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POPIS KRATICA

ESC - embrionalne mati¢ne stanice (engl. embryonic stem cells)

TSSC — tkivno specificne mati¢ne stanice (engl. tissue-specific stem cells)

hOMSC - ljudske mezenhimske mati¢ne stanice sluznice usne Supljine (engl. human oral
mesenchymal stem cells)

OMLP-PC - prastanice lamine proprije sluznice usne Supljine (engl. oral mucosa lamina
propria progenitor cells)

MSC - mezenhimske mati¢ne stanice (engl. mesenchymal stem cells)

MHC — glavni kompleks gena tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex)
HLA — ljudski leukocitni antigen (engl. human leukocyte antigen)

CD - leukocitni diferencijacijski biljezi (engl. cluster of differentiation)

BMMSC — mezenhimske mati¢ne stanice koStane srzi (engl. bone-marrow mesenchymal stem
cells)

IPSC — inducirane pluripotentne mati¢ne stanice (engl. induced pluripotent stem cells)

DPSC — maticne stanice apikalne papile (engl. dental papilla stem cells)

PBS — fosfatni pufer (engl. phosphate buffer saline)



TABLICA SADRZAJA

1. SAZETAK

2. SUMMARY
B UVOD ettt ettt ettt b et e e h ettt e e a e e bt et e st e nteenteeneenbeentas 1
3.1. Oralna sluznica: razvoj 1 hiStOlOgija .......cooueiiiiiiiiiiiiiiiie e 2
3.2. Oralne mezenhimske Mati€ne StANICE..........eeueeruerieriinieiienierie ettt 2
3.2.1. Imunosna svojstva mati¢nih stanica sluznice usne Supljine...........cccccceeveveereennennnen. 3
3.2.2. Diferencijacija mati¢nih stanica sluznice usne SUpljine.........c.ccceceevvervenerveneennennne. 4
3.2.3. Identifikacija mati¢nih stanica usne SUPLjine ............cceceevieriieniieriiienieeieeee e 4
3.2.4. Izolacija mati¢nih stanica usne SUPLJINe.........cceecveeruiirieeniieniieie e 5
3.2.5. Mati¢ne stanice sluznice usne Supljine kao izvor induciranih pluripotentnih
MALICNTN STANICA ....eieiiieiie ettt ettt e b e st e st e ebeesaeeens 5
3.3. Potencijalna primjena mati¢nih stanica sluznice usne Supljine...........ccccevceevienicenenne 5
4. HIPOTEZA ...ttt ettt ettt et a et e e ate st e s st e nbeente s e ensesneesseenseeneenseenee 7
S.CILIEVIRADA ...ttt ettt et sttt e e st ebe e st e e st e nseenseeneenseeneas 7
6. MATERIJALI T METODE ......oooiiiiiiiiiiiniieiteteeteee sttt st 7
6.1. Izolacija mati¢nih stanica sluznice usne SUpPLjine ............ccoeeveevieeiiieniiienienieeieeee e 7
6.3. Priprema podloga za diferencijaciju staniCa..........cceeccueeeviveeriieeniiieniieesieesiie e 8
6.4. DIferencijacija StANICA ....ccveeeruieeriieeriie ettt eriee et e et e et e e e e e e sabeesbreesbaeesaseeesabeeenaseeas 8
6.5. FIKSACIJA STANICA. ... eeeieeeiiieiieiteeieeetceee ettt 9
6.6. IMUNOCIEOKEMIJA .....eoiiiiiiiiiieiiieeeett et s 9
T REZULT AT ..ottt ettt et be et e st e seenaesseenseensaeneenseenseennans 11
7.1. Spontana diferencijacija STANICA ......ccoueeeriieeerieeeiieeertee ettt e et e ettt e e 11
7.2. Diferencijacija usmjerena prema ektodermalnim Stanicama..........cccceeevveevueenvernieennenns 12
7.3. Diferencijacija usmjerena prema mezodermalnim Stanicama ...........cceeeevveeruveerneeennne 13
8. RASPRAVA ...ttt ettt sttt s bt et et sat e b et esae e 14
9. ZAKLIUCCT ..ottt 16
LO. ZAHVALE ...ttt b et ettt et et e bt et e e sbeeaesanens 17
11. POPIS LITERATURE ..ottt ettt ettt sse et ssa e ennens 18

12, ZIVOTOPIS oo e 22



1. SAZETAK

Izolacija i diferencijacija mati¢nih stanica iz sluznice usne Supljine

Filip Kersié

Mati¢ne stanice sluznice usne Supljine su prvi put opisane prije pet godina. Kao i
druge mati¢ne stanice, posjeduju tri jedinstvene karakteristike koje ih razlikuju od bilo koje
druge stanice u nasem tijelu: samoobnavljanje, klonalnost te sposobnost diferenciranja u
nekoliko stani¢nih vrsta. Budu¢i da su mati¢ne stanice sluznice usne Supljine podrijetla
neuralnog grebena, pokazuju sklonost diferenciranja prema ziv€anoj stani¢noj lozi. Takoder,
ove stanice pokazuju antibakterijska te imunomodulacijska svojstva. Zbog ovih karakteristika,
obecavaju puno u terapiji brojnih bolesti.

Cilj ovog istrazivanja bio je napraviti in vitro analizu diferencijacije mati¢nih stanica
sluznice usne Supljine te dokazati njihovu sposobnost diferencijacije prema ektodermalnoj i
mezodermalnoj stani¢noj lozi. Rezultati su pokazali da se te stanice doista mogu diferencirati
prema ektodermalnoj lozi pri ¢emu su izrazavale biljege mati¢nih stanica (Oct4, Nestin 1
SOX2) te neurona (MAP2 i 3-tubulin). Takoder, izrazavajuci biljeg Osterix smo dokazali i

njihovu sposobnost diferencijacije prema mezodermalnoj stani¢noj lozi.

