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Oll HAjIIEPCIEKTUBHUjHUX W3BOpa MATHYHHX henrja 3a PEKOHCTPYKIH]Y
komranux omrtehema jecte 3yOHa mynma. Matuare henmuje 3yOHE mymme ce
jemHocTaBHO mM30Mdyjy Kako w3 miedHux (SHED) rtako m cramamx 3y0a
(DPSC), y in vitro ycimoBmMa ce 1ako yMOKaBajy ¥ 3a HaJOKHaxy omrehermna
KOCTH]jy C€ MOTY KOPHCTHUTH Yy KOMOWHanuju ca wiu 0e3 ckadoina. Ose
henuje cy wu3y3erHo nmponudepaTHBHE W CIIOCOOHE 3a OCTEOTEHO,
JCHTHHOTEHO, aJIUIIOTeHO, XOHPOT€HO, 1 HEYPOTeHO Au(epeHIUparhe.

HOum oBe gucepranuje je Owima wW30malMja ¢ KapakTepusaluja
ME3CHXMMAJIHUX MaTHYHUX henuja 3yOHE IyJne MOPeKJIOM M3 XyMaHHUX
MJICYHUX 3y0a KOjU ce Hamase y CBOjoj (PM3MOJIOIIKO] CMEHH, M IOTOM
onpehuBame GHOKOMIATHONITHOCTH HCTIMTHBAHUX OHomaTepujana (Bio-0ss®
(Geistlich, Switzerland, nenTuHcknx ommsbaka u SBA-16/HA ), u eBanyanuja
henmmjcke BUjaOMITHOCTH HAKOH KOHTAaKkTa ca mUMa. HakoH Tora je mmp Ono
IupepeHIupaTd M HUMYHOXHCTOJOIIKM  HOTBPIUTH  OCTCOOIACTHYHY
TpaHchopMaIyjy Me3eHXUMAITHIX MaTHYHAX hennja 3yOHE mMydme rajeHux y
OCTEOTeHOM MEIHMjyMy, KOjé Cy KacHHje KopumheHe y HWCIHTHBABY
OCTeOI/IHI[yKTI/IBHOF HOTeHI_[I/IjaJ'Ia Pa3JIMIUTUX KOIITAaHUX 3aMCHUKA.

Marepujan u Merone: ExcriepiMeHTaIHY J1€0 UCTPAKUBAMKA j€ MOJICJbeH Ha
ner pejoBa. Y TPBOM Jeldy HCTpaXUBamka je BpIIEHA H30JalMja |
kapakrepuzauuja SHED Ha mpoTouHOM LUTOMETPY, Y APYTOM JENY je BplIeHa
cuHTe3a W KapakTepusanuja SBA-16/HA wmarepujama, y Ttpehem neny
eKCIICPUMEHTa je  BPIICHO HCIHTHBAKHE OHOKOMIATUOWIHOCTH  TPH
MaTepHjalia Ha OCHOBY CTaHIApOHHUX TecToBa OmokommatuOmimHocTH: DET
tecta, MTT Ttecta. Y dUeTBpTOM Ieny BpIieHa je audepeHnujandja u
ncnutuBamke ocreoreHor kamamurera SHED. TlotBpma  moOumjenmx
ocTeo0NacTa je BpIICHA ajM3apuH Pel TECTOM H HUMYHO(DIyOpPECLEHTHHM
6ojemeM cnenehux npumaTHux antutena: ocreonontus, SOX2, Ki-67 u Coll-
1. ¥V mnocnenmeM, METOM €Ny CSKCIEPUMEHTANHE CTyauje oapehuBana je
eKcrpecuja ocreoreHux wmapkepa y SHED TperupanuM uncnuTHBaHUM
Marepujanuma. Hajmpe je uzomoBana iIRNK u3 henuja, motom je peakimjom
peBep3aHe Tpanckpumnimje npesencHa y iDNK u Ha kpajy je kBaHuTH()HKOBaHA
y Pean tume PCR ananusu. Y ananusu cy kopuiedn RUNX2 u ALPL renn.

Pesyararu: UzonoBamem SHED nobunu cmo henuje koje uMajy BHCOK
npojudepaTUBHH MOTCHUMjl W TO3UTHBHO EKCIPHMHpPAjy Mapkepe
MaTHYHUX henuja Ha IPOTOYHOM LUTOMETPY, YHNME HCIYHAaBajy HEOIXOIHE
KputeprjyMe na Oyny neduHHCcaHe Kao XyMaHe Me3eHXHMallHe cTteM henwje.
Ha tecroBuma OnoxommarubOunnoctu, MTT u DET, noBocuHTeTHCaHu SBA-
16/HA matepujan u koHTposHu Bio-0ss® cy mokazanu GHOKOMIATHOWIHU U
npomudpepumnyhn epexat Ha SHED; mok cy HEHTHHCKHM ONFJBLIN TOKA3aid
Onaru NMTOTOKCHYHM edekar. HakoH neprosaa nHKyOaiuje o1 TpU Helesbe y
ocreoreHoMm meaujymy, SHED cy ce nudepennupane y ocreobnacte. To cmo
JIOKa3aJii TIPUCYCTBOM 000jEHHX KOMIUIEKca y KylITypH henuja HakoH 0ojerba
QIM3apUH LPBEHUM W IO3UTHBHUM HMMYHO(DIyopeueHTHHM OojameM
oCTeoreHnM Mapkepuma; henmje cy mokasane BHCOKY ekcmpecHjy anti-Colll
u OcreononTtrHa, 70K je ekcrnpecuja Ki-67 u antu-SOX2 anrturena Ouia
Hewto cinabuja. O CBUX MCIMTHBAHUX MaTepHjajia, caMo Cy JCHTHHCKH
ONMWBLIM TOKa3alyd CTaTUCTUYKH 3Ha4YajHa OCTEOMHIYKTHBHA CBOjCTBa,
excpumupajyhun ALPL u RUNX2 rene. Matepujan Bio-0ss® je y cBe Tpu
rpyle MoKazao eKcrpecHjy 00a resa Koja je Hmka oJ KOHTPOJHE Tpyre, 0K
je SBA-16/HA camo y rpymnu exTtpakrta crapor 1. JaH uMao Garo MOBHUILECHY
ekcripecrjy ALPL reHa, rena pane ocrobmacTuane audepeHiyjamnyje.

3akpyuak: M3 3yOHe mynme muedHux 3yba nerne u3oiyjy ce henmwje koje
1Majy BUCOK NpostudepaTHBHY MOTEHIINjall ¥ IOTeHIHjall AudepeHIijanmje y
ocTeobsacTe HAaKOH IepuoJia MHKYyOaluje o TpH HeAebe Yy OCTEOTCHOM




Memujymy. Ha ocHOBY oBor uctpakmBama, SBA-16/HA u Bio-0ss® cy
MOKa3alli MOKa3aJld 3a10BoJkaBajyh HIUBO OmoxoMmaruOmmHOCTH. Ca Manom
npenuonthy SBA-16/HA je 6uo 60JbH 01 IPIMEHHBAHOT 3JIATHOT CTaHIap/a
Bi0-0ss®. JIeHTHHCKH OMMJBIIN KOju ce Beh KOpHCTE y KIMHUYKO] MPAKCH CY
MOKa3alyd HWXH HUBO OMOKOMIATHOWIIHOCTH, ajlM BHUCOK OCTEOWHIYKTHBHH
MTOTCHI[H]aJl.
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Introduction: Tissue engineering is a multidisciplinary field with a goal to
restore, maintain or improve the functions of tissues that are damaged or lost
due to various pathological conditions, either by developing adequate
biological substitutes or tissue reconstruction. The following factors are very
important for success in tissue engineering: choice of stem cell source,
strategies used to isolate and passage specific cells, choice of biomaterial to be
used as scaffold and the bond between them. Scaffolds can be of different
origins, so we have autographs, allografts, xenografts and alloplastic
materials. The biomechanical system of bone is complex so that the ideal
scaffold should have the following properties: biocompatibility,
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osteoconductivity, osteoinductivity, ability of angiogenesis. One of the most
promising sources of stem cells for the reconstruction of bone damage is
dental pulp. Dental pulp stem cells are easily isolated from both deciduous
(SHED) and permanent teeth (DPSC), are easily hardened in vitro, and can be
used in combination with or without scafold to compensate for bone damage.
These cells are extremely proliferative and capable of osteogenic,
dentinogenic, adipogenic, chondrogenic, and neurogenic differentiation.

The aim of this dissertation was to isolate and characterize mesenchymal stem
cells of dental pulp originating from human deciduous teeth that are in their
physiological shift, and then determine the biocompatibility of the tested
biomaterials (Bio-0ss® (Geistlich, Switzerland), dentin particules, and
SBA/16-HA), and evaluation of cell viability after contact with them. After
that, the goal was to differentiate and immunohistologically confirm the
osteblastic transformation of mesenchymal stem cells of dental pulp grown in
osteogenic medium, which were later used in the study of the osteonductive
potential of different bone substitutes.

Material and methods: The experimental part of the research is divided into
five parts. In the first part of the research the isolation and characterization of
SHED on a flow cytometer was performed, in the second part the synthesis
and characterization of SBA-16/HA materials was performed, in the third part
of the experiment the biocompatibility of three materials was tested based on
standard biocompatibility tests: DET and MTT test. The following materials
were tested: Bio-0ss® (Geistlich AG, Wolhusen, Switzerland), SBA-16/HA
and dentin shavings prepared according to the manufacturer's instructions
(BonMaker, KDS, Korea). In the fourth part, differentiation and examination
of osteogenic capacity of SHED were performed. Confirmation of the
obtained osteoblasts was performed by alizarin red test and
immunofluorescent staining of the following primary antibodies: osteopontin,
SOX2, Ki-67 and Coll-1. In the last, fifth part of the experimental study, the
expression of osteogenic markers in SHED-treated test materials was
determined. First, the mRNA was isolated from the cells, then converted to
cDNA by reverse transcription, and finally quantified in Real time PCR
analysis. The RUNX2 and ALPL genes were used in the analysis.

Results: By isolating SHED, we obtained cells that have high proliferative
potential and positively express stem cell markers on a flow cytometer, thus
meeting the necessary criteria to be defined as human mesenchymal stem
cells. In biocompatibility tests, MTT and DET, newly synthesized SBA-
16/HA material and control Bio-0ss® showed a biocompatible and
proliferating effect on SHED; while dentin particules showed a mild cytotoxic
effect. After a three-week incubation period in osteogenic medium, SHED
differentiated into osteoblasts. We proved this by the presence of stained
complexes in cell culture after alizarin staining with red and positive
immunofluorescent staining with osteogenic markers; cells showed high
expression of anti-Coll 1 and Osteopontin, while expression of Ki-67 and anti-
SOX 2 antibodies was slightly lower. Of all the materials tested, only dentin
particules showed statistically significant osteoinductive properties,
expressing the ALPL and RUNX2 genes. Bio-0ss® showed expression of both
genes lower than the control group in all three groups, while SBA-16/HA had
slightly increased expression of the ALPL gene, an early osteoblastic
differentiation gene, only in the 1-day-old extract group.

Conclusion: Cells with high proliferative potential and potential for
differentiation into osteoblasts after an incubation period of three weeks in
osteogenic medium are isolated from the dental pulp of children's deciduous
teeth. Based on this study, SBA-16/HA and Bio-0ss® showed a satisfactory




level of biocompatibility. With a slight advantage, SBA-16/HA was better
than the applied Bio-0ss® gold standard. Dentin particules already used in
clinical practice have shown lower levels of biocompatibility but high
osteoinductive potential.
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Lista skracenica:

ALP - alkalna fosfataza (eng. alkaline phosphatase)

ATR — oslabljena ukupna refleksija (eng. Attenuated Total Reflectance)
BMP - kostani morfogenetski protein (eng. Bone Morphogenetic Protein)
CFU-F - broj kolonija u kulturi (eng. Colony-Forming Unit Formation)
DDM - demineralizovani dentin (eng. Demineralized Dentin Matrix)
DET - test odbacivanja boje (eng. Dye Exclusion Test)

DFC - mati¢ne ¢elije zubnog folikula (eng. Dental Follicle Cells)

DFDB — demineralizovani zamrznuti suSeni ko$tani alotransplantat (eng. Demineralized

Freeze-Dried Bone)

DMEM Ham’s F-12 - Dulbeko modifikovanog Iglovog medijuma sa L-glutaminom
DMSO - dimetil-sulfoksid (eng. dimethylsulfoxide)

DO - dentinski opiljci

DPSC - mati¢ne ¢elije zubne pulpe (eng. Dental Pulp Stem Cells)

DSP - dentinski sialoprotein (eng. Dentin Sialoprotein)

FBS - fetalni govedi serum (eng. Fetal Bovine Serum)

FDB — zamrznuti suseni kostani alotransplantat (eng. Freeze-Dried Done)

FGF — faktor rasta fibroblasta (eng. Fibroblast Growth Factor)

FTIR infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (eng. Fourier transform

Infrared Spectroscopy)
GBR - vodena regeneracija kosti (eng. Guided Bone Regeneration)

HACS - mati¢ne ¢elije inflamiranih periapikalnih cista (eng. Human Inflamed Periapical
Cysts Stem Cells)

HAP — hidroksiapatit
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HCI — hlorovodini¢na kiselina (eng. Hydrochloric acid)
IDPSC - nezrele mati¢ne ¢elije zubne pulpe (eng. Immature Dental Pulp Stem Cells)

IhPDLSC - inflamirane mati¢ne Celije parodontalnog tkiva (eng. Inflamed Periodontal

Ligament Stem Cells)

ISCT - Medunarodno drustvo za ¢elijsku terapiju (eng. International Society for Cell

Therapy)
IUPAC —eng. International Union of Pure and Applied Chemistry

MEPE - vancelijski fosfoglikoproteinski matriks (eng. Matrix Extracellular

Phosphoglycoprotein)

MSC - adultne mezenhimalne stem ¢elije (eng. Mesenchymal Stem Cells)

MTA - eng. Mineral Trioxide Aggregate

MTT - thiazolyl blue tetrazolium bromide

NCP - nekolagenski protein (eng. Non-Collagen Protein)

OCN - osteokalcin

OPN - osteopontin

P; — prva pasaza

PBS - fosfatni pufer (eng. Phosphate Buffered Saline)

PCR — eng. Polymerase Chain Reaction

PDGF — faktor rasta izveden iz trombocita (eng. Platelet-derived growth factor)
PDL - parodontalni ligament (eng. Periodontal Ligament)

PDLSC - mati¢ne Celije parodontalnog tkiva (eng. Periodontal Ligament Stem Cells )
PGA — poliglikolna kiselina (eng. Polyglycolic Acid)

PLA — polilakti¢ka kiselina (eng. Polylactic Acid)

PRF - plazma bogata trombocitima (eng. Platelet Rich Fibrin)

RM — regenerativna medicina
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RUNX2 - eng. Runt-related transcription factor 2

SBA - eng. Santa Barbara Amorphous

SCAP - mati¢ne Celije iz apikalne papile (eng. Stem Cells from the Apical Papilla)
SEM —eng. Scanning Electron Microscopy

SHED - mati¢ne ¢elije eksfolijatnih mle¢nih zuba (eng. Stem cells from Human
Exfoliated Deciduous Teeth)

SWAXS - rendgenska spektroskopija sa malim/Sirokim uglom (eng. Small Angle/Wide
Angle XRay Spectroscopy)

B-TCP - B-trikalcijum fosfat (eng. B TriCalcium Phosphate)

TEOS - tetraetilortosilikat

TGF-B/BMP - eng. Transforming Growth Factor-s/Bone Morphogenic Protein

TI — tkivni inZenjering

VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta (eng. Vascular Endothelial Growth Factor)

XRD - rendgenske difrakcija X zraka (eng. X-Ray Diffraction)
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1. UvOD
1.1 Tkivni inZenjering

Oblast tkivnog inzenjeringa (TI) je znacajno napredovala u poslednjih 20 godina,
nudeci potencijal za regeneraciju skoro svakog tkiva i organa ljudskog tela. Inzenjering
tkiva kao srodna disciplina regenerativne medicine (RM) je i dalje oblast koja se
konstantno razvija u pravcu trazenja novih tretmanima za mnogobrojna oboljenja (1).
Napredak u ovoj oblasti zahteva saradnju istrazivaca razliitih disciplina, ukljucujuéi
nauke o celijskoj biologiji 1 nauke o biomaterijalima. Inzenjering tkiva ima za cilj da
obnovi, odrZi ili poboljsa funkcije tkiva koja su ostecena ili su izgubljena usled razli¢itih
patoloskih stanja, bilo razvojem adekvatnih bioloskih zamena ili rekonstrukcijom tkiva.

Opste strategije u T1 mogu se klasifikovati u tri grupe (2):

1. implantacija izolovanih ¢elija u organizam,;

2. isporuka supstanci koje indukuju regeneraciju tkiva (kao $to su faktori rasta);
3. postavljanje ¢elija na ili unutar razli¢itih skafolda-nosaca.

Poslednja strategija u nizu je najéeS¢e povezana sa konceptom TI, odnosno
rekonstrukcijom delova tkiva koris¢enjem zivih ¢elija zasejanih na prirodni ili sinteticki

ekstracelularni supstrat (3).

1.2 KoS$tano tkivno inZenjerstvo

U poslednjoj deceniji, primena mati¢nih Celija zubne pulpe za regeneraciju
kostanog tkiva je detaljno istraZzena u sklopu Tl i RM (4, 5). Kao $to je gore spomenuto,
strategije Tl podrazumevaju stvaranje novih regenerisanih tkiva pomocu ¢elija, nosaca

(skafolda) i faktora rasta, samih ili u kombinaciji (5, 6).

U stomatologiji, vodena regeneracija kosti (engl. guided bone regeneration-
GBR) je postala je svakodnevna praksa koja se koristi u okviru denetalne implantologije
ili u parodontalnoj regeneraciji. GBR se zasniva na primeni materijala za graftovanje i
membrana (7). Sto se tie materijala za graftovanje, autogeni kostani transplantati se

smatraju  zlatnim standardom zbog svojih  osteogenih, osteoinduktivnih i



Doktorska disertacija Dragica Bulaji¢

osteokonduktivnih svojstava, biokompatibilnosti, odsustva imunoloSke reakcije i
dostupnosti (7, 8). Medutim, upotreba autografta zahteva dodatnu hirur§ku intervenciju
koja sa sobom nosi problem mogucih komplikacija donorske lokacije i ograniCene
koli¢ine transplantata. Ostali koStani zamenici su: alografti, ksenografti i aloplasti¢ni
materijali. Sve ove grupe materijala imaju prednosti i nedostatke, a mogu se koristiti u
kombinaciji sa autotransplantatima ili samostalno, prema izabranoj GBR tehnici (7, 9,
10).

Zahvaljujuéi sposobnosti samoobnavljanja i potencijalu diferencijacije, adultne
mezenhimalne stem celije (MSC) se smatraju vaznim c¢iniocem u RM. One imaju
sposobnost diferencijacije u osteocite, neuronske celije, miocite kao i hondrocite.
Kostana srz i masno tkivo oduvek su smatrane tkivom prvog izbora za sakupljanje MSC,
iako izolacija MSC iz ovih tkiva predstavlja invazivnu proceduru za pacijente ili donore.
Kako bi se smanjili troskovi, a posebno neophodnost sloZene hirurSke intervencije,
istrazivaci su prouéili dostupne alternativne izvore za izolaciju MSC (8, 11). Grontos i
sar. su prvi opisali mogucénost izolacije ¢elija iz zubnog tkiva pulpe ljudi i definisali ih
kao mati¢ne Celije zubne pulpe (DPSC). Uporedivanje imuno-fenotipa i osobina mati¢nih
¢elija zubne pulpe sa mezenhimalnim Cdelijama koStane srzi, primecene su sli¢ne

karakteristike (12).

KoStani TI predstavlja interdisciplinarno polje koje integriSe principe 1
metodologiju nauka o biologiji i inzenjeringu, U Cilju obnavljanja oStecenih tkiva. Jedan
od najvaznijih faktora koji treba uzeti u obzir za TI je primena skafolda. Na sposobnost
mati¢nih Celija da rastu 1 diferenciraju se prema zeljenoj Celijskoj liniji u velikoj meri
uti¢e sastav, komponente i svojstva koriS¢enog skafolda. Oni mogu biti sinteticki
proizvedeni ili prirodnog porekla (13). Prednosti upotrebe sinteti¢kih skafolda su u tome
Sto se mogu modifikovati (veli¢ina pora, stepen medusobne povezanosti elemenata)
onoliko koliko je potrebno; medutim, njihova biokompatibilnost je niZa u odnosu na
prirodne. S druge strane, iako su prirodni polimeri slabiji i meksi, kao naprimer keramika,
oni imaju sposobnost da prilagode svoju strukturu Zeljenom obliku. Stavise, prirodni
polimeri obi¢no imaju specificnu strukturu koja sluzi kao potpora ¢elijama, usmerava
njihov razvoj i interakciju izmedu skafolda i tkiva (14). Dva vazna svojstva skafolda su

biorazgradivost, svojstvo da se postepeno razgraduje 1 podrzava formiranje tkiva u isto
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vreme, i biokompatibilnost, koja zavisi od specificne interakcije izmedu biomaterijala 1
tkiva (15). Biomaterijali mogu biti ¢vrsti ili te€ni, prirodni ili sinteti¢ki. Na osnovu svega
gore navedenog, moze se zakljuciti da svaka vrsta skafolda koja se koristi, moze imati
prednosti i nedostatke, a izbor konkretno zavisi od potrebe i krajnjeg cilja istrazivanja i

regeneracije (13).

1.3 Fiziologija i zarastanje koStanog tkiva

Kost je tkivo u kome se desavaju dinami¢ni bioloski procesi. Sastavljeno je od
metabolic¢ki aktivnih celija koje su integrisane u mineralizovani organski matriks (16).
Uloga koju ima kostano tkivo u organizmu je mehanicka potpora i zastita tela, a pored
toga ucestvuje u metabolizmu kalcijuma, fosfora, magnezijuma, natrijuma i u odrzavanju
acidobazne ravnoteze. Ovo tkivo ima aktivnu metabolicku ulogu jer sadrzi 99%

celokupnog telesnog kalcijuma koje po potrebi otpusta.

Osteoblasti su Celije koje stvaraju kost. Ove Celije se nalaze izmedju prethodno
stvorene kosti i nemineralizovanog organskog matriksa — osteoida, i stimuli$u
mineralizaciju nezrelog tkiva, ¢ime se zavrSava izgradnja kosti. U osteoblastima se
odvija sinteza kolagen tipa 1 i drugih proteina poput osteokalcina, proteoglikana,
sijaloproteina, osteonektina i drugih, koji ucestvuju u mineralizaciji. Osteociti su
najbrojnije kosStane celije koje nastaju od osteoblasta, nakon procesa kostanog formiranja,
kada se ove u potpunosti okruze nemineralizovanim matriksom. Medusobno Su povezani
citoplazmatskim nastavcima i smesteni su u lakunama. Svaka lakuna sadrzi po jedan
osteocit. Uloga ovih ¢elija je u kontroli ekstracelularne koncentracije kalcijuma i fosfora
kao i u adaptivnom remodelovanju putem interakcije ¢elija (16). Smatra se da oko 20%
osteocita aktivno ucestvuje u stvaranju kosti (17). Osteoklasti su polijedarne celije
odgovorne za resorpciju kosti koju kontrolisu ¢elijski i hormonski mehanizmi (16). Ove
¢elije ponakad sadrze i vise desetina jedara. Telo ¢elije je naborano Sto im povecava
resorpcionu i dodirnu povrSinu. U njima se deSava sinteza proteolitickih enzima Kkoji
razgraduju koStani matriks. U fizioloSkim uslovima postoji dinami¢na ravnoteza izmedu
aktivnosti osteoblasti¢nih i osteoklasti¢nih celija, ¢ime se odrzava homeostaza kosti.

Nedostatak ravnoteze izmedu procesa razgradnje i izgradnje kosti dovodi do osteoporoze,
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odnosno do osteoskleroze. Organski deo ¢ini kolagen tipa 1 i amorfna organska supstanca
od glikozaminoglikana i drugih proteina. Neorganski deo je najve¢im delom sacinjen od

hidroksiapatita a pored njega je prisutan i amorfni kalcijum fosfat.

Zarastanje koStanog tkiva je sloZen regenerativni proces koji nastaje kao
reakcija na povredu. Kostano zarastanje moze biti primarno i sekundarno. Primarno
zarastanje koStanog tkiva je zastupljeno kod idealno reponiranih fragmenata kosti. Ono
moze biti kontaktno ili pukotinasto, u zavisnosti od defekta. Osnovna razlika u odnosu na
sekundarno kostano zarastanje je izostanak formiranja kalusa i resorpcije tkiva u predelu
defekta (18). Kod primarnog koStanog zarastanja osteoblasti i osteoklasti se diferentuju iz
mezenhimalnih c¢elija Haversovog kanala. Novostvoreni osteoni postaju deo nove
lamelarne kosti koja premoscava frakturnu liniju (19). Sekundarno zarastanje kostanog
tkiva je ¢eS¢i tip zarastanja. Ono podrazumeva kompleksan proces koji se sastoji od tri
faze: inflamatorne, mekokalusne i tvrdokalusne reparativne faze i faze remodelovanja,
koje se medusobno preklapaju (20). Pri povredi kostanog tkiva zapocinje inflamatorna
faza. U frakturnoj pukotini se razvija se hematom, a celije zapaljenja (makrofagi,
monociti, limfociti i polimorfonuklearne ¢elije) 1 fibroblasti infiltrisu kost. Ove Celije ¢e
dovode do formiranja granulacionog tkiva, pojacane vaskularizacije i migracije nezrelih
mezenhimskih ¢elija prisutnih u kosti (16). U sledecoj fazi, fazi reparacije, fibroblasti
deponuju stromu sa poja¢anim vaskularnim urastanjem. Pocinje sekrecija osteoida, koji
se zatim mineralizuje i formira mekotkivni kalus. Kada mekotkivni kalus osifikuje i
stvori most od mlade kosti, izmedu frakturnih fragmenata, on postaje tvrdi kalus. Ukoliko
nastane problem u procesu osifikacije, tvrdi kalus se ne stvara ve¢ dolazi do fibroznog
zarastanja (16). Faza remodelacije je finalna faza procesa zarastanja. Remodelovanje je
proces zamene mlade, morfoloski nezrele kosti lamelarnom kosti. Kalus se lagano

resorbuje dok originalni oblik kosti ne bude postignut (21).

