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UTICAJ STRUKTURE I VELICINE GRANULA RAZLICITIH KOSTANIH
ZAMENIKA NA NEOANGIOGENEZU PRI REGENERACIJI KOSTI

Angiogeneza je proces koji prostorno i vremenski prethodi osteogenezi i neophodna je za
odvijanje kako intramembranozne tako i enhondralne osifikacije. Shodno tome, regeneracija
kosti ne moze biti postignuta bez adekvatne revaskularizacije. Pored morfologije i strukture
kostanog defekta, zarastanje kosti i revaskularizacija koStanog defekta zavise i od izbora
koStanog zamenika.Za uspeSno zarastanje i integraciju grafta neophodno je ispuniti dva
preduslova: prorastanje krvnih sudova iz zidova koStanog defekta, i blizak kontakt izmedu
povrsine koStanog zamenika i vaskularizovanog tkiva.

Cilj doktorske disertacije bio je ispitati da li razli¢ita veliina i struktura granula koStanih
zamenika ima uticaj na neoangiogenezu a samim tim i na stvaranje nove kosti.

Kontrolisano eksperimentalno istrazivanje sprovedeno je na animalnom modelu kunica.
Istrazivanje je obuhvatilo deset novozelandskih belih kuni¢a. S obe strane svoda lobanje
formirana su po dva defekta kriticne veli¢ine promera 8mm koji su bili ispunjeni granulama
koStanog zamenika. Ispitivani materijali su komercijalno dostupni u dve veli¢ine i obuhvatali su
slede¢e: deproteinizovani govedi mineral u formi sitnih granula (Bio-Oss 250-1000pm,
Geistlich AG,Switzerland), deproteinizovani govedi mineral u formi krupnih granula (Bio-Oss
1000-2000pum, Geistlich AG,Switzerland), deantigenizovanu kost konjskog porekla u formi
sitnih granula (Osteoxenon 500-1000pum, Bioteck, Italy) i deantigenizovanu kost konjskog
porekla u formi krupnih granula (Osteoxenon 2000-3000um, Bioteck, Italy). Zivotinje su bile
zrtvovane nakon 4 i nakon 8 nedelja, a uzorci tkiva su obradeni za patohistoloSku analizu.
Karakteristike = neoangiogeneze  analizirane  su  histoloskim,  histohemijskim i
imunohistohemijskim metodama. Pored toga, mikroCT analiza koriS¢ena je za procenu
morfoloskih karakteristika i razlika izmedu ispitivanih ko$tanih zamenika.

Rezultati istrazivanja pokazali su morfolosku osnovu intenzivnije neoangiogeneze u slucaju
primene krupnih granula, bez obzira na poreklo ispitivanog ksenografta. Kada su u pitanju
krupne granule, gustina vaskularne mreze nakon 8 nedelja zarastanja bila je veca u defektima
ispunjenim Osteoxenonom u odnosu na Bio-Oss. Medutim, kada je re¢ o sitnim granulama,
nakon 8 nedelja zarastanja gustina vaskularne mreze bila je veéa u defektima ispunjenim
partikulama Bio-Ossa u odnosu na defekte ispunjene Osteoxenonom. Vecu gustinu vaskularne
mreze pratila je intenzivnija produkcija koStanog tkiva. Pored toga, rezultati istrazivanja
pokazuju da i Bio-Oss i Osteoxenon imaju sposobnost da indukuju stvaranje dzinovskih ¢elija
tipa oko stranog tela, bez obzira na veli¢inu granula. Najve¢i broj dzinovskih ¢elija tipa oko
stranog tela zabeleZen je u defektima ispunjenim sitnim granulama Osteoxenona. Postojala je
tendencija smanjenja broja ovih ¢elija izmedu 4. i 8. nedelje zarastanja.

