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Maticne celije su nespecijalizovane celije organizma u vrlo ranom stadijumu razvi¢a, koje u normalnim uslovima
u datom tkivu mogu da se diferenciraju u razlicite tipove funkcionalno specijalizovanih zrelih ¢elija. Mezenhimalne
maticne Celije (MSCs) su atraktivni kandidati za klinicku primenu u obnavljanju ostecenih tkiva, pogotovu Sto se mogu
izolovati iz viSe izvora i umnozavati, a njihova primena ne nosi nikakve eticke probleme. Metode izolacije MSCs iz
masnog tkiva zasnivaju se na enzimatskom razlaganju dobijenog materijala. Uslovi kultivacije mezenhimalnih maticnih
celija su temperatura od 37°C i parcijalni pritisak CO2 5%. MSCs se gaje u medijumu, najée$é¢e u a-MEM medijumu sa
10% ili 20% fetalnim tele¢im serumom. Pod tim uslovima kultivisanja za 7-14 dana adherisane celije formiraju kolo-
nije. MSCs su multipotentne i sposobne da se diferenciraju u uslovima in vitro u mezodermalnom pravcu, stvarajuci
osteoblaste, hondrocite i adipocite. Medutim, one mogu da se diferenciraju i u celije ektodermalnog (npr. neurone) i
Celije endodermalnog porekla (npr. B-Celije Langerhansovih ostrvaca pankreasa i hepatocite). U Laboratoriji za
mati¢ne Celije Departmana za biomedicinske nauke Drzavnog univerziteta u Novom Pazaru sprovodi se istrazivanje
MSCs poreklom iz humanog masnog tkiva. U saradnji sa hirurzima Zdravstvenog centra Novi Pazar, a uz postovanje
normi Etickog komiteta obe ustanove u periodu od 01.07.2011. do 01.07.2012. godine dobijeno je 22 uzorka potkoznog
humanog masnog tkiva od ispitanika starosti od 18 do 65 godina. Od 15 uzoraka uspesno je zavrsen proces izolacije i
kultivacije, a od 8 i ciljane mezodermalne diferencijacije.

Kljuéne reci: mezenhimalne maticne Celije, izolacija, kultivacija, diferencijacija.

uvobD Tri osnovne karakteristike obeleZavaju mati¢ne
Celije: sposobnost samoobnavljanja, klonogenost i po-
tentnost [5].

PocCetna istrazivanja mati¢nih celija radena su na

Maticne celije su nespecijalizovane celije organizma
u vrlo ranom stadijumu razvi¢a, koje u normalnim us-

lovima u datom tkivu mogu da se diferenciraju u razlicite
tipove funkcionalno specijalizovanih zrelih celija. One
imaju vaznu ulogu u embrionalnom razvi¢u i organo-
genezi (embrionalne i fetalne maticne celije), kao i u
tkivnoj homeostazi i regeneraciji (adultne maticne
celije) [1,2].

U odnosu na funkciju, maticne celije se klasifikuju
na normalne i kancerske maticne celije, a u odnosu na
izvor izolacije na embrionalne, fetalne, maticne celije iz
krvi pupcanika i adultne maticne celije [2,3]. Postojanje
humanih adultnih maticnih ¢elija do danas je dokazano u
kostanoj srzi, perifernoj krvi, folikulu dlake, epitelu di-
gestivnog trakta, skeletnom i sréanom misi¢u, pluc¢ima,
retini, mozgu, jetri, pankreasu, masnom tkivu, sinovi-
jumu, periostijumu i zubu [4,5].

materijalu iz kosStane srzi odraslih ispitanika. Nekoliko
decenija kasnije doslo se do dokaza da mezenhimalne
maticne celije postoje u skoro svim tkivima odraslih
osoba [6-8]. Trenutno postoji veliki broj informacija koje
ukazuju da su mezenhimalne maticne celije nezavisna
populacija mati¢nih celija koje imaju sposobnost
samoobnavljanja i multipotentne diferencijacije u in vi-
tro uslovima [9].

