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“Uticaj razli¢itih 3D biomaterijala na osteoblastnu diferencijaciju mezenhimalnih Celija

zubne pulpe”
IZVOD

Milioni pacijenata Sirom sveta pate od oboljenja kostiju ili koStanih defekata kao
Sto su osteosarkom, osteoporoza 1 frakture kostiju. U cilju reSavanja problema
izgubljenog kostanog tkiva, inZenjerstvo kostanog tkiva glavni akcenat stavlja na tkivnu
regeneraciju a ne na zamenu tkiva, zbog ¢ega postaje predmet sve veceg interesovanja.
Maticne celije i1 skafoldi imaju esencijalnu ulogu u stvaranju novog tkiva putem tkivnog
inzenjerstva. Celijska komponenta je neophodna zbog stvaranja i uspostavljanja
ekstracelularnog matriksa u novom tkivu, dok su skafoldi zaduZzeni za obezbedivanje

mehanicke stabilnosti i temelja trodimenzionalne organizacije novog tkiva.

Osnovni cilj doktorske disertacije bio je ispitati diferencijalni kapacitet
izolovanih mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u odnosu na 4 razlicita ¢elijska nosaca —
skafolda: poroznog hidroksiapatita (pHAP) 1 poroznog hidroksiapatita u kombinaciji sa
3 polimera: polilaktid-koglikolnom kiselina (PLGA), alginatom i polimerom etilen vinil

acetat/versatatom (EVA/EVYV).

Istrazivanje je podrazumevalo izolovanje mezenhimalnih celija zubne pulpe
poreklom iz mle¢nih zuba u fizioloskoj smeni “outgrowth” metodom i njihovu
karakterizaciju metodom protocne citometrije. Sintetisani biomaterijali su okarakterisani
uz pomo¢ Fourier transform infracrvene spektroskopije (FTIR), rentgen difrakcije
(XRD), mikroskopije atomskih sila (AFM), skening elektronske mikroskopije (SEM) i
metode analize specificne povrSine Cestice praha hidroksiapatita (BET metoda).
Citotksi¢nost biomaterijala u prisustvu mezenhimalnih ¢elija je ispitivana indirektnom
metodom pomocu MTT testa 1 direktnom metodom pomocu LDH testa. Osteogena
diferencijacija izolovanih mezenhimalnih ¢elija u prisustvu razli¢itih 3D biomaterijala
pracena je bojenjem uzoraka alizarin crvenim, merenjem aktivnosti alkalne fosfataze i

skening elektronskom mikroskopijom.

Diferencijacijom ¢elija u 3 razliCite vrste celija — adipocite, hondrocite i
osteoblaste, 1 karakterizacijom CD29, CD73, CD90 i CD34 antitelima, pokazano je da

su izolovane ¢elije iz zubne pulpe mezenhimalne mati¢ne celije. Takode, rezultati



istrazivanja pokazuju da su ispitivani skafoldi bili adekvatno dizajnirani i da su imali
odgovaraju¢u morfologiju povrsine koja je neophodna za Celijske nosace. Svi materijali
su pokazali da su njihove povrSine u kontaktu sa mezenhimalnim ¢elijama zubne pulpe
pogodne za Celijsku adheziju i proliferaciju 1 da se odlikuju karakteristikama koje
omogucavaju rast ¢elija. Vidljivi obojeni kompleksi u prisustvu osteogenog medijuma
kod svih materijala nakon bojenja alizarin crvenim ukazuju na novodeponovani
mineralizovani matriks 1 pokazatelj su diferencijacije izolovanih ¢elija u osteoblaste.
Nakon perioda inkubacije od 12 dana u osteogenom medijumu, kod ¢elija inkubiranih
na svim ispitivanim materijalima uocena je povecana aktivnost alkalne fosfataze u
odnosu na aktivnost alkalne fosfataze ¢elija u prisustvu Bio Oss-a, posebno kod pHAP
sa PLGA. Nakon 21 dan gajenja ¢elija u osteogenom medijumu, u prisustvu svih
materijala, ekstracelularni matriks (ECM) je bio dominantan na SEM mikrografijama,
prekrivajué¢i i pore skafolda. Ovakva razvijena mreza ECM dokaz je izraZene

diferencijacije 1 veoma dobre biokompatibilnosti izmedu ¢elija i materijala.

Svi materijali, na osnovu ovog istrazivanja, su se pokazali jednakim a po nekim
parametrima 1 boljim od primenjivanog zlatnog standarda Bio Oss-a. Oni u daljim
eksperimentima mogu da posluze kao osnova za dobijanje ¢elijskog nosaca u koStanom
tkivnom inzenjerstvu i da omoguce vezivanje osteoblasta ili prekursora osteoblasta,

njihov rast i diferencijaciju. Posebno se u tome istakao pHAP sa PLGA.

Kljuéne reéi: mezenhimalne ¢elije zubne pulpe mle¢nih zuba, ¢elijski nosaci (skafoldi),

hidroksiapatit, osteogena diferencijacija, tkivno inzenjerstvo kosti
Naucna oblast: stomatoloske nauke 1 biologija
UZa naucna oblast: decja stomatologija i ¢elijska biologija

UDK broj: 602:611.314.18.018(043.3)



“Effects of various 3D biomaterials on osteoblastic differentiation of dental pulp

mesenchymal cells”
ABSTRACT

Millions of patients worldwide suffer from bone disease or bone defects such as
osteosarcoma, osteoporosis and bone fractures. In order to solve the problem of lost
bone tissue, bone tissue engineering major emphasis is on tissue regeneration rather
than tissue replacement, which is why it became the subject of growing interest. Stem
cells and scaffolds have an essential role in the production of new tissue by tissue
engineering. Cellular component is necessary for the generation and establishment of
the extracellular matrix in new tissue, while scaffold is responsible for providing

mechanical stability and the foundation of a new three-dimensional tissue organization.

The main objective of the dissertation was to examine the differential capacity of
isolated dental pulp mesenchymal cells in relation to 4 different cell carriers - scaffolds:
porous hydroxyapatite (pHAP) and porous hydroxyapatite combined with 3 polymers:
poly lactic-co-glycolic acid (PLGA), alginate and ethylene vinyl acetate / ethylene
vinyl versatate (EVA / EVV).

The research involved the isolation of dental pulp mesenchymal cells from
human exfoliated deciduous teeth shift by "outgrowth" method and their
characterization by flow cytometry. Characterization of synthesized biomaterials was
performed by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD),
atomic force microscopy (AFM), scanning electron microscopy (SEM) and methods of
the specific surface area of hydroxyapatite powder (BET method). Cytotoxicity of
biomaterials in the presence of mesenchymal cells was tested by an indirect method
using the MTT test and by a direct method using the LDH test. Evaluation of osteogenic
differentiation of isolated mesenchymal cells on 3D biomaterials samples was
performed by alizarin red staining, alkaline phosphatase activity measurements and

scanning electron microscopy.

The differentiation of isolated dental pulp cells in 3 different cell types -
adipocytes, chondrocytes and osteoblasts, and characterization of these cells by CD29,

CD73, CD90 and CD34 antibodies, showed the isolated cells were mesenchymal stem



cells. Furthermore, the results showed that scaffolds were appropriately designed and
had an appropriate surface morphology which was necessary for cell carriers. All
materials showed that their surfaces, in contact with dental pulp mesenchymal cells,
were suitable for cell adhesion, proliferation and cell growth. Visible dye complexes in
the presence of osteogenic medium after alizarin red staining indicated that new
mineralized matrix was formed and confirmed that isolated cells were differentiated into

osteoblasts.

After incubation period of 12 days in osteogenic medium, increased alkaline
phosphatase activity of cells cultured on all studied materials was observed compared to
alkaline phosphatase activity of cells cultured on Bio Oss, especially at pHAP combined
with PLGA. After 21 days of cell culturing in osteogenic medium, extracellular matrix
(ECM) was dominant at the SEM micrographs of all studied materials and Bio Oss,
covering the scaffold pores. The developed ECM confirmed the differentiation and a

very good biocompatibility between cells and materials.

This study indicates that all investigated materials, are equal or according to
certain parameters even better than the wide used gold standard Bio Oss. They can serve
in future studies as a basis for obtaining cellular carrier in bone tissue engineering and
to allow binding of osteoblasts and osteoblast precursors, their growth and
differentiation. In particular, the best results were obtained in pHAP combined with

PLGA.

Key words: dental pulp mesenchymal stem cells, cell carriers (scaffolds),

hydroxyapatite, osteogenic differentiation, bone tissue engineering
Scientific field: dentistry and biology
Scientific field specialized: paediatric dentistry and cell biology

UDC: 602:611.314.18.018(043.3)
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1. UvOD
1.1.  Istorijat

U irskoj epskoj pric¢i ,,The Tain bo Cuailnge®, ratnika Cetherna su lecili od
masivnih povreda i krvarenja trodnevnim kupanjem u kostanoj srzi. Prema predanju, na
taj nacin obnovljena je Cethernova snaga koja mu je omogucila da nastavi da se bori. U
19. veku postalo je popularno piti ,,Sejk zdravlja“ pod nazivom Virol koji je bio
napravljen od ekstrakata koStane srzi i masti a za koji se verovalo da je koristan u

terapiji displasti¢nih krvnih zrnaca.

Matic¢ne celije iz koStane srzi prvi put su upotrebljene slucajno na klinici 1937.
godine kada je nemacki lekar Schreytzenmayr ubrizgao koStanu srz intramuskularno

pacijentima obolelim od parazitarnih oboljenja u pokusaju da ih izleci.

Tokom 1950-ih godina postalo je jasno da mati¢ne Celije koStane srzi mogu
izleCiti letalno ozracene miSeve 1 obnoviti njihovu cirkulaciju i imuni sistem. 1956.
godine, nobelovac E. Donall Thomas i njegove kolege sa Instituta za tehnologiju u
Masacusetsu, pokazali su po prvi put da pacijenti oboleli od leukemije koji su bili na
mijeloablativnoj zracnoj terapiji koja eliminiSe bolest zajedno sa celokupnim
hematopoetskim 1 imunim sistemom, mogu biti izleCeni alogenom transplantacijom

kostane srzi. Ovo je bila prva klinicka terapija mati¢nim ¢elijama.

Prve embrionalne mati¢ne ¢elije humanog porekla izolovane su 1998. godine.
Ovo je otvorilo nove mogucénosti istraZiva¢ima za stvaranje brojnih in vitro modela
diferencijacije koji do tada nisu bili dostupni. Krajem proslog veka, postalo je sve
ociglednije da veéina organa, ako ne i svi organi, u ljudskom telu sadrze mati¢ne Celije.
Ove ¢elije nazvane su adultne mati¢ne ¢elije ili somatske mati¢ne Celije. Pokazano je da

ova vrsta mati¢nih ¢elija ima veliku sposobnost diferencijacije i plasticiteta.

1.2. Zubna pulpa — grada i funkcija

Zubna pulpa je vezivno tkivo mezodermalnog porekla koje se razvija iz
dentalne papile a ispunjava Supljinu zuba (cavum dentis). Izgradena je od ¢elija, vlakana

1 osnovne supstance. U osnovnoj meducelijskoj supstanci koja potice iz krvne plazme



nalaze se kolagena i elasticna vlakna, krvni i limfni sudovi, nervna vlakna 1 Celije —
odontoblasti, fibroblasti, fibrociti, histiociti, limfociti, mastociti 1 nediferencirane
mezenhimalne éelije (1). Celijski elementi nisu ravnomerno rasporedeni, u strukturi

pulpe razlikuju se 3 sloja:

e periferni (povrsni) sloj izgraden od odontoblasta, visokospecijalizovanih ¢elija
koje stvaraju organski matriks dentina (predentin);

e Vejlova zona - zona siromasna ¢elijama, ispunjena spletom nemijelinizovanih
nervnih vlakana koji sadrze receptore za bol, krvnih i limfnih sudova;

e Hoelova multicelularna zona — sadrzi fibroblaste, nediferencirane mezenhimalne
¢elije-matic¢ne ¢elije, preodontoblaste i ¢elije odbrambenog sistema (limfocite,
plazmocite, histiocite, eozinofilne granulocite i mastocite), kolagena i elasti¢na

vlakna, brojne kapilare i nerve.

U pulpi mladih osoba sve zone su dobro razvijene i jasno uocljive osim u
apeksnom delu zuba. Takode, kod ovih osoba, broj fibroblasta je ve¢i u odnosu na
kolagena vlakna. Krvni sudovi zubne pulpe ne poseduju anastamoze Sto ima vaznu
ulogu u procesu zapaljenja. Cirkulaciju reguliSe autonomni nervni sistem putem

simpatikusa i parasimpatikusa i mala senzitivna nervna vlakna.

Tokom starenja u zubnoj pulpi dolazi do regresivnih promena koje nisu u vezi sa
karijesom 1 drugim patoloskim promenama zuba. Dolazi do zadebljanja zidova krvnih
sudova i suzavanja njihovog lumena, kao i do smanjenja ¢elija zubne pulpe, te se do 70.

godine Zivota moze ocekivati redukcija broja ¢elija i do 50% (2).
Pulpa ima vise uloga:

e Formativnha — stvaranje kolagenih vlakana od strane fibroblasta i stvaranje
dentina od strane odontoblasta. Tokom faze rasta i razvoja zuba nastaje tzv.
primarni dentin, dentin izgraden pre kompletnog formiranja korena zuba, do
vremena kada pocinju okluzija i artikulacija. Po zavrSetku rasta korena zuba,
nastaje fizioloski sekundarni dentin koji se stvara tokom celog zivota, sve dok je
pulpa vitalna. Osim navedenih, moze se javiti 1 tercijarni (reparatorni,
nadrazajni) dentin kao odgovor na stimulaciju odontoblasta odredenim

faktorima, kao S$to su karijes ili medikamenti koji se koriste u odredenim



terapijskim procedurama. Nepravilne je strukture i1 stvara se na mestima
izlozenim spoljasnjim nadrazajima. Za razliku od primarnog i sekundarnog
dentina koji se stvaraju duz Citave pulpno-dentinske granice, tercijarni dentin
stvaraju samo oni odontoblasti koji su direktno stimulisani.

e Nutritivna — prisustvo velikog broja krvnih i limfnih sudova omogucava
nutritivnu ulogu pulpe koja je znacajna zbog odrzavanja vitalnosti zuba.

e Senzorna (nervna) — vazomotorna i senzitivha nervna vlakna pulpe regulisu
cirkulaciju i prenose bolne senzacije u koru velikog mozga.

e (Odbrambena — sposobnost pulpe da na karijes i druga oboljenja odgovori
upalom i stvaranjem tercijarnog dentina. Ukoliko se karijes ne sanira, moze do¢i

1 do ireverzibilne upale (pulpitis) 1 izumiranja pulpe (nekroza, gangrena) (1, 3).

1.3.  Maticne Celije

Mati¢ne celije su klju¢na podgrupa nespecijalizovanih ¢éelija organizma u vrlo
ranom stadijumu razvi¢a, koje u normalnim uslovima u datom tkivu mogu da se
diferenciraju u razli¢ite tipove funkcionalno specijalizovanih zrelih ¢elija. Postoje na
svakom stepenu razvia organizma sisara, od oplodene jajne celije do odraslog
organizma, pri ¢emu se njihove osobine i potencijali razlikuju zavisno od stepena
razvi¢a. Igraju vaznu ulogu u embrionalnom razvoju i organogenezi (embrionalne
mati¢ne ¢elije — EMC i fetalne mati¢ne ¢elije), kao i u tkivnoj homeostazi i regeneraciji
(adultne mati¢ne Celije - AMC). Izvor su svih novih tkiva nastalih reparaturom ili

remodelovanjem (4, 5).

Dve funkcije definiSu maticne celije organizma: neograni¢ena sposobnost
samoobnavljanja (moguc¢nost kontinuirane deobe u smislu sopstvene reprodukcije, Sto
ih ¢ini potencijalno besmrtnim) i pluripotentnost (moguénost diferencijacije u razlicite
progenitorne ¢elije — mati¢ne ¢elije koje se opredeljuju za dalje sazrevanje u pravcu
specificnih vrsta celija). Osim toga maticne Celije karakteriSe i1 veliki potencijal
migracije i imunoloSke tolerancije. Sposobnost samoobnavljanja kontrolisana je
unutrasnjim genetskim putevima koji su pod kontrolom regulacije spoljasnjih signala

dospelih iz mikrosredine u kojoj je smestena populacija mati¢nih ¢éelija (5, 6).



Poslednjih godina postignut je veliki napredak u proucavanju mati¢nih ¢elija, a u
neposrednoj buducnosti moze se oc€ekivati isti 1 u njihovoj terapijskoj primeni u tzv.
“regenerativnoj medicini” ili “tkivnom inZenjeringu” kako humanih adultnih mati¢nih
¢elija koje mogu postati idealan izvor autologih mati¢nih ¢elija za tkivnu regeneraciju,
tako 1 humanih embrionalnih mati¢nih ¢elija. lako imaju manju sposobnost
diferencijacije, danas se AMC daleko vi$e primenjuju u regenerativnoj terapiji u odnosu
na EMC, pre svega zbog relativno lake izolacije, ¢injenice da nemaju onkogeni

potencijal i da njihova primena nema eti¢kih ogranic¢enja (7).

1.3.1. Klasifikacija mati¢nih celija

Postoji nekoliko podela mati¢nih éelija:

e u odnosu na razvojni potencijal mati¢ne ¢elije mogu biti: a) totipotentne - imaju
najveci razvojni potencijal, od njih moze nastati bilo koji tip od preko 200 celija
koje ima organizam coveka. Totipotentne su embrionalne ¢elije do stupnja od 8
blastomera; b) pluripotentne - nastaju razvi¢em totipotentnih i od njih ne mogu
nastati svi tipovi ¢éelija, kao od totipotentnih, ali moze nastati veliki broj; c)
multipotentne - su malobrojne nediferencirane celije unutar tkiva odraslog
organizma koje se mogu diferencirati u ¢elije medusobno blisko povezane i sli¢ne;
d) unipotentne celije mogu stvoriti samo jedan tip Celija, ali imaju sposobnost
samoobnavljanja koja ih razdvaja od nemati¢nih ¢éelija;

e u odnosu na funkciju mati¢ne ¢elije mogu biti normalne i kancerske matic¢ne ¢elije;

e u odnosu na mesto izolacije mati¢ne Celije se dele na embrionalne, fetalne, mati¢ne
¢elije iz krvi pupcanika i adultne mati¢ne celije. Humane embrionalne mati¢ne
éelije (hEMC) se dobijaju iz blastociste u periodu izmedu 5-8. dana nakon
oplodenja. Fetalne mati¢ne celije se uglavnom dobijaju iz tkiva pupcanika
(Vartonove pihtije) i pars fetalis placente. Humane adultne matiéne éelije (hLAMC),
oznacavane 1 kao humane mezenhimalne mati¢ne ¢elije, do danas su izolovane iz
kostane srzi, periferne krvi, koze, epitela digestivnog trakta, skeletnih misica, srca,
pluca, retine, mozga, jetre, pankreasa, masnog tkiva, sinovijuma, periostijuma i

zuba (5, 8-10).



Medu adultnim mati¢nim celijama posebno mesto zauzimaju nehematopoetske
mezenhimalne mati¢ne celije koStane srzi koje se oznaCavaju i kao stromalne celije
koStane srzi (engl. bone marow stromal stem cells, BMSSC) ili multipotentne adultne
progenitorne Celije (engl. multipotent adult progenitor cells, MAPC). Na postojanje ovih
¢elija ukazano je pre vise od 40 godina (11). Znatno kasnije one su uspesno izolovane iz
¢elijske suspenzije dobijene iz aspirata koStane srzi, preciS¢ene i propagirane u uslovima
in vitro. Mogu da se diferenciraju u osteoblaste, hondrocite i ¢elije retine, najverovatnije
procesom transdiferencijacije u najmanje dva klicina lista (12, 13). Mezenhimalne
matic¢ne celije koStane srzi imaju sposobnost diferenciranja u pravcu nastanka
nehematopoetskih ¢elija. Takode, dokazano je da ulaze u cirkulaciju 1 da mogu da
naseljavaju udaljena mesta u organizmu gde se diferenciraju u cilju reparacije oste¢enog
tkiva. Nakon transplantacije ovih ¢elija u imunokompromitovanog misa, dokazana je
sposobnost njihove migracije u jetru i mozak (14, 15). Smatra se da medu svim hAMC,
najveci plasticitet poseduju BMSSC, tj. da one imaju najvecu sposobnost da se

diferenciraju u Celije razli¢ite od ¢elija tkiva odakle poticu (15).

Posebno mesto zauzima moguénost diferencijacije mezenhimalnih éelija koStane
srzi u cementoblaste i ameloblaste, Sto otvara nove mogucénosti u regenerativnoj
stomatologiji ne samo upotrebom mati¢nih ¢éelija zubne pulpe ve¢ i BMSSC (16, 17).
Najnovije studije pokazale su pozitivan efekat proteina matriksa gledi na diferencijaciju
BMSSC svinje u cementoblaste (18). Pokazana je i nova moguénost regeneracije
periodontalnog tkiva kombinacijom mezenhimalnih maticnih ¢elija 1 plazmom

obogacenom trombocitima upotrebom tehnologije tkivnog inzenjerstva (19).

1.3.2. Klasifikacija mati¢nih ¢elija zuba
Matic¢ne ¢elije zuba mogu se dobiti iz:

e zubnog epitela — zubne epitelne mati¢ne Celije;

e zubne pulpe — mati¢ne ¢éelije zubne pulpe (engl. dental pulp stem cells, DPSC),
mati¢ne Celije poreklom iz eksfoliranih humanih mle¢nih zuba (engl. stem cells
from human exfoliated deciduous teeth, SHED) i1 nezrele mati¢ne ¢elije zubne

pulpe (engl. immature dental pulp stem cells, IDPC);



e periodontalnog ligamenta — mati¢ne celije periodontalnog ligamenta (engl.
periodontal ligament stem cells)

e zubnog folikula — zubne folikularne prekursorske celije (engl. dental follicle
progenitor cells)

e apikalne papile zuba — maticne Celije apikalne papile (engl. stem cells from the

apical papilla) (20).

Osnovni diferencijalni potencijal mati¢nih ¢elija zuba je u njihovoj sposobnosti

da formiraju dentin i tkivo periodoncijuma.

Sve nabrojane mati¢ne Celije zuba su ektomezenhimalnog porekla (iz nervnog
grebena), izuzev zubnih epitelnih mati¢nih ¢elija koje poticu od ektoderma i gube se
kod dece nakon nicanja zuba. Karakterizacija razli¢itih mati¢nih ¢elija zuba na osnovu
eksperesije povrSinskih proteinskih markera je veoma kompleksna. Medutim, neki
povrsinski proteinski markeri, kao §to su Stro-1 i CD73 su ubikvitarno eksprimirani na
svim mati¢nim i prekursorskim c¢elijama zuba. Bolje poznavanje ekspresije ovih
markera 1 njihov odnos prema c¢elijskoj diferencijaciji i plastricitetu, svakako ¢e u

buduénosti doprineti razvoju terapije bazirane na primeni ovih ¢elija (20).

1.3.3. Maticne éelije zubne pulpe

Za razliku od zubnih epitelnih mati¢nih ¢elija, nediferencirane mati¢ne celije
poreklom iz ektomezenhima se ne gube u potpunosti kod ¢oveka nakon nicanja zuba.
Sredinom devedesetih godina 20. veka doslo je do uspesne izolacije prekursorskih ¢éelija
zubne pulpe (21). Kasnije su dentalne ektomezenhimalne mati¢ne ¢elije izolovane iz
zubne pulpe molara i nazvane mati¢ne ¢elije zubne pulpe (DPSC) (22). Nakon toga
uspesno su izolovane jo§ dve populacije matic¢nih ¢elija iz zubne pulpe — mati¢ne Celije
iz eksfoliranih humanih mle¢nih zuba (SHED) i nezrele mati¢ne ¢elije zubne pulpe koje
po svemu sude¢i C¢ine najprimitivniju populaciju matiénih ¢elija zubne pulpe.
Pretpostavlja se da su ove poslednje navedene maticne celije zubne pulpe u stvari

multipotentni prekursori DPSC i SHED (23).



Mati¢ne ¢elije zubne pulpe mogu da se izoluju 1 5 dana nakon ekstrakcije zuba, a
njihova izolacija 1 kultivacija moguca je i iz intaktnih zuba koji su prethodno
krioprezervirani. Navedeni podaci ukazuju da su potrebni minimalni zahtevi za

stvaranje banke ovih ¢elija u cilju buduce primene u medicinske svrhe (24).

1.3.3.1. Ektomezenhimalne maticne Celije izolovane iz zubne pulpe molara

Ove Celije ispoljavaju slicne karakteristike kao mezenhimalne mati¢ne celije
kostane srzi (BMSSC): adheriraju na plasticnu podlogu i1 formiraju kolonije.
Lokalizovane su u perivaskularnoj nisi i eksprimiraju marker mati¢nih ¢elija Stro-1
(25). Za razliku od mezenhimalnih mati¢nih celija kosStane srzi, DPSC mogu da se
diferenciraju u odontoblaste. Ove Celije takode imaju neke karakteristike identi¢ne sa
osteoblastima. Metodom DNK mikroereja ustanovljene su razlike izmedu BMSSC i
DPSC, koje se ogledaju pre svega u povecanoj ekspresiji gena koji kontrolisu ¢elijski
ciklus kod DPSC (26). U skladu sa tim moze se objasniti visa stopa proliferacije DPSC
u odnosu na BMSSC (22). Dokazana je diferencijacija DPSC 1 u adipocite 1 u celije

slicne neuronima (27).

1.3.3.2. Maticne ¢Celije poreklom iz eksfoliranih mle¢nih zuba

Posebna populacija mati¢nih ¢elije zubne pulpe ektomezenhimalnog porekla
izolovana je iz mleénih zuba (sekutica) u periodu njihove fizioloSke smene
(eksfolijacije) i oznacena kao SHED. Ove ¢elije mogu da se kultivisu kao adherentne
¢elije slicne fibroblastima ili u vidu neurosfera, sli¢no ¢elijama nervnog sistema. SHED
su sposobne da se diferenciraju u odontoblaste, adipocite 1 nervne Celije. U in vivo
uslovima indukuju formiranje kosti i produkciju dentina. Nakon transplantacije u misa
sa kompromitovanim imunoloskim sistemom one migriraju u mozak gde su sposobne za

prezivljavanje (28).



