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UTICAJ MEZENHIMSKIH CELIJA BELOG MASNOG TKIVA MISA,
INDUKOVANIH IN VITRO KA ENDOTELSKIM I OSTEOGENIM CELIJAMA,
NA VASKULARIZOVANOST EKTOPICNIH OSTEOGENIH IMPLANATA

SAZETAK

Kostano tkivo je dobro vaskularizovano, visokog kapaciteta regeneracije, ali su
hirurske intervencije neophodne kod defekata kriti¢ne veli¢ine. U tkivnhom inzenjerstvu
kosti, problem nedovoljne vaskularizacije nema adekvatno resSenje, pa je s tim ciljem u
ovoj disertaciji ispitivan uticaj mezenhimskih mati¢nih c¢elija belog masnog tkiva
(ADSC — Adipose-derived mesenchymal stem cells, engl.), indukovanih in vitro ka
endotelskim (EC) i osteogenim c¢elijama (OC), na vaskularizovanost ektopi¢nih
osteogenih implanata. U ADSC dobijenim in vitro ekspanzijom celija stromalne
vaskularne frakcije masnog tkiva BALB/c miSeva muskog pola, pre i nakon ekspanzije
je pracena imunoekspresija pozitivnih 1 negativnih ADSC-markera. ADSC iz trec¢eg
pasaza su in vitro indukovane u EC ili OC ili ekspandirane bez induktivnih faktora.
Tokom diferencijacije, pracena je ekspresija markerskih gena i proteina. Ekspandirane
ADSC i plazma obogacena trombocitima (PRP — Platelet-rich plasma, engl.) nanete na
mineralni matriks kosti (MMK) su subkutano implantirane. Vaskularizacija i osteogeni
proces u implantima (MMK, MMK/PRP, MMK/PRP/neindukovane ADSC,
MMK/PRP/EC, MMK/PRP/OC, MMK/PRP/EC/OC) su procenjivani na osnovu
ekspresije gena i proteina, histoloke slike i histomorfometrijskih parametara. Celije iz
treéeg pasaza su mezenhimske mati¢ne, a ADSC su diferentovane u EC ili OC. Implanti
sa ili EC ili OC indukuju vaskularizaciju najpovoljniju za ektopi¢ni osteogeni proces.
Dobijeni rezultati daju nove podatke o celijskim 1 molekularnim mehanizmima
vaskulogenog i1 angiogenog procesa u osteogenezi i otvaraju nove mogucénosti u
tkivnom inZenjerstvu kosti 1 klinickom tretmanu defekata kostano-zglobnog sistema.
Kljucne re¢i: vaskularizacija, ektopi¢na osteogeneza, mezenhimske mati¢ne Celije
masnog tkiva, mis, in vitro diferencijacija, endotelske ¢elije, osteogene ¢elije, mineralni
matriks kosti, plazma obogacena trombocitima, tkivno inzenjerstvo kosti
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INFLUENCE OF ADIPOSE-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS IN
VITRO INDUCED INTO ENDOTHELIAL AND OSTEOGENIC CELLS ON
VASCULARIZATION OF ECTOPIC OSTEOGENIC IMPLANTS

ABSTRACT

Bone tissue is well vascularized, with high regenerative capacity, but surgical
interventions are necessary in critical-sized defects. Since in bone tissue engineering
(BTE), insufficient vascularization problem has no adequate solution, the influence of
mesenchymal stem cells isolated from white adipose tissue (ADSCs — Adipose-derived
mesenchymal stem cells) and in vitro induced into endothelial (ECs) and osteogenic
(OCs) cells, on vascularization of ectopic osteogenic implants was examined in this
dissertation. In ADSCs, obtained by in vitro expansion of stromal vascular fraction cells
isolated from adipose tissue of male BALB/c mice, immunoexpression of positive and
negative ADSCs-markers was examined before and after expansion. ADSC from the
third passage were in vitro induced into ECs and OCs, or expanded without inductive
factors. During differentiation, the expression of gene and protein markers was also
examined. Expanded ADSCs and platelet-rich plasma (PRP) seeded onto bone mineral
matrix (BMM) were subcutaneously implanted. Vascularization and osteogenic process
in implants (BMM, BMM/PRP, BMM/PRP/uninduced ADSCs, BMM/PRP/ECs,
BMM/PRP/OCs, MMK/PRP/ECs/OCs) were assessed on the basis of the gene and
protein expression, histological picture and histomorphometrical parameters. The cells
from the third passage were mesenchymal stem cells, and ADSCs were differentiated
into ECs and OCs. Implants with ECs or OCs induced the most favorable
vascularization for ectopic osteogenic process. The obtained results give some new data
about cellular and molecular mechanisms of vasculogenic and angiogenic process
during osteogenesis and open some new possibilities in BTE and in clinical treatments
of skeletal and articular system defects.

Key words: vascularization, ectopic osteogenesis, adipose-derived mesenchymal stem
cells, mice, in vitro differentiation, endothelial cells, osteogenic cells, bone mineral
matrix, platelet-rich plasma, bone tissue engineering
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1. UVOD

1.1. Problem istrazivanja

Kostano tkivo je visoko vaskularizovano tkivo gradeno od kostanog matriksa i
prostorno i1 funkcionalno povezanih krvnih sudova i ¢elija kosti, koji zajedno odrzavaju
integritet skeleta. Formiranje vaskularne mreZe prethodi nastanku nove kosti (Kanczler i
Oreffo, 2008). Vaskularna mreza kost snabdeva kiseonikom i esencijalnim nutrijentima,
a iz kosti otklanja produkte metabolizma (Kanczler i Oreffo, 2008; Yu i sar., 2009). 1z
tih razloga, u tkivnom inzenjerstvu kosti, uspostavljanje vaskularne mreze ima klju¢nu
vaznost. Tokom embrionalnog razvoja, krvni sudovi se formiraju diferencijacijom
endotelskih ¢elija iz mezodermalnih prekursora, Sto predstavlja proces vaskulogeneze
(Beck i D'Amore, 1997; Kume 2008). U formiranom tkivu, novi krvni sudovi se
razvijaju proliferacijom 1 migracijom ve¢ postojecih diferenciranih endotelskih ¢elija,
odnosno procesom angiogeneze (Beck i D'Amore, 1997; Adair i Montani, 2010). U cilju
rasvetljavanja mehanizama ukljuenih u proces osteogeneze, vaskulogeneza i
angiogeneza su proucavane u uslovima in vitro i in vivo (Young i sar., 2008).

Efikasnost formiranja nove kosti odredena je intenzitetom vaskularizacije i
razgranatoS¢u vaskularne mreze tako da, ukoliko je snabdevenost krvnim sudovima
neodgovarajuca, nema efikasnog transporta kiseonika, nutrijenata i metabolita (Yu i sar.,
2009). Neadekvatna vaskularizovanost kostiju u vezi je i sa smanjenim formiranjem
kostanog tkiva i smanjenjem mase kostiju. Inhibicija angiogeneze tokom reparacije
fraktura kosti kod Zivotinja dovodi do formiranja gustog, organizovanog vezivnog tkiva,
Sto podseca na atrofi¢na nesjedinjavanja fraktura kod ljudi (Carano i Filvaroff, 2003).

Za regeneraciju kosStanih defekata, mogu se primenjivati autografti, alografti,
ksenografti, polimerni i metalni implanti, koji kostima pruzaju ili strukturnu i/ili
mehanicku potporu. Medutim, na ovaj nacin se ne mogu resiti problemi nedovoljnog
snabdevanja ¢elija putem vaskularne mreze, potencijalnog prenosa bolesti, odbacivanja,
visoke cene i potencijalne nemoguénosti integrisanja u okolno tkivo domaéina. Ovakvi
problemi bi mogli biti prevazideni primenom tkivnih matriksa (skafolda), koji poseduju

aktivohu mrezu krvnih sudova (Kanczler i Oreffo, 2008). Danas su aktuelna ispitivanja,
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na ¢elijskom 1 molekularnom nivou, interakcija krvnih sudova i ¢elija kostanog tkiva, sa
ciljem da se konstruiSu pogodni vaskularizovani skafoldi, $to bi reSilo problem
integracije implanata sa okolnim tkivom domacina.

Nakon implantacije biomaterijala tipa koStanih zamenika, usled inflamatornog
odgovora koji se javlja tokom zaleCenja rana, krvni sudovi tkiva domaéina spontano
prodiru u implant. Ovakvo vaskularno urastanje je ograniceno na nekoliko desetina
mikrometara dnevno, §to je presporo za obezbedivanje adekvatne ishrane celija u
unutra$njem delu implanta (Wang i sar., 2010). Angiogeneza i regeneracija koStanog
tkiva koja sledi, potpomognute biomaterijalima tipa koStanih zamenika, mogu biti
poboljSane povecavanjem pora biomaterijala, poveéanjem njihove medusobne
povezanosti, dodavanjem angiogenih faktora rasta i/ili in vivo prevaskularizacijom
implanata formiranjem vaskularnih ¢vorova. Noviji pristupi ukljucuju razli¢ite modele
in vitro prevaskularizacije trodimenzionalnih skafolda pomoc¢u kokultura mezenhimskih
mati¢nih ¢elija (MSC, Mesenchymal stem cells, engl.), vaskularnih endotelskih ¢elija i
osteogenih Celija, u razli¢itim kombinacijama (Grellier i sar., 2009; Rouwkema i sar.,
2009). Takav biomaterijal ima funkciju nosaca ¢elija. Interakcija ¢elija u biomaterijalu
obezbedila bi formiranje zivog koStanog zamenika. Iz tih razloga je in vitro pristup
prevaskularizaciji implanata vazan za reSavanje problema nedovoljog snabdevanja
krvlju nakon implantacije.

U oblasti izucavanja regeneracije koStanog tkiva, vaskularizacija predstavlja
problem za koji jos§ uvek nije nadeno zadovoljavajuce reSenje. lako ima radova na temu
prevaskularizacije implanata pomo¢u MSC gajenih u kulturi, sa ili bez endotelske i/ili
osteogene indukcije, implantacije su uglavnom radene na modelu ortotopske
osteogeneze 1 uz primenu prethodno kokultivisanih d¢elija. Karakteristika modela
ortotopske osteogeneze je da faktori iz same kosti uti¢u na angiogeni i osteogeni proces
(Scott i sar., 2012). S druge strane, ograni¢enje metoda sa kokultivacijom ¢elija je to §to
one ne daju moguénost da se sagleda efekat svakog od tipova ¢elija na regeneraciju
kostanog tkiva ponaosob (Grellier i sar., 2009).

Prema naSim saznanjima, obrasci ekspresije proteina i genskih markera
endotelske diferencijacije kao i1 vaskularizovanost implanata nisu do sada sagledavani
na modelu ektopi¢ne osteogeneze, u kojem su iskljuceni faktori iz same kosti koji uticu

na angiogeni i osteogeni proces.



1.2. Vaskularni sistem

Vaskularni sistem je prvi funkcionalni sistem koji se javlja tokom embrionalnog
razvoja i od koga zavisi razvoj drugih organa i sistema, prenatalno i1 postnatalno (Kume,
2008; Sarb i sar., 2011). Visoko je organizovan sistem ¢iji se oblik, zbog razgranatosti
mreze krvnih sudova, ¢esto opisuje kao “vaskularno drvo” (Rouwkema i sar. 2008;
Audigier, 2011). Zid krvnog suda sacinjen je od tri osnovna konstituenta: endotela,
miSi¢nog 1 vezivnog tkiva koje ukljucuje 1 elasticne elemente (Junqueira i Carneiro,
2005). Endotel je specijalni tip epitela koji predstavlja polupropustljivu barijeru
postavljenu izmedu dva odeljka unutras$nje sredine — krvne plazme i intersticijelne
teCnosti. U cilju aktivnog obavljanja intenzivne dvosmerne razmene malih molekula i
ograniavanja transporta odredenih makromolekula, endotel je visoko diferenciran

(Junqueira i Carneiro, 2005).

1.2.1. Tkivne komponente zida krvnog suda

Zidovi arterija i vena sastoje se iz tri sloja (Slika 1.1.) koji se nazivaju tunike
(lat. tunica, pokrivac): tunika intima, tunika medija i tunika adventicija (Ross i Pawlina,
2011).

Tunika intima je saCinjena od endotelskih ¢elija, bazalne lamine endotelskih
¢elija i podendotelskog sloja koji se sastoji iz rastresitog vezivnog tkiva (Junqueira i
Carneiro, 2005; Ross i Pawlina, 2011). Endotelske celije su ¢elije mezodermalnog
porekla 1 u vidu jednog sloja oblaZzu unutrasnju povrsSinu svakog krvnog suda (Sumpio i
sar., 2002). Usled ovakvog polozaja, endotelske celije obezbeduju antikoagulantnu
barijeru izmedu krvi i zidova krvnih sudova (Sumpio i sar., 2002). Apikalna povrsina
endotelske celije okrenuta je ka lumenu krvnog suda, a suprotna strana lezi na
podendotelskoj bazalnoj lamini. Bazalna lamina endotelskih ¢elija je tanki vancelijski
omotac¢ sastavljen od kolagena, proteoglikana i glikoproteina, dok podendotelskih sloj
¢ini rastresito vezivno tkivo sa ponekom glatkom miSi¢nom celijom (Ross i Pawlina,
2011). U arterijama je tunika intima odvojena od tunike medije unutrasnjom elasti¢nom
laminom, koja predstavlja spoljasnju komponentu tunike intime (Junqueira i Carneiro,

2005). Unutrasnja elasti¢na lamina sacinjena je od elastina 1 ima otvore za difuziju
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supstanci koje ishranjuju ¢elije zida krvnih sudova (Junqueira i Carneiro, 2005; Ross i
Pawlina, 2011).

Tunika medija, sredi$nji sloj zida krvnih sudova, sastoji se od koncentri¢nih
slojeva glatkih miSiénih ¢elija izmedu kojih se nalaze promenljive koli¢ine elastina,
retikularnih vlakana i proteoglikana (Junqueira i Carneiro, 2005; Ross i Pawlina,
2011). Glatke miSiéne Celije proizvode sve vancelijske komponete tunike medije (Ross i
Pawlina, 2011). Umesto glatkih miSiénih celija, u sastav tunike medije kapilara i
postkapilarnih venula ulaze periciti (Hirschi i d’Amore, 1996; Rouwkema i sar. 2008).
Tunika medija je prili¢no debeli sloj u arterijama i pruza se od unutrasnje do spoljasnje
elasti¢ne lamine (Ross i Pawlina, 2011). Spoljasnja elasti¢na lamina je sacinjena od
elastina 1 odvaja tuniku mediju od tunike adventicije (Junqueira i Carneiro, 2005).

Glavna komponenta tunike adventicije je kolagen tipa I, ¢ija su vlakna uzduzno
postavljena. Osim kolagena, tunika adventicija sadrzi i elasti¢na vlakna (Ross i Pawlina,
2011). Vezivno tkivo ovog sloja zida krvnog suda postepeno prelazi u rastresito vezivno
tkivo organa kroz koje krvni sud prolazi (Junqueira i Carneiro, 2005). Tunika
adventicija je relativno tanka u vecem delu arterijskog sistema, dok je u velikim
arterijama i venama prili¢no debela i ¢ini glavnu komponentu zida krvnog suda (Ross i
Pawlina, 2011).

Endotelske celije sadrze Weibel-Palade-ova telasca, specijalizovane sekretne
granule Sirine 0,1 pm, a duzine 3 pm (Sumpio i sar., 2002). Weibel-Palade-ova telasca
su, pre svega, rezervoari fon Vilebrandovog faktora (VWF — Von Willebrand factor,
engl.). Osim vWF-a, u ovim telascima se mogu naci i drugi proteini, koji ucestvuju u
procesima inflamacije, angiogeneze i reparacije tkiva (Valentijn i sar., 2011). U
odgovoru na stimulaciju aktivnosti endotelskih celija, sadrzaj Weibel-Palade-ovih

telaSaca moze biti egzocitoziran bez de novo sinteze proteina (van Mourik i sar., 2002).

1.2.2. Vaskulogeneza i angiogeneza

Endotelske ¢elije nastaju diferencijacijom angioblasta (vaskulogeneza) ili nakon
migracije 1 proliferacije endotelskih celija iz ve¢ postoje¢ih krvnih sudova
(angiogeneza) (Jain, 2003). Angioblasti su progenitori endotelskih ¢elija koji nastaju

diferencijacijom hemangioblasta (Slika 1.2.). Hemangioblasti su prisutni u razli¢itim
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organima (prenatalna vaskulogeneza) ili su poreklom iz kostne srzi (postnatalna
vaskulogeneza). Za razliku od hemangioblasta, zajednickih prekursora hematopoetskih
mati¢nih Celija 1 angioblasta, angioblasti su opredeljene celije za diferencijaciju ka
endotelskim c¢elijama (Carmeliet, 2000). Hemangioblasti eksprimiraju receptor
vaskularnog endotelskog faktora rasta 2 (VEGFR-2/Kdr — Vascular endothelial growth
factor receptor 2/Kinase insert domain protein receptor, engl.). Faktor koji odreduje da
li ¢e se hemangioblast opredeliti ka endotelskoj ili hematopoetskoj ¢elijskoj liniji je
vaskularni endotelski faktor rasta (VEGF, VEGFA — Vascular endothelial growth
factor, engl.). U prisustvu VEGF-a, hemangioblasti se diferenciraju u angioblaste, a
potom u endotelske celije, pri ¢emu i angioblasti i endotelske ¢elije zadrzavaju
ekspresiju VEGFR-a 2 (Karamysheva, 2008). U odsustvu ovog proteina,
hemangioblasti se opredeljuju za diferencijaciju ka hematopoetskoj mati¢noj ¢eliji kod
koje dolazi do inhibicije ekspresije VEGFR-a 2 (Slika 1.2.). Za dalji razvoj krvnih
sudova embriona, u smislu njihove organizacije, vazan je i receptor vaskularnog
endotelskog faktora rasta 1 (VEGFR-1/Fit-1 — Vascular endothelial growth factor

receptor 1/ Fms-related tyrosine kinase, engl.).

Arterija
Endotel

Tunika intima o .
Vezivno tkivo
=
v—\ﬁ\v — o

Unutrasnja elastiéna membrana
Tunika medija B e, Misicna vlakna

Elasti¢na vlakna

Tunika adventicija Spoljasnja elasticna membrana

Vezivno tkivo

Slika 1.1. Grada zida krvnog suda. Preuzeto i izmenjeno iz

http://www.britannica.com/science/tunica-intima
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Slika 1.2. Opredeljivanje hemangioblasta ka angioblastu ili hematopoetskoj mati¢noj celiji u

zavisnosti od prisustva VEGF-a. Preuzeto i izmenjeno iz Karamysheva, 2008.

Vaskulogeneza i angiogeneza su kompleksni procesi pod koordinisanom
kontrolom razli€itih tipova ¢elija koje ucestvuju u formiranju i remodeliranju vaskularne
mreze. Specifiéni signalni molekuli i njihova interakcija sa specificnim receptorima
imaju sustinsku vaznost za formiranje i remodeliranje krvnih sudova (Patel-Hett i
D’Amore, 2011). U embrionu sisara, vaskulogeneza pocinje nakon inicijacije
gastrulacije (Patel-Hett i D’Amore, 2011) i odvija se u mezodermu samog embriona, ali
1 u Zumancetnoj kesi, alantoisu i placenti (Caprioli i sar., 2001). Na modelu embriona
glodara je nadeno da hemangioblasti migriraju, diferenciraju se i povezuju u klastere
koji se nazivaju krvna ostrvca (Patel-Hett i D’Amore, 2011). Hemangioblasti
unutrasnjeg sloja krvnih ostrvaca se diferenciraju u prekursore hematopoetskih mati¢nih
¢elija, a spoljasnjeg u angioblaste (Carmeliet, 2000). Angioblasti se potom dele,
migriraju i povezuju u primitivnu vaskularnu mrezu (Slika 1.3.). Primitivna vaskularna
mreza dalje raste i remodelira se u kompleksnu mrezu krvnih sudova zahvaljujuci
procesu angiogeneze (Carmeliet, 2000, Patel-Hett i D ’Amore, 2011).

Angiogeneza se moze odvijati stvaranjem invaginacija ili pupoljaka (Slike 1.3 1
1.4.). Invaginacije nastaju umetanjem kolonica ¢elija iz intersticijelnog tkiva u lumen
ve¢ postojeceg krvnog suda (Vailhé i sar., 2001). Rast kolonica ¢elija i1 njihova
stabilizacija dovode do pregradivanja krvnih sudova i remodeliranja vaskularne mreze
(Flamme i sar., 1997). Formiranje pupoljaka krvnih sudova podseca na proces pupljenja
kvasca. Tako, u prvoj fazi ovog tipa angiogeneze, angiogeni faktori aktiviraju
odgovarajuce receptore na endotelskim ¢elijama. Aktivirane endotelske ¢elije otpustaju
proteaze, enzime koji razgraduju bazalnu laminu, a potom se endotelske ¢elije odvajaju

od roditeljskog krvnog suda, dele u okolnom matriksu i obrazuju grane koje se povezuju



sa susednim krvnim sudovima (Vailhé i sar., 2001). Ove grane formiraju petlje i na taj
nacin nastaje lumen krvnog suda. Bazalna membrana oko novih krvnih sudova se
obnavlja i oblaze glatkim miSiénim celijama (Carmeliet, 2000; Ribatti i Crivellato,

2012), sto predstavlja pocetak procesa sazrevanja vaskularne mreze (Slika 1.3.).

Vaskulogeneza
A Remodeliranje primitivne

® e vaskularne mreze
%\g@ = g (grananje, regresija)
N Ot ® & 1
] § 2 N » OO

< Formiranje anastomoza oedl i i -
5 i " i rela mreza, odrzavanje
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Angioblast celija y
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Vaskularna Arteriogeneza
miogeneza >
—————|

Amngiogeneza
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Slika 1.3. Vaskulogeneneza i angiogeneza: Povezivanje angioblasta u embrionu u primitivau
vaskularnu mrezu (vaskulogeneza) koja se Siri i remodelira (angiogeneza). Glatke miSiéne Celije
prekrivaju endotelske ¢elije tokom vaskularne miogeneze i stabilizuju tokom arteriogeneze. Preuzeto i

izmenjeno iz Carmeliet, 2000.

Celije zida krvnog suda, glatke mi§iéne ¢elije i periciti, inhibiraju deobe i
migraciju endotelskih ¢elija i1 stimuliSu proizvodnju vancelijskog matriksa, ¢ime
obezbeduju hemostaticku kontrolu 1 spre¢avaju pucanje ili povla¢enje novog endotela
(Carmeliet, 2000). Kada ovih ¢elija nema, krvni sudovi se mnogo brze povlace
(Benjamin, 1998), dok krvni sudovi oblozeni miSi¢nim omotatem poseduju neophodnu
elasticnost 1 vazomotorna svojstva (Carmeliet, 2000). Pored toga, ¢elije zida krvnog
suda ucestvuju u specijalizaciji endotelskih ¢elija za odredene funkcije u razliitim
organima u telu (Hirschi i d’Amore, 1996).

Molekularni mehanizam koji stoji u osnovi procesa sazrevanja krvnih sudova je
interakcija izmedu integrina a4B1 (VLA-4 — Very late antigen 4, engl.) na endotelskim
¢elijama 1 vaskularnog celijskog adhezivnog molekula 1 (VCAM 1 — Vascular cell
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adhesion molecule 1, engl.) na ¢elijama zida krvnog suda. Ova interakcija se odigrava
jedino kada su oba tipa ¢éelija u stanju deobe (Garmy-Susini i sar., 2005). Ukoliko dode
do supresije ove interakcije, sazrevanje krvnog suda se nece dogoditi zbog direktne
apoptoze endotelskih ¢elija i indirektne apoptoze Celija zida krvnog suda (Garmy-Susini
i sar., 2005). Pored uloge u sazrevanju krvnih sudova, interakcija VCAM-a 1 i VLA-4
je vazna i tokom razvoja krvnih sudova u embrionu (Kwee i sar., 1995). U tom slucaju,
VCAM-1 je eksprimiran na endotelskim ¢elijama pupcane vene i interaguje sa ¢elijama
koje eksprimiraju VLA-4 poput monocita, limfocita, bazofila i eozinofila (Fries i sar.,
1993). Transkripcioni faktor vrlo ranog odgovora 1 (Egr-1 — Early growth response
protein 1, engl.) pozitivno reguliSe ekspresiju gena za VCAM-1 (Fu i sar., 2003).

ANGIOBLASTI

VASKULOGENEZA

PRIMARNA VASKULARNA MREZA

ANGIOGENEZA ¢ /(9 I
= FORMIRANJEM
PUPOLTAKA
ANGIOGENEZA SA

FORMIRANJEM INVAGINACDA Fuzijavakuola i

: Formiranjepupoljka
formiranje lumena HERUROY

lotelska celija :
End OE ,N“ lija Formiranje

. Lkotinaste veze.
GE S pukotinasteveze,
lPD & o= aktivacijaTGFBL,

73 ‘f A - diferen a
€ g ) . ” A .
\ 4 | Mezenhimskacelija glatk
X A\

Ao~

celija i zajednicka
hibicija
proliferacije

Slika 1.4. Mehanizmi angiogeneze. Preuzeto i izmenjeno iz ten Dijke i Arthur, 2007. Nat Rev

Molr Cell Biol. 8.

1.3. KoStani sistem

Kostani sistem se sastoji iz kostiju, koje su izgradene iz koStanog,
hematopoetskog i hrskavi¢avog tkiva (Ross i Pawlina, 2011). Predstavlja zastitu za
kostnu srz i vitalne organe u lobanji i grudnoj duplji, omogucava odrzavanje

homeostaze minerala u telesnim te¢nostima i potporna je struktura na koju se vezuju
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misi¢i. Hematopoetsko tkivo je mesto gde se odvija proces formiranja krvnih ¢éelijskih
komponenti — hematopoeza (Junqueira i Carneiro, 2005). Hrskavicavo tkivo je prisutno
u okviru zglobne povrSine kostiju i predstvalja adultno potporno vezivno tkivo koje
organizmu daje oblik, trpi pritisak i istovremeno odrzava elasti¢nost i pruza potporu

mekim tkivima (Sophia Fox i sar., 2009).

1.3.1. Struktura koStanog matriksa

Celije ¢ine manji deo kostanog tkiva, dok veéinu ovog tkiva ¢ini meduéelijski,
kalcifikovani matriks kosti. Glavne komponente koStanog matriksa su: organski matriks
1 neorganske soli. Mineralna faza skeleta ¢ini dve tre¢ine ukupne mase skeleta, a
preostala trecina je organski matriks (Hill, 1998).

Glavne mineralne komponente kostanog matriksa su soli kalcijuma i fosfata, a
pored njih prisutne su i znacajne koli¢ine bikarbonata, karbonata, natrijuma, kalijuma,
magnezijuma, fluorida, cinka, barijuma i1 stroncijuma (Florencio-Silva i sar., 2015).
Glavni depoziti kalcijuma i1 fosfata u koStanom matriksu su kristali hidroksiapatita
[Cajo(PO4)s(OH);], koji se pod mikroskopom vide kao plocice duz kolagenih fibrila
okruzene amorfnom osnovnom materijom. Joni na povrSini hidroksiapatita su
hidratisani, pa se oko kristala formira sloj vode i jona (hidratacijska ljuska) koja
olakSava razmenu jona izmedu kristala i telesnih tecnosti (Junqueira i Carneiro, 2005).

Organski matriks sacinjen je od priblizno 90% kolagenskih proteina, od toga
97% kolagena tipa I i 3% kolagena tipa II, i oko 10% nekolagenskih proteina (4nselme,
2000). U najvaznije nekolagenske proteine koStanog tkiva se ubrajaju osteokalcin,
osteopontin, osteonektin, kostani sijaloproteini I i II, proteoglikani i njihovi agregati i
alkalna fosfataza (Anselme, 2000). Povezanost hidroksiapatita sa vlaknima kolagena i
nekolagenskim proteinima ¢ini koStano tkivo ¢vrstim i otpornim (Florencio-Silva i sar.,

2015).

1.3.2. Periost i endost

Periost ili pokosnica je gusto vezivno tkivo koje prekriva sve delove kostiju,

osim mesta zglobljavanja sa drugim kostima. U spoljasnjem sloju periosta preovladuju



gusto postavljena, usnopljena kolagena vlakna (Ross i Pawlina, 2011). Deo ovih
vlakana koji iz periosta prodire u matriks kostiju i na taj nacin povezuje periost i kost su
Sarpejeva vlakna (Junqueira i Carneiro, 2005). Unutrasnji sloj periosta je, od
spoljasnjeg, bogatiji ¢elijama koje nalikuju fibroblastima i nazivaju se osteogene ili
osteoprogenitorne ¢elije (Junqueira i Carneiro, 2005, Ross i Pawlina, 2011).

Endost prekriva sve unutrasnje povrSine kostiju (Ross i Pawlina, 2011).
Izgraden je od jednog sloja spljoStenih osteogenih celija i malo vezivnog tkiva

(Junqueira i Carneiro, 2005).

1.3.3. Celije kostanog tkiva

Celije kostanog tkiva su osteogene delije, osteoblasti, osteociti, ¢elije koje
oblazu kostano tkivo i osteoklasti (Ross i Pawlina, 2011).

Osteogene celije (Slika 1.5.) nastaju diferencijacijom mezenhimskih mati¢nih
¢elija kostne srzi (BMSC — Bone marrow stem cells, engl.) 1 nalaze se na unutraSnjoj i
spoljasnjoj povrsini kostiju kao i u mikrovaskulaturi (arteriole, kapilari, metarteriole,
venule) kostiju. Spljostene su ili skvamozne, imaju izduzena ili jajolika jedra, bogate su
granulisanim endoplazminim retikulumima i slobodnim ribozomima (Ross i Pawlina,
2011). Mogu se diferencirati u ¢elije koje oblazu kostano tkivo (Bone lining cells, engl.)
ili osteoblaste (Ross i Pawlina, 2011).

Osteoblasti su jednojedarne ¢elije koje sintetiSu organske komponente kostanog
matriksa i obavljaju mineralizaciju matriksa (Slika 1.5.). Uvek se nalaze na povrSini
kostanog tkiva, poredani u nizu tako da nalikuju jednoslojnom epitelu (Junqueira i
Carneiro, 2005). Granulisani endoplazmin retikulum i1 GoldZijev aparat su jako dobro
razvijeni u osteoblastima (Florencio-Silva i sar., 2015). Tokom intenzivne sinteze
matriksa, osteoblasti su kockastog ili prizmati¢nog oblika, citoplazma im je bazofilna i
sadrzi mnogo alkalne fosfataze, enzima cija je osnovna funkcija formiranje depozita
minerala. Sa smanjenjem aktivnosti, dolazi do spljoStavanja osteoblasta i sledstvenog
smanjenja bazofilnosti citoplazme i koli¢ine alkalne fosfataze (Junqueira i Carneiro,
2005). Nivoi alkalne fosfataze i osteokalcina su klini¢ki markeri aktivnosti osteoblasta
(Ross i Pawlina, 2011). Za kost je relevantna forma alkalne fosfataze ona koja se

eksprimira u jetri, bubrezima i kostima (Schwarting i sar., 2015). Matriks najblizi
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osteoblastima, koji jo$ nije kalcifikovan, naziva se osteoid ili pre-kost. Bogat je
vlaknima kolagena tipa I i proteinima koStanog matriksa (Ross i Pawlina, 2011). Usled
aktivnosti osteoblasta, dolazi do taloZenja kalcijumovih soli i1 fosfata iz krvi, koji se
dalje vezuju za osteoid dovode¢i do mineralizacije koStanog tkiva (Junqueira i
Carneiro, 2005).

Osteociti (Slika 1.5.) su zrele ¢elije koStanog tkiva (Ross i Pawlina, 2011).
OkruZeni su mineralizovanim matriksom 1 nalaze se u lakunama tako da svaka sadrzi
samo jedan osteocit (Franz-Odendaal i sar., 2006, Schneider i sar. 2010). Spljosteni su,
bademastog oblika, granulisani endoplazmin retikulum i Goldzijev kompleks su mnogo
oskudniji, a hromatin kondenzovaniji nego u osteoblastima (Junqueira i Carneiro,
2005). Usled redukovane koli¢ine citoplazme oko jedara, osteociti su manjih dimenzija
od osteoblasta (Ross i Pawlina, 2011). Citoplazmatski nastavci osteocita se pruzaju kroz
kanalikule koji prodiru u koStani matriks, te se tako osteociti povezuju sa susednim
osteocitima 1 ¢elijama na povrsini kostiju (Bennett i sar., 2001; Schneider i sar. 2010).
Zahvaljuju¢i ovakvoj morfologiji, rasporedu u koStanom matriksu, medusobnoj
povezanosti 1 povezanosti sa drugim ¢elijama, osteociti imaju vaznu ulogu u detekciji
mehanickih sila koje deluju na kost (Westbroek i sar., 2002, Schneider i sar. 2010). Oni
prenose primljene mehani¢ke senzacije i organizuju ih tokom procesa formiranja i
resorpcije kostanog tkiva (Schneider i sar. 2010). Pored ove funkcije, smatra se da su
osteociti ukljuceni i u regulaciju metabolizma fosfata u kostima (Westbroek i sar.,
2002).

Celije koje oblazu kostano tkivo, u odnosu na polozaj u kostima, mogu biti
periostne i endostne. Periostne ¢elije oblazu spoljasnju povrSinu kostiju, a endostne
unutras$nje povrsine kostiju. Periostne i endostne cCelije su spljoStene, imaju malu
koli¢inu citoplazme i mali broj organela (Florencio-Silva i sar., 2015). Preko
pukotinastih veza, koje se nalaze u okviru njihovih nastavaka, ove ¢elije komuniciraju
sa susednim c¢elijama istog tipa, ali i sa osteocitima (Miller i sar., 1989). Zahvaljujuéi
ovim vezama, Celije koje oblazu kosStano tkivo ucestvuju u snabdevanju osteocita
nutrijentima i regulisanju protoka kalcijuma i fosfata u kostima (Ross i Pawlina, 2011).

Osteoklasti (Slika 1.5.) su najkrupnije ¢elije koStanog tkiva (20-100 pm precnik)
i imaju veliki broj jedara (do 48 jedara) (Junqueira i Carneiro, 2005). Nastaju

diferencijacijom jednojedarnih hematopoetskih progenitorskih celija iz kostne srzi

11



(Florencio-Silva i sar., 2015) 1 nalezu na delove kostiju gde se odvija resorpcija
koStanog matriksa (Ross i Pawlina, 2011). Usled enzimske aktivnosti osteoklasta,
direktno ispod samog osteoklasta dolazi do stvaranja ulegnucéa u koStanom matriksu —
Hausipove lakune (Vidndnen i sar, 1996). Kako bi uopste doslo do resorpcije mineralne
i organske komponente koStanog matriksa, osteoklast prethodno mora biti aktiviran

(Ross i Pawlina, 2011).
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PERIOSTINA OSTEOBLAST OSTEOGENA CELITA /
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OSTEOCIT
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0 Loy - )

|

NEAKTIVAN
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PROGENITOR
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Slika 1.5. Celije kostanog tkiva. Preuzeto i izmenjeno iz Ross i Pawlina, 2011.

Tokom aktivacije osteoklasta, dolazi i do polarizacije ovih ¢elija, pa se na njima
mogu uociti tri specijalizovana regiona: resasta ivica, svetla zona i bazo-lateralni region
(Ross i Pawlina, 2011). Resasta ivica je region aktiviranog osteoklasta koji je u
direktnom kontaktu sa koStanim matriksom (Junqueira i Carneiro, 2005). Sadrzi brojne
mikrovile, zahvaljuju¢i kojima je povrsina resaste ivice uvecana i u kojima se obavljaju
egzocitoza lizozomskih enzima — hidrolaza, izbacivanje protona preko protonske pumpe
1 endocitoza produkata degradacije kostiju (Ross i Pawlina, 2011). Sa unutraSnje strane
resaste ivice 1 u njenoj blizini su brojne mitohondrije i1 lizozomi, dok su jedra,
granulisani endoplazmin retikulum, Goldzijev aparat i brojne vezikule na mestima
udaljenijim od povrsine kostiju. Svetla zona je prstenoliki deo koji se nalazi oko resaste
ivice 1 mesto je adhezije osteoklasta za koStani matriks. Osteoklasti adheriraju za
kosStani matriks preko integrinskih adhezionih molekula u delu svetle zone koji je bogat
aktinskim filamentima, a naziva se podozom. Na strani osteoklasta suprotnoj u odnosu
na resastu ivicu i svetlu zonu nalazi se bazo-lateralni region u kome se obavlja
egzocitoza digestovanog materijala. U bazo-lateralnom regionu se transportne vezikule

sa degradiranim matriksom stapaju sa ¢elijskom membranom i oslobadaju svoj sadrzaj
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(Ross i Pawlina, 2011). U ovim vezikulama nalazi se enzim tartarat-rezistentna kisela
fosfataza (TRAP — Tartrate-resistant acid phosphatase, engl.), koji ima ulogu u

fragmentaciji endocitoziranog materijala (Junqueira i Carneiro, 2005).

1.3.4. Makroskopska struktura kostiju

Anatomski se mogu razlikovati duge, kratke, pljosnate i nepravilne kosti (Ross i
Pawlina, 2011).

Duge kosti, kao §to su humerus i femur, cilindricnog su oblika i imaju izrazenu
duzinu u odnosu na druge dve dimenzije, debljinu i Sirinu (Ross i Pawlina, 2011).
Njihov glavni deo naziva se dijafiza, dok se na krajevima nalaze epifize (Junqueira i
Carneiro, 2005). Metafiza je region koji se nalazi izmedu dijafize i epifize u kosti koja
raste i ukljuCen je u izduzivanje kostiju (Ross i Pawlina, 2011). Dijafize su gotovo u
celini izgradene od kompaktnog kostanog tkiva, dok se sunderasto kostano tkivo nalazi
samo na povrSini okrenutoj ka kostnoj srzi. Epifize se sastoje od trabekula sunderastog
tkiva, prekrivenih tankim slojem kompaktne kosti (Junqueira i Carneiro, 2005).
Unutrasnjost dugih kostiju ispunjava kostna srz (Ross i Pawlina, 2011).

Kod kratkih kostiju, u koje se ubrajaju kosti Sake, nijedna dimenzija se narocito
ne istice (Ross i Pawlina, 2011).

Pljosnate kosti, poput kostiju lobanje, su tanke 1 tanjiraste. Sastoje se iz dva sloja
debele kompaktne kosti i1 jednog sloja sunderaste kosti izmedu njih, te se moze re¢i da
imaju formu sendvica (Junqueira i Carneiro, 2005). Kod njih je debljina znatno manja
od druge dve dimenzije.

Nepravilne kosti imaju oblik koji se ne uklapa ni u jednu od prethodnih grupa, a

njima pripadaju ki¢meni prsljenovi i etmoidalna kost (Ross i Pawlina, 2011).

1.3.5. Tipovi kostanog tkiva

Bez obzira na anatomsku formu, na popre¢nom preseku kosti se uocavaju
kompaktno kosStano tkivo, koje je podrucje bez Supljina, i podru¢je sa brojnim,
medusobno povezanim Supljinama — sunderasto ili trabekularno koStano tkivo

(Junqueira i Carneiro, 2005).
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Kompaktno kostano tkivo je kompaktni, gusti omota¢ kosti (Ross i Pawlina,
2011) 1 ¢ini oko 80% ukupne mase kostiju (Josse, 2009). Ima strukturnu ulogu i pruza
zaStitu organima i tkivima u telu (El-Ganzuri i sar., 2015).

Sunderasta kost se sastoji iz reSetke ili mreZe granaju¢ih koStanih spikula 1
trabekula 1 ¢ini oko 20% ukupne mase kostiju (Josse, 2009). U prostorima izmedu
spikula su kostna srz i krvni sudovi (Ross i Pawlina, 2011). Zahvaljuju¢i vecoj povrsini
od volumena u odnosu na kompaktno koStano tkivo, pogodno je za metabolicke
aktivnosti poput razmene jona kalcijuma (El-Ganzuri i sar., 2015).

Prema spoljaSnjem izgledu, kostna srz moze biti crvena ili zuta (Junqueira i
Carneiro, 2005). Crvena kostna srz sadrzi ¢elije krvi na razli¢itim stadijumima razvoja i
mrezu retikularnih ¢elija 1 vlakana koje su skelet za ¢elije krvi i krvne sudove. Tokom
Zivota se smanjuje proizvodnja Celija krvi, a adipociti postepeno ispunjavaju tkivo u
Supljini kostne srzi. Na ovaj nacin se smanjuje koli¢ina crvene kostne srzi i koju

zamenjuje zuta kostna stz (Ross i Pawlina, 2011).

1.3.6. Zrelo 1 nezrelo koStano tkivo

Gledaju¢i mikroskopsku gradu kostanog tkiva, zaklju¢eno je da ono moze biti
primarno ili nezrelo i sekundarno ili zrelo (Junqueira i Carneiro, 2005). Zrelo koStano
tkivo dominira kod odraslih organizama, a nezrelo u skeletu fetusa koji se razvija.
Medutim, na pojedinim mestima, poput alveolarnih Supljina i mesta insercije tetiva u
kost, nezrelo koStano tkivo se zadrzava i kod odraslih osoba. Za razliku od zrelog
kostanog tkiva, nezrelo nema organizovan lamelarni izgled, ima relativno ve¢i broj
¢elija po jedinici povrSine od zrelog, a same celije su nasumicno rasporedene (Ross i
Pawlina, 2011).

Zrelo kompaktno kostano tkivo (Slika 1.6.) se najve¢im delom sastoji iz
dugackih cilindri¢nih strukturnih jedinica koje se nazivaju osteoni ili Haverzovi sistemi
(Ross i Pawlina, 2011). Na povrsini osteona se nalazi sloj cementa. Svaki osteon je
izgraden od centralnog Haverzovog kanala, koji je okruzen sa 4-20 koncentri¢nih
lamela, a izmedu ovih lamela su lakune sa osteocitima (Junqueira i Carneiro, 2005). U
samom Haverzovom kanalu se nalaze krvni sudovi i nervi, a oko njega se radijalno

pruzaju kanalikuli koji sadrZe nastavke osteocita (Ross i Pawlina, 2011). Izmedu
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osteona su intersticijelne lamele, koje su ostaci nekadasnjih koncentri¢énih lamela
(Cvetkovi¢ i sar., 2013). Duza osa osteona je uglavnom paralelna duzoj osi kosti.
Vlakna kolagena u koncentri¢nim lamelama jednog osteona su paralelno postavljena
jedna u odnosu na druge, ali u suprotnom smeru u odnosu na lamele susednih osteona.
Unutrasnja i spoljaSnja povrSina kompaktnih kostiju sadrze dodatne lamele koje se
nazivaju perifernim. Unutrasnje periferne lamele su u dodiru sa tankim endostom, dok
su spoljasnje u dodiru sa periostom (Ross i Pawlina, 2011). Sa povrSine periosta i
endosta polaze Folkmanovi kanali koji su popre¢ni u odnosu na duzu osu kosti i u
kojima se nalaze krvni sudovi i nervi (El-Ganzuri i sar., 2015). Krvni sudovi i nervi iz
Folkmanovih kanala dolaze do Haverzovih kanala i tako omogucavaju medusobno
povezivanje osteona. Za razliku od Haverzovog kanala, Folkmanovi kanali nisu
okruzeni koncentri¢nim lamelama (Ross i Pawlina, 2011).

Zrelo sunderasto kostano tkivo ima strukturu sli¢nu zrelom kompaktnom tkivu,
matriks kosti je takode lamelaran, ali je, za razliku od zrelog kompaktnog tkiva,
organizovano u spikule ili trabekule. Brojni, medusobno povezani prostori razlicitih

veli¢ina, u ovom tkivu su ispunjeni kostnom srzi (Ross i Pawlina, 2011).
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Slika 1.6. Grada zrele kosti. Preuzeto i izmenjeno iz

http://sribiosmamda2.blogspot.rs/2012/08/movement-system.html.
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1.3.7. Formiranje kostiju

Postoje dva nacina okoStavanja, unutarmembransko (Slika 1.7.) i endohondralno
(Slika 1.8.).

