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САЖЕТАК 

 

 

Последњих неколико година откривено је да ласер ниске снаге (енгл. Low Level Laser, 

LLL) и електромагнетно поље (енгл. Electromagnetic Field, EMF) утичу на бројне 

биолошке процесе, раст и пролиферацију ћелија, а нарочито на матичне ћелије. Циљ 

ове студије био је испитивање ефеката LLL-а и EMF-а на карактеристике и потенцијал 

хуманих мезенхималних матичних ћелија из масног ткива (енгл. human Adipose Tissue-

Derived Mesenchymal Stem Cells, hAT-MSCs) и на њихово прихватање након евентуалне 

терапијске апликације. hAT-MSCs су изоловане из масног ткива 12 особа старости 18-

65 година. LLL третман се примењивао током 7 дана, једном дневно у различитом 

трајању, у неколико различитих доза од 1 J/cm
2
, 3 J/cm

2
, 5 J/cm

2
 and 10 J/cm

2
, са 

таласном дужином од 808 nm, снагом од 200 mW и густином енергије од 0.2 W/cm
2
. 

EMF третман се, такође, примењивао у трајању од 7 дана, једном дневно у различитом 

трајању, преко магнетних јастучића, фреквенције од 50 Hz и различитим интензитетом 

од 1 mТ, 3 mТ, 5 mТ и 10 mТ. Контролна група ћелија култивисана је у истим условима, 

али без третмана физикалним агенсима. Седам дана након третмана утврђене су 

појединачне оптималне дозе LLL-а и EMF-а и испитана је вијабилност, морфологија, 

пролиферација, диференцијација, старење и оксидативни стрес третираних ћелија. 

Резултати су показали да је након 7 дана број hAT-MSCs третираних EMF-ом био 

знатно већи од броја контролних, нетретираних ћелија, hAT-MSCs третиране LLL-ом су 

биле бројније од оних третираних EMF-ом, а да су hAT-MSCs које су стимулисане 

комбиновано LLL-ом и EMF-ом биле најбројније. LLL и/или EMF третман није 

значајно утицао на вијабилност третираних ћелија. Исти позитивни ефекти су 

регистровани и када се испитала диференцијација. LLL и/или EMF третман није утицао 

на старење, нити је повећао оксидативни стрес ћелија. Такође су примећене промене у 

морфологији ћелија у смислу повећања површине ћелија и фракталне димензије у 

групама које су третиране ЕMF-ом и комбинацијом ЕMF-а и LLL-а. У закључку, LLL 

и/или EMF третман је убрзао пролиферацију и побољшао диференцијацију hAT-MSCs, 

без угрожавања њихове одрживости, без утицаја на старење и оксидативни стрес, те 

представља терапијски потенцијал у ћелијском инжењерингу. 

 



 

ABSTRACT 

 

 

In recent years, electromagnetic field (EMF) and low-level laser (LLL) have been found to 

affect various biological processes, the growth and proliferation of cells, and especially that of 

stem cells. The aim of this study was to investigate the effects of EMF and LLL on the 

characteristics and abilities of human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells 

(hATMSCs) and thus to examine the impact of these therapeutic physical modalities on stem 

cell engraftment. hAT-MSCs were isolated from subcutaneous adipose tissue of 12 persons 

ranging in age from 18 to 65 years. LLL was applied also for 7 days, for varying periods of 

time, at different radiation energies of 1 J/cm
2
, 3 J/cm

2
, 5 J/cm

2
 and 10 J/cm

2
, with a 

wavelength of 808 nm, power output of 200 mW, and power density of 0.2 W/cm
2
. EMF was 

applied for a period of 7 days, once a day for varying periods of time, via a magnetic cushion 

surface at a frequency of 50 Hz and an different intensity of 1 mT, 3 mT, 5 mT and 10 mT. 

Nonexposed cells (control) were cultivated under the same culture conditions. Seven days 

after treatment, optimum doses of LLL and EMF are determined, and the cells were examined 

for cell viability, morphology, proliferation, differentiation, aging and oxidative stress. We 

found that after 7 days, the number of EMF-treated hATMSCs was significantly higher than 

the number of the untreated cells, LLL-treated hAT-MSCs were more numerous than EMF-

treated cells, and hAT-MSCs that were treated with the combination of EMF and LLL were 

the most numerous. EMF and/or LLL treatment did not significantly affect hAT-MSC 

viability by itself. The same positive effects were registered also when differentiation was 

examined. LLL and/or EMF treatment did not affect aging and oxidative stress of hAT-MSCs. 

Changes in cell morphology were also observed, in terms of an increase in cell surface area 

and fractal dimension in hAT-MSCs treated with EMF and the combination of EMF and LLL. 

In conclusion, LLL and/or EMF treatment accelerated the proliferation and enhance 

differentiation of hAT-MSCs without compromising their viability, without affecting aging 

and oxidative stress, and therefore, they may be used in stem cell tissue engineering. 



 

 СКРАЋЕНИЦЕ 

 

 

LLL Low Level Laser 

EMF Electromagnetic Field 

MSCs Mesenchymal Stem Cells 

WALT World Assotiation For Laser Therapy 

ESCs Embrionic Stem Cells 

TGF-β Transforming Growth Factor Beta 

Thy-1 Thymocyte Differentiation Antigen 1 

GPI Glycosylphosphatidylinositol 

STRO1 Stromal Precursor Antigen-1 

VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule-1 

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 

IGFR Insulin-Like Growth Factor Receptor 

NGFR Neural Growth Factor Receptor 

PDGFR Platelet-Derived Growth Factor Receptor 

BM-MSCs Bone Marrow Mesenchimal Stem Cells 

AT-MSCs Adipose Tissue-Derived Mesenchymal Stem Cells 

DP-MSCs Dental Pulp Mesenchymal Stem Cells 

СВФ Стромална Васкуларна Фракција 

UC-MSCs Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells 

FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting 

α-DМЕМ Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

FCS  Fetal Calf Serum 

FBS Fetal Bovine Serum 

CFU-F Colony Forming Units – Fibroblast 

iPSC Induced Pluripotent Stem Cells 

MHC Major Histocompatibility Complex 

IFN-γ Interferon-Gama 

IL-10 Interleukin-10 

NOD/SCID Nonobese Diabetic/Severe Combined Immunodeficiency 

BUNDW Bone Marow Donor Worldwide 



 

 

 

 

 

 

 

WMDA World Marrow Donor Association 

HLА  Humal Leukocite Antigens 

PDX1 Pancreatic And Duodenal Homeobox 1 

NKX6-1 Homeobox Protein Nkx-6.1 

MAFA Musculoaponeurotic Fibrosarcoma Oncogene Homolog A 

MRI Magnetic Resonance Imaging 

EDSS  Expanded Disability Status Scele 

MELD Mayo End-Stage Liver Disease 

IL-1Rа Interleukin-1 Receptor Antagonist 

TNF Tumor Necrosis Factor 

PBS Phosphate-Buffered Saline 

HSA Human Serum Albumins 

HBSS Hank's Balanced Salt Solution 

PDT Population Doubling Time  

ГАГ Гликозаминогликани 

GaAlAs Галијум-Алуминијум-Арсенидна 

SA-β-Gal Senescence-Associated Β-Galactosidase 

NBT Nitroblue Tetrazolium 

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

HRP Horseradish Peroxidase 

GSH  Glutathione 

GSSG Glutathione Disulfide 

ФД Фрактална Димензија  

SD Standard Deviation 

FGF2 Fibroblast Growth Factors 2 

rAT-MSCs Rat Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells 



САДРЖАЈ 

 

 

1.  УВОД   1 

  1.1  Регенеративна рехабилитација  1 

  1.2  Ласер као физикални агенс  3 

    1.2.1  Физичке карактеристике ласера  4 

  1.3  Ласер ниске снаге  6 

    1.3.1  Биофизичко дејство LLL  6 

    1.3.2  Биохемијско дејсво LLL  6 

    1.3.3  Технике примене LLL  7 

    1.3.4  Дозирање LLL  7 

    1.3.5  Заштитне мере при примени LLL  8 

  1.4  Електромагнетно поље  8 

    1.4.1  Биофизичко дејство EMF  9 

    1.4.2  Биохемијско дејство EMF  11 

    1.4.3  Дозирање EMF  12 

  1.5  Матичне ћелије  13 

    1.5.1  Дефиниција и класификација матичних ћелија  14 

    1.5.2  Изолација MSCs  18 

    1.5.3  Култивација MSCs  19 

    1.5.4  Диференцијација MSCs  20 

    1.5.5  MSCs као имуномодулатори  21 

    1.5.6  Могућности примене MSCs  23 

    1.5.7  Ограничења у примени MSCs  28 

   

2.  ЦИЉ ИСТРАЖИВАЊА  31 

   

3.  МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ  32 

  3.1  Врста студије  32 

  3.2  Узимање узорака хуманог масног ткива  32 

  3.3  Дигестија масног ткива  32 

  3.4  Прање ћелија  33 



 

 

  3.5  Бројање и култивација ћелија  33 

  3.6  Одређивање вијабилности и пролиферационе кинетике ћелија  34 

  3.7  Одређивање фенотипа добијених ћелија  34 

  3.8  Диференцијација ћелија in vitro  35 

  3.9  Узорковање hAT-MSCs  36 

  3.10  Третман hAT-MSCs LLL-ом  37 

  3.11  Третман hAT-MSCs EMF-ом  37 

  3.12  Заједнички третман hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом  37 

  3.13  Одређивање активности β-галактозидазе  38 

  3.14  Оксидативни стрес и антиоксидативни капацитет третираних hAT-MSCs  38 

    3.14.1  NBT assay  39 

    3.14.2  Одређивање концентрације хидроген пероксида (H2O2) и нитрита (NO
2-

) 39 

    3.14.3  Одређивање концентрације редукованог (GSH) и оксидованог глутатиона 

(GSSG) 
39 

  3.15  Фрактална анализа 40 

    3.15.1  Добијање и графичка обрада фотографија третираних hAT-MSC 40 

    3.15.2  Фрактална анализа попуњавања простора и величине третираних hAT-

MSCs 
41 

  3.16  Статистичка обрада података 42 

  

4. РЕЗУЛТАТИ 43 

  4.1  Физикални преглед пацијената, донора масног ткива 43 

  4.2  Карактеристике изолованих hAT-MSCs 44 

    4.2.1  Број и пролиферациона кинетика изолованих ћелија 44 

    4.2.2  Морфологија изолованих  ћелија 46 

    4.2.3  Имунофенотипизација добијених ћелија 47 

    4.2.4  Диференцијација добијених ћелија 48 

      4.2.4.1  Адипогена диференцијација 48 

      4.2.4.2  Остеогена диференцијација 49 

      4.2.4.3  Хондрогена диференцијација  50 

  4.3  LLL у дози од 3 J/cm
2
 и EMF у дози од 3 mT најуспешније стимулишу 

пролиферацију третираних ћелија 
51 

  4.4  LLL у дози од 3 J/cm
2
 и EMF у дози од 3 mT најуспешније стимулишу 54 



 

 

диференцијацију третираних ћелија 

  4.5  Комбиновани третман изолованих hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом побољшава 

пролиферацију третираних ћелија 
58 

  4.6  Комбиновани третман изолованих hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом побољшава 

диференцијацију третираних ћелија 
60 

  4.7  Појединачни и комбиновани LLL и EMF третман изолованих hAT-MSCs LLL 

није утицао на старење третираних ћелија 
62 

  4.8.  Појединачни и комбиновани LLL и EMF третман изолованих hAT-MSCs LLL 

није утицао на оксидативни стрес третираних ћелија 
64 

  4.9  Комбиновани LLL и EMF третман мења фракталну димензију и величину 

третираних hAT-MSCs 
65 

  

5. ДИСКУСИЈА 66 

  5.1  Изоловане ћелије показале су добар пролиферативни капацитет и 

фибробластоидне морфолошке карактеристике 
66 

  5.2  Изоловане ћелије експримирале су маркере за MSCs 67 

  5.3  Изоловане ћелије поседовале су способност трилинеарне диференцијације 67 

  5.4  Третман добијених hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом побољшао је пролиферацију 

и диференцијацију, без утицаја на вијабилност ћелија 
69 

  5.5  hAT-MSCs након третмана LLL-ом и EMF-ом нису брже старале 73 

  5.6  Третман добијених hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом не утиче на оксидативни 

стрес, нити мења активност ензима антиоксидативне заштите 
74 

  5.7  hAT-MSCs након третмана LLL-ом и EMF-ом су се значајно морфолошки 

мењале 
74 

  

6. ЗАКЉУЧАК 78 

  

7. РЕФЕРЕНЦЕ 79 



1 

 

УВОД 

 

 

Главни циљ овог истраживања је испитивање улоге и значаја два терапијска физикална 

модалитета која се често користе у клиничкој пракси, ласера ниске снаге (енгл. Low 

level laser, LLL) и електромагнетног поља (енгл. Electromagnetic field, EMF), на 

морфологију, пролиферацију, диференцијацију и старење хуманих мезенхималних 

матичних ћелија (енгл. Mesenchymal Stem Cells, MSCs) изолованих из масног ткива. 

Тиме се жели дати научни допринос у бољем разумевању дејства ова два физикална 

агенса и побољшању карактеристика и потентности MSCs ради успешније клиничке 

примене. Због тога су у уводном делу објашњене основе нове области, регенеративне 

рехабилитације, биофизичка и биохемијска дејства ласера ниске снаге и 

електромагнетног поља, карактеристике MSCs, са посебним освртом на могућности и 

ограничења у примени ових ћелија. 

 

 

1.1. Регенеративна рехабилитација 

 

Регенеративна медицина је медицинска област која комбинује знања, технике и 

вештине из молекулске и ћелијске биологије, хемије, клиничке медицине, 

биомедицинског инжењеринга и науке о материјалима, са циљем да поправи и обнови 

функцију органа која је изгубљена због урођених аномалија, оштећења, болести и 

старости (1-5). Четири главна приступа регенеративне медицине су: ћелијска терапија, 

генска терапија, трансплантација и ткивни инжењеринг (1, 3, 5). Претходна 

експериментална и клиничка истраживања показала су ефикасност и сигурност ових 

процедура (2-4). 

Да би постали потпуно функционални и витални, трансплантирани или лечени органи, 

ткива и ћелије, пролазе читав низ адаптивних процеса и прилагођавају се хомеостази 

која влада унутар тела (2, 6, 7). У овом процесу рехабилитација је од велике важности, 

те се регенеративна медицина и рехабилитација међусобно допуњују због успешнијег 

планирања и ефикаснијег лечења пацијената (Схема 1). Последњих година принципи 

ове две области обједињу се у нову медицинску област – регенеративну рехабилитацију 

(1, 8). Регенеративна рехабилитација први пут је формализована на Колумбија 
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Универзитету у Њујорку у Сједињеним Америчким Државама (енгл. New York’s 

Columbia University; http://www.cumc.columbia.edu/rehab), 2014. године, под 

руководством др Joel Stein, са циљем да повеже Департман за рехабилитацију са више 

од 100 лабораторија за матичне ћелије (8). Америчка асоцијација за физикалну терапију 

дефинисала је регенеративну рехабилитацију као интеграцију принципа и приступа 

рехабилитације и регенеративне медицине са главним циљем проналаска нових и 

ефикасних метода за обнављање и потпуни опоравак функције ткива (1, 8, 9). Убрзо су 

и на другим америчким клиникама и универзитетима формирани центри и институти 

који обједињују рехабилитацију и регенеративну медицину: Mayo Clinic Center for 

Regenerative Medicine, McGowan Institute for Regenerative Medicine of University of 

Pittsburgh и University of Washington’s Institute for Stem Cell and Regenerative Medicine 

(ISCRM) (8). У Европи, такође, постаје актуелна научна и клиничка сарадња у овим 

областима (10, 11). 

 

 

 

Схема 1. Повезаност регенеративне медицине и рехабилитације 

 

Матичне ћелије су неспецијализоване ћелије организма које имају способност 

самообнављања и диференцирања у ћелије сва три клицина листа (2, 12). Оне имају 

важну улогу у ембрионалном развићу и органогенези (ембрионалне и феталне матичне 

ћелије), као и у хомеостази и регенерацији ткива (адултне матичне ћелије) (2, 12-15). 

MSCs су адултне матичне ћелије које се, због својих предности у изолацији и имунској 

толеранцији, најчешће користе у експерименталним и клиничким студијама (1-3, 16, 

17). Масно ткиво је један од најлакше доступних извора ових ћелија (13, 18-20). 

http://www.cumc.columbia.edu/rehab
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Иако се раније сматрало да матичне ћелије, а међу њима нарочито MSCs немају 

недостатке, новији научни подаци, укључујући и наше (21-23) показују да слабо 

прихватање (енгл. poor engraftment), кратко преживљавање и старење MSCs чине 

главна ограничења у клиничкој примени ових ћелија. Због тога се улажу велики напори 

како би примена MSCs била што ефикаснија. Осим хемијских фактора (фактори раста, 

хормони и цитокини) за које се зна да могу утицати на морфологију, раст, 

пролиферацију и диференцијацију матичних ћелија (24-27), све већи значај имају 

физички фактори у побољшању енграфтмента ових ћелија. 

До данас су објављени резултати који показују да LLL и EMF, као терапијски 

физикални модалитети, утичу на различите биолошке процесе и доприносе оздрављењу 

(28-30). Међутим, њихово терапијско дејство још увек није потпуно разјашњено, а 

заједнички утицај ових агенаса на MSCs уопште није познат. Отуда идеја да се 

детаљнијим истраживањем дејства физичких фактора на MSCs, примарно LLL-а и 

EMF-а, дође до података који би употпунили знање о поменутим физикалним агенсима 

и евентуално поставили основу за третман MSCs пре примене и пацијента након 

трансплантације ових ћелија, ради бољег енграфтмента. 