1.3.3.3. Nezrele mati¢ne ¢elije zubne pulpe

Poslednja okarakterisana populacija mati¢nih ¢elija zubne pulpe su nezrele
mati¢ne ¢elije zubne pulpe izolovane iz fizioloski eksfoliranih mle¢nih zuba. Smatra se
da je to najprimitivnija populacija mati¢nih ¢elija zubne pulpe. Ove ¢elije eksprimiraju
markere embrionalnih mati¢nih ¢elija Oct-4, Nanog, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 i
TRA-1-81, kao i neke druge markere mezenhimalnih ¢elija. U toku kultivisanja kroz 25
pasaza, u toku 4 meseca, one zadrzavaju normalni kariotip 1 stopu ekspanzije
karakteristi¢énu za mati¢ne ¢elije. U hemijski definisanim uslovima kultivisanja in vitro,
IDPC mogu da se diferenciraju u glatke i poprecnoprugaste misi¢ne celije, neurone,
hondrocite i osteoblaste. U uslovima in vivo, ukoliko se transplantiraju misSevima sa
imunoloSkim deficitom, ove celije se dobro kaleme u razliCitim tkivima (29).
Pretpostavlja se da su IDPC u stvari multipotentni prekursori DPSC 1 SHED, sli¢no kao

¢elije BMSSC izolovane iz koStane srzi (23).

Sve maticne Celije zubne pulpe imaju osobine potrebne za uspesnu terapijsku
primenu: izolacija je jednostavna 1 efikasna, poseduju multipotentni potencijal,
dugovecne su i uspesno se krioprezerviraju (24, 30, 31). Takode, pokazuju interakciju sa
biomaterijalima koji upotrebljeni kao matrice indukuju intenzivnu proliferaciju ovih

¢elija (32, 33).

Studijama in vitro je dokazano da mati¢ne celije zubne pulpe imaju izrazit
plasticitet. Najnoviji radovi pruzaju dokaze i o njthovom plasticitetu u in vivo uslovima.
U uslovima in vitro ili in vivo ove ¢éelije mogu da se diferenciraju u pravcu odontoblasta,
osteoblasta, hondrocita, adipocita, neurona, glatkih 1 skeletnih miSi¢nih Ccelija,
melanocita 1 endotelnih ¢elija (22, 25, 27, 29, 34-38). Nakon implantacije u in vivo
uslovima, pokazuju razli¢it potencijal za formiranje dentina, kao i koStanog i masnog

tkiva (39).

Ako se maticne ¢elije zubne pulpe postave na povrsinu dentina humanog porekla
i implantiraju miSu sa imunoloskim deficitom, na povrSini dentina do¢i ¢e do
deponovanja novih slojeva dentina (40, 41). Ova istrazivanja otvorila su vrata za
uspostavljanje novih protokola za regeneraciju zubne pulpe i sintezu dentina u cilju

terapijske klini¢ke primene.



Najnovija istrazivanja pokazuju da humane matic¢ne ¢elije zubne pulpe izolovane
iz mle¢nih zuba, koje u uslovima in vitro pokazuju osteogeni, adipogeni i miogeni
potencijal diferencijacije, transplantirane pacovima sa velikim defektom parijetalne
regije, dovode do stvaranja nove kosti nakon 1 meseca od nacinjene lezije, bez upotrebe
imunosupresivne terapije (34). To daje nadu da ¢e se ove ¢elije u buduénosti moci

upotrebiti u rekonstruktivnoj hirurgiji kraniofacijalne regije.

Mati¢ne celije zubne pulpe su visoko proliferativne, klonogene, multipotentne 1
ispoljavaju visok stepen plasticiteta. Zbog lake dostupnosti, smatra se da ¢e zubna
pulpa, pored koStane srzi, u buduénosti predstavljati najvazniji izvor adultnih
multipotentnih mezenhimalnih mati¢nih celija, koje mogu da nadu Siroku primenu u

regenerativnoj medicini (24).

1.4. Kost — osobine i struktura

Vise od 206 razli¢itih kostiju ¢ini skelet ¢oveka, u rasponu od dugih kostiju
ekstremiteta, preko kratkih kostiju zglobova, pljosnatih kostiju grudnog kosa i lobanje
do kostiju nepravilnog oblika kao Sto su karlica i prsljenovi (42, 43). Kostano tkivo
javlja se u dva osnovna oblika: kao kompakta ili kortikalna kost i kao spongioza ili
trabekularna kost. Kompakta se nalazi na povrsini kostiju i1 predstavlja gusto solidno
kostano tkivo prozeto mikroskopski vidljivim kanali¢ima. Meko-tkivni elementi kao §to
su krvni kapilari, celije zauzimaju samo 10% od ukupne zapremine kompakte.
Spongioza je sunderasta masa sastavljena od koStanih gredica i plocica sa brojnim
Supljinama u kojima je smeStena koStana srz ili druga meka tkiva koja ¢ine 75%
volumena spongioze. Kompakta predstavlja najve¢i deo koStanog tkiva (80%), dok
trabekularna kost ucestvuje sa svega 20% u ukupnoj masi tvrde supstance ¢itavog

skeleta (44).

1.4.1. Periost

Periost je vezivno-tkivna struktura koja oblaze oblaze spoljasnju stranu kosti 1

vezuje se za nju penetriraju¢im snopovima kolagenih vlakana koja se nazivaju



Sarpejeva vlakna. Sastoji se iz spoljainjeg sloja sastavljenog od gustog vlaknastog
vezivnog tkiva i unutraSnjeg, koji je rastresitije grade, sa vise krvnih sudova i ¢elija.
Igra vaznu ulogu u srastanju koStanih preloma (45). Endosteum je tanak sloj
specijalizovanog vezivnog tkiva koji oblaze unutrasnje koStane povrsine prema kostanoj

srZi a sadrzi osteoprogenitorske ¢elije 1 osteoblaste (46).

1.4.2. Kostani ekstracelularni matriks

Matriks zrele kosti deponovan je u obiku koStanih lamela koje se sastoje od
organskog dela u kome su u vidu kristala organizovane mineralne materije. Neorganski
deo sacinjava oko 65% koStane mase, organski nesto viSe od 20%, dok oko 10% mase
¢ini voda. Organski deo matriksa naziva se osteoid 1 sastoji se pretezno iz proteina
kolagena (90%) u vidu kolagenih vlakana i manjeg dela glikoproteina, proteoglikana i
lipida koji ¢ine osnovnu supstancu matriksa (47, 48). U okviru osnovne supstance
najzastupljeniji je mali protein, osteokalcin koji je specifi¢an za kost 1 ¢ini 1-2% ukupne
mase proteina. U neSto manjoj meri zastupljeni su i osteonektin koji vezuje mineralne
kristale za matriks, osteopontin koji ima ulogu u vezivanju ¢elija za matriks, koStani
sijaloprotein - modulator mineralizacije, kiseli kosStani glikoprotein-75 koji vezuje
kalcijum, adhezivni proteini (fibronektin, vitronektin i trombospondin), proteini bogati
leucinom, kao i mali proteoglikani (dekorin i biglikan), lipidi, itd (49). Iako nisu sve
dovoljno okarakterisane, smatra se da su navedene supstance neophodne za proces
mineralizacije kostanog tkiva. Pored navedenog, u malim koli¢inama prisutni su i
razliciti faktori rasta i citokini, kao Sto su: faktor transformacije rasta B (TGF-p), koStani
morfogenetski proteini (BMP 1-6) insulinu sli¢ni faktori rasta (IGF) i interleukini (IL-1,
IL-6). Oni ucestvuju u diferencijaciji, aktivaciji i proliferaciji koStanih celija, kao i

regeneraciji kostanog tkiva (50-52).

Kolagena vlakna se najvecim delom sastoje od molekula kolagena tipa I, a u
znatno manjoj koncentraciji nalaze se i kolageni tipa III i V. Kolagen tipa V smesten je
u unutraSnjosti fibrila, dok se kolagen tipa IIl nalazi na periferiji. Kolageni fibrili
ispoljavaju tipi¢nu poprecnu ispruganost, daju ¢vrstinu koStanom tkivu i predstavljaju

osnovu za mineralizaciju kosti (47).
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Neorganski deo matriksa Cine kristali slicni hidroksiapatitu, samo §to se za
razliku od ¢istog hidroksiapatita, u kostanim kristalima pored kalcijuma 1 fosfata nalaze
karbonati, magnezijum, natrijum citrat, u manjoj meri fluoridi. U tragovima su prisutni
gvozde, bakar, olovo, mangan i aluminijum (49). Kristali su duzine oko 10 nm i
pre¢nika 1,5-3 nm a rasporedeni su u vidu iglica, tankih plocica ili listi¢a. Kristali
hidroksiapatita su vezani za kolagena vlakna, ¢ije prisustvo je, kao 1 prisustvo
nekolagenih proteina koStanog matriksa, neophodno za proces mineralizacije. Dve
osnovne funkcije neorganskog dela matriksa su da obezbeduje Cvrstinu kostima i
kompresivnu snagu (53, 54), ali sluzi i kao rezervoar jona kalcijuma, fosfata,
magnezijuma i cinka. Celijske populacije kostanog tkiva se dele na one koje uéestvuju u
stvaranju i1 odrzavanju koStanog matriksa (osteoblasti i osteociti), i na one koje
omogucavaju resorpciju kostanog matriksa i na taj na¢in remodelaciju kostanog tkiva
(osteoklasti). Pored ovih ¢elija, u unutrasnjem c¢elijskom sloju periosta i endosteumu
nalaze se progenitorske c¢elije, vretenastog oblika sa svetlim okruglastim jedrom. Poticu
od mezenhimalnih mati¢nih ¢elija a imaju sposobnost diferencijacije u osteoblaste (47,

55-57).

1.4.3. Osteoblasti

Osteoblasti su kockastog ili nisko prizmati¢nog oblika i nalaze se grupisani na
kostanim povrSinama. Vode poreklo od osteoprogenitorskih ¢elija i imaju ulogu u
sintezi skoro svih organskih komponenti matriksa, ukljucuju¢i molekule kolagena,
nekolagenih proteina 1 proteoglikana (58). Jasno su polarizovane celije, Cija se
ekscentri¢no postavljena okrugla jedra nalaze udaljena od koStane povrSine na koju
izluéuju i deponuju organski materijal (59). Celije su medusobno povezane posebnim
tipom celijskih veza — neksusima, koje omogucavaju meducelijsku komunikaciju i
propustanje malih molekula iz jedne celije u drugu. Izlucen organski deo matriksa —
osteoid, koji se nalazi neposredno uz osteoblaste je svetlije boje u odnosu na dublje,
mineralizovane delove matriksa. U toku procesa mineralizacije, soli kalcijuma deponuju
se u osteoid, ali tanak sloj nemineralizovanog osteoida uvek deli povrsinske osteoblaste
od mineralizovanog matriksa. Deponuju¢i osteoid, osteoblasti ostaju povezani dugackim

citoplazmatskim produzecima ali se polako udaljuju jedan od drugoga i bivaju okruzeni
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matriksom sa svih strana. Tada se transformiSu u zrele kostane celije, osteocite (60).
Pored toga, deo osteoblasta po obavljenoj funkciji isCezava putem programiranog
procesa celijske smrti - apoptoze (61). Osteoblasti poseduju receptore za hormon
paratiroidne zlezde (parathormon, PTH) na ¢elijskoj membrani. PTH po vezivanju za
receptore inhibira sintezu alkalne fosfataze, a stimuliSe osteoblaste da oslobadaju
faktore kojima stimuliSu aktivnost osteoklasta koji onda vrSe resorpciju koStanog
matriksa. Istovremeno, osteoblasti lu¢e enzime koji uklanjaju osteoid, te na taj nacin
ogoljuju mineralizovani matriks koji tada privlaci osteoklaste. Na osteoblaste deluje i
vitamin D3, koji stimuliSe sintezu osteokalcina (62). Takode, glukokortikoidi, estrogen,
leptin, insulin, prostaglandini 1 faktori rasta ostvaruju svoj efekat na osteoblastnu
aktivnost. Stvaranje koStanog matriksa zapoc€inje tako Sto osteoblasti luc¢e osteoid koji
potom mineralizuje. Nakon §to je koStano tkivo mineralizovano, ono moze da se
uvecava jedino dodavanjem novog koStanog matriksa na povrsinu veé¢ postojeceg. Na
taj nacin kost raste putem apozicije. Tako, pre pocetka stvaranja novog koStanog
matriksa, na koStanoj povrSini se nalaze preosteoblasti 1 osteoblasti, koji posle oko
nedelju dana od pojavljivanja pocinju da luce osteoid. Sinteza osteoida traje narednih
10-15 dana pre nego Sto on po¢ne da mineralizuje. Mineralizacija se odvija na spoju
osteoida 1 tek mineralizovanog matriksa, na mestu nazvanom mineralizacioni front ili
lamina limitans, koji je oko 8-10 pm udaljen od osteoblasta. Proces mineralizacije
napreduje dok kompletan osteoid ne postane mineralizovan. Jedino tanak deo osteoida
ostaje nemineralizovan oko samih ¢elija. Sam proces mineralizacije povezan je i sa
kolagenim vlaknima. Pretpostavlja se da se odredeni nekolageni proteini, neophodni za
proces mineralizacije, vezuju za kolagene fibrile i omoguc¢avaju taloZenje kalcijumovih
1 fosfatnih jona i stvaranje kristala. lako se mineralizacija odigrava kontinuirano, sam
proces moze da se podeli u dve faze, primarnu i sekundarnu fazu. Primarna
mineralizacija traje nekoliko dana 1 dovodi do blizu 70% od ukupnog stepena
mineralizacije. Sekundarna mineralizacija, koja se odvija tokom slede¢ih nekoliko

meseci, obezbeduje kompletiranje ovog procesa (63).
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1.4.4. Osteociti

Kada osteoblasti koji se nalaze na povrsini, deponujuéi matriks postanu potpuno
okruzeni matriksom i prestanu da ga luce, prelaze u mirujuée stanje, smanjuju se 1
nazivaju povrsinski osteociti. Osteociti su zrele koStane ¢elije i1 najbrojnije su celije u
kostima. Pravilno su rasporedeni u mineralizovanom matriksu, smesSteni u malim
Supljinama - lakunama. Poseduju brojne tanke citoplazmatske produzetke kojima se
povezuju sa istim takvim produZecima drugih osteocita. Ovi produzeci ispunjavaju
tanke koStane kanalice koji medusobno povezuju susedne lakune. Osteociti putem
kostanih kanali¢a dobijaju neophodne hranljive materije i gasove iz kapilara (64). Zbog
toga, osteCenje medusobne povezanosti osteocita povecava i koStanu fragilnost.
Osteociti su znacajno manjeg volumena od osteoblasta, telo im je vretenastog oblika 1
ispunjava lakunu u kojoj se nalazi. Medutim i pored znatno manje aktivnosti u odnosu
na osteoblaste, njihovo prisustvo u kostanom tkivu je neophodno za odrzavanje

vijabilnosti, jer uklanjanjem osteocita koStani matriks brzo biva razgraden (3).

1.4.5. Osteoklasti

Osteoklasti su celije koje nastaju fuzijom mononukleusnih progenitora
monocitno-makrofagne celijske loze. Njihova osnovna uloga je resorpcija kosti, pa
zajedno sa osteoblastima ucestvuju u stvaranju skeleta i1 regulisanju ukupne kostane
mase. Osteoklasti su krupne (oko 150pm), pokretljive, visejedarne Celije koje sadrze od
2 do 50 jedara. Razgraduju kost i stvaraju udubljenje - resorpcionu lakunu ili HauSipovu
lakunu. Resorpcija kosStanog tkiva je viSefazni proces, zapolinje proliferacijom
prekursora osteoklasta, njihovom diferencijacijom u osteoklaste i kona¢no se zavrSava
razgradnjom neorganskog i1 organskog dela koStanog tkiva. Za razvoj osteoklasta
neophodno je prisustvo mezenhimalnih stromalnih ¢elija (stroma kostne srzi) ili
osteoblasta, odnosno njihovih prekursora. Inhibiciju aktivacije osteoklasta moze da
izazove sekrecija proteina osteoprotegerina (OPG) (65) dok pozitivan efekat na
osteoklastogenezu imaju neki citokini, interleukin-1 i faktor tumorske nekroze (TNF)
(66). Razgradnja kosti zapocinje pripajanjem osteoklasta za ogoljen mineralizovani

matriks. Priljubljivanjem za koStanu povrSinu stvara se izolovan vancelijki deo izmedu
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dela ¢elije okruzene pripojem i same koStane povrSine. Nije sasvim jasno da li ¢vrsto
slepljivanje osteoklasta za matriks ima ulogu u potpunom odvajanju resorptivne
mikrosredine od okolnog vanéelijskog prostora da bi se omogucilo koncentrisanje
molekula u ovom delu ili jednostavno pripoj aktivira osteoklaste da zapocnu proces
resorpcije. Po prestanku resorpcije, osteoklast se odvaja od kosti i krece ka nekom

drugom mestu gde zapocinje novi ciklus degradacije ili umire putem apoptoze.

1.5. KoStano — tkivno inZenjerstvo

Milioni pacijenata Sirom sveta pate od oboljenja kostiju ili koStanih defekata kao
Sto su osteosarkom, osteoporoza i frakture kostiju (28). Danas se izgubljeno kostano
tkivo konvencionalnom terapijom nadoknaduje odgovaraju¢im zamenicima za kost —
koStanim graftovima. Najve¢i broj koStanih defekata zaraste uz pomo¢ standardnih
konzervativnih ili hirurS§kih metoda. Medutim, veliki defekti nastali nakon operacija
tumora, cista, multiplih preloma ili kao posledica nesrastanja fragmenata frakturirane
kosti zahtevaju sloZenije procedure nadoknade koStanog tkiva uz pomo¢ zamenika
kosti. U protekloj deceniji, glavni cilj koStano-tkivnog inZenjerstva bio je da se pronadu
biorazgradivi materijali - zamenici kosti za popunjavanje velikih kostanih defekata (67,
68). Ovi kosStani zamenici koji mehanicki popunjavaju defekte mogu biti implantacioni
ili transplantacioni materijali, humanog, Zivotinjskog ili sintetskog porekla. Na kost
domacina reaguju na Cetiri razli¢ita nacina: osteokondukcijom, osteoindukcijom,
osteogenezom ili osteointegracijom (69). Osteokondukcija je tip zarastanja kosti
apozicijom osteoblasta iz biomaterijala na kost domacina i obrnuto. U najmanju ruku,
koStani zamenici treba da su osteokonduktivni. Osteoindukcija predstavlja stimulaciju i
aktivaciju osteoprogenitora - mezenhimalnih mati¢nih ¢elija iz okolnog tkiva da se
diferenciraju u pravcu osteoblasta i na taj nacin zapo¢nu formiranje nove kosti. Ovaj
proces je omogucen nizom kaskadnih signala 1 aktiviranjem veceg broja intra- i
ekstracelularnih receptora. Do sada, najviSe proucavani tip osteoinduktivnih ¢elijskih
medijatora su kostani morfogenetski proteini (engl. bone morphogenetic proteins, BMP)
(70). Kostani zamenici koji su i osteokonduktivni i osteoinduktivni ne sluze samo kao
matrica za ve¢ postojeCe osteoblaste nego podsticu i1 stvaranje novih osteoblasta.

Osteogeneza oznacava sposobnost stvaranja kosti ¢ak 1 u odsustvu lokalnih
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osteoprogenitornih ¢elija. Osteoprogenitorne Celije se nalaze unutar zamenika koStanog
tkiva, sposobne su da prezive proces implantacije nakon ¢ega mogu da migriraju 1 da se
diferenciraju u pravcu osteoblasta. Osteointegracija predstavlja premos¢avanje povrSine
kosti domacina i povrSine koStanog zamenika koStanim tkivom. Osteokondukcija,
osteoindukcija 1 osteogeneza su elementi koStane regeneracije koji rezultiraju
osteointegracijom tj definitivnim spajanjem kosti domacina i zamenika koStanog tkiva.

Podela kostanih zamenika prema aktivnostima koje poseduju prikazana je u Tabeli 1

(71).

Tabela 1. KoStani zamenici — podela prema aktivnosti.

Osteokondukcija | Osteoindukcija | Osteogeneza

Aloplasticni  materijali  (sintetski

materijali - keramika, polimeri + - -
kompoziti)
Ksenograftovi (zamenici

+ - -

zivotinjskog porekla, Bio Oss)

Alograftovi (zamenici poreklom od

druge osobe, =zamrznuta kost,

zamrznuta suva Kkost, zamrznuta ! i )
suva demineralizovana kost)

Autograftovi (zamenici poreklom od

iste osobe, transplantacija sa jednog + + +

dela tela na drugi)

U cilju resavanja problema izgubljenog koStanog tkiva, inzenjerstvo koStanog
tkiva glavni akcenat stavlja na tkivnu regeneraciju a ne na zamenu tkiva, zbog cega
postaje predmet sve veéeg interesovanja (72). Imajuci u vidu Siroki spektar oboljenja i
nedovoljan broj donora, mati¢ne Celije razli¢itog porekla se sa razlogom razmatraju kao
potencijalni instrument u stvaranju materijala koji imitira prirodno kostano tkivo (73,

74).
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Proces stvaranja kosti podrazumeva 4 faze: 1) migraciju mezenhimalnih ¢elija sa
osteogenim potencijalom na mesto buduce skeletogeneze, 2) mezenhimalno-epitelnu
interakciju, 3) kondenzaciju (ili agregaciju) mezenhimalnih ¢éelija i 4) diferencijaciju u
osteogene tipove celija (75). Molekularni i Celijski mehanizmi koji ¢ine osnovu
diferencijacije mezenhimalnih ¢éelija u osteogene su predmet mnogih studija. Nekoliko
faktora je identifikovano koji uti¢u na ove procese. Jedni od tih faktora su BMP (76)
¢lanovi superfamilije transformiSuceg faktora rasta B (TGF-f). BMP se vezuju za svoje
BMP receptore i indukuju fosforilaciju receptora koji su regulisani Smad proteinima. To
su intracelularni proteini koji prenose ekstracelularne signale od TGF-f do jedra ¢ime se
aktivira transkripcija odredenih gena (R-Smad — engl. receptor regulated-Smad). R-
smad zatim formiraju celinu sa Co-Smad (engl. Common-mediator Smad) 1 odlaze do
jedra gde interaguju sa drugim proteinima. Ovi proteini ukljucuju transkripcione faktore
(Cbfa), koji zatim regulisu transkripciju ciljanih gena (77). Cbfal protein moze da se
veze za promotore nekoliko gena koji se nalaze pretezno u osteoblastima 1 pokazano je
da ucestvuju u zrelim osteoblastima kontroliSu¢i gensku ekspresiju kolagena tip I i
sijaloproteina kosti, kao Sto su osteokalcin i osteopontin. Takode, sluze za ekspresiju
gena za alkalnu fosfatazu (78). U in vitro nastaloj kostanoj strukturi, mineralizovani
kosStani noduli su saCinjeni od osteoblasta kuboidalnog oblika uronjenih u koStani
matriks (79). Ovaj koStani matriks je najve¢im delom izgraden od gusto zbijenih
vlakana kolagena tip I prozetih kristalima hidroksiapatita i malom koli¢inom proteina
kosti, osteopontinom. Kolagen tip I je najzastupljeniji protein u kosti (80) i neophodan
je za rast 1 razvoj kosti. Takode, osteopontin je jedan od glavnih sijaloproteina kosti koji
igra veoma znaajnu ulogu u procesu mineralizacije (81). Gen za osteokalcin vrsi
kodiranje za osteoblast-specifi¢an protein koji se stvara sa nastankom mineralizacije, u
kasnim stadijumima diferencijacije (82). Ovakvi sijaloproteini kosti imaju vy-
karboksiglutamat rezidue, specificne aminokiseline koje imaju dve karboksilne grupe
koje igraju ulogu u inicijaciji mineralizacije povezujuéi se sa jonom kalcijuma (83).
Ekspresija ovih molekula je kontrolisana za vreme osteogene diferencijacije (84, 85).
Mineralni depoziti poreklom iz ¢elija su stvoreni u in vitro uslovima u prisustvu -
glicerofosfata koji sluzi kao dodatni izvor fosfatnih jona (86, 87). Pokazano je i da
alkalna fosfataza kovalentno vezana za spoljaSnju povrSinu plazma membrane ucestvuje

u mineralizaciji tvrdih tkiva (88). Alkalna fosfataza koja se nalazi u osteoblastima se
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oslobada u medijum tokom sazrevanja ovih Celija. Aktivnost alkalne fosfataze je
neophodna za hidrolizu B-glicerofosfata ¢ime zapocinje proces mineralizacije (89).
Razumevanje osnovnih mehanizama za nastanak osteogene diferencijacije mati¢nih
¢elija moze biti od pomo¢i za dizajniranje funkcionalnih biomaterijala za poboljSavanje

osteogeneze i izgradnju 3D kostanih tkiva.

Osteokonduktivni biomaterijali — skafoldi poboljSavaju vezivanje, migraciju i
distribuciju ¢elija koje ucestvuju u procesu zarastanja kosti (73, 90, 91). Kada se
porozan osteokonduktivni matriks implantira u kost, ¢elije migriraju u slobodan prostor
matriksa. Proces karakteriSe inicijalno urastanje fibrovaskularnog tkiva i novih krvnih
sudova. Ovo tkivo popunjava prazan prostor skafolda i prac¢eno je stvaranjem nove kosti

(73).

InZenjerstvo koStanog tkiva, se zbog svoje uloge u polju interdisciplinarnog
preseka inZenjerstva, biologije i medicine, svrstava u jedan od najatraktivnijih pristupa u
razvoju bioloSkih koStanih supstituenata koji imaju za cilj rekontrukciju, o¢uvanje ili

poboljsanje funkcije kostanog tkiva (73, 92).

1.5.1. Maticne ¢elije zubne pulpe u kostano tkivnom inZenjerstvu

Nedavno otkri¢e mati¢nih ¢elija periodontalnog tkiva kao $to je zubna pulpa
sugeriSe upotrebu ovih ¢elija kao potencijalni izvor za koStano tkivno inZenjerstvo.
Opisana je moguénost multipotentne diferencijacije ovih ¢elija u odontoblaste,
hondrocite, osteoblaste kao 1 u endotelne celije, adipocite 1 nervne ¢elije (37, 93-95).
Ove Ccelije su klonogene 1 visoko proliferativne. Takode, poseduju i tipi¢an profil

imunoreaktivnosti kao i mezenhimalne ¢elije koStane srzi (22).

