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NANOMATERIJAL KALCIJUM-FOSFAT/POLI-
-DL-LAKTID-KO-GLIKOLID KAO
POTENCIJALNA TKIVNA MATRICA U
OSTEOREPARACIJI POMOCU KOSTNE SRZI
NA MODELU SUBKUTANE IMPLANTACIJE*

Ispitivan je nanomaterijal (NPs) kalcijum—fosfat poli-di-laktid—ko—glikolid
(N-CP/DLPLG) kao potencijalna tkivna matrica za reparaciju kosti pri ko-
riséenju kostne s¥Zi kao izvora osteogenih Celija na modelu subkutane im-
plantacije singenim miSevima Balb/c. Implanti su napravijeni od NPs
mesSanjem sa razblaZenom kwlju i kostnom srzi, a ekstrahovani su nakon
osam dana i osam nedelja. Implanti bez kostne srzi su bili kontrola. Nakon
osam dana se na periferiji implanta vide gusta polja sa Celijamma, a u materi-
jalu se vidi lakunarna organizacija sa prisustvom Celija. Uocljiva je vaskula-
rizacija i registrovan je kolagen. Na kontrolnim implantima je celularnost
vrlo slaba. Posle osam nedelja redukovana je povisina NPs. N-CP/DLGLP

Nis pokazuje svojstva tkivne matrice i dobre mikrosredine za Celije kostne srZi.

NAUGNI RAD
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Regeneracija koStanog tkiva predstavlja veliki
izazov na polju ortopedske i kraniofacijalne hirurgije.
Kod veéine ovakvih zahvata postoji potreba za koSta-
nim zamenicima [1]. Sintetski materijali, kao §to je na
primer kalcijum fosfatna biokeramika, igraju znacaj-
nu ulogu u rekonstrukciji kosti zbog svoje biokompa-
tibilnosti i osteokonduktivnosti [2— 4].

Od ranije je poznato da su centralni elementi u
regeneraciji koStanog tkiva: osteoprogenitorne Celije,
osteoinduktivni agensi i osteokonduktivni materijali
[5]. Kostna sr7 je izvor osteoprogenitornih Celija koje
su klju¢ni element u procesima regeneracije koStanog
tkiva, ali je i izvor faktora rasta [6]. Krvna plazma je
takode izvor razliCitih faktora rasta [7].

Kost predstavlja prirodno okruZenje za Celije
kostne sr7i, pa je jako vazno da biomaterijali koji se
koriste kao koStani zamenici imaju takva biofunkci-
onalna svojstva da podrZavaju normalan razvoj i fun-
kcionisanje ovih Celija.

U poslednje vreme istraZivanja su okrenuta ka
NPs, posto je i samo kostano tkivo izgradeno od kom-
ponenti nano veli¢ine [8]. KoriS¢ena su biodegrada-
bilna nanovlakna u kombinaciji sa celijama kostne
sr7i kao vaskularni graft [9].

Pokazano je da je trodimenzionalna matrica od
nanovlakana koja lice na vlakna kolagena sposobna
da unapredi bioloski odgovor zasadenih Celija [10] i
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da kolagen—apatitne nanokompozitne mikrosfere
imaju visok osteogeni potencijal i mogu biti korisni u
tkivnom inZenjerstvu [11].

Prema dosada$njim istraZivanjima, sinteticke
polimerne matrice, kao §to su one izgradene od mle-
¢ne 1 glikolne kiseline su biokompatibilne, mogu ima-
ti podesive mehanicke karatkteristike i mogu biti lako
modifikovani inkorporacijom proteina i peptida [9].

U naSem istraZivanju kori§fen je materijal N-
CP/DLPLG.

Cilj istraZivanja bio je da se ispita da li N-CP/
DLGLP ima svojstva matriksa za odrZavanje i rast ¢e-
lija kostne sr7i posle subkutane implantacije.

EKSPERIMENTALNI RAD

U eksperimentu su koriS¢eni singeni misevi soja
Balb/c, muskog pola, starosti od 10 do 12 nedelja.
Oni su odgajani u standardnim uslovima (na tempe-
raturi od +22 £ 2 °C, svetlosnom rezimu od 12 sati
svetlosti i 12 sati mraka, hranjene i pojene ad libi-
dum).

Celije kostne srZi su dobijene iz femura misa,
koji je prethodno Zrtvovan cervikalnom dislokacijom
i opran u 70% alkoholu. Femuri su ocis¢eni od okol-
nog tkiva u sterilnoj komori. Nakon presecanja epifi-
za, kostna srZ je isprana iz femura hladnim medi-
jumom RPMI 1640 (pH 7,2) pomocu tanke igle
(26G). Suspenzija Celija je, do upotrebe, drzana u ste-
rilnoj epruveti na ledu.

