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MODULATORNI EFEKAT MAKROFAGA NA OSTEOGENI
PROCES U EKTOPICNOM IN VIVO MODELU I U RAZLICITIM
USLOVIMA IN VITRO

REZIME

U klinickoj praksi velike povrede, bolesti ili nasledne malformacije cesto
dovode do stvaranja velikih koStanih defekata, koji ne mogu spontano da zarastu.
Popravka ovakvih kostanih defekata predstavlja ve¢ dugo vremena izazov za
regenerativnu medicinu i tkivno inzenjerstvo.

Proces zarastanja fraktura prolazi kroz tri faze: inflamacije, obnove i
remodeliranja. Dakle, popravka koStanih defekata (fraktura) je okarakterisana
inicijalnom inflamatornom reakcijom ¢iji su glavni akteri makrofagi. U odnosu na obilje
literaturnih podataka o ulozi makrofaga u procesima zarastanja mekih tkiva, malo je
podataka o njihovoj ulozi u procesima reparacije kosti.

Predmet ove doktorske disertacije je ispitivanje modulatornog efekta razlicito
tretiranih makrofaga na ektopi¢ni osteogeni proces in vivo, kao i delovanja makrofaga
razli¢itog porekla i posle razli¢itih tretmana na in vitro diferencijaciju preostablastnih
¢elija.

Istrazivanje je izvedeno na singenim miSevima Balb/c soja, muSkog pola,
starosti 10-12 nedelja. Implanti su formirani od nosaca za makrofage koji su imali i
funkciju skafolda, a to su bili mineralni matriks kosti (MMK) i krvni ugrusak. Implanti
su se medusobno razlikovali po tretmanu unetih peritonealnih makrofaga (PM).
Kontrolni implanti nisu sadrzavali makrofage, ve¢ samo nosace. Ispitivano je sedam
tipova implanata koji su bili formirani od: nosaéa i rezidentnih (nestimulisanin) PM;
nosaca 1 tioglikolatom elicitiranih PM; nosaca i PM tretiranih lipopolisaharidom u
koncentraciji 5 ng/ml; nosaca i PM tretiranih lipopolisaharidom u koncentraciji
500 ng/ml; nosaca i PM tretiranih sa 5 x 10° M deksametazona; nosaca MMK i krvnog
ugruska; nosa¢a MMK i fizioloskog rastvora. Pokazano je da osteogeni proces zavisi od
nacina tretmana makrofaga, pa je tako najizraZeniji u implantima sa rezidentnim, kao i
deksametazonom tretiranim makrofagima, dok je u implantima sa makrofagima

tretiranim lipopolisaharidom u koncentraciji 500 ng/ml osteogeni proces inhibiran.



U okviru preliminarnin in vitro istrazivanja uradena je morfoloSka i
funkcionalna analiza rezidentnih i tioglikolatom elicitiranih PM, kao i rezidentnih PM
tretiranih sa 1, 10 i 100 ng/ml lipopolisaharida. Morfologija ¢elija je analizirana 24 h
nakon tretmana. Funkcionalna analiza je obuhvatala ispitivanje sekretorne aktivnosti
makrofaga primenom L929 bioeseja, kao i produkciju reaktivnih jedinjenja kiseonika
semikvantitativnim NBT testom. Pokazano je da tioglikolatom elicitirani PM imaju
morfoloske i funkcionalne karakteristike inflamatornih makrofaga. Isto vazi i za
rezidentne PM tretirane lipopolisaharidom, pri ¢emu je efekat lipopolisaharida
koncentracijski zavisan. Takode, ispitivan je i uticaj sekretornih priozvoda RAW 264.7
makrofaga posle razli¢itih tretmana na osteogeni proces in vitro. RAW 264.7 makrofagi
su tretirani sa 1 ng/ml i 100 ng/ml lipopolisaharida, 10° M deksametazonom ili nisu
tretirani, a njihovi kondicionirani medijumi su koriSeni u eseju osteogene
diferencijacije MC3T3-E1 preosteoblasta. Pokazano je da kondicionirani medijumi
netretiranih ili deksametazonom tretiranin makrofaga ubrzavaju osteogeni proces, dok
ga kondicionirani medijum makrofaga tretiranin sa 100 ng/ml lipopolisaharida
usporava.

Svi naSi eksperimentalni rezultati predstavljaju doprinos razumevanju
mehanizama kojima su makrofagi ukljuceni u osteogeni proces. Generalno, ovi rezultati
ukazuju na to da upravljanje funkcionalnim stanjem makrofaga moze biti sredstvo za
usmeravanje procesa osteogeneze i da je racionalna kontrola aktivnosti makrofaga
znaCajna za kreiranje strategija kosStano-tkivnog inZenjerstva 1 klini¢kog pristupa
osteoregeneraciji. Na ovaj nacin pro$iruju se mogucnosti aktivnog delovanja na
poboljSanje procesa obnavljanja koStanog tkiva posle povrede, Sto moze biti primenljivo

u tkivnom inZenjerstvu 1 klinickoj praksi.
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TKIVNO INZENJERSTVO, IN VITRO
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MODULATORY EFFECT OF MACROPHAGES ON OSTEOGENIC
PROCESS IN ECTOPIC IN VIVO MODEL AND IN DIFFERENT IN
VITRO CONDITIONS

ABSTRACT

In clinical practice, major injuries, diseases or congenital malformations often
lead to the formation of large bone defects, which can not heal spontaneously. Repair of
these bone defects has long been a challenge for regenerative medicine and tissue
engineering.

The process of fracture healing passes through three phases: inflammation,
reparation and remodeling. So repair of bone defects (fractures) is characterized by an
initial inflammatory response, whose main participants are macrophages. Compared to
the abundance of literature data about the role of macrophages in the healing process of
soft tissues, there is lack of information on their role in the process of bone repair.

The subject of this doctoral thesis was to investigate the modulatory effect of
differently treated macrophages on ectopic osteogenic process, as well as effects of
macrophages of different origin and after different treatments on osteogenic
differentiation of preosteoblasts in vitro.

The study was performed on male Balb/c mice 10-12 weeks of age. Implants
were formed from the carriers which served as scaffolds for macrophages and these
were bone mineral matrix (BMM) and blood clot. Experimental implants contained
differently treated peritoneal macrophages (PM). Control implants did not contain
macrophages, but only cell carriers. We examined seven types of implants, which have
been formed from: carriers and resident (non-stimulated) PM; carriers and thioglycollate
elicited PM; carriers and PM treated with 5 ng/ml of lipopolysaccharide; carriers and
PM treated with 500 ng/ml of lipopolysaccharide; carriers and PM treated with 5 x 107
M dexamethasone; BMM and blood clot; BMM and saline. The results of in vivo
investigation showed that the osteogenic process depends on previous treatment of
macrophages, and is the most pronounced in implants which contained resident PM or



PM treated with dexamethasone. Osteogenic process was inhibited in implants which
contained PM treated with 500 ng/ml of lipopolysaccharide.

Within the preliminary in vitro studies a morphological and functional analysis
of resident and thioglycollate elicited PM was performed, as well as analysis of resident
PM treated with 1, 10 and 100 ng/ml of lipopolysaccharide. The morphology of the cells
was analyzed 24 hours after treatment. Functional analysis included examination of
secretory macrophage activity using L929 bioassay and the production of reactive
oxygen species by semiquantitative NBT assay. It has been shown that the
thioglycollate elicited PM have morphological and functional characteristics of
inflammatory macrophages. The same was for PM treated with lipopolysaccharide,
wherein the effect of lipopolysaccharide on macrophages depends on its concentration.
Also, the effect of secretory products of RAW 264.7 macrophages after various
treatments on osteogenic differentiation in vitro was investigated. RAW 264.7
macrophages were treated with 1 ng/ml or 100 ng/ml of lipopolysaccharide, 10° M
dexamethasone or not treated, and their conditioned media were used in the osteogenic
differentiation assay performed on MC3T3-E1 preosteoblasts. Conditioned media of
untreated macrophages or macrophages treated with dexamethasone accelerate the
osteogenic process, while conditioned medium of macrophages treated with 100 ng/ml
lipopolysaccharide slows it down.

All our experimental results contribute to the understanding of mechanisms by
which macrophages are involved in osteogenic process. Overall, these results indicate
that the management of the functional state of macrophages could be a tool for directing
the osteogenic process, expanding the possibilities of influencing the regeneration of
bone tissue after injury. This may be applicable in bone tissue engineering and clinical

practice.

KEY WORDS: MACROPHAGE, OSTEOGENESIS, IMPLANT, BALB/C MOUSE,
TISSUE ENGINEERING, IN VITRO

SCIENTIFIC FIELD: BIOLOGY

SPECIAL TOPICS: CELL AND TISSUE BIOLOGY
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1. UVOD

1.1. Problem istrazivanja

Primarna uloga skeleta kao strukture, dugo je pruzala kostima nezavidnu
reputaciju inertnog i staticnog materijala. Medutim, sposobnost kostanog tkiva da
prilagodi svoju morfologiju i masu u zavisnosti od funkcionalnih potreba, njegova
sposobnost samopopravke bez ostavljanja oziljaka, kao i sposobnost da u kratkom
vremenskom roku mobiliSe mineralne zalihe, pokazali su da se radi o veoma
,pametnoj“ i dinami¢noj strukturi (Sabolinski i sar., 1996).

Dakle, koStano tkivo je izuzetno dinami¢no tkivo koje je u stalnom procesu
resorpcije i formiranja, Sto doprinosi odrzavanju njegove strukture, popravci oste¢enih
delova tkiva i homeostazi fosfora i kalcijuma u organizmu. Kroz ovaj uravnotezen
proces, poznat i kao proces remodeliranja, oko 10% kostanog tkiva jednog organizma se
obnovi tokom godine, a tokom 10 godina se obnovi svo kostano tkivo, tj. celokupan
skelet (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil i sar., 2006).

Relativno Cesta je pojava da povrede, bolesti 1 nasledne malformacije dovedu do
velikih oSteCenja koStanog tkiva. Zarastanje preloma kosti ukljucuje vise razlicitih faza
koje se delimi¢no preklapaju, a oznacene su kao faza inflamacije, faza obnavljanja
(reparacije) 1 faza remodeliranja. Smatra se da je faza inflamacije kriti¢na za pravilno
zarastanje fraktura, jer tokom nje dolazi do oslobadanja niza medijatora inflamacije 1
faktora rasta, koji do mesta oStecenja tkiva privlace razli¢ite tipove ¢elija. Makrofagi se
smatraju najvaznim akterima ove faze zarastanja preloma, jer sintetiSu razlicite faktore
kao Sto su proinflamatorni citokini, faktori rasta i reaktivna jedinjenja kiseonika, kojima
uticu na proces osteogeneze i zarastanja preloma kosti. U literaturi postoje razliCita,
Cesto opre¢na misSljenja o tome kako makrofagi i njihovi produkti utiCu na proces
osteogeneze (Grundnes and Reikeraas, 2000; Champagne, 2002; Mountziaris and
Mikos, 2008; Lacey et al., 2009; Soltan et al., 2012; Bhat et al., 2013).

Veliki kosStani defekti ne mogu spontano da zarastu, pa se u ovakvim
slucajevima Cesto primenjuju biomaterijali u ulozi nosaca ¢elija i tkivnog skafolda,

najceSce na bazi hidroksiapatita.



Prelomi kosti dovode i do krvarenja. Krv koaguliSe na mestu preloma, tako da
na taj naCin ne samo makrofagi ve¢ 1 komponente krvnog ugruska utiCu na inicijaciju
procesa reparacije. Danas posoji miSljenje da su aktivnost makrofaga i formiranje
krvnog ugruska tokom inflamatorne faze esencijalni za iniciranje procesa reparacije
(Shapiro et al., 2008).

Od inflamatorne faze zarastanja preloma i uskladenosti procesa koje ona
podrazumeva zavise i1 tokovi svih ostalih faza, $to kona¢no vodi do ozdravljenja
koStanog tkiva. Remecenje inflamatorne faze, bilo da se radi o njenoj supresiji ili 0
intenziviranju, moze bitno da uti¢e na konacan ishod zarastanja koStanih defekata. Zbog
toga je od izuzetnog znacCaja kontrola celija, ¢elijskih produkata i ¢elijskih interakcija
tokom ove inicijalne faze. Danas su mnoga istrazivanja na polju regenerativne medicine
okrenuta ka makrofagima, kao celijama koje koordiniraju sve navedene procese.
Ukoliko bi se pronasli mehanizmi upravljanja funkcionalnim stanjem ovih ¢elija, a time
1 osteoreparatornog procesa, to bi imalo veliki znacaj za definisanje odgovarajucih

klinickih tretmana u cilju brzeg ozdravljenja kostanog tkiva nakon povrede.

1.2. Kostano tkivo

Kostano tkivo, kao glavna komponenta skeleta odraslog organizma, predstavlja
potpornu strukturu na koju se vezuju misici, $titi vitalne organe u lobanjskoj i grudnoj
duplji 1 S$titi kostnu srZz u kojoj nastaju krvne Ccelije. KoStano tkivo je bogato
vaskularizovano 1 metabolicki veoma aktivno. Ono sluzi kao rezervoar kalcijuma,
fosfata 1 drugih jona koji mogu kontrolisano da se deponuju ili oslobadaju radi
odrZavanja stalne koncentracije vaznih jona u telesnim te¢nostima. Osim navedenih
funkcija, kosti deluju 1 kao sistem poluga koji pojacava sile nastale tokom kontrakcije
skeletnih miSica 1 tako ih pretvara u pokrete tela.

Poprecno presecena kost se sastoji od homogenog podrucja bez Supljina —
kompaktnog kostanog tkiva 1 podrucja sa brojnim medusobno povezanim Supljinama —
sunderastog (spongioznog, trabekularnog) kostanog tkiva. Medutim, kada se posmatraju
pod mikroskopom i kompaktna i spongiozna kost imaju istu osnovnu histolosku gradu.

Po miskroskopskoj gradi kost moze da se podeli na dva tipa: primarnu, nezrelu

ili vlaknastu i sekundarnu, zrelu ili lamelarnu. Primarna kost je prvo kostano tkivo koje



se pojavljuje tokom embrionalnog razvi¢a, nakon zarastanja preloma (fraktura) i u
drugim reparacionim procesima. Nju karakteriSe nepravilan raspored tankih kolagenih
vlakana, za razliku od sekundarne kosti gde je njihov lamelarni raspored pravilan.
Naime, u sekundarnom kostanom tkivu su vlakna kolagena poredana u lamelama
debljine 3 do 7 um, koje se pruzaju paralelno jedna prema drugoj, ili su rasporedene
koncentricno oko vaskularnog kanala koji sadrzi krvne sudove, nerve 1 rastresito

vezivno tkivo. Citav ovaj sistem se naziva Haverzov sistem ili osteon (Junquera i

Carneiro, 2005).

1.2.1. Celije ko§tanog tkiva

Kostano tkivo sadrzi Cetiri tipa celija:
osteoblaste
osteocite
osteoklaste

M w0 e

¢elije koje oblazu kostano tkivo

1.2.1.1. Osteoblasti

Osteoblasti su jednojedarne cCelije koje leze na povrSini koStanog matriksa.
Pretezno su okruglog oblika i sa bazofilnom citoplazmom. Poseduju jedno jedro
okruglog oblika, dobro razvijen Goldzijev kompleks i endoplazmatski retikulum
(Nakamura, 2007). Osteoblasti nastaju diferencijacijom multipotentnih mezenhimskih
mati¢nih celija CFU-F linije (CFU-F - Colony forming unit-fibroblast, engl.), koje se
nalaze u kostnoj srzi. One se mogu diferencirati i u fibroblaste, mioblaste, adipocite i
hondrocite (Boskey, 1996). Najranije osteoprogenitorske cCelije eksprimiraju
transkripcioni faktor Runx2 (Runx2 - Runt-related transcription factor 2, engl.) ili kako
se drugacije oznacava Cbfal (Cbfal - Core-binding factor subunit alpha 1, engl.), koji
je neophodan za diferencijaciju ovih Celija u zrele osteoblaste (Harada i Rodan, 2003).
Ovi osteoprogenitori se dalje diferenciraju u preosteoblaste koji se i dalje dele, a zatim
od njih nastaju zreli osteoblasti koji se viSe ne dele, ve¢ sintetiSu komponente koStanog

matriksa (Boskey, 1996).



Diferencijacija osteoblasta je kontrolisana transkripcionim faktorima i
citokinima. Pored ve¢ pomenutog Runx2 (Cbfal), i Osx (Osx — Osterix, engl.) je
apsolutno neophodan za osteoblastnu diferencijaciju. Neki od ciljnih gena Runx2 su
geni Cija je ekspresija karakteristicna za zrele osteoblaste, npr. geni za osteokalcin (OC),
kostani sijaloprotein, osteopontin (OP) i kolagen I, kao i sam Runx2 gen. Osx igra
vaznu ulogu u usmeravanju prekusorskih ¢elija od hondrocitne linije, a ka osteoblastnoj
liniji.

Na kraju faze formiranja koStanog matriksa, osteoblaste ¢eka jedna od slede¢ih
sudbina:

1. da se nadu zarobljeni u koStanom matriksu 1 postanu osteociti

2. da se transformiSu u neaktivne osteoblaste i ostanu na povrsini

3. da podlegnu apoptozi, sto je sudbina oko 80% osteoblasta (Bodine i Komm,

2002; Lian JB, Stein, 2003; Asagiri i Takayanagi, 2007; Baron i Rawadi,
2007) (Slika 1).

Razvice koStanog, kao 1 ostalih tkiva, regulisan je kompleksnom molekularnom
interakcijom izmedu Wnt/katenin i TGF-B/BMP (TGF-B - Transforming growth factor
beta, engl.; BMP - Bone Morphogenetic Protein, engl.) signalnih puteva. BMP2 i Wnt
signalni putevi zajedno omogucavaju ekspresiju Runx2 gena 1 promovisu diferenciranje
osteoblasta (Manolagas, 2000).

Postoji najmanje 30 razli¢itth BMPs koji ¢ine najvecu grupu TGF-B
superfamilije. Nazvani su tako zbog svojih osteoinduktivnih karakteristika i reguliSu
diferencijaciju mezenhimskih mati¢nih celija u komponente koStanog, hrskavi¢avog i
masnog tkiva (Noble i sar., 1997). BMP-2 i BMP-7 indukuju mezenhimske mati¢ne
¢elije na ekspresiju transkripcionih faktora Runx2 i Osx i promovisu diferencijaciju
osteoblasta (Jilka i sar., 1998; Li i sar., 2004).

Od osteoblasta zavisi sinteza organskih sastojaka kostanog matriksa (kolagena I,
proteoglikana i glikoproteina), kao i njegova mineralizacija. U odgovoru na stimuluse
kao $to su slicni insulinu faktori rasta (IGFs - Insulin-like Growth Factors, engl.), faktor
rasta krvnih ploc¢ica (PDGFs - Platelet-Derived Growth Factor, engl.), bazi¢ni
fibroblastni faktor rasta (bFGF - basic Fibroblast Growth Factor, engl.), transformisuci
faktor rasta - B (TGF-P - Transforming growth factor [, engl.), mnogobrojni citokini,
BMPs i Wnts, osteoblasti sintetiSu razliCite faktore rasta (Datta, 2008). Delujuci
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autokrinim i parakrinim putem na receptore koji se nalaze na membrani osteoblaste, ovi
faktori rasta reguliSu njihovu aktivnost. Na povrsini osteoblasta se nalaze i receptori za
mnoge endokrine hormone: paratiroidni i tiroidni hormon, hormon rasta, insulin,
progesteron i prolaktin (Wozneyi sar., 1998; Lee i sar., 2003).

Osteoblasti sintetiSu i citokine od kojih mnogi ucestvuju u regulaciji
diferencijacije osteoklasta, npr: faktor stimulacije kolonija makrofaga (M-CSF -
Macrophage Colony-stimulating Factor, engl.), receptorski aktivator za nuklearni faktor
kB ligand (RANKL - Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand, engl.) i
osteoprotegerin (OPG- Osteoprotegerin, engl.) (Lee i sar., 2003).

Osteocit

Osteoprogenitor

‘ .
Mezenmmska :
maticna @

celija Freosteoblast
e L OSteObIaSt Apoptoza
FGF Osx Runx2
BMP Wt Osx
Wt NFATG Wt D
MITE FGF
SATBE2 NFATc1 .
BAPX1 ATF4 Povrsingki

osteoblast

Sika 1. Kljuéni molekulski signali tokom diferencijacije i aktivacije osteoblasta.

Preuzeto i modifikovano iz: Arboleya i Castaneda, 2013. Reumatol Clin. 9: 303-315

1.2.1.2. Osteociti

Osteociti ¢ine 90-95% svih Celija koStanog tkiva adultnih organizama, gde
reaguju na mehanicke drazi i1 Salju signale za resorpciju ili formiranje koStanog
matriksa. To su jednojedarne celije zvezdolikog oblika, medusobno povezane
nastavcima koji se pruzaju sa njthove povrSine kroz kanalice u koStanom matriksu-
kanalikule, pre¢nika od 130 do 390 nm (You i sar., 2004). Nastavci polaze radijalno od
tela osteocita i mnogo su duzi i brojniji oni koji zadiru u unutrasnjost kostanog matriksa,

od onih koji polaze ka povrsini (Marotti, 2000). Drugim re¢ima, osteociti su na neki
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nacin polarizovani. Ove Celije ne samo da komuniciraju sa drugim ¢elijama na povrSini
kostanog tkiva, ve¢ su njihovi nastavci u kontaktu sa ¢elijama kostne srzi, Sto im daje
mogucénost da regrutuju prekursore osteoklasta i1 reguliSu resorpciju koStanog matriksa
(Zhao i sar., 2002).

Proces diferencijacije osteocita, ili osteocitogeneza, nije u potpunosti objasnjen,
mada postoje neka znaCajna zapazanja. Naime, pokazano je da je formiranje osteocitnih
nastavaka zavisi od razgradnje kolagena | (Holmbeck i sar., 2005). Osteociti miSeva
defektnin za transmembransku metaloproteinazu tipa 1 (MT1-MMP - type 1
transmembrane metalloproteinase, engl.) pokazuju znacajno smanjenje duzine svojih
nastavaka (Holmbeck i sar., 1999); MT1-MMP je membranska proteinaza koja
razgraduje kolagene 1, II, III, fibrin, fibronektin i druge matriksne molekule.

Uprkos svojoj relativnoj neaktivnosti u odnosu na osteoblaste, osteociti imaju
glavnu ulogu u uspostavljanju i odrzavanju strukture kosti. Zbog svoje distribucije kroz
koStani matriks 1 medusobne povezanosti, smatra se da su osteociti glavne Celije koje
detektuju mehanicki pritisak 1 organizuju signale za resorpciju i1 formiranje koStanog
matriksa (Lanyon, 2003). Pretpostavlja se da mikroosteéenja kosti prvo detektuju
osteociti, koji onda aktiviraju diferencijaciju osteoklasta (Verborgt i sar., 2000;
Hedgecock i sar., 2007).

U kulturi, osteociti stvaraju malu koli¢inu kolagena 1 fibronektina (manje nego
osteoblasti), ali su mnogo aktivniji od osteoblasta u produkciji osteokalcina,
osteonektina i osteopontina (Aarden i sar., 1996). In vivo istrazivanja su pokazala da
osteociti sintetiSu i IGF-1. IGF-1 promovise formiranje kosti i stimulie diferencijaciju
osteoblasta u osteocite (Conover, 1996).

Konac¢no, sudbina osteocita je da ih osteoklasti fagocituju u toku resorpcije

zajedno sa vancelijskim matriksom (Bonewald, 2002).

1.2.1.3. Osteoklasti

U kostanom tkivu se stalno odvijaju procesi remodeliranja. Remodeliranje kosti
je neophodno kako bi se uklonilo staro koStano tkivo 1 mikrooStecenja, Sto omogucava
odrzavanje biomehanicke stabilnosti kosti i1 reguliSe mineralnu homeostazu citavog

organizma. Proces remodeliranja koStanog tkiva podrazumeva njegovu resorpciju i
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ponovnu izgradnju. Osteoklasti su ¢elije koje u€estvuju u uklanjanju starog kostanog
matriksa. Resorpcija kosti podrazumeva razlaganje kako mineralne tako i organske
komponente koStanog matriksa, a osteoklasti mogu da izvedu obe ove funkcije
(Véaénanen i Laitala-Leinonen, 2008).

Osteoklasti se od ostalih ¢elija koStanog tkiva izdvajaju svojom veli¢inom 1i
prisustvom velikog broja jedara. U njihovoj citoplazmi postoje i brojne vezikule,
vakuole, lizozomi, mitohondrije i dobro razvijeni Goldzijev kompleks i endoplazmatski
retikulum. Aktivirani osteoklasti se nalaze na povrsini kalcifikovanog kostanog matriksa
gde wucestvuju u njegovoj razgradnji (Nakamura, 2007). Osteoklasti pripadaju
monocitno/makrofagnoj ¢éelijskoj liniji (Slika 2) i formiraju se viSestrukim fuzijama
jednojedarnih prekursorskih ¢éelija (Walker, 1973). Mnoga istrazivanja su pokazala da su
induktori njihove diferencijacije RANKL i M-CSF. M-CSF je glavni faktor koji
ucestvuje u usmeravanju monocita ka osteoklastnoj liniji, dok RANKL podrzava
diferencijaciju i aktivaciju osteoklasta. Za M-CSF se smatra da je neophodan za
proliferaciju osteoklastnih progenitora, dok RANKL direktno kontrolise proces
diferencijacije aktiviranjem RANK receptora. Istrazivanja su pokazala i to da se u in
vitro uslovima monociti mogu diferencirati u osteoklaste jedino ako su u kulturi zajedno
sa osteoblastima ili drugim c¢elijama strome (Takahashi i sar., 1988; Yoshida i sar.,
1990; Wiktor-Jedrzejczak i sar., 1990; Yasuda i sar., 1998).

Altivan,
zreli
Hematopoetska L ) -
maticna Prekursor Vigejedarni osteoklas
celija osteoklasta osteoklast
diferencijacija © sazrevarje
M-CSF/c-Fms Cesre
et Integrin B3
sl cic-7
=2 - Atp6i
NFATc1 Cat K
FCRy CAIl
DAP12
DC-STAMP
Gab2
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Sika 2. Kljuéni molekulski signali tokom diferencijacije i aktivacije osteoklasta.
Preuzeto i modifikovano iz: Arboleya i Castaneda, 2013. Reumatol Clin. 9: 303-315
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1.2.1.4. Celije koje oblazu koStano tkivo

Na mestima gde se ne odvija remodeliranje koStanog tkiva, povrSina kosti je
pokrivena slojem ¢celija koje se nazivaju Celije koje oblazu kosStano tkivo (Slika 3).
Predstavljaju populaciju Celija koje nastaju od osteoblasta. Ove celije su spljostenog
oblika sa malo citoplazme i organela oko nukleusa. Njihove morfoloSke karakteristike i
¢injenica da se ispod njih nalazi mala koli¢ina osteoida, pokazuju da ove celije
praktiéno nemaju ulogu u sintezi vancelijskog matriksa koStanog tkiva. Misli se da
imaju ulogu u odrZavanju i nutritivnoj potpori osteocita koji se nalaze u koStanom

matriksu ispod njih, s obzirom na to da sa njima uspostavljaju gap veze (Robey, 2002).

celije koje oblaZu kostano thivo

matriks kosti

Slika 3. Celije koje oblazu kostano tkivo

1.2.2. Vandelijski matriks koStanog tkiva

Vancelijski matriks kosti izgraden je, pre svega, od vlakana kolagena I i
nekolagenih proteina. Mineralni sadrzaj kosti ¢ini uglavnom hidroksiapatit
[Cai10(PO4)s(OH),], kao i manja koli¢ina karbonata, magnezijuma i fosfata (Tzaphlidou,
2008). Iglicasti kristali hidoksiapatita su nadeni na kolagenim fibrilima, unutar ili oko
njih. Uoc¢ava se da su oni orijentisani U istom pravcu kao i vlakna kolagena. Veliki broj
nekolagenih proteina je prisutan u vancelijskom matriksu kosti, ali njihove pojedinacne
uloge nisu u potpunosti razjaSnjene. Vecinu sintetiSu osteoblasti, ali ne sve: oko Y
nekolagenih proteina su proteini plazme koje apsorbuje kostani matriks (Vynios i sar.,
2001).

Kolagen | je glavni tip kolagena u kostima, gde ¢ini 90 do 95% organske
komponente kosti. To je fibrilarni protein, koji se sastoji uglavnom od pravolinijski



postavljenin kolagenih vlakana. U kostima, iako kolagen zadrzava svoj regularni
paralelni raspored, on nije uniformno distribuiran kao kod drugih tkiva, npr. koze.
Takode, kolageni matriks u kostima je graden od izuzetno gusto postavljenih kolagenih
valakana (Tzaphlidou, 2008). U vancelijskom matriksu kosti se u tragovima mogu naci i
kolageni tipa 111 i V, kao i FACIT (Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple
Helices, engl.) kolageni. FACIT kolageni predstavljaju grupu nefibrilarnih proteina koji
sluze kao molekulski mostovi izmedu ostalih komponenti vancelijskog matriksa. Ovde
spadaju kolageni tipa IX, XII, X1V, XIX, XX i XXI (Clarke, 2008).

Osteoklacin je glavni nekolageni protein, koji ¢ini oko 1% koStanog matriksa.
To je mali Ca?* vezujuéi protein, a nalazi se iskljudivo u kosti i dentinu. lako je ovo
jedan od najzastupljenijih nekolagenih proteina u kostanom matriksu, njegova bioloska
uloga nije precizno definisana. Za sada se smatra da ucestvuje u procesu mineralizacije
(Zebboudj i sar., 2002). On ima ulogu u vezivanju kalcijuma i stabilizaciji
hidroksiapatita unutar matriksa i/ili regulaciji procesa formiranja kosti (Vynios i sar.,
2001).

Osteopontin je komponenta mnogih tkiva, a u kosti ga sintetiSu preosteoblasti,
osteoblasti i osteociti. Smatra se da ima ulogu u remodeliranju tkiva, jer privlac¢i
osteoklaste ka mineralnoj fazi kosti 1 u€estvuje u njihovom usidrenju, tacnije u
vezivanju osteoklasta za mineralizovanu povrsinu. U slobodnom obliku sluzi kao
aktivator unutarcelijskih signalnih puteva. Osteopontin ucestvuje u vezivanju i svih
ostalih ¢elija koStanog tkiva za vancelijski matriks, u prenosSenju unutarcelijskih signala,
pokretljivosti osteoklasta i njihovoj aktivaciji, kao i iniciranju odgovora osteoblasta na

mehanicki pritisak (Ganss i sar., 1999).

1.3. Veza izmedu skeletnog i imunskog sistema

U in vivo uslovima razlicite ¢elije i1 faktori uticu na Celije kostanog tkiva. Sve je
visSe dokaza da makrofagi 1 njthovi prekursori, monociti, igraju u tome klju¢nu ulogu.
Ove celije imaju ulogu u neimunoloSskom regulisanju fundamentalnih aspekata
formiranja kosti, regeneraciji, remodeliranju i reparaciji.

Makrofagi/monociti reguliSu homeostazu kosti na nekoliko nacina, a najvise

sekrecijom citokina. U skladu sa uslovima koji vladaju u okruzenju, makrofagi dobijaju
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razliite funkcionalne karakteristike i sekretuju razliCite citokine 1 druge molekule.
Mnogi od tih sekretornih produkata su proangiogeni 1 osteogeni. Takode, makrofagi
mogu aktivirati druge ¢elije u svojoj okolini da sekretuju odredene citokine znac¢ajne za
proces osteogeneze. Jos jedna jedinstvena sposobnost makrofaga je da reaguju brzo na
hemoatraktante sa mesta povrede tkiva. Tokom zarastanja fraktura, makrofagi dolaze do
mesta povrede 1 otpustaju razliCite citokine koji promovisu angiogenezu i regrutaciju
mezenhimskih mati¢nih Celija. Sve ove sposobnosti makrofaga govore u prilog
potencijalnoj upotrebi ovih ¢elija u tkivnom inzenjerstvu kosti (Dong i Wang, 2013).
Inflamacija je visokoregulisan bioloSki proces koji igra vaznu ulogu u
pokretanju regeneracije kosti nakon povrede. Sa druge strane, u slucaju nekih
inflamatornih bolesti ili reakcija na implantirane materijale dolazi do hronicne
inflamacije, koja ima destruktivni efekat na kostano tkivo. Ogroman trud se ulaze da bi
se istrazilo kako da se inflamatorni signal kontrolise i na taj nacin spreci oSteéenje
kostanog tkiva. Uporedo sa tim i dalje raste broj dokaza o tome da postoji kompleksna
veza izmedu skeletnog i imunskog sistema, ali 1 da sprecavanje inflamatorne faze

reparacije ima negativan efekat na zarastanje fraktura kosti (Mountziaris i sar., 2011).