Po istom principu zarastaju trepanacijski defekti i prekidi kontinuiteta kostanog
tkiva druge etiologije. Zarastanje koStanog tkiva moze potrajati duze u odnosu na
prose¢no potrebno vreme zarastanja. RazliCiti faktori mogu dovesti do produzenog
zarastanja: mehanicki (pokretanje fragmenata tokom zarastanja), nekroza kosti, losa
lokalna vaskularizacija i lokalne infekcije. Problem koji se isto moze javiti tokom ovog

procesa je neadekvatan tip zarastanja — zarastanje vezivnim i hrskavicavim tkivom (22).
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1.4 KoS$tani zamenici-skafoldi

Prema poreklu kostani zamenici se dele na:
1. Autologne: dobijaju se od iste bioloske vrste, iste genetske konstitucije;
2. Alogene: dobijaju se od iste bioloske vrste ali razliite genetske konstitucije;
3. Ksenogene: dobijaju se od druge bioloske vrste;

4. Aloplasti¢ne materijale: materijali sintetskog porekla.

Autologni koStani zamenici su jedini zamenici koji poseduju o0steogene,
osteoinduktivne i osteokonduktivne karakteristike (23), sto ih ¢ini zlatnim standardom u
kostanoj rekonstruktivnoj hirurgiji. Osteogeneza podrazumeva sposobnost stvaranja kosti
u odsustvu lokalnih osteoprogenitornih ¢elija. Osteoindukcija je termin koji oznacavada
su primitivne, nediferencirane i pluripotentne celije stimulisane da se razvijaju u
osteoblaste koji formiraju kost. Osteokondukcija oznacava svojstvo materijala, skafolda,
da omogu¢i rast Kosti na njegovoj povrsini. Osteokonduktivna povrsina je ona koja
dozvoljava produkciju osteoida i njegovu mineralizaciju na svojoj povrsini ili porama
(24). Osteokonduktivno svojstvo autolognim kostanim zamenicima daju hidroksiapatit i
kolagen. Osteogeni potencijal imaju celije koje okruzuju mikroprostore, a faktori rasta
unutar kostanog matriksa indukuju produkciju nove kosti. Zbog svog porekla eliminisana
je svaka mogucénost imunoloske reakcije. U zavisnosti od porekla koStanog
autotransplantata razlikujemo dve forme: kortikalni i spongiozni transplantat. Sustinska
razlika izmedu ove dve vrste autotransplantata se ogleda u procesu revaskularizacije (25).
Krvni sudovi urastaju kroz spongiozni transplantat nakon dva dana od transplantacije (26,
27), dok u slucaju kompaktne kosti revaskularizacija zapo€inje oko Sest dana nakon
transplantacije (28). Kombinovani, kortikospongiozni graftovi ¢ine spoj pozitivnih
karakteristika oba tipa grafta isticu¢i s jedne strane dobru mehanicku stabilnost kortikalne
kosti, a s druge strane brzu revaskularizaciju spongiozne kosti. Nedostaci autolognih
kostanih graftova su postojanje sekundarnog hirur§kog polja, opasnost od povrede
neurovaskularnih elemenata 1 poremecaja zarastanja sekundarnog polja, nepredvidiva
stopa resorpcije, ograni¢ena koli¢ina dostupnog grafta 1 produZeno trajanje hirurske

intervencije.
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Alogeni koStani zamenici humanog porekla se najceS¢e dobijaju od kadavera i
tada su dostupni preko banaka tkiva. U kostanoj regeneraciji se najceSc¢e koriste sledece
dve forme: zamrznuti suseni kostani alotransplantat (engl. freeze-dried bone — FDB) i
demineralizovani zamrznuti suSeni koStani alotransplantat (engl. demineralized freeze
dried bone — DFDB). Alogeni transplantat moze da se dobije od spongiozne ili kortikalne
kosti, i moze imati formu bloka ili granula. Prilikom pripreme FDB c¢uvaju se i
neorganske i organske komponente koStanog matriksa. Organsku komponentu c¢ini
izmedu ostalog i kostani morfogenetski protein (BMP), ali se nalazi u hidroksiapatitnoj
strukturi Sto iziskuje aktivnost osteoklasta kako bi doSlo do oslobadanja faktora rasta. S
obzirom na prisustvo jako male koli¢ine faktora rasta u graftu, FDB ima prevashodno
osteokonduktivna svojstva dok su osteoiduktivna neznatna (29). Demineralizacijom FDB
dobija se DFDB. Uklanjanjem mineralne komponente BMP se eksponira i ispoljava
trenutan osteoinduktivni potencijal (30, 31). Medutim, procesom demineralizacije DFDB

gubi na mehanickim karakteristikama i na osteokonduktivnosti.

Ksenogeni kostani zamenici sastoje se od kostanih minerala zivotinjskog porekla
ili od minerala koji vode poreklo od kalcifikovanih korala ili algi. KoStani zamenici mogu
voditi poreklo od razli¢itih Zivotinjskih vrsta kao $to su goveda, svinje, konji, rakovi.
Materijal koji se komercijalno najée$ce koristi u istraZivanjima i praksi jeste neorganska
kost govedeg porekla pod nazivom Bio-0ss® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen,
Switzerland). Komercijalni anorganski deproteinizirani govedi substituent Bio-0ss®
predstavlja zlatni standard kada su u pitanju ksenografti za regenerativnu stomatologiju
Sirom sveta (32, 33), zbog svojih osteokonduktivnih svojstava i biofunkcionalnosti koja
vodi ka efikasnoj i pouzdanoj regeneraciji kosti. Hemijski sastav Bio-0ss® je skoro
identiCan sastavu humanog koStanog mineralizovanog matriksa, sa ukupnom poroznoscu
od oko 75% koju ¢ini bimodalna distribucija pora. Sistem povezanih makropora sluzi kao
potka za migraciju i fiksiranje osteoblasta za povrSinu biomaterijala (34). U klini¢koj
praksi znacajna je dugorocna stabilnost ovih materijala unutar humanog tkiva. Resorpcija

augmentacionog materijala nije neophodna da bi doslo do formiranja nove kosti (35), ali

je pozeljna nakon nekog perioda.

Aloplasti¢ni materijali se dobijaju sintetskim putem i poseduju u sustini samo dve

karakteristike idealnog koStanog transplantata: oseointegrativnost i osteokonduktivnost.
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Idealni aloplasti¢ni materijal trebalo da bude i biokompatibilan, da podleze procesu
remodelovanja i da podrzava stvaranje nove kosti dajuc¢i potporu okolnom tkivu. Ovi
materijali bi trebalo da poseduju slicnu ¢vrsto¢u kao 1 kompaktna/spongiozna kost koju
zamenjuju (36). U odnosu na hemijski sastav svrstani su u tri grupe: kalcijum-fosfate,
bioaktivno staklo i polimere. Prema strukturi aloplasti¢ni materijali mogu biti porozni i

neporozni (37).

1.4.1 Dentinski opiljci

Uprkos Sirokoj upotrebi komercijalnih koStanih zamenika nedavno je veliko
interesovanje usredsredeno na autologne materijale osobina sli¢nih kosti kao pogodnim
substratima za regeneraciju kosti alveolarnih defekata. Medutim, iako se autogeni kostani
transplantati koriste u stomatologiji, glavni nedostaci ovog postupaka su ograni¢ena
dostupnost kostanog tkiva i potreba za uzimanjem grafta na udaljenom mestu (38).
Zajedno sa ostalim nedostacima proizaslim iz alogenske transplantacije, poput mogucih
infekcija 1 nedostatka osteointegracije sa tkivima domacina, istrazivaci su bili podstakuti
da traze nova resenja. Upotreba materijala dobijenih od zuba nedavno je privukla veliko
interesovanje zbog Siroke dostupnosti ekstrahovanih zuba (32). Ovaj tip kosStanih
zamenika se moze svrstati u autologne koStane zamenike, jer je donor materijala sam

pacijent.

Kost 1 dentin su mineralizovana tkiva sli¢nog hemijskog sastava. Sastoje se od
18% kolagena, 2% nekolagenskih proteina (NCP), 70% hidroksiapatita (HAP) i 10%
vode. Demineralizovani dentin nakon obrade, u obliku praha ili bloka sadrzi 5%-10%,
odnosno 10%-30% minerala. Rendgenskom difrakcionom analizom otkrivene su Cetiri
vrste kalcijum fosfata u dentinu, ukljucuju¢i HA, beta-trikalcijum fosfat (TCP), amorfni
kalcijum fosfat i oktakalcijum fosfat, koji se sastoje od niskokristalnog HA sa relativno
niskim odnosom Ca/P. Koli¢ina inkoropriranog kalcijuma i fosfora u demineralizovanom
dentinu vrlo je sli¢na onoj u autogenoj kortikalnoj kosti (39, 40, 41). Matriks dentinskih
opiljaka je prepun faktorima rasta, kao $to su: koStani morfogenetski proteini (BMP),
transformisuci faktor rasta-, faktor rasta slican insulinu i osnovni faktor rasta fibroblasta.

Nekoliko NCP, kao §to su osteokalcin (OCN) i osteopontin (OPN), uobicajeni su u
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kostima i dentinu, dok je dentinski fosfoprotein nekolagenski protein koji se nalazi
iskljuc¢ivo u dentinu (42, 43).

Istrazivanja na temu osteoinduktivnih svojstava dentina zapocela su izvestajem iz
1967. Nakon §to je Urist izneo teoriju da je BMP u dentinu i kosti glavni stimulans za
osteoinduktivna svojstva, Jeomans i Urist (44) su prvi pokazali regenerativna svojstva
autogenog demineralizovanog dentina (DDM). Humani DDM je skafold koji pored
mineralne faze sadrzi kolageni matriks i osteoinduktivne faktore rasta, i to ga Cini
moguc¢om zamenom za kost. U klinickoj praksi, skafoldi na bazi DDM su preradeni, te
im je struktura acelularna i nanoporozna. Trenutno je DDM dostupan u dva oblika, u
prahu i u bloku. Vaznost DDM geometrije su ve¢ naglasili drugi istrazivaci (45). DDM
prah se priprema drobljenjem dentina u cCestice veli¢ine 300—800 um i pri toj veli¢ini
poseduje mikropore porekla dentinskih tubula (pre¢nik: 1.0-3.0 mm, priblizno 50.000
tubula/mm2) (39). Ove pore su premale za infiltraciju ¢elija i njihovo urastanje. Umesto
toga, uvecani dentinski tubuli i1 razlabavljeni matriks kolagena nakon prethodne
demineralizacije mogu posluziti kao kanali za oslobadanje proteina koji su neophodni za
rast i diferencijaciju osteoblasta, a takode poboljsavaju povrsinsku mikroteksturu kako bi

se povecala apsorpcija dentina za krv ili druge telesne tecnosti (46, 47).

Demineralizovani dentinski matriks je u oba svoja oblika pokazao odlicne
rezultate kada su u pitanju pretklinicka in vivo istrazivanja. Gomez i sar. (48) su
impalntirali slajsove autogenog DDM u parijetalnu kost zeCeva, i time stimulisali
stvaranje nove kosti. DDM se potpuno ugradio u novoformirano kostano tkivo, a nakon
remodelovanja kosti potpuno se resorbovao. Togari i sar. (49) su dokazali novofomriranu
kost u defektima lobanje pacova nakon implatacije pojedina¢nih govedih DDM granula
unutar defekta. Zakljucili su da DDM sluzi kao skafold okolnom tkivu za regeneraciju

kosti indukujuci visok stepen stvaranja nove kosti ubrzo nakon ugradnje.

1.4.2 Aloplasti¢ni biomaterijali u koStanom tkivnom inZenjerstvu
InZenjering koStanog tkiva je sloZzen 1 dinamican proces koji podrazumeva
migraciju i regrutovanje osteoprogenitornih ¢elija, nakon ¢ega sledi njihova proliferacija,

diferencijacija i1 formiranje koStanog matriksa zajedno sa remodelovanjem. Veliki
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napredak u koStanom inzenjeringu postignut je primenom skafolda od aloplasti¢nih
materijala (Tabela 1.). KoStani zamenici su obi¢no izradene od poroznih razgradivih

materijala koji pruzaju mehani¢ku potporu tokom regeneracije ostecene ili bolesne kosti

(50).

Biomehanicki sistem kosti je sloZzen tako da idealan skafold treba da ispunjava
slede¢e uslove: biokompatibilnost, osteokonduktivnost, osteoinduktivnost, sposobnost
angiogeneze. Biokompatibilnost je jedan od primarnih zahteva za koStane skafolde.
Biokompatibilnost podrazumeva sposobnost skafolda da podrzi normalnu ¢elijsku
aktivnost bez lokalnih i sistematskih toksi¢nih efekata na tkivo domacina (51). Idealan
skafold mora posedovati moguénost osteokonduktivnosti, i tako omoguciti koStanim
¢elijama da se lepe, razmnozavaju i formiraju matriks na svojoj povrSini i u porama.
Skafold bi takode trebao da bude u stanju da izazove stvaranje nove kosti putem
biomolekularne signalizacije i regrutovanjem okolnih progenitornih ¢elija. Ovo svojstvo
materijala poznato je kao osteoindukcija. StaviSe, idealan skafold mora da omoguéi
formiranje krvnih sudova u implantatu ili oko njega u roku od nekoliko nedelja nakon
implantacije kako bi se podrzao aktivan transport hranljivinh materija i kiseonika (52).

Mehanicka svojstva idealnog skafolda moraju odgovarati svojstvima kosti
domacina, a veoma je vazan i pravilan prenos opterecenja. Mehanicka svojstva variraju
od spongiozne do kortikalne kosti. Jungov modul kortikalne kosti je izmedu 15 1 20 GPa,
a spongiozne kosti izmedu 0,1 i 2 GPa. Cvrsto¢a na pritisak varira izmedu 100 i 200 MPa
za kortikalnu kost, 1 izmedu 2 i 20 MPa za spogioznu kosti. Velike razlike u mehanickim

svojstvima i geometriji otezavaju projektovanje ,,idealnog kostanog skafolda“ (52).

Bioresorpcija je jo§ jedan klju¢ni faktor u regeneraciji kostanog tkiva (51).
Idealan skafold bi trebalo vremenom da se degradira in vivo, pri kontrolisanoj brzini
resorpcije, i pritom da stvara prostor za rast novog koStanog tkiva. Pozeljno vreme
resorpcije varira u zavisnosti od mesta primene. Naravno, zbog svega gore navedenog

dizajn i proizvodnja poroznih skafolda idealnog sastava klju¢an je izazov u Tl (52, 53).

S obzirom da je kost prirodno napravljen kompozit od kolagenskih vlakana u
koju su ugradeni i dobro rasporedeni nanokristalni neorganski materijali (54, 55). Postoji

sve veca potraznja za materijalima za regeneraciju kosti zbog razlic¢itih stanja posle kojih
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dolazi do gubitka kostanog tkiva, kao §to su infekcije kosti, tumori i gubitak kosti usled
traume (56). Osteoinduktivni, odnosno ,,pametni® biomaterijali imaju sposobnost da
indukuju ektopi¢no formiranje kosStanog tkiva, dajuci signal okolnom tkivu koje okruzuje
defekt da formira kost (57, 58, 59). lako fiziloski mehanizam ove pojave nije u
potpunosti razjasnjen, dobro je poznato da ovi materijali imaju veliki potencijal za

regeneraciju koStanog tkiva.

Tabela 1. Podela aloplati¢nih materijala po sastavu.

Najpoznatiji predstavnici

Kalcijum-fosfati HAP, trikalcijum fosfat
Bioaktivno staklo Bioglass® 45S5 i S53P4
Polimeri Prirodni: kolagen, hijaluronska kiselina

Sintetski: polifumarati, polilakticka
kiselina (PLA), poliglikolna kiselina (PGA)

Kalcijum fosfatni aloplasti¢ni biomaterijali su narocito zanimljivi u klini¢koj
primeni. Kalcijum fosfat je prisutan u kostima u oblik kristala hidroksiapatita (HAP), koji
obezbeduje ¢vrtocu kosti. Komponente sintetskog HAP su slicne onima u kosti. Prisustvo
HAP u skafoldu poboljSava osteoinduktivna svojstva koStanog zamenika, ali 1 poboljSava
osteokonduktivna svojstva izmedu skafolda i kostanih ¢elija (60). HAP se ¢esto koristi za

inzenjering kostanog tkiva, augmentaciju kosti, i oblaganje implantata (61, 62, 63).

Skafoldi zasnovani na HAP se Siroko koriste u klinickoj praksi 1 pokazuju
zadovoljavajucu reparatornu funkciju §to potvrduju brojne studije (64, 65). Zu i saradnici
(66) su procenjivali osteokonduktivna svojstva nano-HAP materijala i njegovu
potencijalnu primenu u saniranju kostanih defekata. Autori su dokazali su da nano-HAP
potencijalno moze da se koristi za leCenje koStanih defekata. PonaSanje nanocestica HAP
u defektu vise lice na karakteristike prirodnog HAP tokom biomineralizacije u odnosu na
karakteristike vecih Cestica HAP koje su uobicajeno koriste u istrazivanjima (67). Nano-

HAP promovise adheziju osteoblasta, proliferaciju i sintezu alkalne fosfataze, i tome
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dovodi do brze nadohnade kostanog tkiva (68). HAP keramika se rasprostranjeno koristi
kao zamena za prirodnu kost zbog njene biokompatibilnosti, osteoprovodljivosti i

afiniteta ka adheziji u koStanom tkivu.

Treba spomenuti i poroznost kao neophodno svojstvo skafolda. Medusobna
povezanost i veli¢ina pora treba da bude najmanje 100 um u precniku, kako bi se
omogucila difuzija esencijalnih hranljivih materija i kiseonika neophodnog =za
prezivljavanje Celija (69). Medutim, utvrdeno je da je optimalna veliine pora za rast
kostanog tkiva u rasponu od 200-350 um (70). Nedavne studije su ipak pokazale da
skafoldi sa porama razli¢itih dimenzija, koje uklju¢uju mikro, mezo i makro poroznost
mogu imati bolje performanse nego samo makro porozni skafoldi (71). Nazalost,
poroznost smanjuje mehanicka svojstva i povecava slozenost proizvodnje materijala.
Istrazivaci koji su istrazivali porozne skafolde poredili su polimere, keramiku, kompozite
i metale (52, 72). Cvrsto¢a biokeramickih materijala odgovara kortikalnoj kosti, razli¢iti
polimeri spongioznoj kosti, a kerami¢ko-polimerni kompozitni skafoldi su obi¢no slabiji
od kosti. Porozni metalni zamenici ispunjavaju mehanicke zahteve kosti, ali ne

obezbeduju neophodnu integraciju implantata i tkiva (72).

1.4.2.1 Porozni materijali

Porozni materijali izazvali su veliko interesovanje nau¢nika i industrije zbog
razli¢itith mogucnosti primene. Sa medicinskog stanoviSta ovi materijali su zanimljivi
zbog mogucnosti primene U Tl. UopSteno gledano, povrsina poroznog materijala je veca
od povrsine analognog neporoznog materijala. Ovakvi materijali imaju veliku specifi¢nu
povrsinu, koja predstavlja odnos ukupne povrSine materijala 1 mase, 1 definisana je u
mz\g. Zbog cinjenice da se katalizovane hemijske reakcije u osnovi deSavaju na povrsini
ili na granicama faza, veca povrSina bi, teoretski, direktno podlegla poboljsanoj
reaktivnosti. U praksi to ipak ne mora uvek biti tako, te se mogu pojaviti razlicite vrste
ogranienja koje se moraju uzeti u obzir. Osim povrsine, druge vazne karakteristike
poroznih ¢vrstih materija su kristalini¢nost ako postoji, raspodela veli¢ina pora i hemijska
struktura ¢estica. ldealnom poroznom materijalu bi ove osobine trebalo prilagoditi prema

potrebama njegove buduce aplikacije. Da bi bio komercijalno zanimljiv, takav materijal
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mora biti jeftin i visoko stabilan za regeneraciju. Materijali na bazi silikata pokazuju

takve osobine i stoga su nasli Siroko polje industrijske primene (73).

Prema IUPAC (engl. International Union of Pure and Applied Chemistry)
definiciji (74) mikropore su pore pre¢nika ispod 2 nm, mezopore su prec¢nika izmedu 2 i
50 nm i makropore imaju precnike vece od 50 nm. Oslanjajuci se na ovu definiciju, ovi
porozni materijali se mogu oznaciti kao ¢materijali u ¢vrstom stanju sa odredenim

stepenom poroznosti.

Mezoporozni materijali su dobili znac¢ajnu paznju zbog njihovih strukturnih
karakteristika, koje su pokazale prednosti u poredenju sa drugim proucavanim
materijalima (75). Mezoporozni materijali silicijum dioksida su uredeni sistemi sa
velikom specificnom povrSinom i definisanim pre¢nikom pora. Zao i sar. (76, 77)
istrazivali su sintezu razli¢itih mezoporoznih silikatnih materijala tipa SBA (engl. Santa
Barbara Amorphous), koris¢enjem nejonskih kopolimera kao Sablona. SBA mezoporozni
silicijum dioksid ima pore dimenzija 20-300 A°, debele zidove pora i visoku stabilnost.
Medu SBA-tipom silikatnih materijala, SBA-16 smatra se najinteresantnijim
mezoporoznim materijalom, jer sadrzi veli¢inu pora 5-15 nm, sa 3D kubnim rasporedom
istih, koja odgovara Im3m grupi simetrije objekata u prostoru (Slika 1.). To znaci, da
svaka mezopora ima osam najblizih suseda medusobno povezanih, §to olakSava difuziju
molekula. Oni deluju kao pogodan nosac za razne supstance zbog velikih pora, visoke
hidrotermalne stabilnosti, relativno jednostavne sinteze i obec¢avajuéi su materijal za velik

raspon primena, izmedu ostalih i za kostanu regeneraciju (78).

12
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Slika 1. 3D prikaz mezoporozne strukture SBA-16. Preuzeto od Gobin, 2006 (73).

1.5 Faktori rasta

Faktori rasta su signalni molekuli koji diferenciraju celije tokom razvojnih i
regenerativnih procesa. Po strukturi su proteini koji regulisu Celijski odgovor i ponaSanje.
Faktora rasta koji su ukljuceni u regeneraciju kosti su faktor rasta fibroblasta (FGF),
kostani morfogenetski protein (BMP), vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF), faktor
rasta izveden iz trombocita (PDGF) i plazma bogata trombocitima (PRF) (79).

Isporuka egzogenih faktora rasta, u svrhu poboljSanja koStane regeneracije, do
specifiénih anatomskih mesta je otezana loSom penetracijom u tkivo i nekontrolisanom
migracijom u okolno tkivo (80, 81). Stavise, faktori rasta se isporu¢uju na mesta povrede
tokom destruktivne faze zarastanja, te su izloZeni inflamatornoj sredini koja je hipoksi¢na
I naseljena neutrofilima i makrofagima; kao rezultat toga nezasticeni faktori rasta imaju

in vivo poluZzivot trajanja jedne minute (82). Savremene metode isporuke faktora rasta na

13
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skafoldima, pokusSavaju da prevazidu ove nedostatke i omoguce kontrolisano oslobadanje

faktora.

1.6 Maticne Celije
1.6.1 Pojam maticnih éelija

Jedan od pionira na polju mati¢nih celija mezenhimskih tkiva kod adultnih
organizama je Friendstejn. On je medu prvima dao teoriju o tome da je koStana srz
rezervoar mati¢nih celija. Njegovo istrazivanje radeno Sezdesetih godina proslog veka
ukazalo je na postojanje druge populacije mati¢nih ¢elija u koStanoj srzi, pored
hematopetskih ¢elija, koja je stvarala prekursore kostiju. Naime, ektopi¢nom

transplantacijom kos$tane srzi u kapsulu bubrega Celije su proliferisale i stvarale kost (83).

Izraz ,,mezenhimalne mati¢ne ¢elije predlozio je Kaplan 1991. godine zbog
njihove sposobnosti da se diferenciraju u viSe vrsta Celija koje ¢ine vezivno tkivo u
mnogim organima (84). Danas u literaturi ima mnogo sinonima za MSC, ukljucujuéi
multipotentne stromalne Celije, stromalne celije srzi, mezodermalne maticne celije,
mezenhimske stromalne ¢elije i mnoge druge. Kaplan je preporucio preimenovanje ovih
¢elija u ,,signalne medicinske ¢éelije* zbog mehanizma njihovog terapijskog dejstva nakon
transplantacije, za koji se veruje da se zasniva uglavnom na faktorima koji olakSavaju

regenerativne procese (85).

Zbog pristune kontroverze oko nomenklature, stepena mati¢nosti 1 karakteristika
¢elija koje je otkrio Friendstejn, Medunarodno drustvo za Celijsku terapiju (ISCT, engl.
International Society for Cell Therapy) 2006. godine objavilo je kriterijume koji definisu
MSC, 1 oni su prihvaceni na nivou globalne nau¢ne zajednice. Ove smernice preporucuju
upotrebu naziva multipotentne mezenhimske stromalne ¢elije; medutim, naziv
,mezenhimske mati¢ne Ccelije* je i dalje ostao najceS¢e koris¢en. Prva smernica
podrazumeva da Celije rastu in vitro u standarnim uslovima gajenja ¢elija i da su
sposobne za adhezu na plasti¢nu posudu. Celije humanog porekla bi trebalo da pozitivno
eksprimiraju povrSinske molekule CD105, CD73 1 CD90, odnosno negativno
eksprimiraju CD45, CD34, CD14 ili CD11b, CD79a ili CD19 i HLA-DR. Takode, ove
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¢elije moraju da imaju sposobnost diferencijacije ka osteoblastima, adipocitima i
hondroblastima (Slika 2.) (86, 87).

Hrskavica

Multipotent;le mezenihimalne

mati¢ne celije \

Traheja

Kornea

Slika 2. Potencijal mezenhimalnih mati¢nih ¢elija ka diferencijaciji u razli¢ita tkiva.

Preuzeto i prilagodeno iz Han i sar., 2019 (88).

Celije koje ispunjavaju kriterijume za MSC mogu biti izolovane iz razli¢itih tkiva
u svim razvojnim fazama (fetus, mlade, odrasle i starije osobe), ali je primeceno da
postoje velike razlike izmedu dobijenih MSC iz razli¢itih izvora (89, 90). Kostana srz je
istorijski bila prvi izvor iz kojeg su dobijene MSC; medutim, vremenom su zabeleZeni
sluGajevi o mogucénosti izolacije i iz drugih tkiva sa sliénim svojstvima. Mezenhimalne

¢elije se dobijaju i iz tkiva i sekreta, kao $to su masno tkivo, periferna krv, zubna pulpa,
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menstrualna krv, endometrijum, mleko majki, kao i iz fetalnih tkiva kao $to su plodova

voda, membrane, horionske resice, posteljica, pupCana vrpca (91).

MSC fetalnog porekla u poredenju sa ¢elijama izolovanim iz tkiva odraslih osoba
odlikuju se brzom stopom proliferacije, kao i ve¢im brojem pasaza do in vitro znakova
starenja. MSC dobijene iz koStane srzi, masnog tkiva i pulpe zuba sposobne su da stvore
veéi broj kolonija u kulturi CFU-F (CFU-F, engl. colony-forming unit formation), sto
indirektno ukazuje na veci stepen njihove mati¢nosti. Takode su opisane razlike u
sposobnosti diferencijacije MSC dobijenih iz razli¢itih izvora. Primeéen je nedostatak
diferencijacije MSC izolovanih iz krvi pupCane vrpce prema adipocitima, kao i veca
tendencija MSC iz koStane srZi, masnog tkiva i pulpe zuba da se diferenciraju prema

osteoblastima (92).

