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Резиме: 

У овој тези је испитиванa двосмерна интеракција 

мезенхимских матичних ћелија из периапексних лезија (PL-

MSC) са инфламацијским ћелијама из PL и фагоцитима 

(гранулоцити и макрофаги) in vitro, праћењем фенотипских 

промена, продукције цитокина, диференцијације, апоптозе и 

NET-озе. Ефекат је процењиван у директном међућелијском 

контакту и индиректно у систему са полупропустљивом 

мембраном. У циљу опонашања in vivo услова, ко-културе су 

додатно стимулисане про-инфламацијским медијаторима. 

Показано је да успостављене PL-MSC линије поседују 

морфолошке карактеристике фибробласта, имају висок 

капацитет за самообнављање, формирају колоније, показују 

експоненцијални ток раста, имају способност диференцијације у 

остеобласте, хондробласте и адипоците и испољавају маркере 

типичне за MSC из других денталних ткива. На основу 

хистолошке анализе и литературних података везаних за друге 

MSC, могло се претпоставити да је субпопулација перицита 

извор PL-MSC. 

LPS, Poly I:C, Pam3CSK4 и коктел цитокина (IL-1β, TNF-α, 

IL-6) са додатком PGE2 повећавају експресију CD73 и IDO-1 

молекула, али различито модулирају продукцију цитокина од 

стране PL-MSC. 

PL-MSC повећавају продукцију имунорегулацијских 

цитокина од стране укупних инфламацијских ћелија (IC) из PL. 

PL-MSC успостављене из клинички различитих лезија смањују 

продукцију проинфламацијских цитокина, а повећавају ниво 

имунорегулацијских цитокина од стране мононуклеарних ћелија 

из PL. 

PL-MSC (перицити) остварују блиске контакте са 

гранулоцитима и макрофагима in situ, што може бити покретач 

њихових двосмерних комуникација. У том контексту, PL-MSC 

смањују продукцију TNF-α од стране нестимулисаних и 

активисаних (LPS, fMLP) гранулоцита и инхибирају њихову 

апоптозу, где доминантну улогу има IL-6. Са друге стране, 



 

 
 

гранулоцити стимулишу продукцију IL-6 од стране PL-MSC. 

NET различито модулира палету цитокина од стране PL-

MSC у култури, а PL-MSC немају уплив у процес NET-озе. 

PL-MSC подстичу поларизацију спонтано диференцираних 

макрофага (sМØ) у правцу М1, а макрофага индукованих са М-

CSF-ом (mMØ) или GM-CSF-ом (gmMØ) у правцу М2 фенотипа. 

Генерално, осим доминантног анти-инфламацијског и 

имуно-супресивног потенцијала, PL-MSC могу поспешити 

поједине инфламацијске реакције у PL, путем двосмерних 

комуникација са фагоцитима што указује на њихову 

функционалну пластичност. 
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Abstract: 

In this PhD thesis the interactions of mesenchymal stem cells 

from periapical lesions (PL-MSC) with inflammatory cells and 

phagocytes (granulocytes and macrophages) were examined in vitro, 

trough phenotypic changes, cytokines production, differentiation, 

apoptosis and NET-osis. The effects were investigated in direct cell-

to-cell contacts and in transwell system. In order to imitate the most 

reliable settings like in vivo conditions, co-cultures were treated with 

pro-inflammatory stimuli. 

It has been shown that PL-MSC possess fibroblast-like 

morphology, have great capacity for self renewing, form colonies 

with exponential growth rate, differentiate into osteoblasts, 

chondrocytes and adypocytes and express markers typical for other 

dental MSC. Based on histological analysis and literature data about 

other MSC, it could be postulated that PL-MSC resides within the 

subpopulation of pericytes. 

LPS, Poly I:C, Pam3CSK4 and cytokine cocktail (IL-1β, TNF-

α, IL-6) with PGE2 up-regulate the expression of CD73 and IDO-1 

molecules, but differently modulate cytokine production by PL-MSC. 

PL-MSC up-regulate the production of immunoregulatory 

cytokines by total inflammatory cells (IC) from PL. PL-MSC isolated 

from clinically different lesions, down-modulate the production of 

pro-inflammatory cytokines, but up-regulate the production of 

immunoregulatory cytokines by mononuclear cells in PL. 

PL-MSC (pericytes) form close contacts with granulocytes and 

macrophages in situ, which could trigger their cross-talk interactions. 

Namely, PL-MSC down-modulate the production of TNF-α by native 

and activated (LPS, fMLP) granulocytes and inhibit their apoptosis, 

where IL-6 has a dominant role. On the other side, granulocytes 

stimulate the production of IL-6 by PL-MSC. 

NET differently modulated the production of cytokines panel 

by PL-MSC in culture, but PL-MSC do not affect NET-osis. 

PL-MSC pollarized spontaneously differentiated macrophages 

(sMØ) towards M1, and M-CSF (mMØ)- or GM-CSF (gmMØ)- 

induced macrophages towards M2 phenotype. 



 

 
 

Generally, despite anti-inflammatory and immunosuppressive 

potential, PL-MSC promote certain inflammatory reactions in PL, via 

cross-talk with phagocytes, suggesting their functional plasticity. 
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I. Списак скраћеница 
 

2-ME   2-меркаптоетанол 

A1R  аденозински рецептор А1 

Ab  антитело 

Abs  абсорбанца 

ALP  алкална фосфатаза 

AT-MSC мезенхимске матичне ћелије масног ткива 

BM-MSC мезенхимске матичне ћелије костне сржи 

BMP  протеин морфогенезе кости 

BSP  сијалопротеин кости 

C  компонента комплемента 

CD  површински молекули „cluster diferentiation” 

cDC  конвенционалне дендритске ћелије 

CEMP1 цементни протеин 

CFU-f  ћелијске колоније налик на колоније фибробласта 

COL  колаген 

cpm   број откуцаја у минуту  

DC  дендритске ћелије 

DFSC  матичне ћелије денталног фоликула 

D-MSC мезенхимске матичне ћелије зуба 

DMSO  диметил-сулфоксид 

DNK   дезоксирибонуклеинска киселина 

DNKaza  дезоксирибонуклеаза 

DPSC  матичне ћелије зубне пулпе 

DSP  сијалопротеин дентина 

DSPP  дентални сијалофосфопротеин 

EC  ендотелне ћелије 

ECM  екстраћелијски матрикс 

EGF  епидермални фактор раста 

ENA-78 епителни протеин активације неутрофила 

ERM  Mалацезове епителне ћелије 

ESC  ембрионалне матичне ћелије 
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FCS   фетални телећи серум 

FGF  фибробластни фактор раста 

FITC   флуоресцеин изотиоцијанат 

fMLP  N-формил-L-метионил-L-леуцил-L-фенилаланин 

GM-CSF  фактор стимулације колонија гранулоцита и макрофага  

gmMØ  макрофаги диференцирани са GM-CSF 

H2O2  водоник-пероксид 

HBSS  Хенксов пуферисани физиолошки раствор 

HEMA  хидроксиетил метакрилат 

HEV  активиране ендотелне ћелије венула 

HGF  фактор раста хепатоцита 

HIF  хипоксија индуцибилни фактор 

HLA  хумани леукоцитни антиген 

h-MSC  матичне ћелије из фоликула длаке 

HOCl   хипохлорна киселина 

HSC  хематопоетске матичне ћелије 

hTERT хумана реверзибилна транскриптаза теломераза 

ICAM  интерћелијски адхезиони молекули 

IFN  интерферон 

IFN-γ   интерферон γ 

Ig   имуноглобулин 

IGF  инсулински фактор раста, соматомедин C 

IL   интерлеукин 

ITGA5  интегрин 5α протеин 

KPE   калијум-фосфатни пуфер са NaEDTA 

LBP  LPS везујући протеин 

L-MSC мезенхимске матичне ћелије јетре 

LN2  течни азот 

LPS   липополисахарид 

LTB4  леукотријен B4 
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mAb  моноклонско антитело 

MAPK  митогеном-активирана протеинска киназа 

MCP-1  моноцитни хемоатрактивни протеин 

M-CSF  фактор стимулације колонија макрофага 

mDC  мијелоидне дендритске ћелије 
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MIP-1α макрофагни инфламаторни протеин 1α 

mMØ  макрофаги диференцирани са M-CSF 

MØ  макрофаге 
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MPO   мијелопероксидаза 
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Mо  моноцити периферне крви 

Mо-DC дендритске ћелије моноцитног порекла 

NADPH  редуковани никотинамид аденин динуклеотид фосфат 

NaEDTA Na етилендиаминтетраацетатна киселина 

NaHCO3 натријум хидроген карбонат 

NaN3  натријум азид  

NE  неутрофилна еластаза 

NET   неутрофилне екстраћелијске замке 

NO  азот моноксид 

NSC  матичне ћелије мозга 

OCT  остеокалцин 

OPN  остеопонтин 

PADI4  пептидил-аргинин диаминаза 4 

PAF  фактор активације тромбоцита 
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PE   фикоеритрин  
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PL-MSC  мезенхимске матичне ћелије из периапексних лезија 
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PMN  полиморфонуклеарни леукоцити 

p-MSC  матичне ћелије панкреаса 
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RANKL рецепторски активатор за нуклеарни фактор kB 

RNK  рибонуклеинска киселина 

ROS  реактивни кисеонични радикали 

rpm   број обртаја у минуту 

SD   стандардна девијација 

SDF-1α стромални ћелијски фактор 1α 
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sMØ  спонтано диференциране MØ 

S-MSC синовијалне мезенхимске матичне ћелије 

Tc  цитотоксични Т лимфоцити 

TCR   Т ћелијски рецептор  

TfR  трансферински рецептор 

TGF-β  фактор трансформације раста β 

Th   помоћнички T лимфоцити 

TLR   рецептори слични Toll-у  

TNF-α  фактор некрозе тумора α 

Treg   регулаторни Т лимфоцити 

TRPM7 Ca-Mg јонски канал 

Tw  „Transwell“, инсерт 
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1. Увод 

1.1. Периапексне лезије и њихова класификација 

Периапексне лезије (енгл. periapical lesions, PL) су хронични инфламацијски 

процеси који се формирају у пределу врха корена зуба као последица ширења 

бактеријске инфекције из инфламиране пулпе (Narayanan и Vaishnavi 2010). 

Најчешћи узрочник инфламације пулпе зуба је каријес (латин. caries dentis), 

обољење тврдих зубних ткива, које је праћено адекватном клиничком 

симптоматологијом. Запаљење пулпе (латин. pulpitis), уколико се не лечи или 

некомплетнo и неадекватнo лечи, доводи до пропагације запаљења у периапексни 

регион где започиње процес развоја PL. Сам процес формирања PL је сложен и 

последица је дејства бројних фактора, међу којима главну улогу имају бактерије 

које најчешће доспевају из инфициране пулпе и које посредством токсина, ензима 

и других биомолекула делују на одбрамбене механизме домаћина. Осим бактерија 

и имунских ћелија урођене и стечене имуности, у PL су присутне и бројне 

стромалне ћелије као што су фибробласти, ендотелне ћелије и епителне ћелије 

(Маласезова отрвца). Недавно је у PL показано присуство и мезенхимских 

матичних/стромалних ћелија (енгл. mesenchymal stem/stromal cells, MSC) (Liao и 

сар. 2011), чија улога у имунским механизмима и патофизиолошким процесима 

унутар PL још увек није расветљена. У току интеракција између бактерија, 

стромалних и имунских ћелија у PL долази до нарушавања ткивног интегритета 

периапекса, што се огледа у процесима деминерализације алвеоларне кости и 

разградње органског матрикса ткива. Паралелно са фазом деструкције алвеоларне 

кости, дентина и цемента корена зуба, у коме учествију остеокласти, одвија се 

процес репарације тј. ремоделације оштећених ткива. У том контексту главна 

одлика PL је хронична инфламација која је праћена повременим фазама акутне 

егзацербације, што се манифестује одговарајућом клиничком симптоматологијом 

(Nair 2004). На основу присуства/одсуства клиничких симптома PL могу бити 

симптоматске (sy) и асимптоматске (as), а према току имфламације се деле на 

акутне и хроничне (Marton и Kiss 2014). У односу на предоминацију популације 

лимфоцита могу се класификовати на Т и B тип лезија (Čolić и сар. 2009c). 

Симптоматске PL карактерише повећана експресија адхезионих молекула који су 
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одговорни за миграцију леукоцита из крви у периапексно ткиво (Silva и сар. 2005), 

и доминација Т „helper“1 (Th1) и Th17 имунског одговора. Истовремено долази до 

повећања продукције цитокина урођене имуности као што су интерлеукин (IL)-1, 

фактор некрозе тумора (TNF)-α и IL-6, што има за последицу интензивну 

ресорпцију кости (Stashenko и сар. 1992, Čolić и сар. 2006, Gazivoda и сар. 2009). С 

друге стране, код аsPL је чешћа доминација Th2 и Т регуацијског (Tregs) имунског 

одговора у којима долази до продукције анти-инфламацијских (IL-4, IL-5 и IL-13) и 

имунорегулацијских цитокина као што су IL-10 и трансформишући фактор раста β 

(TGF)-β, а који доприносе регенерерацији оштећеног ткива и смањењу 

инфламације (Danin и сар. 2000, Čolić и сар. 2009b, Fukada и сар. 2009). 

1.2. Етиологија периапексних лезија 

Као што је напоменуто, ако се caries не лечи, доводи до pulpitis-a, при чему се 

инфекција из пулпе даље може проширити у периапексни предео корена (латин. 

apical periodontitis) (Nair 2004). Gлавни етиолошки фактор у настанку PL је 

бактеријска инфекција, док остали фактори као што су морфологија зуба, хемијски 

састав пљувачке, ортодонтске аномалије, повреда и присуства неког системског 

обољења чине секундарне (доприносеће, споредне) факторе. Присуство различитих 

бактеријских сојева у некротичној пулпи зуба показано још пре више од једног 

века (Miller 1890). Нешто касније, установљено је да међу свим микроорганизмима 

некротичне пулпе доминантну популацију чине анаеробне бактерије, што их у 

основи кандидује за потенцијалне узрочнике у настанку PL (Moller 1966). На бази 

ових истраживања и након детаљне анализе инфициране пулпе и периапекса 

помоћу светлосног и електронског микроскопа, донет је коначан консензус о 

етиолошком фактору за pulpitis и pеriodontitis (Nair 1987). Обзиром да се након 

ендодонтског третмана канала корена зуба одређени број PL и даље развија, 

испитивано је да ли су и који бактеријски сојеви за то одговорни. Показано је да је 

међу њима 63.6% анаеробних бактерија и 36.4% факултативних анаероба. Од тога 

31.8% припада Actinomyces spacies, 22.7% чини Propionibacterium species, 18.2% је 

Streptococcus species, 13.6% чини Staphlyococcus species, 4.6% припада 

Porphyromonas gingivalis, 4.6% су бактерије соја Peptostreptococcus micros док 4.6% 

припада Грам негативним (G-) ентеро-бактеријама (Abou-Rass и Bogen 1998). Из 
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свега наведеног се може претпоставити да бактерије формирају специфичан 

мироекосистем у PL и да су главни етиолошки фактор за њихов настанак. 

1.2.1. Улазна врата и пут ширења инфекције 

Обзиром да су PL директна последица инфекције пулпе и индиректна 

последица развоја каријеса, основни пут ширења инфекције у периапесни регион је 

десцедентни (вертикални) преко инфицираног канала корена зуба. Пулпа зуба је 

смештена у главној, централној шупљини (латин. cavum dentis) и састоји се од 

круничног, вратног и коренског дела. Међутим, поред главног пулпног система, 

постоје ко-латералне комуникације са периодонталним лигаментом у виду 

акцесорних каналића, затим рамификација пулпе у пределу апекса корена зуба (тзв 

апикална делта) и структурни дефекати глеђи (тзв глеђне ламеле), преко којих 

бактерије асцедентним кретањем из плака могу доспети у пулпу. Тако на пример у 

случају пародонтопатије тј обољења потпорних структура зуба, које између 

осталог карактерише повлачења гингиве, ресорпција алвеоларне кости и 

експозиција глеђно-цементне границе и цемента корена зуба бактеријама из 

денталног плака, омогућен је и олакшан продор бактерија кроз поменуте 

структурне дефекте и дентинске каналиће, дуж одонтобластних продужетака 

(Томесова влакана) у пулпу (Wittgow и Sabiston 1975). Треба напоменути још и 

могућност ширења инфекције путем крви (латин. anachoresis) (Allard и сар. 1979), 

мада је то најређи вид инфекције пулпе и периапекса. На крају треба истаћи да 

иако постоји могућност ширења инфекције различитим алтернативним правцима, 

за инфекцију пулпе је каријес најзначајнији, а за инфекцију периапекса је 

одговорна некротична зубна пулпа. 

1.2.2. Микро-флора периапексних лезија 

За настанак и развој PL одговорни су бројни фактори међу којима 

најзначајнију улогу имају различити сојеви бактерија. Бројне студије су се бавиле 

проблемом хетерогености бактеријске флоре и показале да у инфицираној пулпи 

зуба око 70% свих бактерија чине анаеробни сојева из родова Fusobacterium, 

Porphyromonas, Prevotella, Eubacterium i Peptostreptococcus (Shah и Collins 1988, 

Baumgartner и Falkler 1991, Moore и Moore 1994). Када је у питању инфицирана 

пулпа зуба са морфолошки интактном круницом, онда број анаероба прелази и 90% 
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свих бактерија (Wittgow и Sabiston 1975, Abou-Rass и Bogen 1998). Осим бактерија, 

у PL je показано присуство спирохета и гљивица (Waltimo и сар. 2003), као и 

вируса код пацијената инфицираних вирусом хумане имунодефицијенције (Glick и 

сар. 1991). Детаљна квантификација испитиваних патогена, на првом месту 

бактерија, и потпунија сазнања о појединим сојевима, добијени су тек касније 

помоћу прецизнијих молекуларних и генетских метода (Munson и сар. 2002). 

Открићем методе за амплификацију DNK (енгл. polymerase chain reaction, PCR) 

(Mullis и Faloona 1987) и њеном применом у микробиологији (Spratt и сар. 1999), 

омогућена је једноставнија и бржа детекција бактерија. Развојем и унапређењем 

метода и дијагностичких процедура у овој области, значајно су убрзана 

истраживања о повезаности различитих бактерија и њихових продуката са 

прогресијом PL. 

1.2.3. Интеракција бактерија у периапексним лезијама 

Настанак и развој PL директно зависи од врсте бактерија, њихове међусобне 

интеракције, степена синтезе и секреције различитих полипептидних ензима 

којима оне разграђују екстрацелуларни ткивни матрикс (енгл. extracellular matrix, 

ECM). Осим тога, значај има и липополисахарид (енгл. lipopolysaccharide, LPS) и 

други имуномодулацијски молекули у виду мембранске или солубилне форме. 

Посебну пажњу привлаче резултати о међусобним интеракцијама различитих 

сојева бактерија, за које је установљено да у знатној мери усмеравају, опредељују 

али и лимитирају одбрамбене реакције домаћина. У том смислу, за настанак неких 

лезија одговорни су сојеви бактерија који делују самостално (селекција бактерија), 

док је за њихово одржање током развоја лезије, неопходно синергистичко дејство 

са различитим другим сојевима бактерија. Тако је на експерименталном моделу PL 

зуба мајмуна показано да међу свим изолованим сојевима бактерија, доминантну 

улогу има сој Prevotella oralis, који сам не доводи до формирања PL (Fabricius и 

сар. 1982), већ у интеракцији са осталим бактеријама стимулише формирање 

специфичног бактеријског екосистема (дентални плак), у ком постепено долази до 

стварања услова за иницијацију PL (Carlsson 1990). У том контексту, реакција 

домаћина се своди или на потпуну елиминацију инфекције (слаба бактеријска 

кохезија) или на ограничење процеса преко активације имунског одговора када се 

ствара специфична симбиоза између бактерија и њихових продуката и имунског 
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система. Када је равнотежа померена према микробима долази до егзацербације 

обољења (Čolić и сар. 2007). 

1.2.4. Способност микроорганизама да избегну имунски систем 

домаћина 

Као што је описано интеракција бактерија и њихова селекција представља 

вид заштите од имунских механизама домаћина. Осим тога поједине бактерије у 

циљу боље заштите од имунских механизама домаћина, продукују атипичне 

токсине измењене структуре. Тако на пример, LPS, кога продукује Porphytomonas 

gingvalis, не доводи до експресије Е-селектина на ендотелу капилара и 

посткапиларних венула крвних судова, чиме је екстравазација имунских ћелија у 

инфламацијом захваћено ткиво ограничена (Sundqvist 1994). Поједине G- бактерије 

на својој површини имају исказане партикуле (енгл. blebs) за које се везују 

неспецифична антитела, која маскирају антигене што отежава њихово 

препознавање од стране имунских ћелија. Поред тога, неке бактерије као што је 

Actinomyces israelii, често агрегирају и на тај начин формирају велике колоније које 

не могу бити фагоцитоване од стране неутрофила, иако их у in vitro условима 

неутрофили веома лако елиминишу (Figdor и сар. 1992). Због тога у одбрани од 

ових микроорганизама никад није заступљен искључиво један тип имунског 

одговора, што се постиже изузетном пластичношћу имунског система. 

1.2.5. Улога LPS-а и других микробских продуката у 

периапексним лезијама 

Дејство бактерија на ткивне стромалне компоненте и имунске ћелије у PL 

првенствено се заснива на продукцији различитих солубилних и/или мембранских 

форми токсина, полипептидних ензима и гликолипидних макромолекула. Један од 

најзначајнијих молекула је LPS, бактеријски ендотоксин, који улази у састав зида 

G- бактерија. Осим тога, LPS може постојати и у солубилној форми која настаје 

приликом умножавања бактерија или као финални производ њихове деструкције. 

LPS директно утиче на повећање експресије адхезионих молекула на ендотелним 

ћелијама капилара и посткапиларних венула (Gotsch и сар. 1994), и преко 

рецептора сличних Toll-u (енгл. toll like receptor, TLR)-4 делује на ћелије урођене 

имуности (гранулоцити, макрофаги, дендритске ћелије) (Aderem и Ulevitch 2000). 
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У узорцима инфициране пулпе зуба детектован је висок ниво LPS-a (Horiba и сар. 

1990), који у солубилној форми лако прелази у периапекс. То у основи представља 

„хемијску иритацију“ и сматра се иницијалним стимулусом за настанак PL 

(Yamasaki и сар. 1992). У том контексту, недавно је показано да LPS бактерије 

Porphyromonas gingivalis стимулише ресорпцију алвеоларне кости преко 

активаторa рецептора за нуклеарни фактор kB лиганд (енгл. receptor activator of 

nuclear factor kappa-B ligand, RANKL) (Kassem и сар. 2015). Поред LPS-a, поједини 

модулини у форми угљених хидрата и липида, као саставне компоненте 

бактеријског зида, такође доприносе развоју PL (Henderson и сар. 1996). Међу 

ензимима одговорним за ове процесе треба издвојити микробну колагеназу, 

хијалуронидазу, фибринолизин и неспецифичне протеазе, преко којих бактерије 

делују локално али могу имати и системски токсични ефекат, када се за то створе 

услови. Тако на пример сојеви из рода Bacteroides имају способност да врше 

неспецифичну разградњу IgG, IgM па чак и C3 и C5 компоненте комплемената 

(Sundqvist и сар. 1985). Различитим бактеријским протеинима најчешће је 

заједничка само једна секвенца са имуногеним својствима. Тако Pam3SCK4 

(трипалмитоил липопептид, TLR2 агонист) који је синтетски аналог терминалном 

амино-ацетатном делу липопротеина G+ и G- бактерија, индукује остеокластогенезу 

у култури макрофага (Yano и сар. 2012). Осим бактеријских продуката одговорних 

за настанак PL, у новијој литератури је показано да хумани фибробласти након 

стимулације са Poly I:C у култури доводе до повећане диференцијације и миграције 

Th17 ћелија (Hosokawa и сар. 2013). Разноврсна палета имуностимулатора 

продукованих од стране бактерија и вируса доприноси хетерогености и сложености 

бројних механизама унутар PL. То истовремено представља стални изазов за даља 

истраживања, а у циљу планирања ефикаснијег терапијског приступа. 

1.3. Ћелијски састав периапексних лезија 

У периапексним лезијама се осим бактерија и њихових продуката, налазе 

различите инфилтришуће и стромалне ћелије, прожете пролиферисаним епителним 

тракама, крвним судовима, нервима и фиброзним везивним ткивом. Популацију 

укупних инфилтришућих, инфламацијских ћелија (IC) чине: гранулоцити, ћелије 

моноцитног порекла (макрофаги и дендритске ћелије), Т лимфоцити, B лимфоцити, 

плазмоцити (PC), мастоцити и мали проценат других атипичних ћелија (Lukić и 
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сар. 1990, Lukić и сар. 2006, Čolić и сар. 2009c). Међутим, састав IC варира у 

зависности од типа PL и њиховог развојног стадијума. Тако је на пример код syPL 

показано да су у инфилтратима најзаступљенији неутрофилни гранулоцити, док 

код аsPL доминантну ћелијску популацију чине лимфоцити (Čolić и сар. 2009c). Од 

стромалних ћелија битну улогу у формирању PL имају: остеобласти (из коштаног 

система), остеокласти, фибробласти и Маласезове епителне ћелије (енгл. epithelial 

cell rests of Malassez, ERM) (Lukić и сар. 1990, Liapatas и сар. 2003, Rincon и сар. 

2006). Овим ћелијама треба придодати и MSC чија се улога тек испитује (Liao и 

сар. 2011, Djokic и сар. 2012). 

1.3.1. Неутрофилни гранулоцити 

Неутрофилни гранулоцити су доминантна популација и прве ћелије које 

доспевају у ткиво у иницијалној фази инфламације и формирања PL (латин. 

periodontitis exudativa), као и у фази егзацербације хроничног запаљења (латин. 

periodontitis chronica) (Marton и Kiss 2014). Њихова улога се првенствено базира на 

фагоцитози бактерија, продукцији реактивних кисеоничних радикала (енгл. 

reactive oxygen species, ROS), проинфламацијских цитокина и ослобађању 

екстраћелијских замки у виду мреже (енгл. neutrophil extracellular traps, NET) 

доприносећи појачању Th1 имунског одговора и одбрани од бактеријске инфекције 

(Čolić и сар. 2009c, Gazivoda и сар. 2009, Amulic и Hayes 2011). Акутну фазу 

инфламације карактерише Th1 имунски одговор и повећана продукција 

проинфламацијских цитокина (IL-1β, TNF-α и IL-6), а у фази егзацербације 

хроничних PL доминира Тh17 имунски одговор праћен повећаном продукцијом IL-

17 (Čolić и сар. 2007) и RANKL (Vernal и сар. 2006), што такође има за циљ 

спречавање даљег ширења бактеријске инфекције, али се као нежељена реакција 

јавља интензивна ресорпција алвеоларне кости. 

1.3.2. Мононуклеарни фагоцити 

Према најновијој номенклатури предложеној од стране Guilliams и сар. (2014) 

моноцити и макрофаги (MØ) спадају у мононуклеарне фагоците са новим обрасцем 

процеса диференцијације. MØ настају од моноцита периферне крви који воде 

порекло од мијелоидног прекурсора из костне сржи и који под дејством CCL2 

хемокина доспевају у циркулацију (Shi и сар. 2011). Циркулишући моноцити 
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прелазе у ткиво посредством CCL3, CXCL2 (MIP2) и CCL12 (MCP5) хемокина, где 

се диференцирају у ткивно специфичне MØ (Chen и сар. 2008). 

Основна функција ткивно специфичних MØ је фагоцитоза распадних 

продуката и презентација антигена у склопу молекула главног комплекса ткивне 

подударности (енгл. major histocompatibility complex, MHC) ћелијама специфичне 

имуности. MØ такође имају важну улогу и у репарацији ткива захваћеног 

инфламацијом (Mosser и Edwards 2008). У току тих процеса може доћи до 

наизменичног смењивања Тh1, Th17, Тh2 и Tregs имунског одговора, што има за 

последицу продукцију различитих фактора раста који утичу на поларизацију MØ у 

правцу проинфламацијских (М1) или имунорегулацијских (М2) ћелија. М1 

преовладавају у фази доминације Тh1 имунског одговора, при чему повећано 

продукују TNF-α и IFN-γ и имају снажну антимикробну активност, док су IL-10 и 

TGF-β главни цитокини М2 типа који у склопу Tregs одговора доводе до смањења 

инфламације и интензивирања регенерације ткива (Mosser и Edwards 2008). МØ су 

врло значајни конституенти гранулома, где се њихова улога првенствено огледа не 

само у урођеној имуности, већ и у механизмима имунорегулације деловањем на 

основне про-инфламацијске механизме стечене имуности (Metzger 2000). 

1.3.3. Дендритске ћелије 

Дендритске ћелије (DC) су по функцији професионалне антиген презентујуће 

ћелије (Steinman и Cohn 1973), које одликује присуство великог броја 

цитоплазматских продужетака (Banchereau и Steinman 1998). У оквиру имунског 

одговора улога DC се огледа у преузимању и обради антигена, презентацији 

антигенских пептида Т лимфоцитима (Banchereau и сар. 2000, Shortman и Liu 2002, 

Shortman и Naik 2007) и активацији наивних Т лимфоцита. Оне су кључне ћелије 

које повезују механизме урођене и стечене имуности (Steinman и Hemmi 2006). 

DC настају у костној сржи из прекурсора који потиче од хематопоетских 

матичних ћелија (енгл. hematopoetic stem cells HSC), одакле прелазе у циркулацију 

(непосредни прекурсори DC), а затим доспевају у ткива. По обављању 

програмираних функција, DC улазе у процес апоптозе (Buckwalter и Albert 2009, 

Mildner и Jung 2014). 

DC се према типу прекурсора могу поделити на мијелоидне тј. 

конвенционалне DC (mDC или cDC) и лимфоидне тј. плазмоцитоидне DC (pDC). 
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Улога pDC се првенствено огледа у имунском одговору на вирусе, при чему оне 

продукују велике количине интерферона типа I (IFN) (Buckwalter и Albert 2009, 

Ganguly и сар. 2013). За разлику од њих, mDC чине бројнију популацију DC, које 

насељавају скоро сва ткива и органе као што су на пример: а) епидермис и 

слузокожа плочастослојевитог епитела, где се другачије називају Лангерхансове 

ћелије. Ове DC у односу на остале mDC карактерише присуство пенталамеларних 

интра-цитоплазматских органела тзв. Бирбекових гранула и CD206 површинског 

рецептора за манозу; б) дерм коже, где су присутне дермалне, интерстицијалне DC; 

в) и DC настале од моноцита (Mo-DC) којe мигрирају у инфламацијом захваћено 

ткиво (Leon и Ardavin 2008, Buckwalter и Albert 2009). Овакве mDC припадају 

групи незрелих DC, које на својој површини испољавају рецепторе (TLR, Fc 

рецептори, лектински рецептори, рецептор за комплемент) за препознавање, 

интернализацију и обраду антигена микроорганизама (Sato и Fujita 2007, Ueno и 

сар. 2007). Тако на пример, DC преко TLR рецептора, врше препознавање 

различитих антигена попут бактеријског LPS-а, протеогликана, флагелина, CpG 

олигонуклеотида бактерија, једноланчаних и дволанчаних RNK вируса итд. Осим 

тога, незреле DC испољавају различите рецепторе за хемокине (CCR1, CCR2, 

CCR5, CCR6, CXCR1 и CXCR2) преко којих, процесом хемотаксе, доспевају у 

инфламацијом захваћено ткиво (Guermonprez и сар. 2002, Sato и Fujita 2007, Merad 

и Manz 2009). Тако доспеле DC, у интеракцији са антигенским компонентама 

микроорганизама (нпр. бактеријским LPS-ом), а у присуству про-

инфламацијцијских цитокина (IL-1β, TNF-α, IL-6) сазревају уз истовремену 

активацију (Skoberne и сар. 2004, Sabatte и сар. 2007), што се детектује као 

повећање експресије CD83 (главни маркер сазревања DC), MHC-II, затим 

костимулаторних (CD80, CD86 и CD40) и адхезионих (CD2, CD11a, CD54, CD58, β 

интегрини) молекула на њиховој површини (Dalod и сар. 2014). Поред тога, у току 

сазревања DC смањује се експресија рецептора за инфламацијске цитокине а 

повећава експресија CCR7 и CXCR4 рецептора, за које се везују хемокини CCL19, 

CCL21 и CXCL12 продуковани у лимфним чворовима. Сазревање DC се постиже 

током њихове миграције у регионалне лимфне чворове где врше антигенску 

презентацију наивним Т лимфоцитима и њихову активацију (Martin-Fontecha и сар. 

2009, Dalod и сар. 2014). 
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Присуство DC у је PL показано у мононуклеарном ћелијском инфилтрату, 

методом проточне цитофлуориметрије (Lukić и сар. 2006, Čolić и сар. 2009c). 

Показано је да велики број ових DC експримира на својој површини CD86 

молекуле, док свега половина њих експримира CD83, маркер зрелих DC (Čolić и 

сар. 2009c). То заправо указује на чињеницу да су у PL присутне фенотипски и 

зреле и незреле DC. 

1.3.4. T и B лимфоцити 

Као што је раније изнето, једна од класификација PL према типу лимфоцита 

који доминира је њихова подела на Т и B тип лезија. Т лезије карактерише већи 

проценат CD4+ ћелија, док је проценат CD8+ ћелија скоро исти као и код Б лезија, 

при чему је показано да су T и B лимфоцити дистрибуирани како дифузно тако и 

фокално у форми агрегата у PL. Установљено је да се заступљеност T и B 

лимфоцита битно не разликује код syPL и аsPL (Čolić и сар. 2009c). На основу тога 

али и ранијих испитивања се може закључити да је код оба типа PL заступљен и 

ћелијски и хуморлни имунски одговор (de Carvalho Fraga и сар. 2013). Т 

лимфоцити воде порекло из тимуса и према ефекторској функцији подељене су на 

помоћничке (Th, helper) и цитотоксичне (Tc, citotoxic). Тh ћелије на својој 

површини испољавају CD4 молекуле, док су на површини Tc исказани CD8 

молекули. CD4+ Т лимфоцити су према профилу цитокина које продукују сврстани 

у Th1, Th2, Th17 и Тregs. Th1 ћелије продукују проинфламацијске цитокине (IL-1, 

TNF-α и IFN-γ), док су IL-4, IL-5 и IL-13 карактеристични за Th2 ћелије. Th17 

ћелије под утицајем IL-23 продукују IL-17 који има неке функције сличне IFN-γ и 

делује заједно са TNF-α и IL-1β као проинфламацијски цитокин. Кључан је за 

одбрану од екстрацелуларних микроорганизама и гљивица. С друге стране, B 

лимфоцити примају сигнале предоминантно од стране Th2 ћелија након чега се 

трансформишу у ефекторске плазма ћелије (плазмоцити, PC) које продукују 

антитела IgE класе. Главни продукти Тregs су IL-10 и TGF-β који су битни за 

смањење (регулацију) имунског одговора у смислу његовог смањења (Čolić и сар. 

2009c, Teixeira-Salum и сар. 2010). 
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1.3.5. Мастоцити 

Мастоцити су ћелије богате гранулама испуњеним хистамином и хепарином. 

Њихова улога је описана у алергијским реакцијама и анафилакси, али и у 

процесима зарастања ране (Gilfillan и сар. 2011). Најзаступљеније су у везивним 

ткивима коже, слузокоже носа, дисајних путева, дигестивном тракту, вежњачи ока 

и оралној шупљини (Ramesh и сар. 2005). Међу свим инфилтришућим имунским 

ћелијама у PL, најмањи проценат (око 5%) припада мастоцитима, што је и показано 

методом имунохистохемије помоћу моноклонских антитела на c-kit и триптазу. На 

основу анализе, базиране на морфолошким карактеристикама, утрврђено је да су 

мастоцити локализовани периваскуларно, између централног гранулационог ткива 

и периферне фиброзне капсуле (Čolić и сар. 2009c). Најновија истраживања 

показују да је проценат мастоцита у периапексним цистама значајно већи у односу 

на њихов удео у PL (Mahita и сар. 2015), што указује на могућу улогу ових ћелија у 

патогенези периапексних денталних цисти. Међутим, објављени су и супротни 

резултати (Shojaei и сар. 2015), што намеће потребу додатних испитивања између 

осталог и на већем броју узорака периапексног ткива. 

1.3.6. Остеокласти 

Остеокласти настају фузијом макрофага и њихова функција се огледа у 

интензивној ресорпцији кости у условима ниске вредности pH и ензимској 

разградњи колагеног матрикса (Teitelbaum 2000). За остеокластогенезу у знатној 

мери су заслужне Т ћелије које их активирају преко продукције RANKL и IFN-γ 

(Zhang и сар. 2010a). Показано је да Th1 имунски одговор у PL доводи до повећане 

експресије RANKL и индукције остеокластогенезе (Fukada и сар. 2009). Наиме, 

RANKL се везује за RANK на прекурсорима остеокласта и повећава експресију 

гена специфичних за остеокластогенезу (Menezes и сар. 2006). Осим тога повећана 

активност моноцита у PL доводи се у директну везу са повећаном продукцијом 

RANKL (Vernal и сар. 2006). Одонтокласти и цементокласти су ћелије које су 

према ултраструктурним и хистохемијским карактеристикама сличне 

остеокластима, а чија се функција огледа у ресорпцији дентина и цемента корена 

зуба (Sahara и сар. 1994). Најновија студија која је рађена на моделу PL зуба миша, 

показује да и цементоцити у одговору на инфекцију из пулпе повећано продукују 

RANKL и највероватније у том смислу доприносе развоју PL (De Rossi и сар. 
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2016). Ови литературни подаци указују да је у процесу ресорпције кости у PL 

укључено неколико различитих типова ћелија, при чему функционално доминирају 

остеокласти. 

1.3.7. Маласезове епителне ћелије 

Маласезове епителне ћелије (ERM) су према ранијим истраживањима 

присутне у 26% испитиваних PL (Seltzer и сар. 1969). Наиме под утицајем 

различитих локално продукованих цитокина и фактора раста долази до појачане 

пролиферације ERM, што је познато као инфламацијска хиперплазија (Nair и 

Schmid-Meier 1986). Улога ERM је најбоље описана у склопу регенерације цемента 

корена зуба. Показано је да су ERM претежно лоциране у пределу периодонталног 

лигамента у нивоу ресорптивних лакуна, да су имунореактивне на протеин 

морфогенезе кости (енгл. bone morphogenetic protein, BMP-2), a да су у току ране 

фазе регенерације цемента позитивне на остеопонтин и амелобластин (Hasegawa и 

сар. 2003). Претпоставља се да ERM могу бити укључене у процес регенерације 

цемента корена зуба у пределу PL. 

1.4. Неутрофилни гранулоцити 

Неутрофилни гранулоцити су ћелије урођене имуности које имају 

сегментирано једро састављено од 3 до 5 лобулуса повезаних хроматинским 

мостићима, због чега заједно са еозинофилима и базофилима, припадају 

популацији полиморфонуклеарних леукоцита (енгл. polymorphonuclear leukocytes, 

PMN). У њиховој цитоплазми се налазе два типа гранула: специфичне (пријемчиве 

за хематоксилин и еозин) које су испуњене ензимима као што су лизозими, 

колагеназа, еластаза и тзв. азурофилне грануле (лизозоми) које садрже ензиме 

попут мијелопероксидазе (енгл. myeloperoxidase, MPO), дефензине и катехоламине. 

Према степену мобилности грануле су даље подељене на секреторне, желатинозне, 

специфичне и азурофилне грануле (Sengelov 1996). Неутрофили настају у костној 

сржи у процесу сазревања посредованим фактором раста гранулоцитних колонија 

(енгл. granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF). Одређени број неутрофилних 

гранулоцита се посредством стромалног ћелијског фактора 1α (енгл. stromal cell-

derived factor-1α, SDF-1α) који делује преко CXCR4 хемокинског рецептора, 

задржава у костној сржи, што представља резерве ових ћелија. То омогућава да у 
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инфламацији, посредством хемокина као што је макрофагни инфламаторни 

протеин 2 (енгл. macrophage inflammatory protein-2, MIP-2), неутрофилни 

гранулоцити прелазе у циркулацију (1011 неутрофилних гранулоцита дневно), где 

се задржвају у просеку 5-6 сати. Неутрофилни гранулоцити мигрирају у 

инфламацијом захваћено ткиво у року од свега неколико минута. Ако нема 

инфламације долази до њихове спонтане апоптозе након чега апоптотска тела 

бивају фагоцитована од стране макрофага јетре или слезине (Furze и Rankin 2008). 

1.4.1. Адхезија неутрофилних гранулоцита за ендотелне ћелије 

крвних судова у инфламацији 

Екстраваскуларна миграција неутрофилних гранулоцита започиње процесом 

адхезије за ендотелние ћелије (енгл. endothelial cells, EC) посткапиларних венула 

коју карактеришу фазе слабе адхезије, стабилне адхезије и фаза парацелуларне или 

трансцелуларне миграције у ткиво (Ley и сар. 2007). На самом почетку, локално 

продуковани проинфламацијски цитокини (LPS, TNF-α и IL-1β) и вазоактивни 

амини (хистамин), доводе до трансформације нормалног венуларног ендотела у 

проадхезивни (енгл. high endothelial venules, HEV) што је праћено повећањем 

експресије интерћелијских адхезионих молекула (енгл. intercellular cell adhesion 

molecule, ICAM) на ЕC (Zarbock и Ley 2008). Наиме, стимулацијом ендотела са 

TNF-α и IL-1β долази до транслокације P селектина (CD62P) из цитоплазме и 

повећања експресија Е селектина (CD62E) на луминалној површини ендотелних 

ћелија (Golias и сар. 2007). За ове молекуле (CD62P и CD62E) везује се 

глукокоњугат фруктозе (sialil-LewisX, sLeX, CD15) експримиран на површини 

неутрофилних гранулоцита. Oсим тога, L селектин (CD62L), експримиран на 

неутрофилним гранулоцитима, се везује за олигосахариде на EC, што је све скупа 

означено као фаза нестабилне адхезије (Ley и сар. 2007). Затим следи фаза 

стабилне адхезије, коју карактерише интеракција CD11b-CD18 молекулског 

комплекса испољеног на неутрофилним гранулоцитима и ICAM-1 молекула на 

ендотелним ћелијама (Nourshargh и Alon 2014). У интеракцији неутрофилних 

гранулоцита и EC, преко директних међућелијских контаката, долази до активације 

различитих сигналних путева који су узрок конформационим променама 

интегринских молекула на неутрофилним гранулоцитима (Zarbock и Ley 2008). На 
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крају следи фаза проласка кроз зид крвног суда односно парацелуларна или 

трансцелуларна миграција у ткиво (Ley и сар. 2007). 

