

Priprema uzoraka za gasno-te¢nu-hromatografiju: Suvi pre¢iSéeni ekstrakti
su rastvoreni u 300 ul smese hloroform-methanol 2:1 (v/v) upareni do suva u struji
azota, resuspendovani u 1,5ml n-heksana i intenzivno mesani. Masne Kkiseline su
esterifikovane po modifikovanoj metodi transesterifikacije Christopherson i Glass-a
(Christopherson i Glass, 1969). Naime, u precisc¢eni ekstrakt, resuspendovan u 1,5 ml n-
heksana, je dodavano 0.2 ml 1 M H,SO,4 u metanolu i inkubirani 2 sata na 85 °C. Nakon
hladenja smesa je centrifugirana na 3000 o/min (1600 g) i odvojeni heksanski sloj

uparen do suva u struji azota.

4.5.2. Ekstrakcija ukupnih lipida iz FBS

Princip metode: Ukupni lipidi fetalnog govedeg seruma su ekstrahovani smesom
organskih rastvaraca hloroform - metanol 2:1 (v/v). U 0,5 ml seruma je dodato 3 puta po
1,5 ml smese organskih rastvarac¢a hloroform - metanol 2:1 (v/v) i 50 mg% BHT.
Izmedu dodavanja porcija hloroform — metanol, ekstrakt je snazno vorteksovan oko 1
minut. Dobijeni lipidni ekstrakt je propusten kroz disk natrijum sulfata, pa uparen do
suva. Suvi precis¢en ekstrakt rastvoren je u 0,2 ml hloroform - metanola 2:1 (v/v),
uparen do suva i koris¢en za metilovanje.

Masne kiseline se direktno esterifikuju po modifikovanoj metodi
transesterifikacije (Christopherson i Glass, 1969).

4.5.3. Gasno-teéna hromatografija

Uzorci pripremljenih metil-estara rastvoreni su u oko 10 uL n-heksana (u
zavisnosti od koli¢ine suvog ostatka) neposredno pre analize, a od toga je injektovano
0,5 puL uzorka. Masne kiseline su identifikovane na osnovu retencionih vremena
standarda masnih kiselina (Sigma, Chemical Co, st.Louis, MO, USA) i/ili Supelco Inc.,

Belleforte, PA, USA) dobijenim pri istim uslovima. Sadrzaji pojedina¢nih masnih
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kiselina izrazeni su u procentima od ukupno detektovanih masnih kiselina, na osnovu
povrsine njihovih pikova.

Masne kiseline ukupnih lipida su analizirane gasno-te¢cnom hromatografijom na
aparatu Shimadzu GC 2014 sa jonizacionim detektorom. KoriS¢ena je semikapilarna
kolona DB-23. Debljina filma stacionarne faze je bila 0,25 mm. Protok noseteg gasa
(helijuma) je bio 5 mL/min, protok vazduha 320 mL/min, a vodonika 30 mL/min.
Temperatura detektora je bila podeSena na 250 °C, a injektora na 220 °C. Temperaturni
profil kolone je izgledao na slede¢i nacin: 5 minuta na 140 °C, zatim je temperatura
postepeno povecavana za 3 °C/minuti do 190 °C, odnosno 1 °C/minuti do 220 °C, i na
kraju 15 minuta na 220 °C.

4.6. StatistiCka analiza

Rezultati su obradeni i prikazani kao srednja vrednost (X ), medijana (MD),
standardna devijacija (SD), interkvartilni raspon (IR), minimum (Min), maksimum
(Max). Za poredenje rezultata dobijenih posle kultivacije ¢elija u razli¢itim uslovima
korigéeni su Sapiro-Vilk (eng. Shapiro-Wilk) za ispitivanje normalne distribucije
podataka; Studentov t-test za ispitivanje razlika izmedu dve grupe podataka (za
parametre koji pokazuju normalnu distribuciju); Vilkoksonov test oznaéenih rangova
(eng. Wilcoxon signed ranks test) za analizu dve grupe podataka koji su rezultat
ponovljenih merenja (ne-parametarska analiza). Minimalni nivo statisticke znacajnosti
bio je p<0,05. Statisticka obrada podataka je uradena koriS¢enjem softverskog paketa

Prisma 5.0. Neke od analiza su uradene u Excell-u.
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5. REZULTATI
5.1. Izolacija pocetne populacije éelija

U ovom radu su metodom tkivnog eksplanta izolovane ¢elije poreklom iz zubne
pulpe eksfoliranih zuba dece stare od 6 do 8 godina. Nakon 2 do 3 dana iz eksplanta su
pocinjale da migriraju celije koje su istovremeno i proliferisale stvarajuéi ostrvca bogata
¢elijama (slika 1A). Nakon deset do cetrnaest dana, ¢elije su tripsinizovane, prebrojane i
presejane u nove plasticne posude. Vreme Kultivacije posle prve tripsinizacije je
oznaceno kao prva pasaza (P1). Broj presejanih celija se kretao od 30000 do 300000
éelija. U P1 broj CFU-F je iznosio 470 + 52 na 10000 zasejanih ¢elija (slika 1B). Celije
su uzgajane do osme pasaze nakon cega je kultivacija prekidana. PDT kao i ostale
funkcionalne karakteristike izolovanih celija (proliferacija, diferencijacija, starenje,

apoptoza) su evaluirane u P4, P6 i P8.
5.2. Proliferacija ¢elija tokom dugotrajne kultivacije

Vreme duplikacije Celija je u proseku bilo 23,23 sata i tokom ¢itavog perioda
kultivacije koje je od prve do osme pasaze izosilo 31 dan, se nije znacajno razlikovalo
(grafikon 1). Ukupan broj deoba tokom kultivacije (ne ra¢unaju¢i nultu pasazu) je bio
30,67 £ 2,42. Dominirale su ¢elije fibroblastoidne morfologije, dok su pljosnate, velike
¢elije, bile retke (slika 1C).

Slika 1. Nediferencirane ¢éelije zubne pulpe u kulturi. A) Rast ¢elija iz eksplanta. U uglu dole
levo se vidi tkivo zubne pulpe, a celo polje je prekriveno ¢elijama koje migriraju i proliferiSu
(invertni mikroskop, uveli¢anje objektiva x20). B) Colony forming unit — fibroblast obojene
kristal violet bojom, sedmi dan kultivacije u P1 (uveli¢anje objektiva x10). C) Fibroblastoidne
¢elije u kulturi (P2), obojene May-Griinwald Giems-a bojom (uveli¢anje objektiva x100).
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Grafikon 1. Vreme duplikacije broja ¢elija u kulturi (PDT) kroz pasaze, izrazeno u satima. Na
grafikonu su prikazane X + SD (n=6)

BrDU test je pokazao da je tokom 12 sati kultivacije u P4, kroz S fazu ¢elijskog
ciklusa, u proseku proslo 70 £ 15% celija. U P8, je za isti vremenski period kroz S fazu

prosao nesto veci broj ¢elija (78 = 33%).
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Grafikon 2. A) Procenat ¢elija (P4 i P8) koje nakon 12 sati kultivacije prolaze kroz S fazu

éelijskog ciklusa. Na grafikonu su prikazane X + SD (n=3). B) Reprezentativno polje na
kome se vide BrDU pozitivne (braon jedro) i BrDU negativne Celije (plavo jedro). Uveli¢anje
objektiva x40.
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5.3. Ekspresija povrSinskih antigena tokom kultivacije

Ekspresija povrSinskih antigena tokom kultivacije celija izvedena je
primenom imunocitohemije i proto¢ne citometrije. Primenom imunocitohemije je
pokazano da je oko 10% celija u pasazi Cetiri eksprimiralo STRO-1 (slika 2A).
Gotovo sve Celije su u pasazi Cetiri eksprimirale CD44, CD73, kolagen tip I, CD29 i
osteonektin (slika 2B, 2C, 2D, 2E i 2F).
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Slika 2. Reprezentativne slike ekspresije pojedinih markera karakteristicnih za fenotip celija
poreklom od mezoderma, P4. A) ekspresija STRO-1; B) ekspresija CD29; C) ekspresija CD73;
D) ekspresija kolagena 1; E) ekspresija CD44; F) ekspresija SPARC (osteonektin) markera

(uvelicanje objektiva x40).
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Kada su ¢elije u P4, P6 i P8 analizirane proto¢nom citometrijom, pokazano je da
su antigeni CD29 1 CD73 zastupljeni podjednako tokom citavog perioda kultivacije.
Istovremeno, populacija ¢elija koja eksprimira antigene CD90, CD106 i CD146 imala je
trend opadanja tokom ispitivanog vremena (grafikon 3).
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Grafikon 3. Procenat ¢elija koje eksprimiraju navedene markere tokom kultivacije u P4, P6 i P8.
Na grafikonu su prikazane X + SD (n=6).

Na grafikonu 4 su prikazani reprezentativni histogrami ekspresije CD29, CD73,
CD90, CD146, CD106 i CD34 molekula iz pasaze 4.
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Grafikon 4 A-E. Reprezentativni histogrami ekspresije pojedinih povrsinskih antigena
na ekspandiranoj populaciji celija. Izotipske kontrole su prikazane kao neobojene
povrsine ispod pune linije, dok je intenzitet fluorescence ¢elija prikazan sivo obojenim

povrSinama.
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5.4. Odredivanje apoptoze tokom kultivacije ¢elija

Tokom kultivacije ¢elija u P4, P6 i P8 je pokazano da posle tripsinizacije nema
znacajnih razlika izmedu broja ¢elija u ranoj apoptozi, kasnoj apoptozi i potpuno
razgradenih ¢elija (grafikon 4A, B i C). Takode, broj zivih ¢elija je bio podjednak

tokom ¢itavog perioda kultivacije (grafikon 4D).
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Grafikon 5. Procenat celija u razlicitim fazama apoptoze i procenat zivih celija tokom
dugotrajne kultivacije ¢elija. A) Procenat ¢elija u ranoj apoptozi. B) Procenat ¢elija u kasnoj

apoptozi) Procenat nekrotiénih ¢elija i D) Procenat Zivih ¢elija. Na grafikonu su prikazane X +
SD (n=6). (P — propidijum-jodid)
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5.5. Detekcija HIF-1a tokom kultivacije Celija

Tokom kultivacije ¢elija u svim navedenim pasazama, pokazano je da veoma
visok procenat ekspandiranih ¢elija (95,6 + 2,3% ) pokazuje imunoreaktivnost na HIF-
lo u jedru (slika 3Ai B).
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Slika 3 A, B. Kultivisane ¢elije, P4, 80% konfluence. Braon obojena jedra su pozitivna na anti-
humano HIF-1a antitelo A) uveli¢anje x20. B) uveli¢anje x40.

5.6. Odredivanje aktivnosti -galaktozidaze tokom kultivacije Celija

Rezultati koji su dobijeni ispitivanjem aktivnosti SA-B-Gal u ¢elijama tokom P4,
P6 i P8 pokazuju da se tokom dugotrajne kultivacije Celija izolovanih iz zubne pulpe
mle¢nih zuba dece aktivnost [-galaktozidaze ne menja znacajno, odnosno kod vecine
¢elija aktivnost ovog enzima nije prisutna (grafikon 6A, slika 4). Ipak, prisutan je
uocljiv trend porasta ¢elija koje imaju najnizi i srednji stepen aktivnosti ovog enzima,

dok procenat visoko pozitivnih ¢elija blago raste (grafikon 6B).
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Grafikon 6. A) Procenat celija kod kojih se ne moze utvrditi aktivnost SA-B-Gal tokom
dugotrajne kultivacije ¢elija. B) Procenat celija koje imaju slabu, umerenu i visoku akivnost SA-

B-Gal tokom dugotrajne kultivacije ¢elija. Na grafikonu su prikazane X + SD (n=6).

Slika 4 — Celije obojene na SA-B-Gal. Zeleno obojena citoplazma ukazuje da celije imaju
povisenu aktivnost SA-B-Gal. A) uveli¢anje x10. B) uveli¢anje x40
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5.7. Diferencijacija

Tokom dugotrajne kultivacije ¢elija, u P4, P6 i P8 izvedeni su testovi koji su
imali za cilj da pokazu sposobnost diferencijacije nediferenciranih, ekspandiranih ¢éelija
u osteoblaste, adipocite i hondrocite. Osim toga, razli¢itim testovima su kvantifikovane
pojedine funkcionalne karakteristike diferenciranih celija 1 rezultati su medusobno
uporedivani da bi se utvrdilo da li se sposobnost diferencijacije menja tokom ekspanzije

¢elija.

5.7.1. Osteogena diferencijacija

Kultivacijom ekspandiranih ¢elija u osteogenom medijumu pokazano je da se
one u P4, P6 i P8 diferenciraju u pravcu osteoblasta. U samom toku osteogene
diferencijacije, ve¢ posle pet dana dolazi do porasta aktivnosti alkalne fosfataze
(grafikon 7A), a ona ostaje poviSena i desetog dana kultivacije (grafikon 7B).

Takode je pokazano da je nakon dve nedelje kultivacije u osteogenom
medijumu, osim povecane aktivnosti alkalne fosfataze, pojacana i sinteza osteokalcina
(slika 5C).

