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CTEIIEH OKCUTEHAIINJE KAO YNHWIIALL OP;KABAIbA
IHHOIIYTAIUJE HIPUMUTUBHUX MATYHUX REJINJA

3opan IBAHOBI'h

dpaHITycKa ycTaHOBa 3a KpB 3a pernoHe Aksuranuje u JIumysena, bopno, @pannycka (Etablissement Frangais du
Sang Aquitaine-Limousin, Bordeaux, France) v VIHCTUTYT 3a MeIMLIMHCKA UCTpaXkuBamwa, beorpan

KPATAK CAIPXXA)

Y OBOM TEKCTY OMMCaH je Pa3Boj jeJHOr HayYHOWCTPAXMBAYKON MPOjeKTa y BDEMEHCKOM Neprody Of CKOPO jefHe AeLeHuje 1
HaBe[EeHW Cy FEeroBM KibyuHu pesyntati. OH yKa3syjy Ha OKCUreHaLmjy Kao Ha jeiaH off MexaH13ama Gpu3nonoLKke perynaumje ma-
TnuHe henvje xematonoe3se jep: 1) BPAIO Mane KoHLUeHTpauuje KuceoHuKa (~0,1%) omoryhasajy ouyBarbe pe3epsoapa henvja y GO
basw; 2) mane KoHUEHTPaLVje KMceoHwKa (~1%) 103BosbaBajy nponvdepauujy MPUMUTHBHIUX MaTUUHUX henuja, anv HX1oULLY roi-
XOBO AndepeHTOBatbE, Tj. AOBOAE JO CaMOOOHOBE; 3) yMepeHo Mane KOHLUEeHTPaLuje K1ceoHwKa (~3%) ypaBHoTexyjy andepeHTo-
Barbe 1 CaMoOBHOBY [103B0/baBajyhi MCTOBPEMEHO CTBapatbe (eKCnaH3ujy) NporeHnTopa y3 NoTnyHO O4yBarbe akTUBHOCTY Npu-
MUTUBHOT MaTVYHOT OAeIbKa; 4) HedU3MONOLWKM BENMKe KOHLIEHTPaL/je KUCEOHNKA, Kao LUTO Cy OHe y ambujeHTanHom Basayxy (20-
21%), cTUMynuLy AMdEPEHTOBaME MPUMUTHBHIX MaTUYHUX henwja v CTBaparbe NPOreHnTopa Ha WTETY CaMOOOHOBE OBVIX MPBUX.
OBe ambujeHTanHe KoHLUEeHTPaLWje KIMCEOHNKa Ce 0OUMYHO KOPUCTE 3a KyNnTrBMCatbe Renuja in vitro, ynpKoc YikbeH1LM Aa He NoCTo-
jey TKvBVMa XVBOT OpraHu3ma. HasefeHn pesyntati npefcTas/bajy NOTMyHO HOB MOMe[ Ha PerynaLyioHe MexaH13me xematonoe-
3€ V1 Kao TaKBV LIMTVPaHW Cy Y BDXYHCKOj HayYHO] IMTepaTypy 1 NprxeaheHr kao peneBaHTHM 3a Pa3Boj TKUBHOT 1 henmnjckor nHxe-
FoepUHra. Y ToM CMKCITY, y TOKY CMO yCaBpluaBatba nocTojehrx npoueaypa ekcnaH3uje ex vivo MatnyHmux henvja xematonoese agan-
TauMjoM OKCHreHaumje, Kao 1 MCnmTrBarba MOryRHOCTI CAMYHOT NPVCTYNa 3a NoOosblake NPOU3BOAHE EPUTPOLMTA ex Vivo. Ta-
Kohe Cy y TOKy MCTpaXmBarba Umju je Lnsb nobosbluakbe KoH3epBaLmje MaTUyHKX henvja y TeyHoj $pasv Ha HMCKMM TemnepaTypama
(anv v3Hag Tauyke MpPXHberba) CMarberbeM KOHLIEHTPaLWje KUCEOHVIKA 11 MoBeNarem KOHLUEHTpaLmje YribeH-ANOKCUAa.

KmbyuHe peun: matnuHe henvije; NporeHUTopu; KMCEOHWK; XMMOKCW]a; eKCnaH3wja ex vivo, Nennjckn nHXerbeprHr

YBOJ

Moj mocafausy JOIPUHOC OMOMESIINHY Ce CACTO-
jVL Off pe3y/nTaTa BUIIE IIPOjeKaTa KOjy ce TPYIILY Y IBe
Be/uKe Lje/nHe: O61onoruja Matnaunx hemjan rpancdy-
3MjcKa TeXHomoruja. Vnak, ofay4no caM fia ce 4iaHo-
BMMa AKaJZleMje MeIUIIMHCKMX HayKa CpIICKOT /ieKap-
CKOT IPYIITBA Mpe/ICTaBUM KPO3 CaMo jeflaH IpojeKart.
OBaj nmpojexar, 3anouet y beorpagy xao cropegHu pe-
3y/ITaT MoOje JOKTOPCKe Te3e, a HacTaB/beH Y OupeHIn
(Firenze) u JIumoxxy (Limoges), cBoj IIyHU PpasBoj je [0-
KuBeo y boproy (Bordeaux), rie akTyeTHO YMHY OCHOB-
HY OPUTMHATHOCT UCTPa’KMBakha U Pa3Boja yCTaHOBE
Koja ce 6aBu TpaHcdysnjom u henujckom Tepanujom y
nBa ¢paHIycka pernoHa — Aksurauuju (Aquitaine) u
JIumyseny (Limousin).