1.4.2. Миграција неутрофилних гранулоцита у ткиво 

У даљем процесу миграције неутрофилних гранулоцита у ткиво учествује низ 

фактора који доводе до њихове активације међу којима важну улогу имају фактор 

активације тромбоцита (енгл. platelet-activating factor, PAF) и IL-8. Тако 

активирани неутрофилни гранулоцити преко директних контаката утичу на EC што 

резултира променом афинитета адхезије за ICAM-1 и доводи до повећаног 

инфлукса јона Ca2+ и активације субјединице p38 митогеном-активиране 

протеинске киназе (енгл. mitogen-activated protein kinase, MAPK) a што je праћено 

активацијом миозинских филамената у EC. Њиховом контракцијом долази до 

пуцања међућелијских веза посредованих VE кадхеринима и PECAM-1. Следи 

реаранжирање цитоскелета неутрофилних гранулоцита и њихова парацелуларна 

миграција у ткиво (Ley и сар. 2007). Трансцелуларна миграција се дешава у 

деловима где дијаметар EC то дозвољава. Наиме лигација ICAM-1 доводи до 

транслокације калвеола богатих актином у предео контакта. У том процесу долази 

до формирања везикуло-вакуоларних органела које фузијом формирају 

трансцелуларни канал (Ley и сар. 2007). Даље се процес кретања неутрофилних 

гранулоцита одвија на исти начин као код парацелуларне миграције. Тако доспели 

у ткиво, неутрофилни гранулоцити помоћу мембранских серин протеза (катепсин 

G, еластаза и протеиназа 3) у процесу кретања врше разградњу ECM (Owen и сар. 

1995). Обзиром да је локализација протеиназа мембранска, онемогућена је њихова 

деактивација протеазним инхибиторима као што су урокиназа и плазмин 

продукованих локално од стране ткивних фибробласта и MØ. Када неутрофилни 

гранулоцити једном доспу у ткиво њихова даља миграција се одвија посредством 

цитокина (IL-8) и хемоатрактаната (C5a компонента комплемента), PAF, 

леукотријена B4 (енгл. leukotriene B4, LTB4) и ептелног протеина активације 

неутрофила 78 (енгл. epithelial-derived neutrophil-activating peptide 78, ENA-78) 

(Baggiolini и сар. 1989). Тако активирани неутрофили додатно продукују IL-8, PAF 

и LTB4 што даље, по принципу позитивне повратне спреге, дориноси приливу 

нових неутрофила (Bazzoni и сар. 1991, Cassatella и сар. 1992). 

https://en.wikipedia.org/wiki/Peptide


 
 

 

 

Милан Марковић │ ДОКТОРСКА ДИСЕРТАЦИЈА │ 

Увод 

15 

1.4.3. Фенотипске промене неутрофилних гранулоцита у 

инфламацији 

У процесу трансендотелне миграције, неутрофилни гранулоцити бивају 

изложени утицају различитих фактора као што су LPS, IL-1β, TNF-α, IL-8, PAF, 

пептидогликани, мурамил пептиди, липотеихоична киселина и различити глукани 

који доводе до промене експресије појединих маркера на њиховој површини. Тако 

на пример у циркулацији неутрофилни гранулоцити имају исказане рецепторе за 

TNF-α и IL-1 и поједине хемотаксине, док у ткиву захваћеном инфламацијом под 

утицајем LPS-а, који се везује за LPS везујући протеин (енгл. LPS binding protein, 

LBP) на њиховој мембрани, долази до повећања експресије CD11b-CD18 

комплекса (Wright и сар. 1990). Осим тога, IFN-γ повећава експресију Fcγ (FcγRI, 

CD64) на неутрофилним гранулоцитима, рецептора за који се везује Fc фрагмент 

IgG. Поред повећане експресије CD18 (FcγRII) за који се веже IgG1, повећава се и 

експресија CD16 (FcγRIII) рецептора за IgG3, антитела укључених у процесе 

опсонизације и фагоцитозе. IFN-γ, такође, заједно са фактором раста 

гранулоцитних и макрофагних колонија (енгл. granulocyte macrophage colony-

stimulating factor, GM-CSF), доводи и до повећања експресије HLA-DR молекула на 

површини неутрофила (Gosselin и сар. 1993, Reali и сар. 1996). Ове фенотипске 

промене неутрофилних гранулоцита су увод у њихову функционалну припрему и 

активацију у циљу што ефикасније елиминације патогена. 

1.4.4. Функционалне промене неутрофилних гранулоцита у 

инфламацији 

Главна улога неутрофилних гранулоцита се огледа у процесима фагоцитозе 

бактерија и продукције ROS и ензима. У том контексту, након њихове активације у 

инфламацији настају функционалне промене које између осталог карактерише 

повећавна продукција супероксидних јона (О2-) у цитоплазми, што је у литератури 

познато као оксидативни прасак. Супероксидни анјон реагује са азот моноксидом 

(NO), продукованим од стране EC, МØ и фибробласта и гради пероксинитрит, 

антимикробни агенс (Segal 2005). Осим тога, неутрофилни гранулоцити продукују 

мијелопероксидазу (MPO) која утиче на синтезу бромоводоничне (HoBr), 

јодоводоничне (HOI) и хипохлорасте киселине (HOCl). Ове киселине делују на 

неутрофилну прометалопротеиназу и преводи је у активну ензимску форму и 
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хлорамина који имају антимикробно дејство (Nathan 2006). Активирани 

неутрофилни гранулоцити такође повећано продукују различите протеазе 

(неутрофилна еластаза, катепсин G, протеаза 3 и MMP) које имају микробицидно 

дејство али такође доводе и до нарушавања ткивне структуре разградњом ECM 

(Nathan 2006). Шта више, активирани неутрофилни гранулоцити повећано 

продукују проинфламацијске цитокине (IL-1β, TNF-α, IL-8, IL-12 и IFN-γ) затим 

MIP-1α и MIP-1β, и тако додатно стимулишу Th1 имунски одговор и повећавају 

миграцију нових неутрофилних гранулоцита и моноцита (Scapini и сар. 2000). 

Након фагоцитозе бактерија и њихове дигестије у специфичним фаголизозомима 

неутрофилни гранулоцити улазе у апоптозу, процес програмиране ћелијске смрти, 

који у основи представља заштиту околног ткива од интензивне дегранулације 

гранула неутрофила и аутолизе ткива (Fox и сар. 2010). 

1.4.5. Екстраћелијске замке неутрофила 

Неутрофилни гранулоцити, осим што продукују ROS и цитокине, фагоцитују 

и убијају бактерије, такође могу ослобађати екстраћелијске замке састављене од 

DNK, хистона и антимикробних пептида познатије као NET (енгл. neutrophil 

extracellular traps) (Borregaard 2010). Процес формирања NET-а назива се NET-оза 

и зависи од активности ROS ослобођених посредством никотинамид аденин 

динуклеотид фосфат оксидазе (енгл. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, 

NADPH). Даље, неутрофилна еластаза (NE) из азурофилних гранула прелази у 

једро и заједно са MPO поспешује декондензацију хроматина (Papayannopoulos и 

сар. 2010). За разлику од апоптозе, коју карактерише фрагментација DNK и једра 

без руптуре плазма мембране, NET-оза је праћена руптуром мембране и 

ослобађањем DNK у виду мреже (Amulic и Hayes 2011). NET-оза и улога NET-a у 

имунским одговорима се интензивно испитује и у литератури је показано да 

различити фактори могу да модулирају NET-озу. Тако на пример од фактора који 

фаворизују NET-озу треба напоменути пептидил-аргинин диаминазу 4 (енгл. 

peptidyl arginine deiminase, type IV, PADI4) (Li и сар. 2010b) и кристале холестерола 

(Warnatsch и сар. 2015). Осим тога, у неким истраживањима NET-оза се посматра и 

као форма урођеног имунског одговора (Brinkmann и сар. 2004, Marin-Esteban и 

сар. 2012). У том контексту, показано је да је основна улога NET-а у хватању 

микроорганизама (G+ и G- бактерија), при чему их ова специфична биолошка 



 
 

 

 

Милан Марковић │ ДОКТОРСКА ДИСЕРТАЦИЈА │ 

Увод 

17 

мрежа чини доступнијим ефекторским молекулима неутрофилних гранулоцита. 

Важно је истаћи да NET такође садржи поједине обрасце за препознавање патогена 

(енгл. patogen recognition molecules, PRM) (Mantovani и сар. 2011). Поред тога што 

има антибактеријски ефекат, NET убија хифе гљиве Candida albicans, која с друге 

стране може да поспеши процес NET-озе (Urban и сар. 2006). Након анализе три 

различита соја C. albicans на in vivo моделу, показано је да међу 24 протеина који 

улазе у састав NET-а, хетеродимер калпротектина има најважнији ефекат у 

ерадикацији C. albicans (Urban и сар. 2009). NET такође доводи до инхибиције 

матурације DC индуковане LPS-ом, смањујући експресију HLA-DR, CD80, CD83 и 

CD86 молекула и смањијући продукцију TNF-a, IL-6, IL-12 и IL-23, али без 

битнијег утицаја на експресију толерогених гена DC. Такође, NET смањује 

капацитет DC да индукују пролиферацију Т лимфоцита и фаворизујe Th2 имунски 

одговор, док истовремено супримира Th1 и Th17 имунски одговор (Barrientos и 

сар. 2014). 

1.5. Макрофаги 

Као што је већ истакнуто MØ су ћелије урођене имуности које и настају из 

моноцита, а моноцити из заједничке мијелоидне прекурсорне ћелије за 

гранулоците и моноците. Развој МØ протиче кроз диференцијацију монобласта, 

промоноцита и моноцита који преласком из крви у ткиво стичу карактеристике 

ткивно специфичних MØ. У овим процесима важну улогу имају фактори раста као 

што су GM-SCF и M-CSF (Hume 2008). 

1.5.1. Субпопулације моноцита 

Моноцити периферне крви су подељени у три субпопулације на основу 

експресије CD14 и CD16 (FcγRIII) површинских молекула на класичне 

(CD14++CD16-), интермедијерне (CD14++/CD16+) и не-класичне (CD14+/CD16++) 

(Ziegler-Heitbrock и сар. 2010, Yang и сар. 2014). Показано је да CD14++/CD16+ 

моноцити имају високу експресију MHC-II и CD32 (FcγRII) и CX3CR1, затим да 

имају смањену способност фагоцитозе и продукције ROS, као и ниску експресију 

CCR2 (Geissmann и сар. 2003, Gordon и Taylor 2005). Такође ове субпопулације се 

разликују и по експресији рецептора за CC хемокине, при чему интермедијерни 

моноцити експримирају CCR2, рецептор за MIP-1α, док селективно експримирају 
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CCR5, рецептор за CCL5 (енгл. regulated on activation, normal T cell expressed and 

secreted, RANTES). За разлику од интермедијерних моноцита, класични моноцити 

имају високу експресију CCR2, а не-класични моноцити имају високу експресију 

CXCR1 (Ancuta и сар. 2003, Gordon и Taylor 2005). Разлика између субпопулација 

моноцита је заправо у потенцијалу за њихову диференцијацију у МØ и/или DC. 

Наиме, показано је да се моноцити стимулисани са GM-CSF и IL-4 диференцирају 

у DC (Sallusto и Lanzavecchia 1994, Sanchez-Torres и сар. 2001), с тим да 

интермедијерни имају већи потенцијал за диференцијацију у DC у односу на 

класичне моноците (Randolph и сар. 1998, Randolph и сар. 2002). Шта више, у 

односу на експресију CD64 (FcγRI) показано је да CD14++CD16+CD64+ моноцити 

имају сличне кактеристике као и класични CD14++CD16- моноцити. Ове ћелије 

имају и висок ниво експресије CD86 и HLA-DR а повећано продукују TNF-α и IL-6, 

што није карактеристично за CD14++CD16+CD64- моноците (Grage-Griebenow и 

сар. 2001). 

1.5.2. Прелазак у ткиво и функционалне карактеристике 

моноцита 

Главни механизам прелака моноцита у ткиво заснива се на интеракцији CCR2 

исказаних на њиховој површини и концентрације MCP-1 (CCL2) хемокина (Muller 

2001). Као што је напоменуто, класични моноцити (CD14++CD16-) имају висок 

ниво експресије CCR2 и CD62L (L селектин) и ниску CX3CR1 експресију. Њихова 

основна улога је фагоцитоза, при чему имају високу пероксидазну активност и 

високу продукцију IL-10 а ниску продукцију TNF-α у одговору на стимулацију са 

LPS-ом (Geissmann и сар. 2003, Cros и сар. 2010). Интермедијерни моноцити имају 

ниску пероксидазну активност али висок капацитет за продукцију IL-1β и TNF-α у 

одговору на LPS (Cros и сар. 2010). Током инфламације класични и 

интермедијерни моноцити прелазе у ткиво посредством интеракције CCR2/CCL2. 

Тачније, MCP-1 се везује за CD62L (L селектин), што је почетак фазе котрљања 

моноцита дуж активираних ендотелних ћелија венула (Palframan и сар. 2001). 

Паралелно са MCP-1/CD62L лигацијом долази до интеракције CCR5 на 

моноцитима са CCL5 на HEV, као и VLA1 (енгл. very late activation antigen-1) на 

моноцитима и VCAM-1 (енгл. vascular cell adhesion molecule 1) на HEV (Yang и 

сар. 2014). С друге стране, не-класични  CD14+/CD16++ моноцити прелазе у ткиво 
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посредством интеракције CX3CR1 са CCL3 и CXCL9 ослобођених под дејством 

IFN-γ (Janatpour и сар. 2001). 

1.5.3. Диференцијација моноцита и М1/М2 поларизација 

Класични CD14++CD16- моноцити настају у костној сржи из заједничког 

прекурсора за DC (енгл. macrophage-dendritic cell progenitors, MDP), затим прелазе 

у циркулацију и диференцирају се у интермедијерне и не-класичне моноците 

(Zawada и сар. 2012). Једном доспели у ткиво, моноцити се диференцирају у MØ 

при чему у зависности од стимулуса могу попримити М1 или М2 фенотип 

(Martinez и Gordon 2014). Проинфламацијски М1 MØ настају након активације са 

IFN-γ, LPS или GM-CSF, док имунорегулацијски М2 MØ настају након 

стимулације са IL-4, IL-10 и M-CSF (Mantovani и сар. 2004). За М1 поларизацију је 

карактеристично да се у току стимулације са IFN-γ и LPS повећава експресије 

појединих рецептора за цитокине (CSF2RB, IL-15, IL-2RA и IL-6R), адхезионих 

молекула (ICAM-1, интегрин (ITG)-αL, ITG-α4, ITG-β7) и што је најважније 

продукција проинфламцијских цитокина (IL-1β, TNF-α, IL-12, IL-6 и IFN-β) (Hu и 

Ivashkiv 2009). GM-CSF, слично LPS-у, у процесу М1 поларизације поспешује 

презентацију антигена, фагоцитозу посредовану антителима и микробицидну 

активност МØ и повећава продукцију проинфламацијских цитокина IL-6, IL-8, G-

CSF, M-CSF, TNF-α и IL-1β. Осим тога, GM-CSF регулише експресију појединих 

површинских маркера (CD14 и CD163) на М1 MØ (Krausgruber и сар. 2011). С 

друге стране, М2 поларизацију карактерише неколико подтипова (М2а-c). Тако 

стимулацијом са IL-4 и IL-13 долази до М2а поларизације и фузије макрофага, при 

чему се смањује њихова фагоцитоза (Scotton и сар. 2005, Martinez и сар. 2013). М2a 

активиране MØ одликује висока експресија CXCR1, MHC-II и CD206, висока IL-10 

и ниска продукција IL-12. Што се тиче М2b макрофага, они настају након 

активације са LPS и IFN-γ. Тако активиране М2b, за разлику од од М1, имају 

смањену IL-12, а повећану IL-10 продукцију (Anderson и Mosser 2002, Edwards и 

сар. 2006). Осим тога, М2b макрофаги имају повећану експресију MHC-II и CD86 

молекула, али за разлику од М2а не експримирају CD206. М2b такође продукују 

IL-10, али и IL-1β, IL-6 и TNF-α. Трећи подтип М2c макрофага настаје након 

поларизације са глукокортикоидима у комбинацији са IL-10. Наиме, након 

стимулације са глукокортикоидима долази до повећане продукције IL-10 који 
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припада фамилији Tregs цитокина и јак је инхибитор Th1 имунског одговора 

(Ehrchen и сар. 2007). Такве макрофаге имају високо експримиран CCR2 рецептор 

и CD14, средњи ниво експресије CD206, док је експресија MHC-II молекула ниска. 

Заједничка карактеристика М2c и М2b је да имају високу IL-10, а ниску IL-12 

продукцију. 

1.6. Мезенхимске матичне ћелије 

Мезенхимске матичне ћелије (MSC) су плурипотентне ћелије способне да се 

обнављају и диференцирају у друге типове ћелија мезенхимског и немезенхимског 

порекла. До сада су адултне MSC изоловане из различитих ткива као што су костна 

срж (енгл. bone marrow-derived, BM-MSC) (Pontikoglou и сар. 2011), адипозно 

ткиво (енгл. adipose tissue-derived, AT-MSC) (Bunnell и сар. 2008), синовијална 

мембрана зглоба (енгл. synovium-derived, S-MSC) (Harvanova и сар. 2011), мозак 

(енгл. brain-derived neural stem cells, NSC) (Lojewski и сар. 2015), јетра (енгл. liver-

derived, L-MSC) (Wang и сар. 2016), панкреас (енгл. pancreatic-derived, p-MSC) 

(Seeberger и сар. 2006), кожа (енгл. dermal-derived, d-MSC) (Orciani и Di Primio 

2013), фоликул длаке (енгл. heir-derived, h-MSC) (Morris и сар. 2004), плацента 

(енгл. placenta-derived, pc-MSC) (Zhu и сар. 2014b), крв пупчане врпце (енгл. 

umbilical cord blood stem cells, UCB-MSC) (Lee и сар. 2004). Недавно су MSC 

изоловане из PL (енгл. periapical lesion stem cells, PL-MSC) (Liao и сар. 2011) и од 

тада се интензивно испитују њухова имуномодулацијка својства (Đokić и сар. 2012, 

Đokić и сар. 2013). 

Постоји прописан минимум критеријума које је потребно да испуњава 

изолована ћелијска популација како би се могла сврстати у групу MSC линија 

(Dominici и сар. 2006). Према основним критеријумима за карактеризацију MSC 

неопходно је између осталог да поседују способност адхезије, да ниво експресије 

површинских молекулa CD105, CD73 и CD90 буде преко 95%, затим да не 

експримирају CD45, CD34, CD14 или CD11b, CD79a или CD19 и HLA-DR или да 

експресија ових молекула није већа од 2%, као и да се под одређеним in vitro 

условима могу диференцирати у остеобласте, адипоците и хондробласте. Од 

осталих маркера заједничких за већину успостављених MSC линија треба 

напоменути CD13, CD29, CD44 и CD10 (Lv и сар. 2014). 
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На бази критеријума експресије специфичних ћелијских маркера, показано је 

да су MSC у ткиву првенствено локализоване периваскуларно тј. у близини зидова 

крвних судова (Crisan и сар. 2008). Претпоставља се да су различити типови 

перицита могући прекурсори MSC (Vezzani и сар. 2016). Обзиром на 

периваскуларну локализацију, постоји велика вероватноћа да MSC често ступају у 

контакт са бројним имунским ћелијама. С тим у вези, актуелна су испитивања 

везана за интеракцију различитих MSC и ћелија урођене имуности као што су 

неутрофилни гранулоцити, MØ, DC, урођеноубилачке ћелије (енгл. natural killer 

cells, NK) и мастоцити (Le Blanc и Davies 2015), као и са ћелијама стечене 

имуности као што су Т и B лимфоцити (Aggarwal и Pittenger 2005, Corcione и сар. 

2006). У том контексту показано је да MSC имају централну улогу у инфламацији 

(Singer и Caplan 2011) и да у зависности од типа и концентрације стимулуса 

модулирају имунске механизме (Gazdić и сар. 2015). На основу испитиваних 

функционалних карактеристика MSC из различитих ткива и органа, све је више 

публикација којима се указује на корисност коју MSC могу имати у регенеративној 

медицини и ћелијској терапији (Caplan 2007, Kadar и сар. 2009, Marchionni и сар. 

2009, Wei и сар. 2013, Feng и сар. 2014a, Lui 2015). 

1.7. Мезенхимске матичне ћелије зуба 

Мезенхимске матичне ћелије зуба (D-MSC) подељене су према локализацији 

на матичне ћелије: зубне пулпе (енгл. dental pulp stem cells, DPSC) (Gronthos и сар. 

2000), eкстрахираних млечних зуба (енгл. stem cells from human exfoliated deciduous 

teeth, SHED) (Miura и сар. 2003), периодонталног лигамента (енгл. periodontal 

ligament stem cells, PDLSC) (Seo и сар. 2004), зубног фоликула (енгл. dental folicle 

stem cells, DFSC) (Morsczeck и сар. 2005) и апикалне папиле зуба (енгл. stem cells 

from apical papilla, SCAP) (Sonoyama и сар. 2008). За све типове D-MSC показано је 

да испуњавају поменуте минималне критеријуме за дефинисање матичности 

(Dominici и сар. 2006). Интересантно је напоменути да је за све D-MSC заједничка 

експресија CD90, CD105, CD73, CD44 и CD13, док се експресија појединих 

маркера разликује међу субпопулацијама. Тако на пример CD146 експримирају све 

D-MSC осим DFSC и PDLSC. Једино ове две субпопулације експримирају CD10 и 

CD59, док DFSC, за разлику до PDLSC, испољавају и CD53. Осим тога, једино је за 

SCAP показано да експримирају CD106 и CD24, док је експресија CD166 присутна 
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само код SHED (Rodriguez-Lozano и сар. 2011). За све изоловане D-MSC линије, 

осим за PDLSC, је између осталог карактеристично да експримирају неурогени 

маркер Nestin. Осим тога, DPSC и PDLSC испољавају Scleraxis, специфични 

транскрипциони фактор тетива, док је октамер-везујући транскрипциони фактор 

(Oct-4), од свих испитиваних маркера ембрионалних матичних ћелија (енгл. 

embryonic stem cells, ESC), испољен у највећем проценту на популацији DPSC 

(AlAmer и сар. 2016). 

1.7.1. Изолација и основне карактеристике D-MSC 

Мезенхимске матичне ћелије зуба се могу изоловати на два начина: методом 

ензимске дигестије ткива или методом експлантације (Karamzadeh и сар. 2012). D-

MSC имају сличне морфолошке и фенотипске карактеристике са MSC линијама 

успостављеним из других ткива као што су UCB-MSC, BM-MSC и AT-MSC. Тако, 

D-MSC поседују морфологију сличну морфологији фибробласта и карактерише их 

висока стопа пролиферације, способност самообнављања и формирања колонија, 

карактеристике које се не мењају без обзира на примењену методу изолације 

(Gronthos и сар. 2011, Hilkens и сар. 2013). Имајући у виду релативно једноставану 

процедуру за изолацију D-MSC, као и чињеницу да се могу узгајати in vitro у 

медијуму погодном за MSC, испитивано је да ли промена неких од параметара 

може имати утицаја на њихов раст. Показано је да D-MSC имају већи степен 

пролиферације када се гаје у медијуму суплементованим са 1,25% хуманим (AB) 

серумом у односу на стандардно коришћени 10% FBS (енгл. fetal bovin serum) 

(Ferro и сар. 2012). Наравно, стопа пролиферације није иста код свих типова D-

MSC. Од свих субпопулација, највећа стопа пролиферације је показана у култури 

SHED, што се објашњава високом активношћу гена за факторе раста, као што су 

фибробластни фактор раста (енгл. fibroblast growth factor, FGF) и TGF-β (Wang и 

сар. 2012, Vishwanath и сар. 2013). Oсим тога, на пролиферацију и миграцију D-

MSC утичу различити други фактори као на пример Notch-δ1 лиганд (He и сар. 

2009), соматомедин C (енгл. insulin-like growth factor 1, IGF-1) (Feng и сар. 2014b), 

епидермални фактор раста (енгл. epidermal growth factor, EGF) и FGF-2 (Lee и сар. 

2015). Од осталих култивацоних фактора, осим хуманог АB серума, показано је да 

и сатурација кисеоником има утицај на пролиферацију D-MSC. Култивисане у 

условима сатурације са 21% О2 D-MSC пролиферишу спорије у односу примену 
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3% до 6% О2, што је најприближније физиолошким условима (El Alami и сар. 

2014). Осим тога, интензитет пролиферације in vitro зависи и од пре-активације 

MSC in vivo. Наиме, D-MSC изоловане из пулпе зуба са иреверзибилним 

пулпитисом у односу на MSC из здравих ткива, имају нижи степен пролиферације 

и смањену способност формирања колонија, али зато задржавају експресију 

појединих маркера као што је STRO-1 (Wang и сар. 2010). У појединим студијама 

је показано да D-MSC након стимулације са LPS-ом или екстратом бактерије 

Streptococcus mutans, повећавају експресију TLR4, и да без обзира на спорију 

пролиферацију, долази до повећања њихове миграције (Liu и сар. 2014). С друге 

стране, стопа пролиферације D-MSC је већа након стимулације са TGF-β1 и 

засађивања на тродимензионалне матрице (енгл. scafold, 3D култура) (Farea и сар. 

2014). Генерално, пролиферација већине D-MSC in vitro је најинтензивнија између 

друге и четврте пасаже, док се након девете пасаже нагло смањује, што је праћено 

повећањем броја хромозомских аберација и удела тетраплоидних ћелија (Suchanek 

и сар. 2013). 

1.7.2. Експресија површинских маркера D-MSC 

Поред тога што су морфолошки веома сличне са MSC из других ткива и 

органа, D-MSC имају заједничку експресију за око 4000 гена са BM-MSC, AT-MSC 

и UCB-MSC, што указује на то да ове ћелије имају и сличне фенотипске 

карактеристике (Shi и сар. 2001, Ponnaiyan и Jegadeesan 2014, Stanko и сар. 2014). У 

литератури је показано да D-MSC поред основних маркера CD73, CD90, CD105 

експримирају и CD29, CD44, CD166, CD146 и STRO-1, док су потпуно негативне 

на CD14, CD34 и CD45 (Huang и сар. 2009, Agha-Hosseini и сар. 2010, Navabazam и 

сар. 2013, Vishwanath и сар. 2013). Осим поменутих маркера, показано је да D-MSC 

исказују маркерe карактеристичне за ћелије крвних судова као што су маркер 

глатких мишићних ћелија (енгл. alpha-smooth muscle actin, αSMA), CD146 и 

перицитни антиген 3G5, али да за разлику од EC не експримирају von Willebrand-ов 

фактор (vWF) (Shi и Gronthos 2003). За неке молекуле D-MSC, као што је Oct-4, је 

показано да се њихова експресија повећава током пасажирања (Marchionni и сар. 

2009), док се експресија других маркера (STRO-1) смањује у току пасажирања а 

експресија CD73, CD90, CD105 и CD166 остаје непромењена (Gao и сар. 2015). Од 

осталих маркера својствених за ESC, D-MSC експримирају SSEA-4 (Kawanabe и 
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сар. 2012). Поред експресије SSEA-4 и Oct-4, за DPSC је показано да имају 

повећану активност транскрипционих фактора као што су Nanog, Sox2, Lin28, c-

Myc и маркер неуроектодермалних матичних ћелија Nestin, који је заправо протеин 

типа VI интермедијерног филамента, што је типично за ESC (Atari и сар. 2011). 

Осим тога, заједничка карактеристика DPSC и PDLSC је да експримирају 

ембрионске маркерe Oct-4, Nanog и мезодермални маркер Vimentin, с тим да 

PDLSC имају слабији интензитет експресије за Nanog. Шта више, DPSC имају 

виши ниво експресије SSEA4, CD13 и CD166 маркера у односу на PDLSC, док је 

експресијa CD9 маркера већа на PDLSC у односу на DPSC (Ponnaiyan и сар. 2012). 

Недавно је идентификован нови површински маркер, CD71, на мембрани хуманих 

D-MSC, који је по функцији рецептор за трансферин (TfR) и који је предложен као 

нови MSC маркер (Park и сар. 2013). 

Мезенхимске матичне ћелије зубне пулпе у инфламацији и након 

криопрезервације задржавају све основне карактеристике као и MSC из здравих 

ткива у култури (Chen и сар. 2011). Међутим, свакако да постоје фенотипске 

разлике између ова два типа MSC. Наиме, показано је да се након стимулације са 

TNF-α значајно повећава експресија неких маркера као што су CD146, STRO-1, 

SSEA-4, Nanog и Oct-4 на DPSC (Ueda и сар. 2014). Поједини аутори указују да у 

условима запаљења DPSC имају значајну улогу у локалним регенеративним 

процесима. Тако је на моделу запаљења пулпе показано да се повећава 

пролиферација DPSC (повећана експресија Ki67 фактора) и експресија CD133 и N-

CAM маркера (енгл. neural-cell adhesion molecle, CD56) (Ustiashvili и сар. 2014). 

LPS, oсим што лигацијом преко TLR4 утиче на повећану продукцију IL-8 од стране 

DPSC, такође доводи и до значајног повећања експресије TLR4 на њиховој 

мембрани (He и сар. 2013). Експресија маркера на D-MSC успостављених из 

инфламираних ткива je између осталог одређена и интеракцијом са различитим 

инфилтришућим ћелијама, што се може испитивати на различитим моделима in 

vitro. Тако је показано да DPSC у интеракцији са фитохемаглутинином (PHA) 

активираним CD3 T лимфоцитима у култури повећавају експресију хуманог 

леукоцитног антигена (HLA)-G, фактора раста хепатоцита (HGF)-β1, IL-6, IL-10, 

ICAM-1, VCAM-1 и васкуларног ендотелијалног фактора раста (VEGF) (Demircan и 

сар. 2011). На основу изнетих података се може закључити да D-MSC из ткива у 

инфламацији поседују сличне карактеристике као и MSC из здравих ткива зуба али 
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да се у погледу експресије појединих маркера значајно разликују. То може бити 

последица њихове активације под утицајем бројних инфламацијских агенаса као и 

директне интеракције са различитим инфилтришућим ћелијама. 

1.7.3. Диференцијација у ћелије мезенхимског порекла 

Према минимуму прописаних критеријума које треба да испуњава ћелијска 

линија да би се могла прогласити за MSC линију, неопходно је између осталог да 

поседују способност диференцијације у најмање три линије ћелија мезенхимског 

порекла in vitro (остеобласте, хондроците и адипоците) (Dominici и сар. 2006). 

Показано је да све субпопулације D-MSC могу диференцирати у сва три типа ових 

ћелија, независно од примењене методе за изолацију (Miura и сар. 2003, Gay и сар. 

2007, Huang и сар. 2009, Karamzadeh и сар. 2012, Hilkens и сар. 2013). Наиме, када 

се гаје у медијуму за остеогену диференцијацију D-MSC експримирају маркере 

карактеристичне за остеогенезу (колаген тип I; коштани сијалопротеин, BPM; 

остеокалцин, OCN), у медијуму за хондрогену диференцијацију оне продукују 

колаген и уочавају се 3D сфере колагеног ткива што се може детектовати 

хистохемијском методом (Alcian blue), а у медијуму за адипогену диференцијацију 

се уочавају интрацелуларне Oil red O+ грануле и повећана синтеза липопротеинске 

липазе. 

1.7.3.1. Остео/одонтогена диференцијација 

Као што је напоменуто сви типови D-MSC се под одређеним условима 

диференцирају у остеобласте. Међутим, постоје разлике у афинитету појединих 

субпопулација за остео/одонтогену диференцијацију (Vezzani и сар. 2016). 

Сумирајући истраживања аутора Gronthos и сар. (2000) и Huang и сар. (2009) 

указано је да све субпопулације, осим DFSC, у току процеса остеогенезе продукују 

алкалну фосфатазу (енгл. alkaline phosphatise, ALP) и фосфорилисани 

гликопротеин ECM (енгл. matrix extracellular phosphoglycoprotein, MEPE), затим да 

све, осим SHED, експримирају сијалопротеин кости (енгл. bone sialoproteine, BSP), 

док је експресија дентинског сијалопротеина и Cbfa1/Runx2 карактеристична за 

DPSC, SHED и SCAP. Осим тога, експресија остеокалцина (енгл. osteocalcin, OCT) 

карактеристична је за SHED, PDLSC и DFSC, а OSX (енгл. osterix) од стране SHED 

и DFSC, док је остеонектин (енгл. osteonectin, OCN) експримиран једино у култури 
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DPSC. Такође је показано да различити фактори попут физичких услова 

(температура), затим фактори раста (EGF-2, IGF-1 и TGF-β1) и витамин D3 могу 

утицати на процес остеогенезе (Vezzani и сар. 2016).  

Одонтогену диференцијацију D-MSC карактерише експресија дентин 

специфичних протеина: сијалопротеина дентина (енгл. dental sialoprotein, DSP) и 

денталног сијалофосфопротеина (енгл. dental sialophosphoprotein, DSPP), као и 

повећана депозиција минерала и формирање минералних нодуса налик дентину, 

окружених одонтобластима (Bakopoulou и сар. 2011). Интересантно је напоменути 

да активност Ca-Mg (TRPM7) јонског канала битно утиче на процес 

остео/одонтогене диференцијације DPSC (Cui и сар. 2014). Наиме, shRNK за 

TRPM7 супримира синтезу ALP, BSP, Runx, OSX и DSPP у култури DPSC. 

Осим способности да се диференцирају остео/одонтогене ћелијске линије in 

vitro, у литератури је показано да D-MSC (субтип SHED), на моделу остеогене 

дистракције мандибуле зеца, доводе до комплетне регенерације кости in vivo 

(Alkaisi и сар. 2013), што их чини погодним за ћелијску терапију. 

Поред диференцијације у функционалне одонтобласте, D-MSC се такође могу 

диференцирати и у цементобласте у условима хипоксије. Наиме, показано је да 

хипоксија утиче на повећање продукције цементног протеина (CEMP1) преко 

хипоксија индуцибилног фактора (HIF-1) на D-MSC (Choi и сар. 2014). 

1.7.3.2. Хондрогена диференцијација 

Као што је напоменуто хондрогену диференцијацију карактерише способност 

синтезе колагена на првом месту колагена типа I (COL1), колагена типа III 

(COLIII) и Scleraxis. Од свих субпопулација, DPSC експримирају сва три типа 

колагена, док и DFSC у процесу хондрогенезе експримирају COLI, а PDLSC 

експримирају Scleraxis (Huang и сар. 2009, Vezzani и сар. 2016). 

1.7.3.3. Адипогена диференцијација 

Адипогену диференцијацију карактерише накупљање интрацитоплазматских 

Oil red O+ липидних капљица, што заправо корелира са повећаном експресијом 

PPAR-γ (енгл. peroxisome proliferator-activated receptor gamma) и липопротеинске 

липазе, а представља почетак адипогенезе. За све подтипове D-MSC је показано да 

поседују способност адипогене диференцијације, али да је она у односу на 
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остеогену и адипогену диференцијацију, најслабије изражена (Đokić и сар. 2012). 

Тако се приближно 5% SHED након 5-недељне индукције у адипогеном медијуму 

диференцира у адипоците (Miura и сар. 2003). 

1.7.4. Диференцијација у ћелије не-мезенхимског порекла 

Поред способности да се диференцирају у ћелије мезенхимског порекла као 

што су остеобласти, одонтобласти, хондроцити, адипоцити и ћелије екто-

мезенхимског порекла (одонтобласти), D-MSC се могу под одређиним условима 

такође диференцирати ћелије не-мезенхимског порекла као што су нервне ћелије 

(Gervois и сар. 2015). У литератури је показано да у процесу неурогене 

диференцијације D-MSC испољавају маркере ране и касне фазе неурогенезе као 

што су нестин, β3 тубулин, S100 протеин, синаптофизин и протеин микротубула 2 

(енгл. microtubule-associated protein 2, MAP2) (Martens и сар. 2012, Isobe и сар. 

2016). Осим диференцијације у нервне ћелије, D-MSC се такође могу 

диференцирати у мишићне ћелије (Zhang и сар. 2008), паренхимске ћелије јетре 

(Chen и сар. 2013), ћелије ендокриног и егзокриног панкреаса (Carnevale и сар. 

2013, Ishkitiev и сар. 2013), из чега се може закључити да оне у будућности могу 

постати терапија избора у регенеративној медицини. 

1.8. MSC1/MSC2 поларизација 

Као што је напоменуто MSC из различитих ткива и органа првенствено су 

локализоване у близини крвних судова (Shi и Gronthos 2003), као и да су различите 

популације перицита њихови највероватнији прекурсори (Vezzani и сар. 2016). 

Сумирајући податке о интеракцији различитих MSC и инфилтришућих ћелија, 

показано је да MSC у инфламацијом измењеном ткиву могу да стимулишу Th1 

и/или Th17 имунски одговор што их чини проинфламацијским (MSC1) ћелијама, 

док под одређеним околностима могу да инхибирају Th1/17 a стимулишу Th2 и 

Tregs имунске одговоре, што је одлика имунорегулацијских (MSC2) ћелија (Gazdić 

и сар. 2015). 

На почетку инфламације TNF-α и IFN-γ, преко својих рецептора (TNFR и 

IFNR), као и LPS преко TLR4 исказаних на ћелијској мембрани MSC, доводе до 

повећања продукције IL-8 и фактора инхибиције миграције макрофага (енгл. 

macrophage migration inhibitory factor, MIF) од стране MSC (Chang и сар. 2005, 
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Gazdić и сар. 2015), што утиче на прилив неутрофилних гранулоцита у 

инфламацијом захваћено ткиво (Brandau и сар. 2010). Шта више, Poly I:C преко 

TLR3 рецептора доводи до повећане продукције IL-6, IFN-β и GM-CSF 

продукованих од стране MSC што има за последицу смањење апоптозе неутрофила 

(Raffaghello и сар. 2008, Cassatella и сар. 2011). Осим тога, повећана је продукција 

MIP-1α, MIP-1β и RANTES од стране MSC (Bernardo и Fibbe 2013), што доводи до 

повећане миграције и активације Т ћелија и повећања продукције TNF-α и IFN-γ. 

Овако активиране MSC1 стимулишу Th1 имунски одговор. Осим тога, IFN-γ утиче 

на повећану продукцију CXCL6 и CXCL12 хемокина од стране MSC, који у 

повратној спези утичу на повећану миграције других MSC (Strojny и сар. 2015) 

Даљим повећањем титра TNF-α и IFN-γ долази до поларизације у MSC2 тип ћелија, 

које сада имају имунорегулацијско дејство у интеракцији са имунским ћелијама 

(Gazdić и сар. 2015). Наиме, MSC2 повећано продукују IL-6, IL-10, IDO-1 и PGE2, 

преко којих утичу на поларизацију МØ у правцу M2 (Nemeth и сар. 2009, Francois и 

сар. 2012) и повећавају удео толерогених DC (Đokić и сар. 2012). У интеракцији са 

Т ћелијама MSC2 испољавају антипролиферативни ефекат у култури са CD3(+) T 

лимфоцитима активираних са фитохемаглутинином (Ueda и сар. 2014). Том 

приликом, доводе до смањења продукције проинфламацијских цитокина (IFN-γ, 

IL-2, IL-6, IL-12, IL-17A, TNF-α) а повећавају продукцију индуцибилног протеина 

10 (IP-10; CXCL10) као и удео Treg (CD4+/CD25+/Foxp3+) у попуплацији PHA 

активираних CD3+ T лимфоцита (Demircan и сар. 2011). 

Поједини материјали који се користе у ресторатривној стоматологији могу 

имати утицај на поларизацију MSC. Тако 2-хидроксиетил метакрилат (HEMA) 

повећава продукцију IL-6 и IL-8 у култури MSC, што доводи до MSC1 

поларизације (Trubiani и сар. 2012). С друге стране, у максилофацијалној и оралној 

хирургији је честа употреба 3D вештачки синтетисаних колагених матрица које 

поспешују миграцију ћелија и неоваскуларизацију коштаних дефеката (Asanbe и 

сар. 2014). Засађивање MSC на овакве тродимензионе колагене моделе мења 

профил цитокина појединих субпопулација D-MSC, као на пример SCAP које у том 

случају продукују 10 пута више TGF-β3 у односу на продукцију у стандардним 

условима у 2D култури ћелија, а што све заједно указује на поларизацију у правцу 

MSC2 (Somoza и сар. 2015). 
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1.9. Криопрезервација MSC 

Криопрезервација је метод за дуготрајно чување ћелија на веома ниским 

температурама у стерилним условима. На овај начин се праве резерве ћелија које 

се поново могу користити у експериментима. Најчешћи и уједно најефикаснији 

метод за криопрезервацију је смрзавање ћелија у 10% диметил-сулфоксиду 

(DMSO) раствору феталног телећег серума (енгл. fetal calf serum, FCS) у течном 

азоту LN2 (енгл. liquid nitrogen, LN2) на -1960C. Показано је да D-MSC након 

процеса криопрезервације задржавају све карактеристике матичних ћелија 

(пролиферација, клоногеност, експресије маркера, способност диференцијације) 

(Zhang и сар. 2006, Park и сар. 2014). Неки аутори истичу да осим чувања у течном 

азоту, смрзавање у 10%DMSO/FCS на -800 C такође нема негативних последица по 

биолошке карактеристике MSC, што овај метод такође чини погодним за њихову 

криопрезервацију (Kumar и сар. 2015). 
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2. Хипотезе и циљеви истраживања 

Као што је већ дефинисано, PL представљају хронично запаљење у пределу 

апекса корена зуба, које карактеришу процеси егзацербације (симптоматске) и 

регресије (асимптоматске) лезије (Marton и Kiss 2014). Састоје се од некротичног 

супстрата, бактерија и њихових продуката као и гранулационог ткива у коме су у 

стромалне компоненте инфилтрисане имунске ћелије (лимфоцити, плазма ћелије, 

гранулоцити, ћелије мононуклеарног фагоцитног система, мастоцити и друге 

ћелије) (Nair 1987, Lukić и сар. 1990, Liapatas и сар. 2003, Čolić и сар. 2009c, Park и 

сар. 2011). Симптоматске PL се карактеришу повећаном експресијом адхезионих 

молекула, повећаном продуцијом Тh1 и Тh17 цитокина као и цитокина који 

поспешују инфламацију и ресорпцију кости: IL-1, TNF-α, IL-6 и RANK/RANKL 

(Silva и сар. 2005, Gazivoda и сар. 2009, Marton и Kiss 2014). С друге стране, код 

асимптоматских PL преовладава Тh2 имунски одговор и Tregs, које карактерише 

повећана продукција Th2 (IL-4, IL-5 и IL-13) и имунорегулацијских (IL-10 и TGF-β) 

цитокина. Ови цитокини ограничавају инфламацију и поспешују процесе 

зарастања и регресије PL (Fukada и сар. 2009, Marton и Kiss 2014). Поред тога, 

присуство IL-27 и IL-6, који имају особине про-инфламацијских али и анти-

инфламaцијских цитокина, доприноси сложености имунолошких механизама 

хроничних PL (Čolić и сар. 2009a). 