Nakon tri nedelje kultivacije ¢elija u kontrolnom i osteogenom medijumu,
bojenjem Alizarin crvenim pokazano je da se u kontrolnom medijumu nisu formirali
kristali kalcijum-fosfata u ECM, dok su se u osteogenom medijumu formirali (slike 5B i
D).
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Grafikon 7. Aktivnost alkalne fosfataze u nediferenciranim i diferenciranim ¢elijama nakon
perioda inkubacije od A) pet i B) deset dana. Vrednosti su prikazane kao X + SD

(n=6).*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Slika 5. Osteogena diferencijacija A) Konfluentne c¢elije posle dve nedelje kultivacije u
kontrolnom medijumu, negativne na osteokalcin. LjubiCasta boja potice od hematoksilina
(uvelicanje objektiva x 10). B) Konfluentne ¢elije posle dve nedelje kultivacije u ostegenom
medijumu, pozitivne na osteokalcin. Ljubicasta boja poti¢e od hematoksilina, dok braon nijansa
poti¢e od pozitivnog bojenja sa anti-humanim osteokalcin antitelima (uvelic¢anje objektiva x
10). C) Konfluentne ¢elije posle tri nedelje kultivacije u kontrolnom medijumu. Posle bojenja
Alizarin crvenim, ekstracelularni matriks je ostao neobojen (uvelianje objektiva x 10, invertni
mikroskop) D) Konfluentne ¢elije posle tri nedelje kultivacije u osteogenom medijumu. Posle
bojenja Alizarin crvenim, ekstracelularni matriks je intenzivno crven zbog depozita kalcijum
fosfata (uvelianje objektiva % 10, invertni mikroskop).
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5.7.2 Adipogena diferencijacija

Kultivacijom ekspandiranih ¢elija u adipogenom medijumu tokom tri nedelje,
pokazano je da se jedan broj celija u P4, P6 i P8 diferencira u pravcu adipocita.
Nediferencirane ¢elije nisu imale uocljive masne kapljice (grafikon 8A). Na grafikonu
8B se moze videti da se aproksimativno jedna petina ¢elija diferencirala i da ima u sebi
masne kaljice. Posle eluiranja boje i merenja opticke gustine rastvora utvrdeno je da
izmedu pasaza nema znacajne razlike u broju ¢elija koji se diferencirao u adipocite

(grafikon 8C).

celijama

Odnos prema nediferenciranim

P4 P6 P8

Grafikon 8. Adipogena diferencijacija ekspandiranih ¢elija. A) Oil Red O bojenje nedirenciranih
¢elija. B) Oil Red O bojenje diferenciranih ¢elija. C) Normalizovane vrednosti intenziteta Oil

Red O boje (450 nm) prikazane kao X + SD (n=6) posle tri nedelje adipogene diferencijacije u
razli¢itim pasazama.
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5.7.3. Hondrogena diferencijacija

Kultivacijom ekspandiranih ¢elija u hondrogenom medijumu u uslovima u
kojima je gustina celija bila veoma visoka, ve¢ nakon dva do tri dana su se formirale
trodimenzionalne pelete u kojima su se celije diferencirale stvaraju¢i karakteristican
ECM. Posle dve nedelje kultivacije u hondrogenom medijumu, u ECM su bili prisutni
GAG (slika 6A) i1 kolagen tip 2 karakteristi¢an za hijalinu hrskavicu (slika 6B). Osim
toga, po obodu peleta, in situ hibridizacijom je pokazana ekspresija gena za kolagen tip
1 (slika 6C).

A B C

(R0 WRENE %
| SRR R

Slika 6. Reprezentativne pelete dobijene posle dve nedelje kultivacije 2 x 10° éelija (P4) u
hondrogenom medijumu. A) Bojenje Alcian plavim. Glikozaminoglikani u ekstracelularnom
matriksu se boje svetlo plavo. Jasno se uocavaju obojena jedra celija u peleti (uveli¢anje x20).
B) Crvena boja pokazuje homogenu distribuciju kolagena tip 2 u ekstracelularnom matriksu
pelete (uvelianje x10). C) Crna boja po obodu pelete predstavlja vizuelizovanu RNK za
kolagen tip 1 (uveli¢anje x10).

Odredivanjem koli¢ine glikozaminoglikana posle digestije peleta kroz sve tri
pasaze, pokazano je da postoji znacajna razlika u pogledu njihove biosinteze u odnosu

na ¢elije gajene u kontrolnom medijumu, ali da izmedu pasaZa nema razlika (grafikon

9).
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Grafikon 9. Koli¢ina glikozaminoglikana (GAG) u ekstracelularnom matriksu posle dve nedelje
hondrogene diferencijacija. Koli¢ina GAG je izrazena na koli¢inu DNK. Vrednosti su prikazane

kao X + SD (n=6) *p<0,05

5.8. Uticaj N-acetil-L-cisteina na proliferaciju ¢elija u kulturi

Da bi se odredilo koja koncentracija NAC-a ima pozitivan ili negativan uticaj na
proliferaciju ¢elija, kulture su tretirane sledecim koncentracijama ovog molekula: 0,1
mM, 1 mM i 2 mM. Uvek je zasejavana i kontrolna kultura bez NAC-a. Efekat NAC-a
na broj ¢elija u kulturi je ispitivan posle 72 sata od njegovog dodavanja, dok su razli¢iti
testovi kojima je ispitivan mehanizam njegovog dejstva radeni u razli¢itim, kra¢im,
periodima po njegovom dodavanju.

Pokazano je da 0,1 mM i 1 mM NAC znacajno povecava broj ¢elija u kulturi i to
na istovetan nacin u svim ispitivanim pasazama, odnosno tokom celokupnog ispitivanog
perioda (grafikon 10). Takode, pokazano je da 2 mM NAC smanjuje broj ¢elija u
kulturi u P8 (grafikon 10).
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Grafikon 10. Uticaj NAC-a na broj ekpandiranih Celija, izolovanih iz zubne pulpe, u razli¢itim
pasazama. Broj Celija posle 72 sata kultivacije sa NAC-om je izraZzen kao jedini¢na vrednost u

odnosu na zasadeni broj ¢elija i prikazane kao X + SD (n=6) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Direktan uticaj NAC-a na broj cCelijskih deoba je odredivan koris¢enjem CFSE-
a, kao 1 odredivanjem brzine ulaska ¢elija u S fazu Celijskog ciklusa, nakon 24 sata
deprivacije seruma (gajenjem celija u 0.5% FCS).

CFSE bojenjem je pokazano da 0,1 mM i 1 mM NAC, u P6, znatajno
povecavaju broj celija koje su se podelile vise od 6 puta, dok 2 mM znacajno smanjuje

njihov broj (grafikon 11).
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Grafikon 11. Procenat ¢elija (P6) koje su prosle kroz odredeni broj deoba tokom 72h. Vrednosti
su prikazane kao X + SD (n=12) *p<0,05, ***p<0,001.
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Grafikon 12. Srednji intenzitet fluorescence (MFI) nakon 72 sata kultivacije ¢elija obojenih sa

CFSE (P6), uz tretman razli¢itim koncentracijama NAC. Vrednosti su prikazane kao X + SD
(n=12). *p<0,05

Takode, posle 72h nakon tretmana 0,1 mM NAC-om, doslo je do znadajnog
smanjenja srednjeg intenziteta fluorescence (MFI) ¢elija, dok je nakon tretmana 2 mM
NAC-om MFI bio znac¢ajno veéi u odnosu na ¢elije bez NAC-a.

Analiza procenta Celija u pojedinim fazama Celijskog ciklusa, 12 sati posle
dodavanja razlic¢itih koncentracija NAC-a, je pokazala da u kulturama sa 0,1 mM
koncentracijom NAC-a, ima manje ¢elija u G1 fazi, a vise ¢elija u S fazi Celijskog

ciklusa, u odnosu na netretirane ¢elije (grafikoni 13 i 14).
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Grafikon 13. Procenat ¢elija u G1, S i G2/M fazi ¢elijskog ciklusa 12 sati nakon dodavanja 0,1
mM, 1 mM i 2 mM NAC. Celije su prethodno sinhronizovane kultivacijom u medijumu sa 0,5

% FCS tokom 24 sata. Vrednosti su prikazane kao X + SD (n=12).* p<0,05.
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Grafikon 14. Reprezentativni histogrami koji prikazuju ¢elije u pojedinim fazama ¢elijskog
ciklusa. A) Bez NAC-a. B) 0,1 mM NAC, C) 1 mM NAC, D) 2 mM NAC. Uociti da je povrsina
zone obelezene kao M2, koja predstavlja broj ¢elija u S fazi celijskog ciklusa, najmanja u uslovu
bez NAC-a.
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5.9. Uticaj N-acetil-L-cisteina na procenat ¢elija u apoptozi

Analiza vijabiliteta i apoptoze u ekspandiranoj ¢elijskoj populaciji pokazuje da
je, posle tripsinizacije ¢elija, od P4 do P8, njihov vijabilitet bio preko 95%, odnosno,
pokazuje da se jako mali procenat Celija nalazio u ranoj i kasnoj apoptozi. Prikazani
rezultati predstavljaju zbirne rezultate dobijene izmedu P4 i P8. Moze se uociti da
izmedu kultura sa i bez NAC-a nema razlike, osim §to je u kulturama sa 2 mM procenat

¢elija u apoptozi znacajno veéi (grafikoni 15 i 16).
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Grafikon 15. Uticaj razli¢itih koncentracija NAC-a (nakon 24 h inkubacije) na procenat celija u
apoptozi (ranoj i kasnoj). Vrednosti su prikazane Tukijevim (eng. Tukey) ,,box and wisker
dijagramima na kojima je horizontalnom linijom prikazama medijana, pravougaonikom
interkvartilni raspon, veritikalnim linijama minimum i maksimum. (n=12).* p<0,05
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Grafikon 16. Reprezentativni dot-blotovi koji prikazuju uticaj razli¢itih koncentracija NAC-a
(nakon 24 h inkubacije) na procenat ¢elija u apoptozi A) Bez NAC-a. B) 0,1 mM NAC, C) 1
mM NAC, D) 2 mM NAC. Uoditi da je efekat 2 mM NAC-a na procenat ¢elija u apoptozi

najizrazitiji
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5.10. Uticaj N-acetil-L-cisteina na ekspresiju antigena na povrsini Celija

Analiza ekspresije antigena na povrsini ¢elija je uradena samo sa 0,1 mM NAC-
om. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u pogledu ekspresije ispitivanih markera
(grafikon 17).
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Grafikon 17. Ekspresija pojedinih povrSinskih antigena bez i sa 0,1 mM NAC-om. A) CD29, B)
CD73, C) CD146, D) CD106. Vrednosti su prikazane kao X + SD (n=6).
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5.11. Uticaj N-acetil-L-cisteina na broj ¢elija koje eksprimiraju ALDH

Nasi rezultati su pokazali da je 0,1 mM NAC, nakon 72 sata kultivacije ¢elija, u
P6 povecavao procenat celija koje eksprimiraju ALDH. Opseg u kome se kretao
procenat ¢elija koje pokazuju povisenu aktivnost ALDH (ukupno, sa ili bez NAC-a) je
bio veoma razli¢it izmedu pojedinih zuba i iznosio od 4,01 do 24,1 bez NAC-a, odnosno
3,15 do 34,5 sa NAC-om. Tokom P4 i P6, NAC je uticao na povecanje broja celija koje
pokazuju pozitivnu ALDH aktivnost (ALDH+ ¢elije). Znacajno povecana vrednost za
ALDH je pokazana u P6 (grafikon 18).
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Grafikon 18. Odnos procenta ALDH+ ¢elija izmedu kontrole i tretmana 0,1 mM NAC-om.
Vrednosti su prikazane kao X + SD (n=6). **p<0,01

Uzorci populacije ¢elija koje su imale veci procenat ALDH+ ¢elija pokazivali su

krace vreme duplikacije (tabela 1).

Tabela 1. Broj ¢elija koje eksprimiraju ALDH i vreme udvajanja u kulturi

ALDH (%) PDT (sati)
Medijana (min-max) 7.1(4.0-241) 23.3(19.2 - 28.5)
ALDH/PDT r=-0.7**

Vrednosti aldehid-dehidrogenaze (ALDH) i vremena udvajanja ¢elija u kulturi (PDT) nalaze se
u negativnoj korelaciji. **p<0,01
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5.12. Uticaj N-acetil-L-cisteina na aktivnost g-galaktozidaze

Daljim ispitivanjim testiran je efekat NAC-a na aktivnost SA-p-Gal. Prethodnim
eksperimentima je pokazano da se njegova aktivnost tokom ekspanzije ¢elija od P4 do
P8 ne menja znacajno. Celije su tretirane NAC-om u P8 u trajanju od 72 sata. Pokazano
je da je 0,1 mM NAC znac¢ajno smanjio procenat ¢elija kod kojih se moze detektovati

SA-B-Gal, dok je 2 mM NAC doveo do poveéanja procenta ovih éelija (grafikon 19).
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Grafikon 19. Uticaj razli¢itih koncentracija NAC-a (nakon 72 h inkubacije) na procenat Celija
koje su SA-B-Gal pozitivne. Vrednosti su prikazane Tukijevim (eng. Tukey) ,,box and wisker*
dijagramima na kojima je horizontalnom linijom prikazama medijana, pravougaonikom
interkvartilni raspon, veritikalnim linijama minimum i maksimum (n=12).* p<0.05
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5.13. Uticaj N-acetil-L-cisteina na diferencijaciju ¢elija izolovanih iz pulpe zuba

5.13.1. Uticaj N-acetil-L-cisteina na osteogenu diferencijaciju

Osteogena diferencijacija: Nakon pretretmana NAC-om u trajanju od 72 sata
¢elije su gajene u kontrolnom, odnosno osteogenom medijumu. Nakon pet i deset dana,
kvantifikovana je aktivnost alkalne fosfataze, a nakon tri nedelje je deponovanje

kalcijum-fosfata dokazivano bojenjem Alizarin crvenim.

