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TERAPIJSKA PRIMENA EMBRIONALNIH I ADULTNIH STEM CELIJA

Wadislav Volarevié

UVOD
Stem-Celije imaju tri vazne karakteristike:
moguénost samoobnavljanja, sposobnost

diferencijacije i funkcionalnost, odnosno, sposobnost
da posle transplantacije u potpunosti funkcioniSu kao
ireverzibilno ostecene Celije koju menjaju. Celije koje
ispunjavaju ova tri kriterijjuma smatraju se stem-
¢elijama, ukljuCujuéi tu posebno vazne embrionalne
(ES) i adultne stem celije

ES-¢elije imaju neogranicen potencijal za deljenje,
samoobnavljanje i diferenciranje. One su
pluripotentne stem Celije, Sto znac¢i da imaju
mogucénost diferencijacije u ektoderm, mezoderm i
endoderm (1). ES-Celije se dobijaju iz intracelijske
mase preimplantacione blastociste. U eksperimen-
talnim uslovima, da bi se postigli uslovi da se spreci
diferencijacija ES celija miSeva, one u kulturi rastu pod
odgovaraju¢im uslovima (naj¢e$¢e na hranljivoj
MEF uz dodatak leukemija inhibitornog faktora - LIF)
(2). Menjanjem uslova pod kojim ES-¢elije rastu u
kulturi moguce je kontrolisati i usmeravati ES-Celije da
se diferenciraju u delije brojnih tkiva. Teoretski,
pluripotentne ES-Celije imaju ogroman terapijski
potencijal i mogu sluziti kao neiscrpno terapijsko
sredstvo u lecenju bolesti svih tkiva i organa (3).

Adultne stem ¢elije potic¢u iz adultnih tkiva. One
ispunjavaju sva tri vazna kriterijuma za stem Celije.
Ipak, stepen diferencijacije i samoobnavljanja im je
ogranien. lako se mogu diferencirati u nekoliko
¢elijskih linija, adultne stem ¢elije nisu pluripotentne.
NajviSe proucavane adultne stem Ccelije su
hematopoetske stem celije (HSC) iz kojih nastaju
¢elijski elementi krvi, neuralne stem celije (NSC)
odgovorne za nastanak neurona, astrocita i
oligodendrocita, mezenhimalne stem celije (MSC)
koje se diferenciraju u fibroblaste, osteoblaste,
hondroblaste, adipocite i skeletno-miSi¢ne celije.
Ranije se smatralo da adultne stem éelije mogu da se
diferenciraju u celije samo odredene Celijske linije.
Istrazivanja su pokazala da postnatalne adultne stem
¢elije imaju mnogo veéi potencijal diferencijacije.
Dokazana je sposobnost diferencijacije HSC u
hepatocite, NSC u hematopoetske celije i MSC u
neurone i hepatocite (1).

Infarkt miokarda, Diabetes mellitus tip 1 (DM-I),
Parkinsonova bolest su samo neke od bolesti kod kojih
je zbog ireverzibilnih oSteéenja Celija doslo do trajnog
gubitka funkcije oStecenih organa. Zbog ogromnog
terapijskog potencijala veliki broj istrazivanja usmeren

je ka ispitivanju moguénosti primene ES i adultnih
stem Celija u leCenju genetskih, malignih i
degenerativnih bolesti razli¢itih tkiva i organa (2).

TERAPIJSKA PRIMENA STEM CELIJA U
LECENJU OBOLJENJA MOZDANOG TKIVA

Odavno je napuStena teorija da se neurogeneza
zavrSava pre rodenja. Brojne studije bavile su se
prou¢avanjem endogenih neuralnih stem celija (NSC)
i ukazale su da je neurogeneza mogucéa u odraslih
osoba u pojedinim regionima mozga.

Da bi se dokazala moguénost transplantacije
adultnih ¢elija iz koStane srzi u mozdano tkivo ¢oveka
i njihova proliferacija i diferencijacija u nervne Celijje,
izvrSen je eksperiment u kome su kao donori stem
¢elija posluzili zdravi muskarci, a primaoci su bile Cetiri
Zene obolele od razlicitih formi leukemije sa prate¢om
imunodeficijencijom (3). U periodu od jedan do devet
meseci od transplantacije pacijentkinje su egzitirale.
Posle uradene autopsije ispitivano je mozdano tkivo
ovih pacijentkina koriS$¢enjem imunohistohemijske
metode (upotrebom neuron-specifi¢nih antitela) i
primenjena je fluoroscentna in sifu hibridizacijska
histohemijska metoda radi detekcije Y hromozom-
pozitivnih Celija. Kontrolnu grupu ¢inile su zdrave Zene
koje su po svim karakteristikama odgovarale obolelim
Zenama (one nisu bile podvrgnute transplantaciji stem-
¢elija iz koStane srzi muskaraca). Kod sve Cetiri Zene iz
eksperimentalne grupe dokazano je prisustvo celija sa
Y hromozomom u nekoliko regiona mozga: Y
hromozom je dominantno bio prisutan u nervnim
Celijama korteksa i hipokampusa, distribucija Y
pozitivnih nervnih ¢elija nije bila homogena - postojali
su "klasteri" - grupacije ovih ¢elija na pojedinim
mestima u mozdanom tkivu. "Klasteri" ¢elija nastali su
kao posledica klonalne ekspanzije i diferencijacije
pojedinih progenitornih ¢elija. Utvrdeno je i da je
devojcica - najmladi dvogodi$nji pacijent, koja je Zivela
najduze posle transplantacije, imala najveci broj
nervnih Celija sa Y hromozomom u poredenju sa
ostalim pacijentkinjama. IstraZivanje je dokazalo da
adultne stem-celije iz koStane srzi ¢oveka mogu da se
implantiraju u mozdano tkivo i mogu da doprinesu
stvaranju neurona, $to moZze biti od ogromnog znacaja
u buduéem lecenju trauma, infarkta mozga i
degenerativnih oboljenja nervnog sistema (4).

ES-Celije dobijene in vitro, mogu da se diferentuju u
visokospecijalizovane nervne ¢elije i da zamene one
koje su oSteéene degenerativnhim oboljenjem $to
predstavlja osnovu terapijske primene ES Cdelija u
lecenju neurodegenerativnih bolesti (2).
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Grupa naucnika iz SAD je demonstrirala napredak
kod glodara sa razvijenom Parkinsonovom boles¢u
posto su ovim eksperimentalnim Zivotinjama
transplantirali nediferentovane ES-Celije u striatum.
Lokalna sredina uticala je na diferencijaciju ¢elija u
odgovarajuée dopaminergicne neurone. ES-Celije misa,
transplantirane u organizam zdravog miSa ili u
organizam 6-hidroksidopamin (OHDA) oS$tecenih
Sprague-Dawley pacova, mogu se spontano
diferentovati u tyrosine hydroxylase (TH) pozitivne i
serotonin (SHT) pozitivhe neurone. U eksperimentu
su koris¢ene ES-Celije D3 linije (divlji tip) dobijene iz
blastociste miSa. Nediferentovane ES Celije su cuvane
u zelatinom oblozenim sudovima (DMEM) sa
dodatkom  2mM  glutamina, 0,001%  B-
mercaptoethanola, 1x neesencijalnih aminokiselina
(GIBCO/BRL), 10% konjskog seruma (HyClone), i
ljudskog rekombinantnog leukemija inhibitornog
faktora - LIF (2,000 jedinica/ml). Rane celijske kulture
su smrznute u 90% konjskom serumu 10% DMSO, a
ostatak éelija je u epruvetama smeSten u tecni azot.
Posle otapanja ES celije su dve nedelje uzgajane u
prisustvu LIF-a. PoS§to su Cdelije tripsinizirane
(koriséenjem 0,05% trypsin-EDTA), resuspendovane,
one su zasejane (5 x 106 Celija) u 15 ml DMEM u 100
mm gradiranoj bakteriolo$koj Petrijevoj Solji u
odsustvu LIF-a. Eksperimentalnim pacovima ES-celije
su ubrizgane (1000-2000 ES ¢el/ul) na dva mesta u
desnom striatumu koriSéenjem 10-ul Hamilton-ovog
$prica. Spric nije pomeran 2 minuta da bi se omoguéilo
ES-elijama da se nastane u odgovarajuem broju na
ciljanoj lokaciji. Kontrolnu grupu ¢inili su pacovi
kojima nisu ubrizgavane ES-Celije. Da bi se sprecilo
odbacivanje ES-Celija izvrSena je imunosupresija
svakodnevnom injekcijom cyclosporine A (15 mg/kg)
rastvorenog u potpuno cistom ulju. Dupla doza
injektirana je jedan dan pre ubrizgavanja ES-Celija.
Deset nedelja posle ES-Celijskog tretmana doza
cyclosporine A je smanjena na 10 mg/kg. Radi
patohistoloske analize mozdanog tkiva, 14-16 nedelja
nakon ubrizgavanja ES C¢elija, pacovi su Zrtvovani
prekomernom dozom pentobarbital-a (150 mg/kg) i.p.
Uradena je intrakardijalna perfuzija sa 100 ml rastvora
(0,1% heparin i 0,9% NaCl) uz 200 ml 4%
paraformaldehida. Mozak, izvaden iz ekperimentalnih
Zivotinja, je tokom 8 Casova fiksiran u istom rastvoru i
posle toga ekvilibriran u 20% saharozi. Uradeni su 40
pm tanki preseci mozdanog tkiva i poslati na
patohistoloSku i imunohistohemijsku analizu. Ovo
istrazivanje je pokazalo da dopaminergi¢ni neuroni
mogu da se razviju od in situ aplikovanih ES-Celjja.
Kod pacova sa eksperimentalno indukovanom
Parkinsonovom bole§¢u novostvoreni dopaminergi¢ni
neuroni redukovali su motornu asimetriju i poboljsali
funkcionisanje dopaminergi¢nog sistema (5).