CTEIIEH OKCUTEHAIIUJE U
MATWYHE REINJE

Kpajem ocampeceTyx, IOY€TKOM I IIOTIOBIHOM [ieBe-
peceTux roguHa 20. BeKa Halla Tpyma 3a eKCIePUMeH-
TaJIHy XeMaTonorujy VIHCTUTyTa 3a MEAMI{MHCKA UCTpPa-
KuBamwa y beorpany MHTEH3MBHO je M3y4yaBasaa MaTU4-
He henuje xemaTomnoese u mporenuTope Kox Beorpap-
CKOT aHeMMYHOT mnarjosa (,6/6 manos”) [1-6]. [Ipuctyn
nnypunoteHTHUM nporenutopuma (Colony Forming
Units - Spleen - CFU-S) je omoryheH Tex moIiTo cMo
PpasBU/IM €Cej 3aCHOBAH Ha KCEHOT€HOj TPAHCIIAHTAL M-
ju xemaTonoerckux henmja manosa mumy (7, 8]. Kopu-
crehy OBy TeXHMKY, ycIienu cMo Aa feduHmIeMo mpo-
meHe CFU-S kon 6/6 ma1joBa y KOCTHOj CP>KH, CTIe3UHU
U KPBH, Te fla TOKaXKeMO Ja M3pakeHu yHyrtaphennj-

cxu HepocTatak reoxkha nsasusa peBep3nbumIHu 3acTOj
y nponudepanuju ITypUIOTEHTHUX IIPOTEHUTOpA Y
KOCTHO]j cpxu [9-12]. CuHTe3a 0BUX pe3y/ITaTa ¢ pes3yi-
TaTuMa JOOUjeHNM U3 eKCIlepUMeHaTa y Kojuma cy 6/6
IaIlOBM TpaHCIUIAaHTYpaHy helnjaMa HOpMaTHUX HaLlo-
Ba Y a/IOTeHOM KOHTEKCTY ITOKa3aa je ia, Kajia ce Iponu-
depannonn 3acroj CFU-S n3assan yHyTaphenmjckum
HeJoCcTaTKOM IBoxkha OTK/IOHM, Mefiy/lapHa eKCIlaH3uja
oBux hennja 6uBa orpaHMYeHa CTEIIEHOM OKCUT€HAIU-
je [13]. OBy pesynraTu cy mokasanu ga Oy CTEleH OK-
CHTeHalyje Morao 61t haKTop peryaliyje IpUMUTUB-
HOT MaTMYHOT Ofie/bKa XeMaToIIoe3e, a He CaMO epUTpO-
noese, Kao IITO Ce CMATpasIo 10 Tafa. Y IUTepaTypu Cy
nocrojanu ofpeheHn nogauy Koju cy yKasuBaayu Ha TO
Ia yMepeHO MaJla KOHLIeHTpallMja KiceoHnka (5-7%) mo-
6ospIIaBa aMIUTN(UKALH]Y IPOTEHNTOPA Y TEIHIM KYJI-
TypaMa U y Ky/JITypaMa ca CTPOMOM, Kao U IbUXOBY aK-
TUBHOCT popMuUpaba KOJIOHUja y IIOTYYBPCTUM KY/ITY-
pama [14-21], ajiu 3HaTHO Mame KOHL[eHTpaluje KICceo-
HuKa (Koje Cy ImpoLereHe Ia BIajajy y KOCTHOj CPXKI
aHeMMYHOT 6/6 IaioBa) HIUCY O1/Ie MCIIUTUBAHE.

IIPOINO®EPAIMOHU KAITAOUTET
INPVUMUTUBHUX MATUYHUX REIUJA JE
JOBPO OYYBAH ITPU1 MAJIO]J
KOHIEHTPAIIMJU KNCEOHIKA

VIcTOBpeMeHO ¢ HaIllMM eKCIlepMMeHTIMa Ha 6/6 ma-
108y, [Tepcno demo Cobapba (Persio Dello Sbarba) ca ca-
paguuiuma [22] morsphyje in vitro cBojy xumoresy us-
BeJleHy U3 PaHMjUX eKCIIepMMeHaTa ¢ peBep3nOITHOM
nHxnéunujom henmmjckor fucama 23] fa cy npuMuTns-
He MaTu4He henje ofroBopHe 3a pemomnynamnujy Koct-
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He cpxxu in vivo (Marrow Repopulating Ability - MRA)
PETaTUBHO Pe3UCTEHTHUje Off IUIy pUIIOTeHTHMX IIpore-
uuropa (CFU-S), a 0Be oIeT Off OIpe/ie/beHNX IPOreHN-
topa (Colony Forming Cells - CFC) y ycnoBuMa BeoMa
cMameHe KOHIIeHTpaje Kuceonuka (1%). Ilomynannja
CFCje, y cTBapy, BeoMa pefyKoBaHa y OBMM YCTIOBMMa,
mok je momynanuja MRA cadyBsaHa. VI3 Tux pesynraTta
OHIU MTOCTAB/bAjy XMUIIOTE3Y fla CY HPUMUTIBHE MaTHYHe
henmje cmernTeHe y XMIMOKCUYHIM MUKPOCPEUHCKIM
HUIIAMa y KOCTHOj CPXKI I [ia MIX XUIIOKCHja OFp>KaBa y
CTay MIPOBamba, Tj. I3BaH AKTUBHOT he/IljCKor UKITy-
ca, y ¢asu GO.

ITIOYETAK HOBOT ITPOJEKTA

Maxo ycnoBn in vivo HUCY jeJHOCTaBHO yIOpEeAUBHI
C YCTIOBMMA in Vitro, HaIllX PE3YNATATU Cy — Majia y OCHO-
B Y CKJIaly € OHVIM IITO je 06jaByia pjOpeHTUHCKA IPy-
I1a ayTopa — YKa3MBa/Iy Ha HEIITO CTIOKEHUjy CUTyal -
jy Y perynmanuju MaTu4HUX henmuja creneHOM OKCUTeHa-
uuje [11]. Yenenuna je pasMeHa MUIIJbeba Y FUPEKTHOM
KOHTaKTYy ca fip Jlero Cbap6oMm, Koja je ZoBema O KOH-
CTPyKLMje jeJHOT 3aje[JHMYKOr IIPOjeKTa Ha JYI'U POK,
yCMepeHOT Ha U3y4aBaibe (PeHOMEeHa Pe3UCTEHTHOCTU
OPUMUTUBHUX MaTMYHUX henwmja y ycrmoBuma Beoma
cnabe oxcurenanyje. Taj mpojekar je 6o ocHOBa 3a Ha-
1Ie IpujaBe 3 jeHOTOlULIKY HOCTHOKTOPCKY CTUIIEH-
mujy Kop EBpomckor yapyskema 3a UCTpaKMBakbhe paKa
(European Association of Cancer Research) u marepujan-
He TPOIIKOBE TOT IpojeKTa Kof, Vtanujanckor ygpyxe-
1ha 33 UCTpaXkKUBatbe paka (Associazione Italiana per la
Ricerca sul Cancro). Obe mpujase cy ypopnie IiogoM 1
ja caM Io4Yeo ¢ eKCIIEPUMEHTATHNUM pafioM y Majy 1997.
rogvHe Ha VHCTUTYTY 32 oI Ty aronorujy uy Jlabopa-
TOPUj 3a XeMaTO/IOIMjy YHuBep3suTeTcKe 6omumie Ka-
pebu (Carregi) y Pupeniu.