1.6.2 Klasifikacija mati¢nih ¢elija zuba

Mati¢ne celije porekla zubnog tkiva se uzimaju u obzir u terapijske svrhe zbog
njihove raspodele u tkivu klice zuba tokom razvoja. Uloga ovih ¢elija u klici zuba usko je
povezana sa njegovim razvojem koji zapo¢inje u gornjoj i donjoj vilici embriona (93, 94,
95, 96). Klica zuba sastoji se od dva razlicita tkiva: mezoderma 1 epitela. Oba tkiva
sadrZe nediferencirane ¢elije sa informacijama za razvoj funkcionalnog zuba (12). Obe
vrste tkiva sa nediferenciranim ¢elijama potrebne su za stvaranje zuba (97, 98, 99).
Tokom daljeg razvoja zuba, nastaju tri razli¢ita tkiva; iz zubnog mezoderma (zubni

folikul, zubna papila) i iz zubnog epitela (gledni organ).

U razvoju zuba svako od ovih tkiva ima specifi¢nu funkciju (93, 96). Na primer,
gledni organ sadrzi epitelne mati¢ne celije (100). Ove epitelne mati¢ne celije su
prekursorne celije za razvoj ameloblasta koji proizvode gled krunice zuba. NaZalost,
nicanjem i erupcijom zuba gubi se potencijal epitelnih mati¢nih celija. Dakle,
nediferecirane mati¢ne celije ameloblasta nisu dostupne za regeneraciju zubne gledi 1

inzenjering celog zuba (101).

Somatske zubne mati¢ne celije se nalaze u drugim zubnim tkivima, i Sve su
poreklom mezoderma (102). 1z postnatalnih zuba mogu se dobiti dva zubna

mezodermalna tkiva: zubna pulpa i parodontalni ligament. lako se gledni organ izgubi
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nakon nicanja zuba, dva mezodermalna tkiva klice zuba, apikalna zubna papila i zubni
folikul, mogu se dobiti iz neizniklih tre¢ih molara (8, 103). Zanimljivo je da su ova tkiva
klice zuba jedina dostupna embrionalna tkiva kod zdravih odraslih ljudi. Oni su takode
izvor za razvoj zubne pulpe (apikalna zubna papila) i parodontalnog ligamenta (zubni
folikul).

Stoga, iz zubnih tkiva moZemo dobiti sledeCe maticne Celije: maticne Celije
parodontalnog ligamenta (PDLSC), mati¢ne ¢elije iz apikalne papile (SCAP), mati¢ne
¢elije zubnog folikula (DFCS), mati¢ne ¢elije zubne pulpe (DPSC) i mati¢ne Celije zubne
pulpe mle¢nih zuba (SHED) (Slika 3.).

‘‘‘‘‘

---------

SCAP “-'“."
%ﬁ“’ﬁv_“r A PDLSE

Slika 3. Mati¢ne celije porekla zubnih tkiva mogu biti razli¢itog porekla. Preuzeto i
prilagodeno iz Kodzaste i sar., 2016 (104).

1.6.2.1 Maticne éelije parodontalnog ligamenta

Parodontalni ligament (PDL) povezuje zub preko cementa sa alveolarnom kosti.
Ovaj ligament za pri¢vr$éivanje zuba sadrzi mati¢ne ¢elije parodontalnog tkiva (PDLSC)
zaduzene za regeneraciju i homeostazu parodoncijuma (105). Izolovane PDLSC

eksprimiraju tipi¢ne markere mezenhimskih mati¢nih ¢elija kao $to su STRO-1 i CD105

VIR
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(106). lako su mati¢ne ¢elije zubne pulpe DPSC i PDLSC sli¢ne mezenhimalne ¢elije,
PDLSC su jedinstvene jer eksprimiraju transkripcioni faktor specifi¢an za tetivne celije.
Stavise, izolovane PDLSC se diferenciraju u parodontalno tkivo nakon transplantacije u
imunokompromitovane miseve. PDLSC pri transplantaciji formiraju strukture sli¢éne
Sarpejevim vlaknima, koje povezuju alveolarnu kost sa cementom zuba. Seo i sar. su
pokazali da humani PDLSC regeneriSu parodontalne defekte kod imunokompromitovanih
miSeva (106). PDLSC zato predstavljaju jedinstven izvor za autologno lecenje
parodontalnih oboljenja u buduénosti. Parodontopatija je bolest infektivnog porekla,
medutim funkcionalni PDLSC se mogu izolovati i iz upaljenih PDL tkiva (ihPDLSC)
(107). Park i sar. pokazali su da ihPDLSC i PDLSC zdravih dobrovoljaca eksprimiraju
markere mezenhimskih mati¢nih ¢elija i samim tim da imaju sli¢an multipotentni

potencijal za diferencijaciju ¢elija.

1.6.2.2 Mati¢ne Celije apikalne papile

Za razliku od glednog organa, mezodermalna tkiva klice zuba ostaju dostupna
nakon nicanja zuba, i mogu se dobiti iz neizniklih tre¢ih molara (103). Zubna apikalna
papila je takode poznata i kao apikalno jastuc¢e (108). Ovo tkivo prianja na vrh
nerazvijenog korena impaktiranog tre¢eg molara, koji se rutinski vadi kod adolescentnih
pacijenata zbog nedostatka prostora za njegovo nicanje. Zbog visokog sadrzaja
proteoglikana, apikalna papila se moze histoloski odvojiti od zubne pulpe (108, 109).
Maticne Celije iz ovog tkiva izolovane su u poslednjoj deceniji (SCAP; mati¢ne Celije iz
apikalne papile) (110), uprskos oskudnom broju u tom tkivu (111). SCAP se smatra
delom razvojnog pulpo-dentinskog kompleksa, ali je takode neophodan za razvoj
alveolarne kosti i celog korena zuba (110, 111). Ove mati¢ne ¢elije eksprimiraju nizak
nivo odontoblastnih markera kao Sto su dentinski sialoprotein (DSP) 1 vancelijski
fosfoglikoproteinski matriks (MEPE) ali imaju odlican potencijal za diferencijaciju.
Nakon transplantacije SCAP na nosa¢u HA/TCP u imunokompromitovane miseve, ¢elije
se diferenciraju ka tipi¢nim ¢elijama pulpo-dentinskog kompleksa (110). Ovo ukazuje da
su SCAP sli¢ne progenitornim ¢elijama za sva tkiva pulpo-dentinskog kompleksa, ali su

nediferentovanije od, naprimer, izolovanih DPSC iz izniklog zuba (109).
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1.6.2.3 Maticne éelije iz zubnog folikula i upaljenih periapikalnih cista

Na pocetku razvoja korena zuba, Hertvigova kosuljica formira se kao produzetak
glednog organa. Ova tanka ovojnica ¢elija odvaja mezenhimsko tkivo zubne klice od
mezenhimalnog pulpo-dentinskog kompleksa. Ovo tkivo poznato je kao zubna vreca ili
folikul koji okruzuje klicu zuba. Zubni folikul je neophodan kako za nicanje zuba, tako 1
za razvoj korena zuba (112, 113). Sastoji se od mezenhimalnih progenitornih ¢elija
parodoncijuma, ¢iji su deo alveolarna kost, PDL i cement. Zubni folikul sadrzi i epitelne
¢elije, koje vode poreklo od ¢elija Hertvigove kosSuljice, koja nestaje tokom razvoja
korena zuba (112). Zubni folikul je slian jastu¢i¢ima apikalne papile jer se moze
izolovati iz impaktiranih umnjaka. Sadrzi multipotentne ektomezenhimalne mati¢ne
¢elije koje su poznate kao prekursorske celije zubnog folikula, mati¢ne ¢éelije zubnog
folikula ili ¢elije zubnog folikula (engl. dental follicle cells, DFC). Ove c¢elije imaju
slicnu morfologiju kao DPSC 1 takode eksprimiraju tipicne markere progenitornih
mati¢nih ¢elija kao $to su NESTIN, NOTCH-1, CD44, CD105 i STRO-1 (114, 115).
Ukoliko se DFC odrzavaju u kulturi bez prisustva seruma u medijumu tokom duzeg
vremenskog perioda, one se ponasaju poput neuronskih progenitornih ¢elija (116). DFC
su multipotentne mati¢ne Celije, ali pre svega ¢elije prekursora parodontalnog tkiva (114,
115, 116, 117, 118). U in vitro uslovima, nakon izlaganja kulture medijumu za osteogenu
diferencijaciju, DFC formiraju robusnu strukturu nalik na vezivno tkivo sa mnogim
mineralizovanim ¢vorovima. Ovo tkivo nalik periodoncijumu povremeno je imalo

strukture nalik krvnim sudovima (114).

Periapikalne ciste su posledica hroni¢nih apikalnih infekcija. Tatullo i sar. su
otkrili mati¢ne ¢elije inflamiranih periapikalnih cista (engl. human inflamed periapical
cysts stem cells, HACS) (119). Poznato je da HACS imaju odli¢an potencijal za
neurogenu diferencijaciju (120), medutim potrebne su dodatne studije kako bi se

identifikovao sav potencijal HACS za buduce Celijske terapije.

1.6.2.4 Mati¢ne Celije zubne pulpe

Zubna pulpa je vezivno tkivo koje je povezano sa mineralizovanim dentinom.

Dentin je porozno tkivo sli¢no kosti koje okruzuje zubnu pulpu. Zajedno ova tkiva ¢ine
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pulpo-dentinski kompleks. Dentinogenezu pokrecu odontoblasti, mineralizujuce celije
zubne pulpe. Odontoblasti su sposobni da regeneriSu manja oSteCenja dentinskog tkiva
uzrokovana oSte¢enjem zuba naprimer karijesom. Nediferencirane ¢elije zubne pulpe
porekla odontoblasta su kao takve ve¢ izolovane iz stalnih zuba (DPSC) (12), kao i
mle¢nih zuba (121). DPSC su ¢elije slicne fibroblastima. Izolovane ¢elije u plasti¢nim
flaskovima za kulturu formiraju kolonije koje demonstriraju njihovu sposobnost
samoobnavljanja. Sposobnost samoobnavljanja humanih DPSC dokazana je izolacijom i
kultivacijom ljudskih mati¢nih ¢elija prethodno transplantiranih u imunokompromitovane
miSeve (122). DPSC su uglavnom lokalizovane perivaskularno i na svojoj povrsini
eksprimiraju brojne markere mezenhimskih mati¢nih ¢elija kao Sto su CD105, CD146,

CD44 i Stro-1 (8).

Tirino i sar. otkrili su jednu vrstu neobi¢ne DPSC. Izolovali su c-kit +/ CD34 +/
CD45- DPSC c¢elijsku populaciju (123, 124). Za razliku od obi¢nih DPSC, prvobitno
izolovanih, ove mati¢ne Celije eksprimiraju glikoprotein CD34, koji je tipicni marker
prekurskrnih hematopoetskih ¢elija. Ove CD34 pozitivne ¢éelije u klinickoj primeni su
uspele da proizvedu kostano tkivo, mada se obnovljena kost na mestima transplantata u
potpunosti razlikovala od normalne alveolarne kosti (125, 126). Paino i sar. su uspeli da
proizvedu vaskularizovano kostano tkivo sa CD34+ DPSC bez upotrebe nosaca (127).
lako je sofisticirani metod za izolaciju CD34+ DPSC opisan (128), jo§s uvek nije

postignuta masovna klinicka upotreba mati¢nih ¢elija (129).

Mezenhimalne mati¢ne celije su takode izolovane iz mle¢nih zuba Coveka. Ove
¢elije su poznate kao SHED (humane maticne ¢elije eksfolijatnih mle¢nih zuba) (130).
SHED mogu biti kultivisane kao adherentne ¢elije u jednom sloju ili kao neurosfere u
formi ¢elijskih klastera. Ljudski mle¢ni zubi zna€ajno se razlikuju od stalnih zuba kada
posmatramo njihove razvojne procese, strukturu i funkciju. Dolazi do vremenskog
preklapanja izmedu procesa resorpcije korena mle¢nih zuba i nicanja stalnih zuba. Proces
zamene mle¢nih zuba stalnima u proseku traje 7 godina. Zapravo, obe populacije
izolovanih ¢elija imaju sli¢ne karakteristike: morfologiju sli¢nu fibroblastima, formiranje

adhezivnih kolonija i visok proliferativni potencijal in vitro (131).
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Mlec¢ni zubi se odbacuju fiziloSkom smenom zuba (prirodan proces primarne
resorpcije korena zuba), zbog ¢ega se prikupljanjem celija pulpe mle¢nih zuba izbegava
svaka vrsta etickih problema. SHED se lako izoluju iz dobijenog tkiva, a manipulacija i
in vitro ekspanzija dobijenih celija je jednostavna. Istrazivanjima su se otkrile razlicite
populacije mati¢nih ¢elija mle¢nih zuba, tako da postoje mati¢ne celije ekfolijantnih
humanih mle¢nih zuba (SHED), i nezrele mati¢ne ¢Celije zubne pulpe (IDPSC) (132).

Poznato je da se ove celije mogu Kkoristiti u terapijske svrhe. Jedna studija
pokazala je da SHED imaju osteoinduktivni potencijal dovoljan da popuni kalvarijalni
defekt kriticne veli¢ine kod miseva (133). SHED su takode ¢elije sa potencijalom za

regeneraciju nervnih tkiva, jer su sposobne da prezive i migriraju nakon transplantacije u

mozak misa (130).

Nedoumice o tome koji metod izolacije je potrebno koristiti pri dobijanju
mati¢nih ¢éelija zubne pulpe su dugo postojale (Slika 4.). Dve najce$¢e primenjivane
metode izolacije mati¢nih Celija su enzimska digestija tkiva i metoda eksplantacije. Dok
se metoda eksplantacije zasniva na plasti¢cnom prianjanju tkiva i naknadnom izrastanju
¢elija iz tog fragmenata tkiva, enzimska digestija ukljucuje primenu kolagenaze I i
DNAze u cilju digestije tkiva pulpe da bi se dobila suspenzija pojedinaénih ¢éelija (134).
Obe tehnike su dosad uspesno koriS¢ene u izlolaciji mati¢nih ¢elija zubne pulpe, pupcane
vrpce i masnog tkiva (12, 134, 135, 136, 137). Istrazivanja u cilju odredivanja bolje
metode izolacije fokusirala su se uglavhom na njihov kasniji potencijal da se
diferenciraju u specifican tip Celija (134, 138). Navedene studije bavile su se poredenjem
njihovog potencijala osteogene, adipogene i hondogene diferencijacije i ne fokusiraju se

na druga svojstva mati¢nih ¢elija dobijenih pomoc¢u ove dve metode izolacije.
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Slika 4. Izolacija mati¢nih ¢elija zubne pulpe. A) Metoda eksplanta kojom se pulpno
tkivo fragmentira i tako kultivise u medijumu; B) Metoda enzimske digestije kojom se

dobija suspenzija pojedinacnih ¢elija.

Sto se ti¢e ¢elijske morfologije, izduZene éelije sli¢ne fibroblastima primeéene su
u celijskim kulturama prilikom obe metode izolacije. Medutim, Cini se da metoda
enzimske digestije dovodi do heterogenije kulture, zbog prisustva kockastih 1
poligonalnih ¢elija u njoj (139). Ova zapazanja su primecena i ranije (138) prilikom
enzimske izolacije SHED. Objas$njenje za heterogenu cCelijsku kulturu se nalazi u tome da
enzimska razgradnja omogucava izolaciju mati¢nih celija sli¢nih fibroblastima, kao i
oslobadanje endotelnih celija 1 pericita, dok metoda eksplanta daje jednoli¢niju
populaciju ¢elija. Celije sli¢ne fibroblastima migriraju iz razli¢itih fragmenata tkiva,
ostavljajuéi Celije koje ne migriraju da se raspadnu unutar njega (12, 122, 134, 140).
Zakljuéno, nisu dokazane nikakve razlike u celijskoj morfologiji, stopi proliferacije,
ekspresiji markera mati¢nih ¢elija i potencijalu mezenhimalne diferencijacije izmedu
¢elija zubne pulpe izolovanih enzimskom digestijom ili metodom eksplanta, kada se te
¢elije gaje pod istim uslovima i poticu od istih donora. Obe metode izolacije daju
populaciju mati¢nih ¢elija koje su posebno sposobne za diferencijaciju u osteoblaste 1
hondroblaste, §to dovodi do zakljucka da ove mati¢ne Celije pruzaju obecavajucu

strategiju za leCenje povreda i oboljenja kostiju i hrskavice (Tabela 2.) (139).

22



Doktorska disertacija

Dragica Bulaji¢

Tabela 2. Karakteristike razli¢itih tipova mati¢nih ¢elija zuba

Tip Poreklo Tezina PD In vitro In vivo
celija izolacije diferecijalni diferencijalni
potencijal potencijal
Adipociti, hondrociti,
miociti, odontoblasti Masno, misi¢no,
Zubna pulpa
DPSC | b ++++ >120  osteoblasti, neroni, kostano, pulpno i
stalnog zuba L . .
g kardiomiociti, dentinsko tkivo
melanociti
Adipociti,
hondrociti, miociti,
Zubna pulpa ) Kostano, pulpno i
SHED +++ >140 odontoblasti, _ _
mlecnog zuba _ _ dentinsko tkivo
osteoblasti, neroni,
endotelne ¢elije
Adipociti,
Periodntalni hondrociti, Periodontalni ligament,
PDLSC ) ++++ NP )
ligament cementoblasti, cement
osteoblasti, neroni
Adipociti, ] )
. . ) Pulpno i dentinsko
SCAP  Apikalna papila +++ >70 odontoblasti, .
tkivo
osteoblasti, neroni
Adipociti,
hondrociti, Alveolarna kost,
DFC Dentalni folikul s NP cementoblasti, periodontalni ligament,

odontoblasti,

osteoblasti, neroni

cement

+: stepen jednostavnosti izolacije ¢elija; PD- brzina umozavanja ¢éelija (engl. population

doubling); NP- ne postoji podatak
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2. CILJEVI | HIPOTEZE

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Izolacija i karakterizacija mezenhimalnih mati¢nih ¢elija zubne pulpe poreklom iz
humanih mle¢nih zuba koji se nalaze u svojoj fizioloskoj smenti;

2. Odredivanje biokompatibilnosti ispitivanih biomaterijala (Bio-0ss® (Geistlich,
Switzerland)-Bio-0ss®, dentinski opiljci-DO, i SBA/16-HA) i evaluacija Gelijske
vijabilnosti nakon kontakta sa njima;

3. Diferencijacija 1 imunohistoloska potvrda osteoblasticne transformacije

mezenhimalnih mati¢nih ¢elija zubne pulpe gajenih u osteogenom medijumu;

4. Ispitivanje osteinduktivnog potencijala razli¢itih kostanih zamenika na mati¢nim

¢elijama zubne pulpe mle¢nih zuba metodom genske ekspresije.

Hipoteze ovog istrazivanja su:

1. Celije pulpe mle¢nih zuba izolovane metodom tkivnog eksplanta ispunjavaju sve

neophodne kriterijume da bi bile definisane kao humane mezenhimalne stem celije;
2. Ispitivani materijali na bazi hidroksiapatita i dentinski opiljci pokazuju
biokompatibilnost na mati¢nim ¢elijama zubne pulpe mle¢nih zuba;

3. Mati¢ne cCelije gajene u osteogenom medijumu u periodu od tri nedelje se boje

pozitivno na osteogene markere imunocitohemije;

4. IzloZenost mati¢nih Celija zubne pulpe mlecnih zuba ekstraktima ispitivanih
materijala dovodi do povecanja stepena ekspresije gena odgovornih za osteogenu

diferencijaciju.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1 Prikupljanje i ekstrakcija mle¢nih zuba

U istrazivanje je bilo ukljuceno 25 dece oba pola, uzrasta 6 do 10 godina koja su
se javila radi ektrakcije zdravih mle¢nih zuba u fizioloskoj smeni na Odeljenje decije i
preventivne stomatologije Klinike za stomatologiju VVojvodine. Roditelji svakog deteta su
bili obavesteni usmeno i pismeno o postupku, svrsi i cilju ispitivanja te su potpisali
informisani pristanak pre intervencije. Za obavljanje istrazivanja i prikupljanja humanog
materijala dobijena je saglasnost Etickog odbora Klinike za stomatologiju Vojvodine broj
01-33/10-2019, kao i saglasnost Komisije za eti¢nost klinickih ispitivanja Medicinskog
fakulteta Novi Sad, broj 01-39/129/1.

Ekstrakcija zdravih mle¢nih zuba u fizioloSkoj smeni vrSena je u lokalnoj
anesteziji uobi¢ajenom stomatoloskom metodom. Zubi koji su ulazili u eksperiment su
zubi u I i IV fazi resorpcije korena. Ekstrahovani zubi su odmah nakon ekstakcije
smestani u sterilnu bocicu sa sterilnim fosfatnim puferom (PBS, engl. phosphate buffered
saline, Capricorn, Germany) kome su dodati antibiotici (100 U/ml penicilina i 100 pg/ml
streptomicina, Capricorn, Germany) i antimikotik (0.25 pg/ml amfotericina B,
Capricorn, Germany). Obradi zuba i vadenju pulpe se pristupalo najduze 3h nakon

ekstrakcije.

3.2 Izolovanje mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe iz eksfoliranih mle¢nih zuba

metodom tkivnog eksplanta

Zub je najpre ispran kroz dva rastovra sterilnog PBS (Capricorn, Germany) kome
su dodati antibiotici (100 U/ml penicilinai 100 pg/ml streptomicina, Capricorn,
Germany) i antimikotik (0.25 ug/ml amfotericina B, Capricorn, Germany). Nakon toga je
zubna pulpa pazljivo izvadena pomocu dentalnog ekskavatora i/ili nerv igle, zatim je
isprana dva puta u sterilnom PBS (Capricorn, Germany) kome su dodati antibiotici (100
U/ml penicilina i 100 pg/ml streptomicina, Capricorn, Germany) i antimikotik (0.25
ug/ml amfotericina B, Capricorn, Germany). Eksplant zubne pulpe je usitnjen sterilnim
hirur§kim skalpelom na komadice veli¢ine 1x1mm, i1 potom su komadi¢i preneti u T-25

flask u kojem se nalazio kompletan medijum sainjen od Dulbeko modifikovanog
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Iglovog medijuma (DMEM Ham’s F-12 sa L-glutaminom, Capricorn, Germany) sa
dodatkom 15% fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum, FBS, Capricorn,
Germany), 100 U/ml penicilina i 100 pug/ml streptomicina (Capricorn, Germany) i
antimikotika (0.25 pg/ml amfotericina B, Capricorn, Germany). Ovako pripremljeni
tkivni eksplanti zubne pulpe su upotrebljeni za izolovanje mezenhimalnih ¢elija zubne
pulpe. Prve mezenhimalne ¢Celije uocene su nakon 5 dana, dok je za prvu tripsinizaciju
bio potreban period od tri nedelje inkubacije na 37°C u prisustvu 5% CO, (NU-5500,
NuAire, SAD).

3.3 Pasaziranje i krioprezervacija mezenihimalnih ¢elija zubne pulpe mleénih zuba
3.3.1 Subkultivacija primarne Celijske kulture u jednom sloju

Tripsinizacija ¢elija podrazumeva proces odvajanja adherentnih ¢elija od dna
posude u kojoj su zasejane u cilju presejavanja odredenog, manjeg broja ¢elija u novu
posudu/flask. Iz inkubiranog flaska sa ¢elijama koje su dostigle konfluenciju 70-80% je
odliven medijum, celije su potom isprane u PBS-u (Capricorn, Germany), a zatim
disocirane sa 1.5ml tripsina/EDTA (Capricorn, Germany) koncentracije 0.05%, nakon
cega je usledila inkubacija 3-4 minuta u inkubatoru na 37°C tokom koje su se Celije
,odlepile“ od dna flaska i zaokruglile. Dejstvo trispina je inaktivirano dodavanjem
kompletnog medijuma u zapremini od 3ml i dobijena suspenzija je presuta u tubu
zapremine 15 ml. Celijska suspenzija je centrifugirana 7 minuta na 500G (Eppendorf
centrifuge 5702, Germany). Po zavsetku centrifugiranja supernatant je odliven, a talog je
resuspendovan sa 2ml kompletnog medijuma. Celije su nakon toga prebrojane u
hemocitometru u 0.4% tripan plavom (Sigma-Aldrich, USA) i u zavisnosti od potrebe
eksperimenta zamrzavane ili zasejavanje u novi flask u svrhu narednog pasaZiranja.
Medijum u flaskovima je menjan svakih 48 sati narednih 6 dana dok ¢elije nisi dostigle
konfluenciju od 70-80% za narednu pasazu. Za potrebe istrazivanja kori§éene su pasaze

4,5,6,7.
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3.3.2 Brojanje ¢elija metodom Tripan-plavim

Za potrebe odrzavanja ¢elijskih linija, broj ¢elija i njihova vijabilnost su odredeni
pomocu testa odbacivanja boje sa 0.4% rastvorom boje tripan plavo (engl. DET- trypan
blue Dye Exclusion Test). Metoda se zasniva na principu da Zive ¢elije ne apsorbuju boju,
dok se mrtve oboje plavo, jer boja prodire kroz oStecenu Celijsku membranu. Suspenzija
¢elija zapremine 50 pl je razblazena sa 50 pl rastvora boje 0.4% tripan plavo (Sigma,
Aldrich, Darmstadt, Germany), i potom je 20ul rastvora ¢elija sa bojom apolikovano u
hemocitometar (Neubauerova komora). Vijabilne ¢éelije bile su brojane na invertnom
mikroskopu (Leica, Germany) primenom odgovaraju¢e formule gde se broj celija

izrazava na mililitar susprenzije:
N = No x 10* x 2

gde je N = ukupan broj zivih ¢elija u 1ml suspenzije; No = broj zivih ¢elija izbrojan po
kvadrantu komore hemocitometra; 2 = faktor razblaZenja; 10* = korekcioni faktor (dubina

komore i zapremina u ml).

3.3.3 Zamrzavanje Celija

Tripsinizirane 1 prebrojane Celije predvidene za zamrzavanje su centrifugirane 7
minuta na 500G (Eppendorf centrifuge 5702, Germany). Nakon odlivanja supernatanta,
¢elije su resuspendovane u FBS (Capricorn, Germany) i 10% dimetil-sulfoksidom (engl.
dimethylsulfoxide, DMSO, Sigma, St. Louis, Mo., SAD) i tako zamrznute u prethodno
obelezenim kriovijalama na -80°C (M80, Ara, Korea). Nakon 48 sati kriovijale su
transportovane u kanister sa te¢nim azotom. Broj ¢elija u Iml medijuma za zamrzavanje

je bio oko 1.5x10°.