Nakon pretretmana NAC-om u trajanju od 72 sata, ¢elije su dostigle konfluencu.
Posle pet dana kultivacije u osteogenom medijumu, pokazano je da kulture pretretirane
sa 1i 2 mM NAC-om imaju povecanje aktivnosti AP u odnosu na kultivaciju u
osteogenom medijumu bez pretretmana (grafikon 20A). Desetog dana kultivacije u
osteogenom medijumu, efekat pretretmana 1 mM i 2 mM NAC-om se i dalje odrzava
(grafikon 20B).

Na slici 7 je prikazana jedna ploca od 26 polja sa kombinacijom svih

primenjenih uslova tokom osteogene diferencijacije (P6) kao i kontrolne kulture.

Slika 7. Alizarin Red bojenje tokom osteogene diferencijacije. Kontrolne kulture gajene u
DMEM/F12 10% FCS su sasvim desno. Kulture bez i sa 0,1, 1 i 2 mM NAC-om su postavljene
odozgo na dole. Uociti da je intenzitet boje Alizarin crvenog najslabiji bez pretretmana NAC-
om, a najjaci sa 2 mM NAC-om.
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Grafikon 20. Aktivnost alkalne fosfataze nakon A (5 dana) i B (10 dana) kultivacije bez i sa

razli¢itim koncentracijama NAC-a. Vrednosti su prikazane kao X + SD (n=12), *p<0.05,
**
p<0.01
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5.13.2. Uticaj N-acetil-L-cisteina na adipogenu diferencijaciju

Da bi pokazali efekat razli¢itih koncentracija NAC-a na adipogenezu, ¢elije su
pretretirane sa NAC-om 72 sata i nakon toga je dodat adipogeni medijum u trajanju od
tri nedelje. Kvantifikacijom Qil red O bojenja, pokazano je da pretretman NAC-om u
sve tri koncentracije zna¢ajno inhibira formiranje lipidnih kapljica (grafikon 21). Osim

toga, pokazano je da se i broj diferenciranih ¢elija smanjuje (slika 8A-H).

Koncentracija Oil Red O (normalizovana
vrednost)
SN

0 mM NAC 0.1 mM NAC 1 mM NAC 2 mM NAC

Grafikon 21. Intenzitet Oil Red O boje posle njenog eluiranja iz masnih kapljica. Uoditi da se sa
povecanjem koncentracije NAC-a, smanjuje intenzitet boje. Vrednost Oil Red O je

normalizovana na vrednosti kontrolnog uzorka i prikazana kao X + SD (n=12). *p<0.05

83



uveli¢anje objektiva x 20 uveli¢anje objektiva x 40

A B

Slika 8. Oil Red O bojenje celija diferenciranih u praveu adipogeneze, sa razli¢itim
koncentracijama NAC-a. A i B) bez NAC-a; Ci D) 0,1 mM NAC; Ei F) 1 mM NAC; GiH)2
mM NAC. Uociti smanjenje broja diferenciranih ¢éelija sa povecanjem koncentracije NAC.
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5.13.3. Uticaj N-acetil-L-cisteina na hondrogenu diferencijaciju

Nakon pretremana NAC-om u trajanju od 72 sata i zasejavanja celija u formi
peleta u hondrogeni, odnosno kontrolni medijum, evaluiran je uticaj NAC-a na
hondrogenu diferencijaciju ekspandiranih ¢elija. Nakon dve nedelje, pelete su
digestirane i1 odredena je koncentracija GAG. Pokazano je da se sa povecanjem
koncentracije NAC-a povecava i koli¢ina stvorenih GAG, odnosno da je stimulisano
stvaranje ECM (grafikon 22). Pelete nastale u razli¢itim uslovima kultivacije su se
bojile Alcian plavim 1 sadrzale su kolagen tip 2, ali rezultati nisu prikazani jer se

svetlosnom mikroskopijom nije videla razlika izmedu pojedinih uslova.
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Grafikon 22. Koncentracija glikozaminoglikana (GAG) u peletama formiranim od ¢elija koje su
pretretirane razli¢itim koncentracijama NAC-a. Koncentracija GAG je izrazena na koncentraciju

DNK. Vrednosti su prikazane kao X + SD (n=12). **p<0,01, ***p<0,001
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5.14. Odredivanje oksidativnog oStec¢enja lipida i proteina

Osnovni poznati efekat NAC-a in vitro je njegovo antioksidativno delovanje. Kako
bismo proverili kako NAC uti¢e na stepen oksidativnog oStec¢enja i na antioksidativnu
zaStitu u opisanim uslovima, u kulturi ¢elija, ispitali smo stepen lipidne peroksidacije,
stepen oksidativnog oStecenja proteina preko nivoa karbonilnih grupa, redoks status u
¢eliji na osnovu koncentracije tiolnih (-SH) grupa, kao i aktivnost enzimskih
antioksidanata, superoksid-dismutaze (SOD) i katalaze (CAT).

5.14.1. Stepen lipidne peroksidacije

Stepen lipidne peroksidacije je odreden na osnovu koncentracije
malondialdehida (MDA) kao i na osnovu promena u profilu masnih kiselina.

Nakon 24 sata tretmana, NAC je dozno zavisno smanjivao koncentraciju MDA,
odnosno stepen lipidne peroksidacije, pri ¢emu je taj efekat bio znacajan sa 0,1 i 1 mM
NAC-om (grafikon 23A). Efekat na smanjenje koncentracije MDA pod dejstvom 0,1 i
1 mM NAC-a se odrzao i posle 48 sati kultivacije (grafikon 23B), na istom nivou

statisticke znacajnosti (p<0,05).

5.14.2. Profil masnih kiselina

Pokazano je da se nakon tretmana NAC-om smanjenjuje zastupljenost MUFA
(0,11 2 mM NAC), a povecava zastupljenost ukupnih i n-6 PUFA (0,1 mM i 1 mM
NAC) u ukupnom lipidnom ekstraktu (tabela 2). Promena se pre svega odnosi na
povecanje linolne (LA) i dokosaheksaenske masne kiseline (DHA), dok je zastupljenost
arahidonske kiseline ostala nepromenjena (tabela 2). Tretman 2 mM NAC-om je doveo
do povecanja LA 1 n-6 PUFA, ali to povecanje nije bilo statisticki znacajno zbog velikih
varijacija izmedu populacija ¢elija iz razli¢itih zuba. Uradeni su i masno-Kiselinski
profili koriS¢enog seruma, gde je pokazano da je zastupljenost SFA, MUFA i1 PUFA
41,92%; 28,37% i 29,71%.
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Grafikon 23. Koncentracija malondialdehida (MDA) nakon A (24 sata) i B (48 sati) tretmana
razli¢itim koncentracijama NAC-a. Vrednosti su prikazane Tukijevim (eng. Tukey) ,,box and
wisker dijagramima na kojima je horizontalnom linijom prikazama medijana, pravougaonikom
interkvartilni raspon, veritikalnim linijama minimum i maksimum (n=9), *p<0,05
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Tabela 2. Uticaj
lipida

razli¢itih koncentracija NAC-a na masnokiselinske profile ukupnih

0 mM NAC 0,1 mMNAC 1mM NAC 2 mM NAC
16:0 21.93+0.99 22.05+0.85 24.02+0.45* 23.31+0.90*
16:1 7.02+1.06 5.99+0.65 4.74+1.30 5.90+2.12
18:0 18.27+1.88 19.39+0.84 19.15+1.15 19.66+1.06
18:1n9 27.03+1.74 23.80+2.08* 24.50+0.49 24.50+1.64*
18:1 n7 4.42+0.21 5.63+1.06 5.19+0.59 5.36%1.02
18:2 7.36%0.51 8.20+0.81* 8.23+1.12 8.53+2.84
20:3 1.39+0,14 1.80+0.38 1.66+0.25 1.72+0.27*
20:4 4.05+0.05 4.40+0.30 4.18+0.48 3.92+0,15
22:4 2.80+0,14 2.70+0.31 2.52+0,15* 2.24+0.97
22:5 2.65+0.53 2.64+0.48 2.42+0.53 2.36+0.45
22:6 2.98+0.20 3.29+0.26* 3.39+0.46 2.49+0.27
SFA 40.20+2.49 41.44+1.56 43.17+0.81 42.97+£1.47
MUFA 38.47+2.68 35.42+1.49* 34.42+1.18 35.76+3.15*
PUFA 21.22+1.07 23.03+1.05* 22.41+1.83* 21.27+2.57
n-3 5.63+0.73 5.94+0.73 5.81+0.82 4.85+0.61
n-6 15.59+0.36 17.09+0.32***  16.59+1.08 16.42+2.43

Vrednosti su prikazane kao X + SD (n=6) *p<0,05, ***p<0,001
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5.14.3. Sadrzaj karbonilnih grupa

Dvadeset Cetiri sata posle tretmana 0,1 i 1 mM NAC-om, pokazano je znacajno
smanjenje sadrzaja karbonilnih grupa (grafikon 24A). Medutim, 48 sati nakon
tretmana, efekat NAC-a na pad sadrzaja karbonilnih grupa se nije odrzao, ve¢ je doslo
do njihovog blagog povecanja (grafikon 24B).
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Grafikon 24. Koncentracija krabonilnih grupa, A (24 sata) i B (48 sati) nakon tretmana
razligitim koncentracijama NAC-a. Vrednosti su prikazane kao X + SD (n=9), *p<0,05
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5.14.4. Sadrzaj -SH grupa

Iako je NAC, znacajan izvor -SH grupa kao i donor cisteina za sintezu
glutationa, efekat na sadrzaj -SH grupa je bio varijabilan. Nakon 24 sata, koncentracija
NAC-a od 0,1 mM je znacajno povecala sadrzaj -SH grupa. Sadrzaj -SH grupa je
pokazao tendenciju smanjenja nakon tretmana 1 mM NAC-om, nezavisno od vremena
kada je odredivan, dok je 2 mM NAC nakon 24 i 48 sati blago povecavao broj -SH
grupa (grafikoni 25A i 25B)
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Grafikon 25. Sadrzaj tiolnih grupa: A (24), B (48 sati) nakon tretmana razlicitim
koncentracijama NAC-a. Vrednosti su prikazane Tukijevim ,box and wisker” dijagramima
(n=9). *p<0,05
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5.14.5. Aktivnost enzimskih antioksidanata: superoksid-dismutaze i katalaze

Nasi rezultati pokazuju da se, 24 sata nakon tretmana sa 0,1 mM i 1 mM NAC-
om, aktivnost ukupne SOD smanjuje, dok se sa 2 mM NAC-om nije detektovala
promena aktivnosti ovog enzima (grafikon 26A). Posle 48 sati znacajan je ostao jedino
efekat 0,1 mM NAC-a (grafikon 26B). Kada je ukupna aktivnost SOD prikazana kao
aktivnost citoplazmatske (Cu,Zn-SOD) i mitohondrijalne (Mn-SOD) superoksid-
dismutaze, uocava se da 0,1 mM NAC smanjuje aktivnost Cu,Zn-SOD (grafikoni 26C i
D), dok 1 i 2 mM NAC smanjuju aktivnost Mn-SOD posle 24 i 48 sati tretmana
(grafikoni 26E i F).

Nakon 24 sata od tretmana 0,1 i 1 mM NAC-om, aktivhost katalaze se

smanjivala (Grafikon 27A), dok je posle 48 sati samo efekat 0,1 mM NAC na smanjenje

aktivnosti ovog enzima bio znacajan (grafikon 27B).
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Grafikon 26. Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) posle tretmana razli¢itim koncentracijama
NAC-a A) aktivnost ukupne SOD posle 24 sata B) aktivhost ukupne SOD posle 48 sati; C)
aktivnost Cu,Zn-SOD posle 24 sata; D) aktivnost Cu,Zn-SOD posle 48 sati E) aktivnost Mn-
SOD posle 24 sata; F) aktivnost Mn-SOD posle 48 sati. Vrednosti su prikazane kao X + SD
(n=9), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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Grafikon 27. Aktivnost katalaze (CAT) A (24 sata) i B (48 sati) posle tretmana razli¢itim

koncentracijama NAC-a. Vrednosti su prikazane kao X + SD (n=9), *p<0,05, ** p<0,01
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5.15. Uticaj NAC-a na ekspresiju HIF-1a

Procenat ¢elija koji je eksprimirao HIF-1la je bio podjednak posle dodavanja

NAC-a kao i bez NAC-a, pa je to razlog zasto rezultati nisu prikazani.

