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SAZETAK

Tkivo koje najbrze proliferise u organizmu je epitel
gastrointestinalnog trakta. Sve terminalno diferentovane
Celije intestinuma poticu od iste populacije multipotentnih
celija koje se nalaze unutar intestinalnih kripti. U literaturi
se pominju dva osnovha modela pozicije maticnih Celija
unutar intestinalnih kripti, model ,,+4 pozicije prema kom
se maticne Celije nalaze neposredno iznad Panetovih celija i
model ,,stem Ccelijske zone* prema kom se maticne Celije
nalaze izmedu samih Panetovih Celija, dok Celije iznad
Panetovih predstavijaju njihove direktne potomke. Do sada
je identifikovano vise razlicitih markera intestinalnih
maticnih celija, ali nijedan od njih nije specifican iskljucivo
za intestinalne maticne Celije Sto otezava njihovu
identifikaciju i izolaciju. Svrha ovog clanka je revizija
dosadasnjih saznanja i literature o markerima, nisama,
izolaciji i kultivaciji intestinalnih maticnih celija.

Kljuéne reci: stem Ccelije; gastrointestinalni trakt;
bioloski markeri.

UvOoD

Tkivo koje najintenzivnije proliferiSe u organizmu je
epitel gastrointestinalnog trakta. Obnavljanje intestinalnog
epitela je konstantan proces pri c¢emu celokupni epitel biva
zamenjen u roku od tri do Cetiri dana (1). Ovaj proces
regulisan je multipotentnim mati¢nim ¢elijama sposobnim
da stvaraju sve tipove ¢elija intestinalnog trakta.

Intestinalni trakt se anatomski sastoji iz dva segmenta:
tankog creva i debelog creva (kolona). Histoloski mukozu
intestinalnog trakta ¢ini jednoslojni cilindri¢ni epitel. U
tankom crevu epitel formira prstolike invaginacije tzv.
intestinalne ili Lieberkuhnove kripte i prstolike protruzije
— resice, villi intestinales. U kolonu nema resica, ali je
organizacija epitela sli¢na, s kriptama koje sezu duboko u
mukozu.

Crevni epitel sadrzi Ccetiri tipa terminalno
diferentovanih celija: apsorptivne ¢elije, peharaste ¢elije,
enteroendokrine ¢elije 1 Panetove éelije. U tankom crevu
najbrojnije su apsorptivne celije, cilindriénog oblika, s
mikrovilama na apikalnoj povrsini koje imaju ulogu u
sekreciji koktela hidroliti¢kih enzima u lumen creva i
apsorpciji hrane. Ostala tri tipa ¢elija su sekretorne Celije.
Peharaste celije sekretuju mukus i apikalni deo njihove
citoplazme obi¢no je prepun i distendiran sekretornim
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granulama ispunjenih mukusom. Broj peharastih celija se
poveéava od proksimalnog ka distalnom kraju
intestinuma. Enteroendokrine ili neuroendokrine celije
kojih ima viSe vrsta sitnije su i sekretuju razliite
intestinalne hormone (kateholamine i peptide) sa
endokrinim ili parakrinim dejstvom. Panctove éelije se
nalaze na samom dnu kripti u tankom crevu i ascedentnom
delu kolona i luce antibakterijske proteine (lizozim i
kriptidin ili defenzine).

Prema tzv. unitarnoj hipotezi, koju su postavili Cheng
i Leblond 1974. godine, sve Celije intestinalnog trakta
poti¢u od iste populacije maticnih ¢elija, tada nazvanih
cilindricnim ¢elijama baze kripti (eng. crypt-based
columnar cells, CBC) (2). U eksperimentima tokom kojih
su navedene celije obelezene tricijum timidinom pokazano
je da se nakon odredenog vremena tricijum timidin nalazi
u svim terminalno diferentovanim celijskim tipovima (2).
Takode je pokazano da intestinalne mati¢ne Celije
poseduju sposobnost da regenerisu kompletnu populaciju
¢elija epitela kripti 1 vilusa nakon citotoksi¢nog tretmana.
Naime, posle Cetiri dana od ozracivanja celije kripti
podlezu apoptozi i kripte gotovo u potpunosti nestaju.
Ostaci kripti mogu se identifikovati jedino pomocu
preostalih Panetovih celija koje su radiorezistentne.
Medutim, pokazano je da je prezivljavanje jedne ili vise
klonogenih ¢elija omogucilo o¢uvanje kripti, jer su iz ovih
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¢elija potom ponovo nastali svi Celijski tipovi crevnog
epitela ¢ime su kripte u potpunosti regenerisane (3).