Имајући у виду да приближно две трећине људи развије неки облик PL, то 

чини PL веома погодним ткивом за изолацију MSC, обзиром да се оно одстрањује 

рутинским терапијским процедурама (апикотомија или екстракција зуба). 

Међутим, да би ова биотехнологија била клинички релевантна, неопходно је 

детаљно истражити физиолошке и патофизиолошке карактеристике PL-MSC и 

њихову комуникацију са околним ћелијама у инфламацијском инфилтрату, 

посебно са ћелијама урођене имуности. О овим интеракцијама скоро да нема 

никаквих публикованих података у доступној литератури. 

На основу досадашњих сазнања о карактеристикама и имунобиологији MSC 

изолованих из инфламираних ткива, као и публикованих података о интеракцијама 

између MSC из других ткива са ћелијама имунског система, постављене су следеће 
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ХИПОТЕЗЕ: 

1. PL-MSC остварују двосмерне комуникације са фагоцитним ћелијама 

(гранулоцитима и макрофагима) путем директних контаката и солубилних 

медијатора. 

2. PL-MSC испољавају анти-инфламацијска, анти-апоптотска и 

имунорегулацијска својства у интеракцији са инфламацијским ћелијама из 

периапексних лезија и фагоцитима у култури, која зависе од врсте ћелија 

и њиховог активационог статуса. 

3. Фагоцити и њихови продукти модулирају фенотипска својства и 

продукцију цитокина од стране PL-MSC. 

За проверу ових хипотеза постављени су следећи 

ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА: 

1) Изоловати и испитати фенотипске карактеристике PL-MSC, њихову 

способност за самообнављање, динамику раста, способност формирања 

колонија и диференцијацију у друге типове ћелија мезенхимског порекла. 

2) Одредити in situ локализацију PL-MSC и блиске контакате између PL-MSC 

и гранулоцита, односно PL-MSC и МØ. 

3) Испитати утицај PL-MSC на продукцију про-инфламацијских и 

имунорегулацијских цитокина од стране укупних инфламацијских и 

мононуклеарних ћелија из PL у култури и њихову повезаност са клиничким 

типом PL. 

4) Одредити степен апоптозе и ниво продукције цитокина од стране 

гранулоцита у директном и индиректном контакту са PL-MSC. 

5) Испитати утицај гранулоцита и NET-а на пролиферацију и продукцију 

цитокина од стране PL-MSC као и механизме укључене у ове интеракције. 

6) Испитати ефекат проинфламацијских цитокина и агониста TLR на 

фенотипска својства и продукцију цитокина од стране PL-MSC. 

7) Упоредити ефекат PL-MSC на фенотипска и функционална својства МØ 

добијених од моноцита различитим поступцима in vitro, и ефекат ових 

типова МØ на продукцију цитокина од стране PL-MSC у оквиру двосмерних 

комуникација. 
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3. Материјал и методе 

3.1. Медијум, пуфери и агонисти 

3.1.1. RPMI 1640 медијум 

RPMI 1640 медијум (Sigma ALDRICH, Минхен, Немачка) са 1% 

гентамицином (Галеника, Београд, Србија) и 7.5% NaHCO3 (Институт за фармацију 

ВМА, Београд, Србија) коме је додато 10% феталног телећег серума (енгл. fetal calf 

serum, FCS; PAA Laboratories, Келбе, Немачка), 50μM 2-меркаптоетанола (2-ME, 

Sigma), 50 i.j./ml пеницилина и 50mg/ml стрептомицина (Галеника) коришћен је за 

култивацију PBMC и MØ и представља комплетан RPMI медијум.  

За изолацију PBMC коришћен је RPMI 1640 медијум (Sigma) без додатка 

серума, а коме је у финалној концентрацији додат 1% гентамицин (Галеника), 7.5% 

NaHCO3 и 0,02% Na-етилендиаминотетраацетат (NaEDTA) (Sigma) припремљен у 

Институту за фармацију ВМА. 

3.1.2. α-MEM медијум 

За култивацију, тестове пролиферације и формирања колонија PL-MSC 

коришћен је α-MEM медијум (Sigma) коме је додато 10% FCS, 50μM 2-

меркаптоетанола (2-ME) (Sigma), 50 i.j/ml пеницилина (Галеника) и 50mg/ml 

стрептомицина (Галеника). 

3.1.3. Meдијум за остеогену диференцијацију PL-MSC 

За индукцију остеогене диференцијације PL-MSC коришћен је комерцијални 

медијум (Lonza, Атланта, САД). 

3.1.4. Meдијум за хондрогену диференцијацију PL-MSC 

За индукцију хондрогене диференцијације PL-MSC коришћени су 

некомплетни медијум (Lonza) и комплетни медијум припремљен од некомплетног 

медијума и 10ng/ml TGF-β3 (R&D Systems, Минеаполис, САД). 
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3.1.5. Meдијум за адипогену диференцијацију PL-MSC 

За индукцију адипогене диференцијације коришћени су индукциони медијум 

(Lonza) и медијум за одржавање адипогенезе (Lonza) PL-MSC. 

3.1.6. HBSS (енгл. Hank's Balanced Salt Solution) медијум 

HBSS медијум је направљен коришћењем следећих супстанци: 1,26mM CaCl2 

(Merck, Њујорк, САД), 5,37mM KCl (Serva, Хајделберг, Немачка), 0,81mM MgSO4 

x7H2O (Merck), 140mM NaCl (Merck), 0,36mM KH2PO4 (Merck), 0,34mM Na2HPO4 

(Merck), 4,17mM NaHCO3 (Merck), 5,55mM D-глукоза (Merck) у дестилованој води. 

pH вредност медијума је подешена на 7,4 коришћењем концентроване HCl (Merck) 

или 5М NaOH (Merck), а стерилизација је извршена аутоклавирањем. Овај медијум 

је коришћен за изолацију и култивацију гранулоцита периферне крви. 

3.1.7. HBSS+ медијум 

HBSS+ медијум је HBSS са додатим 0,05% FCS и 10nM HEPES-ом (Flow 

Laboratories, Ирвин, Шкотска). Овај медијум је коришћен за култивацију 

гранулоцита периферне крви у појединим експериментима. 

3.1.8. PBS (енгл. Phosphate Buffered Saline) 

PBS (pH 7,4) је направљен коришћењем следећих супстанци: 1,06mM 

KH2PO4, 155,17mM NaCl, 2,97mM Na2HPO4 у дестилованој води. Коришћен је за 

испирање ћелија. 

3.1.9. PBS1  

PBS1 је PBS са додатком 0,01%NaN3 (Sigma, Немачка) у PBS. 

3.1.10. PBS2  

PBS2 је раствор PBS1 у који је додат 2% FCS. 
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3.1.11. Калијум-PBS 

K-PBS је направљен коришћењем следећих супстанци:137mM NaCl, 2,7mM 

KCl, 8,1mM Na2HPO4, 1,5mM KH2PO4 у дестилованој води. Овај пуфер је према 

упутству произвођача коришћен за ELISA (енгл. enzyme-linked immunosorbent 

assay) тестове. 

3.1.12. Раствор трипсина у NaEDTA/PBS-у 

Раствор трипсина у NaEDTA/PBS-у је чинио 0.25% трипсин (Sigma) и 0.02% 

раствор NaEDTA (Sigma) у PBS-у у еквивалентној запремини. Овај раствор је 

коришћен за деадхеренцију (одлепљивање) PL-MSC из култура. 

3.1.13. Пропидијум јодид 

Пропидијум јодид (PI) (ICN, Санта Ана, САД) је растворен у дејонизованој 

води у концентрацији од 1mg/ml (15mM) и чуван на +4°C до употребе. 

3.1.14. Пропидијум јодид у хипотоном пуферу 

PI у хипотоном пуферу је направљен на следећи начин: 250μL 15mM воденог 

раствора PI (Sigma), 2,2ml 0.75M воденог раствора натријум цитрата (Merck) и 

50μL Triton X-100 (Serva) је помешано и допуњено са дестилованом H2O до 50ml. 

3.1.15. Декстран 500 

Декстран 500 (Merck) је растворен у физиолошком раствору тако да је 

добијен 20% шток. Овај раствор је аутоклавиран и чуван на собној температури, а 

5% раствор (радна концентрација) направљен од штока је коришћен за изолацију 

гранулоцита из периферне крви. 

3.1.16. Пуфер за лизирање еритроцита 

Пуфер за лизирање еритроцита садржи следеће супстанце: 1,5М NH4Cl 

(Merck), 0,1М NaHCO3, 1mМ NaEDTA (Sigma, Немачка) у дестилованој води. Овај 

пуфер који је 10x концентрован за прављење радне концентрације је разблажен у 
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дестилованој води. Коришћен је за лизирање контаминирајућих еритроцита у току 

изолације гранулоцита. 

3.1.17. Рекомбинантни хумани фактор стимулације колонија 

гранулоцита и макрофага (GM-CSF) 

Рекомбинантни хумани GM-CSF (rhGM-CSF; Leucomax, специфичне 

активности 4.44x106 U; Sandoz-Schering Plough, Швајцарска) је растваран под 

стерилним условима у дестилованој води у концентрацији од 100 μg/ml и чуван на 

-80°C, до употребе. У експериментима је коришћен у финалној концентрацији од 

100ng/ml. 

3.1.18. Рекомбинантни хумани фактор стимулације колонија 

макрофага (M-CSF) 

Рекомбинантни хумани M-CSF (rhM-CSF; R&D Systems, специфичне 

активности 1.68x105 U; Минеаполис, САД). Растворен је под стерилним условима у 

PBS-у концентрацији од 100μg/ml и тако чуван на -80°C, до употребе. У 

експериментима је коришћен у финалној концентрацији од 100ng/ml. 

3.1.19. Моноклонска антитела 

Табела 1. Антитела коришћена за анализу фенотипа PL-MSC, гранулоцита и МØ 

Антитело Коњугат Клон Кат. бр. Порекло Произвођач Разбл. 

CD146 FITC 128018 FAB932F Миш R&D Systems, САД 1:10 

CD146 / N1238 ab49492 Миш Abcam, САД 1:25 

CD90 FITC F15-42-1 MCA90F Миш BIO-RAD, Велика Британија 1:10 

CD90 / EPR3132 ab92574 Зец Abcam, САД 1:100 

CD105 FITC SN6 MCA1557F Миш BIO-RAD, Велика Британија 1:10 

CD105 / CN6h M3527 Миш Dako, Данска 1:2000 

CD73 PE 606112 FAB5795P Миш R&D Systems, САД 1:10 

CD73 / Sc-32299 / Миш Santa Cruz, Немачка 1:100 

CD166 FITC 3A6 MCA1926F Миш BIO-RAD, Велика Британија 1:10 

CD44 PE MEM-85 21270444 Миш Immunotools, Немачка 1:10 

CD56 FITC MEM-188 MCA2046F Миш BIO-RAD, Велика Британија 1:10 
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CD39 PE eBioA1 (A1) 12-0399 Миш eBioscience, САД 1:10 

STRO-1 / Stro-1 39-8401 Миш ThermoFisher, САД 1:10 

SSEA-4 PE MC-813-70 FAB1435p Миш R&D Systems, САД 1:10 

MPO FITC CLB-MPO-1 IM1874U Миш Immunotech, Француска 1:10 

CD16 PE 3G8 MCA1569PE Миш Serotec, Велика Британија 1:10 

CD206 Biotin 15-2 MCA2155 Миш BIO-RAD, Велика Британија 1:10 

CD68 Biotin 514H12 MA1-80133 Миш ThermoFisher, САД 1:10 

CD169 Biotin HSn 7D2 MA1-16891 Миш ThermoFisher, САД 1:10 

CD45 / T29/33 C723001 Миш Dako, Данска 1:10 

CD34 / BIRMA-K3 M7081 Миш Dako, Данска 1:10 

CD34 / QBEnd-10 M7165 Миш Dako, Данска 1:25 

CD14 FITC MEM-18 MCA2185F Миш BIO-RAD, Велика Британија 1:10 

HLA-DR Biotin L243 347361 Миш BD Bioscience, САД 1:50 

CD1a PCy5 BL6 IM3610 Миш Immunotech, Француска 1:10 

CD11c FITC 3.9 FP10125002 Миш Caltag, Велика Британија 1:10 

CD80 FITC 2D10.4 11-0809 Миш eBioscience, САД 1:10 

CD86 PE IT2.2 12-0869 Миш eBioscience, САД  

CD209 Biotin eB-h209 13-2099 Миш eBioscience, САД  

TNF-α FITC 6401R MAB2101R Миш R&D Systems, САД 1:10 

TGF-β Biotin 9016 MAB240 Миш R&D Systems, САД  

IL-10 FITC 127107 IC2171F Миш R&D Systems, САД 1:10 

IL-12p40 PE C8.6 12-7129-82 Миш eBioscience, САД 1:10 

IL-4 FITC MP4-25D2 RHCIL401 Миш Caltag, Велика Британија 1:10 

IL-13 PE 85BRD 12-7136 Миш eBioscience, САД  

ILT3 PE ZM4.1 333007 Миш BioLegend, САД 1:10 

ILT4 PE 42D1 338705 Миш BioLegend, САД 1:10 

IDO-1 Biotin 2E2/IDO1 654003 Миш Caltag, Велика Британија 1:20 

3.1.20. Липополисахарид 

LPS (Sigma) из Escherichiae coli је растворен у RPMI 1640 медијуму у 

концентрацији од 1mg/ml, аликвотиран и чуван на -20°C до употребе. У 

експериментима је коришћен у концентрацији од 250ng/ml. 
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3.1.21. Poly I:C 

Poly I:C (Sigma) је растворен у RPMI 1640 медијуму у финалној 

концентрацији 10mg/ml, аликвотиран и чуван на -200C до употребе. У 

експериментима је коришћен у финалној концентрацији 25µg/ml. 

3.1.22. Pam3CSK4 

Pam3CSK4 (Sigma), агонист TLR2 рецептора, растворен је у RPMI 1640 

медијуму у финалној концентрацији 10µg/ml, аликвотиран и чуван на -200C до 

употребе. У експериментима је коришћен у финалној концентрацији 100ng/ml. 

3.1.23. Коктел проинфламацијских цитокина 

Коктел проинфламацијских цитокина (rhIL-1β, rhTNF-α, rhIL-6) и PGE2, 

(Sigma) припремљен је од штокова поменутих агониста концентрација 10ng/ml за 

rhIL-1β, rhTNF-α и rhIL-6 и 1 µg/ml за PGE2 растворених у RPMI 1640 медијуму у 

финалној концентрацији 25µg/ml (rhIL-1β), 100µg/ml (rhTNF-α), 5ng/ml (rhIL-6) и 

0,5µg/ml (PGE2). 

3.1.24. Форбол-12-миристат-13-ацетат 

Форбол-12-миристат-13-ацетат (PMA) (Sigma) је растворен под стерилним 

условима у DMSO (Sigma) у концентрацији од 160μM и чуван на -20°C до 

употребе. У експериментима је коришћен у концентрацијама од 16nM, 32nM и 

48nM.  

3.1.25. N-формил-L-метионил-L-леуцил-L-фенилаланин 

N-формил-L-метионил-L-леуцил-L-фенилаланин (fMLP) (Sigma) је растворен 

под стерилним условима у DMSO у концентрацији од 10mM, аликвотиран и чуван 

на -40°C до употребе. fMLP је у експериментима коришћен у концентрацији од 

1μM. 

3.1.26. Луминол 

Луминол (Fluka, Бухс, Швајцарска) је растворен у свеже припремљеном 0,1M 

воденом раствору NaOH до концентрације од 50mM. У експериментима је 
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коришћена концентрација од 50μM, добијена разблаживањем штока непосредно 

пре експеримената. Коришћен је за мерење концентрације NET-а добијених из 

гранулоцита. 

3.1.27. Комплети за квантификацију продукције цитокина 

Табела 2. Комерцијални комплети за квантификацију продукције цитокина у 

ћелијским културама 

ELISA Тип Каталошки број Произвођач 

IL-1β DuoSet DY201-05 R&D System Inc., Минеаполис, САД 

TNF-α DuoSet DY210-05 R&D System Inc., Минеаполис, САД 

TNF-α Quantikine DTA00C R&D System Inc., Минеаполис, САД 

IL-12p70 DuoSet DY1270-05 R&D System Inc., Минеаполис, САД 

IL-6 DuoSet DY206-05 R&D System Inc., Минеаполис, САД 

IL-6 Quantikine D6050 R&D System Inc., Минеаполис, САД 

IFN-γ DuoSet DY285-05 R&D System Inc., Минеаполис, САД 

IL-4 DuoSet DY204-05 R&D System Inc., Минеаполис, САД 

IL-13 DuoSet DY213-05 R&D System Inc., Минеаполис, САД 

IL-10 DuoSet DY217B-05 R&D System Inc., Минеаполис, САД 

TGF-β DuoSet DY240-05 R&D System Inc., Минеаполис, САД 

IL-27 DuoSet DY2526-05 R&D System Inc., Минеаполис, САД 

    

FlowCitomixTM Продукт Каталошки број Произвођач 

Multiplex Kits Th1/Th2 11plex BMS810FF Bender MedSystems, Беч, Аустрија 

Све остале супстанце су коришћене као што су добијене од произвођача и то су: 

 Limfoprep градијент (PAA Laboratories), специфичне густине 1,077g/ml; 

 Радиоактивно обележен тимидин - [3H]-тимидин (Amersham International, 

Амершам, Велика Британија), специфичне активности 6.7 Ci/mmol; 

 Triton X-100 „laboratory grade“ (Sigma); 

 Диметил-сулфоксид – DMSO (Merck), стерилан, ≥99.7%; 

 4% формалин растворен у фосфатном пуферу и 4% формалин растворен у 

етанолу (Апотека ВМА); 

 Tissue-tek O.C.T (Sigma); 
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 H2SO4 (Merck), 95-97%; 

 HCl (Merck), 37%; 

 Ca2+ јонофор (A23187, Sigma), 1μM. 

3.2. Изолација PL-MSC 

MSC су изоловане из PL донора са Клинике за стоматологију (Одељење за 

оралну хирургију) Војномедицинске академије (ВМА) у Београду, након 

апикотомије или екстракције зуба. Донори ткива (старосне доби 22-54 године, без 

системских обољења) су дали писани пристанак а студија је одобрена од стране 

Етичког одбора ВМА. Укупно је успостављено 17 PL-MSC линија а 

карактеристике сваке од њих су дате у поглављу „Резултати“. Непосредно пре 

изолације ћелија, PL су преинкубиране 2 сата у комплетном медијуму за културе 

ћелија у који је осим антибиотика додато 2.5µg/ml амфотерицина B. Након тога, PL 

су испране у физиолошком раствору и помоћу хируршког скалпела исецкане на 

комадиће величине око 1mm3. Потом је вршена дигестија ткива помоћу мешавине 

ензима колагеназа тип I (1mg/ml; Sigma, Немачка) и DNK-аза (25mg/ml; Sigma, 

Немачка) у медијуму без додатка серума (α-MEM) 30 минута на 370C у инкубатору 

са 5% CO2 уз перманентно мешање магнетом. Након периода дигестије, ензимска 

активност је блокирана додатком 10% FCS-a и ћелије су испране центрифугирањем 

на 1400rpm/5min/+40C. Након тога 104 ћелија/cm2 је засађено у фласкове за ћелијске 

културе (T25; 25cm2) (Sarstedt, Нимберг, Немачка). Ћелије су култивисане у 

комплетном α-MEM медијуму са додатком 10%FCS, 0.05mM 2-меркапто-етанола-а, 

2µM L-глутамина, 0.1µM L-аскорбат-2-фосфата уз додатак антибиотика 

(пеницилин, Галеника; стрептомицин, Панфарма; у концентрацији од по 1% за 

сваки) на 370C у инкубатору са 5% CO2. Након 24-часовне инкубације, ћелије су 

испране три пута у стерилном фосфатном пуферу (phosphate-buffered saline, PBS, 

Sigma, Немачка) и наливен је свеж медијум. Ћелије су трипсинизоване након 

достизања 95% конфлуентности, помоћу раствора 0.25% трипсина у NaEDTA 

(Sigma, Немачка) и тако гајене до 8 ћелијске пасаже. У експериментима су 

најчешће коришћене PL-MSC из 3. и 4. пасаже. 
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3.3. Способност формирања колонија - CFU-F тест 

Тест способности формирања колонија рађен је тако што су PL-MSC 

засађиване (25, 50, 100 или 200 по базену плоче са 6 места) (Sarstedt, Нимберг, 

Немачка) у комплетном медијуму за ћелијске културе (медијум је мењан два пута 

недељно), према већ добро познато описаној процедури (Pochampally 2008). Након 

14-тог дана теста, колоније су испране у PBS-у, осушене на ваздуху и бојене 

помоћу May Grünwald-Giemsa (MGG). Колоније су бројане на светлосном 

микроскопу при чему је преко 50 груписаних ћелија сматрано колонијом. Проценат 

клоногених PL-MSC одређен је према формули Nc/Nt x 100 (Nc, број колонија; Nt, 

број засађених ћелија по базену). 

3.4. Време дуплирања ћелијске популације  

У циљу одређивања времена за које долази до дуплирања популације ћелија 

(енгл. population doubling time, PDt) PL-MSC су засађиване у концентрацији 1x103 

ћелија по базену плоче са 96 места (површина једног базена је 0.32cm2) у 

трипликатима у медијуму за културе ћелија. У наредних 12 дана ћелије су 

трипсинизоване сваког дана и бројане у физиолошком раствору трипан боје. Време 

дуплирања популације је рачунато по формули T1/2= (ti-ti-1) x log2/log (Ni-Ni-1) (T1/2, 

време дуплирања; Ni и Ni-1, број сакупљених ћелија у интервалу ’’i’’). Укупно PDt 

време рачунато је као средња вредност трипликата. 

3.5. Диференцијација PL-MSC 

3.5.1. Остеогена диференцијација 

Након достизања 90% конфлуентности PL-MSC су трипсинизоване и 

засађене у плоче са 24 места (Sarstedt, Нимберг, Немачка) за ћелијске културе 

(3x103 ћелија по базену), у 1ml медијума за матичне ћелије (α-MEM). Након 24-

часовне инкубације медијум је замењен комерцијалним остео-индуктивним 

медијумом (Lonza), док су контролне ћелије и даље гајене у α-MEM медијуму. 

Период култивације PL-MSC према протоколу за остеогену диференцијацију 

трајао је 4 недеље, при чему је медијум мењан 2 пута у току недеље. Након 

диференцијацијоног периода, ћелије су бојене помоћу 1% воденог раствора 

ализарин црвене боје (енгл. alizarin red, Sigma-Aldrich). Овом методом је вршена 



 
 

 

 

Милан Марковић │ ДОКТОРСКА ДИСЕРТАЦИЈА │ 

Материјал и методе 

41 

детекција ализарин позитивних минерализованих језгара. Помоћу микроскопа 

вршена је анализа величине и процентуалне заступљености „аlizarin-red“ 

позитивних ћелија на сукцесивних 10 видних поља. Након диференцијације, ћелије 

су трипсинизоване и направљени су цитоспин препарати на којима је остеогена 

диференцијација детектована имуноцитохемиским бојењем на алкалну фосфатазу. 

Детекција је вршена помоћу супстрата са Fast Red (1mg/ml; Sigma, Немачка), 

раствореног у нафтол-диметил формамиду (10mg/ml; Sigma) и Tris-хидроксиметил 

аминометан (TRIS; pH=8.3; Sigma) мешавини (1:50). Цитоспинови су инкубирани 1 

сат на 370C у инкубатору у присуству 5% CO2. Анализа бојених цитоспинова 

рађена је на светлосном микроскопу (Olimpus IX51) са камером (Nikon 

DXM1200C), а добијени резултати у виду фотографија су анализирани у NIS-

element D 2.30 софтверском програму. 

3.5.2. Хондрогена диференцијација 

За тест хондрогене диференцијације, PL-MSC су гајене у стерилним 

полипропиленским криотубама у облику ћелијског пелета. PL-MSC су најпре 

испране у некомплетном хондрогеном медијуму (без TGF-β3, Lonza) 

центрифугирањем на 1200rpm, 5 минута. Након тога уклоњени су супернатанти и 

ћелије су ресуспендоване у 1ml комплетног медијума за хондрогену 

диференцијацију (Lonza) суплементованим са TGF-β3 (10ng/ml; R&D Systems, 

Минеаполис, САД), центрифугиране 5 минута на 1200rpm и култивисане 4 недеље, 

док су контролне ћелије гајене у α-MEM медијуму. Медијуми су мењани 2 пута у 

току недеље. Након диференцијацијоног периода ћелије у пелету су укалупљене у 

Tissue tek O.C.Т (Sigma) и смрзнуте у течном азоту. Потом су направљени 

криопресеци дебљине 7-10µm помоћу криотома (CM1850-Criostat) (Leica 

Microsystems Nussloch GmbH, Хајделберг, Немачка) осушени на ваздуху 2 сата, 

бојени методом „Alcian blue“ и анализирани на светлосном микроскопу. 

3.5.3. Адипогена диференцијација 

За адипогену диференцијацију PL-MSC су засађене на стерилне 

полипропиленске дискове (енгл. coverslip) (2.5x104 ћелија на cm2) који су потом 

убачени у базене плоче са 24 места. Тако су PL-MSC култивисане у α-MEM 

медијуму на 370C у инкубатору са 5% CO2. Након достизања 100% 
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конфлуентности, ћелије су гајене у медијуму за адипогену диференцијацију у току 

наредних 3 недеље. Сам процес адипогене диференцијације се одвијао у циклусима 

од по 3 дана, при чему су ћелије 3 дана гајене у медијуму за адипогену 

диференцијацију, а наредна три дана у медијуму за одржавање („adipogenic 

differentiation maintenance medium“). Контролне ћелије су гајене само у медијуму за 

одрзавање. Након 3 недеље, полипропиленски листићи су испрани у стерилном 

PBS-у, осушени и третирани са 60% изопропил алкохолом 1 минут. Тако 

пипремљене ћелије бојене су 15 минута са Oil Red O (Sigma-Aldrich, Немачка) 

методом за детекцију адипогених гранула и резултати су анализирани помоћу 

микроскопа. 

3.6. Проточна цитофлуoриметрија 

Анализа фенотипских карактеристика PL-MSC вршена је на проточном 

цитофлуориметру, помоћу моноклонских антитела (mAb) специфичних за CD90, 

CD105, CD166, CD146 и CD56 (Табела 1) обележених са флуоресцеин 

изотиоцијанатом (FITC), као и mAb коњугованих са фикоеритрином (PE) која 

препознају CD39, CD44, CD73 и SSEA4 (Табела 1). Поред методе директне 

флуоресценце (директно коњугована антитела), рађена је и метода индиректне 

флуоресценце помоћу anti-STRO-1 mAb (Табела 1) на чију се инкубацију 

настављала инкубација са секундарним анти-мишјим IgG1-FITC Ab (Serotec, 

Оксфорд, Велика Британија). Адекватне контроле за FITC и PE флуорохроме су 

биле мишја IgG1a-FITC и IgG1a-PE антитела (оба добављена од Serotec-а). PL-MSC 

су сакупљене, испране у PBS са 2% FCS и 0.1% натријум азида (NaN3). Након тога, 

ћелије су инкубиране са примарним антителом раствореним у PBS1 1 сат на 40C, 

према упутству проузвођача. За индиректну имунофлуоресценцу инкубација са 

секундарним антителом трајала је 30 минута такође на 40C. Након обележавања 

ћелија антителима, анализа је вршена на проточном цитометру (CellFlow CUBE6, 

PARTEC, Герлиц, Немачка). Након добијања резултата на апарату, снимљени 

фајлови су анализирани у FCS Express 6 RUO Edition (6.00.0053.) програмском 

софтверу. 
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3.7. Третман PL-MSC са TLR агонистима 

PL-MSC су засађене у плочама са 6 места (2x105 PL-MSC по базену). Након 

достизања конфлуентности од 95% додати су агонисти TLR4 (LPS), TLR3 (Poly 

I:C) и TLR2 (Pam3CSK4) (концентрација штокова и радна концентерација су дате 

раније у оквиру овог поглавља). Третман је ређен у дупликату са три донора PL-

MSC. Након 24-часовне стимулације сакупљени су супернатанти у којима је 

мерена продукција цитокина ELISA методом и помоћу комерцијалног Flow 

Cytomix теста, а ћелије су трипсинизоване, избројане и мерена је експресија CD73, 

CD166, HLA-DR, ILT3, ILT4 и IDO-1 (Табела 1) помоћу методе проточне 

цитофлуориметрије. Интрацелуларна експресија IDO-1 у PL-MSC је детектована у 

пермеабилизованим ћелијама помоћу комерцијалног комплета за 

пермеабилизацију (Fix&Perm, Invitrogen, An Der Grub, Аустрија). PL-MSC су према 

протоколу произвођача испране у PBS-u (1400ob/5min/+40C), потом је на пелет 

додат Reagens A (Fix&Perm A) 40µl и инкубиране 15 минута на собној температури. 

Потом су PL-MSC испране u PBS2 (1400ob/5min/+40C) и на пелет је додат Reagens B 

(Fix&Perm B) са IDO-1 (1:20) и инкубиран 20 минута. Ћелије су након тога још 

једном испране у PBS2 и инкубиране са секундарним антителом обележеним FITC-

ом. По завршетку инкубације резултати су читани на проточном цитофлуориметру, 

како је описано раније код детекције мембранских маркера. 

3.8. Третман PL-MSC са коктелом проинфламацијских 

цитокинa 

PL-MSC су засађене у плочама са 6 места (2x105 PL-MSC по базену). Након 

достизања конфлуентности од 95% PL-MSC су стимулисане коктелом 

проинфламацијских цитокина (rhIL-1β, rhTNF-α, rhIL-6 и rhPGE2) у дупликату са 

три донора PL-MSC. Након 24-часовне стимулације сакупљени су супернатанти и 

мерена је продукција цитокина Citomix методом. PL-MSC су трипсинизоване, 

избројане одређена су њихова фенотипска својства на основу експресије CD73, 

CD166, CD39, HLA-DR, ILT3, ILT4 и IDO-1 помоћу методе проточне 

цитофлуориметрије. 
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3.9. Квантификација продукције цитокина у кулктури PL-

MSC након третмана са агонистима TLR и коктелом 

проинфламацијских цитокина 

Ниво продукованих цитокина од стране PL-MSC третираних са агонистима 

TLR и коктелом проинфламацијских цитокина, мерен је у супернатантима помоћу 

комерцијалних тестова FlowCytomix (eBioscience) и ELISA комплета (R&D 

Systems, DuoSet) према упутству произвођача. Детекција помоћу FlowCytomix 

комплета заснива се на реакцији куглица типа А (дијаметра 4µm, обложених са 

anti-IL-1β, IL-6, IFN-γ, IL-4 и IL-10 антитела коњугованих биотином) и куглица 

типа B (дијаметра 5µm, обложених са anti-TNF-α, IL-8, IL-12 и IL-5 антителима 

коњугованих биотином) са цитокинима из тестираних супернатаната. Након 

инкубације куглице су испране у PBS-у и инкубиране са стрептавидин-PE. 

Детекција продукције је вршена на проточном цитофлуориметру (CellFlow CUBE6, 

PARTEC) а квантификација цитокина помоћу FCS Express 5 RUO Edition 

програмског софтвера на основу већ познатих концентрација цитокина у овом 

комплету. 

Детекција продукције TGF-β и IL-27 вршена је помоћу ELISA комерцијалних 

тестова. У полистиренске плоче са 96 базена које су преходно обложене 

поликлонским anti-TGF-β и anti-IL-27 антителима (инкубација преко ноћи), 

додавано је по 100µl супернатанта култура. Након инкубације у трајању од 2 часа 

плоче су испране комерцијалним пуфером за испирање, након чега је следила 

инкубација са секундарним антителима према овим цитокинима коњугованих 

биотином у трајању од 2 часа. После испирања, инкубација је завршена са 

стрептавидином коњугованим Px (1:200) a затим супстратом за Px 

(двокомпонентни систем из комплета који се припрема у размери 1:1). Интензитет 

бојене реакције, који је пропорционалан концентрацији цитокоина, је одређиван на 

ELISA читачу (Synergy HT, BIO-TEK, Вермонт, САД). Концентрација цитокина је 

изражена у pg/ml културе ћелија и одређена је помоћу цитокина познатих 

концентрација који су саставни део комплета, а на основу којих је конструисана 

стандардна крива. 

Комплетан процес детекције цитокина је био у складу са препоруком 

произвођача. 
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3.10. Изолација инфламацијских ћелија из периапексних 

лезија 

Инфламацијске ћелије (IC) су изоловане из PL (n = 12) добијених од 

пацијената са Клинике за стоматологију (Одељење за оралну хирургију) ВМА у 

Београду, након апикотомије или екстракције зуба. Осам PL су припадале групи 

асимптоматских лезија а 4 су припадале групи са клиничким манифестацијама 

симптоматских лезија. PL-IC су изоловане методом ензимске дигестије ткива 

помоћу ензима колагеназе типа I (1mg/ml; Sigma) и DNК-aзe (25 mg/ml; Sigma) у 

трајању од 30 минута у инкубатору на 370C и 5%CO2. Ћелије су потом испране у 

RPMI 1640 медијуму и избројане. Од тако добијених PL-IC направљени су 

цитоспинови на цитоцентрифуги (Shandon, CytoSpin 4, ThermoFisher SCIENTIFIC, 

Валтам, САД), који су затим бојени помоћу MGG и анализирани на светлосном 

микроскопу. PL-IC су коришћене и за изолацију мононуклеарних ћелија (MNC). 

MNC су издвојене из PL-IC центрифугирањем на густинском градијенту 

(LymphoPrep, Nycomed, Осло, Норвешка) (2000rpm/15min/+230C) и избројане. 

Такође су направљени цитоспинови који су oбојени MGG методом и анализирани 

помоћу светлосног микроскопа. Идентификација субпопулација PL-MNC је 

вршена на основу класичних морфолошких критеријума. Анализирано је укупно 

500 ћелија по сваком цитоспину, при чему су типови MNC представљени као 

процентуални удео у укупном броју анализираних ћелија. 

3.11. Ко-култура PL-MSC и PL-IC 

Ефекат PL-MSC на продукцију цитокина од стране алогених PL-IC испитиван 

је у ко-култури са директним контактом ћелија и индиректном контакту 

коришћењем уметака са полупропустљивом мембраном (енгл. „Transwell“ system). 

PL-IC (1x105 ћелија по базену) су додате у ко-културу са PL-MSC (1x104 ћелија по 

базену) у плоче са 96 места (PAA Laboratories, Беч, Аустрија). Експеримент је 

рађен у дупликату ко-култура једне PL-MSC линије изоловане из асимптоматске 

лезије са 4 различитих PL-IC, све изоловане из асимптоматских лезија. Контроле су 

чиниле појединачне културе PL-IC и PL-MSC. Ниво продукције цитокина у ко-

култури PL-MSC/PL-IC упоређиван је са збиром продукованих цитокина у 

појединачним културама. 
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У делу експеримента са уметком, PL-MSC (5x104 ћелија по уметку) је 

засађено у горњем компартмену система тј у уметку (0.4µm дијаметар пора) 

(Falcon) у плочи са 24 места, док су PL-IC (5x105 ћелија по ml културе) додати у 

базен плоче испод уметка. Након 24-часовне култивације ћелија у оба система, 

културе су додатно стимулисане са PMA (20ng/ml; Sigma) и Ca+2 јонофором 

(A23187, 1µM; Sigma) у току наредна 24 сата, након чега су сакупљени 

супернатанти у којима је мерена концентрација цитокина. 

3.12. Квантификација продукције цитокина у ко-култури PL-

MSC и PL-IC 

Ниво продукваних цитокина у култури PL-IC и PL-MSC (IL-10, IL-27 и TGF-

β), мерена је у супернатантима помоћу комерцијалних тестова (ELISA комплет, 

R&D Systems, DuoSet) (Табела 2). Концентрације су рачунате према стандардним 

кривама прописаним од стране произвођача и изражене у pg/ml културе ћелија. 

3.13. Ко-култура PL-MSC и PL-MNC 

Ефекат PL-MSC на продукцију цитокина од стране алогених PL-MNC је 

испитиван у ко-култури са директним контактом ћелија. PL-MNC (1x105 ћелија по 

базену) и PL-MSC (1x104 ћелија по базену) је додато у плочу са 96 места и 

култивисано 48 часова, с тим што је додатна стимулација са PMA (20ng/ml) и Ca2+ 

јонофором (A23187, 1μM) вршена у последњих 24 сата. Контроле су биле 

појединачне културе PL-MNC и PL-MSC, односно збир цитокина ових 

појединачних култура. Ниво продукованих цитокина у ко-култури упоређиван је са 

збиром продукованих цитокина од стране појединачних култура PL-MSC и PL-

MNC. Експеримент је рађен у дупликату са 8 линија PL-MNC (4 симптоматске и 4 

асимптоматске) које су култивисане са једном PL-MSC ћелијском линијом 

успостављеном из асимптоматске и једном PL-MSC ћелијском линијом 

успостављеном из симптоматске лезије. 

3.14. Квантификација продукције цитокина у ко-култури PL-

MSC и PL-MNC 

Концентрација цитокина у ко-култури PL-MSC и PL-MNC (IL-1β, TNF-α, IL-

10 и TGF-β), мерена је у супернатантима помоћу комерцијалних тестова (ELISA 
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комплет, R&D Systems, DuoSet) како је раније описано. Концентрације су 

израчунате на основу стандардних кривих конструисаних према познатим 

концентрацијама цитокина и изражане у pg/ml. 

3.15. Изолација неутрофила из периферне крви 

Гранулоцити су изоловани из пуне крви пацијената, добровољних давалаца из 

Института за трансфузиологију и хемобиологију ВМА, уз њихову писмену 

сагласност. Додавањем 5% декстрана (Sigma, Немачка) извршена је седиментација 

еритроцита у току 45 минута на собној температури. Супернатанти изнад талога 

еритроцита, који се састојао од леукоцита и тромбоцита, су сакупљени и стављени 

на градијент Lymphoprep густине 1.077g/ml (Nycomed, Осло, Норвешка) на 

2200rpm/20min/230C, ради одстрањења мононуклеарних ћелија и тромбоцита. 

Ћелије из пелета (гранулоцити) су ресуспендоване у раствору HBSS-а а затим два 

пута испране у истом раствору центрифугирањем на малим брзинама у циљу 

елиминације заосталих тромбоцита. Тако добијени гранулоцити су коришћени у 

експериментима са PL-MSC. 

3.16. Ко-култура PL-MSC и неутрофилних гранулоцита 

PL-MSC (1x105 ћелија) и гранулоцити (5x105 ћелија) по базену плоче са 24 

места су постављене у ко-културу (директан контакт и систем са уметком) како је 

описано код PL-MSC/PL-IC и PL-MSC/PL-MNC ко-култура. Осим ове 

комбинације, постављен је и систем ко-културе PL-MSC и гранулоцита које су 

третиране са LPS (250ng/ml) или fMLP (100nmol). Контролне групе чиниле су 

појединачне културе ћелија PL-MSC и гранулоцита (нестимулисане ћелије, ћелије 

стимулисане са LPS и fMLP), као и културе гранулоцита са додатком 50% 

кондиционираног медијума (CM) PL-MSC које су биле додатна контрола за 

контрола за културе са уметком. CM је сакупљен након 24-часовне културе 

конфлуентних PL-MSC. Време трајања ко-културе било је 24 часа, након чега су 

ћелије сакупљене у циљу анализе њихових фенотипских својстава, проучавања 

апоптозе и детекције продукције цитокина у супернатантима. У овом делу 

експеримента коришћене су 3 PL-MSC линије и 3 донора гранулоцита. 
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3.17. Имунохистохемијска анализа 

За имунохистохемијску анализу припремљени су крио- и парафински пресеци 

PL (гранулома зуба) (n=20) који су добијени са Клинике за стоматологију 

(Одељење за оралну хирургију) ВМА у Београду, након апикотомије или 

екстракције зуба. Донори ткива (старосне доби 22-54 године, без системских 

обољења) уз писани пристанак. После екстракције, ткива су укалупљена у гелу за 

фиксацију (Tissue-tek O.C.T.) а затим смрзнута у криотому или су пребачена у 

течни азот. Криопресеци дебљине 7-10µm су прављени на криотому (CM1850-

Criostat) (Leica), затим осушени на ваздуху 2 сата и фиксирани у хладном ацетону 

10 минута на -200C. Тако припремљени, пресеци ткива су испрани у пуферском 

раствору Tris-а (TBS; Sigma) 5 минута, а затим је блокирана ендогена пероксидаза 

помоћу 0.3% H2O2 (Sigma) 10 min. Након тога следила је инкубација са примарним 

(1h), а потом са секундарним (30min) антителима на температури од 370C. 

Секундарна антитела су била коњугована или са пероксидазом (Px) или са 

алкалном фосфатазом (AP). За детекцију и визуелизацију реакције додавани су 

DAB kit (Px бојење) или APAAP супстрат (AP бојење) (Dako, Глоструп, Данска). 

Препарати су на крају контрастирани хематоксилином (само за једноструко 

бојење), након чега су монтирани у Keiser-гелу и анализирани на микроскопу. 

За парафинске пресеке ткива PL су фиксирана у 4% формалдехиду 24 часа, а 

потом, након стандардног поступка дехидратације и просветљавања, калупљени у 

парафинске калупе. Направљени су пресеци дебљине 4-6µm помоћу микротома. 

Препарати су потом осушени на собној температури преко ноћи. Након тога 

урађена је депарафинизација у 100% ксилену (5min), a потом рехидратација 

сукцесивним инкубирањем препарата у 100% ЕtOH, 90% EtOH и 70% EtOH. 