 

 

1.2. Ласер као физикални агенс 

 

Ласеротерапија се последњих година интензивно користи у клиничкој пракси. 

Ласер означава усмерени сноп монохроматске кохерентне светлости, која може бити 

инфрацрвена, видљива или ултраљубичаста. Назив ласер представља скраћеницу од 

почетних слова енглеских речи Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, 

које значе светлост појачана стимулисаном емисијом зрачења. До скоро се мислило да 

овај процес стимулације емисије зрачења не постоји у природи, али данас се зна да 

деловање ултраљубичасте и видљиве светлости на неорганске и органске супстанце 

узрокује секундарну емисију светлости, тј. фотолуминисценцију у природним условима 

(31-35). 

Још је Алберт Ајнштајн (Albert Einstein) почетком прошлог века имао идеју о 

стимулисаном зрачењу, али су тек 40-ак година касније руски научници Басов (Никола́й 

Генна́диевич Ба́сов) и Прохоров (Алекса́ндр Миха́йлович Про́хоров) и амерички научник 

Товнес (Charles H. Townes) са својим тимом, независно једни од других, конструисали 
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први квантни генератор електромагнетног зрачења и због тога, 1964. године, добили 

Нобелову награду за област физике (Слика 2) (36). Први ласерски уређај конструисао је 

Маиман (Theodore Harold Maiman) 1960. године, а убрзо су направљени и хелијум-

неонски и полупроводнички ласер. У литератури се наводи да се ласер убраја у највећа 

научна открића у ХХ веку (31, 37-40). 

 

 

Слика  2. Добитници Нобелове награде за област физике 1964. године за достигнуће 

конструкције првог микроталасног квантног генератора: Charles H. Townes, Никола́й 

Генна́диевич Ба́сов и Алекса́ндр Миха́йлович Про́хоров 

 

 

1.2.1. Физичке карактеристике ласера 

 

Ласерска светлост добија се из атома, довођењем енергије из спољашњег извора, при 

чему јони и молекули прелазе из стања ниже у стање више енергије. Тај процес се 

назива побуђивање, а то ново, „побуђено“ стање није дуго одрживо и стабилно, траје 

свега 10
-7 

до 10
-9 

секунди, те се електрони враћају на полазне путање, а квантни системи 

прелазе на нижи, основни енергијски ниво, при чему се ослобађа светлосна енергија 

(41-43). Та емисија кванта зрачења може бити спонтата или стимулисана. Спонтаном 

емисијом настаје обична, некохерентна, неусмерена и полихроматска светлост, коју 

чине зраци разних таласних дужина и смерова кретања. Извори такве светлости су 

Сунце, сијалице и кварцне светиљке. Стимулисано зрачење настаје тако што упадни, 

стимулациони фотони при судару са побуђеним честицама не бивају апсорбовани, већ 

ланчаном реакцијом изазивају умножавање фотона у виду „лавине“ (Слика 3). При 

томе, сви емитовани фотони имају исту таласну дужину, фазу и смер кретања, па је 
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тако добијена светлост монохроматска, кохерентна и усмерена и концентрише велику 

енергију (31, 44, 45). 

 

Слика 3. Емисија кванта зрачења и настајање ласерске светлости 

 

Делови ласера су активно средство, ласерска пумпа и резонаторска комора. Активно 

средство служи за умножавање фотона. Ласерска пумпа је извор енергије за 

побуђивање, а помоћу резонатора се продужава пут емитованих фотона и њихово 

дејство на активно средство (32-35). 

У односу на агрегатно стање активног средства, ласери могу бити чврсти, течни и 

гасни, а према начину емисије континуирани и импулсни. Најпознатији чврсти ласер је 

рубински ласер, у коме је активно средство хром. У ову групу спадају и 

полупроводнички ласери, као што су галијум-арсенидни и галијум-алуминијум-

арсенидни ласери.  Од гасних ласера најчешће се у медицини користи хелијум-неонски, 

аргонски и угљен-диоксидни, а течни ласери су са раствореном органском или 

неорганском бојом (31, 34, 35, 45-47). 

У односу на снагу коју емитују, ласери који се користе у медицини се могу поделити на 

ласере ниске и ласере високе снаге. Ласери ниске снаге су хелијум-неонски, галијум-

арсенидни и галијум-алуминијум-арсенидни и примењују се у физикалној медицини. 

Ласери високе снаге су угљен-диоксидни и аргонски ласер и они се користе у 

хирургији, офталмологији, дерматологији и другим гранама медицине. 

Сонде које се користе у физикалној медицини могу бити појединачне – тачкасте 

(површине 0,5-1 cm
2
) или групне – cluster (површине 10-20 cm

2
) (31, 34, 35, 48-50). 
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1.3. Ласери ниске снаге 

 

Ласери излазне снаге до 500 mW током примене не изазивају осећај загревања у 

зраченом ткиву и називају се ласери ниске снаге (енгл. Low level laser, LLL). Они 

производе енергију ниске густине (која се израчунава као однос снаге и површине 

ласерске сонде и изражава се у W/cm
2
. У литератури се среће још неколико назива: 

ласери малог интензитета, ласери ниског нивоа и ласери мале снаге (31-33). 

 

 

1.3.1. Биофизичко дејство LLL  

 

Ефекат LLL настаје апсорпцијом у површинским ткивима, и то у структурама које се 

зову хромофоре (меланин, хемоглобин, миоглобин, родопсин, цитохроми и протеини 

смештене у ћелијској мембрани). Директна пенетрација износи 1-2 цм, а индиректна 

чак и до 5 цм (34, 35, 44). 

 

 

1.3.2. Биохемијско дејство LLL  

 

Основни механизам дејства LLL заснива се на фотобиолошкој реакцији са живим 

ткивом, тј. фотобиомодулацији. Овај процес одвија се на ћелијском и субћелијском 

нивоу, а чине га два супротна процеса: фотобиостимулација и фотобиоинхибиција. Оба 

процеса одвијају се по Арнт-Шулцовом (Arndt-Schultz) закону: ниске дозе изазивају 

фотобиостимулацију, а високе дозе фотобиоинхибицију (31, 51, 52). Апсорбовани зраци 

директно активирају ензиме и убрзавају метаболичке процесе. У ћелијама се повећава 

синтеза аденозин-трифосфата, који је главни енергијски извор ћелија, а у ћелијској 

мембрани активирају се јони калцијума. Обе ове реакције су од кључног значаја за 

успостављање ткивне хомеостазе и зарастање ткива. Оне иницирају синтезу 

дезоксирибонуклеинске и рибонуклеинске киселине, при чему се поспешује митоза и 

пролиферација макрофага и фибробласта и продукција колагена. Ласерски зраци 

изазивају вазодилатацију, убрзавају микроциркулацију, повећавају оксигенацију, 

мењају pH вредност и побољшавају нутрицију, утичући на тај начин на зарастање ткива 

(32-35, 51-53). 
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Ласерски зраци имају аналгетски ефекат тако што смањују брзину проводљивости 

сензорних влакана на месту и дистално од места примене, изазивају хиперполаризацију 

мембране нервних ћелија и подижу праг бола, смањују ниво простагландина Е2, 

хистамина и интерлеукина и повећавају ниво серотонина и ендогених опиоида (31, 54-

56). Ткива која су изложена хипоксији из било ког разлога (инфламација, повреда) 

много су подложнија деловању ласера него здрава ткива. Осим тога, под дејством 

апсорбоване енергије појачава се активност ензима антиоксидативне заштите (57). 

 

 

1.3.3. Технике примене LLL  

 

Ласери се примењују на два начина: контактно и неконтактно. Контактна техника 

подразумева примену ласерских снопова посредством ласерске сонде која се директно 

поставља на третирану површину и држи довољно чврсто како би се смањила 

рефлексија и дивергенција ласерског снопа и омогућила максимална пенетрација. Овом 

техником се третирају „тригер“ тачке, које на палпацију реагују локалним и 

рефереисаним (удаљеним) болом. Неконтактном техником се зраче отворене ране, а ова 

техника се примењује и када пацијент не може да поднесе притисак сонде на третирано 

подручје (32, 58-60). 

 

 

1.3.4. Дозирање LLL  

 

Основни параметри дозирања ласерског зрачења дати су у табели 1 (31, 32). 

 

Табела 1. Основни параметри дозирања ласерског зрачења 

Параметри дозирања ласерског зрачења Јединица  

Излазна снага вати (W) 

Површина ласерског снопа центриметри квадратни (cm
2
) 

Густина снаге вати по центриметру квадратном (W/cm
2
) 

Трајање зрачења секунде (s) 

Енергија зрачења џули (J) 

Густина енергије џули по центриметру квадратном (J/cm
2
) 
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Густина енергије унапред се одређује на основу патолошког поремећаја и циља који се 

жели постићи. Нови, софистицирани уређаји аутоматски израчунавају и на дисплеју 

приказују време потребно за зрачење на основу одабране густине енергије. 

За дозу зрачења традиционално се узима густина енергије изражена у џулима по 

центриметру квадратном (J/cm
2
). Још увек међу научницима и клиничарима не постоји 

консензус о оптималној појединачној терапијској дози, већ она варира од 0,5 до 10 

J/cm
2
. У клиничкој пракси, акутна стања и површинска ткива захтевају мање дозе, а 

хронична стања и дубља ткива – веће (61, 62). 

Светско удружење за лечење ласером (World Assotiation for Laser Therapy – WALT) 

препоручило је 2006. године да се за дозу зрачења узима енергија изражена у џулима по 

једној тачки (енгл. J/point), јер је то прецизније у односу на J/cm
2
 (63). 

 

 

1.3.5. Заштитне мере при примени LLL  

 

Ласерски зраци слободно пролазе кроз диоптрички апарат ока и фокусирају се на очном 

дну, апсорбујући се у мрежњачи и пигменту родопсину. Густина енергије која се при 

том концентрише на мрежњачи је за 100-1000 пута већа од улазне енергије на рожњачи, 

те могу да настану озбиљна оштећења вида. Зато се користе оклузивне наочаре са 

посебним филтром, који не пропушта ласерске зраке (31, 64). 

 

 

1.4. Електромагнетно поље 

 

Електромагентно поље (енгл. Еlectromagnetic field, EMF) се користи у терапији већ 

неколико хиљада година. У Египту, древни лекар Еберс на папирусу је 3600 година пре 

нове ере записао рецепт за лечење повреда главе и сунчанице, који садржи и артпет – 

ферометеорит слабе магнетне активности (31, 34, 35). Такође, постоје записи да су 

Грци, Римљани, Византијци и Арапи за лечење користили разне врсте магнета. Магнет 

је први пут пронађен у природном стању у Магнезији, области Мале Азије, по којој је и 

добио назив. Исти или слични оксиди гвожђа пронађени су и у другим деловима света 

(31, 34, 35). 
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Модерна ера магнетне терапије почиње са научним радовима које су 1957. године 

објавили Јапанци Fukada Eiichi и Yasuda Iwao, и 1962. године Американци Andrew L. 

Bassett, Robert J. Pawluk и Robert O. Becker (Слика 4), поставивши научне основе за 

примену магнетног поља у лечењу прелома костију који не зарастају спонтано (31, 65, 

66, ). 

Ипак, ни данас није довољно познат и јасан механизам деловања електромагнетног 

поља, те ова докторска теза има циљ да допринесе бољем објашљењу дејства EMF на 

ћелијском нивоу (31-35). 

 

 

Слика. 4. Наслов и део увода научног рада објављеног у Nature-у 1964. године у којем 

Американци Andrew L. Bassett, Robert J. Pawluk и Robert O. Becker убрзавају лечење 

прелома костију применом електромагнетног поља 

 

 

1.4.1. Биофизичко дејство EMF  

 

EMF стварају наелектрисане честице које се слободно крећу, као и наелектрисане 

честице које се крећу унутар атома и молекула којем припадају. EMF постоји око 

проводника са струјом и око сталних магнета. Електричне и магнетне појаве међусобно 

су повезане. То значи да се магнетно поље ствара из електричног и обратно (Слика 5). 
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EMF које се користи у физикалној медицини припада радиоталасима најниже 

фреквенције (31-35, 67-69). 

 

 

Слика 5. Електромагнетно поље 

 

Класични извори EMF су стални магнет, завојница и електромагнет. Стални магнет је 

стално намагнетисан прави или потковичасти челични предмет. Завојница или 

соленоид је калем металне жице који може да привуче гвоздене предмете, ако кроз њега 

тече галванска струја. Електромагнет је завојница с језгром од меког гвожђа. Галванска 

струја која пролази кроз завојницу ствара њено магнетно поље (31-35). 

Подела EMF заснована је на њиховој стабилности и фреквенцији (Табела 2) (31, 34, 35). 

 

Табела 2. Подела EMF 

Електромагнетна поља 

према стабилности према фреквенцији 

константна променљива Ултраниске фреквенције (до 3 Hz) 

 импулсна Екстремно ниске фреквенције (од 3 до 3 kHz) 

 алтернативна Веома ниске фреквенција (од 3 kHz до 30 kHz) 

  Високе фреквенције (од 3 до 30 MHz) 

  Ултрависоке фреквенције (од 30 од 300 GHz) 

 

EMF у клиничкој пракси користи се одавно, али је његова систематска примена 

релативно нова. Апарат за магнетотерапију је технички уређај који примарно ствара 
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магнетно поље и треба га разликовати од апарата који производе магнетно и 

електрично поље исте вредности. Вектор магнетне индукције доминира над вектором 

електричног поља за више од 90 %, па је термичка компонента занемарљива. Због тога 

се сматра да је примена EMF атермичка, што је важна предност овог физикалног агенса 

у односу на друге, код лечења болести у којима је примена топлоте контраиндикована 

(31-35, 70). 

У физикалној медицини се најчешће користи импулсно EMF, са екстремно ниским 

фреквенцијама, од 1-50 Hz, највише до 100 Hz. За живе ћелије још нису са сигурношћу 

дефинисане вредности прага толеранције магнетног поља, упркос многим 

експериментима in vivo и in vitro (31, 70-72).  

 

 

1.4.2. Биохемијско дејство EMF 

 

Примарни начин биолошког дејства EMF није познат. Претпоставља се да су кључни 

ефекти електрохемијске природе. Међутим, секундарна или посредна дејства EMF су 

доста проучена и због њих се магнетна поља користе у медицини (33, 73). Магнетна 

поља имају механохемијски ефекат, узрокују вибрације ћелијских мембрана, њихову 

хиперполаризацију и повећање активности јонских пумпи. На овај начин се утичу на 

функцију ћелија и убрзавају њен метаболизам. Апсорбована енергија EMF подстиче 

адаптационе реакције организма, појачава имунску способност, убрзава зарастање 

ткива, побољшава циркулацију, смањује запаљење и бол (34, 71-75). 

Утицајем на структуралну архитектонику липопротеина, EMF мења пропустљивост 

ћелијске мембране и утиче на равнотежу унутарћелијских и ванћелијских јона (76). У 

многим патолошким стањима равнотежа је поремећена на рачун већег броја негативних 

јона са унутрашње стране или позитивних јона са спољашње стране, тако да је 

мембрана мање надражљива у односу на физиолошке принципе поларизације (77). 

Променом пермеабилности ћелијске мембране EMF поново успоставља јонску 

равнотежу. Осим тога, EMF делује на интеракцију рецептора на мембрани и активних 

супстанци и мења оријентацију елементарних магнетних дипола. Убрзавају се процеси 

дифузије и активног транспорта кроз мембрану, а стимулишше формирање комплекса 

рецептор-трансмитер, рецептор-хормон и антиген-антитело (31-35, 78-81). 
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EMF повећава парцијални притисак кисеоника, олакшава његову дифузију и 

утилизацију у ћелији. Побољшава енергетски биланс ћелије, повећава ресинтезу 

аденозин-трифосфата из аденозин-дифосфата (31, 82-85). Осим тога, магнетно поље 

директно утиче на физичко-хемијска својства воде: површински напон, вискозност, 

електричну проводљивост, диелектричну пропустљивост (86, 87). 

Јапанци Fukada Eiichi и Yasuda Iwao и Американци Andrew L. Bassett и Robert O. Becker 

у својим експериментима су показали утицај магнетног поља на остеогенезу (65, 66). 

Утврдили су да под утицајем механичког стреса долази до појаве електричног 

потенцијала у костима. На страни компресије настаје позитивни потенцијал, а на страни 

растерећења негативни. Затим су у in vivo условима утврдили да је ендостална 

површина костију негативно наелектрисана, а периостална позитивно, тако да кроз 

кортекс кости тече једносмерна струја. На местима репарације кост је 

електронегативна, а остала места су електропозитивна. Под утицајем магнетног поља у 

кристалоидним макромолекулима протеина настаје позитивни пиезоелектрични ефекат, 

који активира остеобласте, хондробласте и фибробласте, тако да настаје пролиферација 

коштаног, хрскавичавог и везивног ткива (31-35, 65, 66). 

Експериментална и клиничка испитивања последњих четири деценије скинула су ореол 

мистичности са магнетотерапије. Утврђено је да магнетно поље ниске фреквенције и 

ниског интензитета делује антиинфламаторно и антиедематозно и стимулише 

регенерацију ткива. Осим тога, делује вазодилататорно и хиперемизирајуће, ублажава 

бол и повишени тонус мишића (88-92).  

 

 

1.4.3. Дозирање електромагнетног поља 

 

Основни параметри дозирања електромагнетног поља дати су у табели 3 (31, 34, 93). 