Klju¢ne rijeCi: maticne stanice sluznice usne Supljine, jedinstvene karakteristike,

multipotentnost, imunomodulacija



2. SUMMARY

Isolation and differentiation of stem cells from oral mucosa

Filip Kersi¢

Human oral mucosa stem cells (hOMSC) are a novel, stem cell population that was
described five years ago. As other stem cells, they possess three unique properties that make
them different from any other cell in our body. Those are: self-renewal, clonality and potency
to generate several differentiated cell types. hOMSCs are multipotent and have the ability to
differentiate down mesenchymal and neuronal lineages. What is more, these cells demonstrate
antibacterial and immunomodulatory properties. Due to these characteristics, they hold great
promises for the treatment of many pathologies.

The goal of our study was to perform in vitro analysis of differentiation of stem
cells from oral mucosa and prove their capacity to differentiate down ectodermal and
mesodermal lineage. As a result, we proved that those cells indeed have capacity to
differentiate into ectodermal lineage by expressing stem cell markers (Oct4, Nestin and
SOX?2), as well as neuronal markers (MAP2 and 3-tubulin). Moreover, by expressing Osterix

marker we proved that those cells can differentiate into mesodermal lineage.

Key words: human oral mucosa stem cells, unique properties, multipotency,

immunomodulation



3.UVOD

Mati¢ne stanice definiraju se kao stanice koje imaju sposobnost samoobnavljanja i
generiranja diferenciranih stanica (Weissman i sur., 2001; Smith, 2001). Mati¢ne stanice
imaju veoma vazne uloge u razvoju organa i djeluju kao jedan interni sustav popravka, koji se
je u stanju dijeliti i nadopunjavati druge stanice (Weissman, 2000; Morshead i sur., 1994).
Tijekom embrionalnog razvoja, tkiva su izgradena od pluripotentnih embrionalnih mati¢nih
stanica (Xiao i Nasu, 2014). One mogu dugo vremena ostati u stanju mirovanja, a nakon
podrazaja mogu se diferencirati u mati¢ne stanice koje su specificne za odredenu vrstu tkiva
(Potdar i Deshpande, 2013). Embrionalne stanice diferenciraju se u multipotentne maticne
stanice, a interakcije izmedu tih maticnih stanica rezultiraju nastajanjem visoko
specijaliziranih funkcionalnih tkiva i organa (Vainio i sur., 1993).

Zbog svojih svojstava, mati¢ne stanice su predmet intenzivnih istrazivanja, od
shvacanja osnovnih mehanizama koji poti¢u stvaranje tkiva, preko izrade modela ljudskih
bolesti, do njihove primjene u lije¢enju zamjenom stanica.

Ovisno o njihovom nastanku, mati¢ne stanice dijele se u dvije kategorije: embrionalne
maticne stanice ili ESC (engl. ,,embryonic stem cells*) i odrasle mati¢ne stanice, koje se
takoder nazivaju tkivno specifi¢ne mati¢ne stanice ili TSSC (engl. tissue-specific stem cells),
podrijetlom ili od fetusa ili od nekog pojedinca nakon rodenja (Slika 1.). Druga podjela
mati¢nih stanica je temeljena na njihovom razvojnom potencijalu, koja ih dijeli na

totipotentne, pluripotentne, multipotentne i unipotentne (Tablica 1.).

Embrionalna mati¢na stanica

Endoderm Mezoderm Ektoderm

matic¢na stanica
lucnog epitecla

hematopoetska

o -
mati¢na stanica ziv¢éana mati¢na

mati¢na stanica stanica
suSterace

mezenhimska mati¢na

mati¢na stanica stanica

probavnog trakta

mati¢na stanica koze

jetrena ovalna stanica - S
sr¢ana mati¢na stanica

mati¢na stanica dojkei
prostate . .
satelitska stanica mati¢na stanica oka
misica

matiéna stanica jajnika
1 testisa

Tkivno specifi¢cna mati¢na stanica

Slika 1. Shematski prikaz diferencijacije maticne stanice.




Tablica 1. Maticne stanice prema njihovom podrijetlu i razvojnom potencijalu. EMS-
embrionalna maticna stanica, TSMS-tkivno specificna maticna stanica.

EMS Stanice u stadiju morule, = Totipotentne stanice, Embrionalna i
Stanice unutra$njeg sloja | Pluripotentne stanice ekstraembrionalna tkiva
u stadiju blastociste Embrio

EMS Stanice epiblasta u Pluripotentne stanice Endoderm, mezoderm i
stadiju gastrule ektoderm

EMS Stanice endoderma, Pluripotentne stanice Sve somatske stanice
mezoderma i ektoderma

TSMS Stanice specifi¢nih tkiva | Multipotentne stanice Jedna ili vise vrsta

stanica ovisno o tkivu u
kojem se nalazi (npr.
hematopoetska mati¢na
stanica)

TSMS Stanice odredenog tkiva | Unipotentne stanice Jedna vrsta stanice (npr.
satelitska stanica misica)

3.1. Oralna sluznica: razvoj i histologija

Epitel sluznice usne Supljine nastaje od embrionalnog ektoderma, dok se epitel oko
jezika razvija kako iz endoderma tako i iz ektoderma (Winning i Townsend, 2000; Rothova i
sur., 2012). Mezenhimske strukture, poput veéine elemenata vezivnog tkiva, proizlaze iz
stanica kranijalnog neuralnog grebena (CNCC, engl. cranical neural crest cells) (Johnston i
Bronsky, 1995). Sluznica usne Supljine moze se opcenito podijeliti u tri podvrste:
mastikatornu, specijaliziranu i obloznu. U ljudi, mastikatorna i specijalizirana sluznica je
keratizirana i sastoji se od bazalnog, trnastog, zrnatog i roznatog sloja, dok je obloZna sluznica
nekeratizirana 1 sastoji se od bazalnog, trnastog, prijelaznog i povrSinskog sloja (Barrett i sur.,
1998). U svih epitelnih stanica, do dijeljenja stanica dolazi samo u bazalnom sloju (Jones 1

Klein, 2013).