Демаскирање антигена рађено је помоћу пепсина (2-5min), након чега су препарати 

испрани 2x у PBS-у на собној температури (5min), затим 1x у раствору MgCl2/PBS 

такође 5 минута на собној температури, 10 минута у MgCl2/PBS/формалдехид 

раствору, 5 минута у PBS, и на крају по 3 минута у 70%, 90% и 100% EtOH. На тако 

припремљеним препаратима, рађено је имунохистохемијско бојење помоћу 

моноклонских антитела на хумане антигене PL-MSC, комерцијалним EnVisionTM 

GI2 kit-ом, према протоколу препорученом од стране произвођача. 

Колокализација PL-MSC и неутрофила, као и PL-MSC и МØ анализирана је 

методом двоструког имунохистохемијског бојења на крио- и парафинским 
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пресецима PL, помоћу mAb на маркере PL-MSC (CD146), неутрофила (CD16 и 

MPO) и МØ (CD68) (Табела 1). Као секундарна антитела коришћена су анти-мишје 

IgG-HRP (Dako) и зечије анти-мишје IgG (Dako). За анализу на конфокалном 

микроскопу коришћена су антитела обележена флуорохромима (FITC, PE) и/или 

антитела коњугована биотином (Табела 1) на које је касније додато анти-мишје 

IgG-Alexa488 (Dako) или IgG-Alexa546 (Dako). Једра ћелија бојена су 

(контрастирана) помоћу SYTO59 (Thermo Fisher Scientific, САД) разблажења 

1:1000 (5µМ) у пуферу без фосфата. 

3.18. Припрема NET-а 

Гранулоцити су изоловани из пуне венске крви (према већ описаној 

процедури), а потом засађени у базене плоче за ћелијске културе са 24 места (1x106 

ћелија по базену) и стимулисани са PMA (50nM) у току 4h. Након стимулације, 

гранулоцити су два пута испрани топлим раствором HBSS-а и третирани ензимом 

DNK-аза (10U/ml) раствореним у RPMI-1460, 20 минута у инкубатору на 370C у 5% 

CO2. Након завршене ензимске фазе, сакупљени су супернатанти, центрифугирани 

на 2000ob/7min/+40C, а концентрација DNK материјала у супернатантима је мерена 

помоћу спектрофотометра на 260nm и рачуната по формули C(μg/ml)=AbsxRx50 

(Abs, абсорбанца; R, разблажење, 50 је константа). 

3.19. Мерење NET-oзe у in vitro ко-култури гранулоцита 

периферне крви са PL-MSC 

NET-oза је мерена помоћу флуориметријске методе која се заснива на 

квантификацији количине екстрацелуларне DNK помоћу PI, ћелијске 

непропустљиве, флуоресцентне боје која се везује за DNK (Vong и сар. 2013) 

сразмерно интензитету NET-oзe. Гранулоцити (n=3) су распоређени у базене плоче 

са 96 места са равним дном израђене од црне пластике (Costar, Њујорк, САД) у 

концентрацији од 1x105/базену/200μl HBSS+ медијума. У поједине базене су најпре 

култивисане PL-MSC (n=1, 4. пасажа) до достизања пуне конфлуентности а потом 

су у те базене додати гранулоцити и ко-култивисани са PL-MSC у трајању од 1 сата 

на 37°C. У посебним базенима гранулоцити су стимулисани са кондиционираним 

медијумом (CM) PL-MSC и са rhIL-6 (5ng/ml, Sigma). NET-oзe je индукована са 

PMA (48nM), а у одређене базене је додат Triton X-100 како би се измерила 
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количина укупне DNK. Након 2-часовне инкубације на 37°C, у инкубатору за 

културе ћелија, у присуству 5% CO2, у одговарајуће базене је додата DNK-aзa и 

инкубација је настављена још 45 минута под истим условима. Након тога је у све 

базене додат PI (20μg/ml). Интензитет флуоресценце је прочитан после 15 минута 

на читачу за микроплоче (Synergy HT, BIO-TEK, Вермонт, САД).  

Количина екстрацелуларне DNK (изражена као проценат тоталне DNK) је 

израчуната на основу следеће једначине (приказан је пример са PMA где је 

IF=интензитет флуоресценце; Gr=гранулоцити) 

Проценат тоталне DNK =
IF (Gr+PMA)−IF(Gr+PMA+DNKaзa)

IF(Gr+TritonX−100)
×100% 

3.20. Третман PL-MSC са NET-ом 

У циљу испитивања двосмерне комуникације PL-MSC и неутрофила 

испитиван је ефекат NET-a на продукцију цитокина од стране PL-MSC култури. За 

ово испитивање коришћене су три PL-MSC ћелијске линије. PL-MSC су засађене у 

плоче са 24 места (1x105 ћелија по базену). Почев од тренутка достизања 

конфлуентности од 100% па у наредних 24 сатa PL-MSC су стимулисани са NET-

ом (2.5ng/ml), припремљеним из неутрофила према већ описаној процедури. Након 

периода инкубације, сакупљени су супернатанти и мерена је продукција цитокина. 

3.21. Пролиферација PL-MSC након третмана са NET-ом 

У посебном експерименту испитиван је утицај NET-а на пролиферацију PL-

MSC линије. PL-MSC (1x104 ћелија по базену) су засејане у плочи са 96 места са 

равним дном у α-MEM (Sigma) медијуму (трипликати култура) и остављене да 

адхерирају наредних 6 сати. Потом су ћелије третиране са NET-ом у концентрацији 

од 2.5ng/ml у наредна 3 дана. Контролне ћелије су биле PL-MSC култивисане без 

NET-ом. Након инкубације у културе је додат радиоактивни тимидин (3H+) (1µCi  

по базену) (оригиналне концентрације 6.7Ci/mmol, Bioscience, Амершам) у 

последњих 18 сати. Након тога ћелије су трипсинизоване а преузимање 

радионуклида мерено је на сцинтилационом β бројачу (Beckman, LS5000TB). 

Резултати су добијени као број откуцаја у минуту (CPM) а прерачунати су као 

релативни проценти у односу на контролу (100%). 
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3.22. Квантификација продукције цитокина у култури PL-

MSC након третмана са NET-ом 

Ниво продукованих цитокина од стране PL-MSC третираних са NET-ом, 

мерен је у супернатантима помоћу комерцијалних тестова FlowCytomix (Bender 

MedSystems) (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8, IFN-12, IFN-γ, IL-4, IL-5 и IL-10) и ELISA 

комплета (R&D Systems, DuoSet) (TGF-β и IL-27) (Табела 2). Детекција цитокина у 

супернатантима култура је раније описана а концентрације су изражене у pg/ml. 

3.23. Апоптоза гранулоцита 

У циљу одређивања ефекта PL-MSC на апоптозу гранулоцити су инкубирани 

са PL-MSC у односу 5:1, у систему са и без директног ћелијског контакта у току 24 

часа, како је раније описано. Гранулоцити су сакупљени лаганим пипетирањем а 

њихова апоптоза је одређивана помоћу Annexin-V-FITC/пропидијум јодида (PI) 

комплета (BD Bioscience) према упутству произвођача. Апоптоза је анализирана на 

цитофлуориметру CellFlow CUBE6 (PARTEC), а добијени дигитални подаци 

анализирани у FCS Express 6 RUO Edition (6.00.0053.) програмском софтверу. 

Апоптоза је такође одређивана морфолошком методом након бојења ћелија у Türk-

овом раствору. Помоћу светлосног микроскопа бројане су апоптотични 

неутрофили које карактерише одсуство мултилобуларности једра, кондензација 

хроматина без нарушавања интегритета ћелијске мембране и фрагментација 

кондензованих једара. Проценат апоптозе је одређиван након бројања укупно 500 

неутрофила по препарату. 

3.24. Утицај рекомбинантног IL-6 на апоптозу гранулоцита 

У циљу испитивања могућег ефекта IL-6 продукованог од стране PL-MSC на 

инхибицију апоптозе гранулоцита, гранулоцити су изоловани из периферне крви 

према већ описаној процедури и постављени у базене плоче са 24 места са равним 

дном (5x105 ћелија по базену). Након тога третирани су са рекомбинантним 

хуманим IL-6 (Sigma, Немачка) у концентрацији 2.5ng/ml, 5ng/ml 7.5ng/ml и 

10ng/ml. Као посебна контрола коришћен је кондиционирани медиум (CM) PL-

MSC у току наредна 24 сата. Након тога је одређивана апоптоза неутрофила у 

раствору Тürk-а помоћу светлосног микроскопа на основу морфолошких 

показатеља како је већ описано. 
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3.25. Реверзија апоптозе гранулоцита помоћу anti-IL-6 mAb 

У циљу тестирања анти-апоптотског ефекта IL-6 у ћелијске културе е 

додавано блокирајуће anti-IL-6 моноклонско антителo (R&D Systems). Коришћене 

су културе гранулоцита са рекомбинантним IL-6 или CM сакупљеног од PL-MSC, 

по истом моделу како је горе наведено. Након инкубационог периода одређивана је 

апоптоза неутрофила у раствору Тürk-а помоћу светлосног микроскопа на основу 

морфолошких критеријума. 

3.26. Квантификација продукције цитокина у ко-култури PL-

MSC и неутрофила  

Нивои цитокина гранулоцита (IL-6, TNF-α, TGF-β и IL-27) мерени су 

супернатантима култура ћелија сакупљених након 24 сата, помоћу ELISA 

комерцијалних тестова DuoSet и Quantikine (R&D Systems) (Tabela 2), према 

упутству произвођача. Концентрације су израчунате на основу стандардних 

концентрационих криви и изражене су у pg/ml. 

3.27. Изолација моноцита и њихова диференцијација у 

макрофаге 

Моноцити су изоловани из концентрата периферне крви (buffy coat) 

добровољних давалаца крви из Института за трансфузиологију и хемобиологију 

ВМА уз њихову писмену сагласност. Концентрат пуне венске крви је разблажен 3 

пута у раствору 0,02% NaEDTA у RPMI 1640 (Sigma, Немачка) и нанет на 

градијент густине Lymphoprep (1.077g/ml; Nycomed, Oslo, Norway) на 

2200rpm/20min/230C. Затим су сакупљени „прстенови“ ћелија на граници према 

градијенту и испрани 2 пута у RPMI 1640 медијуму. На крају су ћелије 

ресуспендоване у RPMI медијуму са додатком 10%FCS, 0.05mM 2-меркапто-

етанола, 2µM L-глутамина и антибиотика. MNC су потом култивисане 2 сата у 

циљу адхеренције моноцита (1x106 ћелија по cm2 базенa плоче за културе ћелија). 

Након тога, пажљиво су покупљене неадхерентне ћелије, а адхерентни моноцити 

су били подељени у три групе за даљу диференцијацију. Прву групу су чинили 

макрофаги диференцирани без додатка фактора раста (спонтана диференцијација) 

(sMØ), другу групу су чинили МØ диференцирани у присуству M-CSF-а (100ng/ml; 

R&D Systems) (mMØ), а трећу МØ диференцирани у присуству GM-CSF-a 
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(100ng/ml; R&D Systems) (gmMØ). Период диференцијације је трајао 5 дана након 

чега су ћелије пажљиво испране у стерилном PBS-у загрејаном на 370C. Тако 

добијене МØ коришћене су у експериментима са PL-MSC претходно 

припремљеним према већ описаној процедури. 

3.28. Ко-култура PL-MSC и MØ 

PL-MSC (2x105 ћелија по базену) и MØ (5x105 ћелија по базену) постављене 

су у ко-културу (директан контакт ћелија или систем са полупропустљивом 

мембраном). У појединим експериментима MØ су такође третиране 24 сата 

кондиционираним медијумом PL-MSC (CM50%) у циљу праћења ефекта 

солубиних фактора на фенотип и продукцију цитокина у међусобној интеракцији 

PL-MSC и MØ. Такође су постављене и адекватне контролне групе које су чиниле 

појединачне културе PL-MSC и MØ. Време трајања ко-културе било је 5 дана, 

након чега су сакупљени супернатанти а ћелије трипсинизоване, урађен фенотип 

на М1 и М2 маркере као и интрацелуларна продукција проинфламацијских и 

имунорегулацијских цитокина MØ и PL-MSC. У овом експерименту коришћене су 

три PL-MSC линије и три културе MØ различитих донора. 

3.29. Фенотип MØ у ко-култури са PL-MSC 

Фенотипске карактеристике MØ из ко-културе са PL-MSC анализиране су на 

проточном цитофлуориметру, помоћу FITC-коњугованих mAb на anti-CD45, CD80, 

CD14 и CD11c, као и PE-коњугованих anti-CD16, CD73, CD39 и TLR4 и 

антителима коњугованих биотином anti-HLA-DR, CD206, CD68, CD169 и CD209 

(Табела 1) на које су додавани стрептавидин-FITC или стрептавидин-PeCy5 

(Serotec). Процедура је раније детаљно описана. За детекцију експресије 

интрацелуларног CD68 рађeна је пермеабилизација ћелија помоћу комерциалног 

комплета за пермеабилизацију ћелија (Flow Cytometry Fixation and Permeabilization 

Kit I; R&D Systems, Inc. 1-800-343-7475) према упутству произвођача. Након 

обележавања ћелија антителима, анализа експресије маркера је вршена на 

проточном цитометру CellFlow CUBE6 (PARTEC). Популације MØ и PL-MSC су 

идентификоване према параметрима за „forward“ и „side scatter“, затим је ниво 

експресије појединачних маркера анализиран у популацији CD45+ односно HLA-
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DR+ ћелија. Добијени „фајлови“ су обрађени помоћу FCS Express 5 RUO Edition 

програмског софтвера. 

3.30. Детекција интрацелуларних цитокина 

У циљу детекције експресије интрацелуларних цитокина у ко-културама PL-

MSC и MØ вршена је пермеабилизација ћелија помоћу комерцијалног комплета 

(Flow Cytometry Fixation and Permeabilization Kit I; R&D Systems) а према упутству 

произвођача. Најпре су ћелије третиране монезином (3µМ, Sigma) у трајању од 5 

сати, након чега су фиксиране и пермеабилизоване а потом инкубиране са анти-

мишјим mAb према хуманим цитокинима TNF-α, IL-4 и IL-10 (FITC), затим IL-

12p40 и IL-13 (PЕ) и anti-TGF-β и IDO-1 (Biotin), приклазаних у табели 1. За 

индиректну флуоресценцу са антителима коњугованих биотином обележавање је 

рађено помоћу стрептавидин-PeCy5 (Serotec, Oxford, UK). За испирање ћелија 

коришћени су комерцијални Fixation и Permeabilization buffer. Експресија 

интрацелуларних цитокина у ко-култури PL-MSC и MØ мерена је на проточном 

цитофлуометру а њихова квантификациjа у МØ (CD45+/HLA-DR+) и PL-MSC 

(CD45-/HLA-DR-) рађена је помоћу FCS Express 6 RUO Edition (6.00.0053.) 

софтвера. 

3.31. Квантификација продукције цитокина у ко-култури PL-

MSC и MØ 

Ниво продукованих цитокина у ко-култури PL-MSC и MØ мерен је у 

супернатантима помоћу комерцијалних тестова FlowCytomix (eBioscience) (IL-1β, 

TNF-α, IL-6, IL-8, IFN-12, IFN-γ, IL-4, IL-5 и IL-10) и ELISA комплета DuoSet и 

Quantikine (R&D Systems) (TGF-β и IL-27) као што је већ описано. 

3.32. Статистичка анализа података 

У анализи података коришћени су Studentov t тест, анализа варијансе 

(ANOVA) са одговарајућим пост-тестом (Bonferroni пост-тест или Dunnett пост-

тест). Анализа података је рађена у GraphPad Prism 5.0 програмском софтверу. 

Статистичке значајности су означене звездицама и њихово значење је *p<0.05; 

**p<0.01; ***p<0.001 или тарабицама и њихово значење је #p<0.05; ##p<0.01; 

###p<0.001 у поређењу са одговарајућом контролом. 
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4. Резултати 

Део I. Успостављање и карактеризација PL-MSC линија 

4.1. Морфологија, клоногеност и степен пролиферације PL-

MSC 

У првом делу овог истраживачког рада успостављене су четири MSC ћелијске 

линије добијенe из PL различитих донора, а према већ устаљеној процедури за 

њихову изолацију (Đokić и сар. 2012) а која је детаљно приказана у поглављу 

Материјал и методе. Циљ ових експеримената је био анализа морфолошких 

карактеристика, способност формирања колонија и динамика раста PL-MSC. 

Анализом на инвертном микроскопу показано је да је морфологија PL-MSC 

слична морфологији фибробласта (Слика 1а). Све ћелијске линије су формирале 

колоније (CFU-f) у култури (Слика 1b). На основу динамике раста је показано да 

PL-MSC имају високу стопу пролиферације која је сигмоидног карактера (Слика 

1c), при чему је њихов раст у првих 4 дана био спорији, након чега је следио 

период интензивне пролиферације између 4. и 7. дана (експоненцијална фаза 

раста). Када су ћелије достигле густину око 80% конфлуентности уочен је други 

период успореног раста (плато), који се најчешће јављао након 7. дана култивације. 

Слика 1. Mорфологија, клоногеност и стeпен пролиферације PL-MSC. PL-MSC 

су гајене у медијуму за мезенхимске матичне ћелије (α-MEM). а) Слика PL-MSC из 

4. пасаже у култури, добијена помоћу инвертног микроскопа, показује њихову 

фибробластоидну морфологију, увећање 10x, даљинар 25µm. b) CFU-f тест, 

колонија PL-MSC (бр. ћелија већи од 50), MGG бојење, увећање 40x, даљинар 

100µm. c) Крива раста PL-MSC (сигмоидни карактер); PDt, време за које долази до 

дуплирања популације.  
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4.2. Фенотипска карактеризација PL-MSC 

Након првог дела морфолошких и пролиферативних испитивања, анализиран 

је фенотип успостављених PL-MSC линија на проточном цитофлуориметру. 

Показано да PL-MSC експримирају типичне MSC маркере као што су CD90, CD73 

и CD105 (за сваки маркер је показана експресија већа од 95% за све анализиране 

ћелијске линије), што је у сагласности са минималним критеријумима за њихову 

класификацију (Dominici и сар. 2006). Осим тога, ове PL-MSC линије такође су у 

високом проценту експримирале CD166, CD56 и CD146. Интересантно је 

напоменути да је експресија CD44 била хетерогена и варирала је у опсегу 9.1% - 

55.5%. Најнижа експресија је била за STRO1 (18.1±3.4%), CD39 (14.0±1.9%) и 

SSEA4 (6.3±1.8%) (Табела 3 и Графикон 1). 

 

Табела 3. Фенотипске карактеристике PL-MSC 

Маркери Експресија (%) ± SD 

CD90 97.3±1.7 

CD73 94.8±4.7 

CD56 93.9±1.6 

CD105 90.2±5.7 

CD166 87.8±3.7 

CD146 71.0±8.9 

CD44 26.6±19.6 

CD39 14.0±1.9 

STRO-1 18.1±3.4 

SSEA4 6.3±1.8 

PL-MSC (n=4) из 4. пасаже су припремљене за анализу на проточном 

цитофлуориметру према протоколу описаном у поглављу Материјал и методе. 

Популација PL-MSC анализирана је према параметрима за forward/side scatter, а 

ниво експресије сваког појединачног маркера одређиван је као проценат 

позитивних ћелија у анализираном узорку у односу на контролу. Резултати су 

приказани у виду средње вредности % позитивних ћелија ± SD. 
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Графикон 1. Профилни хистограми једне од репрезентативних PL-MSC 

линија. Плавом бојом су означени узорци анализирани за сваки појединачни 

маркер, а сивом бојом контролне ћелије. Разлика у преклапању узорака и контроле 

представљена је у виду процента позитивних ћелија за дати маркер.  
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4.3. Експресија MSC маркера у PL 

У циљу идентификације ћелија које испољавају маркере MSC на 

цитофлуориметрији, желели смо да проверимо каква је експресија ових маркера у 

PL in situ. У том циљу су рађена имунохистохемијска бојења серије криостатских и 

парафинских пресека ткива PL (гранулома) (n=20) помоћу моноклонских антитела 

катактеристичних за маркере MSC (CD146, CD90, CD105, CD73, CD166, CD271, 

CD56, α-SMA, STRO-1 и SSEA4). Резултати експресије анализираних маркера 

приказани су на сликама 2-10. и табели 4. У табели су приказане позитивно обојене 

структуре за анализиране маркере MSC и семиквантитативни степен њихове 

експресије. 

На слици 2 је приказана експресија CD146 in situ. Позитивност је детектована 

првенствено на ендотелу крвних судова капилара и посткапиларних венула. Осим 

тога, периваскуларни (перицитни) региони капилара и посткапиларних венула су 

такође CD146 позитивни (Слика 2D), али се уочавају и крвни судови (капилари и 

посткапиларне венуле) са негативним перицитима. Експресија CD146 in situ је 

умереног до јаког интензитета (Слика 2). 

Позитивност на CD90 је била присутна како на васкуларним елементима тако 

и у строми PL (Слика 3). Интензитет пребојености структура је варирао од умерено 

јаке до јаке пребојености. Артериоле, капилари и пост-капиларне венуле, су 

показивале интензивну пребојеност како ендотела тако и зидова крвних судова, 

док је експресија CD90 у периваскуларном региону умереног интензитета (Слика 

3B и 3D). Позитивност перицита се тешко уочава у осталу на остале елементе 

крвних судова. У строми гранулома се такође уочава велики број CD90+ 

фибробласта, као и појединачних ћелија фибробластоидне морфологије (Слика 3A 

и 3C). 

Експресија CD105 маркера у PL је била заступљена на крвним судовима, али 

је у односу на CD146 била мање изражена и углавном је ограничена на ендотел 

крвних судова (артериоле, капилари, пост-капиларне венуле) (Слика 4). Пребојене 

структуре су умерено јаког интензитета. Уочава се велики број пост-капиларних 

венула са CD105+ ендотелом и CD105- перицитима (Слика 4D), а у строми се 

такође уочавају CD105+ ћелије фибробластоидног изгледа и макрофаги (Слика 4C). 

На парафинским пресецима симптоматских гранулома у региону са 
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инфилтишућим инфламацијским ћелијама такође су уочене појединачне CD105+ 

ћелије (Слика 4C). 

Експресија CD73 in situ је била умереног интензитета и заступљена на 

васкуларним елементима (Слика 5A), доминантно у строми али и на појединачним 

ћелијама у инфилтрату (Слика 5C). На криостатским пресецима експресија CD73 je 

била умерено до умерено слабог интензитата присутна на пост-капиларним 

венулама (Слика 5B). На парафинским пресецима запажен је велики број CD73+ 

ћелија које морфолошки личе на макрофаге и инфилтришућих ћелија у околини 

крвних судова (Слика5D). 

Испољеност CD166 у PL је била слабог до умереног интензитета (Слика 6). 

Овај маркер је био често дистрибуиран у региону пролиферисаних епителних трака 

(Маласезова епителна острваца) и показивао мрежасту форму. Унутар региона 

ограничених ланцем CD166+ ћелија (каоко је приказано на слици 6B) уочавају се 

крвни судови (артериоле) дискретне пoзитивности. 

Сличну дистрибуцију CD166 у ткиву гранулома је имао и CD271 (Слика 7). 

На слици се очавају CD271+ пролиферисане епителне траке јаког интензитета 

пребојености. Међутим за разлику од CD166, у строми гранулома бојених на 

CD271 и на крвним судовима није детектована позитивност. 

Експресија CD56, умереног интензитета, је била присутна на крвним 

судовима мањег дијаметра (капилари) (Слика 8А). Осим тога у строми су уочене 

појединачне CD56+ ћелије (Слика 8B). 

Експресија α-SMA је била јаког интензитета и присутна на већим крвним 

судовима (артериоле и венуле) и пост-капиларним венулама (Слика 9A). Уочен је 

велики број α-SMA+ артериола са α-SMA позитивним и негативним перицитима 

(Слика 9B). 

Експресија STRO-1 присутна је само у појединим регионима слабог 

интензитета. Позитивне су појединачне ћелије крвних судова (најчешће капилара) 

и око крвних судова (највероватније перицити) као и у строми гранулома (Слика 

10). Позитивност перицита није била јасна. 

Експресија SSEA4, je попут дистрибуције CD166 и CD271, је била присутна 

на пролиферисаним епителним тракама умереног интензитета (Слика 11А). 

Међутим, SSEA4 је експримиран и на бројним појединачним ћелијама у строми 
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гранулома као и у близини зидова крвних судова који морфолошки и топографски 

одговарају перицитима (Слика 11B). 

Табела 4. Експресија MSC маркера у PL in situ 

Маркер Експресија 
Интензитет 

експресије 

CD146 
Ендотелне ћелије капилара, пост-

капиларних венула; перицити 
++++ 

CD90 

Ендотелне ћелиије артериола, капилара, 

пост-капиларних венула; фибробластоидне 

ћелије 

++++ 

CD105 

Ендотелне ћелије артериола, капилара, 

пост-капиларних венула; фибробласти; 

макрофаги; поједине инфилтришуће ћелије 

+++ 

CD73 

Ендотелне ћелије пост-капиларних 

венула, макрофаги, већина 

инфилтришућих ћелија 

++ 

CD166 
Ендотелне ћелије артериола; 

пролиферисане епителне траке 
++ 

CD271 Пролиферисане епителне траке ++++ 

CD56 
Ендотелне ћелије капилара; појединачне 

стромалне ћелије 
++ 

α-SMA 

Ендотелне ћелије и ћелије зидова 

артериола, венула, пост-капиларних 

венула; перицити 

++++ 

STRO-1 
Појединачне стромалне ћелије; 

перицити 
+ 

SSEA4 
Појединачне стромалне ћелије; 

перицити; пролиферисане епителне траке 
++ 

Експресија маркера MSC у PL је одређена према степену (интензитету) 

пребојености позитивних структура и ћелијских елемената семиквантитативно. 

++++, јак интензитет бојења; +++, умерен до јак интензитет бојења; ++, слаб до 

умерен интензитет бојења; +, слаб интензитет бојења. 
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Слика 2. Експресија CD146 маркера у PL. На слици је приказана in situ 

дистрибуција маркера CD146 детектована имунохистохемијском методом (Px). 

Браон боја - позитивно пребојене структуре и ћелије; плава боја – једра ћелија 

контрастирана са хематоксилином. А и B, крио-пресеци гранулома, црна стрелица 

приказује CD146+ посткапиларне венуле; C и D, парафински пресеци гранулома, 

плава стрелица показује CD146+ ендотелне ћелије, a црвена стрелица показује 

CD146+ перицит; А и C, увећање 10x, даљинар 100µm; B и D, увећање 40x, 

даљинар 50µm. 
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Слика 3. Експресија CD90 маркера у PL. На слици је приказана in situ 

дистрибуција маркера CD90 детектована имунохистохемијском методом (Px). 

Браон боја - позитивно пребојене структуре и ћелије; плава боја – једра ћелија 

контрастирана са хематоксилином. А и B, крио-пресеци гранулома, црна стрелица 

показује CD90+ ендотелне ћелије посткапиларних венула, бела стрелица показује 

CD90+ ендотелне ћелије артериола, плава стрелица показује CD90+ ћелије 

фибробластоидне морфилогије; C и D, парафински пресеци гранулома, црвена 

стрелица показује CD90+ ендотелне ћелије капилара; А и C, увећање 10x, даљинар 

100µm; B и D, увећање 40x, даљинар 50µm. 
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Слика 4. Експресија CD105 маркера у PL. На слици је приказана in situ 

дистрибуција маркера CD105 детектована имунохистохемијском методом (Px). 

Браон боја - позитивно пребојене структуре и ћелије; плава боја – једра ћелија 

контрастирана са хематоксилином. А и B, крио-пресеци гранулома, црна стрелица 

показује CD105+ ендотелне ћелије артериола a бела стрелица показује CD105+ 

ендотелне ћелије посткапиларних венула; C и D, парафински пресеци гранулома, 

црвена стрелица показује CD105+ ендотелне ћелије капилара; А и C, увећање 10x, 

даљинар 100µm; B и D, увећање 40x, даљинар 50µm. 
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Слика 5. Експресија CD73 маркера у PL. На слици је приказана in situ 

дистрибуција CD73 маркера детектована имунохистохемијском методом (Px). 

Браон боја - позитивно пребојене структуре и ћелије; плава боја – једра ћелија 

контрастирана са хематоксилином. А и B, крио-пресеци гранулома, црна стрелица 

показује CD73+ ендотелне ћелије посткапиларних венула; C и D, парафински 

пресеци гранулома, црвена стрелица показује CD73+ инфилтришуће ћелије; А и C, 

увећање 10x, даљинар 100µm; B и D, увећање 40x, даљинар 50µm. 
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Слика 6. Експресија CD166 маркера у PL. На слици је приказана in situ 

дистрибуција CD166 маркера детектована имунохистохемијском методом (Px). 

Браон боја - позитивно пребојене структуре и ћелије; плава боја – једра ћелија 

контрастирана са хематоксилином. А и B, крио-пресеци гранулома, стрелица 

показује CD166+ пролиферисане епителне траке; А, увећање 10x, даљинар 100µm; 

B, увећање 40x, даљинар 50µm. 

 

 

Слика 7. Експресија CD271 маркера у PL. На слици је приказана in situ 

дистрибуција маркера CD271 детектована имунохистохемијском методом (Px). 

Браон боја - позитивно пребојене структуре и ћелије; плава боја – једра ћелија 

контрастирана са хематоксилином. А и B, крио-пресеци гранулома, стрелица 

показује CD271+ пролиферисане епителне траке; А, увећање 10x, даљинар 100µm; 

B, увећање 40x, даљинар 50µm. 
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Слика 8. Експресија CD56 маркера у PL. На слици је приказана in situ 

дистрибуција маркера CD56 детектована имунохистохемијском методом (Px). 

Браон боја - позитивно пребојене структуре и ћелије; плава боја – једра ћелија 

контрастирана са хематоксилином. А и B, крио-пресеци гранулома; На слици А 

стрелица показује CD56+ ендотелне ћелије, увећање 10x, даљинар 100µm; На слици 

B стрелица показује CD56+ појединачне ћелије, увећање 40x, даљинар 50µm. 

 

 

Слика 9. Експресија α-SMA маркера у PL. На слици је приказана in situ 

дистрибуција α-SMA маркера детектована имунохистохемијском методом (Px). 

Браон боја - позитивно пребојене структуре и ћелије; плава боја – једра ћелија 

контрастирана са хематоксилином. А и B, крио-пресеци гранулома, стрелица 

показује α-SMA+ ћелије зидова крвних судова укључујући и периците; А, увећање 

10x, даљинар 100µm; B, увећање 40x, даљинар 50µm. 
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Слика 10. Експресија STRO-1 маркера у PL. На слици је приказана in situ 

дистрибуција STRO-1 маркера детектована имунохистохемијском методом (Px). 

Браон боја - позитивно пребојене структуре и ћелије, предоминантно малих крвних 

судова; плава боја – једра ћелија контрастирана са хематоксилином. А и B, крио-

пресеци гранулома; А, увећање 10x, даљинар 100µm; На слици B стрелица показује 

STRO-1+ појединачне ћелије, увећање 40x, даљинар 50µm. 

 

Слика 11. Експресија SSEA4 маркера у PL. На слици је приказана in situ 

дистрибуција SSEA4 маркера детектована имунохистохемијском методом (Px). 

Браон боја - позитивно пребојене структуре и ћелије, предоминантно малих крвних 

судова; плава боја – једра ћелија контрастирана са хематоксилином. А и B, крио-

пресеци гранулома; На слици А црна стрелица показује SSEA4+ пролиферисане 

епителне траке, увећање 10x, даљинар 100µm; На B плава стрелица показује 

SSEA4+ појединачне ћелије, а црвена стрелица показује SSEA4+ периците, увећање 

40x, даљинар 50µm.  
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4.4. Диференцијација PL-MSC 

У наредним експериментима тестирали смо способност PL-MSC да се под 

одређеним условима диференцирају у друге ћелије мезенхимског порекла. У том 

циљу PL-MSC су гајене у индуктивним медијумима за остеогену, адипогену и 

хондргену диференцијацију како је описано у поглављу Материјал и методе. Након 

периода диференцијације, показали смо да се PL-MSC могу диференцирати у све 

три ћелијске линије, с тим што је потенцијал диференцијације у остеобласте био 

највећи а потенцијал диференцијације у адипоците најмањи (Слика 12). 

 

 

Слика 12. Диференцијација PL-MSC у друге ћелије мезенхимског порекла. На 

слици A приказана је остеогена диференцијасија PL-MSC, црна стрелица показује 

alizarin red позитивна минерализована језгра, увећање 10x, даљинар 100µm; На 

слици B приказана је хондрогена диференцијација PL-MSC (пелет), увећање 10x, 

даљинар 100µm; На слици C приказана је адипогена дифереренцијација PL-MSC, 

плава стрелица показује Oil Red O позитивне адипогене грануле, увећање 40x, 

даљинар 25µm.  
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4.5. Продукција цитокина у култури PL-MSC након 

стимулације са TLR агонистима и коктелом 

проинфламацијских цитокина 

У оквиру истраживања функцијских карактеристика PL-MSC најпре је 

испитан ефекат агониста TLR (LPS, Poly I:C и Pam3CSK4) који представљају модел 

за проучавање ефекта бактерија, вируса и њихових токсина у PL. Анализом 

фенотипа PL-MSC показано је да Pam3CSK4, агонист TLR2, смањује експресију 

CD166 док друга два молекула, LPS (агонист TLR4) и Poly I:C (агонист TLR3) нису 

показивали модулацијски ефекат на експресију овог маркера. Сва три TLR 

агониста су довела до повећања експресије  CD73 и IDO-1 молекула на PL-MSC, а 

нису битније утицали на иначе ниску експресију HLA-DR. Експресија ILT-3 и ILT-

4 молекула на контролним PL-MSC је била ниска (<0.1%) и није се мењала под 

дејством ни једног од испитиваних TLR агониста (резултати нису приказани). 

Коктел проинфламацијских цитокина (TNF-α, IL-1β, IL-6 и PGE2), често 

коришћени стимулус за матурацију DC и модулацију функције имунских ћелија, је 

повећао експресију CD73 и IDO-1 а није битније мењао експресију других маркера 

(Табела 5). 

 

Табела 5. Модулација експресије маркера PL-MSC након третмана са TLR 

агонистима и коктелом проинфламацијских цитокина 

 CD73 (%) CD166 (%) HLA-DR (%) IDO-1 (%) 

Контрола 73.2±8.1 71.0±3.5 8.4±2.1 11.0±7.0 

LPS 86.7±4.6* 69.9±7.7 9.0±2.1 23.0±2.9* 

Poly I:C 89.9±0.3** 74.2±2.8 10.2±0.1 33.2±2.9*** 

Pam3CSK4 87.5±0.8** 59.2±3.1* 8.7±0.1 28.0±3.6** 

Проинфл. коктел 84.6±2.2* 68.1±5.1 10.6±2.0 28.0±9.9** 

PL-MSC су инкубиране са TLR агонистима или коктелом проинфламацијских 

цитокина у току 24 сата. Резултати су приказани као средња вредност процента 

експресије ± SD (n=3 различите ћелијске линије). One-way ANOVA Dunnett пост-

тест, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 у односу на одговарајуће вредности у 

контроли. 
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Анализом продукованих цитокина у култури PL-MSC након третмана са TLR 

агонистима и коктелом проинфламацијских цитокина нађено је да Poly I:C 

стимулише продукцију IL-1β (36.5±2.8pg/ml) у односу на контролу (31.3±1.7pg/ml), 

TNF-α (78.1±15.1pg/ml) у односу на контролу (45.1±6.2pg/ml) и IL-6 

(1451.0±323.2pg/ml) у односу на контролу (555.3±330.7pg/ml). LPS је стимулисао 

продукцију IL-6 (2806.7±472.4pg/ml). Pam3CSK4 је стимулисао продукцију IL-6 

(3069.8±536.8pg/ml), а инхибирао продукцију IL-β (27.6±1.5pg/ml) у односу на 

одговарајуће контроле (Графикон 2). 

Графикон 3 приказује концентрације IL-8, IL-12p70 и IFN-γ у култури PL-

MSC. Уочава се да је LPS повећао ниво IL-8 (2346.8±210.2pg/ml) у односу на 

контролу (1011.0±166.9pg/ml) и IFN-γ (36.0±3.0pg/ml) у односу на контролу 

(18.1±2.0pg/ml), а коктел проинфламацијских цитокина је смањио продукцију IL-8 

(615.1±115.4pg/ml) у односу на контролу. Ниво IL-12p70 је био повећан под 

утицајем Poly I:C (486.0±39.9pg/ml), Pam3CSK4 (620.2±107.6pg/ml) и коктела 

проинфламацијских цитокина (560.6±90.9pg/ml) у односу на контролу 

(161.0±61.3pg/ml). Остали примењени третмани нису битније утицали на 

испитиване цитокине. 

Анализом Th2 цитокина уочава се да је коктел проинфламацијских цитокина 

стимулисао продукцију IL-4 (11.3±1.6pg/ml) у односу на контролу (6.5±0.9pg/ml) и 

IL-5 (72.9±11.9pg/ml) у односу на контролу (39.2±4.1pg/ml), док агонисти TLR нису 

испољавали битнији модулацијски ефекат (Графикон 4). 

Резултати квантификације имунорегулацијских цитокина  (IL-10 и TGF-β), 

као и IL-27 су приказани на графикону 5. Уочава се да LPS није мењао продукцију 

ни једног од испитиваних цитокина од стране PL-MSC. Poly I:C је стимулисао 

продукцију IL-10 (59.9±5.6pg/ml) у односу на контролу (38.5±2.9pg/ml) и IL-27 

(151.0±31.0pg/ml) у односу на контролу (83.8±17.2pg/ml) док је Pam3CSK4 

инхибирао продукцију IL-27 (52.0±8.4pg/ml) у односу на контролу (83.8±17.2pg/ml) 

и TGF-β. (65.0±14.0pg/ml), у односу на контролу (104.5±18.8pg/ml). 

Проинфламацијски коктел је инхибирао продукцију TGF-β (58.3±24.7pg/ml), а није 

модулисао ниво остала два цитокина у култури PL-MSC. 
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Графикон 2. Продукција IL-1β, TNF-α и IL-6 у култури PL-MSC након 

третмана са TLR агонистима. PL-MSC су третиране са TLR агонистима у току 24 

сата. Резултати су приказани као средња вредност продукције цитокина у култури 

PL-MSC изражена у pg/ml културе ± SD (n=3). (1) ниво цитокина у култури 

нестимулисаних PL-MSC (контрола), (2) третман са LPS, (3) третман са Poly I:C, 

(4) третман са Pam3CSK4. One-way ANOVA Dunnett пост-тест, *p<0.05; **p<0.01; 

***p<0.001 у односу на одговарајуће вредности у контроли. 
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Графикон 3. Продукција IL-8, IL-12p70 и IFN-γ у култури PL-MSC након 

третмана са TLR агонистима или коктелом проинфламацијских цитокина. 

PL-MSC су третиране са TLR агонистима у току 24 сата. Резултати су приказани 

као средња вредност продукције цитокина у култури PL-MSC изражена у pg/ml 

културе ± SD (n=3). (1) ниво цитокина у култури нестимулисаних PL-MSC 

(контрола), (2) третман са LPS, (3) третман са Poly I:C, (4) третман са Pam3CSK4, 

(5) третман са коктелом проинфламацијских цитокина. One-way ANOVA Dunnett 

пост-тест, **p<0.01; ***p<0.001 у односу на одговарајуће вредности у контроли. 
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Графикон 4. Продукција IL-4 и IL-5 у култури PL-MSC након третмана са 

TLR агонистима или коктелом проинфламацијских цитокина. PL-MSC су 

третиране са TLR агонистима у току 24 сата. Резултати су приказани као средња 

вредност продукције цитокина у култури PL-MSC изражена у pg/ml културе ± SD 

(n=3). (1) ниво цитокина у култури нестимулисаних PL-MSC (контрола), (2) 

третман са LPS, (3) третман са Poly I:C, (4) третман са Pam3CSK4, (5) третман са 

коктелом проинфламацијских цитокина. One-way ANOVA Dunnett пост-тест, 

**p<0.01; у односу на одговарајуће вредности у контроли. 
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Графикон 5. Продукција IL-10, TGF-β и IL-27 у култури PL-MSC након 

третмана са TLR агонистима или коктелом проинфламацијских цитокина. 

PL-MSC су третиране са TLR агонистима у току 24 сата. Резултати су приказани 

као средња вредност продукције цитокина у култури PL-MSC изражена у pg/ml 

културе ± SD (n=3). (1) ниво цитокина у култури нестимулисаних PL-MSC 

(контрола), (2) третман са LPS, (3) третман са Poly I:C, (4) третман са Pam3CSK4 

(5) третман са коктелом проинфламацијских цитокина. One-way ANOVA Dunnett 

пост-тест, *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 у односу на одговарајуће вредности у 

контроли. 
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Део II. Интеракција PL-MSC и локалних имунских ћелија 

4.6. Ефекат PL-MSC на продукцију цитокина од стране PL-IC 

Други део истраживања се односио на интеракцију PL-MSC и локалних 

имунских ћелија из PL. У том циљу нова PL-MSC ћелијска линија, која је 

изолована из асимптоматске лезије, је култивисана са укупним инфламацијским 

ћелијама (IC) из PL. Одабране су IC из асимптоматских лезија због предоминације 

антиинфламацијских медијатора и имунорегулацијских цитокина у овим PL. У ко-

култури је одређиван само ниво имунорегулацијских цитокина јер је продукција 

проинфламацијских цитокина рађена у оквиру наших претходних испитивања 

(Đokić и сар. 2012). 

Анализом цитоспин препарата PL-IC, показано је да од свих субпопулација 

IC највећи удео отпада на лимфоците (Ly) 38.1±10.1%, затим следе неутрофили 

29.4±6.2%, MØ 20.5±4.7% и плазма ћелије (PC) 10.2±2.9%. Остале, ћелије атипичне 

морфологије и ћелије у апоптози су чиниле 1.8±1.0% од укупних PL-IC (Табела 6). 