 

Табела 3. Основни параметри дозирања електромагнетног поља 

Параметри дозирања електромагнетног поља Јединица  

Фреквенција херц (Hz) 

Интензитет Тесла (Т) 

Дужина трајања секунд (s) 
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1.5. Матичне ћелије 

 

Нови научни подаци у области матичних ћелија учинили су да је то једна од 

најинтересантнијих тема у медицини. Разлог за то је њихов потенцијал у лечењу 

дегенеративних болести и болести повезаних са поремећајем ћелијске функције (12-14). 

У последњих 10 година додељене су две Нобелове награде за медицину научницима 

који су се бавили матичним ћелијама (Слика 6) (13, 94, 95). 

 

 

Слика 6. Добитници Нобелових награда за област медицине 2007. године (горе, Mario 

R. Capecchi, sir Matin John Ewans и Oliver Smithies) и 2012. године (доле, John B. Gurdon 

и Shinya Yamanaka,) за достигнућа у области матичних ћелија 

 

Статистички подаци из 2010. године указују да је у САД регистровано 12,9% људи 

старијих од 65 година, а претпоставља се да ова узрасна група чини 8% укупне светске 

популације (96). Зато се већ сада сматра да ће превенција и лечење обољења повезаних 
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са старењем бити велики изазов и задатак у различитим областима биомедицине. 

Неуродегенеративне и остеодегенеративне болести (Алцхајмерова болест, 

Паркинсонова болест, амиотрофична латерална склероза, макуларна дегенерација 

ретине, остеоартритис, остеопороза и друге) и обољења у чијој је патогенези поремећај 

ћелијске функције (тумори, кардиоваскуларна обољења, хроничне опструктивне 

болести плућа и шећерна болест) чине поље интересовања регенеративне медицине и 

рехабилитације (13, 97-103). У теоријском смислу,  репарација или замена оштећених 

ћелија које су изгубиле функцију, или оних ћелија које су умрле, матичним ћелијама 

било би идеално терапијско решење. 

 

 

1.5.1. Дефиниција и класификација матичних ћелија 

 

Иако су досадашња истраживања довела до прецизних објашњења многих механизама 

изолације и ефекта матичних ћелија, и даље постоји значајан степен конфузије и 

неслагања у овој области, па чак и у дефинисању основних појмова. Рана литература о 

матичним ћелијама била је препуна атрактивних и звучних термина, као што су: 

„континуирано“, „неограничено“, „бесмртно“, што није експериментано доказиво, те је 

неопходно увођење стандарда и доброг научног утемељења у овој области (104, 105). 

Матичне ћелије се могу дефинисати као неспецијализоване ћелије организма, које 

имају способност самообнављања и диференцијације у различите типове функционално 

специјализованих зрелих ћелија. Оне имају важну улогу у ембрионалном развићу и 

органогенези (ембрионалне и феталне матичне ћелије), као и у хомеостази и 

регенерацији ткива (адултне матичне ћелије) (1, 2, 13, 106-111). 

Према функцији, матичне ћелије се деле на нормалне и канцерске матичне ћелије, а у 

односу на место изолације на ембрионалне, феталне и адултне матичне ћелије
 
(Табела 

4) (112-115). 

Три основне карактеристике матичних ћелија су: 1) способност самообнављања, 2) 

клоногеност, 3) потентност (1, 116-119). 

Самообнављање је јединствена способност континуиране деобе матичних ћелија у 

циљу сопствене репродукције (120, 121). Наиме, матичне ћелије деобом дају две ћелије, 

од којих једна ћерка ћелија обнови сопствену популацију, а друга путем пролиферације 
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и диференцијације даје сукцесивно прогениторне, прекурсорске и потом зреле ћелије 

организма; таква деоба назива се асиметрична деоба (Слика 7) (1, 116-119). 

 

Табела 4. Подела матичних ћелија у односу на функцију и место изолације 

Матичне ћелије 

у односу на функцију у односу на место изолације 

нормалне 

канцерске 

ембрионалне 

феталне 

адултне 

 

Клоногеност подразумева способност матичне ћелије да деобом дâ клон, анатомски и 

функционално идентичну ћерку ћелију (Слика 7) (122, 123). 

 

 

 

Слика 7. Асиметрична деоба матичне ћелије 

 

Потентност (пластичност) означава могућност диференцијације матичних ћелија у 

различите ћелијске типове. У односу на потентност, матичне ћелије се деле на 

тотипотентне, плурипотентне, мултипотентне и унипотентне ћелија (Табела 5) (124-

127). 

Тек оплођена јајна ћелија (зигот) и бластомере су једине тотипотентне ћелије у 

организму човека, пошто могу да се диференцирају у све ћелије организма и 

екстраембрионална ткива, а ембрионалне матичне ћелије, (енгл. Embrionic Stem Cells, 

ESCs) су плурипотентне, с обзиром да се њихов потенцијал за диференцијацију 

смањује, јер од њих не могу да се добију сва екстраембрионална ткива неопходна за 



16 

 

развиће сисара (128). Мултипотентне матичне ћелије имају ужи спектар потентности и 

способност да се диференцирају само у мезодермалном правцу, стварајући остеобласте, 

хондроците и адипоците. Због етичких проблема и непотпуне контроле над ESC у 

смислу канцерогене потентности, у експерименталним и клиничким студијама се 

значајно више користе мезенхималне матичне ћелије (енгл. Mesenchymal Stem Cells, 

MSCs) које се мултипотентне (1, 2, 129). Унипотентне матичне ћелије су, у ствари, 

прекурсорске ћелије, са већ поодмаклом диференцијацијом и могућношћу да буду само 

један ћелијски тип (1, 112, 130). 

 

Табела 5. Подела матичних ћелија у односу на потентност 

Матичне ћелије 

у односу на потентност 

тотипотентне 

плурипотентне 

мултипотентне 

унипотентне 

 

Научни рад Friedenstein-а и његовог тима 1960. године у ком је описао изолацију, 

култивацију и показао остеогену диференцијацију ћелија изолованих из костне сржи 

отворио је ново поље у истраживању матичних ћелија, примарно MSCs (131). Убрзо су 

канадски научници, Ernest A. McCulloch и James E. Till, доказали клоногену способност 

ћелија костне сржи путем серије експеримената у којима су убризгавали суспензију 

хематопоетских ћелија костне сржи у озрачене мишеве (132, 133). У слезини тих 

мишева, након жртвовања, пронађене су многобројне колоније ћелија које су имале 

исто порекло као и ћелије костне сржи. Ови резултати одразили су се и на испитивање 

матичних ћелија уопште. Та почетна истраживања матичних ћелија рађена су на 

материјалу из костне сржи одраслих испитаника, да би се неколико деценија касније 

дошло до доказа да MSCs постоје у скоро свим ткивима одраслих особа. Још увек се не 

зна тачна локализација MSCs због тренутног недостатка добро дефинисаних орган-

специфичних маркера, али постоје научни докази који указују да се налазе у мобилним 

„нишама“ и да се на тај начин обезбеђује ткивна хомеостаза (134-136). Највише 

проучене су оне које су смештене у костној сржи (1, 2, 13, 137). Поред костне сржи, до 

данас, ове ћелије су изоловане и из масног ткива, зубне пулпе, скелетних мишића, 
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синовијалне мембране, периоста, коже, епитела дигестивног тракта, срца, плућа, 

ретине, мозга, јетре, панкреаса, ендометријума, бубрега, жлезданог ткива дојке, 

менструалне крви (138-140). 

Међународно удружења за ћелијску терапију (енгл. International Society for Cellular 

Therapy) дало је препоруку за три минимална критеријума за карактерисање MSCs ја у 

култури. Минимални имунофенотипски профил MSCs и критеријуми дати су у табели 6 

(141). 

 

Табела 6. Минимални критеријуми за дефинисање културе MSCs 

Минимални критеријуми за дефинисање културе MSC 

(препорука Међународног удружења за ћелијску терапију – International Society for 

Cell Therapy) 

1. Адхерентност (лепљивост) за пластику 

2. Експресија (≥ 95% +) Изостанак експресије (≤ 2% -) 

CD105 

CD73 

CD90 

CD34 

CD45 

CD14 или CD11b 

CD79α или CD19 

HLA-DR 

3. Могућност трилинеарне диференцијације у адипоците, хондроците и остеобласте 

 

Антиген CD105 (ендоглин) је регулаторни део комплекса рецептора TGF-β. Антиген 

CD73 (екто-5’-нуклеотидаза) је адхезиони протеин који везује гликозил-фосфатидил-

инозитол (енгл. Glycosylphosphatidylinositol, GPI) за ћелијску мембрану. Антиген CD90 

(описан првобитно као Thymocyte differentiation antigen 1, Thy-1) је 

високогликозилирани мали протеин (из суперфамилије имуноглобулина) на површини 

ћелије који усидрује GPI. Постоје и други важни површински антигени на MSCs који се 

користе за имуноселекцију, као што су STRO1 (енгл. Stromal Precursor Antigen-1), 

CD45а/CD29 (α1β1-интегрин), CD106 (енгл. Vascular Cell Adhesion Molecule-1, VCAM-

1), CD146 (MUC-18), EGFR – Epidermal Growth Factor Receptor, IGFR – Insulin-like 

Growth Factor Receptor, NGFR – Neural Growth Factor Receptor, PDGFR – Platelet-

Derived Growth Factor Receptor (13, 142, 143). 

Треба напоменути да овај скуп критеријума није дефинитиван, нити скроз прецизан, јер 

ћелијски маркери у in vitro и in vivo условима нису исти због дејства спољашњих 

фактора у почетним пасажама, па експресија ћелијских маркера у in vitro условима не 

мора у потпуности да корелира са in vivo условима (13). 
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1.5.2. Изолација MSCs 

 

MSCs су најпре изоловане из пунктата костне сржи (144). Изолација се заснива на 

издвајању мононуклеарних ћелија на основу градијента густине и култивисању на 

пластичним подлогама нa које оне адхерирају раздвајајући се од неадхерентних 

хематопоетских ћелија. Из овако издвојених адхерентних мононуклеарних ћелија, 

током култивације у одговарајућем медијуму, после две до три недеље остају само 

ћелије са високим пролиферативним потенцијалом и оне које се самообнављају, међу 

којима се налазе MSCs различитих стадијума примитивности (енгл. Bone Marrow 

Mesenchimal Stem Cells, BM-MSCs)  (144, 145). 

Ипак, постоје одређени недостаци при добијању BM-MSCs: мали број изолованих 

ћелија, бол приликом биопсије и могућност крварења и инфекције, па је постојала 

потреба за алтернативним изворима MSCs (144-146). У том смислу, као веома добри 

извори показали су се масно ткиво, зубна пулпа и крв пупчане врпце (147-150). 

Методе изолације MSCs из масног ткива (енгл. Adipose Tissue-Derived Mesenchymal 

Stem Cells, AT-MSCs) (Слика 8) (151) и зубне пулпе (енгл. Dental Pulp Mesenchymal 

Stem Cells, DP-MSCs) заснивају се на ензиматском разлагању добијеног материјала, при 

чему се добија стромална васкуларна фракција (СВФ), а касније поступком 

имуноселекције високопречишћена популација MSCs (147-150). Комбинацијом више 

моноклонских антитела усмерених против различитих површинских антигена, као што 

су CD146, STRO-1, CD49a, CD29, CD106, спречава се „контаминација“ MSCs 

хематопоетским ћелијама, ендотелним ћелијама и фибробластима. 

Изолација MSCs из крви пупчаника (енгл. Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells, UC-

MSCs) одвија се на сличан начин као и BM-MSCs (148). 

Проточна („flow“) цитометрија (енгл. Fluorescence-Activated Cell Sorting, FACS) је 

метода којом се анализира фенотип и прати апоптоза, ћелијски циклус, активност 

митохондија, присуство ензима и други процеси великог броја ћелија у суспензији. 

Ћелије су обележене флуоресцентном бојом, протичу „једна по једна“ кроз цевчицу, где 

бивају осветљене кохерентном ласерском светлошћу из два угла. Eмитована 

флуоресценција се детектује, сакупља, пропушта кроз филтере и конвертује у 

дигиталне сигнале који се памте и анализирају у рачунару (13, 152). 
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Слика 8. Метода изолације мезенхималних матичних ћелија из хуманог масног ткива 

 

 

1.5.3. Култивација MSCs 

 

Услови култивације MSCs су температура од 37˚C и парцијални притисак CO2 5%. 

MSCs се гаје у медијуму, најчешће у α-DМЕМ (енгл. Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium) медијуму са 10% феталним говеђим или телећим серумом (енгл. Fetal Calf 

Serum – FCS или Fetal Bovine Serum - FBS) (1, 13, 18, 153). Под тим условима 

култивисања (Табела 7) за 7-14 дана адхерисане ћелије формирају колоније (енгл. 

Colony Forming Units – Fibroblast, CFU-F) и то обично једну до десет колонија на 10
5
 

ћелија положених на подлогу. Ове CFU-F ћелије представљају мешавину клоногених 

MSCs и прогениторних ћелија. Део CFU-F ћелија има изразито висок пролиферативни 

капацитет у условима in vitro и у оптималним условима култивисања ове ћелије могу да 

се дуплирају и до 90 пута (ex vivo пропагација MSCs) и на тај начин да обезбеде 

довољан број ћелија за трансплатацију (13, 18, 154, 155). 

 

Табела 7. Услови култивације MSCs 

Услови култивације MSCs 

Температура 37°С 

Парцијални притисак СО2 5% 

Медијум α-DМЕМ са 10% FCS или FBS 

Време формирања колонија 7-14 дана 
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MSCs морфолошки се карактеришу као фибробласту сличне ћелије, са округлим 

једрима и јасним нуклеолусом који је окружен честицама хроматина, дајући једру 

карактеристичан изглед. Од ћелијских органела истакнуте су мале количине Голџијевог 

апарата, храпави ендоплазматични ретикулум и митохондрије (13, 156). 

MSCs из костне сржи, крви пупчане врпце, масног ткива и зубне пулпе су 

имунофенотипски сличне, али постоје разлике у пролиферативном капацитету. MSCs 

изоловане из масног ткива и зубне пулпе стварају већи број колонија и имају већи 

пролиферативни потенцијал у односу на MSCs изоловане из костне сржи и крви 

пупчаника, па постају све популарније за клиничку примену. Осим тога, добијају се из 

лако доступних ткива, која су, уколико се не употребе, медицински отпад (1, 13, 147, 

150, 157-159). 

 

 

1.5.4. Диференцијација MSCs 

 

MSCs поседују способност диференцирања у остеобласте, хондроците и адипоците у 

условима in vitro. Ипак, њихов мултипотентни капацитет може се прошити процесом 

трансдиференцијације и према ектодермалном и ендодермалном правцу. AT-MSCs 

имају способност да се диференцирају у остеобласте, хондроците, адипоците и глатке и 

скелетне мишићне ћелије (14, 18, 143, 160-162). BM-MSC имају способност да се 

диференцирају у остеобласте, хондроците, адипоците, глатке мишићне ћелије, а 

последњих година доказано је и у ендотел, епителне ћелије бубрега, хепатоците, 

кардиомиоците, нервне ћелије, теноците и епителне ћелије ретине
 
(144, 148, 163). 

DP-MSCs имају изразит пластицитет, тј. способност да се диференцирају и у ћелије 

различите од ћелија присутних на месту одакле потичу, а најновији радови пружају 

доказе о њиховом пластицитету и у условима in vivo (13). У условима in vitro или in vivo 

ове ћелије могу да се диференцирају, с одређеним међусобним разликама, у правцу 

одонтобласта, хондроцита, остеобласта, адипоцита, неурона/глије, глатких и скелетних 

мишићних ћелија, ендотелних ћелија, епителних ћелија рожњаче, меланоцита, β-ћелија 

панкреасних острваца и iPSC (енгл. Induced Pluripotent Stem Cells) (13, 144, 164, 165). 

Као што је раније поменуто, почетна истраживања матичних ћелија рађена су на 

материјалу из костне сржи одраслих испитаника, да би се неколико деценија касније 

дошло до доказа да адултне матичне ћелије постоје у скоро свим ткивима одраслих 
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особа (1, 166, 167). Анализом понашања BM-MSCs и добијених резултата који говоре 

да се BM-MSCs неће самообнављати уколико се уклоне из њихове природне 

микросредине, дошло се до концепта „нише“ матичних ћелија (13, 134, 154, 168). Једна 

ћерка ћелија ван своје „нише“ покренуће процес диференцијације, јер на њу не делују 

фактори самообнове. Дакле, у „нишама“ матичних ћелија постоје услови који 

омогућавају деловање пролиферативних и анти-апоптотичних сигнала и услови који 

искључују факторе за диференцијацију. Тиме, заправо, постојање „ниша“ у ткивима 

омогућава идеалну микросредину и депо матичних ћелија (13, 169, 170). 

 

 

1.5.5. MSCs као имуномодулатори 

 

Имуномодулација представља промену имунског одговора организма под утицајем 

ћелија или дејством растворљивих молекула и подразумева имуностимулацију, 

имуносупресију и индукцију толерогености на поједине антигене. Све ове врсте 

имуномодулације примењују се у оквиру одређених терапија (13, 14, 171).  

На основу последњих научних доказа, циљана диференцијација MSCs на месту 

оштећења у оштећене или одумрле ћелије је ређи сценарио, већ MSCs секрецијом 

цитокина и хемокина, тј. имуномодулацијом чешће утичу и остварују терапијски 

ефекат (Слика 9) (1, 2, 12, 13, 22).  

Способност MSCs да модулирају имунски одговор први пут је препозната при примени 

ових ћелија када је уочено да оне супримирају реакцију имунског система, те се данас 

терапија заснована на овој способности MSCs већ налази у великом броју клиничких 

испитавања
 
(172, 173). Један од начина на који MSCs могу утицати на имунски одговор 

јесте обрада и презентација антигена и експримирање костимулаторних молекула. 