1.4. Makrofagi

Makrofagi su celije koje imaju Sirok spektar morfoloskih karakteristika koje
odgovaraju stanju funkcionalne aktivnosti 1 mestu na kome se ove celije nalaze. Ove
¢elije se karakteriSu neravnom povrsSinom sa ulegnu¢ima, izbo¢enjima i izdancima koji
predstavljaju morfolosku osnovu njihove aktivne fagocitne sposobnosti. Ove celije
imaju dobro razvijen Goldzijev kompleks, dosta lizozoma i izrazit endoplazmatski
retikulum (Junquera and Carneiro, 2005). Makrofagi su jednojedarne ¢elije koje vode
poreklo od hematopoetskih mati¢nih ¢elija mijeloidne linije (Hume 1 sar., 2002). Proces
diferencijacije makrofaga pocinje u kostnoj srzi, formiranjem monocita (Slika 4) od
pomenutih hematopoetskih mati¢nih ¢éelija preko veceg broja prekursora. Monociti se
oslobadaju u krvotok gde ostaju 1 do 3 dana (Liaskou i sar., 2012).

U fizioloSkim uslovima monociti migriraju u gotovo sva tkiva u organizmu i
diferenciraju se u rezidentne tkivne makrofage, gde igraju vaznu ulogu u homeostatskim

procesima (Hume i sar., 2002; Gordon i Taylor, 2005). Tkivno-specificna adaptacija
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makrofaga rezultuje heterogenos¢u razliCitih rezidentnih subpopulacija makrofaga u
razli¢itim tkivima (Gordon i Taylor, 2005; Taylor i sar., 2005; Hume, 2006).

Makrofagi su poznati i po tome §to ucestvuju u svim aspektima biologije i
patologije kostanog tkiva. Oni su prisutni tokom viSe stupnjeva popravka fraktura gde
produkuju razli¢ite faktore rasta (Bourque i sar., 1993) i ucestvuju u formiranju
stabilnog hrskavicavog kalusa (Hankemeier i sar., 2001).

Jedno interesantno svojstvo makrofaga je njihova sposobnost da se medusobno
fuzioniSu 1 formiraju visejedarne ¢elije. Ove cCelije, ili polikarioni, mogu da resorbuju
velike Cestice koje pojedinacni makrofagi inace ne bi mogli. Ta sposobnost je stavila
makrofage u centar paznje evolucije i funkcije imunskog i skeletnog sistema, jer
viSejedarni makrofagi formiraju dZinovske celije na mestima hroni¢ne inflamacije, a
takode u kostima formiraju osteoklaste. Da li ¢e visejedarni makrofagi postati dzinovske
¢elije ili osteoklasti zavisi od citokina koji se nalaze u okolini i koji na njih deluju (Chen
i sar., 2007).

Homat <k Zajednicki
eRAopoetska mijeloidni
e - Kakrofa
matitna felija progenitor Mijeloblast Monaecit ¢
00 O -
-3 M-LSF
-6 GM-OSE
GM-CSF -3
SCF -6

Slika 4. Klju¢ni molekulski signali tokom diferencijacija makrofaga. Preuzeto i
modifikovano iz izvora: http://www.zazzle.com/diagram_of hematopoietic_growth_
factors_in_humans_ poster-228795919604665078

1.4.1. Podela makrofaga prema njihovim funkcionalnim karakteristikama

Makrofagi pokazuju izuzetnu plasti€nost, Sto im omogucava da blagovremeno
reaguju na signale iz okoline, menjajuci svoj fenotip i funkciju. Povreda tkiva, infekcija

ili reakcija tkiva na strano telo pobuduju brz odgovor ovih ¢elija. Nomenklatura
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makrofaga potice od njihovih funkcionalnih karakteristika, povrSinskih markera i
produkcije citokina.

Prema funkcionalnim karakteristikama makrofagi se klasifikuju kao M1 ili M2,
tj. klasi¢no 1 alternativno aktivirani makrofagi (Slika 5). M1 tj. klasi¢no aktivirani
makrofagi se oznaCavaju i kao inflamatorni, a aktiviraju ih i interferon - y (IFN-y —
Inteferon v, engl.), faktor nekroze tumora - o (TNF-a - Tumor necrosis factor a, engl.) i
lipopolisaharid (LPS - Lipopolysaccharide, engl.). M2 tj. alternativno aktivirani
makrofagi se oznacavaju i kao antiinflamatori i u okviru ovog funkcionalnog tipa
makrofaga postoje tri podtipa ¢elija sa razlicitim fizioloSkim ulogama. M2a makrofagi
su ukljuceni u kasnije procese reparacije tkiva, a aktiviraju ih citokini kao S$to su
interleukin - 4 (IL-4 — interleukine 4, engl.) i IL-13. M2c podtip makrofaga indukuju
IL-10 i glukokortikoidi, a ovaj podtip makrofaga ima i antiinflamatornu funkciju. M2b
makrofagi takode ostvaruju antiinflamatornu aktivnost preko IL-10, ali sintetiSu i
proinflamatorne citokine kao i M1 makrofagi npr. IL-1 i TNF-a, ali ne i IL-12 (Kharraz
i sar., 2013).

Na mestu povrede tkiva se prvo mogu nac¢i makrofagi M1 tipa, koji fagocituju
nekroti¢ni material i sintetiSu proinflamatorne citokine, azot oksid sintazu (NOS - Nitric
oxide synthase, engl.) i reaktivne metabolite kiseonika (ROS - Reactive oxygen species,
engl.) Njih kasnije zamenjuju makrofagi M2c podtipa koji produkuju IL-10, TGF-$ kao
i druge antiinflamatorne citokine koji su esencijalni za pravilno zarastanje rana.
Medutim, neki autori navode da ne bi trebalo generalizovati podelu makrofaga, s
obzirom na njithovu heterogenost i1 ¢injenicu da se i1 rezidentni makrofagi u razli¢itim
tkivima medusobno razlikuju (Gautier 1 sar., 2012). Zato se generalno savetuje oprez u
funkcionalnoj klasifikaciji makrofaga koji u€estvuju u zarastanju rana, naroc€ito kada se
uporeduju sa makrofagima iz kulture. Takode postoji predlog da se makrofagi koji
ucestvuju u zarastanju rana svrstaju u posebnu kategoriju, s obzirom da imaju
karakteristike svih podtipova makrofaga (Brancato 1 Albina, 2011). Takode, neki autori
predlazu da se makrofagi klasifikuju prema njihovoj funkciji na npr. inflamatorne,
reparatorne i druge (Mosser i Edwards, 2008).
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TNF- Ubiianje elija apoptozom

-1 Antimikrobna funkcija

B m——— Fagocitoza

ROS Degradacija vandelijskog matriksa

iNOS Sinteza proinflamatornih citokina | hemokina

M1 makrofagi

Fagocitoza ¢elijskog debrisa
Fagocitoza apoptoticnih éelija

iL-10 Sinteza | stabilizacija vandelijskog matriksa
> lii’;zf% > Indv.fkc:&ja celijske proliferacije | opstanka
Angiogeneza

VEGF Sinteza antiinflamatornih citokina | hemeokina

82 makrofagi

Slika 5. Podela makrofaga prema njihovim funkcionalnim karakteristikama. Preuzeto i
modifikovano iz Duffield, 2003. Clin Sci. 104: 27-38; Laskin, 2009. Chem Res
Toxicol. 22: 1376-1385

1.5. Kostani defekti

U klinickoj praksi Cesto postoje situacije gde velike povrede, bolesti ili
kongenitalne malformacije dovode do nastanka velikih koStanih defekata (Khan i sar.,
2005). Njihova nadoknada je oduvek predstavljala izazov ne samo za ortopedsku
hirurgiju, ve¢ 1 hirurgiju uopste. S obzirom na produZenje zivotnog veka ljudi Sirom
planete, broj starijin osoba u okviru svetske populacije ljudi u stalnom je porastu.
Povecani rizik od padova zajedno sa progresivnim gubitkom koStane mase (gustine)
usled starenja predstavljaju glavne faktore povezane sa povecanom stopom fraktura u
starijoj zivotnoj dobi. Procenjuje se da ¢e samo incidenca fraktura kuka na svetskom
nivou porasti sa 1.66 miliona (koliko je procenjeno 1990. godine) na 6.26. miliona do
2050. godine (Cooper i sar., 1992; Melton, 1995).

1.5.1. Reparacija kostanih defekata

Proces zarastanja kosti najéeSée prolazi kroz tri dinami¢ne faze koje se
medusobno preklapaju. Na osnovu morfoloskih karakteristika tkiva tokom ove tri faze,

one su dobile nazive: faza inflamacije, faza obnove i faza remodeliranja (Slika 6).
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Dakle, popravka koStanih defekata (fraktura) je okarakterisana inicijalnom
inflamatornom reakcijom koja je pracena proliferacijom celija 1 remodeliranjem, Sto
kona¢no vodi rekonstrukciji kosti do njene originalne forme (Brighton, 1984). Glavni
akter u tom inflamatornom procesu su makrofagi koji migriraju do mesta povrede
(Horowitz i sar., 1989). Ove ¢elije oslobadaju faktore koji ucestvuju i u resorpciji i u

formiranju koStanog tkiva.

1.5.1.1. Fazainflamacije

Fraktura kosti je povreda koja ne podrazumeva samo naruSavanje strukture
koStanog tkiva, ve¢ oSte¢enje omotaca kosti tj. periosta, miSi¢nih vlakana i1 krvnih
sudova. Krv iz povredenih krvnih sudova akumulira se oko mesta frakture stvarajuci
hematom i ubrzano koaguliSe, da bi se oformio krvni ugruSak. Osteociti na mestu
povrede izumiru jer su liSeni Kiseonika i hranljivih materija, Sto dovodi do stvaranja
nekroti¢nog tkiva. Prisutno nekroti¢no tkivo, PDGF iz plo¢ica krvnog ugruska i faktori
rasta iz vancelijskog matriksa (npr. TGF-B) deluju kao hemoatraktanti za inflamatorne
¢elije (makrofage, monocite, limfocite 1 neutrofile) i fibroblaste, pobuduju¢i brz i1
intenzivan akutni inflamatorni odgovor koji dostize svoj maksimum 24-48 h nakon
povrede i biva kompletiran za oko nedelju dana (Cho i sar., 2002). To dovodi do
formiranja granulomatoznog tkiva, urastanja krvnih sudova i migracije mezenhimskih
mati¢nih ¢elija na mesto frakture. Upotreba antiinflamatornih ili citotoksicnih lekova
tokom prve nedelje zarastanja frakture moze promeniti inflamatornu fazu i inhibirati
zarastanje kosti (Kalfas, 2001).

Tokom ovog perioda se deSava kompleksna kaskada proinflamatornih signala i
faktora rasta koja je precizno kontrolisana (Gerstenfeld i sar., 2003), a nivoi nekoliko
proinflamatornih citokina, uklju¢uju¢i TNF-o, IL-1, IL-6, IL-11 i IL-18 su znacajno
poviseni (Gerstenfeld i sar., 2003; Rundle i sar., 2006), mada oni igraju vaznu ulogu i u
kasnijim fazama zarastanja. lako je poznato da proinflamatorni citokini imaju negativan
efekat na kost, zglobove i1 implantirane materijale kada dode do njihove produzene ili
hroni¢ne ekspresije, kratkotrajna i visokoregulisana sekrecija ovih molekula je izuzetno
vazna za regeneraciju tkiva. (Marsell i Einhorn, 2011). Ovi signali regrutuju nove

inflamatorne ¢elije 1 promovisu angiogenezu (Gerstenfeld i sar., 2003; Sfeir i sar.,
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2005). Tokom ovog perioda TNF-a proizvode i inflamatorne ¢éelije, pre svega makrofagi
I veruje se da ovaj citokin posreduje u procesu indukcije sekundarnih proinflamatornih
signala, a takode deluje 1 kao hemoatraktant za regrutaciju potrebnih ¢elija (Kon 1 sar.,
2001). In vitro eksperimenti su pokazali da TNF-o indukuje osteogenu diferencijaciju
mezenhimskih mati¢nih ¢elija (Cho i sar., 2006).

Krvne plocice se takode aktiviraju usled povrede krvnih sudova i oslobadaju
TGF-B1 i PDGF, dok osteoprogenitorske ¢elije na mestu povrede sintetiSu BMPs (Cho i
sar., 2002; Lieberman i sar., 2002.). Ovi faktori, zajedno sa proinflamatornim
citokinima, regrutuju mezenhimske mati¢ne cCelije i1 zatim sluze kao vodi¢i njihovoj
diferencijaciji i proliferaciji (Barnes i sar., 1999; Dimitriou i sar., 2005; Doll i sar.,
2005).

Vremenom akutni inflamatorni odgovor slabi i zamenjuje ga sledec¢a faza.

1.5.1.2. Faza obnove (reparacije)

Prvi korak ove faze je identiCan onom §to se vida tokom reparacije drugih tkiva.
Prvo dolazi do organizacije hematoma. Hematom igra ulogu u imobilizaciji frakture i
sluzi primarno kao fibrinski matriks za razne celije koje ucestvuju u ovom procesu
(Bielski i sar., 1993; Yicesoy i sar., 1999).

Celije koje su direktno uklju¢ene u ovu fazu popravke su mezenhimskog porekla
1 pluripotentne su. One se diferenciraju u razli¢ite tipove ¢elija koje udruzenim snagama
formiraju kolagen, hrskavicu 1 na kraju kost. Neke od ovih ¢elija poticu iz periosta 1
endosta 1 formiraju najraniju kost (Sto je narocito izrazeno kod dece, kod kojih su ¢elije
periosta 1 endosta izuzetno aktivne). Osteociti ne ucestvuju u ovom procesu, jer su
fagocitovani tokom faze inflamacije (Tonna, 1972). Smatra se da ve¢ina ¢elija koje su
direktno ukljuene u zarastanje frakture dolaze na mesto defekta u okviru
granulomatoznog tkiva, koje zaokuplja ovaj region iz okolnih krvnih sudova (Trueta,
1963). U toku ovog procesa se poveéava broja kapilarnih pupoljaka. Celije infiltriraju
hematom 1 ubrzano stvaraju tkivo poznato kao kalus, koga ¢ine hrskavi¢avo 1 nezrelo
kostano tkivo. Kalus ubrzano obavija kost na mestu povrede 1 dovodi do povecanja
stabilnosti frakture. Tako formirana hrskavica procesom koji se ne razlikuje od

endohondralnog okostavanja prelazi u kost. Kost ¢e formirati one celije koje primaju
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dovoljno kiseonika i koje su dovoljno mehanic¢ki stimulisane. U ranim fazama
reparativnog procesa, hrskavica dominira, ali kasnije postepeno biva zamenjena
kostanim tkivom pod uticajem TGF-B2, TGF-B3 i BMPs, kao i drugih signalnih
molekula (Cho i sar., 2002; Gerstenfeld i sar., 2003). Inflamatorni medijatori su odsutni
tokom ove faze.

1.5.1.3. Faza remodeliranja

Osteopregenitorske ¢elije se diferenciraju u osteoblaste koji sintetisu IL-1, IL-6,
IL-11, kao i druge faktore koji promoviSu formiranje osteoklasta (Doll i sar., 2005).
Aktivnost ova dva tipa celija dovodi do zamene inicijalne nezrele kosti zrelom,
lamelarnom. Faza remodeliranja je regulisana od strane nekoliko proinflamatornih
signala. Pored IL-1, IL-6 i IL-11, poviSeni nivoi TNF-a, IL-12 i IFN-y su takode
prisutni na mestu frakture (Gerstenfeld i sar., 2003; Rundle i sar., 2006). | iako se
originalna struktura i mehanicke karakteristike skeleta vracaju nakon nekoliko nedelja
od povrede, molekularnoj i ¢elijskoj signalizaciji moze trebati i nekoliko godina da se

vrate u normalno stanje (Yu-Yahiro i sar., 2001).
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Slika 6. Faze reparacije fraktura kosti. Preuzeto i modifikovano iz izvora:
http://higheredbcs.wiley.com/legacy/college/tortora/0470565101/hearthis_ill/pap13e_ch

06_illustr_audio_mp3_am/simulations/hear/bone_fracture_repair.html

1.6. Pristupi reSavanju problema velikih kostanih defekata — uloga regenerativne
medicine i tkivnog inzenjerstva

Kostano tkivo najceS¢e spontano zarasta, ali u slu¢aju komplikacija tipa
patoloskih fraktura ili velikih lomova kostiju koji dovode do stvaranja velikih defekata,
spontani proces zarastanja je onemogucen. Zbog toga pred ortopedskom hirurgijom jo§
uvek stoji izazov saniranja i rekonstrukcije ovako velikih koStanih defekata i nesrastanja
delova fraktura.

Danas se velika nada polaze na principe regenerativne medicine u reSavanju
ovog problema. U poslednje dve decenije pristupi regenerativne medicine su intenzivno
proucavani u cilju uticanja na poboljSanje procesa zarastanja fraktura, ili ¢ak generisanja
funkcionalnog kosStanog tkiva za potrebe ortopedije i stomatologije. Regenerativna
medicina izmedu ostalog ukljucuje i principe tkivnog inzenjerstva (Andrades i sar.,
2013; Jose i sar., 2013). Brz razvoj tkivnog inzenjerstva u poslednjih nekoliko godina
doveo je do velikog napretka u istrazivanju reparacije i regeneracije kostanog tkiva.
Jedan od principa tkivnog inZenjerstva je taj da se na dizajnirane 3D matrice od
biomaterijala dodaju ¢elije 1 faktori koji indukuju osteogenezu, a zatim se cela struktura

implantira u koStani defekt.
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1.6.1. Biomaterijali

Oko milion koStanih defekata na godiSnjem nivou zahteva koriS¢enje koStanih
zamenika, da bi se postiglo sjedinjavanje delova kosti (Yaszemski i sar., 1994). Trenutni
tretmani su bazirani na auto-, alo- i ksenograftima, kao i nekim sintetskim materijalima
(Yaszemski i sar., 1994; Petite i sar., 2000; Spitzer i sar., 2002; Simon i sar., 2002; Rose
i Oreffo, 2002).

Upotreba kosStanih zamenika u cilju reparacije frakture kosti pod uticajem je
anatomskih, histoloskih i biohemijskih karakteristika koStanog tkiva. Nekoliko
fizioloskih karakteristika koStanih zamenika direktno utice na uspeh njegove
inkorporacije. Te karakteristike su osteogeni potencijal, osteoindukcija i
osteokondukcija (Prolo, 1990).

Osteogeni potencijal je sposobnost koStanog zamenika da stvori novu kost, i taj
proces zavisi od prisustva zivih Celija koStanog tkiva na koStanom zameniku. Osteogeni
koStani zamenici sadrze vijabilne Celije koje imaju sposobnost da formiraju kost
(osteoprogenitorske celije), ili potencijal da se diferenciraju u celije koje formiraju
kostano tkivo (osteogene prekursorske celije). Osteogeni potencijal je osobina nadena
jedino u svezoj autogenoj kosti 1 ¢elijama kostne srzi (Muschler 1 sar., 1990).

Osteoindukcija je sposobnost kostanog zamenika da indukuje mati¢ne ¢elije ka
diferencijaciji u zrele celije koStanog tkiva. Ovaj proces je obi¢no povezan sa
prisustvom faktora rasta kosti, koji mogu biti sastavni deo implantiranog materijala, ili
se mogu njemu dodati. Morfogenetski proteini kosti i demineralizovan matriks kosti su
osnovni osteoinduktivni materijali. U mnogo manjem obimu autografti i alografti imaju
neke osteoinduktivne osobine (Muschler i sar., 1990).

Osteokondukecija je fizicko svojstvo kostanih zamenika da posluze kao matrice
za zarastanje kosti. Osteokondukcija omogucava ulazak neovaskulature i infiltraciju
osteogenih prekursorskih cCelija na mesto frakture. Osteokonduktivne karakteristike
postoje u sunderastim autograftima 1 alograftima, demineralizovanom matriksu kosti,

hidroksiapatitu, kolagenu i kalcijum-fosfatu (Muschler i sar., 1990).
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1.6.1.1. Autograft

Autologni kosStani graftovi predstavljaju kost uzetu sa drugog mesta samog
pacijenta. Oni su dugo godina predstavljali ,zlatni standard* u saniranju kostanih
defekata, jer su obezbedivali osteogene celije 1 esencijalne osteoinduktivne faktore
potrebne za zarastanje i regeneraciju kosti (Asahina i sar., 1999; Rose i Oreffo, 2002).
Obicno se dobijaju od sunderaste kosti ilijacne kreste pacijenta, mada se moze koristiti 1
komaktna kost (Reece i Patrick, 1998; Rose i Oreffo, 2002). Idealni koStani zamenik bi
trebalo da poseduje osteoinduktivna i osteokonduktivna svojstva, da bude biomehanicki
stabilan, da nije kontaminiran 1 da sadrZi minimalnu koli¢inu antigenih faktora.
Autografti poseduju sve ove karakteristike. Medutim, iako je procenat uspe$nosti ove
metode relativno visok, postoji ograni¢enje njegove upotrebe 1 to s obzirom na
ograni¢enu koli¢inu autografta koji se moze dobiti, preosetljivosti mesta sa kog se
autograft dobija, potrebe za ve¢im brojem rezova na telu pacijenta, produzeno vreme
operacije i gubitak krvi i rizik od komplikacija na mestu uzimanja donorne kosti
(DePalma i sar., 1972; Whitecloud, 1976; Yaszemski i sar., 1994; Williams, 1999;
Petite i sar., 2000; Spitzer i sar., 2002; Simon i sar., 2002; Rose i Oreffo, 2002).

1.6.1.2.  Alograft

Alograft je kost koja je uzeta iz tela drugog pacijenta. Ona se takode moze
koristiti u tretmanu kosStanih defekata. Prednost ove tehnike je u izbegavanju
morbiditeta povezane sa komplikacijama na mestu uzimanja grafta, kao i dobijanje
zeljene koli¢ine uzorka. Medutim, procenat inkorporacije ovakvih graftova je manji
nego kod autograftova. Takode, postoji i1 rizik od imunske reakcije odbacivanja, kao 1
prenoSenja patogena sa donora na recipijenta (Yaszemski i sar., 1994; Petite i sar., 2000;
Spitzer i sar., 2002; Simon i sar., 2002; Rose i Oreffo, 2002). Danas su poboljsani
standardi prikupljanja alografta, tako da iako navedeni problemi jo$ uvek postoje,

njihova incidenca je u velikoj meri smanjena.
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1.6.1.3. Ksenograft

Ksenografti predstavljaju materijal uzet iz organizma jedne vrste koji je
implantiran u drugu vrstu. NajeS¢e su u upotrebi ksenografti dobijeni iz korala,
svinjske ili govede kosti. Ksenografti teorijski predstavljaju nepresusni izvor materijala
U odnosu na autograft i alograft. Glavna zabrinutost pri koriS¢enju ksenografta je
mogucénost slabe histokompatibilnosti (Poumarat i Squire, 1993), kao 1 transmisija
zaraznih bolesti sa Zivotinje na Coveka. U cilju sprecavanja transmisije zaraznih bolesti 1
uklanjanja antigenih komponenti, ksenografti se na razne nacine tretiraju pre upotrebe i
tom prilikom u vecini sluajeva gube osteoinduktivna, a delom 1 osteokonduktivna

svojstva (Oryan i sar., 2014).
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2. PREDMET I CILJ ISTRAZIVANJA

lako je danas prihvaceno da makrofagi imaju znacajnu ulogu u zarastanju
povreda kosti i njenoj regeneraciji, joS uvek je malo literaturnih podataka o uticaju
makrofaga na procese osteogeneze, reparacije i regeneracije kostanog tkiva. Ova
doktorska disertacija je radena na hipotezi da od funkcionalnog stanja i tipa makrofaga
zavise pocetak, tok 1 ishod procesa osteogeneze i reparacije koStanog tkiva. Zasnovano
na toj hipotezi predmet istrazivanja ove doktorske disertacije je potencijalni modulatorni
efekat razlicito tretiranin makrofaga na ektopi¢ni osteogeni proces, kao i delovanje
makrofaga razli¢itog porekla i posle razli¢itih tretmana na diferencijaciju
preostablastnih ¢elija in vitro.

Shodno predmetu istrazivanja su definisani sledeci ciljevi:

1) Ispitivanje uticaja razli¢ito tretiranih makrofaga, primenjenih kao komponente
implanata na osteogenezu in vivo u sledecem eksperimentalnom dizajnu:

- sa nosacem od granula mineralnog matriksa kosti (MMK) pomesSanih sa krvnim
ugruskom u subkutanoj implantaciji Balb/c misu;

- koris¢enjem peritonealnih makrofaga posle elicitacije peritoneuma tioglikolatom ili
makrofaga bez prethodne elicitacije ali tretiranih deksametazonom (5 x 10° M) ili
lipopolisaharidom (5 ng/ml ili 500 ng/ml);

- ekstrakcijom implanata posle 1, 2, 4 i 8 nedelja od implantacije;

- procenjujuci tok osteogenog procesa histoloskim i imunohistohemijskim metodama.

2) Ispitivanje funkcionalnog stanja makrofaga razliCitog porekla i razlicito
tretiranin mikroskopski, NBT testom i L929 bioesejem, kao i ispitivanje uticaja
sekretornih proizvoda makrofaga na diferencijaciju preosteoblastnih ¢éelija MC3T3-E1
¢elijske linije procenjujuci uticaj kondicioniranih medijuma makrofaga misje celijske
linije RAW 264.7 posle tretmana deksametazonom (10°) ili razli¢itim dozama
lipopolisaharida (1ng/ml i 100 ng/ml) na proliferaciju MC3T3-E1 ¢elija metodom
kristal-violet i njihovu diferencijaciju u osteoblaste u prisustvu osteogenih faktora
bojenjem Von Kossa i imunocitohemijski.
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3. MATERIJAL | METODI

3.1. Eksperimenti in vivo

3.1.1. Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimentalne Zzivotinje su nabavljene sa Vojnomedicinske Akademije
(Beograd, Srbija), a zatim su uzgajane u Vivarijumu Medicinskog fakulteta Univerziteta
u NiSu. Eksperimentalni rad na Zzivotinjama je obavljen u Laboratoriji za
eksperimentalnu medicinu Naucnoistrazivackog centra za biomedicinu Medicinskog
fakulteta Univerziteta u NiSu.

U eksperimentu su kori$¢eni singeni miSevi Balb/c soja, muskog pola, starosti
10 do 12 nedelja i telesne mase 22 do 24 g. Zivotinje su drzane u standardnim uslovima
na temperaturi od 22+2°C i svetlosnom rezimu od 12/12 h svetlosti/mraka. Hranjene su i
pojene ad libitum.

Eksperimenti na zivotinjama su odobreni odlukom Etickog komiteta
Medicinskog fakulteta Univerziteta u NiSu broj 01-5518-6. Eksperimentalni postupci na
Zivotinjama su izvedeni u skladu sa Zakonom o dobrobiti zivotinja i Pravilnikom o

laboratorijskim zivotinjama Republike Srbije.

3.1.2. Implanti

Implanti su formirani od nosaca za ¢elije 1 makrofaga. Nosaci su imali 1 funkciju
skafolda (tkivne matrice) koji se koriste u inZenjerstvu tkiva kosti. To su bili mineralni
matriks kosti 1 krvni ugrusak. Implanti su se medusobno razlikovali po unetim
peritonealnim makrofagima (PM). Kontrolni implanti nisu sadrzavali makrofage, veé
samo nosace. Jedna zivotinja je nosila samo jednu vrstu implanta.

Prema vrsti unetih implanata formirane su slede¢e grupe eksperimentalnih
Zivotinja:

e Grupa NM: Nosaci + rezidentni (nestimulisani) PM

e Grupa TM: Nosaci + tioglikolatom elicitirani PM
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e Grupa LM1: Nosaci + PM tretirani nizom koncentracijom bakterijskog
lipopolisaharida

e Grupa LM2: Nosaci +PM tretirani viSom koncentracijom bakterijskog
lipopolisaharida

e Grupa DM: Nosaci + PM tretirani deksametazonom

e Grupa K: Nosa¢i MMK 1 krvni ugrusak

e Grupa B: Nosa¢ MMK + fizioloski rastvor

3.1.2.1.  Mineralni matriks kosti kao komponenta implanata

Kao komponenta svih ispitivanih imlanata sluzio je mineralni matriks kosti
(MMK) u ulozi nosaca c¢elija i tkivnog skafolda. U eksperimentu je kao mineralni
matriks kosti koriiéen komercijalni biomaterijal Bio-Oss® (Geistlich-Pharma,
Wolhunsen, Switzerland), zrnaste strukture sa granulama velicine od 0.25 mm do 1 mm.
Bio-Oss® je biokompatibilni biomaterijal koji je strukturno najsli¢niji hidroksiapatitu
kosti. On je po svojoj strukturi mineralni matriks kosti dobijen deproteinizacijom
govede kosti u alkalnom rastvoru na 300°C, ¢ime su uklonjene organske komponente.
Koristi se najviSe u stomatologiji za popunu vecih kostanih defekata (Schwartz 1 sar.,

2000; Van Steenberghe i sar., 2000).

3.1.2.2.  Krvni ugrusak kao komponenta implanata

Krvni ugruSak je koriS¢en kao komponenta svih ispitivanih implanata, osim
implanata B tipa 1 imao je ulogu nosaca c¢elija. Inace, krvni ugrusak i srodni krvni
derivati (kao Sto su fibrinski lepak ili plazma bogata krvnim plo¢icama) se ¢esto koriste
za popunu koStanih defekata i1 kao nosaci ¢elija u kombinaciji sa biomaterijalima
(Jeffrey i sar., 2004; Ajdukovi¢ i sar., 2005; Hoemann i sar., 2005; Altaf i sar., 2013).
Krv je dobijena potpunim iskrvavljenjem Balb/c miSeva iz retroorbitalnog pleksusa, a
zatim je razblazena ¢elijskom suspenzijom PM ili fizioloskim rastvorom u odnosu 1:4.
U periodu od 10-tak min razblazena krv koaguliSe formirajuéi krvni ugrusak zelatinozne

konzistencije, koji drzi sve ostale komponente implanta zajedno.
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3.1.2.3. Makrofagi kao komponenta implanata

Uloga makrofaga u ektopicnom osteogenom procesu bila je ispitivana na taj
naCin §to su ove celije stavljene na nosaCe implanata. U naSim eksperimentima su
koris¢eni PM Balb/c miSeva. Ove c¢elije su kolektovane iz peritonealne Supljine
netretirane ili prethodno tretirane tioglikolatom. Makrofagi koji su izolovani iz
netretirane peritonealne Supljine predstavljali su populaciju rezidentnih PM (RPM), a
makrofagi koji su izolovani iz peritonealne Supljine prethodno tretirane tioglikolatom
predstavljali su populaciju tioglikolatom elicitiranih PM (TEPM). Za formiranje nekih
tipova implanata RPM su dovedeni u kontakt sa lipopolisaharidom (LPS) ili
deksametazonom, nakon §to su ove supstance prethodno stavljene na nosa¢ MMK da

budu apsorbovane.

Kolektovanje peritonealnih makrofaga

RPM su dobijeni procesom peritonealne lavaze eksperimentalnih Zzivotinja.
Zivotinje su prethodno anestezirane intramuskularnim ubrizgavanjem 0.2 ml 10%
ketamidora (0.1 ml/10 g; Richer Pharma, Austria). Peritonealna lavaza je izvrSena dva
puta intraperitonealnim ubrizgavanjem po 5 ml hladnog RPMI 1640 medijuma (PAA
Laboratories, Austria) kome je dodat heparin u koncentraciji 25 U/ml (Galenika, Srbija).

U cilju izazivanja peritonitisa i dobijanja TEPM, miSevima je intraperitonealno
ubrizgano po 0.5 ml 3% tioglikolata (Broth, Fluka, Germany). Nakon 4 dana od
elicitacije izvrSena je peritonealna lavaza zivotinja.

Nakon peritonealne lavaze, ¢elije su dva puta centrifugirane u hepariniziranom
RPMI medijumu, na 1200 o/min, u trajanju od 10 min, na 4°C, a zatim resuspendovane
u Henkovom rastvoru (Hank's, engl.; PAA Laboratories, Austria).
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3.1.3. Formiranje implanata
3.1.3.1. Formiranje kontrolnih implanata

Kontrolni implanti K tipa formirani su od nosata MMK i krvnog ugruska.
Konkretno, implanti ovog tipa su sadrzavali 10 mg MMK i 30 pl krvi razblazene
fizioloSkim rastvorom.

Kontrolni implanti B tipa formirani su od nosaca MMK i fizioloSkog rastvora.
Svaki implant je sadrzavao 10 mg MMK i 30 pl fizioloSkog rastvora.

3.1.3.2.  Formiranje implanata sa makrofagima

Implanti sa makrofagima su sadrzavali MMK 1 krvni ugrusak kao nosace celija
kojima su pridodati PM. Konkretno, svaki implant je sadrzavao 10 mg MMK i 30 pl
krvi razblazene ¢elijskom suspenzijom PM. Tako su se implanti medusobno razlikovali
samo po unetim PM.

Nakon standardne procedure kolektovanja PM, u cilju pripreme implanata NM
odnosno TM tipa, broj PM je kalibrisan tako da je u 60 pl ¢elijske suspenzije bilo po 5 x
10° nukleisanih éelija. Za formiranje implanata NM tipa krv je razblaZena celijskom
suspenzijom RPM, dok je za formiranje implanata TM tipa krv razblazen celijskom
suspenzijom TEPM.