3.3.4 Odmrzavanje Celija

Krioivijale sa ¢elijama su odmrzavane na 37°'C u vodenom kupatilu u trajanju od 1
minut, a potom su isprane u kompletnom medijumu i centrifugirane kako bi se odstranio

toksitni DMSO (7 minuta, 500G). Nakon odlivanja supernatanta celije su
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resuspendovane u 6ml komplatnog medijuma i zasejane u T25 flask. Nakon 24 ¢asa Celije

koje se nisu zalepile za flask su odbacene 1 medijum je zamenjen.

3.4 Test formiranja kolonija (engl. colony forming unit assay, CFU)

Brzina kojom SHED formiraju kolonije je vazan test za kvalitet ¢elijske izolacije.
Celije niske pasaZe su zasejane u maloj gustini od 400 ¢elij a/cm’, u plocu sa 6 bunarica, u
odgovaraju¢em medijumu. Ispitivana primarna ¢elijska linija je kultivisana 7-10 dana.
Nakon isteka tog vremena, Celije su isprane PBS, fiksirane metanolom i potom bojene 5-
10 minuta 0.5% kristal-violet bojom. Boja je posle isteka vremena temeljno isprana
teku¢om vodom. Obojene kolonije precnika ve¢eg od Imm su prebrojane na inverznom

faznom mikroskopu (Leica, Germany) na uveli¢anju od 5x i 10x.

3.5 Odredivanje fenotipa dobijenih celija

Protocna citometrija je metoda kojom se pomocu registrovanja optickih signala na
detektorima kada celije prelaze preko laserskog zraka odeduju fenotipske, biohemijske 1
molekularne karakteristike istih. Konvencionalni povrSinski markeri za karakterizaciju
humanih mezenhimalnih mati¢nih ¢elija su CD73, CD90, CD105 kao pozitivni 1 CD45,
CD34, CD14 ili CD11b, CD79a ili CD19 i HLA-DR kao negativni, odnosno markeri

kojima se potvrduje odsustvo drugih tipova ¢elija (87).

Svi navedeni marker su proizvedeni od strane BD Biosciences Pharmingen, SAD.
Kao izotopska kontrola, za odredivanje nespecifi¢nog vezivanja, kod svih markera je
(pasaze 4) sipano je 2 ml PBS i centrifugirano (7 minuta, 500G). Nakon odlivanja
supernatanta postupak je ponovljen da bi se Celije isprale od medijuma. Zatim su celije
resuspendovane u 100 ul PBS i podeljene u dve epruvete po 50 pl, u koje je potom
dodato po 5 ul konjugovanih primarnih antitela pozitivnih i negativnih markera (pozitivni
markeri koji su koris¢eni: CD29, CD44, CD105, CD90; negativni markeri koji su
koris¢eni: CD34, CD45, CD235a, CD73). Sadrzaj u epruveti je inkubiran 30 minuta na
sobnoj temperaturi, u mraku, kako bi se antitela vezala za receptore na povrsini ¢elija.

Celije su zatim isprane u 300 pl komercijalne te¢nosti za ispiranje éelija “cell-wash”
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(Wash buffer BD Biosciences, San Diego, SAD), da bi se odstranio viSak antitela koja se
nisu vezala za Celije. Suspenzija je resuspendovana u 0.5 ml PBS i analizirana na
proto¢nom citometru (FACS calibur cytometer/ FACS calibur BD Biosciences, San
Diego, SAD). Monoklonska antitela koja su se vezala za povrsinu Celija, su obelezena
fluorescentnom bojom, tako da proto¢ni citometar detektuje emitovanu fluorescencu. Na
taj nacin su detektovane i izbrojane ¢elije koje eksprimiraju molekule za koje su se vezala

obelezena antitela. Podaci su analizirani na Cell Quest softveru.

3.6 Priprema dentinskih opiljaka

Zubi su pazljivo izvadeni a potom su uklonjen strani materijali, pre stavljanja u
uredaj i pripreme opiljaka prema uputstvu proizvodaca (Bone Maker, Korea) (Slika 5B).
Konkretno zub je prvo obraden piezoelektirénim instrumentima kako bi se otklonili
zaostali kalkulusi na kruni¢énom i korenskom delu zuba, potom je dijamantskim svrdlima
oCiS¢ena povrsina korena zuba. Nakon toga su bili uklonjeni svi materijali za punjenje iz
zuba (glutaperka, kompozitni materijal itd.). Na kraju je zub isecen na manje delove kako

bi se olakSao proces mlevenja u aparatu.

Komadié¢i zuba su postavljeni unutar mlina (Slika 5C). Usitnjene partikule su
nakon toga prosejane kroz sita veli¢ine 850 um i 425 pm, medutim za obradu su uzete
partikule koje su ostale na situ veli¢ine 425 um (Slika 5D). Dentinske partikule su
postavljene u aparat sa ostalim potrebnim komponentama i materijal je pripremljen
prema uputstvu proizvodaca. Potrebno vreme za pripremu dentinskog grafta je iznosilo
25 minuta. Tako sveze pripremljen graft je Kkoris¢en za dalje istrazivanje. Ispitivani
ekstrakt grafta je dobijen suspendovanjem jedinjenja u podlozi za gajenje Celija
(DMEM/F12) u koncentraciji od 2mg/ml 1 inkubiranjem na 37°C u trajanju od 24h, 71 14

dana, uz konstantnu agitaciju.
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Slika 5. Priprema dentinskih opiljaka

3.7 Sinteza i priprema SBA-16/HA
3.7.1 Sinteza mezoporozne silike SBA-16

Sinteza mezoporoznog SBA-16 izvrSena je postujuci proceduru objavljenu u [ref
Gobin 2006] uzimajuéi u obzir molske odnose reaktanata: TEOS : Fi57 : BUOH : HCI :
H,O =1:0.0036:1.8:2.44:119.6 . Za pripremu 100 ml rastvora, 1.7 g Pluronic-a F127
je rastvoreno u 80.8 g 1.1 M rastvora dejonizovane vode i 3.3 g 38 % rastvora
hlorovodoni¢ne Kiseline, uz konstantno mesanje 30 minuta na 25°C. Rastvor je potom
zagrejan u uljanom kupatilu do 45°C. Potom je dodato je 6.58 ml kosurfaktanta butanola.

Nakon 1 sat meSanja, u rastvor je dodato 8.48 ml tetraetilortosilikata (TEOS, Sigma-
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Aldrich), kap po kap, uz stalno meSanje na temperaturi od 45°C tokom sat vremena, kada
I pocinje da se formira silikatna mezofaza (73). Nakon §to je rastvor, uz konstantno
mesSanje, odstojao 24 sata na 45°C , prebacen je u autoklav (Carl Roth Model 11,
Germany), na temperaturu od 100° C narednih 24 sata. Produkt je filtriran, ispran
etanolom i dejonizovanom vodom, osuSen na 100°C i homogenizovan. Surfaktant je

uklonjen kalcinacijom, tako $to je materijal termicki tretiran 6 sati na 550° .

3.7.2 Sinteza SBA-16/HA kompozita

Sinteza SBA-16/HA kompozita je izvedena dvostepenim postupkom koji se sastojao
od dve faze: faza 1 -sinteza kalcijum-dopiranog matriksa silike i faze 2 — kristalizacije
HAP u Ca-dopiranom matriksu silike.

Faza 1: Sinteza kalcijum-dopiranog matriksa silike

Ca-dopirani matriks silike je sintetisan u tzv. koraku niskog pH [Gobin, 2006; Andrade,
Gomide, da Silva Junior, Goes & de Sousa, 2014)]. Prvo je 0.75g Pluronic F127
ratvoreno u 50 ml Ca(NOs3), i 25ml 2 M rastvora HCI uz konstantno mesanje na sobnoj
temperaturi. Nakon 30 minuta, 2.78 ml kosurfaktanta butanola je dodato da se dostigne
maseni odnos 1:3 (F127: BuOH). Potom, 3.825 ml TEOS-a je dodato kap po kap u
rastvor uz konstantno mesanje na 45°C, tokom jednog sata. Rastvor je potom prebacen u
autoklav, hermeti¢ki zavoren i ostavljen narednih 24 sata na temperaturi od 100°C.

Proizvod je osusen u susnici na 100°C.

Faza 2: Proces kristalizacije HA unutar Ca-dopiranog matriksa silike

U fazi 2, ili koraku visokog pH, Ca-dopiran matriks silike je ubacen u rastvor di-
amonijum hidrogen fosfata (NHj), HPOy, i pH vrednost je podeSena na 9. Nakon toga,
rastvor je izloZen drugom hidrotermalnom tretmanu na 100°C tokom 24 sata. Prah je
posle tretmana ispran i termicki tretiran na 600 C u trajanju od 6 sati i dobijen je finalni
(SBA-16/HA) kompozitni materijal.
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3.8 Karakterizacija ispitivanog materijala
3.8.1 Difrakcija X zraka, XRD (X-ray diffraction)

Metod rendgenske difrakcije (engl. X-ray diffraction, XRD, Ital Structure APD
2000 X-ray powder diffractometer) je koris¢en za strukturnu analizu faza sintetisanog
materijala. Da bi se dobio dublji uvid u kristalini¢nost i fazni sastav kompozita SBA-
16/HA, XRD merenje je izvedeno na Rigaku SmartLab difraktometru (sa Cu, K, i Kg
zra¢enjem) u opsegu 20 od 0 do 60° sa rezimom stepenastog skeniranja od 0,05° i

vremenom ekspozicije od 1.4°/s po koraku.

3.8.2 Difrakcija X zraka pri malim i pri ve¢im uglovima, SWAXS (Small angle/Wide
angle XRay Spectroscopy)

Kompozit SBA-16/HA je okarakterisan rendgenskom spektroskopijom sa
malim/Sirokim uglom (SWAXS), gde su istovremene SAXS 1 WAXS analize radene
SAXS kamerom visokog fluksa (Anton Paar, Grac, Austrija), sa generatorom
rendgenskih zraka Debieflek 3003 (GE-Electric, Nemacka), koji radi na 40 kV i 50 mA,

koji ima Cu anodu sa zape¢a¢enom cevcicom.

3.8.3 Skenirajuca elektronska mikroskopija, SEM (Scanning Electron Microscopy)
sa energetski disperzivnom rendgenskom spektroskopijom (Energy Dispersive
Spectroscopy)

Skenirajuca elektronska mikroskopija je kori§¢ena da bi se ispitala morfologija i
mikrostruktura uzorka. Snimanja su vrSena na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu
(TESCAN Vega TS 5130 MM, Czech Republic) koji je opremljen detektorom za
elementarnu analizu (EDS detector, OKSFORD).

Elementarna analiza komercijalnog praha je uradena skeniraju¢im elektronskim
mikroskopom opremljenim EDS detektorom. Pri interakciji visokoenergetskog snopa
elektrona (20 keV) i ispitivanog materijala dolazi do emisije karakteristicnog X-zracenja,

¢ija se energija meri pomocu EDS detektora. Kako je energija X-zracenja karakteristicna
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za prelaz elektrona sa spoljasnje na unutrasnju elektronsku ljusku, odnosno atomsku
strukturu elementa koji emituje X-zraCenje, EDS detektor omoguéava precizno

utvrdivanje elementarnog sastava ispitivanog uzorka.

3.8.4 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom, Fourier

transform infrared Spectroscopy (FTIR)

Ova analiza se koristi za dobijanje infracrvenog spektra apsorpcije ili emisije koju
imaju Cvrste supstance, teCnosti ili gasa. FTIR spektrometar istovremeno prikuplja

spektralne podatke visoke rezolucije u Sirokom spektralnom opsegu.

Infracrveni spektri Fourijeove transformacije (FTIR) snimljeni su sa dva spektrometra
Perkin Elmer Spectrum (Perkin Elmer, SAD) u rezimu oslabljene ukupne refleksije, ATR.

Rezolucija je podesena na 4 cm™ u spektralnom opsegu koji pokriva 4000-400 cm™.

3.9 Odredivanje citotksi¢nosti ispitivanih materijala

3.9.1 Ispitivanje citotoksi¢nosti materijala-MTT test (thiazolyl blue tetrazolium

bromide test)

Celijska proliferacija je indirektno merena prema metodi Mosmana (141) putem
odredivanja sposobnosti ¢elija da metaboli¢ki redukuju tetrazolijum boju (MTT-3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid), supstancu Zute boje, rastvorljivu u
vodi, kidanjem tetrazoliumovog prstena uz pomo¢ sukcinat dehidrogenaze, koja se nalazi
u mitohondrijama, u ljubicasti formazan koji je nerastvorljiv u vodi. Sposobnost da
redukuju boju imaju samo metabolic¢ki aktivne Celije, te koli¢ina stvorenog formazana

pozitivno korelira sa brojem Zivih 1 metabolicki aktivnih Celjja.

Ispitivanje indirektne toksi¢nosti u ovom istrazivanju podrazumeva ispitivanje
toksi¢nosti ekstrakata ispitivanih jedinjenja, odnosno njihovih degradacionih proizvoda
na Celije in vitro. Ispitivani ekstrakti su dobijeni suspendovanjem jedinjenja u podlozi za
gajenje ¢elija u koncentraciji od 1.67 mg/ml i inkubacijom na 37°C u trajanju od 24 Casa,
7 dana ili 14 dana, uz konstantnu agitaciju na rotacionom mikseru (Unimax 2010,

Heidolph, Germany). Nakon inkubacije, dobijene suspenzije su centrifugirane 7 minuta
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na 500G (Eppendorf centrifuge 5702, Germany), dekantovane, izmerena im je pH
vrednost rastvora i rastvori su filtrirani kroz filter veli¢ine pora 0.22 pum da bi se
sterilisali. Ovako dobijeni ekstrakti su dalje koriS¢eni za tretiranje ¢elija u cilju ispitivanja
indirektne citotoksic¢nosti. Pored ispitvanih ekstrakata dentinskih opiljaka (DO) i SBA-
16/HA, kao komercijalni materijal koris¢en je Bio-0ss® (Bio-0ss® cancellous granule
0.25-1.0 mm veli¢ine, Geistlich AG, Wolhusen, Switzerland).

Za ispitivanje delovanja ekstrakata biomaterijala, ¢elije su nakon tripsinizacije
resuspendovane u hranljivoj podlozi i u odgovarajué¢em broju (2x10%/100 pl) zasejane u
mikroplocu sa 96 bazena. Vijabilne Celije su posejane u kvadriplikatu u mikrotitar ploce
sa 96 otvora. Ploce sa zasejanim ¢elijama su ostavljene u termostatu na 37 °C, sa 5% CO,
naredna 24 Casa. Rastvor MTT (Sigma-Aldrich, USA) je pripremljen neposredno pre
dodavanja, i dodat je u sve otvore na ploc¢i u zapremini od 10 pl/otvoru i inkubacija je
nastavljena naredna 3 ¢asa (u termostatu na 37 °C, sa 5% CO,). Po isteku 3 ¢asa u svaki
otvor je dodato po 100 pl 0.04 mol/l hlorovodoni¢ne kiseline u izopropanolu.
Apsorbancija je o€itana odmah po isteku inkubacije na citatu za mikrotitar ploce
(Multiscan FC, Thermo Scientific) na talasnoj duzini od 540 nm i referentnoj od 690 nm.
Otvori na plo¢i koji sadrze samo medijum 1 MTT, ali ne i ¢elije, su slepa proba (“blank™).

Citotoksicnost je izrazena procentom prema formuli:
Cl= (1-As/Ak) x 100,

pri ¢emu je Ak apsorbancija kontrolnih uzoraka, a As apsorbancija uzoraka sa
ispitivanim diskom. Frakcija prezivelih Celija izrazava se kao procenat od kontrolne

vrednosti prema formuli:
%K= (Ns/NK) x 100,

pri ¢emu je Nk broj ¢elija kontrolnih uzoraka, a Ns broj ¢elija uzoraka sa ispitivanom

supstancom.

3.9.2 Test odbacivanja boje - DET test

Celije su bile sakupljene u logaritamskoj fazi rasta, tripsinizirane, resuspendovane

I izbrojane u 0.1% tripan plavom. Vijabilne ¢elije Su posejane u Petrijeve Solje sa dodatim
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ekstraktom ispitivanih supstanci u koncentraciji 2x10°/1 ml. U kontrolnim uzorcima nije

bilo supstanci. Petrijeve $olje sa zasejanim éelijama su ostavljene u termostat na 37°C, sa
5% CO; narednih 24 Casa. Po isteku inkubacije, nakon 24 casa celije su izbrojane uz
pomo¢ invertnog mikroskopa u komoricama za brojanje. Koris¢ena je Neubaurova
komorica gde su ¢elije brojane u Cetiri kvadrata. Svaki kvadrat je podeljen na 16 manjih
kvadrata tako da ih ima ukupno 64. Potom je uzeto 100 ul ¢elija i tome dodato 100 ul
boje 0.1% tripan-plavo. Nakon intenzivnog muckanja nekoliko kapi je naneto na oba
polja komorice za brojanje. Tripan-plavo boji mrtve celije, dok zive celije ostaju

neobojene.

Broj ¢elija u 1 ml suspenzije je izracunat iz formule:
X =x-10-2 -1000

10-dubina komore

2 -faktor dilucije

1000 -zapreminski koeficijent

X-broj celija u 16 kvadrata (prosecan broj Celija u 4x16 kvadrata). Citotoksi¢nost je

izraZzena procentom, prema formuli:

Cl= (1-Ns/Nk) x 100, pri ¢emu je Nk broj ¢elija kontrolnih uzoraka, a Ns broj ¢elija

uzoraka sa ispitivanom supstancom.
Frakcija prezivelih Celija su izrazene kao procenat od kontrolne vrednosti, prema formuli:

%K= (Ns/Nk) x 100, pri cemu je Nk broj ¢elija kontrolnih uzoraka, a Ns broj ¢elija

uzoraka sa ispitivanom supstancom.

3.10 Diferencijacija ¢elija u osteoblaste
3.10.1 Osteogena diferencijacija celija

Celije su bile kultivisane u plo¢ama sa Sest bunarica i inkubirane u kompletnom
medijumu, pri standardnim uslovima kultivacije, do postizanja subkonfluentnosti. Kako

bi se usmerile ka osteogenoj diferencijaciji, ¢elije su zatim bile inkubirane u medijumu za
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osteogenu diferencijaciju. Standardnom medijumu su dodate slede¢e supstance kako
bismo dobili medijum za osteogenu diferencijaciju: askorbinska kiselina (Galenika a.d,
Srbija) u koncentaciji od 0.05 pmol/l, deksametazon (Galenika a.d., Srbija) u
koncentraciji od 0.1 pmol/l i beta glicerofosfat (Sigma-Aldrich, USA) 10 pmol/l.
Inkubacija Celija je trajala 21 dan uz zamenu medijuma na svaka 2-3 dana. Nakon toga, u
cilju potvrde osteogene diferencijacije, celije su bojene alizarin red bojom i
imunoflorescentno. Kontrolnu grupu su ¢inile celije gajene u osnovnom kompletnom

medijumu za kulturu ¢elija.

3.10.2 Alizarin red test

U svrhu odredivanja prisustva kalcijumovih depozita u ¢elijama, napravljen je
radni rastvor alizarin crvenog: 2 g alizarin crvenog je rastvoreno u 100 ml dejonizovane

vode, i pH rastvora je iznosio 4.18.

Nakon tri nedelje inkubacije, medijum je odliven iz bunari¢a, i ¢elije su isprane
dva puta u PBS. Zatim je u svaki bunari¢ dodato po 500 ul paraformaldehida i inkubirano
30 minuta. Fiksativ je nakon isteka tog vremena odliven, ¢elije su isprane destilovanom
vodom i u svaki bunari¢ je dodato 500 pl radnog rastvora alizarin crvenog. Mikrotitar
ploce sa bunaru¢ima su bile inkubirane 30 minuta na sobnoj temperaturi. Boja je nakon
toga odlivena a uzorci su isprani pet puta destilovanom vodom. Kalcijumovi depoziti su

slikani invertnim mikroskopom (Leica MC 190 HD, Germany).

3.10.3 Imunofluorescentno bojenje primarnih ¢elijskih linija

Za potrebe standardnog imunofluorescentnog bojenja, ¢elije su zasejane u ploc¢u
sa 24 otvora, sa pokrovnicom preénika 12 mm (Marienfeld, Germany), u koncentraciji
od 3x10 ¢elija/otvoru u 0.5 ml odgovaraju¢eg medijuma. Ispitivana primarna éelijska
linija je kultivisana u skladu sa prethodno opisanim uslovima u medijumu za osteogenu
diferencijaciju mati¢nih ¢elija. Nakon isteka perioda inkubacije od 24 sata pristupano je
bojenju kontrolne i eksperimentalne grupe, odnosno zalepljenih ¢elija na pokrovnicama

iz ploc¢a sa 24 otvora. Eksperimentalnu grupu ¢ine SHED diferencirane u osteoblaste.
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Iz ploca sa otvorima je prvo aspiriraran sav medijum za rast ¢elija. U slede¢em
koraku ¢elije zalepljene za pokrovnice su ispirane tri puta u PBS. Potom su celije
fiksirane u 4% parafolaldehidu (rastvorenom u PBS) u trajanju od 10 minuta. Nakon
fiksiranja ponovno su ispirane tri puta PBS. Primenom 0.3% Triton X-100 (Alfa Aesar, A
16046, Germany) u trajanju od 5 minuta postignuta je permeabilizacija Celija. Dalji
postupak izvoden je u vlaznoj komori. Pokrovnice su tretirane se 10% normalnim kozjim

serumom radi blokiranja nespecificnog bojenja, u trajanju od 30 minuta na 25°C.

Imunofluorescentno bojenje je radeno na slede¢i nadin: Na pokrovnice su
aplikovana primarna antitela anti-SOX 2 (Flarebio, PA16539A0RB, USA) u razblaZenju
1:200, Ki-67 (Thermo Fisher, PA5-19462, USA) u razblazenju 1:200, Osteopontin
(Thermo Scientific, RB-9097-P0, USA) u razblazenju 1:100, kao i anti-Collagen 1
(Abcam, ab138492, USA) u razblazenju od 1:1500. Tako aplikovana primarna antitela su
inkubirana na sobnoj temperaturi sat vremena. Sekundarna antitela Alexa Fluor 555
(Abcam, ab150078, United Kingdom) i Alexa Fluor 488 (Abcam, ab 150077, United
Kingdom), aplikovana su nakon isteka tog vremena u trajanju od 30 minuta, na
temperaturi 25°C. Pokrovnice su nakon toga montirane na predmetno staklo pomocu

DAPI medijuma (Abcam, ab 104139, United Kingdom).

Obojene celije analizirane su na mikroskopu marke Leica DMLB 100T, Germany
i fotografisane kamerom marke Leica MC 190 HD, Germany. Za potrebe analize
imunofluorescentno bojenih preparata izvrSena je semikvantitativna evaluacija intenziteta
imunopozitivnosti pojedinih markera, koja je izraZzena uz pomo¢ cetvorostepene skale
brojevima od 0 do 3. Ocena intenziteta imunopozitivnosti kvalifikovana je kao: jako
izraZzen intenzitet imunopozitivnosti (3), umeren intenzitet (2) i slab (1), kao 1 bez

imunopozitivnosti (0).

3.11 Odredivanje ekspresije osteogenih markera

U cilju odredivanja ekspresije osteogenih markera kod ispitivanih materijala,
SHED su tretirane ekstraktima SBA/16-HA, dentinskih opiljaka i Bio-0ss® matrijala,

starim 1., 7., 14. dana. Kao negativna kontrolna grupa koriS¢ene su netretirane SHED (u
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daljem tekstu kontrolna grupa), dok su osteoblasti, prethodno diferencirani iz SHED,

koris¢eni kao pozitvna kontrolna grupa (u daljem tesktu osteoblasti).

Kako bismo odredili ekspresiju odredenih gena, ¢elije su zasejane u T75 flasku i
nakon postizanja konfluentnosti od 80% tretirane ispitivanim ekstraktima materijala u
trajanju od 24 ¢asa. Kontrolne grupe su bile tretirane fosfatnim puferom. Za odredivanje
genske ekspresije to jest za kvantifikaciju informacione RNK koris¢eni su triplikati
svakog uzorka. Metoda izbora kod odredivanja genske ekspresije jeste lanCana reakcija
polimeraze u realnom vremenu (Real time PCR (polymerase chain reaction)). Priprema
uzorka iziskuje nekoliko koraka: izolaciju IRNK, reakciju reverzne transkripcije i
kvantifikaciju IRNK u Real time PCR analizi.

3.11.1 Izolacija IRNK

Nakon tretmana, ¢elije su sakupljene i centrifugirane na 300 RCF tokom 10
minuta, potom je talog ¢elija ispran u fosfatnom puferu i ponovo centrifugiran na isti
nacin. Nakon toga uzorci ¢Celija su bili lizirani trizolom (TRIzol Reagent, Invitrogen
Ambion) da bi se izolovala RNK, i to tako §to je na 5x10° ¢elija dodat 1 ml trizola uz
inkubaciju od 5 minuta. Tamo gde je bilo potrebno ¢elije su homogenizovane u tubicama
klipom/homogenizerom radi boljeg liziranja celija. Proteini su istalozeni dodavanjem 0.2
ml hloroforma u homogenat. Nakon dodavanja hloroforma tubice su promuckane
invertovanjem (okretanjem) 15 sekundi, a potom inkubirane 2-3 minuta na temperaturi od
25°C. Zatim su uzorci centrifugirani 5 minuta na 12000 RCF, na +4°C, a izdvojeni
supernatant (koja sadrzi RNK) je prenet u nove nukleaza-oslobodene tubice. Na
supernatant je dodato 0.5 ml izopropil alkohola kako bi se istalozila RNK. Potom su
uzorci inkubirani jo§ 10 minuta na temperaturi od 25°C, pa centrifugirani na 12000 RCF,
10 minuta na +4°C. Pipetom je nakon toga uklonjeno sto vise supernatanta, kako bi RNK
ostala kao talog u vidu zareza na dnu tubice. Talog je ispran sa 1 ml 75% etanola (dobija
se rastvaranjem apsolutnog etanola u vodi oslobodenoj od nukleaza). Uzorci Su
vorteksovani 5-10 sekundi, pa centrifugirani na 7500 RCF, 10 minuta na +4°C. Pipetom
je uklonjeno sto vise supernatanta i tubice su postavljene u suvo kupatilo na 30°C tokom

25 minuta. Talog je resuspendovan u 20 pl vode oslobodene od nukleaza. U cilju
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eliminacije zaostale genomske DNK, uraden je tretman sa DNA-zom koriste¢i Turbo
DNA freeTM kit (Ambion®, Thermo Fisher Scientific) prema uputstvima proizvodaca.
Nakon toga izmerena je koncentracija izolovane RNK uz pomoé¢ Qubit 3 fluorimetra
(Invitrogen) i adekvatnog kita za RNK (QubitTM RNA Broad Range Assay, Thermo
Fisher Scientific) izracunata je koncentracija RNK. Uzorci RNK su ¢uvani na -80°C do

trenutka prevodenja u komplementarnu DNK.