APTYMEHTN Y TIPUIOT XNITOTE3M JA CE
TP MAJIO] KOHIEHTPAIIMJUI KNCEOHIIKA
OJIBUJA CAMOOBHOBA MATUYHUX REIUJA

Hajnipe cMo pasBunm cuctem in vitro Koju je OMOTy-
huo orkpusame onpegemsennx (CFU-GM) u mwiypuro-
TeHTHUX IIporenuropa (Tpu xareropuje HPP-CFC xoje
oarosapajy CFU-S pasnuunTor crerneHa NpUMMUTUBHO-
CTM) M3 MMIIje KOCTHE CPXKU Y jeTHUM UCTUM KYITypa-
Ma [24]. 3aTuM cMo HoKasany ja Ha 1% KICeOHUKa y3
IL-3 u GM-CSF moxemo noctuhu ouyBamwe MRA, anu
fla UCTOBETHY aKTMBHOCT IIPMUTUBHUX MaTUYHMX he-
NMja MOXKeMO J0Ka3aTy aKo Ky/AType U3 PeXXuMa Majie
KOHLIEHTpalllje KICeOHMKa IpebalMo y MHKy6aTop ¢
aTMOoc(epCcKOM KOHIIEHTPaljoM Kuceonuka (20%) Ha
OCHOBY peloIy/alyje UCTe KY/AType olpefie/beH M IPo-
reHuToprMma [25]. OBaj cucTeM je KacHMje ycaBplIeH y
JInmoxy yBohemeM ceKyHapHIX KYITYpa KOje Cy CTaH-
IaprusoBaHe Tako Aa oMoryhaBsajy onTuManHy peBesna-
L[Ujy IPUMUTUBHUX MATUIHUX he/nja Ha OCHOBY HIUXO-
Be CIIOCOGHOCTN f1a ce [u(epeHTY]y JO IPOreHNTOpa U
TaKO IPOT€HUTOPYMA PETIONY NIy CeKyHAAPHY Ky/ITY-
py [26]. OBe mpuMmuTrBHe MaTuyHe henuje, aHamorHe
MRA, renepnuxu cy HazBaHe ,,pre-CFC”, a BUXOBO 04y-

58

Bame Ha 1% KICeOHNKa je O1/I0 Y M3BECHOj Mep KOMIIa-
T6MIHO ca mponudepannjom, jep je oko 70% osux he-
JIMja OCeT/BMBO Ha JiefioBambe 5-puyopoypamyia (5FU),
3a Koju ce 3Ha #a ybuja henuje xoje cy y akTuBHOj ¢a-
31 nuKiyca [25]. YKONMMKO je cTUMyaluja U TOKMHNU-
ma nornyHuuja (CSE, IL-6, G-CSF n IL-3) u KOHLIeHTpa-
nuja of 1% KMceoHMKa Ofip>kaBaHa y TOKY O0caM JaHa
KyIType KOHCTAaHTHOM, OHJja je Moryhe moctuhu ucro-
BpeMeHO yMepeHy excnaHsujy CFC y3 MOTIyHO o4yBa-
e MRA aKTMBHOCTY U MHAVBULYaTHOT poyndepau-
onor kananurera HPP-CFC. Y oBaKBUM yC/IOBMMa CBe
pre-CFC cy oceT/puBe Ha 5SFU, IITO 3HAUM [ia CY ¥ aKTUB-
Hoj asn hemmjckor nmkmyca [26]. OBu pesynraru cy ja-
CHO yKasuBa/IU Ha TO [ja je OYyBatbe IPUMUTUBHOCTH
MaTu4HUX henuja npy Masoj KOHIEHTPaLIMj/ KUCEOHN-
Ka KOMIIATUOWIHO C HBIXOBOM IIPOnneparyjom un fa
MeXaHM3aM BUXOBOT Ofip)kaBarba CBaKaKo HIje Be3aH
3a 6ok y GO a3y, Kako ce paHMmje IPEeTIOCTaB/bao. [la
61CMO IUPEKTHO IIOTBPAIN 0Baj 3aK/by YaK, UCIIUTUBA-
mu cMo pre-CFC akTuBHOCT Mujux henmja koctHe cp-
KM MHKYOMpaHux Ha 1% mnu 20% KuceoHuka, usmd-
ku paspBajajyhu henuje (cell sorter) y omHocy Ha 6poj me-
06a ocTBapeHuX y TeqHOj KynTypu [26]. @pakunje henn-
ja Koje ce HICY MOfieNINnIe, KOje Cy OCTBapuie jeHy fe-
00y 11 Koje Cy ocTBapuiIe BIIIE Off jefiHe feobe cy ofpe-
hene Ha ocHOBY 60jerba Membpana henuja dpryopecuent-
HOM 60joM PKH2 nipe BUXOBOT TOCTaB/batba Y IpuMap-
He Ky/IType. VIHTeH3uTeT oBe 60je ce cMamyje ca bpojem
neo6a henuja. Pesynraru cy nokasanm fia je Hajsehu geo
axTuBHocTH pre-CFC youeH y dpakuuju henmja xoje cy
ce Mofe/INJIe jeHOM Y TEIHO] KY/ITYPU, IIPU YeMY j€ OBaj
Kamanuret Buure o 100 myra Behu mocie nukybanuje
(ocam maHa) Ha 1% Hero Ha 20% kuceoHuKa. henuje nu-
Kybupase Ha 20% KuceoHMKa rybe IOTIIYHO IIOTEHI -
jan pre-CFC axo cy ce Iofieniuie BUIIe Of jeflHOM, 0K
Ha 1% xuceoHuka oprosapajyha ¢paxuuja henmja sapp-
KaBa jegHy Tpehuny makcumansor pre-CFC xanannu-
TeTa UCIIO/beHOT NOoCTIe jefiHe feobe [26]. OBu pesynra-
TV JUPEKTHO JJOKa3yjy Ja Majia KOHIIEHTpaluja K1uceo-
HuKa paBopusyje hennjcke geobe 6e3 (nmu ca Maso) fu-
(depenTOBaMKA, LITO je peanHy HeHOMEH HajOIVKI efe-
MEHTapHOM TE€OPETCKOM CBOjCTBY MaTMYHOCTH — CAMO-
OGHOBIL