Istrazivanje je pokazalo da krupne granule obezbeduju vise prostora za prorastanje novih krvnih
sudova a samim tim i za fomiranje nove kosti. Tendencija smanjenja broja dzinovskih ¢elija tipa
oko stranog tela ili njihovo sporadi¢no prisustvo mogu ukazivati na postignut ,,imunoloski
ekvilibrijum” i uspeSnu integraciju oba ispitivana biomaterijala. U skladu sa dobijenim
rezultatima, Cini se da kolagen unutar mineralne strukture Osteoxenona ne utice na angiogenezu
1 osteogenezu.
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EFFECT OF STRUCTURE AND SIZE OF DIFFERENT BONE SUBSTITUTE
PARTICLES ON NEOANGIOGENESIS DURING BONE REGENERATION

Angiogenesis spatially and temporally precedes osteogenesis and it is required for both
ossification processes, intramembranous and enchondral. Consequently, bone regeneration
could not be achieved without adequate bone defect revascularisation. In addition to
morphology and bone defect structure, bone healing and revascularisation are also influenced by
choice of bone substitute. It is necessery to complete two preconditions for successful graft
healing and integration and they are: blood vessels ingrowth from surrounding bone walls into
defect and close contact between bone substitute surface and vascularized tissue.

The main objective of the doctoral dissertation was to evaluate whether size and structure of the
bone substitute particles have an effect on neoangiogenesis and therefore on a new bone
formation.

The control experimental study was carried out on rabbit animal model. The study included ten
New Zealand rabbits. On both sides of cranial vault two 8mm-diameter defects were formed and
filled with bone substitute particles. The tested materials are commercially available in two
dimensions and contained the following deproteinized bovine bone minerals in the form of
small particles (Bio-Oss 250-1000um, Geistlich AG,Switzerland), deproteinized bovine bone
minerals in the form of large particles (Bio-Oss 1000-2000pum, Geistlich AG,Switzerland),
deantigenated equine-derived bone in the form of small particles (Osteoxenon 500-1000um,
Bioteck, Italy) and deantigenated equine-derived bone in the form of large particles
(Osteoxenon 2000-3000pm, Bioteck, Italy). After 4 and 8 weeks the animals were sacrifised
and tissue samples were prepared for pathohistological analysis. The neoangiogenesis
characteristics were analized using histological, histochemical and immunochistochemical
methods. Besides, microCT analise was used to reckon morphological features as well as
differences among all examined bone substitutes.

The research results showed morphological basis for more intense neoangiogenesis in case of
large particles used, regardless the type of xenograft origin. When the word is about large
particles, the value of microvessel density after 8 weeks of healing was higher in defects filled
with Osteoxenon particles than Bio-Oss ones. Regarding to small particles the opposite results
were found. After 8§ weeks of healing more intense neoagiogenesis was found in defect filled
with Bio-Oss small particles. The rate of defect revascularisation was followed by appropriate
new bone formation. Furthermore, results indicated that Bio-Oss and Osteoxenon have potential
to induce foreign body giant cells formation regardless the particles’ size. The greatest number
of foreign body giant cells was found in defect filled with Osteoxenon small particles. There
was decreasing tendency in number of foreign body giant cells of between 4 and 8 weeks.

The research has shown that large particles provide more space for vascular ingrowth and
therefore more new bone formation. Decreasing tendency of foreign body giant cells number or
their scattered presence could point to achieve immunological equilibrium and successful
osseointegration in both examined biomaterials. In accordance with our results it does not seem
that collagen inside the mineral structure of Osteoxenon particles have an effect on angiogenesis
and osteogenesis as well.
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1. UVOD

Terapija koStanih defekata maksilofacijalne regije predstavlja izazov savremene
regenerativne hirurgije ne samo u funkcionalnom ve¢ i u estetskom smislu. Iako su
autologni koStani graftovi ,,zlatni standard” u koS$tanoj hirurgiji, njihovu primenu prati
Citav niz nedostataka. Sa idejom da se prevazidu nedostaci koje za sobom nosi primena
autologne kosti, na trziStu se pojavljuju razliciti kostani zamenici. Medutim, primena
kostanog zamenika ne znaci i bezuslovno uspesnu koStanu regeneraciju. Zarastanje i
integracija koStanog grafta prvenstveno je determinisana stepenom njegove
revaskularizacije. Shodno tome, struktura i1 morfoloSke karakteristike koStanog
zamenika trebale bi da budu Sto sli¢nije humanoj kosti kako bi omogudéile optimalnu

revaskularizaciju i regeneraciju koStanog defekta.