Mezenhimalne maticne celije (MSCs) su atraktivni
kandidati za klinicku primenu u obnavljanju ostecenih
tkiva, pogotovu Sto se mogu izolovati iz viSe izvora i um-
nozavati, a njihova primena ne nosi nikakve eticke prob-
leme [10-12]. Medunarodno udruzenja za celijsku
terapiju (engl. International Society for Cellular Therapy)
predlozilo je tri minimalna kriterijuma za definisanje
mezenhimalnih matiénih ¢elija u kulturi. Minimalni
imunofenotipski profil MSCs i kriterijumi dati su u tabeli




Tabela 1. Minimalni kriterijumi za definisanje kulture mezenhimalnih maticnih celija - MSC

Minimalni kriterijumi za definisanje kulture mezenhimalnih mati¢nih éelija - MSCs
(preporuka Medunarodnog udruzenja za celijsku terapiju - International Society for Cell Therapy)

1. Adherentnost (lepljivost) za plastiku

CD45

CD14ili CD11b
CD79a ili CD19
HLA-DR

3. Mogucnost trilinearne diferencijacije u adipocite, hondrocite i osteoblaste

1 [13]. Medutim, ovaj skup kriterijuma nije definitivan
niti skroz precizan, jer celijski markeri u in vitro i in vivo
uslovima nisu isti zbog dejstva spoljasnjih faktora u po-
cetnim pasaZzama, pa je vazno napomenuti da ekspresija
Celijskih markera u in vitro uslovima ne mora u pot-
punosti da korelira sa in vivo uslovima [14,15].

Optimalna primena mezenhimalnih matiénih éelija u
terapijske svrhe podrazumevala bi dobijanje humanog
materijala i izolaciju celija uz minimalnu Stetu prema
pacijentu, mogucnost umnozavanja celija do velikog
broja i njihovu sposobnost diferenciranja u Sirok spektar
Celijskih tipova [12].
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Slika 1. Metoda izolacije mezenhimalnih maticnih ¢elija
iz humanog masnog tkiva
(Locke M, Windsor J, Dunbar PR. Human adipose-derived
stem cells: isolation, characterization and applications
in surgery. ANZ J Surg. 2009 ;79(4):235-44)

Slika 2. Kultivacija mezenhimalnih maticnih celija iz
humanog masnog tkiva u Laboratoriji za maticne Celije
Departmana za biomedicinske nauke DrZavnog uni-
verziteta u Novom Pazaru
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IZOLACIJA MEZENHIMALNIH MATICNIH CELIJA

Mezenhimalne maticne celije prvo su izolovane iz
punktata kostane srzi. Izolacija se bazira na izdvajanju
mononuklearnih ¢elija na gradijentu gustine i kultivisanju
na plasti¢nim podlogama na koje one adheriraju razdva-
jajuci se od neadherentnih hematopoetskih celija [16]. Iz
ovako izdvojenih adherentnih mononuklearnih celija, to-
kom kultivacije u odgovaraju¢em medijumu, posle dve
do tri nedelje ostaju samo celije sa visokim proliferativ-
nim potencijalom, medu kojima se nalaze MSCs razli¢itih
stadijuma primitivnosti.

Zbog odredenih nedostataka prilikom dobijanja MSCs
iz koStane srzi (mali broj izolovanih celija, bol prilikom
biopsije i morbiditet), u traganju za alternativnim iz-
vorima MSCs, kao veoma dobri su se pokazali: masno
tkivo, zubna pulpa i krv pupcane vrpce. Metode izolacije
MSCs iz masnog tkiva (Slika 1) i zubne pulpe zasnivaju se
na enzimatskom razlaganju dobijenog materijala, a
izolacija iz krvi pupcane vrpce, takode, postupkom
izdvajanja mononuklearnih celija [17-20].

