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OnumTH noaany U MPOTOKOJ HCTPAKUBAKHA

Hasus Ilpojexra : IIOTEHILIJAJI MATMYHNX REJIMJA U3 EKCOOJIMPAHNX MJIEYHUX
3YBA JA JUOEPEHLIMPAJY VY REJIMJE CA HEPBHUM KAPAKTEPUCTUKAMA V IN
VITRO YCJIOBUMA

Kibyune peun : matnune henuje u3 ekcoaupaHux MICUHUX 3y0a, HepBHA AudepeHIrjauja

IIpenmer, cagpikaj U Wb HCTPAKUBAIHA

Caxerak

Mueunu 3yOu IpeAcTaBibajy HAjAOCTYITHUJU U3BOP aAyNTHUX MaTndHuX hemrja. Matwune henuje u3
MIIEYHHX 3y0a cy BHCOKO nponrdepaTHBHE, KIOHOTeHE, MyJITHIIOTeHTHE henuje mopeknoM of henuja
HeypanHe kpecte (Nourbakhsh et al., 2011). [Toctynak nobujamba maTnuHux henuja u3 MiueyHux 3yoa
je jemHoctaBaH, 0e3007aH W HEWHBAa3WBaH. Y TOpehemy ca MaTUYHMM hemujama KOIITaHE CPKU U
MaTHYHUM henujama 3yOHE TyJIe MoKa3yjy 3HauajHO BHUINY CTONY Hpoiudepanyje mTO UX YUHH
CIOCOOHKM 3a CTBapame JOBOJFHOT Opoja henmuja 3a moTeHIMjanHy KIMHAYKY arumukaiijy (Miura et
al., 2003).VY mwby eBamyaltdje MOTEHIM]aja MATHYHUX helrja 13 eKCONMpaHnX MIEYHUX 3y0a 3a in
vitro mudepenuujauujy y HepBHe henuje xopuctrheMo NMpOTOKON MHIYKIHUje y3 momoh ¢akropa
pacta y Tpajamy on Tpu mHemesbe (Arthur et al., 2008). Hakon Tpermana MMyHO(MITyOpECIEHTHHM
0ojerlbeM M MPOTOYHOM IMTOMETpUjoM yTBphuBahemo ekcrpecwjy HEpBHHX MapKepa. HECTHHA,
rnujanHor Gudpuaapuor kucenor nporenHa (GFAP), neypansor nykiaeapuor antureda (NeuN), g I
tyoynuHa u Heypodumamenta M (NF-M). Ougekyje ce na he ekcrpecrja Mapkepa 3HaA4ajHO MOPACTH
(Nourbakhsh et al., 2011; Arthur et al., 2008). Kako 6u yTBpawiu 1a v cy henuje nudepeHnupane y
(yHKIIMOHAIHE HEypoHe NpuMeHuheMo enekTpodusuonomky anamusy. Odekyje ce nma hemuje
KYJITUBHCaHE Y HEPBHOM HHIYKIIMOHOM MEIUjyMy MPOYKY]y JIENoJapu3aluony CTpyjy oko 8.5 myrta
jader MHTEH3MTEeTa Y OJHOCY Ha henuje KyntuBHcane y memujymy 3a pact (Arthur et al., 2008).
Mueunn 3yOn mpeacTaBibajy MOTEHIIH]alTHA U3BOp MAaTUYHHX henrja 3a ayTOJOTHY TPaHCIIIAHTAIN]y
y Jedely MHOTUX 000JpeHa, u3Melly ocTajor W  HEypPOAETCHEPAaTUBHHX OONECTH H
HEypOTpayMaTCKHUX IOBpea.

usb ncTpaxuBama:
[{usbeBU OBOT UCTpaXKUBaHa CY:

1. Jludepennujanuja Matnuaux henvja u3 excoaupaHux MieyHux 3yba y hemnuje ca HEpBHUM
KapaKTepUCTHKaMa y IPUCYCTBY (hakTopa pacra.
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2. Jloxa3uBame HepBHOT (heHOTHIA ofpehUBameM EKCIpecHje Makepa KapaKTepUCTHUYHHX 3a
HepBHe henyje.