3.11.2 Reakcija reverzne transkripcije

Posto ovako izolovani molekuli RNK ne mogu da sluze kao matrica za PCR (jer
Taq polimeraza koristi isklju¢ivo jednolancani molekul DNK kao matricu), procesom
reverzne transkripcije izolavana iIRNK je pretvorena u komplementarni DNK lanac
(cDNK). Za reakciju reverzne transkripcije koris¢en je Kit za reverznu transkripciju
(High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit, Applied Biosystems). Koli¢ina RNK
koja je koris¢en za ovaj kit je izmedu 100 ng i 2 pug po reakciji i ujednacena je za sve
uzorke. Koncentracija RNK se svodi prema uzorku na kojem je ocitana najmanja
vrednost. Ukupan volumen jedne reakcije iznosio je 20 pl tako da je u njemu bilo 10 pl
uzorka i 10 pl master miksa (sastav master miksa je pripremljen prema uputstvu

proizvodaca).

Kako bi se izvela reakcija, na PCR masini (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems)

podeseni su optimalni uslovi prema uputstvima proizvodaca kita.

3.11.3 Kvantifikacija iIRNK u Real time PCR analizi

Real time PCR je modifikovana PCR reakcija u kojoj je moguce u ,,realnom
vremenu® (tj. nakon svakog ciklusa) pratiti amplifikaciju. Reakcija je izvedena na aparatu
Real-Time PCR 7500 Fast (Applied Biosystems). U standardnim uslovima (50°C/2
minuta, 95°C/10 minuta; i 40 ciklusa, od kojih je svaki bio pri 95 °C /15 sekundi, a
potom 60 °C /1 minut). Specificni prajmeri koji Su koriSc¢eni ranije Su dizajnirani a
njihove sekvence su prikazane u Tabeli 3. Na 2.5 ul ¢cDNA uzorka (prethodno

razblazenog i ujedna¢enog medu uzorcima) dodato je 10 pl master miksa koji sadrzi 1.3
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ul  smeSe uzvodnog (engl. forward) i nizvodnog prajmera (engl. reverse), 4 ul vode
oslobodene od nukleaza i 5.25 pul Power SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Normalizacija eksperimentalnih podataka vrsena je u odnosu na endogenu
kontrolu (referentni gen - GAPDH). Analiza i vizuelizacija dobijenih rezultata uradena je
u SDS softveru verzija 1.4 (Real-Time PCR 7500 FAST, Applied Biosystems).

Tabela 3. Prajmeri koji su koris¢eni u analizi

Gen Sifra Sekvenca prajmera
ALPL F:5'-ATGGGATGGGTGTCTCCACA-3’
M 001127501.4
Alkalna fosfataza NM 00112750 R-5'-CCACGAAGGGGAACTTGTC-3'
:5'- CAAGA-3’
Ru? r_elated RUNX2 NM 001015051 4 1:“ 5’-CACTGGCGCTGCAA :
transcription factor 2 R:5'-CATTCCGGAGCTCAGCAGAATAA-3
GAPDH F: 5'-ATGAGAAGTATGACAACAGCC-3’

House keeping gene NM 001357943.2

3.12 Statisti¢ka analiza

Za obradu dobijenih rezultata kori$éen je statistiCki paket SPSS Statistics 23.0
(Chicago, IL, SAD). Pre testiranja numerickih varijabli ispitivan je tip distribucije
Shapiro-Wilk-ovim testom. Sve numeri¢ke varijable pokazale su normalnu distribuciju,
pa su za poredenje rezultata izmedu grupa koriS¢ena jednofaktorska ANOVA. U
slu¢ajevima kada je ANOVA pokazala statisticku znacajnost, razlike medu grupama su
praéene Tukey post hoc testom. Za najnizi stepen znacajnosti prihvatane su vrednosti

verovatnoée p <0.05.

R: 5'-AGTCCTTCCACGATACCAA-3’

[ a0 L
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4. REZULTATI

4.1 Izolacija ¢elijske populacije mezenhimalnih ¢elija metodom eksplanta

U ovom radu su metodom tkivnog eksplanta izolovane su SHED dece stare od 6
do 10 godina. Nakon 2 do 4 dana iz eksplanta su pocinjale da migriraju celije koje su
istovremeno i proliferisale stvaraju¢i ostrvca bogata celijama (Slika 6A). U prvim danima
nakon zasadivanja eksplanta adherentne celije su pod fazno kontrasnim mikroskopom
morfoloski izgledale izduzeno, vretenasto sa svetlom citoplazmom. Do prve tripsinizacije
bio je potreban period od 3 nedelje inkubacije na 37'C, u prisustvu 5% CO,. Vreme
kultivacije posle prve tripsinizacije je oznaceno kao prva pasaza (P;). Broj presejanih
¢elija se kretao od 200000 do 300000 ¢elija. Daljom kultivacijom éelije su se umnozavale
brze te su supkonfluetnost dostizale 10 dana nakon zasadivanja (Slika 6B). Celije su

uzgajane do sedme pasaze nakon ¢ega je kultivacija prekidana.

-
L

200 pm - ‘ b : 100 p}n
X h | m— |

Slika 6. A) SHED izolovane metodom eksplanta, 5 dana nakon uranjanja tkivnog
eksplanta u hranljivi medijum. U uglu gore levo se vidi tkivo zubne pulpe, a celo polje je
prekriveno ¢elijama koje migriraju i proliferiSu (invertni mikroskop, uveli¢anje objektiva
x10), B) Celije tre¢e pasaze (P3) koje migriraju i proliferisu (invertni mikroskop sa

faznim kontrastom, uveli¢anje objektiva x20).
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4.2 Test formiranja kolonija

Radi odredivanja klonogenog potencijala SHED, koriS¢en je standardni test
formiranja kolonija c¢elija slicnih fibroblastima (CFU-F). Broj CFU-F kolonija je bio
linearno zavisan od broja zasejanih Celija (Slika 7.). U prvoj pasazi (P;) broj CFU-F je
iznosio 420+45 na 10000 zasejanih éelija. Ovaj broj ¢elija nam ukazuje na visok kvalitet i

potencijal umnozavanja izolovanih ¢elija.

@O, ZFid
LTSN =g

RadPy b

Slika 7. Test formiranja kolonija sli¢nim fibroblastima (CFU-F). Izgled kolonija obojenih
kristal violet bojom (uveli¢anje objektiva x10 A, B; x20 C, D).

4.3 Karakterizacija fenotipa dobijenih celija metodom proto¢ne citometrije

Protocna citometrija je pokazala jasnu ekspresiju slede¢ih markera: CD73, CD90,
CD105. Navedeni pozitivni markeri su pokazatelj prisustva mezenhimalnih celija, s
obzirom da pokazuju ekspresiju u vise od 95% ispitivanih ¢éelija (Slika 8A, Slika 9A).

CD34 marker hematopoieti¢énih mati¢nih ¢elija bio je negativan u svim uzorcima,
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odnosno njegova pozitivnost je bila manja od 1% ¢ime je potvrdeno odsustvo drugih

tipova ¢elija u izolovanoj kulturi. Takode, u svim uzorcima su bili negativni CD45 i

CD235a (Slika 8B, Slika 9B) ¢ime je dokazano odsustvo drugih tipova c¢elija u kulturi.
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Slika 8. Karakterizacija SHED na markere mezenihimalnih mati¢nih celija; A)
Mezenihimalni povrsinski marker na SHED (CD73, CD90, CD105), B) Hematopoieti¢ni
¢elijski povrsinski marker na SHED (CD34, CD45, CD235a).
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Slika 9. Karakterizacija SHED na markere mezenihimalnih matiénih celija; A)
Mezenihimalni povrsinski marker na SHED (CD73, CD90, CD105), B) Hematopoeti¢ni
¢elijski povrsinski marker na SHED (CD34, CD45, CD235a).

4.4 Karakterizacija kompozitnog materijala na bazi mezoporozne silike i
hidroksiapatita

4.4.1 SWAXS i XRD

Analiza SAXS i WAXS je uradena simultano u laboratoriji za SWAXS koristeci
SAXS kameru visokog fluksa (Anton Paar, Graz, Austria) sa Debyeflex 3003
generatorom X zraka (GE-Electric, Germany) sa radnim parametrima od 40kV i 50mA.
Prema rezultatima dobijenim unutar SAXS regiona (26 = 0-7°), spektar kompozita
HA/SBA-16 pokazao je difuzno rasejani region bez naznaka visoko uredene 3D

mezoporozne strukture karakteristicne za SBA-16 (Slika 10A). To zna¢i da HA ima

103
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skoro pa destruktivni efekat na strukturu SBA-16, ali ocigledno nije u stanju da je
potpuno razori. Iako struktura SBA-16 nije saCuvana u kompozitnom uzorku, viSestruki
benefiti mogu proizaéi iz njegove mezoporozne strukture. Na osnovu rezultata WAXS

analize moguce je pretpostaviti formiranje kristalne HA faze.

(110)  (200) (211)
A P B)
b 5x10° -
4x10* 1
= 3x10° 1
G,
T 2x10*
1x10*
IJCPDF 09-0432
0 Sl Y
10 20 50

30 40
26[°]

Slika 10. SBA-16/HA nanokompozit; A) SWAXS spektar snimljen do 40° (20) (na
isecku je prikazan SAXS opseg do 2° (20)), i B) XRD spektar snimljen u opsegu 20 od
10 do 60°.

Posto WAXS analiza (20 = 7-45°) nije obuhvatila ceo opseg 20 regiona vaznog
za identifikaciju HA faze, XRD analiza je izvedena na Rigaku SmartLab difraktometru
(sa Cu Ka i KB zraenjem) u opsegu 20 od 0 do 60° (Slika 10B). Identifikacija faze
izvedena je pomoc¢u JCPDS kartice 09-0432. Rendgenski difraktogram nanokompozita
ima glavni pik na oko 26 = 32° Milerovih indeksa (211), a drugi na 26° (002), 33° (300),
34° (202), 40° (310), 47° (222), 49° (213) i 53° (004). Ovi rezultati ukazuju na uspesno

formiranje HA kristala kao monokristalne faze u materijalu.

60

45



Doktorska disertacija Dragica Bulaji¢

4.4.2 SEM (Skenirajuca elektronska mikroskopija) sa EDS analizom

Snimanja na skaniraju¢em elektronskom mikroskopu TESCAN Vega TS 5130
MM, opremljenim detektorom za elementalnu analizu otkrila su cestice sfernog oblika
SBA-16 materijala (Slika 11). Ove ¢estice, ¢ija veli¢ina varira od 2 do 5 um, koalesciraju
jedna s drugom i teze da formiraju aglomerate veli¢ine od 10 do 60 um unutar etanolne
disperzije. Postupak sinteze, koji je rezultirao stvaranjem iskristalisanognog HA sa Ca
dopiranim matriksom SBA-16, uticao je na dalju aglomeraciju c¢estica, kao i na oblik i
veli¢éinu konac¢nog proizvoda. Medutim, uoceno je prisustvo malih pahuljastih HA
kristala oko polu-sfernih ¢estica SBA-16 (Slika 12b).

Slika 11. Prikaz SBA-16 na a) malom i b) velikom uvec¢anju SEM.
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Slika 12. SEMmikrografije SBA-16/HA nanokompozita pri a) malom i b) velikom
uvecéanju SEM.
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Slika 13. SEM mikrografija praha nanokompozita SBA-16/HA i EDS spektri uzeti sa

oznacenih povrsina 1-3.

Tabela 4. Rezultati EDS analize ¢estica SBA-16/HA nanokompozita.

Spectrum @) Si P Ca Total Ca/P
1 63.17 3.45 12.36 19.02 100.00 1.54~1.6
2 78.25 4.1 6.52 11.13 100 1.70
3 76.60 4.26 7.78 11.36 100 1.46

Povrsinska analiza koriste¢i EDS izvrSena je na nekoliko odabranih podrucja
praha SBA-16/HA, a spektar jednog od njih predstavljen je na Slici 13. Kvalitativna
elementarna analiza uzorka pokazala je prisustvo jona silicijuma, kalcijuma i fosfora u
koli¢inama tipi¢nim za uspe$no formiranje kalcijum fosfata unutar SBA-16 matriksa.
Molarni odnos Ca/P je parametar koji procenjuje rastvorljivost jedinjenja kalcijum
fosfata. Za stehiometrijski sastav hidroksiapatita, Caio(PO4)s(OH),, taj odnos je 1.67.
Kao $to se moze videti iz Tabele 4., analizirana podrucja su pokazala vrednosti Ca/P od
1.54, 1.70 i 1.46. lako su neka podrucja pokazala stehiometrijski sastav Ca/P, vecina
povrsina analiziranog uzorka ukazivala je na stvaranje kompozita SBA-16/HA sa

nedostatkom kalcijuma.

4.4.3 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

FTIR analiza je izvrSena na uzorcima SBA-16 i SBA16/HA radi utvrdivanja
hemijskog sastava i ispitivanja prisustva vibracionih traka tipi¢nih za ovu vrstu
jedinjenja. Spektri uzoraka SBA16 i SBA16/HA prikazani su na Slici 14. Vibracione
trake, sa slabim prevojem, tzv. “kolenom” na 974 cm™ uodene u spektru SBA-16 i
SBAIL6/HA, pripisane su prisustvu vibracionih traka silanolnih grupa (Si — OH), dok su
apsorpcione trake na oko 800 cm-' i 1000-1100 cm™ odgovaraju vezama Si — O — Si. U
oba spektra uoGena je slaba traka na 1630 cm™ koja moze da se pripise koordinisanoj
vodi. Sli¢no, Siroka slaba traka izmedu 2900-3600 cm™ pripisuje se O-H rastezuéoj

vibracionoj traci.
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Pored traka tipi¢nih za mezoporozni silicijum dioksid SBA-16, spektar SBA-
16/HA pokazuje oftre apsorpcione trake koje se pripisuju HA: v3 PO3™ na 1026 cm™ i
1089 Cm'l, Vo POg'4 na 463 Cm'l, V1 POg,'4 simetri¢no istezanje na 971 cm'l, i vy POg'4
savijanje na 606 i 562 cm™. Siroke apsorpcione trake na oko 2900-3600 cm™ i 1632 cm’
! obe niskog intenziteta, pripadaju —OH rastegljivim i H-O-H savijaju¢im vibracijama.
U spektru se nije mogla uoditi iroka apsorpciona traka na priblizno 630 cm™ koja
poti¢e od —OH istezuce vibracije §to ukazuje na formiranje slabo kristalini¢nog, Ca

deficijentnog HA.
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Slika 14. FTIR spektar SBA-16 i SBA-16/HA materijala.

4.5 Ispitivanje indirektne citotksi¢nosti ispitivanih materijala- MTT test

Ovim eksperimentom ispitan je potencijalni toksi¢ni efekat tri skafolda koji bi oni
mogli da imaju na SHED. MTT test je otkrio da se vijabilnost ¢elija 1. dana u kontrolnoj
grupi znacajno razlikovala od one u grupama Bio-0ss®, SBA/16-HA i DO (p<0.05).

Medu svim eksperimentalnim grupama, nakon prvog dana, samo je grupa DO pokazala
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blagu citotoksi¢nost na ¢elijama (Slika 15A). U druge dve grupe ¢elije su proliferisale, u

poredenju sa kontrolnom grupom.

Vijabilnost ¢elija u kontaktu sa ekstraktima materijala starih 7. dana pokazala se
statisticki znacajno razli¢itom u svim eksperimentalnim grupama, u poredenju sa
kontrolnom grupom (p<0.05) (Slika 15B). U ovom vremenskom preseku, grupe Bio-0ss®
i DO pokazale su smanjenje vijalilnosti na 105% i 78%, dok je u grupi SBA/16-HA

drasti¢no smanjena vrednost na 95%.

Rezultati MTT testa ekstrakata materijala starih 14. dana pokazali su stististicki
znaajno smanjenu vijabilnost DO grupe, na 71%. Za razliku od DO grupe, u grupama

Bio-0ss® i SBA/16-HA registrovano je znacajno povecanje vijabilnosti éelija (Slika 15C).

U grupi Bio-0ss®, procenat vijabilnosti ¢elija 7. dana je smanjen u poredenju sa
rezultatima 1. i 14. dana. Ovo se moze oObjasniti kasnim apoptotskim efektom.
Sveukupno, u sva tri vremenska preseka, ovaj materijal je pokazao proliferiSuci efekat na
¢elijama 1 odlicnu biokompatibilnost. Budu¢i da ovaj materijal predstavlja zlatni standard
u kostanoj nadoknadi kada su u pitanju ksenografti, takav rezultat je ocekivan. U grupi
SBA/16-HA primecen je sli¢an obrazac rezultata. Kasni apoptoticki efekat bio je prisutan
7. dana. Medutim u ekstraktu materijala starom 14. dana, rezultati MTT testa ispitani
jednofaktorskom ANOVA analizom pokazali su statisti¢ki znacajno povecanu vijabilnost
¢elija. Kao §to se moze videti na Slici 18. nisu pronadeni dokazi o citotoksi¢nosti ovog
materijala. SBA/16-HA je pokazao proliferativni efekat na SHED. Samo su ekstrakti DO
u sva tri vremenska preseka ocenjeni kao blago citotoksi¢ni. Vijabilnost celija je

vremenom znacajno smanjena na 77%, 78%, odnosno 71%.
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Slika 15. SHED u prisustvu ektrakta Bio-0ss®, HA/SBA-16 i dentinskih opiljaka u
hranljivoj podlozi nakon 24 sata (A), 7 dana (B) i 14 dana (C). Vijabilnost celija
odredena je MTT testom (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide).
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Absorbanca kontrolne grupe odredena je kao 100% broj prezivelih cCelija, te su ostale

grupe izrazene kao procenat vijabilnih ¢elija u odnosu na kontrolu (netretirane celije). *

p<0.05.

4.6 Test odbacivanja boje- dye exclusion test (DET)

Srednja vrednost nivoa citotoksi¢nosti u svim grupama Bio-0ss® materijala
iznosila je -4,37%, §to ukazuje na njegov generalni proliferativni efekat na SHED. Visok
stepen biokompatibilnosti pokazao je i SBA-16/HA, gde je prose¢na vrednost indeksa
cititoksi¢nosti iznosila -1.43%. Efekat -citotoksi¢nosti pokazao je samo ekstrakt
dentinskih opiljaka u sve tri vremenske tacke, te je prosecan i ujedno najveci indeks

citoksi¢nosti iznosio 12.75% (Tabela 5, Slika 16).

Rezultati biokompatiblnosti ukazuju na visok nivo stepena ¢elijske kompatiblnosti
za Bio-0ss® i SBA-16/HA materijale, dok je on nesto niZi za dentinske opiljke. ANOVA
je pokazala da postoji znacajna razlika izmedu svih materijala, posmatrano unutar

vremenskih grupa (p<0.05).
Tabela 5. Indeks citotksi¢nosti ispitivanih materijala

Vrsta materijala Indeks citotoksi¢nosti (%Ci) na

mati¢nim ¢éelijama zubne pulpe

1 dan -5.62

Bio-0ss® 7 dana -2.72
14 dana -4.78

1 dan -5.24

SBA-16/HA 7 dana 4.33
14 dana -3.39

1dan 9.70

DO 7 dana 13.74

14 dana 14.81
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Slika 16. Graficki prikaz indeksa citotoksi¢nosti ispitivanih materijala na mati¢nim

¢elijama zubne pulpe

4.7 Diferencijacija Celija u osteoblaste

Izolovane SHED, iz pasaze 4, su diferencirane u osteoblaste nakon tri nedelje
gajenja celija u osteogenom medijumu. Diferencijacija je dokazana bojanjem alizarin red
bojom mineralizovanog matriksa koji je karakteristican produkt osteoblasta. Klasi¢nim

histoloskim bojenjem prikazani su kalcijum-fosfatni depoziti (Slika 17).
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Slika 17. Diferencijacija mezenihmalnih ¢elija zubne pulpe u osteoblaste: kalcijum
fosfatni depoziti su vidljivi kao tamno obojeni noduli u ¢elijskom matriksu (uveli¢anje

objektiva 10x).

4.8 Imunofluorescentno bojenje primarne éelijske kulture

Za potrebe analize imunofluorescentnog bojenja izvrSena je semikvantitativna
evaluacija intenziteta imunopozitivnosti markera, koja je izrazena uz pomo¢
Cetvorostepene skale brojevima od 0 do 3. Ocena intenziteta imunopozitivnosti
kvalifikovana je kao: jako izraZen intenzitet imunopozitivnosti (3), umeren intenzitet (2) 1

slab (1), kao i bez imunopozitivnosti (0).

SHED su pokazale jako izraZen intezitet imunopozitvnosti na anti-Coll 1, umiren

inteziet pozitvnosti na ostepontin i slab na Ki67 i anti-SOX2 antitelo. Lokalizacija

54




Doktorska disertacija Dragica Bulaji¢

Osteopontin Ki67

anti-Coll 1

anti-SOX 2

obojenosti anti-SOX2 i Ki67 antitela je bila jedarna, dok su ostepontin i anti-Colll bili

pozitivni u citoplazmi Celija (Slika 18).

DAPI Antibody Composite

Slika 18. Imunofluorescentno bojenje mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe mleénih zuba.
DPSC pokazuju visoku ekspresiju anti-Coll 1 i Osteopontina (zeleno), dok je ekspresija
Ki-67 i anti-SOX 2 antitela (zeleno) nesto slabija. Nukleusi ¢elija su kontrasno obojeni sa

DAPI (plavo). Uveli¢anje objektiva 20X.
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4.9 Analiza ekspresije osteogenih markera

U cilju odredivanja ekspresije osteogenih markera kod ispitivanih materijala,
SHED su tretirane ekstraktima SBA/16-HA, dentinskih opiljaka i Bio-0ss® matrijala,
starim 1., 7., 14. dana. Kao negativna kontrolna grupa koris¢ene su netretirane SHED (u
daljem tekstu kontrolna grupa), dok su osteoblasti, prethodno diferencirani iz SHED,

koris¢eni kao pozitvna kontrolna grupa (u daljem tesktu osteoblasti).

Za poredenje rezultata izmedu grupa koriS¢ena jednofaktorska ANOVA. U
slu¢ajevima kada je ANOVA pokazala statistiCku znacajnost, razlike medu grupama su
pracene Tukey post hoc testom. Za najnizi stepen znacajnosti prihvatane su vrednosti

verovatnoc¢ep <0.05.

4.9.1 Eksprimiranost ALPL gena u SHED

Analizom eksprimiranosti ALPL gena u SHED kod uzoraka treteranih ekstraktima
ispitivanih materijala starim 24 casa, uoceno je da je u DO grupi doslo do statistic¢ki
znatnog povecanja eksprimiranosti u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 19A). Izmedu
kontrolne grupe i osteoblasta takode je uocena statisticki znacajna povecana ekspresija
kod grupe tretirane osteoblasticnim medijumom, S$to potvrduje ranije pokazanu
osteoblasti¢nu diferencijaciju mati¢nih celija. Ostale dve eksperimentalne grupe,
SBA/16-HA i Bio-0ss®, nisu pozitivno eksprimirale ovaj gen u poredenju sa grupom
osteoblasta, Sto govori u prilog tome da ekstrakti ovih materijala nisu delovali

osteoinduktivno na SHED.

Tretman celija ekstraktima materijala odstojalim 7 dana, pokazao je statisticki
znacajnu razliku u stepenu eksprimiranosti gena ALPL. Doslo je do zna¢ajnog smanjenja
eksprimiranosti ovog gena u Bio-0ss® grupi (Slika 19B). Celije tretirane Bio-0ss®
materijalom, u sve tri vremenske grupe pokazuju nizu eksprimiranost ALPL gena u
odnosu na kontrolnu grupu, medutim statisti¢ki znacajna razlika se belezi samo u ovoj
grupi tretiranoj ekstraktom starim 7. dana (p<0.05). Kada su u pitanju DO i SBA/16-HA
grupa, one ne pokazuju statisticku znacajnost u ekspresiji ovog markera, medutim
vrednosti ekspresije u obe grupe su nize od grupe ostoblasta, §to znaci da se celije nisu

diferencirale u pravcu kostanih ¢elija.
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Uticaj tretmana na osteoinduktivnost ispitivanih ekstrakta materijala starih 14
dana na eksprimiranost ALPL gena na SHED nije dokazan u Bio-0ss® i SBA/16-HA
grupi (Slika 19C). Vrednosti koje su dobijene nisu bile vise od onih u osteoblasti¢noj
grupi. Medu poredenim grupama nije registrovana statisticki znacajna razlika (p>0,05).
Medutim, DO grupa je pokazala statisticki zna¢ajnu povecanu ekspresiju u odnosu na sve
ispitivane grupe. Celije tretirane ekstraktom dentinskih opiljaka u sve tri vremenske
grupe (1.,7., i 14. dana) pokazuju najvecu eksprimiranost ispitivanog gena, u poredenju sa

druga dva materijala.

Posmatranjem Bio-0ss® materijala primeéuje se u svim eksperimentalnim
grupama niza eksprimiranost ALPL gena u odnosu na kontrolnu i grupu osteoblasta.
Ekstrakti ovog materijala nemaju osteoinduktivni efekat na SHED. Novosintetisani
SBA/16-HA pokazuje relativnu vrednost ekspresije ALPL gena koja je niza, u odnosu na
kontrolnu i grupu osteoblasta, 7. dana. Medutim, ekstrakti ovog materijala stari 1. i 14.
dana, pokazuju povecanu eksprimiranost ALPL gena u odnosu na kontrolnu grupu,
odnosno netretirane SHED. To zna¢i da ovaj materijal dobija potencijal da diferentuje
SHED ka kostanim c¢elijama. Drugaciji trend eksprimiranosti ALPL gena pokazuje DO
grupa ektrakta starog 7. dana gde je relativna ekspresija bila niza u odnosu na kontrolnu i
grupu osteoblasta. Ipak, do statisticki znacajnog povecanja eksprimiranosti ALPL gena u

DO grupi doslo je u 1. i 14. danu.
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Slika 19. Eksprimiranost ALPL gena u SHED. * Statisti¢ki znacajna razlika izmedu

grupa. Za statisticki znacajnu razlliku uzeta je vrednost p<0,05.

