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Analiza ektopi¢nog osteogenog potencijala mezenhimskih mati¢nih
Celija belog masnog tkiva kod miSa na osnovu relativne ekspresije gena

markera osteogeneze

Rezime

Osnovni cilj disertacije je da se uporedi i analizira osteogeni potencijal sveze
izolovanih mezenhimskih mati¢nih celija belog masnog tkiva (ADSC) 1 in vitro

osteoindukovanih ADSC na modelu ektopi¢ne implantacije kod Balb/c miSeva.

ADSC su nakon izolacije okarakterisane imunocitohemijskom analizom.
Osteogena diferencijacija ADSC ispitana je analizom relativne ekspresije gena osteriksa
(Sp7), osteokalcina (Bglap), alfa 1 lanca kolagena tipa I (Collal) i alkalne fosfataze
(Alpl), vizuelizacijom fosfata i1 analizom ekspresije osteopontina. MiSevima su
subkutano implantirani implantati sastavljeni od sveze izolovanih ADSC, mineralnog
kostanog matriksa (BMM) i plazme obogacene trombocitima (PRP) (SPN grupa),
osteoindukovanih ADSC, BMM i PRP (OPN grupa), PRP i BMM (PN kontrola) i samo
od BMM (N kontrola). Osteogeneza u implantatima je ispitana analizom relativne
ekspresije Sp7, Bglap, Collal i Alpl, histomorfoloskom, histomorfometrijskom i

imunohistohemijskom analizom.

Nadena je pozitivna CD29 i negativna CD14 ekspresija kod celija, Sto je
karakteristika ADSC. Nakon petnaestodnevne osteoindukcije ADSC, zabelezena je
najjaca ekspresija markera osteogene diferencijacije. NajviSa ekspresija gena markera
osteogeneze, prisustvo Celija nalik osteoblastima i1 osteoklastima, resorpcija BMM,
visok procenat infiltriranog tkiva 1 prisustvo tkiva nalik osteoidu, ukazuju na
napredovanje osteogeneze u OPN grupi nakon osme nedelje. U SPN grupi, nadeni su
izrazeni znaci inicijacije osteogeneze posle druge nedelje, a od Cetvrte ekspresija gena i

ostalih markera opada $to ukazuje na slabljenje osteogeneze.



Rezultati doprinose razumevanju osteogenog potencijala razliito pripremljenih
ADSC S$to treba imati u vidu pri izboru nacina i uslova za njihovu primenu u tretmanu

kos$tanih defekata.

Kljuéne re€i: osteogeneza, mezenhimske maticne c¢elije masnog tkiva, plazma
obogacena trombocitima, subkutana implantacija, miS, ekspresija gena, markeri

osteogeneze, histomorfologija, histomorfometrija, imunohistohemija
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Uza nauc¢na oblast: Genetika
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Analysis of the ectopic osteogenic potential of adipose-derived
mesenchymal stem cells in mice based on the relative gene expression

of osteogenic markers

Abstract

The main subject of this doctoral dissertation was to compare and evaluate the
osteogenic potential of freshly isolated, non-treated adipose-derived mesenchymal stem
cells (ADSCs) and the potential of in vitro osteoinduced ADSCs in the ectopic bone-

forming model in Balb/c mice.

The ADSCs were characterized after isolation by immunocytochemical analysis.
Osteogenic differentiation of ADSCs was evaluated using relative gene expression
analysis of osterix (Sp7), osteocalcin (Bglap), collagen type I alpha 1 chain (Collal)
and alkaline phosphatase (4/pl), along with an assay for detection of phosphate deposits
and an immunoexpression analysis of osteopontin. The implants composed of freshly
isolated ADSCs, bone mineral matrix (BMM) and platelet-rich plasma (PRP) (SPN
group), osteoinduced ADSCs, BMM and PRP (OPN group), BMM and PRP (PN
control) and BMM-only (N control), were implanted subcutaneously in mice. The
implants were analyzed using relative gene expression analysis of Sp7, Bglap, Collal

and Alpl, histochemical, histomorfometrical and immunohistochemical analyses.

Positive immunoexpression of CD29 and negative of CD14 was found in the
cells, which is a characteristic of ADSCs. After fifteen days of osteoinduction of
ADSCs, the expression of the markers of osteogenic differentiation was the highest. The
highest level of the bone-related gene expression, the presence of osteoblast-like and
osteoclast-like cells, the resorption of BMM, a high percentage of infiltrated tissue and
the presence of osteoid-like tissue, all suggest the progress of the osteogenesis in OPN
implants after eight weeks. Strongly expressed signs of the initiation of osteogenesis
were found in SPN implants after two weeks, but from the fourth week the expression

of bone-related genes, as well as other analyzed markers decreased.



The obtained results represent a contribution to the understanding of differences
in the osteogenic potential of differently prepared ADSCs which is very important

because of their utilization for the treatment of bone defects.

Key words: osteogenesis, adipose-derived mesenchymal stem cells, platelet-rich
plasma, subcutaneous implantation, mice, gene expression, osteogenic markers,

histochemistry, histomorphometry, immunohistochemistry

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Genetics
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Uvod

1. UVOD

1.1. KoStano tkivo

Kost je hijerarhijski organizovano tkivo koje je u strukturnom i funkcionalnom
pogledu veoma dinamic¢no. Poznavanje biologije koStanog tkiva je veoma vazno za
razumevanje funkcionisanja zdravog koStanog tkiva i koStanog tkiva u regeneraciji
(Cvetkovic 1 sar., 2013). Kostano tkivo ima viSestruku ulogu u organizmu kao $to je
mehanicka (potporna), ulogu u hematopoezi i homeostazi, a takode ima ulogu u

deponovanju kalcijuma i fosfata (Ross i sar., 1989; Amini i sar., 2012).

Kao 1 ostala vezivna tkiva u organizmu, kostano tkivo se sastoji od ¢elija, koje
¢ine 10% tkiva, i od vancelijskog matriksa. Vancelijski matriks koStanog tkiva je
mineralizovan, a glavni mineralni konstituent je hidroksiapatit, hemijske formule
Cajo(PO4)s(OH),, koji ima ukupan udeo od priblizno 60% u tkivu. Organska
komponenta vancelijskog matriksa ¢ini 30% koStanog tkiva ¢iji je glavni konstituent
kolagen tipa I, koji ¢ini gotovo 90% organske komponente. Mnogo manji deo organske
komponente kostanog tkiva (oko 10%) ¢ine lipidi, glikozaminoglikani, glikoproteini,

kostani sijaloprotein i ostali proteini (Ross i sar., 1989; Feng i McDonald, 2011).

Sve kosti u organizmu izgradene su od kompaktnog kostanog tkiva koje ima
guscu, pravilnu strukturu i sunderastog koStanog tkiva koje ima redu i manje pravilnu
strukturu. (Datta i1 sar., 2008; Feng i McDonald, 2011). Osnovna jedinica grade
kostanog tkiva je osteon ili Haverzov sistem (Hert i sar., 2004; Schneider i sar., 2010)
(Slika 1.1.). U sredini osteona nalazi se Haverzov kanal kroz koji prolaze krvni sudovi
koji snabdevaju tkivo neophodnim nutritijentima i nervi koji inerviSu kost. Haverzovi
kanali prate osteon i postavljeni su uglavnom vertikalno duz kosti ili sa odredenim
stepenom inklinacije, tako da se prostiru longitudinalno u pravcu dejstva sile (Hert i
sar., 2004). Ovi uzduzni kanali povezani su poprecnim Volkmanovim kanalima, koji
predstavljaju vezu izmedu osteona i omoguc¢avaju njihovu komunikaciju. Svaki osteon
sastavljen je iz viSe kruznih kosStanih lamela koje ¢ine zid osteona. Lamele su izgradene

od mineralizovanog vancelijskog matriksa u kojem se nalaze lakune gde su smestene
1
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zrele koStane celije - osteociti. Izmedu lakuna nalazi se lakuno-kanalikularna mreza
(Schneider 1 sar., 2010), kroz koju prolaze nastavci osteocita kojima celije uspostavljaju
medusobnu komunikaciju u rigidnom matriksu zrelog koStanog tkiva. Izmedu osteona
nalaze se intersticijalne lamele, a na unutrasnjoj i spoljasnjoj strani kostanog tkiva
unutrasnje i spoljasnje cirkumferencijalne lamele (Ross 1 sar., 1989; Datta i sar., 2008)

(Slika 1.1.).

arterija unutrasnje

osteon cirkumferencijalne
1 kolagena vlakna lamele
7

: P endosteum
intersticijalne

Volkmanov
kanal

spoljasnje
cirkumferencijalne ostéocita
lamele peridsteum u lakuni

Slika 1.1. Grada kostanog tkiva (Adaptirano iz Ross i sar., 1989).

1.2. Zarastanje koStanog tkiva

Zarastanje koStanog tkiva se odvija kroz cetiri faze koje se preklapaju (Slika
1.2.). Prva faza kre¢e ubrzo nakon nastanka traume tako $to se formira hematom, a
zatim dolazi do inflamacije (Balogh i sar., 2012). Formiranjem krvnog ugruska nastaje
pogodna sredina za migraciju inflamatornih celija, prvenstveno makrofaga, zatim

2
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neutrofila, limfocita, fibroblasta i endotelnih ¢elija. Za fazu inflamacije karakteristicna
je hipoksija, niska pH 1 prisustvo ¢elija karakteristi¢nih za inflamaciju. Nakon ove faze
nastaje granulaciono tkivo, koje predstavlja osnovu za narednu fazu reparacije u kojoj

se formira kalus (Cho i sar., 2002; Balogh i sar., 2012; Oryan i sar., 2013).

Legenda:

Zarastanje kostanog tkiva _

Kroz nekoliko

Vaskularna
mreza

Trombociti

-
@]

” Makrofagi
(@)
o

Ti B ¢elije
Hrskavica/
Kolagen tipa Il

Nezrelakost/
Kolagen tipa |

Pre-osteoblasti

Zreli osteoblasti

Osteoklasti

Mezenhimske
maticne celije

Osteoblasti koji oblazu povrsinu kosti

Polimorfonuklearne celije

Hondrociti

@e 8\ PO

Kroz nekoliko
nedelja

Faze zarastanja kostanog tkiva:

| I: Hematom i inflamacija |

Mesecima/
godinama

.......

Slika 1.2. Zarastanje kostanog tkiva (Adaptirano i modifikovano iz Balogh i sar., 2012).
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Privuceni na mesto defekta, makrofagi zajedno sa trombocitima i ostalim
¢elijama koStanog tkiva izlucuju sledece faktore: interleukini (Interleukin-IL, eng.),
faktori rasta fobroblasta (Fibroblast growth factor-FGF, eng.), faktor rasta iz
trombocita (Platelet-derived growth factor-PDGF, eng.), transformis$uci faktor rasta 3
(Transforming growth factor-p-TGF-p, eng.), insulinu-sli¢ni faktori rasta (/nsuline-like
growth factor-IGF, eng.), faktor nekroze tumora o (Tumour necrosis factor-a-TNF-a,
eng.), vaskularni endotelni faktori rasta (Vascular endothelial growth factor-VEGF,
eng.), protein morfogeneze kosti (Bone morphogenetic protein-BMP, eng.) koji imaju
vaznu ulogu u procesu zarastanja koStanog tkiva (Schindeler i sar., 2008; Moshiri i
Oryan, 2013). Takode se pod uticajem ovih faktora regrutuju mezenhimske mati¢ne
¢elije iz okolnog tkiva. Tokom reparacije, mezenhimske mati¢ne ¢elije se diferenciraju
u osteoblaste, koji najpre izgraduju nezrelu kost (Woven bone, eng.) i hondroblaste koji
izgraduju hrskavicavo tkivo, angioblaste 1 fibroblaste, koji su takode neophodni za
regeneraciju koStanog tkiva (Oryan 1 sar., 2013). U daljoj fazi reparacije formira se
kalus koji je u pocetku izgraden od hrskavicavog tkiva, a zatim se u procesu
mineralizacije zamenjuje nezrelim kostanim tkivom i postaje ¢vrs¢i od prethodnog
mekog hrskavi¢avog kalusa (Doblare i sar., 2004). U poslednjoj fazi remodelovanja,
resorbuje se tkivo tvrdog kalusa i formira se lamelarna, zrela kost. Tada se posebno
eksprimiraju interleukini, TNF-a, TNF- i BMP-ovi koji podsti¢u razgradnju i izgradnju
postojeéeg kostanog tkiva (Balogh i sar., 2012; Oryan i sar., 2013).

1.3. Strategije u tretmanu koStanih defekata

Kostano tkivo ima sposobnost spontane regeneracije i zarastanja, ali samo u
slucaju kada nastanu manji defekti (Nandi 1 sar., 2010; Oryan i sar., 2014). Medutim,
veéi kosStani defekti nemaju mogucénost spontane regeneracije, pa je u tom slucaju
neophodna intervencija. Naj¢es¢e se za tretman vecih kostanih defekata upotrebljavaju
kostani kalemovi ili graftovi (Graft, eng.) (Nandi i sar., 2010). Razlikuju se
autograftovi, alograftovi i1 ksenograftovi (Jakob 1 sar. 2012; Amini i sar., 2012).
Transplantacija autograftova predstavlja zlatni standard u tretmanu koStanih defekata,

ali ovaj pristup ima viSe nedostataka. Najveca mana jeste velika invazivnost po
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pacijenta na mestu odakle se uzima kalem (na primer ilijatna kresta), tako da
intervencija izaziva krvarenje, inflamaciju, hroni¢ni bol, a takode postoji opasnost od
infekcije (Amini 1 sar., 2012). Ako je potrebno tretirati ve¢e kostane defekte, onda je
prikupljanje dovoljne koli¢ine koStanog tkiva sa donorskog mesta nemoguce, jer u tom
slu¢aju kost na donorskom mestu moZe izgubiti svoju funkcionalnost (Janicki i
Schmidmaier, 2011). S druge strane, prednost tretmana autograftovima jeste u odsustvu
imunog odgovora, jer se ovaj tip graftova implantira sa jednog na drugo mesto u istom
organizmu. Alograftova i ksenograftova naj¢es¢e ima u dovoljnim koli¢inima tako da se
problem nedostatka materijala ne moZe javiti. Smanjena osteoinduktivnost, imuna
nekompatibilnost, kao i povecan rizik od infekcije nakon presadivanja predstavljaju
neke od problema u slucaju primene alograftova i ksenograftova (Bauer i Muschler,

2000; Jakob i sar., 2012; Oryan i sar., 2014).

Tkivno inZenjerstvo (Tissue engineering, eng.) podrazumeva skup metoda
kojima se usavrSavaju i razvijaju bioloSki supstituenti za regeneraciju, poboljSanje ili
odrzanje funkcije nekog tkiva (Langer i Vacanti, 1993). Iz tog koncepta proizaslo je
tkivno inzZenjerstvo kosti (TIK) (Bone tissue engineering, eng.), koje je utemeljeno pre
30 godina sa ciljem da se prevazidu postojeéi problemi koji postoje prilikom
transplantacije koStanih graftova i pobolj$a nacin za tretman koStanih defekata (O'Keefe
1 Mao, 2011; Amini i sar., 2012). Ovaj pristup je alternativa transplantaciji koStanih
graftova 1 podrazumeva kombinaciju koStanih zamenika, koji se koriste kao nosaci
osteoprogenitornih ¢elija i izvora osteogenih faktora za tretman koStanih defekata

(Buma i sar., 2004; Liu i sar. 2008a; Amini i sar., 2012Im, 2013; Oryan i sar., 2014).

1.4. KoStani zamenici - biomaterijali

Kostani zamenici su jedna od osnovnih komponenti u TIK 1 predstavljaju
supstrat odnosno 3D (trodimenzionalnu) mikrosredinu, koja je neophodna
osteoprogenitornim ¢elijama (Schiffler i1 Biichler, 2007). NajceS¢e se koriste
biomaterijali koji imitiraju  mikrostrukturu  koStanog tkiva omogucéavajuci

osteoprogenitornim ¢elijama da §to efikasnije adheriraju, proliferiSu i da se diferenciraju
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(Beni 1 sar., 2013). Takode, koStani zamenici bi trebalo da poseduju sposobnost da
zadrze biohemijske faktore, koji su neophodni za proces osteogeneze (Dawson 1 sar.,
2008) i da poseduju osteokonduktivna, osteoinduktivna i osteointegrativna svojstva
(Barbeck 1 sar., 2014). U takve koStane zamenike spadaju materijali na bazi
hidroksiapatita 1 kalcijum fosfata, minerala koji ¢ine najveéi deo neorganske
komponente prirodne kosti, pa samim tim najvernije imitiraju mikrosredinu koStanog
tkiva (Storgard-Jensen i sar., 1996; Hattori i sar., 2006). Pored njih postoje i druge vrste
kostanih zamenika, na primer polimernih materijala, hidrogelova, imunomodulatornih
materijala, biorazgradivih materijala, biokeramike i nanomaterijala (Amini 1 sar., 2012;

Barba i sar., 2013; Oryan i sar., 2014).

1.5. Izvor bioloskih faktora za regeneraciju koStanog tkiva - Plazma

obogacena trombocitima

Dodavanjem regulatornih faktora, kao $to su faktori rasta i diferencijacije, moze
se podsta¢i diferencijacija, proliferacija i migracija progenitornih celija, §to moze

znacajno da poboljSa i ubrza regeneraciju kostanog tkiva (Amini i sar., 2012).

Plazma obogacena trombocitima (Platelet-rich plasma - PRP, eng.) je autologni
preparat koji se priprema iz pune krvi (Intini i sar., 2007) 1 koji se koristi za tretman
kostanih defekata od kraja devedesetih godina proslog veka (Intini, 2009; Choi i sar.,
2004). PRP predstavlja koncentrat trombocita u manjoj zapremini plazme, najceSée sa
4-10 puta viSe trombocita od normalne fizioloske vrednosti, sa manjim primesama
ostalih krvnih elemenata. Sastav PRP-a moze blago da varira zbog nacina pripreme koji
se zasniva na centrifugiranju krvi i odvajanju frakcije trombocita od ostalih krvnih

elemenata i na koncentrovanju trombocita u plazmi.

Poznato je da aktivirani trombociti oslobadaju vise razli¢itih bioloskih faktora,

koji imaju bitnu ulogu u reparaciji i regeneraciji kostanog tkiva (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1. Faktori koje oslobadaju aktivirani trombociti i njihova bioloska aktvinost u regeneraciji i

reparaciji koStanog tkiva (Adaptirano iz Intini, 2009; Rodriguez i sar., 2014).

Bioloski faktori

Bioloska aktivnost u regeneraciji i reparaciji
koStanog tkiva

ADP (Adenosine diphosphate, eng.); ATP
(Adenosine triphosphate, eng.)

Utic¢e na remodelovanje i proliferaciju kostanog
tkiva: podize nivo Ca’" u osteoblastima. Deluje
sinergisticki sa hormonima u indukciji
regeneracije koStanog tkiva

Faktori V, X1, XIII (Factor V, XI, XIII, eng.);
Fibrinogen (Fibrinogen, eng.); Fon Vilebrandov
faktor (von Willebrand

factor - vIWF, eng.)

Koagulacija

Angiopoetin 2 (4Angiopoietin 2 - Ang-2, eng.)

Remodelovanje krvnih sudova i angiogeneza

Epidermalni faktor rasta (Epidermal growth factor -
EGF, eng.)

Stimuli$e periostealno formiranje koStanog
tkiva. Nedostatak EGF-a odlaze primarnu
osifikaciju hrskavice

Faktor rasta firbroblasta 2 (Fibroblast growth factor
2-FGF2,eng.)

Indukuje i podrzava regeneraciju kostanog tkiva
indukujuéi proliferaciju i diferencijaciju
preosteoblasta i osteoblasta

Fibronektin (Fibronectin, eng.)

Fibronektin je neophodan za opstanak,
proliferaciju, migraciju i ekspresiju gena
karakteristi¢nih za osteoblaste i mineralizaciju

Insulinu-sli¢an faktor rasta 1 (Insuline-like growth
factor 1- IGF-1, eng.)

StimuliSe proliferaciju osteoprogenitornih éelija,
sintezu proteina kostanog matriksa, ekspresiju
alkalne fosfataze, osteopontina i osteokalcina u
stromi kostane srzi, formiranje kostanog tkiva,
proliferaciju i diferencijaciju progenitornih ¢elija

Trombocitni faktor rasta endotelnih ¢elija (Platelet-
derived endothelial cell growth factor - PDECGF,

eng.)

Angiogeneza

Trombocitni faktor rasta (PDGF)

Utice na regrutaciju mezenhimskih maticnih i
progentornih ¢elija, proliferaciju, migraciju i
osteogenu diferencijaciju. Podstice proliferaciju
osteoblasta i mineralizaciju vancelijskog
matriksa

Serotonin

Stimuli$e proliferaciju osteoprogenitornih éelija

TransformiSuéi faktor rasta Bl (Transforming growth
factor beta 1 - TGF- 1, eng.)

Utice na regrutaciju i proliferaciju
mezenhimskih matiénih ¢elija, proliferaciju
preosteoblasta i fibroblasta

Trombospondin-1 (Thrombospondin 1 - TSP-1, eng.)

Ucestvuje u regulaciji regeneracije kostanog
tkiva

Vaskularni endotelski faktor rasta (VEGF)

Pojacava neovaskulogenezu u kostanim
defektima i enhondralno okostavanje
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Pokazano je da faktori navedeni u Tabeli 1.1. uticu na progenitorne ¢elije, tako
§to mogu da ih regrutuju iz okolnih tkiva (Veillette i McKee, 2007), ubrzaju i poboljsaju
njihovo prijanjanje (adheziju) za supstrat na mesto defekta i podsticu njihovu
proliferaciju (Cervelli i sar., 2009), diferencijaciju i angiogenezu (Vogel i sar., 2006;
Intini i sar., 2007; Kasten i sar., 2008b; Intini, 2009; Man i sar., 2012; Rodriguez i sar.,

2014). Svi pomenuti efekti su od velikog znacaja za regeneraciju koStanog tkiva.

Trombociti su glavni prirodni regulatori inflamatorne faze i faze proliferacije
mezenhimskih ¢elija na mestima povrede i samim tim predstavljaju odli¢an prirodni i u
fizioloskom smislu kompatibilan izvor aktivnih bioloskih faktora za osteoregenerativne
svthe (Intini, 2009). ViSe puta je demonstrirano da PRP u kombinaciji sa
multipotentnim mezenhimskim mati¢nim celijama (Mesenchymal stem cells - MSC,
eng.) ima dobar potencijal da indukuje 1 podrzi osteoregenerativne procese (Vogel i sar.,
2006; Liu i sar., 2008b; Kasten i sar., 2008b; Cervelli i sar., 2010). Pored toga,
aktivirana PRP formira fibrinska vlakna koja deluju kao "bioloski lepak", koji moze da
poboljSa vezivanje koStanih zamenika i Celija koje se pri tom kombinuju sa njima

(Freymiller i Aghaloo, 2004; Liu i sar., 2008b; Muller i sar., 2010).

1.6. Celije ko$tanog tkiva

Sem osteoklasta, sve ostale celije koStanog tkiva, osteoprogenitorne celije (ili
osteogene Celije - OC), osteoblasti i osteociti poti¢u od istog tipa ishodnih éelija -
mezenhimskih mati¢nih ¢elija (Ros 1 sar., 1989; Santos i sar., 2009; Feng i McDonald,
2011). Od osteoprogenitornih ¢elija diferenciraju se osteoblasti, a od osteoblasta nastaju
zrele kostane ¢elije, osteociti. Faze diferencijacije ¢elija osteoblastne linije odvijaju se

sinhronizovano sa razvojem kostanog tkiva.

Osteoprogenitorne ¢elije proliferiSu i diferenciraju se u slede¢i stupanj mnogo
aktivnijih Celija, u osteoblaste. Osteoblasti imaju sposobnost proliferacije i prolaze kroz
nekoliko stadijuma diferencijacije sve do stadijuma zrelih osteoblasta (Ducy 1 sar.,
2000; Feng i McDonald, 2011). Zreli osteoblasti izgraduju kosStani matriks koji je

sastavljen prvenstveno od kolagena, ali i drugih organskih komponenti (Raggatt i
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Partridge, 2010). Takode, smatra se da osteoblasti imaju ulogu u inicijaciji
mineralizacije, tako §to luce vezikule koje sadrze enzim alkalnu fosfatazu. Pored alkalne
fosfataze i kolagena, za osteoblaste je karakteristicno da eksprimiraju osteokalcin,
trakskripcioni faktor osteriks, osteopontin, koStani sijaloprotein i druge (Fisher i sar.,
1987; Mark 1 sar., 1988; Nakashima i sar., 2002). Zreli osteoblasti imaju kuboidalni ili
poligonalni oblik sa krupnim jedrom i zauzimaju jednoslojnu formaciju na mestima
izgradnje koStanog tkiva. Kada osteoid okruzi osteoblaste u potpunosti, onda se ove
¢elije diferenciraju u osteocite (Jilka i sar., 1998) koje imaju ulogu u odrzavanju
kostanog matriksa. Usled smrti osteocita u odredenom delu koStanog tkiva, pokrece se
remodelovanje ili reparacija (Ross i sar., 1989). Pored toga §to imaju ulogu u sintezi
organskog i neorganskog dela koStanog matriksa, ima podataka da osteoblasti reguliSu i

aktivnost osteoklasta (Gay i sar., 2000).

Osteoklasti nastaju od monojedarnih hematopoetskih progenitornih ¢elija pod
uticajem dva esencijalna faktora, M-CSF (Monocyte/macrophage colony-stimulating
factor, eng.) i RANKL (Receptor activator of nuclear factor kB (NF-xB) ligand, eng.)
(Santos 1 sar., 2009; Feng i McDonald, 2011), tako da su po poreklu i funkciji veoma
sliéni makrofagima (Menaa i sar., 2000; Hadjidakis 1 Androulakis, 2006). Osteoklasti su
velike viSejedarne ¢elije 1 imaju veoma vaznu ulogu u resorpciji koStanog matriksa na
mestima remodelovanja koStanog tkiva. Osteoklasti ostvaruju svoju ulogu sekrecijom
kiselih i proteoliti¢kih enzima koji razlazu koStani matriks (Ross i sar., 1989; Hadjidakis
i Androulakis, 2006). Zreli visejedarni osteoklasti nastaju spajanjem vise monojedarnih
osteoklasta, koji predhodno bivaju regrutovani iz kostane srzi ili iz cirkulacije na mesto
remodelovanja koStanog tkiva (Vaananen i sar., 2000; Feng 1 McDonald, 2011). Zreli
osteoklasti prvo razgraduju neorgansku komponentu koStanog matriksa, a zatim

razgraduju i organsku komponentu (Vaéndnen i sar., 1990).

Osteoblasti 1 osteoklasti ucestvuju u remodelovanju kostanog tkiva, fino
koordinisanom fizioloskom procesu kojim se uklanja osteceno ili "staro" kostano tkivo,
a izgraduje zdravo (Feng i McDonald, 2011; Zanetti i sar., 2013). Drugim re¢ima, ove
¢elije imaju vaznu ulogu u procesima regeneracije i reparacije kostanog tkiva, jer je

remodelovanje jedna od faza regeneracije kostanog tkiva (Balogh i sar., 2012).
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Pored osteoblasta 1 osteoklasta, vaznu ulogu u regulaciji remodelovanja igraju i

osteociti kao mehanosenzorne celije (Datta i sar., 2008; Feng i McDonald, 2011).

Proces remodelovanja se odigrava u cCetiri faze (Slika 1.3.) koje se preklapaju: 1)

inicijacija na specificnom mestu; 2) resorpcija kosStanog tkiva i regrutacija MSC i

osteoprogenitora; 3) diferencijacija osteoblasta i sinteza osteoida i 4) mineralizacija

osteoida 1 zavrSetak remodelovanja (Parfitt, 2008; Feng i McDonald, 2011). Inicijacija

podrazumeva regrutaciju prekursora osteoklasta privuc¢enim faktorima iz kostanog tkiva

1 pocetak njihove diferencijacije u zrele osteoklaste. Nakon toga, sledi druga faza gde

intenzivna resorpcija predstavlja glavni dogadaj, ali takode u ovoj fazi dolazi do

regrutacije MSC 1/ili osteoprogenitora. Tokom ove faze deSava se diferencijacija

preosteoblasta, a nakon toga i osteoblasta.
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Slika 1.3. Remodelovanje kostanog tkiva (Adaptirano iz Feng i McDonald, 2011).
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U tre¢oj fazi, zreli osteoblasti sintetiSu osteoid (mladu kost) 1 taj proces polako
kre¢e da nadjacava resorpciju. U Cetvrtoj fazi deSava se intenzivna mineralizacija ¢ime
se zavrSava proces remodelovanja i nastaje normalna (lamelarna) zrela kost (Feng i

McDonald, 2011).

Osteoprogenitorne ¢elije se u kostima prirodno nalaze na unutra$njim i
spoljasnjim povrSinama kostiju - endosteumu 1 periosteumu (Ross i sar., 1989; Datta i
sar., 2008) 1 nastaju od mezenhimskih mati¢nih ¢elija, kojih ima u koStanoj srzi i u
cirkulaciji (Feng i McDonald, 2011; Kuznetsov i sar., 2001). Posto one imaju klju¢nu
ulogu u reparaciji i regeneraciji kostanog tkiva, jedna od strategija u TIK zasniva se na
dodavanju osteoprogenitornih ili mezenhimskih mati¢nih ¢elija na mestima koStanih

defekata, kako bi se podstakao, pojac¢ao i podrzao proces osteogeneze.

1.6.1. Matic¢ne Celije za regeneraciju koStanog tkiva

Za tretman koStanih defekata mogu da se koriste embrionalne maticne ¢elije 1
adultne mezenhimske mati¢ne celije (Tuan 1 sar., 2003; Hoffman i Carpenter, 2005).
Embrionalne mati¢ne Celije (Embryonic stem cells - ESCs, eng.) su pluripotentne ¢elije,
koje se danas naj¢es¢e dobijaju iz viska embriona dobijenih metodom in vitro oplodnje
(Slika 1.4.). KarakteriSe ih veliki potencijal za proliferaciju 1 diferencijaciju u razlicite
tipove Celija ukljucujuéi 1 osteoprogenitorne celije (Hoffman i1 Carpenter, 2005).
Medutim, zbog nacina na koji se dobijaju nedostupne su mnogim istrazivacima, a treba
uzeti u obzir i eticke probleme i pitanja u vezi njihove upotrebe. Takode, imunoloska
inkopatibilnost 1 Cesta pojava spontanih hromozomskih aberacija u ovim celijama
predstavlja dodatni rizik za njihovu upotrebu u tkivnom inzenjerstvu kosti (Amini 1 sar.,

2012).

Adultne mezenhimske mati¢ne ¢elije mogu da se usmere na diferencijaciju ka
¢elijama osteoblastne linije i kao takve iskoriste za tretman kosStanih defekata (Robey,
2011; Amini 1 sar., 2012). Adultne MSC su mezodermalnog porekla i prvi put su
opisane 1961. godine kao ¢elije koje nalikuju fibroblastima i imaju osteogena svojstva

(Friedenstein, 1961). MSC mogu da se izoluju iz amnionske tecnosti, zubne pulpe,
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periferne krvi, koStane srzi, masnog tkiva i drugih tkiva odraslog organizma (Slika 1.4.)
(Seong 1 sar., 2010). Karakteristika ovih ¢elija jeste da dobro adheriraju na plasti¢noj
podlozi, brzo proliferisu, da imaju sposobnost diferencijacije ka nekim tipovima ¢elija i
da eksprimiraju karakteristicne CD markere (Cluster of differentiation - CD, eng.) kao
S§to su CD29, CD44, CD73, CD90 i druge (Mitchell i sar., 2006; Lopez i Daigle, 2013;
Secunda i sar., 2015). Pored toga Sto adultne MSC mogu uspesno da se diferenciraju u
¢elije osteoblastne linije, na mestu implantacije one mogu svojom parakrinom
aktivnoS$cu da stimuliSu migraciju i diferencijaciju osteoprogenitornih celija samog

domacina (Amini i sar., 2012).