Predmet ovog istrazivanja bio je ispitivanje stepena neoangiogeneze kod komercijalno
dostupnih kosStanih zamenika ksenogenog porekla. Poznato je da fizicke i hemijske
karakteristike definiSu ponaSanje biomaterijala u in vivo uslovima. Poroznost grafta je
jedna od kljuénih karakteristika koja uti¢e na prorastanje krvnih sudova i na integraciju
kostanog zamenika. Pored toga, aktiviranje imunog odgovora i pojava dzinovskih ¢elija

tipa oko stranog tela takode mogu imati uticaj na in vivo ponasanje biomaterijala.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. KOSTANO ZARASTANJE

Zarastanje koStanog tkiva tj. premoS¢avanje oStecenog dela kostanog tkiva do potpunog
uspostavljanja anatomskog i funkcionalnog integriteta kosti odvija se na tri nacina (1) i
to kao:

1. primarno koStano zarastanje

2. sekundarno koS$tano zarastanje

3. zarastanje koStanih defekata (”gap osseous healing”)

Primarno kostano zarastanje, odnosno zarastanje bez sledstvenog formiranja kalusa,
odvija se jako retko i u posebnim uslovima tj. uz pomo¢ kompresivne osteosinteze, cime
je omogucen apsolutni kontakt izmedu koStanih fragmenata koji su u stanju potpunog
mirovanja (2). Kod ovog vida koStanog zarastanja osteoklasti resorbuju kost obostrano u
regiji kompresije, Sire¢i frakturnu liniju 50-80um dnevno. Kada pukotina dostigne
Sirinu od oko 200um formiran je prostor za urastanje krvnih sudova, proliferaciju

osteoblasta i formiranje nove kosti (3).

Sekundarno kosStano zarastanje karakteriSe zarastanje bez primene kompresivne
osteosinteze 1 najces¢i je vid zarastanja u klinickoj praksi. U toku sekundarnog
zarastanja koStano tkivo prolazi put ponovljene, fizioloSke fetalne osteogeneze,
ukljucujuéi intramembranoznu i enhondralnu osifikaciju (4). U toku nastanka koStanog
preloma, kao i tokom pomeranja prelomljenih fragmenata, dolazi do povrede krvnih
sudova 1 mekih tkiva u i oko kosti (periost, endost, miSi¢i...) Sto za rezultat ima
krvarenje 1 formiranje hematoma u predelu frakturne pukotine, subperiostalno i u
neposrednoj okolini preloma. Posto krvni ugrusak deluje kao hemostatski ¢ep, dolazi do
zatvaranja oSteCenih krvnih sudova i prestanka krvarenja. U toku prvih 24-48h po
prestanku krvarenja nastaje asepti¢no zapaljenje koje dovodi do hiperemije okolnog
tkiva, izlaska tecnosti 1 Celijske migracije (neutrofili i makrofagi). Takode, dolazi do
deponovanja fibrina na periferiji hematoma ali 1 izmedu krajeva kosti §to predstavlja
osnovu za proliferaciju granulacionog tkiva. Hipoksi¢no oste¢eno tkivo, kao i reaktivna

acidoza, predstavljaju stimulus za polimorfonuklearne leukocite i makrofage (5).