U cilju pripreme implanata LM1, LM2 i DM tipa po 80 mg MMK je na 37°C
inkubirano preko noéi sa odgovaraju¢im koncentracijama bakterijskog lipopolisaharida
(0111:B4 Escherichia coli LPS; Sigma-Aldrich, Germany) ili deksametazona
(Galenika) i to:

e za implante LM1 tipa MMK je inkubiran sa rastvorom LPS-a
koncentracije 5 ng/ml

e za implante LM2 tipa MMK je inkubiran sa rastvorom LPS-a
koncentracije 500 ng/ml

e za implante DM tipa MMK je inkubiran sa rastvorom deksametazona
koncentracije 5 x 10° M
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Nakon standardne metode kolektovanja RPM, c¢elije su resuspendovane u
Dulbekovoj modifikaciji lglovog medijuma (DMEM - Dulbecco's Modified Eagle
Medium, engl.; PAA Laboratories, Austria) oboga¢enom sa 10% fetalnog tele¢eg
seruma (FCS - Fetal Calf Serum, engl.; PAA Laboratories, Austria), 2 mM L-
glutaminom 1 antibiotik/antimikotik rastvorom (PAA Laboratories, Austria) 1 posadene
u sterilne Petrijeve $olje. Celije su inkubirane 1 h, na 37°C i u atmosferi zasiéenoj sa 5%
CO, da bi se zalepile za podlogu. Celije koje se nisu zalepile, nakon isteka perioda
inkubacije, isprane su fosfatnim puferom (PBS — Phosphate Buffered Saline, engl.). Na
taj naCin, zalepljene ¢elije su predstavljale populaciju makrofaga.

Makrofagi su odvojeni od podloge skraperom, centrifugirani na 1200 o/min, u
trajanju od 10 min, na 4°C i resuspendovani u ¢istom Henkovom rastvoru. Celijska
gustina je podesena tako da je u 100 pl éelijske suspenzije bilo 2 x 10° nukleisanih

¢elija.
3.1.4. Implantacija i ekstrakcija implanata

Za implantaciju je koris¢eno 168 Balb/c miSeva. Zivotinje su nasumiéno
podeljene u 7 eksperimentalnih grupa, sa 24 Zivotinje po grupi. Implantacije su po tipu
bile subkutane, a po mestu implantacije interskapularne. Pre eksperimenta su Zivotinje
anestezirane 10% ketamidorom (0.1 ml/ 10 g). HirurSko polje je obrijano i ocis¢eno
penom i rastvorom povidon-joda. Implanti su uneti u subkutani dzep kroz Siroku,
sterilnu iglu za biopsiju. U svaku Zivotinju su uneta po 4 implanta istog tipa, koja su

rasporedena na 4 mesta u obliku X formacije (Slika 7).
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Raspored
implantata

Slika 7. Prikaz poloZaja subkutanih implanata u Balb/c miSevima.

Implanti su ekstrahovani nakon 1, 2, 4 i 8 nedelja od implantacije. U svakom
terminu, u okviru svake grupe je bilo po 6 zivotinja sa po 4 implanta, §to znaci da je za
svaki tip implanta i termin implantacije dobijeno po 24 implanta.

Termini ekstrakcija implanata su izabrani iz sledecih razloga prema literaturnim
podacima (Slika 8):

1. nedelja: tokom prve nedelje zarastanja fraktura kosti dolazi do
znacajnog povecéanja nivoa proinflamatornih citokina,

2. nedelja: smatra se da se tokom 14 dana zarastanja frakture kosti
zavrSava inflamatorna faza,

4. nedelja: tokom cetvrte nedelje zarastanja frakture kosti dolazi do
drugog znacajnog povecanja nivoa proinflamatornih citokina,

8. nedelja: do kraja ovog perioda se ocekuje formiranje novog kostanog

tkiva (Mountziaris i Mikos, 2008; Shapiro, 2008)
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Ekspresija proinflamatornih citokina nakon frakture kosti
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Slika 8. Ekspresija proinflamatornih citokina nakon frakture Kkosti. Preuzeto i
modifikovano iz: Mountziaris i Mikos, 2008. Tissue Eng Part B Rev. 14: 179-186

3.1.5. Histomorfoloska analiza svetlosnom mikroskopijom

HistomorfoloSka analiza implanata obuhvatila je svetlosno-mikroskopsku
analizu preparata bojenih tehnikama hematoksilin-eozin (HE), trihromnim bojenjem po
Masson-u (MTH) i toluidin-plavo bojenjem (TB), kao i imunohistohemijskim bojenjem
(IHC) na osteopontin (OP) i osteokalcin (OC). Preparati su posmatrani i fotografisani na
Leica DMSL svetlosnom mikroskopu (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

3.15.1. Priprema implanata za svetlosno-mikroskopsku analizu

Implanti su izolovani iz zivotinja, o¢i§¢eni od okolnog vezivnog i masnog tkiva i
fiksirani najmanje 72h u 10% neutralnom formalinu. Uzorci su dekalcifikovani u 10%
etilendiamintetrasiréetnoj kiselini (EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid, engl.;
Sigma-Aldrich). Tkivo je sprovedeno do parafina dehidratacijom u rastuéim
koncentracijama etanola (50%, 70%, 95%; Merck, Germany) sa svakim u trajanju od
120 min, a zatim preko no¢i u apsolutnom etanolu. Zatim su uzorci stajali u toluolu u

trajanju od 240 min nakon Cega su kalupljeni u paraplast.
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Uzorci su seceni mikrotomom (Leica RM2255, Leica Microsystems), a debljina
preseka je bila 4 pm. PloCice sa presecima su stajale u termostatu 1h, da bi na kraju bile
potopljene u ksilol u trajanju od 10 min.

Mikroskopske plocice sa tkivnim presecima su provucene kroz seriju etanola
opadajuce koncentracije (100%, 95%, 70%, 50%) do destilovane vode. Zatim su bojene
dole navedenih tehnikama i tkivni preseci su analizirani na Leica DMSL svetlosnom

mikroskopu.

Hematoksilin-eozin bojenje

Tkivni preseci su bojeni Harris-ovim hematoksilinom 10 min, zatim su isprani
teku¢om vodom 1 bojeni eozinom 1 min. Nakon bojenja su mikroskopske plocice sa
uzorcima sprovedene od destilovane vode kroz seriju etanola rastu¢e koncentracije do
apsolutnog alkohola. Na kraju su prosvetljene u ksilolu najmanje 5 min, nakon ¢ega su

montirana pokrovna stakla.

Trihromno bojenje po Masson-u

Tkivni preseci su bojeni Weigert-ovim hematoksilinom 10 min i isprani u
destilovanoj vodi. Zatim su 2 min bojeni meSavinom rastvora kiselog fuksina i Ponso
2R rastvora u odnosu 1:2 1 opet isprani destilovanom vodom. Na plo€ice je naneta 1%
fosfomolibdenska kiselina i to 2 puta po 1 min, a zatim preko nje rastvor Anilin plavog
u trajanju od 5 min, nakon ¢ega je vrseno ispiranje destilovanom vodom. Nakon bojenja
su mikroskopske plo€ice sa uzorcima sprovedene od destilovane vode kroz seriju
etanola rastu¢e koncentracije do apsolutnog alkohola. Na kraju su stajale u ksilolu

najmanje 5 min, nakon ¢ega su montirana pokrovna stakla.

Toluidin-plavo bojenje

Tkivni preseci su bojeni 1% rastvorom toluidin plavog u trajanju od 20 min, a
zatim isprani u destilovanoj vodi. Nakon bojenja su mikroskopske ploc¢ice sa uzorcima

sprovedene od destilovane vode kroz seriju etanola rastu¢e koncentracije do apsolutnog
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alkohola. Na kraju su stajale u ksilolu najmanje 5 min, nakon ¢ega su montirana

pokrovna stakla.

Imunohistohemijska bojenja streptavidin-biotin metodom

Tkivni preseci su bojeni antitelima na osteokalcin (OC, ab93876, Abcam, USA)
1 osteopontin (OP, ab8448, Abcam, USA). Za imunohistohemijsku detekciju je koris¢en
HRP/DAB detekcioni IHC kit (ab64261 Abcam, USA), prema uputstvu proizvodaca.

Preseci su deparafinisani ksilolom (2 x 3 min) i rehidratisani u seriji etanola
opadajuce koncentracije (100%, 95%, 70%, 50%) svakim ponaosob u trajanju od 3 min,
a zatim ispirani u tekucoj vodi.

Pozadinsko 1 nespecificno bojenje spreCeno je inaktivacijom endogene
peroksidaze inkubacijom preseka sa vodonik peroksidom (Hydrogen Peroxide Block,
engl.) 10 min na sobnoj temperaturi, i inkubacijom preseka u blokiraju¢em serumu
(Protein Block, engl.) 5 min na sobnoj temperaturi.

Inkubacija sa primarnim antitelima je trajala 60 min i odvijala se na temperaturi
od 37°C. Anti-OC i anti-OP antitela su razblazena u odnosu 1:200 u PBS-u.

Nakon inkubacije sa primarnim antitelima preseci su inkubirani sa
biotinizovanim sekundarnim antitelom (Biotinylated goat anti-rabbit I1gG, engl.) i to 10
min na sobnoj temperaturi, kao i streptavidin peroksidazom pod istim uslovima.
Kompleks streptavidina i peroksidaze se vezuje za biotin na sekundarnom antitelu.
Obojeni signal je dobijen inkubacijom sa DAB hromogenom i njegovim supstratom (20
plI DAB hromogena u 1 ml DAB supstrata) u trajanju od 10 min na sobnoj temperaturi.

Tkivni preseci su kontrastirani Mayer-ovim hematoksilinom, dehidratisani kroz
seriju etil alkohola rastuc¢ih koncentracija i montirani u permauntu.

Za negativnu kontrolu su uzeti preseci kosti miSa i svih grupa implanata
tretiranih po navedenom protokolu, ali bez inkubacije sa primarnim antitelom.

Za pozitivnu kontrolu su uzeti preseci kosti miSeva tretiranih po navedenom
protokolu.

Pod svetlosnim mikroskopom jasno se uocava braon obojeni proizvod reakcije.
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3.2. Eksperimenti in vitro

Eksperimentalni rad u in vitro uslovima podrazumevao je preliminarna
istrazivanja na PM, istrazivanja na monocitno-makrofagnoj ¢elijskoj liniji RAW 264.7
miSje leukemije i istrazivanja osteogene diferencijacije preosteoblastne celijske linije
MC3T3-E1. Eksperimenti ove vrste su uradeni na Odeljenju za celijsko i tkivno
inZenjerstvo Nauc¢noistrazivackog centra za biomedicinu Medicinskog fakulteta

Univerziteta u NiSu.

3.2.1. Celijske linije

3.2.1.1. L1929 ¢elijska linija

L929 ¢elije su misja fibroblastna celijska linija dobijena iz Balb/c miseva. U
naSim eksperimentima 1929 ¢elije su kultivisane u DMEM-U obogac¢enom sa 10%
fetalnim govedim serumom (FBS - Fetal Bovine Serum, engl.; PAA Laboratorie,
Austria), 2 mM L-glutaminom i antibiotik-antimikotik rastvorom u inkubatoru na 37°C
u atmosferi zasi¢enoj vlaznos¢i i u prisustvu 5% CO,. Medijum je menjan na svaka 2-3

dana do dostizanja odgovarajuce konfluentnosti.

3.2.1.2. MC3T3-E1 ¢elijska linija

MC3T3-E1 je preosteoblastna ¢elijska dobijena iz C57BL/6 soja miSeva, koja se
Cesto koristi kao model u ispitivanjima biologije kosti. Ova ¢elijska linija je jedan od
najkonvencionalnijih i fizioloski najrelevantnijih sistema za naSu vrstu istrazivanja.
MC3T3-E1 ¢elije su kultivisane u DMEM-u obogaé¢enom sa 10% FBS, 2 mM L-
glutaminom i antibiotik-antimikotik rastvorom u inkubatoru na 37°C i 5% CO.,.

Medijum je menjan na svaka 2-3 dana do dostizanja odgovarajuce konfluentnosti.
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3.2.1.3.  RAW 264.7 ¢elijska linija

RAW 264.7 celijska linija je monocitno-makrofagna celijska linija misje
leukemije Balb/c miseva. U nasim eksperimentima RAW 264.7 ¢elije su kultivisane u
DMEM-u obogac¢enom sa 10% FBS-om, 2 mM L-glutaminom i antibiotik-antimikotik

rastvorom u inkubatoru na 37°C i 5% CO. Celije su pasazirane na svaka 2-3 dana.

3.2.2. Kratkotrajne Celijske kulture makrofaga

U eksperimentima sa kratkotrajnim ¢elijskim kulturama makrofaga su koris¢eni
RPM i TEPM kolektovani iz peritoneuma Balb/c miSeva. RPM odnosno TEPM su
zasadeni u gustini 2 x 10° nukleisanih ¢elija u 1 ml RPMI 1640 medijuma obogaéenog
sa 2% FCS, 2 mM L-glutaminom i antibiotik-antimikotik rastvorom u sterilnu plo¢u sa
12 bunara (Greiner Bio-One, Germany). Celije su inkubirane 3 h u vlaznoj atmosferi sa
5% CO; na 37°C da bi se zalepile za dno plastitne posude. Nakon isteka perioda
inkubacije su celije koje se nisu zalepile isprane PBS-om, a adherirane ¢elije, koje su

predstavljale popuaciju PM, su koris¢ene u daljem eksperimentu.

3.2.3. Tretman rezidentnih peritonealnih makrofaga lipopolisaharidom i

kolektovanje kondicioniranog medijuma

RPM su tretirani LPS-om (0111:B4 Escherichia coli) rastvorenim u medijumu
za kultivaciju. Napravljene su slede¢e koncentracije LPS-a u DMEM-u: 100 ng/ml, 10
ng/ml i 1 ng/ml. Celije su inkubirane 24 h u sterilnoj plo¢i za kultivaciju sa 12 bunara u
po 2 ml medijuma sa navedenim koncentracijama LPS-a, a kontrole su bile ¢elije u
medijumu bez LPS-a (0 ng/ml). Kondicionirani medijumi makrofaga su pripremljeni
prema ranije publikovanim protokolima, uz modifikacije (Sassa i sar., 1983; McKenna i
sar., 1988). Kondicionirani medijumi su aspirirani iz bunara i centrifugirani na 3000
o/min, 10 min, na sobnoj temperaturi. Zatim su filtrirani kroz filter sa porama veli¢ine
0.2 um (Minisart® Sartorius, Wien, Austria), alikvotirani i zamrznuti na -20°C do dalje

upotrebe.
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3.2.4. Tretman RAW 264.7 makrofaga lipopolisaharidom i deksametazonom i

kolektovanje kondicioniranog medijuma

U ovom eksperimentu 2 x 10° RAW 264.7 ¢éelija je zasadeno po bunaru u
sterilnoj plo¢i za kultivaciju sa 12 bunara u DMEM medijumu oboga¢enom sa 10%
FBS-om, 2 mM L-glutaminom i antibiotik-antimikotik rastvorom. Nakon 24 h
inkubacije pod standardnim uslovima, stari medijum je uklonjen i ¢elijama je dodat
DMEM medijum sa odgovaraju¢om koncentracijom LPS-a ili deksametazona. LPS je
koriS¢en u koncentraciji 100 ng/ml ili 1 ng/ml, dok je deksametazon koriS¢en u
koncentraciji 10° M. Ukupno je dodato po 2 ml navedenih medijuma u kojima su éelije
inkubirane 4 h, a zatim su ovi medijumi uklonjeni, a svim ¢elijama je dodat svez
DMEM medijum u kome su ¢elije inkubirane jo$ 20 h. Kontrola su bile ¢elije koje su
tokom 4 h + 20 h inkubirane u standardnom DMEM-u, tj. sa zamenom medijuma nakon
prva 4 h inkubacije. Kondicionirani medijumi su izdvojeni iz bunara i centrifugirani na
3000 o/min, u trajanju od 10 min, na sobnoj temperaturi, a zatim su filtrirani kroz filter

sa porama veli¢ine 0.2 pm, alikvotirani i zamrznuti na -20°C do dalje upotrebe.

3.2.5. Metode za funkcionalnu analizu makrofaga

3.25.1. L1929 bioesej za determinaciju TNF-a

Prisustvo TNF-a u kondicioniranim medijumima je odredeno testom
citotoksi¢nosti na 1929 ¢elijskoj liniji. Ova ¢elijska linija se najcesce koristi u tu svrhu
zbog visoke osteljivosti na TNF-a (Shiau i sar., 2001). Nakon postizanja odgovarajuce
konfluentnosti Celije su odlepljene rastvorom Tripsin-EDTA (PAA Laboratoies,
Austria) i centrifugirane na 1000 o/min, 10 min, na 4°C. U ovom eseju je zasadeno 2.5
x 10* ¢elija po bunaru u sterilnu plocu za kultivaciju sa 96 bunara u DMEM -u
obogac¢enom sa 10% FBS-om, 2 mM L-glutaminom i antibiotik-antimikotik rastvorom.
Nakon 24 h inkubacije pod standardnim uslovima, medijum je uklonjen i kondicionirani
medijumi makrofaga sa sadrzajem FBS-a u finalnoj koncentraciji od 10% i 2 mM L-
glutaminom su dodati ¢elijama. Standardni medijum sa sadrzajem suplemenata kao $to

je iznad navedeno (kontrolni medijum) je dodat celijama koje su iskoriS¢ene kao
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kontrola. Celije su inkubirane jo§ 24 h sa kondicioniranim ili kontrolnim medijumom.
Celije su na kraju inkubacionog perioda mikroskopski analizirane pod invertnim
svetlosnim mikroskopom (Observer Z1, Carl Zeiss, Nemacka), a zatim je izveden MTT

test citotoksi¢nosti.

MTT test

MTT test citotoksicnosti je Kkolorimetrijski test baziran na redukciji zute
tetrazolijumove soli 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2, 5-difeniltetrazolijum bromida (MTT,
Carl Roth, Germany) od strane mitohondrijalnih dehidrogenaza vijabilnih ¢elija, do
ljubicasto obojenog formazana koji je nerastvoran u vodi. U naSem eksperimentu test je
izveden po osnovnim principima Mosmannove metode (Mosmann, 1983), sa
modifikacijama. Nakon odgovarajuc¢eg inkubacionog perioda, ¢elije su isprane PBS-om
i zatim je po 100 pl MTT rastvora u koncentraciji 1 mg/ml dodato u svaki bunar. Celije
su inkubirane u MTT rastvoru naredna 3 h na 37°C. Kristali formazana su rastvoreni sa
100 pl 2-propanola (Fiscer Chemical, USA) i onda je merena absorbanca na ELISA
reader-u (Thermo Labsystems) na 540 nm. Rezultati su prikazani kao procenat celijske
vijabilnosti od kontrole koji je racunat po sledec¢oj formuli: % celijske vijabilnosti =
vrednost absorbance c¢elija u kondicioniranom medijumu * 100 / vrednost absorbance

¢elija u kontrolnom medijumu.

3.2.5.2.  Mikroskopski NBT test

NBT (Nitroblue tetrazolium, engl.) test se konvencionalno koristi za odredivanje
unutarcelijske produkcije reaktivnih jedinjenja kiseonika (ROS; Reactive oxygene
species, engl.) u fagocitima, kroz njihovu sposobnost da redukuju NBT supstancu (Choi
i sar., 2006). Mikroskopski NBT test je izveden prema principima Gifford i Malawista
metode (Gifford i Malawista, 1972) sa nekim modifikacijama. U ovom testu su
koriS¢ene kulture makrofaga u sterilnoj plo¢i za kultivaciju sa 12 bunara, koje su
paralelno testirane na produkciju TNF-o. Medijumi u kojima su ¢elije kultivisane su
uklonjeni 1 ¢elije su isprane svezim medijumom. NBT rastvor, pripremljen rastvaranjem

NBT praha (Nitrotetrazolium Blue chloride, engl.; Sigma-Aldrich) u PBS-u (pH 7.4), je
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filtriran kroz filter sa porama veli¢ine 0.2 pm i dodat makrofagima u koncentraciji
0.1% (w/v). Da bi se stimulisala redukcija NBT-a, dodat je forbol miristat acetat (PMA;
Phorbol 12-myristate 13-acetate, engl.; Sigma-Aldrich) u finalnoj koncentraciji 10° M.
Celije su inkubirane u NBT-PMA rastvoru 30 min na 37°C. Makrofagi su redukovali
7uto obojeni NBT u vrlo tamne kristale formazana. Celije su na kraju inkubacionog
perioda isprane PBS-om i fiksirane 5 min u metanolu na sobnoj temperaturi. Fiksirane
éelije su isprane destilovanom vodom i osusene na vazduhu. Celije su analizirane pod
invertnim svetlosnim mikroskopom, prethodno prekrivene malom koli¢inom PBS-a
kako bi se granule formazanskih kristala lepo videle bez kontrastnog bojenja. Za
semikvantitativnu analizu NBT testa koris¢ena je skala od "0" do "3". Sa "0" su
oznacene cCelije bez depozita formazana, sa "1" Celije sa malom koli¢inom praskastog
formazana, sa "2" celije sa nekoliko gustih formazanskih nakupina i sa "3" celije
potpuno ispunjene formazanskim kristalima. Procenat svake klase ¢elija je raCunat
nakon brojanja najmanje 250 ¢elija u tetraplikatu. Klasa "0" predstavlja NBT negativne,

a ostale klase su NBT pozitivne ¢elije.

3.2.6. Osteogena diferencijacija in vitro

U eksperimentima osteogene diferencijacije koris¢ene su MC3T3-El éelije, koje
su kultivisane u kondicioniranim medijumima iz eksperimenata sa RAW 264.7
¢elijama. Prvo je uraden test proliferacije sa 100%, 50% 1 25% razblazenjima ovih

medijuma.

3.2.6.1.  Test ¢elijske proliferacije

U cilju ispitivanja celijske proliferacije u kondicioniranim medijumima koris¢en
je kristal-violet test, koji je baziran na sposobnosti Kkristal-violet boje da se veze za
nasledni materijal Zivih ¢elija koje su adherirale za dno plasticne posude u kojoj se gaje
(Flick i Gifford, 1984). To je zapravo metoda za kvantifikaciju broja celija u
jednoslojnim kulturama, koja se izrazava kao vrednost absorbance boje usvojene od
strane Celija. MC3T3-E1 celije su zasadene u gustini od 5 x 108 ¢elija/bunaru, u sterilnoj

plo¢i za kultivaciju sa 96 bunara. Celije su ostavljene 24 h u DMEM-u obogaéenom sa
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10% FBS, 2 mM L-glutaminom i antibiotik/antimikotik rastvorom da adheriraju za
podlogu. Zatim su dodati kondicionirani medijumi dobijeni u eksperimentima sa RAW
264.7 ¢elijskom linijom u koncentracijama 100%, 50% 1 25% 1 ¢elije su inkubirane jo$
72 h. Svaka koncentracija kondicioniranog medijuma stavljana je u tetraplikatu a
srednja vrednost uzeta je iz tri nezavisna eksperimenta. Nakon isteka inkubacionog
perioda, ¢elije su isprane PBS-om da bi se uklonile nezive, neadherentne Ccelije.
Preostale vijabilne, adherentne celije su fiksirane metanolom 1 bojene 1% rastvorom
kristal-violeta na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 min. Zatim su Celije isprane pod
mlazom tekuce vode i boja kristal-violet je rastvorena 33% rastvorom siréetne kiseline.
Absorbanca rastvorene boje, koja je u korelaciji sa brojem vijabilnih ¢elija je merena na
ELISA reader-u (Thermo Labsystems) na 570 nm. Rezultati su predstavljeni kao
procenat ¢elijske proliferacije od kontrole koji je racunat po sledec¢oj formuli: % cCelijske
proliferacije = vrednost absorbance ¢elija u kondicioniranom medijumu * 100 / vrednost

absorbance ¢elija u kontrolnom medijumu.

3.2.6.2.  Osteogena diferencijacija MC3T3-El1 ¢elija

Radi ispitivanja osteogene diferencijacije ¢elija in vitro, MC3T3-E1 ¢elije su
posadene u gustini od 1000 ¢elija/bunaru u sterilnu plocu za kultivaciju sa 24 bunara.
Celije su kultivisane u DMEM medijumu oboga¢enom sa 10% FBS, 2 mM L-
glutaminom i antibiotik/antimikotik rastvorom da adheriraju za plasti¢no dno bunara 24
h. Nakon isteka ovog perioda iz bunara sa ¢elijama je uklonjen DMEM i zamenjen
100% 1 25% razblaZzenjima kondicioniranih medijuma iz tretmana RAW 264.7 Celija.
Kondicioniranim medijumima su dodati osteogeni faktori i to: 50 uM askorbinske
kiseline 2-fosfata i 2 mM B-glicerofosfata (Vunjak-Novakovic i Freshney, 2006; Wang i
sar., 2010). Uporedo su ispitivane ¢elije koje su rasle samo u osteogenom medijumu ili
samo u DMEM medijumu. Eksperiment je raden u tetraplikatu. Celijama je menjan

medijum svakog treeg dana. Osteogena diferencijacija je zavrSena 6. dana fiksacijom

¢elija u 10% formalinu u trajanju od 15 min.
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3.2.7. Metode svetlosno-mikroskopskog ispitivanja osteogeno diferenciranih

éelija

Bojenje Von Kossa

Bojenje Von Kossa koris¢eno je u cilju detekcije kristala fosfata u kulurama
osteogeno diferenciranih celija. PloCice sa fiksiranim c¢elijama su tretirane 2%
rastvorom srebro-nitrata u trajanju od 30 do 60 min pod UV svetlom, a onda 5%
rastvorom natrijum-tiosulfata u trajanju od 5 min. Zatim su kontrastirane rastvorom
Nuclear Fast Red u trajanju od 1 min, isprane teku¢om vodom, osusene i montirane na

predmetna stakla.

Imunocitohemijska bojenja streptavidin-biotin metodom

Plocice sa ¢elijama su bojene antitelima na osteokalcin (OC, ab93876, Abcam,
USA) i osteopontin (OP, ab8448, Abcam, USA). Za imunocitohemijsku detekciju je
koris¢en HRP/DAB detekcioni THC kit (ab64261 Abcam, USA), prema uputstvu
proizvodaca.

Pre bojenja su ¢elije tretirane rastvorom 0.25% Triton X u trajanju od 10 min,
radi permeabilizacije ¢elijske membrane.

Pozadinsko 1 nespecificno bojenje spreCeno je inaktivacijom endogene
peroksidaze vodonik peroksidom 10 min na sobnoj temperaturi, i inkubacijom plocica u
blokiraju¢em serumu 5 min na sobnoj temperaturi.

Inkubacija sa primarnim antitelima je trajala 60 min i odvijala se na temperaturi
od 37°C. Anti-OC i anti-OP antitela su razblazena u odnosu 1:500 u PBS-u.

Nakon inkubacije sa primarnim antitelima plocice sa ¢elijama su inkubirane sa
biotinizovanim sekundarnim antitelom i to 10 min na sobnoj temperaturi, kao i
streptavidin peroksidaza pod istim uslovima. Kompleks streptavidina i peroksidaze se
vezuje za biotin na sekundarnom antitelu. Obojeni signal je dobijen inkubacijom sa
DAB hromogenom i njegovim supstratom (20 pul DAB hromogena u 1 ml DAB

supstrata) u trajanju od 10 min na sobnoj temperaturi.
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Celije su kontrastirane Mayer-ovim hematoksilinom u trajanju od 1 min i
montirane.

Pod svetlosnim mikroskopom jasno se uo€ava braon obojeni proizvod reakcije.
Svi imunocitohemijski obojeni preparati posmatrani su i fotografisani na Leica DMSL

svetlosnom mikroskopu.
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4. REZULTATI

U ovoj doktorskoj disertaciji eksperimenti su dizajnirani tako da se moze pratiti i
analizirati efekat makrofaga na proces ektopi¢ne osteogeneze u uslovima in Vvivo i

razli¢itim uslovima in vitro, pa su i rezultati prema tome podeljeni u dva odeljka.

4.1. Rezultati in vivo istrazivanja

Subkutani implanti su ekstrahovani nakon 1, 2, 4 i 8 nedelja od implantacije.
Nakon standardne obrade uzoraka 1 seCenja, preparati sa iseCcima su bojeni
histohemijskim i imunohistohemijskim tehnikama (IHC) i analizirani na nivou svetlosne

mikroskopije.

4.1.1. Histoloski nalaz nakon nedelju dana od implantacije

4.1.1.1. Implanti sa rezidentnim peritonealnim makrofagima - NM tip

Histoloski nalaz na implantima NM tipa pokazuje da se oko njih nalazi
viSeslojna vezivna kapsula u kojoj su prisutne celije. Implanti poseduju kompaktnu
strukturu (Slike 9a i1 b). Resorpcija granula mineralnog matriksa kosti (MMK) je
generalno slaba, mada postoje mesta gde je izrazenija. Pojedine granule fagociti ne
razgraduju samo povrsinski, ve¢ 1 iznutra. Na nekim mestima su se u granule MMK
infiltrirale sitne Celije, okruglog oblika, koje se jako boje HE bojenjem (Slika 9c).
Mestimi¢no se vidi distribucija boje koja odgovara regionima granula natopljenih
¢elijskim sekretima (Slika 9a). Izmedu granula MMK je vezivno tkivo koje je bogato
¢elijama 1 vlaknima i njemu se mogu uociti brojni krvni sudovi, uglavnom malog
dijametra (Slika 9d). O prisustvu vecih krvnih sudova koji su razvijeni da opskrbljuju
implant moZe se zakljuciti na osnovu hemoragije prisutne na dosta analiziranih iseCaka
implanata . | na periferiji i u unutraSnjosti implanata postoji nezrelo vezivno tkivo (Slika
9b). Vlakna kolagena zastupljena su pre svega u vezivnoj kapsuli. Na povrSini granula

se ponegde mogu zapaziti spljostene Celije, vretenastog oblika, nalik preosteoblastima.
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Imunoekspresija osteopontina (OP) je umerena (Slika 9e), dok je imunoekspresija
osteokalcina (OC) slaba (Slika 9f).
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Slika 9. Implanti sa rezidentnim peritonealnim makrofagima nedelju dana nakon
implantacije
a. granule mineralnog matriksa kosti natopljene su ¢elijskim sekretima; TB, 200x
b. nezrelo vezivno tkivo razvijeno je i na periferiji i u unutraSnjosti implanta; TB,
200x
c. celije naslojavaju povrSinu granula mineralnog matriksa kosti i infiltriraju
njihovu unutrasnjost; HE 400x
d. vezivno tkivo izmedu granula mineralnog matriksa kosti bogato je ¢elijama i
krvnim sudovima; HE, 400x
e. osteopontin; IHC, 200x
f. osteokalcin; IHC, 100x

41.1.2. Implanti sa tioglikolatom elicitiranim  peritonealnim
makrofagima - TM tip

Oko implanata TM tipa postoji vezivna kapsula koja je dobro razvijena, bogata
¢elijama 1 krvnim sudovima (Slika 10a). Granule MMK su krupne, a proces resorpcije,
¢1ij1 su akteri mahom jednojedarni fagociti, je u pocetnoj fazi (Slika 10b). Na periferiji
implanata prostori izmedu granula su bogatiji ¢elijama, vlaknima i sitnim krvnim
sudovima, dok u unutrasnjosti implanata postoji fibrinska mreza sa retkim celijama
(Slike 10a i c). Na periferiji implanata se zapaza i nezrelo vezivno tkivo, koje je bogato
krvnim sudovima (Slika 10a). Celije naslojavaju granule MMK, a na nekim mestima ih
infiltriraju. Manje celije sa krupnim okruglim jedrima na povrSini granula MMK
nalikuju preosteoblastima (Slika 10d). Imunoekspresija osteopontina (OP) je jaka i on
prozima i granule MMK 1 sam vencelijski matriks (Slika 10f), dok je imunoekspresija

osteokalcina (OC) slaba, skoncentrisana u vancelijskom matriksu (Slika 10g).
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Slika 10. Implanti sa tioglikolatom elicitiranim peritonealnim makrofagima nedelju
dana nakon implantacije:

a. oko implanta postoji vezivna kapsula bogata krvnim sudovima, dok se u
prostorima medu granulama u unutrasnjosti implanta vidi fibrinska mreza; HE,
200x
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granule mineralnog matriksa kosti u resorpciji; HE, 200x

¢elije 1 krvni sud u granuli mineralnog matriksa kosti; HE, 400x

Q o

¢elije na povrsini granula mineralnog matriksa kosti; HE, 400x

@

osteopontin; IHC, 100x
osteokalcin; IHC, 100x

=-h

4.1.1.3. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim nizom

koncentracijom lipopolisaharida - LM1 tip

Oko implanata LM1 tipa se uocava debela, ¢elijama bogata vezivna kapsula,
koja sadrzi krvne sudove. Prisutne su krupne, visejedarne fagocitne ¢éelije, a granule
MMK su redukovane i istanjene, zbog izrazenog procesa resorpcije (Slika a). Vezivno
tkivo izmedu granula MMK je jako bogato ¢elijama, medu kojima se isti¢u neutrofili. U
implantima se na pojedinim mestima moze uociti granulomatozna reakcija (Slika a).
Vlakna kolagena su zastupljena pre svega u kapsuli i u perifernim regionima implanata
(Slika b). Na pojedinim mestima se na povrsini granula MMK zapazaju jednojedarne
¢elije rasporedene u jednom sloju, kao i ¢elije koje su infiltrirale granule MMK (Slike
11a i b). Imunoekspresija osteopontina (Slika 11c) i osteokalcina je umerena (Slika
11d).
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Slika 11. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim niZzom koncentracijom
lipopolisaharida nedelju dana nakon implantacije:

a. na periferiji implanta je vezivna kapsula sa ¢elijama, ispod koje se nalaze krvni
sudovi. Granule mineralnog matriksa kosti su dosta resorbovane, a prisutna je i
infiltracija neutrofila; HE, 400x

b. vlakna kolagena rasuta su pretezno u vezivnoj kapsuli i periferiji implanta, a
ispod nje se nalaze nezrelo vezivno i masno tkivo; MTH, 200x
osteopontin; IHC, 200x

d. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.1.4. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim viSom

koncentracijom lipopolisaharida - LM2 tip

Oko implanata LM2 tipa prisutna je Siroka vezivna kapsula, bogata ¢elijama.
Izrazita resorpcija granula MMK je okarakterisana prisustvom krupnih visejedarnih
fagocita. Granule MMK su jako resorbovane i u njih, sa periferije implanata, prodire
¢elijama bogato vezivno tkivo (Slika 12a). Izmedu granula MMK u unutrasnjosti
implanata moze se videti fibrinska mreza sa retkim jednojedarnim ¢elijama (Slika 12b).
Primetna je jaka infiltracija neutrofila u implante, ali i u same granule MMK (Slika
12b). Krvni sudovi su retki. Vlakna kolagena su zastupljena prevashodno u vezivnoj
kapsuli, a retka u samom matriksu implanata (Slika 12c¢). Na povrsini granula MMK se
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ponegde rasporeduju ¢elije koje bi mogle biti prekursori osteoblasta ili osteoklasta

(Slika 12a). Imunoekspresija OP (Slika 12d) je jaka, a OC slaba (Slika 12e).
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Slika 12. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim viSom koncentracijom
lipopolisaharida nedelju dana nakon implantacije:
a. granule mineralnog matriksa kosti u resorpciji; HE, 400x
b. fibrinska mreza u unutrasnjosti implanta; HE, 400x
vezivna kapsula implanta bogata je kolagenom; MTH, 200x
d. osteopontin; IHC, 100x
e. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.15. Implanti sa  peritonealnim makrofagima  tretiranim

deksametazonom - DM tip

Tanka, rastresita, ¢elijama siromasna vezivna kapsula obuhvata implante DM
tipa (Slika 13a). Fagociti resorbuju granule MMK i spolja i iznutra. U unutrasnjosti
implanata moze se videti fibrinska mreza sa sitnim jednojedarnim ¢elijama (Slika 13a i
b). U implantima se na pojedinim mestima zapazaju i neutrofili (Slika 13b). Krvni
sudovi su retki. Rastresita kolagena vlakna prisutna su prevashodno u vezivnoj kapsuli i
u regionima ispod nje, dok su u unutrasnjosti implanata slabo zastupljena (Slika 13a).
Imunoekspresija OP (Slika 13c) je umerena, a OC (Slika 13d) slaba.
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Slika 13. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim deksametazonom nedelju
dana nakon implantacije:
a. kolagena vlakna zastupljena su mahom u vezivnoj kapsuli; MTH, 200x
b. prisustvo neutrofila u implantu; HE, 400x
osteopontin; IHC, 200x
d. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.1.6. Implanti formirani kombinovanjem nosa¢a makrofaga - K tip

Po povrsini implanata K tipa (koji su predstavljali kombinaciju krvnog ugruska i
MMK) se nakon nedelju dana od implantacije opaza tanka vezivna kapsula (Slike 14a -
14d). Implanti joS uvek imaju originalnu konzistenciju i granule MMK su krupne. Na
periferiji implanata postoje znaci resorpcije granula (Slike 14a i b). Medutim, one nisu
natopljene sekretima c¢elija, verovatno zato §to nema mnogo fagocita na njihovoj
povrsini (Slika 14c¢). Izmedu granula MMK se na periferiji implanata nalazi nezrelo
vezivno vezivo, a u njihovoj unutrasnjosti je fibrinska mreza siromasna celijama (Slike
14a i d). U vezivnom tkivu na periferiji implanata postoje sitni krvni sudovi (Slika 14d).
Ponegde se uocavaju ¢elije koje naslojavaju povrSinu granula MMK (Slika 14a).