Embrionalne
maticne ¢elije

-
Maticne celije
Iz krvi pupane

Maticne celije

Maticne celije Matic¢ne celije  Maticne celije

kostne sizi wibis masnog tkiva iz misi¢nog tkiva iz zubne pulpe
TKIVNO INZENjERSTVO KOSTI l
‘ P - ® 0
sistemi 0 . l ‘
In vitro osteogena
indukcija mati¢nih
celija
Biomaterijali Osteoporoticna

kost

Normalna kostg Fraktura
kosti

Regeneracija kostanog tkiva

3D konstrukt

Slika 1.4. Maticne celije za tretman koStanih defekata (Adaptirano iz Seong i sar., 2010).
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1.6.2. Mezenhimske mati¢ne €elije belog masnog tkiva

Skra¢enica MSC odnosi se na mezenhimske maticne (stem) celije ili prema
predlogu The Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International
Society for Cellular Therapy, re¢ stem koja se odnosi na ovaj tip ¢elija se moZe zameniti
sa stromal (Horwitz 1 sar., 2005). Po toj analogiji mezenhimske maticne ¢Celije belog
masnog tkiva (Adipose-derived mesenchymal stem cells - ADSC, eng.), mogu da se
oznace 1 kao mezenhimske stromalne ¢elije belog masnog tkiva (Adipose-derived
mesenchymal stromal cells, eng.) (Zanetti i sar., 2013). U ovoj disertaciji koristi¢e se
termin mezenhimske maticne Ccelije belog masnog tkiva (ADSC), poSto je on

zastupljeniji u literaturi.

ADSC se lako izoluju iz dostupnog potkoznog ili viscelarnog belog masnog
tkiva (Amini i sar., 2012) i imaju sve karakteristike MSC. Prva ¢elijska frakcija, koja se
dobija u postupku izolacije iz masnog tkiva jeste stromalna vaskularna frakcija (Stromal
vascular fraction - SVF, eng.). Sveze izolovana SVF iz masnog tkiva je heterogena
populacija ¢elija koja pored ADSC sadrzi makrofage, limfocite, pericite, fibroblaste,
endotelijalne celije, glatke miSiéne Celije 1 druge (Scherberich i sar., 2007; Schiffler i
Biichler, 2007; Scherberich i sar., 2010; Bourin i sar., 2013). SVF sadrzi oko 500 puta
viSe klonogenih osteoprogenitornih ¢elija po 1 ml tkivnog volumena od aspirata koStane
srzi, §to daje ogromnu prednost u startu ovom izvoru mezenhimskih mati¢nih ¢elija u
odnosu na druge izvore (Scherberich i sar., 2007; Scherberich i sar., 2010). To pruza
mogucénost da se autologne ADSC izoluju u dovoljnom broju iz organizma, u kome
mogu biti aplikovane bez bojazni od imunske reakcije. Takode, ADSC imaju prednost
nad drugim izvorima MSC zahvaljuju¢i osobini da se duZe odrzavaju u in vitro
uslovima (Barba 1 sar., 2013) i sposobnosti da brzo proliferiSu (Cowan i sar., 2004).
Zahvaljujuéi ovim karakteristikama, ADSC se jednostavnom in vitro kultivacijom mogu
lako odvojiti iz heterogene SVF. Takode, njihova prepoznatljiva vretenasta morfologija,
koja podseca na fibroblaste, Cini ih lako uo€ljivim u kulturi (Barba i sar., 2013; Bourin i
sar., 2013). Pored ostalih, ekspresija CD29, CD44, CD73, CD90 (Sung i sar., 2008; Liu
isar., 2012; Secunda i sar., 2015) i odsustvo ekspresije CD14 markera (Planat-Benard i
sar., 2004; Cai i sar., 2012) karakteristi¢ni su za ADSC. Pokazano je da ADSC imaju
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potencijal da se diferenciraju u Celije hrskavicavog, koStanog, misi¢nog, src¢anog tkiva,
zatim u Celije jetre, nervne i epitelne Celije (Slika 1.5.) Sto ih ¢ini veoma dobrim
kandidatima za regenerativnu biologiju i medicinu baziranu na upotrebi mati¢nih celija
(Fraser i sar., 2006; Gimble i sar., 2007; Mizuno i sar., 2012; Barba i sar., 2013; Bourin
isar., 2013).
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Slika 1.5. Moguc¢i putevi diferencijacije ADSC (Adaptirano i modifikovano iz Seong i sar., 2010).

1.7. Razli¢iti nacini pripreme ADSC za tretman koStanih defekata

ADSC se mogu pripremiti na nekoliko razli¢itih na¢ina za tretman koStanih

defekata. Ovde e biti opisana tri nacina koji su najzastupljeniji u literaturi.
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1.7.1. Priprema i primena in vitro umnoZenih i osteoindukovanih ADSC

Pre primene za tretman koStanih defekata, ADSC se najCeS¢e prethodno
pripremaju tako $to se umnozavaju in vitro, a zatim podvrgavaju in vitro osteogenoj
indukciji $to moze da traje nekoliko nedelja. U ovom postupku celije se izdvajaju iz
heterogene SVF 1 usmeravaju na diferencijaciju ka osteoprogenitornim celijama, pri
¢emu pokrecu ekspresiju gena koji su specificni za celije osteoblastne linije (Bourin i
sar., 2013). Ovako pripremljene ADSC se kombinuju sa koStanim zamenicima i
faktorima rasta i diferencijacije neposredno pre konacne primene (Slika 1.6.a) ili se tako
formirani konstrukt moze inkubirati in vitro radi dodatnog sazrevanja (Huang i sar.,

2002; Cowan i sar., 2004; Hattori 1 sar., 2006; Fraser i sar., 20006).

vreme |
. SveZeizolovane Invitro > S
Izolacija éelije ekspanzija i _* —_— %
tkiva osteoindukcija / - -
- =1 > Sazrevanje u in
= 5 EE N 32 vitro uslovima ~ Spreman 5.8
- 7 S==te konstrukt -
© g > nedelja
Nanosenje ¢elija na nosaé
uz dodatak faktora rasta i B AR
?‘ diferencijacije —
Izolacija Sveig iz?Iovane Kombin:acija. §ve2§ izolovanih celija sa Spreman
tkiva celije nosacem i izvorima faktora rasta i konstrukt

\ 4

-

b diferencijacije Tefo?lfo |
@ > E = B —
—

Sveze izolovane

Izolacija éelije |
tkiva - / In vitro
4 ekspanzija i 3-8
= osteoindukcija Sazrevanije ¢elija na nosadima, sa ili Spreman | nedelja
bez ekspanzije i osteoindukcije u konstrukt

\ perfUZionim bioreaktorima
it
Y

N

]

Slika 1.6. Razliciti nacini pripreme i primene ADSC za tretman koStanih defekata i vreme neophodno za

njihovu realizaciju. a — priprema i primena in vitro umnozenih i osteoindukovanih ADSC; b — priprema i
primena ADSC sadrzanih u sveze izolovanoj SVF - intraoperativni pristup; ¢ — priprema i primena

konstrukata sa ADSC inkubiranih u bioreaktorima (Adaptirano i modifikovano iz Jakob i sar., 2012).
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Takav nain primene ADSC zahteva dodatni utroSak materijala za pripremu
¢elija, posto se odvija u nekoliko koraka (bar dva) i traje nekoliko nedelja od izolacije
¢elija do konacne primene pripremljenih konstrukata. Pokazano je da in vitro
osteoindukovane ADSC imaju kapacitet da potpomognu osteogeni proces, §to Cini
ovakav nacin pripreme izuzetno dobrim za tretman koStanih defekata (Hicok i sar.,

2004; Cowan i sar., 2004; Hattori i sar., 2006).

1.7.2. Priprema i primena sveZe izolovanih ADSC - Intraoperativni pristup

Intraoperativni pristup je proizaSao iz koncepta celijske 1 tkivne transplantacije.
Zasniva se na primeni autolognih sveze izolovanih ADSC sadrzanih u SVF-u, koje se
odmah po izolaciji kombinuju sa faktorima rasta i diferencijacije, postave na nosa¢ od
biomaterijala, pa se tako pripremljen konstrukt moZze odmah upotrebiti za tretman
kostanog defekta (Jakob i sar., 2012; Coelho 1 sar., 2012). Pokazano je da ovako
pripremljene i primenjene ADSC imaju obecavajuéi osteogeni kapacitet (Jeon i sar.,
2008; Muller i sar., 2010). Intraoperativni pristup je prvobitno predlozen od strane
Aslan 1 saradnika; i Evans 1 saradnika za primenu mezenhimskih mati¢nih ¢elija koStane
stZi (Bone marrow stem cells - BMSC, eng.) za tretman koStanih defekata (Aslan 1 sar.,
2006; Evans i sar., 2007; Scherberich i sar., 2010), koji je kasnije primenjen i sa ADSC
(Muller 1 sar., 2010). Procedura se moze zavrs$iti u samo jednom koraku, u roku od
nekoliko sati uz minimalnu invazivnost 1 intervenciju (Slika 1.6.b) (Scherberich 1 sar.,
2010; Muller i sar., 2010; Mehrkens i sar., 2012). Tom prilikom preskacu se faze
umnozavanja i diferencijacije ¢elija u in vitro uslovima pri ¢emu se Stede sredstva i
vreme za njihovu pripremu. Preskakanje ovih koraka zasniva se na Cinjenici da se
ADSC mogu dobiti u velikom broju prilikom izolacije (Scherberich i sar., 2007; Gimble
i sar., 2007; Scherberich 1 sar., 2010), pa njthovo umnozavanje nije imperativ. Takode,
diferencijacija ADSC ka osteoprogenitornim ¢elijama je moguéa i u in vivo uslovima
nakon njihove transplantacije pod stimulativnim uticajem faktora rasta i diferencijacije i
osteoinduktivnih svojstava nosaca sa kojima se tom prilikom kombinuju (Goto 1 sar.,
2006; Liu 1 sar., 2008b; Jakob i sar., 2012). Ve¢ je pokazano da ovako primenjene

ADSC podsticu osteogenezu na ortotopi¢nim (Vergroesen i sar., 2011) i ektopi¢nim
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modelima (Muller i sar., 2010). Prednost ovog pristupa je velika, u smislu ustede

vremena 1 materijala, a i jednostavnije se izvodi u odnosu na ostale pristupe.

1.7.3. Priprema i primena implantata sa ADSC u bioreaktorima

Bioreaktori omoguc¢avaju odvijanje bioloSkih procesa u precizno kontrolisanim
mikrouslovima, pri ¢emu je moguce pratiti pH, temperaturu, pritisak, prisustvo
neophodnih gasova (pre svega O, i CO,), odlaganje otpadnih materija kao 1 dostavu
hranljivih materija (Martin 1 sar., 2004), ¢ime se smanjuju varijacije i imitiraju uslovi
koji vladaju u organizmu. Sve ovo omogucava automatizovanu i kontrolisanu
proizvodnju 3D konstrukata od koStanih zamenika i osteoprogenitornih celija (Slika
1.5.c). Taj proces se obi¢no zasniva na 3D perfuzionom sistemu, gde je "nasadenim"
MSC na poroznim 3D nosa¢ima omoguceno da se u dinami¢noj sredini umnoZavaju i
diferenciraju ka osteoprogenitornim celijama (Jakob i sar., 2012; Amini i sar., 2012;
Declercq 1 sar., 2013). Zato se ovakvi sistemi oznacavaju kao dinamicki da bi se
razlikovali od statickih uslova koji se najcesc¢e koriste za pripremu ADSC (Barba i sar.,
2013). Drugi nacin jeste da se celije prethodno umnoze i1 diferenciraju u statickim
uslovima, a zatim da se postave na nosace i podvrgnu dodatnom sazrevanju u
bioreaktorima (Slika 1.5.c). U svakom slucaju, priprema gotovog konstrukta se odvija u
viSe koraka i traje 3-8 nedelja, $to je jedna od mana ovog pristupa. Ekonomi¢nost nije
karakteristika ovog nacina pripreme konstrukta sa ADSC. Bioreaktori za potrebe
tkivnog inZenjerstva imaju visoku cenu, a sama procedura zahteva veéi utroSak

medijuma za kultivaciju ¢elija i drugog materijala §to umanjuje pristupacnost metode.

1.8. Markeri diferencijacije osteoprogenitornih Celija i osteogenog procesa

Osteoprogenitorne ¢elije tokom diferencijacije do zrelih kostanih ¢elija menjaju
obrazac ekspresije specificnih gena, koji se zato oznacavaju kao markeri osteoblastne
¢elijske linije 1 osteogeneze. Markeri osteoblastne celijske linije, koji se najcesce

analiziraju su: transkripcioni faktori Runx2 i osteriks, osteokalcin, alfa 1 lanac kolagena
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tipa I, alkalna fosfataza i1 osteopontin (Ducy, 2000; Standal i sar., 2004; Long, 2012;
Bourin i sar., 2013; Zanetti i sar., 2013). Osteoblasti se diferenciraju od multipotentnih
mezenhimskih progenitora (Yin i Li, 2006), koji prolaze kroz stadijum preosteoblasta
pre konacne diferencijacije u osteoblaste. Proces diferencijacije podrazumeva fino
podeSenu ekspresiju gena markera osteogeneze, koja je kontrolisana sa dva glavna
transkripciona faktora - Runx2 (Runt-related transcription factor 2 - Runx2, eng.) koji
je takode poznat kao Cbfal (Core-binding factor AI- Cbfal, eng.) i osteriksa (Osterix -
Sp7, eng.) (Stein i sar., 2004; Baek i sar., 2009).

Runx2 je neophodan za normalan razvoj skeleta, jer indukuje ekspresiju gena za
osteoklacin, kolagen tipa I, osteopontin 1 drugih proteina neophodnih za razvoj kostiju,
ali nije usko specifican za osteoblaste (Lian 1 Stein, 2003; Kirkham i Cartmell, 2007).
Tokom diferencijacije osteoprogenitora, prvo se preko Wnt/B-katenin (Wingless-int/f3-
catenin, eng.) i TGF-B/BMP (Transforming growth factor-ff/bone morphogenic protein,
eng.) signalnih puteva moduliSe aktivnost kljuénog transkripcionog faktora Runx2, koji
indukuje ekspresiju osteogenog fenotipa tako Sto podstice diferencijaciju preosteoblasta
iz mezenhimskih progenitora, pritom inhibirajuéi diferencijaciju progenitora prema
hondrocitima i adipocitima (Ducy i sar., 1997; Day i sar., 2005; Datta i sar., 2008).
Sinergizam osteriksa 1 Runx2 u osteogenezi je dokazan viSe puta. Preosteoblasti pored
Runx2 eksprimiraju i1 osteriks, kljucni transkripcioni faktor u ovoj fazi diferencijacije,
koji ih usmerava na diferencijaciju direktno prema osteoblastima i u potpunosti
eliminiSe put diferencijcije prema hondrocitima (Nakashima i sar., 2002; Komori, 2006;

Datta i sar., 2008; Long, 2012).

1.8.1. Osteriks

Gen koji kodira transkripcioni faktor osteriks lociran je na hromozomu 15 kod
miSeva (Nakashima 1 sar., 2002). Osteriks je ¢lan Sp familije transkripcionih faktora i
pored Runx2 je najvazniji faktor za diferencijaciju osteoblasta. Osteriks poseduje tri
DNK vezuju¢a domena tipa C2H2 cinkanih prstiju (Zinc finger domain, eng.) na svom
C terminusu i deluje nizvodno od Runx2 (Nakashima i sar., 2002; Nishio 1 sar., 2006).

U Sp7-null miSevima, gde se osteriks ne eksprimira, Runx2 se normalno eksprimira $to
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ukazuje na to da se Sp7 nalazi nizvodno i da je pod uticajem Runx2, a ne i obrnuto
(Nakashima 1 sar. 2002). Runx2 pocinje da se eksprimira mnogo ranije od Sp7 jos u
nezrelim osteoprogenitorima, a zatim se nivo njegove ekspresije pojacava kroz razvojne
stadijume prema zrelim koStanim ¢elijama. Za razliku od njega, Sp7 se eksprimira samo
u preosteoblastima i1 zrelim osteoblastima (Huang i sar., 2007a). Tokom osteogenog
procesa, osteriks indukuje prekursorne celije u kojima se eksprimira Runx2, da se
diferenciraju u zrele i finkcionalne osteoblaste (Sinha i Zhou, 2013; Nakashima i sar.,
2002; Nishio i sar., 2006; Zhou, 2010). U embrionima miseva, koji ne eksprimiraju Sp7,
utvrdeno je da se hrskavic¢avo tkivo formira, ali potpuno odsustvuje koStano tkivo $to
zna¢i da je osteriks neophodan za diferencijaciju osteoblasta i razvoj normalnog
kostanog tkiva (Nakashima i sar., 2002; Huang i sar., 2004). To je takode potvrdeno na
vitro uslovima, gde je ekspresija osteriksa bila neophodna da bi se indukovala osteogena

diferencijacija (Kim 1 sar., 2006).

Postnatalno kod miseva, osteriks se pokazao kao neophodan za rast i normalnu
homeostazu kostanog tkiva, dok inaktivacija osteriksa vodi ka nagomilavanju
kalcifikovanog hrskavi¢avog tkiva i smanjenju gustine i veli¢ine osteoklasta (Zhou i
sar., 2010). Dokazano je da je neophodno prisustvo oba alela Sp7 da bi doslo do
normalnog razvoja skeleta kod miSeva (Cheng i sar., 2013). U prilog ovoj ¢injenici,
pokazano je da mutacije u Sp7 mogu dovesti do bolesti koStanog tkiva osteogensis
imperfecta (Lapunzina i sar., 2010). Takode, osteriks igra vaznu ulogu u kasnijoj fazi
enhondralnog okosStavanja (Nishimura i sar., 2012) i u formiranju zuba (Cao i sar.,
2012). Do sada, osteriks je oznacen kao jedini kljucni transkripcioni faktor osteoblasta,
koji kontroliSe njihovu proliferaciju i diferencijaciju (Zhang, 2010) i spada u grupu

retkih markera specifi¢nih za kostano tkivo (Kirkham i Cartmell, 2007).

Ekspresiju Sp7 moze da indukuje BMP-2 (Bone morphogenic protein 2, eng.)
neposredno preko DIX5 (Distal-less homebox protein 5, eng.) (Lee i sar. 2003) i Msx2
(Muscle segment homeobox 2, eng.) (Matsubara i sar. 2008) u ¢elijama u kojima se
Runx2 ne eksprimira (Runx2-null, eng.). Ova cinjenica ukazuje na to da postoji i

Runx2-nezavisna indukcija ekspresije Sp7, ali svakako oba indukciona puta su
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neophodna za normalnu osteogenezu. Pored toga, pronadeno je da nivo ekspresije Sp7

opada pod uticajem p53 tumor supresora (Wang i sar., 2000).

Interesantno je da osteriks inhibira WNT/B-katenin signalni put, koji predstavlja
jedan od signalnih puteva u proliferaciji 1 diferencijaciji osteoblasta. Ova specifi¢na
uloga osteriksa ogleda se u mehanizmu povratne sprege i ima smisao u slozenom i fino
kontrolisanom procesu osteogeneze (Zhang i sar. 2008). U prilog ovome idu rezultati
druge studije koji su pokazali da u kasnim stadijumima diferencijacije osteoblasta

osteriks inhibira njhovu diferencijaciju (Yoshida i sar., 2012).

S druge strane, u zrelim osteoblastima, osteriks zajedno sa Runx2 reguliSe
ekspresiju alkalne fosfataze (Alkaline phosphatase - Alp, eng.) i alfa 1 lanca kolagena
tipa I (Collagen type I alpha 1 chain - Collal, eng.) (Varanasi i Datta, 2005) gena koji
su markeri osteogeneze. Vezivanjem NFAT (Nuclear factor of activated T cells, eng.)
za osteriks formira se kompleks koji aktivira promotor Col/lal gena (Koga i sar., 2005).
Na sli¢an nacin, vezivanjem u promotornom regionu gena za alkalnu fosfatazu,
osteokalcin 1 osteopontin, osteriks moze takode dovesti do aktivacije njihove ekspresije
(Milat 1 Ng, 2009; Zanetti 1 sar., 2013). Uprkos svim poznatim ¢injenicama o osteriksu,
njegova uloga je jo§ uvek nedovoljno istraZzena. Prema Sinha i Zhou, jo§ uvek traje
dilema da li je osteriks "rob" transkripcionog faktora Runx2 ili "gospodar" ostegeneze

(Sinha i Zhou, 2013).

1.8.2. Osteokalcin

Osteokalcin (Bone gamma-carboxyglutamic acid protein - Bglap, eng.) je posle
kolagena jedan od najzastupljenijih proteina u koStanom tkivu (Lian i sar., 1989; Lian 1
Stein, 2003). Gen za osteokalcin kod misa je lociran na hromozomu 3 (Desbois 1 sar.,
1994). Osteokalcin se najjate eksprimira u kasnijim fazama diferencijacije
osteoprogenitronih ¢elija, u fazi osteoblasta i osteocitima i samim tim predstavlja visoko
specifi¢an marker osteogenog procesa (Lian i sar., 1989; Wang i sar., 2004; Huang i

sar., 2007b; Valenti 1 sar., 2008; Lee i sar., 2013).
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Bazalnu ekspresiju osteokalcina omogucavaju visoko konzervirane sekvence
tzv. osteokalcin kutije I 1 II (OC box I and II, eng.) kao 1 TATA sekvenca 1 24-
nukleotidna sekvenca sa CCAAT motivom (Stein i sar., 1997). Ekspresiju gena za
osteokalcin pokre¢e robustni mehanizam, koji se ogleda u sinergizmu Runx
transkripcionih faktora i CCAAT/pojaivac-vezujuceg proteina (CCAAT/enhancer-
binding proteins (C/EBP), eng.) (Gutierrez 1 sar., 2002). Pronadeno je da Msx2
suprimira ekspresiju gena za osteokalcin u fazi proliferacije osteoblasta, dok DIx3, DIx5
i Runx?2 iniciraju transkripciju ovog gena nakon faze proliferacije osteoblasta (Hassan i
sar., 2004). Transkripciju osteokalcina stimuliSe vitamin Da li on ne inicira transkripciju
(Stein 1 sar., 1997). Ekspresija osteokalcina u kostanom tkivu poklapa se sa pocetkom
mineralizacije, raste sa intenziviranjem mineralizacije, a zatim se smanjuje kako se
diferencijacija osteoblasta zavrSava, sa formiranjem zrelog kostanog tkiva (Owen i sar.,
1990; White 1 sar., 1998). Postoje podaci o tome da osteokalcin ucestvuje i u regrutaciji
¢elija, koje resorbuju kostano tkivo (Liggett i1 sar., 1994) i na taj nacin donekle reguliSe
procese izgradnje i razgradnje koStanog tkiva (White i sar., 1998). Modulisu¢i aktivnost
osteoklasta i osteoblasta, osteokalcin moze da reguliSe mineralizaciju kostanog tkiva. U
koStanom matriksu mlade kosti, osteokalcin vezuje kalcijumove jone i na taj nacin

ucestvuje u njegovoj mineralizaciji (Neve i sar., 2013).

1.8.3. Alfa 1 lanac kolagena tipa I

Kolageni ¢ine familiju od 28 razli¢itih sloZenih tipova lanaca, koji formiraju
vezivno tkivo (Myllyharju i1 Kivirikko, 2001). Kolagen tipa I je vazna komponenta
vancelijskog matriksa koStanog tkiva i ima ulogu u adheziji, proliferaciji i diferencijaciji
¢elija osteoblastnog fenotipa, ali se takode moze na¢i u razli¢itim tkivima, pa se zato ne
moze smatrati usko specificnim za kostano tkivo (Kirkham i1 Cartmell, 2007). Uprkos
tome, kolagen tipa I predstavlja vaznu komponentu organskog dela kostanog matriksa,
Cija se ekspresija pokrec¢e joS u ranim stadijumima osteogeneze (Wang i sar., 2004;

Kirkham i Cartmell, 2007; Valenti i sar., 2008; Lee i sar., 2013).

Kolagen tipa I ¢ine dva alfa 1 lanca i jedan alfa 2 lanac (Van der Rest i Garrone,

1991). Alfa 1 lanac kolagena tipa I kodiran je Collal genom koji se kod miSeva nalazi
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na hromozomu 11 (Maity i sar., 1988; Karsenty i Crombrugghe, 1990; Nehls 1 sar.,
1991). Za njega je karakteristicno da se eksprimira najjae od stadijuma
osteoprogenitora do stadijuma zrelih osteoblasta priblizno istim intenzitetom (Huang i
sar., 2007a). To je jedini protein koji je u koStanom tkivu zastupljeniji ¢ak 1 od
osteokalcina (Lian i Stein, 2003) i1 predstavlja osnovu za depoziciju minerala i samim

tim je neophodan za normalan razvoj kostiju (Bonadio i sar., 1990; White i sar., 1998).

Ekspresija Collal je veoma redukovana kod miSeva gde se osteriks ne
eksprimira, dok se drugi markeri, kao S§to su osteokalcin, osteonektin i koStani
sijaloprotein ne eksprimiraju. S druge strane pojacana ekspresija osteriksa indukuje
ekspresiju Bglap 1 Collal (Nakashima i sar., 2002; Zhang, 2010). Ovo ukazuje na to da
osteriks delimi¢no kontroliSe Collal, a da uglavnom kontroliSe ekspresiju osteokalcina,
osteonektina i1 kostanog sijaloproteina. Collal moze biti aktiviran i od strane Runx2
nezavisno od osteriksa (Ducy i sar., 1997). Takode, dokazano je i da ekspresija Collal
moze biti suprimirana od strane Msx2 i aktivirana od strane DIx5 (Dodig i sar., 1999;

Tadic 1 sar., 2002).

1.8.4. Alkalna fosfataza

Alkalna fosfataza (A/kaline phosphatase - Alp, eng.), poznata i kao ortofosforni-
monoestar (EC 3.1.3.1.) fosfohidrolaza je metaloenzim koji funkcioniSe u baznim
uslovima, pH 8-10 (Orimo, 2010) i sre¢e se u nekoliko formi (Golub i Boesze-Battaglia,
2007). Kod ljudi postoje najmanje Cetiri forme alkalne fosfataze, a na osnovu toga u
kojim se tkivima uglavnom eksprimiraju okarakterisane su kao placentalna, intestinalna,
alkalna fosfataza iz jetre/kostiju/bubrega i iz polnih ¢elija (Sligbrand, 1984; Sharma i
sar., 2014). Kod miseva takode postoje najmanje Cetiri forme ovog gena. Gen za tkivno
nespecificnu formu alkalne fosfataze, koja se osim u kostanom tkivu moze naci i u tkivu
jetre 1 bubrega (Alkaline phosphatase liver/bone/kidney - Alpl, eng.) nalazi se na

cetvrtom hromozomu kod misa (Wilcox 1 Taylor, 1981).

Jedna od uloga alkalne fosfataze jeste u mineralizaciji matriksa koStanog tkiva

(Mulnard i Huygens, 1978; Wuthier i Register, 1985). Osteoblasti je eksprimiraju na
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membrani u vidu vezikula (Orimo, 2010) i uz pomo¢ nje hidrolizuju neorganski
pirofosfat (PPi) u matriksu, pri ¢emu nastaje Pi, koji je neophodan za formiranje
hidroksiapatita (Anderson, 1995) - glavne neorganske (mineralne) komponente kostiju.
Nedostatak alkalne fosfataze kod miseva prouzrokuje hipomineralizaciju kostiju
(Narisawa 1 sar., 1997), a osteoblasti se u ovakvim uslovima normalno diferenciraju, ali
nemaju sposobnost da otpo¢nu mineralizaciju koStanog matriksa (Wennberg 1 sar.,

2000; Orimo, 2010).

Nezrele osteoprogenitorne ¢elije ne eksprimiraju alkalnu fosfatazu, dok se ona
moze detektovati u zrelim osteoprogenitornim ¢elijama, a preosteoblasti i osteoblasti je
eksprimiraju najviSe, dok ih zreli osteociti ne eksprimiraju (Huang i sar., 2007a). To
znac¢i da se u koStanom tkivu alkalna fosfataza eksprimira ranije prilikom formiranja
kostanog tkiva, dok se u kasnijim stadijumima maturacije slabije eksprimira (Golub i
Boesze-Battaglia, 2007). Ekspresiju alkalne fosfataze reguliSe BMP/Runx2, osteriks i
Wnt signalna kaskada (Gaur 1 sar., 2005). Pored svega navedenog, alkalna fosfataza se
ipak ne moze smatrati specificnim enzimom za koStano tkivo jer se moze eksprimirati i

u drugim tkivima (Kirkham i Cartmell, 2007).

1.8.5. Osteopontin

U genomu miSa, gen za osteopontin (Secreted phosphoprotein 1 - Sppl, eng.) je
lociran na hromozomu 5 (Toma i sar., 1997; You i sar., 2001). Osteopontin je
glikofosfoprotein, koji je prisutan u krvnoj plazmi, bubrezima, zubima pa ¢ak i u mleku
pored toga Sto se srece u koStanom tkivu. Zbog toga se ne moze smatrati usko
specificnim za koStano tkivo, ali uprkos tome igra veoma vaznu ulogu u kostima
omogucavajuci adheziju, migraciju i prezivljavanje ¢elija (Standal i sar., 2004; Kirkham

1 Cartmell, 2007).

Uloga osteopontina u remodelovanju kostanog tkiva ogleda se u podsticanju
diferencijacije osteoklasta, ¢ime se pojatava njihova aktivnost 1 u inhibiciji
mineralizacije, tako §to se vezuje za kristale hidroksiapatita koStanog matriksa i time

spreCava njihov rast (Standal i sar., 2004; Pampena i sar., 2004). U osteoblastima
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ekspresija gena za osteopontin je suprimirana na mestima gde se formira kostano tkivo,
a stimulisana je u osteoklastima na mestima remodelovanja kostiju (Gluhak-Heinrich,
2000). Kod miseva, osteopontin nije neophodan za razvoj osteoklasta, ali je neophodan
za normalnu osteoklastogenezu kao i za normalno funkcionisanje osteoklasta (Rittling i
sar., 1998). Osteoblasti 1 osteoklasti sekretuju osteopontin (Yamate i sar., 1997), tako da
se ovaj protein talozi prvenstveno na mestima gde ove Celije dolaze u kontakt sa

povrsinom kostanog tkiva (Mckee i Nanci, 1996).
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2. PREDMET I CILJ ISTRAZIVANJA

Trenutni trend u tretmanu koStanih defekata i tkivnom inzenjerstvu kosti
zasnovan je na upotrebi ADSC zbog karakteristika koje im daju prednost u odnosu na
druge izvore adultnih mezenhimskih mati¢nih ¢elija. Dva aktuelna pristupa
podrazumevaju upotrebu sveze izolovanih ADSC ili in vitro osteoindukovanih ADSC.
Iako primena sveze izolovanih ADSC pokazuje niz tehni¢kih prednosti, ostalo je
otvoreno pitanje da li i u kojoj se meri osteogeni potencijal ADSC razlikuje u odnosu na
to kako se celije pripremaju i primenjuju. Prema naSim saznanjima, u dostupnoj
literaturi nema podataka koji se odnose na ovo pitanje. Ova disertacija se bavi
uporednom analizom ektopi¢nog osteogenog potencijala sveze izolovanih ADSC i in
vitro umnozenih 1 osteoindukovanih ADSC u kombinaciji sa granulama
deproteinizovanog mineralnog koStanog matriksa i PRP-em kao izvorom bioloskih
faktora na modelu subkutane implantacije kod Balb/c miSeva. Takva studija ¢e dati
podatak koji ¢e biti od koristi prilikom donoSenja odluke kom pristupu treba dati

prednost u primeni u tretmanu kosStanih defekata i tkivnom inZenjerstvu kosti.