Patotropizam (kretanje ka obolelim organima)
predstavlja jednu od najvaznijih karakteristika
neuralnih stem-éelija (NSC), zahvaljujuéi kojoj mogu
posluziti kao vektor - prenosilac lekova do obolelih
tkiva, §to je narocito vazno u terapiji malignih bolesti
(primarnih i metastatskih tumora) nervnog tkiva. Do
2000. godine nekoliko studija je dokazalo da su NSC,
vodene hemotakticnim signalima tumorskih delija,
naseljavali tumorska tkiva kod Zivotinja obolelih od
primarnih i metastastkih tumora mozga. NSC ¢&ak
pokazuju tropizam i za ekstrakranijalne tumore
neuralnog i neneuralnog porekla.

Grupa naucnika (6) je pokazala uspeSnu
eradikaciju metastatskih celija, raSirenih u celom
organizmu misa primarno obolelog od neuroblastoma,
koriséenjem NSC HB1.F3.Cl. Ove NSC ispoljavaju
tropizam ka tumorima nervnog tkiva i sluZile su kao in
vivo vektor za prenosenje zecje carboxylesterase (rCE),
enzima sposobnog da aktivira antitumorski lek CPT 11.
MiSevima, obolelim od neuroblastoma i sa prisutnim
diseminovanim metastazama, intravenskim putem
ubrizgane su NSC. MiSevi su prethodno sistemski
tretirani lekom CPT-11. Specijalno modifikovane NSC
za sekreciju tCE enzima migrirale su do tumorskih
Celija i aktivirale su CPT-11, ¢ime je antitumorska
aktivnost ovog leka bila znacajno povecana, Sto je
rezultiralo Sestomesecnim prezivljavanjem svih miSeva,
uklju¢enih u ovaj ekperiment, ¢ime je dokazana
efikasnost primenjene metode u uniStavanju
metastatskih celija (6).

TERAPIJSKA PRIMENA STEM-CELIJA U
LECENJU INFARKTA MIOKARDA

Istrazivanja vezana za terapijsku primenu stem
¢elija u kardiologiji usmerena su na zameni
ireverzibilno oStecenih kardiomiocita transplantiranim
stem celijama (7). Za transplantaciju kori$¢eni su
skeletni mioblasti, stem celije koje su poticale iz
koStane srzi i periferne krvi i stem Celije koje poticu iz
pupcane vrpce.

Skeletni mioblasti dobijeni su miSi¢nom biopsijom.
Eksperiment sa skeletnim mioblastima raden je u in
vivo uslovima i pokazano je da se ove Celije ne mogu
diferentovati u autenti¢ne kardiomiocite. Dokazano je
da posle njihove transplantacije u oSteceni mikard
dolazi do pojave ozbiljnih aritmija, §to im znacajno
umanjuje terapijski potencijal (8).

Posle transplantacije ¢elija poreklom iz kostne srzi
doslo je do poboljSanja sréane funkcije, Sto se
manifestovalo kroz porast ukupne ejekcione frakcije
leve komore (LVEF) 6 meseci nakon izvrSene
transplantacije (9).
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Slika 3. Stem Celije transportovane do srca kroz
intakoronarni kateter

Nedostatak ove metode je invazivnost, odnosno,
neugodna procedura uzimanja Celija iz koStane srzi.
Zato alternativu predstavlja mobilizacija stem Celija iz
periferne krvi posredstvom granulocitnog kolonosti-
mulirajuceg faktora (G-CSF).

Istrazivanja su pokazala da je transplantacija PBSC
bezbedan metod lecenja akutnog infarkta miokarda, ali
u poredenju sa PCI ne pokazuje znacajniji uspeh u
popravljanju kontraktilne funkcije oSteCenog miokarda
(10).

Terapijski potencijal stem celija poreklom iz
pupcane vrpce (UCDS) ispitivan je na ekperimen-
talnom modelu pacova kome je indukovan infarkt
miokarda. Dve nedelje posle infarkta miokarda kod
pacova je zabelezena LVEF manja od 60%. Pacovi su
zatim podeljeni u dve grupe. Prvu (kontrolnu grupu)
¢inili su pacovi kojima je dat fosfatni pufer, dok je
pacovima iz druge (eksperimentalne) grupe izvrSena
transplantacija UCDS ¢elija. Sr¢ana funkcija ispitivana
je koris¢enjem ehokardiografa dve i Cetiri nedelje posle
UCDS transplantacije. Histoloska analiza i
imunofluoroscenca su koriseni za ispitivanje
diferencijacije transplantiranih ¢elija, sekreciju
citokina, stepen novonastale angiogeneze i za
ispitivanje apoptoze kardiomiocita. Kod pacova iz
eksperimentalne grupe zabelezen je znacajno pobolj-
Sanje srane funkcije u poredenju sa pacovima iz
kontrolne grupe. Cetiri nedelje posle transplantacije,
histoloSkom analizom, utvrdeno je prisustvo UCDS
¢elija u miokardu. UCDS bile su difuzno rasporedene
u kapilarnoj mrezi, oko arteriola. Neke od
transplantiranih ¢elija ispoljavale su troponin-T, von
Willebrandov faktor, glatkomi$iéni aktin $to dokazuje
diferencijaciju UCDS (elija ka kardiomiocitima,
endotelnim Celijama i glatkomiSicnim celijama posle
transplantacije. U ispitivanom miokardu doslo je do
povecanja broja i gustine arteriola i kapilara Sto

ukazuje da citokini oslobodeni od UCDS dovode do
angiogeneze. U eksperimentalnoj grupi zabeleZen je
drasticno manji broj apoptoti¢nih kardiomiocita u
odnosu na kontrolnu grupu. Ovo istraZivanje je
pokazalo da UCDS znacajno doprinosi lecenju infarkta
miokarda pacova i predstavlja vazan putokaz za
buduéa istrazivanja usmerena ka leCenju infarkta
miokarda (11).

Za transplantaciju stem-Celija u infarktom oSteceni
miokard veoma je vazno izabrati odgovarajucu tehniku
transplantacije. Transtorakalna direktna intramio-
kardna tranplantacija stem celija se pokazala kao
uspeSna, ali i jako invazivha metoda, koju sve viSe
zamenjuje transplantacija stem Cdelija posredstvom
katetera, koja je manje invazivna, a pokazuje dobre
rezultate.

Pored zamene ireverzibilno oStecenih kardio-
miocita, znacaj transplantiranih stem celija ogleda se i
u sekreciji citokina: endotelnog faktora rasta i insulinu
slicnog faktora rasta, koji stimuliSu angiogenezu, ¢ime
se popravlja perfuzija ishemi¢nog miokarda i dolazi do
posledi¢nog porasta ejekcione frakcije (7).