INTESTINALNE NISE

Maticne celije intestinalnog trakta smestene su, kao i
ostale mati¢ne celije, unutar niSa koje sadrze razlicite
¢elijske tipove, ekstracelularni matriks i faktore rasta. Nise
predstavljaju jedinstvenu mikrosredinu koje s jedne strane
omogucavaju ocuvanje multipotentnosti mati¢nih celija a
s druge strane njihovu diferencijaciju u progenitorske
¢elije.

Multipotentne matic¢ne Celije intestinuma smestene su
unutar kripti. Intestinalne kripte se nalaze u lamini propriji
unutar fenestrovanog omotaca sacinjenog od intestinalnih
subepitelnih miofibroblasta (eng. intestinal subepithelial
myofibroblasts, ISEMF) koji igraju kljuénu ulogu u
epitelno-mezenhimalnoj interakciji. Naime, ISEMF
produkuju faktor rasta hepatocita, transformisuci faktor
rasta B i faktor rasta keratinocita (4). Receptori za ove
faktore rasta nalaze se na epitelnim ¢elijama pa su ISEMF
od kljucnog znacaja za regulaciju Celijske diferencijacije
4).

lako se ISEMF najceS¢e povezuju s regulacijom
intestinalnog epitela, jasno je da one nisu jedine Celije
unutar intestinalnih niSa, ve¢ da mnogobrojni faktori i
¢elijski tipovi imaju ulogu u regulaciji intestinalnog
epitela. Na primer, pokazano je da se u intestinalnim
nisama nalazi viSe tipova SMA (eng. smooth muscle actin)
pozitivnih mezenhimalnih ¢elija koje takode mogu imati
ulogu u regulisanju funkcije crevnog epitela (5). Panetove
¢elije takode ucestvuju u ocuvanju i regulaciji funkcije
mati¢nih Celija, $to su pokazali Sato i saradnici u
eksperimentima sa LgrS5+ celijama (6). In vitro
kokultivacijom Lgr5+ intestinalnih mati¢nih celija sa
Panetovim ¢elijama stimulisana je proliferacija ¢elija pa je
zapazen znatno veéi broj epitelijalnih struktura, organoida,
u odnosu na samostalnu kultivaciju Lgr5+ ¢elija (6).

Mati¢ne Celije creva nalaze se u dnu kripti, blizu
njihove baze, odmah iznad Panetovih ¢elija i izmedu
samih Panetovih ¢elija. Iznad njih u kriptama se nalaze
¢elije u prolaznoj amplifikaciji (progenitori koji se dele,
neki od njih ve¢ delimi¢no diferencirani), a iznad
progenitora, u vratu kripti i na vilusima, leze postmitoticke
diferencirane ¢elije (7). Tokom proliferacije i
diferencijacije celija u kriptama dolazi do njihove
migracije navise ka vratu kripti i vchovima vilusa, da bi na
kraju doslo do njihove deskvamacije s vrhova resica u
lumen creva. Izuzetak ¢ine jedino Panctove éelije,
smestene na samom dnu kripti, koje migriraju nanize
nakon §to se diferenciraju. Sablon migracije prvi put je
pokazan eksperimentima sa ¢elijama obelezenim tricijum
timidinom (2).