Ciljevi istrazivanja su podeljeni na in vitro i in vivo fazu tako da se svaka

ostvaruje kroz nekoliko koraka.

U in vitro fazi istrazivanja vrsi se:

e Dobijanje ADSC koje ukljucuje:
- izolaciju 1 karakterizaciju ADSC sadrZanih u sveZe izolovanoj SVF;

- in vitro umnozavanje izolovanih ADSC pri ¢emu se ujedno vr$i njihova separacija od

ostalih ¢elija heterogene SVF koja predstavlja startnu ¢elijsku populaciju i

- karakterizaciju in vitro umnozenih ADSC.
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e Diferencijacija ADSC u osteoprogenitorne celije osteogenom indukcijom koja

ukljucuje:
- in vitro indukciju diferencijacije ADSC ka osteoprogenitornim ¢elijama i

- procenu stepena diferencijacije ADSC analizom relativne ekspresije Sp7, Bglap,

Collal i Alpl, imunoekspresije osteopontina i detektovanjem fosfatnih depozita.

U in vivo fazi istrazivanja vrsi se:

e Analiza ektopi¢nog osteogenog potencijala sveze izolovanih i in vitro umnozenih i
osteoindukovanih ADSC u kombinaciji sa mineralnim koStanim matriksom i PRP-

em $to ukljucuje:

- subkutanu implantaciju implantata sacinjenih od sveze izolovanih ADSC sadrZanih u
SVF ili in vitro umnoZenih i osteoindukovanih ADSC sa PRP-em na nosa¢ima od

mineralnog kostanog matriksa, sa kontrolama koje ¢ine implantati bez ¢elija i

- ekstrakciju implantata posle prve, druge, cetvrte i osme nedelje od implantacije i
analizu osteogenog procesa u implantatima na osnovu relativne ekspresije Sp7, Bglap,
Collal 1 Alpl, kao i histomorfoloskih, histomorfometrijskih i imunohistohemijskih

analiza.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Materijal i metode in vitro istrazivanja

U ovom delu, opisane su metode za dobijanje ADSC, metode za formiranje
¢elijske kulture i karakterizaciju izolovanih ADSC. Nakon toga predstavljene su metode
za indukciju diferencijacije ADSC ka osteoprogenitornim ¢elijama i metode za procenu

stepena osteogene diferencijacije ADSC.

3.1.1. Izolacija SVF

Supraepididimalno belo masno tkivo muZjaka singenih Balb/c miSeva starih dva
meseca (za detalje o Zivotinjama koriS¢enim u ovom delu eksperimenta videti "3.2.1.
Eksperimentalne zivotinje"), kori§¢eno je kao izvor mezenhimskih mati¢nih ¢elija belog
masnog tkiva (ADSC) (Sung i sar., 2008). U sterilnim uslovima, supraepididimalno
belo masno tkivo je sakupljeno iz veceg broja jedinki, oprano sterilnim fizioloskim

rastvorom (Slika 3.1.), a zatim je sterilnim makazama macerirano.

Slika 3.1. Izolacija supraepididimalnog belog masnog tkiva. a - supraepididimalno belo masno tkivo in

situ; b - izolovani komadi supraepididimalnog masnog tkiva u sterilnom fiziolo§kom rastvoru.
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Nakon toga, masno tkivo je podvrgnuto digestiji kolagenazom tipa 1 (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Nemacka) ¢iji je liofilizat neposredno pre upotrebe
rastvoren u DMEM-u (Dulbecco’s Modified Eagles Minimal Essential Medium, PAA
Laboratories GmbH, Austrija), medijumu za ¢elijsku kulturu, u koncentraciji od 2000
L.U. po mililitru. Nakon dodavanja enzima, tkivo je inkubirano 45 minuta u vodenom
kupatilu na 37°C uz povremenu agitaciju. Nakon toga, digestija je zaustavljena
dodavanjem kompletnog medijuma DMEM (videti sastav u "3.1.2. Formiranje kulture
ADSC") jer rad enzima inhibiraju komponente seruma koji je dodat DMEM-u. Dobijeni
tkivni homogenat je filtriran kroz sterilnu mreZicu veli¢ine pora 180 pm i zatim
centrifugiran 10 minuta na 300 x g. Nakon centrifugiranja prsten od lipida sa povrSine

je pazljivo odstranjen kao i srednji deo supernatanta Sto je rezultiralo ostatkom taloga

(Slika 3.2.) koji predstavlja heterogenu stromalnu vaskularnu frakciju - SVF.

Slika 3.2. Izolacija stromalne vaskularne frakcije (SVF). a - lipidni prsten, b - srednji deo supernatanta, ¢

- talog SVF.
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Talog SVF je resuspendovan u manjoj zapremini medijuma nakon ¢ega su celije
obojene bojom Trypan blue 1 prebrojane manuelno koriS¢enjem hemocitometarske
komore po Malassez-u (Malassez counting chamber, Paul Marienfeld GmbH & Co.
KG, Lauda-Konigshofen, Nemacka). Ovako dobijena sveze izolovana SVF korisc¢ena je
za formiranje jedne eksperimentalne grupe implantata za in vivo eksperiment (videti
"3.2.4. Priprema implantata"). Takode, sveze izolovana SVF je kori§¢ena za formiranje
kulture ADSC. Odmah nakon izolacije, ADSC koje su sadrzane u svezoj SVF su
okarakterisane imunocitohemijskom metodom za detekciju CD29 i CD14 markera
(videti "3.1.3. Karakterizacija ADSC sadrzanih u sveZe izolovanoj SVF 1 u

uspostavljenoj ¢elijskoj kulturi").

3.1.2. Formiranje kulture ADSC

Sveze izolovana SVF je zasejana u polistirenskom flasku u gustini od 1 x 10°
éelija na povrsini od 25 cm®. Zasejane ¢elije su gajene u kompletnom medijumu koga
¢ini DMEM sa dodatkom 10% fetalnog teleceg seruma (Fetal Calf Serum FCS, PAA
Laboratories, Austrija), 1% rastvora antibiotika i antimikotika (PAA Laboratories,
Austrija) i 2 mM L-glutamina (PAA4 Laboratories, Austrija). Celije su kultivisane pod
standardnim uslovima na temperaturi od 37°C i prisustvu 5% CO,. Svaka dva do tri
dana, kada bi postigle konfluentnost od 80%, ¢elije su pasazirane uz pomoc¢ rastvora
tripsin/EDTA (PAA Laboratories, Austrija) kojim su ¢elije tretirane da bi se odvojile od

dna posude u kojoj su gajene.

3.1.3. Karakterizacija ADSC sadrZanih u sveZe izolovanoj SVF i u

uspostavljenoj Celijskoj kulturi

Karakterizacija ADSC sadrZanih u sveze izolovanoj SVF izvedena je
imunocitohemijskom metodom, nakon §to je celijama omogucéeno da adheriraju za

mikroskopsku plocicu pod standardnim in vitro uslovima u roku od jednog dana.
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Takode, karakterizacija ADSC u uspostavljenoj kulturi posle treeg pasaza od

zasejavanja SVF, izvedena je imunocitohemijskom metodom.

Celije su najpre fiksirane u 10% formalinu tokom 20 minuta nakon Gega je
izvrSena blokada endogene peroksidaze pomocu 3% H,O, u PBS-u (Phosphate buffered
saline, eng.) u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim su ¢elije tretirane
protein block-om u trajanju od 5 minuta na sobnoj temperaturi da bi se izbeglo
nespecifiéno bojenje pozadine. Nakon toga, Celije su preko noci na 4°C tretirane
primarnim antitelom, anti-CD29 (ab52971, Abcam, SAD) u razblazenju od 1:400,
markerom karakteristicnim za ADSC (Sung i sar., 2008; Liu i sar., 2012) i sa anti-CD14
(ab106285, Abcam, USA) u razblaZzenju od 1:1000, markerom koji nije karakteristiCan
za ovaj tip Celija ve¢ je karakteristiCan za ¢elije monocitno/makrofagne linije (Planat-
Benard i sar., 2004; Cai i sar., 2012) ¢ime se potvrduje da su izolovane ¢elije poreklom
iz masnog tkiva. Za kontrolu bojenja pozadine kori§¢ene su Celije iz istih grupa, koje su
tretirane na isti nacin, samo je izostavljeno dodavanje primarnog antitela. Kao kit za
detekciju  koris8¢en  je  Rabbit  specific  HRP/DAB  (Horse  radish
peroxidase/diaminobenzidine, eng.) (ab64261, Abcam, USA) prema uputstvima
proizvodaca. Ukratko, ¢elije su inkubirane sa Biotinylated goat anti-rabbit IgG, a zatim
1 sa Streptavidin peroksidazom i DAB hromogenom pomesanim sa DAB supstratom (20
ul DAB hromogena na 1 ml DAB supstrata). Sve inkubacije su trajale po 10 minuta 1
izvedene su na sobnoj temperaturi. Na kraju je kontrastiranje ¢elija izvrSeno aplikacijom
hematoksilina u trajanju od 1 minuta, nakon ¢ega je preparat prekriven medijumom za

izradu trajnih preparata (H-5000, VectaMount Permanent Mounting Medium, UK).

3.1.4. Indukcija ADSC ka osteoprogenitornim ¢elijama

ADSC koje su nakon treceg pasaza pokazale karakteristi¢an fenotip i izdvojile
se iz heterogene primarne Celijske kulture, dobijene zasejavanjem sveZe izolovane SVF,
podvrgnute su in vitro osteogenoj indukciji u osteoinduktivnom medijumu. Prema
literaturnim podacima, medijum za osteogenu indukciju ADSC ka osteoprogenitornim
éelijama sadrzao je 50 pug/mL askorbinske kiseline, 10® M deksazona i 10 mM p-

glicerofosfata u DMEM-u sa dodatkom FCS, antibioticko-antifungalnog rastvora 1 L-
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glutamina (Hayashi i sar., 2008; Phinney, 2008). Celije su zasejane u gustini od 1 x 10*
po bunarci¢u, na plo¢ama koje su sadrzale po 24 bunarcica, i gajene su dvadeset jedan
dan u osteoinduktivnom medijumu. Tokom osteogene indukcije, analiziran je izgled
¢elijske kulture tako da su c¢elije snimljene tre¢eg, sedmog, desetog, dvanaestog,
petnaestog 1 dvadeset prvog dana uz pomo¢ invertnog svetlosnog mikroskopa pod
faznim kontrastom (Observer ZI, Carl Zeiss, Nemacka), u odgovaraju¢em softveru

(Axiovision, Carl Zeiss, Nemacka).

3.1.4.1. Metode za procenu stepena osteogene diferencijacije ADSC

Kod in vitro osteoindukovanih ADSC analiziran je nivo ekspresije markera
osteogene diferencijacije. To je uradeno metodom analize ekspresije gena markera
osteogeneze, analizom imunoekspresije osteopontina i metodom za vizuelizaciju

depozita fosfata.

Postupak analize relativne ekspresije gena markera osteogeneze

kod osteoindukovanih ADSC

Metoda analize ekspresije gena markera osteogeneze je pouzdana za procenu
stepena diferencijacije ADSC tokom in vitro osteogene indukcije. Nakon tri, sedam,
deset, dvanaest, petnaest 1 dvadeset jednog dana, osteoinduktivni medijum je odstranjen
iz bunarcica 1 Celijama je dodato po 300 pl pufera za stabilizaciju i ocuvanje RNK,
RNAlater™ (RNA Stabilization Solution, Ambion, Life Technologies, SAD). Celije su
¢uvane ovom puferu na temperaturi od -80°C do kvantitativne PCR analize u realnom
vremenu (Quantitative real-time polymerase chain reaction - gRT-PCR, eng.). Ovom
metodom analizirana je dinamika relativne ekspresije gena markera osteoblastne
aktivnosti i1 osteogeneze: transkripcionog faktora osteriks (Osterix - Sp7, eng.),
osteokalcina (Bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein - Bglap, eng.),
alkalne fosfataze (Alkaline phosphatase - Alp, eng.), tatnije forme koja se eksprimira u
tkivu jetre, koStanom 1 bubreznom tkivu (A/kaline phosphatase liver/bone/kidney - Alpl,

eng.) i alfa 1 lanca kolagena tipa I (Collagen type I ol chain - Collal, eng.). Metoda
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izolacije celokupne RNK iz celija, reverzne transkripcije RNK u ¢cDNK 1 metoda
analize relativne ekspresije gena markera osteogeneze opisana je kasnije u "3.2.7.1.

Postupak analize relativne ekspresije gena markera osteogeneze u implantatima".

Postupak imunocitohemijske analize ekspresije osteopontina

Imunocitohemijska metoda za detekciju osteopontina, primenjena je na ADSC
koje su in vitro osteogeno indukovane petnaest dana. Celije su tretirane prema protokolu
koji je opisan u "3.1.3. Karakterizacija ADSC sadrZanih u sveZe izolovanoj SVF i u
uspostavljenoj ¢elijskoj kulturi", a kao primarno antitelo, upotrebljen je anti-osteopontin

(ab8448, Abcam, SAD) u razblazenju 1:200.

Metoda citohemijske analize

Citohemijska analiza metodom von Kossa, primenjena je za vizuelizaciju
fosfatnih depozita na ¢elijama koje su bile podvrgnute osteogenoj indukciji petnaest
dana. Ukratko, ¢elije su isprane tri puta PBS-om i fiksirane 10% neutralnim formalinom
u trajanju od 30 minuta. Zatim su Ccelije isprane dva puta sa dH,O, a potom
pokrivene 2% rastvorom srebro nitrata i drzane u mraku. Posle 10 minuta celije su tri
puta isprane sa dH,O i zatim pokrivene vodom i pri tom izloZene intenzivnoj svetlosti
petnaest minuta. Ispod posude za bojenje stavljena je bela podloga da bi se poboljsala
refleksija primenjene svetlosti. Kulture su potom analizirane pod svetlosnim
mikroskopom. Mineralni depoziti fosfata se boje crno (McGee-Russell, 1958; Morais i

sar., 1999).

3.2. Materijal i metode in vivo istraZzivanja

U ovom delu, opisani su materijali i metode koji su bili neophodni za pripremu,
implantaciju i ekstrakciju implantata. Nakon toga, predstavljene su metode koriS¢ene za

analizu stepena osteogenog procesa u ekstrahovanim implantatima.
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3.2.1. Eksperimentalne Zivotinje

U ovoj studiji koris¢eni su misevi singenog soja Balb/c, muskog pola, tezine 23-
26 g i starosti dva meseca. Zivotinje poti¢u iz vivarijuma Vojnomedicinske akademije iz
Beograda. Do eksperimenta 1 u toku eksperimenta, miSevi su gajeni u vivarijjumu
Medicinskog fakulteta u NiSu pod optimalnim laboratorijskim uslovima, S$to je
podrazumevalo fotoperiod od 12 Casova svetla i 12 Casova mraka i temperaturu od
23+2°C. Zivotinjama je omoguéeno da se hrane i poje ad libitum. Sve eksperimentalne
procedure na zivotinjama izvedene su u skladu sa aktuelnim Zakonom o dobrobiti
zivotinja ("Sl. glasnik RD, br. 41/2009"). U skladu sa Zakonom, Eticki komitet
Medicinskog fakulteta Univerziteta u NiSu odobrio je sve eksperimentalne procedure
nad zivotinjama u ovom eksperimentu, broj odluke 01-5518-7 (reSenje je dostavljeno

prilikom prijave teze).

3.2.2. KoStani zamenik

U ovoj studiji koris¢en je komercijalni kostani zamenik Bio-Oss” (Geistlich-
Pharma, Wolhusen, Svajcarska) koga &ine granule deproteinizovanog mineralnog
kostanog matriksa trabekularne govede kosti, veli¢ine 0,25 - 1 mm ("S" veli¢ina) (Slika

3.3.).

Geistlich

Bio-Oss’

Slika 3.3. Kostani zamenik Bio-Oss® (Adaptirano sa http://www.geistlich.com.br/).
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3.2.3. Priprema plazme obogacene trombocitima

U ovoj studiji, plazma obogaéena trombocitima (PRP) je pripremana iz pune
krvi miSeva u dva koraka na nacin koji je ranije opisan (Intini i sar., 2007). Krv je
sakupljena iz retro-orbitalnog pleksusa iz viSe jedinki, prema ranije opisanoj metodi
(Hoff, 2000). Epruvete u kojima je sakupljana krv sadrzale su 4% natrijum-citrat kao
antikoagulans. U prvom koraku centrifugiranja u roku od 10 minuta na 134 x g na
sobnoj temperaturi, trombociti i plazma su odvojeni od ostalih komponenti krvi u

supernatantu.

U drugom koraku, frakcija plazme sa trombocitima (supernatant iz prvog
koraka) je centrifugirana 10 minuta na 840 x g na sobnoj temperaturi. Talog trombocita
koji je dobijen nakon ovog koraka (Slika 3.4.), rastvoren je u manjoj zapremini plazme
tako da je konacna koncentracija trombocita u pripremljenom preparatu bila 2-6 puta
veca od fizioloSke vrednosti trombocita kod miSeva (Longmore i sar., 1993). Broj
trombocita od 1,48+0,3 x 10° po mikrolitru PRP-a je utvrden manuelnim brojanjem

koris¢enjem hemocitometarske komore po Malassez-u.

Slika 3.4. Priprema PRP-a. a - plazma; b - beli¢ast prsten od trombocita; ¢ - eritrociti.
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3.2.4. Priprema implantata

U ovom eksperimentu, neposredno pre implantacije, pripremljene su cetiri
razlicite grupe implantata, dve grupe koje su sadrzale ¢elije i dve kontrolne grupe koje
su bile bez ¢elija. Prvu grupu su ¢inili implantati sa sveZe izolovanim ADSC sadrZzanim
u SVF-u, PRP kao izvor regulatornih signala 1 granule deproteinizovanog mineralnog
kostanog matriksa (Bone mineral matrix - BMM, eng.) koje su koris¢ene kao nosac

¢elija - grupa SPN (Tabela 3.1.).

Tabela 3.1. Eksperimentalne grupe implantata.

Skraceni naziv grupe Sadrzaj implantata
SPN Sveze izolovane ADSC sadrzane u SVF-u + PRP + Nosac
OPN Osteoindukovane ADSC + PRP + Nosac
PN PRP + Nosac
N Nosac

Sveze ADSC sadrzane u SVF-u izolovane su na nacin koji je opisan u "3.1.1.
Izolacija SVF" neposredno pre pripreme implantata. Za pripremu ovih implantata
upotrebljeno je 5 x 10° ¢elija po mililitru Celijske suspenzije, gde je kao medijum
koris¢en ¢ist DMEM. PRP je pripremljena takode neposredno pre pripreme implantata
na nacin koji je opisan u "3.2.3. Priprema plazme obogacene trombocitima". Prema
literaturnim podacima (Liu i sar., 2008b; Murphy i sar., 2011; Man i sar., 2012) konac¢ni
udeo aktivirane PRP u te¢noj fazi, koja je koriSéena za pripremu implantata, bio je 10%
(v/v). Konacno, jedan implantat SPN grupe ¢inili su 20 pl suspenzije sveze izolovanih
ADSC sadrzanih u SVF-u i PRP §to je aplikovano na 10 mg (~0,02 cm®) granula
deproteinizovanog BMM. Nakon §to su implantati formirani, ostavljeni su 10-15 minuta
da ¢elije adheriraju na materijal kako je preporuc¢eno u ranijim studijama (Helder i sar.,
2007; Muller i sar., 2010; Jurgens 1 sar., 2011) i da bi se formirala fibrinska vlakna iz
aktivirane PRP.

Drugu grupu implantata ¢inile su ADSC koje su prethodno petnaest dana

inkubirane in vitro u osteoinduktivnhom medijumu, PRP kao izvor regulatornih signala i
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granule deproteinizovanog BMM koje su koriS¢ene kao nosac celija - grupa OPN
(Tabela 3.1.). ADSC koje su upotrebljene za pripremu implantata OPN grupe, su
prethodno izolovane i kultivisane petnaest dana in vitro u osteoinduktvinom medijumu
na nacin koji je opisan u "3.1.4. Indukcija ADSC ka osteoprogenitornim ¢elijama". Na
dan implantacije, in vitro osteoindukovane ADSC su uz pomo¢ rastvora tripsin/EDTA
(PAA Laboratories, Austrija) odlepljene iz bunarci¢a plasticnog suda u kojem su
kultivisane. Kao prilikom pripreme SPN implantata, isti broj celija je koriS¢en za
pripremu OPN implantata, a to je 5 x 10° éelija po mililitru éelijske suspenzije gde je
kao medijum koriS¢en ¢ist DMEM. PRP je pripremljena neposredno pre pripreme
implantata na nacin koji je opisan u "3.2.3. Priprema plazme obogacene trombocitima".
Kona¢ni udeo aktivirane PRP u te¢noj fazi koja je dodata po svakom implantatu bio je
10% (v/v). Finalno jedan implantat OPN grupe sadrzao je 20 ul suspenzije in vitro
osteoindukovanih ADSC pomesanih sa PRP-em §to je aplikovano na 10 mg (~0,02 cm’)
granula deproteinizovanog BMM. Nakon $to su implantati pripremljeni, ostavljeni su 10
- 15 minuta da celije adheriraju na materijal i da se formiraju fibrinska vlakna iz

aktivirane PRP.

Trecu grupu (kontrolna grupa) €inili su implantati sastavljeni od PRP-a, Cistog
DMEM-a i granula deproteinizovanog BMM - grupa PN (Tabela 3.1.). Udeo PRP-a u
20 pl teéne faze bio je 10% (v/v) §to je dodato na 10 mg (~0,02 cm’) granula
deproteinizovanog BMM. PRP je pripremljena neposredno pre pripreme implantata na
nacin koji je opisan u "3.2.3. Priprema plazme obogacene trombocitima". Nakon
pripreme implantata dopuSteno je da se u roku od 10 - 15 minuta formiraju fibrinska

vlakna pre implantacije, kao 1 prilikom pripreme OPN i SPN implantata.

Cetvrtu grupu (kontrolna grupa) ¢inili su implantati bez éelija i PRP-a odnosno
samo granule deproteinizovanog BMM natopljene ¢istim DMEM-om - grupa N (Tabela
3.1.). Implantat N grupe bio je sadinjen samo od 10 mg (~0,02 cm’) granula

deproteinizovanog BMM na koje je dodato 20 pl DMEM-a.
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3.2.5. Postupak implantacije

Svaka eksperimentalna grupa je sadrzala po dvadeset miseva. Nakon Sto su
zivotinje anestezirane intraperitonealnom aplikacijom 10% ketamina razblazenim u
fizioloskom rastvoru u odnosu 1:10 (v/v), dla¢ni pokrivac u visini lopatica je uklonjen
ziletom. Zatim je koza dezinfikovana povidon jodom pa je sterilnim skalpelom
napravljen rez duzine 3-5 mm. Kroz napravljeni otvor na kozi iglom dijametra 3-4 mm

subkutano su ubaceni pripremljeni implantati (Slika 3.5.).

Slika 3.5. Pripremljen implantat neposredno pre implantacije. Implantat je formiran od granula

biomaterijala (nosac) sa naneSenom mesavinom suspenzije ¢elija i PRP-a.

Svakoj Zivotinji je subkutano na dorzalnoj strani tela, ta¢nije u visini lopatica,
implantirano na cetiri razliCite strane po Cetiri implantata istog tipa (Slika 3.6.). S
obzirom da je otvor na kozi bio malih dimenzija, nakon intervencije rana je samo
dezinfikovana povidon jodom i ostavljena da spontano zaraste. Tretirani miSevi su

cuvani grupno u kavezima.
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Slika 3.6. Subkutana implantacija kod miSa. Zvezdice oznacavaju raspored implantata. "X" oznacava

mesto incizije i penetracije igle za implantaciju.

3.2.6. Ekstrakcija implantata

Po isteku eksperimentalnog perioda, nakon prve, druge, Cetvrte i osme nedelje
od implantacije, Zrtvovano je po pet miseva iz svake eksperimentalne grupe. MiSevi su
zatim okupani u 70% etanolu zbog dezinfekcije dla¢nog pokrivaca i spoljasnjeg dela
koze. Jednim parom sterilnih makaza i1 pincetom napravljen je rez kojim je koZa sa
lednog dela odvojena, tako da su implantati bili vidljivi i dostupni. Drugim parom
sterilnih makaza i pincetom, implantati su ekstrahovani. Po dva implantata svih grupa su
odmah po ekstrakciji nakon prve, druge, Cetvrte i osme nedelje od implantacije
satuvana u puferu komercijalnog naziva RNAlater™ (Ambion, Life Technologies, SAD)
koji sluzi za stabilizaciju i oCuvanje integriteta RNK u tkivu do izolacije. Prema
preporuci proizvodaca, prvih 24 sata implantati su ¢uvani na +4°C nakon ¢ega su
prebacdeni na -80°C gde su ¢uvani do izolacije RNK. Takode, po dva implantata svih

grupa ekstrahovanih nakon druge i osme nedelje od implantacije sacuvana su 1 fiksirana
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u 10% formaldehidu za histomorfolosku, imunohistohemijsku i histomorfometrijsku

analizu.

3.2.7. Metode koriS¢ene za analizu osteogenog procesa u implantatima

Procena stepena osteogenog procesa u implantatima ostvarena je analizom
dinamike relativne ekspresije gena markera osteogeneze, histomorfoloskom,

histomorfometrijskom i imunohistohemijskom analizom.

3.2.7.1. Postupak analize relativne ekspresije gena markera osteogeneze u

implantatima

Postupak analize relativne ekspresije gena markera osteogeneze se sastojao iz
nekoliko sukcesivnih koraka: izolacije RNK, reverzne transkripcije 1 kvantitativne

lan¢ane reakcije polimeraze u realnom vremenu.

Izolacija RNK

Iz implantata koji su ekstrahovani posle prve, druge, ¢etvrte i osme nedelje od
implantacije, zatim iz ADSC gajenih u osteoinduktivnom medijumu nakon tri, sedam,
deset, dvanaest, petnaest 1 dvadeset jednog dana i iz sveZze SVF, izolovana je celokupna
RNK uz pomo¢ kita RNeasy Mini Kit® (Qiagen, Nemacka) prema uputstvima
proizvodaca. Izolacija je izvedena u posebnom laminaru za sterilan rad sa RNK. Nakon
Sto je tkivo implantata homogenizovano u puferu za liziranje u koji je dodat -
merkaptoetanol, uzorci su centrifugirani. Supernatant je prebacen na kolonice za
izolaciju koje poseduju silika membranu za koju se vezuje RNK u postupku izolacije. U
toku izolacije primenjen je tretman za uklanjanje rezidualne DNK iz uzoraka Dnase I
Rnase free set (Qiagen, Nemacka). Liofilizirani enzim je rekonstituisan u puferu koji je

dobijen uz kit, a zatim je tako rastvoren dodat direktno na membranu kolonica koje su
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zatim inkubirane 20 minuta na sobnoj temperaturi. Finalno, iz svakog uzorka izolovana
RNK je isprana sa membrana kolonica za izolaciju uz pomo¢ 40 pl Rnase free vode.

Neposredno nakon izolacije vrseno je merenje koncentracije izolovane RNK.

Merenje koncentracije RNK

Pre reverzne transkripcije celokupne izolovane RNK, bilo je neophodno izmeriti
koncentraciju RNK. Koncentracija RNK je ustanovljena fluorometrijskom metodom uz
pomo¢ kita Qubit™ RNA assay Kit (InvitrogenTM, Life technologies, SAD) koji sadrzi
specifi¢nu boju koja nakon vezivanja za RNK iz uzorka fluorescira, §to je detektovano
aparatom tipa Qubit™ 2.0 fluorometer (Invitrogen™, Life technologies, SAD) prema
uputstvima proizvodaca. Fluorescentni signal koji se oslobada nakon vezivanja boje za
RNK je direktno proporcionalan koncentraciji RNK u ispitivanom uzorku. Uzorci RNK
kojima je odredena koncentracija, do narednog koraka u analizi cuvani su u

Rnase/Dnase free epruvetama od 0,2 ml na -80°C.

Reverzna transkripcija

Celokupna izolovana RNK je prevedena u ss-cDNK (Single stranded
complementary DNA - ss-cDNA, eng.) koriste¢i kit High-capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied biosystems®, Life technologies, SAD) prema uputstvu
proizvodaca. U two-step metodi analize ekspresije gena, reverzna transkripcija
predstavlja prvi korak. Pored komponenti iz kita za reverznu transkripciju (Tabela 3.2.)
koris¢en je i RNase inhibitor (Applied biosystems®, Life technologies, SAD). Prilikom
pripreme reakcija, sve komponente kita, uzorci izolovane RNK 1 pripremljene reakcije
drzane su na ledu do momenta pokretanja rada PCR aparata. Komponente kita imale su
odredeni udeo u reakcijama prema preporuci proizvodaca, jedino je udeo uzorka zavisio
od koncentracije RNK. Prema zapremini uzorka odredivana je zapremina vode koja je

dodavana u reakciju do ukupne zapremine od 20 pl.
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Tabela 3.2. Udeo komponenti kita za reverznu transkripciju u ukupnoj reakciji.

Komponente reakcije Volumen po reakciji (nl)

10 x RT Buffer 2,0
25 x dNTP Mix (100 mM) 0,8
10 X RT Random Primers 2,0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0
RNase Inhibitor 1,0

Nuclease-free H,0O varijabilno

RNK uzorak varijabilno
Ukupni volumen reakcije 20,0

Reakcija reverzne transkripcije izvedena je i praena u PCR aparatu tipa
SureCycler8800° (Agilent Technologies, SAD). Vremenski i temperaturni profil

reverzne transkripcije je prikazan u Tabeli 3.3.

Tabela 3.3. Vremenski i temperaturni profil reverzne transkripcije.

1. korak 2. korak 3. korak 4. korak
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Vreme 10 minuta 120 minuta 5 minuta neograni¢eno

Kvantitativna lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu

Analiza kvantitativne lanc¢ane reakcije polimeraze u realnom vremenu (qRT-
PCR) predstavlja drugi korak u two-step metodi analize relativne ekspresije gena.
Zahvaljuéi SYBR® Green I koji fluorescira nakon vezivanja za dvolantanu DNK koja
nastaje u qRT-PCR reakciji, moguce je kontinuirano pracenje (u realnom vremenu)

umnoZavanja PCR produkta. Sto je koncentracija ciljne RNK u po&etnom uzorku veéa
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to je fluorescentni signal koji se emituje u reakciji jaci $to omogucéava preciznu

kvantifikaciju ekspresije ciljnog gena.

Smese komercijalnih forward/reverse prajmera za miSa (Quantitect primer
assays, Qiagen, Nemacka) za gene markere osteogenog procesa, Sp7, Bglap, Collal i
Alpl, koris¢ene su prilikom ove analize (Tabela 3.4.). Liofilizirani prajmeri su
rekonstituisani u TE puferu, pH 8,0 koji je sadrzao 10mM Tris-Cl 1 1| mM EDTA. TE
pufer je prema preporuci proizvodaca napravljen od 1 M Tris-Cl rastvora (pH 8,0) 1 0,5

M EDTA (pH 8,0) koji su pomesani u odgovaraju¢im proporcijama.

Tabela 3.4. Prajmeri kori$éeni u analizi relativne ekspresije gena markera osteogeneze.