Glavna neZeljena dejstva terapijske primene stem-
¢elija u le¢enju infarkta miokarda kod ljudi je stenoza
koronarnih arterija, dok je kod eksperimentalnih
zivotinja zabelezena pojava mikroinfarkta posle
intrakoronarne infuzije stem-Celija (13) i nekontro-
lisana diferencijacija stem-celija $to je rezultiralo
pojavi kalcifikata u tkivu miokarda (14).

TERAPIJSKA PRIMENA STEM-CELIJA U
LECENJU NEPLODNOSTI MUSKARACA

Muski gameti poticu od spermatogonalnih stem
¢elija (SSCs). Grupa naucnika pokazala je da SSCs
mogu, u in vitro uslovima, da nastanu iz ES ¢elija (15).
Naucnici su prvo formirali: Stra8-EGFP i Prml-
DsRed, gde su nosioci promotornih regiona gena
specificnih za germinativne dCelije: Stra8 i Prml, a
EGFP i DsRed su: Enhanced Green Fluorescent
Protein i Red fluorescent protein. Posto je Stra8-EGFP
inkorporiran u ES-Celije, one su rasle u kulturi dva
meseca. Od faktora rasta znacajna je retinoi¢na
kiselina (RA) koja omoguéava odrzavanje misjih
germinativnih Celija u kulturi i progresivni razvoj
spermatocita u ranoj fazi mejoze. Posle indukcije
retinoicnom kiselinom, déelije koje su pokazale
ekspresiju Stra8-EGFP, detektovane posredstvom
FACS-a (fluorescence-activated cell sorting), gajene su
u kulturi naredna dva meseca pod nekontrolisanim
uslovima. Celijama je zatim inkorporiran Prml-
DsRed. KoriS¢enjem PCR tehnike izolovane su dve
Celijske linije sa prisutnim DsRed regionom: SSC7 i
SSC12. Ove ¢elijske linije pokazuju ekspresiju markera
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premejetockih, mejotickih i postmejotickih muskih
germinativnih Celija §to je dokazano RT-PCR
analizom. Kao markeri rane faze razvoja germinativnih
¢elija ispoljili su se: Oct4, fragilis, stella, Mvh i Rnf17,
dok je zabelezeno i prisustvo markera Ddx4
karakteristicno za kasnu fazu germinativnog razvoja.
Flow citometrijskom analizom dokazano je da se ove
¢elijske linije dele mejozom stvarajué¢i haploidne
Celijske populacije. Radi analize postmejoticke
diferencijacije, koris¢enjem RT-PCR metode, pra¢ena
je ekpsresija Prm 11 Tp2 (transition protein 2-¢ija iRnk
se prva otkriva kod spermatida). Kod obe celijske
linije, 72 ¢asa posle indukcije retinoi¢nom kiselinom,
zabeleZzena je ekspresija Prm 1 i Tp2 markera.
Specificne strukturne i1 biohemijske promene
hromatina - njegova kondenzacija dokazana je
bojenjem Anilin plavim. Pojava repu-sli¢nih struktura i
akrozoma u elijskim linijama uocena je
imunocitohemijskom analizom. Za ispitivanje daljeg
razvoja SSC7 1 SSC12 éelijskih linija u in vivo uslovima
korisen je eksperimentalni model miSa kome su
prethodno opustoSene germinativne celije. U jedan
testis transplantirane su SSC7 i SSC12 Celijske linije,
dok je drugi testis sluzio kao kontrola. HistoloSkom
analizom, CcCetiri meseca posle transplantacije,
potvrdeno je prisustvo spermatozoida kod 2 od 10
miSeva. Kod 5 miSeva doSlo je do pojave teratoma.
Spermatozoidi su pokazivali smanjenu pokretljivost. U
kontrolnom testisu nije doSlo do spermatogeneze.
Drugi pravac ovog istraZivanja odnosio se na ispitivanje
da li in vitro, iz ES-Celija dobijeni spermatozoidi mogu
da oplode jajnu deliju i da li moze do¢i do zivih
mladunaca. Uradena je intracitoplazmicna injekcija in
vitro dobijenih muskih gameta u neoplodenu jajnu
Celiju i1 zabelezen je razvoj preimplantacionog
embriona. Dvocelijski embrioni su smesteni u jajovode
zenki miSeva, posle Cega je doslo do radanja zivih
mladunaca. Ova studija je pokazala da je iz ES-éelija
moguce dobiti SSCs. Ipak, rizik od pojave teratoma je
bio veliki, a pokretljivost novonastalih spermatozoida
je bila mala, Sto je ukazalo na neophodnost daljeg
ispitivanja u svrhu leenja poremecaja spermatogeneze
ljudi (15).

Istrazivanje je nastavljeno koriS¢enjem Stra8-EGFP
kompleksa i stem-Celija koStane srzi za dobijanje
muskih germinativnih ¢elija. Germinativne Ccelije
nastale iz stem-Celija koStane srzi ispoljavale su
markere karakteristicne za primordijalne germinativne
¢elija (fragilis, stella, Rnf17, Mvh and Oct4), kao i
markere specifi¢ne za SSCs i spermatogonije (Rbm, c-
Kit, Tex18, Stra8, Piwil2, Dazl, Hsp90alpha, betal- and
alpha6-integrins). Ovo istrazivanje dokazalo je da je
moguce dobiti spermatozoide iz stem Celija kostne srzi,
¢ime znatno doprinosi razvoju novih metoda lecenja
steriliteta muskaraca (16).

TERAPIJSKA PRIMENA STEM-CELIJA U
LECENJU PLUCNIH BOLESTI

Ispitivanje uspeSnosti transplantacija Celija kostne
srzi, stromalne (Celije kostne srzi (MSC) i
hematopoetskih stem celija (HSC) u cilju lecenja
oSteenog pluénog tkiva radena su na miSu kao
eksperimentalnom modelu. Eksperimentalnim mise-
vima je celo telo zraceno u cilju izazivanja oStecenja
pluénog tkiva i opustoSenja kostne srzi primaoca
transplantiranih ¢elija. Istrazivanje je pokazalo da i
MSC i HSC rekonstituiSu osteeni pluéni parenhim.
Pneumociti tip I i tip II nastaju iz MSC Celija, dok je
porast pneumocita i bronhijalnih epitelijalnih celija
zabelezen posle transplantacije HSC. Kod
ekperimentalnih Zivotinja kojima je indukovano
oStecenje pluénog parenhima zracenjem, ali kojima
nisu transplantirane Celije kostne srzi, nije doSlo do
reparacije pluénog parenhima.

Mobilizacija  endotelnih  ili  epitelijalnih
stem/progenitor Celija ili adultnih somatskih stem
¢elija, ES ¢elija ili embrionalnih germinativnih éeljja,
moze popraviti funkcionisanje respiratorne barijere,
¢ime se leci respiratorni distres-sindrom. Sli¢an
terapijski pristup je primenjen i u lecenju bronchiolitis
obliterans-a, gde je oSteenje bronhijalnog epitela
toksi¢ne, virusne ili autoimune etiologije. U svrhu
lecenja emfizema pluca koriste se transplantirane stem
¢elije: one koloniziraju podrucje ostecenja alveolarnih
septi i proliferiSu, ponovo se formiraju medu-
alveolarne pregrade, alveo-kapilarna barijera i
normalizuje razmena gasova.

Terapijska primena stem-Celija prisutna je i u
leCenju cisti¢ne fibroze: osnovni poremedaj je u
transportu hloridnih jona kroz delijsku membranu
usled disfunkcije CFTR (engl. Cystic Cibrosis
Transmembrane Regulator) proteina koji je produkt
gena lociranog na 7q31.2 hromozomu. U cilju lecenja
koriste se heterologne ili genetski korigovane
autologne stem-Celije koje koloniziraju, proliferiSu i
diferenciraju se u vazdu$nim putevima, posle ¢ega se
koriguje elektrolitni disbalans, a samim tim i Zilavost
sekreta na respiratornoj sluznici.

Kod pluéne fibroze, nastale kao posledica
oziljavanja i bujanja fibroznog tkiva, terapijski pristup
orijentisan je ka suzbijanju prekomerne proliferacije
stem-Celija. Ovaj terapijski pristup osnova je lecenja i
kod glatko-miSi¢ne hiperplazije i kod karcinoma pluca

3).