5.16. Uticaj NAC-a na relativnu aktivnost ukupne LDH i relativhu zastupljenost
LDH izoformi

Nasi rezultati pokazuju da relativna aktivnost laktat-dehidrogenaze (LDH) nakon
24 1 48 sati posle tretmana 0,1 mM NAC-om, porasla. Koncentracije od 1 i 2 mM NAC

su imale samo blag pozitivan efekat na povecanje relativne aktivnosti LDH (grafikon
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Grafikon 28. Relativna aktivnost ukupne LDH izrazena kao povrsina (P) na gelu / koncentracija
proteina, posle A (24 sata) i B (48 sati) tretmana razli¢itim koncentracijama NAC-a. Vrednosti

su prikazane kao X + SD (n=9), *p<0,05

Posle razdvajanja izoenzimskih oblika LDH nativnom elektroforezom (slika 9), moze se

uociti da nakon 24-o¢asovnog tretmana 2 mM NAC-om, relativna aktivnost LDH,
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opada, dok nakon tretmana 0,1 mM i 2 mM NAC-om, relativha aktivnost izoenzimskih
oblika 4 i 5 (zbirno) raste. Nakon 48 sati tretmana 1 mM NAC-om, relativna
zastupljenost LDH, opada, a nakon tretmana 0,1 mM raste relativna aktivnost
izoenzimskih oblika 4 i 5 (grafikon 29).
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Grafikon 29. Relativna zastupljenost LDH izoformi izrazena u procentima, A (nakon 24 sata), B

(48 sati) tretmana razli¢itim koncentracijama NAC-a. Vrednosti su prikazane kao X + SD
(n=9), *p<0,05, ** p<0,01
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Slika 9. Nativna elektroforeza LDH, 5. Reprezentativan uzorak u P6 (D15 kontrolni uzorak, bez
tretmana NAC-om) nakon 24 sata od zasejavanja Celija.

Kada se uporede relativne zastupljenosti LDH izoformi nakon 24 i 48 sati,
uocavaju se znacajne razlike u zastupljenosti pojedinih frakcija u uzorcima bez i sa
razli¢itim koncentracijama NAC-a. Do promene relativne zastupljenosti LDH; izoforme
nije doslo (grafikon 30A), dok je relativna ucestalost LDH; i LDH3 znacajno opala
(grafikoni 30 B i C). Relativna zastupljenost LDH, i LDHs izoforme je porasla od 24

do 48 sata u svim uslovima, osim posle tretmana 2 mM NAC-om.
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Grafikon 30. Uporedna analiza relativne zastupljenosti LDH izoformi nakon tretmana NAC-om
u trajanju od 24, odnosno 48 sati A) Promene u pogledu relativne zastupljenosti LDH; iziforme;
B) Promene u pogledu relativne zastupljenosti LDH, iziforme; C) Promene u pogledu relativne
zastupljenosti LDH; izoforme; D) Promene u pogledu relativne zastupljenosti LDH, i LDHs

izoformi. Vrednosti su prikazane kao X + SD (n=9), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
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6. DISKUSIJA

Nasi rezultati su pokazali da je iz zubne pulpe mle¢nih zuba dece, metodom
tkivnog eksplanta, uzgojena populacija ¢elija koja ima visok proliferativni potencijal i
moze da se diferencira u osteoblaste, adipocite i hondrocite. Osim toga, ima fenotipske
karakteristike ¢elija poreklom od mezoderma i tokom perioda kultivacije od dva meseca
ne pokazuje znake starenja: vijabilitet celija je bio ocuvan, jer je ispod 5% celija bilo u
apoptozi posle tripsinizacije, a izrazita aktivnost -galaktozidaze je bila prisutna u svega
3% celija. Zbog toga smatramo da se izolovana populacija ¢elija moze okarakterisati
kao populacija mezenhimalnih mati¢nih ¢elija iz zubne pulpe mle¢nih zuba dece. Kako
je prema literaturnim podacima, u zavisnosti od nacina izolacije i kultivacije, ta
populacija do izvesne mere heterogena, odnosno u nju spadaju ¢elije nazvane SHED
(Miura i sar., 2003) kao i ¢elije nazvane IDPSC (Kerkis i sar., 2006), smatramo da bi
naziv koji obuhvata sve populacije ¢elija izolovane iz zubne pulpe mlecnih zuba,
zapravo najvise odgovarao celijama izolovanim u ovoj studiji. Taj naziv je Dental
Tissue Stem Cells - DTSC (Kerkis i Caplan, 2012).

Drugi vazan rezultat dobijen u ovoj studiji je da NAC uti¢e na proliferaciju i
diferencijaciju DTSC. Naime, koncentracija od 0,1 mM NAC povecava broj DTSC u
kulturi za 20% i to najverovatnije ubrzavajuc¢i Celijski ciklus jedne manje populacije
¢elija. Osim toga, rastuca koncentracija NAC-a stimuliSe osteogenezu i hondrogenezu, a
inhibira adipogenezu. lako molekularni mehanizam ovih dejstava nije proucavan u
ovom radu, pokazano je da NAC deluje na redoks status nediferenciranih DTSC.
Naime, 0,1 i 1 mM NAC smanjuju oksidativno oSteéenje Celija, ali smanjuju i aktivnost
SOD i katalaze, enzima ukljucenih u sistem antioksidativne zastite. Osim toga, na
osnovu porasta aktivnosti LDH izoformi 4 i 5, mozemo zakljuciti da 0,1 mM NAC utice
na stimulaciju glikolize u ¢elijama u kulturi, ¢ime bi se barem delimi¢no mogla objasniti

i njihova brza proliferacija.
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6.1. CFU-F test i proliferacija Celija tokom dugotrajne kultivacije

Do sada je puno puta pokazano da u adekvatnim uslovima, jedna CFU-F, nastaje
od jedne Celije, te da su ¢elije potomci te jedne Celije zapravo njeni klonovi (Menicanin
1 sar., 2010). Primitivnije ¢elije formiraju multipotentne, bipotentne ili unipotentne
¢elije potomke sa velikim proliferativnim potencijalom. U slu¢aju da ¢elija koja je
formirala koloniju nije primitivna, presadivanjem celija koje je safinjavaju, kultura se
nece nastaviti jer te Celije nemaju adekvatan proliferativni potencijal. CFU-F test je
osnovni i jedinstven nacin da se in vitro pokaze koji broj ¢éelija iz izolovane populacije
¢elija ima znacajan proliferativni potencijal. Ako CFU-F test posmatramo u svetlu
hijerarhijske organizacije hematopoetskog sistema, CFU-F bi mogle da predstavljaju
multipotentne progenitore. Naime, MCH ne mogu formirati kolonije, i mogu se
detektovati in vitro samo indirektno, posredstvom te¢nih kultura u kojima proliferisudi,
tokom duzeg vremena, stvaraju progenitore koji se dokazuju testom formiranja kolonija.
Test formiranja kolonija u sistemu hematopoeze ima klini¢ki znacaj jer ucestalost
progenitora korelira sa uspehom transplantacije MCH (Balint i sar., 1999). Na isti nacin,
ucestalost CFU-F bi trebalo da predstavlja potencijal pojedinih tkiva u pogledu
mogucnosti produkcije zadovoljavajuceg broja ¢elija koje se mogu iskoristiti za ¢elijsku
terapiju. S obzirom na ¢injenicu da su naSe ¢elije izolovane metodom tkivnog eksplanta,
broj kolonija je odredivan tek posle posle 10 ili 15 dana primarne migracije ¢elija iz
fragmenata pulpe, odnosno broj CFU-F je odredivan prilikom prvog presejavanja celija.
Prosecan broj CFU-F je bio 470 £+ 52 na 10000 zasejanih ¢elija. Na§ rezultat je u skladu
sa rezultatima drugih autora (Gronthos i sar., 2000; Yamaza i sar., 2010). Inace je
incidenca njihovog nalaza vi$a nego u kostanoj srzi (Gronthos i sar., 2000; Yamaza i
sar., 2010).

Vreme duplikacije ¢elija u kulturi (PDT) je u proseku od P4 do P8 iznosilo
23,23 sata i nije bilo statistiCki znacajnih razlika izmedu pasaza. Ovaj podatak je u
skladu sa literaturnim podacima (Pivoriulinas i sar., 2010), ali se i razlikuje u zavisnosti
od sistema kultivacije koji su primenjeni tokom eksperimenata. Pokazano je da PDT
moze da bude od 18 (Nakamura i sar., 2009) do 41,3 sata (Suchanek i sar., 2010).
Takode, pokazano je da su celije izolovane iz zubne pulpe mle¢nih zuba proliferisale

brze i imale veéi kumulativni PD u odnosu na DPSC i MMC iz kostane srzi (Huang i
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sar., 2009). U naSem sistemu kultivacije ¢elije su u periodu od 30 dana prosle u proseku
kroz 31 deobu i to bez usporavanja celijskog ciklusa, Sto ukazuje da izolovane celije
imaju visok proliferativni potencijal. Koris¢enjem BrdU testa je pokazano da je u P4,
tokom 12 sati kultivacije 70% ¢elija proslo kroz S fazu ¢elijskog ciklusa, a u P8, 78%
¢elija. Dobijene prosecne vrednosti su u saglasnosti sa publikovanim rezultatima slicnih
eksperimenata (Miura i sar., 2003; Nakamura i sar., 2009). Mozemo pretpostaviti da
povecanje broja Celija u S fazi ciklusa, u istom periodu, zapravo znaci da je doslo do
ubrzanja ¢elijskog ciklusa barem jedne populacije ¢elija.

Rezultati dobijeni pracenjem celijskih deoba uz pomo¢ boje CFSE, pokazuju da
se medu ¢elijama u kulturi nalazi oko 12% c¢elija koje su se za 72 sata podelile jedan do
Cetiri puta, dok se ostatak ¢elija podelio vise od Cetiri puta. Ovi rezultati su zanimljivi
jer pokazuju da je izolovana populacija ¢éelija heterogena ne samo po ekspresiji
antigena, vec¢ 1 po brzini proliferacije. Brzina proliferacije je funkcionalna karakteristika
¢elija koja bi mogla da bude jedan od kriterijuma za razdvajanje manje i1 vise
primitivnih ¢elija u kulturi, jer se moze pretpostaviti da se primitivnije Celije brze dele.
Takode pokazuje da PDT, kao opSte prihvaceni nacin prikazivanja brzine celijske
proliferacije u kulturama adherentnih ¢elija, pokazuje samo prosek vremena potrebnog
za deobu pojedinih C¢elijskih populacija. Populacija celija u nasem radu je bila
heterogena i po ekspresiji CD146 antigena, koji je jedan od markera onih ¢elija medu
kojima je frekvenca CFU-F vec¢a (Shi i Gronthos, 2003). UkrStanjem bojenja CFSE i
CD146 nisu dobijeni rezultati koji bi ukazali da se populacije CD146+ i CD146- ¢elija
razlikuju po brzini proliferacije (rezultati nisu prikazani). Podaci koji ukazuju na
razli¢itu brzinu deobe MMC do sada nisu zabeleZeni u literaturi.

U ovom radu je takode pokazano da se populacije DTSC izolovane iz pojedinih
zuba razlikuju na osnovu aktivnosti ALDH. U pojedinim uzorcima se aktivnost ALDH
mogla detektovati u svega 4% celija, dok se u drugim uzorcima aktivnost detektovala u
24% ¢elija. Kako je pokazano da je veca aktivnost ALDH u negativnoj korelaciji sa
vremenom udvajanja Celija u kulturi, moze se pretpostaviti da primitivnije Celije, koje
imaju visu aktivnost ALDH, brze proliferiSu. Prema literaturnim podacima, aktivnost
ALDH se razlikuje medu populacijama ¢elija. Medu MMC poreklom iz krvi pupéane
vrpce 10% ¢elija je ALDH pozitivno, odnoso 8% c¢elija ima nizu, a 2% celija ima visoku

ALDH aktivnost (Nagano i sar., 2010). Kada su u pitanju MCH, bilo da se radi o
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kostanoj srzi ili krvi pupcane vrpce procenat visoko ALDH pozitivnih ¢elija se krece
izmedu 1% 1 5% (Keller, 2009), dok procenat u kancerskim ¢elijskim linijama varira i
moze biti veoma visok — ¢ak do 94% u sluc¢aju A549-Celijske linije poreklom od
adenokarcinoma plu¢a (Moreb i sar., 2007). Do sada u literaturi nije opisana aktivnost
ALDH u DTSC, niti je aktivnost ovog enzima dovodena u vezu sa brzinom proliferacije
¢elija. S obzirom da je u kulturama c¢elija od pojedinih zubnih pulpi aktivnost ALDH
vrlo visoka, mozemo da pretpostavimo da su u tim pulpama, bile oCuvane veoma
primitivne celije.