Naziv gena  Oznaka QuantiTect Primer assay Sifra detektabilnog DuZina
transkripta amplikona
Osteriks Sp7 Mm_Sp7 1 _SG, NM 130458 69 bp
QT00293181
Osteokalcin Bglap Mm _Bglapl va. 1 SG, NM_ 001037939 84 bp
QT01057049
al lanac Collal Mm_Collal 1 _SG, NM 007742 98 bp
kolagena I QT00162204
Alkalna Alpl Mm_Alpl 2 SG, NM_007431 109 bp
fosfataza QT01740221
B-aktin Actb Mm_Actb_2_SG, NM_007393 77 bp
QTO01136772

Reakcije su pripremljene koriste¢i Kapa Sybr™ Fast Universal 2 x gPCR Master
Mix (Kapa Biosystems, SAD) prema uputstvu proizvodaca. Miks je sadrzao sve
neophodne komponente za odvijanje reakcije osim prajmera. Spisak i udeo komponenti
koje su koris¢ene za pripremu qRT-PCR reakcije, prikazani su u Tabeli 3.5. Reakcije su
pripremane u duplikatu za svaki analizirani gen po svakom uzorku tako da je koris¢ena
srednja vrednost ekspresije za dalju analizu. Negativne kontrole sa prajmerima, ali bez
matrice (bez uzorka) za qRT-PCR reakciju (No template control - NTC, eng.) su takode
postavljane prilikom analize i one su predstavljale kontrolu komponenti kita koje su
koriséene u reakciji.
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Tabela 3.5. Udeo komponenti u qRT-PCR reakciji.

Komponente reakcije Udeo komponenti u ukupnoj reakciji
izrazen u % (v/v)

Kapa Sybr" Fast Universal 2 % gPCR Master Mix 50
ROX low — referentna boja 2

QuanTitect Primer Assay 11
Nuclease-free H,0O 27

cDNK 10

Vremenski 1 temperaturni profil qRT-PCR reakcije ¢inila su tri segmenta
(Tabela 3.6.). Reakcija je izvedena i pra¢ena uz pomo¢ aparata RealTime termal cycler
Stratagen MxPro-Mx3005P (Agilent Technologies, SAD) i analizirana u MxPro ™
OPCR software-u (Agilent Technologies, SAD). Nakon svake qRT-PCR reakcije (1.1 2.
segment) sledila je disocijacija (3. segment) koja je rezultirala formiranjem krivi
topljenja (Melting curves, eng.) Cijom se analizom utvrduje specificnost 1 kvalitet

dobijenog qRT-PCR produkta.

Tabela 3.6. Vremenski i termperaturni profil qRT-PCR reakcije.

1. segment 2. segment 3. segment*
(1 ciklus) (40 ciklusa) (1 ciklus)
vreme 3 3 20 1 1 30 30
minuta sekunde sekundi sekunda minut | sekundi | sekundi
temperatura 95°C 95°C 55°C 72°C 95°C 55°C 95°C
faza aktivacija | denaturacija | vezivanje | ekstenzija disocijacija
enzima

* aparat vrsi o¢itavanje promene fluorescence dok se temperatura postepeno povec¢ava od 55°C do

95°C

Zagrevanjem qRT-PCR produkta do 95°C, a zatim naglim hladenjem do 55°C i
zatim ponovnim postepenim zagrevanjem do 95°C, kada aparat vr$i ocitavanje

fluorescence, dobijaju se krive topljenja ¢ija forma zavisi od specificnog sastava
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analiziranih produkta qRT-PCR reakcije, jer razli¢iti produkti disociraju na razli¢itim

temperaturama.

ROX low, referentna boja, je po preporuci proizvodaca dodavana reakcijama sa
udelom od 2% (v/v) kako bi se normalizovala fluorescenca SYBR Green I koja se
emituje prilikom umnozavanja ciljnih gena. Na taj naCin su neutralisane neznatne
razlike izmedu replikata 1 uzoraka koje su se mogle javiti usled greske u pipetiranju.
Takode, relativna ekspresija ispitivanih gena markera osteogeneze u svakom uzorku
normalizovana je u odnosu na ekspresiju housekeeping gena B-aktina (Actb) (Tabela
3.4.) koji ima konzistentnu ekspresiju u uzorcima i predstavlja endogenu kontrolu. Na
taj nacin su neutralisane razlike u kvalitetu i pocetnoj koncentraciji RNK u uzorcima
nastale nakon izolacije, Sto povla¢i za sobom 1 razlike koje nastaju nakon reverzne

transkripcije RNK u cDNK.

Relativna ekspresija ciljnih gena u ispitivanim uzorcima je izrazena u odnosu na
ekspresiju tih istih gena u referentnom uzorku koji se oznacava kao kalibrator. Vrednost
ekspresije ciljnih gena u kalibratoru oznacena je kao nulta vrednost ("0"). Vrednosti
relativne ekspresije ciljnih gena u eksperimentalnim uzorcima predstavljene su u odnosu
na "0" vrednost u kalibratoru i izraZzene su kao log,. Polazna i zajednicka celijska
komponenta za SPN i OPN implantate jesu sveze izolovane ADSC sadrzane u SVF-u.
Zato je sveze izolovana SVF upotrebljena kao zajednicki kalibrator za sve grupe
ukljucujuéi 1 kontrolne, kako bi se relativna ekspresija gena izrazila u odnosu na istu
referentnu vrednost. Relativna ekspresija svakog analiziranog gena, poredena je izmedu
eksperimentalnih grupa i to u okviru istog termina kada su implantati ekstrahovani.
Takode, vrednosti su poredene i izmedu implantata koji pripadaju istoj grupi, ali su
ekstrahovanih u razli¢itim terminima. Kultura ADSC je dobijena nakon zasejavanja
sveze izolovane SVF pa je zbog toga u analizi ekspresije gena nakon tri, sedam, deset,
dvanaest, petnaest i dvadeset jednog dana kod in vitro osteoindukovanih ADSC, sveze

izolovana SVF takode koriS¢ena kao kalibrator.
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Statisticka obrada rezultata analize relativne ekspresije gena

Srednje vrednosti relativne ekspresije gena sa standardnom devijacijom
koriS¢ene su za statisticku analizu. Razlike izmedu grupa utvrdene su neparametarskim
Kruskall-Wallis ANOVA testom. Dodatno je post hoc Mann-Withney testom utvrdena
statisticka znacajnost razlika izmedu parova vrednosti. Statisticka obrada podataka

sprovedena je u programu SPSS version 15.0 (SPSS Inc., Chikago, Illionis, SAD).

3.2.7.2. Elektroforeza na agaroznom gelu

Provera uspesSnosti, kvaliteta i specifi¢nosti produkata qRT-PCR reakcije
uradena je metodom elektroforeze na 2% agaroznom gelu (Serva, Heidelberg,
Nemacka). Agarozni gel je napravljen uz pomo¢ 1 x TAE (Tris, acetat, EDTA) pufera, a
postupak elektroforeze je izveden takode u istom puferu. Etidijum bromid je dodat
puferu 1 x TAE u koncentraciji od 0,5 pg/ml. Po 5ul qRT-PCR produkata pomesano je
sa 1,5 pl boje bromfenol plavo i naneSeno je u bunarcice gela, u sistemu za
elektroforezu (Serva, Heidelberg, Nemacka). Elektroforeza je trajala oko jedan sat pri
jacini struje od 100 mA. Nakon elektroforeze, fragmenti na gelu su posmatrani na UV
transiluminatoru sa sistemom za snimanje (Vilber Lourmat, Marne La Vallee,
Francuska). Analizirani fragmenti razli¢itih veli¢ina (Tabela 3.4.) prelaze razlicito
rastojanje na gelu, a njihova veli¢ina uporedena je sa DNK standardom za duzinu

fragmenata DNA Standard 100 Bp DNA Ladder (Serva, Heidelberg, Nemacka).

3.2.7.3. Metode histomorfoloske i histomorfometrijske analize

Histomorfoloska 1 histomorfometrijska metoda su koriS¢ene za analizu
morfoloskih markera osteogeneze na histoloSkim iseCcima implantata koji su

ekstrahovani nakon druge i osme nedelje od implantacije.
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Obrada implantata za histomorfoloSku i histomorfometrijsku analizu

Implantati su po ekstrakciji fiksirani u 10% neutralnom formalinu, a potom su
dekalcinisani u rastvoru etilendiamintetrasir¢etnoj kiselini (EDTA) (pH 7,4). Nakon
dekalcinacije implantati su dehidratisani sukcesivno u rastucoj seriji 50%, 70%, 80% i
95% etanola u trajanju od po 120 minuta, a zatim 1 u apsolutnom etanolu preko no¢i.
Nakon prosvetljavanja toluolom (u trajanju od 240 minuta), implantati su ukalupljeni u
paraplastu. Implantati su seceni na 3,5 um debljine na mikrotomu (Leica RM2235,
Nemacka). Deparafinizacija ploCica sa ise¢cima izvedena je u termostatu na 55°C do

57°C u trajanju od dva sata, nakon ¢ega su plo¢ice tokom 30 minuta tretirane ksilolom.

Trihromno bojenje implantata po Masson-u za histomorfolosSku analizu

Histomorfoloska analiza izvrSena je na osnovu iseCaka implantata bojenih
metodom trihrom po Masson-u. Ova metoda bojenja omogucava vizuelizaciju celija,
¢elijskih struktura i ekstracelularnog matriksa u posmatranom tkivu implantata. Za tu
svrhu napravljena su tri rastvora koja su oznacena kao rastvor I, II i III. Rastvor I je
pripremljen od 1 g kiselog fuksina, 100 ml dH,O 1 1 ml glacijalne siréetne kiseline.
Rastvor II je pripremljen od 1 g Ponceau de xylidine, 100 ml dH,O i 1 ml glacijalne
sir¢etne kiseline. Rastvor III je pripremljen od 2,5 g Aniline blue 100 ml dd H,O i 2.5

ml glacijalne siréetne kiseline.

Nakon deparafinizacije (videti "Obrada implantata za histomorfoloSku 1
histomorfometrijsku analizu"), isecci su najpre rehidratisani sukcesivno u opadajué¢im
koncentracijama 100%, 95% 1 80% etanola, a zatim su isprani sa dH,O. Zatim je
primenjen Weigerth-ov hematoksilin u trajanju od 5 minuta, nakon Cega su isecci
isprani vodom. Rastvorima I i I, u odnosu 1:2, respektivno, isecci su tretirani 2 minuta i
nakon toga su isprani vodom. U slede¢em koraku 1% fosfomolibdenska kiselina je
dodata dva puta u trajanju od 1 minuta, a zatim je bez ispiranja dodat rastvor III u
trajanju od 3 minuta. PloCice su posle toga isprane vodom, prelivene 95% etanolom, a
zatim 100% etanolom i na kraju osusene u roku od 5 minuta u termostatu. Osusene

plocice su tretirane ksilolom 10 minuta i prekrivene kanada balsamom (Canada balsam,
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eng.). Trajni preparati su posmatrani, analizirani i snimljeni na svetlosnom mikroskopu
Leica System Microscope DM2500 opremljenim Leica DFC490 digitalnom kamerom

(Leica Microsystems©, Wetzlar, Nemacka).

Hematoksilin-eozin bojenje implantata za histomorfometrijsku analizu

Nakon deparafinizacije 1 dehidratacije (videti "Obrada implantata za
histomorfolosku 1 histomorfometrijsku analizu"), iseCci su najpre rehidratisani
sukcesivno u opadaju¢im koncentracijama 100%, 95% 1 80% etanola, nakon ¢ega su
isprani sa dH>O. Nakon toga, isecci su tretirani Hariss-ovim hematoksilinom u trajanju
od 10 minuta, a zatim su isprani sa dH,O. Isecci su zatim preliveni rastvorom eozina, pa
su nakon 10 minuta isprani sa dH,O. Nakon toga plocice su isprane sa 95% pa 100%
etanolom, u trajanjima od po 1 minut. Nakon potapanja u ksilolu plo€ice su osusene,

isecci su prekriveni kanada balsamom i pokrovnim staklom.

Histomorfometrijska analiza

Histomorfometrijska analiza je sprovedena na ise¢cima bojenim HE metodom.
Merenja su sprovedena uz pomo¢ programskog paketa NIS-Elements software version
3.2 (Nikon, Tokyo, Japan). Slike za histomorfometrijsku analizu su napravljene na
mikroskopu Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss, Nemacka) opremljenim kamerom AxioCam
HR na uvecanju od 100%. Uz pomo¢ softverskog alata Annotations and Measurements
merena je ukupna povrSina implantata na preseku i povrSina granula biomaterijala
koris¢enog u eksperimentu. Pomocu tih podataka izraCunat je procenat infiltriranog
tkiva po formuli ((ukupna povrsina implantata — ukupna povrSina granula materijala) /

ukupna povrsina implantata)*100.

Statisticka obrada rezultata histomorfometrijske analize

Srednje vrednosti procenta infiltriranog tkiva izmedu granula BMM i standardna

devijacija, izraCunate su na osnovu podataka dobijenih analizom implantata
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ekstrahovanih iz razli¢itih zivotinja iste eksperimentalne grupe. Razlike izmedu grupa
utvrdene su primenom jednofaktorske ANOVA-e. Za obradu podataka koris¢en je SPSS
version 15.0 (SPSS Inc., Chikago, lllionis, SAD).

3.2.7.4. Metoda imunohistohemijske analize

Imunohistohemijska analiza ekspresije osteopontina moze biti vazan pokazatelj
osteogenog procesa. Za tu analizu, iseCci implantata svih eksperimentalnih grupa
ekstrahovanih nakon druge i osme nedelje, pripremljeni su na nacin koji je opisan u
"Obrada implantata za histomorfolosku 1 histomorfometrijsku analizu". Tako
pripremljeni, podvrgnuti su daljoj obradi specificnoj za imunohistohemijsku analizu.
Primarno antitelo, anti-osteopontin u razblazenju 1:1000 (ab8448, Abcam, SAD)
aplikovano je na iseCke implantata, koji su prethodno tretirani sa 10 mM natrijum-
citratnim puferom (pH 6,0) u mikrotalasnoj pecnici na 96°C, a zatim inkubirani preko
no¢i na 4°C. Kao kit za detekciju koriS¢en je Rabbit specific HRP/DAB (ab64261,
Abcam, SAD) na nacin koji je opisan u "3.1.3. Karakterizacija ADSC sadrzanih u sveze
izolovanoj SVF 1 u uspostavljenoj celijskoj kulturi". Na kraju, kontrastiranje je uradeno
hematoksilinom u trajanju od 5 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je preparat
prekriven medijumom za trajne preparate (H-5000, VectaMount Permanent Mounting

Medium, UK) 1 analiziran.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati in vitro istrazivanja

U ovom delu su predstavljeni rezultati analize imunoekspresije CD29 i CD14
kod ADSC nakon izolacije 1 nakon formiranja celijske kulture. Predstavljen je izgled
uspostavljene celijske kulture ADSC pre i tokom in vitro osteogene indukcije. Nakon

toga prikazani su rezultati analize stepena in vitro osteogene diferencijacije ADSC.

4.1.1. Karakterizacija ADSC sadrZanih u sveZe izolovanoj SVF

ADSC karakteriSe specifi¢an obrazac ekspresije CD markera. Pored ostalih CD
markera, karakteristika ADSC je da eksprimiraju CD29 i da ne eksprimiraju CD14
marker. Neposredno po izolaciji, Celije koje su sadrzane u SVF su okarakterisane
pomoc¢u imunocitohemijske analize da bi se utvrdila ekspresija ova dva markera. U
odnosu na negativnu kontrolu, koja je bila uzorak kome nije aplikovano primarno
antitelo (Slika 4.1.b), vecina celija zastupljenih u SVF-u nije eksprimirala CD14 (Slika
4.1.a) a eksprimirala je CD29 marker (Slika 4.1.c).
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Slika 4.1. Ekspresija CD29 i CD14 kod ADSC sadrzanih u sveze izolovanoj SVF. a - negativna
ekspresija CD14 markera (pokazano plavim strelicama); b - negativna kontrola (pokazano crvenim
strelicama); ¢ - CD29 pozitivna ekspresija (pokazano crnim strelicama). Uveéanje 200%. Skala pokazuje

50 pm.
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4.1.2. Karakterizacija ADSC u uspostavljenoj ¢elijskoj kulturi

Posle tre¢eg pasaza od zasejavanja sveze izolovane SVF, iz heterogene Celijske
populacije izdvojile su se i umnozile ¢elije koje su dobro adherirale za dno plasticnog
suda 1 koje su nalikovale fibroblastnim ¢elijama, Sto je karakteristicno za ADSC. Ovaj
tip ¢elija je ¢inio ve¢inu u uspostavljenoj kulturi, dok su u manjoj meri bile prisutne
¢elije koje su nalikovale epitelnim ¢elijama. Izgled uspostavljene ¢elijske kulture nakon
treCeg pasaza od zasejavanja sveze izolovane SVF, a neposredno pre podvrgavanja

osteogenoj indukciji prikazan je na Slici 4.2.

Slika 4.2. Izgled kulture ADSC nakon tre¢eg pasaza od zasejavanja sveze izolovane SVF. Krug pokazuje
¢elije koje nalikuju fibroblastima. Trougao pokazuje ¢elije nalik epitelnim celijama. Uvecanje 100x.

Skala pokazuje 100 pm.

Pre podvrgavanja osteogenoj indukciji, u uspostavljenoj kulturi ADSC posle
treCeg pasaza od zasejavanja sveze izolovane SVF, Ccelije su okarakterisane
imunocitohemijskom metodom radi detekcije CD29 i CD14 markera. U odnosu na
negativnu kontrolu, koja je bila uzorak kome nije aplikovano primarno antitelo (Slika
4.3.b), pokazano je da vecina ¢elija u kulturi ne eksprimira CD14 marker (Slika 4.3.a) i

da eksprimira CD29 marker (Slika 4.3.c).

50



Rezultati

Slika 4.3. Ekspresija CD29 i CD14 kod ADSC u uspostavljenoj ¢elijskoj kulturi nakon tre¢eg pasaza od
zasejavanja sveze izolovane SVF. a - negativna ekspresija CD14 (pokazano plavim krugom); b-
negativna kontrola (pokazano crvenim krugom); ¢ - pozitivna ekspresija CD29 (pokazano crnim krugom).

Uvecanje 100x. Skala pokazuje 100 um.

4.1.3. In vitro osteogena indukcija ADSC

Nakon formiranja kulture ADSC, celije su podvrgnute in vitro osteogenoj
indukeciji. Na Slici 4.4. prikazana je kultura ADSC snimljena treceg, sedmog, desetog,

dvanaestog, petnaestog i dvadeset prvog dana in vitro osteogene indukcije.

Nadeno je da najveci deo ¢elija tokom osteogene indukcije ima vretenast oblik,
nalik fibroblastima Sto je karakteristicno za ADSC (Slika 4.4.a-f). Od tre¢eg do
petnaestog dana nadeno je umnoZavanje celija (4.4.a-¢), dok je dvadeset prvog dana
naden manji broj ¢elija u kulturi nego u prethodnim terminima (4.4.f). Nadeno je da su
¢elijske grupacije bile najbrojnije dvanaestog i petnaestog dana osteogene indukcije. U
tim terminima, u ekstracelularnom matriksu su zapazene kristalne strukture, koje mogu

biti proizvod mineralizacije vancelijskog matriksa.
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Slika 4.4. Kultura ADSC tokom in vitro osteogene indukcije (fazni kontrast): a - treeg dana; b - sedmog
dana; ¢ - desetog dana; d - dvanaestog dana; e - petnaestog dana; f - dvadeset prvog dana. Strelice

pokazuju kristalne strukture u vancelijskoj sredini. Uve¢anje 100x. Skala pokazuje 100 pm.

4.1.4. Procena stepena in vitro osteogene diferencijacije ADSC

Rezultate procene stepena in vitro osteogene diferencijacije ADSC ¢&ine rezultati
analize ekspresije gena markera osteogeneze, citohemijske analize 1 analize

imunoekspresije osteopontina kod in vitro osteoindukovanih ADSC.

4.1.4.1. Analiza ekspresije gena markera osteogeneze

Stepen osteogene diferencijacije ADSC procenjen je analizom relativne

ekspresije gena Sp7, Bglap, Collal 1 Alpl tokom in vitro osteogene indukcije ADSC
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(Slika 4.5.). U periodu od treeg do petnaestog dana zapaZen je postepeni porast
ekspresije, dok je dvadeset prvog dana zapazeno naglo smanjenje ekspresije svih
analiziranih gena. Znacajno najvisa ekspresija svih analiziranih gena (p<0,05) zapazena
je petnaestog dana u odnosu na prethodne termine i u odnosu na dvadeset prvi dan.
Pozitivna ekspresija Collal izmerena je sedmog dana koja se postepeno uvecala
desetog, dvanaestog, a najvisa je bila petnaestog dana. Ekspresija Sp7 1 Alpl je dostigla
pozitivnu vrednost dvanaestog dana dok se petnaestog dana dodatno uvecala i postigla
najvisu vrednost. Pozitivna ekspresija Bglap zapazena je samo petnaestog dana kada je

imala najviSu vrednost.
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Slika 4.5. Relativna ekspresija gena markera osteogeneze, Sp7, Bglap, Collal i Alpl tokom in vitro
osteogene indukcije ADSC: 3d - treceg dana; 7d - sedmog dana; 10d - desetog dana; 12d - dvanaestog
dana; 15d - petnaestog dana i 21d - dvadeset prvog dana. * p<0,05.

U sveze izolovanoj SVF nadena je poviSena ekspresija gena markera
osteogeneze Sp7, Bglap, Collal, Alpl u odnosu na kulturu ADSC formiranoj posle

treCeg pasaza od zasejavanja sveze izolovane SVF (Slika 4.6.a). Medutim, u odnosu na
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ADSC koje su in vitro osteoindukovane petnaest dana, u sveze izolovanoj SVF

zapazena je znatno niZa ekspresija analiziranih gena (Slika 4.6.b).
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Slika 4.6. Relativna ekspresija gena markera osteogeneze, Sp7, Bglap, Collal i Alpl u sveze izolovanoj

SVF u odnosu na: a - ADSC iz kulture posle tre¢eg pasaza od zasejavanja sveze izolovane SVF; b -

ADSC iz kulture nakon petnaestodnevne in vitro osteoindukcije.

4.1.4.2. Citohemijska analiza

Citohemijska analiza metodom von Kossa omogucava vizuelizaciju mineralnih

depozita fosfata koji se boje tamno. Prisustvo fosfatnih depozita moze ukazivati na

proces mineralizacije Sto je karakteristicno za Celije osteoblastne linije. Na Slici 4.7.

prikazani su depoziti fosfata koji su zapaZzeni u ADSC koje su bile petnaest dana

podvrgnute in vitro osteogenoj indukciji.

Slika 4.7. Depoziti fosfata (pokazano elipsama) u ADSC koje su bile podvrgnute in vitro osteogenoj

indukciji petnaest dana. Bojenje metodom vorn Kossa. Uvecanje 400%. Skala pokazuje 20 pm.
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4.1.4.3. Analiza imunoekspresije osteopontina

Ekspresija osteopontina je karakteristi¢na za ¢elije osteoblastne linije, pa su zato
ADSC koje su osteogeno indukovane petnaest dana podvrgnute imunocitohemijskoj
analizi za vizuelizaciju ekspresije osteopontina. Potvrdeno je da su osteoindukovane

ADSC eksprimirale osteopontin (Slika 4.8.a) u poredenju sa negativhom kontrolom

(Slika 4.8.b).

S0 pm b

Slika 4.8. Imunoekspresija osteopontina kod ADSC koje su bile podvrgnute in vitro osteogenoj indukciji
petnaest dana. a - éelije koje su pozitivne na osteopontin (pokazano crvenim strelicama). b - negativna

kontrola (pokazano crnim strelicama). Uvecanje 200%. Skala pokazuje 50 pm.

4.2. Rezultati in vivo istrazivanja

U ovom delu, predstavljeni su rezultati koji se odnose na analizu osteogenog

procesa u implantatima ekstrahovanim nakon isteka in vivo eksperimentalnog perioda.

4.2.1. Analiza osteogenog procesa u implantatima

Rezultate o stepenu osteogenog procesa u eksperimentalnim implantatima ¢ine
rezultati analize makroskopskog izgleda implantata neposredno pre ekstrakcije, rezultati
analize relativne ekspresije gena markera osteogeneze, histomorfoloske,

histomorfometrijske i imunohistohemijske analize ekstrahovanih implantata.
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4.2.1.1. Analiza makroskopskog izgleda implantata

U momentu zrtvovanja i ekstrakcije implantata, u istim terminima nisu
primeéene makroskopske razlike izmedu implantata razli¢itih grupa (rezultati nisu
prikazani). Medutim, razlike su bile primetne izmedu implantata koji su ekstrahovani u
razli¢itim terminima nakon implantacije. Kao primer prikazani su implantati iz SPN
grupe (Slika 4.9.). Nakon prve nedelje od implantacije, implantati su bili nepotpuno
integrisani u okolno potkozno tkivo, manje kompaktni i krupniji u odnosu na kasnije
termine (Slika 4.9.a). Nakon druge nedelje od implantacije implantati su bili
kompaktniji sa razvijenim krvnim sudovima u svom okruZenju u odnosu na implantate
ekstrahovanih posle prve nedelje (Slika 4.9.b). Nakon ¢etvrte nedelje od implantacije
implantati su bili kompaktni, dobro integrisani u okolno potkozno tkivo, ali primetno
manji nego implantati nakon prve dve nedelje (Slika 4.9.c). Nakon osme nedelje od
implantacije, implantati su bili kompaktni, jako dobro integrisani u okolno tkivo i

primetno manji nego u prethodnim terminima zrtvovanja (Slika 4.9.d).

Slika 4.9. Primer makroskopskog izgleda implantata SPN grupe neposredno pre ekstrakcije nakon: a -

prve; b - druge; ¢ - Cetvrte i d - osme nedelje od implantacije.
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4.2.1.2. Analiza relativne ekspresije gena markera osteogeneze u

implantatima

Pre analize relativne ekspresije gena markera osteogeneze, nakon zavrSetka
gRT-PCR reakcije, analizirane su krive topljenja kako bi se utvrdila specificnost
dobijenih produkata lancane reakcije polimeraze (Slika 4.10.a-e). Svaki od analiziranih
produkata qRT-PCR reakcije - Sp7, Bglap, Collal i Alpl kao i housekeeping gen Actb,
koji je koris¢en kao normalizator u reakcijama, imao je specificnu krivu topljenja koja
je bila ista u razli¢itim uzorcima koji su ukljuceni u dalju analizu relativne ekspresije.
Krive predstavljene u okviru Slike 4.10. su generisane u programu MxPro™™ QPCR.
Krive razli¢itih boja predstavljaju intenzitet fluorescence analiziranog produkta u

funkeciji temperature u razli¢itim uzorcima.
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Slika 4.10. Krive topljenja qRT-PCR produkata u razli¢itim uzorcima (predstavljeno razli¢itim bojama):
a-Sp7;b-Bglap; ¢ - Alpl; d - Collal; e - Actb. Temperatura je prikazana na x osi, fluorescenca na y osi.
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Takode, nakon zavrSetka qRT-PCR reakcije, uradena je elektroforeza na gelu
dobijenih produkata lancane reakcije polimeraze, kako bi se potvrdila njihova
specifi¢nost i1 kvalitet. Na Slici 4.11. prikazan je rezultat elektroforeze na gelu. U
odnosu na fragmente iz standarda, produkti qRT-PCR reakcije su pozicionirani na gelu
u odnosu na svoju veli€inu. Razdvojeni fragmenti qRT-PCR produkata na gelu,
podudaraju se sa duzinom amplikona koja je navedena u specifikaciji proizvodaca
prajmera. Duzine amplikona Actb (77 bp), Collal (98 bp), Bglap (84 bp), Alp! (109 bp)

1 Sp7 (69 bp) pozicionirane su na gelu u visini oko fragmenta veli¢ine 100 bp.

Actb Collal Bglap Alpl Sp7

S

Slika 4.11. Elektroforeza na agaroznom gelu. S - standard za duzinu fragmenata. Analizirani produkti

gRT-PCR reakcije, Actb (77 bp), Collal (98 bp), Bglap (84 bp), Alpl (109 bp) i Sp7 (69 bp).

Relativna ekspresija Sp7

Dinamika relativne ekspresije Sp7 u implantatima eksperimentalnih grupa SPN,

OPN, PN i N ekstrahovanim nakon prve, druge, Cetvrte i osme nedelje od implantacije,
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prikazana je na Slici 4.12. Srednje vrednosti relativne ekspresije Sp7 sa standardnom

devijacijom, predstavljene su u odnosu na kalibrator 1 izraZzene kao log,.
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Slika 4.12. Dinamika relativne ekspresije Sp7 u implantatima eksperimentalnih grupa SPN, OPN, PN i N

ekstrahovanim nakon prve, druge, cetvrte i osme nedelje od implantacije.

U Tabeli 4.1. su prikazani rezultati post hoc Mann-Withney uporedne statisticke
analize relativne ekspresije Sp7 izmedu SPN, OPN, PN i N implantata u okviru svakog
termina kada je vrSena njihova ekstrakcija. Posle prve nedelje od implantacije znacajno
visa ekspresija Sp7 (p<0,05) zapazena je u PN grupi u odnosu na SPN i OPN grupe.
Posle druge nedelje od implantacije u SPN grupi zapaZena je znacajno visa ekspresija
Sp7 (p<0,05) u poredenju sa svim ostalim grupama. Znatno visa ekspresija Sp7 (p<0,05)
u ovom terminu izmerena je u PN u odnosu na OPN grupu. Posle ¢etvrte nedelje od
implantacije znacajno povisena ekspresija Sp7 (p<0,05) nadena je u SPN grupi u odnosu
na OPN i N grupe. Posle osme nedelje od implantacije u OPN grupi nadena je znacajno
viSa ekspresija Sp7 (p<0,05) u odnosu na sve ostale eksperimentalne grupe dok je u PN

grupi znacajno visa ekspresija Sp7 (p<0,05) zapazena u odnosu na N grupu.
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Tabela 4.1. Uporedna analiza ekspresije Sp7 izmedu implantata razli¢itih grupa u okviru istih termina

ekstrakcije.
Termini
Komparirane grupe 1. nedelja 2. nedelja 4. nedelja 8. nedelja
SPN/OPN 0,486 0,029* 0,029* 0,029*
SPN/PN 0,029* 0,029* 0,057 0,200
SPN/N 0,057 0,029* 0,029* 0,886
OPN/PN 0,029* 0,029* 0,114 0,029*
OPN/N 0,114 0,686 0,343 0,029*
PN/N 0,114 0,114 0,057 0,029*
* p<0,05

U Tabeli 4.2. prikazani su rezultati post hoc Mann-Withney uporedne statisticke
analize relativne ekspresije Sp7 izmedu implantata iz istih eksperimentalnih grupa koji
su ekstrahovani u razli¢itim terminima posle implantacije. Znacajno visa ekspresija Sp7
(p<0,05) u SPN grupi zapazena je nakon druge i1 Cetvrte nedelje od implantacije, u
odnosu na termine nakon prve i osme nedelje od implantacije. Znacajnih razlika nije
bilo izmedu termina nakon druge i ¢etvrte nedelje od implantacije. Nakon osme nedelje
od implantacije, ekspresija Sp7 je bila znacajno visa (p<0,05) nego nakon prve nedelje
od implantacije. U OPN grupi znacajno visa ekspresija Sp7 (p<0,05) izmerena je nakon
osme nedelje od implantacije u odnosu na sve ostale termine. Nakon cetvrte nedelje od
implantacije detektovana je znacajno visa ekspresija Sp7 (p<0,05) u odnosu na termin
posle prve nedelje od implantacije. U kontrolnim PN i N grupama, ekspresija Sp7 nije

znacajno varirala tokom eksperimentalnog perioda.

Tabela 4.2. Uporedna analiza ekspresije Sp7 izmedu implantata ekstrahovanih u razli¢itim terminima u

okviru istih grupa.