HACTABAK NCTPAJKVBAIbA N
PA3BOJHMU ACIIEKTU

Kaxo je Beh pedeHo, 0Baj IpojekaT je HaCTaB/beH y
centeMbpy 1998. roguHe y JIumoxy, a ox 2000. ropgu-
He y boppoy, saxBaspyjyhu Hajiipe fpyroj HOCTROKTOP-
cKkoj crunenpuju (Association pour la Recherche sur le
Cancer - ARC) n xacHMje MOMe 1300pY Ha HaLlMOHAI-
HOM KOHKYpCY 3a mpodecopa xemaromnoruje (Professeur
associé en hématologie) u [OOMjamby CyKI|eCUBHUX YTO-
BOpa Ha yHUBep3uTetumay JIumoxy (1999/2000) u bop-
moy (2000/2002), 3a cBe To BpeMe y maboparopujama Ko-
juma je pykosopuo npod. Bercan Ilpamopan (Vincent
Praloran). CuHTe3a 11€/T0KYITHOT OBOT pajia je IMHIIA je-
3rpo 3a n3paay Moje Xabunurauuje sa pykosobeme uc-
rpaxxuBawuma (Habilitation a Diriger des Recherches -
HDR), xojy cam onbpanuno y Boppoy y cenrem6py 2001.
ropuHe. HDR je HajBuIIM Hay4YHM CTeneH y QpaHIy-
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CKOM YHMBEP3UTETCKOM CUCTEMY, 4Mfja ce IpUIpemMa n
onbpaHa JJ03BO/baBa caMo KaHJMATIIMa KOji Cy OCTBa-
pyIM 3Ha4YajaH JOIPUHOC ofpeheHoj HayyHO] mpobite-
MaTULM U SOKa3ajy CBOjy YIOTY ,,Jufepa’ y mpoLecy
Hay4YHOMCTPaKMBA4YKOT pafa. Memoap 3a HDR noppa-
3yMeBa I IIPeJIOT je[lHOT IIpojeKTa Koju Tpeba fa ce 3a-
CHMBA Ha IIPETXOHUM Pe3y/NTaTuMa KaHUATa, alnu U
fla IPY>KM jaCHY Hay4HY IepCIeKTUBY, aTpaKTUBHOCT,
Kao u peanHy BepoBatHohy ga he 6utu cy6BeHIMOHN-
cas. Ocum Beh HaBefieHUX pesyITarTa, y ONMCAHOM IIe-
puony je Ha xymauuM CD34+ henmujama MobuIcaHNM
y nepudepHy Kps norsphe ¢peHoMeH 6o/ber ouyBama
pre-CFC nipn 1% KMCeOHMKA, IPETXOJHO YCTAaHOB/bEH
Ha MuuIjuM henujama, 1 1oKasaHo Jia je OH Be3aH 3a IPO-
mmdeparnmony dpaxuujy oux hennja [27]. Takohe cmo
IOLIIN IO casHama fja ¢y CD34+ henuje xpoHnyse mMu-
jerionHe IeyKeMuje pelaTUBHO OCET/bMBMje€ Ha Mamly
KOHLIeHTpalyjy Kuceonuka (1%) Hero HopmanHe hemu-
je, jep je BUX0Ba eKCIaH3Mja pellaTUBHO BUILE CMabe-
Ha, a BIXO0Ba Nponudepanmja Buire nHxnbucaHa. Ma-
JIa KOHIJeHTpanuja kuceoHuka (1%) nuxubuire 3Havaj-
HoO xunepdocopunanujy tunudny sa hennje xporny-
He MujenoupiHe neykemuje (ber/abl mosurusne). OBa MH-
xubuiyja je ynopennaa ¢ edpextom gose of 5 pg/mil STI
moparor y Kyntype mpu 20% kuceonuka [28]. VMaxo Be-
OMa 3aHUMJBMBE, pe3y/ITaTe UCTPaKuBamwa hemnja xpo-
HMYHE MUje/IOUJIHE JIeyKeMMje CMO OCTaBJJIN 110 CTpa-
HU 360T OrpaHNYeHe OPOjHOCTIL Hallle TAJAlIbe eKIIIe
U YMEbeHMIIE [1a je MaJIUTHA XeMaToIloe3a YMHIIA Hayd-
HU CY0jeKT jeHe Ipyre eKyIle Ha UCTOM yHUBEP3NUTe-
Ty. OrpannyaBajyhn ce, nakie, caMo Ha HopManHe he-
nuje, OJIYYMIN CMO Jla HallleM IPOjeKTy JaMO pa3Boj-
HI KapaKTep M Ja IOYHeMO paj] Ha IPMMeHM OBUX Ca-
3Hamba Ha 0OO/bIIAY eKCITaH3uje ex vivo CD34+ henu-
ja IIalleHTHe KpBY M MaTUYHUX henuja U3 fpyrux u3Bo-
pa. VIcToBpeMeHO CMO IIpe/I/IOKIIN HAacTaB/bakhe UCTpa-
KuBamwa QyHIaMeHTaTHUX aclleKaTa Ipunarohabama
OPUMMUTUBHMX MaTHYHMX henmja Ha MaTy OKCUTeHaln-
jy (ymora nutokuHa, npe cBera VEGF), xao u 607pe 13y-
vyaBame hemyjckor nuxmyca u ofgpehennx mMonekynckux
acrieKaTa y MCTUM yC/IOBMMA, KAKO Ha MUILIjUM, TaKO U
Ha xymauuM henujama.