Imunoekspresija OP je jaka (Slika 14e), dok je imunoekspresija OC slaba (Slika 14f).
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Slika 14. Implanti formirani kombinovanjem nosa¢a makrofaga nedelju dana nakon
implantacije:

a. periferni deo implanta u kome se uocava proces resorpcije; HE, 200x

b. granule mineralnog matriksa kosti infiltrirane jednojedarnim ¢elijama; HE, 400x

c. granule mineralnog matriksa kosti; TB, 200x
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d. celijama siromasna fibrinska mreza u unutrasnjosti implanta; HE, 100x
e. osteopontin; IHC, 100x
f. osteokalcin; IHC, 100x

4.1.1.7.  Implanti od mineralnog matriksa kosti - B tip

Vezivna kapsula oko implanata B tipa je tanka i1 sadrzi ¢elije, a na nekim
mestima je prozeta masnim tkivom (Slika 15a). Granule MMK u implantima B tipa su
krupne, a u procesu resorpcije uc¢estvuju pojedinacni, visejedarni fagociti, koji resorbuju
granule i spolja i iznutra (Slike 15b i d). Vezivno tkivo na periferiji implanata je
bogatije ¢elijama i u njemu su zastupljeni retki krvni sudovi malog dijametra, za razliku
od unutrasnjosti implanata gde postoji ¢elijama siromasna fibrinska mreza (Slike 15b i
c). Tanka kolagena vlakna zastupljena su mahom u vezivnoj kapsuli (Slika 15c).
Jednojedarne ¢elije i vlakna prodiru u prostore unutar granula MMK koje su resorbovali
viSejedarni fagociti, a celije su rasporedene i na njihovoj povrSini i one bi mogle
predstavljati prekursore osteoblasta ili osteoklasta (Slike 15b i d). Imunoekspresija OP
je umerena (Slika 15e), dok je imunoekspresija OC slaba, primetna prevashodno u

prostorima izmedu granula (Slika 15f).
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Slika 15. Implanti od mineralnog matriksa kosti nedelju dana nakon implantacije:

a.
b.

- ® o o

vezivna kapsula implanta prozeta masnim tkivom; TB, 200x

veca zastupljenost celija i krvnih sudova na periferiji implanta i prisustvo
fibrinske mreze u njegovoj unutrasnjosti; HE, 200x

kolagena vlakna u vezivnoj kapsuli i na periferiji implanta; MTH, 100x

granula mineralnog matriksa kosti u resorpciji; HE, 400x

osteopontin; IHC, 100x

osteokalcin; IHC, 200x
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4.1.2. Histoloski nalaz nakon dve nedelje od implantacije

4.1.2.1. Implanti sa rezidentnim peritonealnim makrofagima - NM tip

Oko implanata NM tipa postoji Siroka kapsula od nezrelog vezivnog tkiva.
Granule MMK su primetno resorbovane i spolja i iznutra zahvaljuju¢i brojnim,
krupnim, viSejedarnim fagocitima (Slike 16a i b). Na periferiji implanata je prisutno
nezrelo vezivno tkivo, ali je u nekim perifernim regionima formirano masno tkivo
(Slika 16c¢). Vezivno tkivo izmedu granula MMK je bogato razli¢itim tipovima ¢éelija.
Prisutna je i infiltracija neutrofila u implante (Slika 16d). Proces angiogeneze je
napredovao u odnosu na prethodni termin posmatranja, o ¢emu svedoci prisustvo
brojnih krvnih sudova veceg dijametra (Slika 16a). Ponegde se mogu uociti mesta gde
krvni sud okruzen ¢elijama prodire u samu granulu MMK, §to podseca na strukturu
osteona (Slika 16b). Na povrSinu granula MMK nalezu izduzene ¢elije, koje nalikuju
osteoblastima (Slika 16d). Imunoekspresija OP je umerena (Slika 16e), dok je
imunoekspresija OC slaba (Slika 16f).
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Slika 16. Implanti sa rezidentnim peritonealnim makrofagima dve nedelje nakon

implantacije:

a.
b.

C.
d.

= D

veliki broj krvnih sudova prozima implant; HE, 400x

struktura nalik osteonu u granuli mineralnog matriksa kosti; HE, 400x
nezrelo vezivno i masno tkivo na periferiji implanta; TB, 200x
infiltracija neutrofila u implant; HE, 400x

osteopontin; IHC, 200x

osteokalcin; IHC, 200x

4.1.22. Implanti sa tioglikolatom elicitiranim  peritonealnim

makrofagima - TM tip

Vezivna kapsula oko implanata TM tipa je joS uvek rastresita. Granule MMK su

krupne, ali je proces resorpcije vise odmakao u odnosu na prethodni termin
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posmatranja. Na nekim mestima se mogu uociti veoma aktivni visejedarni fagociti, koji
resorbuju granule MMK i spolja i iznutra (Slike 17a i b). Implanti su prozeti krvnim
sudovima uglavnom manjeg dijametra (Slike 17a, ¢ i d). [zmedu granula MMK je dobro
razvijeno vezivno tkivo, koje je bogato celijama i1 kolagenom. Na povr$ini granula
MMK se mogu uociti izduzene i kockaste ¢elije nalik na osteoblaste. Vlakna kolagena
su dobro razvijena i u unutrasnjosti implanata, pruzaju se paralelno sa granulama MMK
1 uokviruju ih nalezuéi na sloj ¢elija koji je u direktnom kontaktu sa granulama (Slike

17c¢ i d). Imunoekspresija OP (Slika 17¢) i OC (Slika 17f) je umerena.
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Slika 17. Implanti sa tioglikolatom elicitiranim peritonealnim makrofagima dve nedelje
nakon implantacije:
a. granule mineralnog matriksa kosti u resorpciji i prisustvo krvnih sudova u

vezivu implanta; HE, 400x

o

krupni viSejedarni fagociti na povrSini mineralnog matriksa kosti; MTH, 400x

¢elije rasporedene po povrsini granula mineralnog matriksa kosti; MTH, 400x

Q o

jaka kolagena vlakna u implantu; MTH, 400x

@

osteopontin; IHC, 100x
osteokalcin; IHC, 200x

=-h

4.1.2.3. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim nizom

koncentracijom lipopolisaharida - LM1 tip

Oko implanata LM1 tipa postoji jo§ uvek debela, ¢elijama bogata vezivna
kapsula, ispod koje se nalazi nezrelo vezivno tkivo, ili je formirano masno tkivo (Slika
18a). Proces resorpcije je izrazen, o ¢emu svedoce dzinovski visejedarni fagociti koji
resorbuju granule MMK i spolja i iznutra (Slike 18a i b). Uocavaju se krvni sudovi
kojih ima vise nego u prethodnom terminu posmatranja, od kojih su mnogi veceg
dijametra (Slike 18a). Vezivno tkivo izmedu granula MMK odlikuje izrazito bogatstvo
¢elijama. Postoji infiltracija neutrofila i epiteloidnih ¢elija, a na viSe mesta i
granulomatozna reakcija (Slika 18c). U vezivu, izmedu granula MMK, zapazaju se
sinusoidne Supljine koje mogu predstavljati mesta na kojima su bile nekada granule

MMK, koje su u meduvremenu resorbovane (Slika 18a). Kolagena vlakna prate oblik
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granula i prostiru se u snopovima oko njih (Slika 18c). Na nekim mestima su
registrovane jednojedarne celija koje se po povrSini granula MMK rasporeduju u

jednom sloju. Imunoekspresija OP (Slika 18d) je umerena, a OC (Slika 18e) slaba.
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Slika 18. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim nizom koncentracijom
lipopolisaharida dve nedelje nakon implantacije:

a. prodor nezrelog vezivnog i masnog tkiva sa periferije implanta; HE, 100x

b. granule mineralnog matriksa kosti u resorpciji; MTH, 400x

c. granulomatozna reakcija u vezivu implanta i raspored kolagenih vlakana; MTH,

200x
d. osteopontin; IHC, 200x
e. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.24. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim viSom

koncentracijom lipopolisaharida - LM2 tip

Vezivna kapsula oko implanata LM2 tipa Siroka je i bogata ¢elijama. Postoji
izuzetno jaka aktivnost dzinovskih viSejedarnih fagocita, Kkoji rasparCavaju granule
MMK celom duzinom, a te prostore ispunjava vezivno tkivo (Slike 19a, b i c). Tkivo
izmedu granula MMK je na nekim mestima izuzetno bogato c¢elijama nalik na
fibroblaste, epiteloidnim ¢elijama, jednojedarnim i viSejedarnim fagocitima (Slike 19c i
d). U vezivnom tkivu implanata postoji granulomatozna reakcija. Vezivno tkivo izmedu
granula mineralnog matriksa kosti sadrzi krvne sudove, a u njemu se nalaze i sinusoidne
Supljine koje mogu predstavljati mesta na kojima su bile nekada granule MMK, koje su
u meduvremenu resorbovane (Slika 19b). Na periferiji implanata ispod vezivne kapsule
formira se masno tkivo (Slika 19a). Jake naslage kolagena na periferiji slabe iduéi ka
unutrasnjosti implanata 1 prate oblik granula, a rasporedene su u paralelnim snopovima,
nalezu¢i na sloj ¢elija koje su u direktnom kontaktu sa granulama MMK (Slikal9 a). Na
povrsini granula MMK zapazaju se jednojedarne celije, koje mogu biti prekursori
osteoblasta ili osteoklasta (Slike 19b, ¢ i d). Imunoekspresija OP (Slika 19f) i OC (Slika

199) je umerena.
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Slika 19. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim viSsom koncentracijom
lipopolisaharida dve nedelje nakon implantacije:

a. prodor perifernog masnog tkiva u unutrasnjost implanta; HE, 200x

b. krvni sudovi u ¢elijama bogatom vezivnom tkivu implanta; HE, 200x

c. granulomatozna reakcija u vezivnom tkivu implanta; HE, 400x
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d. infiltracija neutrofila u unutrasnjost implanta; HE, 400x
e. osteopontin; IHC, 200x
f. osteokalcin; IHC, 200x

4125 Implanti sa  peritonealnim makrofagima  tretiranim

deksametazonom - DM tip

Oko implanata DM tipa postoji tanka, viSeslojna vezivna kapsula. Proces
resorpcije je izrazeniji na periferiji implanata, gde su granule MMK isitnjene za razliku
od onih u unutrasnjosti, mada se i unutar implanata na mnogim mestima mogu uoc¢iti
visejedarni fagociti (Slike 20a i b). Vezivno tkivo izmedu granula je izuzetno bogato
¢elijama i krvnim sudovima (Slike 20c i d). U vezivnom tkivu se na nekim analiziranim
iseCcima moze zapaziti i granulomatozna reakcija sa infiltracijom neutrofila (Slika 20e).
U vezivu se uocavaju i sinusoidne Supljine (Slika 20d). Na periferiji implanata se
ponegde opazaju nezrelo vezivno ili masno tkivo (Slike 20c i €). Kolagen je izuzetno
zastupljen kroz vezivno tkivo i medu granulama MMK, a vlakna kolagena nalezu i na
same granule (Slika 20¢). Na povrsini granula MMK se rasporeduju jednojedarne Celije,
koje bi mogle predstavljati prekursore osteoblasta (Slika 20a i d). Imunoekspresija OP
(Slika 20g) i OC (Slika 20h) je slaba.
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Slika 20. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim deksametazonom dve
nedelje nakon implantacije:

a. granule mineralnog matriksa kosti u resorpciji; HE, 400x

b. infiltracija neutrofila u implante; HE, 200x

c. vlakna kolagena u implantu; MTH, 200x
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d. veliki broj krvnih sudova prozima vezivno tkivo implanta; HE, 200x

e. granulomatozna reakcija i nezrelo vezivno tkivo na periferiji implanta; HE, 200x
f. osteopontin; IHC, 200x

g. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.2.6. Implanti formirani kombinovanjem nosa¢a makrofaga - K tip

U ovom terminu posmatranja oko implanata K tipa se vidi tanka, rastresita
vezivna kapsula (Slike 21a i b). Proces resorpcije je izrazen na periferiji implanata,
zahvaljujué¢i viSejedarnim fagocitima, pa su granule MMK sa periferije implanata
natopljene celijskim sekretima (Slika 21a). Medutim, u unutra$njosti implanata je
proces resorpcije primetno slabiji u odnosu na periferiju implanta. Vezivno tkivo
razvijeno izmedu Cestica MMK karakteriSe visoka gustina c¢elija (Slike 21a i b). Na
nekim analiziranim iseCcima na periferiji implanata postoji inflamatorna reakcija u vidu
granulomatoznog tkiva (Slika 21a). Implanti su prozeti krvnim sudovima uglavnom
malog dijametra (Slika 21c). Kolagena vlakana se uo¢avaju izmedu granula MMK, kao
i u paralelnim snopovima oko njih (Slika 21b). Neke ¢elije su infiltrirale granule.
Imunoekspresija OP (Slika 21d) i OC je umerena (Slika 21e).
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Slika 21. Implanti formirani kombinovanjem nosaca makrofaga dve nedelje nakon
implantacije:
a. celijskim sekretima natopljene granule mineralnog matriksa kosti na periferiji
implanta; TB, 200x
b. debela kolagena vlakna na periferiji implanta; MTH, 200x
povrsinu granula mineralnog matriksa kosti u resorbciji; HE, 400x
d. osteopontin; IHC, 100x
e. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.2.7. Implanti od mineralnog matriksa kosti - B tip

U implantima B tipa vezivna kapsula je rastresita, negde prozeta masnim tkivom
i prodire u implante (Slika 22a). Granule MMK su krupne, proces resorpcije je nesto

izrazeniji u odnosu na prethodni termin, ali su fagociti retki i malih dimenzija. Vezivno
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tkivo izmedu granula MMK je bogatije ¢elijama u odnosu na sliku videnu nedelju dana
nakon implantacije i prozeto je krvnim sudovima malog dijametra (Slika 22c). U
implantima se na pojedinim analiziranim iseccima uocava granulomatozna reakcija. Na

povrsSini granula se na nekim mestima rasporeduju celije osteoblastolikog fenotipa.

Sporadi¢no se mogu uociti pojedinacne, jednojedarne Celije koje naseljavaju Supljine
unutar granula MMK (Slike 22b). Imunoekspresija i OP (Slika 22c) i OC (Slika 22d) je
slaba.

Slika 22. Implanti od mineralnog matriksa kosti dve nedelje nakon implantacije:
a. prodor masnog tkiva u unutrasnjost implanta iz vezivne kapsule; TB, 100x
b. granulomatozna reakcija u implantu; HE, 200x
osteopontin; IHC, 200x
d. osteokalcin; IHC, 200x

62



4.1.3. HistoloSki nalaz nakon ¢etiri nedelje od implantacije

4.1.3.1. Implanti sa rezidentnim peritonealnim makrofagima - NM tip

Cetiri nedelje nakon implantacije oko implanata NM tipa postoji tanka vezivna
kapsula, koja sadrzi ¢elije (Slika 23a). Proces resorpcije granula MMK je intenzivan.
Dzinovski, viSejedarni fagociti resorbuju granule MMK i spolja i iznutra (Slike 23a, b i
¢). Vezivo izmedu granula je i dalje izuzetno bogato ¢elijama. U vezivnom tkivu, na
pojedinim ise¢cima ima i znakova granulomatozne reakcije (Slika 23b). Krvni sudovi su
brojni i ve€eg su dijametra nego u implantima istog tipa nakon dve nedelje. U implante
prodire kako masno, tako i nezrelo vezivno tkivo (Slike 23a i c¢). Jednojedarne ¢éelije
infiltriraju granule MMK, rasporeduju¢i se koncentri¢no i formirajuéi strukture nalik
osteonima (Slike 23a i ¢). Na povrsini granula se uoc¢avaju fibroblastolike ¢elije u vise

slojeva, kao i osteoblastolike ¢elije u jednom sloju (Slika 23d). Imunoekspresija OP

(Slika 23e) je umerena, a OC (Slika 23f) slaba.
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Slika 23. Implanti sa rezidentnim peritonealnim makrofagima cetiri nedelje nakon
implantacije:
a. prodor masnog tkiva u unutradnjost implanta; HE, 200x

b. infiltracija neutrofila i granulomatozna reakcija u implantu; HE, 400x

c. strukture nalik osteonu u granulama mineralnog matriksa kosti; HE, 200x
d. jednojedarne ¢elije naslojavaju povrSinu granula; HE, 400x

e. osteopontin; IHC, 200x

f. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.32. Implanti sa tioglikolatom elicitiranim  peritonealnim

makrofagima - TM tip

Oko implanata tipa TM postoji tanka vezivna kapsula, ispod koje se u nekim

regionima zapaza nezrelo vezivno, a u nekim masno tkivo (Slika 24a). Krupne
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viSejedarne celije resorbuju granule MMK 1 spolja i iznutra (Slike 24b i ¢). Vezivno
tkivo izmedu granula je gusto, bogato ¢elijama i u njemu se mogu uociti krvni sudovi
razli¢itih dijametara (Slie 24b i d). Masno tkivo koje je iz vezivne kapsule prodrlo u
unutradnjost implanata, u pojedinim regionima degenerise. U pojedinim delovima
implanata se zapaza i granulomatozna reakcija. Na nekim mestima se na povrSini
granula mogu uociti jednojedarne, jako izduzene, pljosnate ¢elije u jednom sloju, a na
nekim mestima i jednojedarne ¢éelije vretenastog oblika rasporedene u vise slojeva
(Slika 24b, c i d). U okviru nekih analiziranih polja se uocavaju ¢elije koje prodiru u
granule MMK. Imunoekspresija OP (Slika 24e) i OC (Slika 24f) je umerena.
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Slika 24. Implanti sa tioglikolatom elicitiranim peritonealnim makrofagima cetiri
nedelje nakon implantacije:
a. prodor masnog tkiva u implant; TB, 200x

o

krvni sudovi u implantu; HE, 400x

intenzivan proces resorpcije; HE, 400x

Q o

¢elije na povrsini i unutar granula mineralnog matriksa kosti; HE, 200x

@

osteopontin; IHC, 100x
osteokalcin; IHC, 100x

=-h

4.1.3.3. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim nizom

koncentracijom lipopolisaharida - LM1 tip

Implanti LM1 tipa su i nakon Cetiri nedelje od implantacije obavijeni vezivnom
kapsulom. Granule MMK resorbuju Krupni visejedarni fagociti, ne samo po povrsini veé
1 iznutra (Slike 25a 1 b). Fagociti se nalaze i u vezivnom tkivu. Vezivno tkivo izmedu
granula MMK je bogato ¢elijama i kolagenom i u njemu se nalaze i mnogobrojni, dobro
razvijeni krvni sudovi (Slika 25a). Naslage kolagena su izrazito jake i kolagena vlakna
ne samo da obuhvataju granule MMK, ve¢ prodiru i u njihovu unutrasnjost (Slika 25b).
Celije i vlakna, zajedno sa krvnim sudovima infiltriraju granule MMK stvarajuéi
strukture slicne osteonu (Slika 25a). Na nekim mestima na povr$ini granula MMK se
mogu naéi i jednojedarne ¢elije (Slika 25b). Imunoekspresija OP (Slika 25d) je jaka,

dok je imunoekspresija OC (Slika 25e) umerena.
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Slika 25. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim niZzom koncentracijom
lipopolisaharida ¢etiri nedelje nakon implantacije:
a. struktura nalik osteonu u granuli mineralnog matriksa kosti; HE, 200x
b. intenzivno obojena kolagena vlakna u implantu; MTH, 400x
osteopontin; IHC, 200x
d. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.3.4. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim viSom

koncentracijom lipopolisaharida - LM2 tip

Oko implanata LM2 tipa postoji viSeslojna vezivna kapsula. Proces resorpcije
granula. MMK je intenzivan. Krupni visejedarni fagociti se uocavaju na povrsini
granula, sporadi¢no i u vezivnom tkivu izmedu granula (Slika 26a). Ponegde fagociti

prodiru i u unutrasnjost granula. Unutar implanata postoje znaci fibroze i ravica masnog
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tkiva i krvni sudovi mlog dijametra (Slika 26b). U vezivnhom tkivu se mogu zapaziti i
Supljine sinusoidnog tipa koje su verovatno posledica resorpcije MMK. Kolagena
vlakna se nalaze u paralelnim snopovima oko granula MMK (Slika 26a). U prostoru
izmedu granula ova vlakna se pruzaju u vise razli¢itih pravaca. Imunoekspresija OP
(Slika 26¢) u implantima bi se mogla okarakterisati kao umerena sa tendencijom ka

jakoj, dok je imunoekspresija OC (Slika 26e) umerena.

Slika 26. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim viSom koncentracijom
lipopolisaharida Cetiri nedelje nakon implantacije:

a. vlakna kolagena u implantu; MTH, 400x

b. krvnisudovi u vezivnom tkivu implanta; HE, 200x

c. osteopontin; IHC, 200x

d. osteokalcin; IHC, 200x
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4135 Implanti sa  peritonealnim makrofagima  tretiranim

deksametazonom - DM tip

Na povrsini implanata DM tipa postoji tanka vezivna kapsula. Proces resorpcije i
dalje se odvija, sude¢i prema prisustvu krupnih viSejedarnih fagocita koji se nalaze ne
samo na povrsini granula MMK, ve¢ resorbuju granule i iznutra. Njih prati vezivno
tkivo koje infiltrira granule, ponegde zajedno i sa krvnim sudovima (Slike 27a i b).
Vezivno tkivo izmedu granula MMK je bogato ¢elijama, a u nekim regionima implanata
prisutna je fibroza. Na periferiji implanata se uo¢ava masno tkivo. U vezivnom tkivu
ima i znakova granulomatozne reakcije i krvin sudova. U implantima postoje jake
naslage kolagena. Kolagena vlakna se nalaze oko granula i u prostoru izmedu njih
(Slika 27b). Vlakna koja obuhvataju granule su organizovana u paralelne snopove,
pratec¢i povrSinu granula (Slika 27b). Na povrsini nekih granula MMK se mogu zapaziti
jednojedarne ¢elije koje su u jednom sloju. Imunoekspresija OP (Slika 27¢) i OC (Slika
27d) je umerena.
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Slika 27. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim deksametazonom cetiri
nedelje nakon implantacije:
a. ¢elijama bogato vezivo izmedu granula mineralnog matriksa kosti; HE, 100x
b. dobro razvijena kolagena vlakna u implantu; MTH, 100x
osteopontin; IHC, 200x
d. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.3.6. Implanti formirani kombinovanjem nosa¢a makrofaga - K tip

Oko implanata K tipa prisutna je tanka vezivna kapsula u kojoj se zapazaju
¢elije. Krupni viSejedarni fagociti razgradjuju i granule MMK pre svega u perifernim
delovima implanata (Slika 28a). U vezivnom tkivu se uocavaju krvni sudovi uglavnom
manjeg dijametra. U nekim perifernim delovima implanata uocava se degeneracija
masnog tkiva (Slika 28b i ¢). Izmedu granula MMK nalazi se dobro razvijeno, gusto
vezivno tkivo bogato ¢elijama. Na periferiji nekih implanata postoji granulomatozna
reakcija. Sporadi¢no u implantima postoje polja nezrelog vezivnog tkiva (Slika 28d).
Granule MMK su ,upile” celijske sekrete, sude¢i prema njihovoj obojenosti.
Imunoekspresija OP (Slika 28e) i OC (Slika 28f) je slaba, registrovana prevashodno u

vezivu izmedu granula MMK.
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Slika 28. Implanti formirani kombinovanjem nosa¢a makrofaga Cetiri nedelje nakon
implantacije:

a. periferija implanata sa granulama mineralnog matriksa kosti u resorpciji; HE,
400x

b. masno tkivo na periferiji implanta u procesu degeneracije; TB, 100x
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vezivno tkivo implanta sa krvnim sudovima malog dijametra; HE, 400x
granulomatozna reakcija i periferno nezrelo vezivno tkivo u implantu; TB, 200x
osteopontin; IHC, 200x

osteokalcin; IHC, 200x

- ® o o

4.1.3.7.  Implanti od mineralnog matriksa kosti - B tip

Vezivna kapsula oko implanata B tipa je rastresita i sadrzi ¢elije (Slike 29a i b).
Fagocitne ¢elije su krupne, ali ne tako zastupljene, a smanjena veli¢ina granula ukazuje
na to da se proces resorpcije postepeno odvijao tokom prethodnog perioda (Slika 29b).
Vezivno tkivo je bogato ¢elijama, ali se ¢ini da je redukovano u odnosu na prethodni
period. U vezivnhom tkivu se uocavaju sitne Supljine koje su verovatno ostatak
resorbovanih granula MMK (Slika 29b). U nekim delovima implanata dolazi do fibroze.
Krvni sudovi su i dalje manjeg dijametra (Slika 29a). Jednojedarne Celije infiltriraju

granule ili se rasporeduju po povrsini granula MMK (Slika 29¢). Imunoekspresija OP
(Slika 29d) je umerena, a OC (Slika 29e) slaba.
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Slika 29. Implanti od mineralnog matriksa kosti ¢etiri nedelje nakon implantacije:

a. prokrvljenost implanta; HE, 100x
b. sinusoidne Supljine u implantu; HE, 200x
¢elije na povrsini granula mineralnog matriksa kosti; TB, 200x
d. osteopontin; IHC, 100x
e. osteokalcin; IHC, 200x
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4.1.4. Histoloski nalaz nakon osam nedelja od implantacije

4.1.4.1. Implanti sa rezidentnim peritonealnim makrofagima - NM tip

Vezivna kapsula oko implanata NM tipa je rastresita. U implantima je joS uvek
aktivan proces resorpcije. Granule MMK su dosta redukovane i nazubljenih ivica (Slike
30a i b). Vezivno tkivo izmedu granula je bogato ¢elijama, a nezrelo vezivno tkivo
ocuvano (Slike 30b i ¢). U vezivnom tkivu implanata se uocavaju krvni sudovi velikog
dijametra. Kolagena vlakna su slaba u svojoj strukturi (Slika 30d). Na povrSinu granula
MMK nalezu izduzene celije fibroblastne morfologije u jednom ili vise slojeva, Celije
osteoblastne morfologije u jednom sloju, a u same granule infiltriraju ¢elije (ponegde i
krvni sudovi) formirajuci strukture slicne osteonu (Slika 30c). Imunoekspresija OP
(Slika 30e) je umerena, a OC (Slika 30f) slaba.
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Slika 30. Implanti sa rezidentnim peritonealnim makrofagima osam nedelja nakon
implantacije:
a. prokrvljenost implanta; HE, 400x
b. kontakt nezrelog vezivnog tkiva sa granulama mineralnog matriksa kosti; HE,
200x
c. ¢elije rasporedene po povrSini i unutrasnjosti granula mineralnog matriksa kosti;
TB, 200x
d. kolagena vlakna u implantu; MTH, 200x
e. osteopontin; IHC, 200x
f. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.42. Implanti sa tioglikolatom elicitiranim  peritonealnim

makrofagima - TM tip

Vezivna kapsula oko implanata TM tipa je tanka i siromasna celijama (Slika
31a). Granule MMK nisu u potpunosti razgradene, ali su vidno smanjene. Proces
fagocitoza je intenzivan, a fagociti su izuzetno velikih dimenzija. Fagociti joS resorbuju
i povrSinu i unutrasnjost granula (Slike 31b i ). Vezivno tkivo izmedu granula MMK je
bogato ¢elijama, mada manje u odnosu na prethodne termine posmatranja. Na nekim
mestima postoje znaci fibroze. U vezivnom tkivu se uocavaju krvni sudovi velikog
dijametra (Slika 31b). Kolagena vlakna su slabija u strukturi i viSe zastupljena u

vezivnoj kapsuli, u odnosu na unutrasnjost implanata (Slike 31a i ¢). Osteoblastolike
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¢elije pokazuju palisadni raspored na povrsini granula MMK (Slika 31d). U implantima
se mogu uoditi strukture kKoje podsecaju na koStano tkivo (Slika 31c). Imunoekspresija
OP (Slika 31e) je slaba, a OC (Slika 31f) umerena.
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Slika 31. Implanti sa tioglikolatom elicitiranim peritonealnim makrofagima osam

nedelja nakon implantacije:

a.
b.