DPSC je dokazano da se diferenciraju u prekursore osteoblasta a potom i u
osteoblaste u prisustvu medijuma za gajenje ¢elija u kulturi, a-MEM sa 20% fetalnog
govedeg seruma (engl. fetal bovine serum, FBS), 2-fosfatnom askorbinskom kiselinom i
L-glutaminom. In vitro je pronadeno da osteogena kultura za nekoliko nedelja
proizvodi novo sintetisano fibrozno kostano tkivo sa gusto mineralizovanim matriksom.

In vivo transplantacijom takvih DPSC u imunokopromitovanog misa stvoreno je
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fibrozno lamelarno kosStano tkivo koje sadrzi osteocite (96). Nedavne studije o
kostanotkivnom inzenjerstvu su takode pokazale potencijal za upotrebu DPSC u
kombinaciji sa 3D matriksom kao podlogom. Implantacijom DPSC/3D poroznog
kalcijum fosfatnog keramiCkog konstrukta stvoreno je tvrdo tkivo nalik koStanom.
DPSC su izolovane i kultivisane na HAP/TPC (hidroksiapatit/trikalcijumfosfat)
keramickim diskovima s 90% poroznosti. Osteogena diferencijacija in vitro je
indukovana dodavanjem osteogenih suplemenata BMP-2, deksametazona, [-
glicerofosfata i1 askorbinske kiseline u osteogenom medijumu. Ovi ¢elije/nosaci
kompoziti su kultivisani 8 dana in vitro pre implantacije u imunokompromitovanog
misSa. Nakon 12 nedelja, nastala je dobro mineralizovana tvrda koStana formacija sa
jasno vidljivim koncentriénim lamelarnim strukturama 1 delimi¢no razvijenim
hematopoetskim tkivom nalik koStanoj srzi (97). U drugoj studiji, mineralizovano tkivo
je nastalo autolognom implantacijom DPSC sa PLGA skafoldom (98). DPSC su
izolovane iz zuba zeca 1 kombinovane sa 50/50 PLGA kopolimerom. Ovi konstrukti su
zatim transplantovani subkutano u zeceve. HistoloSka analiza transplantiranih
DPSC/skafold konstrukata pokazala je visoko mineralizovano tkivo koje ukazuje na
potencijalnu klini¢ku upotrebu DPSC u kostano tkivnoj regeneraciji. Zamenici kosti
treba da obezbede adekvatnu mehanicku jacinu, osteokonduktivnost, i kontrolisanu
degradaciju u cilju stvaranja prostora za formiranje nove kosti. Priprema i
karakterizacija skafolda za tkivno inZinjerstvo, njegova poroznost, ¢vrstoca na pritisak i

podesnost za migraciju ¢elija glavni su kriterijumi za dobar skafold (72).

1.5.2. Biomaterijali u koStano-tkivnom inZenjerstvu

Glavni sastav svakog tkiva u organizmu su ekstracelularni matriks (ECM) i
¢elije. Matriks predstavlja bioloSki trodimenzionalni nosa¢ (skafold) c¢elijama i
omogucava im adekvatnu sredinu 1 arhitekturu specifi¢nu za svako tkivo ponaosob (99).
Sluzi ¢elijama kao rezervoar za vodu, hranljive materije, citokine i1 faktore rasta i

omogucava im da iste koriste.

Stvaranje novog tkiva nakon zasejavanja i proliferacije ¢elija na razliitim

¢elijskim nosac¢ima od biomaterijala predstavlja osnovu inZenjerstva tkiva. Biomaterijali
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koji se u ove svrhe upotrebljavaju moraju izazvati specificnu reakciju celija na
molekularnom nivou. PoZeljno je da dode do razgradnje biomaterijala tokom formiranja
novog tkiva. Iz tog razloga, biokompatibilnost skafolda je najznacajnija kod ovih
procesa. Klju¢ uspeha biokompatibilnosti je postizanje fizi¢ke i mehanicke funkcije bez
izazivanja bilo kakve nepozeljne reakcije domacina. Od biomaterijala kao ¢éelijskog
nosaca ocekuje se da izazove Zeljenu reakciju domacina. Iz toga razloga je izbor

biomaterijala u ulozi skafolda klju¢na tacka u tkivnom inZenjerstvu (100).

Uloga celijskih nosaca je da odrede oblik novostvorenog tkiva i olakSaju
migraciju ¢elija na Zeljeno mesto, njihov rast i diferencijaciju. Celije koje su zasejane na
nosa¢ u mogucénosti su da i samostalno regenerisu tkivo, bez uticaja nosaca. Medutim,
nosaci u okviru svoje molekulske strukture uglavnom poseduju ligande (molekule za
vezivanje cCelija) koje ¢elije prepoznaju u odgovarajuéem vremenskom trajanju i
koli¢ini. Zato, skoro da viSe nema smisla koristiti potpuno inertne materijale niti

materijale koji nemaju jasno definisanu aktivnost.

Tri osnovne grupe biomaterijala koji se koriste u konstrukcijama ¢elijskih
nosaca u kostano-tkivnom inzenjerstvu su: bioaktivni neorganski materijali (bioaktivna
keramika, bioaktivno staklo), bioloski ili sintetski polimeri, i kompoziti ovih materijala.
Svi navedeni materijali imaju ulogu da privremeno ili stalno, preuzmu na sebe funkcije
oste¢enih kostanih tkiva. Osnovna pretpostavka paradigme tkivnog inZenjerstva je da
¢e se materijali resorbovati i vremenom biti zamenjeni sa novim regenerisanim

bioloSkim tkivom samog organizma (101).

1.5.2.1. Bioaktivni neorganski materijali

Sirok spektar bioaktivnih neorganskih materijala sli¢nih po sastavu mineralnoj
fazi kosti su od klinickog znacaja, npr trikalcijum-fosfat, hidroksiapatit, bioaktivno

staklo 1 njihove kombinacije (102).

Struktura apatita je veoma pogodna za supstituciju drugim jonima. Zamenom
Ca®*, PO4” i OH  jona drugim jonima moze doéi do promene u parametrima resetke,

morfologiji i rastvorljivosti. Bioloski hidroksiapatit koji ulazi u sastav kostiju i zuba
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razlikuje se od Cistog — po stehiometriji, sastavu, fizickim 1 mehanickim osobinama. On
je uvek karbonatno supstituisan i najces¢e kalcijumom deficitaran §to moze znacajno
uticati na mehanicke osobine ovog minerala. Mehanicke osobine sintetskog
hidroksiapatita uglavnom zavise od nacina sinteze — temperature, pritiska, pH, uslova
naknadne termicke obrade (sinterovanje) i sl. Hidroksiapatit (HAP) je krt i ne pokazuje
adekvatnu otpornost na mehanicke stresove §to je usko povezano sa njegovom
poroznos¢u. Po svojoj strukturi, HAP moze biti neporozan i porozan. Maksimalna
poroznost neporoznog HAP-a (preciznije reCeno mikroporoznog) je do 5% od ukupne
zapremine, veli¢ina mikropora je oko 1um dok je veli¢ina kristala preko 2000A. HAP
ovakve strukture ima Siroku primenu u medicini 1 stomatologiji. Porozni HAP (pHAP)
ima pore veli¢ine najmanje 100um ¢ime je omoguceno prozimanje kostanim tkivom.
Kalcijum-HAP se moze dobiti i u formi bifaznog kalcijum fosfata kada je HAP u

velikom delu u smesi sa trikalcijumfosfatom (103).

Bioaktivno staklo ako se uroni u biolosku te¢nost moze u kratkom roku da
proizvede bioaktivni sloj karbonatnog hidroksiapatita koji moze da se veze za bioloSko
tkivo. Osim toga, stakla se mogu sintetisati tako da oslobadaju jone silicijuma koji su
sposobni da aktiviraju slozene puteve genske transdukcije $to dovodi do brze celijske
diferencijacije i osteogeneze (104). Stopa resorpcije bioaktivnog stakla i keramike moze
se kontrolisati kristalnim hidroksiapatitom postojanim godinama nakon implantacije,
dok ostali kalcijumovi fosfati imaju vecu sposobnost resorpcije ali manju sposobnost da

podnesu opterecenja (101).

Hidroksiapatit i drugi kalcijum fosfatni materijali smatraju se osteokonduktivnim
1 viSe od dve decenije su Siroko upotrebljavani kao koStani zamenici. Pokazano je da
bioaktivna keramika koja se koristi u dentalnoj i ortopedskoj hirurgiji poboljsava rast i
diferencijaciju osteoblasta. Osobina krtosti bioaktivnih neorganskih materijala znaci da
njihova mehanic¢ka slabost ne odgovara osobinama strukture kosti i da sami nisu
dovoljno dobri materijali za Celijske nosae. Medutim, njihova klinicka primena je
ograni¢ena zbog mehanicke slabosti, krtosti i ekstremno sporog vremena degradacije

(105).
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1.5.2.2. Bioloski i sinteti¢ki polimeri

Bioloski polimeri, poput kolagena i hijaluronske kiseline, su takode zanimljivi
kandidati za tkivno inzenjerstvo jer imaju osobine koje favorizuju vezivanje celija i
podsti¢u hemotaksu. Medutim, postoji zabrinutost zbog imunogenosti, potencijalnog

rizika od prenoSenja bolesti, porekla izvora i slabih mehanickih svojstava polimera.

Sinteticki polimeri kao S§to su polifumarati, polilakticka kiselina (PLA),
poliglikolna kiselina (PGA), kopolimeri PLA i PGA - polilaktid-koglikolna kiselina
(PLGA) 1 polikaprolakton predstavljaju adekvatnu alternativu. Oni mogu biti obradeni
koriS¢enjem razlicitih tehnika da oblikuju niz razli¢itth formi trodimenzionalnih
skafolda, razli¢ite poroznosti i povrSinskih karakteristika (90, 106). Bitna osobina
navedenih polimera je da njihova resorbilnost i mehanicke karakteristike zadovoljavaju
razne vrste primena u maksilofacijalnoj i ortopedskoj hirurgiji na zbrinjavanju defekata
kriticne veli¢ine. Takode, pokazali su se pogodnim i kao fiksatori za podrSku srastanja
kostanih tkiva bez dodatne hirurSke intervencije njihovog uklanjanja nakon srastanja
(kod preloma kostiju). Zahvaljujuéi sposobnosti degradacije ovi materijali su veoma
podobni i za razne druge primene koje obuhvataju i primene vezane za inkapsulaciju
lekova sa kontrolisanim brzinama otpuStanja. Mogucnost kontrolisanja oblika 1 3D
mikroarhitekture skafolda je od koristi za napredak u izradi ¢vrstih polimera Zeljene
morfologije. Ovakvi polimeri podrazumevaju procese izrade jednog po jednog sloja
skafolda koji ¢e omoguditi izradu slozene 3D anatomske arhitekture skafolda
koris¢enjem kompjuterski dizajnirane tehnike 1 podataka dobijenih skeniranjem

pacijenta (107, 108).

Vecina istrazivanja je fokusirana na polimere koji se koriste u sredstvima
odobrenim od strane americke uprave za hranu i lekove (US food and drug
administration - FDA) ali su veliki napori ulozeni i u pracenje i ocenjivanje efekata
mnogih novih polimera (109). Hidrogelovi (alginatni, npr polietilen glikol) su takode
popularni zbog minimalno invazivnog nacina izolovanja i prevodenja u gel fazu in situ
Sto im omogucava stvaranje 3D Celijske mikrosredine sa visokim sadrzajem vode.
Njihova osobina viskoelasti¢nosti ¢ini se posebno pogodnom za regeneraciju hrskavice
mada su mnoga ispitivanja mogucnosti primene u kosti takode u toku (101, 110).

Prednost hidrogelova je u njihovom jednostavnom nacinu izolovanja, hemijskoj
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biofunkcionalnosti, sli¢nosti prirodnom ECM 1 pogodnosti za ¢elijsku inkapsulaciju

(111).

1.5.2.3. Kompozitni materijali

Kompozitni nosa¢i moraju biti tako dizajnirani da se neorganske Cestice ugrade
u polimerni matriks i da se nalaze na povrSini kako bi ostvarili osteokonduktivnu
funkciju. Neorgansko-organski kompoziti imaju za cilj da imitiraju prirodnu kost
kombinuju¢i viskoelasticne osobine polimera sa ¢vrstocom neorganskog dela kompozita
za stvaranje bioaktivnih materijala sa poboljSanim mehani¢kim svojstvima i vremenom
degradacije. Takode, bazni proizvodi razgradnje hidroksiapatita i trikalcijum-fosfata
neutraliSu kiselost polimernih jedinjenja. Zbog vece biaktivnosti, vece interesovanje se
pokazuje za neorganske komponente nano strukture nego za iste mikrostrukture.
Nanokompoziti na bazi hidroksiapatit-kolagen se posebno brzo razvijaju i pokazuju

najbolje rezultate (112).

Upotreba prirodnih ili sintetiCkih skafolda sa visokom poroznoS¢u (slabe
mehanicke osobine) i brzom kinetikom degradacije dovela je do proizvodnje graftova
koji se mogu koristiti u sferama niskog optereéenja. Sredinom prosle decenije
objavljena je upotreba jedinstvenog kompozitnog nosaca u oblasti kostano tkivnog
inZenjerstva koji se sastojao od kombinacije biodegradabilnog PLGA 1 bioresorptivnog
kalcijum fosfatnog cementa. Ovaj nosac je karakteristian po svojoj visokoj poroznosti
(81-91%), sa makroporama od 0.8 — 1.8 mm, i poboljSanim mehanickim osobinama
zahvaljujuéi polimeru (113). Kombinacijom degradabilnog PLGA u obliku mikrosfera i
kalcijum fosfatne keramike (slabo kristalnog CaP) koja je fuzionisana u te mikrosfere,
dobijen je 3D skafold za regeneraciju kosti sa poroznom interkonekcijom i1 mehanickim
osobinama slicnim trabekularnoj kosti (114). Danas, jedan od naj¢es¢e koriS¢enih
polimera za izradu kompozitnih skafolda je PLGA zbog svoje proverene
biokompatibilnosti i stepena degradacije koji se moze regulisati medusobnim odnosom
kopolimera (PLA 1 PGA) (67, 115). U najnovije vreme razvijaju se materijali na bazi
kompozita HAP/HDPE (HAP/polietilen visoke gustine) i PLGA/HAP kompozita ¢ije su

osobine sli¢ne osobinama kosti jer su visoko biokompatibilni i mogu da oponasaju
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prirodnu kost. Na taj nacin, ovi materijali postaju obecavajuce matrice kosti pod
opterecenjem koje bi mogle da obezbede optimalnu celijsku diferencijaciju 1
mineralizaciju kostanih tkiva. Celije na takvim materijalima lako adheriraju, posebno na
hidroksiapatitnoj povrs$ini, $to ukazuje na dobru ¢elijsku proliferaciju i integraciju

kostanih implanta (116).

Sol-gel obrada, termicki indukovana fazna separacija, jedan je od interesantnih
nacina na koji se mogu kombinovati neorganska 1 organska komponenta 3D
nanokompozitnog skafolda sa kontrolisanom mikro i makrostrukturom za nesmetanu
proliferaciju koStanog tkiva (117). Za proizvodnju pomenutih skafolda koriste se razne
tehnike: konvencionalne tehnike livenja u polimernoj matrici u dobro definisanim
formama kalupa, fazna separacija, sinterovanje mikrosfera, kreiranje skafolda
koris¢enjem tehnike templejta polimernih pena, tehnike proizvodnje skafolda primenom
vlakana ili tehnika umakanja, elektroforetske depozicije, biomimetsko asembliranje
tehnikom superkriti¢nih pritisaka (kao kod pripreme skafolda na bazi kompozita HAP i
PLGA), tehnike membranske laminacije, tehnike visokih pritisaka, tehnika liofilizacije 1
tehnika brzog Stampanja razlicitth formi skafolda unapred kreiranih pomocu

odgovarajuc¢ih kompjuterizovanih programa (116) .

Kljuéni zahtev za adekvatnu primenu skafolda je visok nivo kontrole njihovih
mikro i makrostrukturnih osobina pri procesu izrade. Tehnike izrade treba da budu
odabrane tako da ne menjaju hemijske i biokompatibilne osobine materijala jer bi i
minimalne promene mogle ograniciti efekte klinicke primene skafolda. Neophodno je
da materijal bude proizveden u preciznoj geometriji da bi se uklapao na mestu implanta,
da ima medusobno povezane pore i dovoljno visoku gustinu pora pravilne morfologije,

velicine i distribucije i da, pri tom, njegov kvalitet bude visoko reproduktivan.

Pokus$aj postizanja iste organizacije na nano nivou kao $to je organizacija
prirodne kosti je 1 dalje u pokusSaju. Mehanicke osobine dosada$njih kompozita jo§ uvek
ne zadovoljavaju u potpunosti osobine prirodne kosti niti pokuSavaju da dostignu

njihovu anizotropiju (101).

Matic¢ne cCelije 1 skafoldi imaju esencijalnu ulogu u stvaranju novog tkiva putem

tkivnog inZinjerstva. Celijska komponenta je neophodna zbog stvaranja i uspostavljanja
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ekstracelularnog matriksa u novom tkivu, dok su skafoldi zaduzeni za obezbedivanje
mehanicke stabilnosti i temelja trodimenzionalne organizacije novog tkiva (73, 118). Iz
tih razloga, uskladenost celijskih komponenti i skafolda je veoma vazna za uspeh

tkivnog inZinjerstva.

Oblast istrazivanja ove doktorske disertacije obuhvata ispitivanje uticaja
prirodnih i sintetskih osteokonduktivnih biomaterijala na diferencijaciju mezenhimalnih
¢elija izolovanih iz zubne pulpe mlecnih zuba sa resorbovanim korenom. Dosadasnje
studije su pokazale da obe grupe materijala u ulozi skafolda ispoljavaju pozitivan
osteogeni potencijal (114, 119). Medutim, komparativne studije su ostale nedovoljno
ispitane kao i poredenje uticaja skafolda na diferencijalni kapacitet mezenhimalnih
¢elija zubne pulpe. Iz navedenih razloga, napredak u tehnikama za ekspanziju
mati¢nih/progenitornih ¢elija i efekat biomaterijala na osteogenu diferencijaciju Celija
predstavlja istrazivacko polje sa velikom perspektivom. Istrazivanje je od izuzetnog
znaCaja sa aspekta koStano tkivnog inzinjerstva i primene ispitivanih poroznih

biokompatibilnih osteokonduktivnih materijala u regenerativnoj medicini.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Za potrebe naucnog ispitivanja definisan je slede¢i cilj istrazivanja ove doktorske

disertacije:

e Ispitivanje diferencijalnog kapaciteta mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u

odnosu na 4 razlicita ¢elijska nosaca — skafolda.

Za postizanje postavljenog cilja istrazivanja, definisani su slede¢i zadaci:

e Izolovanje mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe poreklom iz humanih mle¢nih

zuba u fizioloskoj smeni;
e Karakterizacija izolovanih ¢elija metodom proto¢ne citometrije;

e Ispitivanje osteogenog potencijala diferencijacije mezenhimalnih ¢elija zubne

pulpe poreklom iz humanih mle¢nih zuba;

e Odredivanje citotoksi¢nosti ispitivanih biomaterijala 1 evaluacija celijske

vijabilnosti mezenhimalnih ¢elija nakon kontakta sa njima;

e Procena stepena Celijske adhezije i proliferacije na razli¢itim osteokonduktivnim

biomaterijalima;

e Ispitivanje uticaja razliCitih osteokonduktivnih materijala na potencijal

diferencijacije mezenhimalnih ¢éelija zubne pulpe u osteoblaste.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1.  Prikupljanje i ekstrakcija mle¢nih zuba

U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 24 dece oba pola uzrasta 6 do 9 godina koja su
se javila na Kliniku za de¢ju i preventivnu stomatologiju StomatoloSkog fakulteta
Univerziteta u Beogradu radi ekstrakcije zdravih mle¢nih zuba u fizioloSkoj smeni.
Roditelji svih ucesnika su bili obaveSteni o postupku ispitivanja i potpisali su
informisani pristanak. Za obavljanje istrazivanja i prikupljanje humanog materijala
dobijena je saglasnost Etickog odbora Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

broj 36/8, 25. marta 2011. godine.

Neposredno pre ekstrakcije krunice zuba su bile premazane 0.3% hlorheksidin
gelom u trajanju od 2 minuta. Ekstrakcija zdravih mle¢nih zuba u fizioloskoj smeni se
radila u lokalnoj anesteziji uobic¢ajenom stomatoloSkom metodom. Postupak ekstrakcije
nije bio izmenjen, nije trajao duze i nije odstupao ni na koji nacin od uobicajene
stomatoloske procedure ekstrakcije navedenih zuba. Ekstrahovani zubi su se ¢uvali u
sterilnom fosfatnom puferu (PBS-u, engl. phosphate buffered saline, 0.01M, pH 7.4)
kome su dodati antibiotici (100 U/ml penicilina i 100 pg/ml streptomicina), ohladenom

na 4°C najduze 6 h nakon ekstrakcije.

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

metodom ,,outgrowth*

Zubna pulpa je pazljivo izdvojena pomocu dentalnog ekskavatora i/ili nerv igle,
zatim isprana 2 puta u sterilnom PBS-u kome su dodati antibiotici (100 U/ml penicilina
1 100 pg/ml streptomicina), i uz minimalnu disekciju preneta u 35 mm Petri Solju u
kojoj se nalazio kompletan medijum sacinjen od Dulbeko modifikovanog Iglovog
medijuma (Dulbecco modified Eagles medium, DMEM/Ham'’s F12 with Glutamax, 1:1,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) sa dodatkom 15% fetalnog govedeg seruma (engl. fetal
bovine serum, FBS, PAA Laboratories, Pasching, Austrija), 100 U/ml penicilina i 100
ug/ml streptomicina. Ovako pripremljeni tkivni eksplant zubne pulpe je upotrebljen za
izolovanje mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe. Prve mezenhimalne celije uocene su

nakon 3 dana, dok je za prvu tripsinizaciju bio potreban period od dve nedelje
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inkubacije na 37°C u prisustvu 5% CO; (3 GAS RTG 5000 T-9-VBC Incubator, Thermo
Electron Corporation, Valtham, MA, SAD)

3.3. Pasaziranje i Kkrioprezervacija mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe iz

eksfoliranih mleénih zuba

3.3.1. Pasaziranje Celija

Pasaziranje celija (subkultivacija 1ili razdvajanje celija) podrazumeva
presejavanje odredenog, manjeg broja éelija u novu posudu/flask. Celije se mogu gajiti
duzi vremenski period ako se redovno vr$i njithova podela koja podrazumeva
izbegavanje visoke konfluence odnosno prevelike gustine éelija. Celijske suspenzije se
pasaziraju kultivisane u adekvatnoj zapremini svezeg medijuma potrebnog za Celijsku
proliferaciju (razmnozavanje). Adherentne celijske kulture, kao S$to su kulture
mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe, zahtevaju prethodno odvajanje od dna posude u
kojoj su kultivisane metodom tripsinizacije.

Za pasaziranje, Celijske suspenzije su nakon tripsinizacije centrifugirane u
Eppendorf 5804 centrifugi (7 min, 1700 obrtaja/min,) i resuspendovane u 2 ml
kompletnog medijuma a zatim zasejavane u flaskove povrsine 75 cm’ (BD Falcon
tissue-culture treated flasks, Bedford, MA, SAD) 1 inkubirane. Medijum je menjan
svakih 48 h narednih 4-5 dana dok ¢elije nisu dostigle konfluencu od 70-80%. Na taj
nacin dobijena je naredna pasaza gajene Celijske kulture.

Za potrebe istrazivanja, koriS¢ene su pasaze 4, 51 6.

3.3.2. Tripsinizacija Celija

Tripsinizacija ¢elija podrazumeva proces odvajanja adherentnih ¢elija od dna
posude u kojoj su zasejane.

Iz inkubiranog flaska sa ¢elijama (u 70-80% konfluenci) je odliven medijum,
¢elije su isprane u PBS-u 2 puta, a zatim disocirane sa 2 ml tripsina (TrypLE Express
Stabile Trypsin Replacement Enzyme without Phenol Red, Invitrogen, Danska)
koncentracije 0.05%, nakon ¢ega je usledila inkubacija 1-2 minuta tokom koje su se
¢elije ,,odlepile* od dna flaska i zaokruglile. Zatim je dodato 2 ml FBS koji inhibira

dejstvo tripsina i kompletna suspenzija je presuta u epruvetu zapremine 15 ml. Epruveta
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je dopunjena sa DMEM/F12 medijumom i centrifugirana 7 minuta na 1700 obrtaja/min.
Po zavsetku centrifugiranja supernatant je odliven, a talog sa tripsinizovanim ¢elijama je
resuspendovan sa 2 ml kompletnog medijuma. Tako dobijena ¢elijska suspenzija je
blago promuckana da bi se ¢elije homogenizovale.

Nakon tripsinizacije ¢elijska suspenzija je koriS¢ena za zasejavanje za potrebe
eksperimenata, zamrzavana na -80°C ili zasejavana u novi flask u svrhu narednog

pasaZziranja.

3.3.3. Zamrzavanje Celija

Celijska suspenzija koja je predvidena za zamrzavanje je centrifugirana 7 minuta
na 1700 obrtaja/min. Nakon odlivanja supernatanta, celije su resuspendovane u
DMEM/F12 medijumu sa 20% FBS 1 10% dimetil-sulfoksidom (engl.
dimethylsulfoxide, DMSO, Sigma, St. Louis, Mo., SAD) i tako zamrznute u prethodno
obelezenim kriovajlama. Broj ¢elija u 1.5 ml medijuma za zamrzavanje je bio oko

1x10°.

3.3.4. Odmrzavanje Celija

Celijske suspenzije zamrznute u kriovajlama su odmzavane na 37°C u vodenom
kupatilu u trajanju od 2 minuta, a zatim isprane 2 puta u kompletnom medijumu kako bi
se odstranio toksicni DMSO i centrifugirane (7 min, 1700 obrtaja/min). Nakon
odlivanja supernatanta, ¢elije su resuspendovane u 1 ml kompletnog medijuma,

zasejane u flask (75 cm?) sa 20 ml kompletnog medijuma i inkubirane.