3.2. Oralne mezenhimske maticne stanice

Oralne mezenhimske mati¢ne stanice uklju¢uju mati¢ne stanice pulpe, mati¢ne stanice
ispalih mlije¢nih zuba, mati¢ne stanice apikalne papile, mati¢ne stanice paradontnog
ligamenta te mezenhimske mati¢ne stanice zubnog mesa (gingive) (Huang i sur., 2009).
Medutim, novija zapaZanja pruzaju dokaze da lamina propria u sluznici usne Supljine odraslih
ljudi sluzi kao jedan rezervoar mezehimskih mati¢nih stanica s jasno izraZenim fenotipom
nalik neuralnom grebenu (Marynka-Kalmani i sur., 2010). Te se stanice smatraju
prastanicama lamine proprije sluznice usne Supljine (OMLP-PC, engl. oral mucosa lamina
propria progenitor cells), a koje su takoder poznate kao mati¢ne stanice ljudske sluznice usne

Supljine (hOMSC, engl. human oral mucosa stem cells) (Marynka-Kalmani i sur., 2010). Sve
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one pokazuju potencijal multidiferencijacije (Huang i sur., 2009) i pozitivne su na biljege
mezenhimskih mati¢nih stanica (MSC engl. mesenchymal stem cells) (Mao i Prockop, 2012).
Pored njihove multipotentnosti, MSC stanice pokazuju imunomodulatorne i protuupalne
funkcije 1 imaju sposobnost izbjegavanja imunoloSkog sustava zbog nedostatka ekspresije
MHC molekula klase II, $to predstavlja ogromnu potencijalnu prednost za strategije stani¢ne

terapije (Salem i1 Thiemermann, 2010).

3.2.1. Imunosna svojstva mati¢nih stanica sluznice usne Supljine

Maticne stanice ljudske sluznice usne Supljine OMSC pokazuju sli¢an imunofenotip
kao mezenhimske mati¢ne stanice kostane srzi (BMMSC, engl. bone marrow mesenchymal
stem cells), konstitutivno izrazavaju¢i HLA I, ali su HLA II negativne, §to ih ¢ini imunosno
privilegiranima (De Miguel 1 sur., 2012; Klyushnenkova i sur., 2005).

Meka tkiva usne Supljine stalno su izloZzena vanjskom okoliSu pa stoga predstavljaju
kriti¢nu toCku za ulazak potencijalno Stetnih bakterija. Medutim, kroni¢ne infekcije su rijetke,
potencijalno zbog antimikrobnih ¢imbenika koje izlu€uju rezidentne stanice unutar tkiva, kao
Sto je zlijezda slinovnica. Mati¢ne stanice sluznice usne Supljine izluuju osteoprotegerin
(OPG) i haptoglobin (Hp) u koncentracijama koje su dovoljno visoke za ostvarivanje
antibakterijskog djelovanja (Board-Davies i sur., 2015). Osteoprotegrin sputava rast Gram-
pozitivnih bakterija, dok haptoglobin djeluje samo protiv Gram-negativnih mikroorganizama.
Nadalje, sposobnost mati¢nih stanica hOMSC da sputavaju lilmfocitnu proliferaciju, €ini ih
prikladnima za primjenu u tehnikama alogeni¢nih transplantacija tkiva, kao 1 njihov o€iti
potencijal u izravnom lijeCenju poremecaja vezanih uz imunitet (Davies i sur., 2012). Stupanj
supresije uocen unutar MSC mati¢nih stanica ovisi o dozi, pri ¢emu se stupanj imunosupresije
smanjuje sa smanjivanjem broja prisutnih MSC mati¢nih stanica (Le Blanc 1 sur., 2003).
Nasuprot tome, stanice OMLP PC djeluju neovisno o kontaktu i neovisno o dozi prilikom
supresije alogeniCki induciranog imunogosnog odgovora (Davies i sur., 2012). Ovaj
supresivni ucinak moze biti krajnje vazna odlika nasih OMLP PC mati¢nih stanica, jer
smrtnost, kao izravna posljedica teSke reakcije transplantata protiv primatelja (GVHD, engl.
Graft-Versus-Host-Disease), ostaje jedna od znacajnih prepreka u alogenickoj transplantaciji

hematopoetskih mati¢nih stanica (HSC).



3.2.2. Diferencijacija mati¢nih stanica sluznice usne Supljine

Mezenhimske mati¢ne stanice predstavljaju jednu heterogenu populaciju prastanica
koje su prvo bile okarakterizirane iz kosStane srzi (Luria i sur., 1971), a kasnije identificirane
iz raznih odraslih tkiva, ukljucuju¢i tkiva usne Supljine (Miura i sur., 2001; Zhang i sur.,
2009). Poput mezenhimskih mati¢nih stanica koStane srzi, mati¢ne stanice sluznice usne
Supljine mogu se potaknuti na diferencijaciju u osteoblaste, adipocite i hondrocite pod
specifi¢nim in vitro uvjetima (Wang i sur., 2011; Tomar i sur., 2010; Marynka-Kalmani i sur.,
2010). Pored toga, one se mogu diferencirati u endodermalne i ektodermalne stani¢ne loze,
uklju€ujuéi razne tipove neuralnih stanica (Zhang i sur., 2009; Marynka-Kalmani i sur.,
2010). Povrh toga, rezultati in vivo, nakon transplantacije u imunokompromitirane miseve,
pokazali su stvaranje kostima sli¢nog tkiva (Wang i sur., 2011), struktura nalik vezivhom
tkivu (Zhang i sur., 2009; Tang i sur., 2011), pa ¢ak 1 tkiva nalik teratomu (Marynka-Kalmani
isur., 2010).