CBU Ipefi/IO>KeHY aCHEeKTH Cy M3y4eHM M HaIu Cy
YIZIaBHOM IIO3UTUBHE pe3y/iTaTe KOje HABOJMM y HajKpa-
hewm 06nuky:

o JlednHncaHa je KOHIIEHTpaIVja KUCeOHNUKa (3%) Koja
He oMeTa amiunéuxanujy CFC a omoryhasa 6o/be ouy-
Bame pre-CFC 1 v Bp/Io IPUMUTYBHUX MaTUYHUX henn-
jay ToKy excransuje CD34+ henmja mmaleHTHe KpBU Y
yCTIOBUMa NIPUMEBUBIM 32 KIMHUYKE eceje, il y M-
HUjaTypu30oBaHUM KynITypaMa [29]. OBe IpUMUTUBHE
MmaruydHe hennje ce fokasyjy Ha OCHOBY CBOje CIIOCOOHO-
CTH Ja Jajy KITOHOBe XyMaHMX XeMaToIoeTCKMX hemmja
y KOCTHOj cp>xu uMmyHogepuuujeatHux NOD/SCID mu-
IeBa Of] HEKOIMKO Hefle/ba 10 HEKOIMKO MeceIly Mocye
TpaHcinantanyje. OBaj pap je Takobhe Harmacuo mMosu-
TUBHY ynory IL-3 y ogHOCY Ha HOO0/bLIabe eKCIIaH3Mje
u MaTnuHYX henmuja u mporeHnTopa y KynTypama 6es ce-
pyMa 1 IIpu Masoj KOHI[eHTparuju KuceoHuxka [30].

o JlokasaHa je ynora VEGFy ouyBamy MaTudHuX henn-
ja'y xumoxcuju (1% KiuceoHMKa), Kao 1 Jia je 3a IbeHy pea-
NM3alNjy HEOIIXOJHA KOOIepalMja Ba TUIIA PelierTopa
3a VEGF: Flt-1 u KDR [31]. OBu pesynraru cy gobnjeHu

kopuinhemeM Hallle TeXHMKe JBOCTEIIEHNX KY/ITypa 3a
mokasuBame pre-CFC [26], anu ca npeunurhennm hennja-
Ma Koje He eKCIIPMMUPajy TMHUjcKe aHTUreHe (Lin-) u ca-
MO jemHUM ,HOocehuM” IUTOKUHOM y IPUMapHOj Ky/ITy-
pu 6e3 cepyma — IL-3. Vinade, y uctum ycnosuma VEGF
HeMa Mep/piB edexar Ha pre-CFC Ha 20% KMCeOHMKA.

e Ha mogmeny CD34+ henuja naneHTHe KpBI II0OKa3a-
HO je Jia IIpY M3Pa3UTO MaJioj KOHILIEHTPALIMjU KUCEOHN-
Ka (0,1%) monasu mo mHxMOUIMje akTuBauuje hennja xo-
je cy y GO dasu umkiyca; ncroBpemeHo, hennje sarede-
He y akTuBHOM henmjckom nuknycy (GI, S, G2, M) Ha-
cTaB/bajy fia mponudepuiry fok He foby 10 KpuTndHe
TauKe, a 3aTuM ce Bpahajy y GO [32]. PeHomen nosparka
matnyHe henuje y GO dasy nocan Huje omucan. OBpe je
Ba)kHO uctahu 1a ce oBuM pesynraruma norsphyje opu-
ruHanHa xunoresa Jleno Coapbe [23], anu 3a Mamy KOH-
LIEHTPaINjy KICEOHNKA HETO IITO CY OHM CMaTPaJII.

e KoHIeHTpamuja KICEOHMKA perynmiile eKCIpecujy
reHa 3a CD34 u npouecupame oprosapajyhe nPHK. ITo-
IITO MPUCYCTBO Ayror obmmka Monekyna CD34 opmuky-
je pelaTMBHO MPUMUTYBHMje KaTteropuje oBux henuja, a
KpaTtky o6k Morekyna CD34 ce jaBba y TOKy fudepeH-
IMjanmje, M3y4aBaHy Cy TPAaHCKPUIITH 3a OBa ABa 06/1u-
ka Monekyna CD34 ynorpe6om RT-PCR texuuke. [Toka-
3aHO je a cy Ha 1% KMCeOHMKA TPAaHCKPUIITH 33 YT 06-
UK Moznekyna CD34 ogayBaHM MHOTO Jy>Ke Hero Ha 20%,
IITO je Cpa3MepHO Buite n3pakeno 3a CD34low momyna-
1ujy. [ourro ose CD34low henuje npennky6upaHe mpu
1% xuceonmKa gajy MHoro Buute CD34+ henmja y cexyH-
TAapHUM CTaH/IApHVM KY/ITypaMa HeTo aKo Cy IIPeNHKY-
6upane Ha 20% KuceoHMKa, TO OTBPhyje Besy usmehy
IpUMUTUBHOCTY henuja ofpskaBaHe XUIIOKCUjOM U IIpe-
BACXOJHOT IIPUCYCTBA TPAHCKPUIITA 33 JYI'YM 0O/IMK MO-
nexyna CD34 y xynrypama Ha 1% Kuceonuxa [33].

e JloxasaHo je Ja Maja KOHIIEHTpaliuja KUCEOHMKa
(1%) nojauaBa nosutuBaH edekar IL-6 Ha pre-CFC, xao
U [Ia 1eTOBO JeNoBabe 3axBaTa Ipe cBera henuje y ak-
TUBHO]j Iponudepanuju, Tj. fa OH CTUMY/INILIE CaMO006-
HOBY MaTH4YHUX hesyja npyu Manoj KOHLEHTPALju Ku-
ceoHmKa [34].