 

 

Табела 6. Ћелијски састав укупних инфламацијских ћелија изолованих из 

периапексних лезија (PL-IC) 

Ћелије (%) ± SD 

Неутрофилни гранулоцити 29.4±6.2 

Макрофаги 20.5±4.7 

Лимфоцити 38.1±10.1 

Плазма ћелије 10.2±2.9 

Остале ћелије 1.8±1.0 

PL-IC су изоловане из 4 различите асимптоматске PL, како је описано у поглављу 

Материјал и методе. Припремљени су цитоспинови и анализирани на светлосном 

микроскопу. Приказане су средње вредности % појединих типова ћелија ± SD (n=4). 
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PL-IC од 4 различита донора култивисане су са PL-MSC у току 24 сата у 

присуству PMA и Ca2+ јонофора, у циљу додатне стимулације продукције 

цитокина. Резултати показују да су PL-IC продуковале значајне концентрације IL-

10 (96.2±16.6 pg/ml), IL-27 (296.1±34.2 pg/ml) и TGF-β (81.1±21.4 pg/ml), док је у 

култури PL-MSC продукција IL-27 била ниска (46.6±12.2 pg/ml), а вредности за 

TGF-β су били два пута већи (185.8±34.5 pg/ml) у односу на културу PL-IC. Са 

друге стране, продукција IL-10 у култури PL-MSC је била на граници детекције 

(7.1±4.2 pg/ml). Ниво продукције IL-10 (186.2±27.4 pg/ml) и TGF-β (454.9±48.0 

pg/ml) у ко-култури био је значајно већи у односу на збир ових цитокина у 

појединачним културама PL-IC и PL-MSC (IL-10: 103.3±20.8 pg/ml; TGF-β: 

266.8±55.9 pg/ml). Међутим, није постојала статистички значајна разлика у 

продукцији IL-27 у ко-култури у односу на контролне групе (Графикон 6). 

 

 

Графикон 6. Ефекат PL-MSC на продукцију IL-10, IL-27 и TGF-β од стране 

PL-IC у култури са директним контактом. Графикон приказује концентрације 

цитокина у супернатантима 24h култура PL-IC (1) и PL-MSC (2), и ко-култури ових 

ћелија (4). PL-MSC+PL-IC (контрола) је збир појединачно продукованих цитокина 

(3). Резултати су приказани као средњa вредност продукције цитокина израженa у 

pg/ml ± SD (n=4). Student t-тест, *p<0.05 у односу на контролу. 
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Како би проверили да ли је за овакву продукцију цитокина искључиво 

одговоран директан контакт између ћелија, постављене су ко-културе ћелија са 

уметком у којима смо посматрали како се мења цитокински профил, где је 

директан контакт између ћелија спречен. Резултати показују да у овом случају PL-

IC у ко-култури са PL-MSC продукују статистички значајно веће концентрације IL-

10 (138.7±8.1 pg/ml) и IL-27 (176.6±11.9 pg/ml), у односу на контролне PL-IC 

(56.4±13.8 pg/ml за IL-10 и 126.2±19.9 pg/ml за IL-27). С друге стране, није 

постојала разлика у продукцији TGF-β у ко-култури у односу на контролу 

(Графикон 7). 

 

 

Графикон 7. Ефекат PL-MSC на продукцију IL-10, IL-27 и TGF-β од стране 

PL-IC у систему са уметком („transwell“ систем). Контролне и PL-IC из система 

са уметком су након сакупљања супернатаната третиране са PMA/Ca2+ јонофором у 

току наредна 24 сата. Резултати су приказани као средња вредност продукције 

цитокина изражена у pg/ml ± SD (n=4). Student t-тест, *p<0.05; ***p<0.001 у односу 

на контролне PL-IC. 
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4.7. Ефекат PL-MSC на продукцију цитокина од стране PL-

MNC 

У наредним експериментима детаљније смо испитивали како PL-MSC 

модулирају продукцију цитокина од стране PL-MNC у ко-култури. За ово 

испитивање користили смо 8 донора MNC, 4 симптоматских (sy) и 4 

асимптоматских (as)PL. Анализом ћелијског састава оба типа PL, показали смо да 

је проценат гранулоцита био значајно већи а проценат Ly значајно мањи у syPL у 

односу на asPL (Табела 7). Након одвајања гранулоцита од осталих 

инфламацијских ћелија PL, није било разлике у заступљености осталих ћелијских 

типова унутар обе групе asPL-MNC и syPL-MNC. Ћелијски састав PL-MNC су 

предоминантно чинили Ly, затим PC, MØ и DC (Табела 8). 

 

Табела 7. Ћелијски састав тоталних инфламацијских ћелија изолованих из 

хуманих периапексних лезија 

Тип ћелија asPL-IC (%) syPL-IC (%) 

GR 14.2±5.3 47.6±8.7*** 

LY 46.5±10.8 22.5±6.9** 

PC 19.3±8.1 10.4±3.2 

MØ 15.9±3.4 11.3±3.1 

DC 2.6±1.3 2.2±0.6 

Остале ћелије 3.1±3.1 6.0±3.3 

Инфламацијске ћелије су изоловане из асимптоматских (n=4) и симптоматских 

(n=4) периапексних лезија, као што је описано у Материјалу и методама. 

Направљени су цитоспинови и анализирани на светлосном микроскопу. Проценат 

појединачних популација ћелија је одређен на основу морфолошких критеријума 

(бројано је укупно 500 ћелија по цитоспину). Резултати су приказани као средња 

вредност процента ± SD (n=4). PL-IC, укупне инфламацијске ћелије из 

периапексних лезија; GR, гранулоцити; LY, лимфоцити; PC, плазма ћелије; MØ, 

макрофаги; DC, дендритске ћелије; as – асимптоматске; sy – симпроматске, Student 

t-тест, **p<0.01, ***p<0.001 у односу на контролу. 
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Табела 8. Ћелијски састав мононуклеарних ћелија изолованих из хуманих 

периапексних лезија 

Тип ћелија asPL-MNC (%) syPL-MNC (%) 

GR 3.1±1.3 1.7±1.2 

LY 43.3±8.1 48.8±9.3 

PC 21.4±9.1 21.2±6.7 

MØ 23.8±3.9 21.2±3.5 

DC 4.5±0.8 3.5±1.6 

Остале ћелије 4.0±2.7 3.7±2.7 

PL-MNC су припремљене из укупних инфламацијских ћелија изолованих из 

асимптоматских (n=4) и симптоматских (n=4) периапексних лезија, као што је и 

описано у поглављу Материјал и методе. Цитоспинови су обојени методом May-

Grünwald Giemsa и анализирани на светлосном микроскопу. Проценат 

појединачних популација ћелија је одређен на основу морфолошких критеријума 

(бројано је укупно 500 ћелија по цитоспину). Резултати су приказани као средња 

вредност процента ± SD (n=4). PL-IC, укупне инфламацијске ћелије из 

периапексних лезија; GR, гранулоцити; LY, лимфоцити; PC, плазма ћелије; MØ, 

макрофаги; DC, дендритске ћелије; as – асимптоматске; sy - симпроматске лезије. 

Student t-тест, p>0.05. 
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Анализа продукције цитокина у ко-култури показала је да су продуковани 

цитокини потичу од PL-MNC, али занемарљивог порекла од PL-MSC. 

Интересантно је да су PL-MSC испољавале сличан ефекат независно да ли су 

успостављене из as- или syPL, али да је одговор PL-MNC био различит. 

Асимптоматске PL-MSC су инхибирале продукцију проинфламацијских 

цитокина од стране како asPL-MNC тако и syPL-MNC у односу на одговарајуће 

контроле (збир цитокина у појединачним културама). Ниво IL-1β у ко-култури 

asPL-MSC и asPL-MNC је износио 995.3±353.6pg/ml, а у контроли је износио 

1919.8±897.4pg/ml. Ниво IL-1β у ко-култури asPL-MSC и syPL-MNC је износио 

1804.8±853.1pg/ml, а у контроли је износио 2669.8±1122.2pg/ml. Ниво TNF-α у ко-

култури asPL-MSC и asPL-MNC је био 215.5±70.8pg/ml, а у контроли 

430.5±169.4pg/ml. Ниво TNF-α у ко-култури asPL-MSC и syPL-MNC је износио 

348.3±119.2pg/ml, а у контроли 497.0±152.5pg/ml. 

Симптоматске PL-MSC су такође инхибирале продукцију оба 

проинфламацијска цитокина од стране како asPL-MNC тако и syPL-MNC у односу 

на одговарајуће контроле. Ниво IL-1β у ко-култури syPL-MSC и asPL-MNC је 

износио 919.5±83.9pg/ml, а у контроли је износио 1920.8±897.4pg/ml. Ниво IL-1β у 

ко-култури syPL-MSC и syPL-MNC је износио 1756.8±842.0pg/ml, а у контроли је 

био 2670.8±1122.2pg/ml. Концентрација TNF-α у ко-култури syPL-MSC и asPL-

MNC је износила 208.3±88.2pg/ml, а у контроли 421.0±169.4pg/ml. Ниво TNF-α у 

ко-култури syPL-MSC и syPL-MNC је износио 297.5±93.4pg/ml, а у контроли 

469.5±152.5pg/ml. Збирно, ови резултати показују да је супресија продукције 

цитокина била израженија у ко-култури PL-MSC и asPL-MNC (Графикон 8 и 

Графикон 9). 

За разлику од ових налаза, продукција IL-8 је била статистички значајно 

снижена једино у ко-култури asPL-MSC са asPL-MNC (ко-култура: 

2630.0±1250.0pg/ml; контрола: 5164.5±1511.9pg/ml) и у ко-култури syPL-MSC са 

asPL-MNC (ко-култура: 3412.0±887.6pg/ml; 5152.5±1511.9pg/ml) (Графикон 10). 
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Графикон 8. Ефекат PL-MSC на продукцију IL-1β од стране PL-MNC у ко-

култури. PL-MSC су ко-култивисане са PL-MNC (n=4), 48 сати у ко-култури са 

директним контактом у односу 1:10 (PL-MSC:PL-MNC). PL-MSC+PL-MNC, збир 

појединачно продукованих цитокина у културама PL-MSC и PL-MNC (контрола). 

PL-MSC/PL-MNC, продукција цитокина у ко-културама. A) Ко-култура PL-MSC и 

asPL-MNC и B) Ко-култура PL-MSC и syPL-MNC. Резултати су приказани као 

средња вредност продукције IL-1β изражена у pg/ml ± SD (n=4). One-way ANOVA, 

Bonferroni пост-тест, *p<0.05 у односу на контролу. sy – симптоматске; as – 

асимптоматскe. 
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Графикон 9. Ефекат PL-MSC на продукцију TNF-α од стране PL-MNC у ко-

култури. PL-MSC су ко-култивисане са PL-MNC (n=4), 48 сати у ко-култури са 

директним контактом у односу 1:10 (PL-MSC:PL-MNC). PL-MSC+PL-MNC, збир 

појединачно продукованих цитокина у културама PL-MSC и PL-MNC (контрола). 

PL-MSC/PL-MNC, продукција цитокина у ко-културама. A) Ко-култура PL-MSC и 

asPL-MNC и B) Ко-култура PL-MSC и syPL-MNC. Резултати су приказани као 

средња вредност продукције TNF-α изражена у pg/ml ± SD (n=4). One-way ANOVA, 

Bonferroni пост-тест, *p<0.05, **p<0.01 у односу на контролу. sy – симптоматске; 

as – асимптоматскe. 

  



 
 

 

 

Милан Марковић │ ДОКТОРСКА ДИСЕРТАЦИЈА │ 

Резултати 

83 

 

 

 

 

 

 

 

Графикон 10. Ефекат PL-MSC на продукцију IL-8 од стране PL-MNC у ко-

култури. PL-MSC су ко-култивисане са PL-MNC (n=4), 48 сати у ко-култури са 

директним контактом у односу 1:10 (PL-MSC:PL-MNC). PL-MSC+PL-MNC, збир 

појединачно продукованих цитокина у културама PL-MSC и PL-MNC (контрола). 

PL-MSC/PL-MNC, продукција цитокина у ко-културама. A) Ко-култура PL-MSC и 

asPL-MNC и B) Ко-култура PL-MSC и syPL-MNC. Резултати су приказани као 

средњa вредност продукције IL-8 изражена у pg/ml ± SD (n=4). One-way ANOVA, 

Bonferroni пост-тест, **p<0.01, ***p<0.001 у односу на контролу. sy – 

симптоматске; as – асимптоматскe. 
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Када су у питању имунорегулацијски цитокини, asPL-MSC су довеле до 

повећања продукције IL-10 (ко-култура: 145.0±43.7pg/ml; контрола 85.8±47.1pg/ml) 

и TGF-β (ко-култура: 360.8±51.9pg/ml; контрола: 250.3±88.5pg/ml) од стране asPL-

MNC. Симптоматске PL-MSC су такође довеле до повећања продукције IL-10 (ко-

култура: 131.8±35.8pg/ml; контрола: 88.8±47.1pg/ml) и TGF-β (ко-култура: 

357.8±94.5pg/ml; контрола: 267.0±88.5pg/ml) од стране asPL-MNC, док су аsPL-

MSC довеле једино до повећања продукције TGF-β од стране syPL-MNC (ко-

култура: 265.3±67.1pg/ml; контрола: 193.5±68.7pg/ml), a syPL-MSC једино до 

повећања продукције TGF-β од стране syPL-MNC (ко-култура: 322.5±51.9pg/ml; 

контрола: 210.3±68.7pg/ml). Међутим, ниво IL-10 у ко-култури PL-MSC са syPL-

MNC није био статистички значајно промењен у односу на контролу (Графикон 11 

и Графикон 12). 

 

Графикон 11. Ефекат PL-MSC на продукцију IL-10 од стране PL-MNC у ко-

култури. PL-MSC су ко-култивисане са PL-MNC (n=4), 48 сати у ко-култури са 

директним контактом у односу 1:10 (PL-MSC:PL-MNC). PL-MSC+PL-MNC, збир 

појединачно продукованих цитокина у културама PL-MSC и PL-MNC (контрола). 

PL-MSC/PL-MNC, продукција цитокина у ко-културама. A) Ко-култура PL-MSC и 

asPL-MNC и B) Ко-култура PL-MSC и syPL-MNC. Резултати су приказани као 

средња вредност продукције IL-10 у pg/ml ± SD (n=4). One-way ANOVA, Bonferroni 

пост-тест, *p<0.05 у односу на контролу. sy – симптоматске; as – асимптоматскe. 
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Графикон 12. Ефекат PL-MSC на продукцију TGF-β од стране PL-MNC у ко-

култури. PL-MSC су ко-култивисане са PL-MNC (n=4), 48 сати у ко-култури са 

директним контактом у односу 1:10 (PL-MSC:PL-MNC). PL-MSC+PL-MNC, збир 

појединачно продукованих цитокина у културама PL-MSC и PL-MNC (контрола). 

PL-MSC/PL-MNC, продукција цитокина у ко-културама. A) Ко-култура PL-MSC и 

asPL-MNC и B) Ко-култура PL-MSC и syPL-MNC. Резултати су приказани као 

средњa вредност продукције TGF-β изражена у pg/ml ± SD (n=4). One-way ANOVA, 

Bonferroni пост-тест, *p<0.05, **p<0.01 у односу на контролу. sy – симптоматске; 

as – асимптоматскe. 
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Део III. Интеракција PL-MSC и фагоцита 

4.8. Колокализација PL-MSC и фагоцита in situ 

Трећи, кључни део овог пројекта се односио на интеракцију PL-MSC и 

фагоцита (гранулоцита и МØ). За испитивање је одабран in vitro модел. Међутим, 

пре експеримената у култури, у којима су ћелије култивисане у блиском контакту, 

било је неопходно да се провери да ли постоје блиски контакти MSC и фагоцита in 

situ. Одговори на ова питања су дати на основу анализе међусобне ко-локализације 

испитиваних ћелија на криостатским пресецима ткива PL. 

У циљу одређивања међусобне колокализације PL-MSC и фагоцита 

(неутрофилних гранулоцита и МØ) in situ, направљени су криопресеци 

периапексног гранулома, на којима је рађено двоструко имунохистохемијско 

бојење методом Px и APAAP. За идентификацију PL-MSC (перицита) коришћено је 

anti-CD146 mAb. Неутрофилни гранулоцити маркирани су са anti-MPO mAb или 

anti-CD16 mAb, а за идентификацију МØ коришћено је anti-CD68 mAb. Осим ових 

метода, колокализација PL-MSC и фагоцита испитивана је и помоћу конфокалног 

микроскопа при чему је за обележавање PL-MSC коришћено anti-CD146 mAb 

коњуговано са флуорохромом Alexa 488, а за фагоците anti-CD16 (неутрофилни 

гранулоцити) и anti-CD68 (MØ). Препарати за анализу на конфокалном 

микроскопу су контрастирани са SYTO59, који боји једра ћелија, чиме је 

омогућена боља визуелизација. Анализом резултата (слике светлосне и конфокалне 

микроскопије) показно је да CD146+ PL-MSC (перицити), остварују блиске 

контакте са фагоцитима in situ (Слика 13 и Слика 14). 
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Слика 13. Колокализација PL-MSC и неутрофилних гранулоцита. А) Слика 

приказује колокализацију PL-MSC (CD146-APPAP, плава боја) и неутрофилних 

гранулоцита (MPO-Px, браон боја), контакт – црна стрелица; B) Слика приказује 

колокализацију PL-MSC (CD146-Px, браон боја) и неутрофилних гранулоцита 

(CD16-APPAP, плава боја), контакт – црна стрелица; C) Слика приказује 

експресију CD16 (Pe, црвена боја) у PL; D) Слика приказује експресију CD146 

(Alexa 488, зелена боја) у PL; E) Слика приказује колокализацију PL-MSC и 

неутрофила in situ, контакт – бела стрелица. Слике А и B су сликане на светлосном 

микроскопу, даљинар 50µm; C, D и E слике су добијене на конфокалном 

микрослопу, даљинар 25µm. Плавом бојом (SYTO59) су означена једра на сликама 

C, D и E. 
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Слика 14. Колокализација PL-MSC и МØ. А) Слика приказује колокализацију 

PL-MSC (CD146-Px, браон боја) и МØ (CD68-APPAP, плава боја), контакт - црна 

стрелица; B) Слика приказује експресију CD68 (Pe, црвена боја) у PL; C) Слика 

приказује експресију CD146 (Alexa 488, зелена боја) у PL; D) Слика приказује 

колокализацију PL-MSC и MØ in situ, контакт – бела стрелица. Сликa А je сликанa 

на светлосном микроскопу, даљинар 50µm; B, C и D су сликане на конфокалном 

микрослопу, даљинар 25µm. Плавом бојом (SYTO59) су означена једра на сликама 

B, C и D. 
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4.9. Интеракција PL-MSC и гранулоцита преко продукције 

цитокина 

Продукција цитокина у ко-култури PL-MSC и популације гранулоцита, коју 

су доминантно чинили неутрофили, мерена је у систему са директним контактом и 

у систему где је директан контакт између ћелија био спречен уметком са 

полупропустљивом мембраном. Коришћена су три експериментална модела. Први 

модел се односио на интеракцију PL-MSC и нестимулисаних (мирујућих) 

гранулоцита из периферне крви. Други модел је била ко-култура PL-MSC са 

гранулоцитима „прајмованим“ sa fMLP, a у трећем моделу културе су стимулисане 

са LPS-ом. Након инкубације ко-култура у току 24 сата сакупљени су супернатанти 

у којима је одређивана продукција TNF-α, IL-6, IL-27 и TGF-β. 

Резултати приказани на графикону 13 показују да је продукција TNF-α у 

култури PL-MSC била веома ниска и није се битније мењала под утицајем fMLP и 

LPS. Међутим, продукција TNF-α у култури самих гранулоцита је била повећана 

након третмана са LPS (381.0±55.4pg/ml) у односу на продукцију нестимулисаних 

ћелија (159.6±37.6pg/ml), али не и са fMLP третманом (188.9±27.6pg/ml). 

Продукција овог цитокина у ко-култури PL-MSC и гранулоцита у систему са 

директним контактом (нестимулисане културе: 36.2±9.0pg/ml; fMLP: 

62.8±9.3pg/ml; LPS: 80.9±11.7pg/ml) и у систему са уметком (без стимулације: 

21.0±5.3pg/ml; fMLP: 57.8±8.8pg/ml; LPS: 59.8±9.1pg/ml) је била значајно нижа у 

односу на збир концентрација у појединачним културама ћелија (без стимулације: 

184.6±41.7pg/ml; fMLP: 216.6±32.1pg/ml; LPS: 409.1±60.3pg/ml). Модулација 

продукције TNF-α је била најизраженија на моделима нестимулисаних и LPS-ом 

стимулисаних ко-културa. 

Супротни резултати су добијени за продукцију IL-6. Као што је приказано на 

графикону 14, ниво продукције IL-6 у култури PL-MSC (нестимулисаних: 

560.7±89.4pg/ml; fMLP: 486.1±69.8pg/ml; LPS: 2095.0±306.4pg/ml) био је повећан 

једино након третмана са LPS-ом, док је продукција овог цитокина у култури 

гранулоцита била повећана у оба модела стимулисаних култура (контрола: 

186.5±27.3pg/ml; fMLP: 279.1±48.7pg/ml; LPS: 451.2±65.9pg/ml). У ко-култури 

продукција је била повећана једино у систему са директним контактом ћелија 

(нестимулисане: 1951.2±642.8pg/ml; fMLP: 1992.8±356.0pg/ml; LPS: 
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4296.2±800.9pg/ml) у односу на збир у појединачним културама (нестимулисане: 

747.1±111.7pg/ml; fMLP: 765.3±115.0pg/ml; LPS: 2546.1±372.3pg/ml). 

 

 

Графикон 13. Продукција TNF-α у ко-култури PL-MSC и гранулоцита. PL-MSC 

су култивисане са гранулоцитима у току 24 сата у ко-култури са и без директног 

контакта ћелија. Резултати су приказани као средња вредност нивоа цитокина 

изражена (pg/ml) ± SD (n=3). а), нестимулисане културе; b), културе стимулисане 

са fMLP; c), културе стимулисане са LPS. PL-MSC, ниво цитокина у култури PL-

MSC, Gr, гранулоцити, PL-MSC+Gr, збир нивоа цитокина у појединачним 

културама; PL-MSC/Gr, ко-култура са директним контактом; Tw, ко-култура са 

уметком („Transwell“). One-way ANOVA, Dunnet пост-тест, ***p<0.001, у односу 

на збир цитокина у појединачним културама (PL-MSC+Gr). 
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Графикон 14. Продукција IL-6 у ко-култури PL-MSC и гранулоцита. PL-MSC су 

култивисане са гранулоцитима у току 24 сата у ко-култури са и без директног 

контакта ћелија. Резултати су приказани као средња вредност нивоа цитокина 

изражена (pg/ml) ± SD (n=3). а), нестимулисане културе; b), културе стимулисане 

са fMLP; c), културе стимулисане са LPS. PL-MSC, ниво цитокина у култури PL-

MSC, Gr, гранулоцити, PL-MSC+Gr, збир нивоа цитокина у појединачним 

културама; PL-MSC/Gr, ко-култура са директним контактом; Tw, ко-култура са 

уметком („Transwell“). One-way ANOVA, Dunnet пост-тест, **p<0.01, у односу на 

збир цитокина у појединачним културама (PL-MSC+Gr). 
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Када је у питању продукција IL-27, резултати показују да је она била снижена 

једино у ко-култури са директним ћелијским контактом код нестимулисаних 

култура (157.5±40.2pg/ml) у односу на збир нивоа цитокина у појединачним 

културама (242.3±36.8pg/ml), док је након стимулације са fMLP била снижена 

независно да ли се ради о директном контакту (120.7±17.2pg/ml) или о систему са 

уметком (118.5±19.2pg/ml) у односу на контролу (226.2±44.2pg/ml). На моделу 

стимулације култура са LPS-ом није дошло до значајне модулације продукције 

овог цитокина (Графикон 15). 

 

Графикон 15. Продукција IL-27 у ко-култури PL-MSC и гранулоцита. PL-MSC су 

култивисане са гранулоцитима у току 24 сата у ко-култури са и без директног 

контакта ћелија. Резултати су приказани као средња вредност нивоа цитокина 

изражена (pg/ml) ± SD (n=3). а), нестимулисане културе; b), културе стимулисане 

са fMLP; c), културе стимулисане са LPS. PL-MSC, ниво цитокина у култури PL-

MSC, Gr, гранулоцити, PL-MSC+Gr, збир нивоа цитокина у појединачним 

културама; PL-MSC/Gr, ко-култура са директним контактом; Tw, ко-култура са 

уметком („Transwell“). One-way ANOVA, Dunnet пост-тест, **p<0.01, *p<0.05 у 

односу на збир цитокина у појединачним културама (PL-MSC+Gr). 
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Продукција TGF-β у сва три испитивана модела је била повећана у ко-

култури са директним контактом, али је једино код третмана са LPS-ом ниво TGF-β 

(296.5±18.6pg/ml) био статистички значајно већи у односу на збир нивоа овог 

цитокина у појединачним културама (217.2±45.1pg/ml). Продукција TGF-β такође 

није била значајно модулирана ни у систему са уметком у односу на контролу код 

сва три испитивана модела ко-култура (Графикон 16). 

 

 

Графикон 16. Продукција TGF-β у ко-култури PL-MSC и гранулоцита. PL-MSC 

су култивисане са гранулоцитима у току 24 сата у ко-култури са и без директног 

контакта ћелија. Резултати су приказани као средња вредност нивоа цитокина 

изражена (pg/ml) ± SD (n=3). а), нестимулисане културе; b), културе стимулисане 

са fMLP; c), културе стимулисане са LPS. PL-MSC, ниво цитокина у култури PL-

MSC, Gr, гранулоцити, PL-MSC+Gr, збир нивоа цитокина у појединачним 

културама; PL-MSC/Gr, ко-култура са директним контактом; Tw, ко-култура са 

уметком („Transwell“). One-way ANOVA, Dunnet пост-тест, *p<0.05, у односу на 

збир цитокина у појединачним културама (PL-MSC+Gr). 
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4.10. Ефекат PL-MSC на апоптозу гранулоцита 

Ефекат PL-MSC на апоптозу гранулоцита у култури је испитиван у неколико 

фаза. У првој фази испитиван је утицај PL-MSC (n=3) на апоптозу нестимулисаних 

гранулоцита добијених из периферне крви здравих давалаца. Резултати показују да 

PL-MSC значајно инхибирају апоптозу гранулоцита у ко-култури са директним 

контактом (38.6±5.0%) као и у систему са уметком (46.1±4.2%), у поређењу са 

контролом (спонтана апоптоза неутрофила, 70.2±4.6% ). У циљу провере значаја 

солубилних фактора у овим процесима, гранулоцити су третирани и са 24 

часовним супернатантима (CM) PL-MSC. Апоптоза у систему са CM је такође била 

снижена (43.2±4.6%) у односу на контролу, и није се битније разликовала у односу 

на ко-културу са уметком (Графикон 17). 

 

Графикон 17. Апоптоза нестимулисаних гранулоцита у ко-култури са PL-

MSC. На графикону а) је приказана спонтана апоптоза гранулоцита (1), затим 

апоптоза у ко-култури са PL-MSC у директном контакту (2), са уметком (3) и 

третмана са CM (3) након 24 сата. Gr, гранулоцити; PL-MSC/Gr, ко-култура са 

директним контактом; Tw, ко-култура са уметком („Transwell“); CM, 24-часовни 

кондиционирани медијум PL-MSC. На b, c и d графиконима je илустрована 

спонтана апоптоза Gr (b), апоптоза Gr у директном контакту са PL-MSC (c) и 

апоптоза Gr у ко-култури са уметком (d). One-way ANOVA, Dunnet пост-тест, 

***p<0.001 у односу на спонтану апоптозу (1).  
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4.11. Ефекат PL-MSC на апоптозу активираних гранулоцита 

У другој фази испитивана је апоптоза гранулоцита активисаних са fMLP и 

LPS-ом у ко-култури са PL-MSC. Показано је да LPS инхибира апоптозу 

гранулоцита (56.0±8.4%) у односу на контролу (80.0±5.1%), док fMLP додатно 

повећава апоптозу, али због ниске спонтане апоптозе разлика није била 

статистички значајна. Без обзира на овај феномен PL-MSC су инхибирале апоптозу 

LPS и fMLP стимулисаних гранулоцита у ко-култури са директним контактом 

(LPS: 21.0±5.6%) и (fMLP: 40.0±6.0%), као и у ко-култури са уметком (LPS: 

45.0±10.6%) и (fMLP: 46.0±3.4%) (Графикон 18). 

Иако је апоптоза гранулоцита у ко-култури са PL-MSC била смањена у оба 

модела, степен модулације је био израженији након активације са LPS-ом (62.5%) у 

односу на fMLP (54.5%), вероватно што је апоптоза апоптоза стимулисаних 

гранулоцита са fMLP иницијално била већа. Такође, инхибиција апоптозе 

гранулоцита стимулисаних LPS-ом од стране PL-MSC је била већа у директном 

контакту него у систему са уметком (Графикон 18). 

 

Графикон 18. Апоптоза гранулоцита активираних са LPS и fMLP у ко-

култури са PL-MSC. Гранулоцити су ко-култивисани са PL-MSC (n=3) у 

присуству LPS или fMLP у току 24 сата. Gr, гранулоцити; Gr/PL-MSC, ко-култура 

са директним контактом; Tw, ко-култура са уметком („Transwell“). One-way 

ANOVA, Bonferroni пост-тест, *p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, у односу на Gr (1). 
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4.12. Ефекат PL-MSC на апоптозу неутрофилних гранулоцита 

из PL 

Трећа фаза овог дела испитивања односила се на утицај PL-MSC на апоптозу 

неутрофилних гранулоцита из PL у ко-култури. PL-IC су ко-култивисане 24 сата са 

PL-MSC, након чега је одређивана апоптоза неутрофилних гранулоцита на основу 

морфолошких критеријума. Резултати показују да је спонтана апоптоза неутрофила 

из PL (контрола) била нижа (38.1±6.7%) у односу на спонтану апоптозу 

гранулоцита добијених из периферне крви (70.2±4.6%). Резултати такође показују 

да је апоптоза неутрофилних гранулоцита била значајно инхибирана у ко-култури 

са PL-MSC (11.2±3.4%) у односу на контролу. У циљу тестирања ефекта 

солубилних фактора продукованих од стране PL-MSC, неутрофилни гранулоцити 

из PL су третирани са 24 часовним CM из PL-MSC култура, након чега је мерен 

степен апоптозе. Резултати показују да је апоптоза гранулоцита у присуству CM 

била такође значајно снижена (13.4±4.1%) у односу на контролну групу, веома 

слично као у систему са директним контактом са PL-MSC (Графикон 19). 

 

Графикон 19. Апоптоза неутрофилних гранулоцита из PL у ко-култури са PL-

MSC. PL-IC су ко-култивисанe са PL-MSC (однос PL-MSC и PL-IC је био 1:5) у 

систему са директним контактом или су третиране са CM припремљеног од PL-

MSC (n=3) у току 24 сата. NG, спонтана апоптоза неутрофилних гранулоцита 

одређивана на основу морфолошке анализе PL-IC (контрола); PL-MSC/NG, 

апоптоза неутрофилних гранулоцита у ко-култури са директним контактом; CM, 

апоптоза неутрофилних гранулоцита након 24 часовног третмана PL-IC са 

кондиционираним медијумом PL-MSC. One-way ANOVA, Dunnett пост-тест, 

**p<0.01, ***p<0.001 у односу на NG.  
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4.13. Улога IL-6 у антиапоптотским ефектима PL-MSC на 

гранулоците 

У четвртој фази студије испитиван је ефекат IL-6 у анти-апоптотским 

механизмима PL-MSC на гранулоците. У том циљу најпре је испитиван ефекат 

различитих концентрација егзогено додатог рекомбинантног хуманог IL-6 in vitro, 

на апоптозу гранулоцита периферне крви и упоређен са ефектом CM 

припремљеног од PL-MSC. Резултати приказани на графикону 20 показују дозно 

зависни ефекат IL-6 на апоптозу гранулоцита [53.2±7.1% (2.5ng/ml rhIL-6), 

39.2±6.1% (5ng/ml), 30.2±5.6% (7.5ng/ml) и 28.2±6.1% (10ng/ml)]. Ефекат CM на 

апоптозу је био компарабилан са дозом rhIL-6 од 5ng/ml (38.1±5.5%). Интересантно 

је да су концентрације IL-6 у CM биле 2.4ng/ml, а ефекат на апоптозу је био 

израженији у односу на rhIL-6 у дози од 2.5ng/ml. 

Када је у културе додато блокирајуће anti-IL-6 антитело, оно је у потпуности 

довело до апоптозе гранулоцита у културама са обе примењене дозе IL-6 (2.5ng/ml 

и 7.5ng/ml), али није у потпуности инхибирало апоптозу гранулоцита у културама 

са CM (p<0.05) (Графикон 20). 

 

Графикон 20. Ефекат IL-6 на апоптозу гранулоцита. Графикон А приказује 

дозно зависно смањење апоптозе након 24h третмана са rhIL-6 и CM (n=3). 

Графикон B приказује степен реверзије апоптозе након додатка anti-IL-6 mAb 

(n=3). Gr, спонтана апоптоза гранулоцита; бели стубићи на графикону B - апоптоза 

без anti-IL-6; плави стубићи на графикону B - апоптоза са anti-IL-6. Графикон А, 

One-way ANOVA, Dunnett пост-тест, *=p<0.05, ***=p<0.001 у односу на Gr (1); 

Графикон B, Student t-тест, *=p<0.05, ***=p<0.001 у односу на беле стубиће. 
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4.14. NET модулира продукцију цитокина у култури PL-MSC 

У оквиру међусобних интеракција PL-MSC и неутрофилних гранулоцита 

испитиван је утицај NET-а (2.5µg/ml) на продукцију цитокина у култури PL-MSC. 

Након 24-часовног третмана, сакупљени су супернатанти и мерена је продукција 

цитокина како је описано у поглављу „Материјал и методе“. Резулатати показују да 

NET није модулирао продукцију IL-1β и TNF-α. Међутим, продукција IL-6 је била 

повећана у култури PL-MSC стимулисаних NET-ом (2078.8±318.6pg/ml) у односу 

на контрлне нестимулисане PL-MSC (547.8±111.2pg/ml) (Графикон 21). У NET-у, 

ниво ових цитокина је био веома низак, на граници детектабилности (IL-1β: 

8.5±2.4pg/ml, TNF-α: 8.7±2.1pg/ml, IL-6: 6.7±0.7pg/ml). 

 

Графикон 21. Продукција IL-1β, TNF-α и IL-6 у култури PL-MSC након 

третмана са NET-ом. PL-MSC су третиране са NET-ом у култури, 24 сати. На 

графикону је приказана средња вредност продукције цитокина изражена у pg/ml ± 

SD (n=3). PL-MSC, ниво цитокина у култури PL-MSC; PL-MSC+NET; ниво 

цитокина у култури PL-MSC након третмана са NET-ом; NET, ниво цитокина у 

NET-у. Student t-тест, ***=p<0.001 у односу на PL-MSC. 
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Анализом продукције IL-8 у култури PL-MSC стимулисаних NET-ом уочава 

се значајно повећање продукције овог цитокина (2927.2±572.9pg/ml) за разлику од 

његове продукције у култури нестимулисаних PL-MSC (1103.3±127.7pg/ml). 

Продукција IL-12p70 је такође била повећана (715.8±117.8pg/ml) у односу на 

контролу (195.1±17.4pg/ml), док је ниво IFN-γ био снижен (13.1±1.0pg/ml) у односу 

на контролу (16.9±1.1pg/ml). Ниво ових цитокина у NET-у је такође био на граници 

детектабилности (IL-8: 8.4±1.9pg/ml, IL-12p70, 8.4±2.6pg/ml, IFN-γ: 8.9±2.2pg/ml) 

(Графикон 22). 

 

 

Графикон 22. Продукција IL-8, IL-12p70 и IFN-γ у култури PL-MSC након 

третмана са NET-ом. PL-MSC су третиране са NET-ом у култури, 24 сати. На 

графикону је приказана средња вредност продукције цитокина изражена у pg/ml ± 

SD (n=3). PL-MSC, ниво цитокина у култури PL-MSC; PL-MSC+NET; ниво 

цитокина у култури PL-MSC након третмана са NET-ом; NET, ниво цитокина у 

NET-у. Student t-тест, *p<0.05, **p<0.01, ***=p<0.001 у односу на PL-MSC. 
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Степен модулације продукције Th2 цитокина од стране NET-а у култури PL-

MSC приказана је на графикону 23. Уочава се да је у култури PL-MSC 

стимулисних NET-ом повећана продукција IL-4 (26.5±3.7pg/ml) у односу на 

продукцију овог цитокина у култури нестимулисаних PL-MSC (6.7±1.1pg/ml). 

Осим тога, NET је такође стимулисао продукцију IL-5 у култури PL-MSC 

(47.5±6.2pg/ml), али ово повећање није било статистички значајно у односу на 

контролу (37.7±5.0pg/ml). Ниво Th2 цитокина у NET-у је попут осталих 

анализираних цитокина био на граници детектабилности (IL-4: 6.5±0.6pg/ml, IL-5: 

7.5±2.3pg/ml). 

 

 

Графикон 23. Продукција IL-4 и IL-5 у култури PL-MSC након третмана са 

NET-ом. PL-MSC су третиране са NET-ом у култури, 24 сати. На графикону је 

приказана средња вредност продукције цитокина изражена у pg/ml ± SD (n=3). PL-

MSC, ниво цитокина у култури PL-MSC; PL-MSC+NET; ниво цитокина у култури 

PL-MSC након третмана са NET-ом; NET, ниво цитокина у NET-у. Student t-тест, 

***=p<0.001 у односу на PL-MSC. 
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Резултати продукције имунорегулацијских цитокина (IL-10 и TGF-β) у 

култури PL-MSC након третмана са NET-ом су приказани на графикону 24. Ниво 

TGF-β (251.4±79.7pg/ml) је био повећан у односу на концентрације у култури 

нестимулисаних ћелија (104.4±15.0pg/ml). Међутим, продукција IL-10 није била 

промењена у култури PL-MSC стимулисаних NET-ом у односу на контролу. Са 

грфикона 24 се такође уочава да је продукција IL-27 у култури NET-ом 

стимулисаних PL-MSC била значајно снижена (58.4±5.2pg/ml) у односу на 

контролу (75.0±7.9pg/ml). Слично ранијим налазима, нивои свих цитокина 

приказаних на овом графикону у NET-у су били на граници детектабилности (IL-

10: 8.0±2.0pg/ml, TGF-β: 6.6±0.8pg/ml, IL-27: 6.6±0.8pg/ml). 

 

Графикон 24. Продукција IL-10, TGF-β и IL-27 у култури PL-MSC након 

третмана са NET-ом. PL-MSC су третиране са NET-ом у култури, 24 сати. На 

графикону је приказана средња вредност продукције цитокина изражена у pg/ml ± 

SD (n=3). PL-MSC, ниво цитокина у култури PL-MSC; PL-MSC+NET; ниво 

цитокина у култури PL-MSC након третмана са NET-ом; NET, ниво цитокина у 

NET-у. Student t-тест, *=p<0.05 у односу на PL-MSC.  
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У циљу провере да ли је ефекат NET-а на повећану продукцију цитокина од 

стране PL-MSC последица њиховог повећаног броја, испитан је утицај NET-а на 

пролиферацију PL-MSC. Са графикона 25 се уочава да NET није битније мењао 

пролиферацију PL-MSC (p>0.05). 

 

 

Графикон 25. Релативна пролиферација PL-MSC након третмана са NET-ом. 

Приказана је релативна пролиферација PL-MSC изражена у процентима ± SD 

(n=3). Бели стубић, релативна пролиферација PL-MSC без стимулације (контрола); 

Плави стубић, релативна пролиферација PL-MSC након третмана са NET-ом 

(2.5ng/ml). Установљено је да не постоји статистички значајна разлика међу 

анализираним групама. Student t-тест, p>0.05. 
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4.15. Утицај PL-MSC на процес NET-озе 

Након испитивања ефекта NET-a на пролиферацију и продукцију цитокина од 

стране PL-MSC, проверавали смо да ли и како PL-MSC утичу на процес NET-озе. 

Обзиром да смо у досадашњим испитивањима показали да је продукција IL-6 

повећана у ко-култури PL-MSC и гранулоцита, као и у култури PL-MSC 

стимулисаних са LPS-ом или NET-ом, тестирано је да ли ови третмани утичу на 

NET-озу. У том циљу степен NET-озе је мерен у ко-култури PL-MSC и 

гранулоцита, као и у култури гранулоцита стимулисаних са CM PL-MSC и rhIL-6 

како је описано у поглављу „Материјал и методе“. Са графикона 26 се уочава да 

процес NET-озе није значајно модулиран ни у једном од испитиваних модела 

(p>0.05). 

 

Графикон 26. Степен NET-озе у ко-култури гранулоцита са PL-MSC и након 

третмана са CM и IL-6. Приказан је степен NET-озе PMA активираних 

гранулоцита изражен у процентима ± SD (n=3). PL-MSC(+), степен NET-озе у ко-

култури гранулоцита са PL-MSC у директном контакту; CM(+), степен NET-озе у 

култури гранулоцита стимулисаних са CM; IL-6(+), степен NET-озе у култури 

гранулоцита третираних са rhIL-6 (5ng/ml) Установљено је да не постоји 

статистички значајна разлика међу анализираним групама. ANOVA, Dunnett пост-

тест, p>0.05.  
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4.16. Интеракција PL-MSC и MØ in vitro 

У последњем делу овог пројекта испитивана је међусобна интеракција PL-

MSC и спонтано диференцираних, M-CSF индукованих и GM-CSF индукованих 

MØ. Нова PL-MSC линија је изолована према већ описаној процедури за изолацију 

MSC, а MØ су добијене диференцијацијом од моноцита девет различитих донора 

без додатка CSF-а (спонтана диференцијација sMØ, 3 донора), помоћу M-CSF-a 

(mMØ, 3 донора) и GM-CSF-a (gmMØ, 3 донора). Ћелије су ко-култивисане у 

систему PL-MSC:MØ у систему са директним контактом и у „transwell“ систему са 

полупропустљивом мембраном у односу 1:2,5. Додатно су у појединим 

експериментима MØ третиране са CM PL-MSC, у циљу испитивања ефекта 

солубиних фактора продукованих од стране PL-MSC на функцију MØ. У оквиру 

интеракције PL-MSC и MØ испитиван је утицај PL-MSC на фенотипску и 

функционалну поларизацију МØ, као и утицај МØ на фенотипска својства и 

продукцију цитокина од стране PL-MSC. 