KULTIVACIJA MEZENHIMALNIH MATICNIH CELIJA

Uslovi kultivacije mezenhimalnih mati¢nih celija su
temperatura od 37°C i parcijalni pritisak CO2 5%. MSCs se
gaje u medijumu, najéesce u a-MEM medijumu sa 10% ili
20% fetalnim tele¢im serumom - FCS. Pod tim uslovima
kultivisanja za 7-14 dana adherisane celije formiraju ko-
lonije (engl. Colony - Forming Units - Fibroblast, CFU-F) i
to obicno jednu do deset kolonija na 105 celija polozenih
na podlogu. Ove CFU-F celije predstavljaju mesavinu
klonogenih mezenhimalnih maticnih celija i progenitornih
celija. Deo CFU-F celija ima izrazito visok proliferativni
kapacitet u uslovima in vitro i u optimalnim uslovima kul-
tivisanja ove celije mogu da se dupliraju i do 50 puta (ex
vivo propagacija MSCs) i na taj nacin da obezbede do-
voljan broj celija za transplataciju [21] (Slika 2).

Maticne celije iz masnog tkiva postaju sve popu-
larnije kao celije koje poseduju veliki potencijal za
klinicku primenu, a dobijaju se iz lako dostupnog tkiva,
koje, ukoliko se ne upotrebi, predstavlja medicinski ot-
pad [22-24].

DIFERENCIJACIJA MEZENHIMALNIH MATICNIH CELIJA

MSCs su multipotentne i sposobne, pre svega, da se
diferenciraju u uslovima in vitro u mezodermalnom
pravcu, stvarajuéi osteoblaste, hondrocite i adipocite.
Medutim, one mogu da se diferenciraju i u celije ekto-
dermalnog (npr. neurone) i ¢elije endodermalnog porekla
(npr. B-celije Langerhansovih ostrvaca pankreasa i hepa-
tocite). Mnogobrojni signalni putevi ucestvuju u diferen-
cijaciji MSCs (Blok dijagram 1) [23].
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Slika 3. Diferencijacija mezenhimalnih maticnih celija iz humanog masnog tkiva u Laboratoriji za maticne Celije
Departmana za biomedicinske nauke DrZavnog univerziteta u Novom Pazaru; ADIPOGENEZA, bojenje OIL RED:
kontrola (levo) i adipogeneza (desno)

Slika 4. Diferencijacija mezenhimalnih maticnih celija iz humanog masnog tkiva u Laboratoriji za maticne celije

Departmana za biomedicinske nauke DrZavnog univerziteta u Novom Pazaru; HONDROGENEZA, bojenje TOLUIDIN
PLAVO: kontrola (levo) i hondrogeneza (desno)

Slika 5. Diferencijacija mezenhimalnih maticnih Celija iz humanog masnog tkiva u Laboratoriji za maticne Celije
Departmana za biomedicinske nauke DrZavnog univerziteta u Novom Pazaru; OSTEOGENEZA, bojenje ALIZARIN
CRVENO kontrola (levo) i osteogeneza (desno)

. Pazaru sprovodi se istrazivanje mezenhimalnih matic¢nih
NASI REZULTATI I ISKUSTVA Celija poreklom iz humanog masnog tkiva. U saradnji sa

hirurzima Zdravstvenog centra Novi Pazar, a uz
postovanje normi Etickog komiteta obe ustanove u pe-

U Laboratoriji za maticne Celije Departmana za oy, 64°01.07.2011. do 01.07.2012. godine dobijeno je
biomedicinske nauke Drzavnog univerziteta u Novom
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Ektodermalna diferencijacija

(neuron)

Notch-1
protein-kinaza A

MEZENHIMALNE

MATICNE CELIJE

TGF-8
BMP, FGF

Endodermalna diferencijacija

B-celije pankreasa, hepatociti i dr.

TGF-B, PPAR-y,
C/EBP,
receptor-C retinoicne kiseline,
Smad3, Sox9

Mezodermalna diferencijacija

osteoblasti, hondrociti, adipociti i dr.