Grupe
Komparirani termini SPN OPN PN N
1. ned./2. ned. 0,029* 0,114 0,057 0,886
1. ned./4. ned. 0,029*  0,029* 0,486 0,486
1. ned./8. ned. 0,029*  0,029* 0,200 0,686
2. ned./4. ned. 0,200 0,114 0,057 0,486
2. ned./8. ned. 0,029* 0,029 0,686 1,000
4. ned./8. ned. 0,029* 0,029 0,114 1,000
* p<0,05
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Relativna ekspresija Bglap

Dinamika relativne ekspresije Bglap u implantatima eksperimentalnih grupa
SPN, OPN, PN i N ekstrahovanim nakon prve, druge, Cetvrte i osme nedelje od
implantacije, prikazana je na Slici 4.13. Srednje vrednosti relativne ekspresije Bglap sa

standardnom devijacijom predstavljene su u odnosu na kalibrator i izraZzene kao log;.
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Slika 4.13. Dinamika relativne ekspresije Bglap u implantatima eksperimentalnih grupa SPN, OPN, PN i

N ekstrahovanim nakon prve, druge, ¢etvrte i osme nedelje od implantacije.

U Tabeli 4.3. prikazani su rezultati post hoc Mann-Withney uporedne statisticke
analize relativne ekspresije Bglap izmedu SPN, OPN, PN i N implantata u okviru
svakog termina kada je vrSena njihova ekstrakcija. Posle prve nedelje od implantacije
nije bilo znacajnih razlika izmedu eksperimentalnih grupa, a ekspresija Bglap je bila
negativna u svim grupama u odnosu na kalibrator. Posle druge nedelje od implantacije u
SPN grupi izmerena je znacajno visa ekspresija Bglap (p<0,05) u odnosu na sve ostale
eksperimentalne grupe u kojima je ekspresija i dalje bila negativna. Posle cetvrte
nedelje od implantacije u SPN grupi nadena je znacajno visa ekspresija Bglap (p<0,05)
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samo u odnosu na OPN 1 N grupe. Posle osme nedelje od implantacije zna€ajno visa

ekspresija (p<0,05) je zapazena u OPN grupi u odnosu na sve ostale eksperimentalne

grupe.

Tabela 4.3. Uporedna analiza ekspresije Bglap izmedu implantata razli¢itih grupa u okviru istih termina

ekstrakcije.
Termini
Komparirane grupe 1. nedelja 2. nedelja 4. nedelja 8. nedelja

SPN/OPN 0,886 0,029* 0,029* 0,029*
SPN/PN 1,000 0,029* 0,343 0,114
SPN/N 0,686 0,029* 0,029+ 0,886
OPN/PN 0,886 0,886 0,200 0,029*
OPN/N 0,343 0,886 0,343 0,029*
PN/N 0,686 0,886 0,114 0,114

* p<0,05

U Tabeli 4.4. prikazani su rezultati post hoc Mann-Withney uporedne statisticke

analize relativne ekspresije Sp7 izmedu implantata iz istih eksperimentalnih grupa koji

su ekstrahovani u razli¢itim terminima posle implantacije. Znacajno visa ekspresija

Bglap (p<0,05) u SPN grupi zapazena je nakon druge i Cetvrte nedelje u odnosu na

termine nakon prve i osme nedelje od implantacije. Znacajnih razlika u ekspresiji Bglap

nije bilo izmedu termina nakon druge i ¢etvrte nedelje od implantacije.

Tabela 4.4. Uporedna analiza ekspresije Bglap izmedu implantata ekstrahovanih u razli¢itim terminima u

okviru istih grupa.

Komparirani termini

1. ned./2. ned.
. ned./4. ned.
. ned./8. ned.
. ned./4. ned.
. ned./8. ned.
4. ned./8. ned.

N N — =

Grupe
SPN OPN PN N
0,029 0,114 0,686 1,000
0,029*  0,029* 0,029* 0,686
0,343  0,029* 0,029% 0,886
0,686  0,029* 0,029* 0,200
0,029*  0,029*  0,029*% 0,343
0,029*  0,029* 0,029* 0,886

* p<0,05

62



Rezultati

U OPN grupi znacajno visa ekspresija Bglap (p<0,05) izmerena je nakon osme
nedelje od implantacije u odnosu na sve ostale termine. Nakon cetvrte nedelje od
implantacije detektovana je znacajno povisena ekspresija Bglap (p<0,05) u odnosu na
termine posle prve i druge nedelje od imlantacije. U PN grupi znacajno visa ekspresija
Bglap (p<0,05) nadena je u terminima nakon cetvrte i osme nedelje od implantacije u
odnosu na ostale termine. Znatno viSa ekspresija Bglap (p<0,05) izmerena je nakon
Cetvrte u odnosu na period nakon osme nedelje od implantacije. U N grupi nije bilo

znacajnih razlika u ekspresiji Bglap izmedu termina.

Relativna ekspresija Collal

Dinamika relativne ekspresije Collal u implantatima eksperimentalnih grupa
SPN, OPN, PN i N ekstrahovanim nakon prve, druge, Cetvrte i osme nedelje od
implantacije, prikazana je na Slici 4.14. Srednje vrednosti relativne ekspresije Collal sa

standardnom devijacijom predstavljene su u odnosu na kalibrator kao log;.
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Slika 4.14. Dinamika relativne ekspresije Collal u implantatima eksperimentalnih grupa SPN, OPN, PN

i N ekstrahovanim nakon prve, druge, ¢etvrte i osme nedelje od implantacije.
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U Tabeli 4.5. prikazani su rezultati post hoc Mann-Withney uporedne statisticke
analize relativne ekspresije Collal izmedu SPN, OPN, PN i N implantata u okviru
svakog termina kada je vrSena njihova ekstrakcija. Nakon prve nedelje zapazena je
znacajno visa ekspresija Collal (p<0,05) u svim grupama u odnosu na kontrolnu N. U
ovom terminu, znacajno visa ekspresija Collal (p<0,05) izmerena je u PN u odnosu na
SPN grupu. Posle druge nedelje od implantacije znacajno viSa ekspresija Collal
(p<0,05) detektovana je u PN grupi u odnosu na sve ostale eksperimentalne grupe dok
je u grupi N zapazena znacajno niza ekspresija Collal (p<0,05) u odnosu na sve ostale
eksperimentalne grupe. Nakon etvrte nedelje od implantacije najvisa ekspresija Collal
je zapazena u SNP, a zatim u PN, OPN 1 N grupi respektivno, ali znaajno viSa
ekspresija Collal (p<0,05) zapazena je u PN u odnosu na N grupu. Nakon osme nedelje
od implantacije samo je u OPN grupi izmerena znacajno visa ekspresija Collal

(p<0,05) u odnosu na sve ostale eksperimentalne grupe.

Tabela 4.5. Uporedna analiza ekspresije Collal izmedu implantata razli¢itih grupa u okviru istih termina

ekstrakcije.
Termini
Komparirane grupe 1. nedelja 2. nedelja 4. nedelja 8. nedelja

SPN/OPN 0,200 0,114 0,114 0,029*
SPN/PN 0,029* 0,029* 0,686 0,686
SPN/N 0,029* 0,029* 0,057 0,886
OPN/PN 0,200 0,029* 0,114 0,029*
OPN/N 0,029* 0,029* 0,200 0,029*
PN/N 0,029* 0,029* 0,029* 0,686

* p<0,05

U Tabeli 4.6. prikazani su rezultati post hoc Mann-Withney uporedne statisticke
analize relativne ekspresije Collal izmedu implantata iz istih eksperimentalnih grupa
koji su ekstrahovani u razli¢itim terminima posle implantacije. U SPN grupi, nakon
druge nedelje od implantacije zapazena je znacajno visa ekspresija Collal (p<0,05) u
odnosu na termine nakon prve i osme nedelje od implantacije. Znafajna razlika u
ekspresiji nije zapaZena izmedu termina nakon druge i Cetvrte nedelje od implantacije.
Nakon osme nedelje zapazena je znatno niza ekspresija Collal (p<0,05) u odnosu na
Cetvrtu nedelju. U OPN grupi, nakon osme nedelje nadena je znacajno povisena

ekspresija Collal (p<0,05) u odnosu na sve ostale termine unutar grupe. Znatno visa
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ekspresija Collal (p<0,05) nakon druge nedelje od implantacije u odnosu na sve ostale
termine, izmerena je u PN grupi. Znacajni pad ekspresije Collal (p<0,05) detektovan je
nakon osme nedelje od implantacije u odnosu na sve ostale termine unutar grupe. U
kontrolnoj grupi N nadena je pozitivna ekspresija Col/lal u odnosu na kalibrator, ali

znacajnih razlika nije bilo izmedu termina u kojima je merena ekspresija.

Tabela 4.6. Uporedna analiza ekspresije Co/lal izmedu implantata ekstrahovanih u razli¢itim terminima

u okviru istih grupa.

Grupe
Komparirani termini SPN OPN PN N
1. ned./2. ned. 0,029* 0,343 0,029 0,343
1. ned./4. ned. 0,114 0,686 1,000 0,114
1. ned./8. ned. 0,114 0,029* 0,029* 0,200
2. ned./4. ned. 0,686 1,000 0,029* 0,486
2. ned./8. ned. 0,029* 0,029* 0,029 0,343
4. ned./8. ned. 0,029* 0,029* 0,029* 0,886
* p<0,05

Relativna ekspresija Alpl

Dinamika relativne ekspresije Alp/ u implantatima eksperimentalnih grupa SPN,
OPN, PN i N ekstrahovanim nakon prve, druge, ¢etvrte i osme nedelje od implantacije,
prikazana je na Slici 4.15. Srednje vrednosti relativne ekspresije Alpl sa standardnom

devijacijom predstavljene su u odnosu na kalibrator i izraZzene kao log,.
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Slika 4.15. Dinamika relativne ekspresije A/p/ u implantatima eksperimentalnih grupa SPN, OPN, PN i N

ekstrahovanim nakon prve, druge, cetvrte i osme nedelje od implantacije.

U Tabeli 4.7. prikazani su rezultati post hoc Mann-Withney uporedne statisticke
analize relativne ekspresije Alp/ izmedu SPN, OPN, PN i N implantata u okviru svakog
termina kada je vrSena njihova ekstrakcija. Nakon prve nedelje od implantacije,
ekspresija Alpl je bila negativna u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na
kalibrator bez znacajnih razlika medu njima. Nakon druge nedelje od implantacije u PN
grupi je zapazena znacajno visa ekspresija A/p/ (p<0,05) nego u kontrolnoj N grupi dok
izmedu ostalih grupa nisu zapaZene znacajne razlike. U terminima posle druge i Cetvrte
nedelje od implantacije ekspresija A/p/ u implantatima svih grupa je bila negativna u
odnosu na kalibrator. Nakon ¢etvrte nedelje od implantacije, znatno visa ekspresija A/p/
(p<0,05) izmerena je u N grupi samo u odnosu na PN grupu. Posle osme nedelje u OPN
grupi izmerena je pozitivna i znacajno visa ekspresija Alp/ (p<0,05) u odnosu na sve
ostale eksperimentalne grupe. U ovom terminu znacajno visa ekspresija Alpl (p<0,05)

detektovana je u N grupi u odnosu na SPN grupu.
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Tabela 4.7. Uporedna analiza ekspresije Alp/ izmedu implantata razlicitih grupa u okviru istih termina

ekstrakcije.
Termini
Komparirane grupe 1. nedelja 2. nedelja 4. nedelja 8. nedelja
SPN/OPN 0,686 0,886 0,886 0,029*
SPN/PN 0,200 0,343 0,486 0,114
SPN/N 0,486 0,343 0,486 0,029*
OPN/PN 0,114 0,686 1,000 0,029*
OPN/N 0,686 0,343 0,486 0,029*
PN/N 0,486 0,029* 0,029+ 0,686
* p<0,05

U Tabeli 4.8. prikazani su rezultati post hoc Mann-Withney uporedne statisticke
analize relativne ekspresije A/pl/ izmedu implantata iz istih eksperimentalnih grupa koji
su ekstrahovani u razli¢itim terminima posle implantacije. U SPN grupi, znacajno visa
ekspresija Alpl (p<0,05) izmerena je nakon druge nedelje u odnosu na termine nakon
prve nedelje od implantacije. Nakon cetvrte 1 osme nedelje zapaZen je pad ekspresije u

odnosu na termin posle druge nedelje od implantacije koji nije znacajan.

Tabela 4.8. Uporedna analiza ekspresije A/p/ izmedu implantata ekstrahovanih u razli¢itim terminima u

okviru istih grupa.

Grupe
Komparirani termini SPN OPN PN N
1. ned./2. ned. 0,029* 0,114 0,114 0,686
1. ned./4. ned. 0,114 0,343 0,343 0,200
1. ned./8. ned. 0,686 0,029 0,343 0,343
2. ned./4. ned. 0,686 0,343 0,029 0,029*
2. ned./8. ned. 0,057  0,029* 0,029* 0,057
4. ned./8. ned. 0,057  0029* 0,886 0,343
* p<0,05

U OPN grupi nakon osme nedelje od implantacije zapazena je pozitivna i
znacajno visa ekspresija A/p/ (p<0,05) u odnosu na sve ostale termine. Nakon prve,
druge i1 Cetvrte nedelje od implantacije ekspresija je bila negativna u odnosu na
kalibrator i nije se znac¢ajno menjala. U PN grupi ekspresija 4A/p! je bila negativna u
odnosu na kalibrator i nije mnogo varirala. Nakon druge nedelje, izmerena je znacajno

viSa ekspresija (p<0,05) u odnosu na termine nakon cetvrte i osme nedelje od
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implantacije. U N grupi, nadena je poviSena ekspresija nakon Cetvrte 1 osme nedelje, ali
je znacajno bila visa (p<0,05) jedino u Cetvrtoj nedelji u odnosu na drugu nedelju od

implantacije.

4.2.1.3. Histomorfolo§ka analiza

HistomorfoloSka analiza je sprovedena na implantatima ekstrahovanim nakon
druge (Slike 4.16. 1 4.17.) i osme nedelje od implantacije (Slike 4.18. 1 4.19.) ¢iji su

isecci tretirani trihromnim bojenjem po Masson-u.

Nakon druge nedelje od implantacije, na ise€cima implantata iz SPN i OPN
grupe (Slika 4.16.) zapazena je opsezna celularizovanost uz prisustvo razli¢itih tipova
¢elija u poredenju sa PN i N grupama (Slika 4.17.). Prisustvo dzinovskih visejedarnih
¢elija koje nalikuju osteoklastima oko granula materijala karakteristicno je za SPN i
OPN implantate dok je ovakvih celija bilo primetno manje u implantatima PN i N
grupa. Na ivicama granula materijala gde su zapazene ove celije, prisutni su znakovi
resorpcije. U ovom terminu u svim tipovima implantata zapazaju se celije koje prema

morfologiji i polozaju nalikuju na osteoblaste.
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Slika 4.16. Histomorfoloska analiza implantata ekstrahovanih nakon druge nedelje od implantacije: a, ¢ -

SPN grupa, b, d - OPN grupa. Crne strelice pokazuju viSejedarne dzinovske celije koje nalikuju
osteoklastima. Crvene strelice pokazuju krvne sudove. Zute strelice pokazuju éelije koje nalikuju
osteoblastima. Zvezdice oznadavaju granule mineralnog koStanog matriksa - nosa¢a. Trihromno bojenje

po Masson-u. Uvecanje 200x (a, b) i 400% (¢, d). Skala pokazuje 50 pm (a, b) i 25 pm (¢, d).

U prostoru izmedu granula materijala, prisustvo rastresito rasporedenih
kolagenih vlakana zapaZeno je u svim tipovima implantata. Medutim, kolageni matriks
je najzastupljeniji u SPN 1 OPN implantatima, zatim u PN i najmanje u N implantatima.
U ovom terminu, uo¢ava se mnostvo krvnih sudova manjeg volumena u infiltriranom
tkivu SPN i OPN implantata, zapazeni su i u kontrolnim PN i N implantatima (Slike
4.16. 1 4.17.). U implantatima svih eksperimentalnih grupa u ovom terminu uoceno je
obimnije prisutvo sitnijih granula materijala u odnosu na implantate nakon osme nedelje

od implantacije.
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Slika 4.17. Histomorfoloska analiza implantata ekstrahovanih nakon druge nedelje od implantacije: a, ¢ -

PN grupa, b, d - N grupa. Crne strelice pokazuju visejedarne dzinovske ¢elije koje nalikuju osteoklastima.
Crvene strelice pokazuju krvne sudove. Zute strelice pokazuju celije koje nalikuju osteoblastima.
Zvezdice oznaCavaju granule mineralnog koStanog matriksa - nosaca. Trihromno bojenje po Masson-u.

Uveéanje 200% (a, b) i 400% (c, d). Skala pokazuje 50 um (a, b) i 25 pm (¢, d).

Nakon osme nedelje od implantacije u SPN 1 OPN implantatima (Slika 4.18.)
zapazeni su znakovi obimne resorpcije granula materijala i prisutvo c¢elija nalik
osteoklastima $to je bilo izrazenije nego nakon druge nedelje od implantacije. Veliki
infiltrati tkiva sa viSejedarnim dZinovskim ¢elijama u granulama materijala,
karakteristicne su za OPN implantate. U PN 1 N implantatima (Slika 4.19.) ovakvih
promena na materijalu je bilo primetno manje, a ¢elije nalik osteoklastima su takode
bile prisustne uz ivice granula materijala. U PN i N implantatima vidljivi su znakovi
degradacije uz prisustvo Gelijskog detritusa. Celije koje po morfologiji nalikuju
osteoblastima sa krupnim okruglim jedrom, poredane u nizu na ivicama granula

materijala najviSe su prisutne u implantatima OPN i SPN grupa. Celije nalik
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osteoblastima su u ovom terminu bile zastupljenije u implantatima nego nakon druge

nedelje od implantacije.

Slika 4.18. Histomorfoloska analiza implantata ekstrahovanih nakon osme nedelje od implantacije: a, ¢ -

SPN grupa, b, d - OPN grupa. Crne strelice pokazuju visejedarne dzinovske ¢elije koje nalikuju
osteoklastima. Crvene strelice pokazuju krvne sudove. Zute strelice pokazuju éelije koje nalikuju
osteoblastima. Zvezdice oznacavaju granule mineralnog kostanog matriksa - nosaca. Elipse oznacavaju

tkivo nalik osteoidu. Trihromno bojenje po Masson-u. Uvecanje 200%. Skala pokazuje 50 pm.

U kontrolnim grupama ¢elije nalik osteoblastima su manje zastupljene nego u
SPN i OPN implantatima. Pravilno rasporedena i gusto usnopljena vlakna kolagena koja
formiraju tkivo nalik osteoidu, uocljiva su u SPN 1 OPN implantatima. Rastresito
rasporedena kolagena vlakna, dominirala su u PN i N implantatima, usnopljena
kolagena vlakna nisu zapazena u ovim grupama. Zastupljenost i volumen krvnih sudova
u OPN i SPN implantatima je bila ve¢a u odnosu na termin nakon druge nedelje. U

ovom terminu u PN i N grupama zapaZeni su krvni sudovi manjeg volumena nego u
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OPN i SPN. Takode, zastupljenost i volumen krvnih sudova u PN 1 N implantatima se
nakon osme nedelje uve¢ao u poredenju sa terminom nakon druge nedelje od

implantacije, ali u mnogo manjoj meri nego u SPN i OPN implantatima.

Slika 4.19. Histomorfoloska analiza implantata ekstrahovanih nakon osme nedelje od implantacije: a, ¢ -

PN grupa, b, d - N grupa. Crne strelice pokazuju visejedarne dzinovske ¢elije koje nalikuju osteoklastima.
Crvene strelice pokazuju krvne sudove. Zute strelice pokazuju éelije koje nalikuju osteoblastima.
Zvezdice oznacavaju granule mineralnog koStanog matriksa - nosaca. Kvadrati oznacavaju rastresito

kolageno tkivo. Trihromno bojenje po Masson-u. Uvecanje 200%. Skala pokazuje 50 pm.

4.2.1.4. Histomorfometrijska analiza

Procenat infiltriranog tkiva izmedu granula BMM je dobijen
histomorfometrijskom analizom SPN, OPN, PN i N implantata ekstrahovanih nakon

druge 1 osme nedelje od implantacije, prikazan je na Slici 4.20.
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Slika 4.20. Procenat infiltriranog tkiva u SPN, OPN, PN i N implantatima ekstrahovanih nakon druge i

osme nedelje od implantacije. ** p<0,01; * p<0,05.

Procenat infiltriranog tkiva izmedu granula BMM nakon druge nedelje od
implantacije je najvisi u OPN implantatima u odnosu na implantate ostalih
eksperimentalnih grupa. Medutim, znacajne razlike (p<0,01) utvrdene su izmedu OPN i
kontrolnih PN i N implantata. U SPN grupi izmerena vrednost je znacajno visa (p<0,05)
u odnosu na N grupu dok u odnosu na PN grupu razlika nije bila znacajna. Najnize
vrednosti procenta infiltriranog tkiva zapazene su u kontrolnim implantatima, a u PN

grupi vrednost je bila viSa u poredenju sa N implantatima, ali bez znacajnih razlika.

U svim eksperimentalnim grupama osim u OPN, nakon osme nedelje od
implantacije vrednosti procenta infiltriranog tkiva se nisu znacajno promenile od
termina nakon druge nedelje od implantacije, ali su se odrzale iste razlike medu
grupama. Procenat infiltriranog tkiva bio je najvisi u OPN implantatima zatim u SPN,
PN, a najniza vrednost je u N kontrolnoj grupi. Procenat infiltriranog tkiva u OPN
implantatima je uve¢an nakon osme nedelje u odnosu na termin posle druge nedelje od
implantacije. Znacajne razlike (p<0,01) uocene su u SPN i OPN implantatima u odnosu

na implantate iz N grupe, a znacajno viSa vrednost nadena je i u PN u odnosu na N
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grupu (p<0,05). Takode, znatno visi procenat infiltriranog tkiva (p<0,05) u ovom

terminu zapaZen je u implantatima OPN u odnosu na implantate SPN grupe.

4.2.1.5. Analiza imunoekspresije osteopontina

Imunoekspresija osteopontina uradena je na implantatima SPN, OPN, PN i N
grupa ekstrahovanim nakon druge nedelje od implantacije i prikazana je na Slikama

4.21.14.22.

Slika 4.21. Ekspresija osteopontina (polja oivicena kvadratima) u implantatima ekstrahovanim nakon
druge nedelje od implantacije u: a - SPN grupi; b - OPN grupi. Negativna kontrola (bez primarnog
antitela): ¢ - SPN grupa; d - OPN grupa. Zvezdice oznacavaju granule mineralnog kostanog matriksa -

nosaca. Uvecanje 200x. Skala pokazuje 50 pm.
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Kao jedan od karakteristicnih markera koStanog tkiva i ¢elija osteoblaste linije,
ekspresija osteopontina moze da se poveze sa procesom osteogeneze. U poredenju sa
negativnom kontrolom, uzorkom koji nije tretiran primarnim antitelom (Slike 4.21.c,d i
4.22.c,d) =zapazena je imunoekspresija osteopontina u implantatima svih
eksperimentalnih grupa. Imunoekspresija osteopontina je bila najizrazenija oko granula
BMM, prvenstveno na mestima gde su prisutni znakovi resorpcije granula materijala.
Takode, imunoekspresija osteopontina je zapazena i u infiltriranom tkivu izmedu
granula BMM. Najjac¢a imunoekspresija zapazena je u SPN (Slika 4.21.a), a zatim u
OPN implantatima (Slika 4.21.b) dok je u implantatima grupa PN 1 N ekspresija bila
slabija (Slika 4.22.a,b).

‘S0 pm’ L

Slika 4.22. Ekspresija osteopontina (polja oiviéena kvadratima) u implantatima ekstrahovanim nakon
druge nedelje od implantacije u: a - PN grupi; b - N grupi. Negativna kontrola (bez primarnog antitela): ¢
- PN grupa; d - N grupa. Zvezdice oznacavaju granule mineralnog kostanog matriksa - nosaca. Uvecanje

200x. Skala pokazuje 50 um.
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Imunoekspresija osteopontina u implantatima SPN, OPN, PN i1 N grupa
ekstrahovanim nakon osme nedelje od implantacije, prikazana je na Slikama 4.23. i
4.24. U poredenju sa negativnom kontrolom, uzorkom koji nije tretiran primarnim
antitelom (Slike 4.23.c,d i 4.24.c,d) zapazena je imunoekspresija osteopontina u
implantatima svih eksperimentalnih grupa. Najintenzivnija ekspresija osteopontina
zapazena je oko granula BMM uglavnom na mestima gde su prisutni znakovi resorpcije,
dok je nesSto slabija ekspresija zapazena u infiltriranom tkivu izmedu granula BMM.
Najjaca ekspresija zapazena je u OPN grupi (Slika 4.23.b), a zatim u SPN implantatima
(Slika 4.23.a), dok je u implantatima grupa PN 1 N ekspresija bila znatno slabija (Slika
4.24.a,b).

Slika 4.23. Ekspresija osteopontina (polja oivi¢ena pravougaonicima) u implantatima ekstrahovanim
nakon osme nedelje od implantacije u: a - SPN grupi; b - OPN grupi. Negativna kontrola (bez primarnog
antitela): ¢ - SPN grupa; d - OPN grupa. Zvezdice oznacavaju granule mineralnog kostanog matriksa -

nosaca. Uvecanje 200x. Skala pokazuje 50 pm.
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Slika 4.24. Ekspresija osteopontina (polja oiviena pravougaonicima) u implantatima ekstrahovanim
nakon osme nedelje od implantacije u: a - PN grupi; b - N grupi. Negativna kontrola (bez primarnog
antitela): ¢ - PN grupa; d - N grupa. Zvezdice oznacavaju granule mineralnog kostanog matriksa - nosaca.

Uvecanje 200%. Skala pokazuje 50 pm.
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5. DISKUSIJA

Brojne studije potvrduju da su ADSC veoma dobar kandidat za tretman kostanih
defekata baziran na upotrebi ¢elija, prvenstveno zbog sposobnosti da brzo proliferisu i
da se diferenciraju u osteoprogenitorne ¢elije (Hicok i sar., 2004; Cowan 1 sar., 2004;
Hattori 1 sar., 2006; Jeon 1 sar., 2008; Muller i sar., 2010; Scherberich 1 sar., 2010;
Mehrkens i sar., 2012; Cvetkovi¢ i sar., 2015). Nekoliko karakteristika posebno izdvaja
ADSC daju¢i im prednost u odnosu na druge izvore MSC. ADSC se mogu dobiti u
velikom broju prilikom izolacije (Scherberich i sar., 2007; Gimble 1 sar., 2007;
Scherberich 1 sar., 2010), pa nije neophodno umnozavanje Celija posle izolacije, dok je
kod drugih MSC najéesée neophodno in vitro umnozavanje pre konacne primene.
Postoje podaci da stromalna vaskularna frakcija, koja se dobija po izolaciji iz masnog
tkiva, sadrzi oko 500 puta viSe klonogenih osteoprogenitornih ¢éelija po 1 ml tkivnog
volumena od aspirata koStane srzi (Scherberich i sar., 2007; Scherberich i sar., 2010). U
odnosu na druge izvore MSC, ADSC se duZe odrzavaju u in vitro uslovima (Barba i
sar., 2013) 1 znatno brze proliferiSu (Cowan i sar., 2004), §to pruza mogucnost da se
jednostavnom in vitro kultivacijom ADSC lako odvoje iz heterogene SVF. Takode,
veoma je vazno da se neinvazivnim metodama ADSC mogu jednostavno izolovati iz
dostupnog masnog tkiva (Amini i sar., 2012), nasuprot metodi za izolaciju celija iz

koStane srzi.

Pokazano je da je diferencijacija transplantiranih ADSC ka osteoprogenitornim
¢elijama moguéa u in vivo uslovima, pod uticajem faktora rasta i diferencijacije i
osteoinduktivnih svojstava nosaca sa kojima se tom prilikom ¢elije kombinuju (Goto i
sar., 2006; Liu 1 sar., 2008b; Jakob i sar., 2012). Poznato je da ovako primenjene ADSC
podsti¢u osteogenezu u ortotopi¢nim (Vergroesen i sar., 2011) i1 ektopi¢nim uslovima
(Muller 1 sar., 2010). Ovakav pristup gde se u jednom koraku ADSC mogu izolovati,
pripremiti i aplikovati u roku od nekoliko sati poznat je 1 kao intraoperativni pristup
(Muller i sar., 2010). S druge strane, uobiCajen pristup se sprovodi u viSe koraka i
podrazumeva izolaciju, kultivaciju, in vitro osteoindukciju i na kraju primenu tako

pripremljenih ADSC (Hicok i sar., 2004; Cowan i sar., 2004; Hattori i sar., 2006;
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Cvetkovi€ 1 sar., 2015). Medutim, jo§ uvek nema dovoljno podataka o tome kolike su
razlike u osteogenom potencijalu izmedu sveze izolovanih ADSC 1 in vitro umnozenih i
osteoindukovanih ADSC. Osnovni cilj ove disertacije jeste upravo da se dobiju
odgovori na ova otvorena pitanja. Odgovori o razlikama u osteogenom potencijalu
ADSC koje su upotrebljene na dva razlicita nacina su od znacaja za donoSenje odluke

kom pristupu treba dati prednost za potencijalnu primenu u tretmanu koStanih defekata.

5.1. Analiza in vitro istrazivanja

Pre postavke in vivo eksperimenta bilo je neophodno dobiti sveze izolovane i in
vitro osteoindukovane ADSC. Pokazano je da se mezenhimske mati¢ne ¢éelije mogu
podjednako uspesno dobiti iz potkoznog i viscelarnog masnog tkiva (Peptan i sar., 2006;
Amini i sar., 2012). U naSem istraZivanju, koris¢ene su ADSC koje su izolovane iz
supraepididimalnog belog masnog tkiva, jer je pokazano da ADSC iz viscelarnog
masnog tkiva imaju veéi osteogeni potencijal od ADSC koje poti¢u iz potkoznog
masnog tkiva (Peptan i sar., 2006). lako je izolacija izvrSena po ve¢ utvrdenom
protokolu (Sung i sar., 2008, Cvetkovi¢ i sar., 2015; Najdanovi¢ i sar., 2015), potvrda
prisustva ADSC u heterogenoj SVF, prvoj celijskoj frakciji koja se dobija nakon
izolacije iz masnog tkiva, bio je jedan od neophodnih koraka u ostvarenju ciljeva ove

disertacije.

Neposredno nakon izolacije, imunocitohemijskom analizom pokazano je da
vec¢ina Celija sadrzanih u sveZe izolovanoj SVF eksprimira CD29 i1 da ne eksprimira

CD14 marker. Ovakav specifi¢an obrazac ekspresije CD29 1 CD14 karakteristika je

2015; Najdanovi¢ i sar., 2015), sto ukazuje da sveze izolovana SVF sadrzi ADSC.
Ovako dobijene ADSC koje su sadrzane u sveZe izolovanoj SVF koriS¢ene su za
pripremu SPN implantata kao 1 za uspostavljanje ¢elijske kulture, $to je bilo neophodno

za dobijanje osteoindukovanih ADSC koje su koris¢ene za pripremu implantata OPN

grupe.
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U uspostavljenoj Celijskoj kulturi nakon zasejavanja SVF, posle treeg pasaza,
najveci deo Celija bio je vretenastog oblika i nalikovao je fibroblastnim ¢elijama, $to je
karakteristika mezenhimskih mati¢nih ¢elija (Dominici i sar., 2006; Cai i sar., 2012;
Barba i sar., 2013). Celije su pokazale da poseduju odli¢nu proliferativinu sposobnost i
da dobro adheriraju za dno suda u kojem su gajene in vitro, sto je takode karakteristicno
za ADSC (Cai i sar., 2012; Barba i sar., 2013; Bourin 1 sar., 2013). Na ovom nivou,
imunocitohemijskom analizom potvrdeno je da vecina celija eksprimira CD29 i ne
eksprimira CD14 marker. Grupe celija koje eksprimiraju CD29 su bile veoma
rasprostranjene u Celijskoj kulturi, dok u sveze izolovanoj SVF nije bilo moguce uociti
ovako grupisane, ve¢ odvojene Celije pozitivne na CD29, ali 1 druge ¢elije koje su CD29
negativne. Takvi nalazi ukazuju da su se ADSC in vitro kultivacijom umnozile,
formirale grupe i u velikoj meri "precistile" iz heterogene celijske populacije SVF.
Nakon $to je kultura ADSC uspe$no uspostavljena, Celije su podvrgnute osteogenoj

indukeiji.