Ukoliko se uporedi pocetni broj Celija koji se moze dobiti metodom tkivnog
eksplanta iz pulpe jednog zuba (0.3 - 3 x 10° ¢elija ukupno i od toga su 4-5% mati¢ne
éelije) sa brojem éelija koji se moZe dobiti iz kostane srzi (6 x 10° éelija / mL, a od toga
su 0.01% maticne Celije) ili lipoaspirata (2 x 10° ¢elija / mL, a od toga su 10% mati¢ne
¢elije), jasno je da je pocCetni broj ¢elija u zubnoj pulpi veoma mali. Medutim, nakon
cetvrte pasaze DTSC dobija se oko 100 x 10 3to predstavlja dovoljan broj Celija za
razlicite terapijske namene (Emadedin i sar., 2012; Martin i sar., 2010). Kako je njihov
proliferativni potencijal ve¢i od MMC izolovanih iz kogtane srzi (Gronthos i sar., 2000),
a PDT kraé¢i od MMC izolovanih iz masnog tkiva (nasi neobjavljeni rezultati), moZe se
smatrati da je zubna pulpa mle¢nih zuba dobar izvor maticnih Celija za primenu u

praksi.

6.2. Ekspresija povrsinskih antigena tokom kultivacije

Nasi rezultati su pokazali da je ekspresija CD44, CD29, CD90, CD73 i kolagena
tip 1, homogena u izolovanoj populaciji DTSC. U odnosu na ekspresiju CD106, STRO-
1, 1 CD146, kultivisane ¢elije su bile heterogene i manje od 10% c¢elija je eskprimiralo
CD106 i STRO-1, dok je ekspresija CD146 markera bila veoma varijabilna izmedu
zuba i pokazivala trend opadanja sa povecanjem broja pasaza. DTSC nisu eksprimirale
CD34 antigen, karakteristican za nezrele celije hematopoetske loze. VaZznost ovog
antigena je mnogo veéa prilikom izolacije MMC iz koStane srzi, s obzirom da se
prilikom uzorkovanja ¢elija iz tog izvora, uvek dobije populacija koja sadrzi i MMC i
MCH. Bez obzira na naéin izolacije primarne ¢elijske populacije iz zubne pulpe, svi do
sada opisani postupci, kao rezultat imaju umnozavanje populacije celija koja je

heterogena po svom fenotipu (Miura i sar., 2003; Kerkis i sar., 2006). Celije zubne
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pulpe koje istovremeno imaju visok proliferativni potencijal i migratornu sposobnost su
MMC, periciti i endotelne éelije. Antigeni praceni u nasem sistemu kultivacije, i
preporuceni kao markeri mezenhimalnih mati¢nih ¢elija, nisu eksprimirani samo na ovoj
populaciji celija. Tako je pokazano da CD146 u kulturi eksprimiraju i periciti i
endotelne celije (Shi 1 Gronthos, 2003; Miura i sar., 2003; Siemerink i sar., 2012).
STRO-1 eksprimiraju periciti zubne pulpe i koStane srzi, ali i ¢elije koje formiraju CFU-
F, a za koje je pokazano da su multipotentne (Kaneko i sar., 2009). CD106 je marker
aktivisanih endotelnih ¢elija, a eksprimiraju ga i glatko-misi¢ne ¢elije i periciti (Garmy-
Susini i sar., 2005). S obzirom da se sva tri molekula nalaze na pericitima, mozemo
pretpostaviti da je u populaciji ¢elija izolovanoj u nasem radu svakako bila znacajna
populacija pericita, ali se ne moze zanemariti ni pretpostavka da su nase kulture
inicijalno sadrzale i neSto endotelnih celija. Pretpostavka da smo metodom tkivnog
eksplanta izolovali populaciju ¢elija koju u zna¢ajnom procentu sacinjavaju periciti je u
skladu sa sve ve¢im brojem literaturnih podataka koji identifikuju pericite kao
mezenhimalne mati¢ne ¢elije (Covas i sar., 2008; Chen i sar., 2009; Spath i sar., 2010).
Ono $to bi se sa velikim stepenom sigurnosti moglo tvrditi jeste da izolovanu populaciju
¢elija Cine multipotentni progenitori koji ne eksprimiraju markere maticnih Celija
hematopoeze, a koje karakteri$u markeri koji u isto vreme identifikuju i pericite i MMC.

Kultivacijom celija od P4 do P8 nije doSlo do promena u ekspresiji navedenih
antigena, osim blagog smanjenja populacije ¢elija koja je eksprimirala CD146. Taj nalaz
je u skladu sa literaturnim podacima koji takode ukazuju da tokom dugotrajne
kultivacije (od P6) dolazi do smanjenja populacije CD106 i CD146 pozitivnih celija
(Halfon i sar., 2011). Zanimljivo je primetiti da ukoliko bi jedna od navedenih
populacija ¢elija (CD146+, CD146- , CD106+, CD106-, STRO-1+, STRO-1-) imala
vec¢i proliferativni potencijal od drugih populacija, odnosno ukoliko bi bila manje
diferencirana, tokom dugotrajnog pasaziranja bi njena zastupljenost trebalo da raste. Ni
u nasem eksperimentalnom sistemu, a ni prema literaturnim podacima takva pojava nije

zapazena i opisana.
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6.3. Diferencijacija DTSC

Nasi rezultati pokazuju da su se izolovane DTSC kroz sve ispitivane pasaze (P4
do P8) uspesno diferencirale u pravcu osteoblasta, adipocita i hondrocita. Do sada
objavljeni podaci nisu konzistentni u pogledu tacnog broja deoba koji bi €inio grani¢nu
vrednost posle koje ¢elije gube multipotenost. Verovatno je da starenje ¢elija u kulturi
zavisi od vise faktora u koje spada kako kvalitet primarne ¢elijske populacije, tako i
vrsta medijuma i prisutni faktori rasta. Patel i saradnici (2009) su pokazali da iako je
tokom kultivacije DPSC dolazilo do promena na nivou ekspresije razli€itih
molekularnih markera i ¢elijske morfoloske kompleksnosti, kapacitet za diferencijaciju
tokom kultivacije (sve do pasaze 15) se nije menjao. Ipak, u velikom broju radova, se
naglasava da sa starenjem c¢elija u kulturi opada potencijal hondrogene i adipogene
diferencijacije, a raste potencijal ka osteogenezi. Tako je na primer, pokazano da se
adipogeni i osteogeni potencial MMC poreklom iz ko3tane srzi ne menja sve do 15.
pasaze, opada oko 20. pasaze i znacajno se gubi nakon 30. pasaze (Kim i sar., 2009). Da
uslovi kultivacije znafajno uticu na moguénost diferencijacije, ukazuje i podatak, da
gajenje celija na podlozi presvucenoj kolagenom tipa 1, znacajno produzava period u
kome se uoc¢ava multipotentnost primarne ¢elijske populacije (Ksiazek 1 sar, 2009).

Sude¢i po aktivnosti alkalne fosfataze, nakon 5 1 10 dana, ali i povrSini koju
zauzima mineralizovani matriks tokom osteogene indukcije, diferencijacija u smeru
osteogeneze je intenzivna nezavisno od pasaze u kojoj je posmatrana. NasSi rezultati su u
potpunosti u korelaciji sa rezultatima iz literature. Miura i saradnici su pokazali (2003)
da nakon cetvoronedeljne ekspanzije, SHED imaju sposobnost formiranja Alizarin Red
pozitivnih nodusa, ekspresije AP, ali i drugih markera kosStanog tkiva.

U nasim kulturama je oko 20% celija imalo sposobnost da se diferencira u
adipocite sa prepoznatljivim masnim kapljicama. Brojni literaturni podaci ukazuju na to
da SHED pokazuju slab potencijal za adipogenu diferencijaciju u odnosu na mati¢ne
¢elije poreklom iz kostane srzi (Miura i sar., 2003; Yamaza i sar., 2010).

Nakon formiranja hondrogenih peleta u medijumu za hondrogenu
diferencijaciju, dokazana je intenzivna sinteza kolagena tip 1 i tip 2, a potom i
sulfonovanih glikozaminoglikana §to ukazuje na potencijal izolovanih Ccelija da

formiraju ekstracelularni matriks karakteristican za fibroznu hrskavicu. U literaturi
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nema mnogo podataka o hondrogenom potencijalu DTSC, ali je pokazano da su se
IDPSC uspesno diferencirale u hondrocite (Kerkis i sar., 2006).
Diferencijacija DTSC u nasim uslovima, pokazuje da tokom viSenedeljne

ekspanzije ove ¢elije pokazuju ocuvan trilinijski diferencijacioni potencijal.

6.4. NAC povecava broj ¢elija u kulturi

Poznato je da je nekontrolisano/preterano stvaranje ROS, kao i reaktivnih
radikala azota (ili drugih reaktivnih molekula) osnovni faktor nastanka oStecenja
razli¢itih molekula u ¢elijama (Valko i sar., 2007). Gledano sa fizioloSkog aspekta,
¢elije koje bi trebalo da imaju najbolje mehanizme zastite su maticne ¢elije, ¢ijom
proliferacijom i diferencijacijom tokom c¢itavog Zivota jedinke (kod coveka u proseku
oko 70 godina), organizam obnavlja i reparira tkiva ¢ije se terminalno diferencirane
éelije ne obnavljaju i koje imaju relativno kratak Zivotni vek. Na primeru MCH, na
0sSnovu in vivo i in vitro istrazivanja moze se zakljuciti da su ove ¢elije smesStene i niSe
sa niskom koncentracijom kiseonika od 0,1-1% (Hermitte i sar., 2006) kao i da imaju
mali broj mitohondrija koje su izvor ROS (Chen i sar., 2008). In vitro je jasno pokazano
da ove celije na 1-3% O, mogu da se samoobnavljaju i proliferiSu, dok na 20% O
proliferisu, diferenciraju se 1 nestaju (Kovacevi¢ Filipovi¢ 1 sar., 2007). Mnogi aspekti
fiziologije MMC su jo$ uvek nejasni, pa tako i mikrosredina u kojoj se nalaze in vivo.
Ukoliko je taéna pretpostavka da se MMC nalaze uz zidove krvnih sudova (Ishikawa i
sar., 2012), onda bi ove ¢elije, in vivo, verovatno imale metabolizam u kome se ATP
delom dobija i u Krebsovom ciklusu. Sa druge strane, verovatno bi imale visok stepen
antioksidativne zastite koja bi morala da obezbedi njihovo normalno funkcionisanje
kako u uslovima fizioloske ravnoteze organizma, tako i u uslovima oStecenja tkiva, kada
postoji inflamacija i kada su MMC neophodne za ponovno uspostavljanje funkcije
oStecenog tkiva. U tim uslovima koji podrazumevaju hipoksiju, stvara se vise ROS i
¢elije moraju da imaju aktivirane sisteme antioksidativne zaStite. Takode je jasno da
kultivacija ¢elija menja njihove fizioloske osobine i da se rezultati dobijeni in vitro ne
mogu direktno primeniti i objasniti karakteristike celija in vivo. Medutim, ekspanzija
razli¢itih celija in vitro je fascinantna osobina, koja Cini se, otvara vrata mnogim
vrstama terapija koje ranije nisu bile moguce, ili u najmanju ruku, omogucava

ispitivanje farmakoloSkih supstanci na brz i eticki prihvatljiv nacin, Sto svakako moze
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da dovede do brzeg napretka u medicini. Uslovi u kojima se vrsi ekspanzija ¢elija nisu
standardizovani i zavise od mnogih faktora. lako je ekspanzija na 20% O, najéeSce
primenjivana, mnogi radovi ukazuju da je ocuvanje ,,izvorne* prirode mati¢nih celija, ili
bilo kojih drugih celija organizma, moguée samo u uslovima adekvatne koncentracije
O, odnosno one koncentracije u kojoj se ispitivane c¢elije nalaze i u organizmu
(Ivanovi¢, 2009). Takode je pokazano da uslovi niskih koncentracija O, mogu uspesno
da se imitiraju dodavanjem NAC-a (Fan i sar., 2008). Osim toga, ukoliko se
ekspandirane celije pretretiraju niskim koncentracijama O ili NAC-om, one bivaju
bolje ,,pripremljene* za transplantaciju i samim tim postizu bolje efekte u regeneraciji ili
reparaciji ostecenih tkiva (Song i sar., 2010; Leroux i sar., 2010).