3.2.3. Identifikacija mati¢nih stanica sluznice usne Supljine

Za sada ne postoji nikakav definitivni marker za identifikaciju mezenhimskih mati¢nih
stanica (Nombela- Arrieta i sur., 2011). Medutim, Medunarodno drustvo za stani¢nu terapiju
(International Society for Cellular Therapy) predlozilo je minimalne kriterije za definiranje
MSC stanica (Dominici 1 sur., 2006). Prvo, one moraju biti prionjive uz plastiku kad se
odrZavaju u standardnim uvjetima kulture. Drugo, one moraju izraZavati povrSinske stani¢ne
biljege CD73, CD90 i CD105, ali ne CD45, CD34, CD14 ili CD11b, CD79a ili CD19 i
molekule klase II glavnog kompleksa histokompatibilnosti. Trece, one moraju zadrZati
svojstvo da se u in vitro uvjetima diferenciraju u osteoblaste, hondroblaste 1 adipocite. Isto
tako, ove stanice izrazavaju Siroki raspon povrsinskih stani¢nih biljega, ukljucuju¢i CD 44,
CD90, CD105, CD166, CD73, 1 CD29, ali su negativne za CD 34 1 CD45, $to sugerira da ove
populacije stanica nisu hematopoetskog ili fibrocitnog podrijetla (Deans i Moseley, 2000).
Nadalje, nekih od ovih stanica podrijetlom su iz neuralnog grebena, jer izrazavaju
transkripcijske ¢imbenike specifi¢ne za neuralni greben, kao §to su Slug, Snail, Twist, Sox10,

i p75 (Davies i sur., 2010; Widera i sur., 2009; Marynka-Kalmani i sur., 2010).



3.2.4. I1zolacija mati¢nih stanica sluznice usne Supljine

Mati¢ne stanice sluznice usne Supljine imaju nekoliko prednosti u odnosu na
koriStenje drugih izvora odraslih mati¢nih stanica. One se mogu jednostavno izolirati iz nekog
lako pristupacnog mjesta biopsije sluznice usne Supljine, u usporedbi s invazivnim kirurskim
zahvatom kao S$to je usisavanje koStane srzi radi izoliranja MSC-a kosStane srzi. Nadalje,
sluznica usne Supljine pokazuje brzo zacjeljivanje rana i minimalno stvaranje oziljaka
(Larjava 1 sur., 2011; Hallock, 1985). Premda postoje razlike u izolaciji i ekspanziji ovih
stanica, klonalni pristup (engl. clonal approach) pruza jasne prednosti u odnosu na heterogene
populacije mati¢nih stanica za terapiju mati¢nim stanicama, jer se te stanice mogu jasnije
okarakterizirati, Sto daje ponovljive rezultate i daleko preciznije indikacije kako ¢e te stanice
reagirati i diferencirati se nakon, na primjer, transplantacije (Kotobuki i sur., 2004). U
usporedbi s MSC stanicama iz drugih izvora, ¢ini se da hOMSC stanice imaju relativno
visoku sposobnost samoobnavljanja i u¢inkovitost kloniranja te da proizvode ¢imbenike rasta
koji vjerojatno podupiru tu sposobnost (DiPietro, 2014). Kod nekih je stanica ta sposobnost

povezana s njihovom ekspresijom i aktivacijom ljudske telomeraze (Davies i sur., 2010).

3.2.5. Maticne stanice sluznice usne Supljine kao izvor induciranih pluripotentnih
matiénih stanica

Kao S$to je slu¢aj s drugim izvorima odraslih mati¢nih stanica, proliferativna
sposobnost mati¢nih stanica usne Supljine ima svoje granice. Medutim, novija dostignuca u
tehnologiji generiranja induciranih mati¢nih stanica (engl. Induced Pluripotent Stem Cells,
IPSC), mogla bi prevladati ta ogranic¢enja (Takahashi i Yamanaka, 2006). Nedavno je opisano
generiranje takvih IPSC mati¢nih stanica iz stani¢nih populacija sluznice usne Supljine,
ukljucuju¢i fibroblaste ljudske dentalne pulpe, bukalne sluznice, apikalne papile i
paradontnog ligamenta (Egusa i sur., 2010; Miyoshi i sur., 2010; Tamaoki i sur., 2010; Yan i
sur., 2010; Wada i sur., 2011; Nomura i sur., 2012; Kerkis i Caplan, 2012; Zou i sur., 2012).
Takve IPSC maticne stanice su pluripotentne, sa sposobnoscu diferenciranja u stani¢ne tipove

sva tri germinativna sloja.

3.3. Potencijalna primjena mati¢nih stanica sluznice usne Supljine

Matic¢ne stanice sluznice usne Supljine imaju odlicnu sposobnost regeneracije, koja se
moze primijeniti ne samo u stomatologiji, ve¢ 1 u raznim podrucjima regenerativne medicine.
Mezenhimske mati¢ne stanice dobivene iz dentalnih i1 nedentalnih izvora, efektivno se koriste

za regeneraciju u maksilofacijalnom podruc¢ju, kao §to je regeneracija zuba, zubne pulpe,



paradontnog ligamenta, proizvodnja cakline i dentina, regeneracija Zzlijezda slinovnica te
popravak rascjepa usne i nepca (Wu i sur., 2014; Janebodin i Reyes, 2012; Bueno i sur.,
2011). Medutim, za regeneraciju raznih vrsta tkiva treba odabrati odgovarajucée stanice, jer se
ponasanje dentalnih i1 nedentalnih MSC stanica razlikuje kad se transplantiraju u
imunokompromitirane zivotinje (Xiao 1 Nasu, 2014).