3.3.5. Brojanje ¢elija metodom Tripan-plavog

Za potrebe eksperimenta bilo je neophodno zasejati odredeni broj éelija na
skafold ili zamrznuti odredeni broj ¢elija. Da bi se izdvojio Zeljeni broj, ¢elije je bilo
potrebno prethodno izbrojati. U jedan bazen mikroploce sa 96 bazena sipano je u
jednakoj razmeri 0.4% tripan plavog rastvorenog u PBS-u i ¢elijske suspenzije. Uzeto je
10 pl dobijene obojene suspenzije i sipano na hemocitometar za brojanje celija u
predelu ivice pokrovne ljuspice tako da je suspenziji omogucéeno da ,,sklizne* ispod

ljuspice.
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Slika 1. (a) Hemocitometar, (b) mrezica za brojanje ¢elija

Komora (hemocitometar) (Slika 1a) je staklena plocica na kojoj se nalaze 4
zljeba koja ogranicavaju tri polja. Srednje polje je podeljeno na dva dela, 1 na njima su
urezane mrezice za brojanje ¢elija. PovrSina mreZice je podeljena na 9 velikih kvadrata
od kojih svaki ima povr§inu po 1 mm? Za potrebe eksperimenta, radunat je broj éelija u
4 velika kvadrata, na Slici 1b obelezena sa A, B, C i D. Svi veliki kvadrati su podeljeni
na 16 srednjih kvadrata povr§ine 1/16 mm?”. Svaki kvadrat pokriva tenost u kojoj su
éelije, zapremine 0,1mm’ (0.1lmm x lmm?), 3to je u stvari 10 cm’. Posto je 1 cm’
jednak 1 ml, onda se ukupan broj zivih (vijabilnih) ¢elija (N) u 1 ml izra¢unava po
formuli:

N =n/4 x 2 x 10* ¢el/ml

Po formuli, broj ¢elija u 1 ml jednak je proizvodu srednjeg broja izbrojanih
¢elija po kvadratu (n/4), faktora razblazenja (2) i konstante komore (10%. Ukupan broj
¢elija zavisi od toga iz kolike je zapremine uzeto 50 pl uzorka za brojanje, dakle
izraCunava se mnozenjem broja ¢elija u jednom mililitru sa brojem mililitara Celijske
suspenzije.

Shematski prikaz brojanja ¢elija prikazan je na Slici 2.

29



- A @ Ukjuciti celije
— koje dodiruju
- —~ srednju liniju

-
)
o

-

-
\_-"

g na gornjoj i
levoj ivici
kvadrata

v
! ]
(K 14]
P

O
)

i
1,
o
_
{

Iskljuditi
éelije koje
dodiruju
srednju liniju
na donjoj i
desnoj ivici
kvadrata

O
oK

T
o]

L
@,
p
.

o

)
g
¢

]
2

{

Slika 2. Shematski prikaz brojanja ¢elija na hemocitometru.

3.4. Karakterizacija mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe metodom proto¢ne
citometrije

Proto¢na citometrija je metoda kojom se mere fenotipske, biohemijske i
molekularne karakteristike ¢elija u trenutku kada one prelaze preko laserskog zraka
stvaraju¢i opti¢ke signale koje registruje niz detektora. Celijska svojstva kao $to su
veli€ina, intra- 1 ekstracelularne komponente i sadrzaj DNK se takode mogu meriti
metodom protocne citometrije. Adultne humane mezenhimalne ¢elije su retke celije
nalik fibroblastima koje su sposobne za diferencijaciju u razli¢ite ¢éelijske tipove,
ukljucujuéi osteoblaste, hondrocite i1 adipocite. Konvencionalni povrSinski markeri za
karakterizaciju humanih mezenhimalnih mati¢nih ¢elija su CD29, CD73, CD90, i
CD105 kao pozitivni i CD14, CD19, CD34, CD45 i HLA-DR kao negativni markeri,
odnosno markeri kojima se potvrduje odsustvo drugih tipova celija (120). U svrhu
istrazivanja koriS¢ena su 3 pozitivna markera: PE-Cy5 Mouse Anti-Human CD29, PE
Conjugated Mouse Anti-Human CD 73, PE Mouse Anti-human CD90 (Thy-1) i jedan
negativni marker, marker primitivnih hematopoetskih progenitora: PE Mouse Anti-
Human CD34. Na taj naCin je pokazano da sve ispitivane Celije (tj. preko 99%)
pripadaju grupi mezenhimalnih ¢elija, kao i da nije detektovano prisustvo drugih tipova

¢elija. Svi navedeni markeri su proizvedeni od strane BD Biosciences Pharmingen,
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SAD. Kao izotipska kontrola, za odredivanje nespecificnog vezivanja, kod svih markera

U epruvetu sa 1x10° éelija (pasaze 4) je sipano 2 ml PBS-a i centrifugirano (7
min, 1700 obrtaja/min). Nakon odlivanja supernatanta postupak je ponovljen i time su
¢elije isprane od medijuma. Zatim su ¢elije resuspendovane u 100 pl pufera (PBS) i
podeljene u dve epruvete po 50 pl, u koje je zatim dodato po 5 pl konjugovanih
primarnih antitela navedenih pozitivnih i negativnih markera. Sadrzaj u epruveti je
inkubiran 30 min na sobnoj temperaturi, u mraku, kako bi se antitela vezala za receptore
na povrsini ¢elija. Celije su zatim isprane u 300 pl komercijalne te¢nosti za ispiranje
¢elija “cell-wash” (Wash buffer BD Biosciences, San Diego, SAD), da bi se odstranio
viSak antitela koja se nisu vezala za Celije. Suspenzija je resuspendovana u 0.5 ml PBS-a
1 analizirana na protocnom citometru (FACS calibur cytometer/ FACS calibur BD
Biosciences, San Diego, SAD). Monoklonska antitela koja su se vezala za povrsinu
¢elija, su obelezena fluorescentnom bojom, tako da protocni citometar detektuje
emitovanu fluorescencu. Na taj nacin detektovane su i izbrojane ¢elije koje eksprimiraju
molekule za koje su se vezala obelezena antitela. Podaci su analizirani na Cell Quest

softveru.

3.5. 3D biomaterijali — sinteza

Za potrebe ovog istrazivanja koriS¢en je novi sinteticki biomaterijal, porozni
hidroksiapatit, dobijen metodom templejta polimerne pene na bazi poliuretana u
Laboratoriji za radijacionu hemiju i fiziku Instituta za nuklearne nauke “Vinca” u

Beogradu.

Postupak dobijanja kompozitnog keramickog nosaca, poroznog hidroksiapatita
(pHAP) sa polimernim tankim filmom, odvijao se u nekoliko faza. Pocetna faza
odnosila se na sintezu praha hidroksiapatita. Kao prekursor u ovom procesu koris¢ena je
smesa koja se sastojala od 500 ml vodene sme§e Ca(OH), (3,02 cmol?) i 500 ml
vodenog rastvora (NH4),HPO4 (2,32 cmol™). Nakon intenzivnog mesanja, pH vrednost
smese je podeSena na 9 dodavanjem uree, nakon ¢ega je u autoklavu pod pritiskom od
15 bara, na temperaturi od 150°C tokom 8 h tretmana, usledila hidrotermalna sinteza
pHAP-a u obliku praha. Tako su dobijene cestice veli¢ine ispod 200 nm sa veoma

pravilnom geometrijom.
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U drugoj fazi radilo se na dobijanju Cestica Sto vece aktivnosti, vece specificne
povrsine i stepena amorfizacije povrSine praha. U tu svrhu pHAP prah je tretiran
mehanohemijski. Dobijene su Cestice nanometarskog reda veli¢ine (< 20 nm), S§to je
odgovaralo redu veli¢ine kristalnih domena (uredenih delova cestice), pre
mehanohemijskog tretmana. Radi dobijanja odgovarajuce suspenzije podesen je odnos
teCne 1 Cvrste faze tako da suspenzija ima odgovarajuu konzistenciju i reologiju
pogodnu za izlivanje. Kad je postignut optimum viskoznosti suspenzije, njome je
natopljena poliuretanska pena dobro definisane poroznosti. Potom je celi sistem
podvrgnut procesu pirolize i sinterovanja na 800°C u prvom koraku, a na 1300°C u
drugom koraku, ¢ime su dobijeni visokoporozni kompakti kalcijum hidroksiapatita-
skafoldi. Usledila je granulacija skafolda.

Deli¢i granula koji su manji od 300 pm koriS¢eni su za dobijanje ekstrakta za
potrebe testa citotoksi¢nosti materijala i za taloZenje (depoziciju) tankog filma na
plasticnim ploCama, kao 1 za odredivanje Celijske adhezije i proliferacije i1 stepena
osteoblastne diferencijacije mezenhimalnih ¢elija. Deponovanje granula na plasti¢ne
plocice izvedeno je uz pomo¢ polistirenskog lepka prema sledecoj proceduri: Okrugle
plasti¢ne plocice pre¢nika 13 mm debljine oko 1 mm su premazane slojem
polistirenskog lepka, nako cCega su na njih deponovane fine cestice (< 300 um)
hidroksiapatita. Doslo je do ,,lepljenja“ monosloja granula za povrSinu plo€ica, a ostatak
granula je uklonjen.

Zavrsna faza je obuhvatala dobijanje visoko aktiviranih povrSina na kerami¢kim
pHAP nosac¢ima depozicijom tankih polimernih filmova. Polimeri koji su koris¢eni u
procesima deponovanja bili su: alginat, PLGA (polilaktid-koglikolna kiselina) 1 polimer
etilen vinil acetat/versatata (EVA/EVV). Na taj nain dobijena su 3 razli¢ita skafolda,
oznacena kao pHAP+alginat, pHAP+PLGA i pHAP+EVA/EVYV, koji su koris¢eni u
ovom doktoratu za ispitivanje diferencijalnog kapaciteta mezenhimalnih ¢elija zubne
pulpe.

Nadoknada izgubljenog kostanog tkiva upotrebom Bio Oss-a, se u praksi koristi
kao ,,zlatni standard“. Ovaj prirodni zamenik kosti pospeSuje rast kosti u koStanim
defektima. Zbog spore degradacije, Bio Oss granule se koriste i u oralnoj implantologiji
da bi nadoknadili gubitak koStane mase nastao resorpcijom kosti ili remodelovanjem

nakon augmentacijskih procedura. Iz navedenih razloga, kao pozitivna kontrola
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upotrebljen je upravo Bio Oss koji se u praksi najceS¢e koristi kao zamenik kosti u
nadoknadi koStanog tkiva (Bio Oss®, cancellous granule 0.25-1.0 mm veliCine,
Geistlich AG, Wolhusen, gvajcarska).

Prekrivanje pHAP nosaca odgovaraju¢éim polimernim filmom izvedeno je
koriséenjem vodenih rastvora, osim u slu¢aju PLGA koji je hidrofoban, zbog Cega je
kao rastvara¢ koriS¢en hloroform. Nakon infiltracije rastvora unutar pora pHAP nosaca,
nosac¢ je suSen da bi se dobio film polimera na povrSini i da bi se uklonio rastvarac.
Prosecna debljina deponovanih polimernih filmova bila je 10 pm. Okrugla plasti¢na
plocica sa skafoldom je zatim polistirenskim lepkom zalepljena za dno bazena ploce sa
24 bazena.

Biomimetski postupak je izveden tako §to su granule potopljene u superzasic¢enu
simuliranu telesnu te¢nost (engl. simulated body fluid, SBF). Granule su stajale u SBF 6
nedelja na temperaturi od 37 °C u univerzalnim pe¢ima (UNB 400, Memmert,
Schwabach, Nemacka). Tokom inkubacije volumen SBF je kontrolisan 1 odrzavan
konstantnim dodavanjem dejonizovane vode, pH 7.4. Koncentracija Ca®" je periodi¢no
verifikovana uz pomo¢ atomske apsorpcione spektroskopije. Posle inkubacije, uzorci su
se sklanjali sa medijuma, ispirali dejonizovanom vodom i odredivale su se njihove
karakteristike. Ovom metodom dobijen je biomimetski apatit na povrSini nosaca (na
tankom filmu polimera), vrlo sli¢an bioloSkom apatitu i veoma pogodan za naseljavanje

celija.

3.5.1. Karakterizacija ispitivanih biomaterijala

Struktura hidroksiapatita, tankih polimernih filmova 1 faza koje su
biomimetskim procesom nastale na razli¢itim polimernim filmovima su ispitane uz
pomo¢ Fourier-ove transform infracrvene spektroskopije (engl. Fourier transform
infrared spectroscopy, FTIR, Nicollet 380 FTIR, Thermo Electron Corporation,
Valtham, MA, SAD) u priguSenoj totalnoj refleksiji (engl. attenuated total reflection,
ATR). FTIR spektar je sniman u spektralnom opsegu 4000-400 cm™'. Ovim snimanjem

dobijena je informacija o morfologiji i mikrostrukturi ispitivanih uzoraka.

Metod rentgenske difrakcije (engl. X-ray diffraction, XRD, Philips PW 1050,
Eindhoven, Holandija) je koriS¢en za strukturnu analizu faza hidrotermalno dobijenog

pHAP i pHAP koji je biomimetski nastao na povrSini polimernih filmova deponovanih
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na pHAP nosac¢ima. Podaci su analizirani u opsegu 260 od 9 do 67° sa korakom
skeniranja od 5° 1 vremenom ekspozicije od 2 sekunde po koraku. Veli¢ina kristalita je

izradunata pomocu Sererove jednacine:
d = KA/Bcosb,
gde d (u nm) predstavlja prosecan precnik kristalita,
K - faktor oblika,
B - Sirina difrakcije (121) na polovini njene maksimalne visine,
A - talasna duzina kori$¢enih rentgenskih zraka,
@ - Brag-ov ugao difrakcije.

Skening elektronska mikroskopija je koriS¢ena da bi se ispitala morfologija i
mikrostruktura svih uzorka, posebno hidrotermalno sintetisanog pHAP i iz njega
dobijenih keramickih nosaca, kao i faza biomimetskog pHAP deponovanih na povrsini
tankih filmova polimera, prethodno deponovanih na pHAP nosacima. Postupkom
spaterovanja uzorci su prevuceni zlatom, a potom su njihova morfologija 1 energetsko
disperzivna analiza (engl. energy disperse spectroscopy, EDS) pra¢ene pomocu skening
elektronskog mikroskopa (SEM, JSM-5300, Jeol, Japan). Za snimanje povrSine pHAP
nosaca koris¢ena je mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM

Q-Scope 350, AFM Quesant Instrument Corporation, Santa Cruz, CA, SAD).

Za odredivanje specificne povrSine pHAP praha i njegove mikro- i nano-
poroznosti koriS¢ena je tzv. BET metoda (121), koja se zasniva na merenju adsorpcije
azota na -196 °C na odgovarajucoj aparaturi opremljenoj sa TCD detektorom (Gas
chromatograph Varian Aerograph, model 920, Zug, Svajcarska). Specifi¢na povrsina se
izraCunava sa BET metodom u jednoj tacki. Polazi se od pretpostavke da su
sintetizovane Cestice sferoidnog oblika Sto omogucava odredivanje njihovog srednjeg

precnika na osnovu formule:
dBET = 6/pSw

gde je Sw specifiéna povrsina, a p teorijska gustina HAP (3.156 g/cm’).
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3.6. Ispitivanje citotoksi¢nosti analiziranih materijala, procena éelijske adhezije i

proliferacije

Ovaj deo istrazivanja sproveden je u Institutu za medicinska istraZivanja
Univerziteta u Beogradu. Ispitivanje indirektne citotoksi¢nosti analiziranih biomaterijala
i evaluacija celijske viabilnosti uradeni su MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) testom, a kvantitativna procena Celijske adhezije 1
proliferacije metodom direktne citotoksicnosti pomocu laktat-dehidrogenaza (LDH)

testa.

U ispitivanjima direktne i indirektne citotoksi¢nosti kori§¢ene su mezenhimalne
mati¢ne Celije zubne pulpe eksfoliranih mle¢nih zuba. Za postizanje optimalnih uslova
¢elije su gajene u odgovaraju¢im posudama, u hranljivom medijumu (DMEM/F12) uz
dodatak 10% fetalnog govedeg seruma, penicilina (100 IU/ml) i streptomicina
(100pg/ml). Nakon suplementacije, pH hranljive podloge je rastvorom bikarbonatnog
pufera doveden do vrednosti 7,2 i podloga je sterilisana filtriranjem kroz filter veliCine
pora 0,22 pum. Uslovi gajenja su podrazumevali temperaturu od 37°C, u atmosferi

vazduha, sa 5% COa,.

Optimizacija uslova gajenja celija podrazumevala je konstruisanje krive rasta
¢elija u zavisnosti od vremena gajenja, za razliite koncentracije ¢elija zasadenih u
nultom vremenu. Broj celija, koji je srazmeran apsorbanciji (490 nm, Labsystems
Multiskan PLUS, Finska), je odredivan nakon 2 h, 24 h, 48 h, 72 h 1 96 h, pri sadenju
500, 1000, 2000, 4000 i 6000 celija. Na osnovu kriva rasta izraCunato je vreme
duplikacije ¢elija, a na osnovu njega, optimalan broj ¢elija koris¢en u eksperimentima.
Optimalan broj je iznosio 2000 ¢elija po bazenu ploce sa 96 bazena, kod ispitivanja
indirektne toksi¢nosti, odnosno 250000 po bazenu ploce sa 24 bazena, kod ispitivanja

direktne toksi¢nosti.

3.6.1. Ispitivanje indirektne citotoksi¢nosti — MTT test

Ispitivanje indirektne toksi¢nosti podrazumeva ispitivanje toksi¢nosti ekstrakata
ispitivanih jedinjenja, odnosno njihovih degradacionih proizvoda na ¢elije in vitro.
Ispitivani ekstrakti dobijeni su suspendovanjem jedinjenja u podlozi za gajenje Celija

(DMEM/F12) u koncentraciji od 0,2 g/ml i inkubiranjem na 37°C u trajanju od 24 h ili 7
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dana, uz konstantnu agitaciju. Nakon inkubacije, dobijene suspenzije su centrifugirane 7
min na 1700 obrtaja u minuti, dekantovane, izmerena je pH vrednost dobijenih rastvora
1 rastvori su filtrirani kroz filter veli¢ine pora 0.22 um da bi se sterilisali. Ovako
dobijeni ekstrakti su dalje koriS¢eni za tretiranje celija u cilju ispitivanja indirektne

citotoksi¢nosti.

Za ispitivanje delovanja ekstrakata biomaterijala, ¢elije su nakon tripsinzacije
resuspendovane u hranljivoj podlozi i u odgovaraju¢em broju zasejavane u mikroplocu

sa 96 bazena.

Protokol zasejavanja prikazan je na Slici 3.
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Slika 3. Faze u postavljanju eksperimenta za odredivanje delovanja agenasa na celije u

kulturi. Detalji zasejavanja su opisani u tekstu.

Na jednoj mikroplo¢i sa 96 bazena moguce je ispitati delovanje 2 razlicita
jedinjenja (a). U redove A i H mikrotitar plo¢e dodata je podloga, kako bi se zadrzala
dovoljna vlaznost u plo¢i prilikom inkubacije (b). U redove B-F, u kolonama 4-9
zasejan je optimalan broj Celija (c) tj. 2000 ¢elija po bazenu kako je prethodno odredeno
iz kriva eksponencijalnog rasta (Materijal i metode 4.6.) Celije su bile suspendovane u
po 100 pl podloge. U kolone 1-3 i 10-12 u redovima B-F dodato je 100 ul podloge (bez
¢elija) (d). Apsorbance u ovim bunarima kori§éene su kao slepe probe. Nakon 24 h od
zasejavanja, ¢elije su adherirale za dno plocCe 1 usle u fazu eksponencijalnog rasta. 1z
ploc¢a je aspiriranjem uklonjena podloga i dodate su serije razblazenja ispitivanih
rastvora, odozgo na dole, od najmanje do najvece koncentracije (e) u ukupnoj zapremini
od 100 pl. Red B predstavlja kontrolu, tj. u bazene je dodato samo 100 pl hranljive
podloge. Mikroploca je nakon toga inkubirana 72 h pri temperaturi od 37°C, u atmosferi

vazduha, sa 5% CO,.

MTT test u mikrokulturi je test za in vitro odredivanje osetljivosti

(hemosenzitivnosti) ¢elija na delovanje razli¢itih supstanci. MTT (3[4,5-dimetiltiazol-2-
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il]-2,5-difenil tetrazolijum bromid) je tetrazolijumska so zute boje koja se u metabolicki
aktivnim c¢elijama, redukcionom reakcijom u mitohondrijama, u prisustvu enzima
sukcinat dehidrogenaze kao katalizatora, prevodi u kristale formazana (Slika 4).
Ljubicasti kristali formazana, inae nerastvorni u vodenom rastvoru, se rastvaraju
dodavanjem natrijum dodecil sulfata (SDS) ili nekog drugog rastvaraca. Tako dobijen
rastvoren formazanski produkt se spektrofotometrijski kvantifikuje na ELISA citacu

(Labsystems Multiskan PLUS, Finska) na talasnoj duzini od 570 nm.

/@ mitohondrijalna
:: ; /:N _T reduktaza - g _NH
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Slika 4. Redukecija tetrazolijumske soli do formazana

Metodu je prvi put opisao Mosman (122), a u dalje opisanim eksperimentima
ustalila se primena modifikacije Mosmana-ove metode, koju su dali Ohno i1 Abe (123).
Modifikacija se odnosi na koris¢enje SDS-a umesto dimetil sulfoksida (DMSO) za
rastvaranje nastalog formazanskog proizvoda, ¢ime se povecava osetljivost testa i

eliminise korak odlivanja, usled koga moze da dode do gubitka ¢elija koje su u mitozi.

Nakon inkubacije ¢elija sa odgovarajuéim agensom u bazene mikrotitar ploce
dodaje se po 10 pul MTT radnog rastvora, koncentracije 5 mg/ml u fosfatnom puferu.
Mikrotitar ploCe se inkubiraju 3 h u inkubatoru na 37°C u sredini obogacenoj sa 5%
COs, nakon cega se u bazene dodaje 100 pul 10% SDS-a u 0,01 M HCI, a narednog dana
opticka gustina dobijenog obojenog proizvoda meri se na Citacu mikroploc¢a na talasnoj

duzini od 570 nm.

Prezivljavanje (S, engl. survival) je kvantifikovano koriS¢enjem formule za

dobijanje indeksa prezivljavanja S:
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A

S — Auzorka B sl.proba

kontrole — “Lsi.proba

Ayzorka - srednja vrednost izmerene apsorbance na 570 nm u otvoru sa tretiranim
¢elijama
Aontrole - Stednja vrednost izmerene apsorbance na 570 nm u otvoru sa netretiranim
¢elijama
Agiproba - srednja vrednost izmerene apsorbance na 570 nm u otvoru bez celija a sa
rastvorom ispitivane supstance

Mnozenjem indeksa prezivljavanja (S) sa 100, dobija se procenat prezivljavanja.
ICs je koncentracija citotoksi¢nog agensa koja indukuje 50% inhibicije u prezivljavanju
ciljnih ¢elija. Ova vrednost se koristi kao mera intenziteta antiproliferativnog dejstva

nekog agensa.

3.6.2. Ispitivanje direktne citotoksi¢nosti

MTT test je kolorimetrijski test i njegovo osnovno ograni¢enje je zahtev da
rastvor Cija se apsorbancija meri bude bistar. Ovaj uslov onemoguc¢ava primenu MTT
testa za odredivanje direktne citotoksi¢nosti, tj. nakon gajenja celija direktno na
ispitivanom materijalu. Za ovo odredivanje koristi se LDH test citotoksi¢nosti u kome
se prezivljavanje, odnosno vijabilnost ¢elija procenjuje na osnovu procenta LDH koji se
nade u ekstracelijskoj sredini. LDH je citoplazmatski enzim koji se nakon lize ¢elija
oslobada u ekstracelijsku sredinu, $to je osnov po kom LDH test predstavlja meru
integriteta celijske membrane. Nakon delovanja ispitivanih agenasa nivo LDH u
supernatantu se odreduje oksidacijom laktata do piruvata koji zatim reaguju sa
tetrazolijumskom soli proizvode¢i formazan. U vodenom rastvoru formazan daje plavo

obojenje Ciji se intenzitet odreduje spektrofotometrijski.

Za odredivanje direktne citotoksi¢nosti, na mikroskopske okrugle ljuspice je
nanoSen tanak sloj ispitivanih materijala, ljuspice su zatim lepljene u ploce sa 24 bazena
1 ploCe nakon toga sterilisane X-zracima. U ovako pripremljene ploce se direktno na

mikroskopsku ljuspicu, odnosno ispitivani materijal, nanosio optimalan broj

38



mezenhimalnih mati¢nih ¢elija zubne pulpe suspendovanih u hranljivom medijumu.
Ploce sa ¢elijama su dalje inkubirane 24 h, 48 h 1 72 h, u inkubatoru na 37°C u sredini
obogacéenoj sa 5% CO,. Celije su mikroskopirane i evaluirane u pogledu morfologije i

odnosa prema ispitivanom materijalu.

Nakon inkubacije, prezivljavanje odnosno broj vijabilnih ¢elija, procenjen je
tako $to su ¢elije izlagane prvo hemijskoj, a potom fizickoj lizi. U svrhu hemijske lize,
iz bazena je odliven hranljivi medijum, ¢elije su isprane PBS-om tri puta a zatim je u
svaki bazen sipano po 225 ul pufera za lizu iz komercijalnog kompleta za LDH esej
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, SAD). Tako pripremljene ploce su stajale u inkubatoru

narednih 45 min. Na taj nacin je uradena hemijska liza ¢elija.

Usledila je fizicka liza: plo€e su u 3 ciklusa naizmeni¢no zamrzavane na -20°C 1
odmrzavane na 37°C u trajanju od po 30 min, a zatim centrifugirane (7 min, 1700
obrtaja/min). Nivo LDH je odredivan iz dobijenog supernatanta. Broj celija se
odredivao na osnovu nivoa LDH primenom prethodno konstruisane kalibracione krive,
koja se formira nezavisno za svaki eksperiment, odnosno svaku koris¢enu pasazu celija,

uporedo sa izvodenjem eksperimenta.

Smesa za LDH test pravljena je neposredno pred eksperiment, meSanjem
jednakih zapremina reagenasa iz komercijalnog kompleta: LDH rastvora supstrata, LDH
rastvora boje 1 LDH kofaktora. U plocu sa 96 bazena je sipan supernatant i smesa za
LDH test u odnosu 1:2 u triplikatu. Ploca je obavijena aluminijumskom folijjom i
inkubirana na sobnoj temperaturi 20 min. Za zaustavljanje reakcije, u svaki bazen je
dodato 1/10 zapremine 1M HCl-a. Opticka gustina dobijenog proizvoda merila se na

ELISA ¢ita¢u mikroploc¢a na talasnoj duzini od 490 nm.