C.
d.

~h D

implant prozimaju slaba kolagena vlakna; MTH, 200x

krvni sudovi velikog dijametra u vezivu implanta; HE, 200x

struktura nalik osteonu u granuli mineralnog matriksa kosti; MTH, 200x
jak proces resorpcije granula mineralnog matriksa kosti; HE, 400x
osteopontin; IHC, 200x

osteokalcin; IHC, 200x

41.4.3. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim nizom

koncentracijom lipopolisaharida - LM1 tip

Implante LM1 tipa obuhvata vezivna kapsula, koja je na nekim mestima jako

debela, bogata ¢elijama i krvnim sudovima (Slika 32a). Proces resorpcije je aktivan, ali

nije intenzivan kao u prethodnim terminima posmatranja (Slike 32a i b). Na periferiji

implanata se mogu uoditi i masno i nezrelo vezivno tkivo (Slika 32b). U vezivnom tkivu

implanata postoje prazni prostori tipa sinusoidnih Supljina, verovatno kao posledica

jakog procesa resorpcije. Ponegde se u vezivnom tkivu implanata moze uociti

granulomatozna reakcija. Krvnih sudova ima mnogo i na periferiji i u unutrasnjosti

implanata (Slike 32a). Prostor izmedu granula MMK je ispunjen vezivnim tkivom koje

je bogato kolagenom, a postoje i znaci fibroze (Slike 32b). Imunoekspresija OP (Slika

32d) je umerena sa tendencijom prelaska u jaku, dok je imunoekspresija OC (Slika 32e)

umerena.
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Slika 32. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim niZzom koncentracijom
lipopolisaharida osam nedelja nakon implantacije:
a. dobra prokrvljenost implanta; HE, 200x
b. proces resorpcije granula mineralnog matriksa kosti; MTH, 400x
osteopontin; IHC, 200x
d. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.4.4. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim viSom
koncentracijom lipopolisaharida - LM2 tip

Oko implanata LM2 tipa postoji tanka vezivna kapsula bogata celijama.
Fagocitozna aktivnost je smanjena, ali se zapaza da je tokom prethodnog perioda bila
izrazena, jer su granule MMK istanjene. Vezivno tkivo izmedu granula MMK je dosta

redukovano, a na mnogim mestima dolazi do njegove fibroze (Slika 33a). Na periferiji
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implanata se uo¢ava masno tkivo u procesu degeneracije. U vezivnom tkivu implanata
joS uvek postoji granulomatozna reakcija i infiltracija neutrofila (Slika 33b). Krvni
sudovi su slabo zastupljeni, mahom u perifernom delu implanata. Kolagena vlakna
izmedu granula MMK su debela i intenzivno obojena (Slika 33a). Imunoekspresija OP

(Slika 33c) je umerena, a OC (Slika 33d) je slaba.

Slika 33. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim viSom koncentracijom
lipopolisaharida osam nedelja nakon implantacije:
a. prisustvo neutrofila u vezivu implanta, izmedu granula mineralnog matriksa
kosti; HE, 400x
b. kolagena vlakna u implantu; MTH, 400x
osteopontin; IHC, 200x
d. osteokalcin, IHC
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4145 Implanti sa  peritonealnim makrofagima  tretiranim
deksametazonom - DM tip

Vezivna kapsula oko implanata DM tipa tanka je i sadrzi celije. Proces
resorpcije je joS uvek aktivan. Zapazaju se krupni viSejedarni fagociti na povrSini
granula MMK, u tkivu izmedu granula, ali i oni koji prodiru u same granule praceni
vezivnim tkivom (Slike 34a i b). Na periferiji implanata je razvijeno masno tkivo koje
prodire i u njegovu unutrasnjost. Takode, na periferiji implanata postoji i lepo razvijeno
nezrelo vezivno tkivo. Krvni sudovi su prisutni (Slika 34c). Vezivno tkivo medu
granulama MMK je u procesu remodeliranja. Imunoekspresija OP (Slika 34d) i OC
(Slika 34e) je umerena.
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Slika 34. Implanti sa peritonealnim makrofagima tretiranim deksametazonom osam
nedelja nakon implantacije:
a. nezrelo vezivno tkivo na periferiji implanta; HE, 100x
b. kolagena vlakna; MTH, 200x
krvni sudovi u vezivnom tkivu implanta; HE, 400x
d. osteopontin; IHC, 200x
e. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.4.6. Implanti formirani kombinovanjem nosa¢a makrofaga - K tip

Oko implanata K tipa postoji tanka vezivna kapsula. Granule MMK su krupne i
slabo resorbovane. Jo$ uvek postoje neka mesta gde je proces resorpcije aktivan i on je
izrazeniji na periferiji implanata nego u njihovoj unutrasnjosti (Slika 35a). Vezivno
tkivo izmedu granula u nekim regionima sadrZi dosta c¢elija, ali su u analiziranim
iseCcima mnogo ¢eS¢a polja sa prisutnom fibrozom tkiva (Slika 35c). Na nekim
analiziranim iseCcima je registrovano nezrelo vezivno tkivo i to na periferiji implanata
(Slika 35b). Implanti su prozeti dobro razvijenim kolagenom (Slika 35a). Jednojedarne
osteoblastolike celije se nalaze na nekim mestima po povrsini granula MMK.
Imunoekspresija OP (Slika 35d) i OC (Slika 35¢) je slaba.
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Slika 35. Implanti formirani kombinovanjem nosaca makrofaga osam nedelja nakon
implantacije:

a. kolagena vlakna u implantu; MTH, 200x

b. nezrelo vezivno tkivo na periferiji implanta; TB, 200x

c. fibroza u implantu; HE, 400x
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d. osteopontin, IHC
e. osteokalcin; IHC, 200x

4.1.47. Implanti od mineralnog matriksa kosti - B tip

Vezivna kapsula oko implanata B tipa osam nedelja nakon implantacije je tanka
1 prakti¢no bez c¢elija (Slika 36a). Granule MMK nisu jos§ uvek resorbovane i deluju
najslabije redukovano u odnosu na ostale eksperimentalne grupe. Fagociti su retki i
proces resorpcije progresivno gubi na snazi. Izmedu granula MMK je zastupljeno
uglavnom zrelo fibrozno tkivo, koje je siromasno ¢elijama, a bogato kolagenom (Slike
36a, b, ¢ i d). U implante prodire i masno tkivo koje zajedno sa fibroznim pocinje da
degeneriSe (Slike 36a i c). Nezrelo vezivno tkivo, koje je u prethodnim terminima
postojalo na periferiji implanata, degenerise nakon osam nedelja od implantacije. Krvni
sudovi su retki i uglavnhom malog dijametra. Naslage kolagena su jake, a vlakna
kolagena prodiru i u granule MMK (Slika 36¢). Na nekim mestima se ¢elije rasporeduju
po povrsini granula MMK (Slika 36b). Imunoekspresija OP (Slika 36e) i OC (Slika 36f)
je slaba.

83



Slika 36. Implanti od mineralnog matriksa kosti osam nedelja nakon implantacije:

o

- ® o o

fibroza i masna degeneracija u implantima; HE, 100x

¢elije na povrsini granula mineralnog matriksa kosti; HE, 400x

prodor kolagena u unutrasnjost granula mineralnog matriksa kosti; HE, 200x
znaci fibroze u implantima; HE, 100X

osteopontin; IHC, 100x

osteokalcin; IHC, 100x
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4.2. Rezultati in vitro istrazivanja

Rezultati in vitro dela istrazivanja su podeljeni u tri kategorije: rezultate
preliminarnih istrazivanja, rezultate istrazivanja na monocitno-makrofagnoj ¢elijskoj
liniji RAW 264.7 miSje leukemije 1 rezultate istrazivanja osteogene diferencijacije
preosteoblastne celijske linije MC3T3-E1.

4.2.1. Rezultati preliminarnih istrazivanja

Preliminarna istrazivanja u kulturi sa peritonealnim makrofagima (PM) sluzila
su za analizu funkcionalnog stanja i morfologiju rezidentnih i tioglikolatom elicitiranih

PM koji su koriS¢eni za formiranje implanta.

4.2.1.1. Morfoloska i funkcionalna analiza rezidentnih i tioglikolatom
elicitiranih peritonealnih makrofaga

Morfoloska 1 funkcionalna analiza PM podrazumevala je wuporedivanje
rezidentnih PM (RPM) i tioglikolatom elicitiranih PM (TEPM) koji su kao takvi
koriS¢eni u eksperimentima na modelu ektopi¢ne osteogeneze in vivo. Morfologija
¢elija je analizirana nakon 24 h kultivacije, zatim su sakupljeni kondicionirani medijumi
koji su koriS¢eni za analizu nivoa produkcije TNF-a, a ispitivana je produkcija

reaktivnih jedinjenja kiseonika od strane RPM i TEPM semikvantitativnim NBT testom.

4.2.1.1.1. Mikroskopska analiza

Nakon 24 h, u kulturi RPM podjednako su zastupljene celije fibroblastolikog
oblika, kao 1 znatno manje Celije ovalnog oblika. Ponegde se vide i Siroke, spljoStene
¢elije epiteloidnog izgleda sa velikim jedrom, koje su ¢vrsto priljubljene uz podlogu. U
pojedinim ¢elijama se moze uociti po nekoliko vezikula/vakuola, dok su ¢elije sa ve¢im
brojem ovih struktura retke (Slika 37a).

Uporedivanjem kultura RPM 1 TEPM nakon 24 h inkubacije u medijumu,

uocCljivo je da je kultura TEPM guS€a. Dominiraju celije ovalnog oblika, jako
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heterogene u pogledu veli¢ine, koje su grupisane u klastere koji se ne zapazaju u kluturi
RPM. Uocavaju se 1 Celije fibroblastolikog oblika. Medu TEPM se vide brojne ¢elije u
apoptozi, sa fragmentisanim jedrima. U TEPM postoje brojne vezikule/vakuole
razli¢itih veli¢ina (Slika 37b).

Slika 37. Morfologija ¢elija nakon 24 h inkubacije u medijumu:
a. kultura rezidentnih peritonealnih makrofaga
b. kultura tioglikolatom elicitiranih peritonealnih makrofaga;
fazni kontrast, 400x

4.2.1.1.2. Funkcionalna analiza

Sposobnost redukcije NBT

Produkcija reaktivnih jedinjenja kiseonika u PMA-stimulisanim TEPM bila je
veca u odnosu na RPM. U kulturi TEPM je registrovan vec¢i broj NBT pozitivnih ¢elija
generalno, kao i ve¢i broj NBT pozitivnih ¢éelija potpuno ispunjenih formazanskim
kristalima u odnosu na kulturu RPM (Slika 38).

Procenat NBT negativnih ¢elija u kulturi RPM je iznosio 5.34%, za razliku od
samo 0.96% u kulturi TEPM. Takode, u kulturi RPM, statisti¢ki zna¢ajno (p < 0.01) je
viSe Celija koje pripadaju klasi ,,1* u odnosu na kulturu TEPM, dok je u kulturi TEPM

statistiCki znacajno (p < 0.05) viSe ¢elija iz klase ,,3* u odnosu na RPM (Grafik 1).
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Slika 38. Mikroskopski NBT test je primenjen nakon 24 h inkubacije

medijumu:

a. rezidentni peritonealni makrofagi

b. tioglikolatom elicitirani peritonealni makrofagi;

svetlosni mikroskop, 400x
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Grafik 1. Procenat razli¢itih klasa makrofaga u odnosu na prisustvo granula formazana

nakon 24 h inkubacije rezidentnih (RPM) i tioglikolatom elicitiranih peritonealnih

makrofaga (TEPM) u standardnom medijumu; * p < 0.05, ** p < 0.01
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Citotoksic¢na aktivnost kondicioniranih medijuma

U ovom istrazivanju je merena ¢elijska vijabilnost MTT testom u okviru L1929
bioeseja za merenje aktivnosti TNF-a, a rezultati su predstavljeni kao procenat
vijabilnosti ¢elija u kondicioniranim medijumima TEPM i RPM. Kondicionirani
medijum TEPM je redukovao vijabilnost L929 ¢elija za 33.6% i delovao je citotoksi¢no,
dok kondicionirani medijum RPM nije bio citotoksi¢an za 1.929 ¢elije, jer je Celijska
vijabilnost smanjena za svega 3.3%. Na osnovu vrednosti absorbanci je izracunato da je
citotoksi¢nost kondicioniranog medijuma TEPM statisticki znac¢ajna (p [1 0.01) u

komparaciji sa kondicioniranim medijumom RPM i kontrolnim medijumom (Grafik 2).
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Grafik 2. Procenat vijabilnosti 1929 ¢elija u kondicioniranim medijumima
tioglikolatom elicitiranin (TEPM) i rezidentnih peritonealnin makrofaga (RPM);
*p<0.01

Na slici 39 se moze videti redukovan broj L929 ¢elija u kondicioniranom
medijumu TEPM (Slika 39a), dok je gustina 1.929 ¢elija u kondicioniranom medijumu

RPM (Slika 39b) slicna kao u kontrolnom medijumu (Slika 39¢). Veliki broj ¢éelija
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inkubiranih u kondicioniranom medijumu TEPM su imale iglicaste nastavke, koji

ukazuju na citotoksic¢ni efekat ovog kondicioniranog medijuma.

Slika 39. Morfologija 1.929 ¢elija nakon 24 h inkubacije u:
a. kondicioniranom medijumu tioglikolatom elicitiranih peritonealnih makrofaga
b. kondicioniranom medijumu rezidentnih peritonealnih makrofaga
c. standardnom medijumu kao kontroli;

fazni kontrast, 200x

4.2.1.2. Morfoloska i funkcionalna analiza rezidentnih peritonealnih

makrofaga tretiranih lipopolisaharidom

Deo preliminarnih eksperimenata se odnosio i na tretman RPM razli¢itim
koncentracijama lipopolisaharida (0111:B4 Escherichia coli LPS; 1 ng/ml, 10 ng/ml i
100 ng/ml). Ovi eksperimentima smo Zeleli da utvrdimo optimalne koncentracije LPS-a
za eksperimente osteogene diferencijacije in vitro, kao i da potvrdimo stanje RPM
tretiranih LPS-om koji su kori¢eni za formiranje odredenih tipova implanata.

Nakon 24 h inkubacije u medijumu sa 1 ng/ml, 10 ng/ml i 100 ng/ml LPS-a pod
mikroskopom je posmatrana celijska morfologija i uradena je funkcionalna analiza
makrofaga semikvantitativnim mikroskopskim NBT testom, a odredena je i

citotoksi¢nost njihovih kondicioniranih medijuma MTT testom.
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4.2.1.2.1. Mikroskopska analiza

U kulturi RPM inkubiranih 24 h u medijumu sa 1 ng/ml LPS-a ¢elije su
poprimile fibroblastoliku, rede retikularnu morfologiju. Primeéuje se vecéi broj sitnih,
okruglih ¢elija koje se grupiSu u klastere, a medu njima ima i ¢elija u apoptozi. U
Sirokim, spljoStenim c¢elijama se mogu uociti vezikule/vakuole (Slika 40a, d 1 g).

Celije inkubirane 24 h u medijumu sa 10 ng/ml LPS-a su poprimile
fibroblastoliku i retikularnu morfologiju, ali ima i pojedina¢nih $irokih i spljostenih
¢elija sa krupnim jedrom. Manje, okrugle ¢elije se grupiSu u klastere, u okviru kojih ima
dosta ¢elija u apoptozi (viSe nego u kulturi makrofaga sa 1 ng/ml LPS-a). U ¢elijama
postoje mnogobrojne vezikule/vakuole (Slika 40b, e i h).

U kulturi RPM inkubiranih 24 h u medijumu sa 100 ng/ml LPS-a ¢elije imaju
fibroblastoliku i retikularnu morfologiju. Celijski klasteri sadrze veliki broj ¢elija u
apoptozi (vise u odnosu na kulture RPM tretirane nizim koncentracijama LPS-a).
Citoplazma  Sirokih  spljoStenih  ¢elija je celom zapreminom ispunjena

vezikulama/vakuolama (Slika 40c, f i i).

c. LPS 100 ng/ml

$agi: : i
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g. LPS 1 ng/ml h. LPS 10 ng/ml i. LPS 100 ng/ml

Slika 40. Morfologija rezidentnih peritonealnih makrofaga nakon 24 h inkubacije sa
razli¢itim koncentracijama lipopolisaharida (LPS); fazni kontrast, 100x (a, b, c¢); 200x

(d, e, ); 400x (g, h, 1)
4.2.1.2.2. Funkcionalna analiza
Sposobnost redukcije NBT

Nakon 24 h inkubacije sa LPS-om, ispitivana je produkcija reaktivnih jedinjenja
kiseonika u PMA-stimulisanim RPM, semikvantitativnim NBT testom. Ovim testom je
pokazana pravilnost u stepenu redukcije NBT-a, u zavisnosti od koncentracije LPS-a
kojom su celije prethodno tretirane. Ako se medusobno uporede celije tretirane
razlicitim koncentracijama LPS-a, uocava se da je u grupi RPM tretiranih najnizom
koncentracijom LPS-a (1 ng/ml) najveéi broj ¢elija u klasi ,,0“ i to 14,2%, a najmanji u
grupi RPM tretiranih najve¢om koncentracijom LPS-a (100 ng/ml) i to 3,9% i obrnuto,
u grupi RPM tretiranih najnizom koncentracijom LPS-a (1 ng/ml) najmanji je broj ¢elija
u klasi ,,3“ 1 to 20,1%, dok je u grupi RPM tretiranih najve¢om koncentracijom LPS-a
(100 ng/ml) procenat ovih ¢elija cak 76,9% (Grafik 3).
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Grafik 3. Procenat razli¢itih klasa makrofaga u odnosu na prisustvo granula formazana
nakon 24 h inkubacije rezidentnih peritonealnih makrofaga tretiranih razli¢itim

koncentracijama lipopolisaharida

Citotoksic¢na aktivnost kondicioniranih medijuma

U ovom istrazivanju je merena vijabilnost 1.929 ¢elija MTT testom Sto je vrsta
bioeseja za determinaciju TNF-a, a rezultati su predstavljeni kao procenat Celijske
vijabilnosti u kondicioniranim medijumima RPM tretiranih razli¢itim koncentracijama
LPS-a. Kondicionirani medijum RPM tretiranih LPS-om u koncentraciji od 10 ng/ml je
statisticki znacajno (p < 0.01) smanjio vijabilnost ¢elija i to za oko 50%. Kondicionirani
medijumi RPM tretiranih LPS-om u koncentracijama od 1 ng/ml i 100 ng/ml su delovali
slabo citotoksi¢no (Grafik 4).
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Grafik 4. Procenat vijabilnosti 1L.929 ¢elija u odnosu na negativnu kontrolu nakon 24 h

inkubacije u kondicioniranim medijumima lipopolisaharidom tretiranih rezidentnih

peritonealnih makrofaga; * p<0.01

Na slici 41 se vidi da je broj zivih ¢elija redukovan najvise u kondicioniranom
medijumu RPM tretiranih LPS-om u koncentraciji 10 ng/ml (Slika 41b), dok je ¢elijska
gustina u kondicioniranim medijumima RPM tretiranih LPS-om u koncentracijama 1
ng/ml (Slika 41a) odnosno 100 ng/ml (Slika 41c¢) sli¢na onoj u kontrolnom medijumu
(Slika 41d). U svim ispitivanim kondicioniranim medijumima 1929 ¢elije su imale
igli¢aste nastavke, Sto ukazuje na citotoksi¢nost kondicioniranih medijuma. Ti iglicasti

nastavci su bili najizduzeniji i najtanji u kondicioniranom medijumu RPM tretiranih sa

10 ng/ml LPS-a.

93



a b
C d
Slika 41. Morfologija 1929 ¢elija nakon 24 h inkubacije u:
a. kondicioniranom medijumu rezidentnih peritonealnin makrofaga tretiranih
lipopolisaharidom u koncentraciji 1 ng/ml
b. kondicioniranom medijumu rezidentnih peritonealnin makrofaga tretiranih
lipopolisaharidom u koncentraciji 10 ng/ml
c. kondicioniranom medijumu rezidentnih peritonealnin makrofaga tretiranih
lipopolisaharidom u koncentraciji 100 ng/ml

d. standardnom medijumu kao kontrolom;

fazni kontrast, 200x
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4.2.2. Istrazivanja na RAW 264.7 éelijskoj liniji

Monocitno-makrofagna ¢elijska linija RAW 264.7 miSje leukemije, predstavlja
standardnu Celijsku linijju koja se cesto koristi u razliitim istraZzivanjima. Nakon
preliminarnih istrazivanja koja su se odnosila na ispitivanje delovanja LPS-a na RPM,
makrofagi RAW 264.7 su tretirani koncentracijama LPS-a koje su pokazale najslabije i
najsnaznije delovanje tj. 1 ng/ml (grupa L1) i 100 ng/ml (grupa L100). RAW 264.7
makrofagi su tretirani i deksametazonom (grupa D), a kontrola su bili RAW 264.7
makrofagi uzgajani u DMEM medijumu (grupa K). Celije su tretirane u trajanju od 4 h
navedenim koncentracijama LPS-a, deksametazonom ili su gajene u standardnom
medijumu (DMEM). Zatim su medijumi uklonjeni i zamenjeni svezim standardnim
medijumom u kome su celije kultivisane jo§ 20 h. Nakon isteka ovog perioda

analizirana je ¢elijska morfologija 1 produkcija TNF-a MTT testom.

4.2.2.1. Morfoloska i funkcionalna analiza RAW 264.7 makrofaga nakon

tretmana

4.2.2.1.1. Mikroskopska analiza

RAW 264.7 makrofagi iz grupe L100 imaju pretezno zvezdast, rede fibroblastni
fenotip. Sa okrugle osnove ¢elija polaze brojni kraci nastavci, koji su Cesto 1 razgranati.
Na mestima gde su ¢elije grupisane, one dobijaju okrugao ili poligonalan oblik. Klasteri
¢elija su veoma razbijeni. U ¢elijama se mogu zapaziti vezikule/vakuole. Sporadicno se
uocavaju 1 ¢elije sa po dva jedra (Slike 42 143).

RAW 264.7 makrofagi iz grupe L1 imaju heterogeniju morfologiju, pa su tako
zastupljene celije zvezdastog, fibroblastolikog, okruglog ili poligonalnog oblika, a
sporadi¢no se opazaju i krupne, spljostene éelije. Celijska gustina je velika, a ¢éelijski
klasteri gusti. Sporadi¢no se u kulturi vide Siroke spljoStene celije u kojima postoje
vezikule/vakuole (Slike 42 i 43).

Celijska gustina u kulturi ¢elija grupe D je izuzetno velika. RAW 264.7

makrofagi su grupisani u velike guste klastere. Celije su pretezno okruglog oblika, rede
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fibroblastolik ili zvezdastog oblika, a u citoplazmi nekih celija se mogu uociti
vezikule/vakuole (Slike 42 i 43).

U grupi K gustina RAW 264.7 makrofaga je velika, a ¢elije se medusobno
udruzuju formirajuéi gusta polja sa éelijama okruglog ili poligonalnog oblika. Celije
koje su izdvojene iz tih grupacija su po svom obliku obi¢no fibroblastolike (Slike 42 i

43).

Slika 42. RAW 264.7 makrofagi su tretirani lipopolisaharidom u koncentraciji 100
ng/ml (grupa L100), ili 1 ng/ml (grupa L1), deksametazonom (grupa D), a kontrola su
bili RAW 264.7 makrofagi kultivisani u standardnom medijumu DMEM (grupa K).
Nakon 4 h tretmana, medijumi su zamenjeni standardnim medijumom i celije su
inkubirane jo$§ 20 h. Slike prikazuju ¢elije nakon ukupno 24 h inkubacije u kulturi; fazni

kontrast, 50x
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L100

Slika 43. RAW 264.7 makrofagi su tretirani lipopolisaharidom u koncentraciji 100
ng/ml (grupa L100), ili 1 ng/ml (grupa L1), deksametazonom (grupa D), a kontrola su
bili RAW 264.7 makrofagi kultivisani u standardnom medijumu DMEM (grupa K).
Nakon 4 h tretmana, medijumi su zamenjeni DMEM-om i ¢elije su inkubirane jo$ 20 h.

Slike prikazuju ¢elije nakon ukupno 24 h inkubacije u kulturi; fazni kontrast, 400x

4.2.2.1.2. Funkcionalna analiza

Citotoksic¢na aktivnost kondicioniranih medijuma

Nakon ukupno 24 h inkubacije (4 h + 20 h) nijedan 100% kondicionirani
medijum RAW 264.7 makrofaga iz razli¢itih tretmana ne pokazuje citotoksi¢no
delovanje na L.929 ¢elije. Kondicionirani medijum L100 u koncentraciji 50% pokazuje
statisticki znacajno (p < 0.05) blago citotoksi¢no delovanje (11,83%), dok ostali 50%

kondicionirani medijumi nemaju citotoksi¢an efekat. Svi 25% kondicionirani medijumi
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pokazuju slab citotoksican efekat, osim 25% kondicioniranog medijuma grupe D

(Grafik 5).
. I
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Grafik 5. Procenat vijabilnosti L929 ¢elija u 100%, 50% i 25% kondicioniranim
medijumima RAW 264.7 makrofaga u odnosu na standardni medijum DMEM. RAW
264.7 makrofagi su tretirani lipopolisaharidom u koncentraciji 100 ng/ml (grupa L100),
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L100

ili 1 ng/ml (grupa L1), deksametazonom (grupa D), ili su kultivisani u DMEM
medijumu (grupa K). Nakon 4 h tretmana, medijumi su zamenjeni DMEM-om i ¢elije

su inkubirane jo§ 20 h, nakon ¢ega su sakupljeni kondicionirani medijumi; * p < 0.05

Na slici 44 se moze uociti da u 50% kondicioniranom medijumu L100, ¢éelije
dobijaju iglicaste nastavke. To se takode moze uociti i u svim 25% kondicioniranim
medijumima, osim 25% kondicioniranog medijuma grupe D. Prisustvo i duZina
igli¢astih ¢elijskih nastavaka u saglasnosti su sa stepenom citotoksi¢nosti navedenih

kondicioniranih medijuma, kako je ve¢ pokazano L929 bioesejem.
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Slika 44: Morfologija 1929 ¢elija nakon 24 h inkubacije u 100%, 50% i 25%
kondicioniranim medijumima RAW 264.7 makrofaga. RAW 264.7 makrofagi su
tretirani lipopolisaharidom u koncentraciji 100 ng/ml (grupa L100), ili 1 ng/ml (grupa
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L1), deksametazonom (grupa D), ili su kultivisani u DMEM medijumu (grupa K).
Nakon 4 h tretmana, medijumi su zamenjeni standardnim medijumom DMEM i ¢elije
su inkubirane jo§ 20 h, nakon ¢ega su sakupljeni kondicionirani medijumi. Kontrola u
ovom testu Celijske vijabilnosti su bile L929 ¢elije kultivisane u standardnom medijumu

DMEM; fazni kontrast, 200x

100



4.2.3. Osteogena diferencijacija MC3T3-E1 ¢elija u Kkondicioniranim

medijumima

Eksperimenti  osteogene  diferencijacije  podrazumevali  su  tretman
preosteoblastnih  MC3T3-E1 c¢elija kondicioniranim medijumima RAW 264.7
makrofaga tretiranih LPS-om u koncentracijama 100 ng/ml (grupa L100) ili 1 ng/ml
(grupa L1), deksametazonom (grupa D) ili kultivisanih u DMEM medijumu (grupa K).
Kontrolne grupe su bile MC3T3-E1 ¢elije kultivisane u osteogenom medijumu (OS) ili
standardnom medijumu DMEM. Pre eksperimenta sa osteogenom diferencijacijom
Celija, uraden je MTT test proliferacije MC3T3-E1 celija gajenith u ispitivanim

kondicioniranim medijumima u koncentracijama 100%, 50% i 25%.

4.2.3.1. Test Celijske proliferacije

Rezultati testa proliferacije MC3T3-E1 ¢elija prikazani su na grafiku 6. U kulturi
¢elija tretiranih 100% 1 25% koncentracijama kondicioniranog medijuma L100, ¢elijska
proliferacija je blago smanjena, dok je njegovom 50% razblazenju statisti¢ki znacajno
(p < 0.05) blago povecana.

Kondicionirani medijum L1 u koncentraciji 100% blago je smanjio proliferaciju
MC3T3-El c¢elija, 50% kondicionirani medijum ju je blago povecao, dok je stepen
¢elijske proliferacije u 25% kondicioniranom medijumu bio u nivou stepena
proliferacije ¢elija u DMEM-u.

Sva tri razblaZzenja kondicioniranog medijuma D grupe statisti¢ki znacajno
smanjuju stopu proliferacije MC3T3-E1 ¢elija (p < 0.05 za D100% i 25%, p < 0.01 za D
25%), pri cemu je u tom smislu 100% D kondicionirani medijum najjace delovao.

Sli¢no je bilo i sa efektom kondicioniranih medijuma K, a njihov inhibitorni

efekat na proliferaciju MC3T3-E1 ¢elija bio je statisticki znacajan (p < 0.05).
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Grafik 6. Procenat proliferacije MC3T3-El ¢elija nakon tretmana kondicioniranim
medijumima RAW 264.7 makrofaga u odnosu na standardni medijum DMEM. RAW
264.7 makrofagi su tretirani lipopolisaharidom u koncentraciji 100 ng/ml (grupa L100),
ili 1 ng/ml (grupa L1), deksametazonom (grupa D), ili su kultivisani u DMEM
medijumu (grupa K). Nakon 4 h tretmana, medijumi su zamenjeni standardnim
medijumom DMEM 1 Celije su inkubirane jo§ 20 h, nakon cega su sakupljeni

kondicionirani medijumi; * p < 0.05, ** p<0.01

4.2.3.2.  Mikroskopska analiza MC3T3-E1 ¢elija u kulturi nakon 3. i 6.

dana kultivacije u osteogenom medijumu

Na osnovu rezultata testa citotoksi¢nosti kondicioniranih medijuma i testa
¢elijske proliferacije izabrani su 100% i 25% kondicionirani medijumi RAW 264.7
makrofaga iz razli¢itih tretmana (kojima su dodati osteogeni faktori) za ispitivanje
osteogene diferencijacije MC3T3-E1 ¢elija. Kontrolne grupe su bile ¢elije kultivisane u
osteogenom medijumu (OS) ili u DMEM-u. Morfologija MC3T3-E ¢elija u kulturi
posmatrana je 3. 1 6. dana kultivacije. Nakon 6 dana kulture celija su postale
konfluentne, pa su fiksirane i bojene Von Kossa i imunocitohemijskim (ICC) metodama.

Nakon 3 dana kultivacije (Slika 45) ¢celije u svim 100% kondicioniranim

medijumima, kao 1 u OS poseduju prizmatiCan izgled, a sa Celijske osnove polaze
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nastavci filopodijalnog tipa. Celije se svojim nastavcima medusobno udruzuju, pri ¢emu
u grupi D formiraju oblike okna, i to u ve¢oj meri nego celije iz OS. Kulture ¢elija u
ostalim 100% kondicioniranim medijumima imaju slian izgled sa kulturom ¢elija u
OS. Kulture ¢elija u svim 100% kondicioniranim medijumima i OS odlikuje vecéa
¢elijska gustina, celije su Siroke i spljoStene i medusobno se udruzuju za razliku od
kontrolne kulture ¢elija kultivisanih u DMEM-u. U 25% kondicioniranim medijumima
¢elije svojom morfologijom nalikuju fibroblastima, izduzene su, a rede retikularnog
fenotipa sa dugim filopodijama. Primetan je i veci broj okruglih ¢elija u odnosu na
kulture ¢elija u 100% kondicioniranim medijumima. Sve kulture celija u 25%
kondicioniranim medijumima nalikuju kontrolnoj kulturi ¢elija kultivisanih u DMEM-u

i ¢elijska gustina svima njima manja je od gustine ¢elija u OS.

L100 100% L1 100% D 100%

K 25%

Slika 45: Tre¢i dan osteogene diferencijacije MC3T3-E1 ¢elija u 100% i 25%

kondicioniranim medijumima RAW 264.7 makrofaga tretiranih lipopolisaharidom u
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koncentraciji 100 ng/ml (grupa L100), ili 1 ng/ml (grupa L1), deksametazonom (grupa
D) i netretiranih makrofaga (grupa K). Kontrolne grupe celija su kultivisane u
osteogenom medijumu (OS) ili DMEM-u; fazni kontrast, 200x

Nakon 6 dana kultivacije (Slika 46) se mogu uociti velike promene u odnosu na
prethodni period posmatranja. Kulture ¢elija u 100% kondicioniranim medijumima su
konfluentne sa velikim brojem celija u odnosu na kontrolne grupe ¢elija u OS 1 DMEM-
u. Konfluentnost c¢elija najveca je u kulturi sa kondicioniranim medijumom D.
Generalno, celije u prisustvu svih 100% kondicioniranih medijuma formiraju fokuse
koji pokazuju strukturnu organizaciju kultura osteoblasta, a ¢iji je broj najveci u

kulturama sa kondicioniranim medijumima D, a zatim 1 K. U grupi D se mogu uociti i

krupne prizmaticne ¢elije sa velikim jedrima, koje su uronjene u vancelijski matriks.

L100 100% L1 100% D 100% K 100%

L100 25% L1 25% D 25% K 25%

(O DMEM

Slika 46: Sesti dan osteogene diferencijacije MC3T3-E1 éelija u 100% i 25%
kondicioniranim medijumima RAW 264.7 makrofaga tretiranih lipopolisaharidom u
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koncentraciji 100 ng/ml (grupa L100), ili 1 ng/ml (grupa L1), deksametazonom (grupa
D) i netretiranih makrofaga (grupa K). Kontrolne grupe celija su kultivisane u
osteogenom medijumu (OS) ili DMEM-u; fazni kontrast, 100x

Celije kultivisane u prisustvu 25% kondicioniranih medijuma dobijaju igli¢aste
nastavke i njihova gustina je smanjena u odnosu na kontrolne grupe ¢elija. U tom smislu
se izdvaja kultura celije koje su rasle u prisustvu 25% kondicioniranog medijuma D

grupe, koja je morfoloski gotovo identi¢na sa kontrolnim grupama.