3. Enexktpo¢u3noiOmIKOM aHalIM30M YTBPOUTH Ja JU Cy henuje audepeHToBaHE Yy
(DMHKIIMOHAJIHO aKTUBHE HEYPOHE.

AKTyeJIHOCT HCTPaKNBakba:

MHore cTyauje cy Tokaszana Ja ce Me3eHxuManHe MmaruuHe hemmje (MSC) mory kopuctutu y
TpeTMaHy Heyposomkux odosbema (Zhao et al., 2002, Tai et al., 2004). Haume, nokazaHo je na
BUXO0Ba MPUMEHA pe3yiryje (DYHKIMOHATHUM OIMOPAaBKOM, KOjU j€ YeCTO Yy IUCHPOTOPIHjH ca
MOCTUTHYTOM perapanujoM. MexaHu3aM KOjUM J0Ja3H 10 MOo0oJbllama joul yBeK je HejacaH. Tpu
pasimuuTe TeopHje objamrmaBajy HeyporeHe3y nmocpenoBany MSC: Teopuja Tpancaudepennmjanuje,
noctojame henmujcke ¢ys3uje W mapakpuHH edekar yciaen ociaobahama pa3IHIuTHX CONyOMITHHUX
¢axTopa ox ctpane MSC. HMako mocroje nokas3u 3a cBa Tpu (peHOMEHa jOII YBEK HHjE pa3jallllbeHo Yy
KO0jOj MEpH CBaKH O] lbUX JONpuHOCH penapaiuju omrehema (Rutenberg et al., 2004).

MesenxumManHe MaTH4yHe henmuje MOTy ce M30J0BaTH M3 KOINTAHE CPXH, MAaCHOT TKHUBA, KPBH W3
IynyaHe BpIIlE, aMHHOHCKE TEYHOCTH, XOPHOHCKHX YyIHIAa IUIAIICHTE, TETHBAa W JIMIaMEHATa,
ondakropHe Mmyko3e wutrA. [locieamux roJuHa NOCEOHO je aKTyelHa MOMyJanuja JACHTATHHX
Me3eHXMMaJTHINX MaTUYHHX henuja, mpe cBera 300T HUXOBE MocTynmHocTH. Jlo caga je moka3aHO
MOCTOjare MeT Pa3INuUTHX MOMyJalyja IeHTATHUX MaTHIHUX henuja: MaTtudHe henuje 3yOHE myse
(Dental Pulp Stem Cells, DPSCs) (Gronthos et al., 2000), matuuHe henuje u3 exchomupaHux
mieunnx 3y6a (Stem Cells From Human Exfoliated Deciduous Teeth, SHED) (Miura et al., 2003),
Matnure hemuje u3 anmkande mamuie (Stem Cells From Apical Papilla, SCAP) (Seo et al., 2004),
matuuHe henwuje mnepuomontanHor suramenta (Periodontal Ligament Stem Cells, PDLSCs)
(Sonoyama et al., 2008) u mporenuropcke henuje nenramanx donukyna (Dental Follicle Progenitor
Cells, DFPCs) (Morsczeck et al., 2005). Cmatpa ce ma neHraigne matuuHe henuje mocenyjy Behu
MOTEHIIMjAT 3a HEeyporeHe3y y OJHOCY Ha Me3eHXUMaJHe MaTthdHe henuje mAoOujeHe W3 APYrux
M3BOpa, BEPOBATHO 3axBasbyjyhu mopekiy koje Boje ox henuja nepsue kpecre (Karaoz et al., 2011).