TERAPIJSKA PRIMENA STEM CELIJA U
LECENJU DIABETES MELLITUS-A TIP 1

Dosadasnja terapija insulin-zavisnog Diabetes
mellitus-a tip 1 zasnivala se na supstitutivnoj terapiji
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insulinom, dok je etioloska terapija bila bazirana na
tranplantaciji Langerhansonovih ostrvca pankreasa.
Histokompatibilnost, koja je neophodna za
transplantaciju, razlog je malom broju mogucih
davalaca Langerhansonovih ostrvaca. Zato je veliki
broj istrazivanja usmereno ka stem celijama koje kao
nediferentirane Celije imaju sposobnost da formiraju
endokrino tkivo pankreasa. I embrionalne i adultne
stem-celije koriste se za dobijanje beta Celija pankreasa
i uspostavljanje insulinske sekrecije. IstraZivanja su
pokazala da je moguce dobiti funkcionalne beta celije
pankreasa u in vitro uslovima, dok je njihov kapacitet
insulinske sekrecije pokazao uspeh na miSevima i
pacovima kao eksperimentalnim modelima Diabetes
mellitusa (17).

Grupa naucnika iz Kine (18) je opisala metod
diferencijacije ljudskih ES u insulin-produkujuce éelije.
Activin A je koriS§éen za endodermnu diferencijaciju
ES-Celija S$to je potvrdeno ekspresijom markera
karakteristicnih za formiran enoderm: Sox17 i
Brachyury. Za dalju diferencijaciju ovih ¢elija
koriéena je RA. Posle sazrevanja na DMEM/F12
serum-free medium-u sa bFGF i nikotinamidom, Celije
su ispoljavale ekspresiju markera karakteristicnih za
endokrina ostrvca pankreasa: C-peptide, insulin,
glucagon i glut2. Broj C-peptide pozitivnih ¢elija bio je
veéi od 15 %. Sekrecija insulina bila je u direktnoj
korelaciji sa nivoom prisutne glukoze. Ove dCelije su
zatim transplantirane u bubreznu kapsulu Strepto-
zotocin (STZ) - tretiranim miSevima. Celije su uspesno
transplantirane i pokazivale su ekspresiju markera
karakteristicnih za beta Celije pankreasa kao §to su C-
peptide, pdx1, glucokinase, nkx6.1, IAPP, pax6 i Tcfl.
Kod 30% miseva doslo je do normalizacije glikemije i
euglikemija se odrzala viSe od 6 nedelja, Sto je
dokazalo da Celije koje su nastale iz ljudskih ES-Celija
mogu da zamene insulin-produkujude ¢elije pankreasa
(18).

OBOLJENJA ROZNJACE LECENA STEM-
CELIJAMA

Totalna kornealna stem Celijska deficijencija
(LSCD) je stanje koje doprinosi razvoju nekoliko
ozbiljnih oboljenja roznjace, koje dovode do znatnog
smanjenja oStrine vida. LSCD je u osnovi Steven-
Jonhnson-ovog sindroma, sindroma suvog oka, pojave
oziljnog pemfigoida u oku. LCSD dovodi do potrebe za
Cestim operacijama oka i stalnom upotrebom
kontaktnih sofiva. Za etiolosko le¢enje LCSD koristi
se transplantacija kornealnih epitelnih stem ¢elija, koje
se dobijaju iz kulture kornealnog tkiva. Kornealne
epitelne stem-Celije uspeS$no su izolovane iz tkiva
roznjace upotrebom trypsin/ethyldiaminetetraacetic
acid (EDTA) i FACS tehnike (19). Transplantacija

kornealnih epitelnih stem-Celija dovela je do znatnih
poboljsanja oS$trine vida pacijenata sa ireverzibilno
oSteCenom roznjacom. UspeSna terapijska primena
adultnih stem ¢elija u lecenju poremecaja vida usled
oStecenja na roZnjaci predstavlja primer uspe$nosti i
svrsishodnosti istraZivanja usmerenih ka transplantaciji
stem-Celija u ireverzibilno oStecena tkiva (20).

ZAKLJUCAK

Dosadasnja istraZivanja usmerena na supstituciju
ireverzibilno izmenjenih ¢elija stem-éelijama pokazala
su da stem C¢elije mogu uspe$no i morfoloski i
funkcionalno da zamene oStecene Celije. Ogroman
napredak u lecenju neurodegenerativnih oboljenja,
malignih bolesti, diabetes mellitusa-a tip 1 i sl,
zabeleZzen je kod ekperimentalnih Zivotinja,
prevashodno glodara, terapijskom primenom stem-
¢elija. Mora se obratiti posebna paZnja prilikom
primene stem-Celija u klinickim ispitivanjima na
ljudima, jer je doslo do pojave teratoma kod jednog
broja ekperimentalnih Zivotinja nakon transplantacije
stem-Celija. Ipak, terapijska primena stem-celija u
svrhu leCenja genetski determinisanih i malignih
oboljenja ljudi predstavlja buduénost savremene
medicine.
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S ciljem da se poveca procenat spermatozoida koji
preZzive proces odmrzavanja u vecini protokola
ejakulatu se dodaju razli€iti puferisani rastvaraci koji
sadrZe supstancu bogatu energijom - glukozu ili
fruktozu, krioprotektori (najcesée glicerol, holesterol
se moze koristiti za stabilizaciju membrana
spermatozoida) kao i razli¢ita dinamika temperaturnih
promena.

Posle rastvaranja krioprotektora intracelularna
voda izlazi iz Celije, a glicerol ulazi u ¢eliju. Brzina
hladenja je otprilike 200C u minutu. Pri tom nastaje
brzo formiranje ekstracelularnih kristala i brzo se
povecava koncentracija supstanci koje okruzuju
spermatozoide. Krioprotektori imaju za cilj da smanje
osmotski Sok kojem je izlozena Cdelija prilikom
zamrzavanja i odmrzavanja. Glicerol smanjuje tacku
zamrzavanja intracelularne vode, tako da Celija ostaje
nezaledena i ostaje ohladena na temperaturi znacajno
ispod prave tacke smrzavanja. Kao odgovor na
povecanu osmotsku koncentraciju ekstracelularno,
intracelularna voda teZi da napusti ¢eliju. Smrzavanjem
ekstracelularne vode nastaje egzotermna reakcija koja
moze oStetiti Celiju Sto se smanjuje brzim hladenjem
okoline potapanjem u te¢ni azot. U zamrznutom stanju
postoji minimalno molekularno kretanje. Prilikom
odmrzavanja spermatozoidi su izlozeni slicnim brzim
promenama volumena i propustljivosti celijske
membrane. Otapanjem ekstracelualrna voda postaje
tecna, ulazi u Celiju, ¢elija povefava svoj volumen;
povecanjem temperature glicerol napusta ¢eliju, dolazi
do redistribucije membranskih proteina i lipida ¢elije u
cilju ponovnog vraéanja celijeskih funkcija.

Osetljivost spermatozoida na smrzavanje i
odmrzavanje zavisi od vrste, kvaliteta spermatozoida,
kao i od postupka krioprezervacije.

U in vitro uslovima spermatozoidi, koji su bili
zaledeni, brZe se vezuju za epitelne Celije jajovoda, ali
se 1 brze od njih odvajaju u odnosu na sveZe
spermatozoide kod kojih su oba procesa postepena.
Ovo se moze delimi¢no prevazic¢i dodavanjem semene
plazme posle odmrzavanja (5).

Postoje razliciti protokoli i metode krioprezervacije
(suvi led, dry shipper one-step, dry shipper two-step, te¢ni
azot, para azota). Protokoli odmrzavanja se takode
razlikuju. Neki podrazumevaju da se epruvete posle
vadenja iz tecnog azota drZe na sobnoj temperaturi
(250C) 30-45 minuta (3), a neki brzo zagrevanje na
370C (6).

Kvalitet odmrznutih spermatozoida zavisi od
protokola ali i od prvobitnog kvaliteta spermatozoida.
Posle zamrzavanja azotnom parom stopa obnove
pokretljivosti spermatozoida je veca kako za
spermatozoide normospermicnih, tako 1 za

spermatozoide oligospermi¢nih muskaraca. Bolji
stepen oporavka pokazuju spermatozoidi
normospermicnih.