Prvi koraci kod unutarmembranskog okoStavanja su: migracija grupe MSC,
njihovo udruzivanje u specificnim oblastima na kojima ¢e do¢i do formiranja kosti i
diferenciranje u osteogene celije (Ross i Pawlina, 2011). Osteogene Celije se
zaokrugljuju, njihova citoplazma postaje bazofilna 1 u njima se uo€avaju GoldZijevi
aparati, $to su citoloske promene koje ukazuju na diferenciranje osteogenih celija u
osteoblaste (Ross i Pawlina, 2011). Osteoblasti stvaraju kostani matriks, mineralizuju ga
1 potom se diferenciraju u osteocite, koji su, sa svih strana, okruZeni mineralizovanim
koStanim matriksom (Junqueira i Carneiro, 2005). Ostrvca tako nastale kosti (koStane
gredice, spikule) formiraju zidove koji ograni¢avaju izduzene Supljine koje sadrze
kapilare, celije kostne srzi i nediferencirane ¢elije. U centru okoStavanja istovremeno
nastaje nekoliko takvih gredica koje kostima daju sunderast izgled, a u vezivno tkivo
izmedu gredica prodiru krvni sudovi i1 nediferencirane MSC od kojih nastaju Celije
kostne srzi (Junqueira i Carneiro, 2005). Centri okosStavanja rastu radijalno, spajaju se,
pa mezenhimsko tkivo biva zamenjeno koStanim. Od vezivnog tkiva koje se nalazi oko
unutarmembranski nastale kosti 1 koje ne okoStava nastaju endost i periost (Junqueira i
Carneiro, 2005).

Proces endohondralnog okostavanja pocinje formiranjem hrskavicavog modela,
,»piskote”, koji oblikom podseca na buducu dugu kost, samo je mali. Potom se u regionu
koji bi odgovarao buduc¢oj dijafizi formira koStani okovratnik (Junqueira i Carneiro,
2005; Ross i Pawlina, 2011). Zatim, u zoni matriksa hrskavice, dolazi do hipertrofije
¢elija 1 kalcifikacije matriksa. Kroz otvore u koStanom okovratniku, koji je formirao
osteoklast, u ovu zonu ulaze krvni sudovi i donose osteogene celije (Ross i Pawlina,
2011). Primarni centar okoStavanja nastaje tako Sto se osteoblasti pri¢vrS¢uju na
kalcifikovani matriks stvaraju¢i kontinuirani sloj primarne kosti koji okruzuje ostatak
hrskavi¢avog matriksa, dok sekundarni centar okosStavanja nastaje sliénim procesima u
terminalnim delovima hrskavicavog modela — epifizama (Junqueira i Carneiro, 2005).
Tokom S$irenja i razgradnje, u oba tipa centara dolazi do stvaranja Supljina koje se

postepeno ispunjavaju kostnom srzi. Kada koStano tkivo, nastalo u sekundarnim
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centrima, ispuni epifizu, hrskavicavo tkivo se zadrzava u regionu zglobne i epifizne

hrskavice (Junqueira i Carneiro, 2005).
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1.4. Biomaterijali kao koStani zamenici

Regenerativni kapacitet kostiju je jedinstven. Kosti postnatalno zadrzavaju: 1)
urodenu sposobnost kontrolisanog rasta, 2) sposobnost remodeliranja u odgovoru na
mehanicke nadrazaje i 3) sposobnost regeneracije nakon osteéenja (Tang i sar., 2016).
Posto se u slucaju velikih defekata, uzrokovanih povredom ili boles¢u, kosti ne mogu
zaleciti spontano (Nair i sar., 2006), a autologni, alogeni 1 ksenogeni koStani graftovi,
polimerni i metalni implanti ne reSavaju problem nedostatka adekvatne vaskularizacije
(Navarro i sar., 2008, O’Brien, 2011, Allo i sar., 2012), doslo je do razvoja oblasti
tkivnog inZenjerstva kosti.

Iako se ideja o zameni tkiva pojavila jo$ u Sesnaestom veku (O’Brien, 2011),
termin “tkivno inzenjerstvo” zvani¢no je uveden tek 1988. Prema definiciji objavljenoj
u Annual report of the Whitaker Foundation: tissue engineering (1995), tkivno
inzenjerstvo je “primena principa i metoda inzenjerstva i nauka o Zivim organizmima, u
cilju sustinskog razumevanja strukturno-funkcionalnih veza u normalnim i patoloskim
tkivima sisara, i razvoj bioloskih zamenika za obnovu, odrzavanje i poboljSanje funkcije
tkiva”. Celije se u prirodnom tkivu drze u okviru vanéelijskog matriksa, koji upravlja
razvojem i regeneracijom tkiva, omoguéava rasporedivanje ¢elija u prostoru i snabdeva
ih signalima iz okolne sredine. Cilj tkivnog inZenjerstva kosti je regeneracija oStecenih
tkiva (Partap i sar., 2010). Ostvarivanje ovog bioloSkog trojstva (¢elije, mehanizmi
meducelijske signalizacije 1 vancelijski matriks) u oblasti tkivnog inZenjerstva kosti
moze biti postignuto upotrebom biomaterijala u funkciji skafolda, regulatornih signala i
¢elija (Healy i Guldberg, 2007; Partap i sar., 2010).

Skafoldi koji se primenjuju u tkivnom inZenjerstvu kosti moraju imati sledece
karakteristike:

a) Biokompatibilnost. Biokompatibilnost je svojstvo skafolda da ispolji zeljene
funkcije u odnosu na primenjenu medicinsku terapiju, a da ne pobudi nezeljenu
imunsku, niti inflamatornu reakciju kada se uvede u organizam pacijenta (Williams,
2008). Pored toga, pozeljno je da skafoldi koji se primenjuju u tkivnom inzenjerstvu
potpomazu diferencijaciju osteogenih ¢elija u osteoblaste (osteoinduktivnost),

podrzavaju rast kostiju i urastanje okolnog tkiva (osteokonduktivnost) i da potpomazu
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angiogenezu, dozvoljavaju¢i da se nekoliko nedelja nakon implantacije krvni sudovi
formiraju oko implantiranog skafolda (Stevens, 2008, Tang i sar., 2016).

b) Biodegradabilnost. Biodegradabilnost je karakteristika skafolda da, nakon
uno$enja u zivi organizam, vremenom moze potpuno da bude zamenjen regenerisanim
vancelijskim matriksom. Regenerisani vancelijski matriks se potom integriSe u okolno
tkivo, ¢ime se eliminiSe potreba za hirurSkim otklanjanjem skafolda (Langer i Vacanti,
1993, Branemark i sar., 2001; Bose i sar., 2012). Zbog toga bi sami materijali 1 njihovi
produkti trebalo da se kontrolisano degradiraju, stopom kojom to €ini prirodno tkivo, a
produkti raspadanja biomaterijala ne smeju biti toksi¢ni (Freyman i sar., 2001).

¢) Mehanicka svojstva. Skafoldi bi trebalo da budu napravljeni tako da, u vreme
implantacije, imaju dovoljno mehanickog integriteta, kako bi mogli da se odupru
mehanickim silama koje se namecu tokom procedure implantacije 1 opstanu u
fizioloskim uslovima. Odmah po implantaciji, skafold mora da obezbedi minimalan
nivo biomehanicke funkcije, koji ¢e se postepeno poboljsavati dok se ne obnovi
normalna funkecija kostiju (Partap i sar., 2010).

d) Arhitektura skafolda. Celije sa skafoldima prvenstveno interaguju preko
hemijskih grupa na povrSini materijala ili topografskih obelezja, kao Sto su hrapavost
povrSine 1 arhitektura pora. Zbog toga, skafold mora da poseduje odgovarajucu
povrSinsku hemijsku strukturu koja bi omogucila prijanjanje, proliferaciju i
diferencijaciju ¢elija (Freyman i sar., 2001). Porozna struktura omogucava optimalnu
interakciju skafolda sa ¢elijama. Arhitektura pora skafolda podrazumeva odgovarajucu
veli¢inu i oblik pora i njihovu medusobnu povezanost (Freyman i sar., 2001, Allo i sar.,
2012; Bose i sar., 2012; Tang i sar., 2016).

Biomaterijali dobijeni iz prirodnog koStanog tkiva, bilo mineralizovani,
delimic¢no ili potpuno demineralizovani, imaju u osnovi kalcijum fosfat i, zbog sli¢nosti
sa strukturom 1 funkcijom autologne kosti, ¢esto se primenjuju kao skafoldi u tkivnom
inzenjerstvu kosti (Mauney i sar., 2005). Medu njima su od posebnog znacaja oni koji u
sastavu imaju hidroksiapatit (HA — Hydroxyapatite, engl.) ili tri-kalcijum fosfat (TCP —
Tricalcium phosphate, engl.). Mogu se primenjivati sami (Ignjatovié i sar., 2001; Dori i
sar., 2007; You i sar., 2007) ili kao komponente implanata (Dori i sar., 2007; You i
sar., 2007; Cvetkovi¢ i sar., 2015, Najdanovi¢ i sar., 2015, Rajkovic¢ i sar., 2015;
Zivkovié i sar., 2015).
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Biomaterijali na bazi HA su odli¢ni nosaci osteoinduktivnih faktora rasta
(Ajdukovié i sar., 2005). Jedan od najprimenjivanijih biomaterijala u funkciji kostanog
zamenika je prirodni, govedi, mineralni matriks kosti (MMK) Bio-Oss” (Geistlich-
Pharma, Wolhusen, Switzerland). U cilju spreavanja potencijalnog imunskog odgovora
(Hislop i sar., 1993, Indovina i Block, 2002), ovom MMK su pirolizom na 300°C, u
alkalnom rastvoru, uklonjeni organski elementi, a HA je ostavljen kao glavna
komponenta (Hanseler i sar., 2012). HA jako upija ligande za integrinsku familiju
¢elijskih adhezionih receptora, fibronektin i1 vitronektin, koji imaju klju¢nu ulogu u
posredovanju u adheziji MSC i prekursora osteoblasta (Kilpadi i sar., 2001). Bio-Oss®
je visoko kompatibilan i osteokonduktivan biomaterijal, ¢ime ispunjava zahteve za
ulogu nosaca celija 1 faktora rasta (Piattelli i sar., 1999). Osteokonduktivnost ovog
MMK je pokazana u brojnim studijama (Klinge i sar., 1992; Merkx i sar., 1999;
Yildirim i sar., 2001).

1.5. Plazma obogacena trombocitima kao prirodni izvor faktora rasta

Inkorporacija biomolekula, poput faktora rasta, u skafolde je moguca alternativa
za poboljSanje angiogenog i osteogenog potencijala biomaterijala (4/lo i sar., 2012). Za
razliku od vestackih faktora rasta, koji zahtevaju sinteticke ili zivotinjske proteine kao
nosace, plazma obogaéena trombocitima (PRP — Platelet-rich plasma, engl.) je sama po
sebi prirodni nosa¢ faktora rasta (Marx, 2001; Anitua i sar., 2004). Mo¢ PRP-a lezi u
svojstvu proizvodnje 1 istovremenog oslobadanja faktora rasta nakon aktivacije
trombocita (Alsousou i sar., 2009). Trombociti po¢inju da oslobadaju faktore rasta deset
minuta nakon zgrusavanja krvi, pri ¢emu se ¢ak vise od 95% prethodno sintetisanih
faktora oslobodi za jedan sat (Marx, 2004). Medutim, nakon inicijalnog eksplozivnog
oslobadanja faktora rasta iz trombocita, jo§ se samo u narednih pet do deset dana ovi
proteini oslobadaju, dok trombociti ne okoncéaju svoj zivotni vek (Choi i sar., 2004,
Marx, 2004, Eppley i sar., 20006).

Da bi pozitivni efekti bili postignuti, koncentracija trombocita u PRP-u bi
trebalo da bude dva do Sest puta viSa od one u fizioloskim uslovima (Initini, 2009).
Kada je koncentracija trombocita visa, PRP inicira snazniji inicijalni ¢elijski odgovor u
kostanom graftu u odnosu na normalni krvni ugrusak.
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Dogadaji koji se nakon povrede tkiva odigravaju na nivou ¢elija pod znacajnom
su kontrolom faktora rasta koji se oslobadaju iz trombocita (Zhang i sar., 2005). Nakon
adheriranja, agregacije 1 formiranja fibrinske mreze, trombociti otpustaju faktore rasta i
citokine (Lippross i Alini, 2007). Medu molekulima koje sekretuju trombociti su
trombocitni faktor rasta (PDGF — Platelet-derived growth factor, engl.), transformisuci
faktor rasta beta (TGF-B — Transforming growth factor beta, engl.), trombocitni faktor 4
(PF4 — Platelet factor 4, engl.), interleukin 1 (IL-1 — Interleukin I, engl.), VEGF,
epidermalni fakor rasta (EGF — Epidermal growth factor, engl.), trombocitni faktor
angiogeneze (PDAF — Platelet-derived angiogenesis factor, engl.), trombocitni
endotelski faktor rasta (PDEGF — Platelet-derived endothelial growth factor, engl.),
faktor rasta epitelnih ¢Celija (ECGF — Epithelial cell growth factor, engl.), insulinu-sli¢an
faktor rasta (IGF — Insulin-like growth factor, engl.), osteokalcin, osteonektin,
fibrinogen, vitronektin, fibronektin i trombospondin 1 (TSP-1 — Thrombospondin-1,
engl.) (Weibrich i sar., 2002; Eppley i sar., 2004). Sekrecija faktora rasta pocinje nakon
aktivacije trombocita (Gentile i sar., 2011). U laboratorijskim uslovima, trombociti iz
PRP-a se mogu aktivirati korii¢enjem jona kalcijuma Ca>" koji je kofaktor za agregaciju
trombocita (Cervelli i sar., 2009).

Mnogi autori su pronasli vezu izmedu faktora koje trombociti oslobadaju i
regeneracije kostanog tkiva (Glowacki, 1998; Kim i sar 2002; Lucarelli i sar., 2003;
Hanna i sar., 2004, Aghaloo i sar., 2005; Boyan i sar., 2006). Dodatna prednost
primene PRP-a u kombinaciji sa biomaterijalom kao nosacem i ¢elijama je sposobnost
PRP-a da obrazuje fibrinsku mrezu. Fibrinska mreza se ponasa kao tkivni lepak, Sto
spreCava pomeranje materijala nakon implantacije (Lysiak-Drwal i sar., 2008) i
omogucava adheziju, migraciju i proliferaciju ¢elija posle aktivacije PRP-a (Xie i sar.,
2012). Uz to, nadeno je da dodavanje PRP-a (Hanna i sar., 2004, Torres i sar., 2009) ili
krvi (Barbeck i sar., 2015) moze dovesti do povecanja osteoinduktivnosti (Hanna i sar.,
2004), osteokonduktivnosti (Torres i sar., 2009) biomaterijala ili uzrokovati povecanu

vaskularizaciju u implantima (Barbeck i sar., 2015).
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1.6. Belo masno tkivo kao izvor adultnih mezenhimskih mati¢nih celija za

regeneraciju kostanog tkiva

Najnovija dostignuéa u proucavanju MSC su podstakla razvoj terapija
zasnovanih na primeni ovih ¢elija u cilju regeneracije koStanog tkiva i tretmana
metabolickih bolesti kostiju (Undale i sar., 2009). MSC se konvencionalno klasifikuju
na embrionalne 1 adultne (Lin i sar., 2010). Embrionalne MSC se dobijaju iz blastociste
embriona (Lin i sar., 2010). Mogu se samoobnavljati tokom duzeg perioda vremena, a
da ne podlegnu diferencijaciji, ali poseduju i sposobnost diferencijacije u razli¢ite tipove
¢elija (Thomson i sar., 1998). Terapijsku primenu ovih ¢elija komplikuju imunoloska
inkopatibilnost i mogu¢i razvoj teratoma i neoplazmi, kao i eticka i pravna pitanja
(Hentze i sar., 2007, Tégel i Westenfelder, 2007).

Adultne MSC su potencijalna alternativa embrionalnim MSC. Jedna od
pogodnosti njihove primene je ta §to ne eksprimiraju drugu klasu ¢elijskih povrSinskih
markera glavnog sistema histokompatibilnosti, ve¢ samo prvu, §to bi znacilo da ne
izazivaju imunsku reakciju (Le Blanc i sar., 2003). Prema kriterijjumima
Internacionalnog drustva za celijsku terapiju, adultnom MSC smatra se ona c¢elija koja
zadovoljava sledeca tri kriterijuma: 1) adherira za plastiku pri in vitro kultivaciji; 2) ima
visoku ekspresiju povrSinskih antigenskih markera (CD — Cluster of differentiation,
engl.) CD105, CD73 i CD90, tipicnih za MSC, a nisku ekspresiju CD markera
svojstvenih hematopoetskim ¢elijama CD45, CD34, CD14 ili CD11b, CD79a ili CD19 i
humanih leukocitnih antigena (HLA — Human leukocyte antigen, engl.) klase 111 3) pod
standardnim uslovima u ¢elijskoj kulturi poseduje multipotentni potencijal
diferencijacije u minimalno tri ¢elijske linije — osteoblaste, adipocite i hondroblaste
(Dominici i sar., 20006).

Adultne MSC mogu biti izolovane iz velikog broja tkiva i organa, ali je u
nauénim krugovima posebna paznja posve¢ena BMSC 1, poslednjih godina,
mezenhimskim mati€nim ¢elijama masnog tkiva (ADSC - Adipose-derived
mesenchymal stem cells, engl.). Masno tkivo je visoko specijalizovano vezivno tkivo i
postoji u vidu mrkog i belog masnog tkiva (Gomillion i Burg, 2006). Kod adultnih
sisara dominira belo masno tkivo, dok je mrko prisutno pretezno kod novorodencadi
(Ross i Pawlina, 2011). Mrko masno tkivo je jako vaskularizovano, a glavna funkcija
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ovog tkiva je da sluzi kao izvor toplote u telu fetusa (Lin i sar., 2010). U prvoj dekadi
zivota, ovo tkivo se postepeno zamenjuje belim masnim tkivom (Lindsay, 1996). Belo
masno tkivo sluzi kao rezervoar energije za telo, zastitu 1 izolaciju za vitalne organe, a
sadrzi 1 Celije koje sekretuju mnoge hormone, faktore rasta i citokine (Ross i Pawlina,
2011). Ono nije tako dobro vaskularizovano kao mrko, ali svaka ¢elija u ovom tkivu je
u kontaktu sa bar jednim kapilarom, §to obezbeduje vaskularnu mrezu potrebnu za
kontinualni rast tkiva (Patrick, 2000).

Primarne ¢elijske komponente masnog tkiva, adipociti, su celije ispunjene
lipidima (Patrick, 2004). Osim adipocita, u masnom tkivu se nalazi i stromalna
vaskularna frakcija (SVF — Stromal vascular fraction, engl.) koja sadrzi
mikrovaskularne endotelske celije, Celije zida krvnog suda, fibroblaste, makrofage,
leukocite, preadipocite, mastocite i MSC (Pettersson i sar., 1984; Zuk i sar., 2001,
Tapp i sar., 2009; Lin i sar., 2010).

Belo masno tkivo je zbog relativno lakog postupka izolacije (Conrad i Huss,
2005; Mizuno, 2009), dostupnosti i velikog prinosa (Fraser., i sar 2006; Lin i sar 2010)
atraktivan izvor ADSC. Iz izolovanog masnog tkiva se enzimskom digestijom,
filtracijom i centrifugiranjem prvo dobija SVF, koja sadrzi heterogene populacije ¢elija.
Kao izvor ADSC, SVF moze da se koristi direktno ili se ¢elije ekspandiraju u kulturi
kroz nekoliko pasaza (Tapp i sar., 2009). Zbog enzimske digestije masnog tkiva
kolagenazom, Sto je presudan korak u izolaciji ADSC, parametri poput vremena
digestije 1 aktivnosti enzima takode znac¢ajno mogu uticati na prinos, vijabilnost, fenotip
i potencijal diferencijacije ovih ¢elija (Williams i sar., 1995).

Postoje dve hipoteze o poreklu ADSC. Po jednoj, jedna populacija MSC je
tokom ranih faza ontogenetskog razvoja formirala kost 1 kostnu srz, dok je druga
obrazovala masno tkivo i1 ostala u mezenhimskim tkivima. Prema drugoj hipotezi,
poreklom su iz kostne srzi iz koje su dospele u masno tkivo (Ogawa, 2006). Na to
upucuju i slicnosti u fenotipu ADSC i BMSCs (Tobita i sar., 2011). Naime, BMSC i
ADSC imaju sli¢nu stopu proliferacije 1 obrasce genske ekspresije (Katz i sar., 2005;
Tapp i sar., 2009), slicne karakteristike vezane za kinetiku rasta, starenje celija 1
efikasnost genske transdukcije (De Ugarte, 2003) i eksprimiraju slicne CD markere
(Katz i sar., 2005; Strem 2005).
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Fenotipska karakterizacija ADSC je kompleksna, kao i fenotipizacija MSC
uopste. Ekspresija antigenskih markera se razlikuje 1 u odnosu na to iz kog dela tela je
masno tkivo dobijeno, kolike starosti i kog pola su jedinke 1, kada su Zivotinje u pitanju,
kom soju pripadaju. U opseznom pregledu, Tapp 1 saradnici (2009) su predstavili
sli¢nosti i razlike u ekspresiji CD markera kultivisanih ADSC i BMSC misa i ¢oveka,
sveze izolovane SVF iz masnog tkiva Coveka i fibroblasta Coveka (Tabela 1.1.).
Znacajne podatke dobili su 1 Sung 1 njegov tim (2008), koji su poredili ekspresiju
antigenskih markera kultivisanih MSC dobijenih iz kostne srzi, kompaktne kosti 1
masnog tkiva misa muskog pola, sojeva BALB/c, C3H i C57BL/6. Pokazano je da, bez
obrzira na to iz kog su soja miSeva, od navedena tri, izolovane, ADSC miSeva
ekspremiraju anti-Integrin f1 (CD29), receptor hijaluronata i osteopontina (CD44),
endoglin (CD105), antigen mati¢nih Celija 1 (Sca-1 — Stem cells antigen-1, engl.) i
molekul I klase glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC - Major
Histocompatibility Complex, engl.) H-2kk/b (Tabela 1.2.). Kada je u pitanju ekspesija
CD29 i CD44, visoku ekspresiju ovih CD markera nasli su i Taha i Hedayati (2010) u
tri puta pasaziranim ADSC miSeva BALB/c soja iz regiona prepona.

S obzirom na neraskidivu vezu izmedu vaskularnog i koStanog sistema, za
tkivno inzenjerstvo kosti jako je bitan potencijal diferencijacije ADSC u osteoblaste i
endotelske ¢elije. Nadeno je da ADSC koje eksprimiraju pozitivne markere MSC, a ne
eksprimiraju hematopoetske markere, mogu biti diferencirane u in vitro uslovima u
osteoblaste (Gimble i Gullak, 2003; Arrigoni i sar., 2009; Cvetkovi¢ i sar., 2015) ili
endotelske ¢elije (Planat-Benard i sar., 2004, Madonna i De Caterina, 2008; Fischer i
sar., 2009; Najdanovic i sar., 2015), pa dalje implantirane na ortotopskim i ektopi¢nim

mestima, nanete na biomaterijal tipa koStanog zamenika koji sluzi kao nosac ¢elija.
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Tabela 1.1. Ekspresija CD markera u kultivisanim ADSC i BMSC misa i coveka, sveze

izolovanim SVF iz masnog tkiva ¢oveka i fibroblasta ¢oveka.

ADSCs SVF
ADSCs BMSCs il BMSCs masnog tkiva Fibroblasti
Tip CD markera Covek Covek Mig Covek Covek

CD13 - - /- +
CD29 + + + + +
CD44 + o
CDA4%e
CD54
CD55
CD63
CD73 +
CD90 -/ +/—
CD105 + + +/- +
CD106
CD144
CD146
CD166 +
HLA ABC + + +
MHC1

Negativni markeri CD11b - - o

CD14 - +/-

CD19 - -

CD31 +

CD34 +/— +/- +/-

CD45 - - -

CD79%

HLA-DR - + =
Stro-1 +/—- +/—- -

CD3

CD117 - - - +

CD62L - -

CD95L - -

Pozitivni marker1

o it oo o

++ + |
t
+

+
-~
|
|
|
| I |

“+*“ oznacava imunoekspresiju CD markera u svim citiranim referencama, “+/- * da je nadena i
pozitivna i negativna ekspresija, a “—“ da ekspresija u citiranim referenacama nije nadena. Preuzeto i

izmenjeno iz Tapp i sar., 2009.

Tabela 1.2. Uporedni prikaz ekspresije CD markera u ADSC miseva sojeva BALB/c, C3H i
C57BL/6.

BALB/c C3H C57BL/6

CD3 - - -
CD11b
CD19 - - -
CD29 R B -
CD34 - - -
CD44 - + +
CD45 - - -
CDs86 - - -
CD105 + B -
CD117 - - -
TER-119
Sca-1
H_2k(d/k/b)

l 5 A(d/k/b) - = o=

|
I
|

“+“oznacava imunoekspresiju CD markera u svim citiranim referencama, a “—* da ekspresija u

citiranim referenacama nije nadena. Preuzeto i izmenjeno iz Sung i sar., 2008.
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2. PREDMET I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Predmet istrazivanja, predlozen u okviru ove disertacije, je ispitivanje uticaja
ADSC misa, indukovanih in vitro ka endotelskim i osteogenim ¢elijama, na
vaskularizovanost ektopi¢nih osteogenih implanata. PredloZzena istrazivanja su
zasnovana na hipotezi da su endotelske celije, same ili u kombinaciji sa osteogeno
indukovanim ¢elijama, izuzetno znacajan faktor koji utiCe na vaskularizovanost
subkutanih implanata koja je uslov za pocetak rane faze osteogeneze. Motiv istrazivanja
je pronalazenje mogucnosti, uslova i na¢ina da se postigne Sto bolji bioloski kvalitet
vaskularizovanih tkivnih matriksa pomo¢u ADSC. Dobijeni rezultati ¢e imati i
fundamentalni naucni i prakti¢an klinicki znacaj, jer ¢e dati nove podatke o ¢elijskim i
molekularnim mehanizmima vaskulogenog 1 angiogenog procesa u osteogenezi, a
takode 1 ukazati na nove moguénosti za uspesno tkivno inzenjerstvo kosti i klinicki

tretman oboljenja 1 povreda koStano-zglobnog sistema.

Planirana su in vitro istrazivanja na celijskim kulturama i istrazivanja na

animalnim modelima koja se mogu definisati kroz slede¢ih nekoliko ciljeva:
1) dobijanje mezenhimskih mati¢nih ¢elija, koje ¢e se postici:

- in vitro ekspanzijom mezenhimskih mati¢nih ¢elija stromalne vaskularne frakcije

izolovane iz epididimalnog belog masnog tkiva BALB/c miSeva;

- utvrdivanjem imunoekspresije proteinskih markera mezenhimskih mati¢nih ¢éelija pre i

nakon ekspanzije ¢elija.

2) diferenciranje mezenhimskih mati¢nih ¢elija ka endotelskim i osteogenim celijama,

koje ¢e se postiéi:
- in vitro indukcijom diferenciranja mezenhimskih mati¢nih celija;
- pra¢enjem dinamike ekspresije genskih i proteinskih markera ¢elija tokom indukcije.

3) procena vaskularizovanosti 1 stepena osteogenog procesa na modelu subkutanih

implanata BALB/c miSeva, koja ¢e se vrSiti primenom:
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- subkutane implantacije implanata sa ekspandiranim ADSC, neindukovanim,
indukovanim u endotelske 1 osteogene ili kombinaciju endotelskih i osteogenih celija,
nanetim na nosa¢ od mineralnog matriksa kosti i plazme obogacene trombocitima kao

inicijalnim izvorom faktora rasta;

- ekstrakcije implanata iz eksperimentalnih Zivotinja posle razli¢itih vremenskih

perioda od implantacije;

- analize vaskularizovanosti i stepena napredovanja osteogenog procesa u implantima,

na osnovu ekspresije proteina i gena, histoloske slike i histomorfometrijskih parametara.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Eksperimentalne Zivotinje

Istrazivanja u okviru ove disertacije izvedena su na singenim misevima BALB/c
soja, muskog pola, starosti 8 nedelja, mase 22 + 2 g. MiSevi su nabavljeni sa
Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Tokom pripreme za eksperiment, miSevi su
Cuvani u standardnim laboratorijskim uslovima, na temperaturi od 25 + 1°C, u
dvanaesto¢asovnom ciklusu svetla i mraka, a hranjeni su i pojeni ad [libitum. Sve
procedure na Zzivotinjama izvedene su u skladu sa Zakonom o dobrobiti zivotinja
Republike Srbije ("Sl. glasnik RD, br. 41/2009") i u skladu sa regulativom "Evropske
Konvencije za zastitu kicmenjaka koji se koriste za eksperimentalne i druge namene
(ETS no. 123 Appendix A).” U skladu sa zakonom, Eticki komitet Medicinskog
fakulteta Univerziteta u NiSu odobrio je rad na Zivotinjama, broj odluke 01-2857-8

(reSenje dostavljeno prilikom prijave teze).

3.2. Metode istrazivanja in vitro

Metode istrazivanja in vitro, koje su izvedene u skladu sa ciljevima ove
disertacije, obuhvatale su: dobijanje ADSC iz SVF belog masnog tkiva BALB/c miSeva,
kultivaciju ADSC, diferencijaciju ADSC u endotelske 1 osteogene celije,
imunocitohemijske metode vizuelizacije proteina markera MSC, endotelskih i
osteogenih celija i metode analize ekspresije gena markera endotelskih i osteogenih

¢elija.

3.2.1. Dobijanje i zasejavanje mezenhimskih mati¢nih ¢elija stromalne vaskularne

frakcije belog masnog tkiva miSa

Pre procedure izolacije SVF belog masnog tkiva, pripremljen je medijum.
Priprema je podrazumevala obogaéivanje standardnog medijuma za celijske kulture
(DMEM - Dulbecco’s Modified Eagles Minimal Essential Medium, PAA Laboratories
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GmbH, Pasching, Austria) 10% fetalnim tele¢im serumom (FCS — Foetal calf serum,
engl., PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria), 1% rastvorom antibiotika i
antimikotika (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) i 2 mM L-glutaminom
(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria).

ADSC su dobijene iz SVF belog masnog tkiva BALB/c miSeva po ranije
opisanim metodima (Freshney, 2005, Sung i sar., 2008), uz izvesne modifikacije
(Cvetkovic i sar., 2015; Najdanovic i sar., 2015). Tkivo je izolovano sterilnim hirur§kim
makazama 1 pincetom iz regiona oko epididimisa (Slika 3.1.a), dva puta isprano
sterilnim fizioloskim rastvorom i izmereno. Jedno epididimalno masno tkivo mase 100
+ 10 mg predstavljalo je jedan uzorak tkiva. Izolovana tkiva su izmacerirana, isprana
sterilnim fizioloSkim rastvorom u petrijevoj posudi (Slika 3.1.b) i ubacena u sterilne
plasti¢ne epruvete u kojima su podvrgnuta enzimskom razlaganju pomocu kolagenaze
tipa I (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany). Rastvor kolagenaze I je
pripremljen u koncentraciji od 2000 IU kolagenaze I/'ml DMEM-a, pa je 37,5 pul

rastvorenog enzima dodavano po uzorku tkiva.

Slika 3.1. Izolacija belog masnog tkiva koje okruzuje epididimis: a) Epididimis i masno tkivo
koje ga okruzuje; b) Ispiranje izolovanih masnih tkiva u petri posudi ispunjenoj fizioloSkim rastvorom.

Crna strelica - epididimis, crvena strelica - masno tkivo.

Enzimsko razlaganje je izvedeno u vodenom kupatilu podeSenom na

temperaturu od 37°C, uz povremeno protresanje sterilnih plastiénih epruveta koje su
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sadrzale kolagenazu I i masno tkivo (Slika 3.2.). Nakon 45 minuta od pocetka digestije,
enzim je blokiran dodavanjem 375 ul obogacenog DMEM-a po uzorku tkiva, pa su
uzorci vraceni na jo§ 10 minuta u vodeno kupatilo. Kako bi adherencija celija
digestovanog tkiva za zidove epruveta bila izbegnuta, uzorci su premesteni u frizider (5
minuta, 4 C). U cilju uklanjanja ostataka tkiva, ¢elije su, uz ispiranje hladnim DMEM-
om, propustene kroz sito pora 180 um. Tkivo je centrifugirano brzinom 300 x g, 10
minuta, na 4 C. Po otklanjanju belog “masnog” prstena sa vrha epruveta i supernatanta,
talog koji je sadrzao SVF je resuspendovan u DMEM-u.

Za odredivanje broja vijabilnih ¢elija upotrebljena je metoda tripan-plavo (TBE
— Trypan blue dye exclusion, engl.). Ova metoda je jedna od dye exclusion metoda za
odredivanje broja vijabilnih ¢elija u suspenziji. Zasniva se na tome da Zive ¢elije imaju
intaktne celijske membrane, pa tripan-plavo ne moZe prodreti u njih 1 njihova
citoplazma ostaje svetla. Mrtve ¢elije imaju naruSen integritet ¢elijske membrane, pa
tripan-plavo prodire u njih i boji plavim citoplazmu (Strober, 2001). Celijska suspenzija
1 tripan-plavo su pomesani u odnosu 1:1, pa su ¢elije izbrojane u Neubaerovoj komorici

(Paul Marienfeld, Lauda-K6nigshofen, Germany).

Maceracija Digestija Centrifugiranje R
i - Zreli adipociti
B 2 9
| —_ :}_::-"—‘7 = . =g “ ]
Masno tkivo Kolagenazal, o | i‘:{\} Propustanje kroz sito
37°C, 45 min B

300<g  Stromalna J
10mm  vaskulara

4°C frakcija \Q\
\ \
Odbacivanje supernatanta

) A ]
A
1 zasejavanje stromalne vaskulare frakcije \pb
Izgled celija

podfaznim kontrastom _ - ﬂ
e : Zasejavanje celija
u kulturi /\5\ B
@ @ ) "5 =7
e _ e
@ R T = =/ o
.A_.‘; I\._o/l L\__,/I

Slika 3.2. Shematski prikaz izolacije masnog tkiva, izdvajanja SVF i zasejavanja celija u kulturi.

Preuzeto i izmenjeno iz Jung i Kleinheinz,2014. InTech, DOI: 10.5772/59219.
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Nakon brojanja, ¢elije su zasejane u sterilne ploce sa 24 mesta (bunara) u gustini
0,5 x 10* éelija po bunaru i u polistirenske flaskove u gustini 1 x 10° po flasku povrsine
25 cm®. Sve éelije su rasle u pripremljenom oboga¢enom DMEM-u.

Jedna ploca za kultivaciju ¢elija je u bunarima sadrzala plasti¢ne plocice na
kojima su éelije zasejane, dok su u drugoj ploéi ¢éelije zasejane direktno u bunare. Celije
u plo¢ama su inkubirane 24 sata, kako bi adherirale za plastiku, nakon ¢ega je medijum
izvucen. Potom su celije isprane u sterilnoj fosfatnoj puferisanoj soli (DPBS —
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria). U
ploc¢i u kojoj su ¢elije zasejane direktno u bunare je, nakon ispiranja, u svaki bunar
dodato po 300 pl rastvora RNAlater™ (RNA Stabilization Solution, Ambion, Life
Technologies, USA), u kome su ¢elije Guvane do izolacije RNK, na -80 C. Plasti¢ne
plocice su iz druge 24-bunarske ploce izvucene, fiksirane 10% neutralnim formalinom u
trajanju od 20 minuta, a potom isprane i ¢uvane u DPBS-u do sprovodenja

imunocitohemijske metode.

3.2.2. Postupak kultivacije mezenhimskih mati¢nih ¢elija izolovanih iz stromalne

vaskularne frakcije belog masnog tkiva

Celije u flaskovima su podvrgnute daljoj kultivaciji u obogaéenom DMEM-u.
Flaskovi sa ¢elijama su odrzavani u inkubatoru, u standardnim uslovima za kulture
éelija sisara (5% CO,, 37 C).

Nakon 24 sata od izolacije, ¢elijama u flaskovima je zamenjen medijum 1, na taj
nacin, otklonjeni su eritrociti i kapi masti. Medijum je menjan na svaka dva do tri dana.
Vijabilnost ¢elija potvrdena je njihovom kontinualnom proliferacijom. Promene u
morfologiji ¢elija su prac¢ene na invertnom svetlosnom mikroskopu Axio Opserver Z1,
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), pod faznim kontrastom. Celije su fotografisane
pomocu kamere AxioCam HR (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), uz upotrebu
odgovarajuceg softvera Axiovision (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). Kada su
postigle konfluentnost od 80%, celije su pasazirane pomocu rastvora tripsina i
etilendiamintetrasiréetne kiseline (EDTA — Ethylenediaminetetraacetic acid, engl.,

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany).
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Nakon treceg pasaza, celije su zasejane u sterilne 24-bunarske ploce za
kultivaciju, u gustini 0,5 x 10* éelija po bunaru, direktno u bunare ili na plastiéne
plocice ubacene u bunare.

U dve ploce su ¢elije kultivisane 24 sata kako bi adherirale za plastiku. Posle
toga je medijum izvucen i ¢elije su isprane DPBS-om. U plo¢i, u kojoj su ¢éelije zasejane
direktno u bunare, ¢elijama je dodato 300 pl RNAlater® po bunaru, kako bi éelije bile
Guvane na -80 C, do koraka izolacije RNK. Iz druge 24-bunarske ploce plasti¢ne plocice
su izvucene, podvrgnute fiksaciji u 10% neutralnom formalinu u trajanju od 20 minuta,
isprane DPBS-om i u njemu ¢uvane do sprovodenja imunocitohemijske metode.

U svim ostalim plo¢ama celije su dalje paralelno kultivisane u obogac¢enom
DMEM-u, medijumu za indukciju endotelske diferencijacije i medijumu za indukciju

osteogene diferencijacije.

3.2.3. Postupak endotelske diferencijacije mezenhimskih mati¢nih ¢elija izolovanih

iz stromalne vaskularne frakcije belog masnog tkiva

Indukcija diferencijacije ADSC ka endotelskim ¢elijama izvedena je pomocu
kita za endotelsku diferencijaciju (EndoPrime Kit, PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Austria) koji sadrzi VEGF, EGF 1 endotelske suplemente: IGF, faktor rasta fibroblasta
(FGF — Fibroblast growth factor, engl.), hidrokortizon, heparin i vitamin C. Induktivni
medijum je suplementovan i 5% FCS-om, 2 mM L-glutaminom i 1% rastvorom
antibiotika i antimikotika. ADSC su paralelno kultivisane u oboga¢enom DMEM-u
(neindukovane ADSC).

Nakon 3, 7, 12, 15 1 21 dan od pocetka indukcije diferencijacije ADSC ka
endotelskim ¢elijama, medijum je izvucen iz bunara, ¢elije su isprane sterilnim DPBS-
om i dodat im je RNAlater”. Celije koje su 7, 12 i 15 dana gajene u medijumu za
indukciju endotelske diferencijacije 1 neindukovane ADSC su nakon ispiranja DPBS-

om fiksirane 10% neutralnim formalinom.

32



3.2.4. Postupak osteogene diferencijacije mezenhimskih mati¢nih ¢elija izolovanih iz

stromalne vaskularne frakcije belog masnog tkiva

Medijum za indukciju osteogene diferencijacije je napravljen dodavanjem
10°°M deksametazona, 50 pg/ml vitamina C i 10 mM B-glicerofosfata u DMEM
suplementovan 10% FCS-om, 1% rastvorom antibiotika i antimikotika i 2 mM L-
glutaminom. ADSC su paralelno kultivisane u obogac¢enom DMEM-u (neindukovane
ADSC).

Posle 3, 7, 12 i 15 dana od podvrgavanja osteogenoj diferencijaciji, ¢elije su
isprane DPBS-om i dodat im je RNAlater™. Nakon 7, 12 i 15 dana, ¢elije indukovane ka

osteogenim i neindukovane ADSC su fiksirane 10% neutralnim formalinom.

3.2.5. Imunocitohemijske metode vizuelizacije proteina markera mezenhimskih

mati¢nih, endotelskih i osteogenih ¢éelija

Fenotip ¢elija SVF fiksiranih jedan dan po izolaciji i éelija koje su nakon treceg
pasaza kultivisane jedan dan, odredivan je imunocitohemijski. Za pozitivne markere
miS§jith MSC, odabrani su CD29 1 CD44, dok je marker monocita i makrofaga CD14
sluzio kao negativan marker MSC. ADSC indukovane ka endotelskim 1 osteogenim
¢elijama i1 neindukovane ADSC su nakon 7, 12 i 15 dana od pocetka indukcije
diferencijacije bojene imunocitohemijskim metodom na proteinske markere specifi¢nih
funkcija endotelskih ¢elija, VEGFR-2 i VCAM-1, i specificni marker funkcije
osteoblasta, osteokalcin.

Primarna antitela za navedene antigene su primenjena u sledecim
koncentracijama: anti-Integrin Bl (ab52971, Abcam, Cambridge, USA) 1:400, anti-
CD44 (ab65829, Abcam, Cambridge, USA) 1:500, anti-CD14 (ab106285, Abcam,
Cambridge, USA) 1:1000, anti-VEGFR-2 (ab2349, Abcam, Cambridge, USA) 1:100,
anti-VCAM-1 (ab106777, Abcam, Cambridge, USA) 1:200 i anti-osteokalcin (ab9386,
Abcam, Cambridge, USA), 1:200. Kao kit za vizuelizaciju koris¢en je Horse raddish
peroxidase/3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (HRP/DAB, ab64261, Abcam,
Cambridge, USA) kit, ¢ije su komponente 3% vodonik-peroksid (Hydrogen Peroxide

Block, engl.), blokiraju¢i serum (Protein Block, engl.), biotinizirano anti-kozje

33



sekundarno antitelo (Biotinylated goat anti-rabbit IgG, engl.), streptavidin-peroksidaza,
DAB supstrat i DAB hromogen.

Uzorci Celija fiksiranih 10% neutralnim formalinom su isprani DPBS-om 1
inkubirani 10 minuta na sobnoj temperaturi u 3% rastvoru vodonik-peroksida u cilju
blokiranja endogenih peroksidaza. Potom su uzorci inkubirani 5 minuta u blokiraju¢em
serumu, na sobnoj temperaturi, kako bi se izbeglo nespecifi¢no (background, engl.)
bojenje, posle ¢ega su preko no¢i inkubirani sa primarnim antitelima, u vlaznoj komori,
na4C.

Nakon inkubacije sa primarnim antitelima i ispiranja u DPBS-u, dodato je
biotinizirano sekundarno antitelo u trajanju od 10 minuta, na sobnoj temperaturi. Uzorci
su potom inkubirani sa streptavidin peroksidazom (10 minuta, sobna temperatura), kako
bi se kompleks streptavidina i peroksidaze vezao za biotin sekundarnog antitela.
Posledn;ji korak bila je inkubacija uzoraka (10 minuta, sobna temperatura) u rastvoru
DAB supstrata i DAB hromogena (supstrat:hromogen=1:50), sa ciljem dobijanja
obojenog signala. PlocCice sa uzorcima su kontrastirane Mayer—ovim hematoksilinom (1
minut, sobna temperatura), isprane 7-8 puta u tekucoj vodi i1 uklapane u permanentni,
bezvodni medijum (VectaMount™, Vector laboratories, Burlingame, CA). Uzorci éelija
tretiranih po istom protokolu, ali bez primarnih antitela, sluzili su kao negativne

kontrole.
3.2.6. Metode analize ekspresije gena markera endotelskih 1 osteogenih ¢elija

Metode analize ekspresije gena markera endotelskih 1 osteogenih Ccelija
obuhvatale su izolaciju RNK, reverznu transkripciju izolovane RNK u komplementarnu
DNK (cDNK) i kvantitativnu lan¢anu reakciju polimeraze u realnom vremenu

(quantitative real-time PCR; qRT-PCR).
3.2.6.1. Metoda izolacije RNK iz celija

U cilju odredivanja ekspresije gena markera endotelskih i osteogenih ¢elija, prvi
korak je bila izolacija totalne RNK iz éelija sauvanih u RNAlater™ rastvoru. Totalna
RNK iz éelija je izolovana pomoéu RNeasy Mini Kit®-a (Qiagen, Hilden, Germany), u

skladu sa preporukom proizvodaca. U toku postupka izolacije RNK, Dnase I, Rnase-
34



free set (Qiagen, Hilden, Germany) kori$¢en je za digestiju ostataka DNK sa kolonica
za izolaciju. Nakon izolacije, odredena je koncentracija RNK u uzorcima pomocu
fluorimetra Qubit® 2.0 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) i
Qubit® RNA assay kit-a (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Alikvoti RNK &uvani su na temperaturi -80 C.
3.2.6.2. Metoda reverzne transkripcije izolovane RNK u komplementarnu DNK

Izolovana totalna RNK je metodom reverzne transkripcije prevedena u
jednolan¢anu cDNK . U tu svrhu, koriS¢en je kit za reverznu transkripciju High-capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied byosistems, Life Technologies, USA). U
svakoj reakciji volumena 20 pl bilo je 2,0 ul 10 x koncentrovanog pufera za reverznu
transkripciju (RT buffer); 0,8 pl 25 x koncentrovane smese nukleotida (ANTP miks);
2,0 pul 10 x koncentrovanih Random Primer-a; 1,0 pl MultiScribe™ reverzne
transkriptaze; 1,0 pl inhibitora ribonukleaze, a koli¢ina dH,O i RNK uzorka varirala je u
zavisnosti od izmerene koncentracije RNK. Upotrebljena RNK nije prelazila
koncentraciju od 2 pg, prema preporuci proizvodaca. Reakcija reverzne transkripcije je
izvedena u aparatu SureCycler8800 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), u
tri koraka: 10 minuta na 25 C, 120 minuta na 37°C i 5 minuta na 85 C. Uzorci cDNK su

uvani na temperaturi od -80°C do dalje analize.