UmnoZavanje 1 osteogena indukcija ¢elija u in vitro uslovima su postupci koji
najcesce prethode kona¢noj primeni ADSC za tretman kosStanih defekata (Huang i sar.,
2002; Cowan i sar., 2004; Hattori i sar., 2006). U tom smislu, u nasoj studiji su
implantati OPN grupe sadrzali ADSC, koje su predhodno in vitro umnoZene i osteogeno
indukovane. Prema literaturnim podacima, ADSC se mogu in vitro indukovati ka
osteoprogenitornim ¢elijama za dve nedelje (Huang 1 sar., 2002), a po nekim podacima
za dve do tri nedelje (Halvorsen i sar., 2001 Zuk i sar., 2002; Fraser i sar., 2006) ili tri
do cetiri nedelje (Pittenger i sar., 1999; Beni i sar., 2013; Daei-farshbaf i sar., 2014).
Zato su u ovom eksperimentu ADSC, posle prethodnog in vifro umnozavanja, bile
podvrgnute osteogenoj indukeciji dvadeset jedan dan 1 pri tom je njihov stepen osteogene

diferencijacije analiziran u viSe vremenskih termina tokom perioda indukcije.

Poznato je da in vitro osteogena indukcija mezenhimskih ¢elija podstice
ekspresiju markera osteogeneze: osteriksa, alkalne fosfataze, osteokalcina, kolagena tipa
I, osteopontina 1 depoziciju fosfata (Halvorsen 1 sar., 2001; Zuk i sar., 2001; Zuk 1 sar.,
2002; Beni 1 sar., 2013). Shodno tome, da bi se utvrdio stepen diferencijacije ADSC,
sprovedena je analiza dinamike i obrasca relativne ekspresije gena markera osteogeneze

treCeg, sedmog, desetog, dvanaestog, petnaestog i dvadeset prvog dana in vitro
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osteogene indukcije. Analizirana je ekspresija Sp7 1 Bglap, karakteristicnih za Celije
osteoblastne linije (Bourin i sar., 2013), zatim Collal kao nespecificnog, ali takode
vaznog markera osteogeneze (Bonadio i sar., 1990; Huang i sar., 2007a) i forme alkalne
fosfataze (4lp) koja se eksprimira u tkivu jetre, koStanom i bubreznom tkivu (4/pl), koja
se Cesto analizira kada se ispituje osteogeni proces i diferencijacija osteoprogenitornih
¢elija (Mathews 1 sar., 2012; Schwarting i sar., 2015; Cvetkovi¢ i sar., 2015). Od trec¢eg
do petnaestog dana osteogene indukcije ADSC, zapazen je postepeni porast ekspresije
Sp7, Bglap, Collal 1 Alpl dok je petnaestog dana zapaZena najvisa ekspresija, ali je
dvadeset prvog dana ekspresija znacajno opala u odnosu na petnaesti dan. Rezultati
ukazuju da je frakcija ADSC koja je izvedena iz SVF imala nizu ekspresiju Sp7 i Alpl
do dvanaestog dana, Bglap do petnaestog dana i Collal do sedmog dana osteogene
indukcije u odnosu na sveze izolovanu SVF kao pocetnu ¢elijsku populaciju. Pojava da
¢elije "prigusuju" ili smanjuju ekspresiju gena kada im se promeni sredina opisana je
ranije (Lian 1 Stein, 1995), ¢ime se mogu objasniti dobijeni rezultati. U prilog ovom
objasnjenju ide i rezultat o povisenoj ekspresiji Sp7, Bglap, Collal i Alpl u sveze
izolovanoj SVF u odnosu na uspostavljenu ¢elijsku kulturu ADSC nakon tre¢eg pasaza
od zasejavanja SVF neposredno pre podvrgavanja osteogenoj indukciji. Posle perioda
adaptacije 1 pod uticajem osteogenog medijuma, nakon petnaest dana in vitro osteogene
indukcije, ADSC su pokazale znacajno povisenu ekspresiju Sp7, Bglap, Collal i Alplu

odnosu na sveze izolovanu SVF kao pocetnu ¢elijsku populaciju.

Dobijeni rezultati o obrascu ekspresije analiziranih markera osteogeneze u in
vitro uslovima sli¢ni su literaturnim podacima. Za ekspresiju Collal karakteristi¢no je
da se pokrece ranije (Huang i sar., 2007a), jo§ za vreme faze proliferacije celija, a zatim
se odrZava na odredenom nivou tokom diferencijacije ¢elija i osteogeneze (Lian 1 Stein,
1995). Rezultati nase studije su pokazali da se ekspresija Collal tokom in vitro
osteogene indukcije pokreée pre ostalih analiziranih gena markera, $to je uporedivo sa
literaturnim podacima. Smanjena ekspresija Sp7 1 Alpl nakon nedelju dana zapaZena je
kod humanih MSC gajenih in vitro (Sollazzo i sar., 2010), Sto se takode slaze sa naSim
(Nakashima 1 sar., 2002), jer je on specifican transkripcioni faktor za osteoblaste koji
aktivira veliki broj gena u genetskom programu formiranja kostanog tkiva. Pokazano je

da osteriks aktivira gene za alfa lanac kolagena tipa I, osteokalcin, osteopontin, alkalnu
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ADSC koje eksprimiraju osteriks (Wu 1 sar., 2007). Takav obrazac je slican onome koji
je naden u nasoj in vitro studiji gde je ekspresija Sp7 pokrenuta ranije tokom in vitro
osteogene indukcije u poredenju sa ekspresijama Alp! i Bglap. Medutim, ekspresija
Collal je pokrenuta pre Sp7 Sto moze da se objasni time Sto Collal nije usko
specifi¢an marker osteogeneze kao osteokalcin 1 osteriks (Bonadio i sar., 1990; Huang i
sar., 2007a), a samim tim verovatno moze da ga aktivira i neki drugi regulatorni faktor,
nezavisno od osteriksa. Osteokalcin se eksprimira u postproliferativnoj fazi
osteoprogenitornih ¢elija u in vitro uslovima (Owen 1 sar., 1990), a to se slaze sa
dinamikom ekspresije Bglap u naSoj studiji. Sli¢no, zakljuceno je da se inhibicija
ekspresije gena za osteokalcin i alkalnu fosfatazu javlja nedelju dana nakon in vitro
kultivacije MSC iz periferne krvi (Sollazzo i sar., 2010), Sto je uporedivo sa nasim
rezultatima o ekspresiji ovih gena kod in vitro osteoindukovanih ADSC. Jo§ jedna
studija kod celija strome koStane srzi, gajenih in vitro u osteogenom medijumu, je dala
slicne rezultate da se ekspresija alkalne fosfataze indukuje pre nego ekspresija
osteokalcina (Lian i sar., 1989; Huang i sar., 2007b). Poredenjem rezultata dobijenih u
ovoj studiji sa literaturnim podacima moze se zakljuciti da se obrasci i dinamika
ekspresije analiziranih gena ne razlikuju puno kod razli¢itih tipova MSC podvrgnutih in
vitro osteogenoj indukciji, ve¢ naprotiv da su vrlo sli¢ni kada je u pitanju proces njihove

diferencijacije u ¢elije osteoblastne linije.

Tokom osteogene indukcije u nasim eksperimentima ADSC su imale
fribroblastoliki izgled koji je karakteristican za mezenhimske mati¢ne ¢elije (Dominici i
sar., 2006; Barba 1 sar., 2013). Zapazeno je formiranje mineralnih kristalnih struktura u
ekstracelularnom matriksu petnaestog dana osteogene indukcije, $Sto moze biti jedan od
znakova diferencijacije ADSC ka osteoprogenitornim ¢elijama. Petnaestog dana
indukcije zapazeno je da su ¢elije dostigle vrhunac rasta u kulturi formirajuci grupacije
Sirom suda u kojem su gajene dok je dvadeset prvog dana doslo do znacajnog smanjenja

rasta ADSC.

Kao potvrda stepena osteogene diferencijacije ADSC nakon petnaest dana,
primenjene su imunocitohemijska analiza ekspresije osteopontina i citohemijsko bojenje

metodom Von Kossa za vizuelizaciju fosfatnih depozita. Rezultati imunocitohemijske
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analize pokazali su da su ADSC petnaestog dana osteoindukcije eksprimirale
osteopontin, jedan od markera celija osteoblastne linije (Kirkham i Cartmell, 2007,
Standal i sar., 2004). Slicno tome, nadeno je da in vitro osteoindukovane ADSC
povecavaju ekspresiju osteopontina izmedu sedmog i dvadeset prvog dana (Elisa i sar.,
2009). Takode, u nasem istrazivanju je utvrdeno da petnaestog dana osteogene indukcije
ADSC formiraju depozite fosfata, nalik osteoprogenitornim ¢elijama. Ovo prisustvo
mineralnih depozita se moze dovesti u vezu sa detektovanom povisenom ekspresijom
Alpl 1 Bglap. Ranije je objavljeno da povecana ekspresija alkalne fosfataze i
osteokalcina moze biti povezana sa inicijacijom mineralizacije (Owen 1 sar., 1990;

Orimo, 2010), Sto je karakteristika ¢elija osteoblastne linije.

Dobijeni rezultati iz dela in vitro istrazivanja nedvosmisleno ukazuju da su
ADSC koje su bile podvrgnute in vitro osteogenoj indukciji na petnaest dana uspesno
pokrenule diferencijaciju ka ¢elijama osteoblastne linije, §to je bio vazan preduslov za
jedan od osnovnih ciljeva ove disertacije. Zato su ADSC koje su in vitro osteogeno
indukovane na petnaest dana i ADSC sadrzane u sveZe izolovanoj SVF upotrebljene za
formiranje dve osnovne eksperimentalne grupe implantata za in vivo studiju, OPN i

SPN grupe.

5.2. Analiza in vivo istrazivanja

Uprkos teznji da se u in vitro uslovima $to vernije reprodukuje fizioloska sredina
Zivog organizma za svrhu eksperimenta, jo§ uvek su in vivo eksperimenti nezamenljivi
za pretklini¢ke analize (Lopez i1 Daigle, 2013; Im, 2013). Jedan od klju¢nih momenata
prilikom dizajniranja in vivo eksperimenta jeste odabir adekvatnog modela shodno
postavljenim ciljevima (Cvetkovic i sar., 2013). Dva osnovna tipa modela za ispitivanje
osteogenog potencijala komponenti koje potencijalno mogu da se upotrebe za tretman
kostanih defekata su ortotopic¢ni 1 ektopi¢ni modeli. Ortotopi¢ni modeli podrazumevaju
implantacije direktno u kostano tkivo na mesto vestacki napravljenog defekta kostanog
tkiva. Najcesce se koriste modeli na kalvariji (pljosnate kosti krova lobanje) (Cowan i

sar., 2004) ili dugim kostima ekstremiteta eksperimentalnih zivotinja (Hao 1 sar., 2010;
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Niemeyer i sar., 2010), kao Sto su psi, koze, ovce, kuni¢i, a takode 1 sitniji glodari,
prvenstveno pacovi, gde je moguce u odredenim kostima napraviti defekt kriticne
veli¢ine. Ovi modeli omogucéavaju da se proceni osteogeni kapacitet komponenata
konstrukta (implantata) u prirodnom okruzenju kostanog tkiva (Scott i sar., 2011).
Medutim, mikrosredina samog koStanog tkiva domacina mozZe maskirati efekat
ispitivanog konstrukta koji se implantira na ortotopi¢no mesto. Uticaj bliskog prisustva
osteoprogenitornih ¢elija iz koStanog tkiva, stimuliSu¢a mehanotransdukcija, prisustvo
citokina i drugih faktora, koji normalno deluju u takvoj sredini, redukovani su ili
potpuno odsutni u ektopicnim uslovima (Scott i sar., 2011). Zato ektopi¢ni model
omogucava objektivnu procenu osteogenog potencijala ispitivanog konstrukta, jer se
implantacije vrSe najces¢e u misi¢ ili potkozno (Scott i sar., 2011) van uticaja
mikrosredine kostanog tkiva (Scherberich i sar., 2007). NajceS¢e se praktikuju
subkutane implantacije koje se jednostavno mogu izvesti gotovo na svakom sisarskom
modelu, ali se najcesce za tu svrhu koriste sitni glodari kao $to su miSevi (Goto 1 sar.,
2006; Scott i sar., 2011; Cvetkovi¢ 1 sar., 2015, Najdanovi¢ i sar., 2015). Ovim
pristupom se zivotinje prakti¢no koriste kao inkubatori u kojima su prisutni razliciti
faktori iz organizma, §to predstavlja realniju mikrosredinu nego $to je to slucaj sa
inkubacijom u in vitro uslovima. Model ektopi¢ne osteogeneze je koriS¢en u naSoj
studiji, sa ciljem da se objektivno proceni osteogeni kapacitet razli¢ito pripremljenih

mezenhimskih mati¢nih ¢elija belog masnog tkiva.

Prema brojnim literaturnim podacima, upotreba ADSC za tretman koStanih
defekata podrazumeva da se one prethodno in vitro umnoze i osteogeno indukuju
(Huang 1 sar., 2002; Cowan 1i sar., 2004; Hattori 1 sar., 2006; Fraser i sar., 2006). Na taj
naCin se ADSC izdvajaju iz heterogene SVF i usmeravaju na diferencijaciju ka
osteoprogenitornim ¢elijama. Tek nakon toga, ovako pripremljene ADSC se kombinuju
sa kosStanim zamenicima 1 faktorima rasta i diferencijacije neposredno pre konacne
primene. Celokupan ovakav postupak zahteva dodatni utroSak materijala za pripremu
¢elija 1 traje nekoliko nedelja od izolacije ¢elija do konacne primene pripremljenih
konstrukata. Medutim, nedavno je pokazano da ADSC koje su sadrzane u sveze
izolovanoj SVF bez prethodnog in vitro umnozavanja i osteogene indukcije takode
poseduju osteogeni potencijal (Scherberich i sar., 2010; Muller 1 sar., 2010; Vergroesen

i sar., 2011; Mehrkens i sar., 2012). To omogucava da se celokupna procedura zavrsi u
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samo jednom koraku u roku od nekoliko sati uz minimalnu invazivnost 1 intervenciju
(Scherberich 1 sar., 2010; Muller i sar., 2010; Mehrkens i sar., 2012), $to je poznato i
kao intraoperativna metoda. Izostavljanje in vitro umnozavanja ADSC zasniva se na
¢injenici da se ove ¢elije mogu dobiti u velikom broju prilikom izolacije (Scherberich i
sar., 2007; Gimble 1 sar., 2007; Scherberich i sar., 2010) i da je diferencijacija ADSC ka
osteoprogenitornim ¢elijama moguca i u in vivo uslovima nakon njihove transplantacije
pod stimulativnim uticajem faktora rasta i diferencijacije i osteoinduktivnih svojstava
nosaca sa kojima se tom prilikom kombinuju (Goto i sar., 2006; Jakob i sar., 2012; Liu i
sar., 2008b). Prednost ovog pristupa je velika u smislu ustede materijala i vremena, a
takode i zbog jednostavnosti izvodenja same procedure. I jedan i drugi nacin pripreme
ADSC imaju i prednosti i mane, ali ono $to je zajedni¢ko za ADSC pripremljene na oba
nacina jeste da poseduju osteogeni potencijal. Jedan od glavnih ciljeva ove disertacije je
zato bio da se direktno uporede osteogeni potencijali sveze izolovanih 1 in vitro
umnozenih 1 osteoindukovanih ADSC, jer o tome nema literaturnih podataka. Sli¢no
nasim zapazanjima jesu konstatacije drugih istrazivaca da nema studija o poredenju
osteogenog potencijala razliCito pripremljenih i primenjenih mezenhimskih mati¢nih
¢elija (Gimble 1 sar., 2011; Agnieszka i sar., 2013). ReSavanje ovog problema je veoma
vazno zbog moguénosti unapredenja metoda u tretmanu koStanih defekata, kao i
razjasnjenja koji nacin pripreme ADSC i pod kojim uslovima predstavlja bolji
terapeutski izbor. Zato je ovo istrazivanje kreirano tako da se pod istim uslovima ispita i
uporedi ektopicni osteogeni potencijal ADSC sadrzanih u sveZe izolovanoj SVF 1 in

vitro umnozenih 1 osteoindukovanih ADSC.

Poznato je da broj i gustina ¢elija moze da uti¢e na ukupni osteogeni kapacitet
konstrukta namenjenog reparaciji koStanog tkiva (Sumanasinghe i sar., 2009). Zato je
odnos broja ADSC 1 veli¢ine pripremljenih implantata SPN i OPN grupe u naSem
istrazivanju bio sli¢an onim koji su preporuceni u literaturi (Cowan i sar., 2004; Liu i
sar., 2008a; Tu 1 sar., 2009; Niemeyer i sar., 2010). Tac¢nije, svaki implantat zapremine
od ~0,02 cm’ i tezine ~10 mg je sadrzao oko 5 x 10* ¢elija. Intraoperativna procedura
podrazumeva da se odmah nakon izolacije, sveze izolovane ADSC sadrzane u SVF
postave na nosa¢ (biomaterijal) i ostave 10-15 minuta na sobnoj temperaturi da bi
adherirale (Helder 1 sar., 2007; Muller i sar., 2010; Jurgens i sar., 2011) 1 da bi se

formirala fibrinska vlakna iz aktivirane PRP pre implantacije. Da bi uslovi bili potpuno
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jednaki, implantati svih eksperimentalnih grupa su nakon pripreme ostavljeni na sobnoj

temperaturi 10-15 minuta pre nego $to su implantirani.

PRP je u nasSem istrazivanju kori§¢ena kao nepromenljivi deo implantata SPN,
OPN grupa i kontrolne PN grupe, koji je sa granulama BMM ¢inio nosa¢ za celije.
Formirana fibrinska vlakna iz PRP-a poput "bioloskog lepka" poboljsavaju vezivanje
¢elija za granule materijala (Fang i sar., 2003; Freymiller i Aghaloo, 2004; Malicev i
sar., 2007; Lee 1 sar., 2008; Liu 1 sar., 2008b; Muller i sar., 2010; Mehrkens 1 sar.,
2012). Takode, aktivirana PRP oslobada bioloske faktore (Intini, 2009) koji podsticu
diferencijaciju i proliferaciju MSC, §to konacno moze da dovede do indukcije
osteogenog procesa (Vogel i sar., 2006; Liu i sar., 2008b; Kasten 1 sar., 2008b; Cervelli
1 sar., 2010). U ovoj studiji, konacni udeo aktivirane PRP u tecnoj fazi po svakom
implantatu  SPN, OPN i PN grupe bio je 10% (v/v), jer u kombinaciji sa
osteoprogenitornim ¢elijama takav udeo PRP-a je ranije pokazao najbolje rezultate (Liu
i sar., 2008b; Murphy i sar., 2011; Man i sar., 2012). Poznato je da razliCite
koncentracije trombocita u PRP-u mogu razli¢ito da uti¢u na osteoprogenitorne celije 1
osteogeni proces. Manje koncentracije mogu biti nedovoljne, a vece koncentracije mogu
imati ¢ak 1 inhibitorni efekat (Tanaka 1 sar., 2003; Weibrich i sar., 2004; Intini, 2009;
DeLong 1 sar., 2011). Zato je koncentracija trombocita u pripremljenoj PRP, koja je
koriS¢ena za pripremu implantata grupa SPN, OPN i PN, bila oko 4 puta veca od
fizioloske koncentracije trombocita karakteristiéne za miseve (Longmore i sar., 1993),
jer je ranije pokazano da takva koncentracija deluje stimulativno na proliferaciju MSC
(Marx, 2004) i preporucena je kao optimalna (Weibrich i sar., 2004; Intini, 2009;
DeLong i sar., 2011). Takode, dodavanjem PRP-a implantatima tezilo se da se
simuliraju prirodni uslovi koji inace nastaju prilikom povrede tkiva i prilikom hirurske
intervencije. U vezi sa tim, zakljuceno je da je sveze izolovanim ADSC neophodan
dodatak osteogenih faktora kako bi se podrzala diferencijacija ¢elija u osteoblaste u
ektopi¢nim uslovima (Scherberich i sar., 2010; Muller 1 sar., 2010; Mehrkens i sar.,
2012). Aktivirani trombociti koji se nadu na mestu povrede u roku od desetak minuta
otpuste 70-95% bioloskih faktora, a ostatak se oslobodi u narednih nedelju dana (Dovi i
sar., 2003; DeLong i sar., 2011; Broggini i sar., 2011), pa smo pretpostavili da ¢e se
tako deSavati i u implantatima. Pod uticajem oslobodenih faktora odigrava se niz

aktivnosti kao S§to su regrutacija celija (Cervelli 1 sar., 2009), proliferacija,
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diferencijacija ¢elija u implantatima (Intini, 2009), depozicija kolagena i formiranje
krvnih sudova (DeLong i sar., 2011; Broggini i sar., 2011), Sto kona¢no moze da
indukuje osteogenezu. U nasem istrazivanju, ideja je bila da se iskoriste navedene
osobine PRP-a i da se pomocu nje stimuliSu implantirane ADSC koje bi u kasnijim
fazama trebalo da preuzmu primarnu ulogu u "upravljanju" osteogenim procesom u

ektopi¢nim implantatima.

Kostani zamenici od neorganskog materijala kao $to su B-trikalcijum fosfat i
prirodni mineralni koStani matriks najvernije imitiraju mikrosredinu kostanog tkiva
(Storgard-Jensen i sar., 1996; Hattori i sar., 2006). Jedan od najée$ée koris¢enih i
ispitivanih koStanih zamenika u klini¢koj praksi je deproteinizovani mineralni kosStani
matriks govede kosti, komercijalnog naziva Bio-Oss” (Freymiller i Aghaloo, 2004;
Mooren 1 sar., 2007; Sollazzo 1 sar., 2010; Mooren i sar., 2010; Daei-farshbaf i sar.,
2014, Barbeck i sar., 2014; Cvetkovic¢ i sar., 2015; Najdanovi¢ i sar., 2015). Granule
Bio-Oss” imaju poroznost 70% - 80% sa kristalima veli¢ine oko 10 nm izmedu kojih je
rastojanje 3 - 26 nm i makroporama 300 - 1500 pm veli¢ine (Storgard-Jensen 1 sar.,
1996; Peetz, 1997; Berglundh i sar., 1997). Poroznost ovog materijala omogucéava
formiranje krvnih sudova i naseljavanje osteoprogenitornim ¢elijama $to je preduslov za
uspesnu osteogenezu (Jensen i sar., 1996; Scherberich i sar., 2010). Poznato je da se
Bio-Oss® &esto koristi za tretman kostanih defekata (Wetzel i sar., 1995; Jensen i sar.,
1996; Thorwarth i sar., 2006; Traini i sar., 2008) i pri tom je biokompatibilan sa
koStanim tkivom zivotinja (Piattelli i sar., 1998). Okarakterisan je kao dobar
osteokonduktivni kostani zamenik (Berglundh i sar., 1997), koji ne pojacava niti izaziva
inflamaciju (Clergeau 1 sar., 1996; Amerio 1 sar., 2010). Zbog svega navedenog, Bio-
Oss” je u naSoj studiji koriS¢en za pripremu implantata eksperimentalnih grupa u

koli¢ini od 10 mg odnosno ~0,02 cm’ po implantatu.

5.2.1. Komparativna analiza implantata

Poredenje ektopi¢nog osteogenog potencijala sveze izolovanih i in vitro
osteoindukovanih ADSC implantiranih na nosa¢ima od BMM i PRP-a sprovedena je uz

pomo¢ analize relativne ekspresije gena markera osteogeneze (Sp7, Bglap, Collal i
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Alpl) nakon prve, druge, Cetvrte 1 osme nedelje od implantacije. Ova metoda je Cesto
koriS¢ena za procenu osteogenog procesa (Niemeyer i sar., 2004; Bahrambeigi 1 sar.,
2012; Cvetkovi¢ i sar., 2015). Histomorfoloska analiza moze da pruzi veoma vazne
informacije u cilju formiranja potpunije slike o osteogenom procesu na osnovu strukture
tkiva (Moioli 1 sar., 2008; Mehrkens i1 sar., 2012; Zivkovié i sar., 2015).
Imunohistohemijska analiza ekspresije osteopontina i histomorfometrijska analiza mogu
biti od velike koristi kao dopunske metode. Najinformativniji termini za
histomorfolosku, histomorfometrijsku i imunohistohemijsku analizu jesu nakon druge i
osme nedelje od implantacije (Najdanovi¢ i sar., 2015; Cvetkovi€ 1 sar., 2015). Nakon
druge nedelje mogu da se uoce najranije promene u tkivu, a nakon osme nedelje od
implantacije moze se uociti rezultat kasne faze osteogenog procesa. Pored toga $to su
uporedno analizirane grupe koje su sadrzale razli¢ito pripremljene ADSC, S$to
predstavlja osnovni cilj ove disertacije, u analizu su ukljucene i dve kontrolne grupe:
jednu je ¢inio BMM 1 PRP, a drugu samo BMM. Svrha ovako formiranih kontrolnih
grupa bila je da se pokaze u kojoj meri se osteogeni proces u implantatima sa ADSC

razlikuje od efekta samog BMM bez ¢elija i BMM samo sa PRP-em bez ¢elija.

Ujednacene krive topljenja za iste analizirane gene u razliitim uzorcima,
ukazuju na postojanje jednog specificnog produkta koji je dobrog kvaliteta i takode
ukazuju na to da su reakcije bile potpuno optimizovane. Ova analiza je pokazala da
uzorci kori§éeni kao matrice za qRT-PCR nisu bili kontaminirani (Slika 4.10. 1 Slika
4.11.). Takode, rezultati elektroforeze na agaroznom gelu navode na zakljuak da su
produkti qRT-PCR reakcije bili specifi¢ni i dobrog kvaliteta. Veli¢ine razdvojenih
fragmenata na agaroznom gelu u potpunosti su odgovarale opisu analiziranih produkata
qRT-PCR reakcije koja je navedena u specifikaciji proizvodaca. Ovo su bili vazni

preduslovi za dalju analizu relativne ekspresije ciljnih gena Sp7, Bglap, Collal i Alpl.

Transkripcioni faktor osteriks je visoko specifi¢an marker aktivnosti celija
osteoblastne linije (Nakashima i sar., 2002; Zhang, 2010) i samim tim je karakteristican
marker osteogeneze 1 diferencijacije osteoprogenitornih celija. Osteriks reguliSe
diferencijaciju osteoblasta 1 normalno formiranje kostanog tkiva kako u rastu¢im, tako i
u formiranim kostima (Baek i sar., 2009). Na modelu ortotopi¢ne osteogeneze kod misa

ranije je zapazeno da se dve nedelje nakon frakture osteriks eksprimira uglavnom na
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mestima zarastanja (Kaback i sar., 2008), drugim reima na mestima gde se odvija
osteogeni proces. Osteriks 1 osteokalcin spadaju u grupu specifiénih markera
osteogeneze 1 diferencijacije osteoprogenitornih celija, s tim $to se osteokalcin
eksprimira u kasnijim fazama osteogeneze (Lian i sar., 1989; Wang i sar., 2004; Huang i
sar., 2007a). Zato je analiza ekspresije Sp7 1 Bglap bila od velikog znacaja za naSa
istrazivanja jer moze biti veoma informativna za procenu stepena osteogeneze u

analiziranim implantatima.

Ekspresija Sp7 i Bglap u OPN i SPN implantatima ima veoma sli¢an obrazac
nakon prve nedelje od implantacije, a zatim se menja tako $to se znacajno poveéava u
SPN grupi nakon druge nedelje, dok je u OPN grupi zapazeno neznatno povecanje u
tom terminu (Slika 4.12. 1 Slika 4.13.). Znacajno visa ekspresija Sp7 1 Bglap u SPN
implantatima nakon druge nedelje je odrzana i dodatno je uvecana nakon cCetvrte
nedelje, ali je nakon osme nedelje od implantacije znac¢ajno opala u poredenju sa OPN
implantatima. Pad ekspresije Sp7 1 Bglap nakon osme nedelje od implantacije ukazuje
na slabljenje osteogenog procesa u SPN implantatima. S druge strane, u OPN
implantatima obrazac ekspresije Sp7 1 Bglap je znacajno drugaciji ne samo u odnosu na
SPN ve¢ i na kontrolne PN i N implantate. Unutar OPN grupe belezi se postepen i
stabilan porast ekspresije Sp7 1 Bglap do kraja Cetvrte nedelje kada se beleZi znacajan
skok ekspresije ovih gena, koji se dodatno uvecava nakon osme nedelje od implantacije.
U tom periodu dostiZe znacajno najvise vrednosti u odnosu na sve predhodne termine i
u odnosu na sve ostale grupe. Takva dinamika ekspresije Sp7 1 Bglap sugeriSe da je
intenzitet osteogeneze u OPN bio najjac¢i nakon osme nedelje od implantacije. Rezultati
navode na zakljucak da je prisustvo razli¢ito pripremljenih ADSC; sveZe izolovanih u
SPN implantatima i1 osteoindukovanih ADSC u OPN implantatima, rezultovalo
razlikama u dinamici ekspresije Sp7 i Bglap medu ovim grupama, ali i u poredenju sa
kontrolama. Nadeno je da se dinamika ekspresije dva klju¢na gena markera, Bglap i
Sp7, sinhronizovano menja u zavisnosti od faze diferencijacije celija 1 razvoja
osteogenog procesa u OPN i SPN implantatima. Ovom zapazanju idu u prilog podaci da
transkripcioni faktor osteriks moze da reguliSe ekspresiju osteokalcina (Milat i Ng,
2009; Zanetti i sar., 2013). Ustanovljeno je da se osteokalcin u in vivo uslovima
eksprimira u postproliferativnoj fazi osteoprogenitornih ¢elija (Hauschka i sar., 1989)

Sto moze da objasni njegov nizak nivo ekspresije u implantatima u ranijim terminima i
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povecanje ekspresije u kasnijim terminima in vivo eksperimentalnog perioda. Na
osnovu dinamike ekspresije Bglap 1 Sp7 moze se zakljuciti da se proliferativna faza
zavrs$ila ranije u SPN nego u OPN grupi, drugim re¢ima da je proces osteogeneze

pokrenut ranije u SPN nego u OPN grupi.