MSCs експримирају антигене ткивне хистокомпатибилности, и то MHC (енгл. Major 

Histocompatibility Complex) молекуле I класе и мали број MHC молекула II класе (14, 

172-174). Осим тога, MSCs могу учествовати у фагоцитози микроорганизама, након 

чега их презентују Т лимфоцитима који се активирају и почињу да луче IFN-γ , који 

када се нађе у високој концентрацији инхибира даљи имунски одговор и онемогућава 

претерану активацију Т лимфоцита. На овај начин се може објаснити да MSCs могу 

имати двојну улогу: стимулација и инхибиција имунског одговора
 
(173-176). 
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Имуномодулаторна својства која показују MSCs чине ове ћелије занимљивим у 

ћелијској терапији која се може применити у лечењу болести, као што су дијабетес типа 

1 и реуматоидни артритис (177-182). Претпоставља се да MSCs могу инхибирати 

аутоимуност код дијабетеса, тако што спречавају експресију позитивних, а стимулишу 

експресију негативних костимулаторних молекула. Осим тога, утицајем на лучење 

различитих цитокина (TGF-β1 и IL-10) који утичу на регулацију Т ћелија, MSCs могу да 

утичу на патогенезу шећерне болести (177). Испитивања која су вршена на тзв. 

NOD/SCID мишевима указују да смањена концентрација или неправилна функција 

дендритских ћелија, може повећати концентрацију костимулатора код дијабетес типа 1 

и појачати имунски одговор (178). Испитивања показују да MSCs у интеракцији са 

дендритских ћелијама, доводе до формирања регулаторних дендритских ћелија које 

смањују тај имунски одговор (179). 

 

 

Слика 9. Имуномодулаторне способности MSCs 

 



23 

 

Код реуматоидног артритиса, који представља аутоимунско обољење, долази до 

неадекватне активације B лимфоцита (180). Како MSCs супримирају матурацију B 

лимфоцита, претпоставља се да би могле бити ефикасне у тeрапији реуматоидног 

артитиса. Ипак, према најновијим научним подацима показано је да MSCs слабе свој 

имуномодулаторни потенцијал када се убризгају у инфлaмирани зглоб (181, 182). У 

претклиничким студијама је показано да би уз примену MSCs било пожељно дати и 

цитостатик да би се добио позитиван ефекат на стишавање индукованих и спонтаних 

артритиса
 
(13, 183). 

 

 

1.5.6. Могућности примене MSCs 

 

У највећем броју клиничких студија користе се BM-MSCs, AT-MSCs и UC-MSCs. 

Болести које се покушавају лечити овим ћелијама су дегенеративна коштано-зглобна и 

неуролошка обољења, као и реуматоидни артритис, дијабетес тип I, акутно оштећење и 

цироза јетре, инфаркт миокарда, мождани и срчани удар, реакције калем против 

домаћина и других (Схема 2). Сателитске ћелије мишића успешно су употребљене у 

терапији уринарне инконтиненције и Duchenne-ове мишићне дистрофије
 
(13, 107, 110-

116). Тренутно се у САД-у спроводи око 1000 клиничких студија са MSCs
 
(179, 184-

187). 

У патофизиологији одређених болести мобилишу се MSCs из њихових ниша које 

насељавају место оштећења, у чему учествују фактори раста, цитокини и хемокини
 
(2, 

13, 188-190). Терапијска примена ових ћелија подразумева изолацију и њихову ex vivo 

култивацију, пролиферацију и диференцијацију. Након успешне диференцијације, 

суспензија ћелија се апликује пацијенту на један од више начина. Када се MSCs 

апликују интравенски, хемоатрактанти их привлаче да насељавају места оштећења у 

многим органима (нпр. плућа, јетра, мозак, срце) и не изазивају реакцију одбацивања 

(1, 2, 14, 191-193). Процес током ког ћелије мигрирају у ткива, где се могу 

“накалемити” и потом постати функционалне ћелије датог ткива назива се хоминг 

(енгл. homing). Хоминг представља каскаду догађаја, тј. интеракцију између ћелија и 

васкуларног ендотела ка циљаном ткиву. Ови процеси се дешавају захваљујући 

постојању “хоминг рецептора” који се налазе на површини наведених ћелија (13, 191-

196). Кључну улогу у ћелијској адхезији, миграцији и хемотакси имају интергини, од 
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којих је најзначајнији интергин α4/β1 који представља хетеродимер на површини ћелија 

(13, 193). 

Раније се веровало да се процеси репарације и регенерације одигравају 

диференцијацијом MSCs на месту које су населиле (1, 107, 110), али се данас зна да је 

вероватнији другачији сценарио. Један мали део системски апликованих ћелија дође на 

место оштећења, након чега почињу да секретују различите цитокине, хемокине и 

протеине екстрацелуларног матрикса, те на тај начин вршећи имуномодулацију 

подстичу процес регенерације (1, 2, 188-196). 

Показано је да је регенеративни потенцијал MSCs различит у односу на извор изолације 

(197, 198). BM-MSCs поседује већи потенцијал за формирање остеобласта и хондроцита 

(198, 199), док AT-MSCs доприносе бољем формирању капиларних мрежа у in vitro 

(200), и васкулогенези у in vivo условима (201, 202). UC-MSCs имају висок потенцијал 

за диференцијацију у периците, док је њихова потентност за остеогенезу мања у 

поређењу са BM-MSCs (203), које су и даље „златни стандард“ за остеогену 

диференцијацију и регенерацију. 

Упркос чињеници да су DP-MSCs и BM-MSCs регулисане сличним факторима и имају 

сличан фенотипски профил, ове популације су показале да се значајно разликују у 

пролиферативном капацитету in vitro и, што је још важније, у регенеративном 

капацитету in vivo (204). Остеогени, хондрогени и адипогени потенцијал BM-MSCs 

већи је у односу на DP-MSCs (205-208), a насупрот томе, потенцијал неурогене 

диференцијације DP-MSCs значајно је бољи, јер ове ћелије имају порекло неуралног 

гребена (209). 

По подацима Bone Marow Donor Worldwide (http://www.bundw.org.) у јавним 

националним банкама, до 2010. године у свету је сачувано више од 419.000 узорака 

крви из пупчане врпце, а процењује се да је у приватним породичним биобанкама 

похрањено 1.000.000 узорака (13). Крв из пупчане врпце похрањује се од 1991. године 

(График 1). Касније је ова организације прерасла у World Marrow Donor Association 

(WMDA), па по подацима из 2016. године број узорака крви из пупчаника је значајно 

повећан (График 2) (210). Ти узорци подвргавају се HLA-типизацији и припремају за 

алогену трансплантацију. HLA-систем (енгл. Humal Leukocite Antigens, антигени ткивне 

подударности) задужен је за препознавање сопствених ћелија од ћелија другог порекла 

(ћелије рака, бактерије, вируси, итд.). Ови антигени налазе се на површини леукоцита и 

других ћелија у организму. Деле се на шест група, које су означене словима абецеде (A, 
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B, C, D, R, E). У случају трансплантације дониране костне сржи потребна је 

подударност свих 6 група и генска подударност, док је у случају трансплантације крви 

из пупчане врпце, потребна подударност само 3 од 6 група, због незрелости матичних 

ћелија из крви пупчане врпце, које стога изазивају далеко мању реакцију калем против 

домаћина (тј. трансплантат против примаоца) (13, 211). 

 

 

  

График 1. Узорци крви из пупчане врпце похрањени у јавним националним банкама у 

свету; (http://www.bundw.org., 2010.) 

 

 

График 2. Узорци крви из пупчане врпце похрањени у јавним националним банкама у 

свету; (https://www.wmda.info/, 2016.) 
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У протекле две деценије, терапијски потенцијал MSCs интензивно се истражује у 

претклиничким студијама различитих неуролошких болести, укључујући моделе 

интрацеребралне и субарахноидне хеморагије. Најновији подаци из малих, 

нерандомизованих клиничких студија сугеришу да је ћелијска терапија сигурна и 

изводљива код пацијената са исхемијским или хеморагијским можданим ударом (212). 

Потенцијал MSCs да се диференцирају у β ћелије панкреаса које производе инсулин 

могао би бити нови и ефикасни терапеутски приступ за лечење дијабетес мелитуса типа 

1 (127, 213). Иако је остало још пуно посла, постигнут је значајан напредак у 

дефинисању потребних услова за ову процедуру (127, 213). Диференциране ћелије 

карактеришу се експресијом β ћелијских транскрипционих фактора PDX1, NKX6-1 и 

MAFA (127, 213). Међутим, тако диференциране ћелије још увек немају потпуну 

способност да одговоре на стимулацију глукозом у in vitro условима (213). Сматра се да 

се потпуна диференцијација трансплантираних ћелија у β ћелије за производњу 

инсулина мора догодити in vivo, где владају идеални услови микросредине за тај процес 

(127, 214). Једнa до три седмице након локалне апликације у миша, ћелије стичу 

способност реаговања на глукозу и почињу да луче инсулин и Ц-пептид као одговор на 

повишену гликемију (13, 127, 214).  

1995. године први пут је урађена аутолога трансплантација матичних ћелија код 

пацијената који болују од мултипле склерозе након претходно спроведене 

имуноаблативне терапије (215). Од тада је урађено преко 300 таквих трансплантација у 

свету (216-219). Критеријуме и протокол предложило је 2000. године Европско 

удружење неуролога
 

(220). Терапија се заснива на поништавању аутореактивног, 

патолошког имунског система интензивним имуноаблативним режимом – 

комбинацијом цитостатика и накнадном аутологом трансплантацијом матичних ћелија, 

пореклом из периферне крви самог болесника, ради успостављања новог 

функционалног имунског система
 

(221). Дакле, циљ је да се заустави даље 

инфламаторно, имунолошки посредовано оштећење у нервном систему, док још није 

настао критични губитак аксона са иреверзибилним неуролошким оштећењем. 

Tрансплантацијa је подразумевала инстилацију CD34
+ 

ћелија, односно хематопоетских 

матичних ћелија. Ранија истраживања показала су њихов потенцијал диференцијације и 

у прогениторе неуралних и ћелија глије, што би значило да поред реституције новог 

имунског система долази можда и до ћелијске репарације (процес ремијелинизације 

демијелинизованих аксона, регенерације ћелија локалног milieu и настанак нових 



27 

 

неурона). У прилог овој тези говоре налази post mortem студија особа трансплантираних 

због леукемије, где су донори били HLA подударни, али другог пола од примаоца, тако 

да се бојењем полних хромозома могу идентификовати ћелије донора годинама касније. 

Наиме, код ових особа је десетинама година после трансплантације у бројним ткивима, 

укључујући мозак и мишиће, нађено присуство ћелија које потичу од донора, 

високодиференцираних и функционално интегрисаних у локалну средину
 
(222, 223). 

Анализа првих 85 обављених аутологих трансплантација матичних ћелија показала је 

да чак 74% болесника нема погоршања у периоду од три године, значајно је редукован 

број активних лезија регистрованих MRI прегледом (са 33 на 8%), побољшање EDSS 

скора, (енгл. Expanded Disability Status Scele), који представља меру тежине 

неуролошког дефицита, за 0,5, а код 20% болесника чак више од 1,0 (224). 

Примена матичних ћелија представља будућност терапије акутног инфаркта миокарда, 

јер ће омогућити регенерацију оштећеног миокардног ткива, за разлику од досадашњих 

терапијских протокола, који се углавном базирају на лечењу симптома и узрока самог 

инцидента. Постоје четири пута апликације MSCs у терапији акутног инфаркта 

миокарда: интрамиокардни, трансендокардијални, интракоронарни и интравенски. У 

моделу на псима, Hamano и сарадници су такође показали да убризгавање ћелија костне 

сржи у инфарктну зону доводи до повећања густине мреже малих крвних судова - до 

ангио- и артериогенезе (225). Wang и сарадници су показали да инфузија стромалних 

ћелија костне сржи код пацова код којих је експериментално изазван инфаркт 

миокарда, доводи до имплантације ових ћелија у миокард и да се ту диференцирају у 

правцу фибробласта у зони самог ожиљка, а у правцу миоцита ван инфарктне зоне 

(226). Kamihata је код свиња показао да имплантиране ћелије костне сржи повећавају 

колатерални крвоток и да чине 31% ендотелних ћелија у новоформираним капиларима. 

Међутим, обележене ћелије костне сржи нису нађене диферентоване у правцу 

миобласта или фибробласта (227). 

Неколико клиничких студија испитује терапијски потенцијал MSCs за третман цирозе 

јетре (2, 228-234). Резултати добијени у фази 1 пилот студије, коју је спровео тим 

Mohamadnejad-а (228) и Kharaziha (229) су врло добри и указују да аутологна 

трансплантација 30-50 милиона BM-MSCs апликованих преко периферне или порталне 

вене успева да значајно побољша „Mayo End-Stage Liver Disease“ (MELD) скор код 

више 50% пацијената. Amer са сарадницима у другој фази клиничке студије (230), 

показао је значајно побољшање у Child-Pugh и MELD резултатима код 20 пацијената 
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који су добили аутологне BM-MSCs. Сличнe резултате су добили Peng и његова екипа 

(231) коjи су показали да MELD скор, као и нивои албумина, билирубина и 

протромбинско време су значајно побољшани код 53 пацијента са поремећајем 

функције јетре после инфекције хепатитис B вирусом, 2-3 недеље након 

интрахепатичне апликације аутологних MSCs.  

Иако се још увек не зна тачан механизам којим MSCs поправљају оштећену хрскавицу, 

способност ових ћелија да индукује пролиферацију и диференцијацију прогениторних 

ћелија у хондроците може допринети репарацији оштећене хрскавице (232). 

Трансдуковане MSCs које експримирају IL-1Rа или антагонисте TNF могу побољшати 

репаративни процес хрскавице кроз свој инхерентни хондрогени потенцијал и 

заустављање дегенерације хрскавице (233). Напредак у производњи биоразградивих 

скафолда који служе као носачи за MSCs имплантацију ће довести до боље 

биокомпатибилности и интеграције апликованих ћелија у ткиво домаћина. Поред тога, 

осим ефикасности, у студијама је потврђена и сигурност ових процедура (234). 

Традиционални програми рехабилитације фокусирају се на цело тело и физиолошке 

одговоре на механичко оптерећење и/или физикалне терапијске модалитете. Насупрот 

томе, регенеративна медицина посвећује више пажње молекуларним, ћелијским и 

хистолошким аспектима регенерације ткива. Интеграција ова два приступа представља 

велики изазов, али има за циљ синергијски ефекат и додатно побољшање регенерације  

ткива. 

 

 

1.5.7. Ограничења у примени MSCs 

 

Ефикасност клиничких студија у којима се трансплантирају MSCs често је недовољна 

због отежаних услова унутар циљног ткива, укључујући хипоксију, слабију 

васкуларизацију и локалну реактивну запаљенску реакцију. Ово указује на потребу за 

оптимизацијом приступа који се базирају на ћелијској терапији. Како одмичу 

предклиничка и клиничка истраживања долази се до спознаје да постоје све већи 

проблеми који ограничавају терапијску примену MSCs (1, 235-237). Слабо прихватање 

и лимитирана диференцијација in vivo су главне препреке за ефикасну терапијску 

примену MSCs (236). Једно од питања је да ли применити недиференциране MSCs или 

их пре примене усмерити ка жељеном ћелијском типу (238). Могућност спонтане 
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диференцијације MSCs унутар организма базира се на дејству локалне микросредине на 

трансплантиране MSCs, али је та судбина изузетно ретка
 
(1, 237, 239). Осим тога, тако 

примењене MSCs могу да се диференцирају и у нежељене ћелијске линије. Новије 

студије имају за циљ ограничење такве нежељене диференцијације помоћу разних 

фактора
 
(237, 240), међутим, то још увек није потпуно решиво, јер прецизне улоге 

фактора који су одговорни за судбину MSCs у живом организму још увек нису јасне
 
(1, 

2, 235-240). Озбиљна ограничења представља и могућност малигне трансформације 

MSCs, што је већ доказано на неким експерименталним моделима болести
 
(1, 235, 241). 

Ипак, пут до евентуалне рутинске примене MSCs у терапији остео- и 

неуродегенеративних болести је дуг, јер тренутни резултати клиничких студија нису 

довољно убедљиви и нису изведени на релевантном броју пацијената. И даље нису 

потпуно познате предности и мане примене различитих типова MSCs, нити који је 

најбољи начин апликације (1). Подаци објављени 2009. године, о развоју мултиплих 

тумора мозга код детета који болује од ataxia-е teleangiectasia-е, годину дана након што 

су му апликоване неурогене матичне ћелије говоре у прилог озбиљних нежељених 

ефеката трансплантације. Осим тога, туморске ћелије које су изоловане показале су 

мушки и женски фенотип, што значи да је пацијент примио матичне ћелије од најмање 

од два донора
 
(13, 242, 243). 

Нови проблем у регенеративној медицини
 
је старење матичних ћелија

 
(1, 22, 244-246). 

Иако се сматрало да вишеструко умножавање MSCs не утиче на њихове способности, 

последњи научни резултати су показали да матичне ћелије хематопоетског система, 

нервног ткива, мишићног ткива и цревног епитела, а у последње време и матичне 

ћелије масног ткива и зуба значајно губе на спектру потентности и диференцијације 

(22). Да би се одредио оптимални тренутак примене матичних ћелија важно је 

идентификовати биомаркере процеса старења ових ћелија, чиме се избегава 

трансплантација остарелих ћелија са смањеном функционалном активношћу (244-246). 