3.2.6.3. Metoda kvantitativne lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu

(quantitative real-time PCR; gRT-PCR)

Analiza relativne ekspresije gena markera endotelskih 1 osteogenih ¢elija radena
je metodom qRT-PCR. Metoda qRT-PCR je radena u aparatu RealTime termal cycler
Stratagene MxPro-Mx3005P (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), kroz 40
ciklusa. Svaki ciklus obuhvata faze aktivacije enzima (3 minuta, 95°C), denaturacije (3
sekunde, 95°C), vezivanja prajmera (20 sekundi, 55°C) i ekstenzije (1 sekunda, 72°C).
Reakcije su pripremljene koriiéenjem Kapa Sybr® Fast Universal 2xqPCR Master Mix-
a (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA) i prajmera (Qiagen, Hilden, Germany).

Specifi¢nost proizvoda reakcije proveravana je analizom krive topljenja 1
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elektroforezom na agaroznom gelu. Svaka reakcija sadrzala je 50% Kapa Sybr”™ Fast
DNA Polymerase, 2% Rox Low, 27% dH,0, 10% uzorka i 11% prajmera.

Relativna ekspresija gena markera endotelskih ¢elija je sagledavana 3, 7, 12, 151
21 dan od pocetka diferencijacije. Kao genski markeri endotelskih ¢elija, odabrani su
Ywf, Flt-1, Vcam-1 1 Egr-1. Osteogena diferencijacija procenjivana je nakon 3, 7, 12 i
15 dana od indukcije diferencijacije odredivanjem relativne ekspresije gena za
osteokalcin (Bglap — Bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein, engl.), alfa
lanac kolagena I (Collal — Collagen type I ol chain, engl.), tkivno-nespecifi¢ne alkalne
fosfataze koja se eksprimira u jetri, kostima i bubrezima (4lp! — Alkaline phosphatase
liver/bone/kidney, engl.) i gena za transkripcioni faktor Osteriks (Sp7). Za navedene
gene kori$¢eni su odgovarjuci prajmeri i “housekeeping” gen za B-actin (Actb) kao gen
normalizator (Tabela 3.1.).

Rezultati su prikazani relativno, kao promena u odnosu na ekspresiju gena u
kalibratoru za logaritamsku osnovu 2. Relativna ekspresija gena markera endotelskih
¢elija odredivana je u odnosu na ekspresiju ovih gena u dva tipa kalibratora — jedan
kalibrator su bile Celije iz treCeg pasaza, a drugi Celije iz sveze izolovane SVF.
Relativna ekspresija gena svojstvenih osteogenim ¢elijama je sagledavana u odnosu na
¢elije iz treCeg pasaza. Referentne vrednosti ekspresije gena markera endotelskih i

osteogenih ¢elija u kalibratoru bile su "0".

Tabela 3.1. Prajmeri koris¢eni za QRT-PCR analizu ¢elija

Ime gena QuantiTect Primer esej ID detektovanog ID gena
transkripta i duZina
Actb Mm_Actb_2_SG, QT01136772 NM_007393 (1889bp) 11461
Ywf Mm_Vwf 1 SG, NM_011708 (8834 bp) 22371
QTO00116795
Fit-1 Mm Fltl1 1 SG, NM 010228 (6280 bp) 14254
QT00096292
Egr-1 Mm Egrl 1 SG, NM_007913 (3072 bp) 13653
QT00265846
Veam-1 Mm_Vcaml_1_SG, QT00128793 NM_011693 (3398 bp) 22329
Sp7 Mm_Sp7_1_SG, QT00293181 NM_130458 (2284bp) 170574
Bglap Mm_Bglapl_va.1_SG, NM_001037939 12096
QT01057049 (351bp)
Collal Mm_Collal_1_SG, QT00162204 NM_007742 (4709bp) 12842
Alpl Mm_Alpl 2 SG, QT01740221 NM_007431 (2521bp) 11647
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3.3. Metode istrazivanja in vivo

Metode istrazivanja in vivo, koje su izvedene u skladu sa ciljevima ove
disertacije, obuhvatale su pripremu MMK, PRP i ADSC za postupak implantacije,
formiranje implanata i postupak implantacije, obradu implanata za svetlosno-
mikroskopsku analizu, metode histomorfoloske i histomorfometrijske analize implanata,
imunohistohemijske metode vizuelizacije proteina markera endotelskih 1 osteogenih
¢elija u implantima i1 metode analize vaskularizovanosti i stepena napredovanja

osteogenog procesa u implantima na osnovu ekspresije markerskih gena.
3.3.1. Priprema mineralnog matriksa kosti za postupak implantacije

Svi implanti sadrzali su MMK u vidu komercijalnog preparata Bio-Oss®-a,
granula veli¢ine 0,25-1 mm (S veli¢ina), koji je imao funkciju nosaca éelija. Bio-Oss®
ima dobru biokompatibilnost i1 osteokonduktivnost (Piattelli i sar., 1999) cime
zadovoljava zahteve koje nosa¢ ADSC treba da poseduje. Za konstrukciju svakog

implanta, izmereno je po 10 mg ovog MMK.
3.3.2. Priprema plazme obogacene trombocitima za postupak implantacije

PRP je dobijena u skladu sa opisanim protokolima (Intini i sar., 2007). Krv,
uzeta iz orbitalnog sinusa miSa, sakupljana je u epruvete koje su sadrzale antikoagulant
natrijum citrat i centrifugirana na 134 x g, 10 minuta, na sobnoj temperaturi (Slika
3.3.). Supernatant sa plazmom koja sadrzi trombocite koris¢en je u drugom koraku
centrifugiranja (840 x g, 10 minuta, sobna temperatura). Nakon drugog centrifugiranja,
talog sa trombocitima je resuspendovan u malom volumenu plazme iz supernatanta
kako bi bila dobijena PRP. Aktivacija PRP-a je izvedena pomocu 2% CaCl, neposredno
pre procedure implantacije. Po implantu je koriS¢eno 10% PRP-a, budu¢i da je
pokazano da je ova koncentracija optimalna za kombinovanje sa ADSC (Liu i sar.,
2008; Murphy i sar., 2011; Man i sar., 2012). Trombociti su brojani manuelno, u
komorici Malassez (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen, Germany)

i ustanovljen broj je bio 1,89 + 0,5x10° trombocita/pl.
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Slika 3.3. PRP nakon prvog centrifugiranja. Legenda: Crna strelica - PRP; crvena strelica -

supernatant.

3.3.3. Priprema mezenhimskih mati¢nih ¢elija masnog tkiva za postupak implantacije

Nakon 12 dana od indukcije endotelske diferencijacije i 15 dana od indukcije
osteogene diferencijacije, ADSC su pasazirane paralelno sa ¢elijama koje su 12 dana
nakon tre¢eg pasaza rasle u oboga¢enom DMEM-u bez dodavanja induktivnih faktora.
Celije su posle pasaza prebrojane, gustina je podesena na 3 x 10°/ml za svaku od

kultura. Iz ove suspenzije, uzimano je 1 x 10* éelija za svaki implant.
3.3.4. Formiranje implanata 1 postupak implantacije

Implanti su pripremani u sterilnim staklenim plo¢ama (Slika 3.4.a). Svaki
implant sa¢injen je od 10 mg (~0.02 cm’) MMK i 20 ul teéne komponente. U svim
implantima koji su sadrzali ¢elije kao jednu od komponenti, ¢elije su ostavljene da
adheriraju za MMK 10-15 minuta pre implantacija (Jurgens i sar., 2011). Za pripremu
implanata koris¢en je DMEM koji nije bio obogacen i kome nisu dodati induktivni
faktori.

Formirani su slede¢i tipovi implanata:

MM: 10 mg MMK + 20 ul DMEM;

MP: 10 mg MMK + 2 ul PRP (10% v/v PRP) +18 ul DMEM,;

MPD: 10 mg MMK + 2 ul PRP (10% v/v PRP) + 1x10" ekspandiranih, neindukovanih
ADSC u 18 ul DMEM-a;
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MPE: 10 mg MMK + 2 pl PRP (10% v/v PRP) + 1x10* ADSC in vitro indukovanih ka
endotelskim ¢elijama u 18 ul DMEM-a;

MPO: 10 mg MMK + 2 ul PRP (10% v/v PRP) + 1x10* ADSC in vitro indukovanih ka
osteogenim Celijama u 18 ul DMEM-a;

MPEO: 10 mg MMK + 2 ul PRP (10% v/v PRP) + 1x10* ADSC in vitro indukovanih
ka endotelskim éelijama u 9 ul DMEM-a + 1x10* ADSC in vitro indukovanih ka
osteogenim ¢elijama u 9 pl DMEM-a.

Pre procedure implantacije, Zivotinje su anestezirane intraperitonealnom
injekcijom ketamina u dozi od 2 mg/ml. Implantacije su radene subkutano, izmedu
lopatica BALB/c miSeva. Biopsijske igle su napunjene materijalom za implantaciju, a
mesto ubadanja igle je obrijano i1 dezinfikovano 10% rastvorom povidon joda.
Napravljen je rez duzine oko 2 mm, igla je ubodena, pa su potkozno ubacena Cetiri
implanta po Zivotinji pod uglom od 90° jedan u odnosu na drugi. Svaka grupa implanata
sadrzala je po dvadeset zivotinja. Po pet zZivotinja iz svake grupe je Zrtvovano posle
jedne, dve, Cetiri i osam nedelja od implantacija. Ekstrahovani implanti (Slika 3.4.b)
koriS¢eni su za histomorfolosku, histomorfometrijsku, imunohistohemijsku i analizu

relativne ekspresije gena.

Slika 3.4. a) MMK nakon nanoSenja PRP i ADSC, pripremljen za implantaciju; b) Izgled

implanata nakon inkubacije u Zivotinjama. Crna strelica - pripremljen implant; crvena strelica - biopsijska

igla.
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3.3.5. Obrada implanata za svetlosno-mikroskopsku analizu

Implanti izvuceni dve 1 osam nedelja nakon postupka implantacije su fiksirani u
10% neutralnom puferovanom formalinu i dekalcifikovani u 10% rastvoru (PH 7,4)
EDTA. Dehidratacija je radena u rastucoj seriji etanola (50%, 70%, 95%, Merck,
Darmstadt, Germany) od kojih je svaki drzan po 120 minuta, a u apsolutnom etanolu su
uzorci inkubirani preko no¢i. Nakon toga, implanti su 240 minuta stajali u toluolu,
uklopljeni su u paraplast i ise€eni na mikrotomu Leica RM2235 (Leica Microsystems,
Solms, Germany). Dobijeni isecci debljine 4 pum su koriSéeni za histoloska i

imunohistohemijska bojenja i histomorfometrijsku analizu.

3.3.6. Metoda histomorfoloske analize implanata

Histomorfoloska analiza implanata radena je na ise¢cima obojenim jednim od
osnovnih histoloSkih bojenja — Hematoksilin-eozin (HE) koje omogucava definisanje
razlicitih ¢elijskih struktura. Za HE bojenje koris¢eni su Harris-ov hematoksilin i eozin.
Harris-ov hematoksilin je bazna boja koja kisele strukture u tkivu, poput jedra, boji
plavo. Eozin je kisela boja koja bazne strukture, kao $to je citoplazma, boji crveno ili
ruzicasto (Avwioro, 2011).

Nakon deparafinizacije (termostat preko noci, ksilol 15 minuta) isec¢aka
implanata uklopljenih u paraplast, radeno je ispiranje u opadajucoj seriji etanola (100%,
96%, 70%) od kojih je svaki drzan na plo¢icama sa ise¢cima dva puta po tri minuta.
Isecei su ispirani u destilovanoj vodi (dH>O) u trajanju od pet minuta, na sobnoj
temperaturi.

Usledilo je bojenje Harris-ovim hematoksilinom (10 minuta, sobna
temperatura), ispiranje 5 minuta u tekucoj vodi i kontrastiranje eozinom 1 minut (sobna
temperatura). Plo¢ice sa iseccima isprane u dH,O i provucene kroz rastuéu seriju
etanola (70%, 96%, 100%) su potopljene u kivetu sa ksilolom 1 suSene u termostatu 10
minuta. Obojeni isecci su pokriveni Kanada balsamom, te su napravljeni trajni
mikroskopski preparati posmatrani i analizirani na svetlosnom mikroskopu Leica

DMLS (Leica Microsystems, Solms, Germany).
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3.3.7. Metoda histomorfometrijske analize implanata

Histomorfometrijska analiza vaskularizovanosti implanata radena je na ise¢cima
obojenim HE metodom, uz pomo¢ programskog paketa NIS-Elements software version
3.2 (Nikon, Tokyo, Japan). Fotografije obojenih ise¢aka su napravljene na mikroskopu
Axio Observer.Zl opremljenim kamerom AxioCam HR na uvecanju od 100x. Ukupna
povrSina implanata i ukupna povrSina krvnih sudova u implantima merene su
koriS¢enjem softverskog alata Annotations and Measurements u pomenutom programu.
Procenat vaskularizacije racunat je po formuli: (ukupna povrsina krvnih sudova/ukupna

povrsina implanata) x 100.

3.3.8. Imunohistohemijske metode vizuelizacije proteina markera endotelskih i

osteogenih ¢elija u implantima

Isecci implanata, prethodno uklopljenih u paraplast, su deparafinisani (termostat
preko noéi, ksilol 15 minuta) i ispirani u seriji etanola opadajuc¢e koncentracije (100%,
96%, 70%), pri ¢emu je svaki stajao na iseccima dva puta po 3 minuta. Isecci implanata
su nakon toga ispirani u dH,O pet minuta i podvrgnuti toplotom indukovanom
demaskiranju antigena.

Razlog za ukljucivanje procedure toplotnog demaskiranja antigena lezi u
hemijskoj prirodi formaldehida, fiksativa koji je primenjen u ovom istrazivanju. Dobra
strana fiksacije u formalinu je Sto morfoloski detalji tako ostaju dobro ocuvani.
Medutim, ovaj fiksativ indukuje stvaranje hidroksimetilenskih mostova izmedu
aminokiselinskih ostataka u tkivu (Pearse, 1980), pa dolazi do maskiranja epitopa Sto
smanjuje ili potpuno onemogucava vezivanje odgovaraju¢ih antitela. Kako bi se
maskiranje epitopa izbeglo, metoda koja se moze primeniti je toplotom indukovano
demaskiranje antigena u citratnom puferu (Pilleri i sar., 1997). Svrha primene pufera, u
koje se uzorci uranjaju, je ta Sto soli u njima pri zagrevanju potpomazu rasplitanje
tercijarne  struktura antigena, dok toplota pruza energiju za raskidanje
hidroksimetilenskih mostova izmedu kalcijumovih jona i ostalih dvovalentnih metalnih

katjona 1 proteina (Morgan i sar., 1994).
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Plocice sa iseCcima su uronjene u kivetu ispunjenu 10 mM natrijum citratnim
puferom i ostavljene 30 minuta u mikrotalasnu pecnicu prethodno zagrejanu na 96°C.
Nakon toga, plocice su hladene na sobnoj temperaturi 30 minuta, te su primenjivana
primarna antitela i komponente HRP/DAB kita za vizuelizaciju: 3% vodonik-peroksid,
blokiraju¢i serum, biotinizirano anti-kozje sekundarno antitelo, streptavidin-
peroksidaza, DAB supstrat i DAB hromogen.

Plocice su prvo inkubirane u 3% rastvoru vodonik-peroksida (10 minuta, sobna
temperatura) radi blokiranja endogenih peroksidaza, a zatim u blokirajuéem serumu (5
minuta, sobna temperature) u cilju izbegavanja background bojenja. Primarna antitela
su na plo¢icama sa iseCcima stajala preko noci, a inkubacija je izvedena u vlaznoj
komori, na 4°C. Primarna antitela su primenjena u slede¢im koncentracijama: anti-
VEGFR-2 (ab2349, Abcam, Cambridge, USA) 1:200, anti-VCAM-1 (ab106777,
Abcam, Cambridge, USA) 1:1000, anti-osteokalcin (ab93876, Abcam, Cambridge,
USA) 1:200. Plocice koje su tretirane po istom protokolu, ali bez primarnih antitela bile
su negativne kontrole.

Narednog jutra su DPBS-om isprana primarna i dodata biotinizirana sekundarna
antitela (10 minuta, sobna temperatura). Zatim su isecci inkubirani sa streptavidin
peroksidazom (10 minuta, sobna temperatura) i jo§ 10 minuta (sobna temperatura) u
rastvoru DAB supstrata i DAB hromogena (supstrat:hromogen=1:50). Kontrastno
bojenje je radeno Mayer-ovim hematoksilinom (1 minut, sobna temperatura), a posle
ispiranja ove boje (7-8 puta u tekucoj vodi), plo€ice su uklapane u VectaMount™

medijum.

3.3.9. Metode analize vaskularizovanosti i stepena osteogenog procesa u implantima

na osnovu ekspresije markerskih gena

Implanti izvuceni 1, 2, 4 i 8 nedelja nakon implantacije su uvani u RNAlater®,
na -80°C, radi sprovodenja metoda analize vaskularizovanosti 1 stepena osteogenog
procesa na osnovu ekspresije markerskih gena. Metode su obuhvatale izolaciju RNK iz

implanata, reverznu transkripciju izolovane RNK u ¢cDNK i qRT-PCR analizu.
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3.3.9.1. Metoda izolacije RNK iz implanata

Iz implanata satuvanih u RNAlater” je prvo izolovana totalna RNK. Izolacija i

merenje koncentracije RNK izvedeni su po napred opisanoj metodi (videti u 3.2.6.1.).
3.3.9.2. Metoda reverzne transkripcije izolovane RNK u komplementarnu DNK
Jednolan¢ana ¢cDNK je dobijena metodom opisanom u delu 3.2.6.2.

3.3.9.3. Metoda kvantitativne lancane reakcije polimeraze (PCR) u realnom

vremenu (quantitative real-time PCR; gRT-PCR)

Relativna ekspresija gena u uzorcima dobijenim iz implanata je odredena po
istom postupku kao §to je opisano u 3.2.6.3. Analizirana je ekspresija gena Vwf, Flt-1,
Egr-11 Veam-1 1 gena za osteopontin (Sppl — Secreted phosphoprotein 1, engl.), koja je
normalizovana u odnosu na gen Actb (Tabela 3.2.).

Rezultati su prikazani relativno, kao promena u odnosu na ekspresiju gena u
kalibratoru za logaritamsku osnovu 2. Kalibrator su bile ili ¢elije iz treeg pasaza ili
PRP ili ¢elije iz tre¢eg pasaza i PRP zajedno (objedinjen kalibrator). Referentne
vrednosti ekspresije gena markera endotelskih i osteogenih celija u kalibratoru bile su

"0". Specifi¢nost proizvoda reakcije proveravana je analizom krive topljenja.

Tabela 3.2. Prajmeri kori$¢eni za qRT-PCR analizu implanata

Ime gena QuantiTect Primer esej ID detektovanog ID gena
transkripta i duZina

Actb Mm_Actb_2 SG, QT01136772 NM_007393 (1889bp) 11461

wf Mm_Vwf 1 _SG, NM_011708 (8834 bp) 22371
QTO00116795

Fit-1 Mm_Fltl 1 _SG, NM_010228 (6280 bp) 14254
QT00096292

Egr-1 Mm_Egrl_1_SG, NM_007913 (3072 bp) 13653
QT00265846

Veam-1 Mm_Vcaml_1_SG, QT00128793 NM_011693 (3398 bp) 22329

Sppl Mm_Sppl_1 SG, QT00157724 NM_009263 (1428bp) 20750
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3.3.10. Provera kvaliteta i specificnosti produkata qRT-PCR reakcije

Pored provere kvaliteta 1 specificnosti produkata qRT-PCR reakcije analizom
krive topljenja, primenjena je i1 metoda elektroforeze. U tu svrhu, koris¢en je 2%
agarozni gel pripremljen pomocu 1XxTAE (Tris, acetat, EDTA) pufera, koji je koriséen i
za Citavu proceduru elektroforeze. Za vizuelizaciju fragmenata na agaroznom gelu
upotrebljen je etidijum bromid, ¢ija je koncentracija u 1xTAE puferu bila 0,5 pg/ml.
Svaki qRT-PCR produkt je u volumenu od 5 pl pomesan sa 1,5 pl bromfenol plavog i
ubacivan u bunarci¢e gela, u okviru sistema za elektroforezu (Serva, Heidelberg,
Germany). Elektroforeza je radena u trajanju od jednog sata, pri intenzitetu struje od
100 mA, posle ¢ega su fragmenti na gelu posmatrani na UV transiluminatoru (Vilber
Lourmat, Marne La Vallee, France). Duzina fragmenata qRT-PCR produkata (Tabela
3.3.) je analizirana i uporedivana u odnosu na DNK standard za duzinu fragmenata

(Serva, Heidelberg, Germany).

Tabela 3.3. Duzina fragmenata qRT-PCR produkata

Ime gena ID detektovanog transkripta i duzina
Actb NM_007393 (77 bp)
wf NM_011708 (79 bp)
Fit-1 NM_010228 (78 bp)
Egr-1 NM_007913 (119 bp)
Veam-1 NM_011693 (130 bp)
Sppl NM_009263 (92 bp)

3.4. Statisticka obrada rezultata istrazivanja

Sve statisti¢ke analize radene su u programu Microsoft Office Excel. Rezultati su
prikazani u vidu srednjih vrednosti + standardna devijacija. Za poredenje srednjih

vrednosti je koriS¢en Student-ov t-test. Razlike su smatrane znacajnim za p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Rezultati in vitro istraZivanja

Rezultati in vitro istrazivanja obuhvataju morfolosku 1 imunocitohemijsku
analizu sveZe izolovanih ¢elija SVF belog masnog tkiva BALB/c miSeva 1 kultura
ADSC, morfolosku, imunocitohemijsku 1 analizu ekspresije markerskih gena
endotelskih ¢elija u ADSC podvrgnutim in vitro endotelskoj diferencijaciji kao i
morfolosku, imunocitohemijsku i analizu ekspresije markerskih gena osteogenih ¢elija u

ADSC podvrgnutim in vitro osteogenoj diferencijaciji.

4.1.1. Morfoloska analiza sveze izolovanih ¢elija stromalne vaskularne frakcije i

kultura ADSC

Nakon 24 sata od zasejavanja celija SVF, sitne, vretenaste, uglavnom
pojedinacne c¢elije adheriraju za plastiku (Slike 4.1.a 1 b), a u medijumu se uocavaju i
eritrociti (Slike 4.1.a 1 b) 1 kapi masti (Slike 4.1.a i b). Nakon 48 sati kultivacije, ¢elije
su brojnije, a one koje nalikuju fibroblastima se izduzuju (Slike 4.1.c 1 d).

Tri dana nakon zasejavanja, primarna ¢elijska kultura je skoro potpuno ociS¢ena
od eritrocita i kapi masti (Slike 4.2.a 1 b). Petog dana kultivacije se, osim c¢elija koje lice
na fibroblaste udruzenih u snopove, uocavaju i adherirane ¢elije koje lice na epitelne
organizovane u strukture koje podsecaju na epitelne ploce (Slike 4.2.c 1 d).

Celije nakon prvog pasaza zadrzavaju morfologiju koja odgovara ili
fibroblastima ili epitelnim celijama (Slike 4.3.a 1 b). Ove C¢elije pokazuju veliki
proliferativni potencijal tri do pet dana posle prvog (Slike 4.3.a 1 b), kao i tri do pet dana
nakon drugog pasaza (Slike 4.3.c i d).

45



Slika 4.1. Morfoloske karakteristike ¢elija SVF 24 i 48 sati nakon izolacije iz masnog tkiva, fazni
kontrast: a) 24 sata nakon izolacije, 100x; b) 24 sata nakon izolacije, 200x%; c¢) 48 sati nakon izolacije,
100x; d) 48 sati nakon izolacije, 200%. Krug - vretenaste ¢elije koje lice na fibroblaste, strelica - masne
kapi, trougao - eritrociti. U kulturama se 24 i 48 sati nakon zasejavanja celija SVF opazaju uglavnom

sitne vretenaste ¢elije koje lice na fibroblaste.
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Slika 4.2. Morfoloske karakteristike ¢elija SVF tri i pet dana nakon izolacije iz masnog tkiva, fazni
kontrast: a) tri dana nakon izolacije, 100x; b) tri dana nakon izolacije, 200%; ¢) pet dana nakon izolacije,
pred prvi pasaz, 100x; d) pet dana nakon izolacije, pred prvi pasaz, 200x. Krug - vretenaste Celije koje
lice na fibroblaste, trougao - celije koje lice na epitelne. Tri dana nakon zasejavanja celija SVF
dominiraju ¢elije koje lice na fibroblaste, a uocavaju se pojedine Celije koje lice na epitelne. Pred prvi
pasaz su celije koje li¢e na fibroblaste udruzene u snopove, a one koje lice na epitelne organizovane u

ploce.
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Slika 4.3. Morfoloske karakteristike ¢elija SVF nakon prvog i drugog pasaza, fazni kontrast, 100%: a) 24
sata nakon prvog pasaZza; b) pet dana nakon prvog pasaza, neposredno pre drugog pasaza; c) 24 sata posle
drugog pasaza; d) 72 h posle drugog pasaza, neposredno pre treceg pasaza. Krug - vretenaste Celije koje
lice na fibroblaste, trougao - ¢elije koje lige na epitelne. Celije i nakon prvog i nakon drugog pasaza

zadrzavaju morfologiju koja odgovara ili fibroblastima ili epitelnim ¢elijama.

4.1.2. Imunocitohemijska analiza izolovanih ¢elija stromalne vaskularne frakcije i

kultura ADSC

Medu adheriranim ¢elijama sveze izolovane SVF dominiraju one koje su
pozitivne na markere ADSC, CD29 (Slike 4.4.b 1 e) i CD44 (Slike 4.4.c i f), a negativne
na marker svojstven celijama monocito-makrofagne linije, CD14 (Slike 4.5.a 1 d).
Uocava se 1 zna¢ajna imunoekspresija VEGFR-a 2 (Slike 4.5.b i e) i VCAM-a 1 (Slike
4.5.c 1), aunegativnim kontrolama nema lazno pozitivnog bojenja (Slike 4.4.a 1 d).

Jedan dan nakon tre¢eg pasaza, ADSC su uglavnom pozitivne na CD29 (Slike

4.6b i ¢), CD44 (Slike 4.6.c i f) i VEGFR-2 (Slike 4.7.b i e), pojedine éelije
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eksprimiraju 1 VCAM-1 (Slike 4.7.c i f), dok se imunoekspresija proteina CD14 ne
uocava (Slike 4.7.a 1 d).

1;-’5!‘_—‘ 4 .
~

Y el

Slika 4.4. Imunoekspresija CD29 i CD44 u Celijama sveze izolovane SVF: a) negativna kontrola, 200%;
b) CD29, 200x%; c) CD44, 200x; d) negativna kontrola, 400x; e¢) CD29, 400%; f) CD44, 400x. Trougao -
pozitivne ¢elije, krug - negativne celije. Medu adheriranim ¢elijama iz SVF dominiraju one koje

eksprimiraju pozitivne markere ADSC, CD29 i CD44.

Slika 4.5. Imunockspresija CD14, VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 u sveze izolovanoj SVF: a) CD14, 200x; b)
VEGFR-2, 200%; ¢) VCAM-1, 200x%; d) CD14, 400%; ¢) VEGFR-2, 400%; f) VCAM-1, 400x. Trougao -
pozitivne ¢elije, krug - negativne éelije. Znacajna imunoekspresija endotelskih markera VEGFR-a 2 i

VCAM-a | u ¢elijama sveZe izolovane SVF.
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Slika 4.6. Imunockspresija CD29 i CD44 u ADSC 24 sata nakon treCeg pasaza: a) negativna kontrola,
200x; b) CD29, 200x; c) CD44, 200x%; d) negativna kontrola, 400x%; ¢) CD29 a, 400x; f) CD44, 400x.
Trougao - pozitivne celije, krug - negativne Celije. Jedan dan nakon tre¢eg pasaza, ADSC uglavnom

eksprimiraju CD29 i CD44.

.

Slika 4.7. Imunockspresija CD14, VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 u ADSC 24 sata nakon treeg pasaza: a)
CD14, 200%; b) VEGFR-2, 200x%; ¢) VCAM-1, 200x; d) CD14, 400%; e) VEGFR-2, 400%; f) VCAM-1,
400%. Trougao - pozitivne celije, krug - negativne celije. Jedan dan nakon tre¢eg pasaza, ADSC
uglavnom pozitivne na VEGFR-2 pojedine eksprimiraju i VCAM-1, a imunoekspresija CD14 se ne

uocava.
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4.1.3. qRT-PCR analiza ekspresije gena markera endotelskih ¢elija 1 Spp-a 1 u sveze

izolovanim ¢elijama stromalne vaskularne frakcije i kultura ADSC

Celije SVF imaju visu ekspresiju Vwf-a i Vcam-a I u odnosu na PRP, éelije koje
su do prvog dana nakon tre¢eg pasaza rasle u DMEM-u i ¢éelije koje su ekspandirane 12
dana nakon treceg pasaza u DMEM-u (Grafikoni 4.1.a 1 b). Ekspresija Egr-a [ i Flt-a 1
je najvisa u Celijama koje su jedan dan nakon treceg pasaza rasle u DMEM-u, dok je
najvisa ekspresija Spp-a I u Celijama koje su ekspandirane 12 dana nakon tre¢eg pasaza

u DMEM-u (Grafikoni 4.1.a1b).

Kalibrator SVF % - Kalibrator PO3-1 dan

5 I I IIP03-1dan 5I I I u SVF
: I PRP . | Il I IRN I- PRP

i1 B
5 - I = PO3-12 uPO3-12
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—
Lh

—
(=]

osnova 2)

Rast u odnosu na kalibrator
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Grafikon 4.1. Dinamika relativne ekspresije gena markera endotelskih ¢elija i gena Spp! u kalibratorima
kori§¢enim za qRT-PCR analizu. SVF - stromalna vaskularna frakcija, P03-1 dan - éelije koje su 1 dan
nakon treéeg pasaza rasle u DMEM-u, PRP - plazma obogacena trombocitima, P03-12 dana - ¢elije koje

su 12 dana nakon tre¢eg pasaza rasle u DMEM-u.

4.1.4. MorfoloSka analiza kultura ADSC indukovanih ka endotelskim ¢elijama

Tri dana nakon treceg pasaza, neindukovane ADSC se nasumicno rasporeduju i
nalik su na fibroblaste ili epitelne ¢elije (Slika 4.8.a). Celije podvrgnute endotelskoj
diferencijaciji se organizuju u grupacije, a na pojedinim mestima se izmedu ¢elija koje
pripadaju susednim grupacijama zapaza formiranje anastomoza (Slika 4.8.b).

Neindukovane ADSC nakon sedam dana rasta u DMEM-u su uglavnom
pojedinacne, bez odredenog, organizovanog rasporeda (Slika 4.8.c). Na pojedinim
mestima ¢elije su organizovane u snopove, a uocavaju i pojedinacne ¢elije nalik na
epitelne (Slika 4.8.c). Sedam dana od indukcije endotelske diferencijacije, usled

anastomoziranja ¢elija iz susednih grupacija, kulture indukovanih ADSC poprimaju
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izgled mreZe kapilara (Slika 4.8.d). Celije koje tu mreZu sadinjavaju rastu u jednom

sloju 1 imaju morfologiju nalik na oblutke kaldrme (cobblestone, engl.).

Slika 4.8. Endotelska diferencijacija ADSC, 3. i 7. dan, fazni kontrast, 100x: a) ADSC u standardnom
medijumu, 3. dan nakon treCeg pasaza (kontrola); b) ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju, 3.
dan indukcije endotelske diferencijacije; ¢) ADSC u standardnom medijumu 7. dan nakon treceg pasaza
(kontrola); d) ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju, 7. dan indukcije endotelske
diferencijacije. Trougao - Celije koje li¢e na fibroblaste, strelica - pojedinacne ¢Eelije koje lice na epitelne,
krug - anastomoziranje celija koje li¢e na endotelske iz susednih grupacija. ADSC podvrgnute
endotelskoj diferencijaciji se 3. dana od indukcije diferencijacije organizuju u grupacije, a 7. dana celije
iz susednih grupacija anastomoziraju, dok neindukovane ADSC u oba termina zadrzavaju morfologiju

nalik fibroblastima.

Dvanaest dana nakon treCeg pasaza, neindukovane ADSC imaju izgled
fibroblasta (Slika 4.9.a). Celije koje dvanaest dana rastu u medijumu za endotelsku
diferencijaciju su mehurasto proSirene u srediSnjem delu, a veze izmedu celija iz

susednih grupacija su jo§ izrazenije nego u prethodnoj tacki posmatranja. Tako
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povezane ¢elije formiraju mrezu ¢ija se okca jasno uocavaju i podsecaju na lumen
krvnih sudova, §to kulturi ADSC indukovanih ka endotelskim daje izgled razgranate
kapilarne mreZe (Slika 4.9.b).

Posle petnaest dana od tre¢eg pasaza, ADSC u standardnom medijumu se 1 dalje
intenzivno dele, a promene morfologije nema (Slika 4.9.c). U medijumu za endotelsku
diferencijaciju, grupacije vijabilnih ¢elija se dezintegriSu, te se viSe ne uocava mreza

nalik kapilarnoj (Slika 4.9.d).

Slika 4.9. Endotelska diferencijacija ADSC, 12. i 15. dan, fazni kontrast, 100%: a) ADSC u standardnom
medijumu, 12. dan nakon tre¢eg pasaza (kontrola); b) ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju,
12. dan indukcije endotelske diferencijacije; ¢) ADSC u standardnom medijumu 15. dan nakon treceg
pasaza (kontrola); d) ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju, 15. dan indukcije endotelske
diferencijacije. Trougao - ¢elije koje li¢e na fibroblaste, strelica - pojedinaéne éelije koje li¢e na epitelne,
krug - anastomoziranje ¢elija koje li¢e na endotelske iz susednih grupacija, pravougaonik - dezintegracija
mreze nalik kapilarnoj. Izgled kapilarne mreze u ADSC indukovanim u endotelske 12. dana od indukcije
diferencijacije i dezintegracija mreze 15. dana nakon indukcije, dok neindukovane ADSC u oba termina

zadrzaju morfologiju nalik fibroblastima.
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4.1.5. Imunocitohemijska analiza kultura ADSC indukovanih ka endotelskim

¢elijama

Sedam dana nakon treceg pasaza, neindukovane ADSC su uglavnom VCAM-1

negativne (Slike 4.10.b i c).
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Slika 4.10. Imunoekspresija VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 u ADSC koje su rasle 7 dana u standardnom ili 7

dana u medijumu za endotelsku diferencijaciju: a) negativna kontrola, 200%; b) ADSC u standardnom

medijumu, VCAM-1, 100%; ¢) ADSC u standardnom medijumu, VCAM-1, 200x; d) ADSC u medijumu

za endotelsku diferencijaciju, VCAM-1, 100%; e¢) ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju,
VCAM-1, 200%; f) ADSC u standardnom medijumu, VEGFR-2, 100x; g) ADSC u standardnom
medijumu, VEGFR-2, 200%; h) ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju, VEGFR-2, 100x; 1)

ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju, VEGFR-2, 200%. Trougao - pozitivne ¢elije, krug -

negativne celije. ADSC indukovane u endotelske celije eksprimiraju VEGFR-2 i VCAM-1, a

neindukovane ADSC su mahom VEGFR-2 i VCAM-1 negativne.
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ADSC koje su podvrgnute endotelskoj diferencijaciji sedam dana nakon
indukcije diferencijacije poseduju imunoekspresiju VCAM-a 1 (Slike 4.10.d i e). U istoj
tacki posmatranja, imunoekspresija VEGFR-a 2 je slabo izraZzena u neindukovanim
ADSC (Slike 4.10.f 1 g), a u ADSC podrvgnutim endotelskoj diferencijaciji je blago
intenzivnija (Slike 4.10.h i 1). Akumulacija braon boje uocava se oko jedara ¢elija i kao i

u ¢elijskoj membrani VCAM-1 i VEGFR-2 pozitivnih ¢elija (Slike 4.10.b, d, e, g, h i 1).

a7 O

Slika 4.11. Imunoekspresija VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 u ADSC koje su rasle 12 dana u standardnom ili
12 dana u medijumu za endotelsku diferencijaciju: a) negativna kontrola, 200x; b) ADSC u standardnom
medijumu, VCAM-1, 100%; ¢) ADSC u standardnom medijumu, VCAM-1, 200x; d) ADSC u medijumu
za endotelsku diferencijaciju, VCAM-1, 100%; e¢) ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju,
VCAM-1, 200%; f) ADSC u standardnom medijumu, VEGFR-2, 100%; g) ADSC u standardnom
medijumu, VEGFR-2, 200x; h) ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju, VEGFR-2, 100%; 1)
ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju, VEGFR-2, 200%. Trougao - pozitivne ¢elije, krug -
negativne celije. Jaka imunoekspresija VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 u indukovanim ADSC, odsustvo
imunoekspresije VEGFR-a 2 i blaga pozitivnost na VCAM-1 u neindukovanim ADSC.

Dvanaest dana posle treceg pasaza, imunoekspresija VCAM-a 1 je intenzivnija 1

u neindukovanim (Slike 4.11.b i ¢) i u indukovanim (Slike 4.11.d i ¢) ADSC nego u
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prethodnoj tacki posmatranja. U standardnom medijumu nema celija pozitivnih na
imunomarker VEGFR-2 (Slike 4.11.f i g). Celije u kulturama u kojima je indukovana
endotelska diferencijacija imaju jako izraZzenu imunoekspresiju VEGFR-a 2. Membrane
indukovanih ¢elija su obojene tamno braon, a granule braon boje vide se i u
vancelijskom matriksu kao i oko jedara ¢elija u regionu koji odgovara granulisanom

endoplazminom retikulumu (Slike 4.11.h 1 1).

9] h - .‘u . # 1 .

Slika 4.12. Imunoekspresija VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 u ADSC koje su rasle 15 dana u standardnom ili 15
dana u medijumu za endotelsku diferencijaciju: a) negativna kontrola, 200%; b) ADSC u standardnom
medijumu, VCAM-1, 100%; ¢) ADSC u standardnom medijumu, VCAM-1, 200x; d) ADSC u medijumu
za endotelsku diferencijaciju, VCAM-1, 100%; e¢) ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju,
VCAM-1, 200%; f) ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju, VEGFR-2, 100%; g) ADSC u
medijumu za endotelsku diferencijaciju, VEGFR-2, 200x; h) ADSC u medijumu za endotelsku
diferencijaciju, VEGFR-2, 100%; i) ADSC u medijumu za endotelsku diferencijaciju, VEGFR-2, 200x.
Trougao - pozitivne ¢elije, krug - negativne ¢elije. Umerena imunoekspresija VEGFR-a 21 VCAM-a | u

ADSC indukovanim u endotelske ¢elije, a slaba u neindukovanim ADSC.
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Petnaestog dana nakon treceg pasaza, imunoekspresija VCAM-a 1 (Slike 4.12.b

ic) 1 VEGFR-a 2 (Slike 4.12.f i g) u neindukovanim ADSC je nepromenjena u odnosu
na dvanaesti dan kultivacije u DMEM-u. U indukovanim ADSC je VCAM-1 slabije

eksprimiran nego nakon dvanaest dana od indukcije endotelske diferencijacije (Slike

4.12.d 1 e). Imunoekspresija VEGFR-a 2 u indukovanim ADSC je takode blago

smanjena u odnosu na prethodnu tacku posmatranja (Slike 4.12.h 1 1).

4.1.6. qRT-PCR analiza ekspresije gena markera endotelskih celija u kulturama

ADSC indukovanim ka endotelskim ¢éelijama u odnosu na ¢elije iz tre¢eg pasaza

Treceg dana endotelske diferencijacije ekspresija Vwf-a (Grafikon 4.2.a) je

negativno, a ekspresija Flt-a I (Grafikon 4.2.b), Vcam-a 1 (Grafikon 4.2.c) 1 Egr-a I

(Grafikon 4.2.d) su pozitivno regulisane u ADSC indukovanim u endotelske celije

¢elijama u odnosu na ADSC iz treceg pasaza.
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Grafikon 4.2. Dinamika relativne ekspresije gena markera endotelskih ¢elija u odnosu na ¢elije iz treceg

pasaza: a) Vwf. b) Fit-1; c) Vcam-1; d) Egr-1. “*’znacajna razlika za p<0,05, d - dan.
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Ekspresija Vwf je pozitivno regulisana sedmog dana endotelske diferencijacije 1
znacajno visa (p<0,05) u odnosu na tre¢i dan endotelske diferencijacije (Grafikon
4.2.a). U naredne tri tacke posmatranja, ekspresija V'wf opada 1 negativno je regulisana
(Grafikon 4.2.a). Smanjenje ekspresije ovog gena je znacajno (p<0,05) dvanaestog u
odnosu na sedmi dan endotelske diferencijacije (Grafikon 4.2.a).

Ekspresija Fit-a I (Grafikon 4.2.b) raste sedmog u odnosu na tre¢i dan
endotelske diferencijacije Sto je znaajno (p<0,05). Sedmog dana diferencijacije,
ekspresija Flt-a [ se smanjuje, ali je i dalje pozitivno regulisana u svim tackama
posmatranja. Blag porast u ekspresiji Flt-a I postoji 21. dana u odnosu na 15. dan od
pocetka indukcije endotelske diferencijacije (Grafikon 4.2.b).

Gen Vecam-1 je pozitivno regulisan tre¢eg, sedmog i dvanaestog dana endotelske
diferencijacije, a ekspresija ovog gena je znacajno niza (p<0,05) petnaestog u odnosu
na dvanaesti dan od pocetka endotelske diferencijacije (Grafikon 4.2.c). Dvadeset prvog
dana diferencijacije, ekspresija Vcam-a I ostaje negativno regulisana (Grafikon 4.2.c).

Ekspresija Egr-a 1 je pozitivnho regulisana u prve tri tacke posmatranja,
negativna petnaestog dana od indukcije endotelske diferencijacije, a dvadeset prvog
dana diferencijacije blago raste u odnosu na petnaesti dan (Grafikon 4.2.d). Sedmog
dana endotelske diferencijacije je znacajno porasla (p<0,05) ekspresija Egr-a I u
odnosu na tre¢i dan. Pad ekspresije ovog gena petnaestog dana diferencijacije bio je

statisticki znacajan u odnosu na dvanaesti dan (Grafikon 4.2.d).

4.1.7. qRT-PCR analiza ekspresije gena markera endotelskih celija u kulturama
ADSC indukovanim ka endotelskim c¢elijama u odnosu na stromalnu vaskularnu

frakciju

Ekspresija svih gena markera endotelskih ¢éelija je negativna u odnosu na ¢elije
iz sveze izolovane SVF (Grafikon 4.3.), u svim tackama posmatranja.