U literaturi se pominju dva osnovna modela pozicije
mati¢nih Celija unutar niSa, model tzv. ,,+4 pozicije” i
»stem celijske zone®. Od kasnih pedesetih godina proslog
veka u upotrebi je model ,+4 pozicije”, prema kome
mati¢ne celije leze blizu samog dna kripti, na tzv. +4
poziciji, gde su prve tri pozicije okupirane terminalno
diferentovanim Panetovim ¢elijama. Prisustvo ovih ¢elija
prvi je eksperimentalno potvrdio Cris Potten sa
saradnicima (8). Isti tim je pokazao ekstremnu osetljivost
ovih ¢elije na dejstvo radijacije (9).

Drugi model, model ,,stem celijske zone“, naSao je
uporiste u otkricu pre vise od 30 godina tzv. crypt-based
columnar cells, CBC, izmedu Panetovih ¢elija na samom
dnu kripti (2). Po teoriji Leblonda i saradnika, koji su
postavili ovaj model, CBC bi trebalo da predstavljaju
»prave stem celije ¢iji su direktni potomci ¢elije odmah
iznad Panetovih ¢elija (na +4 poziciji po drugom modelu)
ili prema istim autorima tzv. miks ¢elije (2).

U skorije vreme Garrison sa saradnicima predlaze da
se region Panetovih ¢elija oznaci kao donja zona mati¢nih
¢elija (eng. lower stem cell zone, LSZ), a region 14 ¢elija
iznad Panetovih Celija kao gornja zona matic¢nih ¢elija
(eng. upper stem cell zone, USZ) (10). Smatra se da celije
u USZ predstavljaju mirnu, rezervnu populaciju dok su
¢elije u LSZ aktivne i brze se umnozavaju (11, 12).

MARKERI INTESTINALNIH MATICNIH
CELIJA

Prvi marker identifikovan u intestinalnim mati¢nim
¢elijama je Musashi-1 (Msh-1), RNK vezujuéi protein,
homolog Drosophila proteinu kod sisara. Eksprimiran je u
¢elijama kako USZ tako i LSZ (13, 14). Prisustvo Msh-1
dokazano je i u nervnim maticnim celijama u kojima
najverovatnije ima ulogu u asimetri¢noj deobi senzornih
nervnih prekursora (15).

Barker i saradnici otkrili su Lgr5 (receptor vezan za G
protein), jedinstveni stem celijski marker u misijem
tankom crevu i kolonu, eksprimiran u kolumnarnim
maticnim ¢elijama u bazi kripti (16). Prisustvo ovog stem
¢elijskog markera pokazalo je da se kolumnarne celije u
bazi kripti razlikuju od +4 kolumnarnih celija. Lgr5+
celije nisu specificne samo za inestinum ve¢ se nalaze i u
drugim tkivima. Bioloska funkcija Lgr5 u intestinalnim
mati¢nim ¢elijama jo§ uvek nije poznata.

U skorije vreme otkriveno je prisustvo jo$ jednog
¢elijskog markera Ascl2, transkripcionog faktora Achaete
Scute-Like 2, takode eksprimiranog u Lgr5 + stem
¢elijama (17). Za razliku od Lgr5, ovaj marker se ispoljava
isklju¢ivo u mati¢nim ¢elijama tankog creva i kolona.

Sangiorgi je 2008. godine sa svojim timom opisao jos
jedan marker mati¢nih C¢elija intestinuma, Bmil.
Eksperimentalno je dokazano da Bmil + stem Ccelije
takode mogu dati sva Cetiri ¢elijska tipa prisutna u tankom
crevu. Ekspresija Bmil ograni¢ena je na proksimalni deo
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tankog creva, i to uglavnom na ¢elije smestene u USZ, +4
kolumnarne ¢elije (12).

Nekolicina drugih markera identifikovana je u +4
¢elijama: phospho-PTEN i phospho-AKT, sFRP5, Sox4 i
Dcamkll (18-21). Svi ovi markeri specifi¢ni su za ¢elije
na +4 poziciji.

Povrsinski c¢elijski markeri mogu se takode koristiti
kao markeri za identifikaciju. U intestinumu, epitelne
¢elije pricvrséene su za bazalnu membranu interakcijom
integrina epitelne povrsine i kolagena, fibronektina i
laminina bazalne membrane. PoviSena ekspresija Bl i a2
integrina dokazana je u proliferativnom bazalnom i
srednjem regionu kripti kolona i tankog creva (22, 23).