D 100% K 100%

L100 25% L1 25%

(O DMEM

Slika 47: Sesti dan osteogene diferencijacije MC3T3-E1 éelija u 100% i 25%
kondicioniranim medijumima RAW 264.7 makrofaga tretiranih lipopolisaharidom u
koncentraciji 100 ng/ml (grupa L100), ili 1 ng/ml (grupa L1), deksametazonom (grupa
D) 1 netretiranih makrofaga (grupa K). Kontrolne grupe celija su kultivisane u

osteogenom medijumu (OS) ili DMEM-u; fazni kontrast, 200x
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Na slici 47 se vidi da su ¢elije u 100% medijumima poprimile prizmati¢an izgled
i da poseduju nastavke lamelipodijalnog tipa u kulturama sa kondicioniranim
medijumom D, ili meSano nastavke lamelipodijalnog i filopodijalnog tipa u kulturama
sa ostalim 100% kondicioniranim medijumima. Nakon 6 dana kultivacije i u kulturama
sa 25% kondicioniranim medijumima najveca gustina Celija je u kondicioniranom
medijumiu D. Medutim ¢elije u svim 25% kondicioniranim medijumima, osim u grupi
D, pokazuju fibroblastnu morfologiju sa dugim iglicastim nastavcima u odnosu na
kontrolne c¢elijske kulture koje su rasle u prisustvu OS i DMEM-a, Sto ukazuje na

povecanu citotoksi¢nost ovih medijuma.

4.2.3.3. Ekspresija osteogenih markera posle osteogene indukcije
MC3T3-E1  ¢elija  ispitivana  bojenjem  Von  Kossa i

imunocitohemijskim bojenjima

Von Kossa bojenje fosfata bilo je pozitivho u svim ispitivanim grupama.
Nakupine fosfata obilno su prisutne u kulturama eksperimentalnih grupa celija koje su
rasle u prisustvu 100% kondicioniranin medijuma D i K, neSto manje u 100%
kondicioniranom medijumu L1, dok su u kulturi ¢elija sa 100% kondicioniranim
medijumom L100 ove nakupine slabije zastupljene, ¢ak 1 u odnosu na kontrolne grupe
¢elija. Isti obrazac prisustva nakupina fosfata vazi i za kulture celija gajenih u 25%
kondicioniranim medijumima, s tim da su ove nakupine generalno slabije prisutne nego

u kulturama sa 100% kondicioniranim medijumima.
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Slika 48: Prisustvo nakupina fosfata nakon 6 dana osteogene diferencijacije
MC3T3-E1 ¢elija u 100% i 25% kondicioniranim medijumima RAW 264.7 makrofaga
tretiranih lipopolisaharidom u koncentraciji 100 ng/ml (grupa L100), ili 1 ng/ml (grupa
L1), deksametazonom (grupa D) i netretiranih makrofaga (grupa K). Kontrolne grupe
¢elija su kultivisane u osteogenom medijumu (OS) ili standardnom medijumu DMEM;

Von Kossa, 400x

Celije u svim ispitivanim kondicioniranim medijumima, kao i éelije kontrolnih
grupa, pokazuju produkciju OP. Imunoekspresija OP u 100% kondicioniranim

medijumima veca je nego u 25%.
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Slika 49. Imunocitohemijska detekcija osteopontina u MC3T3-El ¢elijama nakon 6
dana osteogene diferencijacije u 100% i 25% kondicioniranim medijumima RAW 264.7
makrofaga tretiranih lipopolisaharidom u koncentraciji 100 ng/ml (grupa L100), ili 1
ng/ml (grupa L1), deksametazonom (grupa D) i netretiranih makrofaga (grupa K).
Kontrolne grupe ¢elija su kultivisane u osteogenom medijumu (OS) ili standardnom

medijumu DMEM; 400x

Najja¢a imunoekspresija OC uocena je u kulturama celija koje su rasle u
prisustvu 100% kondicioniranog medijuma grupe D, zatim K, L1, pa L100 gde je
imunoekspresija osteokalcina bila za nijansu jaca od one u kontrolnim grupama celija.
Kada su u pitanju kulture ¢éelija tretirane 25% razblazenjima kondicioniranih medijuma,
najjacu imunoekspresiju OC pokazuju ¢elije tretirane kondicioniranim medijumima D i
K, dok je nivo imunoekspresije OC u grupama L1 i L100 slican kao u kontrolnim
grupama.
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Slika 50. Imunocitohemijska detekcija osteokalcina u MC3T3-E1 ¢elijama nakon Sest
dana osteogene diferencijacije u 100% i 25% kondicioniranim medijumima RAW 264.7
makrofaga tretiranih lipopolisaharidom u koncentraciji 100 ng/ml (grupa L100), ili 1
ng/ml (grupa L1), deksametazonom (grupa D) i netretiranih makrofaga (grupa K).
Kontrolne grupe ¢elija su kultivisane u osteogenom medijumu (OS) ili standardnom
medijumu DMEM; 400x
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5. DISKUSIJA

Nekoliko decenija unazad primecuje se rast incidence preloma kostiju koja
dobija epidemiolosku razmeru zbog sve veceg broja povreda u saobraéaju, na radu, u
sportu i rekreaciji. Prelomi su sve tezi, a njihovo lecenje sve komplikovanije, skuplje i
dugotrajnije, jer sve vec¢i broj preloma ne napreduje ka normalnom izleCenju. Uzroci 1
rizici za nastanak preloma su uglavnom poznati, medutim metode 1 postupci za
reSavanje ovog velikog problema u ortopediji su i dalje daleko od adekvatnog resSenja
(Gajdobranski i Zivkovié, 2003).

Od sve tri faze reparacije kosti, inflamatorna faza je verovatno najkriticnija za
zarastanje fraktura, sli¢no onome $to se desava u mekim tkivima (Stewart i sar., 1975;
Van Steenberghe i sar., 2000). Tokom ove faze dolazi do sekrecije proinflamatornih
citokina i faktora rasta, a nivoi nekoliko inflamatornih medijatora kao Sto su IL-1, IL-6,
IL-18 i TNF-a su znaajno poviseni. Veéinu njih sintetiSu upravo makrofagi (Sassa i
sar., 1983; McKenna, 1988).

Vecina fundamentalnog znanja o biologiji makrofaga potie od ¢elijskih analiza
peritonealnih makrofaga (PM), koji su poceli masovno da se koriste nakon pionirskih
istrazivanja Cohn-a i saradnika 60-tih godina 20. veka (Steinman i Moberg, 1994).
Intraperitonealna injekcija tioglikolata se Cesto koristi da bi se povecao broj PM, koji se
najc¢eS¢e prikupljaju 4 dana nakon tretmana tioglikolatom 1 kao takvi dalje koriste u
istrazivanjima (Cohn, 1978; Lagasse i Weissman, 1996; Takahashi, 2009), a
okarakterisani su kao inflamatorni makrofagi (Lech i Anders, 2013). U literaturi se,
izmedu ostalog, mogu na¢i podaci o tretmanu makrofaga bakterijskim
lipopolisaharidom (LPS) ili glukokortikoidima npr. deksametazonom, koji dovode do
generisanja razli¢itih tipova makrofaga. Ti razliCiti tipovi makrofaga cesto su
okarakterisani ili kao inflamatorni ili kao makrofagi koji u€estvuju u reparaciji tkiva tj.
reparatorni (Lee i sar., 2011).

S obzirom da je kostano tkivo dobro prokrvljeno, frakture obi¢no dovode do
krvarenja i obrazovanja hematoma na mestu povrede. U naSim istrazivanjima je Kkrvni
ugrusak ukljuen kao jedna od komponenti eksperimentalnih implanata kako bi se
simulirao prirodni proces zarastanja fraktura. Na ovaj na¢in i komponente krvnog
ugruska kao 1 makrofagi uticu na inicijalni proces osteogeneze, Sto moze biti simulacija
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onoga Sto se deSava tokom zarastanja fraktura. Danas postoji miSljenje da su celije i
molekuli inflamatorne faze zarastanja kosti zajedno sa komponentama krvnog ugruska

esencijalni za inicijaciju procesa reparacije (Shapiro, 2008).

5.1. Invivo istrazivanja uloge makrofaga u osteogenezi

lako je danas prihvadeno da makrofagi imaju znacajnu ulogu u zarastanju
kostanog tkiva, joS uvek ne postoje radovi u kojima je konkretno i sistematski ispitivan
uticaj makrofaga razli¢itog porekla i tretiranih na razli¢ite nacine, na procese reparacije
i regeneracije kosStanog tkiva. Zbog toga je jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bio
ispitivanje uticaja razli¢ito tretiranih makrofaga i ukljucenih u strukturu implanata od
mineralnog matriksa kosti (MMK) i krvnog ugruska, na osteogenezu in vivo. U tu svrhu
koriS¢en je model subkutane implantacije 1 indukovane ektopicne osteogeneze.

Implanti su se medusobno razlikovali po nacinu tretmana makrofaga koji su bili
njthova sastavna komponenta. Tako su MMK 1 krvni ugrusak, kao nosaci celija,
kombinovani sa rezidentnim (nestimulisanim) PM (NM tip implanata), tioglikolatom
elicitiranim PM (TM tip implanata), nizom koncentracijom LPS-a tretiranim PM (LM1
tip implanata), viSom koncentracijom LPS-a tretiranim PM (LM2 tip implanata) i
deksametazonom tretiranim PM (D tip implanata). Kontrola su bili implanti koje su
¢inili kombinovani nosa¢i makrofaga tj. MMK i krvni ugruSak (K tip implanata) i
implanti koje je ¢inio samo MMK (B tip implanata). U ispitivanim implantima u svim
terminima posmatranja (1, 2, 4, 1 8 nedelja od implantacije) praceni su procesi
resorpcije, angiogeneze, kolagenogeneze, tkivna arhitektura, imunoekspresija

osteopontina (OP) 1 osteokalcina (OC) 1 konacno proces osteogeneze.

5.1.1. Proces resorpcije u ektopi¢nim implantima

Kostano tkivo je izuzetno dinamicno tkivo za koje su karakteristicni konstantni
procesi resorpcije i izgradnje, koji omogucavaju njegovo odrZavanje, popravku
ostecenja i homeostazu fosfora i kalcijuma u organizmu (Fernandez-Tresguerres-
Hernandez-Gil, 2006). Osteoklasti ¢e na mestu frakture resorbovati oSte¢eni matriks

kosti zajedno sa ¢elijama i stvoriti uslov da osteoblasti na tom mestu izgrade novu kost,
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ali ¢e kasnije ucCestvovati 1 u procesu remodeliranja koStanog tkiva i1 njegovog
sazrevanja do konacne strukture lamelarne kosti. Procesi resorpcije 1 izgradnje koStanog
tkiva moraju biti uskladeni. Tako npr. kod naslednog oboljenja osteopetroze je
poremecena diferencijacija ili funkcija osteoklasta, pa dolazi do smanjene resorpcije
kosti i do povecCanja koStane mase, ali su kosti krte i sklone frakturi. To je
najverovatnije posledica nesposobnosti remodeliranja primarne, nezrele kosti ka
lamelarnoj koja je mehanicki jaca (Gerritsen i sar., 1994; Kati¢, 1997). Sa druge strane i
prekomerna resorpcija je Stetna za normalno funkcionisanje koStanog tkiva, kao u
slu¢aju osteopozore ili familijarne ekspanzivne osteolize (Wallace i sar., 1989;
Manolagas, 2000).

Makrofagi reaguju na implantirane biometarijale grupisanjem u dzinovske
viSejedarne fagocite koji ucestvuju u procesima biodegradacije i resorpcije materijala
procesom fagocitoze (Xia 1 Triffitt, 2006). Resorpcija je obi¢no prvi korak procesa
remodeliranja kosti (Najman i sar., 2004).

U na$im istrazivanjima MMK u svim ispitivanim implantima ¢ak 1 nakon osam
nedelja od implantacije nije u potpunosti resorbovan, mada postoje jasni znaci procesa
biodegradacije, a njen stepen se razlikuje od tipa do tipa implanta. Prisustvo dugotrajne
resorpcije granula MMK, cak dva meseca nakon implantacije, moZe biti posledica
¢vrstine biomaterijala (Mizuno i sar., 1990; Rundle i sar., 2006; Najman i sar., 2004;
Vasiljevi¢ i sar., 2009). NasSa istrazivanja pokazuju da je proces resorpcije u implantima
koji su inicijalno sadrzavali makrofage konstantan. Cak i osam nedelja nakon
implantacije u ovim implantima postoje brojni, krupni, viSejedarni fagociti, a proces
resorpcije sve vreme “tinja” za razliku od kontrolnih implanata B i K tipa, gde je ovaj
proces nakon osam nedelja gotovo potpuno obustavljen.

U implante NM tipa inicijalno su uneti rezidentni PM (RPM), koji su pod
delovanjem ostalih komponenti implanta (faktora plo¢ica krvnog ugruSka i samog
MMK), mogli biti stimulisani na fagocitozu. U implantima TM tipa su makrofagi veé¢
intraperitonealnim tretmanom tioklikolatom bili indukovani na fagocitozu kao
makrofagi inflamatornog karaktera, Sto je podrzano naSim in vitro rezultatima, ali i
literaturnim podacima (Lech i Anders, 2013). Fagocitna aktivnost tioglikolatom
elicitiranih peritonealnih makrofaga (TEPM) je mogla biti podrzana citokinima i

faktorima rasta krvnog ugruska. Takode, postoje literaturni podaci koji govore u prilog
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tome da deksametazon, koji je u naSim istrazivanjima inicijalno postojao u implantima
DM tipa, i LPS koji je inicijalno postojao u implantima LM1 i LM2 tipa, takode
indukuju fagocitozu. Tako, inkubacija humanih monocita sa deksametazonom u trajanju
od 48 h trostruko povecava njihovu sposobnost fagocitoze u in vitro uslovima (Van de i
sar.r Goes, 2000), dok inkubacija makrofaga kostne srzi misa sa LPS-om takode dovodi
do povecanja fagocitozne sposobnosti i ova korelacija je dozno zavisna (Cooper i sar.,
1984). Dozno zavisni efekat LPS-a na indukciju fagocitoze mogao bi biti razlog veceg
resorpcionog efekta u implantima LM2 tipa u odnosu na implante LM1 tipa, pokazanog
u naSim istrazivanjima. | rezultati naSih in vitro istrazivanja, koji se odnose na
morfoloSke i funkcionalne razlike LPS-om tretiranih PM, pokazuju da PM koji su
tretirani viSom koncentracijom LPS-a imaju veéi broj vezikula/vakuola u citoplazmi u
odnosu na PM tretirane nizom koncentracijom LPS-a, $to je u direktnoj korelaciji sa
njihovom fagocitnom aktivno$¢u. Konaéno, veci stepen resorpcije i prisustvo fagocita u
svim terminima posmatranja u implantima gde su inicijalno postojali makrofagi, moze
biti posledica same sposobnosti makrofaga da sintetiSu i otpustaju mnoge citokine Kkoji,
izmedu ostalog, privlace nove fagocite. Jedan od njih je npr. TNF-a (Heidenreich i sar.,
1988; Boyce i sar., 2005).

U kontrolnim implantima K tipa su ve¢ u startu postojali monociti krvi koji su se
diferencirali u makrofage, ali 1 razli¢iti citokini 1 faktori rasta krvnog ugruska, koji
podsti¢u makrofage na fagocitozu, pa je i proces resorpcije bio izrazeniji u odnosu na
kontrolne implante B tipa. Tako npr. postoje literaturni podaci koji govore o tome da
PDGF, VEGF, FGF-2, kao i proinflamatorni citokini plo¢ica krvog ugruska direktno
uti¢u na osteoklaste i podrzavaju proces resorpcije (Zhang i sar., 1998; Chikazu i sar.,
2000; Yang i sar., 2008; Zupan i sar., 2013; Amable i sar., 2013;). U implantima K tipa
je primecen i veci broj krvnih sudova u odnosu na implante B tipa, $to je povecalo Sansu
implantima K tipa da do njih direktno iz krvotoka dospeju monociti i diferenciraju se u
nove fagocite. ObjaSnjenje nize stope fagocitoze u implantima K tipa u odnosu na
implante sa inicijalno unetim makrofagima moze biti to Sto su u implantima K tipa bili
neelicitirani makrofagi, koji su po svom poreklu i funkcionalnim karakteristikama blizi
monocitima.

U kontrolnim implantima B tipa su granule MMK ¢ak 1 osam nedelja nakon

implantacije veoma krupne. Ovo je bilo ocekivano, s obzirom da je potrebno neko
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vreme da fagociti dospeju iz okolnih tkiva, vezivne kapsule i krvnih sudova u implante
B tipa, aktiviraju se 1 otpocnu fagocitozu.

Na osnovu svega iznetog, veci stepen resorpcije u implantima koji su sadrzavali
makrofage u odnosu na kontrolne implante bez makrofaga mogao bi biti posledica:

1. inicijalnog postojanja makrofaga u ovim tipovima implanata

2. postojanja krvnog ugruska sa razli¢itim faktorima rasta i citokinima koji uti¢u
na aktivnost fagocita

3. delovanja deksametazona odnosno LPS-a na makrofage

4. delovanja faktora koje produkuju sami makrofagi

5.1.2. Angiogeni potencijal ektopi¢nih implanata

Kostano tkivo je dobro prokrvljeno, a bliska prostorna i vremenska povezanost
krvnih sudova sa ¢elijama koStanog tkiva omogucava odrzavanje integriteta celokupnog
skeletnog sistema (Kanczler i Oreffo, 2008). Krvnim sudovima se transportuju gasovi,
hranljive materije, faktori rasta 1 razliCite ¢elije. Uspostavljanje stabilne mreze krvnih
sudova predstavlja jedan od najranijih dogadaja generalno u organogenezi (Coultas i
sar., 2005). Angiogeneza i vaskularizacija su esencijalne za odrzavanje i regeneraciju
koStanog tkiva, jer bez njih ono brzo degenerise (Schmid i sar., 1997). Takode,
angiogeneza je vazna komponenta inflamatornog odgovora i reparatornog procesa
(Kajdaniuk i sar., 2011; Nucera i sar., 2011). Dakle, angiogeneza igra klju¢nu ulogu i
tokom razvica skeleta 1 tokom reparacije fraktura kostiju. Neadekvatno snabdevanje
frakture krvlju moze dovesti do pseudoartroze, stanja koje je definisano kao nespajanje
delova frakture zbog stopiranja procesa reparacije. U tom slu¢aju dolazi do stvaranja
vlaknaste hrskavice i gusto organizovanog vezivnog tkiva na mestu preloma (Helfet i
sar., 2003).

Formiranje novih kapilara je proces koji prolazi kroz vise koraka (Ausprunk i
Folkmanb, 1977). Jedan od njih je i migracija endotelskih celija privucenih
odgovaraju¢im hemoatraktantima. Fibrin, koji se €esto nalazi na mestu povrede tkiva,
sluzi kao migratorni matriks za endotelske i druge ¢elije (Brown i sar., 1989; Liu i sar.,

1990). Za izduzivanje novih kapilara, endotelske ¢éelije koje su migrirale moraju da se
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zamene novopodeljenim endotelskim celijama. Zatim bi deoba ovih ¢elija trebalo da
prestane tokom diferencijacije u zrele kapilare sa novim bazalnim membranama.

Rezultati naSih istrazivanja su pokazali da je vaskularizovanost implanata koji su
inicijalno sadrzavali PM u svim terminima posmatranja bila bolja u odnosu na kontrolne
implante. Polverini i sar. (1977) su na osnovu analiza stimulisanih makrofaga i njihovih
kondicioniranih  medijuma zaklju¢ili da oni indukuju neovaskularizaciju, dok
nestimulisani PM nemaju proangiogene sposobnosti. To znaci da je angiogena aktivnost
makrofaga povezana sa njithovom sekretornom aktivnos¢u 1 da makrofagi sami po sebi
nisu proangiogeni, ve¢ prethodno zahtevaju stimulaciju. Specijalizacija i stimulacija
makrofaga je determinisana lokalnim citokinima i adhezivnim molekulima, ili
interakcijom sa stranim telom i infektivnim agensima. U literaturi je poznato da su
makrofagi sposobni da utiCu na sve faze angiogeneze svojim sekretornim produktima
(Moldovan i Moldovan, 2005). Stimulisani makrofagi otpuStaju ne samo seriju
angiogenih citokina i faktora rasta (Sunderkotter i sar., 1991), ve¢ i proteoliticke enzime
(Shapiro i sar., 1991) koji “kopaju kanale” koji ¢e zatim biti naseljeni endotelskim
Celijama 1 formirati kapilare. Takode, makrofagi deluju¢i svojim enzimima na
vancelijski matriks oslobadaju razli¢ite faktore rasta (bFGF, TGF-beta, GM-CSF), koji
su inaCe vezani za komponente vancelijskog matriksa (Sunderkotter i sar., 1991), a koji
imaju proangiogenu aktivnost.

U naSim istrazivanjima je u konstrukcije svih implanata, osim implanata B tipa,
bio ukljucen i krvni ugruSak. Jedna od komponenti krvnog ugruska je fibrin, protein koji
ina¢e podrzava angiogenezu, jer sluzi kao migratorni matriks za endotelske celije i
leukocite (Brown i sar., 1989; Knighton i sar., 1982; Liu i sar., 1990; ), ali i za sve
inflamatorne ¢elije, kao i druge tipove Celija koje u€estvuju u procesu ozdravljenja tkiva
(Van Hinsbergh i sar.,, 2001). Stoga, neovaskularizacija moze biti posledica
deponovanja fibrina. Medutim, fibrin sam po sebi nije proangiogen, ve¢ ova njegova
sposobnost dolazi do izrazaja tek nakon digestije plazminom koga inace sintetiSu
makrofagi (Thompson i sar., 1985; Thompson i sar., 1992). Makrofagi u kombinaciji sa
fibrinom sa jedne strane promovisu koagulaciju (Adams i Hamilton, 1992), dok sa
druge strane degradacijom fibrina plazminom oslobadaju fragmente koji imaju
angiogeni potencijal (Thompson i sar., 1985). Zato, jedan od razloga bolje

vaskularizovanosti u implantima iz nasih eksperimenata u ¢iju su konstrukciju bili u
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startu ukljuceni makrofagi moze biti i medusobna interakcija makrofaga i fibrina krvnog
ugruska.

U naSim eksperimentima, izmedu razli¢itih tipova implanata sa inicijalno unetim
makrofagima postoje razlike u vaskularizovanosti. S obzirom da su se ovi implanti
razlikovali jedino po tipu inicijalno unetih makrofaga, mozemo pretpostaviti da je
razli¢it stepen prokrvljenosti implanata bio posledica delovanja tih makrofaga na proces
angiogeneze. Razlike u proangiogenoj aktivnosti makrofaga bi mogle biti pripisane
njthovim razli¢itim razvojnim 1 funkcionalnim stanjima.

Implanti NM tipa sa rezidentnim PM (RPM) bili su u svim terminima
posmatranja dobro prokrvljeni. Okruzenje RPM u ovim implantima (pre svega
komponenti krvnog ugruska) moglo je da utie na stimulaciju RPM 1 usmeri njihovo
delovanje na angiogenezu.

Nasi in vitro rezultati, koji su se odnosili na determinaciju produkcije TNF-a od
strane tioglikolatom elicitiranih peritonealnih makrofaga (TEPM), pokazali su da oni
sekretuju znacajnu koli¢inu ovog citokina. S obzirom da je TNF-a proangiogeni faktor
(Leibovich i sar., 1987), on je mogao biti induktor procesa angiogeneze u implantima
TM tipa, Sto je moglo biti dodatno potpomognuto komponentama krvnog ugruska.

Na osnovu literaturnih podataka je poznato da LPS indukuje diferencijaciju
makrofaga u inflamatorni tip (Pelegrin i Surprenant, 2009; Lapara i Kelly, 2010).
Implante LM2 tipa iz naSih istrazivanja osam nedelja nakon implantacije odlikuje
siromasna vaskularizovanost. Suprotno od njih, implanti LM1 tipa su i nakon osam
nedelja od implantacije bogato vaskularizovani. Poznato je da LPS-om aktivirani
makrofagi sintetiSu TNF-a i pretpostavlja se da je proangiogena aktivnost makrofaga
posredovana primarno preko ovog citokina (Leibovich i sar., 1987; Naldini i Carraro,
2005). Medutim, njegovo delovanje na proces angiogeneze je dozno zavisno, pa tako
nize doze deluju proangiogeno, a viSe inhibitorno na proces angiogeneze, pa ¢ak i
oste¢uju tkivo. Visa koncentracija LPS-a u implantima LM2 tipa iz naSih istrazivanja
indukovala je makrofage na sekreciju vece koli¢ine TNF-a (kako je i potvrdeno u naSim
in vitro eksperimentima u kojima su PM tretirani razli¢itim koncentracijama LPS-a), Sto
je konacno rezultiralo inhibicijom angiogeneze. U implantima LMI1 tipa situacija bila
obrnuta rezultiraju¢i konstantnim 1 izraZenim angiogenim procesom. LPS, koji aktivira

proangiogenu akciju makrofaga, takode stimuliSe i transkripciju trombospondina 1 (TSP
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1) koji je inhibitor angiogeneze (Jaffe i sar., 1985; DiPietro i Polverini, 1993). S
obzirom da TSP 1 ima i neke druge funkcije tokom zarastanja rana (sluzi kao migratorni
matriks, pojacava hemotaksu neutrofila, inhibira proteaze), njegova uloga u angiogenezi
najverovatnije zavisi od regulatornin efekata drugih medijatora prisutnih tokom
inflamacije (DiPietro i Polverini, 1993).

Poznato je da glukokortikoidi usmeravaju makrofage ka diferenicijaciji u anti-
inflamatorne tj. reparatorne makrofage koji su, izmedu ostalog, okarakterisani kao
proangiogeni (Sica i Mantovani, 2012; Jetten i sar., 2014). Jedan od njihovih sekretornih
produkata je i TNF-B. Niske koncentracije ovog citokina indukuju migraciju i
proliferaciju endotelskih celija, dok visoke inhibiraju ove procese, a stimuliSu
formiranje tubularnih struktura i deponovanje bazalne lamine (Sunderkétter i sar.,
1994). U naSim istraZzivanjima, prisustvo deksametazonom tretiranih PM u implantima
DM tipa verovatno je rezultiralo bogatom prokrvljeno$¢u ovih implanata u svim
periodima posmatranja.

Histoloskom analizom implanata iz nasih istrazivanja primecena je i infiltracija
neutrofila u one implante koji su inicijalno sadrzavali makrofage. Tako su u implantima
sa makrofagima tretiranim LPS-om ili deksametazonom (LM1, LM2 i DM tip)
neutrofili uoceni ve¢ nedelju dana nakon implantacije. Neke studije su pokazale da je
prisustvo ne samo makrofaga, ve¢ i granulocita (Fromer i Klintwonth, 1975), preduslov
za neovaskularizaciju. Supresija (Simpson i sar., 1972) ili smanjenje broja (Fromer i
Klintwonth, 1975) bilo kog od ova dva ¢elijska tipa suprimira formiranje novih krvnih
sudova. Medutim, angiogena aktivnost granulocita je inferiorna u odnosu na na
makrofage (Moore i Sholley, 1985). Takode, poluzivot neutrofila je kratak.

Vaskularizovanost kontrolnih implanata K tipa je bila slabija u odnosu na
implante sa inicijalno unetim makrofagima, a veca u odnosu na implante koji su
sadrzavali ¢ist MMK (B tip). Proangiogeni efekti u implantima K tipa bi mogli biti
pripisani plo¢icama krvnog ugruska, za koje je pokazano da sintetiSu brojne faktore koji
podstiCu zarastanje rana i angiogenezu, a medu njima su PDGF, IGF-1, VEGF,
angiopoetin, MMP-1, 5 i 9. VEGF i FGF imaju hemoatraktantno delovanje na
endotelske ¢elije, dok PDGF promovise rast novih krvnih sudova (Brill 1 sar., 2004). U
naSim istrazivanjima, makrofagi nisu bili primarno u sastavu implanata K tipa. Medutim

monociti su deo krvnog ugruska koji je bio sastavna komponenta ovih implanata i koji
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su se diferencirali u makrofage. Takode, makrofagi su mogli na jo§ najmanje dva nac¢ina
dospeti do implanta i to ili iz vezivne kapsule, ili iz okolnih krvnih sudova. Medutim,
ovi makrofagi su po svom stepenu diferencijacije u startu bili mnogo blizi monocitima
iz kojih su nastali pa je njihov uticaj proces angiogeneze bio manje intenzivan
(Sunderkatter i sar., 1994).

Kontrolne implante B tipa odlukuje dobra vaskularizovanost dve nedelje od
implantacije, a zatim ona slabi pocevsi od Cetvrte nedelje, tako da u osmoj nedelji krvni
sudovi gotovo da nisu uoceni. Ovakva dinamika razvi¢a krvnih sudova u pomenutom
tipu implanta je u skladu sa literaturnim podacima, koji ukazuju na to da je stopa
proliferacije endotelskih ¢elija normalno u tkivu jako niska (Hobson, 1984) i da je
tokom rasta i procesa reparacije neovaskularizacija pojacana u toku jednog kraéeg

perioda, a zatim kompletno inhibirana (Sunderkétter i sar., 1994).

5.1.3. Vezivno-tkivna arhitektura u ektopi¢nim implantima

Prisustvo 1 broj razli€itih tipova ¢elija u implantima izuzetno je vazan parametar
za pracenje procesa osteogeneze, jer upravo od vrste inicijalno unetih ¢elija 1 onih koje
su migrirale u implante, kao i njihove aktivnosti i medusobnih interakcija u kombinaciji
sa prisustvom i brojem krvnih sudova, zavisi celokupan osteogeni proces.

Posmatrajuci implante po¢evsi od periferije, 0ko implanata svih tipova, i u svim
opservacionim terminima postoji vezivna kapsula. Idealni rezultat implantacije bila bi
potpuna restauracija normalne tkivne arhitekture i funkcije nakon zarastanja povrede.
Medutim, formiranje fibrozne kapsule je obi¢no finalni korak u reakciji organizma na
biomaterijal (Anderson i McNally, 2011). Razlog ovome lezi u tome $to makrofagi i
drugi fagociti ne mogu u potpunosti da razloze implantirani materijal, pa ga organizam
prepoznaje kao strano telo koje bi trebalo izolovati. To se najbolje postize formiranjem
tanke, uglavnom neprokrvljene kapsule koja sprecava dalju interakciju izmedu implanta
i domacina (Konttinen i sar., 2005).

Razlike u morfologiji vezivne kapsule postoje izmedu razlicitih tipova
implanata. U prvom terminu opservacije oko implanata sa inicijalno unetim
makrofagima postoji nesto deblja kapsula. Debljina vezivne kapsule je naro¢ito izraZzena

oko implanata LM1 i LM2 tipa, a odlikuje je bogatstvo ¢elijama. Prisustvo deblje
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vezivne kapsule oko ovih implanata moze ukazivati na jak inflamatorni odgovor (EI-
Warrak i sar. , 2001; EI-Warrak i sar., 2004; EI-Warrak i sar., 2004a), Sto bi moglo biti
posledica delovanja LPS-a. Oko kontrolnih implanata K i B tipa prakticno u svim
terminima posmatranja vezivna kapsula je tanka, gradena pretezno od rastresitog
vezivnog tkiva, sa malobrojnim, medusobno udaljenim ¢elijama. U svim tipovima
implanata u kasnijim terminima opservacije debljina 1 ¢elijska gustina vezivne kapsule
slabe. Smanjivanje debljine vezivne kapsule prati povecana aktivnost fagocita. Prisustvo
jednojedarnih i dzinovskih viSejedarnih fagocita zajedno sa granulomatoznom
reakcijom moze se smatrati normalnim odgovorom na prisustvo biometarijala u
implantu. Za razgradive biomaterijale ovakva aktivnost se ¢ak smatra neophodnom, s
obzirom da bi u suprotnom rezultat implantacije bio debela kapsula, sa svim negativnim
posledicama po proces osteogeneze. Tanka vezivna kapsula se ¢ak moZe tolerisati 1 oko
implanata koji se implantiraju direktno u kost (Nuss i Rechenberg, 2008).

Kolagen je vazna i najzastupljenija organska komponenta kosStanog tkiva
(Viguet-Carrin i sar., 2006; Tzaphlidou, 2008) i kao takva jedan od bitnih parametara
tokom pracenja osteogenog procesa. Dinamika razvia kolagenih vlakana u svim
tipovima implanata prati odredenu Semu tokom prve, druge i Cetvrte nedelje od
implantacije. Tako se u svim tipovima ispitivanih implanata kolagen u prvoj nedelji
nakon implantacije moZe uociti prevashodno u njihovim perifernim delovima 1 vezivnoj
kapsuli, dok se u ostalim terminima uocava 1 u unutrasnjosti implanata. Tokom druge i
Cetvrte nedelje od implantacije kolagen prozima implante, a najveée razlike u
zastupljenosti kolagena uocene su osam nedelja nakon implantacije.