4.9.2 Eksprimiranost RUNX2 gena u SHED

Relativna eksprimiranost gena RUNX2 u grupi ekstrakata ispitivanih materijala
starih jedan dan je pokazala trend smanjenja u Bio-0ss® i SBA/16-HA grupama, u odnosu
na kontrolnu grupu. U te dve grupe je trend smanjenja eksprimiranosti bio satisticki
znacajan (Slika 20A). Poredenjem kontrolne grupe i DO nije dokazana statisticki
znacajna razlika (p>0,05). Medutim vrednost ekspresije RUNX2 u DO grupi je bila visa
od kontrolne grupe, $to znaci da tretman ima uticaja na pokretanje osteoindukcije Celija.
Izmedu kontrolne grupe i osteoblasta takode je uocCena statisticki znacajna povecana
ekspresija kod grupe tretirane osteoblasticnim medijumom, $to potvrduje ranije pokazanu

osteoblasti¢nu diferencijaciju mati¢nih Celija.

Uticaj tretmana ekstraktima starim 7 dana tri ispitivana materijala pokazao je
statistiCki znacajnu razliku medu svim eksperimentalnim grupama u poredenju sa
kontrolnom grupom (p<0,05). Izlaganje celija ekstraktima sva tri ispitivana materijala
rezultovalo je smanjenim stepenom eksprimiranosti RUNX2 gena (Slika 20B). Daljom
obradom rezultata nije dokazano postojanje statistcki znaajne razlike unutar

eksperimentalnih grupa (p>0,05).

U grupi gde su celije tretirane ekstraktima starim 14 dana doslo do statisticki
znatnog povecanja eksprimiranosti ispitivanog gena u DO grupi, u odnosu na kontrolnu i
sve eksperimentalne grupe (Slika 20C). Razlika izmedu ostalih analiziranih grupa nije
bila statisticki znacajna. Nivo ekspriminarnosti RUNX2 gena u SBA/16-HA i Bio-0ss®
bio je nizi od kontrolne grupe, $to znaci da ovi ekstrakti nisu imaju osteoinduktvnog
efekta na SHED.

Izolovanim posmatranjem ispitivanih materijala pokazano je da Bio-0ss®

pokazuje u svim grupama nizu eksprimiranost RUNX2 gena u odnosu na kontrolnu i
grupu osteoblasta. Novosintetisani SBA/16-HA pokazuje trend kretanja ekprimiranosti

koji ima Bio-0ss® grupa. U svim ispitivanim grupama relativna vrednost ekspresije
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RUNX2 gena je niza u odnosu na kontrolnu 1 grupu osteoblasta. Drugaciji trend
eksprimiranosti RUNX2 gena pokazuju samo DO grupe, gde u 1. i 14. danu postoji

povecana ekspresija gena u poredenju sa na kontrolnom i grupom osteoblasta, dok je 7.

dana ona sniZena.
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Slika 20. Eksprimiranost RUNX2 gena u SHED. * Statisticki znacajna razlika izmedu

grupa. Za statisticki znacajnu razlliku uzeta je vrednost p<0,05.
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5. DISKUSIJA

Istrazivanja na temu tkivnog inzenjeringa usredsreduju svoje napore na
obezbedivanje trodimenzionalnog okruzenja, iliti skafolda, za vezivanje i rast ¢elija, U
nadi da ¢e idealno oponasati okruzenje in vivo, i da ¢e se stvoriti zeljeni tip tkiva. Cilj
tkivnog inZenjeringa je sintetisanje trodimenzionalnog skafolda koji nosi celije, i kao
takav se moze implantirati u telo u terapijske svrhe ili u svrhu nadoknade tkiva u slucaju
defekata. Standardni sistem kultivacije ¢elija in vitro gde se ¢elije uzgajaju u monosloju
na naelektrisanoj, ravnoj, plasti¢noj povrsini — ne moze da imitira sloZzenost prirodnog
okruzenja c¢elija u funkcionalnom tkivu. Medutim, obezbedivanjem odgovarajuéeg

skafolda moze do¢i do razvoja funkcionalnog tkiva (142).

Sfera istrazivanja ove doktorske disertacije obuhvatila je ispitivanje uticaja
razli¢itth biomaterijala na diferencijaciju mezenhimalnih ¢elija izolovanih iz SHED.
Istrazivanje je od znaCaja sa aspekta koStano tkivnog inzenjeringa s obzirom da su
ispitana biokompatibilna i osteoinduktivna svojstva tri biomaterijala koji se potencijalno
mogu Koristiti u regenerativnoj medicini. Rezultati ove doktorske disertacije daju
doprinos u oblasti proucavanja osteoblasti¢nog diferencionog potencijala SHED kao
jednog od znacéajnih ¢inioca kostano-tkivnog inzenjerstva. Ispitivanje diferencijalnog
kapaciteta celija zubne pulpe u pravcu osteoblasta na skafoldima otvara nove moguénosti
u trerapiji trauma, tumora, karijesa i parodontalnih oboljenja. SHED imaju potencijal za
upotrebu u oralnoj 1 parodontalnoj hirurgiji zbog moguénosti diferencijacije u
osteoblaste. Ove ¢elije imaju mogucnost diferencijacije 1 u druge ¢elijske linije, kao Sto
su hondrociti, adipociti, neuroni/glije, glatke i skeletne misi¢ne celije, melanocite i
endotelne ¢elije, pa je njihova upotreba mogué¢a u mnogim granama medicine. Vazna
¢injenica je da su SHED lako dostupne i da je metod njihove izolacije neinvazivan i
bezbolan za donora, te zubna pulpa u perspektivi moze postati izvor ¢elija koje se mogu

krioprezervirati u bankama mati¢nih ¢elija.
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5.1 Diskusija primenjene metodologije

5.1.1 Diskusija metode izolacije SHED

Mezenhimalne maticne celije zubne pulpe moguce je izolovati iz stalnih ili
mle¢nih zuba. Za potrebe ove doktorske disertacije ¢elije su izolovane iz zubne pulpe
mlec¢nih zuba u fizoloskoj smeni. Prednost koju one imaju jeste neinvazivna metoda
dobijanja tkiva, i lak pristup ekstirpaciji pulpe zbog resorbovanog korena mle¢nog zuba.
Vadenje pulpe iz klice umanjaka zahteva upotrebu svrdala i posledi¢no stvaranje toplote,
koja moze da osteti kvalitet dobijenog tkiva. Pri takvoj obimnoj manipulaciji lako dolazi i
do kontaminacije uzorka. Kada se izoluje pulpa mlec¢nih zuba, tkivo se ru¢no obraduje u
potpuno sterilnim uslovima nerv iglom ili ekskavatorom, i mogué¢nost kontaminacije se

svodi na minimum.

Hilkens i sar. su uporedivali dve najce$ée primenjivane metode izolacije
mati¢nih ¢elije zubne pulpe, odnosno metodu enzimske digestije, kojom se zubna pulpa
podvrgava enzimima dispaze i kolagenaze da bi se dobila suspenzija pojedinacnih ¢elija i
takozvana ,,metoda eksplanta®, kojom se mati¢nim c¢elijama dozvoljava da izrastu iz
malih komada tkiva zubne pulpe (139). Grontos i sar. (12, 122), koji su prvi opisali
maticne celije zubne pulpe 1 njithov potencijal diferencijacije, primenili su metod
enzimske digestije. Istrazivacke grupe koje su uglavnom istraZivale razliCite aspekte
fiziologije ¢elija pulpe i ¢elija koje formiraju minerale in vitro Koristile su metodu
eksplanta (134, 137, 143, 144). Ove dve metode izolacije su uporedene ve¢ 2006., ali
uslovi kultivacije izmedu dve metode izolacije Celija nisu bili isti: DPSC-enzimski
dobijen je kultivisan u MEM sa 20% FBS, dok je DPSC-eksplant rastao u DMEM sa
10% FBS (134). Ne mozemo iskljuciti ¢injenicu da su varijacije koje su uocene izmedu
razli¢itih metoda izolacije uzrokovane upotrebom razli¢itih medijuma za kultivaciju.
Bakopoulou i sar. (138) su u poredenju dentalnih mati¢nih ¢elija mle¢nih zuba koristili
takode medijum za kulturu koji se razlikovao izmedu enzimski i eksplantski dobijenih
¢elija. U vedini dostupnih studija ukljucujuci i nasSu, tkivo pulpe se ne tretira nikakvim
enzimima pre nego Sto se stavi u kulturu. Glavna prednost metode eksplanta je u

jednostavnosti izvodenja i niskoj ceni izvodenja metode, jer nisu porebni enzimi za rad.
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Njen nedostatak je duzi vremenski period (oko tri nedelje) koji je potreban da bi dovoljan

broj ¢elija migrirao iz tkiva, i dostigao subkonfluentnost za tripsinizaciju.

Prednost SHED u odnosu na mati¢ne c¢elije dobijene iz adultnih tkiva je u
njihovoj visokoj proliferativnoj i klonogenoj sposobnosti (145). S obzirom da proliferisu
mnogo brze od adultnih mati¢nih ¢elija poreklom iz drugih tkiva, pretpostavlja se da su
ove celije manje zrele i da postoji moguénost njihove diferencijacije u vise razlicitih
tipova tkiva (130). Sve navedene prednosti, kao i ona da predstavljaju lako dostupan
izvor Celija, proSiruju moguénosti upotrebe SHED u terapijske svrhe u tkivnom
inzenjeringu. Visestruke prednosti SHED bi narocito dosle do izrazaja osnivanjem banki
maticnih ¢elija. Za razliku od embrionalnih ¢elija, one nisu predmet etickih dilema,
njhovo prikupljanje i izolovanje je jednostavno i bezbolno. Kada su ove ¢elije u pitanju
ne postoji mogucnost odbacivanja od strane organizma jer pripadaju grupi autolognih
transplanata. Kod ljudi, zamena mle¢ne denticije stalnom, u proseku traje izmedu Sest i
sedam godina §to mlecne zube svrstava u dostupan izvor mezenhimalnih ¢elija na duzi
period (146).

U pogledu ¢elijske morfologije, u enzimski dobijenim ¢éelijama i kulturi eksplanta
primecene su izduzene Celije sli¢ne fibroblastima (139). Medutim, uoceno je da enzimska
digestija dovodi do heterogenije ¢elijske populacije, na osnovu prisustva kuboidnih i
poligonalnih ¢elija. Ova zapazanja su takode ranije izneli Bakopoulou i sar. (138) u vezi
sa matiénim cCelijjama dobijenim iz humanih mle¢nih zuba. Enzimskom digestijom se
izoluju celije sli¢ne fibroblastima ali oslobadaju se endotelne celije i periciti, dok se

metodom eksplanta dobija homogenija populacija ¢elija sli¢nih fibroblastima.

5.1.2 Dikusija izbora materijala ukljucenih u ispitivanje

Termin ,tkivni inZenjering® znaci ,,primenu principa i metoda inZenjeringa, i
nauke o zivotu ka fundamentalnom razumevanju odnosa strukture i funkcije u
fizioloSkim 1 patoloSkim tkivima sisara, u razvoju substrata za obnavljanje, odrZavanje ili
unapredivanje funkcije tkiva” (5). Oblast tkivnog inZenjerstva je multidisciplinarna i
oslanja se na strucnjake iz klinicke medicine, masinstva, nauke o materijalima, genetike i

prirodnih nauka. Ovo polje nauke se u velikoj meri oslanja na upotrebu poroznih 3D
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skafolda (nosac¢a) kako bi se obezbedilo odgovaraju¢e okruzenje za regeneraciju tkiva i
organa. Skafoldi zapravo ¢ine Sablon za formiranje tkiva i na njih su obi¢no zasejane
¢elije i/ili faktori rasta. Kombinacija skafolda i celija se kultivise in vitro da bi se
sintetisala tkiva koja se zatim mogu implantirati na povredeno mesto, ili se implantiraju

direktno u povredeno mesto, gde se in vivo indukuje regeneracija tkiva ili organa.

Bez obzira na tip tkiva koji se nadoknaduje, kada se dizajnira skafold bitno je
razmotriti slede¢ih par karakteristika. Prvi kriterijum bilo kog skafolda za tkivno
inzenjerstvo je da mora biti biokompatibilan; ¢elije moraju da prijanjaju, funkcioni$u
normalno 1 da migriraju na povrSinu 1 kroz skafold. Nakon implantacije, skafold ili
konstrukcija skafold-¢elije moraju da izazovu zanemarljivu imunolosku reakciju.
Potrebno je izbeci jak inflamatorni odgovor kako ne bi doslo do odbacivanja od strane
organizma ili usporenog zarastanja (147).

Cilj tkivnog inZenjeringa je da omoguci ¢elijama organizma, da tokom vremena
izvrSe razgradnju 1 zamenu implantiranog skafolda. Skafoldi 1 njihova kombinacija sa
¢elijama nije predvidena kao trajni implantat. Stoga skafold mora biti biorazgradiv kako
bi se omogucilo ¢elijama da proizvode sopstveni ekstracelularni matriks. Nusproizvodi
ove degradacije takode treba da budu netoksi¢ni i da njhova eliminacija iz organizma
bude bez interakcije sa drugim organima. Da bi se omogucila degradacija istovremeno sa
formiranjem tkiva, potreban je blagi inflamatorni odgovor sa kontrolisanom infuzijom
¢elija kao Sto su makrofagi. U danas$nje vreme kada tkivni inzenjering rutinski ulazi u
klini¢ku praksu, polje imunologije pocinje da igra sve vecu ulogu u oblasti istrazivanja
(148, 149).

U idealnom slucaju, skafold treba da ima mehanicka svojstva koja anatomski
odgovaraju mestu u koje se implantira. Posmatraju¢i skafold 1 iz prakticne perspektive,
on mora biti dovoljno ¢vrst da omoguci lako hirurSko rukovanje tokom implantacije.
Izrada skafolda sa adekvatnim mehanickim svojstvima jedan je od velikih izazova u
pokusaju da se rekonstruiSe kost. Za koStano tkivo, implantirani skafold mora imati
dovoljan mehanicki integritet, koji funkcioniSe od trenutka implantacije do zavrSetka
procesa remodeliranja (150). Dodatni izazov predstavljaju godine pacijenata kojima se
implantira kostani zamenik; na primer, kod mladih osoba, prelomi normalno zarastaju za

oko Sest nedelja, pri ¢emu se potpuni mehanicki integritet vraca tek otprilike godinu dana
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nakon preloma, ali kod starijih osoba se brzina zarastanja usporava. Ovo se takode mora
uzeti u obzir pri projektovanju skafolda za ortopedske primene. Kako se ova oblast
razvijala, previSe fokusa je stavljeno na pokusSaje da se razvije skafold sa mehanickim
svojstvima sliénim kosti. Mnogi materijali su proizvedeni sa dobrim mehani¢kim
svojstvima, ali naustrb visoke poroznosti i mnogi materijali, koji su pokazali potencijal in
Vitro, nisu se pokazali kao zadovoljavaju¢i kada su implantirani in vivo zbog nedovoljnog
kapaciteta za razvijanje vaskularizacije. Jasno je da je ravnoteza izmedu mehanickih
svojstava i porozne arhitekture vazna, da omoguci ¢elijsku infiltraciju i vaskularizaciju
koja je klju¢na za uspeh bilo kog skafolda.

Arhitektura skafolda koji se koristi za tkivno inzenjerstvo je od kriticne
vaznosti. Skafold treba da ima medusobno povezanu strukturu pora i visoku poroznost
kako bi se osigurala ¢elijska penetracija i adekvatna difuzija hranljivih materija do ¢elija
unutar konstrukcije i do vanéelijskog matriksa formiranog od ovih éelija. Stavise,
potrebna je porozna medusobno povezana struktura koja omogucéava difuziju otpadnih
proizvoda iz skafolda, a proizvodi degradacije materijala trebalo da budu u stanju da se
elemini$u iz organizma bez interakcije sa drugim organima i okolnim tkivima. Pitanje
degradacije jezgra, koje proizilazi iz nedostatka vaskularizacije i uklanjanja otpada iz
centra konstrukcije, predstavlja veliku nepoznanicu u oblasti tkivnog inZenjeringa (151,
152). Druga klju¢na komponenta je prose¢na veli¢ina pora skafolda. Celije prvenstveno
stupaju u interakciju sa skafoldom preko hemijskih grupa (liganada) na povrSini
materijala. Skafoldi sintetisani od prirodnih ekstracelularnih materijala (npr. kolagen)
prirodno poseduju ove ligande u obliku Arg-Gly-Asp (RGD) vezuju¢ih sekvenci, dok
skafoldi napravljeni od sintetickih materijala stupaju u interakciju sa celijama preko
liganada ugradenih u procesu proizvodnje nosaca. Na gustinu liganda uti¢e specificna
povrsina, tj. raspoloziva povrSina unutar pore na koju ¢elije mogu da prianjaju. Ovo
zavisi od gore spomenute prose¢ne veli¢ine pora u skafoldu. Pore stoga moraju biti
dovoljno velike da omoguce ¢éelijama da migriraju u strukturu, gde se na kraju vezuju za
ligande unutar skafolda, ali dovoljno male da uspostave dovoljno visoku specificnu
povrSinu, S$to dovodi do minimalne gustine liganda kako bi se omogudéilo efikasno

vezivanje (153).
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Da bi odreden skafold napravljen za tkivni inZenjering postao klinic¢ki 1
komercijalno odrziv, trebalo bi da bude isplativ i trebalo bi da postoji moguénost
skaliranja, tj. povecanja od izrade jednog po jednog u istrazivackoj laboratoriji na
proizvodnju u malim serijama (154). Razvoj proizvodnih procesa prema standardu dobre
proizvodne prakse (eng. good medical practice, GMP) je od klju¢nog znacaja za upotrebu
novih skafolda u klini¢koj praksi (155). Drugi klju¢ni faktor je definisanje na¢ina na koji
¢e proizvod biti isporuen i dostupan klini¢aru. Klini¢ari obi¢no preferiraju Sto
jednostavnije procedure, bez potrebe za dodatnim hirurSskim intervencijama kako bi
sakupili ¢elije nekoliko nedelja pre in vitro implantacije. Medutim, za neke tipove tkiva
to nije moguce i potreban je in vitro inZenjering skafolda i ¢elija pre implantacije (147).

Biokeramicki materijali (biokeramika) su grupa materijala koju ¢ine specijalno
dizajnirani materijali za popravku i rekonstrukciju oste¢enih delova tela. Trenutna
primena u klinickoj praksi podrazumeva ¢vrste komade (koji se koriste, na primer, za
rekonstrukciju koscica srednjeg uva ili kao komponente zglobnih proteza), prah i granule
za nadoknadu kostanih defekata, premaze na metalnim zglobnim protezama i porozne
skafolde. Na osnovu odgovora tkiva na materijal, biokeramika se moze klasifikovati u tri
velike porodice: skoro inertna (npr. cirkonijum), bioaktivna (npr. bioaktivno staklo) i
keramika koja se resorbuje (npr. B- i a-trikalcijum fosfat (TCP)). Inertna keramika se
generalno koristi kao implant za femoralne glave i acetabularne ¢asice pri zameni kuka,
kao 1 za izradu zubnih implantata; medutim, ovi materijali se ne koriste kao skafoldi zbog
svoje inertnosti koja pokre¢e formiranje ,,zastitne* fibrozne kapsule debljine 1 do 3 mm
na povrsini implantata. Cak i ako nema agresivnog odgovora organizma domaéina na
strano telo, ne postoji veza izmedu implantata i tkiva domacina (156). Sposobnost
stvaranja stabilne veze sa tkivom domacina je od primarnog znacaja u izboru
biokeramike za izradu skafolda. U tom smislu, bioaktivna i bioresorbilna keramika

predstavlja bolje resenje.

Kalcijum fosfati su medu najrasprostranjenijom bioaktivnom keramikom za
regeneraciju koStanog tkiva. Za to su zasluZzna njihova izuzetna svojstava koja ukljucuju
slicnost ~ strukture 1 hemijskog sastava sa mineralnom fazom kosti, potom
osteokonduktivnost, odnosno sposobnost obezbedivanja podloge za migriranje koStanih

¢elija, 1 vezivanja za tkivo domacina bez formiranja oziljnog tkiva (157).
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U poslednjoj deceniji, veliko interesovanje je posveceno nano-hidroksiapatitu
(HAP) za inzenjering koStanog i zubnog tkiva zbog njegovog specifiénog hemijskog
sastava koji odgovara prirodnim mineralnim kristalima kosti. Celije i vlakna su
klasifikovane kao organska jedinjenja, dok je HAP neorgansko jedinjenje u kostima i
zubima koje okruzuje kolagene fibrile u ekstracelularnom matriksu (ECM) stvarajuéi
tvrdo kostano/zubno tkivo (158, 159, 160). Prava kombinacija organsko-neorganskih
jedinjenja ¢ini kost izdrzljivom i otpornom (158). HA je prirodni mineralni oblik
kalcijum apatita. Takode je poznat kao kalcijum hidroksid fosfat sa hemijskom formulom
Cayo[PO4]6[OH],. Posto je HAP glavna komponenta tvrdih tkiva kao $to su zubi i kosti,
biokompatibilnost HAP (svojstvo da prozima organski matriks kosti) i njegovih razli¢itih
funkcionalnih derivata sa razli¢itim morfologijama ¢ini ga savrSenim kandidatom za
regeneraciju kostiju u medicini i stomatologiji (161, 162, 163). Sinteticki HAP
(Ca10(PO4)s(OH).) ima stehiometrijski odnos kalcijum/Aosfor od 1.67 i, sa kristalografske
taCke gledista, predstavlja kalcijum-fosfatnu fazu najsli¢niju prirodnom koStanom apatitu.
Nasi rezultati EDS analize Cestica SBA-16/HA nanokompozita pokazuju stehiometrijski
odnos kalcijuma i fosfora koji odgovara onom iz literature. Zbog svoje odli¢ne
biokompatibilnosti i osteoprovodljivosti, HAP se uspesno koristi kao zamenik kostiju u
obliku cementa, granula i u obliku premaza na metalnim zglobnim protezama. Medutim,
njegova upotreba kao materijala za skafolde je ograni¢ena zbog niskih mehanickih
svojstava i sporog stepena resorpcije (164). Uobicajeni nedostatak za svu biokeramiku od
kalcijum fosfata koja se proizvodi u poroznom obliku jesu njihova niska mehanicka
svojstva koja u velikoj meri ogranicavaju njihovu klinicku upotrebu na delove skeleta
koji ne nose vece opterecenje. Skafoldi od kalcijum fosfata cesto konsoliduju postupkom
sinterovanja koje ne moze dovesti do potpunog zgusnjavanja materijala. Kombinacija
biokeramike sa drugim materijalima, i stvaranje kompozita, pogodniji su za izradu ¢vrstih
skafolda (165).

Silika, silicijum dioksid (SiO,) se pokazala kao biokompatibilan i bioaktivan
materijal, i time postala dobar kandidat za poboljSanje bioaktivnosti drugih materijala
(166, 167). Otkriveno je da silanolne grupe u silicijum dioksidu (ve¢ prisutne ili

novoformirane) obezbeduju dobra mesta nukleacije za HAP ne direktno, ve¢ kroz
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formiranje kalcijum silikata i amorfnog kalcijum fosfata sa niskim atomskim odnosom
Ca/P (168, 169).

Komercijalni govedi zamenik Bio-0ss® (Geistlich Pharma AG, Volhusen,
Svajcarska) je $iroko koriséen i istrazeni ksenograft koji se koristi u postupcima
regeneracije kosti. Napravljen je od anorganske govede kosti i ima osteoprovodna
svojstva (170). Mnoge studije su pokazale da se upotrebom ovog materijala moze postici
predvidljiva i pouzdana regeneracija kostiju (171, 172). Zbog toga je u nasoj studiji

koriS¢en kao pozitvna kontrola.

Sto se ti¢e upotrebe &vrstih zubnih tkiva u regenerativnoj medicini, nedavno su
postali vrlo aktuelni. Komponente zuba su vrlo sli¢ne onima u alveolarnoj kosti (40, 41).
Dentinski matriks sadrzi BMP kao organsku supstancu, pa ima odredenu
osteoinduktivnost (173). Zabelezene su brojne studije na razli¢itim ¢éelijskim linijama gde
su Cestice dentina pokazane kao jedan od najpogodnijih supstituenata za regeneraciju
kostiju (174, 175, 176).

5.1.3 Diskusija metodologije ispitivanja biokompatibilnosti

Kako bi se ispitao citotoksi¢ni efekat novosintetisanih materijala, koriste se
testovi biokompatibilnosti. Ti testovi se mogu izvoditi na kulturama celija ili tkiva (in
vitro), kao i implantacijom u potkozno vezivno tkivo, masno tkivo ili Kkosti
eksperimentalnih Zivotinja (in vivo) (177). Zbog jednostavnosti izvodenja, in Vvitro
ispitivanja na Kkulturama celija su polazna tacka za procenu bioloskog odgovora
novosintetisanih materijala. Jedini nedostatak ovih ispitivanja je nemoguénost potpunog
oponasanja uslova koji se desavaju in vivo pri implementaciji materijala. Sa druge strane
in vitro ispitivanja imaju mnogo prednosti medu kojima su velika osetljivost kultura
¢elija na toksi¢ne agense, mogucnost ispitivanja interakcija na celijskom nivou, kao 1
mogucnost ponavljanja eksperimenata pod istim uslovima iznova. Ispitivanja na kulturi
¢elija predstavljaju pojednostavljene in vivo mehanizme reakcija koje se deSavaju pri

ugradnji materijala (178).

Za ispitivanje biokompatibilnosti postoji veliki broj testova. Rezultati ispitivanja

citotoksi¢nosti zavise pre svega od izbora kulture ¢elija i testova. Veéi broj testova i
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¢elijskih linija su korisni za preciznije ispitivanje citotoksi¢nosti materijala. Upravo zbog
toga, u ovoj doktorskoj disertaciji je koriS¢ena celijska kultura pulpe mle¢nih zuba i

radena su dva testa za ispitivanje citotoksi¢nosti- MTT i DET.

Za ispitivanje biokompatibilnosti materijala na celijama najceS¢e se priprema
ekstrakt tih supstanci u medijumu za kultivaciju ¢elija (179). KoriS¢enje praskastih 1
granuliranih materijala direktno na ¢elijama oteZava ocitavanje absrobance na mikroplejt
¢itacu, koji radi na principu spektrofotometrije. Stoga, uzorci materijala su ranije

pripremljeni i sterilisani pre upotrebe.

Kolorimetrijski metil-tiazol-tetrazolijum (MTT) test se najc¢es$ce Koristi kao test za
procenu citotoksi¢nost novih biomaterijala u kulturama ¢elija (180). Ovaj test se zasniva
na sposobnosti zivih Celija da redukuju 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazol
bromid (MTT)), tetrazolijumovu so, rastvorljivu u vodi, Zute boje u nerastvorljivi
ljubicasti formazan. Ova reakcija se moze dogoditi samo u metabolicki aktivnim
¢elijama, a koli¢ina stvorenog formazana je u korelaciji sa brojem zivih i metabolicki
aktivnih ¢elija (141). Fotakis i sar. u svom istrazivanju navode da je MTT test
najpouzdaniji u otkrivanju rane citotoksi¢nosti. Prednosti ovog testa u odnosu na druge su
jednostavnost, tacnost, pouzdanost i brzina (181). Mi smo MTT testom merili
citotoksi¢nost ispitivanih materijala nakon 24h izlaganja celija ekstraktima materijala
starih 24h, 7 i 14 dana. Zapravo, merili smo metaboli¢ku aktivnost ¢elija tokom vremena,
koriste¢i vrednost apsorbancije, kao indirektni pokazatelj proliferacije éelija. Celijski
odgovori na testirane materijale u MTT testu mogu zavisiti od mnogih faktora, bilo da je
koris¢en svez ili prethodno pripremljeni materijal, ili u zavisnosti da li je doslo do
direktnog kontakta ili ekstrakata materijala sa ¢elijama, i od koncentracije materijala u

medijumu za kulturu (182).