Krv je dobijena kompletnim iskrvavljenjem Z7i-
votinje iz retroorbitalnog sinusa, a zatim je razblaZe-
na fizioloskim rastvorom ili suspenzijom ¢elija kostne
srzi u odnosu 1:4.

Napravljene su 2 vrste implanata:
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1. N-CP/DLPLG pomeSan sa krvlju razblaze-
nom suspenzijom ¢elija kostne srzi

2. N-CP/DLPLG pomesan sa krvlju razblaze-
nom fizioloSkim rastvorom, sluZio je kao kontrola.

Implanti su sadrzavali 10 mg NPs koji je pome-
San sa 30 ul razblaZene krvi, a oblikovani su kao lop-
taste grudvice. Pripremljeno je po 10 implanata obe
vrste.

Subkutana implantacija je izvrSena na anestezi-
ranim Zivotinjama, tako $to su implanti uneti kroz §iro-
ku sterilnu biopsijsku iglu u intraskapularni deo miSa.
Svakom od 10 miSeva je levo od uboda igle postavljen
implant sa kostnom srZ7i, a desno kontrolni implant.

Nakon osam dana, iz polovine miseva, a nakon
osam nedelja i iz ostalih miSeva su ekstrahovani im-
planti, poSto su miSevi Zrtvovani cervikalnom disloka-
cijom. Implanti su fiksirani 10% neutralnim
formalinom, a zatim je vrSena dekalcinacija 10%
mravljom kiselinom. Nakon dekalcinacije tkivo je de-
hidrirano kroz seriju alkohola, a zatim je kalupljeno u
paraplastu. Isecci debljine 2-2,5 um su bojeni tehni-

kama hematoksilin-eozin (HE) i Masson trichrom
(MTH), a zatim analizirani na svetlosnom mikrosko-
pu (Leica DMLS).

REZULTATI

Nakon osam dana na histoloSkim preparatima
kontrolnih implanata uocava se slaba vezivna kapsula
gradene od kolagena i krupnih ¢elija epitelnog izgle-
da. Implant izgleda jako porozan, a u pojedinim Su-
pliinama nalaze se sitne mononuklearne Celije (slika
1-A). Nema znakova vece resorbcije materijala. U
implantu nisu nadeni krvni sudovi. Bojenje na kola-
gen pokazalo je da je on zastupljen samo u vezivnoj
kapsuli (slika 2-A).

Na histoloSkim preparatima implanata sa kos-
tnom sr7i uocava se rastresita kolagena kapsula koja
je jako celularna i sa brojnim kapilarima i sitnijim
krvnim sudovima. Ovaj tip implanta izgleda jako po-
rozan sa porama vrlo razli¢itih dimenzija i oblika. Za
razliku od kontrole, u Supljinama ovih implanata su

Slika 1. Implanti nakon osam dana: (A) kontrolni implanti, (B, C, D) implanti sa kostnom sri. Strelice (T) pokazuje éelije, zvezdice
(*) pokazuje krvne sudove, a multinuklearna éelija je uokvirena; HE, 40x
Figure 1. Implants after eight days: (A) control implants, (B, C, D) implants with bone marrow cells. Arrows (1) show cells, stars (¥)

show blood vessels, and multinuclear cell is encircled; HE, 40x
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Slika 2. Implanti nakon osam dana: (A) kontrolni implant, (B)
implant sa kostnom sr3i. Strelice (1) ukazuju na kolagen; MTH,
40 x

Figure 2. Implants after eight days: (A) control implant, (B) im-
plant with bone marrow cells. Arrows (1) point to collagen;
MTH, 40x

brojne Celije, medu kojima su i multinuklearne celije
koje karakteriSe fagocitna aktivnost. Na nekim mesti-
ma se moZe uociti kako su Celije rasporedene kao
pregrade koje parceliSu implant ili su uklinjene u bes-
¢elijski deo materijala. Na nekim mestima vidi se ka-
ko su se Celije rasporedile na povrSini materijala. U
implantu se primecuju Celije koje su u deobi. Znacaj-
na razlika u odnosu na kontrolu je prisustvo krvnih
sudova (slika 1-B, C, D). Bojenje na kolagen pokaza-
lo ja da je on zastupljen u vezivnoj kapsuli, ali i u sa-
mim implantima (slika 2-B).