U cilju zaStite spermatozoida prilikom procesa
zamrzavanja i odmrzavanja, konvencionalno se koriste
razliciti krioprotektori: HSPM, TEST-yolk ili glicerol,
Glycerol-egg yolk citrate. Prilikom zamrzavanja i
odmrzavanja humanih spermatozoida smanjuje se
procenat spermatozoida sa normalnom morfologijom i
intaktnom hromatinskom strukturom, u poredenju sa
nativnom spermom, bez obzira da 1li se kao
krioprotektor koristi HSPM ili TYB, mada TYB
znaCajno bolje §titi hromatin i morfologiju
spermatozoida (7), dok spermatozoidi zamrznuti sa
HSPMa pokazuju bolji motilitet, brzinu i oporavak od
spermatozoida zamrznutih sa TEST-yolk ili glicerolom
(8)-

Uspesna krioprezervacija humanih spermatozoida
je moguca i bez upotrebe krioprotektanata - procesom
vitrifikacije (6). Proces vitrifikacije, takode, sprecava
formiranje intracelularnog leda i visoke koncentracije
soli tokom procesa zamrzavanja i odmrzavanja. Ceo
proces traje nekoliko sekundi. Veoma brzo rashladi-
vanje pre stavljanja u te¢ni azot (i do 7.2 x 1050C/min)
i veoma brzo zagrevanje posle vadenja iz te¢nog azota
(na 370C) ne dozvoljavaju da se formiraju
intracelularni  kristali leda. Posle otapanja,
pokretljivost spermatozoida, fertilizaciona sposobnost,
DNK integritet spermatozoida je uporediv sa
tehnikom u kojoj se primenjuje rashladivanje pre
spustanja u te¢ni azot i postepeno hladenje (150-2500C
/min). Prihvatnjivi su razliiti rasponi stepena
rashladenja.

Ostecenje humanih spermatozoida deSava se,
uglavnom, za vreme odmrzavanja i pripisuje se
smanjenoj antioksidativnoj zastiti za vreme hladenja
i/ili  strukturnim oStedenjima citoskeleta i/ili
antioksidativnim enzimima. Pri sporom zamrzavanju
formira se led, te je neophodno koristiti visoke
koncentracije krioprotektora koji mogu imati toksic¢ni
efekat. To se izbegava prethodnim rashladenjem,
koriSéenjem manje koncentracije krioprotektora uz
istovremeno povecanje brzine zamrzavanja i
odmrzavanja. Za uspeSan proces vitrifikacije vazan je
procenat intracelularne vode. Vitrifikacija velikih éelija
sa velikim sadrzajem slobodne intracelularne vode
(oocite, embrionalne celije) bez upotrebe
krioprotektora, tako da ¢elije ostanu u Zivotu, za sada
nije moguéa. Zagrevanje male koli¢ine uzorka, velika
viskoznost mediuma za zamrzavanje, velika brzina
zagrevanja, male celije sa niskim sadrzajem vode i
veliki stepen kompartmanizacije, su skup uslova koji bi
trebalo da omoguce celijama da u velikoj meri odole
devitrifikaciji (6).




2007. 41 (2), SUPPLEMENT 2
M.C. ISSN 0350.1221.UDK.61.

COBISS. SR -1D 81751559
UDK.016:618.177-089.888.11

Spermatozoide miSa moguce je sacuvati
istovremenim zamrzavanjem (na -80°C) i desikacijom.
Ako suSenje traje 5 min uz dodatak trehaloze moguce
je cuvati miSije spermatozoide do tri meseca na 40C, i
dobiti zivo potomstvo ICSI tehnikom (procenat
implantacije bio je 48% a zivih fetusa 5%) (9).

Tecna prezervacija

"Do 1992 istrazivac¢i su pokuSavali da ocuvaju
spermatozoide na sobnoj temperaturi ili na 0-50C ili
10-150C pomocu rastvora razli¢itog sastava (sintetski
pufri kombinovani sa Secerima ili Zumancem jajeta ili
njegovim frakcijama, mlekom razli¢itih vrsta, glicinom
i drugim supstancama). Nezavisno od rastvaraca,
njegove koncentracije 1 temperature cuvanja,
spermatozoidi su propadali veoma brzo. Fertilizacionu
sposobnost spermatozoida bilo je moguée ocuvati
najviSe 10 dana i to posle intrauterine inseminacije"
(10).

Na 50C, u hipoosmotskom rastvoru Tris trehaloze
mogudée je odrzati veliki procenat spermatozoida
pokretnim (oko 94%) do 15 dana (11). Tec¢na
prezervacija spermatozoida svinje pomoéu Modena
rastvora (15% (v/v), u kojem cistein poboljSava
vijabilitet i oplodnu sposobnost spermatozoida moguca
je na 100C do 22 dana (12).

Spermatozoidi miSa se mogu ¢uvati nedelju dana na
sobnoj temperaturi u KSOM-BSA hiperosmolarnom
medijumu (800 mOsmol), a na -200C do tri meseca i
zadrzati sposobnost oplodnje ICSI tehnikom (13).

Desikacija

Eksperimenti Meyers-a ukazuju da je moguce
sacuvati spermatozoide 1 spermatogonije rezus
majmuna desikacijom. PreZivljavanje Zivotinjskih ¢elija
u uslovima dehidracije zavisi od njihove sposobnosti da
tokom procesa dehidracije akumuliraju disaharde
unutar citoplazme, pre svega trehalozu (14).

U suvom stanju éelije mogu da podnesu i znatno
viSe i nize temperature. Pri procesu desikacije
molekule vode zamenjuju molekuli trehaloze.
Trehaloza menja temperaturu faznog prelaza
membranskog dipalmitoilfosfatidil holina. Molekuli
vode se pri procesu dehidracije zamenjuju molekulima
trehaloze do koncentracije koja omogucava
vitrifikaciju - nastanak staklastog stanja koje, zbog
svoje viskoznosti, blokira sve hemijske reakcije u
kojima je neophodna difuzija (15). U procesu
postepenog smrzavanja i isuSivanja intracelularna voda
se razli¢ito ponaSa. Prilikom postepenog smrzavanja
osmotskim mehanizmima voda se povlaci iz
citoplazme, ali ipak ostaje mala koli¢ina vezane vode

koja se ne zaleduje, tako da deo proteina i lipida ostaje
u hidratisanom stanju. Prilikom procesa isuSivanja
dolazi do uklanjanja i ove vezane vode, $to za posledicu
ima velike biofizicke promene proteina i lipida.
Preliminarni rezultati ukazuju na to da je
spermatogonije moguce desikovati na manje od 3g po
gramu vode, a da one posle rehidratacije zadrze
vijabilnost. Ova metoda je zamiSljena da bude
alternativa krioprezervaciji, ali za sada ne daje dobre
rezultate u prezervaciji spermatozoida (14).
Upotrebom  zrelih smrznutih - desikovanih
spermatozoida miSa, zeca i pacova (nepokretnih i
nevijabilnih, ali ultrastrukturno intaktnih) primenom
ICSI tehnike razvijaja se zivo potomstvo (Kusakabe et
al, 2001 po 14).

Inkapsulacija
Mikroinkapsulacija spermatozoida razli¢itim
polimerima omoguéava njihovu kratkotrajnu
prezervaciju.