Ekspresija Vwf-a je najviSa petnaestog dana od indukcije endotelske
diferencijacije (Grafikon 4.3.a), dok je ekspresija Flt-a I (Grafikon 4.3.b), Vcam-a 1
(Grafikon 4.3.c) i Egr-a I (Grafikon 4.3.d) najviSa dvanaestog dana od podvrgavanja
endotelskoj diferencijaciji. Rast ekspresije Vwf-a (Grafikon 4.3.a) i Egr-a I (Grafikon

4.3.d) je znacajan (p<0,05) petnaestog u odnosu na dvanaesti dan endotelske
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diferencijacije. Dinamika ekspresije Fit-a I (Grafikon 4.3.b) i Vcam-a 1 (Grafikon
4.3.c), je takva da (p<0,05) znacajne razlike postoje izmedu svake dve susedne tacke

posmatranja.
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Grafikon 4.3. Dinamika relativne ekspresije gena markera endotelskih ¢elija u odnosu na SVF: a) V'wf; b)
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4.1.8. Morfoloska analiza kultura ADSC indukovanih ka osteogenim ¢elijama

Nakon tri dana od tre¢eg pasaza, nema velikih razlika u morfogiji ADSC koje su
rasle u standardnom medijumu i onih koje su rasle u medijumu induktivnom za
osteogenu diferencijaciju (Slike 4.13.a 1 b). U obe kulture, ADSC lice na fibroblaste, ali
u standardnom medijumu rastu bez uredenog rasporeda (Slika 4.13.a), dok deo
indukovanih ADSC obrazuje grupacije (Slika 4.13.b).

Sedam dana od indukcije osteogene diferencijacije, uocavaju se celije koje lice
na na osteoblaste u medijumu za osteogenu diferencijaciju (Slika 4.13.d), dok ADSC u
standardnom medijumu zadrzavaju izgled koji odgovara fibroblastima 1 rastu

organizovane u snopove (Slika 4.13.c).
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Slika 4.13. Osteogena diferencijacija ADSC, 3. i 7. dan, fazni kontrast, 100%: a) ADSC u standardnom
medijumu 3. dan nakon treéeg pasaza (kontrola); b) ADSC u medijumu za osteogenu diferencijaciju 3.
dan indukcije osteogene diferencijacije; ¢) ADSC u standardnom medijumu 7. dan nakon treéeg pasaza
(kontrola); d) ADSC u medijumu za osteogenu diferencijaciju, 7. dan indukcije osteogene diferencijacije.
Elipsa - snopovi ¢elija koje li¢e na fibroblaste, pravougaonik - ¢elije koje li¢e na osteoblaste, trougao —
grupacija c¢elija koje li¢e na fibroblaste. Tre¢eg dana od pocetka indukcije osteogene diferencijacije
ADSC obrazuju grupacije, a sedmog dana od pocetka indukcije se mogu zapaziti ¢elije koje lice na

osteoblaste.

Dvanaestog dana od indukcije diferencijacije ADSC ka osteogenim ¢elijama,
dno flaska prekrivaju grupisane, koncentri¢no rasporedene celije koje rastu u jednom
sloju 1 imaju organizaciju koja podsefa na organizaciju osteona (Slika 4.14.b). Za
razliku od njih, ¢elije u standardnom medijumu i dalje li¢e na fibroblaste, i rastu
grupisane u snopove (Slika 4.14.a).

Posle petnaest dana od tre¢eg pasaza, neke od cCelija koje lice na fibroblaste i
rastu u DMEM-u formiraju lamelipodi¢ne nastavke, a uoc¢avaju se 1 celije epitelnog tipa

(Slika 4.14.c). ADSC u medijumu za osteogenu diferencijaciju 1 dalje rastu
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organizovane u grupacije. Celije koje obrazuju ove grupacije nalikuju osteoblastima,
rastu u vise slojeva i krupnije su nego nedelju dana ranije (Slika 4.14.d).

ADSC koje rastu u DMEM-u posle tri nedelje ulaze u apoptozu, a vijabilne
¢elije imaju krpast izgled (Slika 4.15.a). Medu ADSC diferenciranim u osteogene cCelije

ima onih koje su usle u apoptozu, a grupacije ¢elija se vise ne uoc¢avaju (Slika 4.15.b).

Slika 4.14. Osteogena diferencijacija ADSC, 12. i 15. dan, fazni kontrast, 100x: a) ADSC u standardnom
medijumu 12. dan nakon tre¢eg pasaza (kontrola); b) ADSC u medijumu za osteogenu diferencijaciju 12.
dan indukcije osteogene diferencijacije; ¢c) ADSC u standardnom medijumu 15. dan nakon tre¢eg pasaza
(kontrola); d) ADSC u medijumu za osteogenu diferencijaciju, 15. dan indukcije osteogene
diferencijacije. Elipsa - snopovi ¢elija koje lice na fibroblaste, pravougaonik - celije koje lice na
osteoblaste, krug - ¢elije koje lice na osteoblaste, organizovane u grupacije, elipsa - ¢elije koje lice na
fibroblaste, trougao - pojedina¢ne ¢elije koje lice na epitelne. Grupisane, koncentri¢no rasporedene ¢elije
rastu u jednom sloju i imaju organizaciju koja podseca na organizaciju osteona 12. dana od indukcije
osteogene diferencijacije, a 15. dana diferencijacije ¢elije koje obrazuju ove grupacije lice na osteoblaste i

rastu u vise slojeva.
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Slika 4.15. Osteogena diferencijacija ADSC, 21. dan, fazni kontrast, 100x: a) ADSC u standardnom
medijumu 21. dan nakon treceg pasaza (kontrola); b) ADSC u medijumu za osteogenu diferencijaciju 21.
dan indukcije osteogene diferencijacije. Trougao - krpaste Celije, strelica - lamelipodi¢ni nastavci, elipsa -

raspadanje grupacija ¢elija. Indukovane ¢Eelije ulaze u apoptozu i grupacije se vise ne uocavaju.

4.1.9. Imunocitohemijska analiza kultura ADSC indukovanih ka osteogenim ¢elijama

ADSC podvrgnute osteogenoj diferencijaciji nakon sedam dana od indukcije su
jako pozitivne na osteokalcin (Slike 4.16.c i e). Imunoekspresija osteokalcina u
kulturama koje su sedam dana rasle u DMEM-u je manja (Slike 4.16.b i d), a lazno

pozitivnog bojenja nema (Slika 4.16.a).
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Slika 4.16. Imunoekspresija osteokalcina u ADSC koje su rasle 7 dana u standardnom ili 7 dana
medijumu za osteogenu diferencijaciju: a) negativna kontrola, 100%; b) ADSC u standardnom medijumu,
100%; ¢) ADSC u medijumu za osteogenu diferencijaciju, 100x; d) ADSC u standardnom medijumu, ,
200x%; e) ADSC u medijumu za osteogenu diferencijaciju, 200x. Trougao - pozitivne cCelije, krug -
negativne ¢elije. UoCava se umerena imunoekspresija osteokalcina u ADSC inukovanim u osteogene
¢elije i slaba u neindukovanim ADSC.
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Dvanaest dana od treéeg pasaza, imunoekspresija osteokalcina je priblizno
jednaka u indukovanim i neindukovanim ADSC (Slika 4.17.), a nakon petnaest dana od
tre¢eg pasaza je intenzivnija u ADSC indukovanim ka osteogenim u odnosu na onu u

neindukovanim ADSC (Slika 4.18.).
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Slika 4.17. Imunoekspresija osteokalcina u ADSC koje su rasle 12 dana u standardnom ili 12 dana
medijumu za osteogenu diferencijaciju: a) negativna kontrola, 200x; b) ADSC u standardnom medijumu,
100%; ¢) ADSC u medijumu za osteogenu diferencijaciju, 100%; d) ADSC u standardnom medijumu,

200x%; e) ADSC u medijumu za osteogenu diferencijaciju, 200x. Trougao - pozitivne cCelije, krug -

negativne ¢elije. Imunoekspresija osteokalcina priblizno jednaka u indukovanim i neindukovanim ADSC.
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Slika 4.18. Imunoekspresija osteokalcina u ADSC koje su rasle 15 dana u standardnom ili 15 dana u
medijumu za osteogenu diferencijaciju: a) ADSC u standardnom medijumu, 200%; b) ADSC u medijumu
za osteogenu diferencijaciju, 200%; c¢) Negativna kontrola, 400x; d) ADSC u standardnom medijumu,
400x; ¢) ADSC u medijumu za osteogenu diferencijaciju, , 400%. Trougao - pozitivne c¢elije, krug -
negativne celije. Jaca imunoekspresija osteokalcina u ADSC indukovanim u osteogene celije nego u
neindukovanim ADSC.
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4.1.10. qRT-PCR analiza ekspresije gena markera osteogenih celija u ADSC

indukovanim ka osteogenim ¢elijama u odnosu na ¢éelije iz treceg pasaza

Ekspresija gena markera osteogenih celija (Grafikon 4.4.) je pozitivno
regulisana u odnosu na ¢elije iz treCeg pasaza i postepeno raste od prve ka poslednjoj
taCki posmatranja odredenoj za analizu. (Grafikon 4.4.a).

U ekspresiji gena za transkripcioni faktor osteriks, Sp7, znaajne (p<0,05)
razlike postoje izmedu svake dve susedne tacke posmatranja (Grafikon 4.4.a).

Znacajne razlike (p<0,05) u ekspresiji Bglap-a postoje izmedu sedmog i
dvanaestog kao i1 izmedu dvanaestog i petnaestog dana od indukcije osteogene
diferencijacije (Grafikon 4.4.b).

Razlike u ekspresiji Alpl-a su znacajne (p<0,05) izmedu sedmog i dvanaestog i
izmedu dvanaestog i petnaestog dana osteogene diferencijacije (Grafikon 4.4.c).

Izmedu sedmog i dvanaestog, kao i izmedu dvanaestog i petnaestog dana
osteogene diferencijacije, znafajan je porast (p<0,05) ekspresije Collal (Grafikon

4.4.d).
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Grafikon 4.4. Dinamika relativne ekspresije gena markera osteogenih éelija u odnosu na Celije iz tre¢eg

pasaza: a) Sp7; b) Bglap; c) Alpl; d) Collal. “*’znacajna razlika za p<0,05, d - dan.
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4.2. Rezultati in vivo istrazivanja

Rezultati in vivo istrazivanja sprovedenih u okviru ove disertacije, obuhvataju
histomorfolosku 1 histomorfometrijsku analizu implanata, analizu ekspresije proteina i
gena markera vaskularizovanosti i stepena osteogenog procesa, kao i statistiCku obradu

kvantitativnih rezultata.

4.2.1. Histomorfoloska analiza implanata

4.2.1.1. Dve nedelje nakon implantacija

Dve nedelje nakon implantacija, implanti MM tipa, koji su sadrzali samo MMK
1 sluzili kao kontrola, okruzeni su viSeslojnom vezivnom kapsulom u kojoj su ¢elije
malobrojne (Slika 4.19.a). Granule MMK su krupne i dobro integrisane u okolno tkivo
(Slike 4.19.a, 4.20.a 1 ¢), a u prostorima izmedu njih se na pojedinim mestima primecuju
krupne visejedarne Celije. Takve celije, na nekoliko mesta, prijanjaju uz granule MMK
(Slika 4.20.b). Na tim mestima se uocava pocetak resorpcije granula MMK (Slika
4.20.b). Nezrelo vezivno tkivo ispunjava prostor oko granula MMK i periferiju
implanata (Slika 4.20.a), a bogato je ¢elijama koje li¢e na fibroblaste (Slike 4.20.a 1 c) i
krvnim sudovima (Slike 4.20.a 1 ¢). Na pojedinim mestima, krvni sudovi osvajaju
prostor delom resorbovanih granula MMK (Slika 4.19.a).

Oko implanata sacinjenih od MMK 1 PRP, dve nedelje nakon implantacija
postoji tanka, ¢elijama siromasna, vezivna kapsula (Slika 4.20.d). Granule MMK su
uglavnom krupne i dobro integrisane u okolno tkivo (Slike 4.19.b, 4.20.¢), ali se na
mnogim mestima uocava i pocetak resorpcije granula (Slike 4.19.b, 4.20.d 1 f). Uz same
granule (Slike 4.20.d i f) i u matriksu (Slika 4.20.e) se nalaze krupne visejedarne Celije
koje lice na osteoklaste. Vezivno tkivo je uglavnom nezrelo (Slika 4.20.d), ali su na
pojedinim mestima uz same granule MMK vlakna kolagena usnopljena, $to podseca na
gradu zrelog vezivnog tkiva (Slika 4.20.f). Celije uglavnom okupiraju periferiju
implanata (Slike 4.20.d 1 f). Krvni sudovi uz same granule MMK su razvijeni dobro,
dok je na periferiji implanata vaskularizovanost slaba (Slika 4.20.d). Uz MMK granule

se mogu uociti 1 polja sa rasutim eritrocitima (Slika 4.20.e).
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Slika 4.19. Uporedni prikaz izabranih histoloskih slika ispitivanih grupa implanata dve nedelje nakon
implantacija, HE, 100x: a) MM tip - viSeslojna vezivna kapsula sa malobrojnim ¢elijama oko implanta i
dobra vaskularizovanost oko granula MMK; b) MP tip - granule MMK u resorpciji i polja bogata krvim
sudovima; ¢) MPD tip - viSeslojna vezivna kapsula bogata ¢elijama oko implanta; d) MPE tip - dobra
vaskularizovanost u implantu; ¢) MPO tip - rastresita i ¢elijama proZeta vezivna kapsula oko implanta i
struktura nalik osteonu u granuli MMK; f) MPEO tip - viseslojna, ¢elijama ispunjena, vezivna kapsula
oko implanta i struktura nalik osteonu koja prozima granulu MMK. Bela zvezdica - vezivna kapsula, crna
zvezdica - granula MMK, elipsa - polje bogato krvnim sudovima, zaobljen pravougaonik - struktura nalik

osteonu, trougao - polje sa rasutim eritrocitima.

Implanti sadinjeni od MMK, PRP i neindukovanih ADSC su oivi¢eni
viSeslojnom, ¢elijama bogatom, vezivnhom kapsulom (Slika 4.19.c). Integracija MMK
granula u okolni tkivni matriks je dobra (Slike 4.19.c, 4.21.a i c¢). Retke viSejedarne
¢elije se opazaju samo uz granule MMK (Slike 4.21.a i c), a na pojedinim mestima
zapazaju se znaci resorpcije granula. Izmedu granula MMK, vlakna kolagena su
usnopljena (Slike 4.21.a 1 b), dok su periferno ova vlakna rastesita, te tkivo ima izgled
nezrelog vezivnog tkiva (Slika 4.21.a). Ovo tkivo je bogato ¢elijama (Slike 4.21.a1c¢), a
vaskularizovanost je slaba. Uz granule MMK (Slike 4.19.c i 4.21.a) i intergranularno

(Slike 4.21.b i ¢) se mogu primetiti, retki krvni sudovi manjeg dijametra. Kockaste
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¢elije koje lice na osteoblaste na pojedinim mestima prijanjaju uz granule MMK (Slika

421.b).

Slika 4.20. Histomorfoloske karakteristike implanata MM i MP tipa dve nedelje nakon implantacija: a)
MM tip - dobra vaskularizovanost i celularizovanost u implantu i nezrelo vezivno tkivo izmedu granula
MMK, HE, 200x; b) MM tip - prodor krupnih viSejedarnih celija u granule MMK i krvni sudovi u
intergranularnom prostoru, HE, 400%; ¢) MM tip - brojni krvni sudovi i ¢elije koje lice na fibroblaste, HE,
630%; d) MP tip - dobro razvijeni krvni sudovi uz same MMK granule i nezrelo vezivno tkivo bogato
¢elijama na periferiji implanta, HE, 200x; ¢) MP tip - polja sa rasutim eritrocitima oko MMK granule,
HE, 400x%; f) MP tip - krupne visejedarne ¢elije i usnopljen kolagen oko MMK granula, HE, 630x. Bela
zvezdica - vezivna kapsula, crna zvezdica - granula MMK, zakrivljena dupla strelica - nezrelo vezivno
tkivo, uglasta dupla strelica - zrelo vezivno tkivo, elipsa - polje bogato ¢elijama, tanka strelica - krvni sud,

vrh strelice - krupna visejedarna celija, trougao - polje sa rasutim eritrocitima.

U implantima koje ¢ine MMK, PRP i ADSC in vitro indukovane ka endotelskim
¢elijama, izvucenim dve nedelje nakon implantacija, vezivna kapsula je tanka i1 bogata
¢elijama (Slika 4.19.d). Granule MMK su dobro integrisane u okolni tkivni matriks
(Slike 4.19.d, 4.21.d, e i f). Visejedarne ¢elije sa fagocitnom aktivnoséu su retke,
prijanjaju uz granule MMK (Slika 4.21.d), a neke od njih i prodiru u same granule

(Slika 4.21.e). Nezrelo vezivno tkivo ispunjava prostore izmedu granula MMK (Slika

67



4.21.d), a mestimi¢no se u tim prostorima nalaze usnopljena, dobro organizovana
vlakna kolagena (Slika 4.21.e). Krvni sudovi su veoma razvijeni, razgranati i zauzimaju
veliki deo povrSine implanata (Slike 4.19.d, 4.21.d), a mogu se videti i polja sa rasutim
eritrocitima (Slika 4.21.f). Celije nalik prekursorima osteoblasta “nalezu” na granule

MMK u implantima MPE tipa (Slika 4.21.1).

Slika 4.21. Histomorfoloske karakteristike implanata MPD i MPE tipa dve nedelje nakon implantacija: a)

MPD tip - usnopljena vlakna kolagena u intergranularnom prostoru implanta i polje bogato ¢elijama u
perifernom delu implanta, HE, 200%; b) MPD tip - prijanjanje kockastih ¢elija koje li¢e na osteoblaste uz
MMK granulu i prisustvo krvnih sudova manjeg dijametra u intergranularnom prostoru, HE, 400%; c)
MPD tip - prijanjanje krupne visejedarne celije uz MMK granulu u blizini polja bogatog celijama i
krvnog suda, HE, 630x%; d) MPE tip - nezrelo vezivno tkivo bogato krvnim sudovima i ¢elijama u
intergranularnom prostoru implanta, HE, 200%; e¢) MPE tip - prodor krupne visejedarne ¢elije u MMK
granulu i usnopljena vlakna kolagena izmedu dve MMK granule, HE, 400x; f) MPE tip - ¢elije nalik

2

osteoblastima “nalezu” na granulu MMK i polja sa rasutim eritrocitima u intergranularnom prostoru
implanta, HE, 630%. Crna zvezdica - granula MMK, zakrivljena dupla strelica - nezrelo vezivno tkivo,
uglasta dupla strelica - zrelo vezivno tkivo, elipsa - polje bogato ¢elijama, tanka strelica - krvni sud, vrh
strelice - krupna viSejedarna celija, debela strelica - Celija nalik osteoblastu, trougao - polje sa rasutim

eritrocitima.
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Dve nedelje nakon implantacija, vezivna kapsula formirana oko implanata Cije
su komponente MMK, PRP i ADSC in vitro indukovane ka osteogenim celijama je
uglavnom rastresita 1 prozeta ¢elijama, a na pojedinim mestima je tanka (Slika 4.19.e).
Granule MMK su dobro integrisane u okolni tkivni matriks (Slike 4.22.a 1 c), a na
pojedinim mestima se uz granule MMK uocavaju visejedarne celije (Slika 4.22.c).
Vezivno tkivo je manjim delom rastresito (Slika 4.22.a), a ve¢im delom su vlakna
kolagena dobro organizovana, usnopljena (Slika 4.22.b). Regioni nezrelog vezivnog
tkiva su bogato celularizovani (Slike 4.22.a 1 b) 1 sadrZe krvne sudove manjeg dijametra
(Slike 4.22.a i ¢). Celije koje lice na osteoblaste nalaze se uz same granule MMK (Slika
4.22.c), a strukture koje lice na osteone prozimaju pojedine granule MMK (Slika
4.19.e).

Dve nedelje posle implantacija, oko implanata sacinjenth od MMK, PRP i
ADSC indukovanih in vitro ka endotelskim i osteogenim ¢elijama nalazi se viseslojna,
¢elijama ispunjena, vezivna kapsula (Slika 4.19.f). Granule MMK su okruzene
viSejedarnim Celijama naglaSene fagocitne aktivnosti (Slike 4.22.d 1 e). Vlakna kolagena
u prostorima izmedu granula MMK su usnopljena (Slika 4.22.d), a tkivni matriks je
bogat ¢elijama koje li¢e na fibroblaste i polimorfonukleare (Slika 4.22.d i e). Krvni
sudovi u implantima MPEO tipa su retki (Slike 4.22.d i f), ali je veliki broj polja u
MPEO implantima ispunjen rasutim eritrocitima (Slike 4.22.d, e i f). Celije nalik
osteoblastima su palisadno rasporedene uz granule MMK (Slika 4.22.¢), a u granulama

MMK se mogu uociti brojne strukture koje lie na osteone (Slika 4.19.f1 4.22.1).
4.2.1.2. Osam nedelja nakon implantacija

Osam nedelja nakon implantacija, vezivna kapsula oko implanata grupe koji su
sadrzali samo MMK je viSeslojna 1 proZeta ¢elijama (Slika 4.23.a). Granule MMK su
sitnije nego dve nedelje nakon implantacija (Slike 4.23.a 1 4.24.a) i okruZuju ih brojne
visejedarne celije (Slike 4.24.a i c). Vlakna kolagena su uz same granule MMK
usnopljena, dok su u prostorima udaljenijim od granula i dalje rastresita (Slike 4.24.a, b
1 c¢). Celularizovanost ovog tipa implanata je slaba, a sreCu se Celije
polimorfonuklearnog izgleda (Slika 4.24.c). Krvni sudovi su brojni, uglavnom

pojedinacni i manjeg dijametra, te mreza krvnih sudova u MM implantima nakon osam
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nedelja od implantacija nije razvijena (Slike 4.24.a i ¢). Celije koje prijanjaju uz granule

MMK svojim izgledom podsecaju na osteoblaste (Slika 4.24.c).

Slika 4.22. Histomorfoloske karakteristike implanata MPO i MPEO tipa dve nedelje nakon implantacija:

a) MPO tip - brojne ¢elije i krvni sudovi u nezrelom vezivnom tkivu izmedu MMK granula, HE, 200x; b)
MPO tip - zrelo vezivno tkivo uz granule MMK, HE, 400x; ¢) MPO tip - prijanjanje celija koje lice na
osteoblaste i krupne visejedarne celije uz MMK granulu, HE, 630%; d) MPEO tip - granule MMK
okruZene viSejedarnim éelijama naglasene fagocitne aktivnosti, HE, 200%; ¢) MPEO tip - ¢elije koje lice
na osteoblaste nalezu na MMK granule i polja bogata éelijama i rasutim eritrocitima izmedu MMK
granula, HE, 400x; f) MPEO tip - struktura nalik osteonu u MMK granuli, HE, 630x. Crna zvezdica -
granula MMK, zakrivljena dupla strelica - nezrelo vezivno tkivo, uglasta dupla strelica - zrelo vezivno
tkivo, elipsa - polje bogato ¢elijama, tanka strelica - krvni sud, vrh strelice - krupna visejedarna celija,
debela strelica - ¢elija nalik osteoblastu, zaobljen pravougaonik - struktura nalik osteonu; trougao - polje

sa rasutim eritrocitima.

U vezivnoj kapsuli oko implanata koji su sadrzali dve komponente, MMK 1
PRP, zapazaju se Celije (Slika 4.23.b). Na pojedinim mestima, kapsula je jako debela
(Slika 4.23.b). Krupne visejedarne ¢elije okruzuju, prodiru i degradiraju granule MMK
(Slike 4.24.d, e i f), a na mestima gde su granule resorbovane prodire okolno tkivo

(Slika 4.23.b). MP implanti su slabo celularizovani (Slika 4.24.1), uz granule MMK su

70




snopovi vlakana kolagena, dok na periferiji jo§ uvek postoji rastresito vezivno tkivo
(Slike 4.24.d i f). Krvni sudovi su brojni, ali nemaju izgled dobro razvijene vaskularne

mreze (Slike 4.24.d 1 f). Uocava se 1 poneka ¢elija koja li¢i na osteoblast (Slika 4.24.f).

Slika 4.23. Uporedni prikaz izabranih histoloskih slika ispitivanih grupa implanata osam nedelja nakon
implantacija, HE, 100x: a) MM tip - viSeslojna vezivna kapsula bogata ¢elijama oko implanta; b) MP tip -
vezivna kapsula oko implanta bogata ¢elijama i na pojedinim mestima jako debela; c¢) MPD tip - krupne
granule MMK dobro integrisane u okolno tkivo; d) MPE tip - struktura koja li¢i na osteon u MMK
granuli; e) MPO tip - tanka, ¢elijama siromasna, vezivna kapsula oivi¢ava implant i struktura koje lice na
osteon u MMK granuli; f) MPEO tip - jako resorbovane MMK granule i struktura nalik osteonu u jednoj
od njih. Bela zvezdica - vezivna kapsula, crna zvezdica - granula MMK, elipsa - polje bogato krvnim

sudovima, zaobljen pravougaonik - struktura nalik osteonu.

Osam nedelja nakon implantacija, razvijena je viseslojna vezivna kapsula oko
implanata koji sadrze MMK, PRP i neindukovane ADSC, a ¢elije u njoj su retke.
Granule MMK su krupne, dobro integrisane u okolno tkivo (Slika 4.23.c). Visejedarne
¢elije su brojnije, 1 uz granule MMK 1 izmedu njih (Slika 4.25.b), nego dve nedelje
nakon implantacija, a uocavaju se i znaci resorpcije granula MMK. Usnopljena vlakna
kolagena nalaze se na pojedinim mestima izmedu granula MMK (Slika 4.25.a), a tkivo

izmedu granula je bogato razli¢itim tipovima c¢elija (Slika 4.25.c). Krvni sudovi su
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veceg ili manjeg dijametra, pojedinacni, retki (Slika 4.25.a 1 ¢), a nalaze se 1 malobrojne

¢elije koje lice na osteoblaste.

Slika 4.24. Histomorfoloske karakteristike implanata MM i MP tipa osam nedelja nakon implantacija: a)

MM tip- MMK granule okruzene krupnim visejedarnim ¢elijama, HE, 200x%; b) MM tip - zrelo vezivno
tkivo oko MMK granula, HE, 400x; ¢) MM tip - ¢elije koje li¢e na osteoblaste uz MMK granulu i polje
bogata ¢éelijama oko granule, HE, 630x; d) MP tip - prodor krupnih, visejedarnih ¢elija u MMK granule,
HE, 200x%; e) MP tip - krvni sudovi manjeg dijametra izmedu MMK granula, HE, 400x%; f) MP tip - ¢elije
koje lice na osteoblaste nalezu na MMK granulu, HE, 630x. Crna zvezdica - granula MMK, zakrivljena
dupla strelica - nezrelo vezivno tkivo, uglasta dupla strelica - zrelo vezivno tkivo, elipsa - polje bogato
¢elijama, tanka strelica - krvni sud, vrh strelice - krupna viSejedarna Celija, debela strelica - ¢elija nalik

osteoblastu.

Oko implanata sac¢injenih od MMK, PRP i ADSC indukovanih in vitro ka
endotelskim celijama se posle osam nedelja od implantacija opaZa uska vezivna
kapsula. Tkivni matriks sa¢injavaju usnopljena vlakna kolagena, ¢ija organizacija
odgovara izgledu zrelog vezivnog tkiva (Slika 4.25.d). U tkivu se opaza umerena
gustina celija (Slike 4.25.d 1 f). Krupne viSejedarne ¢elije, u kojima se nalaze delimi¢no
razgradene granule MMK, uocavaju se u vezivnom tkivu, a resorpcija granula MMK je

u ovom tipu implanata jako izrazena (Slika 4.25.d 1 e). Uz same granule MMK, krvni
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sudovi su razgranati, ve¢eg dijametra, a bogata vaskularizacija i polja sa rasutim
eritrocitima su odlicje i tkivnog matriksa udaljenog od granula (Slike 4.25.d i f). Brojne
¢elije okruglih jedara, koje li¢e na osteoblaste, nalezu na granule MMK (Slika 4.25.d) u
koje prodiru okolno tkivo 1 krvni sudovi dajuéi Citavoj strukturi izgled osteona (Slika

423.¢).

Slika 4.25. Histomorfoloske karakteristike implanata MPD i MPE tipa osam nedelja nakon implantacija:

a) MPD tip - zrelo vezivno tkivo i dobra celularizovanost u implantu, HE, 200x; b) MPD tip - izrazeno
prisustvo krupnih viSejedarnih ¢éelija uz granule MMK, HE, 400x%; c¢) MPD tip - ¢elije u intergranularnom
prostoru implanta, HE 630x; d) MPE tip - intergranularni prostor implanta bogat krvnim sudovima i zrelo
vezivno tkivo uz MMK granule, HE, 200x; e) MPE tip - struktura koja li¢i na osteon u MMK granuli i
prijanjanje celija koje lie na osteoblaste uz granulu MMK, HE, 400%x; f) MPE tip - dobra
celularizovanost uz MMK granulu, HE, 630%. Crna zvezdica - granula MMK, zakrivljena dupla strelica -
nezrelo vezivno tkivo, uglasta dupla strelica - zrelo vezivno tkivo, elipsa - polje bogato ¢elijama, tanka
strelica - krvni sud, vrh strelice - krupna viSejedarna ¢elija, debela strelica - ¢elija nalik osteoblastu,

zaobljen pravougaonik - struktura nalik osteonu, trougao - polje sa rasutim eritrocitima

Tanka, celijama siromaSna, vezivna kapsula oivicava implante ¢ije su
komponente MMK, PRP i ADSC in vitro indukovane ka osteogenim celijama (Slika

4.23.e). Zahvaljujuéi aktivnosti visejedarnih ¢éelija, granule MMK su usitnjene (Slika
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4.23.e), ali u ovoj tacki posmatranja broj ovakvih ¢elija nije veliki (Slike 4.26.a 1 ¢). U
uzanim prostorima izmedu granula MMK, vlakna kolagena su usnopljena (Slike 4.26.a i
b). Celularizovanost tkiva je umerena (Slika 4.26.a), a brojni krvni sudovi manjeg
dijametra se nakupljaju oko granula MMK (Slike 4.26.a, b 1 c¢). Po povrSini granula
MMK, u jednom sloju, rasporeduju se ¢elije okruglih jedara koje li¢e na osteoblaste

(Slika 4.26.b), a zapazaju se i strukture ¢iji izgled odgovara osteonima (Slika 4.23.¢).

Slika 4.26. Histomorfoloske karakteristike implanata MPO i MPEO osam nedelja nakon implantacija: a)
MPO tip - prisustvo krvnih sudova manjeg dijametra i ¢elija u zrelom vezivnom tkivu implanata, HE,
200x; b) MPO tip - naglaseno prisustvo ¢éelija koje li¢e na osteoblaste uz MMK granule, HE, 400x%; c)
MPO tip - krupne visejedarne celije uz granule MMK 1 u intergranularnom prostoru imlanata, HE, 630x;
d) MPEO tip - krvni sudovi veéeg dijametra uz MMK granule, HE, 200x; ¢) MPEO tip - brojne krupne
viSejedarne celije oko MMK granula i zrelo vezivno tkivo u intergranularnom prostoru, HE, 400x; f)
MPEDO tip - ¢elije koje lice na osteoblaste nalezu na MMK granulu, HE, 630%. Crna zvezdica - granula
MMK, uglasta dupla strelica - zrelo vezivno tkivo, elipsa - polje bogato ¢elijama, tanka strelica - krvni
sud, vrh strelice - krupna viSejedarna celija, debela strelica - celija nalik osteoblastu, zaobljen

pravougaonik - struktura nalik osteonu.

Implanti sac¢injeni od MMK, PRP i ADSC indukovanih in vitro ka endotelskim i
osteogenim Celijama su nakon osam nedelja od implantacija uokvireni tankom

vezivnom kapsulom, u kojoj su ¢elije malobrojne. Izmedu granula MMK uocava se jaka
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regresija tkiva (Slika 4.36.d). Pojedinacne viSejedarne Celije zapazaju se izmedu (Slika
4.26.¢) ili uz granule MMK (Slike 4.26.d i e) koje su jako resorbovane (Slike 4.23.f,
4.26.d 1 e). Uski prostori izmedu granula MMK ispunjeni su usnopljenim vlaknima
kolagena (Slike 4.26.¢ 1 f), a izvesna polja su jako bogata celijama (Slika 4.26.d). U
vezivnom tkivu se uocavaju retki krvni sudovi veéeg dijametra (Slike 4.26.d i ¢). Na
osteogeni proces ukazuju ¢elije okruglih jedara priljubljene uz granule MMK i strukture

koje lice na osteone, koje prodiru u granule MMK (Slika 4.26.1).

4.2.2. Histomorfometrijska analiza implanata

Dve nedelje nakon implantacija (Grafikon 4.5.a), procenat vaskularizacije je
najvisi u implantima MM tipa $to je znacajno (p<0,05) u odnosu na MPE implante i u
odnosu na ostale tipove implanata (p<0,07). U implantima MPO tipa, znacajno je visi
procenat vaskularizacije nego u MP implantima (p<0,05). Procenat vaskularizacije u
MPEO implantima je znacajno visi u odnosu na MPD (p<0,05) i u odnosu na MP tip
implanata (p<0,01).
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Grafikon 4.5. Procenat vaskularizacije u ispitivanim grupama implanata MM, MP, MPD, MPE, MPO i
MPEO: a) dve nedelje nakon implantacija; b) osam nedelja nakon implantacija. MM tip - MMK; MP tip -
MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka osteogenim
¢elijama; MPEO - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i osteogenim celijama.

ek

znacajna razlika za p<0,05; “**”znacajna razlika za p<0,01.
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Osam nedelja nakon implantacija (Grafikon 4.5.b), u MPE implantima je
procenat vaskularizacije visi u odnosu na sve ostale tipove implanata, $to je znacajno u
odnosu na MPEO tip implanata (p<0,07) i u odnosu na MM, MP i MPD tip implanata
(»<0,05). U istoj tacki posmatranja, u MM implantima je procenat vaskularizacije
znacajno visi u odnosu na MPEO (p<0,05) i u odnosu na MPD implante (p<0,01).
Procenat vaskularizacije u MPO implantima znacajno je visi u poredenju sa MPD i

MPEO implantima (p<0,05).

4.2.3. Imunohistohemijska analiza implanata

4.2.3.1. Imunoekspresija VEGFR-a 2

Imunoekspresija VEGFR-a 2 u grupi implanata koji su sadrzali samo MMK je
slaba, i dve 1 osam nedelja nakon implantacija (Slike 4.27.a 1 b, 4.28.a, b, c i d), ali je
obrazac distribucije VEGFR-2 pozitivnih ¢elija drugaciji. Pojedinacne pozitivne celije
mogu se uociti uz same granule MMK 1 u pojedinim ¢éelijama u prostoru izmedu granula
nakon dve nedelje od implantacija (Slike 4.27.c 1 d). Nakon osam nedelja od
implantacija, pozitivne ¢elije se nalaze uglavnom samo uz granule MMK (Slike 4.28.a,
b,cid).

U implantima sa MMK 1 PRP, nakon dve nedelje od implantacija su pojedine
¢elije, koje se nalaze izmedu MMK granula, pozitivne na VEGFR-2 (Slike 4.29.a, b, c i
d). Ovakve celije postoje 1 u zidu krvnih sudova (Slika 4.29.d). Osam nedelja nakon
implantacija, u implantima MP tipa, broj VEGFR-2 pozitivnih ¢elija je manji nego dve
nedelje posle implantacija (Slike 4.30.a, b, ¢ 1 d).

Jaka imunoekspresija VEGFR-a 2 postoji u implantima MPD tipa nakon dve
nedelje od implantacija (Slike 4.31.a, b, c 1 d). Pozitivne ¢elije su uglavnom prisutne uz
MMK granule (Slika 4.31.c), ali i ih ima i u delovima implanta udaljenim od granula
(Slika 4.31.d). Nakon osam nedelja od implantacija, i dalje postoji imunoekspresija
VEGFR-a 2 u MPD implantima, ali su polja pozitivnih ¢elija manja nego dve nedelje
nakon implantacija (Slike 4.32.a, b, ¢ 1 d). Imunoekspresija ovog proteina se uoc¢ava i u

¢elijama zida krvnih sudova (Slika 4.32.c).
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Dve nedelje nakon implantacija u implantima koji su sac¢injeni od MMK, PRP i
ADSC indukovanih in vitro ka endotelskim ¢elijama, veliki broj VEGFR-2 pozitivnih
¢elija nalazi se u prostoru uz granule MMK kao i u prostoru izmedu njih (Slike 4.33.a,
b, ¢ 1 d). Nakon osam nedelja od implantacija, imunoekspresija VEGFR-a 2 u
intergranularnim prostorima je slabija nego dve nedelje nakon implantacija (Slike
4.34.a, b, c 1d), ali se uoc¢ava u ¢elijama koje se nalaze uz granule MMK (Slike 4.34.a 1

¢) 1 u ¢elijama zida krvnog suda (Slika 4.34.b).

Slika 4.27. Imunoekspresija VEGFR-a 2 u implantima MM tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
100x; b) 200x; ¢) 400x%; d) 630x%; e) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400%. Krug - ¢elije
pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - celije negativne na VEGFR-2. VEGFR-2 pozitivne celije se

mogu uociti uz granule MMK i u pojedinim ¢elijama udaljenim od MMK granula.
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Slika 4.28. Imunoekspresija VEGFR-a 2 u implantima MM tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200%; c) 400x%; d) 630x; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
¢elije pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - ¢elije negativne na VEGFR-2. VEGFR-2 pozitivne ¢elije se

nalaze uglavnom samo uz granule MMK.

Slika 4.29. Imunoekspresija VEGFR-a 2 u implantima MP tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
100x%; b) 200x%; c) 400x%; d) 630%; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug - ¢elije
pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - ¢elije negativne na VEGFR-2. VEGFR-2 pozitivne ¢elije se

mogu uociti izmedu granula MMK i u zidu krvnog suda.
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Slika 4.30. Imunoekspresija VEGFR-a 2 u implantima MP tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC: a)
100x%; b) 200%; c) 400x%; d) 400%; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug - ¢elije
pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - ¢elije negativne na VEGFR-2. VEGFR-2 pozitivne ¢elije srecu se

uglavnom u tkivu izmedu MMK granula, ali se mogu uociti i uz MMK granule.

Slika 4.31. Imunoekspresija VEGFR-a 2 u implantima MPD tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
100x; b) 200x; ¢) 400x%; d) 630x%; e) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400%. Krug - ¢elije
pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - ¢elije negativne na VEGFR-2. VEGFR-2 pozitivne ¢elije se
mogu uociti i uz MMK granule i u tkivu udaljenom od MMK granula.
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Slika 4.32. Imunoekspresija VEGFR-a 2 u implantima MPD tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x; c) 400%; d) 630x%; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
¢elije pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - ¢elije negativne na VEGFR-2. VEGFR-2 pozitivne celije

nalaze se uz MMK granule, u tkivu udaljenom od MMK granula i u ¢elijama zida krvnog suda.

Slika 4.33. Imunoekspresija VEGFR-a 2 u implantima MPE tipa dve nedelje nakon implantacija. THC: a)
200x; b) 200x; ¢) 400x%; d) 400x%; e) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400%. Krug - ¢elije
pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - ¢elije negativne na VEGFR-2. Tkivo izmedu MMK granula i uz
granule bogato VEGFR-2 pozitivnim ¢elijama.

80



Slika 4.34. Imunoekspresija VEGFR-a 2 u implantima MPE tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x; c) 400%; d) 400x%; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
¢elije pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - ¢elije negativne na VEGFR-2. VEGFR-2 pozitivne celije

prisutne su uz MMK granule, u tkivu udaljenom od MMK granula i u ¢elijama zida krvnog suda.

N

i
2w

Slika 4.35. Imunoekspresija VEGFR-a 2 u implantima MPO tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
200x; b) 200x; ¢) 400%; d) 630x%; e) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400%. Krug - ¢elije
pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - ¢elije negativne na VEGFR-2. Veliki broj VEGFR-2 pozitivnih

¢elija u intergranularnom prostoru implanata.
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Slika 4.36. Imunockspresija VEGFR-a 2 u implantima MPO tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 200x; b) 200x; c) 400%; d) 630x%; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
¢elije pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - celije negativne na VEGFR-2. Jaka imunoekspresija
VEGFR-a 2 uz granule MMK i izmedu njih, u ¢elijama zida krvnih sudova koji se nalaze u

intergranularnom prostoru i u okviru struktura koje lice na osteone.

N R O e
P L L ARG S
" :v‘\ u'f-’ ‘:“.
Wi as e
.\\g"uﬁ‘f A

> b
MACNe SRR TND
NSO S LA

Slika 4.37. Imunoekspresija VEGFR-a 2 u implantima MPEO tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x; ¢) 400%; d) 630x%; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
¢elije pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - ¢elije negativne na VEGFR-2. VEGFR-2 pozitivne ¢elije se
zapazaju u intergranularnim prostorima implanata i u ¢elijama zida krvnih sudova.
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Slika 4.38. Imunoekspresija VEGFR-a 2 u implantima MPEO tipa osam nedelja nakon implantacija.
IHC: a) 200x%; b) 200x; c) 400x%; d) 400%; e) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400%. Krug -
¢elije pozitivne na VEGFR-2, pravougaonik - ¢elije negativne na VEGFR-2. VEGFR-2 pozitivne ¢Celije

najprisutnije u zidu krvnih sudova, ali se mogu zapaziti i u intergranularnom prostoru.

U implantima MPO tipa, dve nedelje posle implantacija se moze uociti veliki
broj VEGFR-2 pozitivnih ¢elija, kojima je skoro svako polje isecka implanta ispunjeno
(Slika 4.35.a, b, ¢ 1 d). Nakon osam nedelja od implantacija, imunoekspresija VEGFR-a
2 u MPO implantima ne jenjava ni uz granule MMK (Slika 4.36.a), niti izmedu njih
(Slike 4.36.b i ¢), niti u zidu krvnih sudova (Slika 4.36.c). Na prisustvo krvnih sudova u
strukturama koje li¢e na osteone, koje prozimaju granule MMK, ukazuju VEGFR-2
pozitivne ¢elije zida krvnih sudova (Slike 4.36.b 1 d).

Posle dve nedelje od implantacija, u implantima MPEO tipa, tkivni prostori su
bogati VEGFR-2 pozitivnim ¢elijama, a pozitivnih ¢elija ima i u zidu krvnih sudova
(Slike 4.37.a, b, ¢ 1 d). Osam nedelja nakon implantacija, ¢elije pozitivne na VEGFR-2
su najbrojnije u zidu krvnih sudova, dok je u tkivu izmedu MMK granula nesto slabija

ekspresija ovog proteina, nego dve nedelje nakon implantacija (Slike 4.38.a, b, c 1 d).
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4.2.3.2. Imunoekspresija VCAM-a 1

Nakon dve nedelje od implantacija, tkivni matriks i pojedinacne celije u
implantima sac¢injenim samo od MMK su VCAM-1 pozitivni (Slike 4.39.a, b, ¢ 1 d).
Posle osam nedelja od implantacija, imunoekspresija VCAM-a 1 u tkivu je slabija nego
na dve nedelje od implantacija, ali pojedinacne celije zadrzavaju imunoekspresiju
VCAM-a 1 (Slike 4.40.a, b, c i d).

Dve nedelje nakon implantacija, VCAM-1 pozitivne celije uocavaju se u
intergranularnom prostoru grupe implanata koja je sadrzala samo MMK 1 PRP (Slike
4.41.a, b, c 1 d). Slicna distribucija VCAM-1 pozitivnih ¢elija u ovom tipu implanata
postoji i osam nedelja nakon implantacija, ali je sada imunoekspresija VCAM-a 1
izrazenija u tkivu izmedu MMK granula u odnosu na prethodnu tacku posmatranja

(Slike 4.42.a, b, c1d).

Slika 4.39. Imunoekspresija VCAM-a 1 u implantima MM tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
100x; b) 200x; c¢) 400x; d) 400x%; ¢) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug - ¢elije i
tkivni matriks pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢éelije i tkivni matriks negativni na VCAM-1.

Intenzivna imunoekspresija VCAM-a 1 u tkivnom matriksu i pojedinac¢nim ¢elijama.

84



Slika 4.40. Imunoekspresija VCAM-a 1 u implantima MM tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x%; c) 400x%; d) 400x; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
¢elije 1 tkivni matriks pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢elije i tkivni matriks negativni na VCAM-1.
Uocava se slaba imunoekspresija VCAM-a 1 u tkivnom matriksu, ali pojedinaéne ¢éelije pokazuju jaku

imunoekspresiju ovog proteina.

Slika 4.41. Imunoekspresija VCAM-a 1 u implantima MP tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
100x%; b) 200x; c) 400x; d) 400x%; ) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400%. Krug - ¢elije i
tkivni matriks pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢elije i tkivni matriks negativni na VCAM-1.