Snizena ekspresija Sp7 i Bglap na kraju prve nedelje u SPN i OPN implantatima
verovatno je prouzrokovana time $to je implantiranim ADSC promenjena sredina, ¢ime
su one pretrpele "stres" 1 samim tim prigusile ekspresiju analiziranih gena. Poznato je od
ranije da ¢elije prilikom promene sredine prigusuju ekspresiju gena (Lian i Stein, 1995),
a samim tim i usporavaju procese diferencijacije i druge aktivnosti. Verovatno je
¢elijama bio neophodan odredeni period da bi se adaptirale na novonastale uslove i
potom nastavile sa svojom aktivnos$¢u i procesom diferencijacije ka osteoblastima. Taj
mehanizam moZze da objasni zaSto se ekspresija Sp7 1 Bglap pojacala nakon druge
nedelje u SPN grupi, a nakon cetvrte nedelje u OPN grupi u odnosu na ekspresiju tih
gena u startnoj Celijskoj komponenti. U prilog ovoj tvrdnji ide C¢injenica da je kod
osteoindukovanih ADSC petnaestog dana u kulturi nadena poviSena ekspresija svih
analiziranih gena markera osteogeneze, a da je nakon prve i druge nedelje od njihove
implantacije zapazena znatno snizena ekspresija tih istih gena u OPN implantatima ¢iji
su sastavni deo bile ove osteoindukovane ADSC. Za razliku od sveZe izolovanih ADSC,
mozemo da tumacimo da su osteoindukovane ADSC dva puta pretrpele "stres" prilikom
promene sredine. Prvi put nakon izolacije i in vitro kultivacije i drugi put kada su
implantirane (Cvetkovi¢ i sar., 2015). Sveze izolovane ADSC su pretrpele "stres"
prilikom promene sredine samo jednom kada su izolovane, jer su odmah zatim
implantirane. Posto svezZe izolovane ADSC nisu pre implantacije dodatno podvrgavane
osteogenoj indukciji, onda su verovatno bile podloZnije brzoj indukciji ekspresije Sp7 i
Bglap. S druge strane, osteoindukovane ADSC su bile prethodno usmerene na
diferencijaciju ka osteoblastima, pa im je verovatno zbog toga bilo potrebno vise
vremena za adaptaciju 1 nastavak procesa diferencijacije nakon implantacije. Na ovaj
nacin se moze objasniti zapazen sporiji trend porasta ekspresije Sp7 1 Bglap u OPN nego
u SPN implantatima. Ovde je vazno uzeti u obzir takode Cinjenicu da je u grupi SPN
implantirana SVF, koja je heterogena ¢elijska populacija, jer pored ADSC sadrzi i druge
¢elije (Scherberich i sar., 2007; Schiffler 1 Biichler, 2007; Scherberich 1 sar., 2010;

Bourin 1 sar., 2013), dok su se in vitro kultivacijom 1 osteogenom indukcijom iz SVF
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izdvojile 1 "precistile" ADSC od ostalih ¢elija. To pravi dodatnu razliku u ovim
razli¢itim pristupima upotrebe ADSC, jer je moguce da su 1 druge ¢elije iz SVF, pored
ADSC, u nekoj meri doprinele brzem pokretanju ekspresije Sp7 i Bglap u SPN u odnosu
na OPN grupu gde je taj proces bio sporiji, ali sa stabilnim i ravnomernim porastom do

kraja osme nedelje od implantacije.

Poznato je da implantirane ADSC svojom parakrinom aktivho$¢u mogu
regrutovati rezidentne celije (Hao 1 sar., 2010; Amini i sar., 2012; Barba 1 sar., 2013;
Beni i sar., 2013), a ovu sposobnost takode ima i aktivirana PRP (Veillette i McKee,
2007; Cervelli i sar., 2009). Implantirane ADSC i PRP mogle su zajedno sa
regrutovanim rezidentnim progenitornim ¢elijama koje su naknadno, posle implantacija
naselile SPN 1 OPN implantate, doprineti razvoju bioloSke situacije prema osteogenom

procesu.

Makroskopskim pregledom u momentu ekstrakcije utvrdeno je da su od prve do
osme nedelje nakon implantacije implantati bili sve manji, kompaktniji i bolje
integrisani u okolno tkivo domacina. To moze da zna¢i da je stepen resorpcije u
implantatima rastao od kraja prve do kraja osme nedelje od implantacije, ali takode
ukazuje da je proces resorpcije povezan sa dobrom integracijom implantata sa tkivom

domacina.

Nakon druge nedelje od implantacije u OPN i SPN implantatima, na
mikroskopskim preparatima zapazena je obilna celularizovanost u poredenju sa
kontrolnim grupama. S obzirom da su ove grupe sadrzale ADSC, moze se re¢i da su one
u startu imale prednost u broju ¢elija nego kontrolne grupe koje nisu sadrzale ¢elije.
Medutim, u SPN grupi u ovom periodu primecéuje se za nijansu bolja celularizovanost i
vece prisustvo Celija koje ucestvuju u osteogenezi nego u OPN grupi. Rezultati
histomorfometrijske analize su u saglasnosti sa histoloskom slikom zapaZenom u SPN i
OPN implantatima. Procenat infiltriranog tkiva izmedu granula materijala nakon druge
nedelje bio je znacajno najvisi u OPN implantatima u poredenju sa kontrolama, ali ne i
u odnosu na SPN grupu (Slika 4.20.). Znac¢ajno veci procenat infiltriranog tkiva zapazen
je u SPN samo u odnosu na kontrolne N implantate. Ovakav rezultat ukazuje da je
dodavanje ADSC u kombinaciji sa PRP indukovalo obimniju proliferaciju tkiva izmedu

granula BMM nego u kontrolnim implantatima. Iz toga sledi da su se proces
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proliferacije ¢elija i tkiva koji su karakteristi¢ni za inicijaciju osteogeneze, odvijali u
SPN i OPN implantatima u znacajno vec¢oj meri nego u kontrolama. Takode, nakon dve
nedelje od implantacije u SPN i OPN implantatima se belezi za nijansu jaci intenzitet

ekspresije osteopontina nego u kontrolnim grupama (Slika 4.21.).

Ekspresija osteopontina nije specificna samo za kostano tkivo (Standal i sar.,
2004; Kirkham i Cartmell, 2007), ali on spada u rane markere izgradnje koStanog tkiva i
ima kriticnu ulogu u remodelovanju koStanog tkiva (Kirkham 1 Cartmell, 2007). Zato
imunoekspresija osteopontina moze biti veoma informativna za svrhu pracenja
osteogeneze. Poznato je da se osteopontin eksprimira u fazi proliferacije ¢elija (Lian i
Stein, 1995). To moze objasniti pojacanu imunoekspresiju osteopontina u infiltriranom
tkivu izmedu granula materijala, koja je zapazena na kraju druge nedelje od
implantacije u periodu kada je u SPN i OPN implantatima zapazeno opsezno prisustvo
¢elija. U ovom terminu, na ivicama granula materijala zapazene su velike visejedarne
¢elije nalik osteoklastima, a najviSe ih je bilo u SPN i OPN implantatima. Uprkos
prisustvu ovakvog tipa ¢elija, znakovi resorpcije su u ovom periodu bili minimalni, §to
ukazuje da je proces resorpcije mogao biti u inicijalnoj fazi. Za ovaj termin je
karakteristi¢no prisustvo ¢elija koje nalikuju osteoblastima na ivicama granula u
pojedinim delovima svih implantata. Celije nalik osteoblastima su na analiziranim
preparatima brojnije zastupljene u SPN 1 OPN implantatima u poredenju sa kontrolnim
grupama. Takva histoloSka slika se slaze sa izmerenom ekspresijom Sp7 1 Bglap i
ukazuje na procese koji odgovaraju pocetnim fazama resorpcije mineralnih granula
materijala gde je proliferaciju celija i1 tkiva, regrutacija progenitornih celija i
diferencijacija ¢elija koje nalikuju osteoklastima, glavni dogadaj (Feng i McDonald,
2011). Skupa, svi analizirani parametri nakon druge nedelje od implantacije ukazuju na

brzu inicijaciju osteogenog procesa u SPN nego u OPN implantatima.

Nakon osme nedelje od implantacije histoloska slika u implantatima svih
eksperimentalnih grupa je potpuno drugacija od one koja se mogla videti posle dve
nedelje. Celularizovanost je znatno opala u svim tipovima implantata u odnosu na
period posle dve nedelje, a posebno prisustvo visejedarnih dzinovskih ¢elija koje je bilo
moguée videti uglavnom na mestima gde su prisutni znakovi resorpcije granula

mineralnog matriksa. Medutim, procenat infiltriranog tkiva u implantatima svih
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eksperimentalnih grupa nije znacajno opao u poredenju sa terminom nakon druge
nedelje od implantacije ve¢ su se odrzale iste razlike medu grupama. Pri tom znacajno
najvisi procenat infiltriranog tkiva izmeren je u OPN grupi u poredenju sa svim ostalim
grupama, ali ne znacajno u odnosu na PN implantate. To znaci da je u grupama sa
¢elijama indukovano formiranje veceg procenta tkiva u implantatima nakon osme
nedelje $to zajedno sa ostalim rezultatima potvrduje da je osteogeni proces najizrazeniji

bas u ovim grupama, a prvenstveno u OPN grupi nakon osam nedelja.

U OPN implantatima je primeéena obimna resorpcija granula BMM 1 prisustvo
¢elija nalik osteoklastima u osmonedeljnom terminu. Na puno mesta na histoloskim
preparatima se mogu naci veliki infiltrati tkiva sa dZinovskim viSejedarnim celijama i
kolagenim vlaknima u granulama materijala. Postoje podaci o tome da osteokalcin
ucestvuje u regrutaciji ¢elija koje resorbuju kostano tkivo (Liggett i sar., 1994). Prema
tome, ekspresija Bglap u nasim eksperimentima je u saglasnosti sa prisustvom celija
koje nalikuju osteoklastima u OPN 1 SPN implantatima u poredenju sa kontrolama. U
SPN implantatima nakon osme nedelje znakovi resorpcije su slabije izrazeni nego u
OPN, a takode je slabije i prisustvo ¢elija nalik osteoklastima. Ovakav nalaz se moze
protumaciti tako da je proces resorpcije u SPN implantatima bio najintenzivniji u nekom
ranijem terminu, verovatno oko cetvrte nedelje, Sto se moze pretpostaviti na osnovu

najvise ekspresije osteoklacina u tom terminu.

Nakon osme nedelje od implantacije karakteristicno je pojacano prisustvo na
ivicama granula BMM ¢elija kuboidalnog oblika sa krupnim jedrom koje formiraju
jednoslojnu formaciju, pa takvim izgledom nalikuju na osteoblaste. Pozicija 1 izgled
opisanih ¢elija odgovara ranije objavljenim opisima osteoblasta (Ross i sar., 1989; Jilka
1 sar., 1998). U ovom terminu, ¢elije nalik osteoblastima su bile zastupljenije u OPN
nego u SPN implantatima, dok je u kontrolnim grupama njihovo prisustvo bilo vrlo
slabo. To se slaze sa povisenom ekspresijom Sp7 1 Bglap u OPN grupi nakon osme
nedelje od implantacije, jer se radi o markerima koji su karakteristicni za celije
osteoblastne linije. Slabije prisustvo osteoblasta u SPN nego u OPN grupi povezano je
sa znacajno nizom ekspresijom Sp7 1 Bglap u ovom nego u prethodnim terminima, tako
da ovi rezultati uzeti zajedno idu u prilog zakljucku da je osteogeni proces bio

intenzivniji u OPN nego u SPN grupi tokom osmonedeljnog perioda.
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5.2.2. Efekti PRP-a u ispitivanim implantatima

Pokazano je da faktori PDGF, TGF-B, i EGF koji se oslobadaju iz aktivirane
PRP stimulisu proliferaciju i diferencijaciju osteoblasta (Piche i Graves, 1989; Kasperk i
sar., 1990; Katagiri i sar., 1990), kao i da u in vitro uslovima PRP stimuliSe proliferaciju
1 diferencijaciju Celija koStane srzi pacova (Dolder i sar., 2006). Takode, i ostali bioloski
faktori oslobodeni aktivacijom trombocita kao $to su Ang-2, fibronektin, PDECGF,
TSP-1, VEGF, FGF-2, IGF-1 i drugi imaju povoljan uticaj na osteogeni proces (Intini,
2009). Konkretno, IGF-1 moze da stimuliSe ekspresiju Bglap 1 Alp (Intini, 2009) 1
pojaca ekspresiju Sp7 (Celil 1 sar., 2005). IGF-1 deluje i sistemski i lokalno reguliSuci
funkciju osteoblasta (Gazzerro i Canalis, 2006) tako Sto stimuliSe funkciju osteoblasta i
formiranje koStanog tkiva (Zhao i sar., 2000; Im, 2013). Faktor rasta FGF-2 ima snaznu
anabolicku ulogu u kostanom tkivu in vivo 1 kod osteoblasta in vitro (Naganawa 1 sar.,
2006; Sabbieti 1 sar., 2008; Im, 2013). Posto je PRP ¢inila nepromenljivi deo OPN 1
SPN implantata u naSem eksperimentu, onda je njen doprinos razvoju osteogenog
procesa bio isti u obe grupe, pa razlike koje se javljaju u ekspresiji Sp7 1 Bglap i
ekspresiji ostalih markera osteogeneze gotovo se iskljucivo mogu objasniti uticajem

jedine promenljive komponente u ovim grupama, a to su razli¢ito pripremljene ADSC.

U kontrolnoj PN grupi zapaZen je znacajan porast nivoa ekspresije Sp7 u odnosu
na sve grupe ve¢ nakon prve nedelje od implantacije. Medutim, od kraja prve nedelje
sve do kraja osme nedelje od implantacije nije bilo znacajnih promena nivoa ekspresije
Sp7 u PN grupi. Obrazac ekspresije Bglap u PN implantatima ne prati dinamiku
ekspresije Sp7, kao §to je to bio slu¢aj u SPN 1 OPN implantatima. Nakon Cetvrte 1 osme
nedelje od implantacije, ekspresija Bglap je bila znacajno poviSena u ovoj grupi u
odnosu na prvu i drugu nedelju. Stavide, nakon &etvrte nedelje ekspresija se nije
znacajno razlikovala u odnosu na OPN i SPN implantate, a na kraju osme nedelje se nije
razlikovala od SPN grupe. Posto je PN grupa sadrzala PRP, moZe se zakljuciti da su
bioloski faktori iz aktivirane PRP doprineli inicijalnoj stimulaciji ekspresije Sp7 i1
karakteristi¢noj ekspresiji Bglap u ovoj grupi implantata. S druge strane, PN grupa nije
sadrzala celije prilikom implantacije, pa se prisustvo ¢elija u ovim implantatima moze

objasniti uticajem otpustenih faktora iz aktivirane PRP na regrutaciju rezidentnih ¢elija
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(Cervelli 1 sar., 2009) i1 takode povoljnim svojstvima materijala koji omogucava
spontanu kolonizaciju ¢elijama (Scherberich 1 sar., 2010). Tome idu u prilog zapazanja
iz drugih studija da PRP u kombinaciji sa BMM moze da indukuje osteogeni proces u
odredenoj meri (Kasten i sar., 2008a; Intini, 2009). Na nasim histoloskim preparatima se
zapaza da su markeri osteogenog procesa prisutni u PN implantatima, ali su na znacajno
nizem nivou u poredenju sa SPN 1 OPN grupama. Takode, procenat infiltriranog tkiva
izmedu granula materijala je znacajno manji u PN nego u OPN nakon druge nedelje, a
nakon osme nedelje i od SPN grupe $to moze biti rezultat i slabije proliferacije tkiva u
ovoj grupi. Medutim, PRP u PN grupi je svakako doprinela ve¢em procentu infiltriranog
tkiva nego u kontrolnoj N grupi, koja nije sadrzala PRP. Takav trend je odrzan od kraja

druge do kraja osme nedelje od implantacije.

Na osnovu podataka iz literature 1 na osnovu rezultata ove disertacije, moze se
zakljuciti da PRP ima povoljan uticaj na inicijaciju ekspresije markera osteogeneze u
implantatima gde je kombinovana samo sa BMM, ali da je za progresivan i odrzivi
razvoj osteogenog procesa neophodno prisustvo ¢elija kao Sto su ADSC koje su nosioci

osteogenog procesa u ektopi¢nim uslovima.

5.2.3. Uloga BMM u ispitivanim implantatima

U kontrolnoj N grupi ekspresija Sp7 1 Bglap je bila bez znafajnih fluktuacija
tokom in vivo eksperimentalnog perioda i pri tom znacajno niza u poredenju sa OPN,
SPN i PN grupama. S obzirom da implantati N grupe nisu sadrzali niti ¢elije, niti PRP
ve¢ samo BMM, prisustvo Celija u implantatima iz ove grupe moze se objasniti
naknadnom migracijom rezidentnih ¢elija podstaknutom samim materijalom i bioloSkim
faktorima oslobodenim na mestu incizije koze kroz koju su implantati implantirani pod
kozu (Diegelmann i Evans, 2004). Ustanovljeno je da Bio-Oss® ima osteokonduktivna
svojstva 1 omogucéava spontanu kolonizaciju, iako ne sadrzi sopstvene Celije
(Scherberich 1 sar., 2010). Time su verovatno stvoreni uslovi za formiranje osteogenih i
vaskulogenih struktura u kontrolnim N implantatima koji su inace bili najslabije
izrazeni u odnosu na sve ostale grupe. Takode, analizom histoloskih preparata je nadeno

da je celularizovanost tkiva u N implantatima slabije izraZzena u poredenju sa ostalim
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grupama. U vezi sa tim 1 procenat infiltriranog tkiva je bio najnizi u N grupi u poredenju
sa svim ostalim grupama nakon druge i osme nedelje od implantacije. Takav rezultat
pokazuje da sam BMM bez PRP-a i ADSC indukuje veoma slabu proliferaciju tkiva u N
implantatima, a verovatno je s tim u vezi i slabiji intenzitet osteogenog procesa. Na
histoloskim preparatima se moze videti da su znakovi osteogenog procesa veoma slabi
ili odsutni u N kontrolnoj grupi, Sto se slaZze sa izmerenom ekspresijom Sp7 1 Bglap ¢iji
je nivo u ovoj grupi bio gotovo konstanto nizak i bez promena u intenzitetu tokom in

vivo eksperimentalnog perioda.

5.2.4. Analiza prisustva kolagena i kolagenogeneze u ispitivanim implantatima

Kolagen tipa I je nespecifican marker kostanog tkiva (Kirkham i Cartmell,
2007), ali ipak ima veoma vaznu ulogu u procesu osteogeneze (Bonadio 1 sar., 1990;
Wang 1 sar., 2004; Lee i1 sar., 2013). Eksprimiraju ga celije osteoblastne linije od
stadijuma osteoprogenitora do osteoblasta (Huang i sar., 2007a). Takode, pokazano je
da se Collal, koji kodira protein koji ulazi u sastav kolagena tipa I (Van der Rest i
Garrone, 1991), eksprimira ranije za vreme faze proliferacije, a zatim blago opada u
kasnijim fazama osteogenog procesa odrZavajuci ujednacenu ekspresiju (Lian i Stein,

1995).

Rezultati na$ih istraZivanja ukazuju da se dinamika ekspresije Collal u
implantatima eksperimentalnih grupa razlikuje u odnosu na dinamiku ekspresije Sp7 i
Bglap. Pozitivna ekspresija Collal prisutna je kod svih grupa od samog pocetka
merenja, $to nije bio slucaj sa Sp7 1 Bglap. Jedini izuzetak jeste kontrolna N grupa gde
se nakon prve nedelje belezi negativna ekspresija verovatno zbog toga Sto u ovoj grupi
nije bilo niti PRP-a, niti ADSC koje bi podstakle ekspresiju Collal kao u ostalim
grupama. Rana ekspresija Collal u SPN, OPN i PN grupama moze se objasniti na
najmanje dva nacina. Jedno od objasnjenja je da se u procesu osteogeneze ekspresija
kolagena pokrece ranije 1 gotovo istim intenzitetom se eksprimira tokom diferencijacije
osteoprogenitora sve do faze zrelih osteoblasta, kao §to je to ranije pokazano (Lian i
Stein, 1995; Huang i sar., 2007a). Takvoj dinamici ekspresije su u implantatima SPN,

OPN 1 PN mogle doprineti implantirane ADSC 1 regrutovane rezidentne progenitorne
96



Diskusija

¢elije koje su naselile implantate nakon implantacije. Drugo objasnjenje bi bilo da
kolagen nije specifican marker osteogeneze (Kirkham i Cartmell, 2007), pa ga mogu
eksprimirati i druge ¢éelije, osim osteoprogenitornih, koje su bile prisutne u implantatima

u tom periodu.

U SPN implantatima, pik ekspresije Collal zapazen je nakon druge i Cetvrte
nedelje od implantacije. Slicno tome, pokazano je da kolagen tipa I ima najviSu
ekspresiju dve nedelje nakon frakture na mestu regeneracije (Kaback i sar., 2008).
Histoloska slika nakon druge nedelje od implantacije se slaze sa obrascem ekspresije
Collal. Kolagena vlakna su bila najzastupljenija u SPN, a zatim u OPN grupi, dok ih je
znatno manje bilo u kontrolnim PN i N grupama. Kolagena vlakna koja su u ovom
terminu zapaZena u implantatima bila su nepravilnog oblika i formirala su rastresitu
strukturu, Sto je karakteristika nezrelog kolagenog tkiva. Proliferacija kolagenog tkiva u
OPN i SPN grupi je najverovatnije proizvod uticaja kombinacije ADSC i PRP-a. Sli¢na
reakcija opisana je ranije od strane Brown i saradnika (Brown 1 sar., 2009). Prisustvo
celularnih komponenti, ¢ak i autolognih, u nosa¢ima (skafoldima), moduliSu odgovor
organizma tako da pojacavaju formiranje vezivnog tkiva Sto konacno vodi ka
remodelovanju tkiva (Brown i sar., 2009). U implantatima PN grupe je nadeno znatno
manje kolagenih vlakana u terminu od dve nedelje, dok je u N grupi bilo najmanje
kolagenog tkiva u odnosu na implantate koji su sadrzali ADSC. Rezultati
histomorfometrijske analize odgovaraju histoloskoj slici, jer je najve¢i deo infiltriranog

tkiva izmedu granula implantata ¢inio upravo kolagen.

Izmedu SPN i OPN implantata nakon prve, druge i cetvrte nedelje od
implantacije nije bilo znacajnih razlika u ekspresiji Collal, ali nakon osme nedelje
znacajno visa ekspresija se belezi u OPN grupi u odnosu na SPN, kao i u poredenju sa
kontrolama. Poznato je da kolagen tipa I eksprimiraju zreli osteoblasti (Liu i sar., 2008a;
Zanetti i sar., 2013), a u nasoj studiji je nadeno da je najvisa ekspresija Collal nakon
osme nedelje u OPN implantatima, u periodu kada je zapaZeno obimnije prisustvo
osteoblasta. Takode, najviSa ekspresija Col/lal u OPN grupi je u skladu sa obrascem
ekspresije Sp7 1 Bglap, §to potvrduje €injenicu da poviSena ekspresija Sp7 verovatno u
nekoj meri moze da uti¢e na povecanje ekspresije Collal (Koga i sar., 2005). Nakon

osme nedelje, u OPN i SPN implantatima, gusto i pravilno usnopljena kolagena vlakna
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gradila su strukture koje su se nalazile neposredno iznad sloja ¢elija koje nalikuju
osteoblastima. Takve strukture izgradene od pravilno usnopljenih kolagenih vlakana
opisuju se kao tkivo koje nalikuje osteoidu, mladom kostanom tkivu (Ross i sar., 1989;
Muller i sar., 2010). Kolageno tkivo ovog tipa nalazi se prvenstveno na mestima gde su
vidljivi znakovi resorpcije mineralnih granula. Ovakva situacija u implantatima podseca
na sukcesiju procesa razgradnje 1 izgradnje tkiva, Sto je karakteristicno za osteogeni
proces (Feng i McDonald, 2011). Rezultati sli¢nih studija potvrduju da sveze izolovane
ADSC sa fibrinskim lepkom i koStanim zamenikom imaju kapacitet da indukuju
formiranje tkiva nalik osteoidu u ektopi¢nim uslovima nakon osam nedelja (Muller i
sar., 2010). U istoj studiji, formirano tkivo koje je nalikovalo osteoidu bilo je pozitivno
na osteokalcin (Muller i sar., 2010), a to se podudara sa pove¢anom ekspresijom Bglap
zapazenoj u OPN grupi nakon osme nedelje od impantacije u nasim istrazivanjima.
Rezultati histomorfometrijske analize su u saglasnosti sa histoloSkom slikom nakon
osme nedelje. Najve¢i procenat infiltriranog tkiva koji je zapaZen u OPN i1 SPN
implantatima nakon osme nedelje uglavnom je bilo sastavljen od gusto usnopljenih
kolagenih vlakana koja su formirala tkivo nalik osteoidu. Medutim, za osam nedelja
koliko je trajala naSa in vivo studija, nije zapazeno formiranje zrelog koStanog tkiva niti
u jednoj od grupa koje su sadrzale ADSC, verovatno zbog odsustva osteogenih faktora
koji su prisutni u koStanom tkivu, a neophodni su da se proces osteogeneze zavrsi do

kraja.

Ekspresiju Collal u kontrolnoj grupi PN karakteriSe znacajno povisen nivo
ekspresije nakon prve 1 druge nedelje od implantacije u odnosu na ostale
eksperimentalne grupe. Medutim, nakon Cetvrte nedelje ekspresija pocinje da pada i taj
trend se odrzava do kraja osme nedelje od implantacije. Ovo je joS jedan dokaz da
aktivirana PRP moze da indukuje ekspresiju markera osteogenog procesa, ali u
poredenju sa SPN i OPN grupom ekspresija Col/lal veoma brzo slabi i opada. Na
osnovu predstavljenih rezultata moze se zakljuciti da je na ektopicnom modelu PRP
dobar induktor osteogeneze, samo kratko vreme nakon implantacije, ali ne 1 na duzi
vremenski period. Odmah po aktiviranju PRP otpusti vec¢inu bioloskih faktora, dok se
ostatak oslobodi u narednih nedelju dana (Dovi i sar., 2003; DelLong i sar., 2011;
Broggini i sar., 2011), pa uticaj oslobodenih faktora vrlo brzo opada. Samo PRP u

. . ® . e . .. o - . . , .
kombinaciji sa Bio-Oss -om 1 materijalima koji su sli€ni njemu, u najve¢em broju
98



Diskusija

istrazivanja na razli¢itim modelima se nije pokazala kao znacajno dobar tretman za
regeneraciju koStanog tkiva (Freymiller i Aghaloo, 2004; Mooren i sar., 2007; Mooren i
sar., 2010). Takvi zakljucci idu u prilog nasim dobijenim rezultatima ekspresije Collal
i ostalih analiziranih gena, histoloSke slike i1 histomorfometrijske analize u PN
implantatima. Nakon osme nedelje od implantacije procenat infiltriranog tkiva
sastavljenog od rastresitog kolagena u PN grupi bio je manji nego u OPN 1 SPN
grupama, ali bez znacajne razlike, dok je u odnosu na N grupu imala visu vrednost.
Sli¢no rezultatima naseg istrazivanja, ranije objavljena studija na ortotopi¢nom modelu
pokazala je da ADSC u kombinaciji sa Bio-Oss"-om i gelom od kolagena tipa I kao
nosac¢em, dovode do bolje regeneracije kostanog tkiva u poredenju sa grupom koju je

&inio samo nosa& Bio-Oss® sa gelom od kolagena tipa I (Daei-farshbaf i sar., 2014).

Ekspresija Collal u N kontrolnim implantatima je bila konstantno niska u
poredenju sa ostalim grupama i1 bez znacajnih promena tokom eksperimentalnog
perioda. Nakon osme nedelje od implantacije, kolagen rastresitog tipa je bio
najzastupljeniji u kontrolnim grupama PN i N. U PN grupi na pojedinim mestima bilo je
naznaka prisustva tkiva koje nalikuje osteoidu ali ga je bilo mnogo manje nego u
implantatima sa ADSC. Odsustvo tkiva nalik osteoidu u N grupi je u saglasnosti sa
zaklju€cima iz slicnih studija (Hicok 1 sar., 2004). Takode, najslabije prisustvo
infiltriranog tkiva sacinjenog od rastresitog kolagenog tkiva zapaZeno je nakon osme
nedelje u ovim implantatima. Na osnovu iznetih rezultata do sada moze se zakljuciti da
je osteogeni proces u N kontrolnoj grupi bio na veoma niskom nivou u poredenju

prvenstveno sa SPN i OPN, ali i kontrolnim PN implantatima.

5.2.5. Karakteristike ekspresije markera mineralizacije u implantatima

Dinamika ekspresije Alp/ u implantatima svih eksperimentalnih grupa je
karakteristi¢na po tome S$to je negativna u odnosu na kalibrator. PoSto se radi o analizi
relativne ekspresije, a ne apsolutne, negativan predznak je posledica toga $to je u
kalibratoru, sveze izolovanoj SVF, nivo ekspresije Alpl visi nego u implantatima svih
eksperimentalnih grupa. To moze biti zbog toga Sto je Alpl tkivno nespecifina, tj.

eksprimiraju je 1 druge Celije, sem osteoprogenitornih (Sharma i sar., 2014), koje su
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prisutne u SVF-u. Uprkos tome, ekspresija ovog tipa alkalne fosfataze je vrlo Cesto
analizirana u studijama kada je ispitivan osteogeni proces 1 diferencijacija
osteoprogenitornih ¢elija (Mathews i sar., 2012; Schwarting i sar., 2015). S druge
strane, ovakav rezultat takode ukazuje na to da je ekspresija A/p/ u SVF-u visestruko

viSa od ekspresije svih ostalih analiziranih gena.

Trend rasta i opadanja ekspresije A/p/ u implantatima je najslicniji trendu
ekspresije Collal. Konkretno u SPN grupi znacajno viSa ekspresija Alp/ unutar grupe
zapazena je nakon druge nedelje od implantacije u odnosu na ostale termine, a u OPN
grupi znacajno povisena ekspresija A/pl zapazena je nakon osme nedelje od implantacije
unutar grupe. Kada se uporedi ekspresija Alp/ u OPN i SPN grupi, moze se zakljuciti da
nije bilo znacajnih razlika izmedu njih do kraja osme nedelje. Jedino je posle osme
nedelje od implantacije u OPN grupi ekspresija bila pozitivna i znacajno visa u odnosu
na sve ostale eksperimentalne grupe. U kontrolnoj grupi PN, kao i u slu¢aju ekspresije
Collal, belezi se znacajniji skok nivoa ekspresije nakon druge nedelje u odnosu na prvu
nedelju od implantacije, ali u kasnijim terminima nivo ekspresije A/p/ ponovo opada. U
N kontrolnoj grupi blago poviSena ekspresija A/pl belezi se nakon Cetvrte i osme nedelje

u odnosu na termine nakon prve i druge nedelje od implantacije.

Alkalna fosfataza je jedan od markera cija ekspresija moze da ukazuje na
mineralizaciju kostanog matriksa (Orimo, 2010), jer je osteoblasti eksprimiraju
neposredno pre pocetka mineralizacije (Fedarko i sar., 1990), prilikom diferencijacije i
maturacije koStanog tkiva (Pinero i sar., 1995). Na osnovu obrasca ekspresije Alpl,
moze se pretpostaviti da su uslovi za proces mineralizacije bili najpogodniji nakon osme
nedelje od implantacije u OPN implantatima, dok su u tom terminu u svim ostalim
grupama bili na znatno nizem nivou. Owen 1 saradnici (Owen i sar., 1990) objavili su da
faktori koji produzavaju vreme odvijanja proliferacije osteoprogenitornih ¢elija mogu
izazvati kasniju indukciju ekspresije Alpl i Bglap 1 obrnuto (Owen i sar., 1990). To
takode moze biti jedan od razloga niske ekspresije Alp/ do kraja Cetvrte nedelje i njenog
povecanja nakon osme nedelje u OPN grupi, jer se prema rezultatima histomorfoloske 1
histomorfometrijske analize proliferacija u ovoj grupi intenzivnije odvijala u ranijim

terminima.
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Kao marker zrelih osteoblasta, (Lian i sar., 1989) osteokalcin je takode ukljuc¢en
u regulaciju depozicije minerala u koStanom matriksu (DeFranco i sar., 1991; Chenu i
sar., 1994), a maksimalno se eksprimira na pocetku mineralizacije matriksa (Owen i
sar., 1990). Modulisu¢i aktivnost osteoklasta i osteoblasta, osteokalcin reguliSe
mineralizaciju koStanog tkiva. U koStanom matriksu mladog koStanog tkiva, pokazano
je da osteokalcin vezuje kalcijumove jone 1 na taj nacin ucestvuje u njegovoj
mineralizaciji (Neve i sar., 2013). Sli¢na zapazanja da se osteokalcin eksprimira u
kasnijim fazama diferencijacije kosStanog tkiva, nakon stadijuma diferencijacije i
maturacije, sa po¢etkom mineralizacije, objavili su 1 drugi istrazivaci (Bills 1 sar., 1971;
Lian 1 sar., 1982; Gerstenfeld i sar., 1987). Istovremeni pik ekspresije Alp/ 1 Bglap u
OPN grupi u terminu od osam nedelja ukazuje da je tada priprema tkiva za
mineralizaciju, Sto je funkcija aktivnosti alkalne fosfataze, bila sinhronizovana sa
pocetnom fazom mineralizacije, za koju se vezuje ekspresija osteokalcina (Lian 1 Stein,
1992). U SPN grupi ekspresija Alp/ je imala pik ranije, nakon druge i ¢etvrte nedelje od
implantacije, Sto se takode poklapa sa najviSom ekspresijom Bglap. Ovakav rezultat
ukazuje da su uslovi za mineralizaciju tkiva bili povoljniji ranije u SPN nego $to je to

bio sluc¢aj u OPN grupi, tek nakon osme nedelje od implantacije.