Matnune henwje u3 exconmupanmx MIEUHHX 3yOa Cy BHCOKO mposidepaTuBHE, KIOHOTCHE,
MYJITUIIOTEHTHe MaThuyHe henuje crmocoOHe na ce audepeHtyjy y ocreobnacre, OJOHTOOJACTE,
ennorenne henuje, HepBHe henwmje, aaunormrte U XoHapormte in Vvitro u in vivo (Chadipiralla et al.,
2010; Laino et al., 2006; Miura et al., 2003; Sakai et al., 2010; Koyama et ai., 2009). OtkpuBeHe cy
2003.rogune o crpane Muype u capagnuka (Miura et al., 2003). MaTtuune henuje u3 3yOHe mysme
HE caMo Ja Cy JIaKO JTIOCTYITHE 3a u3oianujy Beh cy crmocobHe u 1a 06e3b6eme noBosban Opoj henuja 3a
KIMHAYKY TpuMeHy. Y mopehemy ca MaTHuHMM henmjaMa KoINTaHe CPXKM M MaTHYHMM henmjama
3yOHe MyJITe MoKasyjy BHINY CTOITy mpoiudeparyje u Behn Opoj yABOCTpyYeHa NOMylanija Kao
dopmupame HakynuHa henuja y Bumy coepa (Sphere like clusters) (Miura et al., 2003). SHED
EKCIIPUMHUPAjy MapKepe HEpBHUX U henuja riamje, ITo MoXe OMTH y TIoClieinlia TopeKia 3yOHe myJine
ox henuja nepsHe kpecte (Miura et al., 2003).
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Crynuje cy nmokasane na SHED mnpencrarspajy momynanujy amxylTHUX MaTHUHUX hendja criocoOHUX
3a eKCTEeH3WBHY mNponmdepannjy u mudepeHuujanujy y pasznuunte henmjcke tumoBe. OHE MOTY
MIpEeICTaBJbaTH HIcajJaH N3BOP MAaTHUHUX hemuja 3a Jeueme pasTnIuTiX 000Jbemha, n3Mel)y ocraior u
HEYpOAETeHEPaTUBHUX 0OJECTH U HEypOTpayMaTCKuX omrtehema.

Hpe[[MeT 1 OIIMC UCTPAKUBAKLA: 3a/1allH, MeTO[[OJIOFI/Ija, OYECKHUBAHU Pe3yJITaTH!

Marunune henuje u3 ekconupanux MIeUYHUX 3y0a KyrbeHe cy o ¢pupme ,,Allcells” (California,
USA).

henmuje he 6urn xkynrusucane y npucyctsy aMEM (a-modification of Eagle’s medium) menujyma
oborahenor ca 20% pactBopom roseher cepyma, 100 uM L-ascorbic acid 2-phosphate, 2 mM L-
rnytamuna, 100 U/ml neannmnuna u 100 pg/ml crpentomunuza. Kyntusanuja henuja he ce Bpmmtu
Ha 37° Cy npucyctBy 5% BnaxkHor Basayxa u 95% yrieen nuokcuna (Arthur et al., 2008).

FACS ananusa ((fluorescence activated cell sorting)

Matnune henuje n3 mieyHHX 3y0a eKCIPUMHpaAjy aHTHTEHE KapaKTEPHUCTHYHE 32 ME3CHXHMMalHe
marnune hemuje momyr STRO-1, CD146, CD45, CD90, CD106 i CD166 amu He u Mapkepe
xemaronoerckux u eHporenHux hemmja CD34 u CD31, mro he 6utu moxazano FACS anammzom
(Nourbakhsh et al., 2011).

HepBhna nnayknuja:

VY nuby eBanyanyje MOTEHIMjalla MATUYHUX henuja u3 ekchoiaupaHux MieyHuX 3yba 3a in Vitro
mudepennmjaunjy y HepBHe henuje kopuctruheMo MpoTOKOJ HHAYKLKje y3 moMoh dakTopa pacta.

drackoBu 3a KyntuBaiyjy henmja ce Hajupe obmoxke nonunopuutuHom (10 pg/ml) mpeko Hohwm Ha
coOHOj Temneparypu. Hakon Tora ce nBa myTa mcmepy BOJAOM, a 3aTHM 00J0Xe JIAMUHHHOM (5
ug/ml) u ocraBe npeko wohu Ha 37° C y BrakHOM HMHKyOaTopy. HakoH Tora ¢JackoBu ce ucnmpajy
PBS-om a 3atuM 1 MeAMjyMOM 3a pacT Ipe Hero To ce nojajy henuje. Renuje ce 3aTUM KyJITHBHUILY
y 0010)keHUM (hackoBUMa 10 noctu3ama 80% KOH(IYEeHTHOCTH a 3aTHM Ce IpecejaBajy.