4.16.1. Интеракција PL-MSC и спонтано диференцираних MØ 

Микроскопском анализом sMØ у култури, уочена је подједнака заступљеност 

ћелија вретенастог облика (енгл. spindle shape), морфологије сличне 

фибробластима, као и округлих, звездастих ћелија (енгл. round cells). У ко-култури 

са PL-MSC је, међутим, удео звездастих sMØ био смањен на рачун вретенастих 

ћелија (Слика 15). Анализом фенотипа sМØ показано је да PL-MSC смањују 

експресију CD206 (рецептор за манозу) на sMØ (29.0±5.8%) у ко-култури са 

директним контактом у односу на контролу (52.1±10.4%), затим да повећавају 

експресију CD73 (33.7±6.7%) у односу на контролу (1.9±0.4%), као и да смањују 

експресију TLR4 (16.3±3.3%) у односу на контролу (33.4±6.7%). Када је у питању 

експресија интрацелуларних цитокина показано је да PL-MSC смањују експресију 

имунорегулацијских цитокина IL-10 (5.1±1.0%) у односу на контролу (10.9±2.2%) и 

TGF-β (43.5±8.7%) у односу на контролу (74.7±14.9%), али да не модулирају 

експресију IL-12p40 (Графикон 27). С друге стране, sМØ смањују експресију TLR4 

молекула на PL-MSC (17.9±3.6%) у односу на контролу (40.6±8.1%) и експресију 

интрацелуларног IL-10 (2.2±0.4%) у односу на контролу (11.7±2.3%), али не 

модулирају експресију CD73, IL-12p40 и TGF-β (Графикон 28). 
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Слика 15. Морфолошке карактеристике sMØ у култури. sMØ, култура 

спонтано диференцираних MØ; PL-MSC/sMØ, изглед ћелија у ко-култури са 

директним контактом; увећање 20x; даљинар 100µm. 
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Графикон 27. Експресија CD206, CD73, TLR4, IL-12p40, IL-10 и TGF-β у 

култури спонтано диференцираних MØ ко-култивисаних са PL-MSC. PL-MSC 

су ко-култивисане са sMØ у току 5 дана у систему са директним контактом ћелија. 

Резултати су приказани као средња вредност процента позитивних ћелија ± SD 

(n=3). A, мембрански маркери MØ; B, интрацелуларна експресија цитокина у MØ; 

sМØ, спонтано диференцирани макрофаги (контрола); sМØ/PL-MSC, експресија у 

sMØ у директном контакту са PL-MSC. Student t-тест, *p<0.05, **p<0.01 у односу 

на sMØ. 
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Графикон 28. Експресија CD73, TLR4, IL-12p40, IL-10 и TGF-β у култури PL-

MSC ко-култивисаних са спонтано диференцираним MØ. PL-MSC су ко-

култивисане са sMØ у току 5 дана у систему са директним контактом ћелија. 

Резултати су приказани као средња вредност процента позитивних ћелија ± SD 

(n=3). A, мембрански маркери PL-MSC; B, интрацелуларна експресија цитокина у 

PL-MSC; PL-MSC, контрола, sМØ, спонтано диференцирани макрофаги; PL-

MSC/sМØ, експресија на/у PL-MSC у директном контакту са sMØ. Student t-тест, 

*p<0.05, **p<0.01 у односу на PL-MSC. 
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Резултати продукције цитокина у ко-култури PL-MSC и sМØ показују да је 

ниво TNF-α у систему са директним контактом снижен (48.6±9.7pg/ml) у односу на 

збир појединачно продукованих цитокина (213.3±42.7pg/ml). Слично је показано и 

за IFN-γ у ко-култури (15.9±3.2pg/ml) у односу на контролу (32.7±6.5pg/ml). 

Међутим, продукција IL-6 је била повећана у ко-култури са директним контактом 

(4770.9±954.2pg/ml) у односу на контролу (591.5±118.3pg/ml). Продукција осталих 

Th1 цитокина (IL-1β и IL-8) није била модулирана. Када су у питању Th2 и Tregs 

цитокини, резултати показују да је у ко-култури PL-MSC и sMØ са директним 

контактом снижена једино продукција IL-13 (66.8±13.4pg/ml) у односу на контролу 

(240.0±48.0pg/ml), док је продукција IL-4, TGF-β и IL-27 остала непромењена 

(Графикон 29). 

 

Графикон 29. Продукција IL-1β, TNF-α, IL-8, IFN-γ, IL-6, IL-27, IL-4, IL-13 и 

TGF-β у ко-култури PL-MSC и sMØ. Приказана је средња вредност продукције 

цитокина у културама ћелија изражена у pg/ml ± SD (n=3). sМØ, спонтано 

диференцирани макрофаги (1); PL-MSC, ниво цитокина у супернатантима културе 

PL-MSC (2); PL-MSC+sMØ, збир нивоа цитокина у супернатантима појединачних 

култура (3); PL-MSC/sMØ, ниво цитокина у супернатантима ко-култура (4). 

Student t-тест, **p<0.01, ***p<0.05 у односу на (3).  
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4.16.2. Интеракција PL-MSC и MØ диферецираних са M-CSF 

За разлику од sMØ, у делу испитивања интеракције PL-MSC и mMØ, 

показано је да у култури mMØ преовладавају ћелије звездастог облика, као и да је 

однос звездастих и ћелија вретенастог облика mMØ у ко-култури са PL-MSC 

незнатно промењен у корист звездастих ћелија (Слика 16). 

Анализом експресије маркера показано је да PL-MSC повећавају експресију 

CD80 молекула на mMØ у директном контакту (50.3±10.1%) и у систему са 

уметком (44.0±8.8%) у односу на контролу (23.7±4.7%), затим да повећавају CD86 

експресију mMØ у систему са директним контактом ћелија (57.2±11.4%) и у 

систему са уметком (53.1±10.6%) у односу на контролу (26.6±5.3%). Експресија 

CD14 молекула на mMØ у директном контакту са PL-MSC (40.7±4.1%) такође је 

била повећана у односу на контролу (25.7±5.1%), али се експресија у култури са 

уметком није статистички значајно разликовала. Експресија CD16 молекула на 

mМØ није била битније промењена ни у једном од два испитивана тест система 

(Графикон 30). За разлику од ефекта на sMØ, PL-MSC су у ко-култури са mMØ 

довеле до значајног повећања експресије CD206 молекула на mMØ у директном 

контакту (46.4±7.6%) и у систему са уметком (46.8±9.4%) у односу на контролу 

(27.1±5.4%). Осим тога, експресија CD73 на mMØ је била повећана у ко-култури са 

директним контаком (64.1±12.8%) и у систему са уметком (41.7±3.9%) у односу на 

контролу (22.4±4.5%). Ниво експресије CD39 је био повећан (54.1±10.8%) у односу 

на контролу (33.0±6.6%) једино у ко-култури ћелија са директним контактом. За 

разлику од горе наведених молекула, експресија IDO-1 је била смањена у mMØ 

(14.3±2.9%) једино у ко-култури са директним контактом у односу на контролу 

(38.3±7.7%) (Графикон 30). 

Када су у питању интрацелуларни цитокини, резултати показују да је 

експресија IL-12p40 у mMØ у директном контакту са PL-MSC снижена на 

19.7±2.0% и у систему са уметком (21.8±3.3%) у односу на контролу (36.6±7.3%), 

док је експресија IL-10 у mMØ повећана на 76.9±3.7% једино у ко-култури са 

директним контактом ћелија у односу на контролу (46.5±7.0%). Експресија TGF-β 

је била повећана у ко-култури са директним контактом (85.8±5.6%) и у систему са 

уметком (82.2±8.2%) у односу на контролу (65.3±6.5%) (Графикон 31). 

У оквиру интеракције PL-MSC и mMØ испитиван је и утицај mMØ на 

експресију површинских молекула и продукцију цитокина од стране PL-MSC. 
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Нађено је да mMØ доводе до смањења експресије CD73 молекула на PL-MSC у ко-

култури са директним контактом (57.2±9.8%) у дносу на контролу (81.3±9.7%), као 

и до повећања експресије CD39 (50.3±10.1%) у односу на контролу (16.0±3.2%). 

Слично је уочено и за IDO-1 чија је експресија на PL-MSC у ко-култури са 

директним контактом (56.7±11.3%) и у систему са уметком (41.5±8.3%) била 

повећана у односу на контролу (16.4±3.3%). Ефекат mMØ на продукцију 

интрацелуларних цитокина (IL-12p40, IL-10 и TGF-β) од стране PL-MSC није се 

значајно разликовао у односу продукцију ових цитокина у култури самих PL-MSC 

(Графикон 32). 

 

 

 

Слика 16. Морфолошке карактеристике mMØ у култури. mMØ, култура M-

CSF индукованих MØ; PL-MSC/mMØ, изглед ћелија у ко-култури са директним 

контактом; увећање 20x; даљинар 100µm. 

  



 
 

 

 

Милан Марковић │ ДОКТОРСКА ДИСЕРТАЦИЈА │ 

Резултати 

111 

 

 

 

 

 

 

 

 

Графикон 30. Експресија мембранских CD80, CD86, CD14, CD16, CD206, 

CD73, CD39 маркера и интацитоплазматског IDO-1 молекула у mMØ ко-

култивисаних са PL-MSC. PL-MSC су култивисане са mMØ у току 5 дана у ко-

култури са директним контактом и у систему са полупропустљивом мембарном 

(уметком). Резултати су приказани као средња вредност процента позитивних 

ћелија ± SD (n=3). mМØ, M-CSF индукована диференцијација макрофага 

(контрола); mМØ/PL-MSC, експресија на mMØ у систему са директним контактом 

са PL-MSC; Tw, експресија на mМØ из ко-културе са уметком („Transwell“). One-

way ANOVA, Dunnett пост-тест, *p<0.05, **p<0.01 у односу на mМØ. 
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Графикон 31. Експресија интрацелуларних цитокина IL-12p40, IL-10 и TGF-β 

у MØ ко-култивисаних са PL-MSC. PL-MSC су култивисане са mMØ у току 5 

дана у ко-култури са директним контактом и у систему са полупропустљивом 

мембарном (уметком). Резултати су приказани као средња вредност процента 

позитивних ћелија ± SD (n=3). mМØ, M-CSF индукована диференцијација 

макрофага (контрола); mМØ/PL-MSC, експресија у mMØ из ко-културие са 

директним контактом са PL-MSC; Tw, експресија у mМØ из ко-културе са уметком 

(„Transwell“). One-way ANOVA, Dunnett пост-тест, **p<0.01, *p<0.05 у односу на 

mМØ. 
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Графикон 32. Експресија мембранских CD73, CD39 маркера, интрацелуларног 

IDO-1 молекула и IL-12p40, IL-10 и TGF-β цитокина у PL-MSC ко-

култивисаних са mMØ. PL-MSC су култивисане са mMØ у току 5 дана у ко-

култури са директним контактом и у систему са полупропустљивом мембарном 

(уметком). Резултати су приказани као средња вредност процента позитивних 

ћелија ± SD (n=3). A, мембрански маркери PL-MSC; B, интрацелуларна експресија 

цитокина у PL-MSC; PL-MSC, контрола; mМØ, M-CSF индукована 

диференцијација макрофага; PL-MSC/mМØ, експресија на PL-MSC у директном 

контакту са mMØ; Tw, експресија на PL-MSC из ко-културе са уметком 

(„Transwell“). One-way ANOVA, Dunnett пост-тест, **p<0.01, *p<0.05 у односу на 

PL-MSC. 
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У другом делу испитивања интеракције PL-MSC и mMØ мерена је 

продукција цитокина у ко-култури ових ћелија при чему је константовано да је 

продукција Th1 цитокина (IL-1β, TNF-α, IL-8, IL-12p70 и IFN-γ) била снижена у ко-

култури у односу на збир појединачно продукованих цитокина. Продукција IL-1β 

је била смањена како у ко-култури са директним контактом (30.1±2.9pg/ml) тако и 

у ко-култури са уметком (31.3±0.8pg/ml) у односу на контролу (68.6±7.7pg/ml). 

Слично је било и са продукцијом TNF-α у ко-култури са директним контактом 

(36.7±1.0pg/ml) и у ко-култури са уметком (46.0±2.8pg/ml) у односу на контролу 

(86.4±9.8pg/ml), као и са продукцијом IL-12p70 (директан контакт: 92.8±35.7pg/ml, 

ко-култура са уметком: 183.1±29.3pg/ml, контрола: 353.7±59.8pg/ml). Продукција 

IL-8 је била снижена једино у ко-култури са директним контактом 

(1449.3±232.5pg/ml) у односу на збир продукција овог цитокина у појединачним 

културама ћелија (2050.4±265.5pg/ml) (Графикон 33). Продукција IFN-γ у ко-

култури са директним контактом (21.0±2.5pg/ml) и у ко-култури са уметком 

(12.0±2.0pg/ml) такође је била снижена у односу на збир појединачнио 

продукованог цитокина (38.7±6.0pg/ml). Супротно је показано за IL-6. Продукција 

овог цитокина је била значајно повећана у ко-културама како у директном 

контакту (3121.3±382.6pg/ml) тако и у систему са уметком (1612.4±39.9pg/ml) у 

односу на збир концентарација продукованог IL-6 у појединачним културама 

(510.4±159.7pg/ml) (Графикон 34). Продукција Th2 цитокина (IL-4 и IL-5) била je 

повећана у ко-култури PL-MSC и mMØ са директним контактом (IL-4: 

26.5±1.1pg/ml и IL-5: 119.4±16.7pg/ml) у односу на збир ових цитокина у 

појединачним ћелијским културама (IL-4: 15.4±3.7pg/ml и IL-5: 75.2±2.1pg/ml). 

Међутим, продукција IL-13 је била снижена у ко-култури са директним контактом 

(95.0±19.0pg/ml) у односу на контролу (268.8±53.8pg/ml) (Графикон 35). Када су у 

питању Tregс цитокини ниво IL-10 је у ко-култури са директним контактом 

(105.7±2.5pg/ml) био повећан у односу на контролу (83.2±6.9pg/ml). Слично је 

забележено и за TGF-β чији је ниво у ко-култури са директним контактом 

(576.8±14.4pg/ml) био повећан у односу на контролу (361.1±6.2pg/ml). Међутим 

продукција IL-27 у ко-култури са директним контактом (101.9±5.8pg/ml) је била 

снижена у односу на збир цитокина у појединачним културама ћелија 

(297.2±12.8pg/ml) (Графикон 36). 
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Графикон 33. Продукција IL-1β, TNF-α, IL-8 и IL-12p70 у ко-култури PL-MSC 

и mMØ. PL-MSC су култивисане са mMØ у току 5 дана у ко-култури са директним 

контактом и у систему са полупропустљивом мембраном (уметком). Посебно су 

mMØ третиране са кондиционираним медијумом (CM) PL-MSC. Резултати су 

приказани као средња вредност продукције цитокина изражена у pg/ml ± SD (n=3). 

mМØ, M-CSF индукована диференцијација макрофага; PL-MSC, продукција 

цитокина у култури PL-MSC; PL-MSC+mMØ, збир нивоа цитокина у 

појединачним културама; PL-MSC/mMØ, ниво цитокина у ко-култури са 

директним контактом; Tw, ниво цитокина у ко-култури са уметком („Transwell“); 

mMØ+CM50%, ниво цитокина у култури МØ након третмана са 50%CM PL-MSC; 

CM100%, ниво цитокина у 100%CM. One-way ANOVA, Dunnett пост-тест, 

***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 у односу на PL-MSC+mMØ. 
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Графикон 34. Продукција IFN-γ и IL-6 у ко-култури PL-MSC и mMØ. PL-MSC 

су култивисане са mMØ у току 5 дана у ко-култури са директним контактом и у 

систему са полупропустљивом мембраном (уметком). Посебно су mMØ третиране 

са кондиционираним медијумом (CM) PL-MSC. Резултати су приказани као средња 

вредност продукције цитокина изражена у pg/ml ± SD (n=3). mМØ, M-CSF 

индукована диференцијација макрофага; PL-MSC, продукција цитокина у култури 

PL-MSC; PL-MSC+mMØ, збир нивоа цитокина у појединачним културама; PL-

MSC/mMØ, ниво цитокина у ко-култури са директним контактом; Tw, ниво 

цитокина у ко-култури са уметком („Transwell“); mMØ+CM50%, ниво цитокина у 

култури МØ након третмана са 50%CM PL-MSC; CM100%, ниво цитокина у 

100%CM. One-way ANOVA, Dunnett пост-тест, ***p<0.001 у односу на PL-

MSC+mMØ. 
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Графикон 35. Продукција IL-4, IL-5 и IL-13 у ко-култури PL-MSC и mMØ. PL-

MSC су култивисане са mMØ у току 5 дана у ко-култури са директним контактом и 

у систему са полупропустљивом мембраном (уметком). Посебно су mMØ 

третиране са кондиционираним медијумом (CM) PL-MSC. Резултати су приказани 

као средња вредност продукције цитокина изражена у pg/ml ± SD (n=3). mМØ, M-

CSF индукована диференцијација макрофага; PL-MSC, продукција цитокина у 

култури PL-MSC; PL-MSC+mMØ, збир нивоа цитокина у појединачним 

културама (контрола); PL-MSC/mMØ, ниво цитокина у ко-култури са директним 

контактом; Tw, ниво цитокина у ко-култури са уметком („Transwell“); 

mMØ+CM50%, ниво цитокина у култури МØ након третмана са 50%CM PL-MSC; 

CM100%, ниво цитокина у 100%CM. One-way ANOVA, Dunnett пост-тест, 

***p<0.001, **p<0.01 у односу на PL-MSC+mMØ. 
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Графикон 36. Продукција IL-10, TGF-β и IL-27 у ко-култури PL-MSC и 

mMØ. PL-MSC су култивисане са mMØ у току 5 дана у ко-култури са директним 

контактом и у систему са полупропустљивом мембраном (уметком). Посебно су 

mMØ третиране са кондиционираним медијумом (CM) PL-MSC. Резултати су 

приказани као средња вредност продукције цитокина изражена у pg/ml ± SD (n=3). 

mМØ, M-CSF индукована диференцијација макрофага; PL-MSC, продукција 

цитокина у култури PL-MSC; PL-MSC+mMØ, збир нивоа цитокина у 

појединачним културама (контрола); PL-MSC/mMØ, ниво цитокина у ко-култури 

са директним контактом; Tw, ниво цитокина у ко-култури са уметком 

(„Transwell“); mMØ+CM50%, ниво цитокина у култури МØ након третмана са 

50%CM PL-MSC; CM100%, продукција цитокина у 100%CM. One-way ANOVA, 

Dunnett пост-тест, ***p<0.001, *p<0.05 у односу на PL-MSC+mMØ. 
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4.16.3. Интеракција PL-MSC и MØ диференцираних са GM-

SCF 

У трћем сегменту ко-култивисали смо PL-MSC са gmMØ. Резултати показују 

да у култури gmMØ преовладавају ћелије издужене морфологије налик на 

фибробласте. С друге стране у ко-култури се повећава удео gmMØ звездастог 

облика (Слика 17). 

Анализом фенотипа показано је да су МØ диференциране са GM-CSF-ом 

имале високу експресију CD11c молекула (75.4±16.7%) која се није значајно 

мењала у ко-култури са PL-MSC, али је зато експресија CD14 на gmMØ била 

повећана на 14.2±2.8% у директном контакту са PL-MSC у односу на контролу 

(1.1±0.2%). Слично је нађено и за експресију CD16 која је у ко-култури са 

директним контактом била (35.8±7.2%), а у ко-култури са уметком (18.8±3.8%) у 

односу на контролу (5.5±1.1%). Међутим, експресија CD206, CD68 и CD169 није 

била значајно измењена у односу на контролу. PL-MSC су у ко-култури са 

директним контактом довеле до повећања експресије CD73 на gmMØ (12.7±2.5%) у 

односу на контролу (1.1±0.2%), и CD209 (53.7±10.7%) у односу на контролу 

(28.3±5.7%), као и CD1a (23.5±4.7%) у односу на контролу (1.2±0.2%). PL-MSC 

нису битније утицале на експресију TLR4 молекула од стране gmMØ у односу на 

базалну експресију овог молекула (Графикон 37). 

 

Слика 17. Морфолошке карактеристике gmMØ у култури. gmMØ, култура 

GM-CSF индукованих MØ; PL-MSC/gmMØ, изглед ћелија у ко-култури са 

директним контактом; увећање 20x; даљинар 100µm. 
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Графикон 37. Експресија CD11c, CD14, CD16, CD206, CD68, CD169, CD73, 

CD39, CD209, CD1а и TLR4 на gmMØ ко-култивисаних са PL-MSC. PL-MSC су 

култивисане са gmMØ у току 5 дана у ко-култури са директним контактом. 

Посебно су gmMØ третиране са кондиционираним медијумом (CM) PL-MSC. 

Резултати су приказани као средња вредност процента позитивних ћелија ± SD 

(n=3). gmМØ, GM-CSF индукована диференцијација макрофага (контрола); 

gmМØ/PL-MSC, експресија молекула на gmMØ у директном контакту са PL-MSC; 

CM, експресија молекула на gmМØ након третмана са CM PL-MSC. One-way 

ANOVA, Dunnett пост-тест, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 у односу на gmМØ. 
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Када је у питању експресија интрацелуларних цитокина у gmMØ резултати 

показују да PL-MSC смањују ниво интрацелуларног TNF-α у gmMØ у ко-култури 

са директним контактом (2.4±0.5%) у односу на контролу (6.1±1.2%), a повећавају 

интрацелуларну експресију IL-13 (2.1±0.4%) у ко-култури са директним контактом 

у односу на контролу (0.9±0.2%), док је интрацелуларна експресија осталих 

цитокина (IL-12p40, IL-4, IL-10 и TGF-β) остала практично непромењена 

(Графикон 38). 

 

Графикон 38. Експресија TNF-α, IL-12p40, IL-4, IL-13, IL-10 и TGF-β у gmMØ 

ко-култивисаних са PL-MSC. PL-MSC су култивисане са gmMØ у току 5 дана у 

ко-култури са директним контактом. Посебно су gmMØ третиране са 

кондиционираним медијумом (CM) PL-MSC. Резултати су приказани као средња 

вредност процента позитивних ћелија ± SD (n=3). gmМØ, GM-CSF индукована 

диференцијација макрофага (контрола); gmМØ/PL-MSC, експресија цитокина у 

gmMØ у директном контакту са PL-MSC; CM, експресија цитокина у gmМØ након 

третмана са CM PL-MSC. One-way ANOVA, Dunnett пост-тест, **p<0.01 у односу 

на gmMØ.  
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Резултати такође показују да gmMØ у директном контакту доводе до 

смањења експресије CD39 (3.3±0.7%) и TLR4 (19.3±3.9%) молекула на PL-MSC у 

односу на базалну експресију ових молекула (CD39: 16.6±3.3%, TLR4: 40.6±8.1%). 

Осим тога, интрацелуларна експресија TNF-α и IL-10 цитокина је била снижена у 

PL-MSC у контакту са gmMØ (TNF-α: 3.0±0.6% у односу на контролу 10.4±2.1%; 

IL-10: 1.7±0.3% у односу на контролу 11.7±2.3%), као и експресија IL-4 и IL-13 (IL-

4: 1.1±0.8% у односу на контролу 4.1±0.8%; IL-13: 1.5±0.3% у односу на контролу 

4.7±0.9%) док је експресија p40 субјединице IL-12 и TGF-β остала непромењена 

(Графикон 39). 

 

Графикон 39. Експресија CD73, CD39, TLR4, TNF-α, IL-12p40, IL-4, IL-13, IL-

10 и TGF-β на/у PL-MSC ко-култивисаних са gmMØ. PL-MSC су култивисане са 

gmMØ у току 5 дана у ко-култури са директним контактом. Резултати су приказани 

као средња вредност процента позитивних ћелија ± SD (n=3). A, мембрански 

маркери PL-MSC; B, C и D, интрацелуларна експресија цитокина у PL-MSC; PL-

MSC, експресија маркера/цитокина на/у PL-MSC; PL-MSC/gmМØ, експресија 

маркера/цитокина на/у PL-MSC у директном контакту са gmMØ. Student t-тест, 

**p<0.01, *p<0.05 у односу на PL-MSC.  
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У оквиру испитивања међусобне интеракције PL-MSC и gmMØ анализирана 

је продукција цитокина у ко-културама ових ћелија и показано да је продукција 

Th1 цитокина (IL-1β, TNF-α и IFN-γ) у ко-култури са директним  контактом (IL-1β: 

28.2±5.6pg/ml; TNF-α: 190.5±38.1pg/ml и IFN-γ: 45.1±9.0pg/ml) била снижена у 

односу на контролу (IL-1β: 121.7±24.3pg/ml; TNF-α: 686.2±137.2pg/ml и IFN-γ: 

137.3±27.5pg/ml). Слично је нађено и у култури gmMØ третираним са CM PL-MSC. 

Продукција IL-8 била снижена једино у ко-култури са директним контактом 

(1632.8±163.3pg/ml) у односу на контролу (2252.0±247.7pg/ml). Резултати такође 

показују да је продукција IL-6 била повећана како у ко-култури са директним 

контактом (4482.9±896.6pg/ml) тако и од стране gmMØ третираних са CM PL-MSC 

(2171.7±434.3pg/ml) у односу на контролу (489.2±97.8pg/ml), с тим да је продукција 

овог цитокина у ко-култури са директним контактом била значајно виша у односу 

на детектовану концентрацију у култури CM третираних gmMØ (Графикон 40 и 

Графикон 41). 

Када је у питању продукција Th2 цитокина у ко-култури PL-MSC и gmMØ 

резултати показују да је у ко-култури са директним контактом ћелија ниво IL-4 

повећан на 52.2±10.4pg/ml, у односу на збир продукованог цитокина у 

појединачним ћелијским културама (20.0±4.0pg/ml), али је продукција IL-13 била 

снижена у ко-култури са директним контактом (101.1±20.2pg/ml) у односу на 

контролу (178.3±35.7pg/ml). У култури gmMØ третираних са CM PL-MSC није 

дошло до модулације продукције ни једног од ова два цитокина (Графикон 42).  

Слично модулацији Th2 цитокина, продукција TGF-β је била повећана у ко-

култури са директним контактом ћелија (546.1±109.2pg/ml) у односу на збир 

продукције цитокина у појединачним културама (317.1±63.4pg/ml), при чему је ово 

повећање у систему са директним контактом било значајно више у односу на ниво 

детектованог TGF-β у култури CM третираних gmMØ. 

На крају, продукција IL-27 је била снижена у ко-култури PL-MSC и gmMØ са 

директним контактом (126.6±25.3pg/ml) у односу на збир концентрација овог 

цитокина у појединачним културама (237.7±47.5pg/ml), док као и у случају са TGF-

β, CM PL-MSC није довео до битнијих  модификација продукције оба ова цитокина 

од стране gmMØ (Графикон 43). 
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Графикон 40. Продукција IL-1β, TNF-α и IL-8 у ко-култури PL-MSC и gmMØ. 

PL-MSC су култивисане са gmMØ у току 5 дана у ко-култури са директним 

контактом. Посебно су gmMØ третиране са кондиционираним медијумом (CM) PL-

MSC. Резултати су приказани као средња вредност продукције цитокина изражена 

у pg/ml ± SD (n=3). gmМØ, GM-CSF индукована диференцијација макрофага; PL-

MSC, ниво цитокина у култури PL-MSC; PL-MSC+gmMØ, збир нивоа цитокина у 

појединачним културама (контрола); PL-MSC/gmM Ø, ниво цитокина у ко-

култури са директним контактом; gmMØ+CM50%, ниво цитокина у култури МØ 

након третмана са 50%CM PL-MSC; CM100%, ниво цитокина у 100%CM. One-way 

ANOVA, Dunnett пост-тест, ***p<0.001, *p<0.05 у односу на PL-MSC+gmMØ. 
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Графикон 41. Продукција IFN-γ и IL-6 у ко-култури PL-MSC и gmMØ. PL-

MSC су култивисане са gmMØ у току 5 дана у ко-култури са директним контактом. 

Посебно су gmMØ третиране са кондиционираним медијумом (CM) PL-MSC. 

Резултати су приказани као средња вредност продукције цитокина изражена у 

pg/ml ± SD (n=3). gmМØ, GM-CSF индукована диференцијација макрофага; PL-

MSC, ниво цитокина у култури PL-MSC; PL-MSC+gmMØ, збир нивоа цитокина у 

појединачним културама; PL-MSC/gmMØ, ниво цитокина у ко-култури са 

дирекним контактом; gmMØ+CM50%, ниво цитокина у култури МØ након 

третмана са 50%CM PL-MSC; CM100%, ниво цитокина у 100%CM. One-way 

ANOVA, Dunnett пост-тест, ***p<0.001, **p<0.01 у односу на PL-MSC+gmMØ. 
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Графикон 42. Продукција IL-4 и IL-13 у ко-култури PL-MSC и gmMØ. PL-MSC 

су култивисане са gmMØ у току 5 дана у ко-култури са директним контактом. 

Посебно су gmMØ третиране са кондиционираним медијумом (CM) PL-MSC. 

Резултати су приказани као средња вредност продукције цитокина изражена у 

pg/ml ± SD (n=3). gmМØ, GM-CSF индукована диференцијација макрофага; PL-

MSC, ниво цитокина у култури PL-MSC; PL-MSC+gmMØ, збир нивоа цитокина у 

појединачним културама (контрола); PL-MSC/gmMØ, ниво цитокина у ко-култури 

са директним контактом; gmMØ+CM50%, ниво цитокина у култури gmМØ након 

третмана са 50%CM PL-MSC; CM100%, ниво цитокина у 100%CM. One-way 

ANOVA, Dunnett пост-тест, ***p<0.001, *p<0.05 у односу на PL-MSC+gmMØ. 
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Графикон 43. Продукција TGF-β и IL-27 у ко-култури PL-MSC и gmMØ. PL-

MSC су култивисане са gmMØ у току 5 дана у ко-култури са директним контактом. 

Посебно су gmMØ третиране са кондиционираним медијумом (CM) PL-MSC. 

Резултати су приказани као средња вредност продукције цитокина изражена у 

pg/ml ± SD (n=3). gmМØ, GM-CSF индукована диференцијација макрофага; PL-

MSC, ниво цитокина у култури PL-MSC; PL-MSC+gmMØ, збир нивоа цитокина у 

појединачним културама; PL-MSC/gmMØ, ниво цитокина у ко-култури са 

директним контактом; gmMØ+CM50%, ниво цитокина у култури gmМØ након 

третмана са 50%CM PL-MSC; CM100%, ниво цитокина у 100%CM. One-way 

ANOVA, Dunnett пост-тест, **p<0.01 у односу на PL-MSC+gmMØ. 
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Дискусија 

5. Дискусија 

5.1. Карактеризација PL-MSC 

Први део ове докторске дисертације се односио на успостављање и 

фенотипску карактеризацију PL-MSC ћелијских линија у оквиру кога је испитивана 

експресија површинских маркера, степен пролиферације, способност формирања 

колонија као и способност диференцијације у друге типове ћелија мезенхимског 

порекла. 

PL-MSC су успостављене из PL које су се разликовале у односу на величину 

и клиничку презентацију, а према протоколу који је описан за MSC из других ткива 

и органа, укључујући и различите денталне структуре (Gnecchi и Melo 2009, 

Karamzadeh и сар. 2012, Alkhalil и сар. 2015). Сличан протокол, који је детаљно 

описан у поглављу Материјал и методе, је коришћен и за изолацију PL-MSC у 

нашем претходном раду (Đokić и сар. 2012). Ови резултати генерално показују 

слична фенотипска својства PL-MSC независно од типа лезије из којих су 

изоловане (Marković и сар. 2016), а која се генерално стабилизују после четврте 

пасаже у култури. Тада је контаминација другим ћелијама хематопоетског порекла 

(недетектабилна експресија CD45, CD34, CD14 и HLA-DR), занемарљива па су PL-

MSC тада најпогодније за све врсте испитивања. Зато су најчешће у овој фази оне 

фенотипски и функционално окарактерисане и коришћене за интеракцију са 

фагоцитима или инфламацијским ћелијама из PL in vitro. 

PL-MSC линије, које су успостављене у дужем временском периоду (укупно 

17 линија), су показивале фибробластоидну морфологију, типичну за друге MSC. 

На основу ових својстава али и ограничене способности диференцијације у 

поједине типове ћелија мезенхимског порекла (остеобласти, хондроцити, 

адипоцити) PL-MSC се могу сврстати у категорију матичних ћелија мезенхимских-

стромалних ћелија, како је то предложено за овакав тип MSC (Dominici и сар. 

2006). 

У оквиру карактеризације успостављених PL-MSC линија анализом 

експресије идентификационих површинских и интрацелуларних маркера типичних 

за MSC, установљено је да су PL-MSC, након четврте пасаже у преко 90% 

експримирале CD90, CD105 и CD73, што је уз одсуство маркера хематопоетских 
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ћелија у складу са литературним подацима којима се од 2006. године дефинише 

минимум критеријума за матичност мезенхимских-стромалних ћелија (Dominici и 

сар. 2006). 

Према структури, CD90 представља G протеин који је усидрен на спољашњој 

површини ћелијске мембране. Овај протеин је од раније познат као маркер 

лимфоцита тимусног порекла (тимоцита) па је отуда и означен као Thy-1 (Haeryfar 

и Hoskin 2004). Његова основна улога се огледа у међућелијској интеракцији, 

укључујући адхезију ћелија за поједине компоненте екстрацелуларног матрикса. 

Такође је маркер ћелија током процеса онтогенезе (Saalbach и сар. 2000). Познато 

је да степен експресије CD90 варира у зависности од типа ћелија на којима је 

испољен. Тако преко 95% BM-MSC, AT-MSC и MSC из коже (d-MSC) 

експримирају овај молекул, док су свега 38% MSC из срца (H-MSC) CD90+ 

(Riekstina и сар. 2009). На популацији денталних мезенхимских-стромалних 

матичних ћелија показано је да 75% DPSC експримиурају CD90, 94% DFSC и 

скоро све PL-MSC испољавају CD90 (Đokić и сар. 2012). Популације PL-MSC које 

су испитиване у овом раду, такође поседују висок проценат експресије CD90 

(97.3±1.7%) што указује да је CD90 можда битнији за адхезивност MSC у току 

процеса инфламације у односу на MSC из здравих денталних ткива. 

Други важан идентификациони молекул MSC је CD105. То је интегрални 

протеин ћелијске мембране за који се јаким афинитетом везују TGF-β1 и TGF-β3 

(Cheifetz и сар. 1992). Показано је да различите популације MSC (BM-MSC, AT-

MSC, d-MSC и H-MSC) у преко 95% експримирају CD105 (Riekstina и сар. 2009), 

као и PL-MSC (око 98%), док је експресија овог молекула на појединим 

субпопулацијама денталних MSC нешто другачија (DPSC - око 75%, DFSC – око 

86%) (Đokić и сар. 2012). Експресија CD105 на ћелијама изолованим из PL које смо 

користили у испитивањима интеракције са фагоцитима износила је 90.2±5.7%. Ови 

налази указују да је функција овог молекула битна за имунорегулацијска својства 

PL-MSC имајући у виду кључни значај TGF-β у овим процесима (Travis и Sheppard 

2014). 

Трећи маркер по важности је CD73 чија је експресија иницијално описана на 

субпопулацији Т и B лимфоцита (Thompson и сар. 1987, Peola и сар. 1996, Airas и 

сар. 1997, Yamashita и сар. 1998, Yang и сар. 2005). CD73 је по први пут 

идентификован на популацији MSC 2001. године од стране Barry и сар., да би тек 
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2006. постао део групе маркера којима се дефинише минимум критеријума које је 

потребно да испуњава анализирана популација ћелија како би се могла сврстати у 

групу MSC (Dominici и сар. 2006). Показано је да BM-MSC, AT-MSC, d-MSC и H-

MSC експримирају CD73 у високом проценту (преко 95%) (Riekstina и сар. 2009). 

Експресија на PL-MSC у нашим испитивањима износила је 94.8±4.7% што је 

такође у складу са наведеним литературним подацима. 

Осим основних, дискриминативних маркера, на PL-MSC ћелијским линијама 

смо показали високу експресију CD166 и CD56 молекула, затим умерен степен 

експресије CD146, док је најнижи степен позитивности показан за CD39, SSEA-4 и 

STRO-1 маркере. Највећа варијабилност експресије показана је за CD44 молекул 

(26.6±19.6%). 

Што се тиче CD166, иницијално је идентификован као адхезиони молекул 

активираних леукоцита (ALCAM). Представља трансмембрански гликопротеин од 

110 kD и припада суперфамилији имуноглобулина заједно са CD146 (MUC18) и B-

CAM молекулима (Swart 2002). Улога ових адхезионих молекула из суперфамилије 

имуноглобулина превасходно се огледа у формирању и очувању типичне 

архитектуре ткива тј. неурогенези, хематопоези, имунским механизмима и 

прогресији тумора (Konno и сар. 2001, Swart 2002). Показано је да CD166 посредује 

у хомотипским интеракцијама туморских ћелија као и хетеротипским 

интеракцијама туморских ћелија и ендотелних ћелија крвних судова (Ofori-Acquah 

и King 2008, Weidle и сар. 2010). Експресија CD166 је показана и на различитим 

субпопулацијама MSC. Тако на пример BM-MSC и AТ-MSC имају сличну CD166 

експресију која се креће око 90% (De Ugarte и сар. 2003), код DPSC она износи око 

89%, DFSC око 96%, a PL-MSC око 92% (Đokić и сар. 2012). Наше PL-MSC 

експримирају CD166 у 87.8±3.7%, што је у складу са већ публикованим подацима 

из исте лабораторије. 

Неурални адхезиони молекул (енгл. neural cell adhesion molecule, NCAM), у 

CD номенклатури познатији као CD56, је 120 kDa гликопротеин везан за ћелијску 

мембрану преко гликозилфосфатидил инозитола. Експримиран је од стране NK 

ћелија (80-90%) и активираних Т лимфоцита (Roothans и сар. 2013). На популацији 

BM-MSC је показано да експресија CD56, корелира са експресијом CD271 и 

присутна је на малом проценту ћелија (0.5%), такође CD271+CD56+ ћелије имају 

високи остеогени потенцијал (Battula и сар. 2009). Mи смо показали да PL-MSC 
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такође експримирају CD56 с тим да је проценат позитивних ћелија јако висок 

(93.9±1.6%), што би указивало да PL-MSC имају висок степен диференцијације у 

правцу остеобласта. Таква претпоставка је и у сагласности са добијеним 

резултатима. 

Од осталих маркера, PL-MSC експримирају CD146 који је по структури 

трансмембрански гликопротеин из суперфамилије имуноглобулина (Lehmann и 

сар. 1989, Sers и сар. 1993). Припада групи адхезионих молекула и његова основна 

функција се огледа у међусобној интеракцији ћелија (Bardin и сар. 2001). У 

литератури је показано да MSC у зависности од порекла, показују различит степен 

експресије CD146. Тако приближно 50% DPSC и PL-MSC односно око 18% DFSC 

експримира CD146 (Tomić и сар. 2011, Đokić и сар. 2012). У овом пројекту 

коришћене су PL-MSC које су имале умерену до високу експресију CD146 (71.0 ± 

8.9%). 

Као што је напоменуто најнижи степен експресије забележен је за CD39, 

STRO-1 и SSEA4 маркере. STRO-1, за разлику од њему сродног STRO-3 маркера, 

који је по структури неспецифична ткивна алкална фосфатаза, и STRO-4, који 

припада групи протеина топлотног шока (енгл. Heat Shock protein) (Lin и сар. 

2011), представља маркер MSC (Kolf и сар. 2007). Експресија STRO-1 се разликује 

међу раличитим субпопулацијама MSC. Тако на пример само 4.3% DPSC, 4.4% 

DFSC и 9.3% PL-MSC експримирају STRO-1 (Đokić и сар. 2012). Ми смо на нашој 

популацији PL-MSC детектовали експресију STRO-1 од чак 18.1±3.4%, што може 

бити последица коришћења другог лота anti-STRO-1 антитела са већим 

афинитетом везивања. Генерално ниска експресија STRO-1 на денталним MSC 

може указивати на ограничени потенцијал диференцијације ових ћелија, а који се 

можда додатно повећава у току инфламације. 

Ектонуклеозид трифосфат дифосфохидролаза (ENTPD1) или познатија као 

CD39 маркер је интегрални мембрански протеин чија је основна функција 

хидролиза ATP до AMP (Wang и Guidotti 1998). Примарно је идентификован као 

површински маркер на Epstein-barr (EBV) вирусом трансформисаним B 

лимфобластоидним ћелијама (Rowe и сар. 1982). Експримиран је од стране 

активираних B ћелија (Maliszewski и сар. 1994), T и NK ћелија, ендотелних ћелија 

крвних судова, МØ и DC (Kansas и сар. 1991). Базална (неиндукована) експресија 
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CD39 на популацији PL-MSC, које смо користили у овим испитивањима, била је 

ниска и износила је 14.0±1.9%. 

Фазно-специфични ембрионални антиген 4 (SSEA4) који је по структури 

гликопротеин са карбохидратним језгром, експримиран је првенствено од стране 

недиференцираних ембрионских ћелија (Fox и сар. 1984). Показано је да током 

развића и диференцијације долази до смањења експресије SSEA4 и повећања 

експресије SSEA1 (Henderson и сар. 2002). Међутим, експресија SSEA4 се одржава 

и током развића, што је поткрепљено чињеницом да је овај молекул присутан на 

различитим популацијама MSC. Тако на пример око 70% BM-MSC експримира 

SSEA4 у in vitro култури (Gang и сар. 2007). Такође је експресија SSEA-4 и STRO-1 

показана и на MSC изолованим из периодонталног лигамента (Gang и сар. 2007, 

Trubiani и сар. 2010). Наше PL-MSC су такође SSEA4+, с тим да је процентуална 

заступљеност овог маркера најнижа међу свим осталим анализираним маркерима и 

креће се у распону 6.3±1.8%. Ови налази, заједно са експресијом STRO-1, додатно 

упућују на претпоставку да је матичност ове субпопулације MSC ограничена. 

Поред ових маркера, интересантни резултати су добијени за CD44 чија је 

експресија знатно варирала између различитих линија од 9.1% до 55.5%. CD44 је 

површински гликопротеин који посредује у међућелијским интеракцијама, 

ћелијској адхезији и миграцији. За CD44 је показано да је експримиран на 

мембрани лимфоцита и фибробласта и да заправо представља један од главних 

рецептора за хијалуронан (Aruffo и сар. 1990, Culty и сар. 1990, Lesley и сар. 1990). 

Осим тога, CD44 је исказан и на хематопоетским ћелијама (Stauder и сар. 1995), 

делимично на PBMC (Salles и сар. 1993) као и у реактивним лимфним чворовима 

(Arch и сар. 1992, Stauder и сар. 1995). Обзиром да динамика експресије овог 

маркера на MSC није довољно испитана, за сада немамо одговор шта је у основи 

варијабилне експресије CD44 на PL-MSC. 