Cini se da su mezenhimske mati¢ne stanice sluznice usne Supljine idealni kandidat za
regeneraciju kosti (Graziano i sur., 2008). Jedna (d'Aquino i sur., 2007) in vivo studija
pokazala je da su ljudske DPSC stanice generirale i osteoblaste i endoteliocite te u konacnici
stvorile jednu kostima nalik strukturu kod imunokompromotiranih Stakora. U klini¢koj studiji
(d'Aquino i sur., 2009) DPSC matic¢ne stanice i potpora od kolagenske spuzve stvorili su jedan
biokompleks koji je kod pacijenata mogao u cijelosti obnoviti nedostatke donje ¢eljusne kosti.
Isto tako, grupa istraZivaca je u jednom primjeru na miSevima dokazala da su se DPSC
maticne stanice bile u stanju diferencirati u miSiéne stanice koje proizvode distrofin u
misi¢ima paraliziranim kardiotoksinom, $to ima implikacije za proucavanje i lije¢enje misi¢ne
distrofije (Yang i sur., 2010).

Posto oralne MSC stanice uglavnom proizlaze iz mati¢nih stanica neuralnog grebena,
neke od njih poboljSavale su neuronalnu obnovu u Zivotinja nakon §to su implantirane u
osteeno mjesto srediSnjeg zivéanog sustava (Yang i sur., 2009; Yamagata i sur., 2013).
Stovise, te su stanice pokazale potencijal za regeneraciju stanica guiterade (Govindasamy i
sur., 2011) 1 hepatotocita (Ishkitiev i sur., 2012; Ishkietev i sur., 2010).

Nadalje, protuupalna i imunomodulatorna svojstva hOMSC mati¢nih stanica ilustriraju
potencijal hOMSC stanica u razvijanju novih terapija na bazi antibakterijskih stanica ili
topivih ¢imbenika za stanja kao §to su upala pluca ili kroni¢ne rane koje ne zacjeljuju (Board-
Davies i sur., 2015).

Do sada je u tijeku samo nekoliko klini¢kih pokusa na ljudima. Nedavno (Burillon i
sur., 2012) su transplantirani oralni keratinociti, koji su uspje$no nadomjestili osteceni epitel
roznice 1 osigurali dugorocno poboljSanje oStrine vida. Stoga je, u svrhu potvrde njihove
istinske regenerativnhe moci, potrebno obaviti dvostruko slijepe randomizirane kontrolirane

pokuse.



4. HIPOTEZA

Matic¢ne stanice izolirane iz sluznice usne Supljine mogu se tijekom diferencijacije in

vitro usmjeriti prema stanicama ektodermalne i mezodermalne loze.

5. CILJEVI RADA

Kako bi se testirala hipoteza postavljeni su sljedeci ciljevi rada:
1. Napraviti in vitro analizu diferencijacije mati¢nih stanica sluznice usne Supljine
2. Dokazati sposobnost diferencijacije prema ektodermalnoj lozi

3. Dokazati sposobnost diferencijacije prema mezodermalnoj lozi

6. MATERIJALI Il METODE

6.1. Izolacija mati¢nih stanica sluznice usne Supljine

Matic¢ne stanice usne Supljine izolirane su od odraslih donora u starosti od 20 do 44
godine. Uzorak tkiva sluznice usne Supljine izrezan je nakon lokalne aplikacije lidokaina.
Izolirani uzorak tkiva veli¢ine je 2x2 mm. Nakon, uzimanja uzorka komadi¢ tkiva premjeSten
je u sterilnu petrijevu posudicu gdje je ispran medijem (DMEM). Tkivo je mehanicki
usitnjeno kirurS§kim Skaricama te su komadiéi premjesteni u sterilnu tubu od 50 mL. Na
usitnjeno tkivo dodano je 5 mL akutaze (StemPro®Acutase® Cell Dissociation Reagent,
Gibco by life Technologies, A11105-01) kako bi se tkivo proteoliti¢ki razgradilo i dobila
suspenzija stanica. Usitnjeno tkivo bilo je pod djelovanjem akutaze 20 minuta, na temperaturi
od 37 °C. Tijekom tih 20 minuta, tkivo je dodatno usitnjeno mehanic¢kim provla¢enjem kroz
nastavak za pipetu. Nakon 20 minuta stani¢na suspenzija je prebacena u novu tubu i na nju je
dodano isto toliko medija kako bi se deaktivirala akutaza te je stavljeno 6 minuta na
centrifugu pri brzini od 300 g i1 temperaturi 21 °C. Nakon centrifugiranja tekuci dio je
uklonjen, a na talog je dodano 2 mL medija kako bi se stanice medusobno odvojile 1
oslobodile komadica tkiva koje je zaostalo. U meduvremenu pripremljen je proliferacijski
medij u kojem se stanice uzgajaju. Na 50 mL DMEM medija ide 5 mL fetalnog govedeg
seruma (Fetal Bovine Serum, Gibco by life Technologies, 10270106), 500 uL antibiotika i
antimikotika (Anti-anti, Gibco by life Technologies, 15240062), 500 puL neesencijalnih
aminokiselina (MEM NON-ESSENTIAL AMINO ACID SOLUTION 100X, SIGMA,
M7145), 50 uL FGFb (Recombinant Mouse Fibroblast Growth Factor-basic, PMG0035) 1 50
uL EGF (Recombinant Mouse Epidermal Growth Factor, PMG8041). Stanice u flaskama od
25cm2 (BD Falcon, 353108) uzgajane su u inkubatoru na 37 °C i 5% CO2.



6.2. Uzgoj i proliferacija mati¢nih stanica usne Supljine

Izolirane stanice su nakon dva dana uzgoja centrifugirane i pasazirane. Budu¢i da se
nalaze u proliferacijskom mediju i intenzivno se dijele, potrebno ih je razdijeliti u nove flaske
1 pripremiti svjezi medij. Stanice su pasazirane samo jednom, te su dva dana nakon pasaze

spremne za nasadivanje na podloge.