Test odbacivanja boje (DET test) je jednostavan i brz test koji se Koristi za
odredivanje broja vijabilnih ¢elija. Princip testa se zasniva na tome da vijabilne celije
imaju intaktnu ¢elijsku membranu i da je tripan plavo boji onemogucen prodor unutar
¢elije. Vijabilne ¢elije zadrzavaju zuckastu boju, dok se mrtve Celije boje u ljubicastu
(183). Mane ovog testa su subjektivnost, zbog toga Sto istrazivac broji ¢elije u komori,

kao 1 procenjivanje vijabilnosti ¢elija iskljucivo na osnovu intaktnosti ¢elijske membrane.
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Black i Berenbaum su jo§ 1964. godine u svom istrazivanju zakljuéili da Cetiri faktora
mogu uticati na rezultate DET testa 1 to koncentracija ¢elija u rastvoru, koncentracija

boje, vreme bojenja i koncentracija seruma (184).

5.2 Diskusija dobijenih rezultata
5.2.1 Diskusija morfologije izolovanih ¢elija

Morfoloske osobine c¢elija koje smo izolovali su odgovarale osobinama
mezenhimalnih mati¢nih éelija zubne pulpe, buduéi da su adherirale za plastiku i rasle
formiraju¢i diskretne kolonije. Primarna kultura se sastojala iz morfoloSki homogenih
adherentnih ¢elija vretenastog oblika. Celije se bile sli¢ne fibroblastima i odgovarale su

osobinama ranije opisanih izolovanih mati¢nih ¢elija zubne pulpe (130).

Izolovane SHED su i nakon nekoliko pasaza zadrzale zadovoljavaje Kriterijume
Komiteta za mezenihmalne stem c¢elije Medunarodnog drustva za celijsku terapiju,
budu¢i da su ove Celije rasle kao adherentne ¢elije na plasti¢énoj podlozi, ispoljavajuci
karakteristiéne mezenhimske markere, i nisu bile kontaminirane ¢elijama hematopoetskih

linija (87).

5.2.2 Diskusija rezultata testa formiranja kolonija- CFU-F test

Najbolji test za procenu proliferativnog efekta izolovane primarne ¢elijske kulture
je test formiranja kolonija tokom dugotrajne kultivacije malog broja ¢elija. Menicanin i
sar. su pokazali da u adekvatnim uslovima kolonija nastaje od jedne ¢elije, te da su sve
éelije potomci u koloniji zapravo klonovi one primarne (185). Celije niskih pasaza
formiraju multipotentne, bipotentne ili unipotentne celije potomke sa velikim
proliferativnim potencijalom. Ovaj test je dobar, jer ukoliko ¢elija niske pasaze nije
primitivna i multipotentna, njenim presadivanjem kultura nece nastaviti da se umnozava,
zbog neadekvatnog proliferativnog potencijala. Ovaj test pokazuje koji broj ¢elija u in
vitro uslovima ima znacajan proliferativni potencijal, odnosno koje su celije

multipotentni progenitori.
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Naprimer, mati¢ne celije koStane srzi ne mogu formirati adherentne kolonije, ve¢
se one detektuju in vitro samo indirektno, u suspenziji kulture u kojoj proliferisu, tokom
duzeg vremena. Test formiranja kolonija hematopoetskih ¢elija ima klinicki znacaj jer
ucCestalost i broj progenitora korelira sa uspehom transplantacije kosStane srzi (186).
Vode¢i se tom cCinjenicom, ucestalost CFU kolonija bi trebalo da pokazuje potencijal
pojedinih tkiva u pogledu mogucnosti produkcije zadovoljavajuc¢eg broja celija koje se
mogu iskoristiti za ¢elijsku terapiju. S obzirom da su naSe celije izolovane metodom
tkivnog eksplanta, broj kolonija je odreden tek nakon prve pasaze, kada su ¢elije dostigle
dovoljan broj migracijom iz fragmenta pulpe. Prosecan broj CFU kolonija na 10000
zasejanih Celija prve pasaze bio je 450+4. Nas rezultat je u skladu sa rezultatima drugih

autora (12, 187).

5.2.3 Diskusija rezultata proto¢ne citometrije

Izolacijom celija zubne pulpe mle¢nih zuba dokazali smo da poseduju
karakteristi¢nu morfologiju i svojstvo adhezije za plastiku. Time su delimi¢no ispunile
kriterijume koje treba da imaju matiéne celije (87). Ispitivanje fenotipa, odnosno
ekspresije povrSinskih markera koje ¢elije eksprimiraju je takode jedan od kriterijuma za
uspesnu izolaciju mati¢nih ¢elija. Nasi rezultati su pokazali da je ekspresija CD73, CD90
i CD105, homogena u izolovanoj populaciji SHED. U odnosu na ekspresiju CD45 i
CD235a, kultivisane ¢elije su bile heterogene 1 manje od 5% celija je eskprimiralo te
markere. SHED nisu eksprimirale CD34 antigen, karakteristican za nezrele Ccelije
hematopoetske loze. Akcenat na ovom antigenu je mnogo ve¢i prilikom izolacije
mati¢nih ¢elija iz koStane srzi, s obzirom da se prilikom uzorkovanja ¢elija iz tog izvora,
uvek dobije populacija koja sadrzi 1 hematopetske mati¢ne celije. Bez obzira na nacin
izolacije primarne Celijske populacije iz zubne pulpe mle¢nih zuba, svi do sada opisani
postupci, kao rezultat imaju umnozavanje populacije ¢elija koja je heterogena po svom
fenotipu (130, 131). Odsustvo pozitivnosti za hematopoetski marker CD45, koji je
oznac¢en kao leukocitni, monocitni i antigen T-Celija, sugeriSe da unutar izolovanih ¢elija
pulpe mle¢nih zuba hematopoetski progenitori nisu prisutni (123). Nadalje, kako bismo

bili sigurni da SHED nisu kontaminirane drugim ¢elijama, koristili smo i marker CD235a
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za iskljuCivanje prisustva hematopoetskih ¢elija, konkretno humanih crvenih krvnih
zrnaca i eritroidnih prekursora (188). Pretpostavka je da smo metodom tkivnog eksplanta
izolovali populaciju ¢elija koju u malom procentu sacinjavaju celije krvne loze i to je u
skladu sa sve ve¢im brojem literaturnih podataka (189, 190). Ono Sto bi se sa velikim
stepenom sigurnosti moglo tvrditi jeste da izolovanu populaciju ¢elija ¢ine multipotentni

progenitori koji ne eksprimiraju markere mati¢nih ¢elija hematopoeze.

CD73 ima funkciju molekula za ¢elijsku adheziju i posrednika u vezivanju
limfocita za endotelne ¢elije. CD73 se zbog toga eksprimira u mezenhimalnim mati¢nim
¢elijama. CD90 (Thy-1) je glikozilfosfatidilinositol (GPI) glikoprotein eksprimiran
uglavnom u leukocitima 1 ukljucen u interakcije celija-Celija 1 ¢elija-matriks. CD90 se
eksprimira u mezenhimskim mati¢nim ¢elijama dobijenim iz koStane srzi (191). CD105,
takode poznat kao endoglin, je homodimerni membranski glikoprotein prvenstveno
prisutan u endotelijumu krvnih sudova coveka. Endoglin je komponenta kompleksa
receptora transformiSuceg faktora rasta-beta (TGFg), i eksprimira se u mati¢nim
mezenhimalnim ¢elijama. CD105 pozitivne ¢elije zubne pulpe pokazuju visoku aktivnost

proliferacije i migracije, i potencijal ka diferencijaciji u vise linija (191).

Mora se napomenuti da se pozitivnost ili negativnost markera u protocnoj
citometriji ne moze koristiti kao krajnja potvrda porekla mati¢nih celija, te se povec¢anjem

broja prouc¢avanih markera moze sa veCom ta¢no$¢u proceniti poreklo celija (192).

5.2.4 Diskusija sinteze i rezultata karakterizacije materijala SBA-16/HA

U naSoj studiji, procenili smo potencijal SBA-16/HA kao biomaterijala za
aplikacije u tkivnom inZenjeringu. Dobro je poznato da multifunkcionalne nanocestice
zasnovane na silicijum dioksidu 1 hidroksiapatitu koje sadrze polimere koji dobro reaguju
na stimulanse, ¢ine obecavaju¢i materijal za upotrebu u biomedicinskim aplikacijama.
Ovaj materijal je pokazao sinergisticke efekte za regeneraciju kostiju, kontrolisanu

isporuku lekova i dijagnostiku (193).
Znacaj kori$¢enja odgovaraju¢e metodologije karakterizacije je ocigledan, jer je
svaki novi nanomaterijal specifican (194). Kao §to je prikazano u rezultatima na

skaniraju¢em elektronskom mikroskopu uocena je morfologija cestica sfernog oblika.
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Pre¢nik najmanje Cestice je oko 2 um, dok je precnik najvec¢ih oko 5 um. Ove Cestice
spajaju se jedna s drugom i teze da formiraju aglomerate od 10 do 60 pum veli¢ine unutar
etanolne disperzije. Medutim, otkriveno je prisustvo i malih pahuljastih HA kristala oko
polu-sfernih Cestica SBA-16. Li i sar. (195) su u sli¢noj studiji posmatrali tanjirastu
morfologiju nukleotidnih apatita sa Cesticama veli¢ine od 10-60 um i prose¢nog obima
od 27 um. Sli¢ne vrednosti veli¢ine Cestica (prosec¢nog precnika od 2.44 um) su pokazane
i kod drugih autora u radovima u vezi sa apatitnim biomimetskim strukturama (195).
Morfologija Cestica koje su oni sintetisali izgleda veoma slicno morfologiji dobijenoj u
ovoj studiji (196). Dobijeni rezultat upucuje da se vrlo brzo moze ocekivati proces
naseljavanja progenitorskih celija na povrsini takvog skafolda, njihova veoma brza
diferencijacija u osteoblastne ¢elije i brza oseointegracija nakon toga. Rezultati SWAXS
merenja i XRD ukazuju na uspesno formiranje kristala HA, kao jedne kristalne faze
unutar SBA-16 sistema. Ovi rezultati su u skladu sa ranije opisanim istrazivanjima El
Boujadi i sar. (197). FTIR analiza je uradena da bi se odredio hemijski sastav i ispitalo
prisustvo vibraconih traka tipi¢nih za ovaj tip jedinjenja i spektra uzoraka SBA-16 i
SBA-16/HA. FTIR analiza zajedno sa kvalitativnom elementarnom analizom (EDS)
potvrduje formiranje HA deficijentnog Ca (Caio-x(HPO4)s.x(OH)2x, 0 < x < 1) - SBA-16
kompozita. Ovaj SBA-16/HA kompozit sa nedostatkom Ca ve¢ je nasao svoju primenu u
isporuci lekova (198, 199, 200).

5.2.5 Diskusija rezultata biokompatibilnosti- MTT test

Rezultati MTT testa pokazuju da nisu pronadeni dokazi o citotoksi¢nosti
HA/SBA-16. Celije su zadrzale proliferaciju tokom 24 sata inkubacije u sva ftri
mezoporozna ekstrakta. Celije su pokazale inicijalan skok proliferativnog efekta u
ekstraktu starom jedan dan, da bi u onom nesto starijem od sedam dana pokazale rani
apoptoticki efekat. Apoptoza je genetski modifikovan mehanizam ¢elijske smrti. Prate je
razli¢ite morfoloSke promene poput nuklearne kondenzacije i fragmentacije, izolacije
citoplazmatskih organela u diskretne regione, formiranja povrsinskih membranskih fleka
i fragmentacije mrtvih ili umiruéih ¢elije u tela vezanih za membranu. Efekat rane

apoptoze je opisan u ¢elijama kao mehanizam privikavanja na novonastalu sredinu (201).
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Medutim, u ekstraktu starom 14 dana celije su opet proliferisale i pokazale visoku stopu
biokompatibilnosti. Dobijeni rezultati svedoce o biokompatibilnosti HA/SBA-16 na
SHED.

Bio-0ss® vazi za zlatni standard medu ksenograftima, i zbog toga je koris¢en kao
pozitivna kontrola u ovom ispitivanju. Sva tri ekstrakta Bio-oss® su imala proliferativni
efekat na mati¢ne celije zubne pulpe. Ovi rezultati potvrduju njegov superiorni efekat

kada su komercijalni kostani zamenici u pitanju.

Bono i sar. otkrili su osteogeni potencijal cestica dentina u in vitro uslovima.
Rezultati su pokazali da je koStana regeneracija bila bolja u defektima gde su postavljene
Gestice dentina u poredenju sa defektima gde je postavljan Bio-0ss® (koji je zlatni
standard kao materijal za kalemljenje u stomatoloskoj praksi) (32). Nasi rezultati se ne
slazu sa rezultatima drugih autora (173, 175). Cestice dentina pokazale su statisticki
znacajno niZu citokompatibilnost u poredenju sa kontrolom i Bio-0ss® grupama. Razlog
za to moze pronaci u Cinjenici da je granulirani dentin hemijski obraden radi postizanja
sterilnosti, te je moguce da su neke od hemikalija iz tog procesa mogle zaostati. Takode,
postoji i uticaj veli¢ine Cestica materijala transplantata za regeneraciju kostiju. Veli¢ina
Cestica je veoma vazna za adheziju i proliferaciju ¢éelija, a sa druge strane za resorpciju
materijala (173). Postoji razlika u veli¢ini ¢estica kod svakog aparata koji se koristi za
proizvodnju dentinskih opiljaka, pa tako sve dobijene Cestice imaju razli¢ito ponasanje in
vivo i dugoro¢ne efekte. Zbog nepostojanja jasnih preporuka i dokaza o optimalnoj
veli¢ini Cestica materijala za transplantaciju U koStanoj regeneraciji, to moze biti razlog
smanjene biokompatibilnosti, te bi ¢estice drugih veli¢ina mogle imale bolje rezultate. U
svakom slucaju, Cestice dentina su na testu pokazale niZi stepen biokompatibilnosti u
poredenju sa komercijalnim supstratom koji se koristi za regeneraciju kostanih defekata u

praksi.

5.2.6 Diskusija rezultata biokompatibilnosti- DET test

Srednja vrednost nivoa citotoksi¢nosti u svim grupama Bio-0ss® materijala
iznosila je -4.37%, Sto ukazuje na njegov generalni proliferativni efekat na celijsku

kulturu pulpe zuba. Ovaj materijal pokazuje biokompatibilnost i na drugim celijskim
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kulturama (202). Ksenografti poput Bio-0ss® zahtevaju opseznu pripremu kako bi se
uklonila mogucnost transmisije bolesti. Ova obrada transplantata uniStava osteoblaste i
mnoge proteine prisutne u kostanom zameniku koji pospesuju zarastanje, ali ne uti¢e na

biokompatibilnost materijala (203).

Visok stepen biokompatibilnosti pokazao je i SBA-16/HA, gde je prose¢na
vrednost indeksa cititoksi¢nosti bila -1.43%. Niske vrednosti citotoksi¢nosti su verovatno
posledica visoke biokompatibilnosti oba sastojka biokompozitnog materijala. Efekat
citotoksi¢nosti, ujedno i najve¢u vrednost citotksi¢nosti, pokazao je samo ekstrakt
dentinskih opiljaka u sve tri vremenske tacke, i iznosio je 12.75%. Efekat koji su
dentinski opiljci imali na mati¢ne celije zubne pulpe, nije u skladu sa drugim

istrazivanjima, gde je on imao povoljan efekat na Celije (175).

Rezultati biokompatiblnosti ukazuju na visok nivo stepena ¢elijske kompatiblnosti
za Bio-0ss® i SBA-16/HA materijale, dok je on neSto nizi za dentinske opiljke. Razlike u
rezultatima merenja citotoksi¢nosti i prianjanju celija na povrSine osteoinduktivnih
biomaterijala su brojne, ali u svakom slu¢aju direktno povezane sa fenomenima
interakcije izmedu povrSine biomaterijala i ¢elija. PovrSinske karakteristike biomaterijala,

kao $to su topografija i hemijski sastav klju¢ne su za razumevanje takvih pojava (204).

5.2.6 Diskusija rezultata diferencijacije SHED u osteoblaste (Alizarin red bojanje)

Mati¢ne ¢elije zubne pulpe su definisane kao multipotentne celije sposobne za
samoobnavljanje i za viselinijsku diferencijaciju. Ranije je dokazano da se te ¢elije mogu
stimulisati i diferencirati u vise celijskih linija, kao $to su adipociti, hondrociti i
osteoblasti (205). Ova svojstva se mogu pokazati kao krucijalna za izolaciju SHED i
njihovu naknadnu upotrebu kao izvora mnogih tipova c¢elija u regenerativnoj i
rekonstruktivnoj medicine, u cilju zamene izgubljenih ili oste¢enih tkiva. Celije zubne
pulpe se mogu smatrati populacijom mezenhimalnih matiénih ¢elija (MMC) sli¢nih
karakteristika kao i MMC izolovane iz kostane srzi (206). Njihova velika prednost u
odnosu na mnoge druge tipove Celija za ¢elijsku terapiju je to da su imunoloski neutralne.

Ovo ima vazan znacaj za terapijsku primenu buduci da SHED poti¢u od zdravih davaoca,
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i da se te ¢elije mogu krioprezervirati, ¢ime su blagovremeno dostupne za pacijenata
(205).

Diferencijacija maticnih celija u osteoblaste se postize izlaganjem celija niske
pasaze specificnim uslovima kultivacije. U literature postoji viSe nacina za prevodenje
¢elija. Najjednostavniji je kultivisanje multipotentnih ¢elija najmanje 30 dana u MEM
medijumu sa 20% FBS. Mangano i sar. su pokazali da FBS ispoljava aktivnost
diferencijacije, favorizuju¢i osteoblastnu diferencijaciju, kada se koristi u velikom
procentu (207). Drugi nacin za indukciju osteoblasti¢ne diferencijacije, je kultivacija
¢elija u MEM-u dopunjenom sa 10% FBS, 50 g/mL askorbinske kiseline i 10 M
deksametazona. Pristustvo kortikosteroida i akskorbinske kiseline u navedenim
koncentracijama izaziva difercijaciju celija zubne pulpe u osteoblaste (205). Treéi
moguci nacin diferencijacije, koji smo i mi koristili, podrazumeva dodavanje 2 mM beta-
glicerofosfata u tu smesu. Medijum za difencijaciju se dodaje ¢elijama koje su dostigle

subkonfluentnost, i proces prevodenja traje tri nedelje, uz menjanje medijuma na par dana
(208).

Dokazivanje diferencijacije SHED u osteogenu lozu je slozeno i postoji vise
naina za to. Najjednostavniji metod je bojenje Kkalcifikovanih komponenti
ekstracelularnog matriksa. Alizarin crvena, istorijski vazna boja koja se nekada koristila
za proizvodnju ,,crvenih mantila“ britanskih vojnika, sada se koristi za dokazivanje
prisustva nodusa bogatih kalcijumom koje proizvode ¢elije u kulturi. Ovo bojenje sluzi
kao standardna kolorimetrijska metoda za kvantitativno odredivanje kalcijumovih
depozita prisutnih u ¢elijama osteogenog porekla, na osnovu ¢ega se opisuje stepen
mineralizacije koja prethodi formiranju ekstracelularnog matriksa zrele kosti. Medutim,
ova metoda ne pokazuju specificnu diferencijaciju SHED u osteoblastnu liniju. Pokazalo
se da jednostavne manipulacije ¢elijskom kulturom, poput dodavanja kalcijuma
hranljivom medijumu za rast ¢elija, imaju pozitivan rezultat na bojenje alizarin red bojom
za samo 7 dana (209). Bojenjem ovom metodom pokazana je osteogena diferencijacija
humanih mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe mle¢nih inciziva i umnjaka (210).
Ocekivano, zbog vece sposobnosti diferencijacije, crveno obojenih kalcijumovih depozita
je bilo znacajno vise u prisustvu osteoblasta poreklom iz pluripotentnih mati¢nih celija

zubne pulpe mlec¢nih zuba nego u osteoblastima poreklom iz mezenhimalnih ¢elija zubne
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pulpe umnjaka istog donora (211). Vakhrushev i sar. su poredili sposobnost osteoblastne
diferencijacije mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe mlecnih zuba i mezenhimalnih celija
poreklom iz koStane srzi, boje¢i ih alizarin crvenom bojom. Rezultati su pokazali da
nakon 8 dana kultivisanja u osteogenom medijumu, kod obe vrste ¢éelija se uocavaju
podrucja sa visokom koncentracijom celija koje su za sebe vezale boju. Nakon 15 dana
kultivisanja gustina ¢elija se povecala, a na osnovu intenzivnijeg bojenja moglo se
zakljuciti da su ¢elije u tom podrucju aktivno akumulirale kalcijumove soli. Nakon 22
dana kultivisanja, kod obe vrste celija bio je vidljiv znacajan broj podrucja sa
osifikacijama koja su se odlikovala prisustvom celija sa tipinom morfologijom
osteoblasta i visokim sadrzajem kalcijumovih soli u vakuolama. Celije su aktivno
ucestvovale u osteogenoj diferencijaciji. Na taj nacin autori su pokazali da SHED imaju
osteogeni potencijal slian osteogenom potencijalu mezenhimalnih ¢elija poreklom iz

koStane srzi (212).

U nasem istrazivanju, tretman bojenja Alizarin crvenom bojom kulture ¢elija
gajenih u osteogenom medijumu 3 nedelje, pokazao je prisustvo obojenih kompleksa oko
¢elija, koji odgovaraju kalcifikovanim nodusima, koje proizvode osteoblasti.
Novodeponovani mineralizovani matriks je bio pokazatelj diferencijacije izolovanih
mezenhimalnih ¢elija u osteoblaste. Medutim, zbog nespecifi¢nosti ovog testa, uradena je

1 ekspresija gena specifi¢nih za osteoblasti¢ne celije.

5.2.7 Diskusija imunoflorescentnog bojanja

Imunofluorescencija je tehnika koja koristi fluorescentno obelezena antitela za
otkrivanje specificne mete- antigena na celijama. Indirektna imunofluorescencija
podrazumeva tehniku u dva koraka, u kojoj se primarno, neobeleZeno antitelo vezuje za
antigen, nakon Cega se drugo antitelo obelezeno fluoroforom (usmereno protiv Fc dela
primarnog antitela) koristi se za otkrivanje prvog antitela. Ova tehnika je komplikovanija
1 zahteva duze vremena od direktne imunofluorescencije (jer zahteva duzi period

inkubacije); medutim, ona je senzitivna metoda jer se pojaCava signal fluorescencije
(213).
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Kolageni ¢ine familiju od 28 razli¢itih slozenih tipova lanaca, koji formiraju
vezivno tkivo (214). Kolagen tipa I je najvaznija komponenta vancelijskog matriksa
kostanog tkiva i ima ulogu u adheziji, proliferaciji i diferencijaciji osteoblastnih ¢elija, ali
se moze naci u drugim tkivima, pa se zato ne moze smatrati usko specificnim za kostano
tkivo (215). Kolagen tipa I predstavlja vaznu komponentu organskog dela koStanog
matriksa, Cija se ekspresija pokre¢e jo§S u ranim stadijumima osteogeneze (215, 216).
Kolagen tipa | je sastavljen od dva alfa 1 lanca i jednog alfa 2 lanaca (217). Alfa 1 lanac
kolagena tipa | kodiran je Colll genom (218). To je jedini protein koji je u razvoju
kosStanog tkiva zastupljeniji ¢ak i od osteokalcina (219). On stvara osnovu za depoziciju
minerala i s obzirom na to neophodan je za normalan razvoj kostiju (220). Celije tretirane
medijumom za diferencijaciju ¢elija u osteoblaste, eksprimrale su jaku imunopozitivnost
ovog antetela, pri imunofluorescentom bojanju. | drugi autori govore o ranoj pozitivnosti
¢elija pulpe na kolagen I. S ozbizom da je on veoma vazan strukturni protein
ekstracelularnog matriksa, njegova povecana ekspresija u poc¢etnoj fazi sugerise da je on
neophodan za kasnije deponovanje neorganskih kristala u mineralizovani matriks (221).
U mnogim istrazivanjima je opisana veza izmedu povecanog ekstracelularnog matriksa i
sinteze proteina, u ranim fazama osteogeneze gde je prisutna pozitivnost ¢elija na

kolagen | (222, 223).

Osteopontin  je glikozilisani  fosfoprotein  koji je obilato prisutan u
ekstracelularnom matriksu kostiju. On nije usko specifi¢an za kostano tkivo, vec je Siroko
rasprostranjen i u drugim tivima, vezivnim i epitelnim, krvnom serumu i svim telesnim
tecnostima. Njegova uloga je vaZzna u procesima kao $to su Celijska adhezija i migracija,
angiogeneza, antiapoptoza, imunoloski odgovor, zapaljenje i zarastanje rana (224, 225).
U fizioloSkoj mineralizaciji koStanog tkiva, osteopontin se eksprimira u ¢elijama koje su
zaduzene za remodeliranje kostiju (226). U tom procesu, osteopontin poreklom iz
osteoklasta inhibira stvaranje hidroksiapatita (227, 228). Osteopontin vezuje veliku
koli¢inu Cap, iako ima ulogu u inhibiranju rasta kristala (229). U ovom istrazivanju,
imunofluorescentno bojanje pokazalo je umeren intezitet pozitivnosti na osteopontin,
kvalitativno ocenjen. Pozitivno ekprimiranje ovog antitela je prisutno i kod drugih autora,
s obzirom da osteopontin igra vaznu ulogu u poc¢etnim fazama formiranja matriksa i/ili

kalcifikacije (230). Inicijalni dogadaj pri formiranju mineralizovanog matriksa je
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akumulacija Ca, za koju je odgovoran osteopontin. Otkriveno je takode da njegova
ekspresija ne zavisi od upotrebe drugih materijala. Koriste¢i MTA (engl. mineral trioxide
aggregate) u nekim studijama zabeleZena je njegova ekspresija, poSto ga osteoblasti

eksprimiraju fizoloski pri deponovanju mineralizovanog matriksa (231, 232).