Nakon osam nedelja na histoloskim preparati-
ma kontrolnih implanata postoji i dalje vezivna kap-
sula izgradena od kolagenih vlakana. Implant izgleda
fragmentisan u komade vrlo razli¢itih veli¢ina i obli-
ka. Brojne krupne, viSejedarne fagocitne celije na
povrsini fragmenata implanta ukazuju na resorpciju
materijala. Ponegde se vide jednojedarne Celije pri-
zmaticnog oblika i palisadnog rasporeda po obodu
fragmenata §to podseca na raspored osteoblasta. Ma-
terijal u fragmentima kontrolnih implanata izgleda

Eo
s

Slika 3. Resorpcija materijala nakon osam nedelja: (A) kon-
trolni implant, (B, C) implanti sa kostnom sri. Strelice (1)
pokazuju fagocitne éelije, a polja materijala sa usadenim éeli-
Jama su zaokruZena; HE, 40x

Figure 3. Material resorption after eight weeks: (A) control im-
plant, (B, C) implant with bone marrow cells. Arrows (1)
show phagocite cells, and material fields with incorporated
cells are encircled;, HE, 40x

kompaktno, tako da se vide tek retke Celije koje su se

naselile u materijal (slika 3—A). Izmedu fragmenata
materijala mogu se videti malobrojni i sitni krvni su-
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Slika 4. Vaskularizacija implanata nakon osam nedelja: (A)
kontrolni implant, (B) implant sa kostnom sr%i. Strelica (1)
pokazuje krvne sudove; HE, 40x

Figure 4. Implants vascularization after eight weeks: (A) con-
trol implant, (B) implant with bone marrow cells. Arrows (1)
show blood vessels; HE, 40x

dovi (slika 4-A). Dosta kolagena se moze videti da
proZzima implante pruzajuéi se izmedu fragmenata
(slika 5-A).

Na histoloSkim preparatima implanata sa kos-
tnom srZi preostali delovi implanata su jako porozni,
Sto ukazuje na prethodnu intenzivnu resorpciju mate-
rijala. Prisutne su ¢elije fagocitnog fenotipa, ali u ma-
njem broju nego u kontrolnim implantima. U nekim
delovima implanta primecuju se Celije koje su oko
neresorbovanog materijala rasporedene u jednom
sloju §to li¢i na raspored osteoblasta. Na mnogo mes-
ta vide se Celije koje su usadene u materijal (slika 3—
B, C). Detektovan je veliki broj krvnih sudova (slika
4-B). Kolagen je u vezivnoj kapsuli i u manjoj meri
prozima implante (slika 5-B).

DISKUSIJA

Vezivna kapsula je prisutna oko oba tipa impla-
nata i nakon osam dana i nakon osam nedelja. Ovo se
moZe smatrati normalnom reakcijom organizma, jer
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Slika 5. Implanti nakon osam nedelja: (A) kontrolni implant,
(B) implant sa kostnom sr4i. Strelice (1) ukazuju na kolagen;
MTH, 20x

Figure 5. Implants after eight weeks: (A) control implant, (B)
implant with bone marrow cells. Arrows (1) point to collagen;
MTH, 20x

je u njega uneto strano telo. I sama priprema subku-
tanog dZepa za implantaciju je invazivna metoda ko-
jom se oSteCuje meko tkivo, §to je stimulus za
razlicite ¢elije da migriraju ka mestu povrede [12,13].

Nakon osam dana slaba fagocitozna aktivnost
ucljiva je samo u implantima sa kostnom sr7i, a nakon
osam nedelja ona je jasno uocljiva u implantima oba
tipa. Fagocitnih Celija je viSe u kontrolnim implanti-
ma od osam nedelja, ali je resorpcija visSe odmakla u
implatima sa Celijama kostne srZi. Imajuéi u vidu da
su fagocitne Celije nadene ve¢ nakon osam dana u im-
plantima sa kostnom srZi, verovatno je ta rana fagoci-
tna aktivnost rezultovala intenzivnijom fagocitozom i
resorpcijom materijala u ranijem periodu, Sto je bilo
pradeno smirivanjem procesa, vidljivog na osmone-
deljnim implantima. Ranija fagocitna aktivnost i re-
sorpcija meterijala u odnosu na kontrolne implante je
verovatno rezultat veceg broja fagocitnih elija u star-
tu, medu kojima su: makrofagi kostne srZi, monociti
iz krvi koji se transformisu u fagocitne Celije, progeni-
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torne Celije kostne srZi koje su se pod uticajem citoki-
na iz krvi diferencirale u fagocitne Celije, fagocitne
Celije vezivne strome i fagocitne Celije krvi. U kon-
trolnim implantima tipovi fagocitnih ¢elija su mogli
biti samo monociti krvi, fagocitne éelije vezivne kap-
sule i fagocitne Celije krvi.