HAIII ITPOJEKAT KAO OCHOBA 3A
OBYKY JOKTOPAHATA

Jleo HaBeJeHNX pesy/nTaTa, OCUM LITO Cy CAOIIITe-
HII Ha OPOjHNM HAayYHUM CKYIIOBMMA 11 00jaB/beHN y Ha-
commcuMa Beoma fpobpor yriena (Behu geo nurupan y
OBOM TEKCTY), IPe/ICTaB/bajy U paji HALIMX HOKTOpaHa-
ta. Y Oupennu je u3 oor mpojexra ypahena u ogbpa-
IeHa CTPy4Ha Te3a JokTopa Megunyte [35], a y boproy
Tesa fjoktopa Hayka (Doctorat d’Université) [36], mok cy
IBe Apyre Tese y mpunpemu. Takobe je jemHa gokTopcka
Tesa Ipef; o6paHOM Ha YHMBep3uTeTy y beorpapy.

YTUIAJ HAIINX PE3YJITATA HA PA3BOJ
BUMOJIOTUJE MATUYHUX REJINUJA 1
REJINJCKOT MHXEILbEPMHT A

CBu fjocaji HaBefIeHN pe3yATaTH YKasyjy Ha OKCHTe-

Hal[Mjy Kao Ha jefjaH off MeXaHM3aMa (pU3NOJIOLIKe pe-
rynanuje MaTndHe hemuje xemaromoese: 1) Bpio mane
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KoHLIeHTpauuje krceonnka (0,1%) omoryhasajy ouysa-
e peseppoapa henuja y GO dasy; 2) Mate KOHIIEHTpa-
Ijuje KuceoHnka (oko 1%) no3BobaBajy mponudeparu-
jy oBux henmja, any MHXMOUIIY BUXOBO AN epeHTOBa-
b€, Tj. TOBOJiE 10 CaMOOOHOBE; 3) yMepeHO Majie KOHIIeH-
Tpanuje KrceoHnka (0ko 3%) ypaBHOTeXYjy AudepeH-
TOBame 1 CAMOOOHOBY MaTHYHMX henmja 03Bo/baBajy-
hu crBapame (excraHsujy) IpPOreHUTOPA Y3 HOTIYHO
OUyBarbe aKTMBHOCTY MPYMUTHBHOT MATUIHOL Ofe/b-
Ka; 4) HebM3MOMOIIKY Be/TMKe KOHI[eHTpaliije KNCeOHN-
Ka (20%) He omoryhasajy edukacHy caMOOOHOBY Ipu-
MUTUBHNX MATUYHUX henja u CTUMY/ININY BIXOBO -
(bepeHTOBabE U CTBaparbe IporennTopa. OHuM mpeacTa-
B/bajy IOTIIYHO HOB IIOI/IE], HA MEXaHN3Me peryainje
XeMaToIoese.

Hamre ocHOBHe pesynTare je HelaBHO IOTBPAWIA jefi-
He aMepuyKa IpyIIa ayTopa, Koja je IoKasasa a NHKY-
6anuja CD34+ henuja xymaHe KOCTHe CpXU IIPK MaJIoj
KOHILIeHTpaLuju kuceonuxa (1,5%) omoryhasa ucrospe-
MEHO yMepeHy aMIINUKALIjy KaKo IIPOreHNTOpa, Ta-
Ko u npuMuTuBHEMX MatnyHux henuja (SRC) [37]. Oun
Cy perynapHo nuTupanu y Bogehoj cBeTckoj murepary-
pu [38-40], a Hexu of HAIIMX pajoBa 1 y HajsehuMm ya-
conucuma, Kao uto cy Journal of Clinical Investigation
[37], Science [41] u Nature Medicine [42]. IlpornemeHo je
fla ce MMKPOCPeAMHCKe HIIIE Y KOjiMa CY y pU3HMO0TIo-
IIKMM yC/IOBMMA CMeIITeHe MaTn4dHe hennje y KOCcTHO]
CP>KM OJTMKYjy M3Pa3UTO MaIM KOHLIEHTpalijaMa Ku-
CEeOHNKa Koje Bapupajy of aHoKcuje 1o 3% [43]. Hamm
pajoBM Ce UUTUPAjy Kao MOTIOpa KOHIENTa /Ia je Ma-
7la KOHIEHTpalMja KMCEOHMKA jeJjHa Off eleMEHTapHIX
(akTopa peryaiuje MUKPOCPESIHCKe HUIIIE MATIIHE
henuje [44], a Hawe oTkpuhe ma je mpu Manoj KOHIEH-
TPALVjU KMCEOHNKA CTYMY/IVICAaHa CAMOOOHOBA MaTny-
Hux hennja ce cBpcTaBa y peji OHUX 3a KOja ce cMaTpa
ma HajBuine obehasajy y pasBojy TkuBHOT 1 henmjckor
MHXebepuHra y ckopoj 6ynyhuoctu [41, 45, 46]. Haum
objaB/beHM pe3ynTaTH Cy Takobhe yseTn y 063up npum-
KOM MOJe/Mpatba OATOBOPAa MATHYHOT Ofie/bKa KOCTHE
CP>XM Y TOKY XeMOpPAarujcKor moxa [47].

Vsnasehu 13 okBupa mapagurmMaTcKux MaTuIHMX he-
/Mja XeMaToIoese, caja ce, Ha IO4YeTKy 21. BeKa, y /-
TepaTypu 110jaB/byjy pajlOBM KOju yKa3yjy Ha TO fla Ma-
J1a KOHI[eHTpaIMja KMCEOHNKA PETy/INIIe IPeXUB/baBa-
e, IponnQeparoHy Karaunrert, frudepeHToBarbe, Ia
Jak 1 pyHaMeHTaTHe MexaHu3Me hennjckor crapema
KO MatM4HMX henmja APyrux TKUBa, HAPOUUTO OHUX
u3BefieHNX 13 Me3eHxuma [48-53]. V oBy cepujy pago-
Ba CBAaKaKo Tpeba CBPCTATU U OHe KOji YKa3yjy Ha pery-
JIAI[MOHY Y/IOTy MaJjle KOHI[eHTpalllje KMCeOHMKa Y IIPO-
nmudepannju u gudepeHToBamY MaTHYHKX henuja Hep-
BHOT TKMBa [53], peHaTHNX MannIapHUX MATHIHKX he-
nuja [54] nta. HeonxopHOCT Majie KOHIIEHTpaluje Kuce-
OHHKa 3a caM00bOHOBY MaTnyHuX henuja embproHa je
Beh mosuTNBHO yTBpheHa unmennna [55].