Nedelju dana nakon implantacije, nasuprot ostalim tipovima implanata, u
implantima NM, LM1 i LM2 tipa vezivno tkivo izmedu granula MMK odlikuje velika
gustina éelija i na periferiji i u unutragnjosti ovih implanata. Celije su tokom prve
nedelje od implantacije u implante verovatno infiltrirale iz okolnog tkiva i okolnih
krvnih sudova, kao i vezivne kapsule. To moze biti razlog Sto naseljavanje implanata
¢elijama pocinje od periferije. RPM inicijalno uneti u implante NM tipa mogli su biti
aktivirani ostalim komponentama NM implanata (MMK, komponente krvnog ugruska) i
kao takvi sekretovati odredene faktore koji su hemoatraktanti za celije. Takode, krvni
sudovi koji su ve¢ nedelju dana nakon implantacije uoceni i u unutrasnjosti implanata

NM tipa, su omogucili da razliCite Celije iz krvotoka dospeju do svih delove ovog tipa

119



implanata. Zapravo, postoje literaturni podaci koji govore u prilog tome da interakcija
plocica sa makrofagima u in vitro uslovima podsti¢e sekreciju proinflamatornih citokina
od strane makrofaga (Scull i sar., 2010), koji su hemoatraktanti za razne tipove Celija
(Nielsen i sar., 1994; Kon i sar., 2001; Torrente i sar., 2003;). Nakon nedelju dana od
implantacije periferija implanata TM tipa je bila naseljena celijama, za razliku od
njihove unutradnjosti. TEPM, koji su inicijalno uneti u ovaj tip implanata, prema
literaturnim podacima (Lech i Anders, 2013), sintetiSu proinflamatorne citokine koji su
hemoatraktanti za ¢elije. Mala gustina ¢elija u unutrasnjosti implanata TM tipa mogla bi
biti posledica nepostojanja krvnih sudova u ovim regionima (Yannas, 2001). Na stepen
infiltracije ¢elija u implante DM, LM1 i LM2 tipa, mogli su uticati i reagensi u koje je
MMK bio potopljen preko no¢i. Tako postoje literaturni podaci da deksametazon
inhibira ¢elijsku migraciju (Pross i sar., 2002; Tsai i sar., 2003; Luo i sar., 2009), dok je
LPS aktivira (Tajima i sar., 2008; Moon i sar., 2012). Kona¢no, prema histoloskoj
analizi, u implantima sa makrofagima postojalo je sinergisticko dejstvo sekretornih
produkata makrofaga, komponenti krvnog ugruska i samog MMK, koji su delovali
hemoatraktantno za ¢elije (Macaulay i sar., 2005; Senzel i sar., 2009) odnosno samog
MMK (Tapety i sar., 2004). Za kontrolne implante K i B tipa takode vazi da je veca
gustina Celija registrovana na periferiji implanta. I ovde bi uzrok tome mogao biti
hemoatraktantni u¢inak komponenti krvnog ugruska (Macaulay i sar., 2005; Senzel i
sar., 2009) i u manjoj meri samog MMK (Tapety i sar., 2004).

Dve 1 Cetiri nedelje nakon implantacije gustina ¢elija u vezivnom tkivu je znatno
povecana u svim ispitivanim tipovima implanata, Sto moZe biti povezano sa razvicem
krvnih sudova u implantima tokom ovog perioda, kojima su nove c¢elije migrirale u
implante. I razli¢iti sekretorni faktori ¢elija implanata tj. komponente krvnog ugruska 1
sekretorni produkti samih makrofaga, kao 1 novopridoSlih ¢elija, verovatno su imali
hemoatraktantni u¢inak. Deksametazon, koji je nedelju dana nakon implantacije mogao
inhibirati migraciju ¢elija u implante DM tipa, sa druge strane je mogao indukovati
makrofage u smeru diferencijacije ka reparatornom tipu, pa se izrazita gustina celija u
ovim implantima moze pripisanti delovanju faktora ovog funkcionalnog tipa makrofaga
(Postlethwaite i sar., 1987).

Gustina ¢elija u svim tipovima implanata je smanjena nakon osam nedelja od

implantacije u odnosu na prethodni opservacioni period, Sto moze biti posledica
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dugotrajne izolacije implanata vezivnom kapsulom. Gustina ¢elija je naroCito smanjena
u implantima B tipa, na Sta je moglo uticati i smanjenje broja krvnih sudova, $to je
limitiralo migraciju novih ¢elija, kao 1 ishranu ve¢ postoje¢ih. Gustina celija ostalih
tipova implanata je veca u ovom terminu opservacije u odnosu na ovu kontrolu.

Granulomatozna reakcija je pratilac svih procesa u ispitivanim implantima.
Mahom se zapaZa nakon dve 1 Cetir1 nedelje od implantacije u vidu skupine fagocitnih
¢elija, neutrofila 1 krvnih sudova u vezivu oko ostataka resorbovanih granula MMK.
Granulomatozna reakcija je normalan proces koji se vida tokom zarastanja fraktura
kosti i deo je inflamatorne faze reparacije (Kalfas, 2001). Medutim, prisustvo
granulomatozne reakcije i osam nedelja nakon iplantacije u implantima LM1 i LM2 tipa
moze ukazivati na hroni¢nu inflamaciju (Williams 1 Williams, 1983). Granulomatozna
reakcija u prvim nedeljama osteogeninh procesa u eksperimentalnim implantima
potpomognuta je i fibrinom koji je hemoatraktant za neutrofile, monocite i limfocite
(Bar-Shavit i sar., 1983; Bizios i sar., 1986).

Fibrin krvnog ugruska u svim implantima, osim implanata B tipa, je dobra
pocetna potpora za adheziju Celija koje su migrirale u implante, pri ¢emu postepeno
dolazi do njegove razgradnje (Yasuda i sar., 2010). Pored toga i trombin iz krvnog
ugruska se ponasa kao hemoatraktant privlace¢i neutrofile, monocite i limfocite koji
doprinose regeneraciji oSteCenog mesta (Bar-Shavit i sar., 1983; Bizios i sar., 1986).
Makrofagi privuceni fibrinskom mrezom je 1 razgraduju, S$to prvo deluje
proinflamatorno a kasnije i reparatorno (Szabaand Smiley, 2002).

Fibrinsku mrezu zamenjuje nezrelo vezivno tkivo (Erofeev and Shchepkina,
2008). Ovo nezrelo vezivno tkivo sadrzi nezrele fibroblaste (koji se ¢esto oznacavaju i
kao mezenhimske mati¢ne celije) koji se mogu diferencirati u razne Celijske tipove
(Alberts i sar., 2002), pa je postojanje ovog tkiva od velikog znacaja za proces
reparacije i regeneracije uopSte. Nezrelo vezivno tkivo se u svim terminima opservacije
zadrzalo u implantima NM 1 DM tipa. Ovaj tip tkiva naroCito je lepo razvijen u
implantima NM tipa, gde je registrovano i na periferiji i u unutraSnjosti implanata.
Nezrelo vezivno tkivo je do osme nedelje uoceno i na periferiji implanata tretiranih
nizom koncentracijom LPS-a (LM tip), medutim, ovi regioni su jako male povrSine i
stiCe se utisak da je njihova diferencijacija krenula ka fibroznom i masnom tkivu. Jaka

fibroza, bez prisustva nezrelog vezivnog tkiva, uocena je nakon osam nedelja 1 u
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implantima tretiranih viSom koncentracijom LPS-a (LM2 tip) i moze biti pripisana
snaznom inflamatornom procesu tokom svih osam nedelja, koja je usmerila celije ka
izrazitoj produkciji kolagena koji je popunjavao velike Supljine u implantima (Williams
1 Williams, 1983). Masna degeneracija, koja je uocena na periferiji implanata LM?2 tipa,
mogla bi biti posledica nepostojanja adekvatne vaskularne potpore u tim delovima
implanata. U implantima LM1 i DM tipa se nezrelo vezivno tkivo odrzalo, ali su uz
njega prisutna fibrozno i masno tkivo. Naime kao i kod implanta LM2 tipa, jaka
resorpcija u implantima LM1 i DM tipa dovodi do razvi¢a masnog ili fibroznog tkiva na
mestima resorpcije, Sto je prisutno i kod nekih bolesti (familijarna ekspanzivna
osteoliza). Takode, razvi¢u fibroznog tkiva pomazu PDGF kojeg proizvode plocice
krvnog ugruska i TGF-B kojeg proizvode makrofagi (Bataller i Brenner, 2005). Razvice
fibroznog tkiva i u implantima sa krvnim ugruskom (K tip) moze biti zbog uticaja nekih
faktora krvnog ugruska kao Sto je PDGF, koji stimuliSe proliferaciju aktiviranih
kolagen-produkujucih ¢elija (Friedman i Arthur, 1989). Nezrelo vezivno tkivo koje je
postojalo u prvim terminima opservacije u implantima B tipa, do kraja osme nedelje
degeneriSe 1 njega zamenjuju fibrozno i masno tkivo. Medutim u osmoj nedelji je
uocena degeneracija ovih tkiva, Sto moze biti posledica nerazvijenosti vaskularne mreze
u ovim implantima.

U vecini implanata sa inicijalno unetim makrofagima naslage kolagena osam
nedelja nakon implantacije su tanje nego u prethodnim terminima posmatranja.
Literaturni podaci iz in vivo i in vitro istrazivanja pokazuju da makrofagi sintetiSu
razli¢ite faktore koji ili podstiCu kolagenogenezu ili razgraduju kolagen. Tako
makrofagi generiSu solubilne medijatore koji moduliraju proliferaciju fibroblasta i
produkciju vancelijskog matriksa, a medu njima su kljuéni TGF-p i PDGF (Bonner i
sar., 1991; Clouthier i sar., 1997; Bonner 2004). Makrofagi sintetiSu i razli¢ite enzime
tipa metaloproteinaza koji razgradjuju vanéelijski matriks (Yaguchi i sar., 1998). To bi
moglo biti objaSnjenje rezultata naSih eksperimenata koji pokazuju slabljenja naslaga
kolagena osam nedelja nakon implantacije u vecini tipova implanta sa inicijalno unetim
makrofagima. U ovom pogledu se izdvajaju implanti koji su podrazumevali tretman
LPS-om u nizoj ili viSoj koncentraciji (LM1 i LM2 tip). Produkcija vece koli¢ine
kolagena u implantima LM1 i LM2 tipa moze se dovesti u vezu sa prisustvom velikog

broja viSejedarnih fagocita u prethodnim periodima i izrazenim procesom resorpcije
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(Osterberg i sar., 1988; Helfrich, 2003). Takode dugotrajna inflamacija koja je
registrovana naroc¢ito u implantima LM2 tipa, prema literaturnim podacima vodi ka
gubljenju osnovnog tkiva i fibrozi (Sivakumar i Das, 2008; Ueha i sar.,2012; Lech i
Anders, 2013).

Fibroza je u poslednjem terminu opservacije prisutna i u kontrolnim implantima
K tipa. Poznato je da neke komponente krvnog ugruska favorizuju fibrozu, kao npr.
PDFG (Bonner, 2004; Trojanowska, 2008) VEGF i FGF (Chaudhary i sar., 2007), pa bi

se ovakav konac¢ni rezultat mogao pripisati njihovom delovanju.

5.1.4. Imunohistohemijska analiza ektopi¢nih implanata

Najcesce korisceni indikatori progresije osteogene diferencijacije su osteopontin
(OP), osteokalcin (OC) i drugi nekolageni i kolageni proteini. Sve ove proteine sintetisu
osteoblasti i oni igraju vaznu ulogu u procesima mineralizacije koStanog tkiva i
homeostazi kalcijumovih jona (Trubiani i sar., 2010).

lako je prvobitno izolovan iz kosti, kasnije se pokazalo da se OP moze locirati i
u bubrezima, epitelnim ¢elijama, ali 1 u telesnim tecnostima kao $to su krv, urin i mleko
(Chen i sar., 1993). U tkivima je OP lociran u ograni¢enim regionima, medutim njegova
zastupljenost je znatno povecana na mestima inflamacije i remodeliranja tkiva (O’Brien
i sar., 1994; Liaw i sar., 1998). Poznato je da OP moze biti i komponenta vancéelijskog
matriksa, ali i solubilni citokin. OP moZe direktno da interaguje sa proteinima
vancelijskog matriksa kao $to su fibronektin i kolagen I (Chen i sar., 1992; Martin i sar.,
2004). Imajuc¢i ovo u vidu, kao i Cinjenicu da se u svim tipovima implanata u svim
terminima anti-OP antitelom boje i granule MMK i vancelijski matriks, moguce je da ta
obojenost potice od solubilnog OP koga su granule “upile”, odnosno koji je interagovao
sa vlaknima vancelijskog matriksa.

Regulacija ekspresije OP nije u potpunosti objasnjena i varira medu razli¢itim
tipovima c¢elija. OP je ukljuc¢en u procese fizioloSke i patoloSke mineralizacije tkiva.
Njega eksprimiraju i osteoblasti 1 osteoklasti, §to ukazuje da ovaj protein ucestvuje u
remodeliranju kostanog tkiva. Tokom fizioloSke mineralizacije kosti, OP koji poti¢e od
osteoklasta inhibira formiranje hidroksiapatitnih kristala. OP je ukljufen i u procese

resorpcije kostanog tkiva, a podrzava 1 Celijsku adheziju razli¢itih tipova celija (Gao 1
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sar., 2004; Xuan i sar., 1994). OP i MMP su kolokalizovani tokom zarastanja rana i
tumorogeneze, ukazujuéi da postoji mozda i in vivo uloga proteolizovanih formi OP.
OP-knockout miSevi pokazuju defektno zarastanje rana na kozi sa abnormalnom
produkcijom kolagena, Sto znaci da je ekspresija OP povezana i1 sa fibrozom. Ta
povezanost je verovatno sekundarna i povezana sa infiltracijom makrofaga i
produkcijom TGF-B. Medutim, neka skorija istraZivanja ukazuju na to da OP privlaci
fibroblaste, potencira njihovu proliferaciju i modulira fibroblastnu sekreciju MMP
(Mazzali i sar., 2002).

OP tokom akutne i hroni¢ne inflamacije gde moze biti eksprimiran od strane
epitelnih, endotelnih 1 glatkih miSi¢nih ¢elija, kao 1 makrofaga 1 T limfocita. On privlaci
inflamatorne ¢elije na mesto povrede tkiva i deluje kao adhezivni protein. OP ucestvuje
i u proinflamatornim i antiinflamatornim akcijama (Mazzali i sar., 2002).

Generalno, svi tipovi implanata sa inicijalno unetim makrofagima (NM, TM,
LMI1, LM2 i DM tip) kao 1 kontrolni implanti K tipa, pokazuju vecu imunoekspresiju
OP u odnosu na kontrolne implante B tipa. Svi navedeni tipovi implanata, osim B tipa,
sadrzavali su kao komponentu krvni ugrusak, pa veca imunoekspresija OP u njima
moze biti 1 zbog prisustva OP iz krvi, kao 1 vece gustine razli¢itih tipova ¢elija. Takode,
u svim tipovima implanata sa makrofagima imunoekspresija OP ostaje izrazenija u
odnosu na kontrolne implante K i B tipa. To bi moglo biti objaSnjeno prisustvom
fagocita u ovim implantima tokom svih perioda posmatranja, izrazenijim inflamatornim
procesom i raznovrsnos$¢u ¢elijskih tipova u vezivnom matriksu ovih implanata.

Imunoekspresija OP je narocito intenzivna u implantima LM1, LM2 1 D tipa u
odnosu na kontrolne implante B tipa, osam nedelja nakon implantacije. Jaca
imunoekspresija OP u implantima LM1 1 LM2 tipa podrzana je ¢injenicom da su u
njima tokom svih perioda posmatranja uoceni znaci inflamatorne reakcije. Postoje i
literaturni podaci koji govore u prilog tome da proinflamatorni citokini LPS-om
tretiranih  makrofaga aktiviraju ekspresiju OP (Mazzali i sar.,, 2002). Jaca
imunoekspresija u implantima D tipa u odnosu na kontrolu, osam nedelja nakon
implantacije, moze se povezati sa procesom remodeliranja tkiva konstatovanim u ovom
periodu.

OC je nekolageni protein koji se moze nac¢i u kostima 1 dentinu. Njega sintetiSu i

sekretuju osteoblasti. U€estvuje u procesima mineralizacije kosti i homeostaze jona
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kalcijuma u organizmu (Lee i sar., 2007). I sam MMK koji je koris¢en kao materijal za
implantaciju indukuje ekspresiju OC, Sto je konstantovano u istrazivanjima drugih
autora analizom implanata sinusnih Supljina kuni¢a ve¢ dve nedelje nakon implantacije.
Pri tome je imunohistoloskim analizama OC registrovan i u granulama MMK i u
samom vancelijskom matriksu implanata (Chaves 1 sar. 2012).

Cinjenica je da je generalno imunoekspresija OC bila jada u implantima sa
tretiranim makrofagima (TM, LM1, LM2, DM tip) u odnosu na implante sa RPM i oba
tipa kontrolnih implanata (NM, K, B tip). lako slaba, imunoekspresija OC u implantima
NM tipa ipak je nesto ja¢a u odnosu na kontrolne implante B tipa.

Ne postoje podaci o tome kako rezidentni i razli¢ito tretirani makrofagi uti¢u na
osteogeni proces i indukciju sinteze OC u uslovima in vivo na modelu ektopi¢ne
osteogeneze. U literaturi se mogu naci podaci o uticaju makrofaga na diferencijaciju
osteoblasta u in vitro uslovima, u eksperimentima sa kokulturama. Tako npr. humane
mezenhimske ¢elije kostne srzi u kokulturi sa monocitima/ makrofagima periferne krvi
pokazuju brzu osteogenu diferencijaciju uz jacu ekspresiju alkalne fosfataze,
osteopontina i osteokalcina, a pokazano je da je ovakav uticaj makrofaga posredovan
preko BMP-2 (Pirraco i sar., 2013).

5.1.5. Osteogeni potencijal ispitivanih ektopi¢nih implanata

Medu ispitivanim implantima dobar osteogeni potencijal pokazuju implanti NM
tipa, jer u njima od pocetka postoji dobra vaskularna potpora, a nezrelo vezivno tkivo se
odrzalo tokom svih termina posmatranja. Ono se do kraja osme nedelje ne uocava samo
na periferiji implanata, ve¢ 1 u njihovoj unutraSnjosti. Ve¢ dve nedelje od implantacije
se mogu uociti ¢elije koje naslojavaju granule MMK, kao i strukture nalik osteonu koje
prodiru u unutraS$njost granula, a sadrze ne samo celije 1 vlakna, ve¢ 1 centralno
postavljen krvni sud. U implantima NM tipa u poslednjem terminu nije uoceno razvice
masnog ili fibroznog tkiva. Resorpcija je sve vreme bila umerena pa se MMK odrzao.
Implante NM tipa karakteriSe i umerena imunoekspresija OP i slaba imunoekspresija
OC, koja je ipak intenzivnija u odosu na kontrolne implante B tipa. Na osnovu svega

iznetog, moglo bi se rec¢i da su stvoreni svi uslovi za postepeno razvice kostanog tkiva.
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U implantima TM tipa se nezrelo vezivno tkivo odrzalo do kraja osme nedelje, a
implanti su tokom celokupnog perioda bili dobro vaskularizovani. Ve¢ od druge nedelje
na granulama MMK su primeéene naslagane ¢elije, a u kasnijim terminima i strukture u
granulama MMK koje podse¢aju na gradu osteona. Imunoekspresija OC je ovde bila
jaca u odnosu na oba tipa kontrolnih implanata. Na osnovu svega se moze re¢ida je i u
implantima TM tipa podrzan osteogeni proces. Ovakvi histoloski nalazi i zakljucci
doneseni na osnovu njih su podrzani i literaturnim podacima koji govore u prilog tome
da je u sterilnim ranama inflamatorna faza kratkotrajna, pa ovakve rane zarastaju brze,
jer inflamatorni odgovor ubrzo biva utiSan i zamenjen fazom reparacije (Lech i Anders,
2013).

U implantima LM1 tipa tokom svih osam nedelja postoji dobra vaskularna
potpora. U implant sa periferije prodire masno tkivo, a u unutrasnjosti se razvijaju
nakupine kolagena koje vode fibrozi. Medutim, na periferiji implanta ostaje ocuvano
nezrelo vezivno tkivo, a postoje 1 regioni sa dobro ofuvanom celijskom gustinom.
Granulomatozna reakcija postoji i nakon 8 nedelja od implantacije, Sto bi moglo da
ukazuje na hroni¢nu inflamaciju. Na inflamatorni proces ukazuje i jaCa imunoekspresija
OP tokom svih perioda posmatranja. Diskutabilan je dalji tok osteogenog procesa,
budu¢i da se stice utisak da nezrelo vezivno tkivo ide u smeru diferencijacije ka
masnom ili fibroznom tkivu. Takode, ne postoje literaturni podaci sa kojima bi se mogli
komparirati dobijeni rezultati.

Od prve nedelje opservacije, za implante LM2 tipa bio je karakteristiCan jak
proces resorpcije, infiltracija neutrofila ¢ak 1 osam nedelja nakon implantacije, kao 1
slabljenje vaskularne potpore na kraju ispitivanog perioda. Ova pojava je konacno
dovela do indukcije stvaranja perifernog masnog tkiva, a kasnije i njegove degeneracije
zbog nedostatka perifernih krvnih sudova, dok je u unutrasnjosti implanata doslo do
fibroze. Moglo bi se reéi da je dugotrajna inflamatorna reakcija u implantima LM2 tipa
bila koc¢nica za osteogeni proces. Iz literature je poznato da dugotrajna inflamacija moze
pre¢i u hroni¢nu koja spreCava reparaciju i dovodi do gubitka tkiva (Lech i Anders,
2013).

U implantima DM tipa, ve¢ u prvim terminima opservacije je postojala dobra
vaskularizovanost, dobra interakcija ¢elija sa granulama MMK koje su se rasporedivale

u osteoblastolikom maniru, a ovakav trend se zadrzao do kraja osme nedelje od
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implantacije. Ve¢ od druge, a narocito u ¢etvrtoj nedelji od implantacije se u granulama
MMK primecuju strukture nalik osteonima koStanog tkiva, od kojih neke sadrze i
centralni krvni sud. U svim terminima opservacije je ocuvana dobra gustina ¢elija u
vezivu. U nekim delovima implanata osam nedelja nakon implantacije izmedu vezivne
kapsule i nezrelog vezivnog tkiva postoji i masno tkivo, Sto moze biti posledica izrazene
resorpcije koja je postojala u prethodnim terminima. Debela vlakna kolagena koja su
uocena u Cetvrtoj nedelji, do kraja osme nedelje su remodelirana zahvaljuju¢i fagocitima
koji se uocavaju u vezivnom tkivu. Moze se re¢i da je proces osteogeneze u ovakvim
uslovima podrzan.

U naSim eksperimentima je u strukturu svih eksperimentalnih grupa implanata sa
inicijalno unetim makrofagima bio ukljuc¢en i krvni ugrusak, pa je sigurno da su i
njegove komponente zajedno sa makrofagima uticale na osteogeni potencijal ektopicnih
implanata. U tom smislu se pre svega izvdvaja fibrin, protein za koji je dokazano da ima
pozitivhu ulogu u procesima reparacije (Karp i sar., 2004) Takode i plo¢ice krvnog
ugruska imaju isto tako pozitivan efekat (Ajdukovic i sar., 2005). Naime, poznato je da
su faktori BMP-2, 4, i 6 koji se sintetiSu u megakariocitima, a otpustaju ih plocice,
esencijalni za formiranje kosti (Sipe i sar., 2004). Takode i IGF-1 koga sintetiSu ploCice
direktno stimuliSe formiranje koStanog matriksa i proliferaciju osteoblasta i njihovih
prekursora (Taylor i Spencer, 2001) Zato je stanje osteogenog procesa u ispitivanim
ektopi¢nim implantima rezultat ne samo samostalnog delovanja ¢elija, ve¢ 1 slozenih
¢elijskih interakcija 1 sekretornih faktora.

Generalno, svi tipovi implanata sa inicijalno unetim makrofagima, osim LM2
tipa, su tokom osmonedeljne opservacije pokazali bolju osteogenu indukciju u odnosu
na kontrolne implante. lako do kraja osme nedelje od implantacije u kontrolnim
implantima K tipa postoje znaci fibroze, na periferiji se odrzalo nezrelo vezivno tkivo,
implant prozimaju sitni krvni sudovi, a postoje 1 mesta gde su ¢elije nalik osteoblastima
rasporedene po povrSini granula MMK. Ovakav sled dogadaja mogao bi se, izmedu
ostalog, pripisati faktorima poreklom iz ploCica krvnog ugruska (Taylor i Spencer,
2001; Sipe i sar., 2004).

U kontrolnim implantima gradenim od samog MMK (B tip) osteogeni proces je
u pocetku napredovao, §to je podrzano cinjenicom da su u ovom periodu celije

uspostavile dobru interakciju sa granulama MMK, rasporedujuci se na njihovoj povrsini
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1 infiltrirajuéi ih. Takode je primeceno 1 prisustvo nezrelog vezivnog tkiva u implantima.
Medutim, nakon osam nedelja dolazi do celokupne degeneracije tkiva u implantima B
tipa, pre svega nezrelog vezivnog, ali gustog vezivnog i masnog tkiva koja su se tokom
prethodnog perioda razvijala. Dakle, evolucija nezrelog vezivnog tkiva je iSla ka razvicu
ili masnog ili fibroznog tkiva, pa nema struktura kostanog tkiva kao kona¢nog produkta
u ovim implantima. Osam nedelja nakon implantacije, masno i fibrozno tkivo
degeneriSu. Sve navedeno moze biti posledica odsustva najmanje dve komponente u
implantima B tipa: inicijalno unetih ¢elija i njihovih sekretornih faktora koji bi podrzali

ektopi¢nu osteogenezu, kao 1 nerazvijene mreze krvnih sudova.

5.2. Analiza povezanosti funkcionalnog stanja makrofaga i

osteoreparatornog procesa na modelima in vitro

Istrazivanje celijskih interakcija nakon povrede tkiva i tokom reparacije i
regeneracije od velike je vaznosti za tkivno inZzenjerstvo. Nakon frakture kosti, monociti
dolaze na mesto povrede gde se diferenciraju u inflamatorne makrofage, dok
regrutovanje monocita tokom normalnih fizioloSkih uslova dovodi do njihove
diferencijacije u makrofage specificne za kostano tkivo. Makrofagi produkuju razli¢ite
osteogene faktore i prema nekim literaturnim podacima imaju jak uticaj na osteogenu
diferencijaciju i funkciju osteoblasta (Pirraco i sar., 2013). U kokulturi makrofaga i
osteoblasta, makrofagi su c¢ak neophodni osteoblastima za efikasan proces
mineralizacije vancelijskog matriksa (Chang 1 sar., 2008).

Uticaj makrofaga razli¢itog porekla i tretiranih na razli¢ite naéine, kao i njihovih
sekretornih proizvoda na procese osteogeneze ispitivali smo na modelima in vitro. Ovi
eksperimentalni modeli omogucavaju iskljuc¢ivanje sporednih uticaja Celija koji postoje
in vivo, a sluzili su za ispitivanje uticaja kondicioniranih medijuma makrofaga na

proliferaciju 1 diferencijaciju preosteoblastnih ¢elija u kulturi.
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5.2.1. Rezidentni i tioglikolatom elicitirani peritonealni makrofagi imaju

razli¢ite morfoloske i funkcionalne karakteristike

Rezidentni i tioglikolatom elicitirani peritonealni makrofagi (RPM i TEPM) su
koriS¢eni kao komponente nekih tipova implanata iz in vivo studije, pa se nametnula
potreba da se oni definiSu na morfoloskom, a pre svega funkcionalnom nivou.
Morfoloske razlike RPM i TEPM u kulturi bile su oc¢igledne. TEPM su se za razliku od
RPM udruzivali u ¢elijske klastere, a njihova citoplazma je bila ispunjena ve¢im brojem
vezikula/vakuola. Ovakve morfoloSke karakteristike u literaturi se pripisuju
stimulisanim makrofagima (Petricevich i sar., 2008; Figueiredo i sar., 2009).
Funkcionalna karakterizacija makrofaga je podrazumevala analizu produkcije reaktivnih
jedinjenja kiseonika i sekrecije TNF-a. NBT test je konvencionalni metod koji se koristi
u esejima aktivnosti fagocitnih ¢elija u cilju odredivanja stepena produkcije reaktivnih
jedinjenja kiseonika. Reaktivni produkti NADPH/oksidaze redukuju Zuto obojeni NBT
do tamno plavo obojenih formazanskih kristala (Choi i sar., 2006). Ukupna aktivnost
ovog enzima raste proporcionalno sa povecanjem nivoa celijskog metabolizma, jer to
vodi povecanoj konverziji tetrazolijumove soli do formazana, pri ¢emu se Ccelije
intenzivnije boje. Jedna od karakteristika inflamatornih makrofaga je povecana
produkcija proinflamatornih citokina, uklju¢uju¢i TNF-a. 1929 <¢elijska linija je
najcesce koriS€ena za procenu citotoksic¢nosti, zbog svoje velike osetljivosti na TNF-a.
(Shiau i sar., 2001). Primenom ove metode Zeleli smo da ocenimo nivo produkcije TNF-
a u kondicioniranim medijumima iz kultura RPM 1 TEPM, nakon 24 h kultivacije.
Relativan broj NBT pozitivnih Celija i veéa koli¢ina depozita formazana u celijama
TEPM, kao 1 jaci citotoksi¢ni efekat kondicioniranog medijuma TEPM u odnosu na
kondicionirani medijum RPM, zajedno sa morfoloSkim razlikama izmedu ova dva tipa
¢elija, ukazuju na to da su TEPM u ovom istrazivanju imali karakteristike inflamatornih
¢elija. Ova konstatacija je podrzana i literaturnim podacima (Lech i Anders, 2013) Kkoji
govore o tome da makrofagi iz tzv. sterilnih rana, kakve su i one indukovane

tioglikolatom, predstavljaju inflamatorne makrofage.
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5.2.2. Uticaj lipopolisaharida na morfoloSke i funkcionalne karakteristike
rezidentnih peritonealnih makrofaga u kulturi zavisi od njegove

koncentracije

Sve tri ispitivane koncentracije LPS-a (1, 10 i 100 ng/ml) dovode do
morfoloskih promena tretiranih RPM u smislu njihovog grupisanja u Klastere,
granulisanja citoplazme 1 prisustva ¢elija u apoptozi. MorfoloSke promene LPS-om
tretiranih RPM postaju izrazenije sa pove¢anjem koncentracije LPS-a. Shodno tome,
najve¢e morfoloske promene Ccelija uoCene su u grupi RPM tretiranih najviSom
koncentracijom LPS-a (100 ng/ml). U ovoj grupi je, izmedu ostalog, bilo najvise ¢elija u
apoptozi, Sto moze biti posledica autokrinog delovanja TNF-a samih LPS-om tretiranih
makrofaga u kulturi (Xaus i sar., 2000). Dokaz najvece stimulisanosti makrofaga u
grupi tretiranoj LPS-om u koncentraciji 100 ng/ml je i relativan broj NBT pozitivnih
¢elija iz klase ,,3%, koji je bio ve¢i u odnosu na ostale eksperimentalne grupe ¢elija, dok
je relativan broj NBT negativnih ¢elija bio najmanji u odnosu na ostale eksperimentalne
grupe. MorfoloSke opservacije i rezultati dobijeni NBT testom potvrdili su nam da su
tokom 24 h tretmana makrofagi tretirani sa 100 ng/ml LPS-a bili najviSe stimulisani.
Medutim, kondicionirani medijum RPM iz ove grupe pokazao se slabo citotoksi¢nim.
Objasnjenje ovakvog rezultata mozda lezi u Cinjenici da jaka stimulacija makrofaga
LPS-om indukuje izrazitiju produkciju TNF-a, $to je moglo dovesti do pojacane
autocitotoksi¢nosti. Tako su (Bedoui i sar. 2005) pokazali da LPS stimuliSe makrofage
na produkciju TNF-a u dozno-zavisnom maniru. U kulturi RPM tretiranih LPS-om u
koncentraciji 100 ng/ml, sekretovani TNF-o makrofaga mogao je delovati i na njih
same, S§to je vodilo apoptozi ovih ¢elija. Naime, istrazivanja drugih autora pokazala su
da TNF-a dovodi do apoptoze makrofaga ve¢ tokom prvih 6 h svog delovanja (Xaus i
sar., 2000). | zaista, u grupi RPM tretiranih sa LPS-om u koncentraciji 100 ng/ml bilo je
najvise Celija u apoptozi. Celije u apoptozi nisu vise produkovale TNF-a, $to je
generalno smanjilo nivo ovog citokina u kulturi, pa se kondicionirani medijum ove
grupe pokazao kao slabo citotoksican.