Sedamdeset dva sata posle dodavanja 0,1 mM NAC-a u kulture DTSC, broj
¢elija je u proseku bio za Cetvrtinu veci nego u kulturama bez NAC-a. Tretman 1 mM
NAC-om je takode povecavao broj ¢elija u kulturi, ali nesto slabije u odnosu na 0,1 mM
NAC. Ovi rezultati se mogu objasniti time da NAC deluje stimulativno na proliferaciju
(skracujuci Celijski ciklus) jedne ¢elijske populacije u okviru heterogene grupe ¢elija u
nasem sistemu kultivacije. Naime, u naSem radu je pokazano da se posle dodavanja
NAC-a, jedna populacija ¢elija (obojena sa CFSE), podeli ve¢i broj puta u odnosu na
drugu populaciju. Taj nalaz je potkrepljen i rezultatima koji pokazuju da se 12 sati posle
dodavanja NAC-a u kulture, povecava populacija ¢elija koja se nalazi u S fazi celijskog
ciklusa. Osim toga, pokazali smo da 0,1 mM i 1 mM NAC ne uti¢u na broj ¢elija u
apoptozi. | drugi autori su pokazali da NAC u koncentracijama 0,1 i 1 mM ve¢ posle
drugog dana tretmana MMC poreklom iz kostane srzi povecava proliferaciju éelija 1,3
odnosno 1,9 puta (Ahmadi-Ashtiani i sar., 2012). Takode, NAC je u koncentracijama od
0,125 mM, 0,25 mM i 0,5 mM dozno zavisno povec¢avao proliferaciju MMC poreklom
iz kostane srzi (Ji i sar., 2011). Sun i saradnici (2013) su pokazali da je povecanje
proliferacije MC poreklom iz masnog tkiva u grupi tretiranoj bFGF-om i
antioksidantima (NAC-om i askorbinskom kiselinom) prac¢eno znacajno veéim brojem
¢elija u S fazi Celijskog ciklusa, rezultat smanjenja nivoa inhibitora ciklin-zavisnih
kinaza (CDK), odnosno povecanja koncentracije samih CDK. Medutim, pozitivan
efekat u pogledu povecanja broja Celija (¢elijska linija L6) tretiranih NAC-om nije se
manifestovao promenom broja ¢elija koje se nalaze u S fazi ¢Celijskog ciklusa (Kim i

sar., 2006). Mozemo pretpostaviti da upravo stimulacija proliferacije Celijske linije ne
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mora da ima isti mehanizam, jer je ta populacija ¢elija homogena po svojim osobinama,
dok je u slucaju primarnih ¢elijskih kultura populacija heterogena 1 efekat NAC-a ne
mora da bude isti na svim ¢elijama.

Dodavanje 2 mM NAC-a je u P8 smanjivalo proliferaciju mati¢nih ¢elija, i taj
efekat se video 1 kroz smanjenje broja celija koje prolaze kroz vise od 6 deoba za 72
sata. Takode, 2 mM NAC je nakon 24 sata kultivacije povecavao broj ¢elija u apoptozi.
U literaturi su primenjivane razli¢ite koncentracije NAC-a u in vitro sistemu, i moze se
uociti da je efekat zavistan ne samo od koncentracije NAC-a, ve¢ i od tipa ¢elija na
kojima je efekat ispitivan. Sa druge strane, ukoliko se ima u vidu da tioli male
molekulske mase pokazuju bivarijantno delovanje, $to znaci da su toksicni u srednjim,
ali ne i u niskim i visokim dozama mogu se objasniti i donekle inkonzistentni rezultati
razli¢itih studija. U radu Held i Biaglow-a (1994), na V79 ¢elijama poreklom od
kineskog hrcka, je pokazano da jedino za NAC nije karakteristiCan takav dvofazni
odgovor, te da je NAC za ¢elije toksi¢an u koncentracijama koje su > od 2 mM. S druge
strane, neke studije ukazuju da NAC c¢ak i u vi§im koncentracijama (20 mM) ne izaziva
proces apoptoze u kulturama DPSC, bilo da se radi o diferenciranim ili nediferenciranim
¢elijama (Paranjpe i sar., 2007). Zapravo je pokazano da prilikom kontakta sa
biomaterijalom, ima ¢ak i protektivan efekat na DPSC (Paranjpe i sar., 2007). Ovi
rezultati pokazuju da efekat NAC-a znacajno zavisi od drugih uslova kutivacije, ali da

taj isti efekat moze da se primeni u praksi.

6.5. NAC povecava aktivnhost ALDH u jednoj populaciji ¢elija u kulturi

Nasi rezultati pokazuju da je 0,1 mM NAC u P6 povecao procenat celija u
kojima se moze detektovati visoka aktivnost ALDH, a u isto vreme je dovodio do
ubrzanja celijskog ciklusa jedne populacije ¢elija. Razlicite celije eksprimiraju razlicite
izoforme ALDH, ali koja je izoforma aktivna u ¢elijama zubne pulpe nije do sada
pokazano. Poznato je da visoka aktivhost ALDH3A1 izoforme stimuliSe proliferaciju
¢elija 1 da je povezana sa otpornos¢u cCelija na citostatske i citotoksi¢ne efekte lipidnih
peroksida (Muzio i sar., 2012). Mogué¢i mehanizam se zasniva na sposobnosti ALDH da
metaboliSe neke endogene supstrate koji nastaju kao rezultat normalnog delijskog

metabolizma (4-hidroksinonenal), a koji uti¢u na ekspresiju gena koji su ukljuceni u
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regulaciju proliferacije (Muzio i sar., 2012). In vitro eseji enzimske aktivnosti ukazuju
na to da je humana ALDH7A1 osetljiva na oksidaciju i efikasnost enzima moze bar
delimi¢no biti obnovljena dodavanjem B-merkaptoetanol-a (Brocker i sar., 2011). Kako
je u nasem eksperimentalnom sistemu pokazano, NAC smanjuje oksidativno oste¢enje u
¢elijama pa bi se na taj na¢in moglo objasniti kako dodavanje NAC-a povecéava procenat
¢elija koje eksprimiraju ALDH. Moguce je pretpostaviti da je aktivacija ALDH u
pojedinim ¢elijama povezana sa ubrzanjem njihovog celijskog ciklusa i poveéanjem
ukupnog broja ¢elija u kulturama.

Sto se ti¢e fenotipskih markera, dodavanje NAC-a u medijum za kultivaciju nije

znacajno uticalo na njihovu ekspresiju.

6.6. NAC smanjuje aktivnost SA-g-gal in vitro

Dugotrajna kultivacija ¢elija in vitro, neminovno, posle odredenog broja pasaza,
indukuje akumulaciju celija koje pokazuju znake starenja. Ako [-galaktozidazu
ozna¢imo kao vazan marker starenja in vitro, onda je zaklju¢ak da DTSC tokom
kultivacije, do osme pasaze, nisu pokazivale znacajnije znake starenja. Drugacija slika
je dobijena nakon tretmana celija NAC-om. Nezavisno od pasaze, 0,1 mM NAC je
uticao da se procenat SA-B-gal pozitivnih Celija smanji, dok je 2 mM NAC znacajno
uticao na povecanje broja ¢elija koje su SA-B-gal pozitivne. To bi mozda donekle moglo
da objasni dobijeno smanjenje proliferacije, odnosno, smanjenje broja celija koje su
prolazile kroz veci broj deoba, u uslovima tretmana 2 mM NAC-om.

U literaturi je pokazano da iako je sa diferencijacijom indukovanih
pluripotentnih mati¢nih ¢elija doslo do povecanja broja celija koje su SA-B-gal
pozitivne, tretman NAC-om je tokom diferencijacije znacajno uticao na smanjenje broja
starih ¢elija, §to ukazuje na protektivan efekat NAC-a kada je u pitanju oksidatvni stres
in vitro (Berniakovich i sar., 2012). Rezultati dobijeni primenom NAC-a u uslovima
prekomerne ekspresije Wnt3a (ubrzava starenje) u MMC poreklom iz koitane srzi, su
ukazali da ROS imaju znadajnu ulogu tokom starenja MC in vitro. NAC je, naime,
smanjujuci stvaranje ROS, zna¢ajno smanjio procenat SA-B-gal pozitivnih ¢elija, mada
sam efekat NAC-a, bez indukcije starenja, nije ispitivan (Zhang i sar., 2013). Voghel i

saradnici (2008) su zakljucili da ukoliko nije doSlo do ireverzibilnog oStecenja
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endotelnih ¢elija u uslovima oksidativnog stresa, kontinuirana primena NAC-a dovodi
do inhibicije starenja celija 1 to mehanizmom koji ukljucuje aktivaciju kataliticke
subjedinice telomeraze i prolaznu stabilizaciju telomera. Svi navedeni rezultati ukazuju
da je jedan od efekata NAC-a, svakako smanjeno nakupljanje lizozoma u ¢elijama, $to
moze da bude povezano, kao $to je ranije objasnjeno, i sa ubrzanjem proliferacije jedne

¢elijske populacije.
6.7. NAC stimuliSe osteogenu i hondrogenu, a inhibira adipogenu diferencijaciju

NAC je dozno zavisno, u svim ispitivanim periodima po indukciji osteogeneze
povecavao kako aktivnost AP, tako i koli¢inu deponovanog kalcijum-fosfata, §to znaci
da je tokom trodnevnog pretremana NAC-om veéi broj ¢elija u kulturi zadrzao ili stekao
potencijal da se diferencira u osteoblaste. | drugi podaci iz literature pokazuju da NAC
stimuliSe osteogenezu. Tako je tretman NAC-om (10-30 mM) stimulisao kako ranu tako
i kasnu fazu osteoblastne diferencijacije celija dobijeninh enzimskom digestijom
frontalne i parijetalne kosti lobanje neonatalnih miseva (Jun i sar., 2008). Dodavanje
NAC-a u medijum za osteogenu diferencijaciju je stimulisalo i osteogenezu MMC
izolovanih iz koStane srzi. DoSlo je do povecanja aktivnosti alkalne fosfataze, kao 1
MRNK za kolagen tip 1 i osteopontin (Ji i sar., 2011). Nasuprot nasim rezultatima, NAC
je i u bazalnom medijumu stimulisao mineralizaciju i aktivnost alkalne fosfataze (Ji i
sar., 2011). Tretman DPSC samo sa NAC-om, ili NAC-om i agensima koji su ukljuc¢eni
u proces osteogene diferencijacije znacajno je povecao ekspresiju gena za osteopontin,
osteoklacin i dentalni sijaloprotein. U bazalnom medijumu NAC je stimulisao
proliferaciju 1 diferencijaciju Celija (Paranjpe 1 sar., 2007). Rade¢i na stromalnim
¢elijama poreklom iz kostane srzi, Ji sa saradnicima (2011) je pokazao da kada je NAC
dodat u medijum za diferencijaciju, znacajno povecava osteogenu diferencijaciju, kako
tokom rane induktivne faze, tako i tokom faze kada dolazi do mineralizacije. Svi
navedeni podaci ukazuju na to da NAC stimulie diferencijaciju MMC ka
osteoblastima.

Pretretman NAC-om u trajanju od 72 sata, je dozno zavisno, inhibirao
diferencijaciju DTSC u adipocite. Slicno, Kanda 1 saradnici (2011), su posle
petodnevnog pretretmana MMC poreklom iz kostane srzi, 5 mM NAC-om, dobili

smanjenje adipogene diferencijacije. NAC je, mehanizmom koji se zasniva na inhibiciji

108



formiranja ROS, inhibirao i akumulaciju masnih kapljica tokom finalne diferencijacije
preadipocita (Calzadilla i sar., 2011). Dodavanje NAC-a u medijum za adipogenu
diferencijaciju dovelo je do inhibicije adipogeneze (Ji i sar, 2011). Naime, doslo je do
smanjenja ekspresije markera adipogeneze LPL, FABP4 i PPARY na nivou mRNK, kao
1 inhibicije akumulacije lipidnih kapljica u ¢elijama tokom diferencijacije (Ji i sar.,
2011). Zanimljivo je da je sli¢an trend u pogledu delovanja NAC-a u njihovom sistemu
kultivacije primecen i nakon gajenja ¢elija u bazalnom medijumu, $to u nasem sistemu
nije bilo slucaj. Moze se zakljuciti da je NAC u svim opisanim uslovima inhibirao
adipogenezu.

Pretretman NAC-om je =znacajno, dozno =zavisno, stimulisao sintezu
glikozaminoglikana tokom hondrogene diferencijacije DTSC. Dve nedelje nakon
formiranja hondrogenih peleta u medijumu za hondrogenu diferencijaciju, pokazana je
intenzivna sinteza kolagena 2, medutim, poredenje histoloskih preparata nije moglo da
da jasnu sliku o efektima NAC-a. Pokazano je da primena niskih koncentracija O, in
Vitro utiée na poja¢anje procesa glikolize u MMC poreklom iz kostane srzi i da je to
mehanizam koji je vazan za stimulaciju hondrogeneze in vitro (Pattappa i sar., 2011).
Ukoliko se efekti in vitro primene niskih koncentracija kiseonika i NAC-a mogu
porediti, onda bi to bio nacin da se objasni izrazito pozitivan efekat NAC-a na
hondrogenu diferencijaciju. Nakon analize dinamike hondrogeneze kod miSeva
tretiranih NAC-om od dana rodenja pa do druge odnosno trece nedelje zivota, utvrdeno
je da je tretman NAC-om stimulisao sintezu proteoglikana i smanjio procenat
hipertrofiénih hondrocita in vivo (Morita i sar., 2007). Kako je NAC i u nasem
eksperimentalnom sistemu, ali i in vivo stimulisao hondrogenezu, mozemo smatrati da
je njegov pozitivan uticaj na hondrogenu diferencijaciju DTSC dosta izvestan.