3.7.  Odredivanje stepena osteoblastne diferencijacije bojenjem alizarin crvenim

Alizarin (1,2-dihidroksiantrahinon) je organsko jedinjenje sa formulom C;4HgO4
(Slika 5). To je kristalna crvena boja koja se ranije dobijala iz korena broca i katrana
kamenog uglja a koristila se uglavnom za bojenje tkanine. Danas se isklju¢ivo dobija
sintetiCkim putem. Rastvorljiv je u heksanu i1 hloroformu. U zavisnosti od pH, alizarin

menja boju i zbog toga se koristi i kao pH indikator. Jedinjenja alizarina upotrebljavaju
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se kao indikatori u bioloskim istrazivanjima jer boje slobodni kalcijum i neka jedinjenja

kalcijuma u crvenu ili svetloljubicastu boju.

L) JH
Ly
o

Slika 5. Hemijska struktura alizarina

Uloga alizarina kao bioloSke boje je prvi put uocena 1567. god kada je nakon
davanja Zivotinjama u vidu hrane obojila njihove zube u crveno. Danas se ova
hemikalija najéesée koristi u medicinskim studijama koje ukljucuju kalcijum. Slobodni
(jonski) kalcijum formira precipitate sa alizarinom, a tkiva koja u sebi sadrze kalcijum
se boje crveno neposredno nakon uranjanja u alizarin. Iz tog razloga, Cist kalcijum i
kalcijum u kostima i drugim tkivima se moze obojiti i na taj nacin detektovati. Alizarin
crveno se koristi u biohemijskim esejima za kvantitativno kolorimetrijsko utvrdivanje
prisustva kalcijumovih depozita u c¢elijama osteogenog porekla. Kao takav, on
predstavlja rani marker mineralizacije matriksa, kljucni korak ka formiranju

ekstracelularnog matriksa zrele kosti.

U svrhu utvrdivanja prisustva kalcijumovih depozita u ¢elijama, napravljen je
radni rastvor alizarin crvenog: 2 g alizarin crvenog (Alizarin red S Certified, Sigma
Aldrich, St Louis, MO, SAD) je rastvoreno u 100 ml dejonizovane vode. pH

napravljenog rastvora je bio 4.18.

U ploci sa 24 bunara sa 3D biomaterijalima je zasejano 200000 ¢elija po bunaru.
Celije su gajene u 1 ml osteogenog medijuma (Stem PRO Osteogenesis Kit, Invitrogen,
Carlsbad, CA, SAD). Osteogeni medijum se koristio da bi se indukovala osteogena
diferencijacija ispitivanih Celija zasejanih na razli¢itim 3D biomaterijalima kako bi se
kvantitativnom metodom bojenja Alizarin crvenim utvrdila eventualna razlika u
prisutnoj koli¢ini kalcijumovih depozita, koji nastaju u procesu diferencijacije.

Kontrolnu grupu ¢inile su ¢elije gajene na 3D biomaterijalima u osnovnom medijumu za
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kulturu ¢elija. Medijum je menjan dva puta nedeljno. Dvadeset petog dana od dodavanja
osteogenog medijuma, medijumi su odliveni iz bunara, ¢elije su isprane dva puta u
PBS-u. Zatim je dodato 300 pl 10% formalina po bunaru i inkubirano 30 minuta.
Formalin je potom odliven a ¢elije na skafoldima su isprane dva puta destilovanom
vodom. Nakon aspiriranja destilovane vode, dodato je 500 ul radnog rastvora alizarin
crvenog po bunaru i inkubirano 30 minuta na sobnoj temperaturi. Boja je potom
odlivena a uzorci su pet puta isprani destilovanom vodom. Kalcijumovi depoziti slikani
su invertnim mikroskopom (LEICA DMIL LED, Leica Microsystems, Wetzlar,

Nemacka).

3.8. Odredivanje stepena osteoblastne diferencijacije merenjem aktivnosti alkalne

fosfataze

Alkalna fosfataza (ALP) je enzim koji katalizuje hidrolizu fosfatnih estara u
alkalnom puferu i proizvodi organski radikal i neorganski fosfat. Kod sisara, ovaj enzim
se javlja najcesce u jetri 1 kostima. Iz tog razloga se promene u nivou i aktivnosti ALP

dovode u vezu sa razli¢itim oboljenjima jetre i kostiju.

Kit za alkalnu fosfatazu je koncipiran tako da direktno meri aktivnost ALP u
bioloSkim uzorcima bez prethodnih priprema. Ovaj metod koristi para-nitrofenil fosfat
koji daje proizvod obojen u zuto nakon hidrolize alkalnom fosfatazom (pri apsorbanci

od 405 nm). Stopa reakcije je direktno proporcionalna enzimskoj aktivnosti:

ALP

p-nitrofenil fosfat » p-nitrofenol + fosfat

U cilju odredivanja stepena osteoblastne diferencijacije, merena je aktivnost
ALP mezenhimalnih ¢elija gajenih u osteogenom medijumu na 3D skafoldima nakon 6 i
12 dana od zasejavanja. Naime, alkalna fosfataza se nalazi u osteoblastima i oslobada se
u medijum tokom sazrevanja ovih ¢elija. Aktivnost alkalne fosfataze je neophodna za
hidrolizu B-glicerofosfata ¢ime zapocinje proces mineralizacije. Zasejano je 200000

¢elija po bazenu u ploci sa 24 bazena na razli¢itim 3D skafoldima i gajeno 6 odnosno 12
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dana u osteogenom medijumu. Medijum je menjan svaka 3 dana. Poslednjeg dana je
odliven medijum 1 dodato je po 300 pl 1% igepala, deterdzenta za fiksiranje Celija.
Uzorci su zatim inkubirani na 4°C preko no¢i. Usled dejstva deterdzenta, doslo je do
rupture membrane i odlepljivanja ¢elija, tako da se njihov sadrzaj izlio u medijum.
Narednog dana je sadrzaj iz bunara prebacen u ependorfice radi centrifugiranja 20
minuta na 4°C, 10000 obrtaja/min. U plocu sa 96 bazena je dodato 10 pul svakog uzorka
supernatanta nakon centrifugiranja, 10 pl pufera iz komercijalnog kita za ALP (Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA) i 80 pl medijuma iz istog kita za ALP (supstrat ALP :
pufer ALP = 1:4). Ploc¢e su zatim inkubirane 15 min u inkubatoru na 37°C u sredini
obogacenoj sa 5% CO,. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 100 pl 1M NaOH po
bazenu. Opticka gustina dobijenog proizvoda merena je na citacu mikroplo¢a na

talasnoj duzini od 405nm.

Medutim, aktivnost ALP se izrazava u odnosu na ukupne Celijske proteine, kako
bi se pokazala rana osteoblastna diferencijacija. Za merenje ukupne koncentracije
proteina u dobijenim uzorcima koriS¢ena je Bradfordova metoda sa albuminom iz
govedeg seruma (bovine serum albumin, BSA) kao standardom. Bradfordov reagens je
napravljen rastvaranjem 100 mg Komazi plave boje G-250 u 50 ml 95% etanola i 100
ml 85% fosforne kiseline 1 dodavanjem destilovane vode do ukupne zapremine od 1 L.

Dobijen reagens je profiltriran pre upotrebe.

Bradfordov test je brz, jednostavan i daje relativno stabilan kolorimetrijski
odgovor. Bazira se na upotrebi Komazi plave boje (Coomassie Brilliant Blue G-250) za
koju se vezuju proteini, menjaju¢i svojstva svetlosne apsorbance boje. Boja
pripremljena u 85% rastvoru fosforne kiseline maksimalno apsorbuje svetlost pri
talasnoj duzini od 465 nm. Dodavanje proteina rezultuje promenom apsorpcionog
maksimuma boje na talasnoj duzini od 595 nm. Porastom koncentracije proteina,
linearno raste i apsorbanca svetlosti pri talasnoj duzini od 595 nm. Iako je apsorbanca
Komazi plave boje pri pomenutoj talasnoj duzini proporcionalna koli¢ini vezanih
proteina, mora se uzeti u obzir da na rezultate testa mogu uticati 1 supstance
neproteinskog porekla (narocito deterdZzenti), kao i1 da kolorimetrijski odgovor moze da
varira u zavisnosti od koncentracije i sastava proteina. Iz pomenutih razloga bilo je

potrebno uraditi standarnu krivu koncentracije proteina. Za odredivanje standardne
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krive koriS¢ena je serija rastvora proteina poznate koncentracije: 0, 5, 10, 15, 20, 251 30
ul/ml BSA.

Za izradu standardne krive i pri odredivanju koncentracije proteina u ispitivanim
uzorcima, koriS¢eno je 10 pl standarda, odnosno uzorka, rastvorenog u 990 pl
Bradfordovog reagensa. U bazene u ploci sa 96 bazena sipano je po 100 ul tako
dobijenih smeSa. Sva merenja radena su u triplikatu. Opticka gustina dobijenog
proizvoda merila se na ¢itacu mikroploca na talasnoj duzini od 570 nm. Na osnovu
apsorbance rastvora poznatih koncentracija proteina, napravljena je standardna kriva, iz

koje je oc¢itavana koncentracija proteina u uzorku, prema apsorbanci istog uzorka.

Aktivnost alkalne fosfataze je kona¢no dobijena odnosom pomocu sledece

formule:
ALP =PNF /protx 15
gde je ALP — aktivnost alkalne fosfataze u minutu
PNF — koncentracija proizvoda enzimske aktivnosti p-nitrofenola (nmol/ml),

Prot — koncentracija ukupnih proteina dobijena merenjem Bradfordovom

metodom (mg/ml)

15 — ukupno vreme trajanja reakcije (15min).

3.9. Skening elektronska mikroskopija (SEM analiza)

Mikrostruktura i interakcija biomaterijal — Ccelije su ispitivane skening
elektronskim mikroskopom (SEM, JSM 5300, Jeol, Japan). SEM mikrografijom
analizirane su cCestice pHAP praha, struktura ispitivanih Ccelijskih nosaca kao i
morfologija mezenhimalnih c¢elija zubne pulpe 1 Celijska adhezija za materijal.
Medusobni odnos izmedu materijala i ¢elija posmatran je nakon gajenja celija u
osteogenom medijumu 7, 14 1 21 dan kako bi se uocile razlike u morfologiji ¢elija 1
prisustvu ekstracelularnog matriksa (ECM) sintetisanog od strane osteoblasta,

pokazatelja stepena osteogene diferencijacije.

43



Za pripremu za SEM, Celije su zasejane na razli¢itim 3D skafoldima u ploci sa
24 bazena na uobic¢ajen nacin i gajene 4 dana u kompletnom medijumu za gajenje ¢elija.
Potom je odliven medijum, uzorci su isprani 3 puta u PBS-u a zatim fiksirani u 2.5%
glutar-aldehidu rastvorenom u PBS-u i inkubirani preko no¢i na 4°C. Zatim je odliven
glutar-aldehid a uzorci su isprani 3 puta u PBS-u. Usledilo je postfiksiranje uzorka
dodavanjem 1 kapi 1% osmijum tetroksida (Sigma Aldrich, St Louis, MO, SAD) po
bazenu, inkubacija u trajanju od 1 h i ponovno ispiranje 3 puta u PBS-u. Uzorci su
nakon toga dehidrirani po 15 minuta u rastu¢im koncentracijama etanola: 30%, 50%,
70%, 90% 1 100%. Za suSenje uzoraka koris¢en je heksametildisilazan u razblazenjima
1:2, 1:1, 2:1 1 Cist heksametildisilazan u trajanju od po 15 minuta za svako razblazenje.
Pre mikroskopiranja uzorci su spaterovani — vakumirani i presvuceni zlatom u jonskom

naparivacu, kako bi bili vidljivi na elektronskom mikroskopu.

3.10. Statisticka analiza

Za obradu dobijenih rezultata koriS¢en je statisticki paket SPSS for Windows
(Release 13.0 Chicago, IL, SAD). Pre testiranja numerickih varijabli ispitivan je tip
distribucije Shapiro-Wilk-ovim testom. Sve numericke varijable pokazale su normalnu
distribuciju, pa su za poredenje rezultata izmedu grupa koriS¢ene jednofaktorska i
dvofaktorska ANOVA. U slucajevima kada je ANOVA pokazala statisticku znacajnost,
razlike medu grupama su pracene Tukey post hoc testom. Za najnizZi stepen znacajnosti

prihvatane su vrednosti verovatnoée p<0.05.
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4. REZULTATI

Polaze¢i od definisanih ciljeva, eksperimentalni rad u okviru ove doktorske teze
je bio podeljen na tri dela. U prvom delu izolovane su i okarakterisane mezenhimalne
¢elije zubne pulpe poreklom iz mlec¢nih zuba u fizioloskoj smeni. U drugom delu
analizirana je sinteza Cestica hidroksiapatita, keramickih hidroksiapatitnih celijskih
nosaca i na kraju - nosaca sa infiltriranim tankim polimernim filmovima koji su se
koristili kao 3D biomaterijali u ovoj doktorskoj tezi. U treCem delu pracena je osteogena

diferencijacija izolovanih mezenhimalnih ¢elija u prisustvu razli¢itih 3D biomaterijala.

4.1. Izolacija i karakterizacija mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe
4.1.1. Izolacija — “Outgrowth” metod

Za potrebe eksperimenta, mezenhimalne ¢elije zubne pulpe izolovane su tzv.
metodom “outgrowth”, koja je opisana u poglavlju Materijal i metode. Prve
mezenhimalne ¢elije uocene su nakon 3 dana, dok je do prve tripsinizacije bio potreban
period od dve nedelje inkubacije na 37°C, u prisustvu 5% CO,. Izolovane

mezenhimalne ¢éelije zubne pulpe prikazane su na Slikama 61 7.

Slika 6. Mezenhimalne ¢elije zubne pulpe izolovane metodom “outgrowth”, 10 dana

nakon uranjanja tkivnog eksplanta zubne pulpe u hranljivi medijum
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Slika 7. Mezenhimalne ¢elije zubne pulpe, pasaza 4.

4.1.2. Multipotentnost mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe

Adultne mezenhimalne mati¢ne celije su nediferencirane celije koje imaju
sposobnost samoobnavljanja i diferencijacije u vise razli¢itih vrsta ¢elija. Za iniciranje
diferencijacije in vitro potrebno je prisustvo odgovaraju¢eg medijuma. U zavisnosti od
vrste medijuma, mati¢ne Celije zubne pulpe su diferencirane u adipocite, hondrocite i

osteoblaste.

Na Slici 8 prikazana je diferencijacija izolovanih ¢elija u adipocite. U prisustvu
adipogenog medijuma nakon 3 nedelje vidljive su ¢elije koje sadrze masne kapi koje se

uocavaju kao citoplazmatske vakuole karakteristicne za ¢elije masnog tkiva — adipocite.
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Slika 8. Diferencijacija mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u adipocite

Diferencijacija izolovanih mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u hondrocite
pokazana je prisustvom hondrogenih loptica karakteristicnih za celije hrskavicavog
tkiva — hondrocite. Hondrogene loptice su vidljive nakon 3 nedelje gajenja ¢elija u

prisustvu hondrogenog medijuma (Slika 9).

Slika 9. Diferencijacija mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u hondrocite
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Diferencijacija izolovanih mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u osteoblaste
dokazana je prisustvom mineralizovanog matriksa koji je karakteristi¢an produkt ¢elija
koStanog tkiva — osteoblasta. Mineralizovani matriks je vidljiv nakon 3 nedelje gajenja

¢elija u prisustvu osteogenog medijuma, bojenjem alizarin crvenim (Slika 10).

Slika 10. Diferencijacija mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u osteoblaste

4.1.3. Karakterizacija mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe metodom proto¢ne

citometrije

Analiza ¢elija protocnom citometrijom pokazuje pozitivhu ekspresiju slede¢ih
markera: PE-Cy5 Mouse Anti-Human CD29, PE Conjugated Mouse Anti-Human
CD73, PE Mouse Anti-human CD90 (Thy-1). Navedeni markeri su pokazatelji prisustva
mezenhimalnih ¢elija i metodom imunocitohemije pokazuju ekspresiju u vise od 99%
ispitivanih celija Sto je prikazano na hromatogramima na Slikama 11, 12 1 13. Na taj
nac¢in je pokazano da sve ispitivane celije (tj. preko 99%) pripadaju grupi
mezenhimalnih ¢elija. Negativan povrSinski Celijski marker PE Mouse Anti-Human

CD34, koji je ujedno i pokazatelj prisustva primitivnih hematopoetskih progenitora, bio
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je prisutan u manje od 1% ispitivanih ¢elija ¢ime je potvrdeno odsustvo drugih tipova

¢elija u 1zolovanoj kulturi (Slika 14). Kao izotipska kontrola, za odredivanje
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Slika 11. Analiza povrSinskog c¢elijskog markera CD29 - hromatogram: (a) PE-Cy5
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Slika 12. Analiza povrsinskog celijskog markera CD73 — hromatogram: (a) PE
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Slika 14. Analiza povrsinskog ¢elijskog markera CD34 — hromatogram: (a) PE Mouse
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4.2. Sinteza 3d biomaterijala — sinteza Ccestica hidroksiapatita, keramickih

hidroksiapatitnih ¢elijskih nosaca i nosa¢a sa infiltriranim tankim polimernim

filmovima

Apatit koji je koriS¢en kao osnova za sintezu svih ispitivanih biomaterijala —
skafolda u okviru istrazivanja ove doktorske teze je magnezijum supstituisani
karbonatni kalcijum hidroksiapatit tipa B, kod koga su PO4> joni u redetci apatita

zamenjeni sa CO5>” jonima.

4.2.1. Karakterizacija hidroksiapatitnog praha
4.2.1.1. Metoda rentgenske difrakcije - XRD analiza

Struktura ovog tipa hidroksiapatita, najbolje se moze ispitati metodom
rentgenske difrakcije, odnosno XRD analizom. Rezultati XRD analize su pokazali
(Slika 15) da je hidrotermalno sintetisani prah po svome sastavu kalcijum hidroksiapatit
Ca o(PO4)s(OH), (JCPDS 9-432). O tome svedoci prisustvo svih karakteristicnih
kristalografskih ravni HAP: (2 1 1) za 26 =31.9; (112) za 26 = 32.26, (3 0 0) za 260
=33.12,(002)za20=25.86,(222)za20=46.861(213)za20=49.58.

0@

{211

Irtensity

Slika 15. XRD spektar hidrotermalno sintetisanog praha hidroksiapatita
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4.2.1.2. Infracrveni spektar hidrotermalno dobijenog hidroksiapatita

Infracrvena  spektroskopija FTIR (engl. Furrier Transform Infrared
Spectroscopy) je joS jedna metoda izuzetno pogodna za ispitivanje strukture
hidrotermalno dobijenog pHAP. Kao §to se mozZe uociti na Slici 16, IC spektar
sintetisanog praha pokazuje trake karakteristicne za pHAP. Trake na oko 1092 i 1042
cm ' odgovaraju asimetri¢nim istezué¢im (v3), dok trake na oko 603 i 569 cm'
odgovaraju savijajuéim (v4) vibracijama PO4> grupa. Trake na 957 i 473 cm ' poti¢u od
simetri¢nih istezuéih vibracija (vl and v2) PO, grupa. Oslobodajuée i istezuée
vibracije OH™ grupa detektovane su na oko 630 i 1626 cm™, redom. Istezuée vibracije
CO;* grupe na 1442, 1406 i 875 cm ' su takode prisutne, §to ukazuje na inkorporaciju
karbonatnih grupa u strukturu apatita. Traka na 630 cm ' se pripisuje oslobadaju¢im
vibracijama OH’ grupa. Evidentno je da je dobijen karbonatni apatit B tipa 1 da zamena

na polozajima OH’ jona, uo¢ena na osnovu promene oblika i polozaja trake na 3658

-1 .. . - . 2— . .
cm , nije dominantno prouzrokovana zamenom OH jona CO3;” jonima.
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Slika 16. Infracrveni spektar hidrotermalno dobijenog hidroksiapatita
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4.2.1.3. Analiza pomo¢u mikroskopije atomskih sila (AFM analiza)

Ispitivanje morfologije povrSine jezgro-omota¢ strukture hidroksiapatitnih
Cestica AFM analizom uz koriS¢enje softvera za izraCunavanje raspodele Cestica,
pokazuje da su Cestice pretezno veli¢ine oko 60 nm (Slika 17) i imaju sferoidan ili

poligonalan oblik (Slika 18), pri ¢emu neke od Cestica dosezu vrednost i do 500 nm.

200nm 400nm 600nm 800nm 1000nm

Slika 18. AFM: snimak cCestica hidroksiapatita
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4.2.1.4. Analiza skening elektronskom mikroskopijom (SEM analiza)

Posmatraju¢i SEM mikrofotografije (Slika 19) ocigledno je da se pHAP prah
sastoji od aglomerata, koji se sastoje od malih sfernih Cestica reda velicine do 200 nm.
Ovi aglomerati imaju nepravilne forme i medusobno su vrlo sli¢ni po obliku i veli¢ini (1

- Sum).

Slika 19. SEM: Tipi¢na morfologija aglomerata pHAP praha

4.2.1.5. Analiza specificne povrsine Cestice praha hidroksiapatita (BET analiza)

BET analiza pokazuje podatke u vezi sa specificnom povrSinom cestica praha,
ukupnu poroznost unutar Cestica praha i1 srednji prenik pora koje se nalaze u tim

Cesticama (Tabela 2).

54



Tabela 2. Parameteri specificne povrSine praha hidroksiapatita i njegove poroznosti

odredeni BET metodom

Uzorak SBET, Ukupna Srednji Udeo Udeo
g zapremina precnik mezopora, | makropora,
pora, cm’/g | POra, nm 0, .
pHAP prah 12 1.00 310 10 90

Srednji precnik pora odreden iz specificne povrSine koriste¢ci BET metodu

iznosio je 160 nm.

4.2.2. Karakterizacija keramickog hidroksiapatitnog skafolda i keramickog

hidroksiapatitnog skafolda sa infiltriranim tankim polimernim filmovima

Nakon pocetne faze, sinteze praha hidroksiapatita, Cestice hidroksiapatitnog
praha tretirane su mehanohemijski nakon ¢ega su dobijene Cestice nanometarskog reda
veli¢ine (< 20 nm) . Na taj nacin sintetisan je keramicki hidroksiapatitni ¢elijski nosac
veoma porozne strukture — pHAP. Za dobijanje kompozitnih keramickih nosaca, na
povrsinu dobijenog keramickog poroznog hidroksiapatitnog nosaca deponovani su tanki
polimerni filmovi. Polimeri koji su kori$¢eni u procesima deponovanja bili su: PLGA
(polilaktid-koglikolna kiselina), alginat i polimer etilen vinil acetat/versatata
(EVA/EVYV). Na taj nacin dobijena su 3 razli¢ita kompozitna skafolda, oznacena kao
pHAP+PLGA, pHAP+alginat i pHAP+EVA/EVYV, koji su, pored samog pHAP-a,
koriS¢eni u ovom doktoratu za ispitivanje diferencijalnog kapaciteta mezenhimalnih

¢elija zubne pulpe.

4.2.2.1. Makroskopska razmatranja keramickog hidroksiapatitnog skafolda

Kao $to se vidi na Slici 20, pHAP skafold je izuzetno porozna 3D struktura. Pore
su cilindri¢ne, medusobno povezane i nalaze se u opsegu od 0.1 do 1 mm. Vecina pora

ima Sirinu (precnik) od 0.2 do 0.3 mm.
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Slika 20. Hidroksiapatitni skafold

4.2.2.2. AFM analiza keramickog hidroksiapatitnog skafolda

3D struktura, tzv. ¢esljolika struktura ocigledna je sa Slike 21. Ona je izuzetno
vazna za adheziju ¢elija i njihovo naseljavanje. Kanali date strukture imaju duzinu oko
30 um 1 Sirinu oko 3 pum, dok su debljine njihovih zidova izmedu 3 i 5 um. Njihove
razli¢ite geometrijske orijentacije uslovljene su oblikom cestica i polimernog modela

(modela poliuretanske pene).
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749.7nm

Slika 21. AFM: Tipican izgled strukture pHAP skafolda dobijenog metodom

kalupljenja polimerne pene
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4.2.2.3. SEM analiza finalnih skafolda
4.2.2.3.1. SEM analiza poroznog hidroksiapatitnog skafolda

Hidroksiapatitni nosa¢ sintetisan iz hidroksiapatitnog praha dobijenog po
hidrotermalnom postupku ima dobro definisanu unutrasnju geometriju sa porama reda

velié¢ine od 200 nm do 1 mm.

Nakon procesa izgaranja poliuretanske mreze 1 sinterovanja keramicke faze na
800°C, odnosno 1300°C dobijena je struktura skafolda prikazana na Slici 22. UoCava se
jasno izrazena igliCasta struktura unutras$njih zidova pHAP skafolda, pri ¢emu je duzina

iglica najcesce oko 1 um, a precnik oko 50 nm.
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Slika 22. SEM: Keramicki hidroksiapatitni ¢elijski nosa¢ pHAP: a) uvecanje 2000x i b)

uvecanje 10000x.

4.2.2.3.2. SEM analiza poroznog hidroksiapatitnog skafolda sa infiltriranim
tankim polilaktidkoglikolidnim filmom

Struktura keramickog hidroksiapatitnog ¢elijskog nosaca sa infiltriranim tankim
polimernim PLGA filmom (pHAP+PLGA) prikazana je na Slici 23. Posmatrane
loptaste Cestice pokazuju izuzetno razvijenu morfologiju sa strukturama nalik laticama
na datoj povrSini. Veli¢ina Cestica se uglavnom krece od 2.5 do 3.5 um, medutim,
prisutan je i mali broj manjih (0.7 — 1.5 pm) i veéih Cestica (4.3 - 8.5 um). Sirina
latiCastih struktura na datoj povrSini je 15-20 nm. Udaljenost izmedu cestica je u

rasponu od 900 nm do 1.8 pm.
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(a) (b)
Slika 23. SEM: Keramicki hidroksiapatitni ¢elijski nosac sa infiltriranim tankim

polimernim PLGA filmom (pHAP+PLGA): a) uvecanje 2000x i b) uvecanje 50000x

4.2.2.3.3 SEM analiza poroznog hidroksiapatitnog skafolda sa infiltriranim tankim

alginatnim filmom

Hidroksiapatit sastavljen na alginatnom tankom filmu (pHAP+alginat) ima
razli¢itu morfologiju Cestica — loptast 1 poligonalni oblik §to se moze videti na Slici 24.
Cestice poligonalnog oblika su manje. Pre¢nik najmanje &estice je oko 1 pm, dok je
prec¢nik najveéih oko 5 pum. Veli¢ina loptasto oblikovanih cestica je od 3 do 5 um.
Sirina igli¢astih formi na povrsini loptastih Cestica je 18-25 nm, dok je udaljenost

izmedu njih u opsegu od 150-500 um.