VCAM-1 pozitivne ¢elije najprisutnije su u intergranularnom prostoru.
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Slika 4.42. Imunoekspresija VCAM-a | u implantima MP tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC: a)
100x%; b) 200x; c) 400x; d) 400x%; ) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400%. Krug - ¢elije i
tkivni matriks pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢elije i tkivni matriks negativni na VCAM-1.

Imunoekspresija VCAM-a | najizrazenija u tkivu izmedu MMK granula.

Slika 4.43. Imunockspresija VCAM-a 1 u implantima MPD tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
100x; b) 200x; ¢) 400%; d) 630x; e) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400x. Krug - ¢elije i
tkivni matriks pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢éelije i tkivni matriks negativni na VCAM-1.

Imunoekspresija VCAM-a | izrazena je u tkivu izmedu MMK granula.
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Slika 4.44. Imunoekspresija VCAM-a 1 u implantima MPD tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x%; c) 400x; d) 400x; e) negativna kontrola, 200x%; f) 630x. Krug - ¢elije i tkivni matriks
pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢elije i tkivni matriks negativni na VCAM-1. Imunoekspresija
VCAM-a 1 je slaba, ali je intenzivnija u matriksu, nego u pojedina¢nim celijama, a zapaza se i u

strukturama koje li¢e na osteone.

Slika 4.45. Imunockspresija VCAM-a 1 u implantima MPE tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
200x; b) 200x%; ¢) 400x; d) 400x%; ¢) negativna kontrola, 400x; f) negativna kontrola, 400x. Krug - ¢elije i
tkivni matriks pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢elije i tkivni matriks negativni na VCAM-1.

Umerena imunoekspresija VCAM-a | zapaza se uz granule MMK i izmedu njih.
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Slika 4.46. Imunoekspresija VCAM-a | u implantima MPE tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x%; c) 400x%; d) negativna kontrola, 100x; e) 200x; f) 630x. Krug - ¢elije i tkivni matriks
pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢elije i tkivni matriks negativni na VCAM-1. VCAM-1 pozitivni

matriks, ¢elije zida krvnih sudova i ¢elije u okviru struktura koje li¢e na osteone.

Imunoekspresija VCAM-a 1 u implantima sa MMK, PRP i neindukovanim
ADSC je nakon dve nedelje od implantacija intenzivna u intergranularnom prostoru
(Slike 4.43.a, b, ¢ 1 d). U implantima MPD tipa ekstrahovanim osam nedelja nakon
implantacija, mali je broj VCAM-1 pozitivnih ¢elija u tkivu izmedu granula MMK
(Slike 4.44.c i1 d), dok je obojenost blago intenzivnija uz same granule (Slika 4.44.d).
Pozitivne ¢elije nalaze se 1 u strukturama koje li¢e na osteone (Slika 4.44.1).

Posle dve nedelje od implantacija implanata sa MMK, PRP 1 ADSC
indukovanim in vitro ka endotelskim ¢elijama, umerena imunoekspresija VCAM-a 1
primecuje se uz granule MMK (Slike 4.45.a 1 b) i izmedu njih (Slike 4.45.c 1 d). Nakon
osam nedelja od implantacija, VCAM-1 pozitivnost prozima tkivo izmedu granula
MMK (Slike 4.46.a 1 b), a pozitivne su i ¢elije zida krvnih sudova (Slika 4.46.c) i Celije

u okviru struktura koje lice na osteone (Slika 4.46.d).
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Slika 4.47. Imunockspresija VCAM-a 1 u implantima MPO tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
200x; b) 200x; ¢) 400x; d) 630x%; ¢) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug - ¢elije i
tkivni matriks pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢elije i tkivni matriks negativni na VCAM-1.

Imunoekspresija VCAM-a | zapaZza se i u matriksu i u samim ¢elijama.

Slika 4.48. Imunockspresija VCAM-a 1 u implantima MPO tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x%; c) 400x%; d) 630x; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
¢elije 1 tkivni matriks pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢elije i tkivni matriks negativni na VCAM-1.

Brojne VCAM-1 pozitivne ¢elije u intergranularnim prostorima.
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Slika 4.49. Imunoekspresija VCAM-a 1 u implantima MPEO tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x%; c) 400x%; d) 630x; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
¢elije 1 tkivni matriks pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢elije i tkivni matriks negativni na VCAM-1.

Jaka imunoekspresija VCAM-a 1 u matriksu implanata.

Slika 4.50. Imunoekspresija VCAM-a 1 u implantima MPEO tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x%; c) 400x%; d) 630x; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
¢elije 1 tkivni matriks pozitivni na VCAM-1, pravougaonik - ¢elije i tkivni matriks negativni na VCAM-1.

Imunoekspresija VCAM-a | u intergranularnom prostoru i u ¢elijama zida krvnih sudova.

90



Imunoekspresija VCAM-a 1 u grupi implanata sa MMK, PRP i ADSC koje su in
vitro indukovane ka osteogenim ¢elijama, nakon dve nedelje od implantacija postoji i u
matriksu (Slika 4.47.a, b i ¢) i u pojedinacnim celijama (Slika 4.47.d). VCAM-1
pozitivne Celije su jos brojnije u implantima MPO tipa osam nedelja posle implantacija
u odnosu na prethodnu tacku posmatranja (Slika 4.48.a, b, ¢ 1 d).

Intenzivna obojenost tkivnog matriksa, kao pokazatelj] VCAM-1
imunoekspresije, uocava se u implantima sa MMK, PRP i ADSC indukovanim in vitro
ka endotelskim 1 osteogenim ¢elijama nakon dve nedelje od implantacija (Slike 4.49.a,
b, ¢ i d). U ovim implantima, osam nedelja posle implantacija, pozitivni su tkivni
matriks uz same granule MMK (Slika 4.50.a), deo matriksa udaljen od granula (Slika
4.50.b) i ¢elije zida krvnih sudova (Slike 4.50.c i d).

4.2.3.3. Imunoekspresija osteokalcina

Izmedu granula MMK, u grupi implanata koji su sadrzali samo MMK, nakon
dve nedelje od implantacija se sporadi¢no uocavaju osteokalcin-pozitivna polja (Slike
4.51.a, b, ¢ 1 d). Distribucija ovog proteina u MM implantima je ista i nakon osam
nedelja od implantacija, ali je intenzitet imunoekspresije slabiji (Slike 4.52.a, b, c1d).

Slaba imunoekspresija osteokalcina zapaza se dve nedelje nakon implantacija u
grupi implanata ¢ije su komponente samo MMK i1 PRP (Slike 4.53.a, b, ¢, d). Osam
nedelja nakon implantacija, mesta uz granule MMK sadrze vise depozita osteokalcina
nego mesta udaljena od granula (Slike 4.54.a, b ,c, d).

Depoziti osteokalcina u MPD implantima, dve nedelje od implantacija se mogu
uociti uz granule MMK (Slike 4.55.a, b, ¢ 1 d). Posle osam nedelja od implantacija, u
MPD implantima je ekspresija osteokalcina slabija nego dve nedelje nakon implantacija
1 ograni¢ena je na diskretne oblasti izmedu 1 uz granule MMK (Slike 4.56.a, b, c i1 d).

Imunoekspresija osteokalcina u matriksu implanata MPE tipa je nakon dve
nedelje od implantacija umerena, kako periferno (Slika 4.57.a), tako i u prostorima uz
granule MMK (Slike 4.57.b, ¢ i d). Nakon osam nedelja od implantacija,
imunoekspresija osteokalcina je izrazenija nego dve nedelje nakon implantacija, a
intergranularni prostori u MPE implantima su naro¢ito bogati ovim proteinom (Slike

4.58.a,b,cid).
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Slika 4.51. Imunoekspresija osteokalcina u implantima MM tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
100x%; b) 200x%; c) 400x; d) 400%; e) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400x. Krug - tkivni
matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin. Slaba

imunoekspresija osteokalcina u matriksu.
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Slika 4.52. Imunoekspresija osteokalcina u implantima MM tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x%; c) 400x%; d) 400x; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
tkivni matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin.

Imunoekspresija osteokalcina u matriksu implanata je slaba.
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Slika 4.53. Imunoekspresija osteokalcina u implantima MP tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
200x%; b) 200%; c) negativna kontrola, 200%; d) 400%; e) 400x; f) negativna kontrola, 400x. Krug - tkivni
matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin. Jaka

imunoekspresija osteokalcina u intergranularnom prostoru.

Slika 4.54. Imunoekspresija osteokalcina u implantima MP tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC: a)
100x; b) 200x%; c) 400x; d) 630%; ¢) negativna kontrola, 200x%; f) negativna kontrola, 400x. Krug - tkivni
matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin.

Imunoekspresija osteokalcina u implantima je najintenzivnija uz MMK granule.
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Slika 4.55. Imunoekspresija osteokalcina u implantima MPD tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
100x%; b) 200x%; ¢) 400x; d) 630%; e) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400x. Krug - tkivni
matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin. Tkivni matriks

pozitivan na osteokalcin uz MMK granule.

&

Slika 4.56. Imunockspresija osteokalcina u implantima MPD tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x%; c) 400x%; d) 630x; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
tkivni matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin. Slaba

imunoekspresija osteokalcina uocava se pretezno uz MMK granule.
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Slika 4.57. Imunoekspresija osteokalcina u implantima MPE tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
100x%; b) 200x%; c) 400x; d) 400%; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug - tkivni
matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin. Umerena

imunoekspresija osteokalcina zapaza se u unutras$njosti i na periferiji implanata.

Slika 4.58. Imunoekspresija osteokalcina u implantima MPE tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100%; b) 200x%; c) 400x%; d) 400x; e) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400%. Krug -
tkivni matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin. Izrazena

imunoekspresija osteokalcina u intergranularnim prostorima.
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Slika 4.59. Imunoekspresija osteokalcina u implantima MPO tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC: a)
100x%; b) 200x; c) 400%; d) 400%; e) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400%. Krug - tkivni
matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin. Diskretni
depoziti osteokalcina u matriksu implanata i nesto intenzivnija imunoekspresija ovog proteina uz MMK

granule.

Slika 4.60. Imunockspresija osteokalcina u implantima MPO tipa osam nedelja nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x; c¢) 400%; d) 630x%; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
tkivni matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin.

Intenzivna imunoekspresija osteokalcina, posebno uz same MMK granule.
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Slika 4.61. Imunoekspresija osteokalcina u implantima MPEO tipa dve nedelje nakon implantacija. IHC:
a) 100x; b) 200x%; c) 400x%; d) 400x; e) negativna kontrola, 200x; f) negativna kontrola, 400%. Krug -
tkivni matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin. Umerena

imunoekspresija osteokalcina prisutna i periferno i intergranularno u implantima.

Slika 4.62. Imunoekspresija osteokalcina u implantima MPEO tipa osam nedelja nakon implantacija IHC:
a) 100x; b) 200x%; c) 400x%; d) -, 400%; e) negativna kontrola, 200%; f) negativna kontrola, 400x. Krug -
tkivni matriks pozitivan na osteokalcin, pravougaonik - tkivni matriks negativan na osteokalcin.

Imunoekspresija osteokalcina u diskretnim delovima matriksa implanata.
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Depoziti osteokalcina diskretni su u matriksu implanata MPO tipa
ekstrahovanim dve nedelje nakon implantacija (Slike 4.59.a, b, ¢ i d). Intenzivnija
imunoekspresija osteokalcina zapaza se nakon osam nedelja od implantacija, posebno
uz same granule MMK (Slike 4.60.a, b, c i d).

Posle dve nedelje od implantacija, u implantima sacinjenim od MMK, PRP i
ADSC indukovanih irn vitro ka endotelskim i1 osteogenim c¢elijama, nalaze se depoziti
osteokalcina koji prozimaju ¢itav tkivni matriks (Slike 4.61.a, b, ¢ 1 d). Osam nedelja
nakon implantacija, imunoekspresija osteokalcina se i dalje moze uociti u MPEO tipu

implanata, ali je slabija nego dve nedelje posle implantacija (Slike 4.62.a, b, c i d).

4.2.4. Analiza kvaliteta i specifi¢nosti produkata qRT-PCR reakcije

Rezultat elektroforeze je prikazan na slici 4.63. Produkti qRT-PCR reakcije, u
odnosu na fragmente iz standarda, zauzimaju polozaj na gelu u zavisnosti od svoje
veli¢ine. Pokazano je da postoji potpuna podudarnost razdvojenih fragmenata qRT-PCR

produkata na gelu 1 duZine amplikona navedene u specifikaciji proizvodaca prajmera.

Standard Acrb gl Egr-l Veam-1 Elr-1 Sppl

100 bp

Slika 4.63. Analiza qRT-PCR produkata elektroforezom na gelu: prva kolona standard za duzinu
fragmenata (standard), traka u standardu duzine 100 bp, druga kolona Actb, tre¢a kolona Vwf, Cetvrta

kolona Egr-1, peta kolona Vcam-1, Sesta kolona Fit-1, sedma kolona Spp 1.
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4.2.5. qRT-PCR analiza ekspresije gena markera endotelskih ¢elija u implantima

4.2.5.1. Ekspresija gena markera endotelskih celija u implantima u odnosu na

ADSC iz treceg pasaza

Vwf gen

U odnosu na ADSC iz treéeg pasaza, ekspresija Vwf-a je u svim tipovima
implanata pozitivno regulisana (Grafikon 4.6.). Nedelju dana nakon implantacija,
ekspresija Vwf je najvisa u implantima MPD tipa, a najniza u MM implantima. Posle
dve nedelje od implantacija, takode je najvisa ekspresija V'wf-a u MPD, najniza u MPE
tipu implanata. Ekspresija Vwf-a je nakon Cetiri nedelje od implantacija najvisa u
implantima grupa MPD 1 MPE, a najniza u MPEO grupi. U grupi MPD je i osam
nedelja nakon imlantacija ekspresija Vwf-a viSa nego u ostalim tipovima implanata, a
najniza je u MPE grupi.

Ekspresija Fwf-a u grupi implanata u ¢ijem sastavu je bio jedino MMK priblizno
je na istom nivou jednu, dve i Cetiri nedelje nakon implantacija, a rast ekspresije Vwf-au
ovoj grupi postoji posle osam nedelja od implantacija. U implantima sa kombinacijom
MMK i PRP, ekspresija V'wf-a je najvisa osam nedelja nakon implantacija, iako ni u njoj
nema velikih razlika u ekspresiji ovog gena izmedu razlicitih tacaka posmatranja.
Ekspresija Vwf-a u okviru MPD grupe implanata je najviSsa dve nedelje nakon
implantacija. U implantima sa¢injenim od MMK, PRP i ADSC koje su in vitro
indukovane ka endotelskim ¢elijama, ekspresija Vwf-a je najviSa Cetiri nedelje posle
implantacija, a osam nedelja nakon implantacija opada. U implantima koji sadrze
MMK, PRP i ADSC in vitro indukovane ka osteogenim ¢elijama, ekspresija Vwf-a raste
od prve do osme nedelje nakon imlantacija. Ekspresija Vwf-a u implantima sa MMK,
PRP i ADSC in vitro indukovanim ka endotelskim i osteogenim ¢elijama je najvisa
jednu nedelju nakon implantacija, a na osam nedelja od implantacija je niza nego u

ostalim tackama posmatranja.
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Grafikon 4.6. Dinamika relativne ekspresije V'wf gena u ispitivanim grupama implanata MM, MP, MPD,

osnova?2)
© = N WA LN O

Rast u odnosu na kalubrator (log

MPE, MPO i MPEO, u odnosu na ¢elije iz treCeg pasaza jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon
implantacija. MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE
tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in
vitro indukovane ka osteogenim celijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka

endotelskim i osteogenim ¢elijama; n - nedelja.

Flt-1 gen

Ekspresija Fit-1 gena je u svim tipovima implanata pozitivnho regulisana
(Grafikon 4.7.). Nakon jedne i nakon dve nedelje od implantacija, MPO grupa ima visu
ekspresiju Flt-a I u odnosu na sve ostale grupe implanata. Jednu nedelju nakon
implantacija, u MPE implantima je ekspresija ovog gena najniza, a nakon dve nedelje
od impantacija tu ulogu preuzimaju MP implanti. Ekspresija Flt-a [ je u implantima
MPD tipa najvisa Cetiri nedelje od implantacija, a u istoj tacki posmatranja je u MM
implantima najniza. Posle osam nedelja od implantacija, MM i MPD implanti poseduju

najvisu ekspresiju Flt-a I, a MP implanti najnizu.
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Grafikon 4.7. Dinamika relativne ekspresije Flt-/ gena u ispitivanim grupama implanata MM, MP,

osnova2)
W

Rast u odnosuna kalibrator (log

MPD, MPE, MPO i MPEO, u odnosu na ¢éelije iz treéeg pasaza jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon
implantacija. MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE
tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in
vitro indukovane ka osteogenim celijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka

endotelskim i osteogenim ¢éelijama; n - nedelja.

U implantima ¢ija je jedina komponenta MMK, ekspresija Fl/t-a I je na istom
nivou nakon jedne i nakon dve nedelje od implantacija, a u narednim tackama
posmatranja raste. Gen za Flt-1 u implantima MP tipa ima najviSu ekspresiju nakon
cetiri nedelje od implantacija, a osam nedelja nakon implantacija ekspresija ovog gena
opada. U implantima dobijenim kombinacijom MMK, PRP i neindukovanih ADSC,
nema velikih razlika u ekspresiji ovog gena izmedu tacaka posmatranja, ali je tokom
¢itavog in vivo eksperimentalnog perioda visoka. U implantima MPE tipa, ekspresija
Flt-a [ raste nakon dve nedelje od implantacija u odnosu na jednu nedelje nakon
implantacija, da bi u naredne dve tacke posmatranja doslo do postepenog, blagog pada
nivoa ekspresije ovog gena. U implantima MPO tipa je ekspresija Flf-a I najvisa
nedelju dana od implantacija, u svakoj od narednih tacaka posmatranja u odnosu na
prethodnu ekspresija ovog gena opada. U implantima MPEO tipa nema velike razlike u
ekspresiji Flt-a [ izmedu taCaka posmatranja, a najvisa ekspresija ovog gena je

postignuta Cetiri nedelje nakon implantacija.
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Vecam-1 gen

Ekspresija Vcam-a 1 je jednu nedelju nakon implantacija pozitivno regulisana
samo u MPD tipu implanata (Grafikon 4.8.). Dve nedelje od implantacija, ekspresija
Vecam-a 1 je najvisa u implantima MPO tipa, ali je u ovim i svim ostalim tipovima
implanata negativno regulisana. Cetiri nedelje posle implantacija, u grupi implanata MP
tipa, ekspresija ovog gena je najvisa, ali je i u grupama implanata MPD i MPE tipa,
takode pozitivno regulisana. Nakon osam nedelja od implantacija ekspresija Vcam-a [ je

najvisa u MPD grupi.
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Grafikon 4.8. Dinamika relativne ekspresije Vcam-1 gena u ispitivanim grupama implanata MM, MP,
MPD, MPE, MPO i MPEO u odnosu na éelije iz treCeg pasaza jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon
implantacija. MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE
tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim ¢éelijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in
vitro indukovane ka osteogenim celijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka

endotelskim i osteogenim ¢éelijama; n - nedelja.

U implantima MM tipa, ekspresija Vcam-a I raste od prve do osme nedelje
nakon implantacija, dok je u implantima MP tipa ekspresija Vcam-a I najviSa Cetiri
nedelje od implantacija. U grupi implanata sa neindukovanim ADSC, ekspresija Vcam-a
1 je pozitivno regulisana jednu nedelju nakon implantacija, negativno je regulisana dve
nedelje posle implantacija, te ponovo raste nakon Cetiri nedelje od implantacija i najvisa

je osam nedelja posle implantacija. Ekspresija Vecam-a 1 je u implantima sa ¢elijama
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indukovanim u endotelske (MPE) pozitivno regulisana jedino cetiri nedelje nakon
implantacija, dok je u grupi sa osteogeno indukovanim ¢elijama najviSa ekspresija ovog
gena u istom terminu, ali je 1 tada kao 1 u ostalim terminima negativno regulisana. Stalni
rast, od prve do poslednje tacke posmatranja, zabelezen je u implantima koji sadrze

kombinaciju ADSC in vitro indukovanih u endotelske i osteogene celije.

Egr-1 gen

U implantima MPD tipa, u svakoj tacki posmatranja je ekspresija Egr-/ gena
viSa od one u ostalim grupama implanata (Grafikon 4.9.). Jedino je u ovoj grupi
ekspresija Egr-a I pozitivno regulisana jednu nedelju posle implantacija, dok je dve
nedelje posle implantacija, osim u ovoj, i u MPO grupi ekspresija ovog gena pozitivho
regulisana. U pomenutim grupama, kao i u implantima grupa MM 1 MP, Cetiri nedelje
nakon implantacija je ekspresija Egr-a I pozitivno regulisana. U MP grupi, ekspresija
Egr-a I opada osam nedelja nakon implantacija, dok je u grupama MPE i MPEO

najvisa ekspresija Egr-a [ postignuta upravo u ovoj tacki posmatranja.
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Grafikon 4.9. Dinamika relativne ekspresije Egr-/ gena u ispitivanim grupama implanata MM, MP,
MPD, MPE, MPO i MPEO u odnosu na ¢elije iz tre¢eg pasaza jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon
implantacija. MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE
tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in
vitro indukovane ka osteogenim celijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka

endotelskim i osteogenim ¢éelijama; n - nedelja.
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4.2.5.2. Ekspresija gena markera endotelskih celija u implantima u odnosu na

plazmu obogacenu trombocitima

Vwf gen

Ekspresija Vwf-a je u svim tipovima implanata negativno regulisana (Grafikon
4.10.). Jednu i Cetiri nedelje nakon implantacija, ekspresija V'wf'je najvisa u MPO grupi,
a dve i osam nedelja posle implantacija u grupi MPD.

Ekspresija Fwf-a u MM grupi raste od prve ka osmoj nedelji nakon implantacija.
U grupama MP, MPD 1 MPE ekspresija Vwf-a je takode najvisa osam nedelja od
implantacija. U implantima MPO i MPEO tipa, ekspresija V'wf je najviSa nakon cetiri

nedelje od implantacija, dok osam nedelja nakon implantacija blago opada.
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Grafikon 4.10. Dinamika relativne ekspresije V'wf gena u ispitivanim grupama implanata MM, MP,
MPD, MPE, MPO i MPEO u odnosu na plazmu obogacenu trombocitima jednu, dve, Cetiri i osam nedelja
nakon implantacija. MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC;
MPE tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC
in vitro indukovane ka osteogenim celijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka

endotelskim i osteogenim ¢éelijama; n - nedelja.

Flt-1 gen

U svim grupama i svim terminima, ekspresija Fl¢-a 1 je pozitivno regulisana
(Grafikon 4.11.). Najvisu ekspresiju Fit-a I, u svim tatkama posmatranja, imaju
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implanti MPO tipa, a potom implanti MPEO tipa. Ekspresija Flt-a I je najniza u MP
grupi implanata.

U implantima MM tipa, ekspresija Flt-a I je na priblizno istom nivou u svim
tatkama posmatranja, a u implantima MP tipa je najviSa cetiri nedelje posle
implantacija. Ekspresija Flt-a I je bez velikih varijacija izmedu taaka posmatranja i u
grupi sa neindukovanim ADSC, a najvisa u toj grupi je dve nedelje od implantacija.
Ekspresija Fit-a 1 u MPE grupi opada od prve ka tre¢oj tacki posmatranja, a ponovni
rast postoji osam nedelja posle implantacija. Slicna dinamika ekspresije ovog gena
postoji u MPO i MPEO implantima, pa tako ekspresija Fit-a I raste od prve ka Cetvrtoj

nedelji od imlantacija, a potom blago opada osam nedelja nakon implantacija.
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Grafikon 4.11. Dinamika relativne ekspresije Fl/t-/ gena u ispitivanim grupama implanata MM, MP,
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MPD, MPE, MPO i MPEO, u odnosu na plazmu obogacenu trombocitima jednu, dve, ¢etiri i osam
nedelja nakon implantacija. MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane
ADSC; MPE tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim c¢elijama; MPO tip -
MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka osteogenim ¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro

indukovane ka endotelskim i osteogenim ¢elijama; n - nedelja.

Vcam-1 gen

Ekspresija Vecam-a 1 u svim grupama 1 u svakoj tacki posmatranja je pozitivno
regulisana (Grafikon 4.12.). Grupa sa ¢elijama indukovanim u osteogene ima najvisu, a

MP grupa najnizu ekspresiju ovog gena.
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U implantima sa¢injenim samo od MMK, ekspresija Vcam-a [ je najvisa na
jednu nedelju od implantacija, nakon ¢ega opada, ali ve¢ih razlika u ekspresiji ovog
gena izmedu razlicitih tacaka posmatranja nema. U MP grupi, od prve do Cetvrte nedelje
nakon implantacija raste, a osam nedelja nakon implantacija ekspresija Vcam-a I opada.
Ekspresija Vcam-a I u grupi sa neindukovanim ¢elijama najvisa je osam nedelja nakon
implantacija. U implantima sa endotelskim ¢elijama upadljiv skok u ekspresiji Vcam-a 1
postoji osam nedelja posle implantacija. U grupi sa osteogenim celijama u svim
terminima je ekspresija Vcam-a 1 visoka, a najvisa je Cetiri nedelje nakon implantacija.
Ekspresija ovog gena je u implantima MPEO tipa najviSa osam nedelja nakon

implantacija.
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Grafikon 4.12. Dinamika relativne ekspresije Veam-1 gena u ispitivanim grupama implanata u odnosu na
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plazmu obogacenu trombocitima jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija. MM - MMK; MP -
MMK/PRP; MPD - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka
endotelskim ¢elijama; MPO - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka osteogenim c¢elijama; MPEO -

MMK/PRP/ ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i osteogenim ¢elijama;. n - nedelja.

Egr-1 gen

Ekspresija gena za transkripcioni faktor ranog odgovora (Egr-1) je pozitivho
regulisana u svim grupama i svim tackama posmatranja (Grafikon 4.13.). Najvisa

ekspresija Egr-a I je u implantima tipa MPO i MPEO.
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U implantima MM i MP tipa, ekspresija Egr-a I je najvisa Cetiri nedelje od
implantacija. Promene u ekspresiji Egr-a / u MPD implantima su tokom ¢itavog in vivo
eksperimentalnog perioda minimalne. U MPE grupi implanata, ekspresija Egr-a I se
smanjuje od prve ka cetvrtoj nedelji od implantacija, a skok je zabelezen nakon osam
nedelja od implantacija u odnosu na njoj prethodnu tacku. U implantima MPO tipa,
ekspresija Egr-a 1 postepeno raste od prve do trec¢e tacke posmatranja, a potom sledi
blagi pad, zabeleZen osam nedelja nakon implantacija. U MPEO implantima, ekspresija
Egr-a 1 opada posle dve nedelje od implantacija u odnosu na jednu nedelju od

implantacija, raste Cetiri nedelje od implantacija, a najvisa je osam nedelja posle

implantacija.
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Grafikon 4.13. Dinamika relativne ekspresije Egr-/ gena u ispitivanim grupama implanata u odnosu na
plazmu obogacenu trombocitima jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija. MM tip - MMK;
MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka osteogenim
¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i osteogenim ¢elijama; n -

nedelja.
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4.2.5.3. Ekspresija gena markera endotelskih Ccelija u implantima u odnosu na

objedinjen kalibrator

Vwf gen

Ekspresija Vwf-a je jednu nedelju nakon implantacija negativno regulisana u
svim tipovima implanata (Grafikon 4.14.). Dve nedelje od implantacija, ekspresija Vwf-
a je pozitivno regulisana u svim osim u MP i MPE implantima, a Cetiri i osam nedelja
od implantacija je ponovo negativno regulisana u svim tipovima implanata. U svim
taCkama posmatranja, ekspresija V'wf-a je najvisa u grupama MPO 1 MPEO.

U MM tipu implanata, najviSa ekspresija Vwf-a je nakon dve nedelje od
implantacija, a u naredne dve tacke posmatranja je negativno regulisana. U MP
implantima, ekspresija Vwf-a raste od prve do tre¢e tacke posmatranja, posle Cega
ekspesija ovog gena jenjava. U MPD implantima, najviSa ekspresija Vwf-a je dve
nedelje nakon implantacija. Ekspresija Vwf-a u MPE grupi je najvisa Cetiri nedelje

nakon implantacija, a u grupama MPO i MPEO dve nedelje nakon implantacija.
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Grafikon 4.14. Dinamika relativne ekspresije /wf gena u ispitivanim grupama implanata u odnosu na
objedinjen kalibrator jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija. MM tip - MMK; MP tip -
MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka osteogenim
¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i osteogenim ¢elijama; n -

nedelja.
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Flt 1 gen

U svim tackama posmatranja, u svim tipovima implanata, ekspresija Fit-a 1 je
pozitivno regulisana. Najvisa ekspresija ovog gena je zabeleZena u MPO tipu implanata
1 to u svim tackama posmatranja osim dve nedelje nakon implantacije, kada je

ekspresija Flt-a I najvisa u MPE implantima (Grafikon 4.15.).
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Grafikon 4.15. Dinamika relativne ekspresije Flt-1 gena u ispitivanim grupama implanata u
odnosu na objedinjen kalibrator jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija. MM tip - MMK; MP
tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka osteogenim
¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i osteogenim ¢elijama; n -

nedelja.

U MM implantima, ekspresija Flt-a I opada dve nedelje od implantacija u
odnosu na jednu nedelju nakon implantacija, raste Cetiri nedelje nakon implantacija, a
osam nedelja od implantacija ostaje na istom nivou. Ekspresija Fl¢-a / u MP implantima
postepeno raste od jedne nedelje posle implantacija do Cetiri nedelje posle implantacija,
a osam nedelja od implantacija opada. U MPD grupi, nagli pad ekspresije Flt-a I deSava
se nakon dve nedelje od implantacija u odnosu na jednu nedelju nakon implantacija,
zatim ekspresija Flt-a I ponovo raste Cetiri nedelje nakon implantacija i opada osam
nedelja nakon implantacija. U MPE implantima, ekspresija Flt-a [ je porasla dve

nedelje posle implantacija u odnosu na jednu nedelju nakon implantacija, a zatim blago
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opada. U MPO 1 MPEO tipu implanata, ekspresija Fit-a I opada dve nedelje od
implantacija u odnosu na jednu nedelju nakon implantacija, zatim raste i ostaje na

priblizno istom nivou Cetiri i osam nedelja od implantacija.

Vcam-1 gen

Kao S§to se moze uociti na Grafikonu 4.16., ekspresija Vcam-a I je u svim
grupama pozitivno regulisana Cetiri nedelje nakon implantacija, a generalno je najvisa u

grupi sa neindukovanim ADSC.
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Grafikon 4.16. Dinamika relativne ekspresije Vecam-1 gena u ispitivanim grupama implanata u odnosu na
objedinjen kalibrator jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija. MM tip - MMK; MP tip -
MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka osteogenim
¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i osteogenim ¢elijama; n -

nedelja.

U MM grupi ckspresija Vcam-a 1 se smanjuje od jedne nedelje nakon
implantacija do dve nedelje od implantacija, raste nakon cCetiri nedelje od implantacija i
ostaje priblizno ista u poslednjoj tac¢ki posmatranja. Od prve do Cetvrte nedelje nakon
implantacija, ekspresija Vcam-a [ raste u MP grupi, a potom osam nedelja posle
implantacija opada. U grupi MPD, ekspresija Vcam-a [ opada nakon dve nedelje od

implantacija u odnosu na tacku posmatranja nakon jedne nedelje od implantacija, potom

110



raste u naredne dve tacke posmatranja. Ekspresija Vcam-a I u MPE grupi raste od prve
ka cetvrtoj nedelji od implantacija kada je jedino pozitivno regulisana, a nakon osam
nedelja od implantacija opada . U grupama MPO i MPEO, ekspresija Vcam-a [ raste

iduéi od prve nedelje ka osmoj nedelji nakon implantacija.

Egr-1 gen

Ekspresija gena za transkripcioni faktor ranog odgovora (Egr-1) je najvisa u
implantima MPO i MPEO tipa, a najniza u MP implantima (Grafikon 4.17.). U
implantima MM tipa, ekspresija Egr-a I opada od prve do druge nedelje, a zatim raste
Cetiri nedelje posle implantacija i, jo$ jednom, osam nedelja nakon implantacija. U MP
implantima ekspresija Egr-a [ je jedino Cetiri nedelje posle implantacija pozitivno
regulisana, a u MPE grupi osam nedelja od implantacija. U MPO grupi, ekspresija Egr-
a 1 je priblizno na istom nivou u prve tri tacke posmatranja, a osam nedelja nakon
implantacija nivo ekspresije ovog gena je visok. U MPEO implantima je ekspresija Egr-
a [ niska zaklju¢no sa Cetvrtom nedeljom nakon implantacija, a na osam nedelja od

implantacija, ekspresija Egr-a I naglo raste.
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Grafikon 4.17. Dinamika relativne ekspresije Egr-1 gena u ispitivanim grupama implanata u odnosu na
objedinjen kalibrator jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija. MM tip - MMK; MP tip -
MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka osteogenim
¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i osteogenim ¢elijama; n -

nedelja.
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4.2.6. qRT-PCR analiza ekspresije Spp/ gena u implantima

4.2.6.1. Ekspresija Sppl gena u implantima u odnosu na Celije iz treceg pasaza

Na grafikonu 4.18. se zapaza da je, nakon jedne nedelje od implantacija,
ekspresija Sppl gena negativno regulisana u svim tipovima implanata osim u MPD tipu.
Dve nedelje nakon implantacija, osim u ovoj, i u grupama MPE i MPO je ekspresija
Spp-a 1 pozitivno regulisana. Cetiri nedelje posle implantacija, ekspresija Spp-a I je
pozitivno regulisana jedino u MPE grupi, dok je osam nedelja posle implantacija

ekspresija Spp-a 1 pozitivno regulisana samo u grupama MM i1 MPEO.
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Grafikon 4.18. Dinamika relativne ekspresije Spp/ gena u ispitivanim grupama implanata u odnosu na
¢elije iz treceg pasaza jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija. MM tip - MMK; MP tip -
MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka osteogenim
¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i osteogenim ¢elijama; n -

nedelja.

U implantima MM tipa je ekspresija Spp-a [ negativno regulisana do tacke
posmatranja osam nedelja od implantacija (Grafikon 4.18.). U MP implantima,
ekspresija Spp-a I je u svim taCkama posmatranja negativno regulisana, najvisa je Cetiri
nedelje nakon implantacija, a osam nedelja nakon implantacija ponovo opada. U

implantima MPD tipa je ekspresija ovog gena najvisa na dve nedelje od implantacija,
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posle ¢ega ekspresija Spp-a 1 u ovoj grupi opada. U MPE grupi, ekspresija Spp-a 1 je
najvisa dve nedelje nakon implantacija, potom postepeno opada do tacke posmatranja
nakon osam nedelja od implantacija. Ekspresija Spp-a 1 je u grupi MPO pozitivno
regulisana jedino nakon dve nedelje od implantacija, a u MPEO implantima posle osam

nedelja od implantacija.

4.2.6.2. Ekspresija Sppl gena u implantima u odnosu na plazmu obogacenu

trombocitima

Posmatrajuci ekspresiju Spp/ gena za osteopontin u odnosu na PRP, zapaza se
da je u svim nedeljama i u svim grupama ekspresija ovog gena pozitivno regulisana
(Grafikon 4.19.). Generalno, najvisa ekspresija Spp-a I je u grupama sa in vitro

diferenciranim ADSC, bilo zajedno ili pojedinacno implantiranim.
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Grafikon 4.19. Dinamika relativne ekspresije Spp/ gena u ispitivanim grupama implanata u odnosu na
plazmu obogacenu trombocitima jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija. MM tip - MMK;
MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka osteogenim
¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i osteogenim ¢elijama; n -

nedelja.

U MM grupi, ekspresija Spp-a I opada od prve ka osmoj nedelji nakon

implantacija, dok je u implantima MP grupe najvisa Cetiri nedelje posle implantacija
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(Grafikon 4.19.). U implantima sa neindukovanim ADSC, ekspresija ovog gena je na
skoro istom nivou u svim tackama posmatranja, dok je u implantima MPE tipa,
ekspresija Spp-a I najvisa jednu nedelju od implantacija. U implantima MPO tipa je u
drugoj i Cetvrtoj nedelji nakon implantacija zabeleZena najvisa ekspresija ovog gena, a u

implantima sa koimplantiranim ¢elijama osam nedelja nakon implantacija.

4.2.6.3. Ekspresija Sppl gena u implantima u odnosu na objedinjen kalibrator

U odnosu na objedinjen kalibrator, ekspresija Spp-a I u MM implantima raste
od prve do druge nedelje nakon implantacija, potom opada cetiri nedelje nakon
implantacija i ponovo raste osam nedelja posle implantacija (Grafikon 4.20.). Ekspresija
Spp-a 1 je u svim taCkama posmatranja u implantima MP tipa negativno regulisana , a
najvisa je nakon osam nedelja od implantacija, dok je u MPD implantima ekspresija

Spp-a I najvisa Cetiri nedelje od implantacija.
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Grafikon 4.20. Dinamika relativne ekspresije Spp/ gena u ispitivanim grupama implanata u odnosu na
objedinjen kalibrator jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija. MM tip - MMK; MP tip -
MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka osteogenim
¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i osteogenim ¢elijama; n -

nedelja.
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U MPE i MPO implantima je ekspresija Spp-a I najvisa dve nedelje posle
implantacija, nakon ¢ega postepeno opada. U MPEO implantima, ekspresija Spp-a 1
raste posle dve nedelje od implantacija, opada cetiri nedelje nakon implantacije, a

potom ponovo raste u poslednjoj tacki posmatranaja.

4.2.7. Statisticka analiza ekspresije gena u implantima

4.2.7.1. Statisticka analiza ekspresije gena markera endotelskih celija u odnosu

na Celije iz treceg pasaza

Vwf gen

Jednu nedelju posle implantacija, ekspresija Vwf-a je znacajno visa (p<0.05) u
MPD nego u MPEO implantima (Tabela 4.1.). Ekspresija Vwf-a je znacajno visa
(»<0.05) u MPD grupi u odnosu na sve druge tipove implanata dve nedelje nakon
implantacija (Tabela 4.1.). U ovoj tacki posmatranja, ekspresija V'wf-a je znacajno visa
(<0.05) i u MPO u poredenju sa MPE tipom implanata. Cetiri nedelje posle
implantacija, u implantima MP tipa je ekspresija V'wf-a znacajno visa (p<0.05) od one u
implantima MM, MPO i MPEO tipa. Znacajna razlika (p<0.05) postoji u istoj tacki
posmatranja kada je u MPD implantima visa ekspresija ovog gena nego u MP, MPO i
MPEO tipu implanata. U MPE implantima, ekspresija J'wf-a je visa u odnosu na MPEO
implante (p<0.05) (Tabela 4.1.). Osam nedelja posle implantacija, u MM, MP i MPD
implantima je znacajno visa ekspresija ovog gena (p<0.05) nego u MPE i MPEO tipu
implanata (Tabela 4.1.). U istoj tacki posmatranja, znacajno je visa ekspresija Vwf-a u
MPD implantima nego u MP tipu implanata (»<0.05), kao i u MPO implantima u
poredenju sa MPE 1 MPEO tipom implanata.

Flt-1 gen

Jednu nedelju posle implantacija, ekspresija Flt-a 1 je znacajno visa (p<0.05) u
MPO u odnosu na ostale tipove implanata (Tabela 4.1.). U tabeli 3 je prikazano da jeiu
MPD grupi ekspresija ovog gena znacajno visa (p<0.05) nego u ostalim implantima

izuzev MPO tipa. U MPEO implantima je ekspresija Fl/t-a I znacajno visa (p<0.05) u
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poredenju sa MPE implantima, a u MM implantima u odnosu na MP i MPE grupu
implanata (Tabela 4.1.). Dve nedelje nakon implantacija, ekspresija Fit-a 1 je znacajno
visa (p<0.05) u MPD, MPE 1 MPO implantima nego u grupama MM i1 MP (Tabela
4.1.). U tabeli 3 se uocava 1 da je ekspresija ovog gena znacajno visa (p<0.05) u MPD
tipu implanata nego u MPE i MPO implantima. Posle Cetiri nedelje od implantacija,
ekspresija Flt-a I je znacajno niza (p<0.05) u MM, MPE i MPEO implantima u odnosu
na MPD implante (Tabela 4.1.). Osam nedelja od implantacija, u svim grupama
implanata je ekspresija Flt-a I zna€ajno visa (p<0.05) u odnosu na MP implante, a u
MM implantima (p<0.05) u odnosu na implante MPE i MPEO tipa (Tabela 4.1.).
Ekspresija Flt-a [ je znacajno visa (p<0.05) u MPD i MPO implantima nego u
implantima MPE tipa, kao 1 u MPO u poredenju sa MPEO grupom implanata (p<0.05).

Vcam-1 gen

Jednu nedelju nakon implantacija, u MPD grupi je ekspresija Vcam-a I znacajno
visa (p<0.05) nego u grupama MM, MP, MPE 1 MPEO (Tabela 4.1.), dok je u MPO i
MPEO implantima znacajno visa ekspresija ovog gena (p<0.05) od one u MP i MPE
implantima. U MM tipu implanata je ekspresija ovog gena znacajno visa (p<0.05) nego
u MPE implantima (Tabela 4.1.). Ekspresija Vcam-a I je znacajno visa (p<0.05) dve
nedelje posle implantacija u grupama MP i MPD nego u MM grupi, a izmedu MP i
MPD implanata takode postoji znacajna razlika (p<0.05), takva da je ekspresija Vcam-a
I visa u MPD grupi (Tabela 4.1.). U MPE grupi je ekspresija Vcam-a I znacajno niZa
»<0.05) nego u MP i MPD implantima, a u MPD grupi ekspresija ovog gena je
znacajno visa (p<0.05) nego u MPEO grupi (Tabela 4.1.).

Cetiri nedelje posle implantacija, u MP i MPD implantima je znadajno visa
ekspresija Veam-a 1 (p<0.05) nego u grupama MPO i MPEO (Tabela 4.1.). Osam
nedelja od implantacija, ekspresija Vcam-a [ je znacajno visa (p<0.05) u MPD
implantima u odnosu na ostale tipove implanata, a u MM grupi (»<0.05) u odnosu na
MP, MPE i MPO implante (Tabela 4.1.). U ovoj tacki posmatranja, MPEO implanti
poseduju znacajno visSu (p<0.05) ekspresiju Vecam-a I nego implanti MP, MPE 1 MPO
tipa.
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Tabela 4.1. Vrednosti Student-ovog t-testa i znacajnost razlika (p<0.05) u relativnoj ekspresiji gena
markera endotelskih ¢elija u ispitivanim grupama implanata MM, MP, MPD, MPE, MPO i MPEO, u

odnosu na ¢elije iz tre¢eg pasaza, jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija.