Промене хроматина и генске експресије, као и промене у дужини теломера, мутације 

ДНК, оксидациони стрес и модификације структуре протеина важни су биомаркери 

старења матичних ћелија
  
(246, 247). 

На крају, свакако не треба заобићи ни неопходност за изузетно скупом опремом и 

адекватним условима у лабораторијама у којима би се спроводили поступци изолације, 

култивације и циљане диференцијације, а касније и клиничке примене MSCs. За сада то 

у многоме онемогућава веће успехе у овој области
 
(1, 248) (Схема 2). 
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Слика 10. Могућности и ограничења у примени MSCs 



31 

 

2. ЦИЉ ИСТРАЖИВАЊА 

 

Основни циљ истраживања је да се испита утицај физичких фактора, LLL-а и EMF-а, на 

вијабилност, морфологију, раст, пролиферацију, диференцијацију и старење MSCs. 

У складу са основним циљем поставили смо следеће експерименталне задатке: 

1. Прикупљање узорака хуманог поткожног масног ткива, дигестија узорака, прање и 

бројање добијених ћелија, изолација и карактеризација, култивација и 

диференцијација hAT-MSCs у адипоците, остеобласте и хондробласте. 

2. Хистолошком анализом утврдити да ли примена LLL-а и EMF-а утиче на 

вијабилност, мења морфологију, убрзава раст и пролиферацију MSCs. 

3. Испитати да ли примена LLL-а и EMF-а убрзава и побољшава диференцијацију 

MSCs у адипоците, остеобласте и хондробласте. 

4. Утврдити да ли примена LLL-а и EMF-а утиче на процес старења MSCs. 

Ови резултати могу бити основа за третман матичних ћелија овим агенсима пре 

клиничке апликације и третман пацијента овим агенсима након добијања матичних 

ћелија, у циљу бољег прихватања апликованих матичних ћелија. 
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

 

 

3.1. Врста студије 

 

Експериментална студија на материјалу хуманог порекла ex vivo и in vitro. 

 

 

3.2. Узимање узорака хуманог масног ткива 

 

У експериментима су се користиле hAT-MSCs 12 људи старости 18-65 година. Учешће 

у истраживању било је на добровољној бази. Испитаницима је, након давања 

информација о планираним експериментима и писане сагласности за учешће у 

експериментима, током хируршке интервенције, која је раније заказана у циљу 

решавања здравственог проблема, узет узорак поткожног масног ткива из регије на 

којој је већ направљен хируршки рез. 

Ex vivo и in vitro експерименти су се спровели у складу са одредбама Етичког комитета 

Државног универзитета у Новом Пазару и Опште болнице Нови Пазар. Сва 

истраживања су спроведена у складу са етичким принципима датим у Декларацији у 

Хелсинкију (енгл. Helsinki Declaration). Предузете су све мере да се заштити 

приватност учесника и тајност њихових личних података. 

 

 

3.3. Дигестија масног ткива 

 

Након узимања, узорци масног ткива (око 10 грама) убачени су у фосфатни пуфер 

(енгл. Phosphate-buffered saline, PBS, Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY 

14072, USA) у који су додати антибиотици и антимикотици у одређеној концентрацији 

(енгл. Antibiotic-Antimycotic solution, Gibco
®

, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA: 100 

U/ml penicilin, 100 μ/ml streptomycin, 0,25 μ/ml amphotericin). Узорци масног ткива су 

очишћени од крвних судова, испрани у PBS-у и исечени на ситне делове. Тако ситни 

делови масног ткива дигестирани су у раствору за дигестију: PBS са 0,2% хуманих 

серумских албумина (енгл. human serum albumins, HSA, Sigma Chemical Company, St. 
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Louis, MO) и колагеназом тип 1 (Collagenase type I, Gibco Cat N° 171000-017), 

концентрације 205 U/mg, у трајању од 30 до 60 минута на температури од 37°C. 

Колагеназа тип 1 се раствара у Hank's Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma Chemical 

Company, St. Louis, MO) у складу са препоруком произвођача и раније публикованим 

протоколима (249-251). Након дигестије масног ткива, добијене ћелије су опране. 

 

 

3.4. Прање ћелија 

 

Ћелије су пране тако што су у 10 ml PBS-а или медијума са 2% FCS или FBS (Gibco
®

, 

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) центрифугиране на 1600 обртаја 5 минута. Након 

тога супернатант се одливао, а ћелијски талог ресуспендовао у жељеној запремини или 

концентрацији. Најчешће су ресуспендоване у 1 ml медијума у који су и биле сађене, тј. 

у Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12; Gibco
®

, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) са 10% FCS. 

 

 

3.5. Бројање и култивација ћелија 

 

Бројање се вршило у коморици за бројање ћелија, са две врсте боја: уз помоћ Tűrk-овог 

раствора учињена је ексклузија еритроцита, одмах после дигестије, а Trypan blue 

exclusion assay-ем (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) одредио се број живих, 

вијабилних ћелија са једром. У зависности од броја добијених ћелија од различитих 

узорака, ћелије су се садиле у петри шољице или фласкове. У петри шољицу (BD 

Biosciences, San Jose, CA 9513, USA) од 35 mm сађено је око 30 000 ћелија у 3 ml 

DMEM/F12 sa 10% FSC. У фласк T25 (BD, Falcon, NY, USA) се садило око 150 000 

ћелија у 10 ml DMEM/F12 са 10% FSC, а код узорака из којих се изоловао највећи број 

ћелија, у фласк T75 (BD, Falcon, NY, USA) сађено је 450 000 ћелија у 30 ml DMEM/F12 

са 10% FSC. Ћелије су гајене у CO2 инкубатору на 5% CO2 (Binder GmbH, Tuttlingen, 

Germany) на температури од 37°С, након чега су трипсинизоване и субкултивисане у 

следеће пасаже. Трипсинизација је вршена са TrypLE™ Express (Gibco, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) када су културе достизале 80-90% конфлуенце. 

Медијум је мењан свака 3 дана, а ћелије су анализиране у пасажама од 2-4. 
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3.6. Одређивање вијабилности и пролиферационе кинетике ћелија 

 

Вијабилност представља способност ћелије за одрживост, тј. преживљавање. Број 

живих ћелија у суспензији је одређен помоћу Trypan blue exclusion assay-а. Метода се 

заснива на принципу да живе ћелије не апсорбују боју, док се мртве обоје плаво, јер 

боја продире у ћелију кроз оштећену ћелијску мембрану. Узорак ћелија из смеше исте 

запремине ћелијске суспензије и комерцијалне боје Trypan blue (Sigma Aldrich, 

Darmstadt, Germany) се бројао у Neubauer-ом хемоцитометру употребом триокуларног 

инвертног микроскопа (trinocular inverted microscope XDS-3, Optika, Italy). Применом 

одговарајуће формуле, број ћелија се изрази на милилитар суспензије. 

Време удвајања броја ћелија у култури (енгл. Population Doubling Time – PDT) одређено 

је на основу броја засађених ћелија и броја ћелија које су добијене након 

трипсинизације култура у тренутку када су ћелије достигле око 80-90% конфлуенце. 

PDT је добијен применом формуле: 

 













ot NN
tPDT

1010

10

loglog

2log
 (252), 

где је No број засејаних вијабилних ћелија (одређено према Trypan blue exclusion assay-

у), Nt број вијабилних ћелија након трипсинизације и t време (у сатима) између 

засађивања и трипсинизације ћелија.  

 

 

3.7. Одређивање фенотипа добијених ћелија 

 

Имунофенотипизација ex vivo експандираних ћелија, од друге до четврте пасаже, је 

извршена са следећим мишјим антихуманим антителима CD34 (PE коњуговано), CD29 

(PECy5 коњуговано), CD73 (PE коњуговано), CD146 (PE коњуговано) и CD106 (FITC 

коњуговано). Након трипсинизације и испирања у хладном PBS/0,5% FCS, 2×10
5 

ћелија 

је инкубирано са одговарајућим моноклонским антителима 30 минута на 4°С, потом су 

три пута испране (1500 обртаја/мин, 5 минута) и ресуспендоване за коначну анализу. За 

прецизно одређивање степене неспецифичног везивања антитела, коришћене су 

одговарајуће изотипске контроле (BD Biosciences, San Jose, CA, SAD). Све анализе су 

рађене на проточном цитометру CyFlow CL (Partec, Münster, Germany). 
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3.8. Диференцијација ћелија in vitro 

 

Диференцијација експандираних ћелија у смеру остеогенезе, хондрогенезе и 

адипогенезе изведена је коришћењем комерцијалних медијума (Stem PRO Osteogenesis 

Kit, Stem PRO Chondrogenesis Kit, Stem PRO Adipogenesis Kit Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA). 

Остеогенеза: након првих 48 сати по сађењу 5x10
3 

ћелија у коморице, комплетан 

медијум за експанзију је замењен са Stem PRO Osteogenesis медијумом (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). Половина диференцијационог медијума је мењана свака 2 дана 

током трајања остеогене диференцијације. Поједине културе су прекидане после 5 и 10 

дана да би се утврдила активност алкалне фосфатазе. Преостале културе су након три 

недеље прекинуте, ћелије опране PBS-ом и обојене Alizarin Red S (Sigma-Aldrich). 

Адипогенеза: првих 48 сати по сађењу 5x10
3
 ћелија у коморице, комплетан медијум за 

екпанзију је замењен са Stem PRO Adipogenesis Kit Invitrogen (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA). Половина диференцијационог медијума је мењана свака 2 дана током трајања 

адипогене диференција. После три недеље култивације ћелије су обојене Oil Red S 

бојом (Sigma-Aldrich) којом се доказује присуство масних капљица у ћелијама. 

Хондрогенеза: после трипсинизације, ћелије су испране и ресуспендоване у Stem PRO 

Chondrogenesis Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) и култивисане на два начина. Први 

начин је подразумевао култивацију 2x10
5
 ћелија у полипропиленским епруветама после 

центрифугирања на 1000 обртаја у минути, 5 минута, да би се добио тзв. ћелијски 

„pellet“. Други начин је подразумевао култивацију ћелија у хондрогеном медијуму у већ 

описаним коморицама. После две недеље ћелије су лизиране и одређена је 

концентрација гликозаминогликана (ГАГ), протеина и ДНК. Истовремено су за 

контролу свих наведених услова, ћелије гајене у медијуму за експанзију. 

Квантификација диференцијације одређена је анализом добијених слика помоћу 

софтвера ImageJ начином који је дат као пример за квантификацију бојења јетриног 

ткива (http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/stained-sections/index.html). Исти пример 

коришћен је и у раније објављеним радовима (253-255). 

 

 

 

 

http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/stained-sections/index.html
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3.9. Узорковање hAT-MSCs 

 

Након потпуне карактеризације, hAT-MSCs су методом просте рандомизације биле 

распоређене у следеће групе (Схема 3):  

 К (контролна група): 18 х 10
5
 hAT-MSCs које нису третиране LLL-ом и EMF-ом. 

 Е1 (експериментална група 1, hAT-MSCs третиране LLL-ом): 18 х 10
5
  hAT-MSCs 

које су третиране LLL-ом 7 дана, таласном дужином ласерског снопа од  808 nm, 

различитом енергијом зрачења (интензитетом), снагом и густином снаге LLL-а. 

 Е2 (експериментална група 2, hAT-MSCs третиране EMF-ом): 18 х 10
5
 hAT-MSCs 

које су третиране EMF-ом 7 дана, различитом фреквенцом и интензитетом EMF-а. 

 Е3: (експериментална група 3, hAT-MSCs третиране LLL-ом и EMF-ом): 18 х 10
5
  

hAT-MSCs које су третиране LLL-ом и EMF-ом 7 дана, таласном дужином 

ласерског снопа од 808 nm, различитом енергијом зрачења (интензитетом), снагом 

и густином снаге LLL-а и различитом фреквенцом и интензитетом EMF-а. 

 

 

 

Схема 3. Подела hAT-MSCs у групе: К (контролна група); Е1 (експериментална група 

1, hAT-MSCs третиране LLL-ом); Е2 (експериментална група 2, hAT-MSCs третиране 

EMF-ом; Е3 (експериментална група 3, hAT-MSCs третиране LLL-ом и EMF-ом 
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3.10. Третман hAT-MSCs LLL-ом 

 

Третман hAT-MSCs LLL-ом спроведен је по узору на претходне експерименте, уз мале 

измене (256). Коришћен је комерцијални апарат EkoMedico-Laser (Electronic Design, 

Belgrade, Serbia), са галијум-алуминијум-арсенидном (GaAlAs) диодом, таласне дужине 

808 nm, површином попречног пресека ласерског снопа 1 cm
2
, континуиране емисије 

зрачења, оптичке снаге ласерског снопа 200 mW и густине ласерског снопа 0.2 W/cm
2
. 

Време емисије зависило је од жељене густине енергије која се предаје, а у низу 

експеримената у различитим групама пратио се ефекат након 1 J/cm
2
, 3 J/cm

2
, 5 J/cm

2
 и 

10 J/cm
2
 предате енергије. Ћелије су третиране једном дневно, током 7 дана у 

шестокоморним пластичним микроплочама (6-well flat-bottom plate, tissue culture-

treated, Falcon
®
, USA). Густина енергије мерена је и проверавана помоћу апарата 

Gentec, модел SOLO 2, XLP12-3S-DO (Quebec, Canada). 

 

 

3.11. Третман hAT-MSCs EMF-ом 

 

Третман hAT-MSCs EMF-ом спроведен је, такође, по узору на претходне експерименте, 

уз мале измене (257). Коришћен је комерцијални апарат EkoMedico (Electronic Design, 

Belgrade, Serbia), а преко магнетних јастучића, континуираном емисијом и фреквенцом 

од 50 Hz ћелије су третиране електромагнетним пољем интензитета 1 mT, 3 mT, 5 mT и 

10 mT. Третман се спроводио једном дневно, током 7 дана у шестокоморним 

пластичним микроплочама (6-well flat-bottom plate, tissue culture-treated, Falcon
®
, USA). 

Снага је мерена и проверавана помоћу апарата Hirst Gaussmeter GM 05, са сондом PT 

2837 (Hirst Magnetic Instruments Ltd, Tesla House, Tregoniggie, Cornwall, UK). 

 

 

3.12. Заједнички третман hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом 

 

hAT-MSCs никад раније нису третиране истовремено LLL-ом и EMF-ом. Користили 

смо оне параметре LLL-а и EMF-а који су показали најбољи ефекат у стимулацији 

пролиферације и диференцијације hAT-MSCs. 
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3.13. Одређивање активности β-галактозидазе 

 

Активност β-галактозидазе (енгл. Senescence-associated β-galactosidase - SA-β-Gal) за 

коју се сматра да је маркер старења ћелија, одређена је коришћењем комерцијалног 

кита Senescence Cells Histochemical Staining kit (Sigma-Aldrich) према инструкцијама 

произвођача и по узору на раније експерименте (258). hAT-MSCs (2x10
3
) су 

култивисане у коморицама (енгл. Multiwell Glass Chamber Slides, BD Biosciences) пре и 

након третмана LLL-ом и EMF-ом у дозама које су показале најбољи ефекат у 

стимулацији пролиферације и диференцијације. Након испирања у PBS-у ћелије су 

фиксиране комерцијалним фиксативом 5 минута на собној температури, инкубиране на 

37 °C током ноћи у свеже припремљеном раствору за бојење који је садржао X-Gal (5-

бром-4-хлор-3-индолил П3-Д-галактопиранозиду) у раствору чији је pH 6.0. Ћелије су 

потом испране у PBS-у и контрастиране бојом Neutral Red (Merck). Цитоплазма ћелија 

које садрже SA-β-Gal се бојила зелено. Проценат обојених ћелија је одређиван на 

узорку од 300 ћелија. Према нивоу активности β-галактозидазе, све позитивне ћелије су 

означене као слабо (+), умерено (++) или високо позитивне (+++) (258). Све анализе су 

урађене након третмана LLL-ом и EMF-ом у дозама које су показале најбољи ефекат у 

стимулацији пролиферације и диференцијације hAT-MSCs у 3. и 10. пасажи. 

 

 

3.14. Оксидативни стрес и антиоксидативни капацитет третираних hAT-MSCs 

 

Након третмана LLL-ом и EMF-ом у дозама које су показале најбољи ефекат у 

стимулацији пролиферације и диференцијације, hAT-MSCs су трипсинизоване, 

пребачене у посебне епрувете и центрифугиране 5 минута на 2500 обртаја/минути на 

4°C, како би се уклонио медијум за култивисање. Ћелије су испране хладним PBS-ом и 

после поновног центрифугирања (5 мин, 2500 обртаја/мин. на 4°C), 1х10
6
 ћелија је 

ресуспендовано у 1 ml PBS-а. Ова суспензија ћелија коришћена је за даљу анализу. 
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3.14.1. NBT assay 

 

Тест редукције нитроплавог тетразолијума (енгл. Nitroblue tetrazolium),  NBT assay 

(Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany) се користио за одређивање синтезе супероксид-

анјона (О
2-

) у ћелијама (259). Суспензија 1х10
6
 третираних hAT-MSCs распоређена је у 

96-коморну плочу и то тако што је у свако поље помешано по 100 μl суспензије ћелије 

са 100 μl 0,1% NBT. После инкубације 45 минута на 37° у атмосфери која садржи 5% 

CO2, концентрација О
2-

 одређена је помоћу ELISA microplate reader (Rayto Rt-6100, 

China) и изражена као μmol/10
6
 ћелија. 