MTT testom celijske vijabilnosti (grafik 4) pokazano je da je najviSe
citotoksi¢an kondicionirani medijum RPM iz grupe tretirane sa 10 ng/ml LPS-a. RPM iz

ove eksperimentalne grupe bili su manje stimulisani u odnosu na grupu RPM tretiranih
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visSom koncentracijom LPS-a, sude¢i po manjoj zastupljenosti vezikula/vakuola u
njihovoj citoplazmi i manjem broju ¢elija u apoptozi. Kao takvi, oni su produkovali
manju koncentraciju TNF-a, imajuci u vidu ve¢ navedene tvrdnje drugih autora (Bedoui
i sar., 2005). I u ovoj eksperimentalnoj grupi je bilo najvise NBT pozitivnih ¢elija iz
klase ,,3* ali u manjoj meri (za oko 20% manje) u odnosu na RPM tretirane LPS-om u
koncentraciji 100 ng/ml, dok je relativan broj NBT negativnih ¢elija bio ve¢i u odnosu
na pomenutu eksperimentalnu grupu. Dakle, koncentracija TNF-a koju su produkovali
RPM tretirani LPS-om u koncentraciji 10 ng/ml nije delovala u toj meri proapoptotski
na njih same, kao u slu¢aju RPM tretiranih viSom koncentracijom LPS-a. Zahvaljujuc¢i
vecem broju vijabilnih ¢elija, sposobnih za produkciju TNF-a, kondicionirani medijum
RPM tretiranih LPS-om u koncentraciji 10 ng/ml je delovao citotoksi¢no na 1.929 celije.

Kona¢no, koncentracija LPS-a od 1 ng/ml je u najmanjoj meri stimulisala
makrofage, a ovu Cinjenicu potkrepljuju morfoloSke opservacije kao i ¢injenica da je
ovde bilo najmanje NBT pozitivnih ¢elija iz klase ,,3“, a najvise NBT negativnih ¢elija
u odnosu na ostale eksperimentalne grupe (Slika 40; Grafik 3). To mogu biti razlozi sto

se kondicionirani medijum ove eksperimentalne grupe pokazao kao slabo citotoksican.

5.2.3. Lipopolisaharid i deksametazon imaju razlifit efekat na RAW 264.7

makrofage u kulturi

Tretmani RAW 246.7 makrofaga LPS-om i deksametazonom imali su za cilj
generisanje dva funkcionalno razli¢ita tipa makrofaga: inflamatornth (M1) 1
reparatornih (M2), kako bi se kasnije ispitivalo njihovo delovanje na proces osteogeneze
in vitro. Na osnovu rezultata preliminarnih eksperimenata na RPM kojima je potvrdeno
da LPS ima dozno-zavisni efekat na stimulaciju makrofaga i produkciju TNF-a, odlu¢ili
smo da RAW 246.7 makrofage tretiramo najvecom 1 najmanjom primenjenom
koncentracijom LPS-a, budu¢i da su ove dve koncentracije delovale najvise odnosno
najmanje na stimulaciju makrofaga u preliminarnim eksperimentima. Makrofagi su
tretirani LPS-om u koncentraciji 100 ng/ml (grupa L100), LPS-om u koncentraciji 1
ng/ml (grupa L1), ili deksametazonom (grupa D), a kontrola su bile ¢elije inkubirane u
DMEM-u (grupa K). Tretman navedenim reagensima trajao je 4 h, Sto je prema

literaturnim podacima dovoljno za generisanje zeljenih klasa makrofaga (Pelegrin i
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Surprenant, 2009), nakon ¢ega su medijumi sa reagensima uklonjeni, a ¢elijama je dodat
svez DMEM. Celije su inkubirane jo§ 20 h, nakon &ega je inkubacija prekinuta
sakupljanjem kondicioniranih medijuma koji su dalje koriS¢eni u eksperimentima
osteogene diferencijacije Celija. Na taj nacin je izbegnut uticaj samog LPS-a i
deksametazona na proces osteogene diferencijacije, a dobijeni rezultati su bili rezultat
delovanja samo sekretornih faktora makrofaga.

Makrofagi iz eksperimentalne grupe L100 u kulturi poprimaju morfoloske
karakteristike inflamatornih makrofaga, Sto znaci da su rasireni, ¢vrsto priljubljeni uz
podlogu, poseduju brojne nastavke lamelipodijalnog i filopodijalnog tipa, a neretko su i
viSejedarni (Slika 43). Makrofagi iz eksperimentalne grupe L1 poseduju navedene
karaketristike, ali u manjoj meri, Sto ukazuje na manji stepen stimulacije. Makrofagi iz
eksperimentalne grupe D pokazuju sli¢nu morfologiju kao oni iz kontrolne grupe K, s
tim da su nesto veci, uglavnom okruglog oblika, retko poseduju nastavke (i ako ih imaju
oni su kratki), a ovakve morfoloske karakteristike odgovaraju reparatornim
makrofagima. Makrofagi kontrolne grupe K su pretezno okruglog oblik i sitniji su, Sto
je karakteristika nestimulisanih ¢elija (Akassoglou i sar., 2004; Pelegrin i Surprenant,
2009; Kang i sar., 2011).

Nakon sakupljanja kondicioniranih medijuma makrofaga iz razli¢itih tretmana,
raden je MTT test citotoksi¢nosti ovih kondicioniranih medijuma i njihovih 50% 1 25%
razblazenja.

100% kondicionirani medijum iz grupe L100 nema citotoksi¢an efekat na L.929
¢elije, dok njegovo 50% 1 25% razblazenje deluju blago citotoksicno. Kondicionirani
medijum iz grupe L1 deluje blago citotoksicno jedino u 25% razblazenju. 1z literature je
poznato da pod delovanjem LPS-a makrofagi dobijaju karakteristike inflamatornih
¢elija i kao takvi sintetiSu TNF-a (Leibovich i sar., 1987). Ovaj citokin je generalno
citotoksican za celije, ali da li ¢e TNF-a 1 u kojoj meri delovati citotoksi¢no zavisi od
njegove koncentracije. TNF-a u fizioloskim koncentracijama c¢ak stimuliSe rast i
proliferaciju celija, Sto je potvrdeno u eksperimentima drugih autora radenith na
intestinalnim ¢elijama miSa, dok ih u patoloskim koncentracijama inhibira (Kaiser i
Polk, 1997). Takode, TNF-a deluje citotoksi¢no i na same makrofage. Trebalo bi imati
u vidu i to da se uticaj TNF-a na ¢elije ostvaruje preko dva receptora: TNF-aR1 i TNF-

aR2. Vezivanje TNF-a za ove receptore moze pokrenuti jedan od tri signalna puta, pri
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¢emu su neki proapoptotski, a neki antiapoptotski (Karin i Lin, 2002). Postoji
verovatno¢a da je TNF-a iz kondicioniranih medijuma aktivirao razliite signalne
puteve L1929 celija utiCuci tako na njihovu vijabilnost.

Blag citotoksi¢an efekat 25% razblazenja kondicioniranog medijuma grupe K
moze se objasniti ¢injenicom da RAW 264.7 makrofagi 1 bez stimulacije produkuju
izvesnu koli¢inu TNF-a (Su-Yun i Won-Bong, 2005).

Rezultati dobijeni MTT testom citotoksi¢nosti ne odrazavaju isklju¢ivo efekat
TNF-a na celijsku vijabilnost. Naime, makrofagi sintetiSu i druge faktore koji uti¢u na
nivo sinteze TNF-a (Baer i sar., 1998) i citokine sa kojima TNF-o interaguje, ali i
citokine koji deluju na razliCitre nac¢ine na vijabilnost celija. Heterogenosti rezultata
doprinose i razli¢ita razblazenja kondicioniranih medijuma u kojima se molekularni
odnos TNF-a i drugih citokina menja, $to utiCe na stepen citotoksi¢nosti ovih
kondicioniranih medijuma. Dakle, rezultati dobijeni MTT testom -citotoksi¢nosti
predstavljaju zbirni efekat svih mogucih vrsta produkata makrofaga koji deluju na
razlicite naine 1 razli¢itim putevima na celije, kao 1 same makrofage. Neki od njih
deluju stimulatorno, a neki inhibitorno.

Prema literaturnim podacima produkciju TNF-a inhibirana je kod
deksametazonom tretiranih makrofaga (Crinelli i sar., 2000.). | naSi rezultati dobijeni
MTT testom citotoksi¢nosti u skladu su sa ovim navodima drugih istrazivaca, jer
nijedno razblazenje kondicioniranog medijuma D grupe nije pokazalo citotoksican
efekat na L929 celije, Sto znafi da makrofagi tretirani deksametazonom nisu

produkovali TNF-a ili su ga produkovali u zanemarljivoj koli¢ini.

5.2.4. Modulatorni efekat makrofaga na osteogenu diferencijaciju celija in

vitro

Test proliferacije kristal-violet metodom je jednostavana test, koji se koristi da
bi se dobila kvantitativna informacija o relativnoj gustini Celija koje su adherirale za
podlogu, jer su koliina 1 intenzitet boje koju absorbuje ¢elijski jednosloj proporcionalni
broju ¢elija (Vega-Avila i Pugsley, 2011). Test ¢elijske proliferacije sproveden je na
preosteoblastnoj kulturi MC3T3-E1 ¢elija kultivisanih u 100%, 50% i 25%
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kondicioniranih medijuma razli¢ito tretiranih RAW 264.7 makrofaga (grupe L100, L1,
D i K).

Testom Celijske proliferacije je pokazano da je stopa celijske proliferacije niza u
kondicioniranim medijumima D i K grupe u odnosu na kulture ¢elija iz grupa L100 i
L1. U tom kontekstu 100% kondicionirani medijum D grupe najznacajnije smanjuje
stopu cCelijske proliferacije u odnosu na sve ostale grupe kondicioniranih medijuma i
njihova razblazenja.

Na osnovu rezultata testa citotoksi¢nosti i testa celijske proliferacije odlucili smo
da ispitamo efekat 100% i 25% kondicioniranih medijuma RAW 264.7 makrofaga iz
razli¢itih tretmana (kojima su dodati osteogeni faktori) na osteogenu diferencijaciju
MC3T3-E1 ¢elija. Kao kontrola su posluzile ¢elije kultivisane u osteogenom medijumu
(OS) ili u DMEM-u.

Morfologija ¢elija u kulturi analizirana je 3. 1 6. dana eksperimenta osteogene
diferencijacije. Nakon 6 dana kultivacije, kulture su postale konfluentne, pa su celije
fiksirane. U cilju karakterizacije osteogenog fenotipa bojene su nakupine fosfata Von
Kossa metodom, dok je produkcija osteopontina (OP) 1 osteokalcina (OC) odredivana
imunocitohemijskim metodama. Iz literature je poznato da je sinteza OP povecana
tokom faze aktivne proliferacije osteoblasta, a u postproliferativnoj fazi se smanjuje, da
bi opet porasla i dostigla najveci nivo tokom faze mineralizacije vanéelijskog matriksa.
Za razliku od njega, osteoblasti eksprimiraju OC jedino u postproliferativnoj fazi, a
maksimalna ekspresija ovog proteina uo€ava se tokom faze mineralizacije, pa se smatra
da je on marker zrelih osteoblasta (Neve i sar., 2011).

Imunocitohemijska analiza MC3T3-El¢elija nakon osteogene diferencijacije u
kulturi sa razli¢itim kondicioniranim medijumima, pokazala je da preosteoblasti iz svih
eksperimentalnih grupa, kao i iz kontrolnih kultura sintetiSu OP. Naime, MC3T3-E1
¢elije predstavljaju preosteoblastnu ¢elijsku liniju u kojoj su ve¢ pokrenuti mehanizmi
osteogene diferencijacije, samim tim 1 sinteze svih komponenti vancelijskog matriksa.
OP je jedan od prvih nekolagenih proteina koga osteoblasti sintetiSu, pa je zato
detektovan u kulturama svih eksperimentalnih grupa (Quarles i sar., 1992).

Preosteoblaste kultivisane u 100% kondicioniranom medijumu L100 karakteriSe
veca Celijska gustina u odnosu na kontrolne kulture ¢elija kultivisanih u OS i DMEM-u,

dok je njihova gustina u 25% kondicioniranom medijumu L100 sli¢na onoj u kontrolnoj
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kulturi ¢elija. Preosteoblasti iz kultura sa 100% 1 25% kondicioniranim medijumom
L100 pokazuju slabiju imunoekspresiju OC i slabiju mineralizaciju vancelijskog
matriksa u odnosu na kontrole. Takode, 100% 1 25% kondicionirani medijum L100
izuzetno blago je smanjio stopu proliferacije preosteoblastnih ¢elija. Slicna situacija je 1
sa imunoekspresijom OC u kulturi preosteoblasta kultivisanih u 100% kondicioniranom
medijumu L1, dok je stepen mineralizacije vancelijskog matriksa i imunoekspresije OC
u kulturi preosteoblasta kultivisanih u 25% kondicioniranom medijumu L1 slican onoj u
kontrolnim kulturama. Kondicionirani medijum L1 u koncentraciji 100% izuzetno blago
je smanjio stopu ¢elijske proliferacije, dok njegovo 25% razblazenje nije imalo ucinak.
Prethodno je naglaseno da su LPS-om tretirani makrofagi indukovani na sekreciju TNF-
a. In vitro istrazivanja drugih autora su pokazala da ovaj citokin inhibira sazrevanje i
funkciju osteoblasta, sto se manifestuje kroz redukciju aktivnosti alkalne fosfataze, OC i
kolagena 1. Takode, osteoblasti tretirani TNF-a nisu u moguénosti da reguliSu
mineralizaciju vancelijskog matriksa (Neve 1 sar., 2011).

Preosteoblasti kultivisani u 100% i 25% kondicioniranim medijumima D grupe
imaju morfologiju najsliéniju osteoblastima 1 to ve¢ 3. a naroCito 6. dana osteogene
diferencijacije, u odnosu na ostale eksperimentalne i kontrolne grupe. Mineralizacija
vancelijskog matriksa i nivo imunoekspresije OC u kulturama preosteoblasta sa 100% i
25% kondicioniranim medijumom D izraZeniji su u odnosu na kontrolne i sve druge
eksperimentalne grupe. Kondicionirani medijum D nije pokazao citotoksi¢ni efekat ni u
jednoj koncentraciji, ali je zato znacajno uticao na smanjenje stope ¢elijske proliferacije
MC3T3-El ¢elija. U literaturi se mogu naci podaci da diferencijaciju osteoblastnih
prekursora ka zrelim osteoblastima karakteriSe upravo inhibicija njihove proliferacije, a
sa druge strane vec¢i nivo produkcije komponenti vancelijskog matriksa (Maes i sar.,
2010).

Preosteoblasti iz kultura sa 100% i 25% kondicioniranim medijumima K grupe
pokazuju osteoblastima slicnu morfologiju 6. dana osteogene diferencijacije.
Mineralizacija vancelijskog matriksa 1 nivo imunoekspresije OC u kulturama
preosteoblasta sa 100% i 25% kondicioniranim medijumom K izrazeniji su u odnosu na
kontrolne i druge eksperimentalne grupe, a nesto slabiji u odnosu na eksperimentalnu

grupu D. Takode, obe koncentracije kondicioniranog medijuma K smanjuju stopu
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¢elijske proliferacije, Sto se uz kombinaciju sa ostalim rezultatima moze povezati sa

visim nivoom osteogene diferencijacije ¢elija.

5.3. Moguénosti za kontrolisanje osteogenog procesa pomocu

delovanja na makrofage

Napredak u nauci 1 bolje razumevanje plejotropne uloge makrofaga u razli¢itim
bioloskim 1 patoloskim procesima stavila je makrofage na sam vrh ¢elijske piramide
zbog njihovog velikog uticaja na sve aspekte tkivne reparacije. U odnosu na obilje
literaturnih podataka o ulozi makrofaga u procesima zarastanja mekih tkiva, malo je
podataka o njihovoj ulozi u procesima reparacije kosti. Za optimalni tretman kostanih
fraktura potrebno je poznavanje kompleksnih fizioloSkih procesa njihovog zarastanja.
Proces reparacije kosti prolazi kroz tri faze definisane kao inflamatorna, faza obnove i
faza remodeliranja. Smatra se da su celije, pre svega makrofagi, kao 1 molekuli koje
sintetiSu tokom inflamatorne faze kljuéni za uspeSnu reparaciju koStanog tkiva
(Brighton, 1984; Horowitz i sar., 1989).

Rezidentni peritonealni makrofagi (RPM) nakon 24 h kultivacije imaju
karakteristike nestimulisanih ¢elija, sudeéi prema njihovim morfoloSkim i
funkcionalnim karakteristikama koje su prikazane i o kojima je bilo re¢i u ovoj tezi.
Implante NM tipa, Cija su sastavna komponenta bili RPM, karakteriSe dobar angiogeni 1
osteogeni potencijal, prisustvo nezrelog vezivnog tkiva tokom svih termina
posmatranja, ¢elije koje se po povrsini granula MMK rasporeduju u osteoblastnom
maniru, kao i strukture nalik osteonu. Sve ove karakteristike bile su intenzivnije u
odnosu na kontrolne implante K i B tipa. Implante NM tipa karakteriSe i umerena
imunoekspresija OP i slaba imunoekspresija OC, koja je ipak intenzivnija u odosu na
kontrolne implante B tipa. | osteogena diferencijacija preosteoblastne MC3T3-E1
¢elijske linije u prisustvu kondicioniranog medijuma RAW 264.7 makrofaga bila je vise
izrazena u odnosu na osteogenu diferencijaciju ¢elija u osteogenom medijumu i
DMEM-u, sude¢i po morfoloskim analizama C¢elija, pojaanoj mineralizaciji
vancelijskog matriksa 1 sintezi OC.

Nase analize morfoloSkih 1 funkcionalnih karakteristika tioglikolatom
elicitiranih peritonealnih makrofaga (TEPM) pokazale su da oni imaju karakteristike
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inflamatornih makrofaga. Njithovo uklju¢ivanje u sastav implanata TM tipa povoljno je
uticalo na osteogeni proces u poredenju sa kontrolnim implantima K 1 B tipa, budu¢i da
su se u ovom tipu implanata nezrelo vezivno tkivo, vaskularna mreza i strukture nalik
osteonu odrzali do kraja osme nedelje. Imunoekspresija OC je ovde bila ja¢a u odnosu
na oba tipa kontrolnih implanata, $to takode govori u prilog intenzivnijem osteogenom
procesu.

Iz literature je poznato da LPS i njime tretirani makrofagi negativno uti¢u na
osteogeni proces (Li 1 sar., 2002; Kobayashi 1 sar., 2012). Medutim, u prikazanim
literaturnim modelima LPS-om je delovano konstantno tokom praenja procesa
reparacije kosti i u ve¢im koncentracijama. U eksperimentalnom modelu prikazanom u
ovoj doktorskoj disertaciji LPS-om je na makrofage delovano jednokratno.
Kondicionirani medijum RPM tretiranih niskom koncentracijom LPS-a (1 ng/ml)
pokazao se kao blago citotoksi¢an. U implantima LM1 tipa tokom svih osam nedelja
postoji dobra vaskularna potpora 1 ostaje ocuvano nezrelo vezivno tkivo, kao 1 ¢elijska
gustina u pojedinim regionima. Medutim, ovde se uocavaju 1 znaci hroni¢ne inflamacije,
fibroze 1 razvice masnog tkiva. Eksperimentima osteogene diferencijacije
preosteoblastne celijske linije u prisustvu kondicioniranog medijuma RAW 264.7
makrofaga tretiranih sa 1 ng/ml LPS-a dokazano je intenziviranje ovog procesa u
odnosu na kontrolne kulture celija. Navedeni rezultati pokazuju da bi odrzavanje
bazalnog nivoa inflamatornog procesa moglo imati povoljan efekat na osteogeni proces.
Medutim, konkretniji zakljucci zahtevaju 1 dodatne analize.

Kondicionirani medijum RPM tretiranih sa LPS-om u koncentraciji 100 ng/ml
pokazao se kao izrazito citotoksican, Sto ukazuje na veéu produkciju proinflamatornog
citokina TNF-a. Za implante LM2 tipa u koje su uklju¢eni RPM tretirani ovom
koncentracijom LPS-a, bio je karakteristican hroni¢ni inflamatorni proces, jak proces
resorpcije, slabljenje vaskularne potpore, stvaranja masnog tkiva i process fibroze.
Kultura preosteoblasta u prisustvu kondicioniranog medijuma RAW 264.7 makrofaga
tretiranin  LPS-om u koncentraciji 100 ng/ml pokazuje manji stepen osteogene
diferencijacije u odnosu na kontrolne kulture ¢elija u osteogenom medijumu, pa ¢ak i
samom DMEM-u. Moglo bi se re¢i da je intenzivna stimulacija makrofaga koc¢nica za

osteogeneni proces.
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Postoji dosta literaturnih dokaza da deksametazon negativno uti¢e na osteogeni
proces in vivo, ali je u prikazanim literaturnim modelima njime delovano konstantno
tokom pracenja procesa reparacije kosti (Advani 1 sar., 1997; Braem i sar., 2012). U
naSem eksperimentalnom modelu deksametazonom je delovano jednokratno, a cilj je
bio pre svega generisanje reparatornog tipa makrofaga koji ¢e dalje delovati na
osteogeni proces. Implanti DM tipa su bili bogato vaskularizovani, histomorfoloskom
analizom je uocen raspored celija po granulama MMK u osteoblastolikom maniru,
prisustvo struktura nalik osteonu, a ocuvana je dobra gustina celija u vezivu.
Imunoekspresija OC je u odnosu na kontrolne grupe implanata. Osteogena
diferencijacija preosteoblastne cCelijske linije u prisustvu kondicioniranog medijuma
RAW 264.7 makrofaga tretiranih deksametazonom izrazenija je u odnosu na sve ostale
eksperimentalne i kontrolne grupe. NaSi rezultati pokazuju da bi jednokratni tretman
makrofaga deksametazonom mogao imati povoljan efekat na osteogeni proces i
reparaciju kostanog tkiva, sto je od posebnog znacaja za klini¢ko zbrinjavanje fraktura
kosti u uslovima tretmana pacijenta kotikosteroidima.

S obzirom da nema literaturnih podataka o modulatornom efektu rezidentnih i
razli¢ito tretiranih peritonealnih makrofaga na osteogeni proces u ektopi¢nom in vivo
modelu, a da je malo literaturnih podataka o njihovom uticaju na osteogeni proces u
razli¢itim in vitro uslovima, eksperimentalni rezultati ove doktorske disertacije
doprinose boljem razumevanju mogucénosti kako da se pomoc¢u delovanja na makrofage
upravlja procesima osteogeneze i reparacije kostanog tkiva. Oni predstavljaju dokaz da
makrofagi imaju modulatorni efekat na osteogeni proces u ektopi¢énom in vivo modelu.
Cinjenica je i da se promene intenziteta osteoreparatornog procesa ne mogu pripisati
Cistom uticaju makrofaga, ve¢ i slozenim interakcijama ovih ¢elija sa ostalim sastavnim
delovima implanta: komponentama krvnog ugruska i samog MMK. Te interakcije su
zapravo dvosmerne, jer kako makrofagi uti€u na ¢elijsko okruZenje u implantima, tako i
to okruzenje uti¢e na funkcionalne karakteristike samih makrofaga. S toga je kona¢na
slika videna u implantima predstavljala ukupan rezultat sloZenih ¢elijskih interakcija.

Rezultati in vitro dela istrazivanja bili su u saglasnosti sa rezultatima in vivo dela
istrazivanja, ukazavsi na to da makrofagi moduliraju osteogeni proces, jer je on u

kulturama preosteoblasta kultivisanih u kondicioniranim medijumima rezidentnih ili
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razli¢ito tretiranih makrofaga bio modifikovan u odnosu na onaj viden u kontrolnim
kulturama.

Eksperimentalni rezultati iz ove doktorske disertacije ukazuju na to da
moduliranje inflamatorne faze reparacije koStanog tkiva utice na konacni rezultat
osteogenog, a samim tim i reparatornog procesa. Inflamatorna faza je izuzetno znacajna,
jer od sekretornih produkata ¢elija, pre svega sekretornih produkata makrofaga, tokom
ove faze zavise 1 dalja deSavanja u fazi reparacije 1 na kraju remodeliranja. Takode, ti
sekretorni produkti 1 meducelijske interakcije utiCu 1 na same makrofage, koji u skladu
sa tim menjaju svoje funkcionalne karakteristike. U tom smislu jak inflamatorni proces
tokom ove faze dovodi do defektnog osteogenog procesa, ali isto tako i1 kocenje ili
preskakanje inflamatorne faze ima isti efekat na proces osteogeneze.

Svi navedeni eksperimentalni rezultati potvrduju da upravljanje odgovorom
makrofaga mozZe biti sredstvo za usmeravanje procesa osteogeneze. Na ovaj nacin
proSiruju se mogucénosti aktivnog delovanja na poboljSanje procesa obnavljanja
kostanog tkiva posle povrede, §to moze biti od velikog znacaja u tkivnom inzenjerstvu i

klini¢koj praksi.
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6. ZAKLJUCCI

Proces resorpcije mineralnog matriksa kosti in vivo na modelu ektopi¢ne
osteogeneze u subkutanim implantima u Balb/c miSu pokazuje sledece karakterstike:

e U implantima koji su inicijalno sadrzavali makrofage, proces resorpcije je prisutan
u svim ispitivanim periodima tokom osam nedelja eksperimenta.

o Elicitacija makrofaga tioglikolatom, tretman lipopolisaharidom ili deksametazonom
pojacavaju fagocitnu aktivnost ovih ¢elija.

e Implante sa makrofagima tretiranim lipopolisaharidom u koncentraciji 500 ng/ml
karakteriSe najizrazeniji proces resorpcije u odnosu na ostale grupe implanata.

Angiogeni proces u subkutanim implantima karakterise sledece:

e [zmedu razli¢itih tipova implanata sa inicijalno unetim makrofagima postoje razlike
u stepenu angiogene aktivnosti, u zavisnosti od prethodnog tretmana ovih ¢elija.

e Implante sa inicijalno unetim rezidentnim, tioglikolatom elicitiranim,
lipopolisaharidom tretiranim u koncentraciji 5 ng/ml ili deksametazonom tretiranim
makrofagima karakteriSe izrazen angiogeni proces tokom svih osam nedelja
eksperimenta.

e U implantima koji su sadrzavali makrofage tretirane lipopolisaharidom u
koncentraciji 500 ng/ml vaskularizovanost je slabija na osam nego na Cetiri nedelje.

e U implantima formiranim samo od kombinacije nosata makrofaga (mineralnog
matriksa kosti i krvnog ugruska) vaskularizovanost je slabija u odnosu na implante
sa makrofagima, ali izrazenija u odnosu na implante od samog mineralnog matriksa
kosti.

e Najslabiju vaskularizovanost nakon osam nedelja od implantacije pokazuju
implanti sastavljeni od samog mineralnog matriksa kosti.

Dinamika promena vezivno-tkivne arhitekture implanata zavisi od tipa implanta.

e Dve 1 Cetiri nedelje nakon implantacije gustina ¢elija u vezivnom tkivu je znatno
poveéana u svim ispitivanim tipovima implanata, a do kraja osme nedelje od
implantacije opada.

e Deponovanje kolagena u prvoj nedelji nakon implantacije se moze uociti

prevashodno u perifernim delovima implanata i vezivnoj kapsuli, dok se u ostalim
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terminima uocava i u unutraSnjosti implanata. Tokom druge i ¢etvrte nedelje od
implantacije kolagen prozima implante, a najvece razlike u zastupljenosti kolagena
uocene su 0sam nedelja nakon implantacije.

e Implante sa rezidentnim peritonealnim makrofagima karakteriSe oCuvana celijska
gustina, prisustvo nezrelog vezivnog tkiva, kao i odsustvo masnog tkiva i fibroze.

e Nezrelo vezivno tkivo ofuvano je u implantima sa tioglikolatom elicitiranim
peritonealnim makrofagima tokom svih osam nedelja eksperimenta.

e U implantima sa makrofagima tretiranim lipopolisaharidom infiltracija neutrofila
postoji svih osam nedelja od implantacije, a to je narocito izraZzeno u implantima sa
peritonealnim makrofagima tretiranim lipopolisaharidom u koncentraciji 500 ng/ml.

e Implante sa makrofagima tretiranim lipopolisaharidom u koncentraciji 5 ng/ml
karakteriSe razvi¢e masnog tkiva 1 proces fibroze, ali 1 opstanak nezrelog vezivnog
tkiva tokom osam nedelja eksperimenta.

e U implantima sa makrofagima tretiranim lipopolisaharidom u koncentraciji 500
ng/ml gustina celija znacajno opada na kraju eksperimenta, uocava se izrazita
fibroza, kao i razvi¢e masnog tkiva.

e Gustina c¢elija u vezivnom tkivu implanata sa deksametazonom tretiranim
peritonealnim makrofagima najniza je nakon nedelju dana od implantacije, nezrelo
vezivno tkivo se zadrzalo tokom svih osam nedelja eksperimenta, ali ga prati i
razvi¢e masnog tkiva.

Osteogeni proces u implantima pokazuje sledece karakteristike:

e Najizrazeniju osteogenu aktivnost pokazali su implanti sa rezidentnim, a zatim i
deksametazonom tretiranim peritonealnim makrofagima.

e U implantima sa makrofagima tretiranim sa 500 ng/ml lipopolisaharida znaci
osteogenog procesa se gube u kasnijim opservacionim periodima.

e Mineralni matriks kosti nema sposobnost da sam podrzi ektopiCan osteogeni
proces.

Na osnovu in vitro ispitivanja makrofaga i njihovih sekretornih produkata moze
se zakljuciti sledece:

e Tioglikolatom elicitirani  peritonealni makrofagi pokazuju morfoloSke i

funkcionalne karakteristike inflamatornih makrofaga.
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e Lipopolisaharid dovodi do morfoloSkih i funkcionalnih promena rezidentnih
peritonealnih makrofaga na dozno zavisan nacin.

e Diferencijacija MC3T3-E1 preosteoblastnih ¢elija prema osteoblastima najbrza je u
kondicioniranom medijumu RAW 264.7 makrofaga tretiranih deksametazonom.

e Kondicionirani medijum RAW 264.7 makrofaga tretiranih lipopolisaharidom u
koncentraciji 100 ng/ml usporava diferencijaciju MC3T3-E1 preosteoblasta prema

osteoblastima.
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UzjaBmbyjem

[a je AOKTOpCKa gucepTauuja noj HacnoBom

“MopayrnaTopHu epekaT Makpocdpara Ha OCTeOreHu NPOUEC y eKTONUYHOM in vivo
Moeny My paznuMyuTUM ycriosuma in vitro”

® pe3ynTtaT CONCTBEHOr UCTpaXXMBa4Kor paga,

° [a NpeanoxeHa gucepTauuja y UenvHU HW y Aenosuma Huje Guna npeanoxeHa
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Mpunor 2.

N3jaBa 0 UCTOBETHOCTU WITaMMNaHe U eNeKTPoHCKe
Bep3uje 4OKTOpPCKOr paja

WNme v npesume ayTopa Jenena M. XXuekoeuh

Bpoj nHaekca BEO 060199

Cryanjcku nporpam Buonoruja henuja v TkuBa

Hacnos paga MogaynaTtopHu edekaT Makpodara Ha OCTeoreHu npouec y
EKTOMUYHOM iN Vivo Modeny v y pasnuunTumM ycroBuma in
vitro

MeHTOpYU Op Cteeo HajmaHn, pegoHu npodhecop MeanumHeKor

thakynTeTa YHUBEep3auTeTa y Huly

Op Maja Yakuh-Munoweswuh, gouenTt Buonowkor dhakynreTa
YHusepauTeTta y beorpagy

MNoTnucana JeneHa M. *uBkoeuh

M3jasrbyjem Aa je wWTamnaHa Bepsuvja Mor A4OKTOPCKOr paja WCTOBETHA ENEKTPOHCKO]
BEpP3ujn Kojy cam npejao/na 3a objaBreuBakbe Ha nopTtany OurutanHor
penozutopujyma YHuBepauteta y Beorpagy.

[oseorbaeam ga ce objaBe MOju NWMYHWM nojaun BesaHu 3a Aobvjarse akagemckor
3Bakba [OKTOpa HayKka, Kao LUTO cy UMe 1 npesume, roanHa u Mecto poherwa U gatym
oabpaHe paga.

OBW nuyHM nojaum mory ce objaBuTu Ha MPEXHUM CTpaHuuama Aurutande
BubnvoTeke, y ENEKTPOHCKOM KaTanory 1 y nybnukauujama YHusepsnteTta y beorpagy.
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Mpunor 3.

UzjaBa o kopuwhemy

Oenawhyjem YHusepauteTcky Oubnuoteky ,CBeTosap Mapkosuh® aa y Jurutantu
penosuTopujym YHusepauteTa y Beorpagy yHece Mojy LOKTOpCKY AwcepTauujy noa
HaCcnoBoM: '

“MoaynatopHu echekaT Makpodara Ha OCTeoreHu NpoLec y eKTONUYHOM in vivo
Moaeny v y pasnuMuMTUM ycrnoBuma in vitro”
KOja je mMoje ayTopcke geno.

OucepTaumnjy ca CBUM NpunNosnmMa npefao/na cam y enekTRoHCKOM hopMaTy NorogHoM
3a TPajHO apxuBUparse.
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