U cilju zastite spermatozoida od nepovoljnih
uslova u uterusu (pH, leukociti koji fagocituju
spermatozoide) i njihovog produzenog oslobadanja u
dovoljnoj koncentraciji u reproduktivnom traktu
zenske jedinke, pribeglo se njihovoj inkapsulaciji. Da
bi inkapsulisani spermatozoidi ostali vijabilni,
neophodno je da budu ispunjeni odredeni uslovi od
strane polimera koji se koristi za inkapsulaciju: polimer
mora da bude netoksi¢an, inertan, hidrofilan,
permeabilan za gasove i male molekule (do 5000 D) i
relativno nepropustljiv za makromolekule, kao i da
obezbedi stalan i jednak pH. Na temperaturi tela
(370C), polimer mora da prede u tecno stanje, a da na
niZim temperaturama postoji u polu¢vrstom ili cvrstom
stanju; zatim mora biti krioprezervabilan i aplikabilan.
Poroznost polimera i njegova koncentracija uticu na
vijabilnost sprmatozoida (3). Prema Unitet States
Patent 4840891 objavljenom 1989-te, u ove svrhe
koriSéen je u vodi nerastvorljivi, temperaturno
reverzibilni hidrofilni polimer - poliuretan (RL39-41,
RL39-110, RL39-111, RL39-114, RL39-117, RL39-
118). Mesavina polimera, spermatozoida i medijuma se
priremi na 37-390C, a zatim postepeno ohladi na sobnu
temperaturu (220C) ili dalje na 4-50C (0,50C /min).
Brzina hladenja zavisi od porekla spermatozoida
(spermatozoide goveceta poterebno je sporije hladiti).
Prma ovom patentu, sporije hladenje i sporije
zagrevanje obezbeduju veéi procenat pokretnih
spermatozoida. Inkapsulisani spermatozoidi su
potpuno imobilisani u polimeru i mogu se
transportovati ili Cuvati na niskim temperaturama
(40C) do trenutka upotrebe. Prilikom hladenja polimer
ofvrsne 1 spermatozoidi ostaju nepokretni sa
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minimalnim metabolickim zahtevima, da bi prilikom
prelaska polimera u te¢no stanje (na 370C ) vratili
svoju pokretljivost. Vidljivu pokretljivost (golim okom
pod mikroskopom) spermatozoidi gube na temperaturi
od 70C (tada je polimer potpuno u gel stanju), a
njihova pokretljivost se ponovo moze primetiti
zagrevanjem polimera na 200C (polimer je u semigel
stanju). Pokretljivost se najpre vraca spermatozoidima
blize periferiji kapsule. Vreme faznog prelaza iz
¢vrstog u tecno stanje (sa 4°C na 370C) za koriSéene
polimere koncentracije 4% i 8 % je 120 minuta. Vreme
faznog prelaza iz tecnog u ¢vrsto stanje je 15 min (3).

Pokazalo se da 60% ovako inkapsulisanih
spermatozoida miSa, goveceta i Coveka zadrzava
vijabilnost 10 dana na temperaturi od 100C, a 80%
vraa pokretljivost posle prelaska polimera u te¢no
stanje. Posle 14 dana, procenat pokretljivih
spermatozoida bio je 48% (3).

Tehnika elektrostaticke ekstruzije se Siroko
primenjuje za inkapsulaciju ¢elija alginatom. Alginat je
biljni polimer, lako topljiv na telesnoj temperaturi
(370C). Koris¢enjem ove tehnike i barijum alginata
mogu se kratkotrajno cuvati spermatozoidi svinje
(Conte et al, 1999. po 16). Za razliku od kalcijuma koji
podstice, barijum inhibira prevremenu kapacitaciju.
Spermatozoidi svinje mogu se inkapsulisati i kalcijum
alginatom umreZenim polikatjonima. PodeSavanjem
debljine kapsule moze se kontrolisati vreme
oslobadanja spermatozoida, a meSavinom kapsula
razli¢ite debljine kontroliSe se vreme 1 tempo
oslobadanja. Mikroinkapsulacija spermatozoida svinje
alginatom, poboljSava im trajnost i fertilitet in vivo.
Posle 3 dana c¢uvanja mikroinkapsulisanih
spermatozoida svinje na 50C, i osmocasovne inkubacije
na 37 C, motilitet inkapsulisanih spermatozoida je bio
znacajno veci u odnosu na neinkapsulisane. Posle ¢etiri
dana cuvanja mikroinkapsulisana i neinkapsulisana
sperma je upotrebljena za veStacku oplodnju. Nije bilo
znacajne razlike u stepenu koncepcije, oprasivanja i
veli¢ine okota (17). Posle krioprezervacije kalcijum
alginatom inkapsulisani humani spermatozoidi imaju
manju pokretljivost, ali veéi vijabilitet (mereno
Spermatozoa viability kitom) u odnosu na standardne
protokole (18).

U cilju kontrolisanog oslobadanja sperme pri
veStackoj inseminaciji goveceta razvijene su dve
strategije mikroinkapsulacije kalcijum alginat- ili CS-
pDADMAC. CS-pDADMAC- kapsule se razlaze posle
72 sata dodavanjem preciS¢ene celulaze ili kapsula
kalcijum alginata ispunjenih celulazom.
Mikrokapsulisani spematozoidi mogu da se
zamrzavaju (19).

Dodavanjem suspenzije nastale meSanjem
hidroksipropilmetilceluloze i kalcijum hlorida svezem
ejakulatu svinja u vodeni rastvor natrijum alginata,
nastaju inkapsulisani spermataozoidi. PodeSavanje
debljine kapsule se moze posti¢i razli¢itim
koncentracijama kalcijum hlorida. Razlicita debljina
kapsule ima uticaj na mehanicke karakteristike kapsule
i dinamiku otpuStanja spermatozoida iz kapsule.
Pokretljivost 1 srednja brzina inkapsulisanih
spermatozoida manja je od istih parametara sveZih (20).

ZAKLJUCAK

Savremeni koncepti oCuvanja vrste i reprodukcije
stvorili su potrebu za prezervacijom sperme kao
strateSkim resursom za veStacku oplodnju. U humanoj
populaciji procenat uspenosti veStacke oplodnje je oko
30%. Trajno cuvanje (decenijama) za sada je moguce
krioprezervacijom te¢nim azotom. I pored brojnih
prednosti, tehnika krioprezervacije ima i svoje
nedostatke, a glavni nedostastak je neizbezno
oStecenje spermatozoida koje nastaje pri odmrzavanju.
Spermatozoidi razliCitih vrsta su razli¢ito osetljivi na
proces zamrzavanja i odmrzavanja, te se protokoli
razlikuju, u zavisnosti od vrste. Kvalitet odmrznute
sperme zavisi i od kvaliteta sperme pre zamrzavanja i
varira i u okviru iste jedinke. Kada je u pitanju humani
materijal pokazalo se da postepeno hladenje i
odmrzavanje viSe nije imperativ, da spermatozoidi
¢oveka mogu da podnesu Siri temperaturni raspon, a
da zadrze oplodni potencijal. Krioprotektori deluju,
uglavnom, tako S§to snizavaju tacku zamrzavanja
intracelularne vode ili stabilizuju membrane. Jedna od
mogucénosti  krioprezervacije je 1 istovremena
desikacija.

Kratkotrajna prezervacija podrazumeva tecnu
prezervaciju 1  mikroinkapsulaciju  razli¢itim
polimerima (poliuretani, kalcijum i barijum alginat).
Postoje i sistemi mikroinkapsulisanih speramtozoida za
njihovo kontinuirano oslobadanje u reproduktivhom
traktu (Sto povecava procenat uspesnih vestackih
oplodnji), ali se oni za sada ne primenjuju na ljudima.
Dizaniranjem karakteristika membrane mikrokapsule
moguce je ostvariti Zeljenu dinamiku otpuStanja
spermatozoida. Cilj primene svih ovih tehnika je
povecanje procenta uspeSnih koncepcija primenom
vestacke oplodnje.

Mozda je alternativa tehnici krioprezervacijije
spermatozoida dizajniranje odgovarajuce
mikrokapsule koja ¢e omoguditi njihovo Cuvanje na
sobnoj temperaturi ili na +40C.
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SKRACENICE

-CS-pDADMALC - celuloza sulfat-poli-dialildimetil
amonijum hlorid

-HSPM - human sperm prezervation medium

-H-TALP medijum - HEPES-TALP medijum:
(HEPES- 4-(2-hldroksietil)-1-piperazinetan-
sulfonska kiselina; TALP -Tyrode's albumin
lactate pyruvate)

-ICSI - intracitoplazam sperm inection

-KSOM-BSA medijum - potassium simplex
optimized medium with amino acids and bovin
serum albumin

TYB - TEST yolk buff
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INSTRUKCIJE AUTORIMA ZA PRIPREMU RUKOPISA

MEDICINSKI CASOPIS objavljuje na srpskom i
engleskom jeziku originalne naucne i struc¢ne clanke,
prikaze slucaja, revijske radove, pisma uredniku, prikaz
objavljenih knjiga i druge medicinske informacije.

Rukopise slati na adresu:

Prof. dr SneZana Zivanéevi¢ Simonovié

SLD Podruznica Kragujevac

VI. Zmaj Jovina 30

34000 Kragujevac

Tel. 034/372 169, tel/fax: 034/337-583

Elektronska posta: slfskbckg@ptt.rs

Rukopise treba pripremiti u skladu sa "Uniform
requirements for manuscripts submitted to biomedical
journals. N Engl J Med 1991; 324: 424-428." koje je
propisao Medunarodni komitet izdava¢a medicinskih
casopsa.