I I
NEDELJA | ) EDELJA ) ) )
gen Twyf Fit-1 I'eam-1 Egr-1 gen Twf Flt-1 Veam-1 FEgr-i
MMI/MPI | 0.44 0.01 0.41 0.03 | MM2MP2 0.58 0.09 0.05] 0.01
MMIUMPD MM2/MPD
0.07: 0.002 0.03  0.00002 2 0.003) 0.00001 0.001 0.0001
IMPE MM2/MPE
1 0.17 0.01 0.05  0.00002 2 0.27 0.0003 0.50 0.39
MMIMPO MM2/MPO
1 0.29 0.0001) 0.18 ol 0.35 0.003 0.37 0.21
MMI1MPE MM2/MPE
01 0.54] 0.14 .25 032 o2 0.56 0.45 0.77) 0.04
MP1I/MPD1 0.18] 0.02 0.01)  0.0002 MP2MPD2 0.01 0.01 0.02) 0.000001
MP1/MPEL 0.48 0.53) 0.31 0.00)  MP2MPE2 0.08 0.0001 0.04 0.94
MP1/MPO1 0.80] 0.004) 0.08 0.01 MPYMPO2 0.90 0.001 0.92 0.01
MP1/MPE MP2/MPEO
1 .72 0.13 .06 0.01 2 .29, 0.07 0.68 0.39
MPD /AP MPD2/MPE
E1l 0.28]  0.00003 0.00002| 0.000002 2 0.001 0.01f 0003 0001
MPD1/MP MPD2/AIP
01 0.14 0.02 0.07 0.0002 32 0.003 0.97 0.34 0.01
MPDINP MPD2/MPE
£O1 003 0.01 0.03  0.0000, 02 0.001 0.05 0.03  0.00002
MPE1/MP MPE2/MPO)|
01 0.55 0.000002)  0.0002] 0.00006 2 0.01 0.11 0.27 0.13
MPE1/MPE| MPE2/MPE
01 0.16 0.001  0.0002  0.0001 02 0.56 0.15 0.1 0.87
MPO1MP MPO2/MPE
EO1 ; 0430 0.0005 0.65 025 2 0.09 0.09] 0.77 0.05
v | ] Vi 1
NEDELJA | ] NEDELJA B = :
aen I'wf Fit-1 ' I'eam-1 Lgr-1 gen Tawf Flt-1 Team-1 Egr-1
MM4/MP4 ] 0.0001 023 0.15 0.58)  MMS/NMPS 0.06] (LOGHL 0.001  0.00002]
MM4/MPD4, 0.25 0.01‘ 0.11 0.001]  MMS/MPDS 0.28 0.98 0.004 0.35
IM4/MPE4] 0.27 0.89, 0.47 0.02 MMS/MPES| 0.0001 0.01 0.00  0.001
— |
MM4AIPO4 0.97, 0.15 0.73] 0.70)  MMSMPOS 0.15 060! 0.00 0.003
MM4/MPE | MNMS/MPE
04 0.70 0.48| 0.95 0.22)  og 0.0001 0.01 0.52 0.01
MP4/MPD4 0.03 0.28 0.97 0.0001| MPS/MPDS 0.03 0.002 0.0001]  0.00004]
MP4/MPES | 0.09 0.18, 0.288] 0.002 IPS/IMPES 0.01 0.01 0.68 0.01
MP4/MPO4 0.001 0.64) 0.02 0.91) MPSIMPOS 0.22080:00002 0.11 0.001
P4/ MPS/MPEO
el BT . B 0.01] 0.00001  0.001_0.00005
MPDA/MPE | MPDS/MPE
4 | 0.99 0.002 0.09  0.00003 3 0.0002 0.05 0.0002 0.001
MPD4/APO MPDS/MPO ]
4 0.04 0.66 0.002] 003 3 0.06 0.78 0.0001 0.004
MPDANPE MPDS/MPE
04 0.01 0.02|  0.00003 000001 ©O% 0.0002 0.11 0.01 0.01
MPE4/MPO| MPES/MPO
oo 0.09 0.09| 0.09 0.03 8 00001 0.03 0.33 0.12
MPE4/MPE [ MPES/MPE
04 ) 0.02 0.46, 0.11 0.06] 08 - 0.65 0.10 0.003 0.005
MPO4/MPE | | MPOS/MPE )
04 | 0.30 026, 0.44 027 os 0.0001 0.01 0.002 0.04

MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip -
MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka osteogenim ¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i

osteogenim ¢elijama; n - nedelja.; sivo polje - znacajna razlika (p<0.05).

Egr-1 gen

Jednu nedelju nakon implantacija, ekspresija Egr-a I je najvisa u MPD grupi §to
je znacajno (p<0.05) u odnosu na ostale tipove implanata (Tabela 4.1.). U MM, MPO 1
MPEO implantima, znacajno je visa (p<0.05) ekspresija ovog gena od one u grupama

MP i MPE (Tabela 4.1.). Dve nedelje od implantacija, MPD implanti zadrzavaju
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znacajno visu (p<0.05) ekspresiju Egr-a I u odnosu na sve ostale tipove implanata
(Tabela 4.1.). U odnosu na MP i MPEO grupe, u grupama MM i MPO je ekspresija
Egr-a I znacajno visa (p<0.05). Cetiri nedelje posle implantacija, u MPD implantima je
joS uvek ekspresija Egr-a I znacajno visa (p<0.05) nego u ostalim grupama, a znacajno
visa (p<0.05) ekspresija postoji i u MM, MP i MPO grupama u odnosu na grupu MPE
(Tabela 4.1.), kao i u MP grupi u poredenju sa grupom MPEO. Osam nedelja posle
implantacija, ekspresija Egr-a [ je znacajno viSa (p<0.05) u MM 1 MPD implantima
nego u MP, MPE, MPO i MPEO grupama implanata (Tabela 4.1.), a u MPEO
implantima u poredenju sa MP, MPE i MPO tipom implanata. U MPE i MPO grupi,
ekspresija Egr-a I je znacajno visa (p<0.05) nego u grupi MP.

4.2.7.2. Statisticka analiza ekspresije gena markera endotelskih celija u odnosu

na plazmu obogacenu trombocitima

Vwf gen

Na jednu nedelje od implantacija, ekspresija Vwf-a je znacajno visa (p<0.05) u
MPO nego u MP, MPD i MPE implantima, kao i u MPEO implantima u odnosu na MP
1 MPE implante (Tabela 4.2.). U MM i1 MPD implantima, ekspresija V'wf-a je znacajno
visa (p<0.05) u poredenju sa MPE implantima. Dve nedelje posle implantacija,
ekspresija Vwf-a je znacajno visa (p<0.05) u MPD i MPO u odnosu na MM, MP, MPE i
MPEO implante, a u MM, MPE i MPEO grupama je ekspresija V'wf-a znacajno visa
(»<0.05) u odnosu na MP grupu (Tabela 4.2.). Posle cetiri nedelje od implantacija,
ekspresija V'wf-a je zna€ajno visa (p<0.05) u MPO nego u ostalim implantima, kao i u
MPD i MPEO grupama u poredenju sa ekspresijom u MP i MPE tipu implanata (Tabela
4.2.). U MM implantima je ekspresija V'wf-a znacajno visa (p<0.05) u odnosu na onu u
MP tipu implanata. U implantima MPO tipa je, posle osam nedelja od implantacija,
zabeleZena znacajno viSa (p<0.05) ekspresija Vwf-a u odnosu na MP, MPE 1 MPEO
grupe. U istoj tacki posmatranja je u MM i MPD implantima znacajno visa ekspresija

(p<0.05) ovog gena u poredenju sa MPE i MPEO grupama implanata (Tabela 4.2.).

118



Flt-1 gen

Ekspresija Fit-a [ je jednu nedelju od implantacija znacajno visa p<0.05) u
MPO grupi u poredenju sa ostalim eksperimentalnim grupama (Tabela 4.2.). U grupama
MP, MPD 1 MPEO je znacajno niZa (p<0.05) ekspresija ovog gena od one u MM 1 MPE
grupama, a u MPD implantima je znacajno visa (p<0.05) ekspresija Fit-a I nego u
implantima tipa MPEO (Tabela 4.2.). Dve nedelje od implantacijama, ekspresija Flt-a [
je znacajno visa (p<0.05) u MPO nego u MM 1 MPD implantima, kao i u MM, MPD,
MPE i MPEO implantima nego u MP implantima (Tabela 4.2.). Cetiri nedelje od
implantacija, u MPO grupi je ekspresija Flt-a I znac¢ajno visa (p<(0.05), nego u grupama
MM, MP, MPD i MPE, a u MPEO grupi je znacajno visa (p<0.05) ekspresija Flt-a [
odnosu na MP, MPD i MPE grupe (Tabela 4.2.). Osam nedelja nakon implantacija,
ekspresija Flt-a I je znacajno visa (p<0.05) u MPO 1 MPEO nego u MM, MP, MPD i
MPE implantima (Tabela 4.2.), a u MM, MPD i MPE implantima ekspresija Flt-a I je

znacajno visa (p<(0.05) nego u MP tipu implanata.

Vcam-1 gen

Jednu nedelju nakon implantacija, ekspresija Vcam-a I je znacajno visa (p<0.05)
u MPO tipu nego u ostalim tipovima implanata, izuzev MM tipa. U MM grupi,
ekspresija ovog gena je znacajno visa (p<0.05) u poredenju sa grupama MP, MPE i
MPEO (Tabela 4.2.). U MPD grupi, ekspresija Vcam-a [ je znacajno visa (p<0.05) nego
u grupama MP 1 MPE (Tabela 4.2.). Posle dve nedelje od implantacija, ekspresija
Vecam-a 1 je znacajno visa (p<0.05) u MPO nego u ostalim eksperimentalnim grupama,
a u MM i MPEO implantima je znacajno visa (p<0.05) nego u MP, MPD i MPE tipu
implanata (Tabela 4.2.). Ekspresija Vcam-a I je znacajno visa (p<0.05) u implantima
MPD tipa u odnosu na ekspresiju u grupama MP i MPE (Tabela 4.2.). Cetiri nedelje od
implantacija, ekspresija Vecam-a 1 je u MPO implantima znacajno visa (p<0.05) u
odnosu na druge grupe implanata, dok je u grupama MM i MPEO znacajno visa
(p<0.05) ekspresija ovog gena u odnosu na MP, MPD i MPE grupe (Tabela 4.2.). U MP
1 MPD implantima je ekspresija Vecam-a 1 viSa nego u MPE implantima, §to je znacajno
(»<0.05) 1 moze se uocCiti u tabeli 4.2. Osam nedelja nakon implanatacija, u svim

grupama je ekspresija Vcam-a 1 znacajno niza (p<0.05) nego u MPO grupi, dok je u
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MM, MP i MPD implantima ekspresija ovog gena znacajno niza (p<0.05) nego u
implantima MPEO tipa (Tabela 4.2.). U MPE implantima je ekspresija Vcam-a 1
zna€ajno visa (p<0.05) od one u grupama MM i1 MP, a u MM 1 MPD grupama od
ekspresije u implantima MP tipa (p<0.05).

Tabela 4.2. Vrednosti Student-ovog t-testa i znacajnost razlika (p<0.05) u relativnoj ekspresiji gena
markera endotelskih ¢elija u ispitivanim grupama implanata MM, MP, MPD, MPE, MPO i MPEO, u

odnosu na plazmu obogac¢enu trombocitima, jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija.

LNEDELJA ILNEDELJA
en

[MM1/MPL
IMMI/MPD
1

Icam-1

MMI/MPE
(o1
IMPL/MPDI

02

EDELJA
=18

0.0 0.0l SMES
IMMA/MPD MMS MPD
4
IMMA4/MPE

MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip -
MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka osteogenim ¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i

osteogenim ¢elijama; n - nedelja.; sivo polje - znacajna razlika (p<0.05).
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Egr-1 gen

Ekspresija Egr-a 1 je jednu nedelju nakon implantacija znacajno visa (p<0.05) u
grupi MPO u odnosu na grupe MPD 1 MPEO, a u MPE 1 MPEO implantima je zna¢ajno
viSa (p<0.05) ekspresija ovog gena u poredenju sa MPD grupom implanata (Tabela
4.2.). Dve nedelje nakon implantacija, ekspresija Egr-a I je znacajno visa (p<0.05) u
MPO grupi u odnosu na sve ostale grupe implanata (Tabela 4.2.). U istoj tacki
posmatranja, znacajno je visa (p<0.05) ekspresija ovog gena u MPD 1 MPE nego u MM
implantima (Tabela 4.2.). Nakon cetiri nedelje od implantacija, ekspresija Egr-a I je
znacajno visa (p<0.05) u grupi MPO nego u ostalim grupama implanata (Tabela 4.2.).
Znacajnost je zabelezena (p<0.05) i u MPEO grupi u kojoj je ekspresija Egr-a [ visa u
odnosu na onu u grupama MP, MPD 1 MPE. Ekspresija Egr-a / je znafajno niza u
(<0.05) grupama MPD 1 MPE u poredenju sa grupama MM i MP (Tabela 4.2.). Osam
nedelja posle implantacija, u MPEO grupi je ekspresija Egr-a I znacajno visa (p<0.05)
nego u svim ostalim grupama implanata, dok je u grupama MPE i MPO ekspresija ovog

gena znacajno visa (p<0.05) u odnosu na grupe MM, MP i MPD (Tabela 4.2.).

4.2.7.3. Statisticka analiza ekspresije gena markera endotelskih celija u odnosu

na objedinjen kalibrator

Vwf gen

Posle jedne nedelje od implantacija, ekspresija V'wf-a je znacajno visa (p<0.05) u
MPO grupi u odnosu na MP, MPD i1 MPE grupe, a znacajno visa ekspresija (p<0.05)
postoji i u MPEO implantima u odnosu na one iz grupa MPD i MPE (Tabela 4.3.). U
MM, MP i MPD grupi je ekspresija ovog gena znacajno visa (p<0.05) nego u MPE
grupi implanata. Dve nedelje posle implantacija, u MPEO grupi je znacajno visa
ekspresija Fwf-a (p<0.05) nego u implantima grupa MM, MPD, MPE i MPEO, a MPO
grupa ima znacajno visu (p<0.05) ekspresiju ovog gena u odnosu na MM implante
(Tabela 4.3.). U istoj tacki posmatranja, ekspresija Vwf-a je znacajno visa (p<0.05) u
MM grupi u poredenju sa grupama MP, MPD i MPE, a i u MP implantima je znacajno
viSa (p<0.05) ekspresija Vwf-a od one u grupi MPE (Tabela 4.3.). U grupama MP i
MPO, ekspresija ovog gena je znacajno visa (p<0.05) nego u grupama MM, MPD i
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MPEO, posle cetiri nedelje od implantacija (Tabela 4.3.). Osam nedelja nakon
implantacija, u MPD grupi je zabelezna najviSa ekspresija Vwf-a, §to je znacajno
(»<0.05) u odnosu na grupe MM, MPE, MPO i MPEO (Tabela 4.3.). U grupama MM i
MP je ekspresija Vwf-a znafajno viSa (p<0.05) nego u grupama MPE i MPEO.
Ekspresija ovog gena je znacajno niza (p<0.05) u MPEO grupi u odnosu na ekspresiju u

grupama MPE i MPO.

Flt-1 gen

Ekspresija Flt-1 gena je jednu nedelju nakon implantacija najvisa u MPO grupi,
Sto je znacajno (p<0.05) u odnosu na grupe MPD, MPE i MPEO (Tabela 4.3.). U MPD
grupi je znacajno visa (p<0.05) ekspresija ovog gena u istom terminu u odnosu na grupe
MP, MPE 1 MPEO, a u MM i1 MPEO implantima je ekspresija Flt-a I znacajno visa
(»<0.05) u odnosu na implante MPE tipa. Dve nedelje nakon implantacija, ekspresija
ovog gena je u MPE implantima najvisa, §to je znacajno (p<0.05) u poredenju sa
grupama MM, MP i MPO. MP implanti imaju znacajno viSu (p<0.05) ekspresiju Flt-a 1
u odnosu na implante MM, MPD, MPO i1 MPEO tipa (Tabela 4.3.). U MPEO i MPO
implantima, znacajno je viSa ekspresija (p<0.05) ovog gena nego u MM tipu implanata,
a u MM implantima znacajno je visa (p<0.05) u odnosu na implante MPD tipa.

Posle cetiri nedelje od implantacija, u implantima MM, MPD, MPO i MPEO
tipa je ekspresija ovog gena znacajno visa (p<0.05) u odnosu na onu u MPE implantima
(Tabela 4.3.). Osam nedelja od implantacija, u MPO grupi je ekspresija Flt-a I znac¢ajno
visa (<0.05) u odnosu na MM, MP i MPE grupe implante, a u MM i MPEO
implantima u odnosu na MP i MPE tip implanata (Tabela 4.3.). Ekspresija ovog gena je
znacajno visa (p<0.05) u MPD i MPE grupama u odnosu na MP grupu implanata.

Vcam-1 gen

Jednu nedelju posle implantacija, ekspresija Vcam-a I je znacajno visa (p<0.05)
u implantima tipa MPD u poredenju sa implantama tipa MP, MPE, MPO i MPEO
(Tabela 4.3.). U implantima MM i MPO tipa je ekspresija ovog gena znacajno visa
(»<0.05) u odnosu na ekspresiju u MP, MPE i MPEO implantima, $to je prikazano u
tabeli 5. Dve nedelje nakon implantacija, ekspresija Vcam-a 1 je u MPO grupi znacajno
visa (p<0.05) u odnosu na grupu MPE, a u MPD grupi je ekspresija Vcam-a 1 znacajno
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visa (p<0.05) nego u implantima MM, MP i MPE tipa (Tabela 4.3.). U MM i MPEO
implantima je viSa ekspresija Vcam-a I od one u grupama MP i MPE, §to je znacajno
(<0.05). Cetiri nedelje nakon implantacija, u implantima MPD tipa primecuje se
znacajno visa (p<0.05) ekspresija Vcam-a I od one u implantima MP, MPE, MPO i
MPEO tipa, dok u odnosu na MPO implante grupe MM, MP, MPE i MPEO imaju
znacajno visu (p<0.05) ekspresiju Vcam-a I (Tabela 4.3.). U odnosu na sve druge tipove
implanata, MPD grupa ima znacajno viSu (p<0.05) ekspresiju Vcam-a [ posle osam
nedelja od implantacija, a grupa MPO ima znacajno viSu ekspresiju Veam-a 1 (p<0.05)
u odnosu na sve grupe implanata osim MPD grupe (Tabela 4.3.). Implanti tipa MM i
MPEO u istoj tacki posmatranja poseduju znacajno visu (p<0.05) ekspresiju Vcam-a I

od MP i MPE implanata, a MPE grupa implanata u odnosu na implante MP tipa.

Egr-1 gen

Ekspresija Egr-a I je jednu nedelju od implantacija znacajno visa (p<0.05) u
grupi MPD u odnosu na ostale grupe implanata, a u MPO grupi je ekspresija Egr-a 1
znacajno visa (p<0.05) nego u grupama MM, MP i MPE (Tabela 4.3.). Implanti MM i
MPEDO tipa imaju znac¢ajno viSu (p<0.05) ekspresiju ovog gena u odnosu na MP i MPE
implante. Nakon dve nedelje od implantacija, u MPO tipu implanata je znacajno visa
(p<0.05) ekspresija Egr-a 1 u poredenju sa implantima tipa MM, MP i MPE, dok je u
MPD implantima ekspresija ovog gena znacajno visa (p<0.05) nego u implantima MM,
MP, MPE i MPEO tipa (Tabela 4.3.). U implantima MM i1 MPEO tipa je znacajno visa
(p<0.05) ekspresija Egr-a I u odnosu na MP implante. Na Cetiri nedelje od implantacija,
ekspresija Egr-a I je znacajno (p<(0.05) visa u MM i MPO implantima nego u MPE i
MPEO tipu implanata. U istoj tacki posmatranja, zabelezena je znacajno visa (p<0.05)
ekspresija ovog gena u MP, MPD i MPEO implantima nego u MPE tipu implanata
(Tabela 4.3.). Osam nedelja posle implantacija u MPEO grupi je ekspresija Egr-a 1
znacajno visa (p<0.05) u odnosu na implante grupa MM, MP, MPD i MPE, a u
implantima MPO je ekspresija ovog gena znacajno visa (p<0.05) nego u grupama MM,
MP 1 MPE. U istom terminu je znacajno visa (p<0.05) ekspresija Egr-a I u MM 1 MPD
implantima od one u grupama MP i MPE, ali je u MPE grupi ekspresija ovog gena
znacajno visa (p<0.05) nego u MP grupi implanata (Tabela 4.3.).
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Tabela 4.3. Vrednosti Student-ovog t-testa i znacajnost razlika (p<0.05) u relativnoj ekspresiji gena
markera endotelskih ¢elija u ispitivanim grupama implanata MM, MP, MPD, MPE, MPO i MPEO, u

odnosu na objedinjen kalibrator, jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija.

EDELJA
en Iwi” Flt-1 eam-1

M1/MP1L
MM1I/MPD

Veam-1

MMIMPO
|

MMI/MPE

MP1/MPD
1

EDELJA
Fitr-1 I'eam-1 Egr-1 en

044 MMS/MPS

MPA/MPE4

MPA/MPO4

1
MPD4/MPE
©4
MPE4/MPO
]

MPE4/MPE
04

MPO4/MPE
©4

MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip -
MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka osteogenim ¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i

osteogenim ¢elijama; n - nedelja.; sivo polje - znacajna razlika (p<0.05).
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4.2.7.4. Statisticka analiza ekspresije Sppl gena u odnosu na Ccelije iz treceg

pasaza

Jednu nedelju nakon implantacija, u grupi MPD je ekspresija Spp-a I znafajno
viSa (p<(0.05) u odnosu na grupu MM, a u grupama MPO i MPEO <0.05) u odnosu na
grupe MM 1 MPE (Tabela 4.4.). Nakon dve nedelje od implantacija, u MPD i MPE
implantima je ekspresija ovog gena znacajno visa (p<(0.05) u poredenju sa implantima
tipa MM, MP i MPEO, dok je u implantima MPO i MPEO tipa znacajno visa (p<0.05)
ekspresija Spp-a 1 u odnosu na onu u grupama MM 1 MP (Tabela 4.4.).

Tabela 4.4. Vrednosti Student-ovog t-testa i znacajnost razlika (p<0.05) u relativnoj ekspresiji Spp/ gena
u ispitivanim grupama implanata MM, MP, MPD, MPE, MPO i MPEO, u odnosu na ¢elije iz treéeg

pasaza, jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija.

VIII
I NEDELJA 11 NEDELJA IV NEDELJA NEDELJA

Zen Sppl 2en Sppl oen Sppl ren Sppl
MM1/MP1 0.52]  MM2/MP2 0.74f  MM4/MP4 001 MMS/MPS 0.36
MMI1/MPDI 0.01| MM2/MPD2 0.001| MM4/MPD4 0.001] MMS/MPDS 0.02
MM1/MPE1 0.06| MM2/MPE2 0.00002] MM4/MPE4 0.0003] MMS/MPES 0.03
MM1/MO1 0.003] MM2MO2 0.0003] MM4/MO4 0.04 [NMS MPOS 0.001
MMI/MPEOIL 0.002] MM2/MPEQ2 0.02] MM4/MPEO4| 007 h\iMs/MPEOS 027
MP1/MPDI1 O 13 MP2/MPD?2 000] :Mp-l MPD4 001 MPS/MPDS 001
MP1/MPEL 0.63| MP2/MPE2 0.00004 MP4/MPE4 0.04  ©ps/MPES 0.01
MP1/MPO1 0.13]  MP2/MPO2 0,001 MP4/MPO4 061  MPS/MPOS 0.01
MP1/MPEOI 0.11| [MP2/MPEO2 0.02| MP4/MPEO4 081/ MPS/MPEOS 0.09
MPD1/MPE] 0.07| MPD2/MPE2 0.601| MPD4/MPE4 017  MPDS/MPES 0.61
MPD1/MPOI 0.69| MPD2/MPO2 0.44/ MPD4/MPO4 001 MPDSMPOS |-~ 0.00003
MPD1/MPEO MPD2/MPEO MPD4/MPEO MPDS/MPEO -
1 0.83 0.03 H 004 B 0.95
MPEL/MPOL 001 MPE2MPO2 011 MPE4MPO4 0.02 MPESMPOS | 0.00002
MPE1/MPEO MPE2/MPEO MPE4/MPEO _ IMPES/MPEO

1 0,004 P 0.004 H 0.07] s 0.77
MPO1/MPEO MPO2/MPEO MPO4/MPEO MPOS/MPEO

1 0.65| 0.06) U4 086 8 0.01

MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip -
MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka osteogenim ¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i

osteogenim ¢elijama; n - nedelja.; sivo polje - znacajna razlika (p<0.05).

Cetiri nedelje posle implantacija je u MPE grupi znagajno visa ekspresija Spp-a
I od one u implantima grupa MM, MP i MPO, a kao i u implantima tipa MP u odnosu
na implante MM 1 MPD tipa (Tabela 4.4.). U MPD grupi je ekspresija ovog gena
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znacajno visa (p<0.05) nego u grupama MM, MPO i MPEO, a znacajnost postoji
(»<0.05) 1 izmedu grupa MM i MPO pri ¢emu je ekspresija Spp-a 1 visa u MPO nego u
MM implantima. Osam nedelja od implantacija se uocava (Tabela 4.4.) da je u MM
implantima ekspresija Spp-a I znacajno visa (p<0.05) u odnosu na ekspresiju ovog gena
u grupama MPD, MPE i MPO, dok grupe MP, MPE i MPEO imaju znacajno visu
(»<0.05) ekspresiju Spp-a I u odnosu na MPO grupu. U MPD tipu implanata je
ekspresija Spp-a I znacajno visa (p<0.05) u odnosu na MM, MP i MPO implante.

4.2.7.5. Statisticka analiza ekspresije Sppl gena u odnosu na plazmu obogacenu

trombocitima

Jednu nedelju nakon implantacija, ekspresija Spp-a [ je znacajno visa (p<0.05) u
MPE grupi nego u grupama MM, MP i MPD, a u MPO grupi (»<0.05) u odnosu na
grupe MM, MP, MPD 1 MPEO (Tabela 4.5.).
Tabela 4.5. Vrednosti Student-ovog t-testa i znacajnost razlika (p<0.05) u relativnoj ekspresiji Spp! gena

u ispitivanim grupama implanata MM, MP, MPD, MPE, MPO i MPEO, u odnosu na plazmu obogacenu

trombocitima, jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija.

VI
I NEDELJA Il NEDELJA IV NEDELJA [EDELJA

gen Sppl ken Sppl gen Sppl wen Sppl
MMI1/MP1 0.19]  [MM2/MP2 0.27]  MM4/MP4 0002  MMS/MPS 0.03
MM1/MPDI 024 MM2/MPD2 0.08]  MM4/MPD4 0.0002 IMMS/MPDS 0.06
IMM1/MPE] 002 [MM2MPE2 0.21]  MM4/MPE4 0.002|  MMS/MPES 0.09
MMI1/MPOI 0,02 MM2MPO2 0.002] MM4/MPO4 00002  nMS/MPOS 0.002
MMI/MPEO1 092  MM2/MPEO2 0.01] MM4/MPEO4 001  MMS/MPEOS 0.001
MP1/MPDI1 048  [MP2/MPD2 003 MP4/MPD4 041 Mps/MPDS 0.22
MP1/MPEI 0.01 INP2/MPE2 0.04 NP4/MPE4 059 MPS/MPES 0.88
MP1/MPOIL 002 MP2MPO2 0.002] MP4/MPO4 007 MPS/MPOS 013
MP1/MPEOIL 0.16] MP2/MPEO2 001  MP4/MPEO4 043  MPS/MPEOS 0.002
MPD1/MPEL 0001| [MPDMPE2 0.75|  MPD4/MPE4 0.73  MPDS/MPES 0.36
MPD1/MPOI 0.001| [MPD2/MPO2 0.06] MPD4/MPO4 0.0l MPDS$/MPOS 0.01
MPD1/MPEO MPD2/MPEO MPD4/MPEO MPDS/MPEO

| 0.11 R 0.28 ] 00002 =8 0.002
MPE/MPOIL 054  MPE2MPO2 004  MPE4MPO4 0.02] MPES/MPOS 0.35
MPEI/MPEO MPE2/MPEO MPE4/MPEO MPES/ MPEO

1 0le6el p 018 4 023 B8 0.01
MPO1/MPEO MPO2/MPEO MPO4MPEO MPOS/MPEO

1 0.0002 2 0.36) 4 046 8 0.02

MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip -
MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka osteogenim ¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i

osteogenim ¢elijama; n - nedelja.; sivo polje - znacajna razlika (p<0.05).
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Dve nedelje nakon implantacija, MPO tip implanata ima znac¢ajno visu (p<0.05)
ekspresiju Spp-a I u odnosu na implante tipa MM, MP i MPE, a u MPEO implantima je
ekspresija ovog gena znacajno visa (p<0.05) nego u implantima MM 1 MP tipa (Tabela
4.5.).

Cetiri nedelje posle implantacija, MPO implanti imaju znaéajno visu (p<0.05)
ekspresiju Spp-a I od implanata tipa MM, MPD i MPE, implanti MPEO tipa od
implanata tipa MM i1 MPD, a implanti MP, MPD i MPE tipa od MM implanata (Tabela
4.5.). Osam nedelja posle implantacija, ekspresija Spp-a [ je najviSa u MPEO
implantima, §to je znacajno (p<0.05) u odnosu na ostale tipove implanata. U MPO
implantima je ekspresija Spp-I znacajno visa (p<0.05) u odnosu na ostale tipove
implante, izuzev MPEO tipa. MP implanti imaju znacajno visu (p<0.05) ekspresiju Spp-
a / od MM implanata (Tabela 4.5.).

4.2.7.6. Statisticka analiza ekspresije Sppl gena u odnosu na objedinjen

kalibrator

Posle jedne nedelje od implantacija, ekspresija Spp-a I je znafajno visa
(»<0.05) u grupi MPD u poredenju sa grupama MM, MP, MPE i MPEO, a u grupi MPE
u odnosu na MM i1 MP grupe implanata (Tabela 4.6.). Jednu nedelju nakon implantacija,
u grupama MPO i MPEO je znacajno visa (p<0.05) ekspresija Spp-a 1 od one u MP
implantima. Implanti MPE grupe imaju najvisu ekspresiju Spp-a I dve nedelje posle
implantacija §to je znacajno (p<0.05) u poredenju sa svim ostalim eksperimentalnim
grupama (Tabela 4.6.). MPEO implanti imaju znacajno visu (p<0.05) ekspresiju ovog
gena u odnosu na MM i MPD implante, MPD implanti u odnosu na MM, MP i MPO
implante, a MPO grupa u odnosu na MM i MP grupe implanata. Cetiri nedelje nakon
implantacija, u MPD tipu implanata je znacajno visa (p<0.05) ekspresija Spp-a 1 nego u
svim drugim implantima, a u MPE implantima je ekspresija ovog gena znacajno visa
(<0.05) nego u drugim grupama izuzev grupe MPD (Tabela 4.6.). Osam nedelja posle
implantacija, u implantima MPD i MPE tipa je ekspresija Spp-a [ znacajno visa

(p<0.05) od one u implantima tipa MM, MP 1 MPO (Tabela 4.6.).
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Tabela 4.6. Vrednosti Student-ovog t-testa i znacajnost razlika (p<0.05) u relativnoj ekspresiji Sppl gena
u ispitivanim grupama implanata MM, MP, MPD, MPE, MPO i MPEO, u odnosu na objedinjen

kalibrator, jednu, dve, Cetiri i osam nedelja nakon implantacija.

|

IM2/MP2

IMM2/MPD2
IMM2/MPE2
IMM2/MPO2

IMM4/MP4
IMM4/MPD4

MM4/MPE4
IMM4/MPO4

I NEDELJA — [V NEDELJA VIl NEDELJA
i 2en gen Sppl zen Sppl

MMS/MPS

MMS/MPDS

MMS/MPES
MMS/MPOS

; ‘ _ -"‘WMPEO’ MM4MPEOA iianipboe
, ‘

MP1/MPDI1 01/ = MP4/MPDA4

beiaeer RO [ irEL MP4/MPE4

MP1/MPE1 | 01| |\ 1p2 Mpo2 ‘ MPS/MPES

MPLMPOL -m MPAMPO4 MPS/MPOS 091
MP2/MPEO? |

MP1/MPEO1 MPD/MPE2 MPS/MPEOS 0.06]

. 7 MPDS/MPES 0.30

MPDI/MPE1 binines | |

MPDI/MPOL MPD2/MPEO NPDIMPEG | IMPDS/MPOS
2]
3 H . MPDS/MPEOS 0.53
MPE2/MPO?2 | MPE4/MPO4_| MPES/MPOS

MEEL/MEOL MPE2/MPEO MPE4 MPEO ||

IPEL/MPEOL 2 | 4 : IPES/MPEOS 0.59
MPO2/MPEO MPO4/MPEO

{POI/MPEO1 b 4 {POS/MPEOS 0.14

MM tip - MMK; MP tip - MMK/PRP; MPD tip - MMK/PRP/neindukovane ADSC; MPE tip -
MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim ¢elijama; MPO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro
indukovane ka osteogenim ¢elijama; MPEO tip - MMK/PRP/ADSC in vitro indukovane ka endotelskim i

osteogenim ¢elijama; n - nedelja.; sivo polje - znacajna razlika (p<0.05).
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5. DISKUSIJA

Razvoj vaskularne mrezZe je preduslov za osteogeni proces (Carano i Filvaroff,
2003). Osteoblasti proizvode osteoid, diferenciraju se u osteocite i izgraduju zdravu kost
jedino kada je vaskularna mreza normalno razvijena (Zhou i Dong, 2012). Kost je
izvanredno vaskularizovan organ visokog kapaciteta regeneracije (Jin i sar., 2015),
zbog cega se velina fraktura moZze spontano zaleciti (Stevens, 2008). Hirurske
intervencije su neophodne kada postoje kostani defekti kriticne veli¢ine (Stevens, 2008).
Ovi defekti ili imaju takvu veli¢inu koja spre¢ava zaleCenje putem spontane
regeneracije ili u njima postoji patoloski proces koji sprecava regeneraciju (4/lo i sar.,
2012). Vaskularizovana autologna kost je “zlatni standard” za zaleCenje ovakvih
defekata, jer sadrzi osteogene celije, osteoinduktivne i osteokonduktivne faktore i
adekvatno je snabdevena krvlju, Sto zajedno podrzava vijabilnost grafta (Schroeder i
Mosheiff, 2011). Budu¢i da je uzimanje autologne kosti obi¢no povezano sa
zdravstvenim rizicima za pacijenta, a izvor tkiva ogranien, jedna od mogucih
alternativa je upotreba obradenih kostanih alografta (Bishop i Pelzer, 2007). Odsustvo
vaskularne mreze ograniCava vijabilnost implantiranog alografta, a uz to alograftima
nedostaju osteogene Celije 1 osteoinduktivni faktori rasta (Cornejo i sar., 2012).
Problemi sa autograftima i alograftima su doveli do toga da istrazivaci potraZe reSenje
za regeneraciju kostiju u oblasti tkivnog inzenjerstva. UspeSnost metode primenjene u
oblasti tkivnog inZenjerstva kosti procenjuje se na osnovu stepena infiltracije krvnih
sudova u tkivne skafolde (Patel i sar., 2008).

Visoko vaskularizovana struktura kostiju omogucava da se zadovolji jaka
potreba za nutrijentima, transferom jona i otpadnih produkata i da se odrzi normalan
rast, razvoj i remodeliranje kosti (Rao i Stegemann, 2013). Medutim, difuzija kiseonika
je ogranic¢ena na oko 150 um udaljenosti od kapilara u aktivnim tkivima, $to predstavlja
veliki problem u tkivnom inZenjerstvu kosti (Sun i sar., 2007, Yu i sar., 2009; Jin i sar.,
2015). Ukoliko je vaskularizacija nedovoljna, osteoblasti lokalizovani u centru
inzenjerisanih implanata podlezu nekrozi, pa dolazi do stvaranja nekroti¢nih jezgara (Yu
i sar., 2009).

Problem neadekvatne vaskularizacije u tkivhom inzenjerstvu kosti reSavan je

pomocu viSe razli¢itth pristupa, ukljucujuéi menjanje arhitekture i medusobne
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povezanosti pora biomaterijala nosaca Celija (Druecke i sar., 2004), kokultivaciju ¢elija
(Wang i sar., 1997; Buschmann i sar., 2011; Gueven i sar., 2011), mehanic¢ku
stimulaciju (Azuma i sar., 2000, Von Offenberg Sweeney i sar., 2005), dodavanje jednog
(Anderson i sar., 2011) ili visSe razliCitih faktora rasta istovremeno u implante (Patel i
sar., 2008, Kanczler i sar., 2010; Sun i sar., 2011) i prevaskularizaciju tkiva ili
implanata intaktnim mikrokrvnim sudovima ili kultivisanim vaskularnim ¢elijama
(Traktuev i sar., 2009). Radene su i implantacije u visoko vaskularizovana podrucja ili
zasejavanja implanata celijama koje sekretuju hemoatraktante za privlacenje celija
domacina i krvnih sudova manjeg dijametra (Soker i sar., 2000), inkorporacija
mikrovaskularnih fragmenata adipoznog tkiva (Laschke i sar., 2012), stvaranje
pokretljivih delova tkiva (flap, engl.) delimi¢no povezanih sa telom (Warnke i sar.,
2010) kao 1 arterio-venskih vaskularnih ¢vorova (Yang i sar., 2013). Primenjivani su
skafoldi od nano i mikro vlakana (Tuzlakoglu i sar., 2005) ili je radena mikrofabrikacija
skafolda (Song i sar., 2015). Novije strategije u tkivhom inzenjerstvu kosti svakako
ukljucuju interakcije izmedu skafolda, bioloSkih signalnih molekula 1 ¢elija. Ove
interakcije mogu se posti¢i oponasanjem nativnih tkiva koja su sacinjena iz bioloske
trijade — vancelijskog matriksa, signalnih molekula i ¢elija (Partap i sar., 2010;
Najdanovié i sar., 2016).

U cilju prevazilazenja problema neadekvatnog razvoja krvnih sudova i
poslediéne nemoguénosti regeneracije koStanog tkiva, u naSim istrazivanjima je
ispitivan uticaj ADSC belog masnog tkiva miSa, indukovanih in vitro ka endotelskim i
osteogenim c¢elijama, na vaskularizovanost ektopi¢nih osteogenih implanata. Polazna
pretpostavka bila je da su endotelske celije, bilo same ili implantirane u kombinaciji sa
osteogeno indukovanim ¢elijama, izuzetno znaCajan faktor koji utie na
vaskularizovanost subkutanih implanata, koja je uslov za pocetak rane faze osteogeneze.
Istrazivanje je radeno na modelu ektopicne osteogeneze, jer se na taj nacin mogu
iskljuciti uticaji faktora iz same kosti i proceniti, nezavisno od kosti, uticaj ispitavanih
faktora na stepen angiogenog i osteogenog procesa in vivo (Scherberich i sar., 2010).

Konstrukcija prevaskularizovanih skafolda, koji sadrze endotelske ¢elije, moze
potencijalno da olakSa anastomoziranje bioinzenjerisanih vaskularnih struktura sa onima
iz tkiva oko implanata (Levenberg i sar., 2005). U in vitro uslovima, endotelske ¢elije

mogu obrazovati vaskularne strukture (Najdanovic¢ i sar., 2015), a nakon implantacije
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mogu anastomozirati sa krvnim sudovima domacina (Rouwkema i sar., 2006;
Verseijden i sar., 2010). Prisustvo funkcionalnih endotelskih celija poboljSava
otvorenost sintetickih vaskularnih graftova (Meinhart i sar., 2001), ali je ovakve
graftove tesko pripremiti, jer su autologni izvori endotelskih ¢elija ograniceni (Seifalian
i sar., 2002) 1 zato §to zrele endotelske ¢elije imaju ogranic¢enu proliferativnu mo¢ (Kim
i Von Recum 2008). Usled toga su razvijene alternativne metode za dobijanje
endotelskih ¢elija, koje podrazumevaju indukceiju diferencijacije MSC ka endotelskim.
BMSC su cCesto primenjivane u tkivhom inZenjerstvu kosti, a dobijeni rezultati
su bili obecavajuéi (Quarto i sar., 2001; Arinzeh i sar., 2003; Oswald i sar., 2004).
Pokazano je da sui ADSC i BMSC, prethodno in vitro diferencirane u endotelske ¢elije,
potpomogle neovaskularizaciju na modelu ishemije zadnjih nogu (Planat-Benard i sar.,
2004; Sumi i sar., 2007). Medutim, masno tkivo je mnogo obilniji izvor mati¢nih Celija
od kostne srzi, jer ima 100 do 1000 puta veci prinos ovih ¢elija (De Ugarte i sar., 2003;
Fraser, 2002). Uz to, masno tkivo moze biti dobijeno minimalno invanzivnim hirur§kim
tehnikama (Hong i sar., 2010; Merfeld-Clauss i sar., 2010), a nizak morbiditet tokom
procedure uzimanja masnog tkiva (Sandor i Suuromen, 2008), &ini ovo tkivo

optimalnijim izvorom mezenhimskih mati¢nih éelija u poredenju sa kostnom srzi.

5.1. In vitro ispitivanja mezenhimskih mati¢nih Celija stromalne vaskularne

frakcije masnog tkiva

5.1.1. In vitro ekspanzija mezenhimskih mati¢nih ¢elija stromalne vaskularne

frakcije

U naSem istrazivanju, vretenaste, sitne 1 uglavnom pojedinacne Celije iz SVF su
adherirale za plastiku nakon 24 sata od zasejavanja, $to je jedno od svojstava MSC
(Dominici i sar., 2006). Rezultati imunocitohemijske analize pokazuju da vise od
polovine adheriranih ¢elija eksprimira CD29 1 CD44, pozitivne markere za ADSC (Sung
i sar., 2008; Taha i Hedayati 2010). Ove ¢elije su negativne na CD14, marker Celija
monocito-makrofagne linije (Zuk i sar., 2002; Planat-Benard i sar., 2004, Dominici i
sar., 2006). Neke ¢Celije eksprimiraju i markere endotelskih ¢elija, VEGFR-2 i VCAM-

1, Sto se moglo ocekivati, jer se brojne populacije ¢elija nalaze u sveze izolovanoj SVF
131



(Yoshimura i sar., 2006, Tsuji i sar., 2014), kao 1 medu ADSC tokom ranih pasaza
(Konno i sar., 2010) ukljucujué¢i i mikrovaskularne endotelske c¢elije. U nasem
istrazivanju je pokazano, analizom ekspresije gena markera endotelske diferencijacije,
da je ekspresija Vwf-a 1 Vcam-a 1 visa u ¢elijama SVF nego u ¢elijama kultivisanim 24
sata nakon treeg pasaza, Celijama koje su ekspandirane dvanaest dana nakon treceg
pasaza bez dodataka induktivnih medijuma i PRP. Uz to, ekspresija gena markera
endotelskih ¢elija u indukovanim ¢elijama je negativno regulisana u odnosu na sveze
izolovane celije SVF, u svim tackama posmatranja. Ovakav rezultat potvrduje
vaskulogeni potencijal ¢elija sadrzanih u SVF. Ekspresija gena za osteopontin, Spp-a 1,
viSa je u celijama ekspandiranim dvanaest dana nakon treeg pasaza bez dodataka
induktivnih medijuma, nego u ¢elijama SVF 1 Celijama kultivisanim 24 sata nakon
treceg pasaza, Sto je u skladu sa podacima da ekspresija osteopontina u neindukovanim
ADSC raste u kasnijim fazama kultivacije ovih ¢elija (Man i sar., 2012).

Kako bi kulture bile prec¢is¢ene od vaskularnih i drugih diferentovanih ¢elija, a u
cilju odrzavanja homogene populacije MSC u kulturi (Tsuji i sar., 2014), u ovoj
disertaciji su radeni pasazi Celija. Intenzivna proliferacija Celija nalik na fibroblaste,
koje su se izduzivale i udruzivale u snopove, zapazena je pre prvog pasaza (Slike 4.1. i
4.2.). Taléns-Visconti i saradnici (2006) su pokazali da ADSC li¢e na fibroblaste tokom
in vitro kultivacije, a pre dodavanja faktora za diferencijaciju ka odredenoj celijskoj
liniji.

Nakon preliminarnih istrazivanja u kojima su posle prvog, treceg i petog pasaza
radene endotelska i osteogena diferencijacija, za diferencijaciju su odabrane tri puta
pasazirane celije, Sto je u skladu sa najve¢im brojem do sada objavljenih sli¢nih
istrazivanja (Taha i Hedayati, 2010; Man i sar., 2012; Culmes i sar., 2013). ADSC se
umnozavaju kroz pasaze pri ¢emu njihova multipotentnost biva oCuvana (Nakagami i
sar., 2010). Imunofenotip ADSC se menja tokom adherencije ¢elija u kulturi i1 kroz
pasaze, pri ¢emu je ekspresija markera MSC inicijalno niska u SVF, a raste sa svakim
narednim pasazom (Mitchell i sar., 2006). U naSem istrazivanju, endotelskoj i
osteogenoj diferencijaciji podvrgli smo ADSC koje su jedan dan nakon treeg pasaza
eksprimirale CD29 i CD44 i bile negativne na CD14. Prema podacima iz literature,
ekspresija CD29 raste u pasaziranim c¢elijama u poredenju sa Celijama iz sveze

izolovane SVF (Traktuev i sar., 2006), a ADSC se smatraju CD14 negativnim (Cai i
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sar., 2012). Na taj nacin, potvrdili smo da su ¢elije koje smo koristili za endotelsku 1
osteogenu diferencijaciju poreklom iz masnog tkiva, kao i da te ¢elije nisu cirkuliSuci
endotelski progenitori (Fernandez Pujol i sar., 2000), koji imaju monocitno-
makrofagno poreklo, pa ekspremiraju CD14 (Planat-Benard i sar., 2004). Posle 24 sata
od tre¢eg pasaza, ekspresija VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 u ADSC je smanjena u odnosu na
¢elije iz sveze izolovane SVF, §to bi znacilo da je tokom subkultivacije doslo do
eliminacije mikrovaskularnih endotelskih ¢elija. Endotelska komponenta SVF se gubi
brzo tokom kultivacije (Planat-Benard i sar., 2004; Nakagami i sar., 2006), ali ADSC
mogu biti podvrgnute endotelskoj diferencijaciji  kultivacijom u specificnom
induktivnhom medijumu (Planat-Benard i sar., 2004; Cao i sar., 2005; Najdanovié¢ i

sar., 2015; Najdanovié i sar., 2016).