Blok dijagram 1. Glavni signalni putevi koji ucestvuju u ektodermalnoj, mezodermalnoj i endodermalnoj
diferencijaciji mezenhimalnih maticnih celija

TGF-B - Transforming Growth Factor-8; BMP - Bone Morphogenic Protein; FGF - Fibroblast Growth Factor; PPAR-y -
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor - y; Smad3 (SMAD proteini su homologi dva proteina - proteina
Drosophile koji se zove Mothers Against Decapentaplegic, MAD, i proteina Caenorhabditis elegans, koji se zove SMA;
ime je kombinacija ova dva naziva); Sox9 (engl. SRY - Sex determining region Y-box 9, S0x9).

22 uzorka potkoznog humanog masnog tkiva od ispitanika
starosti od 18 do 65 godina. Od 15 uzoraka uspesno je
zavrsen proces izolacije i kultivacije, a od 8 i ciljane me-
zodermalne diferencijacije. Neuspesnost izolacije, kulti-
vacije i ciljane diferencijacije svih uzoraka pripisuje se
vrlo zahtevnim uslovima rada i zagadenjem celijskih kul-
tura sojevima Mycoplasme, Sto je u korelaciji sa radom i
rezultatima u drugim laboratorijama [25].

Procesi izolacije i kultivacije sprovodili su se po
standardnim principima i uslovima [26], a procesi ciljane
diferencijacije uz pomo¢ kitova za diferencijaciju (Stem
Pro Adipogenesis Differentiation Kit, Stem Pro Chondro-
genesis Differentiation Kit, Stem Pro Osteogenesis Dif-
ferentiation Kit) (Slika 3, 41 5).

ZAKLJUCAK

u vidu dostupnost ovog tkiva. Dobro uraden
eksperimentalni deo neophodan je uslov za uspesna
preklicka i klinicka istrazivanja.

Uspesnom izolacijom, kultivacijom i ciljanom difer-
encijacijom ovih Celija, Laboratorija za matic¢ne celije
Departmana za biomedicinske nauke Drzavnog uni-
verziteta u Novom Pazaru je vrlo ambiciozno krenula sa
istrazivackim radom.

ZAHVALNICA

Potencijal Siroke primene u regenerativnoj medicini
i tkivnom inZenjeringu, kao i nepostojanje etickih pre-
preka, ¢ini mezenhimalne maticne celije iz masnog tkiva
atraktivnim izvorom za celijsku terapiju, posebno imajuéi
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ADIPOSE TISSUE MESENCHYMAL STEM CELLS - ISOLATION, CULTIVATION AND INDUCED DIFFERENTIATION
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SUMMARY

Stem cells are non-specialized body cells at a very early stage of development, which under normal conditions in a given tissue can
differentiate into different types of functionally specialized mature cells. Mesenchymal stem cells (MSCs) are attractive candidates
for clinical use in the reconstruction of damaged tissue, especially as it can be isolated from various sources and reproduced, and
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their use does not carry any ethical problems. Isolation methods of MSCs from adipose tissue are based on enzymatic degradation of
the obtained materials. Terms for cultivation of mesenchymal stem cells are temperature of 37°C and the partial pressure of CO2
5%. MSCs are cultured in the medium, often in a-MEM medium with 10% or 20% of fetal calf serum. Under these conditions of cultiva-
tion adherent cells form colonies in 7-14 days. MSCs are multipotent and able to differentiate in vitro conditions into Mesodermal dif-
ferentiation, forming osteoblasts, chondrocytes and adipocytes. However, they can be differentiated into cells of ectodermal origin
(such as neurons) and cells of endodermal origin (eg, B-cells of the pancreatic islets of Langerhans and hepatocytes). The Laboratory
for stem cell of the Department of Biomedical Sciences at the State University of Novi Pazar conducts research of MSCs originating
from human adipose tissue. In collaboration with surgeons of Health Center of Novi Pazar, and respecting the norms of the Ethics
Committee of both institutions in the period from 01.07.2011. to 01.07.2012. were obtained 22 samples of human subcutaneous adi-
pose tissue of patients aged 18 to 65 years. 15 samples successfully completed the process of isolation and cultivation, and 8 induces
Mesodermal differentiation.

Keywords: mesenchymal stem cell, isolation, cultivation, differentiation.
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