Ki67 se koristi kao marker proliferacije ¢elija. IzraZzen je tokom svih aktivnih faza
¢elijskog ciklusa (G1, S, G2, M) osim GO faze, i eksprimira se u jedru ¢elija. Ovo antitelo
se istice medu drugim markerima proliferacije ¢elija jer nije specificno, ve¢ ono reaguje
(. boji) sve ¢elije u fazi proliferacije. Ovaj protein je konstantno eksprimiran u jedrima
svih delec¢ih ¢elija, u svakom delu ¢elijskog ciklusa, uz varijabilnost u G1 fazi i u ranoj S
fazi kada je na niskom nivou. Njegova koncentracija raste tokom S 1 G2 faze, a najveca je
tokom mitoze (233). Stepen njegove ekspresije koristi se za odredivanje statusa
proliferacije ¢elija (234). Ki67 antitelo se moze odrediti pomoé¢u nekoliko kvalitativnih i
kvantitavnih metoda, kao Sto su: imunohistohemijske analize, elektronska mikroskopija,
ELISA, proto¢na citometrija, imunocitohemija (235). U naSem istrazivanju koris¢ena je
metoda imunofluorescencije. Wang i sar. su pokazali visok proliferativni kapacitet SHED
¢elija, u odnosu na DPSC, jer su ekprimirale jac¢e Ki67 antitelo (236). Mati¢ne ¢elije koje
se prevode u osteoblaste zadrzavaju kapacitet umnozavanja, koji su imali pre izlaganja
osteogenom medijumu. Slabiji intezitet pozitivnosti na Ki67 antitelo mati¢nih celija
diferentovanih u osteoblaste pokazuje da je on nesto slabiji nego kod nediferentovanih
mati¢nih ¢elija, Sto je ofekivano s ozbirom da diferenciranije Celije gube visok kapacitet

umnozavanja koji su imale kao nezrele Celije.

SOX2 je kao vazan faktor transkripcije, ukljuen u embriogenezu celija,
razvijanje mati¢nih celija i proliferaciju primordijalnih nezrelih Celija (237). Istrazivaci
koji su se bavili eksresijom ovog faktora otkrili su da je SOX2 neophodan za proliferaciju
primordijalnih nezrelih éelija i pluripotenciju (238, 239, 240). Stavise, SOX2 se
eksprimira u brojnim delovima endodermalnih i ektodermalnih mati¢nih ¢elija odraslih 1
klju€an je za normalnu regeneraciju i razvitak tkiva (237). Utvrdeno je da se ekspresija
SOX2 u mozgu znacajno smanjuje sa starenjem kod ljudi, Sto sugeriSe da pad ekspresije
SOX2 antitela moze da se koristiti kao biomarker starenja (241). Kopp i sar. (242) su
pokazali da samostalno minimalno povecanje nivoa SOX2 pokrece diferencijaciju

embrionalnih mati¢nih ¢elija u osteoblaste, bez primene ostogenog medijuma. Ovaj

81



Doktorska disertacija Dragica Bulaji¢

mehanizam dleovanja podrazumeva aktivacija signalnog puta Hippo i regulaciju gena
porodice BMP. Prema dosada$njoj literaturi, Hippo signalni put je vazan za osteogenu
diferencijaciju mezenhimalnih c¢elija (243). Liu i sar. su pokazali da je eksprimirani
SOX2 normalno prisutan u ¢éelijama promovise proliferaciju, migraciju i adheziju DPSC
(244). Kasnije je ista grupa autora pokazala da SOX2 ckspresija promoviSe osteogenu
diferencijaciju DPSC-a (245). Mati¢ne ¢elije koje smo diferencirali ka osteoblastima
pokazavale su slabu ekspresiju SOX2 antitela, $to je u skladu sa literaturnim podacima.
Imunofluorescencija nije specificna metoda dokazivanja ostogene diferecijacije mati¢nih

¢elija, jer SOX2 pokazuje pozitivnost i kod nediferenciranih ¢elija pulpe mle¢nih zuba
(246).

5.2.8 Diskusija rezultata ekspresije osteogenih markera

Maticne celije koje su indukovane ka diferencijaciji u zrele kostane ¢elije menjaju
obrazac ekspresije specifi¢nih gena tokom sazeravanja, i zbog toga postoje mnogobrojni
markeri osteoblastne ¢elijske linije i osteogeneze kojima se definiSe stepen zrelosti celija.
Markeri osteoblastne ¢elijske linije, koje smo analizirali su: transkripcioni faktori Runx2 1

alkalna fosfataza.

Alkalna fosfataza (engl. Alkaline phosphatase - ALP) je molekularni marker rane
osteoblasti¢ne diferencijacije. Kod ljudi postoje cetiri forme alkalne fosfataze, a
okarakterisane su na osnovu toga u kojim se tkivima uglavnom eksprimiraju kao
placentalna, intestinalna, alkalna fosfataza iz jetre/kostiju/bubrega i iz polnih Celija (247).
Tkivno nespecifi€ni oblik (TNSALP) se eksprimira u mnogim tkivima u celom telu, a
posebno je prisutna u jetrenom, skeletnom i bubreznom tkivu (248). Male razlike u
elektroforetskoj pokretljivosti 1 termo stabilnosti izmedu jetrene/kosStane/bubrezne ALP
pripisuju se posttranslacionoj modifikaciji iako je moguée da su njihovi proteinski delovi
kodirani odvojeno ali srodnim genima (249). Alkalna fosfataza nespecificna za
jetru/kosti/bubrege (TNSALP) je kodirana kao jedan genetski lokus, a nalazi se na
kratkom kraku hromozoma 1 (250). Komoda i Sakagisi (251) su postavili hipotezu o
fizioloskom pristustvu ugljenohidratnih delova ALP: oni $tite enzim od brze degradacije

iz cirkulacije kroz vezivanje sa asialoglikoproteinskim receptorima jetre. Evolucija ALP
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porodice gena je verovatno ukljuc¢ivala umnozavanje primordijalnog tkiva-nespecificnog
ALP gena za stvaranje TNSALP gena (252). Jedna od uloga nespecifi¢ne alkalne
fosfataze jeste mineralizacija matriksa kostanog tkiva (253). Osteoblasti ALP
eksprimiraju u vidu vezikula na membrani (250) i uz pomo¢ nje hidrolizuju neorganski
pirofosfat (PPi) u nezelom koStanom matriksu, pri ¢emu nastaje pirofosfat, koji je
neophodan za formiranje hidroksiapatitnih kristala koji ¢ine neorgansku komponentu
kostiju. Nezrele osteoprogenitorne ¢elije ne eksprimiraju alkalnu fosfatazu, preosteoblasti
i osteoblasti je eksprimiraju najvise, dok je zreli osteociti ne eksprimiraju (254).
Osteoblasti koje smo diferencirali iz SHED su znacajno eksprimirali ovaj gen, §to nam
potvrduje da su to zreli ostoblasti. To zna¢i da se u koStanom tkivu alkalna fosfataza
eksprimira u ranoj fazi formiranja kostanog tkiva, dok njena ekspresija opada u kasnijim

stadijumima maturacije (255).

U naSem istraZivanju ksenograftni material Bio-0ss® je najmanje eksprimirao
marker rane osteogeneze, §to se objasnjava njegovim poznatim svojstvima. Naime, Bio-
0ss® poseduje samo osteokonduktivna svojstva, ali ne i osteoinduktivna, tako da on nema
mogucnost da indukuje ¢elije da se diferenciraju u osteoblaste (256). Novosintetisani
SBA-16/HA je pokazao pozitivnu ekspresiju osteospecificnog gena u grupi ekstrakata
starih 1. dan. U ostale dve grupe vrednost ekspresije ovog gena je bila niza od kontrolne
grupe, Sto znaci da nije doslo do inicijane diferencijacije ¢elija ka koStanom tkivu. lako
do sad nisu ispitivana osteoinduktivna svojstva ovog materijala, poznato je da HA ima
osteoinduktivna svojstva na mati¢ne ¢elije (257). Lin i sar. su pokazali da HA indukuje
osteogenetsku diferencijaciju u ¢elijama sliénim osteoblastima (Saos-2), i pritom
ekprimira gen za alkalnu fosfatazu (258), sliéno onome $to smo i mi zabeleZili na
¢elijama u grupi ekstrakta starog jedan dan. U dostupnoj literaturi ne postoje podaci o
istrazivanjima koja su pretklinickim studijama ispitivala osteoinduktivna svojstva
dentinskih opiljaka. Pretpostavlja se da opiljci poseduju osteoinduktivni potencijal zbog
pristustva BMP-2 u svom sastavu (259). U naSem istraZivanju ovaj materijal se pokazao
superiornim u odnosu na druga dva kada je u pitanju ekspresija ranog markera
osteogeneze. Ovo potkrepljuje klinicke studije koje su dokazale stvaranje koStanog tkiva

nakon implantacije dentinskih opiljaka in vivo (43).
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Multipotentne mezenhimalne ¢elije diferenciraju se u osteoblaste (260), prolazeci
kroz stadijum preosteoblasta do konacne diferencijacije u osteoblaste. Proces
diferencijacije podrazumeva ekspresiju gena osteogeneze, koja je kontrolisana sa dva
glavna markera- RUNX2 (engl. Runt-related transcription factor 2) i osteriksa (engl.
Osterix - Sp7) (261). RUNX2 je neophodan faktor za normalan razvoj skeleta, jer
indukuje ekspresiju gena za osteoklacin, kolagen tipa I, osteopontin i druge proteine
neophodne za razvoj kostiju. Ipak on nije usko specifian za osteoblaste (219, 215).
RUNX2 indukuje ekspresiju osteoblastiénog fenotipa tako Sto podstice diferencijaciju
preosteoblasta iz mezenhimalnih ¢elija, 1 pritom inhibira diferencijaciju progenitora
prema hondrocitima i adipocitima. Njegova aktivnost se kontroliSe i modulira preko
signalnih puteva, u pocetku preko Wnt/p-katenin (engl. Wingless-int/fcatenin) i TGF-
B/BMP (engl. Transforming growth factor-f/bone morphogenic protein) (262).

Kada posmatramo ekspresiju RUNX2 gena u Bio-0ss® grupama, ona je
konstrantno nize od ekspresije u grupi osteoblasta. To nam potvrduje da ovaj material
nema osteoinduktivna svojstva na SHED, i da ne uti¢e sam po sebi na stvarenje kostanog
tkiva. Poznato je da ovaj material izbora u svakodnevnoj stomatoloskoj hirurgiji ima
samo osteokonduktivna svojstva, ali se u litetaturi nalaze podaci o0 njegovim
osteoinduktivnim svojstvima na celije, kada se kombinuje sa razli¢itim faktorima rasta
(263). U naSem istrazivanju novoispitivani material, SBA-16/HA nije pokazao
osteoinduktivni potencijal ni u jednoj grupi kada je u pitanju ovaj gen. Ranije je
dokazano da HA u sastavu drugih nanomateriala ima osteogenetski potencijal na ¢elijama
(264), sto nasSe itrazivanje nije potvrdilo za SBA-16/HA Dentinski opiljci su u grupama
ekstrakata starim 1. 1 14. dana statisticki znacajno pozitivno eksprimirali RUNX2 gen. To
govori u prilog diferencijacije SHED u ostoblasticne celije. Klinickim studijama je
dokazano pristustvo novostvorenog kostanog tkiva nakon implantacije ovog materijala u
kostani defekt (33). Da bi se iskljucilo ostekonduktivno svojstvo ovog materijala, on je
implantiran u subkutno tkivo gde je uoceno formiranej kostanog nodusa osteoindukcijom

okolonih ¢elija, §to potvrduje njegov osteoinduktivni potencijal (265).
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata dobijenih prilikom izolacije i karakterizacije ¢elija zubne pulpe,
sinteze, karakterizacije i ispitivanja citotoksi¢nosti i osteoinduktivnosti sintetisanih

biomaterijala mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. Iz pulpe mle¢nih zuba dece izoluju se Celije koje imaju visok proliferativni potencijal i
pozitivno eksprimiraju markere mati¢nih ¢elija na proto¢nom citometru, ¢ime ispunjavaju

neophodne kriterijume da budu definisane kao humane mezenhimalne stem celije.

2. Ispitivani SBA-16/HA materijal i kontrolni Bio-oss® su pokazali biokompatibilni i
proliferiSu¢i efekat na SHED; dok su dentinski opiljci pokazali blagi citotoksicni efekat
na ¢elijama na osnovu rezultata MTT i DET testa.

3. Izolovane celije iz pulpe mlecnih zuba u fizioloskoj smeni diferencirane su u
osteoblaste nakon perioda inkubacije od tri nedelje u osteogenom medijumu. Prisustvo
obojenih kompleksa u kulturi ¢elija nakon bojenja alizarin crvenim ukazuje na
novodeponovani mineralizovani matriks i pokazatelj je diferencijacije cCelija.
Osteoblasticna diferencijacija je dokazana pozitivnim imunofluorecentnim bojanjem
osteogenim markerima; celije su pokazale visoku ekspresiju anti-Coll 1 i osteopontina,

dok je ekspresija Ki-67 i anti-SOX 2 antitela bila nesto slabija.

4. Od svih ispitivanih materijala, samo su dentinski opiljci pokazali statisticki znacajna
osteoinduktivna svojstva, eksprimirajuéi ALPL i RUNX2 gene. Materijal Bio-0ss® je u
sve tri grupe pokazao ekspresiju oba gena koja je niza od kontrolne grupe, dok je SBA-
16/HA samo u grupi ektrakta starog 1. dan imao blago poviSenu ekspresiju ALPL gena,

gena rane osteoblasti¢ne diferencijacije.

5. Na osnovu ovog istrazivanja, SBA-16/HA i Bio-0ss® su pokazali pokazali
zadovoljavajué¢ nivo biokompatibilnosti. Sa malom prednosc¢u SBA-16/HA je bio bolji od
primenjivanog zlatnog standarda Bio-0ss®. Dentinski opiljci koji se ve¢ koriste u
klinickoj praksi su pokazali nizi nivo biokompatibilnosti, ali visok osteoinduktivni

potencijal.
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Osaj Obpazay uuHu cacmasHu 0eo O0OKMOpPCKe oucepmayuje, 0OHOCHO OOKMOPCKOZ
yMemHuykoe npojekma xoju ce opanu Ha Yuusepzumemy y Hoeom Caoy. I[lonyren
Obpazay ykopuuumu u3za mekcma OOKMOpPCKe oucepmayuje, OOHOCHO OOKMOPCKO2

VYMEMHUUKO2 npojekma.

[Inan Tpermana nogaTaka

BHOKOMHaTI/Iﬁl/IJIHOCT, HUTOTOKCHYHOCT U OCTCOMHAYKTHBHOCT PA3IMYUTHX KOIITAHHX

3aMeHHMKAa Ha MaTH4YHUM heanjama myJne mie4yHux 3y0a

a) Kareapa 3a xucroJiorujy u emopuosnorujy, MemuuuHckn (akyjiaTer, YHHBEP3UTET Y
Hosom Cany
6) Opememwe Jleunje W MNpeBeHTHBHe cToMaTojoruje, KimHuHKa 3a cTOMATOJIOTHjY

BojBogune

JlokTopcke akanemcke cryamje, KimHmuka ucrpaxuBama, MeanuuHcku ¢akyJirer,

Yuusep3urter y HoBom Cany

1.1 Bpcra cryamje

Ykpamko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npuxynsajy

ExcnepuMenTannn pag Ha henujckoj JMHMjH IyJjme MJIEYHHX 3y0a, HMCIHMTHBaH-e
OMOKOMIATHOMIHOCTH M OCTCOMHAYKTHBHOCTHM TPH KOIUTAHA 3aMEHHKA AaKTyeJHHM

MeTOo1aMa XHCTOJIOTHje U MOoJIeKyJIapHe OHoJoruje.

enuTena J0jKe y3 MPUMEHY CaBpeMEHE BCPTe HAHOYECTHLA U aKTyeJTHUX METOo/la MOJIeKylapHe




ouosoruje.

1.2 Bpcre nonaraka
a) KBAHTUTATHBHH

0) KBaJIMTATUBHU

1.3. Hauun npukynspama nojgaTtaxka
a) aHKeTe, YIIUTHUIIH, TECTOBU
0) KJIMHUYKE MPOLIEHE, MEAULIMHCKY 3allUCH, €JIEKTPOHCKH 3/IPaBCTBEHH 3allUCU

B) TCHOTUIIOBH: HABECTH BPCTY

F) AIMUHUCTPATUBHU IMOAAalN: HABCCTHU BPCTY
) Y30pLM TKHBA: TKHBO 3yOHe IyJine MJIeYHHUX 3y0a

bh) cummum, dororpaduje: dororpadpuje umyHoduyopecueHTHO o000jeHux heanja,
¢ororppuje xucrosiomku o000jeHux heamja 3yOHe myJime aJau3apuH pex MeETOAOM H

KpHCTaJ BHOJIET MeTo0M, U (poTorpaduje HatuBHe heanjcke KyaType
€) TeKCT, HABECTH BPCTY JINTePaATYPHHU U3BOAHU

) Mara, HaBeCTU BPCTY

3) 0CTAJ0: CKCICPUMEHTAJTHA UCIIMTUBAKLA

1.3 ®opmar nonaraka, ynorpedspeHe ckalie, KOJIMYMHa [oAaTaKka

Tabese (5), caamke (23). IMomamm cy NMpUKa3aHU Kao PeIaTHBHU KOMIAPATHBHHU OTHOCH
reHCKe exkcnpecuje u heaunjcke BujaduIHOCTH Yy BHAY Kopejanuje u3Mel)y KOHTPOJHUX U

Tperupanux heamja.

1.3.1 Ynorpebssenu copTBep u popMar qaTOTEKeE:

a) Excel ¢ajn, natoreka Xlsx




b) SPSS ¢ajn, naroreka .sav

c) PDF ¢ajn, naroreka

d) Tekcr ¢aji, natoreka .docx

¢) JPG o¢ajn, natoreka Jpg

f) Ocrano, natoteka

1.3.2. bpoj 3anuca (Kol KBAHTUTATUBHUX IO/IaTAKa)

a) O6poj Bapujabau Besuku 0poj Bapujadiu

0) Opoj Mepema (MCTIMTaHHUKA, MPOIICHA, CHUMaKa U cl.) CBaku OMOJIONIKH €KCIEPUMEHT je
HE3aBHCHO W3BelleH HajMame TPH IMYTa, Y OKBUPY KOJjUX je CBAKH OMOJIONIKM Yy30paK

NPUIIPpEeMJ/beH Y HajMame TPHU PellIMKe YKOJIHKO HHje Apyraumje Ha3HA4YeHO.

1.3.3. IToHOBJbEHA MEpPEHA
a) na

0) He

VKonuko je OATOBOp Aa, OATOBOPUTH Ha cneneha nuTamba:

a) BPEMEHCKH pa3Mak U3MeJljy MOHOBJbEHHUX Mepa je
0) BapHjabJie Koje ce BUIIIE ITyTa Mepe OJJHOCE Ce Ha
B) HOBEe Bep3uje (ajaoBa KOjU caapKe IOHOBJBEHA MeEpema Cy MMEHOBaHE Kao

Hamnowmene:




Ha nu popmamu u cogpmeep omozyhasajy demerve u 0yeo0pouHy 8aruOHOCm nooamaxa?

a) /a
0) He

AKo je 00eo60p He, 0bpaznoxicumu

2.1 MeTozonoruja 3a IpuKyIJbamke/TeHEepUcamhe Mmo1aTaKa

2.1.1. Y okBUpY KOT UCTPAXXUBAYKOI HALPTA Cy MOJalU NPUKYIIJbEHU?

a) excriepuMeHT, ExciepumMenTy Ha npumapHoj henujckoj JuHUjU 3yOHe ImyJine MJIEYHHMX
3y0a, aHagmu3a ¢eHoruna u cnocobHocTH GopMHpama KoJOHUja Hu30/10BaHuX heimja,
aHaJIM3a TeCTOBA KapakTepu3anmje CHHTETHCAHOT MartepujaJa, aHaJIM3a
HMYHO(JIYOPECHEeHTHOT U aJqu3apuH pel 0ojamba JupepeHIHpPaHuX ocTeodsacTa, aHAINn3a
TeCTOBa HMTOTKCHYHOCTH MCIIMTHBAHUX MaTepHjaja, oapehuBame 0CTeOMHAYKTHBHOCTH

HCIMUTHBAHUX MaTepujaJja.

6) KOpCIIAlIMOHO UCTPAXKUBALEC, HABECTU THUIL

H) aHalin3a TCKCTa, HAaBCCTHU THII lemylm,an,e moaaTaka aHaJIUu30M JOCTYIIHE JIUTEpaTypeE.

1) OCTajo0, HABECTH IIITa

2.1.2 Hasecmu 6pcme MepHUX UHCMPYMEHAmMa Ui Cmanoapoe nooamaka CHeyuuuHux 3a

00peheny HayuHy OUCYUNIUHY (AKo nocmoje).




2.2 KpasiiteT nmojaTaka u cTaHaapau

2.2.1. Tperman HenmocTajyhux momaraka

a) [la mu matpuna caapxxu Hepocrajyhe nonarke? Jla He

AKoO je oroBOp /13, OATOBOPHUTH Ha cieneha nurama:

a) Konuku je 6poj Hemocrajyhux mogaraka?
0) Jla 11 ce KOPUCHUKY MaTpHulie Ipenopyydyje 3ameHa Henocrajyhux nogaraka? Jla  He
B) AKO je 0IrOBOp /1, HABECTHU CYTeCTH]j€ 3a TpeTMaH 3aMeHe HeJ0CTajyhux rnojaraka

2.2.2. Ha xoju Ha4WH je KOHTPOJIMCAH KBaJUTET moaaraka? OnucaTu

KBaiureT mogaraka KOHTPOJIMCAH je NMPHMEHOM Pa3JIMYUTHX CTATHCTHYKUX MeToAa W

nopehemem ca JinTepaTypHUM NOJALHUMA.
2.2.3. Ha xoju Ha4MH je U3BpIIEeHA KOHTPOJIA YHOCA MTOIaTaka Y MaTPHILy?

ITopehemeM 100ujeHNX MogaTaKa ca JUTEPATYPHUM MOAALUMA.

3.1. TpermaH u yyBame To1aTaka




3.1.1. Ilooayu he bumu denonosanu y Penozutopujymy Yuusep3urera y Hosom Cany.

3.1.2. URL aodpeca https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla nu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a)  la
0) Ha, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o
8) He

Axko je o02060p He, Hagecmu pasioz

3.1.5. Ilooayu nehe 6umu denonosanu y penosumopujym, anu he oumu yysauu.

Obpasnooicerve

3.2 Meranoanu U JOKyMEHTAaIl{ja Mo1aTaKka

3.2.1. Koju CTaHaap] 3a MeTaroaaTKe he outu MpUMEHEH?

3.2.1. HaBectu MeTano1aTKe Ha OCHOBY KOJUX CY MOJAIH JIEIOHOBAHU Y PEMIO3UTOPU]YM.



https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

Axo je nompebHo, Hagecmu mMemooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe nooamaxa, aHatumuyke u

npoyedypante uHpopmayuje, HUXo080 Kooupare, demabHe onuce eapujabiu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja v CTaHIap/IH 32 YyBamke MMOIaTaka

3.3.1. Mo xor nepuoza he momanu 06wty uyBanu y pernosutopujymy? TpajHo

3.3.2. la 1 he nonanu 6utu aenoHoBanu nox mugppom? JJa He

3.3.3. la nmu he mmdpa OGutn noctynHa oapehenom kpyry ucrpaxusaua? Jla He

3.3.4. Jla i ce moany MOpajy YKJIOHUTH M3 OTBOPEHOT MPHUCTYIIA ITOCJIe U3BECHOT BpeMeHa?
Jla He

O06paznoxutu




OBaj ogespak MOPA OuTH monmymeH ako BallM MOJAlM YKJbY4yjy JIMYHE IMOJATKE KOjH ce
OJIHOCE HAa YYECHUKE Yy HCTpaXHWBamy. 3a JApyra HCTpakuBama Tpebda Takohe pa3sMOTpUTH

3alITUTY U CUTYPHOCT I0JIaTaKa.
4.1 ®opmaliHM CTaHIAPAM 3a CUTYPHOCT HH(pOpMaIrja/moaTaka

HcTpakuBaun Koju CIIPOBOJIE MCHHUTHBAKA C JbyJUMa MOpajy Ja ce MpHIpKaBajy 3akoHa O
3alITUTH nojaraxa 0 JUYHOCTH

(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka _o_licnosti.html) u oarosapajyher

HHCTUTYIIUOHAJIHOT KOACKCA O aKaAECMCKOM UHTCTPUTCTY.

4.1.2. la 1u je ucTpakuBame 0100peHo o1 ctpane etuuke komucuje? Jda He
Ako je oarosop [la, HaBecTH AaTyM M Ha3UB €TUYKE KOMHUCH]E KOja je 0100puiia HCTPaKUBAHE

HUctpaxuBame je ono0peHo oa crpaHe Etuuxe xkommcuje KimHuke 3a cToMarTosiorujy
BojBoanne, 04.07.2019. ronune, u o1 crpaHe ETuuke komucuje MeanunHckor paxkyarera y

Hosom Cany, 18.11.2019. rogune.
4.1.2. Jla mu nmojany ykJbyuyjy JIMUHE MOJaTKe yuecHUKa y uctpaxusamy? /la He

Axo je OATOBOp 14, HABCOAUTC Ha KOjI/I HAa4YUH CTC OCUTYpAJIM MOBCPJBUBOCT U CUT'YPHOCT

uHpOpMaIrja Be3aHUX 32 HCITUTAHNUKE:

a) [Monanu HKUCY Y OTBOPEHOM MPUCTYITY
0) [Tonanu cy aHOHUMU3HUPAHU
1) Ocrajo, HaBEeCTH IIITa



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

5.1. Ilooayu he bumu
a) jaeno oocmynnu
6) 0ocmynHu camo yCKom Kpy2y ucmpaxcusaua y oopelheHoj Hayuroj ooracmu

y) 3ameopenu

AKo cy nodayu 0ocmynHu camo YCKom Kpyey UCmpaxicugadd, Hagecmu noo Kojum yCio8uma mozy

0a ux kopucme:

Axo cy nooayu oocmynHu camo YCKOM Kpyey UCMPAdiCUueaud, HA8ecmu HA KOoju HAYUH MO2Y

npucmynumu nooayuma:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynoenu nooayu Oumu apxusupanu.

AYTOpPCTBO — HEKOMepLHjaTHO — 0e3 mpepaje

6.1. Hagecmu ume u npe3ume u mej aopecy 61acuuxa (aymopa) nooamaxa




Aparuna byaajuh

dragica.bulajic@uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npe3ume u mejn aopecy ocobe Koja o0paicasa Mmampuyy ¢ nooayumda
JAparuna byaajuh

dragica.bulajic@uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe koja omo2cyhyje npucmyn nooayuma opyeum

ucmpasrcueaduma
Jparunna bynajuh

dragica.bulajic@uns.ac.rs
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