Originalni rukopisi ¢e biti prihvadeni podra-
zumevajuéi da su poslati samo MEDICINSKOM
CASOPISU. Rukopisi koji su prihvaéeni za stampu
postaju vlasnistvo MEDICINSKOG CASOPISA i ne
mogu se publikovati bilo gde bez pismene dozvole
izdavacéa i glavnog urednika. MEDICINSKI CASOPIS
ne objavljuje rukopise koji sadrze materijal koji je veé
bio objavljivan na drugom mestu, izuzev ako je u
pitanju sazetak od 400 reci najvise.

Rukopis

Rukopis treba da se posalje u tri primerka (jedan
primerak bez imena autora) otkucan na belom papiru
formata A4 (21cm x 29.7cm) sa dvostrukim proredom
(ukljucujuéi reference, tabele, legende za slike i
fusnote) i sa marginama od 2,5 cm. Takode treba
poslati rukopis na IBM PC kompatibionoj disketi (3.5
ili 5.25 inca) otkucan u tekst procesoru Word for
Windows 2.0, 6.0 ili 7.0 ili kao ASCII datoteku.

Rukopis mora biti organizovan na sledeéi nacin:
naslovna strana, sazetak na srpskom jeziku, sazetak na
engleskom jezku, uvod, bolesnici i metodi / materijal i
metodi, rezultati, diskusija, literatura, tabele, legende
za slike i slike.

Svaki deo rukopisa (naslovna strana, itd.) mora
poceti na posebnoj strani. Sve stranice moraju biti
numerisane po redosledu, pofev od naslavne strane.
Prezime prvog autora se mora otkucati u gornjem
desnom uglu svake stranice.

Sva merenja, izuzev krvnog pritiska, moraju biti
izrazena u internacionalnim SI jedinicama, a ako je
neophodno, i u konvencionalnim jedinicama (u zagra-
di). Za lekove se moraju koristiti genericka imena.
Zasti¢ena imena se mogu dodati u zagradi.

Savetujemo autore da sacuvaju bar jednu kopiju
rukopisa za sebe. MEDICINSKI CASOPIS nije
odgovoran ako se rukopis izgubi u posti.

Naslovna strana

Naslovna strana sadrzi naslov rada, kratak naslov
rada (do 50 slovnih mesta), puna prezimena i imena
svih autora, naziv i mesto institucije u kojoj je rad
izvrsen, zahvalnost za pomo¢ u izvr$enju rada (ako je
ima), objasnjenje skracenica koje su koriséene u tekstu
(ako ih je bilo) i u donjem desnom uglu ime i adresu
autora sa kojim e se obavljati korespondencija.

Naslov rada treba da bude saZet, ali informativan.
Ako je potrebno, moze se dodati i podnaslov.

Kratak naslov treba da sadrzi najbitnije informacije
iz punog naslova rada, ali ne sme biti duZi od 50 slovnih
mesta.

Ako je bilo materijalne ili neke druge pomoci u
izradi rada, onda se moZe sazeto izreci zahvalnost
osobama ili institucijama koje su tu pomo¢ pruZile.

Treba otkucati listu svih skradenica upotrebljenih u
tekstu. Lista mora biti uredjena po azbu¢nom redu (ili
abecednom, ako se koristi latinica) pri ¢emu svaku
skracenicu sledi objaSnjenje. UopSte, skraenice treba
izbegavati, ako nisu neophodne.

U donjem desnom uglu naslovne strane treba
otkucati ime i prezime, telefonski broj, broj faksa i
tatnu adresu autora sa kojim ce se obavljati
korespodencija.

Stranica sa saZetkom

Sazetak mora imati manje od 180 reci. Treba
koncizno da iskaze cilj, rezultate i zakljucak rada koji je
opisan u rukopisu. SaZetak ne moze sadrzati
skraéenice, fusnote i reference.

Ispod saZetka treba navesti 3 do 8 klju¢nih reci koje
su potrebne za indeksiranje rada.

Stranica sa saZetkom na engleskom jeziku

Treba da sadrzi pun naslov rada na engleskom
jeziku, kratak naslov rada na engleskom jeziku, naziv
institucije gde je rad uradjen na engleskom jeziku, tekst
sazetka na engleskom jeziku i klju¢ne re¢i na
engleskom jeziku.

Stranica sa uvodom

Uvod treba da bude saZet i da sadrZi razlog i cilj rada.
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Bolesnici i metode/materijal i metode

Treba opisati izbor bolesnika ili eksperimentalnih
zivotinja, ukljucujuéi kontrolu. Imena bolesnika i
brojeve istorija ne treba koristiti.

Metode rada treba opisati sa dovoljno detalja kako
bi drugi istraZiva¢i mogli proceniti i ponoviti rad.

Kada se piSe o eksperimentima na ljudima, treba
priloziti pismenu izjavu u kojoj se tvrdi da su
eksperimenti obavljeni u skladu sa moralnim
slandardima Komiteta za eksperimente na ljudima
institucije u kojoj su autori radili, kao i prema uslovima
Helsinske deklaracije. Rizi¢ne procedure ili hemikalije
koje su upotrebljene se moraju opisati do detalja,
ukljucujuéi sve mere predstroznosti. Takodje, ako je
radjeno na Zivotinjama, treba priloZiti izjavu da se sa
njima postupalo u skladu sa prihva¢enim standardima.

Treba navesti statisticke metode koje su koriS¢ene u
obradi rezultata.

Rezultati

Rezultati treba da budu jasni i sazeti, sa
minimalnim brojem tabela i slika neophodnih za dobru
prezentaciju.

Diskusija

Ne treba ciniti obiman pregled literature. Treba
diskutovati glavne rezultate u vezi sa rezultatima
objavljenim u drugim radovima. Pokusti da se objasne
razlike izmedju dobijenih rezultata i rezultata drugih
autora. Hipoteze i spekulativne zakljucke treba jasno
izdvojiti. Diskusija ne treba da bude ponovo iznosenje
zakljucaka.

Literatura

Reference se u tekstu oznacavaju arapskim
brojevima u zagradama. Brojeve dobijaju prema
redosledu po kome se pojavljuju u tekstu. Personalna
pisma i neobjavljeni rezultati se ne citiraju, ali se mogu
pomenuti u tekstu u zagradi. Skracenice imena
Casopisa treba naciniti prema skracenicama koje se
koriste u Indeks Medikusu. Reference treba navoditi
na slede¢i nacin:

Clanak (svi autori se navode ako ih je $est i manje;
ako ih je viSe, navode se samo prva tri i dodaje se
"etal.")

12 - Talley NJ, Zinsmeister Ar, Schleck CD, Mel-
ton LJ III. Dispepsia and dyspeptic subgroups: A pop-
ulation - based study. Gastroenterology 1992; 102:
1259-68.

Knjiga

17 - Sherlock S. Disease of the liver and biliary sys-
tem. 8th ed. Oxford: Blackwell Sc Publ, 1989.

Glava ili ¢lanak u knjizi

24 - Trier JJ. Celiac sprue. In: Sleisenger MH,
Fordtran JS, eds. Gastrointestinal disease. 4th ed. Phil-
adelphia: WB Saunders Co, 1989: 1134-52.

Autori su odgovorni za tacnost refcrenci.

Tabele

Tabele se kucaju na posebnim listovima, sa brojem
tabele i njenim nazivom iznad. Ako ima kakvih
objaSnjenja, onda se kucaju ispod tabele.

Slike i legende za slike

Sve ilustracije (fotografije, grafici, crteZi) se
smatraju slikama i oznacavaju se arapskim brojevima u
tekstu i na legendama, prema redosledu pojavljivanja.
Treba Kkoristiti minimalni broj slika koje su zaista
neophodne za razumevanje rada. Slike nemaju nazive.
Slova, brojevi i simboli moraju biti jasni, pro-
porcionalni, i dovoljno veliki da se mogu
reprodukovati. Pri izboru veli¢ine grafika treba voditi
ratuna da prilikom njihovog smanjivanja na Sirinu
jednog stupca teksta neée doéi do gubitka Ccitljivosti.
Legende za slike se moraju dati na posebnim listovima,
nikako na samoj slici.