(a) (b)
Slika 24. SEM: Keramicki hidroksiapatitni ¢elijski nosac sa infiltriranim tankim

alginatnim filmom (pHAP+alginat): a) uvec¢anje 2000x 1 b) uvecanje 20000x
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4.2.2.3.4. SEM analiza poroznog hidroksiapatitnog skafolda sa infiltriranim

tankim polimernim etilen vinil acetat/etilen vinil versatatnim filmom

SEM analiza hidroksiapatita sastavljenog na tankom filmu polimera etilen vinil
acetat/versatata (pHAP+PEVA/PEVV) pokazuje da cestice imaju sferoidan ili
poligonalan oblik, da im je veli¢ina pretezno oko 60 nm i da neke od cestica dosezu

veli¢inu i do 500 nm (Slika 25).

(a) (b)
Slika 25. SEM: Keramicki hidroksiapatitni ¢elijski nosac sa infiltriranim tankim

EVA/EVYV filmom: a) uveéanjel5000x i b) uvecanje 50000x

4.3. Citotoksi¢nost analiziranih materijala i procena C¢elijske adhezije i

proliferacije

U ovom delu eksperimenta ¢elije su inkubirane odredeni vremenski period u
prisustvu sintetisanih 3D biomaterijala i Bio Oss-a da bi se ispitala njihova

citotoksi¢nost kao i procena celijske proliferacije i adhezije za navedene materijale.

4.3.1. Ispitivanje indirektne citotoksi¢nosti biomaterijala — MTT test

U cilju ispitivanja potencijalnog toksicnog efekta koji bi skafoldi mogli da imaju
na ¢elije, uraden je MTT test u kome se meri procenat vijabilnih ¢elija koje su bile u
indirektnom kontaktu sa skafoldom. Naime, ekstrakti skafolda su najpre inkubirani 24 h

1 7 dana u hranljivoj podlozi, koja je zatim u odredenoj razmeri dodata u hranljivu
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podlogu u kojoj su gajene Celije. Rezultati MTT testa su izrazeni kao procenat vijabilnih
¢elija u odnosu na kontrolu — mezenhimalne c¢elije zubne pulpe bez ispitivanog
materijala, pri ¢emu je preZivljavanje Celija u kontrolnoj grupi uzeto kao 100%
(Grafikoni 1-4). Pozitivnu kontrolu predstavljalo je prezivljavanje celija u prisustvu
toksicnog agensa (4% fenol), koje je bilo nesto manje od 25%, Sto je statisticki visoko
znaCajna razlika u odnosu na negativnu kontrolu. Takode, radi poredenja eventualne
toksi¢nosti ispitivanih skafolda sa Bio Oss-om, na Grafikonu 5 su prikazani rezultati

MTT testa u prisustvu materijala Bio Oss.

Broj vijabilnih mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u prisustvu ekstrakata
ispitivanih materijala, tj. kada su celije bile izlagane razli¢itim koncentracijama
produkata degradacije materijala u vremenskom periodu od 72 h, je bio sli¢an kao u
kontrolnoj grupi. Dakle, nije zabelezena kompletna citotoksi¢nost ekstrakata nijednog
ispitivanog materijala ni u jednoj od ispitivanih koncentracija. Poredenje broja
vijabilnih ¢elija u odnosu na pozitivnu i negativnu kontrolu radeno je jednofaktorskom
ANOVA-om, 1 post hoc Tukey testom. Statisticki znacajna razlika u odnosu na
negativnu kontrolu zabelezena je jedino u prisustvu ekstrakta pHAP-a inkubiranog u
hranljivoj podlozi 7 dana u razblazenju 1:1. Sa druge strane, broj ¢elija gajenih u
prisustvu fenola (pozitivna kontrola) je statisti¢ki znacajno nizi u poredenju sa ostalim
materijalima (p<0.001), dakle ni u jednom slucaju nije zabelezena visoka toksi¢nost
kakva postoji u prisustvu fenola. Rezultati MTT testa svakog materijala ponaosob,

prikazani su na Grafikonima 1, 2, 3,41 5.
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Grafikon 1. PreZivljavanje mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u prisustvu razlicitih
koncentracija ekstrakta pHAP u hranljivoj podlozi, nakon 24 sata i 7 dana. ***p<0.001
u odnosu na negativnu kontrolu i pHAP. **p<0.01 u odnosu na negativnu kontrolu.

#p<0.05 u odnosu na pHAP nakon 24 h u istom razblazenju 1:1.
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Grafikon 2. Prezivljavanje mezenhimalnih celija zubne pulpe u prisustvu razliitih

koncentracija ekstrakta pHAP+PLGA u hranljivoj podlozi, nakon 24 sata i1 7 dana.
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Grafikon 3. Prezivljavanje mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u prisustvu razlicitih

koncentracija ekstrakta pHAP+alginat u hranljivoj podlozi, nakon 24 sata i 7 dana.
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Grafikon 4. Prezivljavanje mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u prisustvurazli¢itih

koncentracija ekstrakta pHAP+EVA/EVYV u hranljivoj podlozi nakon 24 sata i 7 dana.
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Grafikon 5. Prezivljavanje mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe u prisustvu razlicitih

koncentracija ekstrakta Bio Oss-a u hranljivoj podlozi, nakon 24 sata i 7 dana.

4.3.2. Ispitivanje direktne citotoksi¢nosti — LDH test

LDH test je primenjen za odredivanje direktne citotoksi¢nosti materijala,
odnosno za odredivanje procenta vijabilnih ¢elija koje su bile u direktnom kontaktu sa
ispitivanim materijalom. Za potrebe ovog testa, Celije su inkubirane u 3 razliCita
vremenska perioda — 24 h, 48 h i 72 h na svakom skafoldu nakon cega su lizirane
fizickim 1 hemijskim putem. Nivo LDH je odredivan spektrofotometrijski iz dobijenog
supernatanta. Rezultati LDH testa su izraZeni kao broj ¢elija, dobijenog na osnovu nivoa

LDH izmerenog spektrofotometrijski.

Na Grafikonu 6 uocava se znacajna cCelijska proliferacija i adhezija kod svih
ispitivanih materijala. Kao ni u prethodnom, ni u ovom eksperimentu ispitivani skafoldi
1 Bio Oss nisu pokazali citotoksi¢nost u direktnom kontaktu sa mezenhimalnim ¢elijama
zubne pulpe. Prvog dana eksperimenta, broj ¢elija u prisustvu svakog od ispitivanih
materijala nije se uveéao u odnosu na broj zasejanih celija. Od drugog dana
eksperimenta celije su se umnozavale 1 njihov broj se eksponencijalno povecavao.
Nakon 72 sata inkubacionog perioda, uocen je znacajno veci broj ¢elija u odnosu na

broj zasejanih celija kod svih ispitivanih materijala. Posebno povoljan efekat na
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proliferaciju je pokazao PLGA, §to se jasno vidi na Grafikonu 6. Rezultati statisticke
analize (dvofaktorska ANOVA) su pokazali statisticki znacajne razlike u broju ¢elija po
vremenu kod svih materijala. Poredenje materijala je pokazalo statisti¢ki znacajno veci
broj ¢elija gajenih na pHAP+PLGA 1 statisticki znacajno manji broj ¢elija gajenih na
Bio Oss-u u odnosu na sve ostale materijale. Broj ¢elija gajenih na pHAP-u, pHAP+alg

1 pHAP+EVA/EVYV nije se znacajno razlikovao.

Celijska adhezija - LDH test
80 '/ * %k %
70
VvV
= 60
S . I
S 50 - B pHAP
}i a0 1~ B pHAP+PLGA
8 3 V7 = pHAP+Alg
e 2 m pHAP+EVA/EW
H BioOss
10 -
0 1 T 1
24h 48h 72h
Inkubacioni period

Grafikon 6. Broj celija adheriran na ispitivanim materijalima nakon inkubacionog
perioda od 24h, 48h i 72h (*** p<0.001 broj celija ve¢i u odnosu na sve ostale

materijale, ### p<0.001 broj ¢elija manji u odnosu na sve ostale materijale).

4.4. Odredivanje stepena osteoblastne diferencijacije bojenjem alizarin crvenim

Alizarin crveno se smatra markerom za mineralizaciju jer formira crveno
obojeni kompleks sa jonom Ca’". Slike 26 - 30 pokazuju da su éelije jasno vidljive
nakon bojenja a prisustvo obojenog kompleksa oko ¢elija ukazuje na novo deponovani
mineralizovani matriks koji one proizvode. To potvrduje da su se mezenhimalne celije

zubne pulpe diferencirale u osteoblaste u prisustvu osteogenog medijuma u kontaktu sa
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svim ispitivanim skafoldima i Bio Oss-om. Medutim, gajenje ¢elija na polistirenu u
prisustvu osteogenog medijuma (Slika 31a), na osnovu mnogo manjeg broja prisutnog
obojenog kompleksa oko ¢elija ukazuje na vidljivo niZi stepen diferencijacije, Sto
potvrduje znacaj skafolda u procesu diferencijacije. Za razliku od kontrole - polistirena
u prisustvu kontrolnog medijuma (31b) gde ocekivano nije bilo prisutnih obojenih
kompleksa, odredeni broj obojenih kompleksa uocen je kod svih ispitivanih materijala u

prisustvu kontrolnog medijuma.

(a) (b)
Slika 26. Porozni hidroksiapatit — prisustvo mineralizovanog matriksa nakon 3 nedelje

gajenja ¢elija u: (a) osteogenom medijumu, (b) kontrolnom medijumu.

(a) (b)

Slika 27. Porozni hidroksiapatit sa PLGA - prisustvo mineralizovanog matriksa nakon 3

nedelje gajenja ¢elija u: (a) osteogenom medijumu, (b) kontrolnom medijumu.
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(a) (b)
Slika 28. Porozni hidroksiapatit sa alginatnim polimerom - prisustvo mineralizovanog
matriksa nakon 3 nedelje gajenja ¢elija u: (a) osteogenom medijumu, (b) kontrolnom

medijumu.

(a) (b)
Slika 29. Porozni hidroksiapatit sa EVA/EVV - prisustvo mineralizovanog matriksa

nakon 3 nedelje gajenja ¢elija u: (a) osteogenom medijumu, (b) kontrolnom medijumu.

67



(a) (b)
Slika 30. Bio Oss - prisustvo mineralizovanog matriksa nakon 3 nedelje gajenja ¢elija u:

(a) osteogenom medijumu, (b) kontrolnom medijumu.

Slika 31. Polistiren - prisustvo mineralizovanog matriksa nakon 3 nedelje gajenja celija

u: (a) osteogenom medijumu, (b) kontrolnom medijumu.

4.5. Odredivanje stepena osteoblastne diferencijacije merenjem aktivnosti alkalne

fosfataze

Aktivnost alkalne fosfataze je biohemijski marker za fenotip osteoblasta,
mineralizaciju kosti 1 koStanu diferencijaciju. Da bi se ispitao uticaj razli¢itih materijala
na osteogenu diferencijaciju, aktivnost alkalne fosfataze je merena u dve vremenske
tacke, nakon perioda inkubacije od 6 1 12 dana. Rezultati pokazuju da nakon 6 dana ne

postoji razlika u aktivnosti alkalne fosfataze gajenih Celija u prisustvu ispitivanih
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materijala u odnosu na Bio Oss, §to je pokazano jednofaktorskom ANOVA-om.

Medutim, nakon perioda inkubacije od 12 dana u osteogenom medijumu, kod celija

inkubiranih na svim ispitivanim materijalima je uocena povecana aktivnost alkalne

fosfataze u odnosu na aktivnost alkalne fosfataze ¢elija u prisustvu Bio Oss-a (Grafikon

7). Jednofaktorska ANOVA je pokazala znaCajne razlike izmedu ispitivanih materijala

(F=53.069, p<0.001). Kao $to se vidi na Grafikonu 7, aktivnost ALP je bila znacajno

niza kod ¢elija gajenih na pHAP+EVA/EVYV i Bio Oss-u u odnosu na aktivnost ¢elija
gajenih na pHAP, pHAP+PLGA i pHAP+Alg.

Aktivnost ALP (nmol/mg proteina/min)

Aktivnost alkalne fosfataze

30 ~

25 A

20 A

m pHAP

15 -

H pHAP+PLGA
= pHAP+Alg
m pHAP+EVA/EVV

10 A

Hit
M BioOss

6.dan 12.dan

Period inkubacije

Grafikon 7. Aktivnost alkalne fosfataze ispitivanih materijala nakon perioda inkubacije
od 61 12 dana. ***p<0.001 u odnosu na pHAP, pHAP+PLGA i1 pHAP+Alg, ##p<0.01 u
odnosu na pHAP+EVA/EVV.
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4.6. Skening elektronska mikroskopija ¢elija na skafoldima

Skening elektronska mikroskopija je koris¢ena u eksperimentalnom delu ove
studije u cilju vizuelizacije morfoloSkih promena izolovanih ¢elija i njihove adhezije za
ispitivane materijale kao 1 prisustva ekstracelularnog matriksa (ECM). ECM je
pokazatelj stepena osteogene diferencijacije mezenhimalnih éelija zubne pulpe a samim
tim 1 biokompatibilnosti materijala. Dobra biokompatibilnost izmedu ¢éelija i materijala

neophodna je za njihovu primenu u tkivnom inzenjerstvu.

Celije i njihov odnos prema biomaterijalima zabeleZen je putem SEM-a nakon
perioda inkubacije od 7, 14 1 21 dan u osteogenom medijumu i 7 dana u kontrolnom

medijumu.

Celije inkubirane 7 dana u kontrolnom medijumu na svim materijalima, pHAP-
u, pHAP+PLGA, pHAP+alg, pHAP+EVA/EVV i Bio Oss-u, su sferi¢nog oblika sa
brojnim, veoma izduzenim citoplazmatskim produzecima koji su pokazatelj dobre

¢elijske adhezije (Slike 32-36a).

Nakon inkubacionog perioda od 7 dana u osteogenom medijumu, celije u
prisustvu svih materijala su poligonalnog oblika sa izrazito izduZenim citoplazmatskim
produZecima. Mogle su se uociti i strukture organskog porekla, nalik fibroznim. Ovakve
morfoloske promene ukazuju na diferencijaciju izolovanih ¢elija u osteoblaste i pocetak

formiranja ECM (Slike 32-36b).

U prisustvu svih ispitivanih materijala gde su celije inkubirane 14 dana u
osteogenom medijumu, ECM je izrazen 1 jasno uocljiv. Ovakav nalaz oznacava veci
stepen osteogene diferencijacije odnosno prisustvo veceg broja osteoblasta i1 sledstveno

tome - vecu proizvodnju ECM (Slike 32-36c¢).

Nakon 21 dan gajenja celija u osteogenom medijumu, u prisustvu svih
materijala, ECM je dominantan na SEM mikrografijama, prekriva i pore skafolda.
Ovakva razvijena mreza ECM dokaz je izrazene diferencijacije 1 veoma dobre

biokompatibilnosti izmedu ¢elija i materijala (Slike 32-36d).
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Slika 32. SEM mikrografija mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe gajenih na pHAP-u: a) 7
dana u kontrolnom medijumu; b) 7 dana u osteogenom medijumu; c¢) 14 dana u

osteogenom medijumu; d) 21 dan u osteogenom medijumu.
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Slika 33. SEM mikrografija mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe gajenih na
pHAP+PLGA: a) 7 dana u kontrolnom medijumu; b) 7 dana u osteogenom medijumu;

¢) 14 dana u osteogenom medijumu; d) 21 dan u osteogenom medijumu.
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(c) (d)

Slika 34. SEM mikrografija mezenhimalnih Ccelija zubne pulpe gajenih na
pHAP+alginatu: a) 7 dana u kontrolnom medijumu; b) 7 dana u osteogenom medijumu;

¢) 14 dana u osteogenom medijumu; d) 21 dan u osteogenom medijumu.
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Slika 35. SEM mikrografija mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe gajenih na
pHAP+EVA/EVV: a) 7 dana u kontrolnom medijumu; b) 7 dana u osteogenom

medijumu; ¢) 14 dana u osteogenom medijumu; d) 21 dan u osteogenom medijumu.
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Slika 36. SEM mikrografija mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe gajenih na Bio Oss-u: a)
7 dana u kontrolnom medijumu; b) 7 dana u osteogenom medijumu; c) 14 dana u

osteogenom medijumu; d) 21 dan u osteogenom medijumu.
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5. DISKUSIJA

Mati¢ne celije 1 skafoldi imaju klju¢nu ulogu u stvaranju novog tkiva putem
tkivnog inZinjerstva. Celijska komponenta je neophodna zbog stvaranja i uspostavljanja
ekstracelularnog matriksa u novom tkivu, dok su skafoldi zaduZeni za obezbedivanje
mehanicke stabilnosti i temelja trodimenzionalne organizacije novog tkiva. Oblast
istrazivanja ove doktorske disertacije obuhvatila je ispitivanje uticaja osteokonduktivnih
biomaterijala na diferencijaciju mezenhimalnih ¢elija izolovanih iz zubne pulpe mle¢nih
zuba sa resorbovanim korenom. Istrazivanje je od izuzetnog znacaja sa aspekta kostano
tkivnog inzinjerstva i primene ispitivanih poroznih biokompatibilnih osteokonduktivnih

materijala u regenerativnoj medicini.

Rezultati ove doktorske disertacije dali su doprinos u oblasti proucavanja
osteogenog diferencionog potencijala mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe kao jednog od
znacajnih mehanizama koStano-tkivnog inZenjerstva. Ispitivanje diferencijalnog
kapaciteta ¢elija zubne pulpe na ¢elijskim nosa¢ima otvara nove mogucnosti u tretmanu
trauma, tumora, karijesa i1 parodontalnih oboljenja. Pored upotrebe u stomatoloske
svrhe, zbog svoje pluripotentnosti maticne celije poreklom iz eksfoliranih humanih
mle¢nih zuba, SHED, mogu da se diferenciraju i u pravcu osteoblasta, hondrocita,
adipocita, neurona/glije, glatkih i1 skeletnih miSi¢nih ¢elija, melanocita i endotelnih
¢elija. Navedene cinjenice govore o velikom potencijalu ¢elija zubne pulpe u polju
regenerativne medicine. Ne treba zanemariti Cinjenicu da zbog lake dostupnosti i
neinvazivne metode izolovanja, zubna pulpa u perspektivi moze postati najvazniji izvor
adultnih multipotentnih mezenhimalnih mati¢nih ¢elija koje bi mogle da se

krioprezerviraju u bankama mati¢nih ¢elija.

Takode, pozitivan uticaj osteokonduktivnih materijala na proliferaciju i
diferencijaciju ovih ¢elija stimuliSe dalja interesovanja za njihovu potencijalnu
prakticnu primenu sa post-natalnim mezenhimalnim ¢elijama zubne pulpe u

regenerativnoj medicini.

5.1. Mezenhimalne ¢elije zubne pulpe
Izolovanje 1 proliferacija mati¢nih ¢elija su prvi korak u tkivnom inZenjerstvu.

Za potrebe ove studije maticne Celije su izolovane iz zubne pulpe mle¢nih zuba u
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fizioloSkoj smeni. Prednost ovog postupka je u tome $to ne zahteva upotrebu svrdla niti
klesta. Dok se svrdlima tkivo zagreva i time dolazi do oSte¢enja pulpe, upotreba klesta
otezava izdvajanje pulpe 1 poveava verovatnocu kontaminacije. Upotrebom
ekskavatora ili nerv igle navedeni rizici smanjeni su na minimum. Istovremeno, koren
mlec¢nih zuba u fizioloSkoj smeni je resorbovan na manje od jedne polovine svoje
duzine ¢ime je smanjena i koli¢ina o¢uvanog pulpnog tkiva.

Postoje dva nacina izolovanja mezenhimalnih ¢elija iz zubne pulpe: enzimska
digestija (22, 124, 125) i ,,outgrowth® metoda (29, 126, 127). Obe metode koriste
sposobnost mezenhimalnih ¢elija da adheriraju za plastiku i do sada su se pokazale
dovoljno efikasnim. Glavna prednost ,,outgrowth* metode je u jednostavnosti izvodenja
1 niskoj ceni. Njen nedostatak je duzi vremenski period (oko dve nedelje) potreban da bi
dovoljan broj ¢elija migrirao iz tkiva. Sa druge strane enzimskom digestijom moguce je
u potpunosti odvojiti éelije od tkiva, medutim radi se o tehnicki veoma komplikovanom
procesu pracenom visokim stepenom ostecenja i gubitka celija.

Poredenjem navedenih metoda, neki autori su dosli do zakljucka da celije
izolovane razli¢itim metodama razli¢ito proliferiSu, te da celije dobijene digestijom
poseduju veci proliferativni potencijal u poredenju sa ¢elijama dobijenim ,,outgrowth*
metodom (128). Mnogi autori su ispitivali razlike u fenotipu ¢elija zubne pulpe
izolovanih ovim dvema metodama, kao i1 fiziologiju celija i1 Celijskih subpopulacija
potencijalno sposobnih za diferencijaciju u razli¢ita tkiva. Couble i sar. su izolovali
¢elije ,,outgrowth® metodom i indukovali ih da se diferenciraju u celije nalik
odontoblastima, koje su u in vitro uslovima bile sposobne da stvore mineralnu strukturu
nalik dentinu (126). Sa druge strane, Gronthos 1 sar. (22) 1 Batouli i sar. (40) su, nakon
izolovanja C¢elija zubne pulpe metodom enzimske digestije, pokazali njihovu
diferencijaciju u ¢elije nalik odontoblastima i sposobnost produkcije dentina u in vivo
uslovima. Kerkis 1 sar. (29) su pretpostavili da gajenje pulpe u fragmentima pre prvog
pasaziranja sprecava prevremenu diferencijaciju maticnih celija i da ,,outgrowth®
metoda promovise selektivnu proliferaciju nezrelih mati¢nih ¢elija zubne pulpe (IDPC).
Ovi autori su pokazali da IDPC izolovane iz mle¢nih zuba eksprimiraju nekoliko
markera za mezenhimalne mati¢ne celije 1 da bi mogle igrati ulogu multipotentnih
prekursora kako mati¢nih ¢elija zubne pulpe (DPSC), tako i i mati¢nih ¢elija poreklom

iz eksfoliranih humanih mle¢nih zuba (SHED).
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U nameri da se izbegne dodatni gubitak i1 oSteCenje celija usled enzimske
digestije, a imajuc¢i u vidu poodmaklu resorpciju korena zuba i samim tim inicijalno
male koli¢ine pulpnog tkiva dobijenog iz mle¢nih zuba u fizioloskoj smeni, u ovoj
studiji je koriS¢en ,,outgrowth* metod izolovanja mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe.

U prvih sedam dana od pocetka izolovanja ¢elije su u morfoloskom pogledu bile
heterogene, sferinog i izduZenog oblika. Celije sferiénog oblika se smatraju
prekursorima epitelijalnih ili endotelijalnih ¢elija (128). One su uglavnom i$¢ezavale
nakon nekoliko uzastopnih pasaza (3-4) $to je 1 u ovoj studiji bio slucaj. Nakon perioda
od dve do tri nedelje, ¢elije su bile uglavnom fibroblastoidnog oblika, sa uveéanjem
citoplazme 1 polarizacijom jedra. Ovakva morfologija je u skladu sa dosadasnjim
studijama (124, 126) 1 ukazuje na prisustvo mezenhimalnih ¢elija. Pracenje i
posmatranje fibroblastoidnih ¢elija, potvrdilo je njihov izduzen vretenast oblik bez
vidljivih promena u morfologiji i modelu rasta u daljim pasazama. U saglasnosti sa
prethodnim studijama na mati¢nim ¢elijama zubne pulpe meziodensa 1 mle¢nih zuba
(129), ¢celije izolovane u ovim istrazivanjima su pokazale visok stepen klonogenosti.
Pored toga, karakteriSe ih izrazita sposobnost proliferacije i nakon viSestrukog
pasaziranja $to je od velikog znacaja u pogledu njihove potencijalne primene u
regenerativnoj medicini.

Za identifikaciju izolovanih ¢elija kao mati¢nih celija, odnosno za njihovu
dodatnu karakterizaciju, koriS¢ene su i imunofenotipske analize ispitivanjem ekspresije
pozitivnih i negativnih povrSinskih antigena celija. Analiza protocnom citometrijom je
pokazala da su ispitivane Celije visoko pozitivne (viSe od 99%) na celijske markere
karakteristiéne za mezenhimalne ¢elije (CD29, CD73, CD90), ¢ime je potvrdeno da su
prakti¢no sve prisutne ¢elije u ispitivanom uzorku bile mezenhimalne ¢elije. Odsustvo
drugih tipova C¢elija, potvrdeno je analizom markera primitivnih hematopoetskih
progenitora, CD34. Ispitivani marker CD34 je detektovan u uzorku u procentu manjem
od 1% 1 na taj nacin je iskljuceno prisustvo hematopoetskih ¢elija. Dobijeni rezultati u
skladu su sa dosadasnjim studijama (29, 130-133) .

Medutim, pozitivnost ili negativnost odredenih markera u analizi proto¢nom
citometrijom se ne moze koristiti kao konacna potvrda prisustva mati¢nih ¢elija (134).
Iz tog razloga, ispitivana je njihova sposobnost multipotentne diferencijacije.