Angiogeneza i vaskulogeneza su kljuéni procesi
u mehanizmima tkivne regenerecije i reparacije, kao i
osteogeneze. Putem krvi dospevaju joni kalcijuma i
fosfora, hranljive supstance i kiseonik, kao i razli¢iti
tipovi Celija. Zato se osteogeneza odvija u blizini
krvnih sudova. Izrazite razlike u vaskularizaciji izme-
du dva tipa implanata, koje su narocito uocljive na-
kon osam nedelja, ukazuju da su verovatno neke
elijske ili proteinske komponente kostne srZi stimu-
liSu angiogenezu. Stimulatorni efekat bi mogao poti-
cati od stromalnih celije kostne srzi za koje je
pokazano da indukuju neovaskularizaciju i oslobada-
ju angiogene faktore [14,15].

Na histoloskim preparatima kontrolnih impla-
nata od osam dana, kolagen se uo¢ava samo u veziv-
noj kapsuli, a u implantima sa kostnom srZi bojenje
na kolagen pokazalo je da on postoji u vezivnoj kap-
suli, ali i u samim implantima. Kolagen u implantima
sa kostnom srZi verovatno je produkt fibroblasta koji
vode poreklo iz strome kostne sr7Zi. Nakon osam ne-
delja kolagen je detektovan kako u vezivnoj kapsuli,
tako i u implantima. Medutim, kolagen u implantima
sa kostnom sr7i je vrlo malo prisutan, Sto pokazuje da
je uporedo sa resorpcijom materijala mogla da se vrSi
i razgradnja kolagena fagocitnim ¢elijama i fibroblas-
tima, za koje je to karakteristi¢no [16-18].

Celularnost implanata oba tipa je znatno sma-
njena nakon osam nedelja, §to je najverovatnije po-
sledica  njihove izolovanosti od  organizma
formiranom vezivnom kapsulom.

Raspored i oblik ¢elija na fragmentima impla-
nata je karakteristika osteoblastnog Celijskog fenoti-
pa. Prisustvo osteoblastnog fenotipa, naden kolagen
u implantima, uz videnu angiogenu aktivnost i vasku-
larizaciju, ukazuju na to da N-CP/DLGLP sa biolo-
skim aditivima kao S$to su razblazena krv i Kostna srz,
pokazuje osteogenu aktivnost. Ovakva aktivnost je
ranije izradena sa dodatkom kostne srZi i krvi zaje-
dno, nego samo uz dodatak krvi. Nasi eksperimenti
su pokazali da N-CP/DLGLP moZe biti koris¢en kao
tkivna matrica i pogodna mikrosredina za Celije kos-
tne srZi, Sto je uporedivo sa fizioloskom ulogom kosti.
Dobijeni rezultati upucuju da N-CP/DLGLP u kom-
binaciji sa krvi i kostnom srZi moZe biti dobar kandi-
dat za primenu u tkivhom inZenjerstvu i
regenerativnoj medicini za potrebe osteoreparacije i
osteoregeneracije.

ZAKLJUCAK

N-CP/DLGLP pokazuje svojstva tkivne matrice
i dobre mikrosredine za Celije kostne srzi. Time §to
omogucuje odrzavanje Celija kostne srZi i produkciju

kolagenih vlakana, ukazuje na njegovu biofunkci-
onalnost zamenika kosti. Ovaj rezultat predstavlja
dobar put za dalja ispitivanja N-CP/DLPLG kao po-
tencijalne tkivne matrice u osteoreparaciji.
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SUMMARY

NANOMATERIAL NP-CP/DLPLG AS POTENTIONAL TISSUE GRAFT IN OSTEOREPARATION IN
COMBINATION WITH BONE MARROW CELLS ON SUBCUTANEOUS IMPLANTATION MODEL

(Scientific paper)
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The need for bone graft materials in osteoreparation is tremendous.
Many researches have shown that calcium—phosphate bioceramics have
good biocompatibility and osteoconductivity. We used nanocomposite bi-
omaterial calcium phosphate coated with poly (dl-lactide—co—glycolide)
or N-CP/DLPLG. The goal of this investigation was to examine weather
N-CP/DLPLG has ability to sustain growth of bone marrow cells after
subcutaneous implantation in Balb/c mice. For that purpose N-CP/-
DLPLG implants with and without bone marrow cells (control) were ma-
de. Implants were extracted after eight days and eight weeks. In implants
loaded with bone marrow cells after eight days and eight weeks we obser-
ved fields rich in cells, angiogenesis and collagenogenesis. These results
showed that N-CP/DLPLG has property of tissue scaffold which sustain
bone marrow cells growth and collagen production. This represents a go-
od way for further examination of N-CP/DLPLG as potentional tissue
scaffold in osteoreparation.

Key words: Subcutaneous im-
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