Ako je uvelicanje znacajno (fotomikrografije) ono
treba da bude naznaceno kalibracionom linijom na
samoj slici. DuZina kalibracione linije se unosi u
legendu slike.

Treba poslati dva kompleta slika, u dva odvojena
koverta, zaSti¢ene tvrdim kartonom. Na pozadini slika
treba napisati obicnom olovkom prezime prvog autora,
broj slike i strelicu koja pokazuje vrh slike.

Uz fotografije na kojima se bolesnici mogu pre-
poznati treba poslati pismenu saglasnost bolesnika da
se one objave.

Za slike koje su ranije ve¢ objavljivane treba navesti
tacan izvor, treba se zahvaliti autoru, i treba priloZiti
pismeni pristanak nosioca izdavackog prava da se slike
ponovo objave.

Pisma uredniku

Mogu se publikovali pisma uredniku koja se odnose
na radove koji su objavljeni u MEDICINSKOM
CASOPISU, ali i druga pisma. Ona mogu sadrzati i
jednu tabelu ili sliku, i do pet referenci.
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

MEDICAL JOURNAL publishes original papers,
case reports, multi-center trials, editorials, review
articles, letters to the Editor, other articles and
information concerned with practice and research in
medicine, written in the English or Serbian language.

Address manuscripts to:

Prof. dr Snezana Zivancevic Simonovic
Editor, Medical Journal

Clinical Hospital Centre

Zmaj Jovina street 30, 34000 Kragujevac
Serbia & Montenegro

Tel.: +381 34372-169, Fax: +381 34337-583
E-mail : slfskbckg@ptt.rs

Manucripts are prepared in accordance with
"Uniform requirements for manuscripts submitted to
biomedical journals" developed by the international
committee of medical journal editors (N Engl J Med
1991; 324; 424-428). Consult these instructions and a
recent issue of Medical Journal in preparing your
manuscript.

Original manuscripts will be accepted with the
understanding that they are solely contributed to
Medical Journal. Manuscripts, accepted for
publication, become the property of the Journal, and
may not be published elsewhere without written
permission from both the editor and publisher. The
Journal does not publish papers containing material
that has been published elsewhere except as an
abstract of 400 words or less; previous publication in
abstract form must be disclosed in a footnote.

Manuscript

Three complete sets of the manuscript (one of them
without names of authors) are typed double-spaced
throughout (including references, tables, figure
legends and footnotes) on A4 (21 em x 29,7 cm) paper
with wide margins. Manuscript should be sent also on
IBM compatible floppy disc (either 3.5" or 5.25")
written in Word 2.0, 6.0 or ASCII FILE.

The manuscript should be arranged as following:
title page, abstract, introduction, patients and methods
/ material and methods, results, discussion, references,
tables, figure legends and figures.

Each manuscript component (title page, etc.)begins
on a separate page.All pages are numbered
consecutively beginning with the title page. The first
author's last name is typed at the top right corner of
each page.

All measurements, except blood pressure, are
reported in the System International (SI) and, if

necessary, in conventional units (in parentheses).
Generic names are used for drugs. Brand names may
be inserted in parentheses.

Authors are advised to retain extra copies of the
manuscript. Medical Journal is not responsible for the
loss of manuscripts in the mail.

Title page

The title page contains the title, short title, full
names of all the authors, names and full location of the
department and institution where work was performed,
acknowledgments, abbreviations used, and name of the
corresponding author.

The title of the article is concise but informative,
and it includes animal species if appropriate. A subtitle
can be added if necessary.

A short title of less than 50 spaces, for use as a
running head, is included.

A brief acknowledgment of grants and other
assistance, if any, is included.

A list of abbreviations used in the paper, if any, is
included. List abbreviations alphabetically followed by
an explanation of what they stand for. In general, the
use of abbreviations is discouraged unless they are
essential for improving the readabillity of the text.

The name, telephone number, fax number, and
exact postal address of the author to whom
communications and reprints should be sent, are typed
at the lower right corner of the title page.

Abstract page

An abstract of less than 180 words concisely states
the objective, findings, and conclusion of the studies
described in the manuscript. The abstract does not
contain abbreviations, footnotes or references.

Below the abstract, 3 to 8 keywords or short phrases
are provided for indexing purposes.

Introduction page

The introduction is concise, and states the reason
and specific purpose or the study.

Patients and methods / Material and methods
The selection of patients or experimental animals,

including controls is described. Patients' names and
hospital numbers are not used.

Methods are described in sufficient detail to permit
evaluation and duplication of the work by other
investigators.

When reporting experiments on human subjects, it
should be indicated whether the procedures followed




2007. 41 (2), SUPPLEMENT 2
M.C. ISSN 0350.1221.UDK.61.

were in accordance with ethical standards of the
Committee on human experimentation of the
institution in which they were done and in accordance
with the Declaration of Helsinki. Hazardous
procedures or chemicals, if used, are described in
detail, including the safety precautions observed.
When appropriate, a statement is included verifying
that the care of laboratory animals followed the
accepted standards.

Statistical methods used, are outlined.

Results

Results are clear and concise, and include a
minimum number of tables and figures necessary for
proper presentation.

Discussion

An exhaustive review of literature is not necessary.
The major findings should be discussed in relation to
other published works. Attempts should be made to
explain differences between results of the present study
and those of the others. The hypothesis and speculative
statements should be clearly identified. The discussion
section should not be a restatement of results, and new
results should not be introduced in the discussion.

References

References are identified in the text by Arabic
numerals in parentheses. They are numbered
consecutively in the order in which they appear in the
text. Personal communications and unpublished
observations are not cited in the reference list, but may
be mentioned in the text in parentheses. Abbreviations
of journals conform to those in Index Medicus. The
style and punctuation conform to the Medical Journal
style requirements. The following are examples:

Article (all authors are listed if there are six or
fewer; otherwise only the first three are listed followed
by "et al.")

12 - Talley NJ, Zinsmeister Ar, Schleck CD, Melton U
11/. Dyspepsia and dyspeptic subgroups: A population-
based study. Gastroenterology 1992; 102: 1259-6K

Book
17 - Sherlock S. Diseases of the liver and biliary
system. 8th ed. Oxford: Blackwell Sc Publ. 1989.
Chapter or article in a book

24 - Trier JJ. Celiac sprue. In: Sleisenger MH, Fordtran
J5, eds. Gastro-intestinal disease. 4 th ed. Philadelphia:
WB Saunders Co, 1989: 1134-52.

The authors are responsible for the exactness of
reference data.

Tables

Tables are typed on separate sheets with figure
numbers (Arabic) and title above the table and
explanatory notes, if any, below the table.

Figures and figure legends

All illustrations (photographs, graphs, diagrams)
are to be considered figures, and are numbered
consecutively in the text and figure legend in Arabic
numerals. The number of figures included is the least
required to convey the message of the paper, and no
figure duplicates the data presented in the tables or
text. Figures do not have titles. Letters, numerals and
symbols must be clear, in proportion to each other, and
large enough to be readable when reduced for
publication. Figures are submitted as near to their
printed size as possible. Figures are reproduced in one
of the following width sizes: 8 cm, 12 cm or 17 cm, and
with a maximal length of 20 cm. Legends for figures
should be given on separate pages.

If magnification is significant (photomicrographs), it
is indicated by a calibration bar on the print, not by a
magnification factor in the figure legend. The length of
the bar is indicated on the figure or in the figure legend.

Two complete sets of high quality unmounted glossy
prints are submitted in two separate envelopes, and
shielded by an appropriate cardboard. The backs of
single or grouped illustrations (plates) bear the first
author's last name, figure number, and an arrow
indicating the top. This information is penciled in
lightly or placed on a typed self-adhesive label in order
to prevent marking the front surface of the illustration.

Photographs of identifiable patients are
accompanied by written permission from the patient.

For figures published previously, the original source
is acknowledged, and written permission from the
copyright holder to reproduce it is submitted.

Color prints are available by request at the author's
expense.
Letters to the Editor

Both letters concerning and those not concerning
the articles that have been published in Medical Journal
will be considered for publication. They may contain
one table or figure and up to five references.

Proofs

All manuscripts will be carefully revised by the
publisher's desk editor. Only in case of extensive
corrections will the manuscript be returned to the
authors for final approval. In order to speed up the
publication no proof will be sent to the authors but will
be read by the editor and the desk editor.
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XXXIII
OKTOBARSKI
ZDRAVSTVENI DANI
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