Ha ocHOBY CBUX OBMX pajioBa [IpOM3/Iasi Ja je 3a Ofp-
JKaBame MPUMUTUBHOCTY MATHYHUX henuja, Kako eM-
OpVOHATHNX, TAKO U COMATCKUX, TOTpeOHa CpefnHa ca
MajIoM KOHIIEHTpalujoM KuceoHuka. Kako je jour gas-
Ho 3anasuo Epucr Xeken (Ernst Haeckel), onTorenesa
jeHOT OopraHmMsMa IpefCTaB/ba, HAa M3BeCTAH HAYMH,
peKanmuTyIanujy Le/loKyIHe eBonyuje Bpcre (puo-
reHese). C jegHe cTpaHe, 0BO XeKeJIOBO yuelbe IoBefie-
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HO je 7o aTcypaa, 6aHaMM30BaHO U 37I0yTIOTpeb/baBaHoO
O cTpaHe pacucTu4kux pexxuma. C gpyre cTpane, OHO
je »IVICKPeIUTOBAHO eKCTPeMHUM MO3UTVBUCTUIKIM
KPUTEPUjyMUMa jep je YBeK MepeHO fUMeH3UjoM MHpu-
HUTe3MMaHe CaBPLUICHOCTH, HelIpUMepeHe OUOIOTHjI.
Ann BEroBo OCHOBHO 3allakarbe MMa HeIpOMEmeHy
BPEIHOCT. AKO 0BO 3ala)kare eKCTPAINoNnpaMo Ha Ma-
tiaHe henuje, MOIIM 611CMO TIPETIIOCTABUTH Ja CY OHe,
6ynyhu HajnpumutnsHuje henuje y opranusmy, y cTsa-
pu pediekc HAIIPUMUTUBHUjET CTAANjyMa eBOMyLje.
A Taj IPUMUTVMBHY CTaJMjyM €BOJYLiMje aepOOHOT KN~
BOTa [OYEO jeé Ha 3eM/bM Y U3PA3UTO XUIIOKCUIHUM U
XUIIepKAaITHUYHUM yCIoBUMa [56, 57].

CAJAIIILE AKTUBHOCTU U
IHEPCIIEKTUBE

Haur cajanssu paj; y 0Boj 0671acTy ce TpaHa Ha BUIIe
Makpormpojekara. Cenrtem6pa 2002. rofuHe IOCTaB/beH
caM 3a HayYHOT AupeKTopa @paHIfycKe ycTaHOBE 32 KPB
3a permone AxBurauuje u Jlumysena (Etablissement
Frangais du Sang Aquitaine-Limousin — EFS-AL). Ta
ycTaHOBa ce 6aBU aKTMBHOCTMMA TpaHcysuje, hennj-
CKe Tepalmuje u KoHsepBalujoM henuja, opraHa n TKuBa
HaMemeHMX 3a TpaHCITaHTanujy. Ilopen ocranux ofro-
BOPHOCTH, PyKOBOAVM JICTPaKMBambeM I pa3BojeM OBe
YCTaHOBE, aKTMBHOCTMMA KOj€e Ce Of|BIjajy KPO3 4YeTUpu
acrekTa: 1) KpeaTMBHU NPUCTYII PYTUHY, 2) KIMHIYKY
eceju, 3) MPeTKINMHIYKA UCTPAXKUBamba, 1 4) 6asudHa
ucTpaxxuBama. JJa 6u ce MOKPEHYO YETBPTHU I yIOTITY-
HIo Tpehu acmekT, ocHoBao cam Jlaboparopujy 3a wc-
Tpa’KMBalbe I pasBoj y 06/acTy henmjckor nHKemwepyH-
ra, KOjoM HerocpesiHo pyKoBopuM. Hamr ucrpaskusay-
K11 MHTepecC je cajia Iofie/beH Ha PyHIaMeHTaTHe acIleK-
Te y OKBUPY ITpOjeKaTa KojuMa pykoBony mpod. Bencan
ITpanopan Ha YHuBepsurery bopno 2 u ocHosHe 1 pas-
BOjHE aCIIeKTe KOjU Cy IIpeIMeT IIpojeKaTa KojuMa Ind-
Ho pykoBopuM Ha EFS-AL. IlpojekTu BesaHU 32 UCIUTH-
Bambe OKCUTeHaluje y henmjckoM MHKewepUHTy ce Je-
KJIMHUPAjy Y TPU MaKpomnpojekTta: 1) Ex vivo eKcriaH3u-
ja MaTnuHux hennja ys ogpkaBarbe aKTUBHOCTI IIPUMI-
TuBHMX henmja (akTyenHO 3aBplIaBame MPETKINHIY-
Kor 1 fiepuHMCabe KIMHIYKOT aclleKTa); 2) Ex vivo mpo-
u3BOAma 3penux hennja us marnanux hennja (axryesn-
HO Ha HNMBOY 6asMYHUX UCTPaKMBama); 3) JompuHoc
XMIIOKCHje M XUIIepKaIlHMje KoH3epBauuju henmja y Teu-
HOM MeZVjyMy Ha HMCKMM TeMIlepaTypaMa N3HaJ TauKe
Mp)XXHbera (AKTye/THO Ha HUBOY 0asMIHIX MCTPasK/Ba-
1a). Pajl Ha TpBOM 1 IPYTOM MaKpOIIPOjeKTy Cy CyOBeH-
nuoHucanu 3a nepuop 2005-2008. roguHe of cTpaHe
Hayunor caBera @panirycke ycraHoBe 3a KpB (Conseil
Scientifique de Etablissement Frangais du Sang) a 3a je-
[aH Of IpojeKata U3 APYyror Makpompojexra (Ex vivo
IIPOM3BOJIba €PUTPOLIMTA Y3 a/JalITALINjy OKCUTEHAIU-
je) mobujena je jemHa IIOCTAOKTOPCKA CTUIIEHANUja Y Tpa-
jamwy o iBe roguHe 3a M. Bramkn ¢ VIncTuryTa 3a me-
IUIHCKa UCTpaXkuBamway Beorpany. Tpehn maxpormpo-
jeKar je MHUIMPAH paJioM Ha Te3u ,, MacTep” HOJ MOjUM
pykoBoxcTBoM [58] n 6uhe HacTaBben unm ce 06e36enu
meroso puHaHcupame. Takobe je ycrocraB/beHa KOHTH-
HyHMpaHa capa/iiba Ha IIPOjeKTy 6asMYHUX UCTPaKMBa-
1a JIefioBatba IL-6 Ha maruuHe henuje npu Manoj KoH-
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LeHTpaLuju KuceoHVKa usMehy JlabopaTopuje 3a xema-
Tonmorujy VHCTUTYTa 3a MeIMIIMHCKA UCTPaXUBama,
rpyme npodecopa IIpanopana u Haure nabopaTopuje 3a
henmjcku nnxemwepunr EFS.