 

 

3.14.2. Одређивање концентрације хидроген пероксида (H2O2) и нитрита (NO
2-

) 

 

За одређивање концентрације H2O2 и NO2
-
 ћелијска мембрана третираних hAT-MSCs 

разграђена је замрзавањем (-80°C) и отапањем (37°C) третираних hAT-MSCs у 3 

циклуса од по 15 минута, након чега је следило 20-оминутно центрифугирање на 4500 

обртаја у минути при температури од 4°C (260-262). Концентрације H2O2 и NO2
-
 су 

одређене у супернатанту. Одређивање H2O2 засновано је на оксидацији фенол црвеног у 

присуству пероксидазе рена (енгл. horseradish peroxidase, HRP), као катализатора (261). 

Утврђивање концентрације NO2
-
, као индикатора концентрације азотног оксида (NO), 

учињено је помоћу Griess методе (262). Концентрације H2O2 и NO2
-
 одређене су помоћу 

ELISA microplate reader (Rayto Rt-6100, China) и изражене у μmol/10
6
 ћелија. 

 

 

3.14.3. Одређивање концентрације редукованог (GSH) и оксидованог глутатиона 

(GSSG) 

 

За мерење концентрације GSH и GSSG користили смо супернатант добијен следећим 

поступком: суспензија ћелије је центрифугирана 5 минута на 2500 обртаја у минути, 

при 4°C. После уклањања супернатанта, пелета је ресуспендована у 2,25% 

сулфосалицилне киселине. Ћелијске мембране су лизиране замрзавањем (-80°C) и 

отапањем (37°C) третираних hAT-MSCs у 3 циклуса од по 15 минута, након чега је 

следило 20-оминутно центрифугирање на 4500 обртаја у минути при температури од 
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4°C. Концентрација GSH је одређена на основу GSH оксидације помоћу 5,5-дитио-бис-

6,2-нитробензојеве киселине (263). Концентрација GSSG је ензимски одређена 

глутатион редуктазом (264) након инхибиције GSH оксидације помоћу 4-

винилпиридина. Концентрације GSH и GSSG одређене су помоћу ELISA microplate 

reader (Rayto Rt-6100, China) и изражена у μmol/10
6
 ћелија. 

 

 

3.15. Фрактална анализа  

 

Математичка интерпретација хистолошких слика један је од значајних задатака чији је 

циљ откривање потенцијалних абнормалности. Примена фракталне геометрије у 

анализи слике своди се на евалуацији фракталне димензије или лакунарности. 

Квантификација анализираних слика већим делом се ослања на употребу 

традиционалних математичких метода заснованих на линеарној анализи. С друге 

стране, фрактална анализа, као облик нелинеарне анализе, даје много више података о 

комплексности неке анатомске или хистолошке структуре, које класична Еуклидова 

геометрија није у стању да адекватно опише и квантификује (265). 

 

 

3.15.1. Добијање и графичка обрада фотографија третираних hAT-MSCs 

 

Дигиталне фотографије третираних hAT-MSCs добијене су помоћу тринокуларног 

инвертног микроскопа (XDS-3, Optika, Italy), камере Moticam 2500 (Motic Deutschland 

GmbH, Germany), и Motic Images Plus 2.0ML софтвера. Након прикупљања 

фотографија, обрада је учињена помоћу софтвера JMicroVision (верзија 1.2.7, 

http://jmicrovision.com). Контуре третираних hAT-MSCs су касније трансформисане у 

одговарајуће бинарне (црне и беле) слике. Укупно 101 фотографија (К=35, Е1=23, 

Е2=22, Е3=21) које су садржале по једну третирану hAT-MSC коришћене су за 

фракталну и морфометријску анализу. 

 

 

 

http://jmicrovision.com/
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3.15.2. Фрактална анализа попуњавања простора и величине третираних hAT-

MSCs 

 

Да би се анализирале промене у облику, тј. попуњавање простора третираних hAT-

MSCs примењен је box-counting метод. Овим приступом добијена дигитална 

фотографија прекрива се мрежом квадратића (са величином ћелије r) и изражава као 

број пиксела. Број квадрата, N(r), потребан за прекривање целе фотографије ћелије 

израчунава се једначином: 

BD
rconst  N(r)


 , 

где је DB димензија квадратића, добијена као апсолутна вредност угла log-log односа 

између N(r) и r 
 
(266). 

Да би се умањио утицај ротационих варијација на вредност фракталне димензије (ФД) 

сви фотографија третиране hAT-MSC је постављена централно и окренута тако да је 

њена најдужа оса паралелно са y осом. Коначне слике које су коришћене за мерење 

фракталне димензије сачуване су у .tiff формату димензија 5255×7005 пиксела, 

резолуције 300 dpi, и дубине бита 24. ФД третираних hAT-MSCs одређена је помоћу 

софтвера JMicroVision (верзија 1.2.7, http://jmicrovision.com) користећи команду Fractal 

Box Count (пут: ImageJ>Analyze>Tools>Fractal Box Count). Величине квадратића које су 

коришћене за бројање ФД су 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048, 4096 и 8192, 

које су добијене као растућа геометријска прогресија од 2n, где је n=0, 1, 2 ..., 13, метод 

који се користиo у ранијим истраживањима (267, 268). 

Поред ФД, површина ћелије на добијеним фотографијама је анализирана и софтвером 

ImageJ. Израчунавање је извршено коришћењем скале у микрометрима, а резултати за 

сваку ћелију изражени су у квадратном микрометру. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://jmicrovision.com/
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3.16. Статистичка обрада података 

 

Подаци ће бити приказани као Mean ± SD. За анализу података користиће се 

параметријски или непараметријски тестови у односу на нормалност расподеле, која ће 

бити одређена Shapiro-Wilk тестом. Статистички значајна разлика у добијеним 

вредностима између група износиће p<0.05, док ће статистички веома значајна разлика 

бити p<0.01. За статистичку обрада свих података користиће се ЅРЅЅ пакет, верзија 

20.0. Microsoft Excel ће се користити за креирање графикона и табела. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 

 

 

4.1. Физикални преглед пацијената, донора масног ткива 

 

На основу општег физикалног прегледа закључено је да пацијенти, донори масног 

ткива, нису испољавали клиничке знаке за болести коштано-зглобног и мишићног 

система, нити инфективни синдром. 12 пацијената, оба бола, старости 18-65 година 

хируршки је лечено због препонске киле (херниопластика) и калкулозе жучне кесе 

(холецистектомија) (Табела 8), те та патологија није утицала на карактеристике масног 

ткива и изолованих матичних ћелија. 

 

Табела 8. Подаци о донорима масног ткива 

Донор Пол Старост Хируршка интервенција 

1. Мушки 18 херниопластика 

2. Мушки 34 холецистектомија 

3. Женски 49 холецистектомија 

4. Женски 61 холецистектомија 

5. Мушки 24 херниопластика 

6. Женски 55 холецистектомија 

7. Женски 65 холецистектомија 

8. Женски 19 херниопластика 

9. Мушки 48 херниопластика 

10. Мушки 33 херниопластика 

11. Женски 60 холецистектомија 

12. Мушки 52 херниопластика 
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4.2. Карактеристике изолованих hAT-MSCs 

 

4.2.1. Број и пролиферациона кинетика изолованих ћелија 

 

Након дигестије узорака масног ткива и прања добијене суспензије (Слика 11), ћелије 

су се пре засејавања бројале, а након тога се пратила њихова пролиферациона кинетика. 

На слици 11 виде се дигестирани узорци масног ткива, а у табели 9 приказани су 

подаци о добијеном броју вијабилних ћелија и времену потребном за дуплирање тог 

броја ћелија. 

 

 

Слика 11. Дигестирани узорци масног ткива 
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Табела 9. Број добијених вијабилних ћелија након дигестије узорака масног ткива и 

прања добијене суспензије и време удвајања тих ћелија 

 

Донор Број ћелија Време удвајања (у сатима) 

1. 1,2 х 10
6 

32 

2. 0,7 х 10
6
 35 

3. 1,3 х 10
6
 36 

4. 1,1 х 10
6
 36 

5. 1,0 х 10
6
 34 

6. 1,4 х 10
6
 37 

7. 1,2 х 10
6
 33 

8. 0,8 х 10
6
 35 

9. 1,5 х 10
6
 35 

10. 1,3 х 10
6
 37 

11. 0,9 х 10
6
 32 

12. 1,1 х 10
6
 34 
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4.2.2. Морфологија изолованих  ћелија 

 

Све адхерентне ћелије су се залепиле за пластичну подлогу за 24 сата, а просечно за 7-

10 дана култивације достизале су 80-90% конфлуенце (Слика 12), након чега су 

трипсинизоване и субкултивисане у следеће пасаже. Постепено су од овалног облика 

добијале фибробластоидну морфологију. 

 

 

Слика 12. Репрезентативни приказ тек засађених ћелија (а) и адхерентних ћелија након 

3 дана од засађивања (б). 
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4.2.3. Имунофенотипизација добијених ћелија 

 

Ћелије од 2-4. пасаже коришћене су за имунофенотипизацију. Изоловане ћелије 

експримирале су маркере специфичне за мезенхималне матичне ћелије CD29, CD73 и 

CD146 (99.01, 99.19 и 91.18 %, редом), а истовремено нису поседовале антигене 

карактеристичне за хематопоетске ћелије, CD34 и CD106 (0.56 и 1.7 %, редом) (Слика 

13). 
 

               

            

 

 

Слика 13. Имунофенотипски профил ћелија изолованих из масног ткива. 

Репрезентативни приказ хистограма са експресијом ћелијских маркера CD29, CD73, 

CD146, CD34 и CD106. 
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4.2.4. Диференцијација добијених ћелија 

 

4.2.4.1. Адипогене диференцијација 

 

Након 21 дан култивације, ћелије које су гајене у контролном медијуму (DMEM/F-12 са 

10% FCS) нису формирале крупне липидне капи у својој цитоплазми (Слика 14а), за 

разлику од ћелија које су узгајане у адипогеном медијуму. Код ћелија које су 

стимулисане диференцијационим медијумом, након бојења са Oil Red O, регистроване 

су крупне масне капљице које су се бојиле црвено (Слика 14б). 

 

      

Слика 14. Адипогена диференцијација добијених ћелија; а – ћелије гајене у 

контролном медијуму (DMEM/F-12 са 10% FCS), б – ћелије гајене у 

диференцијационом медијуму (Stem PRO Adipogenesis Kit Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) 
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4.2.4.2. Остеогена диференцијација 

 

Након три недеље култивације ћелија у остеогеном медијуму, бојењем Alizarin Red су 

потврђени агрегати калцијум-фосфата у екстрацелуларном матриксу који су се бојили 

црвеном бојом (Слика 15б), за разлику од контролне групе (Слика 15а), где није 

примећено формирање накупина калцијума. 

 

      

Слика 15. Остеогена диференцијација добијених ћелија; а – ћелије гајене у контролном 

медијуму (DMEM/F-12 са 10% FCS), б – ћелије гајене у диференцијационом медијуму 

(Stem PRO Osteogenesis Kit Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 
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4.2.4.3. Хондрогена диференцијација 

 

Медијум за хондрогену диференцијацију је након 21 дан стимулисао недиференциране 

ћелије да крену пут хондробласта и луче хондроитин-сулфат, што је Toluidin Blue 

бојење и потврдило (Слика 16б). Ћелије које су биле у контролном медијуму нису 

поседовале екстрацелуларни матрикс богат гликозаминогликанима (Слика 16а). 

 

      

Слика 16. Хондрогена диференцијација добијених ћелија; а – ћелије гајене у 

контролном медијуму (DMEM/F-12 са 10% FCS), б – ћелије гајене у 

диференцијационом медијуму (Stem PRO Chondrogenesis Kit Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) 
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4.3.  LLL у дози од 3 J/cm
2
 и EMF у дози од 3 mT најуспешније стимулишу 

пролиферацију третираних ћелија 

 

Пошто је доказано да су изоловане ћелије из масног ткива мезенхималне матичне 

ћелије и након што су умножене у довољном броју, учињен је третман изолованих hAT-

MSCs LLL-ом и EMF-ом (Слика 17). 

 

Слика 17. Третман изолованих hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом. Коришћени су апарати 

EkoMedico-Laser и EkoMedico (Electronic Design, Београд, Србија) 

 

Ћелије су најпре посебно третиране LLL-ом различите густине енергије и EMF-ом 

различитог интензитета, са циљем да се открију параметри који су најоптималнији за 

стимулацију пролиферације и диференцијације. 
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На графику 1 приказана је пролиферациона кинетика hAT-MSCs након 7-одневног 

третмана LLL-ом густине енергије 1 J/cm
2
, 3 J/cm

2
, 5 J/cm

2
 и 10 J/cm

2
. 1х10

5 
ћелија је 

засађено и сваког дана третирано комерцијалним апаратом, а дозе су одабране у складу 

са најчешће коришћеним дозама у клиничкој пракси. Резултати показују да је доза од 3 

J/cm
2 
предате енергије била најефикаснија у убрзању дељења и увећању броја ћелија. То 

је подразумевало и значајно скраћење времена дуплирања ћелија. 

   

                        

 

 

График 1. Пролиферациона кинетика и време дуплирања hAT-MSCs након 7-одневног 

третмана LLL-ом густине енергије 1 J/cm
2
, 3 J/cm

2
, 5 J/cm

2
 и 10 J/cm

2
. Резултати су 

представљени кад средња вредност ± стандардна девијација; *p < 0.05; **p < 0.01; 

***p < 0.001 
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На графику 2 приказана је пролиферациона кинетика hAT-MSCs након третмана EMF-

ом интензитета 1 mT, 3 mT, 5 mT и 10 mT
 
 који је трајао 7 дана. 1х10

5 
ћелија је засађено 

и сваког дана третирано комерцијалним апаратом 30 минута у исто време, а дозе су, 

такође, одабране у складу са најчешће коришћеним дозама у клиничкој пракси. 

Резултати показују да је доза од 3 mT интензитета била најделотворнија у стимулацији 

пролиферације. Анализирајући и време дуплирања ћелија, види се да је та доза била 

сигнификантно ефикаснија у скраћењу тог периода, у односу на друге. 

 

                    

 

График 2. Пролиферациона кинетика и време дуплирања hAT-MSCs након 7-одневног 

третмана EMF-ом густине енергије 1 mT, 3 mT, 5 mT и 10 mT. Резултати су 

представљени кад средња вредност ± стандардна девијација; *p < 0.05; **p < 0.01; 

***p < 0.001 
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4.4. LLL у дози од 3 J/cm2 и EMF у дози од 3 mT најуспешније стимулишу 

диференцијацију третираних ћелија 

 

У наставку експеримената, испитан је утицај различитих доза LLL-а и EMF-а на 

диференцијацију hAT-MSCs. 

Адипогена диференцијација спроведена је током 21 дан, ћелије су гајене у адипогеном 

медијуму и сваког дана третиране посебно LLL-ом густине енергије 1 J/cm
2
, 3 J/cm

2
, 5 

J/cm
2
 и 10 J/cm

2
 и EMF-ом густине енергије 1 mT, 3 mT, 5 mT и 10 mT. Након 

спроведене диференцијације, урађена је квантификација анализом добијених слика 

помоћу софтвера ImageJ. Код ћелија које су стимулисане диференцијационим 

медијумом и третиране LLL-ом густине енергије 3 J/cm
2
 (Слика 18а) и EMF-ом густине 

енергије 3 mT (Слика 18б), након бојења са sa Oil Red O, регистрована је ефикаснија 

диференцијација у виду крупних масних капљица које су се бојиле црвено у односу на 

друге параметре LLL-а и EMF-а (Слика 18в). 
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Слика 18. Репрезентативне слике адипогене диференцијације hAT-MSCs третираних 

различим дозама LLL-а (а) и EMF-а (б) и квантификација диференцијације помоћу 

софтвера ImageJ-а након третмана LLL-ом (в) и EMF-ом (г). Резултати су 

представљени кад средња вредност ± стандардна девијација; *p < 0.05; **p < 0.01; 
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Остеогена диференцијација, такође је спроведена током три седмице. Ћелије су гајене у 

остеогеном медијуму и сваког дана третиране посебно LLL-ом густине енергије 1 J/cm
2
, 

3 J/cm
2
, 5 J/cm

2
 и 10 J/cm

2
 и EMF-ом густине енергије 1 mT, 3 mT, 5 mT и 10 mT. Након 

21 дан, урађена је квантификација анализом добијених слика помоћу софтвера ImageJ. 

Код ћелија које су стимулисане диференцијационим медијумом и третиране LLL-ом 

густине енергије 3 J/cm
2 

и 5 J/cm
2
 (Слика 19а) и EMF-ом густине енергије 3 mT и 5 mT 

(Слика 19б), након бојења са Alizarin Red регистрована је ефикаснија диференцијација у 

виду агрегатa калцијум-фосфата у екстрацелуларном матриксу који су се бојили 

црвеном бојом у односу на друге параметре LLL-а и EMF-а (Слика 19в и 19г). 

 

 

       

 

Слика 19. Репрезентативне слике остеогене диференцијације hAT-MSCs третираних 

различим дозама LLL-а (а) и EMF-а (б) и квантификација диференцијације помоћу 

софтвера ImageJ-а након третмана LLL-ом (в) и EMF-ом (г). Резултати су 

представљени кад средња вредност ± стандардна девијација; *p < 0.05; **p < 0.01. 
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Хондрогена диференцијација упоредо је реализована за три седмице. Ћелије су гајене у 

хондрогеном медијуму и сваког дана третиране посебно LLL-ом и EMF-ом на исти 

начин, различитим параметрима, као у претходним примерима. Након планираног 

процеса диференцијације, урађена је квантификација анализом добијених слика помоћу 

софтвера ImageJ. Код ћелија које су стимулисане диференцијационим медијумом и 

третиране LLL-ом густине енергије 3 J/cm
2 

и 5 J/cm
2
 (Слика 20а) и EMF-ом густине 

енергије 3 mT и 5 mT (Слика 20б), након бојења са Toluidin Blue регистрована је 

ефикаснија диференцијација у виду обележених ГАГ у екстрацелуларном матриксу 

који су се бојили плавом бојом у односу на друге параметре LLL-а и EMF-а (Слика 20в 

и 20г). 