Hakon rtora henuje he Outu kynruBucaHe Owio y meaujymy A wiu meaujymy b Ttpu Henesbe.
Menujym A cauumaBajy Heypobaszan A memujym, 100 U/ml nennimiuna, 1 X B27 cymiement, 100
pug/ml  crpemromunmuaa, 20 ng/ml  emmmepmannor ¢axrtopa pacta um 40 ng/ml  GasamHOT
¢ubpobractTHor hakropa pacra. Meaujym b cactoju ce ox 3 onBojeHa menujyma. [IpBux cemam gana
MpUMeYje ce MeIujyM A, 3aTHUM HapeIHHX celaM JaHa MeIujyM Koju caunmaBajy DMEM u F12 y
ognocy 50:50 ca momarkom ITTS-a (insulin-transferrin-sodium-selenite supplement), 100 U/ml
neruiunaa, 100 pg/ml ctpentomunmaa u 40 ng/ml Gasanunor ¢ubpobnacTHOr (akTopa pacra.
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3aamKx celaM JaHa KOPUCTH ce MeanjyMm koju caunibaBajy DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) u F12 y omnocy 50:50 ca nomarkom ITTS-a, 100 U/ml nmenunwmmmaa, 100 pg/ml
crpenrromuiriaa, 40 ng/ml 6asamsor ¢pubpobiacTHOr hakTopa pacta u 0.5 pM peTHHOMYHE KHMCENUHE
(Arthur et al., 2008).

[Tporouna (flow) muromerpuja u uMyHO(IyOpECHCHIH]jA

Nmynodayopecuentanm 6ojemem u flow muromerpujckom amammsom yTBphuBahieMo eKcrpecHjy
HEepPBHUX Mapkepa. HECTHHA, TiHjadHor ¢uopmiapHor kucenmor mportemHa (GFAP), meypamgHor
nykieapHor anturena (NeuN), B 1l TyOynuna u neypodunamenta M (NF-M). Ouekyje ce na he
eKcIipecHja Mapkepa 3HaudajHo mopactd Tokom Tpetmana (Nourbakhsh et al., 2011; Arthur et al.,
2008).

Enexrpodusunonoruja

Kako Om ytBpmumm ga mm cy henmuje mudepeHmupane y QYHKIIMOHAIHO aKTHBHE HEYpOHE
npumeHnhemo enekrpodusunonomky ananusy (whole-cell patch clamping).

HakoH MHIyKIMOHOT TpeTMaHa henuje ce MOAMXKY TPUIICHHOM M MPEHOCEe Ha CTaKJIeHe MOKPOBHE
JbYCIHUIE TPETUPAHE XUAPOXJIOPHOM M MHKYOUpajy ce 24h y HEpBHOM HMHAYIIMOHOM MEIHjyMy WIH
Menujymy 3a pact. PactBop Bomenor kymaruia caapxku (y mM): NaCl, 140; KCI, 4; CaCl2, 2;
MgCI2, 2; rnyko3y, 10; u HEPES, 10. Kako 6u ce 6nokupanu K* kananu u uznsojuie Na* crpyje, K
royramar u KCl y pactBopy Ouhe 3amemenn exBumosiaapHuM KoiauuunHama CS riayramarta u CsCl.
CrakieHa MUKPOIHUIIETAa CE MMOCTaBJhba Ha MOBPIIMHY henuje U BpIIM ce Ojlara Cykiuja Kako Ou ce
HaMpaBHO OTBOP Ha MeMOpanu. [lumera je moBe3aHa ca KOMITJYTEPCKUM aMILTH(GHUKATOPOM KOjH Y3
momoh codTeepa peructpyje joucke cryje (Arthur et al., 2008).

Ouexyje ce aa henuje KyaTHBUCAHE y CTAHIAPAHOM MEIUjyMy 3a pacT CTBapajy Heroylapu3alUuoHy
joHcky ctpyjy (inward current ) Mamer WHTEH3UTETa, JOK OM hemnuje MmoABPrHyTe TPETMAaHy HEpPBHE
WHIYKOHje Tpebano na MpoayKyjy Nenoiapu3alioHy CTPYjy OKo 8.5 myTa jayer HHTEH3HUTETA.

CraTtuctnuka o0paga nogaraka

3a cratucTuuky oOpaay nonaraka kopuctuhe ce SPSS naker, Bepsuja 19.0.

3Hayaj ucTpakuBama:

OBoMm ctryaujom moryhe je mokaszatu ga ce MaTtudHe henuje u3 ekconmpaHUX MIIEYHHX 3y0a MOry
nudepenpary y HepHe henuje in Vitro oqHOCHO 1a MiledHH 3yOH MPECTaBibajy M3BOP MATUYHUX
henuja 3a moTeHIMjaNHy KIMHAYKY alIMKAaLWjy Y HEYPOJOLIKHM 000JbeHhUMa U HEypOTPAyMaTCKUM
omrehemnma.
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