SIGNALNI PUTEVI U INTESTINUMU

Mnogi signalni putevi ucestvuju u regulaciji razvoja,
proliferacije i diferencijacije gastrointestinalnog trakta.
Unutar epitela komunikacija izmedu Celija ostvaruje se
preko Wnt, Notch i Eph/ephrin signalnog puta. Mutacije
koje zahvataju komponente ovih signalnih puteva dovode
do poremecene distribucije ¢elijskih tipova duz osovine
kripta—vilus (7).

Odavno je poznato da modeliranje intestinalnog
epitela zavisi od epitelno-mezenhimalne interakcije, ali su
tek u skorije vreme utvrdeni signalni putevi od klju¢nog
znacaja za ovu interakciju. Hedgehog, PDGF (eng.
platelet-derived growth factor) i BMP (eng. bone
morphogenetic protein) signalni putevi predstavljaju
glavne medijatore ove dvosmerne komunikacije. Mutacije
koje uti¢u na ove signalne puteve remete formiranje kripti
i resica (7).

Smatra se da kljuénu ulogu u razvoju
gastrointestinalnog trakta imaju Wnt i BMP signalni
putevi. Pojednostavljeno receno aktivacija Wnt signalnog
puta stimuliSe proliferaciju intestinalnih maticnih celija,
dok aktivacija BMP signalizacije odrzava iste populacije
¢elija u stanju mirovanja (18, 24).

IZOLACIJA I KULTIVACIJA
INTESTINALNIH MATICNIH CELIJA

Sato i saradnici su pokazali da se Lgr5+ ¢elije mogu
izolovati iz kripti misa, izdvojiti proto¢nom citometrijom,
a zatim kultivisati u vidu pojedinac¢nih ¢elija u prisustvu
Matrigela, EGF-a, Noggina i R-spondina-1 (Wnt
agoniste). Kultivacijom u navedenim uslovima dolazi do
stvaranja tzv. organoidnih jedinica sferi¢cnog oblika sa
unutrasnjom luminalnom strukturom, resicama i kriptama
u kojima su prisutne Lgr5+ ¢elije (25). Dalje analize
dokazale su prisustvo gobletovih, Panetovih i
enteroendokrinih ¢elija u svakom organoidu. Iako su ovi
organoidi rasli u odsustvu strukturalnog mezenhima, neki
od dodatih kofaktora sintetisani su upravo od strane
mezenhima (26).

Sato i saradnici su takode pokazali da kokultivacija
Lgr5+ Celija sa FACS-om sortiranim CD24+ Panetovim
¢elijama signifikantno poboljsava in vitro formiranje
organoida, Sto sugeriSe da su Panetove celije deo
intestinalne stem celijske nise (6).

ZAKLJUCAK

Poslednjih godina postignut je veliki napredak u
razumevanju intestinalnih matiénih ¢éelija. Ipak, mnoga
kljucna pitanja jo$ uvek su bez odgovora. Kako bi se
omogucila klinicka primena ovih ¢elija u tretmanu
hroniénih intestinalnih oboljenja neophodno je najpre
utvrditi metode za adekvatnu identifikaciju i izolaciju
maticnih ¢elija iz crevnog epitela i definisati uslove za
kultivaciju ¢elija kako bi se postigla njihova ekspanzija i
dobijanje adekvatnog broja ¢elija za klinicku aplikaciju.
Takode, od vitalnog je znaCaja pronaci efikasne metode
transplantacije mati¢nih c¢elija kako bi se na najbolji
moguci nacin sproveo tretman kod osoba koje boluju od
hroni¢nih oboljenja intestinalnog trakta.

SKRACENICE

CBC — cilindri¢ne celije baze kripti

ISEMF — intestinalni subepitelni miofibroblasti

LgrS — engl. leucine-rich repeat-containing G-protein
coupled receptor 5

LSZ — donja zona mati¢nih ¢elija

USZ — gornja zona mati¢nih ¢elija
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