 

 

 

Слика 20. Репрезентативне слике хондрогене диференцијације hAT-MSCs третираних 

различим дозама LLL-а (а) и EMF-а (б) и квантификација диференцијације помоћу 

софтвера ImageJ-а након третмана LLL-ом (в) и EMF-ом (г). Резултати су 

представљени кад средња вредност ± стандардна девијација; *p < 0.05; **p < 0.01. 
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4.5. Комбиновани третман изолованих hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом побољшава 

пролиферацију третираних ћелија 

 

Након што су одређене дозе LLL-а и EMF-а које на најбољи начин појединачно 

побољшавају пролиферацију и диференцијацију hAT-MSCs, експерименти су даље 

настављени са циљем да се испита комбиновани ефекат ових доза два физикална 

терапијска модалитета на поменуте карактеристике и способности ћелија. Морфологија 

је праћена сваког другог дана, а након 7 дана третмана учињен је пресек стања и 

анализа. Резултати су приказани на слици 21 и указују да утицај LLL-а и EMF-а није 

био цитотоксичан и да се вијабилност ћелија високо одржала. Осим тога, показано је да 

је PDT LLL-ом и EMF-ом третираних hAT-MSCs значајно краће у односу на ћелије које 

су третиране само LLL-ом. То је значило и да је број ћелија након комбинованог дејства  

LLL-а и EMF-а био већи у односу на групу која је стимулисана само LLL-ом. Нешто 

мање ћелија је било у групи која је стимулисана само EMF-ом, па је PDT LLL-ом 

третираних ћелија било значајно краће у односу на EMF-ом третираних ћелија, док је 

PDT EMF-ом третираних ћелија било значајно краће у односу на контролну групу.  
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Слика 21. LLL и/или EMF значајно повећавају број и скраћују време дуплирања hAT-

MSCs након третмана, без утицаја на вијабилност. а) репрезентативне слике 

култивисаних контролних и LLL и/или EMF третираних hAT-MSCs током 7-одневне 

стимулације; б) број hAT-MSCs пре и после LLL и/или EMF третмана; в) PDT 

анализирано у 3. и 4, пасажи. PDT LLL и EMF третираних hAT-MSCs је значајно краће 

у односу на LLL третиране ћелије, а PDT LLL третираних ћелија је значајно краће у 

односу на EMF третиране ћелије, док је PDT EMF третираних ћелија значајно краће у 

односу на контролу. Проценат вијабилних hAT-MSCs одређен је Тrypan blue assay-ем 

након LLL и/или EMF третмана. Резултати су представљени кад средња вредност ± 

стандардна девијација; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. Scale bar = 200 μm. 
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4.6. Комбиновани третман изолованих hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом побољшава 

диференцијацију третираних ћелија 

 

У наставку истраживања пратила се диференцијација третираних ћелија. Након 7 и 21 

дан третмана учињен је пресек стања и анализа. Резултати су приказани на слици 22 и 

показују да је комбиновани ефекат LLL-а и EMF-а у дозама од 3 J/cm
2
 и 3 mT био 

супериоран у односу на појединачне третмане и контролну групу. 
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Слика 22. Репрезентативне слике трилинеарне диференцијације LLL-ом и EMF-ом третираних hAT-MSCs након 7. и 21. дана. Јасна је 

разлика у адипогеној (а), остеогеној (б) и хондрогеној (в) диференцијацији  након стимулације комбинованим утицајем LLL-а и EMF-а 

у одабраним дозама од 3 J/cm
2 
и 3 mT. 
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Слика 23. Квантификација остеогене (а), остеогене (б) и хондрогене (в) диференцијације помоћу софтвера ImageJ-а након третмана 

LLL-ом и EMF-ом. Резултати су представљени кад средња вредност ± стандардна девијација; **p < 0.01.
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4.7. Појединачни и комбиновани LLL и EMF третман изолованих hAT-MSCs 

LLL није утицао на старење третираних ћелија 

 

Имајућу у виду да је старења матичних ћелија проблем и ограничење у њиховој 

потенцијалној примени, након што је у низу експеримената показано да LLL и EMF 

третман успешно побољшава пролиферацију и диференцијацију третираних hAT-MSCs, 

без утицаја на одрживост, истраживање је настављено у смеру испитивања старења 

ћелија након третмана. Резултати указују да није било разлике у проценту ћелија које 

експримирају SA-β-галактозидазу у контролној и експерименталним групама, без 

обзира да ли се ради о слабој, умереној или високој експресији. Анализа је рађена у 3. и 

10. пасажи након 7 дана третмана ћелија поменутим физикалним агенсима. Резултати 

су приказани на слици 23. 

 



64 

 

 

 

 

 

Слика 24. Репрезентативни приказ бојења третираних hAT-MSCs SA-β-галактозидазом. 

Приказане су конфлуентне hAT-MSCs након 7-одневног третмана EMF-ом и LLL-ом у 

3. пасажи (а) и 10. пасажи (б). У цитоплазми ћелија уочава се присуство зелено обојене 

SA-β-галактозидазе. Scale bar = 20 μm. Семиквантитативним одређивањем активности 

SA-β-галактозидазе установљено је да не постоји разлика између контролних и 

експерименталних група ћелија које показују слабу, умерену и високу активност SA-β-

галактозидазе у трећој пасажи (в) и да се тај тренд одржао до 10. пасаже (г) . Резултати 

су представљени кад средња вредност ± стандардна девијација. 
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4.8. Појединачни и комбиновани LLL и EMF третман изолованих hAT-MSCs 

LLL није утицао на оксидативни стрес третираних ћелија 

 

Даље испитивање ограничавајућих фактора након стимулационог третмана hAT-MSCs 

усмерило се према оксидативном стресу и антиоксидативној заштити. Резултати након 

7-одневном третмана су показали да LLL и EMF у одабраним дозама од 3 J/cm2 и 3 mT 

не повећавају оксидативни стрес, нити утичу на антиоксидативну заштиту, што је још 

један позитиван аспект стимулације hAT-MSCs овим физикалним модалитетима. 

Резултати су приказани на слици 24. 

 

 

 

Слика 25. Није било статистички значајне разлике између контролне и  

експерименталних (третираних) група hAT-MSCs након 7 дана стимулације LLL-ом и 

EMF-ом у концентрацији супероксид-анјона (О2
-
) (а), хидроген пероксида (H2O2) (б) и 

нитрита (NO2
-
) (в), као ни фактора антиоксидативне заштите, редукованог (GSH) (г), 

оксидованог глутатиона (GSSG) (д) и њиховог односа (ђ). 
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4.9.   Комбиновани LLL и EMF третман мења фракталну димензију и величину 

третираних hAT-MSCs 

 

До сада се ретко испитивала морфологија третираних или разним факторима  

стимулисаних MSCs у смислу предности или мана за евентуалну клиничку примену. 

Врло су занимљиви резултати добијени анализом фракталне димензије LLL-ом и EMF-

ом третираних hAT-MSCs. 

ФД hAT-MSCs у групи EMF и LLL била је значајно већа у односу на ћелије из 

контролне групе (p < 0.01), док није било разлике у ФД hAT-MSCs између контролне и 

LLL групе. Такође, није утврђена статистичка разлика између EMF и EMF и LLL група, 

што указује на то да ласерски третман није утицао на вредност ФД hAT-MSCs. 

Површина hAT-MSCs из EMF и EMF и LLL групе била је значајно већа у поређењу са 

величином ћелија из контролне групе (p < 0.001), а није утврђена статистичка разлика 

између EMF и EMF и LLL група, што такође указује на то да ласерски третман није 

утицао на величину hAT-MSCs. 
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Слика 26. Комбиновани LLL и EMF третман мења фракталну димензију и величину 

hAT-MSCs; (а) Приказане су репрезентативне црно-беле слике hAT-MSCs 

припремљене за фракталну анализу; (б) ФД hAT-MSCs у групи EMF и LLL била је 

значајно већа у односу на ћелије из контролне групе, док није било разлике у ФД hAT-

MSCs између контролне и LLL групе. Такође, није утврђена статистичка разлика 

између EMF и EMF и LLL група, што указује на то да ласерски третман није утицао на 

вредност ФД hAT-MSCs; (в) Површина hAT-MSCs из EMF и EMF и LLL групе била је 

значајно већа у поређењу са величином ћелија из контролне групе. Није утврђена 

статистичка разлика између EMF и EMF и LLL група, што такође указује на то да 

ласерски третман није утицао на величину hAT-MSCs. Резултати су представљени кад 

средња вредност ± стандардна девијација; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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5. ДИСКУСИЈА 

 

 

Резултати овог рада показују да MSCs изоловане из хуманог масног ткива здравих 

добровољаца средњег животног доба поседују висок пролиферативни капацитет и 

способност да се диференцирају у адипоците, остеобласте и хондроците. Третман 

добијених ћелија терапијским физикалним модалитетима, LLL и EMF у дозама које се 

користе у клиничкој пракси за лечење пацијената може значајно да убрза 

пролиферацију, побољша диференцијацију, без утицаја на одрживост, старење и 

оксидативни стрес. Третман је такође показао да се морфологија hAT-MSCs мења у 

зависности од тога који се агенс користи, те ће то бити значајно у начину апликације 

при евентуалној терапијској примени. 

Други важан резултат добијен у овом раду је допринос у разјашњењу дејства 

физикалних агенаса који се користе годинама уназад и имају терапијско дејство које 

још увек није детаљно јасно. Резултати могу бити важни и представљати основу за 

претретман и припрему MSCs за апликацију, као и побољшавање енграфтмента 

додатним третманом LLL-ом и EMF-ом пацијента коме су трансплантиране ћелије. 

 

 

5.1. Изоловане ћелије показале су добар пролиферативни капацитет и 

фибробластоидне морфолошке карактеристике 

 

Масно ткиво је лако доступно и обезбеђује обиље MSCs, које се могу лако  

култивисати, умножити in vitro и користити у регенеративној медицини (1, 19, 20). 

Бирани су добровољци средњег животног доба, без болести које би утицале на 

карактеристике матичних ћелија. Сведен је број фактора који би евентуално утицао на 

судбину изолованих MSCs на минимум, чиме се желело утврдити јасно стање ћелија 

пре третмана. Све испитиване ћелије показале су уједначену пролиферациону кинетику 

приказану у табели 9. Из сваког узорка добијено је просечно 1,125 х 10
6  

ћелија, од 

којих је један део чинио матичне ћелије узетог ткива. Процесом култивације ћелије које 

немају способност асиметричне деобе и одржавања нису опстајале, док су се MSCs 

лепиле за пластичну подлогу, делиле и увећавале свој број. Култивација је трајала 

просечно 20-35 дана, за добијање ћелија од друге до четврте пасаже. Просечно време 
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дупликације ћелија у култури (PDT) износило је 34,67 сати и није било статистички 

значајне разлике између узорака и пасажа. Овај податак је у складу са литературним 

подацима (269-271). Пролиферативни капацитет зависи од година донора, врсте и 

локације масног ткива, начина изолације, услова култивације и састава медијума (251, 

272-273).  

Ћелије су постепено добијале фибробласту сличну структуру и попуњавале дно 

пластичне посуде правилно (Слика 12), што је такође одговарало резултатима ранијих 

експеримената (269-274). 

 

 

5.2.   Изоловане ћелије експримирале су маркере за MSCs 

 

Упркос чињеници да су до сада идентификовани бројни MSCs површински маркери, и 

даље недостају јединствени и широко прихваћени површински маркери за јасну 

идентификацију MSCs, као што је маркер CD34 за HSCs. Поред тога, постоји велика 

разлика у експресији маркера MSCs које су изоловане из различитих ткива, као и 

различитих врста и локација масног ткива. 

Резултати овог рада су показали да је експресија CD29, CD73 и CD146 (99.01, 99.19 и 

91.18%, редом), хомогена у изолованој групи ћелија, а да истовремено на површини 

ћелија нису постојали антигени карактеристичне за незреле ћелије хематопоетске лозе, 

CD34 и CD106 (0.56 и 1.7%, редом) (Слика 13). С обзиром да се наведени маркери 

појединачно налазе на површини и неких других ћелија (нпр. перицити, ендотелне 

ћелије) (274, 275), сматра се да се оваквом комбинацијом позитивних и негативних 

маркера, уз остале критеријуме (141) са високим степеном сигурности може говорити о 

култури MSCs. 

Култивацијом ћелија од P2 do P4 није дошло до промена у експресији наведених 

антигена, што је такође у складу са литературним подацима (269-275). 

 

 

5.3.   Изоловане ћелије поседовале су способност трилинеарне диференцијације 

 

Резултати ових истраживања показују да су се изоловане ћелије кроз све испитиване 

пасаже (Р2 до P4) успешно диференцирале у правцу адипоцита, остеобласта и 
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хондроцита. Ћелије гајене у адипогеном медијуму испољиле су фенотип 

карактеристичан за ћелије масног ткива, тј. депоновале су масне капи у својој 

цитоплазми (Слика 14). hAT-MSCs имају значајан капацитет да се диференцирају у 

адипоците (276-278), што је веома важно за репарацију дефеката меког ткива, нарочито 

након онколошке хирургије (279). Адипогени индукциони медијум садржи инсулин или 

IGF-1, тријодотиронин, трансферин, изобутилметилксантин, хидрокортизон или 

дексаметазон, индометацин или тиазолидиндион, пантотенат и серум (280, 281). Током 

култивације у таквом медијуму у цитоплазми ћелија акумулирају се вакуоле које 

садрже липиде који се могу детектовати црвеним бојама Oil Red O (Слика 14) или Nile 

Red (282-284), а ћелије ексримирају неколико гена и протеина, укључујући активирани 

рецептор γ пероксизмалне пролиферације, адипоцитни маст-везујући протеин и лептин,  

који учествују у биосинтези липида, метаболизму и акумулацији масти. 

Остеогени медијум код једне групе ћелија развио је остеобластни фенотип 

акумулирањем депозита калцијум-фосфата у екстрацелуларном матриксу (Слика 15). У 

in vitro условима остеогени медијум који садржи BMP-2, аскорбинску киселину, β-

глицерофосфат, дексаметазон и/или 1,25 дихидрокси-холекалциферол може усмерити 

недиференциране MSCs према остеогенези (285, 286). MSCs култивисане у присуству 

ових фактора изражавају гене, протеине и фенотип остеобласта, укључујући алкалну 

фосфатазу, колаген типа I, остеопонтин, остеонектин, Runx2, BMP-2, BMP-4 и BMP 

рецептор I и II (285-288). Током култивације, између 14-ог и 28-ог дана, hAT-MSCs 

почињу да производе минерале калцијум-фосфата у оквиру екстрацелуларног матрикса, 

што се региструје Alizarin Red (Слика 15) или von Kossa бојењем (289). 

Раније студије су показале способност hAT-MSCs да пролазе хондрогену 

диференцијацију (290-292) култивацијом у медијуму који садржи инсулински фактор 

раста, аскорбат-2-фосфат, дексаметазон, L-пролина, BMP-6, BMP-7 и TGF-β (293, 204). 

На крају процеса култивације у хондрогеном медијуму ћелије показују експресију 

протеина екстрацелуларног матрикса хрскавице, укључујући Col-2, Col-4 и агрекан 

(293-295). У складу са ранијим извештајима, у овом истраживању показано је присуство 

хондроитин-сулфата у екстрацелуларном матриксу бојењем по Toluidin Blue (Слика 16). 
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5.4. Третман добијених hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом побољшао је 

пролиферацију и диференцијацију, без утицаја на вијабилност ћелија 

 

Током последњих деценија вршене су бројне студије у области регенеративне медицине 

и рехабилитације. Велике наде се полажу у истраживања терапије за артритис, 

оштећења хрскавице, коштане дефекте и руптуре тетива. За сада, лечење је хируршко 

или је засновано на конвенционалној уградњи имплантата. Дакле, оваква терапија није 

довољно ефикасна, па пацијенти често остају непокретни и зависни од туђе помоћи. 

Као последица тога, велика средства се улажу у систем здравствене заштите широм 

света (296). Обзиром да смо упознати са предностима и манама евентуалне апликације 

ембрионалних матичних ћелија и индукованих плурипотентних матичних ћелија, јасно 

је зашто је највећи број истраживања потенцијалне терапије у рехабилитацији био 

усмерен на испитивање примене MSCs. Супституциона ћелијска терапија (енгл. „cell 

therapy“) има за циљ да поврати интегритет и функцију оштећеног ткива примаоца. 

Дакле, суспензија ћелија се убризгава директно у оштећено ткиво или у циркулацију. 

Други начин рехабилитације функције органа је ткивни инжењеринг (енгл. „tissue 

engineering”). Комплекснији је и подразумева конструисање делова органа или читавих 

органа у вештачким условима, како би се трансплантирали пацијенту (296, 297). У 

међувремену, истраживачи траже методе за побољшање пролиферације и 

диференцијације и боље прихватање апликованих матичних ћелија. Од раније се зна да 

један велики број хемијских фактора, примарно цитокина и фактора раста имају 

значајну улогу у стимулацији пролиферације и диференцијације MSCs (1, 2, 298-300). 

За примену у регенеративној медицини, неки од претходно идентификованих 

солубилних фактора костне сржи, масног ткива или зубне пулпе појединачно су 

тестирани у MSCs култури (301). Међутим, већина ових студија се фокусира на 

испитивање ефеката појединачног молекула од интереса, уместо комбинације више 

молекула, каква је ситуација у in vivo условима. Фибробластни фактор раста 2 (енгл. 

fibroblast growth factors 2, FGF2), један од најзаступљенијих солубилних фактора у 

костној сржи, у великој мери је проучаван ради стимулације пролиферације и повећања 

хондрогеног капацитета MSCs (301-303). 