Осим способности да адхерирају за подлогу, експресије основних 

специфичних површинских маркера za MSC као и експресије појединих маркера 

карактеристичних за ембрионске ћелије (SSEA4), испитали смо и какав је степен 

пролиферације, oдносно које је време потребно да PL-MSC достигну потпуну 

конфлуентност. Овај податак био је неопходан у циљу одређивања капацитета 

ћелијских линија за самообнављање и планирања динамике будућих испитивања. 

Праћењем пролиферације ћелија, показали смо да се у току прва 3 дана број ћелија 
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споро повећавао што је у литератури познато као спора „lag“ фаза раста. Затим је 

следио период интензивне пролиферације (експоненцијални раст) који је у просеку 

трајао од 4. до 9. дана култивације. Ћелије су достизале плато у просеку између 7. и 

9. дана. Овакав сигмоидни карактер криве раста временски је јако мало варирао 

међу анализираним линијама PL-MSC, тако да је просечно време за које је 

долазило до дуплирања популације (PDT) износило 1.4±0.4 дана. Оваква кинетика 

раста је бржа у односу на неке друге типове денталних MSC (Tomić и сар. 2011) 

што може указивати да у току инфламације постоји потреба за њиховим бржим 

умножавањем. Осим теста пролиферације, показали смо да PL-MSC имају 

способност да формирају колоније, што је још један од критеријума којима се 

дефинише минимум услова за њихову матичност (Dominici и сар. 2006). 

5.2. In situ локализација PL-MSC 

Једно од најинтригантнијих питања које се односи на порекло MSC у ткиву је 

остало и даље нерешено и представља изазов за истраживаче. Због тога је и један 

од наших циљева постављених у овој студији био да испитамо каква је in vivo 

експресија маркера којима су идентификоване PL-MSC in vitro, и који би од њих 

могао бити погодан за идентификацију MSC у PL. При томе се пошло од сазнања 

да су MSC у ткиву, укључујући и денталну пулпу, популација перицита (Corselli и 

сар. 2012) али да највећи број литературних података показује да MSC маркери 

нису ћелијски специфични (Sharpe 2016). Такође, инфламацијско ткиво као што су 

PL, може бити стимулатор миграције MSC из крви на место запаљења као и да 

васкуларна мрежа у PL може имати другачије карактеристике у односу на здраво 

везивно ткиво периодонталног лигамента (Schulz и сар. 2009, Virtej и сар. 2013). На 

основу тога се могло претпоставити да се миграторне MSC могу наћи и ван 

васкуларних структура. 

У оквиру ове студије коришћен је и панел додатних маркера укључујући 

CD271, α-SMA (који детектује актин глатко-мишићних ћелија) и CD34 (маркер 

хематопоетских матичних ћелија али и ендотелних ћелија). Нажалост, упркос 

великом напору, укључујући и коришћење фиксираних ткивних пресека, где је 

морфологија боље сачувана у односу на криостатске пресеке, они нису уродили 

плодом. Заправо, наша дилема је и даље остала иста као и пре почетка 
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истраживања а то је да нисмо сигурни да ли су перицити, или субпопулација 

перицита једини могући кандидати за MSC у PL in vivo. 

Први маркер који је коришћен је CD146. Одабир је био на основу података да 

је он заједно са NG2 (антиген олигодендроцита из нервног ткива) и β рецептором 

за фактор раста порекла тромбоцита (енгл. platelet-derived groqth factor receptor 

beta – PDGFRβ) маркер перицита и један од најчешће коришћених маркера за 

изолацију перицита из различитих ткива (Crisan и сар. 2008, Bianco 2014, Vezzani и 

сар. 2016). До сада је познато да је CD146 испољен на ендотелу крвних судова, с 

тим да поједини периферни нерви, глатке мишићне ћелије такође могу бити 

CD146+ (Sers и сар. 1994). Ендотелне ћелије венула, капилара, артериола, затим 

перицити и глатке мишићне ћелије крвних судова синовијалне мембране зглоба у 

RA показују јаку позитивност на CD146 (Middleton и сар. 2005). У ткиву миокарда 

CD34+ ћелије ендотела капилара су окружене CD146+ ћелијама, при чему ова 

експресија корелира са NG2 позитивним перицитима (Crisan и сар. 2008). У 

Кроновој болести, CD146 је додатно експримиран и на мононуклеарном ћелијском 

инфилтрату (Middleton и сар. 2005). Повећана експресија CD146 је такође 

детектована и код неких неоплазми као што су меланоми, Капоши сарком или 

леиомиосарком (Shih 1999). Иако је CD146 маркер ендотелних ћелија, показано је 

да је његова експресија одсутна на ендотелу крвних судова хемангиома (Li и сар. 

2003). Наши резултати су показали интензивну експресију CD146 примарно везана 

за ендотелне ћелије, капилара и посткапиларних венула. Густина молекула је била 

изразита што се на ткивним пресецима PL огледала као снажна пребојеност. Број 

позитивних крвних судова је варирао у зависности од основне хистолошке слике. 

Посебно су анализирани перицити и оно што је за нас било помало изненађујуће је 

да је значајан број перицита био CD146-негативан. Интересантно је да смо на 

пресецима ткива укалупљених у парафин, уочили позитивност и на ћелијама 

инфламацијског инфилтрата али је она била значајно слабија у односу на ендотел 

крвних судова и периците. 

Следећи маркер који је анализиран је CD90. За CD90 је показано да је 

испољен на фибробластима, нервним ћелијама и хематопоетским матичним 

ћелијама (енгл. Hematopoetic stem cells, HSC) које су уједно и CD34+ (Saalbach и 

сар. 2000). Осим на популацији HSC, експресија CD90 маркера је показана и на 

популацији прогениторских ћелија хепатоцита у ткиву хумане феталне јетре 
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(Masson и сар. 2006), матичним ћелијама из фоликула длаке и кератиноцитима 

показано је да CD90+ кератиноцити имају већу стопу раста и способност 

формирања ћелијских колонија у односу на CD90- кератиноците (Nakamura и сар. 

2006, Mercati и сар. 2009). У ткиву PL које смо испитивали, позитивност на CD90 je 

уочена доминантно на васкуларним елементима (артериоле, капилари и пост-

капиларне венуле), a интензитет бојене реакције је био снажан. Осим на крвним 

судовима, CD90 је био експримиран и у строми PL (периваскуларни регион) где је 

степен експресије био умереног интензитета. Пажљивом анализом обојених 

структура и појединачних ћелијских елемената уочили смо да је експресија CD90 

присутна на фибробластима, перицитима, глатко-мишићним ћелијама, 

појединачним ћелијама фибробластоидне морфологије, али слабије и на неким 

инфилтришућим ћелијама. Према томе, на основу овако широке дистрибуције 

CD90 молекула, осим перицита, ни једна од других CD90+ ћелија не би могла бити 

кандидат за MSC. 

Када је у питању експресија CD105 литературни подаци показаују да је овај 

молекул превасходно испољен на ендотелним ћелијама пролиферишућих крвних 

судова (крвни судови ембриона или новоформираним крвним судовима у току 

зарастања ране) (Duff и сар. 2003), затим на крвним судовима у инфарктном ткиву 

(Krupinski и сар. 1996), кожи захваћеној псоријазом (van de Kerkhof и сар. 1998), у 

ткиву инфламиране синовије зглоба код RA (Honsawek и сар. 2009) али и у строми 

и у близини крвних судова различитих тумора (Burrows и сар. 1995, Kumar и сар. 

1999, Yu и сар. 2007, Wang и сар. 2013). Код RA и остеоартритиса (OA) показано је 

да је експресија CD105 детектована у нивоу ендотела мањих крвних судова као 

што су венуле, капилари и артериоле, али су субинтимални МØ и фибробласти 

такође CD105+ (Middleton и сар. 2005). Анализирајући криостатске и парафинске 

препарате наших PL запазили смо да је експресија CD105 маркера заступљена на 

крвним судовима, првенствено у нивоу ендотела артериола, капилара и пост-

капиларних венула. Интересантно је да је експресија на перицитима била слабија у 

односу на ендотелне ћелије. Осим крвних судова у строми гранулома оучавају се 

појединачне CD105+ ћелије које по морфологији подсећају на фибробласте и МØ, 

као и бројне појединачно позитивне ћелије у зони инфилтрата. На основу ових 

налаза такође се може закључити да ли су неке CD105+ ћелије ван васкуларних 

структура MSC. 
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Осим што је иницијално показано да је CD73 маркер субпопулације Т и B 

лимфоцита (Yang и сар. 2005), овај молекул је испољен и на ендотелним ћелијама 

крвних судова (Airas и сар. 1997), перицитима (Mlodzik и сар. 1995), фоликуларним 

дендритским ћелијама (Airas 1998), али и епителним ћелијама (Strohmeier и сар. 

1997), фибробластима (Nemoto и сар. 2004), кардиомиоцитима (Carneiro-Ramos и 

сар. 2004), неуронима и олигодендроцитима (Maienschein и Zimmermann 1996), 

остеобластима (Jiang и сар. 2005), као и ћелијама трофобласта (Lee и Ford 1988). 

Ми смо показали да је CD73 такође заступљен на васкуларним елементима 

првенствено посткапиларним венулама у нивоу ендотела али и на инфилтришућим 

ћелијама у близини крвних судова и МØ. Позитивност перицита није била лако 

детектабилна због дифузне пребојености васкуларних структура. 

Експресија CD166 је иницијално показана на различитим ткивима у току 

ембриогенезе (van Kilsdonk и сар. 2008), али и на ћелијама са високим 

пролиферативним потенцијалом као што су ћелије тумора (меланом, колоректални 

карцином, карцином панкреаса) (Weichert и сар. 2004, van Kilsdonk и сар. 2008, 

Kahlert и сар. 2009). Осим туморских ћелија различити типови MSC (BM-MSC, AТ-

MSC и D-MSC) такође испољавају CD166 (De Ugarte и сар. 2003, Đokić и сар. 

2012). Анализом дистрибуције CD166 у PL показали смо да је овај маркер испољен 

на епителним тракама Маласезових острваца, али и појединим мањим крвним 

судовима (артериоле, капилари и венуле). Такође се уочава и позитивност 

перицита. 

CD271 је ниско-афинитетни рецептор за неуралне факторе раста  

(неутрофине) и осим на неуралним ткивима у процесу неурогенезе идентификован 

је и на различитим популацијама MSC међу којима BM-MSC (Rasini и сар. 2013) и 

PDLSC (Park и сар. 2011). У литератури је описана ко-експресија овог маркера са 

CD90 и CD73 маркерима у ткиву костне сржи (око 10%) (Quirici и сар. 2002), затим 

у око 10%-20% у масном ткиву (Kuci и сар. 2010) с тим да је знатно већи проценат 

CD271+ ћелија (>50%) истовремено позитиван и на CD34. Међутим, CD271 je у 

високом проценту испоњен од стране BM-MSC и AT-MSC (Jones и сар. 2002, 

Quirici и сар. 2010) у култури. Ми смо показали да је експресија CD271 у ткиву 

грануломатозне PL има сличну дистрибуцију као и CD166 маркер с тим да је 

карактерише знатно јача позитивност него што је то случај са CD166. 
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Као што је напоменуто CD56 (NCAM) молекул је маркер NK ћелија (Roothans 

и сар. 2013) али је његова експресија идентификована и на ћелијама базалног слоја 

епидермиса коже, ткиву око знојних жлезда и перифоликуларно у односу на 

булбус длаке (Terada 2013). Осим тога, експресија CD56 је показана и на 

популацији BM-MSC и доводи се у везу са повећаним остеоиндуктивним 

потенцијалом ових ћелија (Battula и сар. 2009). Ми смо показали да је експресија 

овог молекула у ткиву PL умереног интензитета и присутна је на крвним судовима 

мањег дијаметра (претежно капилари). Такође смо показали да се у строми PL 

налазе појединачне CD56+ ћелије, али да експресија на перицитима није била јасно 

детектабилна. 

Показано је да је α-SMA експримиран у пределу спољашње стране фоликула 

зуба у развоју, на ћелијама стелатног облика (Hosoya и сар. 2006), затим на 

ендотелу капилара гингиве (лековима индукована хиперплазија) (Arora и сар. 

2016), глатким мишићним ћелијама крвних судова и перицитима здраве пулпе и у 

нивоу репаративних одонтобласта у раној фази формирања дентина након хемијске 

некрозе пулпе зуба (Yoshiba и сар. 2012). Ми смо на основу имунохистохемијскe 

анализе серије криостатских пресека PL константовали да је експресија α-SMA 

заступљена на већим крвним судовима (артериоле и венуле) и пост-капиларним 

венулама, као и да је експресија овог маркера јаког интензитета. Перицити су 

највероватније такође позитивни, обзиром да се се њихова обојеност стапала са 

ендотелним и вероватно глатко-мишићним ћелијама васкуларних структура. 

У литератури је показано да је експресија STRO-1 присутна на крвним 

судовима ткива коже уз одсуство позитивности у строми, затим у периваскуларном 

региону крвних судова хуманог тимуса, на артериолама (дијаметра 25µm и 45µm) и 

капиларима (10µm), на капиларима адипозног ткива заједно са α-SMA, док је на 

венулама овај антиген исказан у нивоу ендотела (Lin и сар. 2011). Јака STRO-1 

позитивност показана је у периваскуларном региону крвних судова који исхрањују 

зид аорте (vasa vasorum) (Lin и сар. 2011). Што се тиче експресије STRO-1 у ткиву 

гранулома, анализом на светлосном микроскопу, дошли смо до закључка да је она 

слабог интензитета и да има карактеристичну интрацелуларну локализацију а 

испољена је у близини крвних судова (перицити) и на појединачним ћелијама у 

строми гранулома, које одликује интрацелуларна локализација. Интересантно је да 

је ова позитивност детектована само у појединим регионима PL, да је по правилу 
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била слабијег интензитета што остаје да се у даљим испитивањима детаљно 

истражи. 

Као што је напоменуто, SSEA4 je испољен превасходно на ембрионским 

ћелијама, али и на нервним ћелијама (Jessell и Dodd 1985) и мултипотентним 

прогениторским ћелијама феталне јетре (Dan и сар. 2006). Често се помиње ко-

експресија SSEA4 и маркера неуралних прогениторских ћелија (CD133) (Barraud и 

сар. 2007). Што се тиче експресије SSEA4 у ткиву гранулома, према нашој анализи, 

она се једним делом поклапа са дистрибуцијом CD166 и CD271 маркера 

(Маласезове епителне траке), а другим делом има сличну дистрибуцију као и 

STRO-1, на шта указује известан број позитивних перицита и појединачно 

позитивних ћелија у строми PL. 

У склопу свега наведеног било је неопходно да се поново вратимо на почетак 

и продискутујемо наше налазе са најзначајнијим кључним сазнањима о односу 

перицита са MSC у различитим ткивима. 

Перицити, који су окружени базалном мембраном, успостављају блиске 

контакте са ендотелним ћелијама. Контакти се успостављају путем издужених 

продужетака који улазе у инвагинације мембране ендотелних ћелија (Caruso и сар. 

2009). На овај начин перицити равномерно дистрибуирају контрактилну енергију 

васкуларних глатко-мишићних ћелија (енгл. vascular smooth muscle cells - VSMC), 

са којима чине потпору микроваскулатуре. Обе популације припадају групацији 

периваскуларних ћелија (Vezzani и сар. 2016). Перицити су предоминантно 

локализовани око малих крвних судова (логитудинална оријентација, један слој), 

док су VSMC углавном позициониране око већих крвних судова, распоређених 

перпендикуларно, често у више слојева (von Tell и сар. 2006). 

Због свега наведеног дуго времена се сматрало да перицити чине део 

популације VSMC (Vezzani и сар. 2016). Међутим, каснија испитивања су показала, 

да иако оба типа периваскуларних ћелија могу потицати од истих прекурсора у 

току ембриогенезе, оне се фенотипски и функционално разликују. Истраживања су 

значајно интензивирана открићем да ткивни перицити могу имати својства MSC у 

култури (Vezzani и сар. 2016). 

Друга популација ћелија, која има сличности са перицитима, је популација 

тзв адвентицијалних ретикуларних ћелија које окружују синусоиде ендотелних 

ћелија у костној сржи и које заправо представљају аналоге перицита крвних судова 
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у другим ткивима. Адвентицијалне ретикуларне ћелије костне сржи имају 

способност диференцијације у MSC in vitro, и њих свакако не треба 

идентификовати са адвентицијалним ћелијама, фибробластоидног изгледа, које су 

локализоване око великих крвних судова (адвентицијални слој) (Vezzani и сар. 

2016). Адвентицијалне ћелије се фенотипски разликују од адвентицијалних 

ретикуларних ћелија по ограниченој способности диференцијације у друге типове 

мезенхимских ћелија, експресији CD34 маркера а одсуством експресије CD31 

(ендотелни маркер) и CD146 (маркер ендотелних ћелија и перицита) (Zimmerlin и 

сар. 2010). 

Перицити, који исказују CD146, NG2 и PDGFRβ, а које су негативне за CD34, 

CD56 и CD144 се разликују од миогених ендотелних ћелија (изолованих из 

скелетних мишића) које су CD34+CD56+CD144+. Изоловани перицити у in vitro 

условима се могу диференцирати у остеобласте, хондроците и адипоците док 

миогене ендотелне ћелије се додатно спонтано диференцирају у миобласте. 

Највећа непознаница је да ли су перицити једини прекурсори MSC у ткивима 

ван костне сржи. Пажљивом фенотипском анализом популације MSC изолованих 

по типичном протоколу и пропагираним у медијуму који подржава њихов раст (а 

који је коришћен и у нашем раду) и поређењем ових својстава са популацијом 

ћелија добијених од перицита (имуномагнетним пречишћавањем CD146+CD34-

CD45- популације) могу се уочити бројне разлике и оне у многоме зависе од типа 

ткива (Zuk и сар. 2001, Manini и сар. 2011, Vezzani и сар. 2016). 

Највећа разлика се односи на фенотипску хетерогеност MSC, добијених 

класичним методама ензимске дигестије што отвара питање и других 

потенцијалних извора MSC у ткивима (Vezzani и сар. 2016). У томе може бити и 

наш скромни допринос овим размишљањима, а који се укратко могу свести на 

неколико питања: 

1. Ако је само половина наших PL-MSC линија CD146+, да ли су оне 

добијене од различитих прогенитора, CD146+ перицита и CD146- 

популације MSC из других извора? 

2. Ако све периваскуларне ћелије око малих крвних судова (посебно 

посткапиларних венула) нису CD146+, којој популацији припадају CD146- 

ћелије у овом региону (популацији VSMC, субпопулацији CD146- 

перицита са MSC својствима другачијих од својстава MSC које су 
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пропагиране од перицита у култури ) или је то посебна субпопулација 

ћелија? 

3. Да ли је популација CD146- PL-MSC настала трансформацијом CD146+ 

ћелија током диференцијације? 

4. Да ли CD146+ и CD146- PL-MSC имају различит диференцијациони 

потенцијал и која од њих би могла бити погоднија за потрбе 

регенеративних терапијских потенцијала PL? 

Свако од наведених питања, а могло их је бити и још, представља основу за 

даља истраживања. 

Поред опсежних тестова, спроведених са циљем што ефикасније 

карактеризације PL-MSC линије, базиране на својствима заједничким са већ 

окарактерисаним MSC из других ткива и органа, а у које спадају својство адхезије, 

способност да се самообнављају и формирају колоније, експримирају типичне 

MSC маркере (Dominici и сар. 2006) и неспецифичне MSC маркере (Sharpe 2016), 

било је неопходно испитати способност PL-MSC да се диференцирају у друге 

ћелије мезенхимског порекла. Наиме, последњи у низу критеријума које треба да 

испуњава испитивана ћелијска линија да би се могла сврстати у групу MSC је 

способност диференцијације у остеобласте, хондроците и адипоците у in vitro 

условима (Dominici и сар. 2006). У ту сврху се користе конвенционални 

диференцијациони медијуми (који су коришћени и у овој студији). Овим 

експериментима смо показали да се PL-MSC диференцирају у сва три типа ћелија 

мезенхимског порекла, при чему је забележен највећи афинитет према остеогеној а 

најмањи према адипогеној диференцијацији. Претпоставили смо да је овај феномен 

последица фенотипских карактеристика PL-MSC који се првенствено односи на 

јако високу базалну експресију CD56 (преко 90%) као и експресију CD271 (in situ 

локализација) а за које је на моделу BM-MSC показано да CD56+CD271+ 

популација поседује изражену остеобластну трансформацију (Battula и сар. 2009). 

У литератури се помињу различити фактори који поспешују остобластну 

трансформацију MSC из ткива орофацијалне регије (AlAmer и сар. 2016). Тако је 

показано да DFSC повећано експримиирају ALP када су култивисане на 390C 

(Rezai Rad и сар. 2013), VEGF поспешује акумулацију калцијума и активност ALP 

у култури PDLSC (Lee и сар. 2012), витамин D3 инхибира пролиферацију и 

поспешује остеогену диференцијацију PDLSC (Tang и Meng 2009), култивација на 
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3-D носачима попут најсавременијих био-керамичких композита такође поспешује 

остеогену диференцијацију PDLSC (Xia и сар. 2011). Интересантни су подаци из 

скорашње литературе којима се остеогена диференцијација доводи у негативну 

спрегу са адипогеном (James 2013). Наиме ови аутори указују на значај 

проостеогених/антиадипогених фактора као што су β-катенин зависни Wnt 

сигнални пут, као и проостеогених/проадипогених стимуланса (BMP и IGF). 

Можда је управо овакав модел израженије остеогене диференцијације одлика и 

наших PL-MSC, што остаје да се у наредним експериментима испита. 

Осим остеогене и адипогене диференцијације, показали смо да се PL-MSC у 

току 14 дана диференцирају у хондроците као што је то показано и за MSC из 

других ткива (Zavan и сар. 2007). Осим тога у ранијим публикацијама из ове 

лабораторије је показано да је хондрогена диференцијација MSC детектована 

превасходно по ободу пелета, док је у средишњим деловима она била слабијег 

интензитета (Đokić и сар. 2012). Такође су DP-MSC, у односу на PL-MSC, имале 

знатно израженији хондрогени потенцијал. Независно од тога што је за 

регенарицију коштаних дефекта у PL најзначајнија остеогена диференцијација PL-

MSC, обзиром на лаку доступност PL које се рутинским хируршким методама 

одстрањују, a MSC релативно једноставно успостављају, потенцијал ових ћелија да 

се диференцијацирају у све три линије ћелија мезенхимског порекла, може бити од 

велике важности за потенцијалну ћелијску терапију различитих обољења. 

5.3. Функционална поларизација PL-MSC 

Пре него смо започели кључне експерименте у оквиру овог пројекта било је 

неопходно дефинисати функционални потенцијал PL-MSC. Најпре смо пошли од 

претпоставке да PL-MSC, обзиром да су изоловане из хроничног грануломатозног 

ткива, могу имати друкчија функционална својства у односу на MSC из 

периодонталног лигамента. Наиме Liu и сар. (2012) су недавно показали да MSC 

изоловане из инфламираног периодонталног лигамента, добијеног након 

екстракције зуба због хроничне пародонтопатије, имају знатно мањи 

имуномодулацијски потенцијал у односу на MSC из здравог периодонталног 

лигамента. 

MSC поседују велику функционалну пластичност (Gazdić и сар. 2015). Иако 

је њихова функција превасходно имуносупресивна, оне ово својство стичу тек 
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након активације, најчешће у присуству снажних про-инфламацијских медијатора. 

Waterman и сар. (2010) су по први пут дефинисали овај тип MSC као MSC2, по 

аналогији на имуносупресивни (М2) тип макрофага. Међутим неки стимулатори, 

као што су мале дозе LPS (агонист TLR4) могу довести до поларизације MSC у 

MSC1, тзв. проинфламацијски фенотип, слично фенотипу М1 макрофага 

(Waterman и сар. 2010, Gazdić и сар. 2015). Због тога је наша идеја била да 

проверимо функционалну трансформацију PL-MSC у MSC1 односно MSC2 тип у 

присуству бактеријских продуката, продуката распаднутог ткива или 

инфламацијских медијатора, који се иначе налазе у ткиву PL. 

Испитивања су дизајнирана тако да је процењиван одговор PL-MSC у 

култури у присуству стимулуса који активирају поједине TLR или цитокинске 

рецепторе, у смислу продукције цитокина или експресије појединих маркера. У 

истраживању се пошло од чињенице да је поларизација MSC условљена је врстом 

и концентрацијом стимуланса. PL-MSC би у раној фази инфламације, када су 

стимулисане са малим концентрацијама IFN-γ, TNF-α и LPS-ом, слично другим 

MSC, могле да испоље MSC1 фенотип и фаворизују Тh1 имунски одговор 

активацијом неутрофила и додатним повећањем укупно продукованог TNF-α од 

стране активираних T лимфоцита (Dazzi и Krampera 2011). Meђутим, како процес 

инфламације напредује, велика концентрацја TNF-α/IFN-γ би могла довести до 

формирања имунорегулацијског MSC2 фенотипа, када ове ћелије повећано 

продукују IDO-1, TGF-β, IL-10 и PGE2 чиме фаворизују Th2 имунски одговор 

(Gazdić и сар. 2015). Слично поларизујуће својство има Poly I:C, агонист TLR3 

(Waterman и сар. 2010). Оба рецептора (TLR3 и TLR4) су испољена на денталним 

MSC али њихова експресија варира у зависности од типа MSC (Tomić и сар. 2011). 

До сада није испитивана њихова експресија на PL-MSC. 

Истраживања Waterman-a и сар. (2010) на комерцијалним хуманим MSC 

(највероватније из костне сржи) су показала да краткотрајна стимулација MSC са 

LPS-ом (<1 час) доводи до повећања продукције IL-6, IL-8 и IL-4 што се 

карактерише као MSC1 поларизација. MSC1 ћелије такође повећано продукују 

VEGF, FGF2, IGF-1 и HGF (Crisostomo и сар. 2008). Наши резултати су показали да 

LPS повећава продукцију IL-6 и IL-8 што је у складу са литературним подацима 

али да не модулира експресију IL-4. Треба напоменути да је продукција IL-4 у 

нашим културама PL-MSC била веома ниска, тако да се поставља питање колико је 
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овај налаз у суштини функционално значајан. Такође, осим поменутих цитокина 

PL-MSC су након третмана са LPS повећано продуковале IFN-γ, који је такође про-

инфламацијски цитокин, значајан за стимулацију и одржавање Th1 одговора 

(Smeltz и сар. 2002). Међутим када је у питању експресија IDO-1 у литератури је 

показано да активацијом TLR4 не долази до промене у експресији овог молекула 

(Waterman и сар. 2010), боље речено, повећање је минимално и без статистичке 

значајности, док смо ми у култури LPS стимулисаних PL-MSC детектовали 

значајно повећање процента ћелија које су експримирале IDO-1 у односу на 

нестимулисане ћелије. Иако је IDO-1 маркер MSC2 поларизације, ове резултате 

треба интерпретирати са опрезом, обзиром да ранија истраживања из ове 

лабораторије јасно показују да модулаторни ефекат LPS-a на експресију IDO-1 

зависи од типа денталних MSC. У том контексту одговор PL-MSC може бити 

различит, а такође се може повезати и са хетерогеношћу ћелија у оквиру PL-MSC. 

Такође, стимулација LPS у току 24 часа свакако може додатно мењати 

функционални статус PL-MSC. Због тога се генерално може претпоставити да 

наше испитиване PL-MSC линије одговарају на стимулацију LPS-ом у правцу 

диференцијације у функционални про-инфламацијски, MSC1 тип, али су нека 

својства другачија у односу на класични MSC1 фенотип. 

Као што је већ истакнуто, стимулацијом TLR3 долази до поларизације у 

смеру МSC2 фенотипа, који карактерише вишеструко повећана експресија IDO-1 и 

повећана продукција IL-6 и IL-4, а смањена продукција IL-8 и TGF-β (Waterman и 

сар. 2010). Ми смо у култури PL-MSC након третмана са Poly I:C нашли да је 

експресија IDO-1 као и продукција IL-6 значајно повећана у односу на 

нестимулисане PL-MSC што је у складу са литературним подацима, али у нашим 

експерименталним условима није дошло до значајне модулације продукције TGF-

β. Oсим овог феномена запазили смо да је након третмана са Poly I:C у култури PL-

MSC дошло до повећања продукције IL-1β, TNF-α, IL-12p70, IL-10 и IL-27. 

Повећана продукција IL-10 и IL-27 је у складу са имуносупресивном функцијом 

MSC2 ћелија али разлог повећању проинфламацијских цитокина IL-1β и TNF-α 

није јасан. То може бити последица друге стимулације ћелија са агонистом који 

мења њихов функционални потенцијал или различитог одговора PL-MSC на Poly 

I:C у односу на MSC из других извора. 
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Осим ефекта до којих доводи TLR4 и TLR3 стимулација, испитали смо какав 

је ефекат лигације TLR2 рецептора помоћу Pam3CSK4 на PL-MSC поларизацију. 

На основу приказаних резултата из којих се види да се на Pam3CSK4 

стимулисаним PL-MSC повећава експресија IDO-1 и продукција IL-6 и TGF-β, 

може се претпоставити да TLR2 стимулација фаворизује MSC2 поларизацију. 

Међутим, TLR2 активиране PL-MSC су више продуковале IL-12 a мање IL-1β и IL-

27, што указује на комплексност ћелијског одговора који треба детаљније 

изучавати. 

Kоктел проинфламацијских цитокина је довео до повећања продукције IL-4 и 

IL-5 као и смањења продукције IL-8 и TGF-β што је у складу са публикованим 

подацима да у условима изложености високим концентрацијама про-

инфламацијских медијатора, MSC испољавају оптимални имуносупресивни 

потенцијал (Li и сар. 2012). 

Осим продукције цитокина запазили смо да након третмана са TLR 

агонистима и коктелом проинфламацијских цитокина долази до повећања 

експресије CD73. До сада нису објављени слични подаци у литератури. Показали 

смо да је базална експресија CD73 на PL-MSC висока, што је у складу са 

експресијом овог молекула на MSC из других ткива и органа (Riekstina и сар. 

2009), као и да је овај молекул део групе маркера којима се детерминише њихова 

матичност (Dominici и сар. 2006). Такође, у литератури је показано да CD73 

заједно са CD39 има кључну улогу у формирању цикличног аденозин моно-

фосфата (cAMP), као механизма за неутрализацију енормне количине ATP-a 

доминантно продукованог од стане гранулоцита у инфламацијом захваћеном ткиву 

указујући на анти-инфламацијску улогу ових екстрацелуларних молекула (Colgan и 

сар. 2006). Осим тога, улога овог молекула експримираног на ендотелним ћелијама 

крвних судова и аферентним лимфним судовима (Algars и сар. 2011) се огледа у 

повећању пропустљивости за гранулоците и њихову миграцију у ткиво. Обзиром 

да се PL-MSC практично налазе у перицитном региону, њихова улога у овом 

процесу се не може искључити, што поставља хипотезу да је CD73 маркер MSC1. 

Осим тога, PL-MSC свакако доприносе и смањењу AMP што идиректно доводи до 

смањења укупног ATP-a, на основу чега бисмо закључили да се CD73 може 

сврстати и у MSC2 маркере. Овакво објашњење није искључиво али ни коначно, 

обзиром на чињеницу да је базална експресија овог молекула на PL-MSC висока. 
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Очито се не може, бар на основу наших испитивања, закључити да је CD73 маркер 

функционалне поларизације PL-MSC односно MSC генерално. 

5.4. PL-MSC повећавају продукцију имунорегулацијских 

цитокина од стране PL-IC у култури 

Након фенотипске и функционалне карактеризације PL-MSC у наредним 

експериментима смо најпре желели да испитамо њихову интеракцију са локалним 

ћелијама које инфилтришу PL и представљају њихову значајну инфламацијску 

ткивну компоненту. Пошли смо од хипотезе да PL-MSC делују имунорегулаторно 

на PL-IC, обзиром да је њихов анти-инфламацијски ефекат у нашем претходном 

раду (Đokić и сар. 2012). Раније смо показали да PL-IC предоминантно чине 

лимфоцити, плазмоцити и ћелије урођене имуности (неутрофили и МØ) (Čolić и 

сар. 2009c). Овакав in vitro модел је требало да представља основу за даље 

проучавање интеракције PL-MSC и фагоцита. 

Ко-културом PL-MSC изолованих из асимптоматских лезија са PL-IC из 

асимптоматских лезија у којима су већ успостављени процеси контроле запаљења 

(Nair 2004, Čolić и сар. 2009c), показали смо по први пут да PL-MSC повећавају 

продукцију имунорегулацијских цитокина (IL-10, IL-27 и TGF-β) у ко-култури са 

PL-IC, с тим да су механизми којима то остварују различити. Заправо, резултати 

показују да је у ко-култури са директним контактом ћелија, као и у инсерту, где је 

контакт између ћелија био спречен, дошло до повећања продукције IL-10 и IL-27 

што је првенствено посредовано ефектом солубилних фактора, док је за повећање 

продукције TGF-β битан директан међућелијски контакт. Ови налази по први пут 

показују да PL-MSC локално, различитим механизмима, доприносе заустављању 

инфламацијских процеса повећавајући продукцију имунорегулацијских цитокина. 

Познато је да је IL-10 један од кључних имунорегулацијских цитокина са 

јаким анти-инфламацијским и имуносупресивним својствима. Наиме, IL-10 доводи 

до инхибиције Th1, Th2 и Th17 имунског одговора, NK ћелија и продукције 

проинфламацијских цитокина првенствено IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12 и TNF-α 

продукованих од стране МØ, неутрофила и DC. Главни извор продукције IL-10 су 

Treg, али и друге ћелије попут Th2 ћелија, неки CD8+ T лимфоцити, МØ, DC и PC 

могу такође продуковати IL-10. Постоји више механизама којима се описује 

активација гена који кодирају протеинску секвенцу за IL-10, с тим да је 
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најпознатији механизам који се остварује преко p38 сигналног пута (Preshaw и 

Taylor 2011). 

Само на основу ових експеримената не можемо тврдити којим тачно 

механизмом PL-MSC повећавају продукцију IL-10 од стране PL-IC, имајући у виду 

сложеност механизама којима интерреагују различите ћелије и цитокини у PL 

(Čolić и сар. 2009c). За сада, најбоље описан пут је интеракција између Th17 ћелија 

и Treg (Cheng и сар. 2014). Обзиром да PL-MSC доводе до смањења продукције IL-

17 од стране хуманих T ћелија (Colic et al., непубликовани резултати), може се 

претпоставити да је управо овај механизам присутан и на моделу интеракције PL-

MSC и PL-IC. Наравно, и други локално продуковани солубилни фактори од стране 

PL-MSC и PL-IC такође могу бити директно или индиректно узрок повећаној 

продукцији IL-10. 

TGF-β заједно са IL-10, има централну улогу у регулацији инфламције. 

Првенствено га продукују МØ, фибробласти, остеокласти и Treg. Иако продукција 

TGF-β доводи до повећаног прилива Ly и Mo у инфламацијом захваћено ткиво, 

TGF-β такође доводи до супресије њихове пролиферације и смањења продукције 

проинфламацијских цитокина (Travis и Sheppard 2014). Показано је да локалне 

ћелије у PL (Čolić и сар. 2009c, Popović и сар. 2015) такође продукују TGF-β, 

независно да ли се ради о syPL или asPL. Сходно томе може се претпоставити да је 

овај цитокин такође значајан за смањење инфламације у PL и регенерацију костију 

као патогномоничан маркер PL. PL-MSC, као и остале D-MSC продукују TGF-β 

(Tomić и сар. 2011, Đokić и сар. 2012). Међутим, обзиром да је у експерименту са 

PL-IC број PL-MSC био значајно мањи (1:10, у корист PL-IC), допринос у 

продукцији TGF-β од стране PL-MSC у ко-култури је занемарљив. Када се то узме 

у обзир, на основу добијених резултата о продукцији TGF-β дошли смо до 

закључка да PL-MSC повећавају продукцију TGF-β од стране PL-IC, као и да је за 

ово повећање првенствено одговоран директан контакт између ћелија. Иако нисмо 

испитивали молекуларне механизме којима долази до повећања продукције TGF-β 

у ко-култури, претпоставили смо да је интеракција између антиген презентујућих 

ћелија (APC) и Treg од круцијалне важности. Ова претпоставка се заправо базира 

на чињеници да је за настанак Treg, који су и главни извор TGF-β, одговоран 

директан ћелијски контакт између T ћелија, APC и највероватније и неких других 

ћелија (Preshaw и Taylor 2011). 
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IL-27 припада IL-12 фамилији цитокина и састоји се из компоненте кодирaне 

од стране Epstein-Barr virus стимулисаног гена 3 и p28 субјединице. IL-27 као и 

друга два члана IL-12 фамилије цитокина (IL-12 и IL-23), превасходно продукују 

активирани МØ и DC (Bosmann и Ward 2013). Резултати наших претходних 

испитивања показују да је експресија IL-27 детектована у ендотелним ћелијама али 

и PL-IC (Čolić и сар. 2009a). IL-27 је цитокин са проинфламацијским и 

антиинфламацијским карактеристикама (Bosmann и Ward 2013). Показано је да IL-

27 доводи до стимулације Th1 и смањења продукције Th17 цитокина од стране PL-

IC у syPL. Међутим, IL-27 доводи до супресије Th1 и Th2 имунског одговора код 

asPL (Čolić и сар. 2009a). На основу ових чињеница, претпоставили смо да је 

повећање продукције IL-27 од стране PL-IC у култури са PL-MSC последица 

њихове имуномодулаторне активности, обзиром да смо у експерименту користили 

asPL. Међутим није познато зашто је овај ефекат присутан само у инсерт систему, 

као и то који је разлог инхибиције продукције IL-27 у ко-култури са директним 

контактом између PL-MSC и PL-IC, што може бити предмет даљих истраживања. 

5.5. PL-MSC различито модулирају продукцију цитокина од 

стране локалних MNC 

Познато је да је ћелијски састав PL хетероген, што је последица динамичног 

развоја лезије у току којег доминантну улогу имају бактерије и имунске ћелије 

домаћина (Čolić и сар. 2009c, Marton и Kiss 2014). Показано је да се ћелијски састав 

asPL разликује од syPL по доминацији лимфоцитне популације у односу на друге 

ћелије, док код syPL предоминирају гранулоцити због егзацербације инфламације 

(Čolić и сар. 2009c). Обзиром на овакве разлике, пошли смо од претпоставке да PL-

MSC у зависности од типа лезије из којих су изоловане, могу имати различит 

утицај на MNC из asPL у односу на MNC из syPL. Oва претпоставка је проверавана 

у оквиру експеримената где је проучаван утицај PL-MSC на продукцију цитокина 

од стране as- и syPL-MNC у ко-култури in vitro. У циљу додатне стимулације 

продукције цитокина, културе су третиране PMA/Ca2+ јонофором како је 

сугерисано у раду (Collins 2000). Уклањањем гранулоцита as- и syPL-MNC су 

имале сличан ћелијски састав за разлику од хетерогености иницијалне популације 

PL-IC. 
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Добијени резултати су показали да су PL-MSC линије независно од типа 

лезије из које су успостављене имале сличан ефекат на продукцију цитокина, али 

да је одговор MNC био различит. Наиме, смањење продукције TNF-α и IL-1β од 

стране оба типа MNC био је очекиван феномен, што је у сагласности са већ 

показаним анти-инфламацијским својствима других типова MSC (Bansal и Jain 

2015, Hilkens и сар. 2015), што је такође у сагласности са претпоставком да су  PL-

MSC регулатори локалне инфламације. Познато је да TNF-α и IL-1β, доводе до 

стимулације инфламације и то остварују дејством преко одговарајућих рецептора 

на инфилтришућим и стромалним ћелијама у PL у циљу елиминације инфекције. 

Оба цитокина, индиректно, преко активације RANK/RANKL сигналног пута, 

поспешују процесе разградње кости, што је и основна карактеристика апикалног 

периодонтитиса (Nair 2004). 

Међутим, изгледа да је регулација продукције IL-8 од стране PL-MNC 

другачија у односу на TNF-α и IL-1β. Наиме, иако је његова продукција снижена од 

стране asPL-MNC, што смо показали и за укупне PL-IC (Djokic и сар. 2012), 

продукција IL-8 није била значајно промењена у култури syPL-MNC. Као што је 

познато IL-8 хемокин повећава прилив неутрофила на место инфламације (Wuyts и 

сар. 1998), а на његову продукцију утиче IL-17 (Čolić и сар. 2007). Како је показано 

да би IL-17 могао бити један од главних цитокина заслужан у процесима 

егзацербације инфламације у PL (Čolić и сар. 2007, Čolić и сар. 2009c), као и налаза 

да PL-MSC не доводе до значајне модулације продукције IL-17 од стране MNC 

добијених из крви и PL-IC (Đokić и сар. 2012), може се са великом вероватноћом 

претпоставити да је код syPL продукција IL-8 пожељна и да се за сада непознатим 

механизмима његова продукција не ограничава од стране PL-MSC чак ни у in vitro 

условима. 

Очигледно да је упркос сличном саставу MNC из syPL и asPL, њихов 

функционални одговор је различит. Овај феномен се нарочито запажа у контексту 

модулације продукције IL-10 у ко-култури. Заправо продукција овог цитокина била 

је повећана од стране asPL-MNC што није био случај са syPL-MNC. Као што је већ 

раније дискутовано, IL-10 је кључни имунорегулацијски цитокин, који доводи до 

супресије продукције цитокина од стране Th1, Th2 и Th17 ћелија, као и IL-6, IL-1β, 

IL-8, IL-12 и других (Gabrysova и сар. 2014). Такође је истакнуто да су Treg ћелије 

главни извор IL-10 (Gabrysova и сар. 2014) што је такође потврђено и код PL (Čolić 
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и сар. 2009b). Обзиром да је однос између Treg и IL-17 обрунутопро порционалан 

(Pitt и сар. 2012), може се претпоставити да је управо овај феномен одговоран за 

мању продукцију IL-10 у syPL. Ова чињеница иде у прилог хипотези да је 

супресија инфламације од стране PL-MSC током егзацербације инфламације 

супримирана. Остаје да се испита који су фактори укључени у контроли 

имунорегулацијских механизама PL-MSC у syPL. 

Међутим, PL-MSC доводе до повећања продукције TGF-β, и то од стране оба 

типа asPL-MNC и syPL-MNC. Овај налаз указује да TGF-β има значајнију улогу од 

IL-10 у регулацији имунског одговора у PL. На то указују и наши налази да су PL-

MSC важан извор продукције овог цитокина и које додатно стимулишу његову 

секрецију од стране других ћелија у PL. 