5.1.2. In vitro endotelska diferencijacija mezenhimskih mati¢nih ¢elija stromalne

vaskularne frakcije

Za indukciju endotelske diferencijacije u nasem istraZivanju je koriS¢en kit za
endotelsku diferencijaciju koji sadrzi nekoliko faktora rasta, pri ¢emu su VEGF 1 EGF u
viSim koncentracijama od ostalih. Poznato je da je EGF mo¢ni mitogeni polipeptid koji
ubrzava angiogenezu in vitro 1 in vivo (Wakui, 1992), dok je VEGF klju¢ni faktor rasta
tokom embrionalnog razvoja i diferencijacije vaskularnog sistema (Carmeliet i sar.,
1996, Ferrara i sar., 1996). Endotelske ¢elije nastaju iz istih prekursora kao i Celije
hematopoetske linije, a VEGF je “prekidac” koji kontrolise diferencijaciju prekursora u
jednu od ovih linija. Specifi¢ni receptori VEGF-a su VEGFR-1/Fit-1 1 VEGFR-2/Kdr
(Yang i sar., 2012). 1z tog razloga, ispitivali smo njihovu gensku (F/t-1), odnosno
imunoekspresiju (VEGFR-2) u ADSC indukovanim ka endotelskim ¢elijama.

In vitro endotelska diferencijacija ADSC je procenjivana u odnosu na kulture
koje su rasle u standardnom medijumu za ¢elijske kulture, DMEM-u (neindukovane
ADSC). Neindukovane ADSC su takode koriS¢ene i1 za konstrukciju implanata. Tri dana
nakon treéeg pasaza, ove neindukovane CD29'/CD44'/CD14" ADSC su ili
fibroblastolike i usnopljene ili su nalik na epitelne Celije (Slika 4.8.a). Fibroblastolik
izgled 1 nasumican raspored su neindukovane ADSC zadrzale zaklju¢no sa petnaestim

danom nakon tre¢eg pasaza (Slika 4.9.c). Morfologija nalik na glatke miSi¢ne Celije
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tipicna je za ADSC koje rastu u medijumu kome nisu dodati induktivni faktori za
diferencijaciju ka odredenoj ¢elijskoj liniji (Fischer i sar., 2009). Neindukovane ¢éelije
imaju slabu imunoekspresiju VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 (Slike 4.10., 4.11. 1 4.12.), u
svakoj tacki posmatranja (sedam, dvanaest, petnaest dana od tre¢eg pasaza), Sto je u
skladu sa istrazivanjem Culmes-a i saradnika (2013) koji su pokazali da ADSC nakon
tre¢eg pasaza ne eksprimiraju VCAM-1.

ADSC koje su u okviru istrazivanja ove disertacije podvrgnute endotelskoj
diferencijaciji su nakon sedam dana od indukcije diferencijacije organizovane u
grupacije tako da, pomocu svojih dugih nastavaka, anastomoziraju sa ¢elijama iz
susednih grupacija. Ove ¢elije rastu u jednom sloju, imaju cobblestone morfologiju,
svojstvenu endotelskim celijama (Wu i sar 2003; Boscolo i sar., 2011) 1 blagu
imunoekspresiju VEGFR-a 2 1 VCAM-a 1. VEGFR-2 je rani marker angiogeneze
(Hoeben i sar., 2004), a VCAM-1 protein ¢ija je ekspresija karakteristicna za endotelske
¢elije (Culmes i sar., 2013). Nakon dvanaest dana od in vitro indukcije endotelske
diferencijacije, povezane Celije iz susednih grupacija formiraju mrezu ¢ija se ,,okca”
jasno uocavaju i podsecaju na lumen krvnih sudova, $to kulturama ADSC daje izgled
razgranate kapilarne mreze. Prema literaturnim podacima, endotelske celije tokom
kultivacije u prisustvu specifi¢nih faktora rasta, poput VEGF-a, obrazuju mreze krvnih
sudova koje lice na mikrokapilare koji formiraju lumen (Folkman i Haudenschild,
1980). Imunoekspresija VEGFR-a 2 1 VCAM-a 1 u nasim kulturama je nakon dvanaest
dana od endotelske indukcije jako izrazena, a petnaestog dana od indukcije endotelske
diferencijacije, imunoekspresija VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 je smanjena u odnosu na 12.
dan od indukcije endotelske diferencijacije.

Ekspresija gena markera endotelskih c¢elija je najvisa nakon sedmog ili
dvanaestog dana od indukcije endotelske diferencijacije. Treéeg dana endotelske
diferencijacije, ekspresija svih gena, osim Jwf-a, je pozitivno regulisana. Ekspresija
gena Vwf, Cija se pozitivna regulacija dovodi u vezu sa in vitro endotelskom
diferencijacijom (Baer, 2011), u naSem eksperimentu je pozitivno regulisana sedmog
dana od indukcije endotelske diferencijacije, kada je ujedno zabelezena i1 najviSa
ekspresija ovog gena. Konno i saradnici (2010) su pokazali da, sedam dana nakon in
vitro indukcije endotelske diferencijacije, ADSC pocinju da eksprimiraju Vwf, Cija

ekspresija deset dana od pocetka indukcije dostiZe svoj priblizno najvisi nivo. Moglo bi

134



se zakljuciti da je sedmi dan od klju¢ne vaznosti za ekspresiju Vwf-a tokom in vitro
endotelske diferencijacije. Interesantno je da in vitro indukcija angiogeneze preko
VEGFR2-zavisnog puta moZe biti postignuta inhibicijom Vwf-a, kao 1 da je povezana sa
pojacanim oslobadanjem angiopoetina 2 (Starke i sar, 2011). Prema podacima iz
literature, porast ekspresije Vwf-a utice na stabilizaciju endotelskih ¢éelija u kasnijim
stadijumima razvoja mreze krvnih sudova, u smislu da smanjuje proliferaciju ovih ¢éelija
(Pedersen i sar., 2012).

Gen Egr-1 kodira sintezu transkripcionog faktora Egr-a 1 koji pozitivno reguliSe
ekspresiju Flt-a 1 (Gashler i Sukhatme, 1995) 1 Vcam-a I (Fu i sar., 2003). Ekspresija
Egr-a I u endotelskim celijama moze biti indukovana razli¢itim proangiogenim
faktorima, ukljuujuéi FGF-2 1 EGF (Tsai i sar., 2000), §to je u nasem istraZivanju
uradeno kori$¢enjem induktivnog medijuma. Aktiviran Egr-/ znafajno doprinosi
angiopoetinom-1 (Ang-1) indukovanoj migraciji i proliferaciji endotelskih celija i
formiranju struktura koje podsec¢aju na kapilare (4bdel-Malak i sar., 2009).

Nasi rezultati dobijeni analizom ekspresije gena i proteina markera endotelskih
¢elija bili su kriterijum za odabiranje ADSC nakon dvanaest dana od indukcije
endotelske diferencijacije za konstrukciju implanata.

Pouzdanost nasih rezultata ekspresije ispitivanih gena pokazali su rezultati
elektroforeze na gelu prema kojima su svi produkti qRT-PCR reakcije specificni i
dobrog su kvaliteta (Slika 4.63.). Ustanovljena podudarnost duzine razdvojenih
fragmenata na gelu u potpunosti se poklapa sa duzinom produkata navedenom u
specifikaciji proizvodaca, Sto je uslov za ukljucivanje analiziranih produkata u analizu

relativne ekspresije gena.

5.1.3. In vitro osteogena diferencijacija mezenhimskih mati¢nih ¢elija stromalne

vaskularne frakcije

In vitro osteogena diferencijacija CD29'/CD44"/CD14" ADSC indukovana je
pomocu deksametazona, B-glicerol fosfata i vitamina C. Deksametazon, primenjen u in
vitro uslovima u niskoj dozi (10 M), ima pozitivan efekat na proliferaciju MSC i
ujedno pojacava njihov osteogeni potencijal (Xiao i sar., 2010). B-glicerofosfat

potpomaze formiranje minerala tako Sto Celije koStanog tkiva dovode do njegove
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hidrolize, nakon koje se oslobadaju joni fosfata (Chung i sar., 1992). Vitamin C je
vazan kofaktor u sintezi kolagena (Choi i sar., 2008). Uz sintezu kolagena, vitamin C
utice 1 na povecanu ekspresiju markera osteoblasta i mineralizaciju (Jaiswal i sar.,
1997).

Ispitivani geni markeri osteoblasta su pozitivno regulisani u odnosu na ¢elije
ubacene u RNAlater nakon treéeg pasaza, u svim tackama posmatranja. Nivo ekspresije
ovih gena postepeno raste od prve ka poslednjoj tacki u kojoj je ekspresija analizirana,
pa je najviSa vrednost ekspresije svih analiziranih gena petnaestog dana od in vitro
indukcije osteogene diferencijacije. Geni Collal i Alpl su rani (Aubin, 2001), Bglap
kasni marker in vitro osteogene diferencijacije (Hoemann i sar., 2009, Hyun i sar.,
2011), a Sp7 kodira sintezu transkripcionog faktora osteriksa, koji reguliSe ekspresiju
Bglap-a i Collal (Nakashima, 2002; Koga i sar., 2005). U ovoj disertaciji, Bglap i
Collal imaju isti obrazac ekspresije kao 1 Sp7 (Grafikon 4.4.), §to je u saglasnosti sa
studijom Nakashima-e 1 njegovog tima (2002). Ovaj tim je pokazao da, kod nokaut
(knock-out ili null-mice, engl.) miSeva sa inaktiviranim Sp7 genom, MSC ne deponuju
koStani matriks tokom endohondralnog okoStavanja, niti se celije periosta i
kondenzovanog mezenhima tokom unutarmembranskog okosStavanja diferenciraju u
osteoblaste.

U naSem istrazivanju su prve morfoloske razlike izmedu ADSC indukovanih ka
osteogenim Celijama 1 neindukovanih ADSC uocene sedam dana nakon tre¢eg pasaza,
kada su u medijumu za osteogenu diferencijaciju zapazene prve celije koje li¢e na
osteoblaste, pozitivne na marker osteoblasta osteokalcin. Imunoekspresija osteokalcina
u kulturama koje su sedam dana rasle u DMEM-u je manja nego u indukovanim
éelijama. Celije koje li¢e na osteoblaste su dvanaestog dana od indukcije diferencijacije
u jednom sloju prekrile dno flaska u vidu struktura ¢ija je organizacija podsecala na
organizaciju osteona, a imunoekspresija osteokalcina je bila priblizno jednaka u ovim i
neindukovanim c¢elijama. Petnaest dana nakon tre¢eg pasaza ADSC indukovane ka
osteogenim Celijama su, za razliku od neindukovanih C¢elija, jako pozitivne na
osteokalcin. Osteokalcin je jedan od nekoliko proteina specificnih za osteoblaste (Lian i
sar., 1989) i nakon kolagena I najprisutniji protein u kostima (Lian i Stein, 2003). Ima
vaznu ulogu u diferencijaciji progenitora osteoblasta i pozitivno je regulisan tokom

sinteze koStanog matriksa 1 mineralizacije (Ryoo i sar., 1997). Za razliku od
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osteokalcina, kolagen I nije specifi¢an za kost (Kirkham i Cartmell, 2007), ali je vazna
komponenta koStanog matriksa (Leong i sar., 2008) i ima ulogu u diferencijaciji,
proliferaciji 1 adheziji ¢elija osteoblastnog fenotipa (Taubenberger i sar., 2010).

Na osnovu in vitro analize ekspresije gena markera osteogeneze i
imunoekspresije osteokalcina, za implantacije su odabrane ADSC uzete petnaestog dana

nakon indukcije osteogene diferencijacije.

5.2. Subkutani implanti kao proizvod tkivnog inZenjerstva kosti

Neindukovane ADSC in vitro kultivisane zaklju¢no sa 12. danom od treéeg
pasaza, ADSC uzete 12. dana od in vitro indukcije endotelske diferencijacije i ADSC
uzete 15. dana od in vitro indukcije osteogene diferencijacije, koriS¢ene su za
inZenjerisanje subkutanih implanata u ovoj disertaciji. Implanti su inZenjerisani uz
postovanje principa bioloske trijade, gde je MMK sluzio kao skafold i nosa¢, PRP kao
izvor regulatornih signala, a ADSC kao izvor c¢celija za in vitro ekspanziju i
diferencijaciju ka endotelskim i osteogenim c¢elijama. Ovi implanti su poredeni na
osnovu ekspresije proteina i gena, histoloSke slike 1 histomorfometrijskih parametara.
kako bi se videlo kako i do kog stepena biolosko oboga¢ivanje MMK moze uticati na

osteogeni proces i njegov kljuéni preduslov, vaskularizaciju (Najdanovié i sar., 2016).

5.2.1. Vaskularizovanost inzenjerisanih subkutanih implanata na modelu miseva

Tokom procesa zaleCenja rana, faza inflamacije bi trebalo da bude zavrSena do
druge nedelje, a ocekuje se da reparacija kostiju bude zavrSena do osme nedelje
(Shapiro, 2008), pa su u nasem istrazivanju ti termini odabrani za histolosku,
imunohistohemijsku i histomorfometrijsku analizu implanata kao proizvoda tkivnog
inzenjerstva kosti. U implantima sa¢injenim samo od MMK, koji su sluzili kao kontrola,
procenat vaskularizacije nakon dve nedelje od implantacije je bio 75%, §to je znacajno
viSe (p<0,05) nego u ostalim tipovima implanata. Nakon osam nedelja od implantacije,
procenat vaskularizacije u MM implantima je manji (44%), a imunoekspresija VEGFR-
a 2, kao i VCAM-a 1 je slabija nego dve nedelje nakon implantacije. VCAM-1 je
inducibilni endotelski ¢elijski adhezioni molekul koji ima ulogu u regrutovanju
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leukocita na mestu inflamacije (Fries i sar., 1993). Naime, VCAM-1 je eksprimiran u
¢elijama zida krvnih sudova nakon stimulacije citokinima, kada se vezuje za svoj
receptor na leukocitima VLA-4 (Michiels, 2003). Prema tome, imunoekspresija VCAM-
a 1 u MM implantima se moze dovesti u vezu sa procesom inflamacije koji prethodi
aktivacionoj fazi angiogeneze (Zivkovi¢ i sar., 2015). Poznato je da VCAM-1 i njegov
receptor VLA-4 nisu eksprimirani na ¢elijama mirnih krvnih sudova S§to bi moglo
znaciti da, kada se jednom zavrsi formiranje krvnog suda, ovi molekuli bivaju negativno
regulisani i nisu neophodni za normalno funkcionisanje krvnih sudova u fazi mirovanja
(Garmy-Susini i sar., 2005). VCAM-1 je eksprimiran i u stromalnim c¢elijama i
interaguje sa odgovaraju¢im ligandom na prekursorima osteoklasta, Sto je od klju¢ne
vaznosti tokom ranih stadijuma formiranja osteoklasta (Feuerbach and Feyen, 1997).
Posto su krupne, viSejedarne celije koje li¢e na osteoklaste uoc¢ene u MM implantima,
imunoekspresija VCAM-a 1 je verovatno i u vezi za procesom osteoklastogeneze koji je
prethodio formiranju ovakvih ¢elija u implantima.

U skladu sa ekspresijom VCAM-a 1 je ekspresija gena za ovaj protein, Vcam-a
I, u cijem obrascu ekspresije nisu uoCene znacajne razlike izmedu Ccetiri tacke
posmatranja, u odnosu na ma koji kalibrator. U odnosu na ADSC kultivisane jedan dan
nakon treéeg pasaza, ekspresija gena za Vwf u MM implantima je na priblizno istom
nivou jednu, dve i Cetiri nedelje posle implantacije. Porast ekspresije V'wf-a zabelezen je
osam nedelja nakon implantacije. Ekspresija Fl/¢-a I u odnosu na isti kalibrator raste od
jedne do osam nedelja nakon implantacije, a sli¢an trend ekspresije ovog gena postoji 1
u odnosu na objedinjeni kalibrator. Gen za transkripcioni faktor Egr-/ ima najnizu
ekspresiju u ovoj i MPD grupi u odnosu na kalibrator PRP. Generalno, obrazac
ekspresije gena markera endotelskih celija je u grupi MM bio “ravan”, bez velikih
skokova izmedu tacaka posmatranja, ali su MM implanti imali inicijalno viSu ekspresiju
ovih gena od implanata vecine grupa, u odnosu na PRP kao kalibrator. Ovakav obrazac
ekspresije gena u MM implantima moze biti u vezi sa svojstvom osteokonduktivnih
biomaterijala da daju mehanic¢ku podrsku za urastanje krvnih sudova domacina (Oryan,
2014).

Kako je jedna od polaznih ideja ove disertacije bila simulacija prirodne
reparacije koStanog tkiva, PRP je koriS¢ena kao komponenta implanata, jer sadrzi

visoko koncentrovane trombocite, koji imaju krunsku ulogu u procesu zaleCenja rana
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(Nurden i sar., 2008). Nakon povrede kostiju, dolazi do naruSavanja strukture kostanog
tkiva, oStecivanja periosta i okolnih mekih tkiva kao i prekida krvnih sudova (Geris i
sar., 2008). ZaleCenje fraktura kostiju je kompleksan mehanizam regeneracije koji
ukljucuje neposredan odgovor na povredu u vidu formiranja hematoma i inflamacije
(Wang i sar., 2013), unutarmembransko i endohondralno okoStavanje i remodeliranje
kostiju (Probst i Spiegel, 1997). Stvaranje hematoma je zastita od daljeg krvarenja
(Wang i sar., 2013) 1 potpomaze zaleCivanje fraktura (Mizuno i sar., 1990, Grundnes i
Reikeraas, 1993), dok inflamatorni odgovor obezbeduje inicijalnu stabilizaciju izmedu
krajeva kosti na mestu preloma, §to inicira aktivaciju kaskadnog signalnog puta
ukljucenog u zalecenje fraktura (Wang i sar., 2013).

U implantima koji su sacinjeni nanoSenjem PRP na MMK, vaskularizovanost je
nakon dve nedelje od implantacije ostvarena uglavnom zahvaljuju¢i krvnim sudovima
prisutnim uz granule MMK. Procenat vaskularizacije u MP implantima je manji nego u
svim ostalim grupama implanata (22%), a VEGFR-2 i VCAM-1 pozitivne Celije izmedu
granula. MMK 1 u zidu krvnih sudova su malobrojne. Ni osam nedelja nakon
implantacije, vaskularna mreza u ovom tipu implanata nije razvijena, iako je
imunoekspresija VCAM-a 1 bila neSto intenzivnija, a procenat vaskularizacije blago
visi nego u prethodnoj tacki posmatranja (31%). Nakon aktivacije agonistom, poput
kalcijum hlorida (Intini, 2009), iz PRP-a se oslobadaju razli¢iti faktori rasta ukljucujuci
VEGF, FGF, PDGF, TGF-B; i TGF-f,, interleukin-1 i faktor aktivacije trombocita-4
(PAF4 — Platelet-activating factor 4, engl.). Smatra se da ovi faktori imaju uticaj na
povecanu vaskularizaciju i proces regeneracije kostiju (Aghaloo i sar., 2005). Medutim,
problem je Sto je period oslobadanja faktora rasta iz trombocita kratak jer je uslovljen
kratkim zivotnim vekom trombocita (Choi i sar., 2004, Marx i sar., 2004, Eppley i sar.,
2006), $to moze biti jedno od objasnjenja za slabu vaskularizovanost implanata MP tipa.
Osam nedelja posle implantacije, distribucija VCAM-1 pozitivnih ¢elija je sli¢na kao i
nakon dve nedelje od implantacije, ali je broj VEGFR-2 pozitivnih ¢elija manji.
VEGFR-2 je visoko eksprimiran receptor u progenitorima vaskularnih endotelskih ¢elija
tokom rane embriogeneze (Shibuya i Claesson-Welsh, 2006). U kasnijim stadijumima
razvoja krvnih sudova ekspresija VEGFR-a 2 opada (Matsumoto i Claesson-Wels,

2001), sto je slicno obrascu ekspresije ovog receptora u MP tipu implanata.
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U skladu sa slabom vaskularizovanoséu MP implanata je i ekspresija gena
markera endotelskih ¢elija u ovoj grupi, koja je uglavnom znacajno niza nego u ostalim
grupama implanata. Ekspresija Vcam-a [ raste od prve do Cetvrte nedelje, a opada osam
nedelja nakon implantacije, u odnosu na sva tri tipa kalibratora. Nivo ekspresije Vwf-a u
MP implantima u odnosu na ADSC uzete 24 sata nakon tre¢eg pasaza (P03 celije) je u
svim tackama posmatranja skoro nepromenjen. U ovom tipu implanata, ekspresija Egr-a
I je najviSa Cetiri nedelje nakon implantacije, u odnosu na sva tri kalibratora. U odnosu
na PRP, ekspresija Flt-a I je niza nego u ostalim grupama implanata. U MP implantima,
ekspresija Flt-a I postepeno raste od prve do Cetvrte nedelje nakon implantacije. Posle
osam nedelja od implantacije, ekspresija Flt-a I opada. Gen Flit-1 kodira sintezu
VEGFR-a 1, proteina koji je negativni regulator rane embriogeneze, a pozitivni
regulator u kasnijim stadijumima razvoja embriona (Fong i sar., 1995). Tokom razvoja,
VEGFR-1 je prvo eksprimiran u angioblastima i endotelskim ¢elijama, ali slabije nego
VEGFR-2 (Otrock i sar., 2007). Pored toga S§to ekspresiju Flt-a I u nasSim implantima
mozemo dovesti u vezu sa prisustvom endotelskih ¢elija i njihovih progenitora, ovaj gen
mogu eksprimirati i monociti i makrofagi ¢iju migraciju reguliSe (Clauss i sar, 1996,
Sawano i sar., 2001).

Dve nedelje nakon implantacije, u implantima sacinjenim od MMK, PRP i
neindukovanih ADSC, procenat vaskularizacije je nizak (28%), a imunoekspresija
VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 intenzivne. Osam nedelja posle implantacije, procenat
vaskularizacije implanata MPD tipa je tek 21%, a VEGFR-2 pozitivnih ¢elija je manje
nego dve nedelje nakon implantacije. Retke VCAM-1 pozitivne ¢elije uocene su izmedu
granula MMK, a intenzivnija imunoekspresija VCAM-a 1 je nadena uz same granule
MMK i u okviru struktura koje lie na osteone.

U odnosu na ostale eksperimentalne grupe, relativna ekspresija gena markera
endotelskih ¢elija u MPD implantima je, u veéini tacaka posmatranja i u odnosu na sve
kalibratore, bila medu vode¢im. Jedan od razloga za takve obrasce ekspresije ovih gena
u MPD grupi je verovatno posledica uticaja bioloskih faktora koji se oslobadaju
aktivacijom PRP-a. Literaturni podaci ukazuju na to da bioloski faktori oslobodeni iz
PRP-a mogu ubrzati in vitro i in vivo diferencijaciju ADSC, koje prethodno nisu
kultivisane u medijumu induktivnom za diferencijaciju ka nekoj ¢éelijskoj liniji (Vogel i

sar., 2006, Liu i sar., 2008; Man i sar., 2012). Uz to, neindukovane ¢elije koje su
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komponenta MPD implanata su imale pozitivno regulisanu ekspresiju gena markera
endotelskih ¢elija neposredno pre implantacije. Medutim, MPD grupa je nakon dve
nedelje od implantacije imala drugi najslabiji procenat vaskularizacije, visi jedino od
onog u MP grupi. Posle osam nedelja od implantacije, u MPD implantima je procenat
vaskularizacije manji u odnosu na sve ostale grupe implanata. U osnovi ovakvog
neslaganja izmedu ekspresije gena markera endotelskih ¢elija i histomorfometrijske
analize vaskularizovanosti, mogla bi se nac¢i najmanje dva razloga. Prvi razlog bi mogao
biti taj Sto neki analizirani iseCci implanata poseduju hemoragicna polja koja nisu
ukljucena u histomorfometrijska merenja, ali mogu doprineti viSoj ekspresiji gena
markera endotelskih ¢elija. Drugi razlog je Sto je histomorfometrijska analiza radena
samo na onim krvnim sudovima sa histoloskim karakteristikama jednog krvnog suda,
dok su ispitivani geni markeri endotelskih ¢elija eksprimirani ne samo u ¢elijama zida
krvnih sudova ve¢ i u progenitorima endotelskih ¢elija i u jo§ nekoliko drugih tipova
¢elija. Tako, Fit-1 osim endotelskih ¢elija 1 njihovih progenitora (Lyden i sar., 2005),
eksprimiraju 1 monociti 1 makrofagi (Clauss i sar, 1996; Sawano i sar., 2001), dok je
ekspresija Fwf-a osim u endotelskim celijama nadena i u megakariocitima i
trombocitima (Silverman i sar., 2001). Gen Egr-1 eksprimiran je u endotelskim
¢elijama, glatkim miSiénim celijama i fibroblastima (Silverman i Collins, 1999), a
Veam-1 u endotelskim celijama (Michiels, 2003), ¢elijama zida krvnog suda (Garmy-
Susini i sar., 2005) 1 ¢elijama strome koje imaju odgovaraju¢i ligand na prekursorima
osteoklasta (Feuerbach and Feyen, 1997).

U implantima sacinjenim od MMK, PRP i ADSC in vitro indukovanih ka
endotelskim ¢elijama, nakon dve nedelje od implantacije su uoceni krvni sudovi, ¢iji bi
oblik 1 veli¢ina odgovarali kapilarima, arteriolama i venulama. Ovako morfoloski
heterogeni krvni sudovi odlika su stabilne vaskularne mreze (4itsebaomo i sar., 2008).
U ovoj tacki posmatranja, procenat vaskularizacije MPE implanata je 45%. Veliki broj
VEGFR-2 pozitivnih ¢elija nalazi se u prostoru uz granule MMK i u prostorima izmedu
njih, a imunoekspresija VCAM-a 1 na tim mestima je umerena. Nakon osam nedelja od
implantacije, procenat vaskularizacije MPE implanata je porastao na 73%, §to ovu
grupu implanata ¢ini najbolje vaskularizovanom medu svim eksperimentalnim grupama.
Imunoekspresija VCAM-a 1 je snaznija nego dve nedelje posle implantacije i nadena je,

osim u matriksu, u ¢elijama zida krvnih sudova 1 u okviru struktura koje lice na osteone.
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Imunoekspresija VEGFR-a 2 u MPE implantima intenzivnija je nakon dve nego nakon
osam nedelja od implantacije, $to je u saglasnosti sa ¢injenicom da je VEGFR-2 rani
marker angiogeneze (Hoeben i sar., 2004). VEGFR-2 je visoko eksprimiran u
hemangioblastima, angioblastima 1 endotelskim ¢elijama (Karamysheva, 2008). Stoga
bi se moglo zakljuciti da je jedan od uzroka Siroko rasprostranjene imunoekspresije
VEGFR-a 2 u MPE grupi prisustvo ADSC in vitro indukovanih u endotelske ¢elije, kao
jedne od komponenti ovog tipa implanata. Dobro razvijena mreza krvnih sudova i
pozitivna ekspresija proteinskih i genskih markera vaskulogenog procesa u MPE grupi,
najverovatnije su i posledica kombinacije PRP-a i endotelskih ¢elija u ovom tipu
implanata. Nadeno je da VEGF, angiopoietin, FGF, PDGF i ¢lanovi TGF familije, koji
se oslobadaju aktivacijom PRP-a (Intini, 2009), uti¢u na aktivnost endotelskih ¢elija
(Kanczler i Oreffo, 2008).

Do sada je povoljan efekat PRP pomesane sa ADSC na vaskularizaciju pokazan
kombinovanjem PRP sa svezim (Pak i sar., 2013) ili ekspandiranim, nediferenciranim
ADSC (Man i sar., 2012). ADSC in vitro indukovane u endotelske ¢elije koris¢ene su
do sada za implantacije jedino na ortotopskim mestima (Cornejo i sar., 2012; Sahar i
sar., 2012) ili sa arterio-venskim vaskularnim snopom (AV-snop) (Yang i sar., 2013),
pa se u ovim modelima ne moze iskljuciti uticaj faktora iz okruzujuce kosti, niti iz
krvnih sudova. ADSC pacova su, osam dana nakon indukcije in vitro endotelske
diferencijacije, implantirane u defekte kalvarije kriticne veli¢ine 1 osam nedelja nakon
pocetka tretmana defekata, ove ¢elije su indukovale porast gustine krvnih sudova, $to se
odrazilo na osteogeni proces u vidu porasta volumena kostiju (Cornejo i sar., 2012).
Sahar 1 saradnici (2012) su u okviru svog istrazivanja radili in vitro diferencijaciju
ADSC u endotelske ¢elije, koje su potom stavili na poli(D,L-laktid) skafolde. Ovako
prevaskularizovani skafoldi nisu doveli do porasta formiranja kostiju sami po sebi, ali bi
prema rezultatima ove ekipe mogli biti koris¢eni kao izvor ¢elija za poboljSavanje
vaskularizacije i poboljSavanje funkcije postojeéih osteoblasta (Sahar i sar., 2012). U
drugim istraZivanjima, pacovske ADSC diferencirane u endotelske celije su
inkorporirane u skafolde na bazi hidroksiapatita (HAp-skafoldi) u in vitro uslovima i
potom implantirane sa AV-snopom. Posledica toga bila je znacajno veca gustina krvnih

sudova 1 veci dijametar krvnih sudova nego u grupi sa nediferenciranim ¢elijama, HAp-
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skafoldom i AV-snopom 1 u grupi koja je sadrzala samo HAp-skafold (Yang i sar,
2013).

U odnosu na objedinjen kalibrator, tokom c¢itavog in vivo eksperimentalnog
perioda, ekspresija Vwf-a u MPE implantima je bila niska, verovatno zbog ¢injenice da
je ekspresija Vwf-a u ADSC in vitro diferenciranim u endotelske celije u periodu
implantacije bila negativno regulisana za razliku od ostalih gena markera endotelskih
¢elija. U odnosu na P03 ¢elije 1 objedinjen kalibrator, ekspresija Vcam-a 1 u MPE grupi
visa je Cetiri nedelje nakon implantacije nego u ranijim tatkama posmatranja. Ekspresija
Flt-a I raste od jedne do dve nedelje nakon implantacije, a zatim blago opada u odnosu
na sve tipove kalibratora. U odnosu na PRP, u MPE grupi implanata se ekspresija Egr-a
I smanjivala od prve ka cetvrtoj nedelji, a skok je zabelezen osam nedelja nakon
implantacije. Molekularni mehanizam u osnovi indukcije ekspresije Egr-a I ukljucuje
Ang-1, koji svoj efekat ostvaruje preko signalnih puteva Erk1/2, PI-3 kinaza/AKT i
mTOR (4bdel-Malak i sar., 2009). Gen Egr-1 moze biti pozitivno regulisan u odgovoru
na hipoksiju, citokine i faktore rasta (Abdel-Malak i sar., 2009). Moglo bi se
pretpostaviti da je aktivacija ovog gena u nasim ektopi¢nim osteogenim implantima
stimulisana faktorima rasta oslobodenim iz ¢elija koje su njihova komponenta.

Nakon dve nedelje od implantacije, implanti grupe sa MMK, PRP i ADSC in
vitro indukovanim ka osteogenim c¢elijama (MPO tip) sadrzali su krvne sudove manjeg
dijametra, a procenat vaskularizacije bio je 40%. Izmedu granula MMK se nalaze brojne
VEGFR2-pozitivne Celije, a imunoekspresija VCAM-a 1 izraZena je 1 u matriksu 1 u
pojedina¢nim ¢elijama. Osam nedelja posle implantacije, procenat vaskularizacije je
blago porastao (49%), kao i imunoekspresija VCAM-a 1. Celije koje eksprimiraju
VEGFR-2 nalaze se uz granule MMK 1 izmedu njih, u zidu krvnih sudova i u okviru
struktura koje lice na osteone koje prozimaju granule MMK. Ekspresija V'wf-a u odnosu
na PRP i objedinjeni kalibrator je u MPO implantima, tokom Ccitavog in vivo
eksperimentalnog perioda, uglavnom visa nego u ostalim tipovima implanata.
Ekspresija Vcam-a I u odnosu na P03 1 u odnosu na PRP je najvisa Cetiri nedelje nakon
implantacije, dok u odnosu na objedinjeni kalibrator raste od prve nedelje ka osmoj
nedelji nakon implantacije. U svakoj tacki posmatranja, ekspresija Fit-a I u MPO
implantima je vi$a nego u ostalim grupama implanata u odnosu na PRP, $to je u vecini

tacaka posmatranja znac¢ajno (p<0,05). U odnosu na P03 ¢elije 1 objedinjen kalibrator se
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zapaza da je ekspresija Flt-a I najvisa jednu nedelju nakon implantacije, a u narednim
taCkama posmatranja ekspresija ovog gena opada. U odnosu na P03 ¢elije, dve nedelje
posle implantacije je ekspresija Egr-a I jedino u ovoj i MPD grupi pozitivno regulisana.
U odnosu na PRP, u MPO 1 MPEO grupi je ekspresija Egr-a / znacajno visa, u svim
taCkama posmatranja, nego u ostalim grupama implanata.

Posle dve nedelje od implantacije, implanti grupe sa MMK, PRP i ADSC
indukovanim in vitro ka endotelskim 1 osteogenim c¢elijama (MPEO tip) su dobro
vaskularizovani (44%), tkivnog matriksa jako pozitivnog na VCAM-1 1 bogatog
VEGFR-2 pozitivnim ¢elijama. Osam nedelja nakon implantacije, procenat
vaskularizacije je u ovim implantima smanjen u odnosu na dve nedelje nakon
implantacije (24%), VEGFR-2 pozitivne ¢elije se nalaze uz granule MMK 1 u zidu
krvnih sudova, a VCAM-1 pozitivni su matriks uz MMK granule, deo matriksa udaljen
od granula, kao i ¢elije zida krvnih sudova. U odnosu na sve tipove kalibratora, u
MPEO implantima je zabelezen stalni rast ekspresije Vcam-a [ tokom in vivo
eksperimentalnog perioda, pa je cCetiri ili osam nedelja nakon implantacije ekspresija
ovog gena maksimalna. Uz MPO grupu, MPEO grupa je imala najvisu ekspresiju Vwf-a
u odnosu na objedinjeni kalibrator. U odnosu na PRP, ekspresija Fl-a I je u svim
taCkama posmatranja visa u MPEO nego u ostalim grupama implanata, izuzev grupe
MPO, sto je u vedini slucajeva znacajno. U svim tipovima implanata, ekspresija Vwf -a
je u odnosu na PRP najviSa nakon osam nedelja od implantacije, §to je ocekivano
imajudi u vidu ulogu Vwf-a u kasnijim stadijumima angiogeneze (Starke i sar., 2011). U
odnosu na objedinjeni kalibrator, ovi implanti imaju nisku ekspresiju Egr-a I zakljucno
sa periodom nakon cetiri nedelje od implantacije, a osam nedelja nakon implantacije
ekspresija Egr-a I naglo raste.

Pozitivan efekat kombinacije endotelskih ¢elija 1 osteoblasta ranije je uocen u
ektopicno implantiranim HA/bTCP skafoldima. Skafoldi naseljeni in vitro
kokultivisanim osteoblastima, osteoklastima i endotelskim ¢elijama indukovali su
formiranje krvnih sudova i tkiva nalik na koStano (Papadimitropoulos i sar., 2011). Na
vaznost kokultivacije endotelskih ¢elija i osteoblasta ukazuju i Yu 1 saradnici (2009),
koji su kokultivisali endotelske ¢elije dobijene iz kostne srzi i osteoblaste na skafoldu
od polikaprolaktona i1 hidroksiapatita. Nadeno je da prisustvo oba tipa celija u

skafoldima rezultira formiranjem struktura koje lice na krvne sudove u defektu femura
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pacova (Yu i sar., 2009). S druge strane, na modelu defekta kalvarije pacova, alografti
naseljeni kombinacijom endotelskih ¢elija i osteoblasta ili samo osteoblastima su imali
slabiju vaskularizovanost nakon osam nedelja od implantacije od alografta naseljenih
samo endotelskim c¢elijama (Cornejo i sar., 2012). Trebalo bi imati u vidu da su
pomenuta istrazivanja radena na razli¢itim modelima (ortotopski/ektopic¢ni), sa ¢elijama
razli¢itog porekla i Zivotinjama razli¢itih vrsta. Ono §to je zajedni¢ko modelu Cornejo-a
1 saradnika i1 naSem je odnos endotelskih ¢elija i osteoblasta u implantima — 1:1, kojim
se postize potencijalno jednak uticaj obe Celijske linije (Cornejo i sar., 2012). Medutim,
prema Unger-u (2007) 1 saradnicima i Koob-u (2011) i njegovom timu, bolja
vaskularizacija bi mogla biti postignuta promenom odnosa endotelskih celija i1

osteoblasta u korist endotelskih ¢elija.

5.2.2. Osteogeni proces u inZenjerisanim subkutanim implantima na modelu miSeva

Na histoloskim preparatima grupe implanata koji su sadrzali samo MMK,
uoceno je da je resorpcija granula MMK bila intenzivnija osam nedelja nakon
implantacije u odnosu na dve nedelje posle implantacije. Krupne, visejedarne ¢elije koje
su retke nakon dve nedelje od implantacije, brojnije su i prijanjaju uz granule MMK
osam nedelja posle implantacije. Opisana rana ekspresija markera vaskulogeneze bi se
mogla dovesti u vezu sa prisustvom viSejedarnih ¢elija. One se javljaju u odgovoru na
prisustvo granula biomaterijala kao neophodan korak za uspeSnu integraciju
biomaterijala tipa koStanog zamenika (Barbeck i sar., 2014). Iako je u implantima MM
tipa doslo do sazrevanja vezivnog tkiva, u smislu pojave usnopljenih vlakana kolagena,
a Celije nalik osteoblastima su na pojedinim mestima prijanjale uz MMK granule,
proces mineralizacije tkiva ¢iji je izgled odgovarao osteoidu nije napredovao nakon
osam nedelja u odnosu na dve nedelje nakon implantacije. Na to ukazuje
imunoekspresija osteokalcina, markera osteogenog procesa koji ima najselektivniji
obrazac ekspresije od svih produkata osteoblasta, jer ga sintetiSu iskljucivo zreli
osteoblasti, odontoblasti i cementoblasti (Bronckers i sar., 1998).

Posto se ektopi¢no formiranje kostiju indukovano biomaterijalima uvek odvija
po obrascu unutarmembranskog okoStavanja (Barradas i sar., 2011), pojava ¢elija koje

li¢e na osteoblaste u MM implantima se moze povezati sa regrutovanjem rezidentnih
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mezenhimskih ¢elija. Naime, MM implanti imaju samo biomaterijal na bazi kalcijum-
fosfata u svom sastavu. Biomaterijali ¢ija je osnovna komponenta kalcijum-fosfat nakon
implantacije pobuduju inflamatorni odgovor, koji je okida¢ za infiltraciju rezidentnih
jednojedarnih prekursorskih ¢elija i njihovo fuzionisanje i diferencijaciju u osteoklaste
(Detsch i sar., 2008). Tako aktivirana osteoklastogeneza dovodi do degradacije i
resorpcije biomaterijala na bazi kalcijum-fosfata (Ripamonti i sar., 2010). Oslobodeni
Ca®" i PO, joni stimulidu diferencijaciju osteogenih éelija i depoziciju kostanog
matriksa (Chai i sar., 2012).

Relativna ekspresija Spp-a I u MM implantima je u odnosu na P03 ¢elije i
objedinjen kalibrator uglavnom negativno regulisana. Inicijalno visa ekspresija Spp-a 1
koja se u MM implantima uocava u odnosu na PRP i objedinjen kalibrator, moze se
pripisati osteokonduktivnoj prirodi implantiranog MMK. Ovaj biomaterijal privlaci
rezidentne progenitore (Scherberich i sar., 2010) 1 predstavlja skafold za krvne sudove i
¢elije koje formiraju kost (Kim i Kim, 2008). Za razliku od osteokalcina, osteopontin je
protein koji nije specifican za kost (Sodek i sar., 2000; Giirsoy i sar., 2010), a
eksprimiraju ga osteoblasti u ranim fazama formiranja kostiju (Denhardt i sar., 2001).
Regulacija ekspresije Spp-a [ recipro¢no je koordinisana od strane osteoblasta i
osteoklasta — inhibirana je u osteoblastima na mestima formiranja kostiju u vreme kada
je u osteoklastima na mestima resorpcije kostiju stimulisana (Gluhak-Heinrich i sar.,
2000; Mazzali i sar., 2002). Ekspresija Spp-a I u naSim implantima je verovatno
rezultat koordinisane aktivnosti osteoblasta i osteoklasta. Tako, pozitivno regulisana
ekspresija Spp-a I moze ukazivati na usidravanje osteoklasta u mineralizovani kostani
matriks (Reinholt i sar., 1990), ali i na sekreciju od strane osteoblasta koja se odvija u
ranim stadijumima razvoja kostiju 1 potpomaze pri¢vrS¢ivanje osteoblasta za
komponente vancelijskog matriksa (Sasano, 2000).

U implantima sac¢injenim od MMK i PRP, rano se uoc¢avaju znaci intenzivne
resorpcije granula MMK, ve¢ dve nedelje nakon implantacije. Usled toga su, osam
nedelja posle implantacije, implantirane granule MMK ve¢im delom resorbovane. I dve
1 osam nedelja nakon implantacije, vezivno tkivo je wuglavnom nezrelo, a
imunoekspresija osteokalcina i prisustvo ¢elija koje lice na osteoblaste slabi. Ekspresija
Sppl gena je u odnosu na ¢elije nakon treéeg pasaza i objedinjeni kalibrator u svim

tackama posmatranja negativno regulisana, a u odnosu na PRP najviSa ekspresija Spp-a
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1 je cCetiri nedelje nakon implantacije. Razlog za slabije znake osteogenog procesa u MP
tipu implanata mogao bi biti taj Sto granule trombocita sadrze faktore rasta neophodne
za pocetak tkivne reparacije i1 regeneracije (Lazi¢ i sar., 2009), a verovatno nedovoljne
za progresiju osteogenog procesa.

Podaci iz literature o uticaju MMK kombinovanog sa PRP na osteogeni proces
uglavnom ukazuju na povoljne efekte ovakve kombinacije. Gustina kostiju u defektima
lobanje zeceva, koji su bili napunjeni kombinacijom MMK i PRP (Aghaloo i sar., 2005;
Shayesteh i sar., 2005), viSa je nego u grupi Zivotinja ¢iji su defekti popunjeni samo
MMK. Histoloske analize Torres-a i saradnika nakon popunjavanja poda sinusa otkrile
su da je regeneracija kostiju znacajno bolja na mestima tretiranim PRP-om i
neorganskom govedom kosti nego na mestima gde je stavljena samo neorganska goveda
kost (Torres i sar, 2009). Medutim, Dori 1 saradnici su nasli da nema znacajnih razlika
u tretmanu unutar koStanih defekata kada je neorganski MMK kombinovan sa PRP-om i
kada je koris¢en sam (Dori i sar., 2007). Razlike u rezultatima ovih istrazivanja bi
mogle biti pripisane tome da su eksperimenti radeni na ortotopskim modelima, na
razli¢itim organskim vrstama i1 pod razli¢itim uslovima.