Nedavno su Sun i saradnici (2013) pokazali da je Sestodnevni pretretman
kombinacijom antioksidanasa (NAC i askorbinska kiselina) MMC poreklom iz masnog
tkiva, koje su gajene u medijumu u koji je dodat bFGF, doveo do stimulacije
osteogeneze, adipogeneze i hondrogeneze. Intenzivirana diferencijacija je detektovana
kako histohemijski tako i na nivou povecanja ekspresije molekularnih markera
diferencijacije. Efekat stimulacije diferencijacije je objasnjen Cinjenicom da je sam
bFGF uticao na stimulaciju diferencijacije, dok je dodavanje antioksidanata dodatno

amplifikovalo taj proces (Sun i sar., 2013).
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6.8. NAC smanjuje oksidativno o$tecenje proteina i lipida

Nasi rezultati pokazuju da dodavanje NAC-a u nizim koncentracijama (0,1 i 1
mM) posle 24 sata smanjuje stepen oksidativnog oSte¢enja lipida (smanjena je
koncentracija MDA) i proteina (smanjen sadrzaj karbonilnih grupa), dok sadrzaj SH
grupa raste. Potvrdu inhibicije lipidne peroksidacije smo dobili i analizom masno-
kiselinskih profila nakon tretmana NAC-om. Znacajno povecanje udela PUFA u
ukupnom masno-kiselinskom profilu ide u prilog Ccinjenici da NAC ispoljava
protektivno delovanje na lipide, direktno i/ili indirektno uti¢u¢i na smanjenje lipidne
peroksidacije.

Posle 48 sati, efekat 0,1 i 1 mM NAC-a se odrazava samo na sniZzenu
koncentraciju MDA. NAC u koncentraciji od 2 mM u proseku ima sli¢ne efekte kao i
prethodne vrednosti, ali je varijacija izmedu pojedinih uzoraka znacajno veca, te
rezultati nisu znacajni. Ovi rezultati su u skladu sa prethodnim nalazima da NAC u
koncentracijama koje su veée od 10° mM znaGajno smanjuje oksidativni stres,
konkretno nastanak superoksid anjon-radikala (O;") u primarnim kulturama angiotenzin
lI-stimulisanih vaskularnih glatko-misiénih éelija (Luo i sar., 2009) i O, i H,0; u MCH
(Fan i sar., 2008). Donekle drugaciji su rezultati Samuni i saradnika (2013) koji su
pokazali da NAC efikasno uklanja hidroksil-radikal (OH’), dok je uticaj NAC na
neutralizaciju superoksid-anjon-radikala, vodonik- peroksida i peroksinitrita ostao
nedovoljno ispitan. Takode je pokazano da 0,1 mM NAC znacajno poboljsava redoks
status u celijama (poveéava nivo -SH grupa), bilo putem direktnog povecanja
koncentracije cisteina u c¢elijama, ili indirektno poveéanjem koncentracije glutationa
(Samuni i sar., 2013), §to je u saglasnosti sa nas§im rezultatima. Fan i saradnici (2008)
su ukazali na moguénost da je snizavanje lipidne peroksidacije NAC-om u uslovima
normoksije posledica porasta koncentracije GSH, pa samim tim i poveéanja aktivnosti
GSH zavisne GPX, koju je u odnosu na katalazu u uslovima normoksije lakse
indukovati. U svetlu brojnih radova o efektima NAC-a na smanjenje oste¢enja izazvanih
slobodnim kiseonikovim radikalima, mozemo da zaklju¢imo da dobijeni rezultati
ukazuju na direktno ili indirektno neutraliSu¢e delovanje NAC-a na ROS, i posledi¢no
smanjenje ostecenja lipidnih i proteinskih molekula, a poveéanja tiolnih grupa u

¢elijama.
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Takode je zanimljivo da je stepen oStec¢enja lipida i1 proteina, pokazan kroz
ispitivane parametre, relativno nizak, ¢ak i bez NAC-a, mada u literaturi postoje
kontradiktorni rezultati kada su u pitanju ispitivani parametri. Uporedujuci vrednosti za
MDA kontrolnih MMC poreklom iz kostane srzi pacova u radu Zhang i saradnika,
(2013), ali i MDA vrednosti humanih MMC iz kostane srZi u radu Li i saradnika (2011),
ispostavilo se da je lipidna peroksidacija u nasem sistemu kultivacije daleko niza.
Zanimljivo je da vrednosti koje smo mi dobili, kada se preratunaju na 10% éelija, u
najvisem stepenu koreliraju sa rezultatima dobijenim na MMC poreklom iz masnog
tkiva koje su u pasazi 5 transdukovane lentiviralnim vektorom koji kodira kataliticku
subjedinicu humane telomeraze (Estrada i sar., 2013). Takode, procenat SA-B-gal
pozitivnih ¢elija je u pasazi 5 kod MMC poreklom iz masnog tkiva daleko veéi (Estrada
i sar.,, 2013) nego u nasem eksperimentalnom sistemu. Ako se nisko oksidativno
oStecenje sagleda i sa aspekta da je vijabilitet Celija tokom cCitavog perioda kultivacije
izuzetno visok (mali broj ¢elija u apoptozi) a aktivnost 3-galaktozidaze niska, mozemo
da zaklju¢imo da se izolovane ¢elije, tokom prve Cetiri pasaze, veoma dobro adaptiraju

na uslove sa visokom koncentracijom Os.

6.9. NAC smanjuje aktivnost enzima antioksidativne zaStite

Aktivnost enzima ukljucenih u sistem antioksidativne zaStite (AOS), nije detaljno
obradivana u literaturi koja se bavi metabolizmom MMC. Osim toga, postojeéi rezultati
su donekle kontroverzni. Pojedini autori su pokazali da MMC imaju nizu aktivnost
enzima AOS u odnosu na diferencirane celije, 1 to objaSnjavaju fenomenom
privilegovanih in vivo nisa, koje stitt MMC od $tetnih dejstava mikrosredine (Orciani i
sar., 2010). Drugi autori su pokazali da, in vitro, MMC poseduju najvaznije enzimske i
neenzimske mehanizme zahvaljuju¢i kojima su sposobne da efikasno detoksikuju ROS 1
RNS (Valle-Prieto i Conget, 2010) kao i da nediferencirane MC imaju znatno nize
koncentracija ROS i u vezi sa tim vecu zastupljenost nezasi¢enih metabolita (Vacanti i
Metallo, 2013). Nasi rezultati pokazuju da se in vitro, u DTSC, moze detektovati
aktivnost SOD i katalaze.

Nasi rezultati takode pokazuju da 24 i 48 sati po dodavanju 0,1 i 1 mM NAC-a
dolazi do smanjenja aktivnosti ukupne SOD i CAT i da je 0,1 mM NAC smanjio
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aktivnost Cu,Zn-SOD (smanjenje uzrokovano 1 mM NAC-om nije bilo znacajno), dok
su li2mM NAC smanjivali aktivnost Mn-SOD.

S obzirom da je pad aktivnosti enzima antioksidativne zastite u korelaciji sa
smanjenjem oksidativnog oStecenja celijskih makromolekula, efekat koji smo dobili bi
se bar delom mogao objasniti kao adaptivan odgovor ¢elija na smanjenje ROS, odnosno
smanjeno stvaranje ROS je prac¢eno i smanjenjem aktivnosti enzima neophodnih za
njihovu neutralizaciju. S obzirom na to da je broj ¢elija sa 0,1 i 1 mM NAC-om veci
posle 72 sata kultivacije, a stepen oksidativnog oStecenja manji, kao i aktivnost SOD i
CAT, mozZemo zakljuciti da su ova dva efekta medusobno zavisna. Jedna mogucnost je
da se ¢elijski ciklus, barem jedne manje populacije ¢elija (kako je pokazano prethodnim
rezultatima) skraduje, zato §to je potrebno manje vremena da se u pojedinim fazama
¢elijskog ciklusa repariraju odredeni molekuli vazni za odvijanje ciklusa ¢elija koje se
nalaze u stalnoj proliferaciji. Druga moguénost je da NAC delujué¢i na nivo ROS,
zapravo uti¢e na pojedine signalne puteve koji ubrzavaju ¢elijski ciklus jedne populacije
DTSC.

NAC je u koncentraciji od 2 mM smanjio aktivnosti Mn-SOD, i to je jedina
koncentracija NAC-a koja je izazvala smanjenje broja ¢elija posle kultivacije od 72 sata
i to verovatno povecanjem procenta celija u apoptozi. Na koji nacin su povezani
smanjena aktivnost Mn-SOD i povecanje apoptoze nije lako objasniti, ali se moze
pretpostaviti da svako vece odstupanje u aktivnosti nekog enzima moze da dovede do

negativnih efekata po Celijski ciklus u prezivljavanje celija.

6.10. NAC povecava relativnu aktivnost LDH,4 i LDHs

Nasi rezultati pokazuju da su u kulturama DTSC, kroz sve pasaze, najaktivnije
izoforme LDHj;, LDH, i LDHs. Relativna aktivnost LDH; i LDH; izoformi je bila
veoma slaba. NAC je dozno zavisno povecavao relativnu aktivnost LDH,4 i LDHs. Do
sada je pokazano da linije embrionalnih mati¢nih Celija eksprimiraju, kao i ¢elije u
nasem eksperimentalnom sistemu, LDH3, LDH,4 i LDHs, dok su primarne embrionalne
¢elije imale aktivnu LDH; i LDHs izoformu (Gibbons i sar., 2006). S druge strane,
embrioni od dve celije i blastociste su imali aktivnu samo LDHj, a fibroblasti LDH, i

LDHs (Gibbons 1 sar., 2006). Ovi podaci bi mogli da navedu na zakljuc¢ak da ekspresija
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pojedinih izoformi zavisi od duzine kultivacije ¢elija, odnosno, da zavisi od toga, da li
je metabolizam Celije prilagoden uslovima kultivacije. Naime, embrionalne,
hematopoetske i mezenhimalne mati¢ne celije u kulturi, kontinuirano proliferisu, bez
obzira da li se nalaze na 3% O, ili na 20% O, (Ezashi i sar., 2005; Ivanovi¢ i sar., 2000;
Fehrer i sar., 2007). Taj fenomen se moze objasniti ¢injenicom da u kulturi nema
kontaktne inhibicije, kao ni drugih regulatornih signala koji spre¢avaju nekontrolisanu
proliferaciju ¢elija u samom organizmu. Osim toga, celije u kulturi imaju na
raspolaganju dovoljno faktora rasta i hranljivin materija. Komercijalni medijumi za
kultivaciju MC najéescée sadrze glukozu u koncentracijama koje su vise od fizioloskih
(5,6 mmol/L). U ovim uslovima izgleda da sve Celije adaptiraju osnovne metabolicke
puteve na sli¢an nacin. Naime, vrlo je verovatno da vise koncentracije kiseonika od
fizioloskih (20%), jednako kao i nize koncentracije koje se definisu kao hipoksija (za
pojedine celije verovatno < 1-3%, mada ove vrednosti nisu jasno odredene), proizvode
ROS koji su u uslovima hipoksije u organizmu okida¢ za stabilizaciju HIF-1a i njegovu
translokaciju u jedro. U naSim kulturama je pokazano da prakti¢no sve celije (95%),
imaju jedra pozitivna na HIF-1a, a da se sa dodavanjem NAC-a taj procenat ne menja
(rezultati nisu prikazani). Stabilizacija HIF-1a, kompatibilna nasim rezultatima,
pokazana je i u jedrima humanih degijih MMC poreklom iz kostane srzi i kao i iz krvi
pupcanika (Palomaki i1 sar., 2013). HIF-1 dalje stimuliSe ekspresiju gena vaznih za
pojacanu glikolizu — pa se sintetiSu pojedini enzimi i transporteri za glukozu kao i
LDHM subjedinica laktat- dehidrogenaze (Le i sar., 2010). HIF1, takode, stimulie
pentozo-fosfatni put (Zhao i sar., 2010). Dalje, sva koli¢ina glukoze u medijumu koja je
iznad minimalnih neophodnih vrednosti za aktivaciju c¢elijskog ciklusa, se u celiji
pretvara u laktat (aktivnos¢éu LDHs), ili se koristi za pentozo-fosfatni put i proizvodnju
nukleotida vaznih za brzo proliferiSuce ¢elije (Olivotto 1 dello Sbarba, 2008; Vacanti 1
Metallo, 2013). Tako je za MMC, kao i za druge éelije koje aktivno proliferidu u kulturi,
pokazano da im je metabolizam zasnovan na glikolizi, na Sta ukazuje Visok nivo
aktivnosti enzima ukljucenih u glikolizu, kao i visoka produkcija laktata (Chen i sar.,
2010; Pottappa i sar., 2011). Zapravo se smatra da je metabolizam mati¢nih Celija, kao i
tumorskih ¢elija u uslovima in vitro, zasnovan na ,,Warburg-ovom efektu®, koji upravo
opisuje intenzivnu glikolizu u celijama, bez obzira na prisustvo zadovoljavajucih

koli¢ina kiseonika (Warburg, 1956; Pattappa i sar., 2011; Vacanti i Metallo, 2013). Na
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osnovu podatka da koncentracija O, (5 i 20%) ne deluje na aktivnost laktat-
dehidrogenaze, kao ni na ucestalost pojedinih njenih izoformi (Gibbons i sar., 2006),
mozemo pretpostaviti da je koncentracija glukoze u kulturi primarni regulator aktivnosti
ukupne LDH i njenih izoformi, a indirektno, putem svojih metabolita, mozda i samog
HIF-1a. To nije nepoznati podatak u literaturi, naime povec¢ana koncentracija glukoze u
medijumu stimulise ekspresiju HIF-1a u glomerularnim mezangijalnim ¢elijama (Isoe i
sar., 2010).