5.6. Интеракција PL-MSC и гранулоцита 

Кључни део резултата у оквиру овог пројекта се односио на испитивање 

двосмерних комуникација између PL-MSC и фагоцита, У том циљу било је 

неопходно да се најпре покаже да ли овакве комуникације, у смислу постојања 

блиских међућелијских контаката, постоје in vivo. Зато је најпре анализирана 

колокализација између PL-MSC и гранулоцита. Коришћен је CD146, маркер MSC и 

перицита и CD16 (маркер гранулоцита и NK ћелија), односно MPO маркер 

неутрофилних гранулоцита. Примењене су методе двоструке имуноензимске 

реакције и двоструке имунофлуоресценце (конфокална микроскопија). У анализи је 

посматрана колокализација гранулоцита у периваскуларном региону али и ван 

васкуларних елемената, под претпоставком да се MSC могу наћи и у строми PL ван 

васкулатуре. Ова хипотеза је базирана на способности прекурсора PL-MSC да из 

крви мигрирају у инфламирано ткиво. Наши резултати су показали периваскуларну 

колокализацију CD146+/CD16+ односно CD146+/MPO+ ћелија. Међутим, 

колокализација ван ових структура није сасвим поуздана, обзиром да изоловане 

CD146+ ћелије не морају бити MSC. 

Доказ о присусву блиских међућелијских контаката између PL-MSC и 

гранулоцита in situ је од великог значаја за разумевање међусобних интеракција 

обзиром да су мали крвни судови, пре свега посткапиларне венуле, места изласка 

гранулоцита из крви у ткива и да су перицити/MSC прве ћелије ван васкулатуре са 

којима они успостављају ћелијске контакте. 



 
 

 

 

Милан Марковић │ ДОКТОРСКА ДИСЕРТАЦИЈА │ 150 

Дискусија 

Имајући у виду да је инфлукс гранулоцита у периапексно ткиво први догађај 

у настанку запаљенске лезије карактеристичне за апексни периодонтитис, и 

чињенице да MSC могу бити трансформисане у правцу MSC1 и MSC2 подтипа in 

vitro, експерименте смо креирали тако да могу да имитирају овакве интеракције in 

vivo. У том контексту користили смо културу нестимулисаних гранулоцита из 

периферне крви или културу стимулисаних гранулоцита. За стимулацију су 

коришћени fMLP, познати фармаколошки агенс који доводи до „prajming“-а 

гранулоцита преко хемотаског рецептора за FMLP на гранулоцитима (Panaro и 

Mitolo 2008) и LPS, агонист TLR-4 који је снажан активатор како гранулоцита тако 

и PL-MSC. 

Ми смо у нашим експериментима показали да је продукција TNF-α значајно 

снижена у ко-култури како нестимулисаних тако и LPS и FMLP активисаних 

гранулоцита са PL-MSC у директном контакту и у систему са уметком. Обзиром да 

је продукција TNF-α у култури PL-MSC практично недетектабилна у односу на 

гранулоците, закључили смо да је снижење продукције овог цитокина у ко-култури 

највероватније последица ефекта солубилног фактора продукованог од стране PL-

MSC на гранулоците. Значај овог феномена би се могао тумачити у правцу 

смањеног прилива гранулоцита у инфламацијом захваћено ткиво. 

Други цитокин који је у овом моделу изучаван је IL-27. Овај цитокин 

припада IL-12 суперфамилији и да заједно са IL-12 и IL-23 има мултипле функције 

у оквиру механизама урођене и стечене имуности (Beadling и Slifka 2006). IL-27 

има велики значај за активацију NK ћелија, цитотоксичних Т ћелија и иницијалну 

диференцијацију Th1 ћелија и стимулацију про-инфламацијских процеса. 

Међутим, многе функције IL-27 се односе на инхибицију инфламације и имунског 

одговора (Bosmann и Ward 2013). Тако на пример, показано је да IL-27 инхибира 

формирање остеокласта у културама ћелија костне сржи (Kamiya и сар. 2007) и 

културама прекурсора остеокласта (Kalliolias и сар. 2010). Осим тога, раније 

публикације из наше лабораторије показују да IL-27 у хуманим периапексним 

лезијама, продукован од стране ендотелних ћелија и PL-IC, испољава како про-

инфламацијске тако и анти-инфламацијске ефекте (Čolić и сар. 2009a). Такође смо 

показали да је продукција овог цитокина у ко-култури PL-MSC са укупним PL-IC 

била повишена. Међутим, у овом моделу смо нашли да је продукција IL-27 у ко-

култури нестимулисаних гранулоцита била снижена у систему са директним 
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контактом. Када су гранулоцити активирани са fMLP продукција овог цитокина 

била снижена и у систему са уметком, што може бити последица ефекта 

солубилних фактора продукованих од стране PL-MSC. За разлику од тога, ниво IL-

27 у ко-култури PL-MSC са LPS активисаним гранулоцитима није био значајнo 

промењен у односу на контролу. Овакав резултат наводи на закључак да PL-MSC 

испољавају различит имуномодулацијски ефекат у зависности од типа 

инфламацијских ћелија и њиховог инфламацијског статуса. Ако се узме у обзир да 

IL-27 супримира адхезију гранулоцита индуковану са fMLP и ROS продукцију 

индуковану са LPS као и да повећава продукцију IL-1β али не модулира 

продукцију TNF-α од стране неутрофилних гранулоцита (Li и сар. 2010a), може се 

претпоставили да је снижена продукција IL-27 код нестимулисаних и fMLP 

активисаних гранулоцита, повезана са анти-инфламацијским механизмима PL-

MSC, а да би у интеракцији са LPS активисаним гранулоцитима PL-MSC могле 

деловати про-инфламацијски. 

Међутим, само на основу продукције TNF-α и IL-27 не може се са 

сигурношћу тврдити у ком смеру се одвија интеракција PL-MSC и гранулоцита. У 

том смислу, веома је важно како је модулисана продукција TGF-β, обзиром да се 

улога овог цитокина огледа у супресији продукције про-инфламацијских цитокина 

(Yoshimura и сар. 2010, Travis и Sheppard 2014). У ранијим публикацијама из наше 

лабораторије нађена је повећана продукција TGF-β у B типу PL (Čolić и сар. 

2009c), као и да TGF-β продукују бројне стромалне ћелије и инфилтришући 

лимфоцити укључујући T регулацијске лимфоците у PL (Čolić и сар. 2009b). Осим 

тога, егзогено додат у културу инфламацијских ћелија, TGF-β смањује продукцију 

про-инфламацијских цитокина у syPL (Gazivoda и сар. 2009). На протективну улогу 

овог цитокина у PL (гранулома) додатно указује негативна корелација између TGF-

β и RANKL (Fukada и сар. 2009). Наши налази показују да је у ко-култури PL-MSC 

и гранулоцита продукција TGF-β била повећана у ко-култури где су коришћени 

активисани гранулоцити, стимулисани са LPS-ом. Ови налази јасније указују на 

доминантну супресију имунских и инфламацијских процеса од стране PL-MSC, а 

који је мање изражен код снажније стимулације запаљења. Таква ситуација се 

дешава код егзацербације процеса у PL. 

Осим до сада анализираних цитокина у испитиваном моделу, највише нас је 

интересовало каква је продукција IL-6, обзиром да је у литератури показано да 



 
 

 

 

Милан Марковић │ ДОКТОРСКА ДИСЕРТАЦИЈА │ 152 

Дискусија 

међу 120 тестираних цитокина помоћу RT-PCR методе, управо IL-6 главни 

имуномодулацијски цитокин MSC (Park и сар. 2009). Такође је у многим 

публикацијама показано да је базална продукција овог цитокина у култури MSC из 

различитих ткива и органа висока (Blaber и сар. 2012, Chan и сар. 2012, Kyurkchiev 

и сар. 2014). Претпоставили смо да и PL-MSC, попут осталих типова MSC управо 

преко IL-6 путем одређених механизама могу усмеравати реакцију гранулоцита у 

PL. Један од механизама у који су различите MSC укључене, а заснован је управо 

на продукцији IL-6 од стране BM-MSC, W-MSC (енгл. Wharton's jelly) и 

трабекуларне кости (B)-MSC у ко-култури са ендотелним ћелијама крвних судова 

(EC), заснива се на смању осетљивости ЕC на проинфламацијске цитокинe (TNF-α, 

IL-1β, IFN-γ) што резултира смањеном експресијом адхезионих молекула и 

приливом неутрофила у ткиво (Luu и сар. 2013, Munir и сар. 2016). Наши 

резулатати показују да је продукција IL-6 у ко-култури PL-MSC и гранулоцита у 

директном контакту била повећана у односу на збир продукције овог цитокина у 

појединачним културама, за сва три испитивана модела гранулоцита 

(нестимулисани, LPS и fMLP активисани). Обзиром да је базална продукција IL-6 у 

култури PL-MSC значајно већа од продукције овог цитокина у култури 

неутрофилних гранулоцита, закључили смо да гранулоцити путем директних 

контаката утичу на PL-MSC да додатно повећају продукцију IL-6. На основу 

досадашњих резултата можемо претпоставити да су директни контакати PL-MSC и 

гранулоцита, из којих произилази снижена продукција TNF-α од стране 

гранулоцита и повишена продукција IL-6 од стране PL-MSC, узрок смањења 

прилива нових неутрофила у PL. Осим тога, недавни подаци указују на могућност 

МSC изолованих из илијачне кости (B-MSC) да мигрирају из васкулатуре 

парацелуларно, између EC и трансцелуларно, кроз EC у ткиво након стимулације 

ендотела са TNF-α (Teo и сар. 2012). У контексту ових литературних података, 

посматрано кроз призму интеракције PL-MSC и гранулоцита преко продукције 

поменутих цитокина, можемо претпоставити да се поред смањења прилива нових 

гранулоцита смањује и потенцијална миграција прекурсорних MSC из крви у PL. 

Овим пројектом нису обухваћена испитивања миграције PL-MSC, тако да је 

неопходно посебним експериментима тестирати ову хипотезу. 

Међутим, овако продуковани цитокини се не могу само посматрати у једном 

затвореном систему ког би чинила два типа ћелија као што су PL-MSC и 
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гранулоцити. Нарочито је то незахвално када се узме у обзир да и други фактори 

могу директно модулирати продукцију цитокина од стране ових ћелија 

појединачно. Тако се на пример, за разлику од свега до сада наведеног у вези 

повећане продукције IL-6, резултати могу дискутовати и другачије. Наиме, добро 

је познато да је IL-6 уједно и проинфламацијски и имунореглацијски цитокин 

(Scheller и сар. 2011), да има битну улогу у диференцијацији Th17 ћелија 

(McGeachy и Cua 2008) и одржавању баланса Tregs/Th17 (Kimura и Kishimoto 

2010). Недавно је предложен и нов модел Th17 диференцијације, у коме је показано 

да се наивне CD4+ T ћелије прајмоване од стране DC, након стимулације са IL-6 и 

TGF-β диференцирају у IL-17 продукујуће T ћелије (Geginat и сар. 2016). Обзиром 

да је у испитиваном систему интеракције PL-MSC и гранулоцита детектована 

повећана продукција IL-6 од стране PL-MSC и повећана продукција TGF-β од 

стране LPS активисаних гранулоцита, може се претпоставити да ови цитокини 

заједно утичу на диференцијацију Th17 ћелија. Ова хипотеза је у сагласности са 

већ публикованим резултатима да је продукција IL-17 значајно већа у култури PL-

MNC у односу на PB-MNC (Čolić и сар. 2007), као и на постојање позитивне 

корелације између продукције IL-17 и броја неутрофила у syPL (Čolić и сар. 2009c), 

што у клиничком погледу има везе са егзацербацијом акутних смптома PL. 

Најновији литературни подаци показују да је у стању сепсе миграција гранулоцита 

посредством fMLP-a у инфламацијом захваћено ткиво зависна од концентрације 

екстраћелијског ATP (Li и сар. 2016). Наиме, ови аутори су показали да се након 

смањења екстраћелијког ATP-a долази до реверзије усмерене миграције 

гранулоцита активисаних са fMLP. Ми смо показали да је експресија CD73 

молекула на мембрани PL-MSC повећана након третмана са агонистима TLR и 

коктелом проинфламацијских цитокина, што је у директној вези са метаболизмом 

екстраћелијског ATP-a. С тим у вези, PL-MSC би могле индиректно да утичу на 

повећање миграције гранулоцита у инфламирано ткиво. Овакво гледиште иде у 

прилог хипотезе да PL-MSC у интеракцији са гранулоцитима имају про-

инфламацијске особине. Међутим, ова претпоставка не мора бити и тачна, имајући 

у обзир да и PL-MSC и гранулоцити у току интеракције граде динамичан систем 

који зависи од фаза развоја лезије и различитих биохемијских активатора. Тако, на 

самом почетку PL-MSC су изложене утицају LPS-a, а доспели гранулоцити су 

неактивисани. У интеракцији таквих ћелија долази до смањења продукције IL-27 и 
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то путем директних контаката као и TNF-α путем солубилних фактора 

продукованих од стране PL-MSC. Главни солубилни фактор LPS-стимулисаних 

PL-MSC у тој фази је IL-6. С друге стране, неактивисани гранулоцити додатно 

доприносе повећању IL-6 од стране PL-MSC путем директних међућелијских 

контаката. Оваква интеракција, међутим, кратко траје, обзиром да гранулоцити 

након преласка из цитркулације у ткиво бивају рапидно активисани различитим 

бактеријским продуктима (fMLP и LPS). PL-MSC у интеракцији са гранулоцитима 

стимулисаних са fMLP битније не мењају продукцију цитокина. То значи да PL-

MSC у почетној фази развоја лезије делујући на смањење продукције TNF-α и IL-

27 од стране нестимулисаних и fMLP „прајмованих“ гранулоцита смањују њихов 

прилив у ткиво. Обзиром да оба цитокина, делујући на HEV, повећавају миграцију 

гранулоцита. С друге стране, PL-MSC истовремено путем деградације 

екстраћелијског ATP-a усмеравају приспеле гранулоците у одређени фокус ткива. 

У наредној фази гранулоцити бивају активисани са LPS-ом. Oвако активисани 

гранулоцити стимулишу повећање продукције TGF-β од стране PL-MSC, што 

заједно са IL-6 доводи до активације Th17 и следствене егзацербације 

инфламације, а што је праћено приливом свежих гранулоцита у PL. На основу 

наших резултата интеракције PL-MSC и гранулоцита се може претпоставити да PL-

MSC не утичу примарно на њихову миграцију из циркулације у PL, већ на 

унутарлезијско усмеравање. Недвосмислено је да томе највише доприносе 

цитокини, од којих је најзначајнији IL-6. 

Да је IL-6 у директној вези са повећаним преживљавањем неутрофила у PL 

говоре публиковани радови којима се имунобиологија овог цитокина повезује са 

анти-апоптотским ефектима. До сада је показано да IL-6 утиче на преживљавање 

бројних ћелија активацијом ћелија преко STAT-3 (Hodge и сар. 2005). Такође је 

показано да MSC из различитих ткива и органа путем IL-6 смањују апоптозу 

неутрофила у култури (Raffaghello и сар. 2008, Maqbool и сар. 2011, Zhu и сар. 

2014a). Зато је један од циљева наших истраживања био да проверимо да ли и PL-

MSC због својих специфичности имају сличан ефекат. Показали смо да је 

генерално апоптоза гранулоцита била снижена у свим испитиваним моделима ко-

културе, независно да ли се ради о директним контактима или систему са уметком. 

Оно што је на први поглед било упадљиво јесте да је смањење апоптозе у култури 

MSC и гранулоцита из PL било израженије (70% инхибиција) у односу на апоптозу 
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нестимулисаних гранулоцита из крви (45% инхибиција). Ова разлика је 

највероватније последица активације гранулоцита у PL. Обзиром да је сличан анти-

апоптотски ефекат показан и у систему са уметком могло се претпоставити да су 

солубилни фактори, продуковани од стране PL-MSC, највероватније одговорни за 

описани феномен. Имајући у виду налазе о знатној продукцији IL-6 од стране PL-

MSC и утицају овог цитокина на апоптозу претпоставили смо да је анти-

апоптотски механизам PL-MSC на гранулоците посредован са IL-6. Ову хипотезу 

смо најпре тестирали у експеримантима додавајући rhIL-6 у културу гранулоцита и 

резултате апоптозе упоредили са CM PL-MSC. Добијени резултати су показали да 

IL-6 смањује апоптозу гранулоцита на дозно зависан начин. Специфичност ефекта 

смо потврдили применом anti-IL-6 mAb. Међутим, реверзија апоптозе у култури 

гранулоцита са CM (74%) није била потпуна као у културама са rhIL-6. На основу 

ових података се могло закључити да иако IL-6 има доминантан утицај, смањењу 

апоптозе доприносе и неки други солубилни фактори продуковани од стране PL-

MSC. 

Већ је раније коментарисано да LPS активира гранулоците и да је LPS један 

од кључних индуктора у раној фази стварања PL и у процесима егзацербације. 

Такође је показано да LPS инхибира апоптозу гранулоцита (Sabroe и сар. 2003, 

Sabroe и сар. 2005). Овај процес се дешава још током њихове трансмиграције а 

повезан је са повећањем експресије бета-2 интегрина и снижењем експресије L-

селектина (Watson и сар. 1997, Zhou и сар. 2005). Ми смо такође потврдили да LPS 

такође инхибира апоптозу гранулоцита, а која је додатно инхибирана у ко-култури 

са PL-MSC. Ови налази се могу упоредити са појединим подацима из литературе 

који показују да MSC, стимулисане са Poly I:C, повећано продукују IL-6, G-CSF и 

GM-CSF што у ко-култури са неутрофилима доводи до повећања оксидативног 

праска (активације) али и смањења апоптозе неутрофилних гранулоцита (Cassatella 

и сар. 2011, Park и сар. 2012, Zhang и сар. 2014). У нашем моделу IL-6 би свакако 

могао бити цитокин који са LPS делује синергистички на инхибицију апоптозе 

гранулоцита. Међутим, у томе могу бити значајни и други фактори. У том 

контексту су интересантни налази да MSC из различитих ткива и органа, након 

стимулације са LPS-ом и малим количинама IFN-γ и TNF-α, повећавају продукцију 

IL-8 и фактора инхибиције миграције макрофага (енгл. macrophage migration 

inhibitory factor, MIF), што доводи до повећане активације и прилива неутрофилних 
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гранулоцита, а што даље смањује њихову апоптозу (Bartaula-Brevik и сар. 2014, 

Brandau и сар. 2014, Gazdić и сар. 2015). 

Такође смо испитивали улогу PL-MSC на апоптозу гранулоцита у систему где 

су ове ћелије стимулисане са fMLP. Познато је да изложеност гранулоцита 

хемоатрактантима попут fMLP доводи до формирања актинских псеудоподија тј. 

морфолошке поларизације у гранулоцитима (Wright и сар. 2010). Осим тога, fMLP 

у току 24 часовне стимулације доводи до повећања синтезе и ослобађања 

супероксидних јона (ROS) од стране неутрофила (функционална активација) при 

чему је истовремено повећана и њихова апоптоза (Kettritz и сар. 1997). Ми смо 

такође показали да је апоптоза гранлоцита након третмана са fMLP повишена. 

Разлика није била статистички значајна највероватније јер је спонтана апоптоза 

гранулоцита након 24 часа у култури била преко 80%. Међутим, PL-MSC су 

смањиле апоптозу гранулоцита активисаних са fMLP скоро као и у контроли из 

чега се може закључити да је њихов анти-апоптотски ефекат присутан у свим 

функционалним статусима гранулоцита (мирујући неактивисани гранулоцити – 

гранулоцити периферне крви; „прајмовани“ гранулоцити – гранулоцити третирани 

са fMLP; активисани гранулоцити третирани са LPS-ом и гранулоцити из PL). 

Из свега наведеног, може се генерално закључити да у интеракцији PL-MSC и 

гранулоцита in vitro, долази до формирања цитокинског миљеа карактеристичног 

за имунорегулацијски систем. Међутим, када се овај систем разматра у склопу 

једног патолошког ентитета, као што су PL, анализа је много комплекснија. У том 

контексту, смањење продукције проинфламацијских цитокина (TNF-α), a повећање 

продукције Tregs (TGF-β) и IL-6 доводи до повећаног преживљавања гранулоцита 

у PL због инхибиције апоптозе. Са друге стране индиректно долази до њихове 

мобилизације из циркулације у PL (повећање експресије CD73 на PL-MSC), као и 

стимулације прилива нових гранулоцита путем Th1/17 осовине (IL-6 и TGF-β), што 

је одлика про-инфламацијске активности, односно екгзацербације инфламације. 

Другим речима, са аспекта сагледавања функције PL-MSC, снижена продукција 

TNF-α и повећана IL-6 продукција у фази „прајмовања“ гранулоцита може довести 

до смањења осетљивости ендотелних ћелија у погледу трансендотелне миграције 

гранулоцита. Међутим, потпуна активација (стимулација са LPS-ом) поспешује 

прилив свежих гранулоцита у ткиво (комбинација IL-6 и TGF-β) истовремено 

смањујући њихову апоптозу in situ. Ови процеси могу бити од значаја за бољу 
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функционалну активност гранулоцита у циљу елиминације патогених микробских 

агенаса. 

5.7. Утицај NET-а на продукцију цитокина у култури PL-MSC 

Интеракцију MSC и гранулоцита, осим преко продукције цитокина и 

модулације апоптозе на in vitro инфламацијском моделу PL, додатно смо 

употпунили испитивањем ефекта NET-a на продукцију цитокина у култури PL-

MSC као и утицаја PL-MSC на процес NET-озе, вођени чињеницом да одређени 

проценат неутрофила улази у процес NET-озе индуковане бактеријским 

метаболитима, коју за разлику од апоптозе карактерише руптура плазма мембране 

и ослобађање DNK у виду мреже (Amulic и Hayes 2011). NET је заправо вид 

механизма урођеног имунског одговора у оквиру којег неутрофили хватају и 

фиксирају микроорганизме у NET мрежама што их чини доступнијим како 

неутрофилима тако и осталим ћелијама имунског система (Brinkmann и сар. 2004, 

Urban и сар. 2006, Mantovani и сар. 2011). 

На основу ових чињеница најпре смо желели да проверимо да ли PL-MSC 

имају утицај на NET-озу имајући у виду налазе о њиховом анти-апоптотском 

ефекту на гранулоците. Међутим, након мерења NET-озе у култури нетрофила 

закључили смо да је уплив наших PL-MSC у овај вид механизма урођене имуности 

практично безначајан. Сходно томе претпоставили смо да је анти-апоптотски 

механизам PL-MSC или инхибиран фактором индукције NET-озе, или маскиран 

активацијом неутрофилних гранулоцита од стране NET индукујућих агенаса. 

Иако PL-MSC нису утицале на процес формирања NET-a, у наредним 

експериментима испитивали смо какав би утицај могао имати локално формирани 

NET на продукцију цитокина и пролиферацију PL-MSC у оквиру двосмерних 

комуникација са гранулоцитима. Ранија истраживања су показала да NET смањује 

продукцију IL-6 од стране DC активисаних помоћу LPS-а (Barrientos и сар. 2014). 

Међутим нисмо пронашли сличне резултате који се односе на MSC. Супротно 

очекиваном нашли смо да NET доводи до стимулације продукције про-

инфламацијских цитокина (IL-6, IL-8 и IL-12p70), на основу чега се може 

претпоставити да NET индукује MSC1 поларизацију. У том контексту, IL-6 би 

могао инхибирати апоптозу преосталих неутрофила у PL, док би IL-8 могао имати 

улогу у мобилизацији нових неутрофила из крви. IL-12 би, између осталих 
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функција, највероватније могао утицати на диференцијацију IFN-γ/IL-17 

продукујућих Th1/17 (exTh1/17) ћелија, одговорних за егзацербацију процеса 

(Geginat и сар. 2016). С друге стране, у култури PL-MSC стимулисаних NET-ом 

детектовали смо повећану продукцију појединих Th2 (IL-4) и Tregs цитокина (TGF-

β), али је продукција IL-5 и IL-10 остала непромењена у односу на контролу. У 

једној од наших ранијих публикација смо показали да DC диференциране у 

присуству про-инфламацијских цитокина и PL-MSC, индукују Тh2 поларизацију и 

стимулишу диференцијацију CD4+CD25highCD39+ Т регулацијских ћелија, што је 

праћено повећаном продукцијом TGF-β (Đokić и сар. 2013). У складу са овим 

резултатима може се претпоставити да повишена продукција IL-4 од стране PL-

MSC у присуству NET-а може подстицати диференцијацију DC in situ. Међутим, 

повећана продукција IL-6 и TGF-β може указивати да PL-MSC путем ових 

цитокина стимулишу Th17 ћелије (Geginat и сар. 2016). Такође је показано да IL-6 

ограничава Th2 диференцијацију у присуству IL-4 (Mayer и сар. 2014), што заједно 

указује на проинфламацијски модалитет деловања NET-a на PL-MSC а што може 

бити од значаја за поспешивање одбрамбених механизама у раној фази стварања 

PL или у току егзацербације запаљенских процеса. 

На крају поглавља о интеракцији PL-MSC и неутрофилних гранулоцита, у 

оквиру двосмерних комуникација са освртом на модулацију продукције цитокина у 

култури PL-MSC од стране NET-а, можемо рећи да повећана продукција IL-6, IL-8, 

IL-12p70, IL-4 и TGF-β сугерише на фаворизацију Тh17 имунског одговора. Овој 

хипотези иде у прилог и чињеница да продукција осталих Th2 цитокина (IL-5) и 

имунорегулацијских цитокина (IL-10) није значајно модулирана у систему NET-ом 

стимулисаних PL-MSC, као и да стимулација одређеног типа имунског одговора 

(Th1, Th2 и Tregs) зависи управо од ћелијских и структурних компоненти PL са 

којима PL-MSC комуницирају. 

5.8. Интеракција PL-MSC и MØ 

Последњи део овог пројекта се односио на испитивање интеракције PL-MSC 

и МØ у овиру које је испитивана експресија маркера и продукција цитокина од 

стране оба типа ћелија у ко-култури. Најпре смо по моделу који је примењен у 

проучавањима интеракције PL-MSC и гранулоцита, проверавали присуство 

међућелијских контаката између PL-MSC и МØ а на основу експресије маркера за 
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PL-MSC (CD146) и МØ (CD68). Анализом криостатских пресека ткива гранулома 

помоћу светлосног и конфокалног микроскопа, показали смо да PL-MSC остварују 

бројне међућелијске контакте са локално ткивним МØ у периваскуларном региону 

око крвних судова (артериоле и пост-капиларне венуле) али и у строми гранулома 

(контакти појединачних ћелија). Овакви налази су представљали основ за даље 

моделовање интеракција ових ћелија in vitro. 

Као што је већ раније описано, МØ се диференцирају од моноцита, након 

њихове миграције у ткиво при чему у току трансендотелне миграције бивају 

изложене дејству различитих фактора раста попут M-CSF и GM-CSF продукованих 

од стране локалних ћелија. У току ових процеса оне попримају фенотипске и 

функционалне карактеристике ткивно-специфичних MØ. У литератури је показано 

да у зависности од фактора раста моноцити могу попримити фенотип 

проинфламацијских (GM-CSF индуковани, М1) или имунорегулацијских (M-CSF 

индуковани, М2) ћелија (Sesia и сар. 2015). У складу са овим подацима, а у циљу 

постављања што вернијег модела за испитивање интеракције PL-MSC и МØ in vivo, 

у експериментима смо користили 3 типа МØ, спонтано диференциране (sMØ, без 

додатка фактора раста), мактофаге индуковане са M-CSF (mMØ) и индуковане са 

GM-CSF (gmMØ). 

Познато је да sMØ експримирају пан-макрофагни интрацелуларни (CD68) 

маркер карактеристичан за М1 тип, као и М2 маркер (CD206), што указује да су 

sMØ хетерогена популација ћелија, при чему је удео М2 макрофага скоро 4 пута 

већи у односу на М1 (Tedesco и сар. 2015). Осим тога показано је да LPS/IFN-γ 

стимулисане sМØ поседују фибробластоидну морфологију у култури за разлику од 

IL-4/IL-13 индукованих М2 макрофага који су углавном округлог облика (Vogel и 

сар. 2014, Tedesco и сар. 2015). Ми смо у нашим испитивањима показали да PL-

MSC доводе до смањења експресије CD206 молекула на sMØ, док је експресија 

CD73 била повећана што указује на повећану метаболичку активност ових ћелија. 

Са друге стране, нађена је снижена интрацелуларна експресија IL-10 и TGF-β као и 

продукција IL-13 (М2 индуктора) од стране sMØ у ко-култури са PL-MSC. На 

основу ових резултата може се закључити да PL-MSC фаворизују М1 поларизацију 

sMØ у ко-култури. Међутим, експресија TLR4 на sMØ је снижена што може 

указивати да sMØ смањују осетљивост на LPS. Међутим, продукција IFN-γ (M1 
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индуктора) и TNF-α је такође била снижена од стране sMØ у ко-култури са PL-

MSC, што иде у прилог М2 поларизације. 

До сада је показано да MSC преко IL-6 утичу на М2 поларизацију МØ тако 

што повећавају експресију CD206 молекула (Fernando и сар. 2014). Ми смо 

показали да је продукција IL-6 од стране PL-MSC повећана у ко-култури са sMØ, 

али да је истовремено експресија CD206 на sMØ снижена. С друге стране, исти 

аутори сугеришу да IL-6 у комбинацији са IFN-γ доводи до повећања продукције 

TNF-α од стране МØ. За разлику од тога, ми смо показали да је продукција TNF-α 

значајно снижена од стране sMØ. Сумирајући све резултате можемо закључити да 

PL-MSC предоминантно фаворизују М1 поларизацију при чему се може 

претпоставити да је повећана продукција IL-6 недовољна да усмери 

диференцијацију у правцу M2 фенотипа. Остаје отворена и друга могућност да је у 

хетерогеној популацији sMØ могућа диференцијација како у правцу М1 тако и М2 

субпопулације од стране PL-MSC. 

У наредним експериментима испитивали смо интеракцију PL-MSC и mMØ. У 

литератури смо пронашли податак да је експресија CD80 молекула повећана на 

mMØ након њихове М1 поларизације помоћу LPS/IFN-γ (Jaguin и сар. 2013). 

Овакав феномен запазили смо у нашим испитивањима интеракције PL-MSC и 

mMØ. Осим тога, нашли смо повећање еспресије CD86, CD73 и CD39 молекула на 

mMØ. Ранија истраживања су показала да је на IL-4 стимулисаним (М2) mMØ 

повећана експресија CD206, a снижена експресија CD14, док је експресија CD16 

повећана на IL-10 стимулисаним (М2) mMØ (Ambarus и сар. 2012). Ми смо 

показали да је експресија CD206 на mMØ повећана у ко-култури са PL-MSC, што је 

у складу са подацима из литературе. Међутим експресија CD14 молекула је такође 

била повећана, што је у супротности са литературом. Иако је продукција IL-10 у 

ко-култури PL-MSC и mMØ била повећана, експресија CD16 на mMØ није била 

значајно модулирана. У литератури је такође показано да је способност mMØ да 

поларизују у смеру М1 удружена са повећаном продукцијом TNF-α, IL-1β, IL-

12p40 (Jaguin и сар. 2013). Ми смо у нашим испитивањима показали да је 

продукција IL-1β, TNF-α, IL-8, IL-27 и IL-12p70 била снижена, као и 

интрацелуларна експресија IL-12p40 у од стране mMØ у ко-култури са PL-MSC. 

Обзиром да је продукција IL-1β, TNF-α, IL-27 и IL-12p70 била значајно снижена у 

ко-култури са директним контактом и уметком, претпоставили смо да је ово 
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последица утицаја солубилног фактора продукованог од стране PL-MSC, док су за 

снижење продукције IL-8 највероватније одговорни међућелијски контакти PL-

MSC и mMØ. Нашли смо да PL-MSC смањују и продукцију IFN-γ од стране mMØ 

у култури што можда смањује аутокрини ефекат овог молекула на mMØ у правцу 

М1 поларизације. Шта више, експресија неких Th2 (IL-4 и IL-5) и Тregs (IL-10 и 

TGF-β) цитокина у ко-култури ових ћелија је била повећана. Обзиром да је 

интрацелуларна експресија IL-10 и TGF-β била повећана у mMØ и непромењена у 

PL-MSC, претпоставили смо да је повећање продукције ових цитокина у 

супернатантима култура може бити последица утицаја PL-MSC на mMØ. 

Осим поменутих цитокина, наши резултати су показали да mMØ стимулишу 

IL-6 продукцију од стране PL-MSC и то путем директних међућелијских контаката. 

Обзиром да је за снижење продукције проинфламацијских цитокина одговоран 

солубилни фактор продукован од стране PL-MSC, као и да је од раније познато да 

MSC преко IL-6 повећавају експресију CD206 молекула на МØ (Fernando и сар. 

2014), претпоставили смо да је овај цитокин такође одговоран за смањење 

продукције Тh1 цитокина од стране mMØ. За овај феномен делом je можда 

одговоран и IDO-1. Показано је да IDO-1 поспешује диференцијацију моноцита у 

М2 (CD14+CD206+) макрофаге (Francois и сар. 2012). Наши резултати у складу са 

литературом показују да је IDO-1 интрацелуларна експресија у PL-MSC значајно 

повећана у ко-култури са mMØ, као и експресија CD206 и CD14 на mMØ. Подаци 

из литературе указују да је експресија CD206 маркера, карактеристичног за 

алтернативно активиране MØ, повећана као и интрацелуларна експресија IL-10 и 

IL-12 у sМØ у ко-култури са BM-MSC (Kim и Hematti 2009). Такође је у ко-култури 

са гигнивалним (G)-MSC осим повећане експресије CD206, нађена повишена 

продукција IL-10 и IL-6 а снижена продукција TNF-α (Zhang и сар. 2010b). 

На основу изнетих резултата, закључили смо да PL-MSC претежно 

фаворизују М2 поларизацију mMØ на тај начин што повећавају експресију CD206 

и CD14 молекула на mMØ, смањују продукцију проинфламацијских а повећавају 

продукцију Тh2 и Тregs цитокина. Осим тога mMØ утичу на PL-MSC да повећано 

продукују IL-6 и IDO-1. 

У последњем делу испитивана je интеракцијa PL-MSC и gmMØ. Познато је да 

gmMØ карактерише М1 фенотип (Sesia и сар. 2015). Досадашња истраживања су 

показала да у интеракцији плаценталних (p)MSC и gmMØ долази морфолошких 
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(издужена, фибробластоидна форма MØ прелази у звездасту), затим фенотипских 

промена gmMØ које карактерише повећање експресије CD14 и CD206, а смањење 

експресије ко-стимулаторних молекула CD80 и CD86. Такође је снижена 

продукција про-инфламацијских (IL-1β и IL-12p70), a повећана продукција 

имунорегулацијских (IL-10) цитокина (Abumaree и сар. 2013). У литератури је 

такође показано да је експресија CD206 и CD16 повећана на MØ у култури са АТ-

MSC (Adutler-Lieber и сар. 2013). Ми смо, слично овим налазима, показали да је у 

на gmMØ повећана експресија CD14 и CD16 молекула, док је истовремено снижена 

продукција про-инфламацијских цитокина (IL-1β, TNF-α, IFN-γ и IL-8). Продукција 

IL-1β, TNF-α и IFN-γ била снижена у ко-култури са директним контактом и 

култури gmMØ третираних са CM PL-MSC, на основу чега смо закључили да је 

солубилни фактор продукован од стране PL-MSC највероватније довео до снижења 

ових цитокина, док су за снижење продукције IL-8 одговорни директни 

међућелијски контакти. Међутим продукција IL-12p70 није била значајно 

промењена у ко-култури ових ћелија за разлику од IL-6 чија је продукција била 

повишена од стране PL-MSC, а за шта су највероватније одговорни директни 

међућелијски контакти PL-MSC и gmMØ. Продукција IL-6 je такође била 

повишена у култури gmMØ третираних са CM PL-MSC, што је последица 

продукованих солубилних фактора од стране PL-MSC. Осим снижења продукције 

про-инфламацијских цитокина од стране овако добијених gmMØ, показали смо да 

је продукција IL-4 и TGF-β повишена, док је истовремено снижена продукција IL-

13 у ко-култури PL-MSC и gmMØ. 

Осим поменутих маркера резултати показују да је експресија CD209 (DC 

sign) и CD1a такође повећана на gmMØ у ко-култури са PL-MSC. На основу само 

овог резултата може се рећи да je у популацији GM-CSF индукованих MØ 

присутан одређен удео DC. Међутим базална експресија CD11c (маркер MØ) на 

gmMØ је била око 80% и није битније модулирана у ко-култури са PL-MSC. На 

основу експресије ова два површинска маркера, може се рећи да се у процесу 

диференцијације са GM-CSF добија прелазна форма MØ са појединим 

карактеристикама DC. 

Сумарно, наши резултати показују да PL-MSC имају значајну и веома 

комплексну улогу у патогенези PL. У томе су битне двосмерне комуникације 

између PL-MSC и фагоцита (претежно гранулоцита и макрофага) које се остварују 
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преко директних контаката и солубилних фактора. Исход ових интеракција зависи 

од функционалног статуса како PL-MSC тако и фагоцита интеракције између MSC 

изолованих из запаљенских лезија и фагоцита, до сада нису испитивани на оваквим 

моделима и зато представљају погодну основу за дизајнирање нових 

експеримената, а у циљу бољег разумевања функције PL-MSC као циљних ћелија у 

терапији PL. 
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6. Закључци 

У складу са постављеним циљевима, а на основу добијених резултата могу се 

извести следећи 

ЗАКЉУЧЦИ: 

1. MSC успостављене из хуманих PL поседују морфолошке карактеристике 

фибробласта, поседују капацитет за самообнављање, формирају колоније у 

култури и показују експоненцијални ток раста, достижући плато у периоду 

између 5. и 7. дана. 

2. PL-MSC имају способност диференцијације у остеобласте, хондробласте и 

адипоците, при чему је потенцијал остеогенезе највећи а адипогенезе најмањи. 

3. PL-MSC испољавају маркере типичне за MSC других денталних ткива са 

највећом експресијом CD90, CD73, CD56, CD105 и CD166, умереном 

експресијом CD146 и CD44 и најмањом експресијом CD39, SSEA4 и STRO-1 

молекула. 

4. Ни један од испитиваних маркера на изолованим, и у култури пропагираним 

PL-MSC, није специфичан за MSC in situ. Највећи број маркера је испољен на 

ендотелу крвних судова капилара и посткапиларних венула као и појединих 

перицита, на основу чега се може претпоставити да је највероватније 

субпопулација перицита резервоар PL-MSC. 

5. PL-MSC су подложне деловању агониста TLR и проинфламацијских 

медијатора. 

6. LPS повећава експресију CD73 и IDO-1 као и продукцију IL-6, IL-8 и IFN-γ од 

стране PL-MSC. Poly I:C повећава експресију CD73 и IDO-1 и продукцију IL-

1β, TNF-α, IL-6, IL-12, IL-10 и IL-27. Pam3CSK4 повећава експресију CD73 и 

IDO-1 и продукцију IL-6 и IL-12 а смањује експресију CD166 и продукцију IL-

1β, TGF-β и IL-27. Коктел проинфламацијских медијатора (IL-1β, IL-6, TNF-α и 

PGE2) повећава експресију CD73, IDO-1, IL-4 и IL-5 а смањује продукцију IL-8 

и TGF-β од стране PL-MSC. 

7. PL-MSC, успостављене из асимптоматских PL, повећавају продукцију 

имунорегулацијских цитокина (IL-10, IL-27 и TGF-β) у култури од стране IC из 

асимптоматских PL. Ефекат PL-MSC на продукцију IL-10 и IL-27 је 



 
 

 

 

Милан Марковић │ ДОКТОРСКА ДИСЕРТАЦИЈА │ 

Закључци 

165 

посредован солубилним факторима а за ефекат на продукцију TGF-β су 

највероватније одговорни директни међућелијски контакти. 

8. PL-MSC изоловане из клинички различитих лезија (симптоматске и 

асимптоматске) имају сличан модулацијски утицај на PL-MNC, али је одговор 

PL-MNC различит. 

9. Sy PL-MNC смањују продукцију сва три проинфламацијска цитокина (IL-1β, 

TNF-α и IL-8), а повећавају продукцију TGF-β у ко-култури са PL-MSC. AsPL-

MNC смањују продукцију IL-1β и TNF-α а повећавају продукцију TGF-β и IL-

10 под истим експерименталним условима. 

10. PL-MSC (перицити) остварују блиске контакте са гранулоцитима и 

макрофагима in situ, што може бити основа њихових двосмерних комуникација 

показаних у in vitro испитивањима. 

11. PL-MSC смањују продукцију TNF-α од стране нестимулисаних и активисаних 

(LPS, fMLP) гранулоцита периферне крви путем солубилних фактора, док сва 

три типа гранулоцита посредством директних контаката стимулишу 

продукцију IL-6 од стране PL-MSC. PL-MSC такође смањују продукцију IL-27 

од стране fMLP активисаних гранулоцита преко солубилних медијатора, док 

LPS активисани гранулоцити путем директних контаката повећавају 

продукцију TGF-β од стране PL-MSC. 

12. PL-MSC инхибирају апоптозу, како нестимулисаних тако и стимулисаних (LPS 

или fMLP) гранулоцита периферне крви, као и гранулоцита из PL, 

највероватније путем директних међућелијских контаката и солубилних 

продуката, од којих IL-6 има доминантан ефекат. 

13. NET повећава продукцију IL-6, IL-8, IL-12p70, IL-4, TGF-β a смањује 

продукцију IFN-γ и IL-27 од стране PL-MSC у култури. 

14. PL-MSC смањују експресију CD206 и TLR-4 и продукцију TNF-α, IFN-γ, IL-13, 

IL-10 и TGF-β, а повећавају експресију CD73 од стране sМØ у култури, што 

указује на потенкцијалну диференцијацију sМØ у субпопулацију М1 фенотипа. 

15. PL-MSC повећавају експресију CD80, CD86, CD14, CD206, CD73 и CD39 и 

продукцију IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 и TGF-β, a смањују продукцију IL-1β, TNF-α, 

IL-8, IL-12p40, IL-12p70 и IFN-γ од стране mМØ, што указује на поларизацију 

mМØ у правцу М2 фенотипа. 
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16. PL-MSC повећавају експресију CD14, CD16, CD73, CD209 и CD1a и 

продукцију IL-4 и IL-6, a снижавају продукцију IL-1β, TNF-α, IL-8 и IFN-γ од 

стране gmМØ, што указује на њихову поларизацију у правцу М2 фенотипа. 

17. Све три субпопулације МØ стимулишу продукцију IL-6 од стране PL-MSC у 

ко-култури али различито модулирају фенотипска својства ових ћелија. 
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