Na kraju osme nedelje od implantacije znatno jaca imunoekspresija osteopontina
zapaza se u OPN grupi, neSto slabija u SPN grupi, dok je u kontrolnim grupama
ekspresija dosta slabija, manja ¢ak 1 u odnosu na period posle druge nedelje. Najjaca
ekspresija osteopontina u ovom terminu je registrovana na mestima gde su ispoljeni
znakovi resorpcije i gde su prisutne visSejedarne celije nalik osteoklastima. Slican
obrazac ekspresije osteopontina objavljen je ranije od strane drugih istraZivaca (Gluhak-
Heinrich i1 sar., 2000). Takode, ekspresija je zapazena i na mestima formiranja osteoida.
Objavljeno je da se osteopontin eksprimira tokom mineralizacije vancelijskog matriksa
(Lian 1 Stein, 1995) i to najintenzivnije nakon stadijuma diferencijacije i maturacije
¢elija, sa pocetkom mineralizacije (Gerstenfeld i sar., 1987; Owen i sar., 1990), Sto je
jo§ jedan nalaz koji potvrduje da su uslovi za mineralizaciju u OPN grupi bili
najpovoljniji nakon osme nedelje. Ovo zapazanje dodatno potvrduju rezultati
histomorfoloske i1 histomorfometrijske analize, kao i analize ekspresije Alpl 1 Bglap
nakon osme nedelje od implantacije u OPN implantatima. Takode, u OPN grupi se na

kraju osme nedelje od implantacije najviSa ekspresija Sp7 poklapa sa jakom
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imunoekspresijom osteopontina. Povezanost ekspresije ova dva markera utvrdena je
ranije 1 to tako da osteriks moze da aktivira ekspresiju osteopontina vezujuéi se u

promotornom regionu ovog gena (Milat i Ng, 2009; Zanetti i sar., 2013).

Nakon osme nedelje u N implantatima u blizini granula materijala zapazeni su
znakovi degradacije sa dosta Ccelijskog detritusa S$to moze biti posledica jake
granulomatozne reakcije. Postojanje ovakvih procesa govori o tome da je resorpcija
granula materijala bila inhibirana na neki nacin, a samim tim 1 proces osteogeneze. Vrlo
sliéni znakovi slabe resorpcije mineralnih granula materijala uprkos prisustvu celija
nalik osteoklastima zapazeni su i u kontrolnoj PN grupi. Sli¢na zapazanja kod
ektopi¢nih implantata od osam nedelja sastavljenih od granula Bio-Oss®, objavljena su
ranije (Zivkovi¢ i sar., 2015). Najslabiji intenzitet imunoekspresije osteopontina u ovom

terminu je u skladu sa zapaZzanjem da je osteogeni proces najslabijeg intenziteta u N

grupi.

5.2.6. Vaskularizovanost ispitivanih implantata

U momentu ekstrakcije implantata prime¢ena je makroskopski vidljiva mreza
kapilara u samom tkivu implantata. Takode, dobra vaskularizacija je bila primetna i oko
implantata, u potkoznom tkivu koje ih je okruzivalo, Sto je ukazivalo na dobru
integraciju implantata sa okolnim tkivom domacina na mestu implantacije. Razlika u
vaskularizaciji nije bila makroskopski uocljiva izmedu implantata razliitih grupa.
Jedine uocljive razlike izmedu implantata ekstrahovanih u razli¢itim terminima bile su u
kasnijim terminima Zrtvovanja, nakon cetvrte i osme nedelje od implantacije, gde je
uocena jaCe razvijena mreza krvnih sudova oko implantata nego kod implantata u

ranijim terminima Zrtvovanja.

Nakon druge nedelje od implantacije, primeéeno je pojac¢ano prisustvo krvnih
sudova manjeg lumena u OPN i SPN implantatima, §to je veoma vazan faktor za
osteogeni proces. Medutim, u ovom terminu zapazeno je prisustvo krvnih sudova i u
kontrolnim PN i N grupama. Razvic¢e vaskularne mreZze je preduslov za odvijanje

osteogenog procesa (Carano i Filvaroff, 2003), jer omogucava stalni dotok kiseonika i
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hranljivih materija (Yu 1 sar., 2009), $to je neophodno za normalno funkcionisanje
osteoblasta (Zhou, 2012). Koliko je vaskularizacija vazna za osteogeni proces govori i
Cinjenica da se razvijaju strategije dodavanja faktora koji mogu da podstaknu
angiogenezu prilikom tretmana kostanih defekata (Patel i sar., 2008; Sun i sar., 2011).
Zato je u SPN 1 OPN implantatima dodavana PRP kao izvor faktora koji mogu da
podstaknu angiogenezu (Intini, 2009). Moguce je da su se pod uticajem implantiranih
ADSC i PRP, regrutovale rezidentne progenitorne ¢elije koje su naselile implantate i
diferencirale se u endotelne ¢elije (EC) koje su doprinele intenzivnijoj angiogenezi u
OPN 1 SPN implantatima. Takode, pokazano je da osteoblasti otpuStaju VEGF koji
stimuliSe vaskulogenezu 1 angiogenezu (Santos i sar., 2010). Rezultati histomorfoloske
analize pokazuju da su osteoblasti najzastupljeniji u SPN i OPN grupama, §to se slaze sa
zapazanjem da je vaskularizacija najintenzivnija u ovim grupama. SVF koja je
komponenta SPN implantata, pored ADSC sadrzi i endotelijalne progenitorne celije
(Scherberich 1 sar., 2007; Scherberich i sar., 2010), tako da je verovatno i ova
komponenta doprinela vaskularizovanosti u SPN implantatima. S druge strane, pojava
krvnih sudova u kontrolnim grupama u sli¢noj meri kao i kod SPN i OPN grupe nakon
druge nedelje od implantacije ima svoje objasnjenje. Veé je objavljeno da Bio-Oss®
moze da indukuje pojavu krvnih sudova u ektopi¢nim implantatima koji se javljaju kao
odgovor na prisustvo celija nalik osteoklastima ¢ija je regrutacija indukovana
prisustvom granula materijala (Barbeck i sar., 2014). Opisani proces okarakterisan je

kao neophodan za integraciju koStanog zamenika u ektopi¢noj sredini (Barbeck 1 sar.,

2014).

Nakon osme nedelje proces vaskularizacije u implantatima se promenio u
poredenju sa implantatima nakon druge nedelje od implantacije. Krvni sudovi znatno
Sireg lumena, karakteristi¢ni su za OPN implantate nakon osme nedelje od implantacije
Sto se razlikuje od izgleda i zastupljenosti krvnih sudova zapazenih nakon druge nedelje
u ovoj grupi. U OPN implantatima zapaZza se neSto viSe ovakvih krvnih sudova u
odnosu na SPN, dok ih je mnogo manje u implantatima kontrolnih grupa. Takvi nalazi
ukazuju da je prokrvljenost nakon osme nedelje od implantacije najintenzivnija u OPN,
a zatim u neSto manjoj meri i u SPN implantatima §to odgovara nivou osteogenog
procesa u tim grupama. Povezanost napredovanja osteogeneze i razvica krvnih sudova u

implantatima je veoma bitna, jer je za regeneraciju koStanog tkiva neophodno dobro
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balansirano razvi¢e vaskularne mreze (Kanczler i Oreffo, 2008). U OPN implantatima
razvi¢e mreze krvnih sudova prati inicijaciju osteogenog procesa nakon druge nedelje, a
zatim dodatno napreduje u kasnijoj fazi nakon osme nedelje §to namece zakljuc¢ak da se
u ovim implantatima odvijao progresivan i dobro balansiran osteogeni proces. S druge
strane, u kontrolnim grupama vaskularizovanost je slabija nakon osme nedelje u
poredenju sa periodom nakon druge nedelje od implantacije. Nakon osme nedelje od
implantacije u kontrolnim grupama je zastupljenost i lumen krvnih sudova takode

znatno manji u poredenju sa OPN i SPN grupama.

5.3. Komparativna analiza uticaja sveZe izolovanih i osteoindukovanih

ADSC na ektopicni osteogeni proces

Rezultati naseg istraZivanja ukazuju da sveZe izolovane ADSC sadrZane u SVF-
u poseduju ektopi¢ni osteogeni potencijal koji se znacajno razlikuje od osteogenog
potencijala in vitro osteoindukovanih ADSC. In vitro osteoindukovane ADSC u OPN
implantatima uzrokuju stabilan razvoj osteogenog procesa koji ima tendenciju
postepenog napredovanja do kraja osme nedelje od implantacije. Postepeni porast
ekspresije gena markera osteogeneze, pojacano prisustvo ¢elija nalik osteoblastima i
osteoklastima, prisustvo znakova resorpcije granula materijala i najviSi procenat
infiltriranog tkiva ukazuju na fazu proliferacije ¢celija i tkiva, odnosno na inicijaciju
osteogeneze na kraju druge nedelje u OPN implantatima. Formiranje osteoida, znakovi
koji ukazuju na inicijaciju mineralizacije, najvisa ekspresija gena markera osteogeneze i
najvisi procenat infiltriranog tkiva izmedu granula materijala, ukazuju da je osteogeni
proces u OPN implantatima dostigao vrhunac nakon osme nedelje od implantacije u
poredenju sa ranijim terminima. Napredovanje osteogenog procesa se paralelno odvijalo
sa razvi¢em vaskularne mreze tokom in vivo eksperimentalnog perioda. S druge strane,
u SPN implantatima, zapazena je nesto drugacija situacija nego u OPN implantatima.
Obrazac kojim su se ispoljavali markeri osteogenog procesa znacajno su se razlikovali
izmedu ove dve grupe, ali takode odstupanje je bilo znacajno i od kontrolnih grupa.
Sveze izolovane ADSC izazvale su brzu inicijaciju osteogenog procesa, ali od kraja
Cetvrte do kraja osme nedelje od implantacije, ekspresija gena markera osteogeneze
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opada. Sli¢ne razlike izmedu ove dve grupe videne su i u rezultatima histomorfoloske
analize (od Slike 4.16. do Slike 4.19.), a i1 histoloska slika ide u prilog slabljenju
osteogenog procesa nakon osme nedelje. Nasi rezultati ukazuju na to da u ektopi¢nim
uslovima PRP u kombinaciji sa sveze izolovanim ADSC ne moze da indukuje takav
stepen osteogenog procesa kao kombinacija osteoindukovanih ADSC i PRP. Sveze
izolovanim ADSC su verovatno nedostajali osteogeni faktori kako bi se u ektopicnim
uslovima omogucio nastavak njihove diferencijacije u celije osteoblastne linije i
odrzanje osteogenog procesa. U skladu sa zapazanjima iz naSe studije jesu rezultati
studija na ortotopi¢nim i ektopi¢nim modelima objavljeni ranije. U kalvariji miSeva,
implantirane mezenhimske mati¢ne celije koStane srzi kod kojih je indukovana
ekspresija osteriksa, stimuliSu ekspresiju gena markera osteogeneze i formiranje
kostanog tkiva znacajno bolje nego c¢elije kod kojih prethodno nije indukovana
ekspresija osteriksa (Tu 1 sar., 2007). Takode, na ektopi¢nom modelu pokazano je da su
osteogeno diferencirane ADSC implantirane na nosacima baziranim na hidroksiapatitu
ili PRP gelu, podstakle formiranje kosStanog tkiva nakon osam nedelja od implantacije
(Hatori 1 sar., 2006; Scherberich i sar., 2007; Muller i sar., 2009; Scherberich 1 sar.,
2010). Navedene ¢injenice iz literature potvrduju da prethodna indukcija mezenhimskih
mati¢nih ¢elija ima povoljan uticaj na tok osteogenog procesa. S druge strane, pokazano
je da sveze izolovane ADSC u kombinaciji sa fibrinskim lepkom imaju ektopi¢ni
osteogeni kapacitet, ali bez osteoinduktivnih faktora proces diferencijacije osteoblasta i
formiranje koStanog tkiva nije zavrSeno do kraja (Muller i sar., 2010). Sli¢no tome,
Thery 1 saradnici su zakljucili da je kombinacija SVF 1 materijala na bazi kalcijum-
fosfata bila nedovoljna da izazove formiranje koStanog tkiva (Thery i sar., 2015).
Studija Mehrkens i saradnika je potvrdila da sveze izolovane ADSC implantirane
ektopicno na nosacu baziranom na hidroksiapatitu sa fibrinskim lepkom, ali sa
dodatkom osteogenog faktora thBMP-2 (Recombinant human bone morphogenic
protein 2, eng.) imaju kapacitet da iniciraju i podrzavaju osteogeni proces (Mehrkens i
sar., 2012). Medutim, malo je studija o osteogenom potencijalu sveze izolovanih ADSC
1 PRP kao izvora osteogenih faktora u kombinaciji. Jedna od njih potvrdila je da ove dve
komponente deluju sinergisticki u zarastanju koStanog defekta u vilici pacova (Barba-
Recreo 1 sar., 2015). Do sada nema podataka o ektopicnom osteogenom potencijalu

sveze izolovanih ADSC sadrzanih u SVF i PRP, tako da su rezultati ovog istrazivanja
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prema nasSim saznanjima jedinstveni. Rezultati naSeg istrazivanja navode na zakljucak
da su, pored in vitro osteoindukovanih ADSC, i sveze izolovane ADSC potencijalno
dobar kandidat za tretman koStanih defekata, a pritom ovaj nacin pripreme i primene
ADSC pruza moguénost za uStedu vremena u situacijama kada je u klinickoj praksi
neophodan intraoperativni pristup, odnosno reSavanje problema u jednom koraku.
Medutim, neophodna su dodatna istrazivanja, kako bi se precizno definisale doze
osteogenih faktora koje je neophodno kombinovati sa svezim ADSC sa ciljem da se
podrzi na duze vreme osteogeni proces, kao i provera prikazanih rezultata iz ektopicnog

modela na ortotopi¢nim modelima, koji su blizi klinickim uslovima.
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6. ZAKLJUCAK

Zakljucci in vitro istraZivanja

potvrdeno je prisustvo ADSC sadrzanih u sveze izolovanoj SVF na osnovu

pozitivne ekspresije CD29 i negativne ekspresije CD14 markera.

nakon trec¢eg pasaza od zasejavanja SVF, vec¢inu ¢elija u kulturi ¢inile su ADSC

fibroblastolikog izgleda, pozitivne na CD29 i negativne na CD14.

sveze izolovane ADSC sadrzane u SVF-u imaju viSu ekspresiju gena Sp7,
Bglap, Collal 1 Alp! u odnosu na ADSC iz kulture posle tre¢eg pasaza od

zasejavanja sveze izolovane SVF.

u ispitivanom periodu od 21 dan osteogene indukcije ADSC, najvisa ekspresija
gena Sp7, Bglap, Collal i Alpl, imunoekspresija osteopontina i prisustvo
depozita fosfata su nadeni petnaestog dana, $to ukazuje na to da je u tom periodu

u kulturama ADSC pokrenuta diferencijacija ka osteoprogenitornim ¢elijama.

Zakljudci in vivo istraZivanja

Zakljucci komparativne analize implantata:

u implantatima sa sveze izolovanim ADSC nadena je znacajno najvisa ekspresija
Sp7 1 Bglap nakon druge nedelje i najvisa ekspresija Collal i Alpl nakon druge i

cetvrte nedelje u poredenju sa svim ostalim grupama.

u implantatima sa osteoindukovanim ADSC naden je postepen i stalan porast
ekspresije markera Sp7, Bglap, Collal 1 Alpl do termina osme nedelje, kada

dostizu i znac¢ajno najvisu vrednost u poredenju sa svim ostalim grupama.
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u implantatima sa ADSC nakon druge nedelje nadena je obimna
celularizovanost sa prisustvom celija nalik osteoklastima i1 osteoblastima za

razliku od kontrola.

u implantatima sa ADSC izmeren je najvisi procenat infiltriranog tkiva izmedu

granula BMM u odnosu na kontrole, koje je bilo i pozitivno na osteopontin.

prisutvo kolagena je bilo puno obimnije i ekspresija gena Collal znacajno visa

nakon druge nedelje u implantatima sa ADSC nego u kontrolama.

tkivo nalik osteoidu, sastavljeno od gusto usnopljenih kolagenih vlakana bilo je
najzastupljenije u implantatima sa osteoindukovanim ADSC, slabije u
implantatima sa svezim ADSC, dok je u kontrolama bilo odsutno ili veoma retko

detektovano.

obimna resorpcija granula BMM i pojacano prisustvo ¢elija nalik osteoklastima i
osteoblastima nakon osme nedelje nadena je u implantatima sa
osteoindukovanim ADSC, slabije u implantatima sa svezim ADSC, dok je u

kontrolama bila odsutna ili veoma retko detektovana.

pojacana eckspresija osteopontina nakon osme nedelje u implantatima sa
osteoindukovanim ADSC detektovana je u tkivu oko resorbovanih granula
BMM, slabije u implantatima sa svezim ADSC, dok je u kontrolama ekspresija

osteopontina bila znatno slabija.

u implantatima sa ADSC nadena je obimna vaskularizovanost istovremeno sa

jako izraZenim osteogenim procesom.

Zakljucci komparativne analize uticaja sveze izolovanih i osteoindukovanih

ADSC na ektopicni osteogeni proces:

sveze izolovane 1 osteoindukovane ADSC poseduju znacajno razlicite

potencijale da zapo¢nu i odrzavaju osteogeni proces u ektopi¢nim uslovima.
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in vitro osteoindukovane ADSC imaju sposobnost da zapo¢nu i odrze osteogeni
proces u ektopi¢nim uslovima i uz prisustvo PRP-a do kraja osme nedelje, Sto
¢ini osteoindukciju pouzdanom metodom za pripremu ADSC za njihovu

potencijalnu primenu u klinickoj praksi za tretman kostanih defekata.

sveze izolovane ADSC imaju sposobnost da brze iniciraju osteogeni proces nego
osteoindukovane ADSC u ektopicnim uslovima sa prisustvom PRP-a, ali u
periodu od kraja Cetvrte do kraja osme nedelje od implantacije ekspresija svih
analiziranih markera osteogeneze slabi i opada Sto ukazuje da neindukovane
ADSC nisu sposobne da odrze osteogeni proces na visokom nivou u navedenim

eksperimentalnim uslovima.

sveze izolovane ADSC su dobar kandidat za tretman kosStanih oStecenja zbog
svog osteogenog potencijala, ali i zbog ustede vremena u onim situacijama kada
je u klinickoj praksi neophodan brz intraoperativni pristup, odnosno reSavanje

problema u jednom koraku.

potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se precizno definisale doze osteogenih
faktora koje je neophodno kombinovati sa svezim ADSC sa ciljem da se podrzi
na duze vreme osteogeni proces, kao i1 provera prikazanih rezultata iz ektopi¢nog

modela na ortotopi¢nim modelima, koji su blizi klini¢kim uslovima.
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PRILOG - Lista skracenica

ADSC (Adipose-derived mesenchymal stem cells, eng.) — mezenhimske mati¢ne Celije
masnog tkiva

Alpl (Alkaline phosphatase liver/bone/kidney, eng.) — gen za tkivno-nespecificnu
alkalnu fosfatazu koja se eksprimira u jetri, kostima 1 bubrezima

Actb — gen za B-aktinski lanac

Ang-2 (Angiopoietin 2, eng.) — angiopoetin-2

ADP (Adenosine diphosphate, eng.) — adenozin difosfat

ATP (Adenosine triphosphate, eng.) — adenozin trifosfat

Bglap (Bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein, eng.) — gen za
osteokalcin

BMM (Bone mineral matrix, eng.) — mineralni kostani matriks

Bio-Oss® — komercijalni naziv kostanog zamenika (biomaterijala)

BMP-2 (Bone morphogenetic protein 2- eng.) — protein morfogeneze kosti 2

BMP (Bone morphogenetic protein- eng.) — protein morfogeneze kosti

BMSC (Bone marrow stem cells, eng.) — mezenhimske mati¢ne ¢elije koStane srzi

Collal (Collagen type I al chain, eng.) — gen za alfa 1 lanac kolagena tipa I

CD (Cluster of differentiation, eng.) — klaster diferencijacije; oznaka za medunarodnu
klasifikaciju membranskih antigena

CD29 (Cluster of differentiation 29, eng.) — klaster diferencijacije 29, anti-Integrin 1
CD14 (Cluster of differentiation 14, eng.) — klaster diferencijacije 14, marker monocita
i makrofaga

c¢DNK - jednolancana, komplementarna dezoksiribonukleinska kiselina

DMEM (Dulbecco’s modified eagles minimal essential medium, eng.) — standardni
medijum za ¢elijske kulture

DAB (Diaminobenzidine, eng.) — di amino benzidin

138



dH,O — destilovana voda
DNK - dezoksiribonukleinska kiselina
dNTP — dezoksiribonukleotid trifosfat

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid, eng.) — etilendiamintetrasir¢etna kiselina
EGF (Epidermal growth factor, eng.) — epidermalni fakor rasta
ESCs (Embryonic Stem Cells - eng.) — embrionalne mati¢ne ¢elije

EC — endotelne éelije

FCS (Foetal calf serum, eng.) — fetalni tele¢i serum
FGF (Fibroblast growth factor, eng.) — faktor rasta fibroblasta
FGF2 (Fibroblast growth factor 2, eng.) — faktor rasta firbroblasta 2

HE — hematoksilin-eozin bojenje

HRP (Horse raddish peroxidase, eng.) — peroksidaza rena

IGF-1 (Insulin-like growth factor 1, eng.) — insulinu-slican faktor rasta

IL (Interleukin, eng.) — interleukin

TIK (Bone tissue engineering, eng.) — tkivno inzenjerstvo kosti

MSC (Mesenchymal stem cells, eng.) — mezenhimske mati¢ne celije
M-CSF (Monocyte/macrophage colony-stimulating factor, eng.) —

Monocitno/makrofagni stimuliSuc¢i faktor kolonija

N grupa implantata — implantati sa¢injeni od BMM-a
NFAT (Nuclear factor of activated T cells, eng.) — nukleusni faktor aktiviranih T ¢elija
NTC (No template control, eng.) — kontrola bez matrice (bez DNK koja se umnozava

PCR-om)

OPN grupa implantata — implantati sainjeni od BMM-a, PRP-a i in vitro
osteoindukovanih ADSC

139



OC — osteogene éelije ili osteoprogenitorne éelije

PN grupa implantata — implantati sacinjeni od BMM-a i PRP-a

PRP (Platelet-rich plasma, eng.) — plazma obogaéena trombocitima

PBS (Phosphate buffered saline, eng.) — fizioloski rastvor puferovan fosfatnim puferom
PDECGEF (Platelet-derived endothelial cell growth factor, eng.) — trombocitni faktor
rasta endotelnih ¢éelija

PDGF (Platelet-derived growth factor, eng.) — trombocitni faktor rasta

qRT-PCR (Quantitative real time polymerase chain reaction, eng.) — kvantitativna

lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu

RNK - ribonukleinska kiselina

RT - reverzna transkripcija

Runx2 (Runt-related transcription factor 2, eng.) — gen za transkripcioni faktor koji je
esencijalan za diferencijaciju i funkciju osteoblasta

RANKL (Receptor activator of nuclear factor kB (NF-xB) ligand, eng.) — receptor
aktivator nukleusnog faktora kapa-B liganda

rhBMP-2 (Recombinant human bone morphogenic protein 2, eng.) — rekombinantni

protein morfogeneze kosti 2 humanog porekla

SPN grupa implantata — implantati sainjeni od BMM-a, PRP-a i sveZe izolovanih ne
tretiranih ADSC

Sp7 (Osterix, eng.) — gen za transkripcioni faktor osteriks

SVF (Stromal vascular fraction, eng.) — stromalna vaskularna frakcija

Sppl1 (Secreted phosphoprotein 1, eng.) — gen za osteopontin (sekretovani fosfoprotein
1)

ss-cDNK (Single stranded complementary DNA, eng.) — jednolan¢ana komplementarna

dezoksiribonukleinska kiselina

TAE — pufer sacinjen od komponenti Tris, acetat i EDTA pufer

TNF-a (Tumour necrosis factor-a, eng.) — faktor nekroze tumora alfa
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TGF-B (Transforming growth factor beta, eng.) — transformiSuc¢i faktor rasta beta
TE pufer — Tris-Cl, EDTA pufer
TSP-1 (Thrombospondin-1, eng.) — trombospondin 1

VEGF (Vascular endothelial growth factor, eng.) — vaskularni endotelski faktor rasta
vWF (Von Willebrand factor, eng.) — fon Vilebrandov faktor
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Wme n npeanme ayTtopa __ Bnagumup J. LiseTkosuh

Bpoj nigekca _ 53505/2009

UsjaBmbyjem
Aa je OKTOpCKa AucepTaumja nog HacrIoBOM

AHanusa ekTonu4YHOr 0CTeoreHor n0TeHquana ME3EHXNMCKUX MaTUYHUX henmja Genor

MacHOr TKMBa Ko MuLla Ha OCHOBY penaTtuBHe eKcnpeCMje reHa Mmapkepa octeoreHese

® pe3ynTaTt COMNCTBEHOr UCTpaXKMBaYKor paga;

* [a avcepTauuja y LEenuHU HU y fenoBuMa Huje Guna npeanoxeHa 3a cTuuame

Apyre puniiome npema CTYyAWjCKUM NporpaMuMMa [ApYrux BUCOKOLLUKOSCKUX
yCTaHoBa;

e [1a Cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaeH! U

° [a HuCaMm KpLUMO/Aa ayTopcka npasa W KOPUCTUO/A@ UHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.
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Cryaujckm nporpam Buonoruja, moayn leHetuka

Hacnos pagpa _AHanusa _eKTOMMYHOr _OCTEOreHOr MoTeHUMjana Me3eHXUMCKUX
mMaTu4HuX henuja 6enor mMacHor Tk1Ba koA MWLLIA HA OCHOBY penaTUBHE eKkcrpecwuje
reHa mapkepa octeoreHese

MeHTtopu gp CteBo HajmaH, pejosHu npodecop

ap MapuHa CtameHkoBuh-Pagak, pefosHu npodecop

VsjaBrbyjem na je wramnaHa Bepauja MOr JOKTOPCKOr paja WCTOBETHA €IeKTPOHCKO)]

BEp3uju Kojy cam npefjao/fAa pagu noxparweHa y [AurutanHom penosutopujymy
YHusepsurtera y Beorpagy.

HossorbaBam ga ce oGjaBe Moju NUYHM nogauy BesaHu 3a Aobuvjarkbe akagemckor
Ha3nBa AOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UMe 1 NpesnMe, roamHa n Mecto pohjera 1 gatym
onbpaHe paga.

OBu nuuHn nogauu Mmory ce 0GjaBUTM HA MPEXHUM CTpaHuLuaMa AauruTanHe
Gubnuoteke, y enekTpoHcKkoM kaTarory 1 y nybnukaumjama YHuBepauTterta y Beorpagy.

MoTnuc aytopa
Y Beorpagy, __1.8.2016.
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UsjaBa o kopuwhekwy

Oenawhyjem YHuepsutetcky 6ubnuoteky ,CseTosap Mapkosuh* ga y Ourutantu
penosnTopujym YHuepsuteta y beorpagy yHece Mojy OOKTOpCKy AucepTauujy nof
HacrnoBoM:

AHanusa ekTonu4Hor ocTeoreHor I'IOTeHLl,MjaJ'Ia Me3eHXNMCKUX MaTU4HUX henvlja Genor

MacHOrI TKMBa Ko MuLla Ha OCHOBY penaTtuBHe eKcnpecwje reHa Mapkepa ocrteoreHese

Koja je Moje ayTopcko geno.

AucepTtauujy ca ceum npunosnma npefao/Aa cam y enekTpoHCKOM dhopMaTy norogHoM
3a TpajHO apxuBMpaH-e.

Mojy pokTopcky AucepTauujy noxpareHy |y [OurutanHoMm — penosutopujymy
YHuBep3auteTa y beorpagy u fOCTYnHy y OTBOPEHOM MPUCTYMY MOry Aa KOPUCTe CBU
koju mowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTusHe 3ajeqHuLe
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4no/Aa.

1. AytopctBo (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekoMepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AYyTOpCTBO — HeKoMepLmMjarHo — AennuTn noa uctum ycroeuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — Aenutu nog uctum ycriosuma (CC BY-SA)

(Monumo ga 3aokpyxute camo jeaHy of WeCT NoHYHeHNX NULEHLM.
Kparak onuc nuueHum je cactaBHu A€O0 OBE U3jaBe).

MoTnuc ayTopa

Y beorpagy, __1.8.2016.
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1. AytopctBo. [l0o3BOrbaBate yMHOXaBake, ONCTPUMOYLMjy M jaBHO caoniuTaBake
jena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa
U gasaoua nuueHue, Yak v y komepumjanHe cepxe. OBoO je HajcnoboaHuja of CBUX
NULEHUN.

2. AytopcTBO — HeKoMepuwmjanHo. [Jo3BosbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTPUOyuUujy u
jaBHO caonwiTaBawe fiena, u npepage, ako ce HaBefe MMe aytopa Ha HauuH ogpeheH
o[ CTpaHe ayTopa unv gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He 403BOSbaBa KoMepuujanHy
yrnoTpely gena.

3. AytopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaga. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBahe€,
ONcTpubyunjy m jaBHO caonwiTaBakwe fena, 0e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wunm
ynotpebe gena y CBOM feny, ako ce HaBege uMMe aytopa Ha HauvH ofpeheH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby fena. Y oAHOCY Ha cBe ocTarne fuvueHLe, OBOM JIULEHLIOM Ce OrpaHuyasa
HajBehu obum npasa Kopuwhewa gena.

4. AyTopcTBO — HEKOMepLUUjanHo — A4enuTu nofd UCTUM ycroBuma. [Jo3sorbaBare
yMHOXaBake, AUCTpUOYLMjy U jaBHO caoriluTaBawe Aena, 1 npepane, ako ce HaBefe
“uMe ayTopa Ha HaduMH ofpefeH of cTpaHe ayTopa WM OaBaola fUUEHLEe U ako ce
npepaga Auctpubyupa nog WCTOM UMM CRWYHOM nuueHuoM. OBa fnuueHua He
[03BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby aena u npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBate ymMHOXaBake, AUCTPUOYLMjY U jaBHO
caornwrTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe gena y ceom geny,
aKko ce Hasefe VMe ayTopa Ha HauuH ofgpefeH of cTpaHe ayTtopa wnu pasaola
nuueHue. OBa nuueHua Jo3BoSbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpCcTBO — OenuTW NoA4 WMCTUM YycroBuMa. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
AMCTPUBYLUHMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe ena, u npepaje, ako ce HaBede uMe aytopa Ha
HauMH ogpefeH op cTpaHe ayTopa uNM faBaolia fMUEHUe W ako ce npepaga
avctpubympa nog MCTOM UMM CnMYMHOM  nuueHuom. OBa fnuvueHua [[o3Borbasa
komepumjanHy ynotpeby gena v npepaga. CnuyHa je coTBEpCKUM NuLeHLama,
OZHOCHO NuLieHL|[amMma OTBOPEHOr Koaa.
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