Mezenhimalne ¢elije mogu da se diferenciraju u razlicite tipove Celija koje pripadaju
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njihovoj lozi. Pokazano je da mezenhimalne ¢elije poreklom iz koStane srzi mogu da se
diferenciraju u osteogene, hondrogene, adipogene, miogene i neurogene tipove cCelija,
pri ¢emu se prve tri navedene vrste smatraju sustinskim za definisanje multipotentnosti
mezenhimalnih ¢éelija (135). Da bi se kona¢no identifikovale mezenhimalne mati¢ne
¢elije, u ovoj studiji su u prisustvu adekvatnih medijuma za diferencijaciju indukovane
adipogena, hondrogena i osteogena diferencijacija. Ovakva identifikacija je znacajna da
bi se ispitivane Celije razlikovale od prekursorskih ¢éelija: preosteoblasta, preadipocita ili
prehondrocita koje imaju sposobnost diferencijacije u samo jedan tip ¢elija (12).
Matic¢ne Celije poreklom iz eksfoliranih humanih mlec¢nih zuba prvi put su
izolovane 1 identifikovane 2003. godine kao heterogena populacija celija (28) sa
mnogim razlikama u odnosu na mezenhimalne ¢elije poreklom iz pulpe stalnih zuba, ali
u skladu sa razlikama koje postoje u razvojnim stadijumima, strukturi tkiva i funkciji
izmedu mlec¢nih i stalnih zuba (136). Osobine mezenhimalnih ¢elija okarakterisanih u
ovoj studiji su uporedive sa osobinama mati¢nih ¢elija poreklom iz mlec¢nih zuba
opisanih u drugim studijama (28, 137). Prednost SHED ¢elija u odnosu na adultne
postnatalne mati¢ne ¢elije je u njihovoj visokoj proliferativnoj i klonogenoj sposobnosti
(133). S obzirom da se umnozavaju i rastu mnogo brze od adultnih mati¢nih ¢elija
poreklom iz drugih tkiva, neki autori pretpostavljaju da su ove ¢elije manje zrele i da
postoji moguénost njihove diferencijacije u razlicite tipove tkiva (28). Sve navedene
karakteristike, pored ¢injenice da predstavljaju lako dostupan izvor ¢elija, prosiruju
moguénosti upotrebe SHED u terapijske svrhe koje su neophodne za klinicku i1 primenu
u tkivhom inZenjeringu. Visestruke prednosti SHED su narocito dosSle do izrazaja sa
osnivanjem banki mati¢nih ¢elija. Za razliku od embrionalnih ¢elija, one nisu predmet
etickih dilema, njhovo prikupljanje i izolovanje je jednostavno i bezbolno sa minimalno
invazivnom metodom, mogu se izolovati i Cuvati pre nastanka ostecenja, ne postoji
mogucnost odbacivanja od strane organizma jer pripadaju grupi autolognih transplanata
a iznad svega — komplementarne su sa mezenhimalnim ¢elijama izolovanim iz drugih
adultnih i postnatalnih tkiva. Kod ljudi, kompletna zamena mle¢ne denticije stalnom, u
proseku traje izmedu Sest i sedam godina §to mle¢ne zube svrstava u dostupan izvor
mezenhimalnih Celija za duzi period. Dok se ne pronade reSenje za prevazilazenje
problema imunog odbacivanja, ove celije predstavljaju vazan izvor u medicini za

bioloski kompatibilne terapije i tretmane (137).
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Mezenhimalne cCelije zubne pulpe mlecnih zuba u ovoj studiji su eksprimirale
markere za mezenhimalne celije 1 pokazale sposobnost diferencijacije u adipogene,
hondrogene 1 osteogene Celije in vitro. lako su potrebna dalja istraZivanja da bi se
potvrdile njihove funkcionalne karakteristike u in vivo uslovima, jasno je da ispitivane
¢elije predstavljaju veoma vazan potencijalni izvor za tkivno inzenjerstvo ne samo u

kraniofacijalnoj regiji nego i uopste.

5.2. Karakteristike materijala

Osnovna komponenta u regeneraciji tkiva je upotreba odgovarajucih ¢elijskih
nosaca - skafolda. Funkcija skafolda je da obezbedi prostor za celijsku adheziju, da
podstakne ¢elijsku proliferaciju 1 diferencijaciju 1 na taj nacin da pospesi regeneraciju
tkiva. Skafoldi namenjeni za tkivni inZenjering treba da su 3D strukture 1 dizajnirani
tako da imitiraju sve karakteristike prirodnog ekstracelularnog matriksa (ECM). Njihova
sinteza je izuzetno kompleksna i ukljuuje sastav materijala, arhitekturu, strukturnu
mehaniku, povrSinske osobine, brzinu degradacije, raspadne produkte kao i kompoziciju

dodatih komponenti i naravno, promene svih ovih faktora tokom vremena (138).

Skafoldi u tkivnom inZenjerstvu kosti treba da su biokompatibilni,
osteokonduktivni ili osteoinduktivni 1 sposobni da izdrZze mehanicko opterecenje (139).
Takode, moraju da ispune nekoliko osnovnih zahteva — da su visoko porozni sa
odgovaraju¢om veli¢inom pora, da poseduju neophodna povrSinska svojstva koja
omogucavaju ¢elijsku adheziju, proliferaciju i diferencijaciju, i mehanicka svojstva koja
omogucavaju da se odrzi unapred dizajnirana struktura tkiva i biokompatibilnost
(odnosno netoksi¢nost) (140, 141). Poroznost nosaca pored toga Sto treba da olaksa
migraciju ¢elija i obezbedi adekvatnu mikrosredinu za proliferaciju i diferencijaciju,
potrebno je da omoguc¢i dobru vaskularizaciju i nesmetan protok nutritivnih materija 1
kiseonika, kao i eliminaciju razgradnih produkata. Takode, brzina degradacije mora biti
uskladena sa stvaranjem novog tkiva pri ¢emu se mora voditi racuna o
biokompatibilnosti raspadnih produkata (142). Veéa poroznost rezultuje boljim
urastanjem kosti u in vivo uslovima, ali u slabijoj mehanickoj ¢vrsto¢i. Poroznost mora

biti u optimalnom opsegu — dovoljno mala da obezbedi mehanicki integritet i dovoljno
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velika da obezbedi optimalnu bioaktivnost. 1z tog razloga, veliCina pora bi trebala da
bude oko 300 nm (138).

Biokeramicki materijali su ranije imali Siroku primenu u koStanom tkivnom
inZenjerstvu. Oni se smatraju biokompatibilnim, krtim, tvrdim, sa relativno loSim
osobinama pri istezanju, ali odli¢cnom kompresivnom snagom i visokom otpornos¢u na
troSenje. Hidroksiapatit je biokeramicki materijal koji se viSe od dve decenije koristi
kao zamena za kosti zbog svojih slicnosti sa neorganskom komponentom prirodne kosti.
On je osteokonduktivan, biokompatibilan, sporo resorbilan, ali pri visokoj poroznosti
ima loSe mehanicke osobine (143).

Polimeri koji se danas koriste u kostanom tkivnom inzenjerstvu se mogu podeliti
na prirodne 1 sinteticke. Prirodni materijali imaju prednostu smislu bioloskog
prepoznavanja u pogledu cCelijske adhezije i funkcije. Medutim, ne moze se uticati u
velikoj meri na njihove mehani¢ke osobine i biorazgradljivost. Takode, mogu dovesti
do imune reakcije domacina i posedovati patogene necisto¢e a neki od prirodnih
polimera nisu Siroko rasprostranjeni u prirodi §to ih ¢ini i1 dosta skupim. Sintetski
polimeri, s druge strane, imaju mogucnost Siroke proizvodnje, uz kontrolu mehanickih
osobina, mikrostrukture i stepena degradacije. Medutim, zbog slabih mehanickih
osobina koje poti¢u od visoke poroznosti i brze resorptivne kinetike, ni jedan od
ispitivanih polimera ne ispunjava sve zahteve za Celijskog nosaca u tkivhom

inzenjerstvu kosti (144).

Kao ,,zlatni standard”“ za nadoknadu izgubljenog koStanog tkiva danas se u
praksi koristi Bio Oss. Bio Oss spada u prirodne ksenogene zamenike kosti bovinog
porekla, pospeSuje rast kosti u koStanim defektima, stepen poroznosti iznosi 75-80%.
Zbog velikog antigenog potencijala, da bi mogao da se upotrebi neophodan je postupak
deproteinizacije termickom obradom sveZzih materijala. U zavisnosti od indikacija moze
se koristiti u vidu spongioznih ili kortikalnih granula dimenzija 0.25 - 1 mm ili 1 — 2
mm, kao spongiozni blok promera 1xI1x2cm i kolageni blok sastavljen od 100 mg

spongioznih granula i 10% kolagena.

Kombinacija polimera 1 bioaktivne keramike pripada grupi kompozitnih
¢elijskih nosaca, koji predstavljaju najnoviji tip ¢elijskih nosaca. Iz navedenih razloga, u

ovoj studiji ispitivan je porozni hidroksiapatit i kompozitni materijali — porozni
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hidroksiapatit u kombinaciji sa prirodnim alginatnim, PLGA i EVA/EVV polimerima.
Njihova kombinacija dovodi do poboljsanja mehanickih osobina skafolda, a osnovni
izazov pri njihovoj sintezi je postizanje dobrog hemijskog i/ili mehani¢kog vezivanja
hidroksiapatita i polimera. MeSavina ovih materijala pokazuje i bolje osteokonduktivne
osobine od pojedinac¢nih sastojaka. Na ovaj nafin se u mnogome resavaju i problemi u
vezi sa biokompatibilno$¢u polimera koji nastaju zbog njihove brze degradacije i
produkata razgradnje. Proizvodi razgradnje hidroksiapatita dovode do neutralizacije
kiselih proizvoda razgradnje polimera, Sto pak dovodi do poboljSanog okruZzenja za

¢elije na koje pad pH moze da ima fatalan ucinak (145).

Na podru¢ju tkivnog inzenjerstva, veliki izazov u nauci o materijalima i
tehnologiji predstavlja kontrola tacnosti i1 reproduktivnosti izrade skafolda zbog
standardizacije procesa izrade. Razliite tehnike izrade skafolda za stvaranje razlicitih
polimernih 1 kompozitnih materijala radi obezbedivanja razli¢itih mikrostruktura je
danas veoma aktuelna tema istrazivanja. Ipak, i pored brojnih tehnika koje se
primenjuju svaka poseduje neke nedostatke u pogledu kontrole poroznosti skafolda,

veli¢ine pora i distribucije, kao 1 prisustva ostataka toksi¢nih rastvaraca u skafoldu.

Razumevanje mehanizma nukleacije biomimetickog pHAP u simuliranoj
telesnoj tecnosti (SBF) je bitno za dublja istraZivanja na ovom polju. Dalja unapredenja
se mogu posti¢i odabiranjem odgovaraju¢ih polimera za funkcionalizaciju skafolda. Kao
Sto je poznato, karboksilne/hidroksilne grupe u alginatnim, PLGA i EVA/EVYV lancima
se ponasaju kao aktivni ¢inioci u pokretanju nukleacije (alginat poseduje i karboksilne 1
hidroksilne grupe, dok PLGA 1 EVA/EVV imaju samo karboksilne grupe, Slika 37).
Ove negativno naelektrisane grupe, u poéetnoj fazi nukleacije, privlate Ca>" jone iz

SBF koji se potom vezuju za povrSinu polimera.
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Slika 37. Strukturna formula a) alginat, b) polilaktid-koglikolna kiselina,

¢) polimer etilen vinil acetat / versatat

U slede¢em koraku, PO, joni su privudeni pozitivno naelektrisanim Ca’"
jonima. Zbog toga proces nukleacije kalcijum fosfata zapocinje po€etnim vezivanjem
Ca’" jona za aktivnu grupu odgovarajué¢ih polimera i naknadnim vezivanjem PO4> jona
za Ca’ jone. Kao &to je ve¢ ranije pokazano (146-148), koncentracija
karboksilnih/hidroksilnih grupa na polimernoj povrSini skafolda (data preko gustine
centara nukleacije) verovatno igra veoma bitnu ulogu u ucestalosti i mehanizmu
nukleacije kalcijum fosfata (149). Gustina mesta nukleacije moze takode uticati i na
veli¢inu aglomerata i njihovu morfologiju. Rezultati prikazani u ovom radu jasno
potvrduju ovu pretpostavku. Veca gustina nukleusa hidroksiapatita uocena je u slucaju
alginatnog tankog filma na hidroksiapatnom supstratu (skafoldu). Ovo je verovatno
prouzrokovano veoma velikom gustinom karboksilnih i/ili hidroksilnih aktivnih grupa
koje su prisutne u alginatnim lancima. Medutim, u slu¢aju PLGA, uocen je relativno
mali udeo spojenih Cestica u procesu samoorganizovanja, $to je verovatno uzrokovano
zna&ajno manjim udelom karboksilnih aktivnih grupa u PLGA nego u alginatima. Sto se
ti¢e prostornog rasporeda aktivnih hidroksilnih grupa u alginatnim lancima, izgleda kao
da su oni relativno blizu jedan drugom. Zbog toga su se aglomerati iz susednih
nukleacionih oblasti verovatno spojili jedni s drugim stvaraju¢i formaciju izduzenih
struktura. Shodno tome, u uzorcima gde se alginat koristio kao tanki film na povrsini

supstrata, dobijene su manje Cestice (1-5 pm). Ovo moze biti rezultat povec¢anog broja
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nukleacionih prostora. Veci aglomerati (neki i preko 8 um) su posmatrani kada je
koris¢en PLGA, koji verovatno ima manji broj nukleacionih prostora koji dalje stvaraju

odgovaraju¢i rast kalcijum-fosfatnih nukleusa i zrnaca.

Kao $to je prikazano u rezultatima, pHAP sastavljen na alginatnom tankom
filmu ima razli¢itu morfologiju &estica — loptast i poligonalni oblik. Cestice
poligonalnog oblika su manje; pre¢nik najmanje Cestice je oko 1 pum, dok je precnik
najveéih oko 5 um. Veli¢ina loptasto oblikovanih &estica je od 3 do 5 pm. Sirina
iglicastih formi na povrSini loptastih Cestica je 18-25 nm, dok je udaljenost izmedu njih
u opsegu od 150-500 pm. Lee 1 sar. (150) su u sli¢noj studiji posmatrali tanjirastu
morfologiju nukleotidnih apatita sa ¢esticama veli¢ine od 10-60 pm i prosecnog obima
od 27 um. U rezultatima ovog rada prikazan je 1 samostalno sastavljen pHAP na
povrsini PLGA tankog filma. Loptaste Cestice pokazuju izuzetno razvijenu morfologiju
sa strukturama nalik laticama na datoj povrsSini. VeliCine Cestice su se uglavnom kretale
od 2.5 do 3.5 pm, medutim, bile su prisutne i neke manje (0.7 — 1.5 pm) kao i mali broj
nesto veéih Eestica (4.3 - 8.5 um). Sirina latiGastih struktura na datoj povrsini je samo
15-20 nm. Udaljenost izmedu &estica je u rasponu od 900 nm do 1.8 pm. Sli¢ne
vrednosti veli¢ine Cestica (prose¢nog precnika od 2.44 pum) su pokazane u nekim
radovima u vezi sa apatitnim biomimetskim strukturama koje su razvijene na PLGA
skafoldu (151). Morfologija Cestica izgleda veoma slicno morfologiji dobijenoj u ovoj
studiji, mada same slike su nedovoljno jasne i gustina naseljavanja je znatno manja nego
u nasim istrazivanjima. Cak i kad je kori$éen 1.5 x SBF ta gustina naseljavanja je bila
neuporedivo manja nego u eksperimentima u ovoj tezi. Qu i sar. su takode pokazali da
je pri koris¢enju 1.5 x SBF za apatitnu nukleaciju na PLGA, gustina naseljavanja bila
manja i proces nukleacije izgleda da je bio u svojoj pocetnoj fazi (veli¢ina Cestica je bila
manja od pola mikrona za vreme nukleacije od 24 h) (152). Sve ovo ukazuje, da mada
se u principu procesi u svim slucajevima odvijaju slicnim mehanizmima, brzina
odvijanja procesa samoorganizovanja biomimetskog karbonatnog hidriksiapatita u
nasSim eksperimentima odvijala se neuporedivo ve¢om brzinom, $to ukazuje da su nasi
uzorci bili veoma precizno dizajnirani i da su na$i keramicki nosa¢i imali idealnu
morfologiju povrSine koja je uticala znacajno i na sam nain deponovanja
hidroksiapatita, i na aktivnost povrSine tako deponovanih tankih filmova, koji su

saglasno svojoj maloj debljini zadrzali morfologiju keramickog nosaca (skafolda).
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Dobijeni rezultat upucuje da se mogu ocekivati 1 vrlo brz proces naseljavanja
progenitorskih ¢elija na povrSinama takvog skafolda, njihova veoma brza diferencijacija

u osteoblastne ¢elije i brza osteointegracija koja sledi potom.

Hidroksiapatit sastavljen na polimer etilen vinil acetat/versatat (EVA/EVV)
tankom filmu takode poseduje negativno naelektrisanje acetatnih i versatatnih jona
(karboksilnih polarnih grupa) koje igra ulogu aktivnih mesta za suprotno naelektrisane
jone Ca’". Dobro medusobno razdvojene &estice sa veoma izraZenim pravilnim
rasporedom u redove, koji su skoro podjednako udaljeni jedan od drugog, ¢ine ove
sisteme izuzetno zanimljivim za modeliranje interakcija izmedu skafolda i ¢elija kosti,
Sto je sustinski vazno za istrazivanje aktivnosti kostanih ¢elija i njihovog prilagodavanja
na morfoloSke osobine povrsine skafolda. MozZe se oCekivati da ovakvi sistemi odigraju
ulogu precizno dizajniranih oslonaca “mostnih” konstrukcija, koje se potom lako
medusobno mogu spojiti koriste¢i biomimetsku metodu daljeg rasta pHAP u potpunosti
stimulisanu dejstvom SBF u ¢ijem sastavu su razliiti joni, naelektrisani proteini i
aminokiseline (153).

Samoorganizovane nanostrukture dobijene biomimeticki u ovoj studiji
poboljsavaju rast ¢elija na povrsini skafolda. Nekoliko studija koje su proucavale
ponasanje celija na apatitu formiranom na povrSini polimera potvrduju njegovu

sposobnost da favorizuje osteoblastni rast ¢elija (154-156).

Ova studija je pokazala novi nacin sinteze strukture sli¢ne bioloskom apatitu
pomocu dodatnog nanodizajniranja pHAP skafolda biometickim tretmanom. Postignut
je poboljsan nanostrukturni dizajn prethodno stvorenih pHAP skafolda uz pomo¢
biomemitickog tretmana u SBF. Da bi se unapredila nukleacija biometicke apatitne
faze, PLGA, alginatni i EVA/EVV tanki filmovi su naneti na povrSinu skafolda pre
uranjanja u SBF. Dobijene struktutre imitiraju strukturu prirodne kosti i pogodne su za
rast ¢elija, omogucavajuci brzu regeneraciju kosti. Ovaj mehanizam apatitne formacije
in vitro je slican mehanizmu nastajanja prirodnog koStang tkiva in vivo. Na taj nacin
nanodizajniran skafold bi mogao omoguditi uslove koji su sli¢ni fizioloskim, za rast i

proliferaciju ¢elija (116).
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5.3. Citotoksi¢nost analiziranih materijala i procene ¢elijske adhezije i proliferacije

Ispitivanje citotoksi¢nosti biomaterijala u in vitro uslovima je pocetni korak u
proceni biokompatibilnosti. U ovoj studiji, u svrhu analize vijabilnosti ¢elija ispitivani
materijali analizirani su kvalitativnom i kvantitativnom metodom, pri indirektnom
(MTT test) i direktnom (LDH test) kontaktu sa ¢elijskom kulturom. Treba imati u vidu

da ovi testovi daju samo ocenu citotoksi¢nosti, a ne biolosku ocenu materijala.

5.3.1. Indirektni kontakt ispitivanih materijala sa mezenhimalnim ¢elijama zubne

pulpe — MTT test

U svrhu kvantitativne evaluacije citotoksi¢nosti skafolda, ispitivan je indirektni
kontakt materijala sa mezenhimalnim ¢elijama zubne pulpe MTT testom. Ovaj test se
standardno upotrebljava u ispitivanju citotoksi¢nosti hidroksiapatita i njegovih
kompozita (157). Naime, ekstrakti materijala su 24 h i 7 dana inkubirani u hranljivoj
podlozi, koja je zatim u odredenoj proporciji (1:1 do 1:8) dodata u hranljivu podlogu
koja se inace koristi za gajenje ¢elija. U mitohondrijama zivih ¢elija, enzim sukcinat
dehidrogenaza dovodi do oksidacije MTT rastvora (zuto obojeni vodeni rastvor
tetrazolijumske soli) i daju¢i karakteristicne plavo-ljubicaste produkte, nerastvorljive u
vodi - formazan precipitate. Opticka gustina kristala formazana je direktno
proporcionalna broju ¢elija (158), dakle njenim merenjem je omogucena je indirektna
ocena celijskog rasta 1 proliferacije. U naSim eksperimentima MTT testom je odredivan
broj vijabilnih ¢elija u odnosu na negativnu kontrolnu grupu (¢elije gajene u medijumu
bez ekstrakta ispitivanog materijala) u kojoj je procenat prezivljavanja celija uzet kao
100%. Ukoliko medijum koji je inkubiran sa skafoldom pokazuje citotoksi¢nost, broj
vijabilnih ¢elija u datom uzorku ¢e se smanjiti u odnosu na kontrolnu grupu. Pozitivna
kontrolna grupa bile su ¢elije gajene u medijumu sa toksi¢nim agensom - 4% fenolom,
gde je procenat prezivljavanja celija bio nesto manji od 25%. Kao $to je i ocekivano,
razlika u prezivljavanju ¢elija izmedu ove dve grupe bila je visoko statisticki znac¢ajna

(p<0.001).

Analizom rezultata je utvrdeno da se broj vijabilnih mezenhimalnih ¢elija zubne

pulpe inkubiranih 24 h 1 7 dana u prisustvu ekstrakata ispitivanih materijala u
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razblazenjima 1:1, 1:2, 1:4 1 1:8 nije stastisticki znacajno razlikovao u odnosu na broj
¢elija u negativnoj kontrolnoj grupi. Jedini izuzetak je ekstrakt materijala pHAP-a
inkubiranog 7 dana u razblazenju 1:1 gde je uocena blaga citotoksi¢nost. Nijedan od
ispitivanih materijala nije doveo do znafajnog citotoksicnog efekta na kulturu
mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe §to je u saglasnosti sa istrazivanjem Dararutane i
saradnika (159). Ipak, neki autori su poredenjem citotoksi¢nih efekata
trikalcijumfosfata, Bio Oss-a 1 hidroksiapatita dosli do zakljucka da vecu
biokompatibilnost na humane osteoblaste ima Bio Oss u odnosu na trikalcijumfosfat,
koji je manje biokompatibilan u poredenju sa HAP-om (160). Porede¢i skafolde
razli¢itih veli¢ina pora — nano 1 mikrostrukture, razlikom u dobijenim optickim
gustinama MTT testa pokazano je da veca povrsina nanostrukturnih skafolda, kakvi su i
skafoldi dizajnirani u nasoj studiji, omogucéava bolje vezivanje mezenhimalnih ¢elija
unutar skafolda (161). Takode, pored veli¢ine pora, na vijabilnost ¢elija znacajno utice i
njihova morfologija (161). Razlike u citotoksi¢nosti testiranih materijala koje su uocene
u nekim studijama, istraZivaci su objasnili termalnim degradacijama polimera koje
nastaju tokom sinteze kompozitnih jedinjenja. Degradacijom nastaju kiseli degradacioni
produkti koji mogu dovesti do “odlepljivanja* ¢elija 1 ¢elijske smrti (162). Tokom
proizvodnje kompozitnih materijala u odnosu na proizvodnju ¢istog polimera, u samom
materijalu dolazi do stvaranja fragmenata niske molekularne mase. U procesu pripreme
ekstrakata, ovi fragmenti lako prelaze u rastvor povecavajuc¢i koncentraciju produkata
razgradnje kompozitnih materijala (156). Nikoli¢ i sar. dobili su statisticki znacajan
citotoksi¢an efekat pHAP+PLGA $to su objasnili prethodno navedenom cinjenicom
(163). Medutim, drugi autori analizirajuci dejstvo pHAP 1 PLGA na vijabilnost humanih
osteoblasta nisu dobili statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu grupu (143).
Oni su ekstrahovali ispitivani materijal u razli¢itim vremenskim tackama od 10 minuta
do 24 h 1 zakljucili da su citotoksi¢ne supstance, ako su uopste i postojale, oslobodene u
prvih 10 minuta ekstrahovanja jer se nimalo ili vrlo mala koli¢ina toksi¢nih materija
oslobodila u periodu izmedu 10 minuta i 24 h. Rezultati naSih istrazivanja govore u
prilog veoma dobrom nacinu sinteze, morfologiji pora i visokoj biokompatibilnosti svih

ispitivanih materijala.
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5.3.2. Direktni kontakt ispitivanih materijala sa mezenhimalnim c¢elijama zubne

pulpe — LDH test

Da bi se ispitala citotoksicnost pri direktnom kontaktu ispitivanih materijala sa
mezenhimalnim ¢elijama zubne pulpe mle¢nih zuba koriS¢en je LDH test. Ovim testom
se vijabilnost, odnosno prezivljavanje celija, procenjuje na osnovu koli¢ine laktat
dehidrogenaze (LDH) koja se oslobodi u ekstracelijsku sredinu. Dugi niz godina je ovaj
citoliticki enzim koriS¢en za merenje gubitka integriteta celijske membrane (164, 165).
Indirektno merenje aktivnosti LDH prisutne u citoplazmi intaktnih ¢elija moguce je
izvriti samo nakon liziranja ¢elija. Kada je dokazano da je LDH aktivnost direktno
proporcionalna broju ¢elija (166), uvedena je nova eksperimentalna metoda na osnovu
koje se merenjem aktivnosti enzima kvantifikuju ¢elije adherirane za ispitivani materijal

(156).

U ovom istrazivanju, nakon 24 h broj zasejanih celija se nije uvecao ni na
jednom materijalu. Medutim, nakon 48 h, ¢elije su se umnozile i njihov broj je
eksponencijalno rastao da bi nakon 72 h bio uoc€ljiv znacajno veci broj ¢elija u odnosu
na broj zasejanih ¢elija kod svih ispitivanih materijala. Analizom dobijenih rezultata
LDH testa, moze se zakljuciti da nijedan od materijala — pHAP, pHAP+PLGA,
pHAP+alginat, pHAP+EVA/EVV 1 Bio Oss, nije pokazao citotoksi¢nost u direktnom
kontaktu sa mezenhimalnim c¢elijama zubne pulpe mle¢nih zuba. Uocena je znacajna
proliferacija i adhezija ¢elija kod svih ispitivanih materijala sa naznakom da je najveci

broj ¢elija zabelezen u prisustvu pHAP+PLGA, a najmanji u prisustvu Bio Oss-a.