CaecTaH Jla U3HECEHE YMIbeHNIe IPeiCTaB/bajy Beo-
Ma CIIeVjaI30BaHy ¥ CIIeludUYHy MaTepujy Koja Hi-
je maxo pasym/byBa 3a BehyHy ekapa I1a M KIMHIIKIX
XeMaToJIoTa, MOTY fla MPeNopPyYNM 3aMHTEPEeCOBAHOM
4MTAOIly [la OCHOBHE ITOCTaBKe HAlIeT pajia IMpOYMTa
Kpajibe jeJHOCTAaBHO HaIlMCaHe [IepOM HOBJMHAPA Y Y/IaH-
Ky 00jaB/beHOM IIOC/Ie IIpefiaBama Koje caM OfpXKao y
jymy 2002. ronune Ha ViHCTUTYTY TeneTon (Généton)
y Espujy (Evry): http://www.caducee.net/breves/breve.
asp?idp=eridb=4060¢cal=1

3AXBATTHUIIA

Omnmcann Ipojexar je peann3oBaH y Capambi ¢ KO-
nerama u capaguuiimma us beorpaga [[TaBre Musen-
koBuh, Munuuna KosaueBuh, Maja Ilerakos, Mwu-
ka Jokuh], ®upenue [Ilepcuo Heno Cbéapba (Persio
Dello Sbarba), Mapuja I'paunja Iunoneckn (Maria-
Grazia Cipolleschi), benenera bapronouu (Benedetta
Bartolozzi), Enusabera Posupa (Elisabetta Rovida), Ilje-
Tpo AHTOHMO bepraben (Pietro Antonio Bernabei)), Jlu-
Moxa [Bencan I[Ipamopan (Vincent Praloran), YKan-JIuk
@oute (Jean-Luc Faucher), ®paunx Tpumopo (Franck
Trimoreau), Baneca lectima (Vanessa Desplat)] u Bop-
noa [Beucan Ilpanopan (Vincent Praloran), ®unun
Bpyne ne na I'pamwx (Philippe Brunet de la Grange),
Opancuc Epmut (Francis Hermitte), ®pancuc bemok
(Francis Belloc), ®pancuc Jlakom6 (Francis Lacombe),
ITackan Juiue (Pascale Duchez)]. Pan Ha 0BOM IIpOjeKTy
(projet No 2004.11) cy cy6BeHIMoHuCcanmu: Mranujancko
VIOpY>Keme 3a UCTpaXkuBabe paka (Associazione Italiana
per la Ricerca sul Cancro), EBporicko yipyxemwe 3a 1c-
TpaxkuBame paka (European Association for Cancer Re-
search), ®paHIycKO [PYIITBO 3a MCTPaKMBalbe paka
(Association Frangaise pour la Recherche sur le Cancer),
HEKO/IMKO CYKIIeCMBHMX ITpojekaTa DpaHIfycke Halu-
OHajHe nure 3a 60p6y mpotus paka (Ligue Nationale
Frangaise contre le Cancer), [IpyiTBo 3a nCTpaxuBame
neykemuje JIumysena (Association pour la Recherche sur
la Leucemie du Limousin), MuHuCTapcTBO 3a HayKy Pe-
ny6mke Cpouje, HarnoHaTHO MMHICTapCTBO 32 efjyKa-
nujy ¢ppanycke penyonuke (Ministere de ’Education
Nationale de la Republique Frangaise) u Hayunu caser
¢pannycke ycranose 3a kpB (Conseil Scientifique de
PEtablissement Frangais du Sang).
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OXYGENATION LEVEL AS A FACTOR IN STEM CELL MAINTENANCE

Zoran IVANOVIC
French Blood Institute, Aquitaine-Limousin Regional Centre Bordeaux, Institute for Medical Research, Belgrade

ABSTRACT

This article will describe the decade-long genesis of a
research project and review its main results. These results point
to oxygenation level being a physiological regulator of haema-
topoietic stem cell maintenance because: (1) very low oxygen
concentrations (~0.1%) enable the preservation of the quies-
cent (GO) stem cell pool; (2) low oxygen concentrations (~1%)
are compatible with the proliferation of primitive stem cells
butinhibit their differentiation, i.e. enable their self-renewal; (3)
moderately low oxygen concentrations (~3%) allow a balance
between differentiation and self-renewal, permitting the simul-
taneous amplification of progenitors and the maintenance of
stem cell activity; and (4) very high oxygen concentrations, like
those in the air (20-21%), enhance the differentiation of primi-
tive stem cells, abrogating their self-renewal capacity. In spite
of the fact that these oxygen concentrations do not exist in tis-
sues in vivo, they are usually used for in vitro cell growth. These
results represent a new insight into the regulatory mechanisms
of haematopoiesis. In that light they are cited in top biomedical
literature and accepted as being relevant to the development
of tissue and cell engineering. In that respect, we are working

on the adaptation of culture oxygenation to improve existent
exvivo expansion techniques. We are also trying to improve the
techniques of ex vivo production of red blood cells in the same
manner. Our other ongoing research projects are directed at
improving the conservation of stem cells at low temperatures
(but above freezing point) within a liquid medium, by decreas-
ing oxygen and increasing CO, concentrations.

Key words: stem cells; progenitors; oxygen; hypoxia; expan-
sion ex vivo; cell engineering
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