Sa druge strane, Estrada i sar., (2013), navode podatak da fizioloska
koncentracija kiseonika (3%) ima odredeni pozitivan uticaj na ekspresiju gena LDHA,
pa tako i sintezu LDHM subjedinice, u odnosu na 21% O, u medijumu, u MMC
poreklom iz masnog tkiva. Takode, sasvim je logicno da je stepen oksidativne
fosforilacije nesto veéi kod éelija koje su gajene na 21% O, (MMC poreklom iz kostane
srzi, Pattappa i sar., 2011).

Na osnovu svega izlozenog, mogli bismo da pretpostavimo da 0,1 mM NAC
verovatno uti¢e na metabolizam glukoze, ili na pojedine metabolite ukljuene u signalne
puteve koji su zavisni od glukoze, pa tako posredno povecava aktivnost LDH,4 i LDHs.
Istovremeno, s obzirom na to da NAC in vitro donekle imitira hipoksiju (0,1 mM NAC
znacajno snizava oksidativno ostecenje u svim uslovima), i to moze biti nac¢in na Koji
NAC povecava aktivnost izoformi LDHy4 i LDHs.

Ukoliko sagledamo sveukupno dejstvo NAC-a, mozemo zakljuciti da njegovo
dodavanje u kulture u koncentraciji od 0,1 i 1 mM, ima pozitivan efekat, posebno
ukoliko su celije posle ekspanzije namenjene daljoj diferencijaciji u osteoblaste i

hondrocite.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata dobijenih prilikom izrade ove doktorske disertacije mogu se

izvesti sledeci zakljudci:

1.

1z zubne pulpe mle¢nih zuba dece moguce je izolovati populaciju éelija koja
pripada mezenhimalnim matiénim delijama, ali je po odredenim
karakteristikama heterogena. Celije izolovane iz zubne pulpe imaju visok
proliferativni potencijal i mogu da se diferenciraju u osteoblaste, hondrocite i
adipocite, ali su heterogene u odnosu na ekspresiju CD146, CD106 i STRO-1
markera, aktivnost ALDH i brzinu deoba tokom kultivacije. Visa aktivnost
ALDH je bila u negativnoj korelaciji sa vremenom duplikacije ¢elija u kulturi te
se moze pretpostaviti da su Celije koje imaju viSu aktivnost ALDH primitivnije, i
da brze proliferiSu.

NiZe koncentracije NAC-a (0,1 mM i 1 mM), in vitro, povecavaju broj ¢Celija
u kulturi. Nize koncentracije NAC-a stimuliSu proliferaciju jedne manje
populacije ¢elija, povecavaju broj ALDH+ ¢elija, smanjuju broj starih ¢éelija 1
povecavaju relativnu aktivnost LDH, i LDHs izoformi laktat-dehidrogenaze (Sto
ukazuje na ubrzanu glikolizu). Sve navedene promene mogu indirektno objasniti
ubrzanje proliferacije i povecanje broja celija u kulturama tretiranim nizim
koncentracijama NAC-a.

NiZe koncentracije NAC-a (0,1 mM i 1 mM), in vitro, zna¢ajno smanjuju
oksidativno oStecenje na nivou celija. Dodavanje NAC-a posle 24 sata
smanjuje stepen oksidativnog ostecenja lipida (smanjena je koncentracija MDA)
1 proteina (smanjen sadrzaj karbonilnih grupa), dok sadrzaj -SH grupa raste.
Nakon tretmana nizim koncentracijama NAC-a dolazi i do smanjenja aktivnosti
SOD i katalaze. S obzirom na to da je pad aktivnosti enzima antioksidativne
zaStite u korelaciji sa smanjenjem oksidativnog oSte¢enja  Celijskih
makromolekula, efekat koji smo dobili bi se bar delom mogao objasniti kao
adaptivan odgovor ¢elija na smanjenje ROS, odnosno smanjeno stvaranje ROS
je pra¢eno i1 smanjenjem aktivnosti enzima neophodnih za njihovu neutralizaciju.
Visa koncentracija NAC-a (2 mM), in vitro, smanjuje broj celija u kulturi.
Visa koncentracija NAC-a (2 mM), in vitro, smanjuje broj celija u kulturi

inhibirajuci proliferaciju jedne manje populacije ¢elija i povecavajuci broj celija
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u apoptozi i broj starih ¢elija, iako ne uti¢e znacajno na njihov oksidativni status.
Navedene promene mogu objasniti smanjenje broja ¢elija prilikom primene 2
mM NAC-a.

NAC dozno zavisno stimuliSe osteogenezu i hondrogenezu, a inhibira
adipogenezu. Zbog toga, tretiranje mati¢nih ¢elija izolovanih iz pulpe mle¢nih
zuba dece niskim koncentracijama NAC-a moze nac¢i primenu tokom njihove ex
vivo ekspanzije, ukoliko su c¢elije namenjene za regeneraciju kosStanog ili

hrskavicavog tkiva.
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Mpwunor 1.

Msjasa o ayTopcTBy

MoTtnucaHu-a JacmuHa feberbak MapTtayvh

6poj nHaekca io 060043

UsjaBmbyjem
Aa je AoKTopCcKa AucepTaumja nog HacrnoBoM

Ytuuaj N-auetun-L-unctevna in vitro Ha nponvdepauniy u gudepeHunjaumjy
maTu4HKX henuja say6He nynne mneyHunx 3y6a geue

® pesynTaT CONCTBEHOr UCTpaXKnsadkor paaa,

* AanpeanoxeHa AucepTauuja y LEnMHU HY y AenoBuMa Huje 6una npeanoxeHa
3a pobuvjakbe 6uno koje guniome npema CTYAWCKAM nporpamvma apyrux
BMCOKOLLIKONICKUX yCTaHoBa,

® [a Cy pe3ynTtaTn KOpeKTHO HaBeaeHu n

® Aa HucaMm Kkpwmo/na ayTopcka npaBa M KOPWUCTWUO WHTENeKTyanmHy CBOjuHy
Apyrux nuua.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, Z4-10.20/3. rosuse

Jacuira Aedemar Mapsezarat



Mpunor 2.

M3jaBa 0 LICTOBETHOCTU WITaAaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme v npesume aytopa __ JacMuHa [lebernak Maprauuh

Bbpoj uHgekca _io 060043

Cryaujcku nporpam _MonekynapHa 6uonoruja

Hacnos paga _ Ytuuaj N-avetun-L-umcrenHa in vitro Ha nponudepaumjy v
andepeHumjaumniyy matuyHmx hennja 3ybHe nynne mnevdux 3yba aeue

MenTopu ap Munuua Kosadesuh ®dununosuh BaHpeaHn npodecop Pakynrera
BeTepuHapcke meauunHe y beorpaay

ap NopgaHa Matuh peposHu npodecop buonolwkor cakynTterta v beorpaay

MNoTnncann/a JacmunHa [eberbak Maprauuh

WsjaBrbyjem aa je wramnaHa Bepauja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €NEeKTPOHCKO]
BEp3nju Kojy cam npegao/na 3a objae/buBame Ha noptany [urutanHor
penosutopujyma YHuBep3suteta y beorpaay.

JosBorbaBam fa ce objaBe Moju NWYHM Nopauu BesaHu 3a Aobujare akagemckor
3Bara JOKTOpa Hayka, kao LWTO Cy UMe 1 npesume, roguHa n mecto poferwa 1 aatym
onbpaHe papa.

OB/ nuvyHu nogaun MoOry ce o6jaBuTM Ha MpEeXHUM cTpaHuuama auratande
6ubnuoteke, y eNEeKTPOHCKOM Katanory 1 y nybnukauvjama YHueepauTeta y beorpagy.

MoTnuc aokropanpa

Y Beorpaay, __Z4.10. 2013, ros.

(/,7& ensya Jederar Jlapiarnud



Mpunor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepsutetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh‘ ga y Aurutaniu
penosutopujyM YHuBepsuteTa y Beorpagy yHece Mojy [OKTOPCKy gucepTauujy nog,
HacrnoBoOM:

Ytuuaj N-auetun-L-uvcrtemHa in vitro Ha nponudepauvyy v avdepeHuuviaumiy
MaTnyHux henuja 3ybHe nynne mneyvHux 3yba geve

Koja je mMoje ayTopcko aAeno.

Auceptaumjy ca ceBuM Npuriosuma npeaao/na cam y enekTpoHCKOM hopMaTy NoroAHOM
3a TpajHO apxvBupatre.

Mojy aoKTOopcKy avcepTaumjy noxparweHy y [iMrutanHu penosutopujym YHueepauteTa
y Beorpagy Mory fia kopucTe CBW Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuno/na.

1. AytopcTBo
2. AytopcTBo - HEKOMepLWjanHo

3. AyTOpCTBO — HEKOMepUUjanHo — 6e3 npepage

4. AyTopCTBO — HEKOMEpLWjanHo — AEnUTVA Nog UCTUM yCroBuMa
5. Aytopcteo — 6e3 npepage
6. AyTopCcTBO — [ENUTY NoA UCTUM YCroBUMa

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jeaHy oA LecT noHyReHux nuueHumM, KpaTak onuc
nuueHUn fat je Ha nonehuHu nucta).

MoTnuc aokropaHaa

Y Beorpagy, _ 44 10 X043 ros .

SAlhusa Aodemwar NMpsigaru £




1. AytopcTBo - [Jo3BoSbaBaTe yMHOXaBake, anctpubyumjy n jaBHo caonwTtaBare
Aena, n npepaje, ako Ce HaseAe uMe ayTopa Ha HauvH ofpefieH of cTpaHe ayTopa
vnu fasaoua nuueHue, Yak u y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuvja of ceux
nuueHum.

2. AyTopcTBO — HekoMepuujanHo. [Jo3sorbaBaTe yMHOKaBare, ancTpubyumnjy v jasHo
caonwitaBate Aena, v npepaje, ako ce Hasefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa wnv fasaoua nuueHle. OBa nuueHua He J03BOrbaBa KoMmepLUujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo -~ Ges npepage. [ossorbabaTe YyMHOXaBamwe,
AucTpubByumjy u jaBHo caonwTasawe fdena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBara wunu
ynotpebe fena y cBOM Aeny, ako ce Hasede WME ayTopa Ha HauuH onpeheH of
CTpaHe ayTopa nnu Aasaoua ruueHue. OBa NMuueHLa He [03BOIbaBa koMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHoCy Ha CBe ocTane fMUEHUE, OBOM NWLEHLIOM ce orpaHuvasa
Hajsehu obvm npaBa kopuihewa aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpUMjanHO — AenUTU NOoL UCTUM ycnoeuma. [osBosbasarte
yMHOXaBat-e, ANCTpMOYLIMjy 1 jaBHO CaoniiTaBare Aena, v npepaae, ako ce Haseae
“UMe ayTopa Ha HauvH ofApefeH of cTpaHe ayTopa WhM gasaoua FMUEHUEe M ako ce
npepaga AuCTpubynpa MoA MCTOM MNM CIVYHOM nuueHuoMm. OBa nuueHua He
AosBorbasa komepLvjanHy ynotpeby fena u npepaga.

5. AytopctBo — 6es npepage. [losBorbasaTte yMHOXaBabe, avctpnbyuunjyy u jasHo
caonwTasawe aena, 6es npomera, npeobrukoBarba U ynotpebe aena y csom aeny,
aKo Cce Hasefje ume ayTopa Ha HauuH oapeReH op cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuuerue. Oa nuueHUa Jo3Borbasa komepuwvjandy ynotpeby aena.

6. AytopcTBO - JdenuTM nog MCTUM  YCRoBUMA. [ossombasate ymHOXaBame,
AncTpubyuujy v jaBHO caonwTaBakse Aena, v Npepane, ako Ce HABEAE UMe ayTopa Ha
HayuH oppeheH of cTpaHe ayTopa WM faBaoua NUUEHUe U ako ce npepaga
AucTpubyripa noA MCTOM WM CMUYHOM  fiMueHuom. OBa nuueHua A03BOrbasa
KomepuujanHy ynotpeby gena u npepapa. CnuuHa je codbTBepckum nvueHuamMa,
OLHOCHO fnueHLiama OTBOPEHOr Koaa.