6.3. Priprema podloga za diferencijaciju stanica

Priprema podloga ukljucuje pripremu stakala (engl. cover slips) promjera 12 mm za
diferencijaciju stanica. Stakla su preko no¢i ostavljena u dusi¢noj kiselini, nakon toga su
ispirana dva sata sterilnom vodom te su opet preko noci ostavljena u 70% alkoholu. Sljedeci
dan su stavljena u sterilizator 12 sati na temperaturi od 250 °C. Na oc¢i$éena stakla stavljeno je
400 pL fibronectina (Human Plasma Fibronectin, Gibco by life Technologies, 33016-015) u
koncentraciji 10 pg/mL. Otopina fibronectina drzana sat vremena na staklima u inkubatoru

nakon ¢ega je isprana medijem te su na taj na¢in podloge pripremljene za nasadivanje stanica.

6.4. Diferencijacija stanica

Na prethodno pripremljene podloge stanice su nasadene u proliferacijskom mediju u
kojem su uzgajane dva dana. Nakon dva dana stanicama je promijenjen medij kako bi se
usmjerile prema ektodemlanoj odnosno mezodermalnoj lozi.
Stanice koje su usmjerene prema ektodermu uzgajane su u mediju (DMEM W/GLUTAMAX-
I PYR-IG/L-GLU, Gibco by life Technologies, 21885-108), u koji je dodano: antibiotik (Anti-
anti), 10 ng/mL Hunan B-NGF Gibco by life Technologies, PHG0126), 50 ng/mL. BDNF
(Gibco by life Technologies, 10908010), N-2 i B-27.
Stanice koje su usmjerene prema mezodermu uzgajane su u mediju (MEM ALPHA W/O
RIBOS W/GLUMAX-I, Gibco by life Technologies, 32561-094), atibiotik (Anti-anti), 12%
fetalnog govedeg seruma, 50 pg/mL vitamina C (L-Ascorbic acid 2-phosphate
sesquimgnesium salt hydrate, Sigma, A8960-5G), 10-7 dexametazona (Dxamethasone-Water
Soluble, Sigma D2915-100MG) i 10mM glicerol-2-fosfat (B Glycerophosphate disodium salt
hydrate, Sigma, G9422-50G).



6.5. Fiksacija stanica

Po zavrSsetku postupka diferencijacije stanice su fiksirane 4% otopinom
paraformaldehida kroz 15 minuta. Nakon toga stanice su isprane tri puta po 5 minuta sa PBS-
om (engl. phosphate buffer saline, pH 7,4). Nakon ispiranja stanice su pohranjene u frizideru

na +4°C sve do izvodenja imunocitokemije.

6.6. Imunocitokemija

Fiksirane stanice isprane su tri puta po pet minuta PBS-om te im je dodano 500 uL
otopine za permeabilizaciju i1 blokiranje nespecificnog vezanja sekundarnog protutijela (0,2%
triton X-100 (Sigma, T8787-100ML) u PBS-u + 3% kozjeg seruma). Blokiranje sekundarnog
protutijela trajalo je 60 minuta, nakon ¢ega je stanicama dodano 85 pL otopine primarnog
protutijela (0,2% triton X-100 u PBS-u + 1% kozjeg seruma + primarno protutijelo) te je
ostavljeno u frizideru na +4 °C preko noc¢i. Primarna protutijela, podrijetlo, razrjedenje i
proizvodac, upotrijebljena u ovom istrazivanju prikazana su u Tablici 2.
Drugi dan su primarna protutijela isprana PBS-om tri puta po pet minuta. Nakon ispiranja
primarnih protutijela na stanice je stavljena otopina sekundarnih protutijela (0,2% triton X-
100 u PBS-u + sekundarno protutijelo) te su tako stanice inkubirane dva sata na sobnoj
temperaturi u zamraCenoj prostoriji. Sekundarna protutijela, podrijetlo, razrjedenje 1
proizvodac, upotrijebljena u ovom istraZivanju prikazana su u Tablici 3. Nakon dva sata,
isprana su sekundarna protutijela, takoder tri puta po pet minuta te je na stanice stavljena
fluorescentna boja za jezgre, DAPI u koncentraciji 1:8000. Nakon deset minuta, DAPI je
isprana, takoder tri puta po pet minuta te su stanice poklopljene medijem za fluorescentno
poklapanje (Dako Fluorescent Mounting Medium, S3023). Poklopljeni preparati, ostavljeni su
u frizideru +4 °C na suSenju do mikroskopiranja na konfokalnom mikroskopu (Zeiss, LSM

510 Meta).



Tablica 2. Primarna protutijela upotrijebljena za imunocitokemiju.

Protutijelo Podrijetlo | Razrjedenje | Proizvodac

MAP2 pile 1:1000 Abcam (ab5392)

Oct4 mis 1:200 Cell Signaling (#23064)

Osterix kuni¢ 1:200 Abcam (ab22552)

Nestin mis 1:200 Millipore (MAB353)

Sox2 kuni¢ 1:200 Novus Biologicals (NB110-37235)
3-tubulin kuni¢ 1:200 Cell Signaling (D71G9)

Tablica 3. Sekundarna protutijela upotrijebljena za imunohistokemiju i imunocitokemiju.

Protutijelo Razrjedenje Proizvodac

Alexa Fluor 488 koza anti - mi$ IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A11001)
Alexa Fluor 546 koza anti - pile IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A11040)
Alexa Fluor 546 koza anti - kuni¢ IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A11010)
Alexa Fluor 633 koza anti - kuni¢ IgG (H+L) 1:1000 Invitrogen (A21070)
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7. REZULTATI

Kako bismo odredili diferencijski potencijal mati¢nih stanica izoliranih iz sluznice
usne Supljine, stanice su stavljene na diferencijaciju u tri razliita uvjeta. Stanice su nasadene
sa fibronectinom oblozene podloge. Prva skupina stanica ostavljena je spontanoj
diferencijaciji u mediju bez seruma. Drugoj skupini stanica proliferacijski medij je
promijenjen u medij za ektodermalne stanice, a trecoj skupini stanica za mezodermalne
stanice. Stanice su takvim uvjetima uzgajane tri tjedna, nakon ¢ega su fiksirane te je na njima
napravljena imunocitokemija. Tijekom proliferacije i diferencijacije stanica jasno je vidljivo
da se radi o heterogenoj populaciji stanica koja se u razli¢itim uvjetima moze usmjeriti prema

odredenoj vrsti stanica (Slika 2).