U implantima sacinjenim od MMK, PRP i neindukovanih ADSC, znaci
resorpcije granula MMK su slabi i dve i osam nedalja nakon implantacije, iako su na
pojedinim mestima prisutne visejedarne ¢éelije koje li¢e na osteoklaste. Prisustvo celija
koje lice na osteoblaste 1 prijanjaju uz granule MMK je slabo, ali uocljivije nego u MM
1 MP implantima. Postojanje ovih ¢elija u MPD grupi verovatno je posledica
sinergistickog efekta PRP-a i neindukovanih ADSC, koji je uocen od strane Barba-
Recreo-a 1 saradnika (2015) na modelu bifosfonat-zavisne osteonekroze u vilici pacova.
Ovaj tim je pomesSao kultivisane ADSC uzete iz treeg pasaza i PRP $to je dovelo do
nize ucestalosti osteonekroze, veceg stepena formiranja i razgradnje kostiju i prisustva
veceg broja osteoklasta u vilicama tretiranih pacova u poredenju sa pacovima kontrolne
grupe koji nisu primili ADSC/PRP tretman za preveciju bifosfonat-zavisne
osteonekroze (Barba-Recreo i sar., 2015).

U MPD implantima, uocena vlakna kolagena su u obe tatke posmatranja
uglavnom usnopljena. Imunoekspresija osteokalcina je intenzivna dve nedelje nakon
implantacije, a zakljucno sa Cetvrtom nedeljom nakon implantacije ekspresija gena za

osteopontin je visoka. Osam nedelja posle implantacije, imunoekspresija osteokalcina je
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slabo izrazena, a ekspresija Spp-a I opada, te bi se moglo zakljuciti da je osteogeni
proces u MPD implantima neodrziv u kasnijem periodu. Prethodno je na osnovu
histomorfometrijske analize zakljuCeno da je procenat vaskularizacije u ovim
implantima slab, $to bi moglo biti uzrok neodrzivog osteogenog procesa osam nedelja
nakon implantacije. U saglasnosti sa tim je istrazivanje u kome su neindukovane ADSC
zasejane na skafold od poli-laktid glikolne kiseline i implantirane ortotopski, u nepanu
kost pacova (Conejero i sar., 2006). Do formiranja kosti nije doslo ¢ak ni dvanaest
nedelja nakon implantacije, a defekti su bili ispunjeni gustim vezivnim tkivom
(Conejero i sar., 2006). Za razliku od ovog i naSeg istrazivanja, Man i saradnici (2012)
su na ektopicnom modelu pokazali da je mreza krvnih sudova razvijena, a
mineralizacija dobra nakon implantacije neindukovanih ADSC izolovanih iz preponske
regije, PRP 1 biomaterijala na bazi alginata. Ovakav efekat moZe se pripisati sekreciji
citokina i hemokina od strane ADSC, jer su ovi molekuli signali za privlac¢enje
rezidentnih MSC i progenitorskih ¢elija na mesto povrede (Cai i sar., 2012). Razlika u
efektu ADSC u ekperimentu Man-a 1 saradnika (20/2) i naSem mogla bi biti pripisana
tome Sto su ADSC dobijene iz masnog tkiva razli¢ite lokalizacije kao 1 razli¢itom
nacinu pripreme implanata. Kod Man-a i saradnika, priprema subkutanih implanata
ukljucivala je in vitro enkapsulizaciju ADSC i PRP sa alginatnim biomaterijalom u
trajanju od tri nedelje, dok su komponente naSih implanata pomesSane neposredno pre
implantacije.

U grupi implanata sacinjenih od MMK, PRP 1 ADSC in vitro indukovanih ka
endotelskim ¢elijama (MPE tip), proces resorpcije granula MMK zapocet dve nedelje
nakon implantacije je intenziviran osam nedelja nakon implantacije, Sto bi se moglo
pripisati fagocitnoj aktivnosti uocenih viSejedarnih ¢elija. Vlakna kolagena, opazena
dve nedelje posle implantacije, izgledaju usnopljeno na osam nedelja nakon
implantacije. Imunoekspresija osteokalcina intenzivnija je osam nedelja nakon
implantacije nego na dve nedelje od implantacije i uglavnom se uocava u blizini
kockastih ¢elija koje lice na osteoblaste 1 koje naleZu na granule MMK. Ovakva
histoloska slika u MPE tipu implanata moze biti posledica oslobadanja faktora rasta od
strane endotelskih ¢elija, kao Sto su kostani morfogenetski
protein-2 (BMP-2 — Bone morphogenetic protein 2, engl.), endotelin-1 i IGF, koji uticu

na diferencijaciju prekursora osteoblasta (Cornejo i sar., 2012). S druge strane,
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osteoblasti oslobadaju VEGF, koji deluje na endotelske ¢elije i potpomaZze angiogenezu
(Santos i Reis., 2010), pa bi se moglo pretpostaviti da je diferencijacija prekursora
osteoblasta u osteoblaste u MPE implantima regulisana endotelskim ¢elijama koje su
komponenta MPE implanata. Postojanje prekursora osteoblasta u ovom tipu implanata
verovatno je u vezi sa opisanom izvanrednom vaskularizovanos¢u MPE implanata i
pericitima, jednim od tipova c¢elija koje ¢ine zid krvnog suda (Barradas i sar., 2011).
Periciti se mogu diferencirati u mnogo razlicitih tipova ¢elija ukljucujuéi osteoblaste, te
tako mogu imati ulogu u procesu ektopi¢ne kalcifikacije (Collett i Canfield, 2005). Ova
¢injenica ukazuje na to da osteoblasti u MPE implantima mogu, bar delimi¢no, biti
vaskularnog porekla, $to predstavlja jo§ jednu vezu izmedu vaskularizacije i osteogenog
procesa.

Ekspresija Spp-a I u MPE grupi je pozitivno regulisana u svakoj tacki
posmatranja i u odnosu na sve tipove kalibratora, osim u odnosu na P03 ¢elije i to
jedino jednu nedelju nakon implantacije. Visoka i stabilna ekspresija ovog gena tokom
¢itavog in vivo eksperimentalnog perioda verovatno je posledica interakcije koja se
odvija izmedu sekretovanog osteopontina i endotelskih ¢elija. Rastvorljivi osteopontin
ima antiapoptotski efekat na adherentne endotelske celije (Khan i sar., 2002), te bi se
moglo pretpostaviti da su dobra vaskularizovanost i osteogeni proces u MPE
implantima delom postignuti i ovim mehanizmom.

Osam nedelja nakon implantacije, u implantima sa MMK, PRP i ADSC in vitro
indukovanim ka osteogenim c¢elijama (MPO tip), resorpcija implantiranog MMK je
intenzivnija nego dve nedelje posle implantacije. Vlakna kolagena su i dve i osam
nedelja posle implantacije uglavnom usnopljena. Prisustvo ¢elija nalik osteoblastima i
struktura koje lie na osteone u granulama MMK je veée, a imunoekspresija
osteokalcina izrazenija nakon osam u odnosu na dve nedelje od implantacije. U
zavisnosti od tipa kalibratora u odnosu na koji se genska eckspresija sagledava,
ekspresija Spp-a [ je najvisa dve i Cetiri nedelje nakon implantacije.

Pri poredenju efekata poli-D-glikolidnih skafolda, praznih ili naseljenih
nediferenciranim ili ADSC prethodno podvrgnutim osteogenoj diferencijaciji, na
reparaciju defekata nepcane kosti pacova, nadeno je da jedino ADSC diferencirane u
osteogene ¢elije pobuduju znatnu regeneraciju kostanog tkiva (Conejero i sar., 20006).

Rezultati istrazivanja radenog takode na ortotopskom modelu, a u koje su ukljuceni 1
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implanti sa endotelskim ¢elijama, kao i oni sa kombinacijom endotelskih celija i
osteoblasta, daje prednost endotelskim u odnosu na sve ostale tipove ¢elija i njihove
kombinacije u alograftu (Cornejo i sar., 2012). Cornejo 1 tim (2012) su ispitivali efekat
ADSC pacova, in vitro diferenciranih u endotelske celije 1 osteoblaste i potom
nanesenih na kostane alografte, na zaleCenje defekata kalvarije. Osam nedelja nakon
implantacije, volumen kostiju je bio znacajno visi u defektima koji su sadrzali alografte
sa endotelskim ¢elijama nego u defektima koji su sadrzali alografte sa osteoblastima ili
alografte sa zajedno implantiranim endotelskim d¢elijama i1 osteoblastima. Nije bilo
znacajnih razlika izmedu dve poslednje pomenute grupe i kontrolnih grupa (alografti
bez ¢elija i alografti sa nediferenciranim ADSC).

I dve i osam nedelja posle implantacije, implanti grupe sa MMK, PRP i ADSC
indukovanim in vitro ka endotelskim i osteogenim celijama, sadrzali su visoko
organizovana, usnopljena vlakna kolagena u prostorima izmedu granula MMK. Dve
nedelje nakon implantacije, na povrsini granula implantiranog MMK su opazene celije
kockastog oblika koje lie na osteoblaste. Celije, vlakna i krvni sudovi prodrli su u
unutra$njost MMK granula. Krvni sudovi su postavljeni centralno, a ¢elije i vlakna
koncentri¢no oko krvnog suda, pa ove strukture podseéaju na osteone. Osam nedelja
posle implantacije, bilo je i dalje ¢elija koje lice na osteoblaste kockastog oblika, ali su
se pojedine bile spljostene, tako da li¢e na neaktivne osteoblaste. U MPEO implantima
je imunoekspresija osteokalcina jaka i dve 1 osam nedelja od implantacije. Nesto slabija
imunoekspresija osteokalcina u vecini tipova implanata, dve nedelje nakon implantacije
nego osam nedelja posle implantacija, je oCekivana jer je osteokalcin kasni marker
formiranja kosStanog tkiva (Lee i sar., 2000). Interakcija izmedu endotelskih ¢elija i
osteoblasta moze se odvijati preko nekoliko tipova pukotinastih veza (gap junction,
engl.), ukljucujuci pukotinaste veze preko koneksina 37 (Cx37), 40 (Cx40) i 43 (Cx43)
(Yeh i sar. 2006). Komunikacija preko Cx43 gap veza indukuje ekspresiju markera
diferencijacije osteoblasta ukljucujuéi osteokalcin (Guillotin i sar. 2008).

Oslobadanje difuzibilnih faktora od strane endotelskih celija i osteoblasta je
recipro¢no kada je u pitanju uticaj na rast i diferencijaciju ova dva tipa ¢elija (Zhou i
Dong, 2012). Neki od faktora koje sekretuju endotelske ¢éelije, PDGF-AB, TGF-B1,
TGF-B2, FGF-2, EGF, osteoprotegerin (OPG) i BMP-2 (Kozawa et al, 2001;

Bouletreau i sar., 2002), imaju uticaj na diferencijaciju osteogenih ¢elija 1 migraciju 1
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proliferaciju osteoblasta. Osteoblasti sekretuju VEGF koji potpomaze proliferaciju
endotelskih ¢elija i stimuliSe diferencijaciju i angiogenezu preko aktivacije specificnih
receptora (Clarkin i sar., 2008).

Posmarajuéi u odnosu na P03 ¢elije kao i u odnosu na PRP, ekspresija gena za
osteopontin u MPEO implantima najvisa je osam nedelja nakon implantacije. U odnosu
na objedinjeni kalibrator, ekspresija Spp/ gena dva puta dostiZe svoj najvisi nivo — dve i
osam nedelja nakon implantacije. Moglo bi se pretpostaviti da je ekspresija Spp-a [
najvisa u MPE 1 MPEO grupama jer su Celije nalik osteoblastima i viSejedarne ¢elije u
njima zastupljenije nego u ostalim eksperimentalnim grupama. Iz literature je poznato
da je osteopontin pretezno eksprimiran na mestima gde se odvija proliferacija éelija
(Lian i Stein, 1995), sto bi moglo biti jedno od objasnjenja za viSu ekspresiju Spp-a / u

svim tipovima implanata koji su sadrzali ¢elije, nego u MM 1 MP tipu implanata.

5.2.3. Povezanost vaskularizovanosti 1 osteogenog procesa u razliitim

inZenjerisanim subkutanim implantima

U grupama MM i MP, imunoekspresija osteokalcina i ekspresija gena Spp/ su
slabije nego u grupama koje su, uz MMK 1 PRP, sadrzale alternativno i ekspandirane
ADSC, neindukovane, indukovane u endotelske i1 osteogene ili kombinaciju endotelskih
1 osteogenih Celija. Postojanje intenzivnije imunoekspresije osteokalcina, vise ekspresije
Sppl gena i brojnijih ¢elija koje lice na osteoblaste u grupama implanata koje smo
obogatili ¢elijama nego u MM i MP implantima, u skladu je sa istrazivanjem Yoshimi-ja
1 saradnika (2009) radenim na ortotopskom modelu defekta mandibule pasa. Ovaj tim je
pokazao da je regeneracija kosti brza, a sam kvalitet kosti mnogo bolji kada su u defekte
stavljeni implanti saCinjeni od bioloske trijade, nego kada implanti nisu sadrzali MSC.
Mozda je klju¢ni razlog za pozitivan efekat bioloske trijade, u ovom i u nasem
istraZivanju, taj Sto adultne MSC, osteoblasti, fibroblasti i endotelske ¢elije eksprimiraju
membranske receptore specifi¢ne za faktore rasta koji se oslobadaju aktivacijom PRP-a
(Anitua i sar., 2004). Uz to, PRP pored faktora rasta sadrzi i fibrin, fibronektin,
vitronektin i trombospondin koji se ponasaju kao ¢elijski adhezioni molekuli i vazni su

za migraciju osteoblasta, fibroblasta i ¢elija epitelnog tipa (Marx, 2004).
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U nasem istrazivanju, implanti sa¢injeni od samo jedne komponente bioloske
trijade, konkretno MMK, dve nedelje nakon implantacije imaju viSi procenat
vaskularizacije nego ostali tipovi implanata, a po imunoekspresiji VEGFR-a 2 1 VCAM-
a 1 mogu parirati ostalim tipovima implanata ¢ija je kompozicija mnogo bogatija. U
odnosu na kalibrator PRP, uoc¢eno je da je u ovim implantima ekspresija gena markera
endotelskih ¢elija inicijalno visa nego u implantima vecine grupa. Uz to, postoje i blaga
imunoekspresija osteokalcina 1 ekspresija gena za osteopontin, Spp-a /. Medutim, ono
Sto bi kod MM implanata moglo predstavljati problem za klinicku primenu, koja bi bila
kontrolisana u nekom duzem vremenskom periodu, je to Sto osam nedelja posle
implantacije, verovatno usled smanjenja procenta vaskularizacije, jenjavaju i ekspresija
proteina i gena markera osteogenog procesa.

Slede¢i korak ka postizanju dobrog bioloskog kvaliteta osteogenih implanata,
koji bi omogucio da se u duzim intervalima tokom in vivo eksperimentalnog perioda
odrze krvni sudovi i napreduje osteogeni proces, bilo je nanosenje PRP na MMK.
Medutim, u MP implantima, osam nedelja nakon implantacije procenat
vaskularizovanosti je 1 dalje nizak, a ekspresija ispitivanih proteina i gena markera
endotelskih ¢elija su slabi u obe tacke posmatranja. Uz to, ekspresija markerskih gena
endotelskih ¢elija je uglavnom znacajno niza (p<0.05) nego u ostalim tipovima
implanata. U skladu sa takvom vaskularizovanos¢u su slaba imunoekspresija
osteokalcina 1 negativna regulacija ekspresije Spp-a 1. Zajedno gledano, podaci koje
smo dobili nakon zavrSenih analiza u MP implantima mogli bi predstvaljati problem za
njihovu klini¢ku primenu.

Obogacivanje implanata neindukovanim ADSC je u poredenju sa MP
implantima dovelo do blagog povecanja procenta vaskularizovanosti. Ekspresija gena
markera endotelskih ¢elija u MPD u odnosu na druge tipove implanata je u vecini
taCaka posmatranja visa, Sto je Cesto i1 znacajno (p<0.05). Medutim, procenat
vaskularizacije, imunoekspresija VEGFR-a 2, VCAM-a 1 i osteokalcina i ekspresija
Sppl gena opadaju tokom in vivo eksperimentalnog perioda, $to bi moglo biti
nedostatak za klinicku primenu ovog tipa implanata.

Prema postavljenoj hipotezi ove disertacije, reSenje bi se moglo naci u primeni
ADSC in vitro indukovanih u endotelske celije. Nivoi ekspesije gena markera

endotelskih ¢elija u ranijim tackama posmatranja zaostaju ¢ak i za kontrolnim
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implanatima, a procenat vaskularizacije MPE tipa implanata dve nedelje posle
implantacije je 45%, ali se progenitori endotelskih ¢elija u njima ipak uocavaju
(imunoekspresija VEGFR-a 2). U kasnijim tackama posmatranja, procenat
vaskularizacije raste na 73% 1 viSi je nego u ostalim tipovima implanata, a raste i
ekspresija markerskih gena endotelskih ¢elija, $to je verovatno dovelo do pojave znaka
osteogenog procesa u ovim implantima.

NanoSenje PRP 1 ADSC in vitro indukovanih u osteogene celije na MMK,
rezultira ekspresijom gena markera endotelskih ¢elija, koja je u uglavnom znacajno visa
(<0.05) nego u drugim implantima. Uz to, tokom in vivo eksperimentalnog perioda,
raste procenat vaskularizacije sa 40 na 49%, a ekspresija proteina i gena markera
osteogenog procesa ukazuju na to da bi vaskularizovanost ostvarena u MPO tipu
implanata mogla biti povoljna za osteogeni proces.

Imajudéi u vidu znacaj interakcije endotelskih i osteogenih ¢elija, MPEO implanti
su sacinjeni naseljavanjem MMK PRP-om i ¢elijama oba navedena tipa, dobijenim in
vitro diferencijacijom ADSC. Kako procenat vaskularizovanosti MPEO implanata
opada sa 44 na 24%, trend rasta markerskih gena endotelskih ¢elija u njima bi se pre
mogao dovesti u vezu sa bogatom celularizovanos¢éu i velikim brojem progenitora
endotelskih celija kao i prisustvom drugih tipova celija koje eksprimiraju ove gene,
nego sa postojanjem dobro razvijene vaskularne mreze. Imunoekspresija osteokalcina i
ekspresija Spp-a I ukazuju na postojanje osteogenog procesa osam nedelja nakon
implantacija. Medutim, regresija tkiva izmedu granula MMK je velika §to moze biti
znak prejake stimulacije u MPEO implantima i predstvaljati problem za njihovu
klini¢ku primenu.

Budu¢i da je u implantima MPE 1 MPO tipa ekspresija gena markera endotelskih
¢elija 1 gena za osteopontin dobro izbalansirana tokom ¢itavog in vivo eksperimentalnog
perioda, da u njima postepeno rastu ekspresija proteina markera endotelskih i
osteogenih ¢elija kao i procenat vaskularizovanosti, kompozicija ovih implanata mogla
bi biti najpogodnija, od ispitivanih tipova implanata, za konstrukciju inZenjerisanih
implanata. Prednost za potencijalnu klini¢ku primenu ova dva tipa implanata, u odnosu
na ostale, mogle bi biti ¢injenice da u drugim tipovima implanata postoje problemi sa
parametrima vaskularizovanosti i/ili osteogenog procesa. Tako, u MM implantima

tokom vremena opada ekspresija ispitivanih parametara vaskulogeneze i osteogenog
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procesa, u MP implantima je konstantno niska ekspresija gena markera ovih procesa.
Nizak procenat vaskularizacije i smanjivanje ekspresije proteina markera endotelskih i
osteogenih ¢elija bi mogli predstavljati problem za primenu MPD implanata, a prejaka
regresija tkiva izmedu granula MMK 1 nizak procenat vaskularizacije za primenu
MPEDO tipa implanata.

Veza izmedu vaskularizovanosti i osteogenog procesa je, bez svake sumnje,
kompleksna. Rezultati ove disertacije potvrduju da je vaskularizovanost od sustinske
vaznosti za osteogeni proces, ali vaskularizovanost nije jedini preduslov osteogeneze.
Nedovoljno razvijena vaskularna mreza moze dovesti do brojnih patoloskih stanja
kostanog tkiva, kao Sto su idiopatska osteonekroza, osteonekroza vezana za traumu ili
trombofiliju, kao 1 osteonekroza u vilicama vezana za bifosfonate (Carulli i sar., 2013).
S druge strane, prekomerna vaskularizovanost moze biti uzrok formiranja vezivnog
tkiva 1 brojnih bolesti ukljucuju¢i osteopetrozu, vertebralni hemangiom,
pahidermoperiostozu, Gohram—Stoutov-u bolest 1 Klippel-Trénaunay-ov sindrom
(Carulli i sar., 2013). Prema tome, mera idealne vaskularizovanosti ostaje problem koji
jo§ treba da se reSava u buducnosti. Jedan od moguc¢ih mehanizama bi mogla biti
kontrola vaskularizovanosti tokom formiranja kostiju pomo¢u VEGF-a. VEGF je od
klju¢nog znacaja za normalnu angiogenezu i stvaranje odgovarajuce arhitekture kalusa
(Geris i sar., 2008), a njegova proizvodnja je vode¢i mehanizam koji spaja angiogenezu
1 osteogenezu tokom zaleCenja fraktura (Street i sar., 2002). Uz to, nadeno je da je
prekomerno eksprimiran VEGF razlog za pojacanu resorpciju kostanog tkiva (Helmrich
i sar., 2013). Pretpostavljeno je da se negativan efekat VEGF-a moze izbeci
kontrolisanjem trajanja njegove ekspresije, kontrolisanjem doze u kojoj se aplikuje i
obezbedivanjem odgovarajuceg osteogenog okruzenja (Helmrich i sar.,2013). U naSim
istrazivanjima, koristili smo PRP koji je, pored mnogih drugih faktora rasta, izvor i
VEGF-a. Na osnovu navedenih studija i nasih sopstvenih istrazivanja, moglo bi se
zakljuciti da se VEGF moze podeSavati i preko razli¢itog broja trombocita u PRP,
razli¢itog nacina pripreme i nac¢ina primene koji bi ukljucivao i regulatore aktivacije

PRP-a.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih eksperimentalnih rezultata u skladu sa postavljenim

ciljevima ove disertacije, mogucée je izvesti vise zakljucaka.

1) O dobijanju mezenhimskih mati¢nih celija in vitro ekspanzijom celija
stromalne vaskularne frakcije izolovane iz epididimalnog belog masnog tkiva BALB/c

miSeva:

» celije dobijene in vitro ekspanzijom stromalne vaskularne frakcije epididimalnog
belog masnog tkiva BALB/c miSeva eksprimiraju pozitivne markere mezenhimskih
mati¢nih Celija, CD29 1 CD44, a ne eksprimiraju CD14, negativan marker
mezenhimskih mati¢nih ¢elija, §to zajedno ukazuje na postojanje mezenhimskih

mati¢nih ¢elija medu ekspandiranim ¢elijama stromalne vaskularne frakcije.

2) O diferenciranju mezenhimskih mati¢nih celija ka endotelskim in vitro

indukcijom diferenciranja:

» ADSC podvrgnute in vitro endotelskoj diferencijaciji imaju najviSu ekspresiju
proteina markera endotelskih ¢elija, VEGFR-a 2 i VCAM-a 1, dvanaest dana od

pocetka in vitro indukcije endotelske diferencijacije.

» ekspresija gena markera endotelskih celija Egr-a 1, Fit-a 1 i Veam-a I u ADSC
podvrgnutih endotelskoj diferencijaciji je najvisa dvanaest dana, a Jwf-a sedam

dana od pocetka indukcije endotelske diferencijacije.

3) O diferenciranju mezenhimskih mati¢nih ¢elija ka osteogenim ¢elijama in

vitro indukcijom diferenciranja:

» ADSC imaju najviSu imunoekspresiju osteokalcina, markera osteoblasta, petnaest

dana od pocetka in vitro indukcije osteogene diferencijacije.

» ekspresija gena markera osteogenih ¢elija Sp7, Bglap-a, Alpl-a i Collal je najvisa

petnaestog dana od pocetka in vitro indukcije osteogene diferencijacije.
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4) O vaskularizovanosti na modelu inzenjerisanih subkutanih implanata BALB/c

miseva:

» uimplantima koji kao komponentu imaju samo mineralni matriks kosti, inicijalno su
visoki procenat vaskularizacije, imunoekspresija VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 i
ekspresija gena markera endotelskih ¢elija, dok u kasnijim tackama posmatranja in
vivo eksperimentalnog perioda, opadaju procenat vaskularizacije i ekspresija

proteina i, delom, gena markera endotelskih ¢elija.

» u implantima koje ¢ine mineralni matriks kosti i plazma obogacena trombocitima u
svim tackama posmatranja su procenat vaskularizacije i ekspresija proteina markera
endotelskih ¢elija niski, a u vecini tacaka posmatranja je ekspresija gena markera

endotelskih ¢elija znacajno niza (p<0.05) nego u ostalim tipovima implanata.

» u implantima dobijenim od mineralnog matriksa kosti, plazme obogacene
trombocitima i neindukovanih ADSC, procenat vaskularizacije i imunoekspresija
VEGFR-a 2 i VCAM-a 1 opadaju tokom in vivo eksperimentalnog perioda, a
ekspresija gena markera endotelskih ¢elija je medu vode¢im u poredenju sa ostalim

tipovima implanata.

» implanti koje ¢ine mineralni matriks kosti, plazma obogac¢ena trombocitima i ADSC
in vitro indukovane ka endotelskim c¢elijama imaju visok procenat vaskularizacije
dve nedelje nakon implantacija, Cetiri ili osam nedelja nakon implantacija visu
ekspresiju svih gena markera endotelskih ¢elija, osim Fl¢-a I, u odnosu na ranije
tatke posmatranja, a osam nedelja posle implantacija odlikuju se najviSim
procentom vaskularizacije i ve¢om brojnos¢u VEGFR-2 1 VCAM-1 pozitivnih ¢elija

u odnosu na ostale ispitivane tipove implanata.

» u implantima sacinjenim od mineralnog matriksa kosti, plazme obogacene
trombocitima i ADSC in vitro indukovanih ka osteogenim celijama, procenat
vaskularizacije raste osam nedelja nakon implantacija u odnosu na dve nedelje posle
implantacija, a ekspresija gena i proteina markera endotelskih ¢elija u svim tackama

posmatranja je visoka.
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» u implantima sacinjenim od mineralnog matriksa kosti, plazme obogacene
trombocitima i ADSC indukovanih in vitro ka endotelskim i osteogenim c¢elijama,
procenat vaskularizacije 1 imunoekspresija VEGFR-a 2 opadaju osam nedelja nakon
implantacija u odnosu na dve nedelje nakon implantacija, imunoekspresija VCAM-a
1 je snaznija i postoji trend rasta ekspresije gena markera endotelskih ¢elija, izuzev

Vwf-a, tokom in vivo eksperimentalnog perioda.

5) O osteogenom procesu na modelu inZenjerisanih subkutanih implanata

BALB/c miSeva:

» u implantima koji kao komponentu imaju samo mineralni matriks kosti, postoje rani
znaci osteogenog procesa, dok u kasnijim tackama posmatranja in vivo

eksperimentalnog perioda, opadaju imunoekspresija osteokalcina i ekspresija Spp-a

1.

» u implantima sacinjenim od mineralnog matriksa kosti i plazme obogacene
trombocitima osam nedelja nakon implantacija ne dolazi do napredovanja
osteogenog procesa u odnosu na ranije tacke posmatranja, na Sta ukazuju

imunoekspresija osteokalcina i ekspresija Spp-a 1.

» u implantima sacinjenim od mineralnog matriksa kosti, plazme obogacene
trombocitima 1 neindukovanih ADSC, obrasci imunoekspresije osteokalcina i
ekspresije Sppl gena ukazuju na to da osteogeni proces dobro napreduje zaklju¢no
sa taCkom posmatranja Cetiri nedelje nakon implantacija, a osam nedelja nakon
implantacija dolazi do smanjene imunoekspresije osteokalcina i ekspresije Sppl

gena u odnosu na ranije tacke posmatranja.

» u implantima koje ¢ine mineralni matriks kosti, plazma obogacena trombocitima i
ADSC in vitro indukovane ka endotelskim c¢elijama, osam nedelja nakon
implantacija raste imunoekspresija osteokalcina, dok je ekspresija Spp-a 1 visoka i
stabilna tokom c¢itavog in vivo eksperimentalnog perioda, Sto ¢ini ovu kombinaciju

povoljnom za konstrukciju osteogenih implanata.

» implanti sacinjeni od mineralnog matriksa kosti, plazme obogacene trombocitima i

ADSC in vitro indukovanih ka osteogenim ¢elijama imaju izraZenu imunoekspresiju
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osteokalcina i visoku ekspresiju Sppl gena, u svim tackama posmatranja tokom in
vivo eksperimentalnog perioda, §to ovaj tip implanata ¢ini pogodnim za potencijalnu

primenu u tkivnom inZenjerstvu kosti.

» osam nedelja nakon implantacija, kompozicija implanata koju c¢ine mineralni
matriks kosti, plazma obogacena trombocitima i ADSC in vitro indukovane ka
endotelskim i osteogenim ¢elijama indukuje ekspresiju markera osteogenog procesa,

ali 1 jaku regresiju tkiva izmedu granula MMK.

6) O razlikama u osteogenom procesu u razli¢ito inZenjerisanim subkutanim

implantima:

» konstrukcija implanata koja ukljucuje samo mineralni matriks kosti nije dovoljna za

odrZivost dobre vaskularizovanosti i osteogenog procesa.

» postoji dobar osteogeni potencijal neindukovanih ADSC za konstrukciju osteogenih
implanata, ali koji nije dovoljan za odrZivost osteogenog procesa nakon duzeg in

vivo eksperimentalnog perioda.

» endotelske celije, u kombinaciji sa mineralnim matriksom kosti i plazmom
obogacenom trombocitima, jesu jedan od najznacajnijih faktora koji dovodi do

dobre vaskularizovanosti i poCetka osteogenog procesa.

» same osteogene celije u implantima sa mineralnim matriksom kosti i plazmom
obogacenom trombocitima su dovele do povoljnijih osteogenih rezultata od

kombinacije endotelskih i1 osteogenih ¢elija.

» prejaka regresija tkiva u implantima koje ¢ine mineralni matriks kosti, plazma
obogacena trombocitima i ADSC in vitro indukovane ka endotelskim 1 osteogenim
¢elijama namece potrebu za trazenjem optimalnih odnosa broja implantiranih

endotelskih i osteogenih ¢elija u njima.

» dalja istrazivanja uticaja mezenhimskih mati¢nih delija belog masnog tkiva,
indukovanih in vitro ka endotelskim 1 osteogenim c¢elijama, na vaskularizovanost

ektopicnih osteogenih implanata trebalo bi usmeriti na unapredenje mogucnosti,
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uslova i nacina za postizanje Sto boljeg bioloskog kvaliteta vaskularizovanih tkivnih

matriksa od znacaja za tkivno inZenjerstvo kosti 1 klinicku praksu.
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8. PRILOG-LISTA SKRACENICA

Actb — “housekeeping” gen za [-aktinski lanac

ADSC (A4dipose-derived stem cells, engl.) — mezenhimske mati¢ne ¢elije masnog tkiva
AKT-protein kinaza B

Alpl (Alkaline phosphatase liver/bone/kidney, engl.) — tkivno-nespecifi¢na alkalna
fosfataza koja se eksprimira u jetri, kostima i bubrezima

Ang-1 — angiopoetin-1

AV-snop — arterio-venski vaskularni snop

Bglap (Bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein, engl.) — gen za
osteokalcin
BMP-2 — kostani morfogenetski protein 2

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

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

CD29 — anti-Integrin 1

CD44 — receptor hijaluronata i osteopontina

CD105 — endoglin

c¢DNK — jednolan¢ana, komplementarna dezoksiribonukleinska kiselina

Collal (Collagen type I al chain, engl.) — alfa lanac kolagena I

Cx37 (Gap junction connexin 37, engl.) — pukotinasta veza preko koneksina 37

Cx40 (Gap junction connexin 40) — pukotinasta veza preko koneksina 40

Cx43 (Gap junction connexin 43, engl.) — pukotinasta veza preko koneksina 43

DAB — di amino benzidin
dH,O — destilovana voda
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Minimal Essential Medium, engl.) — standardni
medijum za ¢elijske kulture
DNK - dezoksiribonukleinska kiselina
dNTP — deoksiribonukleotid trifosfat
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ECGEF (Epithelial cell growth factor, engl.) — faktor rasta epitelnih celija

EC — endotelska éelija

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid, engl.) — etilendiamintetrasiréetna kiselina
EGF (Epidermal growth factor, engl.) — epidermalni fakor rasta

Egr-1 (Early growth response protein I, engl.) — transkripcioni faktor vrlo ranog
odgovora 1

ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinase 1/2, engl.) — kinaza aktivirana

vancelijskim signalom 1/2

FCS (Foetal calf serum, engl.) — fetalni tele¢i serum

FGF (Fibroblast growth factor, engl.) — faktor rasta fibroblasta

HA (Hydroxyapatite, engl.) — hidroksiapatit

HAp-skafoldi — skafoldi na bazi hidroksiapatita

HE — Hematoksilin-eozin bojenje

HLA (Human leukocyte antigen, engl.) — humani leukocitni antigen

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

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

IL-1 (Interleukin 1, engl.) — interleukin 1

MHC  (Major  Histocompatibility =~ Complex, engl.) — glavni kompleks
histokompatibilnosti

MMK — mineralni matriks kosti

MM tip implanata — implanti sac¢injeni od MMK

MPD tip implanata — implanti sac¢injeni od MMK, PRP i neindukovanih, u standardnom
medijumu in vitro ekspandiranih ADSC

MPE tip implanata — implanti sac¢injeni od MMK, PRP i mezenhimskih mati¢nih ¢elija
masnog tkiva in vitro indukovanih u EC

MPEO tip implanata — implanti sa¢injeni od MMK, PRP, ADSC in vitro indukovanih u
EC i ADSC in vitro indukovanih u OC

MP tip implanata — implanti sa¢injeni od MMK i PRP
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MPO tip implanata — implanti sacinjeni od MMK, PRP, ADSC in vitro indukovanih u
ocC
MSC (Mesenchymal stem cells, engl.) — mezenhimska maticna celija

mTOR (Mammalian target of rapamycin, engl.) — ciljni molekul rapamicina kod sisara

OC — osteogena éelija
OPG - osteoprotegerin

Osx (Osterix engl.) — transkripcioni faktor uklju€en u osteogenu diferencijaciju

P03-1 dan — ¢elije koje su do prvog dana nakon treeg pasaza rasle u standardnom
medijumu za ¢elijske kulture DMEM-u

P03-12 dana — ¢elije koje su do dvanaest dana nakon treéeg pasaza rasle u standardnom
medijumu za Celijske kulture DMEM-u

PAF4 (Platelet-activating factor 4, engl.) — faktor aktivacije trombocita 4

PBS (Phosphate Buffer Saline, engl.) — fizioloski rastvor puferovan fosfatnim puferom
PCR (Polymerase chain reaction, engl.) — lanCana reakcija polimeraze

PDAF (Platelet-derived angiogenesis factor, engl.) — trombocitni faktor angiogeneze
PDEGF (Platelet-derived endothelial growth factor, engl.) — trombocitni endotelski
faktor rasta

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

PF4 (Platelet factor 4, engl.) — trombocitni faktor 4

PI3K (Phosphatidylinositide 3-kinases, engl.) — fosfatidil-inozitol 3-kinaza, PI-3 kinaza

PRP (Platelet-rich plasma, engl.) — plazma obogacena trombocitima

gRT-PCR (quantitative real-time PCR, engl.) — kvantitativna lanCana reakcija

polimeraze u realnom vremenu

RNK - ribonukleinska kiselina

RT buffer — pufer za reverznu transkripciju

Sca-1 (Stem cells antigen-1, engl.) — antigen matic¢nih ¢elija 1
SVF (Stromal vascular fraction, engl.) — stromalna vaskularna frakcija
Sp7 — gen za transkripcioni faktor Osteriks ukljucen u osteogenu diferencijaciju
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Spp1 (Secreted phosphoprotein 1, engl.) — gen za osteopontin

TAE pufer — Tris, acetat, EDTA pufer

TBE (Trypan blue dye exclusion, engl.) — metoda bojenja tripan-plavim

TCP (Tricalcium phosphate, engl.) — tri-kalcijum fosfat

TGF-B (Transforming growth factor beta, engl.) — transformisuci faktor rasta beta
TRAP (Tartrate-resistant acid phosphatase, engl.) — tartarat-rezistentna kisela fosfataza

TSP-1 (Thrombospondin-1, engl.) — trombospondin 1

VCAM 1 (Vascular cell adhesion molecule 1, engl.) — vaskularni Celijski adhezivni
molekul 1

VEGF, VEGFA (Vascular endothelial growth factor, engl.) — vaskularni endotelski
faktor rasta

VEGFR-2/Kdr (Vascular endothelial growth factor receptor 2/Kinase insert domain
protein receptor, engl.) — receptor vaskularnog endotelskog faktora rasta 2
VEGFR-1/Fit-1 (Vascular endothelial growth factor receptor 1/ Fms-related tyrosine
kinase, engl.) — receptor vaskularnog endotelskog faktora rasta 1

VLA-4 (Very late antigen 4, engl.) — integrina 04p1

vWF (Von Willebrand factor, engl.) — gen za fon Vilebrandov faktor
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U3sjaBa 0 ayTopcTBY

Mme u npesume aytopa Jenena . Hajganosuh

Bpoj uHpgekca 6302/2008

Usjasmyjem
[a je LOKTOPCKa gucepTaumja nog HacioBOM

Y1uuaj mesenxumckux henuja 6enor macHor TKMBa MULLA, MHAYKOBaHUX in vitro Ka
eHAoTeNcKum u octeoreHum henunjama, Ha BacKY/1apuM30BaHOCT EKTONMYHUX OCTEOTEHUX
umMnaaHara

L Pe3ynTar CoONCTBeHOr MCTPaxKMBaA4KOr pajaa;

® jJa AucepTauuja y LenuHW HU Y AenoBMMa Huje Bruna npegnoeHa 3a cTuuarbe gpyre
OWMIOME Npema CTYAMjCKMUM NporpamMmuma ApYrux BUCOKOLIKONCKMX YCTaHOBa;

e [la Cy pe3ynTaTi KOPeKTHO HasedeH! K1

e [a HMCaM KpLIMO/na ayTopcKa npaea M KOPUCTMO/Na WHTENEKTYyanHy CBOjUHY ApYrux
nua.

Mortnwuc ayTopa

Y beorpagy, 01-08. 201

%ma/ Veiaunobal
g 1
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U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaAMMNaHe U €JIeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga

Mme 1 npesume ayTtopa JeneHa I'. HajgaHosuh
Bpoj uHaekca 6302/2008
Cryaumjckun nporpam Buonoruja henuvja u Tkuea

Hacnos paga Ytuuaj meseHxumckux henuja 6enor macHor TKRMBa MULLA, UHAYKOBAHUX in
vitro Ka eHpoTeNCKMM U ocTeoreHum henuvjama, Ha BacKyN1apu30BaHOCT eKTONMYHUX
OCTeoreHUX MMmnnaHaTa

MeHTopKM ap Creso HajmaH, pepoBHu npodecop, YHUBep3uTeT y Huwy-MeamumHCKu
darynTet

ap Maja Yakuh Munowesuh, noueHT, YHMBep3uTeT y beorpagy-bruonowkm
dakyntet

M3jaBmpyjem ga je wTamnaHa Bep3Mja MoOr AOKTOPCKOT pafia MCTOBETHA eNEeKTPOHCKO] BEP3Uju
Kojy cam npepao/na pagu noxparseHa y OurutanHom penosvtopujymy YHuBepsuteTta y
beorpaay.

[ozBo/basam fa ce objaBe mMOjM NMYHM NOJALM Be3aHW 3a Aobujarbe aKafeMCKOr Ha3susa
OOKTOPa HayKa, Kao LITO Cy MME W Npe3rMme, roguMHa U MecTo pohera 1 gatym ogbpaHe paga.

OBM AMYHM NodaLm mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuLama aurutanHe Gubnmoteke, y
E/eKTPOHCKOM KaTanory uy nybnukaumnjama YHusepsuteTta y beorpagy.

Motnuc aytopa

vy Beorpagy, 071.08.201( .

Teuerno ,Qfajcraﬁ;oéuff
d Jd
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UsjaBa o kopuuwherwy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubauoteky ,CeBetosap Mapkoeuh” pa vy  OurutanHu

penosutopujym YHusepsuTeTa y beorpagy yHece Mmojy 4OKTOPCKY AucepTalujy nog Hac10BOM:

Y1uuaj meseHxumckux henuja 6enor macHor TKMBa MULLA, MHAYKOBaHMX in vitro Ka
eHAo0TeNcKuM K ocTeoreHum henmjama, Ha BacKy1apU30BaHOCT EKTOMUYHMUX OCTEOreHUX
uMnAaHaTa

KOja je Moje ayTOpPCKO Aeno.

OucepTaumjy ca cBum npunosvMma npenaoc/na cam y eneKkTpoHCKOM ¢popmaTty norogHom 3a
TpajHO apXnBUpakse.

Mojy OOKTOPCKY gucepTaumjy noxparbeHy y JurutanHom penos3vTopujymy YHWUBep3uTeTa Yy
Beorpagy 1 AOCTyMHy y OTBOpPEHOM MPUCTYNYy MOFY Aa KOPMCTE CBWU KOjU nowTyjy ogpegnbe
cafpraHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce ognydno/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AytopcTBO — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjANHO — AeNIUTK Mo UCTUM ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AyTOpCTBO — AENWUTU Nog ucTum ycnosmuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3a0KpyKUTE CamMo jeHY 04, WEeCT NOHYHeHUX AULEHLM.
KpaTak onuc nnLeHuM je cacTaBHM 4e0 OBe u3jase).

Motnuc aytopa

Y beorpagy, _ 01.08.2016 .

6'7 2 eHo. Qf%gmoéuﬁ/
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1. AytopcTeo. [o3BO/baBaTe YMHOXaBarbe, AUCTPMOYUM]Y M jaBHO caonwiTasarbe 4ena, u
npepage, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HayuMH oapeheH oA CTpaHe ayTopa WMAM AaBaoua
N1UEeHUe, 4ak 1 y KomepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuMja o4 CBUX TULEHLM.

2. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo. [lo3BO/baBaTe YMHOMaBarbe, AUCTPUBYUM)y M jaBHO
caonwiTaBakbe Aena, U Npepage, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH ogpeheH og cTpaHe
ayTopa uau gasaoua AvueHue. OBa NMUEHLA He A03B0/baBa KOMepLUWjanHy ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO — HeKomepuuMjanHo — 6e3 npepaga. /lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBarbe, AUCTpUbyLmjy
M jaBHO caonwiTaBake fena, bes npomeHa, npecbnukosarsa Mau ynotpebe aena y ceom geny,
aKo ce HaBefle MMe ayTopa Ha HauyuH ofdpeheH of cTpaHe ayTopa WAW gasaola nuueHue. Osa
NUUEeHUA He [03BO/baBa KomepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHocy Ha CBe OcCTane NULEHUE,
OBOM J/IULLEHLIOM Ce orpaHuyaBa Hajsehu obMm npasa Kopuwhera gena.

4. AytopctBO — HEKOMEepUuMjaHO - [enuTM nog WCTUM  ycnhoBuma. [lo3Bo/baBaTe
YMHOXKaBakee, aucTpnbyumjy v jaBHO caonwiTaBarbe Aefa, M Npepaje, ako Ce HaBede Mme
ayTopa Ha HaunH oppeheH opf, CTpaHe ayTopa WMAM OaBaola NMUEHLE M ako ce npepaga
aWcTpubyrpa nog  MCTOM  WMAW  CAMYHOM  AuueHuom. OBa /MUEHUA He [03B0/baBa
KomMepuMjanHy ynotpeby nena v npepaga.

5. AyrtopctBo — 6e3 npepapga. [o3Bo/baBaTe yMHOXaBatbe, AUCTPUBYUMjy W  jaBHO
caonuwTrasarbe gena, bes npomeHa, npeobankoBara nnu ynotpebe gena y cBom aeny, ako ce
HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH opn cTpaHe ayTopa WAM paBaoua auuedue. Osa
NVLEHL,A [03BO/baBa KOMepLMjanHy ynotpeby aena.

6. AytopcTBO — AenuTM noa WUCTUM ycroBuma. [lo3BorbapaTte YMHOXaBake,
AucTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTaBarwe Aena, U npepaje, ako ce HaBene ume aytopa Ha
HaynH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa WnW fasaoua nuueHUe W ako ce npepaga
auctpubyupa nog WCTOM WAW CrMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua [O03BO/baBa
Komepuwujandy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBEPCKUM nULIEHLaMa,
OAHOCHO NuLEeHLama OTBOPEHOT Koaa.
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