Значајно мањи број истраживања бави се утицајем физичких фактора на MSCs, а врло 

су ретки научни радови у којима се испитује комбиновани ефекат два или више 

физичких фактора на карактеристике и потенцијал hAT-MSCs. До овог тренутка није 
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било научних података о комбинованом ефекту LLL-а и EMF-а на hAT-MSCs, па је ово 

истраживање први покушај објашњења како различите дозе два терапијска физикална 

модалитета утичу на hAT-MSCs. 

Параметри LLL-a и EMF-a третмана су исти или слични онима који су се користили у 

претходним студијама (304-309). 

Од раније је познато да LLL има повољан терапијски ефекат на бројне болести. Након 

апсорпције фотона на акцепторским местима на ћелијској мембрани, LLL генерише 

ефекте фотобиостимулације, што активира секундарни гласник да започне каскаду 

интрацелуларних сигнала који утичу на метаболичке процесе (29). Током протеклих 

неколико година, Abrahamse-ина група се фокусирала на утицај LLL-а на матичне 

ћелије (29, 256, 310). Они су показали да зрачење LLL-ом индукује активност hAT-

MSCs, повећава одрживост, миграцију и пролиферацију, стимулише експресију 

протеина и побољшање диференцијацију (29, 256, 310). Поред тога, показало се да LLL, 

када се користи у комбинацији са EGF-ом, повећава пролиферацију hAT-MSCs (256). 

Без обзира на различите параметре који се користе у студијама (таласна дужина, 

ширина импулсног снопа, снага и др.), ласерско зрачење може повећати пролиферацију 

MSCs и потенцијал диференцијације. 

Клиничка ефикасност EMF-a се углавном односи на опоравак повреда и оштећења 

костију. У почетку се веровало да слаба електрична енергија коју генерише EMF 

убрзава формирање коштаног матрикса (311, 312). Међутим, недавно истраживање је 

показало да MSCs вероватно имају главну улогу у опоравку костију. Студије 

испитивања утицаја пулсног EMF-а на MSCs добијене из костне сржи и хумане 

епидермалне матичне ћелије показале су да је пролиферације ових ћелија значајно боља 

након деловања EMF (313, 314). С друге стране, Tsai и сарадници (315) показали су да 

EMF стимулација не мења пролиферацију матичних ћелија, али може да побољша 

остеогенезу повећањем нивоа раних остеогених маркера укључујући Runx2/Cbfa1 и 

алкалну фосфатазу. Неколико каснијих студија допринело је полемици и истакло да 

резултати од утицаја EMF на MSCs нису увек били конзистентни (311-316). 

У складу са ранијим истраживањима, ови експерименти показују да је 7-дневни 

третман hAT-MSCs LLL-ом у дози од 3 J/cm
2
 супериоран и статистички значајно боље 

стимулише пролиферацију ћелија у односу на ниже и више дозе, тј. предате густине 

енергије: 1 J/cm
2
, 5 J/cm

2
 и 10 J/cm

2
 (континуирани режим рада, снага 200 mW) (График 

1). Истовремено, исти број ћелија, 1х10
5
, третиран је 7 дана EMF-ом интензитета 1 mT, 
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3 mT, 5 mT и 10 mT, а резултати су показали да је доза од 3 mT интензитета била 

најделотворнија у стимулацији пролиферације (Графикон 2). Анализирајући и време 

дуплирања ћелија, види се да су ове дозе LLL-а и EMF-а биле сигнификантно 

ефикасније у скраћењу тог периода, у односу на друге.  

Исте дозе LLL-а и EMF-а употребљене су за испитивање утицаја на трилинеарну 

диференцијацију hAT-MSCs. 

Адипогена диференцијација спроводила се током три седмице, по раније утврђеном 

протоколу (18). Ћелије су гајене у адипогеном медијуму и сваког дана третиране 

посебно LLL-ом густине енергије 1 J/cm
2
, 3 J/cm

2
, 5 J/cm

2
 и 10 J/cm

2
 и EMF-ом густине 

енергије 1 mT, 3 mT, 5 mT и 10 mT. Након спроведене диференцијације, урађена је 

квантификација анализом добијених слика помоћу софтвера ImageJ. Код ћелија које су 

стимулисане диференцијационим медијумом и третиране LLL-ом густине енергије 3 

J/cm
2
 (Слика 18а) и EMF-ом густине енергије 3 mT (Слика 18б), након бојења са Oil Red 

O, регистрована је ефикаснија диференцијација у виду крупних масних капљица које су 

се бојиле црвено у односу на друге параметре LLL-а и EMF-а (Слика 18в). Ови подаци 

у складу су са раније објављеним научним радовима (313, 317-322). 

Исти протокол коришћен је код остеогене диференцијације, а на слици 19а приказано је 

да се код ћелија које су стимулисане LLL-ом густине енергије 3 J/cm
2
 и 5 J/cm

2
 

регистровала значајно ефикаснија диференцијација у виду агрегатa калцијум-фосфата у 

екстрацелуларном матриксу који су се бојили црвеном бојом у односу на друге 

параметре LLL-а. Идентична ситуација одиграла се са EMF-ом густине енергије 3 mT и 

5 mT (Слика 19б), након бојења са Alizarin Red. Квантификације је то и потврдила 

(Слика 19в и 19г). Bloise и сарадници су показали да LLL третман поспешује 

регенерацију коштаног ткива тако што убрзава пролиферацију остеогених ћелија (323), 

а Incerti Parenti са својим тимом је показала дозно-зависни ефекат LLL-а, тако што је 

ласерско зрачење са малом дозом 2 J/cm
2 

имало биостимулативни ћелијски одговор у 

поређењу са истом таласном дужином при високој дози (324). С друге стране, наши 

резултати се разликују у односу на Safari и његове колеге који су у експериментима 

утврдили да EMF густине енергије од 0,4 mT смањује вијабилност, успорава 

пролиферацију и индукује диференцијацију BМ-MSCs (325). 

Хондрогена диференцијација била је најуспешнија при стимулацији LLL-ом густине 

енергије 3 J/cm
2 

и 5 J/cm
2
 (Слика 20а) и EMF-ом густине енергије 3 mT и 5 mT (Слика 

20б). То је потврђено квантификацијом обележених ГАГ у екстрацелуларном матриксу 
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који су се бојили плавом бојом након Toluidin Blue бојења (Слика 20в и 20г). Када се 

упореде ови резултати са резултатима других истраживача види се корелација, уз 

делимична одступања (326-329). Занимљиви су резултати истраживања Fathi и 

Farahzadi (326). Они су показали да екстремно ниска фреквенција EMF смањује 

пролиферацију AT-MSCs изолованих из пацова (енгл. rat adipose-derived mesenchymal 

stem cells – rAT-MSCs), али да се додатком цинк-сулфата, ZnSO4, пролиферација 

значајно убрзава (326). Marycz и колеге пријавили су побољшање хондрогене 

диференцијације и повећање секреције BMP-2 и колагена тип II, а смањење 

концентрације колагена I након излагања hAT-MSCs нискофреквентним магнетним 

вибрацијама (327). Да импулсно EMF нема цитотоксичан ефекат и не утиче на 

вијабилност ћелија потврдили су пре неколико година Chen и сарадници. (328). Осим 

тога, они су показали да утицај EMF повећава и експресију гена за хондрогенезу: SOX-

9, колагена тип II и агрекана (328). С друге стране, о утицају LLL-а на хондрогену 

диференцијацију hAT-MSCs до сада нема научних података. Зна се да LLL побољшава 

ангиогенезу, експресију ангиогених фактора и терапијски ефекат трансплантације hAT-

MSCs за третман периферне васкуларне болести (329). 

Ова докторска теза по први пут приказује резултате комбинованог утицаја LLL-а и 

EMF-а на карактеристике и потенцијал hAT-MSCs. На сликама 21, 22 и 23 приказан је 

синергистички позитиван ефекат LLL-а и EMF-а на пролиферацију и диференцијацију  

третираних hAT-MSCs. Резултати указују да је PDT LLL-ом и EMF-ом третираних hAT-

MSCs значајно краће у односу на LLL-ом третиране ћелије, а да је PDT LLL-ом 

третираних ћелија значајно краће у односу на PDT EMF-ом стимулисане ћелије, док је 

PDT EMF-ом третираних ћелија значајно краће у односу на контролну групу ћелија која 

није третирана ни LLL-ом, ни EMF-ом. Осим тога, проценат вијабилних hAT-MSCs 

одређен Trypan blue assay-ем након LLL и/или EMF третмана се није значајно мењао, 

што потврђује нетоксичано дејство ова два физикална терапијска модалитета. 
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5.5. hAT-MSCs након третмана LLL-ом и EMF-ом нису брже старале 

 

У планираним експериментима користећи ране пасаже ћелија избегнуто је старење као 

фактор ограничења у карактеристикама и способности hAT-MSCs. Но, свакако је било 

важно испитати да ли LLL и EMF третман, појединачно или комбиновано утиче на 

старење стимулисан ћелија. Резултати који су добијени су обећавајући, јер није било 

одступања у проценту SA-β-галактозидаза позитивних ћелија у контролним и 

експерименталним групама. Једно од вероватних објашњења је кратак период третмана. 

Свега је неколико научних радова који се баве старењем матичних ћелија након 

примене EMF, а не постоје научни извештаји о утицају LLL, па самим тим и о 

комбинованом дејству LLL и EMF на старење матичних ћелија, посебно hAT-MSCs. 

Резултати ове тезе по први пут описује те ефекте (Слика 24). 

Наизглед супротно очекиваном, да ласерско зрачење може убрзати старење, Odinokov и 

Hamblin су објавили резултате да фотобиостимулација тимуса може успорити његову 

инволуцију, тј. зауставити његово старење (330). Амбициозно су закључили да 

фотобиостимулација може побољшати имунски статус старих особа и продужити 

животни век. Наши резултати нису указали на успоравање старења матичних ћелија 

након третмана ласером, али посматрајући шире, с обзиром да се убрзава 

пролиферација и диференцијација, без утицаја на старење ћелија, можемо закључити да 

се ради о позитивном ефекту LLL-а. С друге стране, Fathi са сарадницима у низу 

експеримената је потврдио да екстремно нискофреквентно EMF повећава проценат 

старих rAT-MSCs у популацији (326, 331). Наши резултати не потврђују њихове налазе, 

уз податак да се ипак ради о различим фреквенцама EMF-а. 
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5.6. Третман добијених hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом не утиче на оксидативни 

стрес, нити мења активност ензима антиоксидативне заштите 

 

Оксидативни стрес и антиоксидативна заштита матичних ћелија, посебно hAT-MSCs 

обрађивани су последњих неколико година са посебном пажњом. Резултати нису 

конзистентни. Поједини аутори заступају став да MSCs имају нижу активност ензима 

антиоксидативне заштите у односу на диференциране ћелије, јер су 

имунопривилеговане и смештене у својим нишама, далеко од штетних фактора 

микросредине (332). Постоје и друга мишљења. Valle-Prieto и сарадници су показали да 

MSCs, у in vitro условима, поседује ефикасне ензимске и неензимске механизме 

посредством којих детоксикују слободне радикале (333). Недиференциране MSCs имају 

знатно ниже концентрације слободних радикала и у складу са тим већу заступљеност 

незасићених метаболита (334). Наши резултати указују да није било статистички 

значајне разлике између контролне и  експерименталних (третираних) група hAT-MSCs 

након 7 дана стимулације LLL-ом и EMF-ом у концентрацији О2
-
, H2O2 и NO2

-
, као ни 

фактора антиоксидативне заштите, GSH, GSSG и њиховог односа (Слика 25). 

 

 

5.7. hAT-MSCs након третмана LLL-ом и EMF-ом су се значајно морфолошки 

мењале 

 

Матичне ћелије се налазе дубоко у ткивима, у својим нишама, и EMF и ласерски зрак in 

vivo морају продрети кроз неколико слојева ткива како би стигли до њих. Познато је да 

кожа и поткожно масно ткиво апсорбују одређену количину EMF-а и LLL-а, али да и 

постоји довољна количина субдермалне енергије да утиче на патолошке процесе и 

стимулишу поправљање ткива (335-337). Обзиром да је у овим експериментима 

испитиван утицај EMF-а и LLL-а на матичне ћелије преко поклопца пластичне плоче, а 

да се ово сматра као корак ка in vivo и клиничким студијама, третман на овај начин не 

умањује значајност резултата (Слике 17 и 26). Пенетрација EMF-а и ласерског зрака 

кроз танки пластични поклопац плоче и танког слоја медијума се не разликује 

значајније од директног утицаја EMF-а и LLL-а на морфологију, пролиферацију и 

одрживост матичних ћелија у in vivo условима. Штавише, овај приступ је омогућио 

одржавање стерилних услова током третмана. 
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Морфолошки ефекти EMF-а на структуру плазма мембране су раније објављени (30, 84, 

308, 338, 339). Међутим, ово је прва студија која испитује промене морфологије MSCs 

након комбинованог дејства EMF-а и LLL-а. Поред стандардне морфометријске 

анализе, као што је површина ћелија, примењена је и фрактална анализа добијених 

фотографија третираних hAT-MSCs. 

Фрактална анализа је метода која се користи за мерење сложености одређене 

геометријске фигуре. Сложеност се квантификује помоћу ФД, што представља основни 

параметар у фракталној анализи (265, 268). Вредност ФД објекта зависи од робустности 

и неправилности његових граница, а такође се користи да опише карактеристике 

испуњавања простора (265, 268). Упркос својој богатој примени у другим областима 

биологије и медицине (265-268), ова метода и даље није довољно присутна у 

истраживању матичних ћелија. Једна од области у истраживању матичних ћелија где је 

примена фракталне анализе показала велику вредност је диференцијација MSCs, где је 

у стању да квантификује и детектује промене структурне сложености током процеса 

диференцирања (287, 288). У овој студији показали смо да EMF значајно повећава 

површинску и ФД hAT-MSCs, које се микроскопски могу описати као ћелије 

полигоналног облика са гранулираном цитоплазмом. Ове микроскопске промене могу 

се објаснити променама пермеабилности мембране и интеракцијом интрацелуларних 

структура, које изазива EMF, што на крају води до другачије фосфолипидне 

организације (278, 279, 281). Поред тога, EMF стимулише активност калцијумских 

јонских канала на ћелијској мембрани, што утиче на ћелијску хомеостазу. Нарушавање 

равнотеже електролита доводи до промене морфологије ћелија и добијања 

полигоналних облика (278). 

Осим тога, резултати су показали да није било статистички значајне разлике између 

EMF и EMF+LLL група, што указује на то да ласерски третман није утицао на 

површину hAT-MSCs (Слика 25), док су ефекти на ФД били минимални и на ивици 

статистичке значајности (p=0.046). Такo третиране hAT-MSCs повећане ћелијске 

површине могу имати побољшану адхезивну способност (340-342), што може бити 

веома значајно за будућу терапијску примену. Наиме, претходни налази показују да 

интравенска примена MSCs са пречником више од 25 μm доводи до микроваскуларне 

оклузије (340-342), те стога, на основу ових резултата, може се закључити да EMF 

третман MSCs пре интравенске администрације није препоручљив. За разлику од тога, 
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третман LLL-ом је пожељан, због повећања пролиферације и убрзања диференцијације, 

без пратећих промена у ћелијској морфологији и одрживости.  

Ослањајући се на раније познате податке (313), резултати овог истраживања иду у 

прилог ефикасној локалној примени овако увећаних ћелија, нпр. за лечење дефеката 

хрскавице и несраслог прелома (340-342). Знајући да MSCs након примене могу имати 

смањену пролиферацију и лош енграфтмент (340-342), може се разматрати EMF и/или 

LLL третман пацијената којима су трансплантиране MSCs. Механизме убрзања 

ћелијских деоба, побољшавање пролиферације и диференцијације третираних ћелија 

треба још детаљније разјаснити, али ови резултати указују да је третман LLL-ом 

валидан приступ за претретман MSCs-a in vitro пре интравенске примене ћелија, а у 

комбинацији са EMF након апликације MSCs (Схема 4) (343). 
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Схема 4.  Приказ потенцијалне примене LLL-а и EMF-а у ћелијском инжењерингу. 1 – Сакупљање поткожног масног ткива од 

добровољаца; 2 – изолација и карактеризација hAT-MSCs; 3 - претретман hAT-MSCs LLL-ом и EMF-ом; 4 – Локална апликација 

третираних hAT-MSCs EMF-ом и системска апликација третираних hAT-MSCs LLL-ом; 5 - LLL и EMF третман пацијента након 

апликације hAT-MSCs
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6. ЗАКЉУЧАК 

 

 

Ови резултати показују да се hAT-MSCs успешно могу умножити комбинованим EMF 

и LLL третманом. Овај третман, такође, може побољшати њихову диференцијацију, без 

утицаја на вијабилност, старење и оскидативни стрес. Због свог ефекта, овај третман 

матичних ћелија представља нови корак у регенеративној медицини, који се односи на 

област ткивног инжењеринга. У даљем истраживању биће неопходне клиничке студије, 

ради потврде позитивних терапијских ефеката и евентуалног откривања ограничења 

овог третмана матичних ћелија. 

Осим тога, ови резултати доприносе бољем разумевању ефеката два терапијска 

физикална модалитета, те се може закључити да EMF и LLL могу да стимулишу 

пролиферацију и диференцијацију ендогених ткивно-специфичних матичних ћелија
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