A : c Bziss C

Slika 1. Maticne stanice podrijetlom iz sluznice usne Supljine u tri razlicita stadija
diferencijacije. Maticne stanice u proliferacijskom mediju (A), maticne stanice nakon
nasadivanja na podloge za diferencijaciju (B) i stanice nakon tri tjedna diferencijacije.
Slikano invertnim mikroskopom, povecanje 20x.

7.1. Spontana diferencijacija stanica

Tijekom spontane diferencijacije, odnosno u mediju bez seruma, stanice su se
diferencirale i pozitivne su za biljege mati¢nih stanica (Oct4, Nestin 1 SOX2) kao 1 za biljege
neurona (MAP2 1 [3-tubulin). Stanice su Oct4 pozitivne, izraZzavaju -citoplazmatsku
pozitivnost ovoga biljega tijekom ¢itavog razdoblja diferencijacije. lako su stanice slabo Oct4
pozitivne, u usporedbi s negativnim kontrolama jasno se oc€ituje citoplazmatska pozitivnost
(Slika 2A-C). Drugi biljeg mati¢nih stanica, SOX2 (Slika 2A-C i G-I), takoder je pozitivan u
ovih stanica. Pozitivnost 1 jacina signala gotovo je identi¢na pozitivnosti u neurona. lako je
ovaj bijeg poznat kao biljeg mati¢nih stanica, zadrzava svoju pozitivnost 1 u diferenciranih
stanica. Zanimljiva je pozitivnost nestina u ovih stanica, iako je citoplazmatski biljeg, u ovih
stanica pozitivnost nestina se ocituje kao u obliku perinuklearnih granula, dok u ostatku

citoplazme takve granule nisu vidljive (Slika 2D-I). Tijekom razdoblja diferencijacije, stanice
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su MAP2 pozitivne. Stanice su MAP2 pozitivne u jezgri i znatno manje u citoplazmi (Slika 2

D-F).

Slika 2. Spontana diferencijacija stanica u in vitro uvjetima. Imunobojanje s Oct4 (zeleno)
(A) i SOX2 (crveno) (B), te stopljena slika (C). Imunobojanje s nestinom (zeleno) (D), MAP2
(crveno) (E) te stopljena slika (F). Imunobojanje s nestinom (zeleno) (G), SOX2 (crveno) (H)
te stopljena slika (I).

7.2. Diferencijacija usmjerena prema ektodermalnim stanicama
Usmjeravanjem stanica prema ektodemalnoj lozi stanica dolazi do nestajanja signala
Oct4 u diferenciranim stanicama (nije prikazano). Stanice su MAP2 (Slika 3A) pozitivne, na

istoj razini 1 intenzitetu kao i stanice na spontanoj diferencijaciji. Zanimljivo je da f3-tubulin
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(Slika 3F), koji je citoplazmatski biljeg neurona, slicno kao MAP2, ne boji jezgre ve¢ samo

citioplazmu. SOX2 (Slika 3 B i E) je takoder jako pozitivan i nema razlike u odnosu na

spontano diferencirane stanice.

Slika 3. Diferencijacija stanica prema ektodermalnoj lozi. Imunobojanje s MAP2 (A), SOX2
(B), DAPI (C) i stopljeno (D). Imunobojanje sa SOX2 (E), p3-tubulinom (F), DAPI (G) i
stopljeno (H).

7.3. Diferencijacija usmjerena prema mezodermalnim stanicama

Osim prema mezodermu, ove stanice se diferenciraju 1 izrazavaju biljege
karakteristicne za stranice mezodermalne loze. U ovom istraZivanju stanice izrazavaju
citoplazmatsku pozitivnost na Osterix (Slika 4A-C) koji je vazan transkripcijski ¢imbenik u
diferencijaciji osteoblasta. Osim ovog biljega stanice su bojane na kolagen 1 1 CD44, ali na

njih nisu bile pozitivne (nije prikazano).

Slika 4. Diferencijacija stanica prema mezodermalnoj lozi. Imunobojanje s Osterix (A), DAPI
(B) i stopljena slika (C).

13



8. RASPRAVA

Vecina tkiva usne Supljine, ukljuc¢ujuci zubnu pulpu, parodontalni ligament, sluznicu
obraza 1 gingivu, sadrzi tkivno specificne mati¢ne stanice koje se mogu samoobnavljati te
posjeduju multidiferencijacijski potencijal (Zhang 1 sur., 2009; Fournier i sur., 2010; Fournier
i sur., 2013). Mati¢ne stanice sluznice usne Supljine (hOMSC) predstavljaju novu populaciju
mati¢nih stanica jedinstvenih karakteristika. Izrazaj biljega poput Slug, Snail, Sox10 1 Twist
upucuje na to da te stanice potjeCu od neuralnog grebena, Sto ih znacajno razlikuje od
mezenhimskih stanica kostane srzi (BMMSCs) (Davies i sur., 2010; Marynka-Kalmani i sur.,
2010). Takoder, istrazivanje Davies i sur. (2012) po prvi puta pokazuje da se
imunomodulacijske uloge ovih stanica odvijaju o dozi 1 HLA-II negativnom mehanizmu
putem lucenja imunosupresivnih topivih ¢imbenika, §to nije karakteristika mezenhimskih
matic¢nih stanica, a to bi pak moglo imati znac¢ajnu ulogu u terapijskoj primjeni.