Na ¢elijsku adheziju 1 proliferaciju veliki uticaj imaju karakteristike povrSine
polimera u kompozitnim skafoldima kao $to su stepen hidratacije (167, 168), povrSinski
napon (169), povrinsko naelektrisanje i topografija (170). Celijska adhezija je bolja
ukoliko je povrsina hidrofilnija jer je na taj nain omogucena adsorpcija povrsSinskih
proteina nestabilnim 1 reverzibilnim vezama (167). Ispitivanjem morfologije povrSine
materijala pokazano je postojanje afiniteta razlicitih tipova ¢elija za hrapave povrSine
(171). Hemijske karakteristike materijala su takode jedan od faktora koji mogu uticati
na Celijsku adheziju. Naime, prisustvo karboksilnih i hidroksilnih grupa u zavisnosti od
tipa ¢elija moze imati vaznu ulogu u njihovoj adheziji 1 proliferaciji (172, 173). Neki

autori su dosli do zakljucka da blokada hidroksilnih grupa dovodi do gubitka celijske
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adhezije (172) dok su drugi pronasli da prisustvo velikog broja hidroksilnih grupa ima
suprotan efekat (174). Ove studije ukazuju na potrebu optimalne gustine hidroksilnih
grupa za postizanje adekvatne Celijske adhezije. Takvi rezultati mogu biti objaSnjenje za
losiju Celijsku adheziju na kompozitnom materijalu pHAP+alginat u odnosu na
pHAP+PLGA, pHAP+EVA/EVYV, posebno kada se ima u vidu da alginat, za razliku od
ostalih polimera, pored karboksilnih sadrzi i hidroksilne grupe. Rezultati eksperimenta 1
karakterizacija ispitivanih materijala u ovom istraZzivanju su pokazali da se njihove
povrsine odlikuju karakteristikama koje omogucavaju rast ¢elija u direktnom kontaktu

sa navedenim biomaterijalima i da su pogodne za adheziju i proliferaciju ¢elija.

5.4. Stepen osteoblastne diferencijacije procenjen bojenjem alizarin crvenim

Alizarin crveno se standardno upotrebljava kao indikator u bioloskim
istrazivanjima jer boji slobodni kalcijum i1 neka jedinjenja kalcijuma u crvenu ili
svetloljubicastu boju. Na taj nacin je moguce obojiti i detektovati i kalcijum u kostima i
drugim tkivima. U skladu sa tim, ovo bojenje sluzi kao standardna kolorimetrijska
metoda za kvantitativno odredivanje kalcijumovih depozita prisutnih u celijama
osteogenog porekla, na osnovu ¢ega se odreduje stepen mineralizacije koja prethodi

formiranju ekstracelularnog matriksa zrele kosti.

Kao §to je prikazano u rezultatima, nakon gajenja ¢elija u osteogenom medijumu
3 nedelje, moglo se uociti prisustvo obojenih kompleksa oko ¢elija na svim ispitivanim
biomaterijalima. Novodeponovani mineralizovani matriks je bio pokazatelj
diferencijacije izolovanih mezenhimalnih ¢elija u osteoblaste. S obzirom da i sam
hidroksiapatit u sebi sadrzi kalcijum, ¢elije su gajene 1 u kontrolnom medijumu isti
vremenski period kako bi bila uoc€ljiva razlika izmedu kalcijumovih depozita samog
materijala i onih koji pripadaju ekstracelularnom matriksu osteoblasta. Bilo je jasno
vidljivo da je koli¢ina kalcijumovih precipitata kod svih biomaterijala bila mnogo veca
u osteogenom nego u kontrolnom medijumu, $to ukazuje na diferencijaciju
mezenhimalnih ¢elija i1 stvaranje mineralizovanog matriksa. Poneki vidljivi obojeni
precipitati u kontrolnom medijumu su bili pokazatelj prisustva kalcijuma u strukturi

hidroksiapatita. Medutim, u kontrolnom medijumu u prisustvu svih biomaterijala
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precipitati su bili u izvesnom stepenu uoc€ljivi na mestima u bunarima gde su se nalazile
samo Celije. Ovo prisustvo mineralizacije u okolini ispitivanih biomaterijala u
kontrolnom medijumu moglo bi ukazivati na izvestan osteoinduktivni efekat navedenih
materijala. Takode, kao kontrolni uzorak sluzile su ¢elije gajene i u osteogenom i
kontrolnom medijumu na polistirenu, bez prisustva biomaterijala. U uzorcima na
polistirenu u kontrolnom medijumu rezultati su pokazali da nije bilo obojenih
precipitata, a samim tim ni mineralizacije, dok je broj kalcijumovih depozita obojen na
polistirenu u osteogenom medijumu bio znacajno manji u odnosu na isti na ispitivanim
materijalima. Ova jasno uocljiva razlika je pokazatelj osteokonduktivnog efekta

koriS¢enih biomaterijala.

Mnogi autori su u svojim studijama koristili alizarin crveno kao indikator
mineralizacije u svrhu analiza i poredenja osteogenih potencijala razliCitih tipova celija i
materijala u razli¢itim vremenskim periodima (161, 162, 175). U poredenju sa
skafoldom na bazi kolagena tipa I gde su se minerali obojili nakon 8 nedelja inkubacije
uzoraka, u prisustvu PLGA skafolda crveno obojeni minerali su bili vidljivi nakon 12
nedelja (176). Takode, bojenjem ovom metodom pokazana je i odontoblastna i
osteogena diferencijacija humanih mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe mle¢nih inciziva 1
umnjaka (177). Ocekivano, zbog vece sposobnosti diferencijacije, obojenih
kalcijumovih depozita je bilo znacajno viSe u prisustvu osteoblasta poreklom iz
pluripotentnih mati¢nih ¢elija zubne pulpe nego u osteoblastima poreklom iz
mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe istog donora i kultivisanih na istim skafoldima (178).
U studiji u kojoj su poredene karakteristike PLGA skafolda i PLGA skafolda obloZenog
apatitom, bojenjem alizarin crvenim kalcijumovi depoziti su jasno bili vidljivi na
povrSini granula i u novoformiranoj kosti u prisustvu PLGA skafolda obloZenog
apatitom, dok su u prisustvu PLGA skafolda bili retki i jedva primetni (179). Takode,
Vakhrushev 1 sar. su koriste¢i alizarin crveno poredili sposobnost osteoblastne
diferencijacije mezenhimalnih ¢elija zubne pulpe mle¢nih zuba i mezenhimalnih ¢elija
poreklom iz kos$tane srzi. Nakon 8 dana kultivisanja u osteogenom medijumu, kod obe
vrste ¢elija bila su uoc€ljiva podruc¢ja sa visokom koncentracijom ¢elija koje su za sebe
vezale boju. Kasnije, gustina Celija se povecala, a na osnovu intenzivnijeg bojenja
nakon 15 dana kultivisanja moglo se zakljuciti da su ¢elije u tom podrucju aktivno

akumulirale kalcijumove soli. Nakon 22 dana kultivisanja, kod obe vrste ¢elija bio je
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vidljiv znacajan broj podrucja sa osifikacijama koja su se odlikovala prisustvom celija
sa tipicnom morfologijom osteoblasta i visokim sadrzajem kalcijumovih soli u
vakuolama. Pomenute ¢elije su aktivno ucestvovale u osteogenoj diferencijaciji. Na taj
nacin autori su pokazali da SHED imaju osteogeni potencijal sliCan osteogenom
potencijalu mezenhimalnih ¢elija poreklom iz kostane srzi (180). U studiji gde su se
poredile karakteristike kolagenog skafolda i1 kolagen-HAP kompozitnog skafolda u
prisustvu humanih mezenhimalnih ¢elija, uoceno je viSe kalcijumovih depozita u
kompozitnom skafoldu bojenjem uzoraka gajenih 3 nedelje u osteogenom medijumu.
Obojeni depoziti u kontrolnom medijumu nisu bili vidljivi ni kod jednog materijala.
Ovakvi rezultati ukazali su na osteokonduktivan potencijal ispitivanih materijala i na
odsustvo osteoinduktivnog potencijala (181). Odavno je dokazano da hidroksiapatit
poseduje osteokonduktivni potencijal tj. da ima sposobnost da potpomogne adheziju i
proliferaciju kostanih c¢elija ali ne i sposobnost da pokrene mati¢ne celije da se
diferenciraju u osteoblaste. Medutim, postoje neke in vitro 1 in vivo studije koje tvrde da
je hidroksiapatit i osteoinduktivan. Lin i sar. demonstrirali su sposobnost pHAP da
indukuje ekspresiju gena za alkalnu fosfatazu, osteokalcin i kolagen tipa I kod
pluripotentnih mati¢nih ¢elija miSa (182). Takode je pokazano da su diskovi
hidroksiapatita osteoinduktivni nakon intramuskularnog implantiranja kod babuna
(183). Brojne karakteristike, uklju¢ujuéi topografiju, povrsinu i povrSinsku energiju,
strukturu kristala hidroksiapatita i drugih materijala su klju¢ni u odredivanju njihovih
osteokonduktivnih i osteoinduktivnih potencijala (184). Prema rezultatima dobijenim u
ovoj studiji, ispitivani skafoldi najverovatnije poseduju odgovaraju¢u kombinaciju
pomenutih hemijskih svojstava i mikroarhitektonskog dizajna za postizanje odredenog
stepena osteoinduktivnosti. Dakle, verujemo da su obojeni kalcijumovi depoziti u
prisustvu materijala bez osteogenog medijuma pokazatelj da su ispitivani biomaterijali

veoma pogodni za regeneraciju kosti.

5.5. Odredivanje stepena osteoblastne diferencijacije merenjem aktivnosti alkalne
fosfataze
Alkalna fosfataza (ALP) je enzim odgovoran za defosforilaciju tj. uklanjanje

fosfatnih grupa iz mnogih vrsta molekula ukljucujuci nukleotide, proteine i alkaloide.
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Kod ljudi, ALP je prisutna u svim tkivima ali je posebno koncentrisana u jetri i kostima.
U kosStanom tkivu, ALP je proizvod aktivnosti osteoblasta i oslobada se u medijum
tokom njihovog sazrevanja. Dakle povecan nivo ovog enzima ukazuje na postojanje
aktivnog stvaranja kosti. Dodatno, aktivnost ALP je neophodna za hidrolizu (-
glicerofosfata ¢ime zapocinje proces mineralizacije. 1z navedenih razloga, aktivnost
ALP predstavlja biohemijski marker za fenotipsku karakterizaciju osteoblasta, koStanu

mineralizaciju i diferencijaciju.

Diferencijacija osteoblasta u in vitro 1 in vivo uslovima se moze podeliti u 3
stadijuma: a) celijska proliferacija, b) sazrevanje matriksa, i ¢) mineralizacija matriksa
(185). Sazrevanje i mineralizacija matriksa in vitro su najces¢e pojacani dodavanjem
odredenih osteogenih faktora (186). Tokom proliferacije, u medijumu se moze
detektovati nekoliko proteina ECM: prokolagen I, TGF-p, fibronektin. Faza sazrevanja
ECM se karakteriSe maksimalnom ekspresijom ALP. Analiza markera specificnih za
¢elije kosti, poput ALP, osteokalcina i1 kolagena tipa I, se veoma cesto koristi za
karakterizaciju osteoblasta in vitro. ProliferiSu¢i osteoblasti imaju izrazenu aktivnost
ALP koja je u velikoj meri povecana tokom stvaranja kosti, tako da je aktivnost ALP iz

tog razloga pogodan marker za humane osteoblaste (186).

Da bi se odredio stepen osteoblastne diferencijacije, aktivnost ALP
mezenhimalnih ¢elija gajenth u osteogenom medijumu na ispitivanim 3D
biomaterijalima je merena u dve vremenske tacke, nakon perioda inkubacije od 6 1 12
dana. Rezultati su pokazali da je nakon 6 dana inkubacije mezenhimalnih ¢elija zubne
pulpe na skafoldima, aktivnost ALP bila niska i da nije postojala razlika u aktivnosti
alkalne fosfataze na ispitivanim materijalima u odnosu na Bio Oss. Ovi nalazi su bili
ocekivani jer je potrebno oko nedelju dana da bi zapocela faza sazrevanja ECM u kojoj
se povecava aktivnost ALP. Zato je kao prva vremenska tacka odabrano 6 dana od
zasejavanja, da bismo procenili aktivnost ALP pre nego S§to poc¢ne diferencijacija.
Nakon perioda inkubacije od 12 dana u osteogenom medijumu, kod svih materijala je
uocena znacajno povecana aktivnost alkalne fosfataze, Sto ukazuje da je doSlo do
osteoblastne diferencijacije i sinteze matriksa. Kod svih ispitivanih 3D biomaterijala
aktivnost ALP je bila ve¢a u odnosu na aktivnost osteoblasta gajenih na Bio Oss-u.

Ovakvi rezultati su bili pokazatelj da je viSe osteoblasta bilo prisutno na ispitivanim
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materijalima u odnosu na broj osteoblasta na Bio Oss-u, Sto ukazuje da je stepen
osteoblastne diferencijacije kod navedenih materijala bio ve¢i nego na kontrolnom
materijalu. Porede¢i nivo aktivnosti ALP izmedu materijala uoceno je da je najveci
stepen aktivnosti, a samim tim i najbolja diferencijacija, bio kod pHAP+PLGA, zatim
pHAP-+alginat, pHAP, i na kraju pHAP+EVA/EVV. Ovo ispitivanje je pokazalo da svi
ispitivani materijali obezbeduju bolju sredinu za normalno funkcionisanje osteoblasta
od Bio Oss-a, sa napomenom da se pHAP+PLGA 1 pHAP+alginat posebno u tome
isticu.

Mnogi autori su takode poredili aktivnost ALP na raznim materijalima i u
razli¢itim vremenskim tackama (161, 187). Posmatraju¢i diferencijaciju mezenhimalnih
¢elija u osteoblaste na kolagenom skafoldu morfologije saca, aktivnost ALP je bila u
stalnom porastu od 14. do 28. dana. Razlika je u svim merenim vremenskim tackama
bila statisti¢ki znacajna u odnosu na kontrolnu kulturu. Tri puta veéa aktivnost ALP je
izmerena 28. dana u odnosu na aktivnost 14. dana na osnovu ¢ega se moglo zakljuciti da
se stopa diferencijacije mezenhimalnih ¢elija povecavala sa povecanjem inkubacionog
perioda, tako da mozemo pretpostaviti da bi dalje produzavanje vremena inkubacije u
naSem eksperimentu takode dovelo do daljeg rasta broja osteoblastnih ¢elija. Poveéana
aktivnost ALP oznacavala je da ispitivani kolageni skafoldi obezbeduju adekvatnu
sredinu za optimalno funkcionisanje koStanih ¢elija i da su pogodni za primenu u
kostano-tkivnom inZenjeringu (187). Eslaminejad i sar. su ispitivanjem aktivnosti ALP
u prisustvu PLLA (polilakticna kiselina) skafolda i kompozitnog nano- i mikro-
HAP/PLLA skafolda uvideli da je znaCajno veca aktivnost izmerena u prisustvu
HAP/PLLA skafolda nano strukture. Na osnovu dobijenih rezultata, zakljuceno je da
nanostrukturni skafoldi obezbeduju bolju mikrosredinu za osteogenu diferencijaciju
mezenhimalnih celija (161). Objasnjenje za ovakav rezultat bi moglo biti u vecoj
povrsini u nanoskafoldima kojom se obezbeduje veci prostor za diferencijaciju u
poredenju sa mikroskafoldima, odnosno u sli¢nijoj strukturi sa prirodnom kosti u
poredenju sa PLLA skafoldima.

Pra¢enjem osteogene diferencijacije c¢elija periodontalnog ligamenta i
mineralizacije matriksa u in vitro uslovima zabeleZena je 4 puta veca aktivnost ALP
nakon 3, odnosno 4 nedelje eksperimenta. Rezultat je takode pokazao da je maksimalna

aktivnost ALP u skladu sa stvaranjem mineralizovanih koStanih nodula nakon 3 nedelje
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kultivisanja (188). Sli¢ne promene u aktivnosti ALP izmerili su i Aronow 1 sar. (189) i
Bellows 1 sar. (190). Oni su pokazali da je ekspresija ALP osteoblasta poreklom iz
lobanje fetusa pacova nakon 5 nedelja inkubacionog perioda bila u skladu sa
akumulacijom kolagena i mineralizacijom (189). Ujedno, nadeno je da se aktivnost ALP
naglo povecala neposredno pre mineralizacije a zatim postepeno smanjivala, iako se
mineralizacija ¢elija poreklom iz lobanje fetusa pacova nastavila. Ovim je pokazano da
ALP igra klju¢nu ulogu tokom rane diferencijacije i mineralizacije ¢elija sa fenotipom
osteoblasta (190). Takode, da bi se potvrdila proizvodnja funkcionalnih proteina,
aktivnost ALP je merena nakon 4 i 7 dana inkubacionog perioda humanih
mezenhimalnih ¢elija na 3D kolagenom i PLGA skafoldu. Sami skafoldi, bez celija
sluzili su kao negativne kontrole. U skladu sa pove¢anom genskom ekspresijom za
ALP, u prisustvu PLGA skafolda izmerena je znacajno veca aktivnost ALP nakon 7

dana inkubacije (176).

5.6. Analiza skening elektronske mikroskopije

Skening elektronska mikroskopija se ve¢ standardno koristi za monitoring 1i
vizuelizaciju razli€itih morfoloSkih promena ispitivanih ¢elija i materijala u bioloskim
eksperimentima (191-194). U ovoj studiji analizirane su cCelije 1 njihova interakcija sa
ispitivanim materijalima nakon perioda inkubacije od 7, 14 i 21 dan u osteogenom
medijumu, odnosno nakon 7 dana u kontrolnom medijumu. Na ovaj nac¢in mogle su se
uociti eventualne razlike u morfologiji ¢elija i utvrditi prisustvo ECM, vancelijskog
matriksa koji je produkt osteoblasta, a samim tim i1 pokazatelj stepena osteogene
diferencijacije izolovanih mezenhimalnih ¢elija. Celije gajene u kontrolnom medijumu
na svim materijalima bile su sfericnog oblika sa jasno vidljivim pseudopodijama,
odnosno citoplazmatskim produzecima koji su ukazivali na dobru ¢elijsku adheziju.
Strukture organskog porekla nalik fibroznim mogle su se uociti analizom SEM
mikrografije nakon 7 dana gajenja ¢elija u osteogenom medijumu na svim materijalima.
Ove strukture su pokazatelj diferencijacije mezenhimalnih ¢elija u osteoblaste i ukazuju
na pocetak formiranja ECM. Analizom morfologije ¢elija uocene su ¢elije poligonalnog
oblika sa veoma izduzenim citoplazmatskim produzecima, karakteristicnim za celije u
procesu osteogene diferencijacije (192). IzraZen i jasno vidljiv ECM nakon 14 dana

inkubacionog perioda na svim materijalima u osteogenom medijumu bio je pokazatelj
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prisustva veceg broja osteoblasta. Nakon 21 dan kultivisanja ¢elija u osteogenom
medijumu, ECM je bio dominantan na SEM mikrografijama kod svih ispitivanih
biomaterijala prekrivajuci i pore skafolda. Ovakva razvijena mreza ECM bila je dokaz
izrazene diferencijacije i veoma dobre biokompatibilnosti izmedu ¢elija i materijala,
koja je neophodna za primenu u tkivnom inZenjeringu (191).

Mnogi autori su takode u svojim istrazivanjima analizirali morfologiju 1
medusobni odnos materijala i ¢elija SEM mikrografijom. U studiji Beckera 1 sar. celije
poreklom iz humanog periosta formirale su sloj koji je prekrivao povrSine svih
ispitivanih skafolda nakon 7 dana inkubacionog perioda. Prisutne celije bile su
izduzenog oblika sa brojnim pseudopodijama koje su ukazivale na dobru adheziju za
materijal (193). SEM mikroskopijom analizirana je i Celijska morfologija i adhezija
mezenhimalnih ¢elija gajenih 7 dana na PLLA 1 nano- i mikrostrukturnim kompozitima
HAP/PLLA skafoldima. Celije su imale sferi¢an oblik a njihov broj je bio mnogo veéi u
prisustvu nano HAP/PLLA kompozitnog skafolda, §to je ukazivalo na bolju
biokompatibilnost tog materijala (195). Adhezija humanih mezenhimalnih celija i
mineralne formacije na ispitivanim skafoldima nakon 4 i 8 dana inkubacije bile su
prisutne na SEM mikrografijama u studiji Weira i Xu (192). Celije su, kao i u ovoj
studiji, bile poligonalnog oblika, tipicnog za proces osteogene diferencijacije. Takode,
jasno je bio uocljiv proizvod ¢elija u obliku loptastih mineralnih formacija i kolagenih
snopova §to je u skladu sa osteogenom diferencijacijom i mineralizacijom (194).

SEM analizom osteoblasta gajenih na Bio Oss-u, trikalcijum fosfatnom (TCP) i
HAP skafoldu pokazana je dobra adhezija osteoblasta na TCP i HAP skafoldu, sa
napomenom da je veci broj ¢elija adheriran na HAP skafoldu (160). Za razliku od naseg
istrazivanja gde nije mogla da se uoci razlika u broju c¢elija u prisustvu razli¢itih
materijala, u pomenutoj studiji zabeleZen je znatno manji broj ¢elija u prisustvu Bio
Oss-a, Sto ponovo ukazuje da ispitivani 3D materijali imaju bolju biokompatibilnost 1
pogodniji su za zamenu kosti nego Bio Oss koji se inace koristi u te svrhe. Takode, u
saglasnosti sa prethodnim istrazivanjem, poredec¢i adheziju i broj humanih osteoblasta
gajenih 7 dana na Bio Oss-u i sintetskom zameniku kosti — Nano Bone-u, vise ¢elija sa
razvijenijim citoplazmatskim produzecima je wuocCeno skening elektronskom
mikroskopijom u prisustvu Nano Bone materijala (196). Rezultati SEM mikrografije

humanih mezenhimalnih ¢elija na trikalcijum fosfatnim skafoldima, pokazali su da se
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nakon 7 dana inkubacionog perioda uocavaju celije izduzenog oblika sa razvijenim
pseudopodijama i1 adherirane za ispitivane skafolde. Nakon 21 dan gajenja Celija, jasno
je bio vidljiv novosintetisan ECM koji je prekrivao i pore skafolda ¢ime je takode
pokazana dobra biokompatibilnost izmedu celija 1 materijala (191). Ovi rezultati su
sliéni rezutatima dobijenim u nasoj studiji, i moze se zakljuciti da postoji veéi broj
skafolda koji pokazuju dobru biokompatibilnost 1 mogu da zamene materijale koji se

trenutno koriste u tkivnom inZinjeringu.

96



6. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata karakterizacije izolovanih ¢elija iz zubne pulpe,
sinteze 1 ispitivanja citotoksicnosti sintetisanih biomaterijala 1 uporednog ispitivanja
poroznog hidroksiapatita, poroznog hidroksiapatita u kombinaciji sa poli
laktidkoglikolnom  kiselinom, alginatom 1 polimerom etilenvinilacetat /

etilenvinilversatat moze se zakljuciti sledece:

1. Karakterizacijom izolovanih ¢elija iz zubne pulpe mle¢nih zuba u fizioloskoj
smeni metodom proto¢ne citometrije i diferencijacijom ovih ¢elija u tri razliita tipa
¢elija — adipocite, hondrocite 1 osteoblaste, pokazano je da su izolovane multipotentne

mezenhimalne ¢elije zubne pulpe.

2. Od svih sintetisanih biomaterijala jedino je u prisustvu pHAP-a inkubiranog u
hranljivoj podlozi 7 dana u razblaZenju 1:1 zabeleZena slaba citotoksi¢nost, ali ni jedan
od ispitivanih materijala nije doveo do kompletnog citotoksi¢nog efekta na izolovane

mezenhimalne ¢elije zubne pulpe.

3. Rezultati karakterizacije ispitivanih materijala pokazuju da su skafoldi bili
adekvatno dizajnirani i da su imali odgovarajuéu morfologiju povrSine koja je
neophodna za ¢elijske nosace. PovrSine pHAP, pHAP sa PLGA, pHAP sa alginatom i
pHAP sa EVA/EVYV pogodne su za adheziju ¢elija 1 njihovu proliferaciju i odlikuju se

karakteristikama koje omogucavaju rast ¢elija.

4. Obojeni kompleksi u prisustvu osteogenog medijuma kod svih materijala
nakon bojenja alizarin crvenim ukazuju na novodeponovani mineralizovani matriks 1
pokazatelj su diferencijacije izolovanih celija u osteoblaste na 3D biomaterijalima.
Pojava matriksa i u kontrolnom medijumu ukazuje da su skafoldi sami po sebi

osteoinduktivni.

5. Nakon perioda inkubacije od 12 dana u osteogenom medijumu, kod celija
inkubiranih na svim ispitivanim materijalima uocena je povecana aktivnost alkalne
fosfataze u odnosu na aktivnost alkalne fosfataze ¢elija u prisustvu Bio Oss-a, posebno

kod pHAP sa PLGA. Ovakvi rezultati ukazuju da je broj osteoblasta u prisustvu svih
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ispitivanih materijala ve¢i u poredenju sa Bio Oss-om, odnosno na bolju osteogenu

diferencijaciju u prisustvu skafolda.

6. Nakon inkubacionog perioda od 3 nedelje u osteogenom medijumu, u
prisustvu svih materijala, ekstracelularni matriks je bio dominantan na SEM
mikrografijama, prekrivaju¢i i pore skafolda. Ovakva razvijena mreza ECM dokaz je
izrazene diferencijacije mezenhimalnih ¢éelija u osteoblaste u prisustvu skafolda i veoma

dobre biokompatibilnosti izmedu ¢elija 1 materijala.

7. Svi materijali, na osnovu ovog istrazivanja, su se pokazali jednakim, a po
mnogim parametrima i boljim od primenjivanog zlatnog standarda Bio Oss-a. Oni u
daljim eksperimentima mogu da posluze kao osnova za dobijanje ¢elijskog nosaca u
kostanom tkivnom inZenjerstvu i da omoguée vezivanje osteoblasta ili prekursora
osteoblasta, njihov rast i diferencijaciju. Sude¢i po dobijenim rezultatima, najveci

potencijal od ispitivanih materijala ima skafold pHAP sa PLGA.
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