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja jest odrediti diferencijacijski potencijal mati¢nih
stanica sluznice usne Supljine te dokazati kako se one mogu diferencirati prema
ektodermalnoj 1 mezodermalnoj stani¢noj lozi, $to smo u konacnici i uspjeli dokazati.
Tijekom spontane diferencijacije, bez govedeg seruma, stanice su bile pozitivne na biljege
mati¢nih stanica (Oct4, Nestin i Sox2) kao i na biljege neurona (MAP2 i 33-tubulin). Osim
tijekom spontane diferencijacije, stanice su pozitivne na iste biljege neurona i tijekom
diferencijacije u mediju usmjerenom prema ektodermalnoj lozi stanica $to je u skladu s ranije
provedenim istraZivanjima (Marynka-Kalmani i sur., 2010).

Buduéi da mati¢ne stanice sluznice usne Supljine uglavnom proizlaze iz mati¢nih
stanica neuralnog grebena, neke od njih poboljSavale su obnovu neruona u zivotinja nakon §to
su implantirane u oSte¢eno mjesto srediSnjeg Ziv€anog sustava (Yang i sur., 2009; Yamagata i
sur., 2013). Cho 1 sur., 2014 su dokazali da transplantacija mati¢nih stanica sluznice usne
Supljine poboljSava simptome neurogenog mokra¢nog mjehura induciranog ozljedom
kraljeZnicne mozdine tako Sto te stanice inhibiraju apoptozu i poticu stani¢nu proliferaciju.
Osim toga, provedeno je istraZivanje u kojem su Ganz i sur. (2014) po prvi puta dokazali da
se diferencijacijom mati¢nih stanica sluznice usne Supljine mogu dobiti stanice nalik
astrocitima koje imaju jake neuroprotektivne sposobnosti te su se tako hOMSC pojavile kao
nova populacija mati¢nih stanica za autolognu terapiju ozljeda perifernog ziv€anog sustava i

moguce drugih neuropatija.
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Nadalje, ve¢ su ranija istrazivanja (Graziano i sur., 2008; Chadipiralla i sur., 2010;
Mori i sur.,2011; Yamada i sur., 2011) pokazala kako su se mezenhimske mati¢ne stanice
usne Supljine pod specificnim in vitro uvjetima sposobne diferencirati u hondroblaste i
osteoblaste. U ovom istrazivanju diferencijacija mati¢nih stanica sluznice usne Supljine prema
mezodermalnoj lozi, nakon S§to su tretirane deksametazonom kao induktorom diferencijacije
prema mezodermu, pokazala da su ove stanice pozitivne na Osterix koji predstavlja vazan
transkripcijski ¢imbenik u diferencijaciji osteoblasta $to bi moglo imati vaznu ulogu u
lijeCenju bolesti skeletnog sustava. Istrazivanje Marynke-Kalmani i sur. (2010) pokazalo je da
su te stanice uz Osterix, bile pozitivne 1 na druge biljege osteogene diferencijacije, ukljucujuci
Runx2, kolagen tipa 1 i ALP. Od navedenih, u ovom istrazivanju koriSten je kolagen 1 za
kojeg je poznato da se nalazi u medustani¢noj tvari, ali ove stanice tijekom tri tjedna
diferencijacije usmjerene prema mezodermalnoj lozi nisu bile pozitivne za ova biljeg. Osim
osteogene diferencijacije, Marynka-Kalmani i sur. (2010) su dokazali sposobnost
diferencijacije hOMSC prema adipocitima i hondrocitima.

Osim prema ektodermu i mezodermu opisana je i sposobnost diferencijacije prema
stanicama endodermalne loze pri ¢emu su ove stanice pozitivne na biljege Foxa2, Sox17 i
CXCRA4 koje su opisali Marynka-Kalmani i sur. (2010), Sto nije radeno u ovom istrazivanju.

Na temelju svega prikazanoga ocita je velika heterogenost ove populacije mati¢nih
stanica. Budu¢i da je opisana njihova multipotentnost, odnosno sposobnost diferencijacije
prema stanicama sva tri zametna listica (ektoderm, mezoderm i1 endoderm) ove stanice
predstavljaju vrlo zanimljivu i lako dostupnu populaciju stanica za razli€ita istraZzivanja. Osim
za in vitro istrazivanja, ove stanice mogu se koristiti 1 u brojnim transplantacijskim
istrazivanjima te se uz razmjerno jednostavnu manipulaciju mogu izolirati iz pacijenta i vratiti
nakon usmjeravanja prema odredenoj populaciji stanica u oSte¢eno tkivo pacijenta. Velika
prednost ovih stanica je da ne podlijeZu etickim pitanjima i dilemama, pa se istraZivanja mogu
nastaviti bez tih prepreka.

Dosadasnja istraZivanja Laboratorija za mati¢ne stanice baziraju na terapiji Zivéanim
mati¢nim stanicama bolesti kao §to su ALS i mozdani udar na animalnim modelima. Budu¢i
da su ove stanice ektodermalnog podrijetla i da se jednostavno mogu usmjeriti prema
ektodermu predstavljaju interesantnu populaciju stanica u terapiji bolesti Ziv€anog sustava, te

¢e se koristiti u budu¢im istrazivanjima.
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9. ZAKLJUCCI

1.

Mati¢ne stanice izolirane iz sluznice usne Supljine su heterogena skupina stanica koja

se razli¢itim uvjetima uzgoja moze usmjeriti u razlicite vrste stanica.

Stanice u spontanoj diferencijaciji kako i stanice usmjerene prema ektodermalnoj lozi
stanica, izrazavaju biljege karakteristicne za neurone. Zahvaljuju¢i ovom nalazu
stanice podrijetlom iz sluznice usne Supljine mogle bi se upotrijebiti u lijeCenju bolesti

ziv€anog sustava.

Mati¢ne stanice tijekom diferencijacije prema mezodermalnoj lozi stanica, pozitivne
su na Osterix, neophodan transkripcijski ¢imbenik u diferencijaciji osteoblasta, §to

upucuje na mogucnost upotrebe u lijeCenju bolesti skeletnog sustava.
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