Aktivirani makrofagi odstranjuju nekroti¢ni detritus a aktivirani osteoklasti uklanjaju
frakturne nekroticne ivice §to dovodi do proSirenja frakturne pukotine. Dalje u toku
zarastanja dolazi do proliferacije krvnih sudova i migracije fibroblasta u hematom i
regiju frakturne pukotine. Istovremeno migriraju i nediferentovane mezenhimalne ¢elije
poreklom iz kostne srzi i kambijalnog sloja periosta koje proliferiSu i diferentuju se u
aktivne hondroblaste i osteoblaste (6). Oni sada taloze ekstracelularni matriks
formiraju¢i na taj nain kalus (”bridging callus”) ¢iji centralni deo c¢ine zone
hrskavicavog tkiva dok osteoblasti stvaraju zone kostanog tkiva u vidu mostova izmedu
kostanih fragmenata. Stvoreni hondrociti hipertrofiSu i podlezu c¢elijskoj apoptozi
ostavljajué¢i prazne lakune u kalcifikovanom matriksu. Ovi prazni prostori (lakune)
omogucavaju vaskularno prorastanje koje dovodi do povecanja parcijalnog pritiska
kiseonika i normalizacije pH Sto stvara uslove za diferencijaciju osteoprogenitornih
¢elija u osteoblaste. Osteoklasti uklanjaju hrskavi¢avo tkivo dok osteoblasti taloze
nezrelu kost koja kasnije biva zamenjena zrelom, lamelarnom kosti. Za oko 30 dana od
nastanka frakture i korteks i medula su obnovljeni, iako se remodelovanje zavrSava u

periodu od Cetiri meseca do jedne godine.

Zarastanje koStanih defekata — kosStani defekti u regiji gornje i donje vilice mogu
nastati kao posledica parodontitisa, kongenitalnog nedostatka zuba, resorptivnih
promena nakon gubitka zuba, hirurSkog uklanjanja tumora i cista ili kao posledica
traume. Za razliku od fraktura, koStani defekti su manje podlozni kako mehani¢kom
opterecenju tako i uslovima otezanog vaskularnog snabdevanja. U pogledu morfoloskih
karakteristika razlikujemo defekte sa pet, Cetiri, tri, dva 1 jednim koStanim zidom.
Formiranje nove kosti uglavnom zavisi od povrSine eksponiranog koStanog tkiva i
kostno-srznih prostora koji predstavljaju izvor angiogenih 1 osteogenih celija
odgovornih za formiranje kosti u regiji defekta (7). Shodno tome, $to je veéi broj
kostanih zidova koji u€estvuju u izgradnji koStanog defekta to je potencijal zarastanja
bolji. Na potencijal zarastanja defekta uti¢e i struktura kosti. Ako su zidovi defekta
sacinjeni prevashodno od kortikalne kosti preporucuje se formiranje manjih perforacija
¢ime se otvaraju kostno-srzni prostori i stimuliSe krvarenje u regiju defekta Sto
doprinosi poboljSanju potencijala zarastanja (8, 9). Pored morfologije i1 strukture, na

zarastanje defekta utice 1 izbor koStanog zamenika kojim defekt biva popunjen. Kostani



zamenici su prvobitno koriS¢eni da sprece kolaps barijerne membrane u regiju defekta
(10, 11). Medutim, ustanovljeno je da razli¢itim karakteristikama oni mogu uticati na
stvaranje nove kosti u okviru defekta (12).

Zarastanje koStanog defekta uz primenu koStanih zamenika praceno je sledec¢im
mehanizmima:

1. Osteogeneza — u osnovi zahteva prisustvo osteogenih ¢elija koje su odgovorne za
formiranje nove kosti. Kada je re¢ o graftu sa osteogenim potencijalom, on u sebi ima
inkorporirane osteoprogenitorne c¢elije koje su sposobne da prezive proceduru
implantacije/transplantacije, mogu da migriraju 1 da se diferenciraju u pravcu
osteoblasta (13). Ovakvi graftovi ne zahtevaju prisustvo osteogenog okruzenja da bi
formirali koStano tkivo.

2. Osteoindukcija — zapravo jeste stimulisana osteogeneza i podrazumeva formiranje
nove kosti od strane osteoprogenitornih ¢elija nastalih diferencijacijom nediferentovanih
mezenhimalnih ¢elija pod uticajem osteoinduktivnih faktora koji su inkorporirani u
kostanom matriksu (14, 15). Kada se osteoinduktivni materijal postavi subkutano ili
intramuskularno u potpunom odsustvu kosti indukuje stvaranje ektopi¢nog kosStanog
tkiva (16, 17).

3. Osteokondukcija — odlikuje se stvaranjem nove kosti na povrsini ili kroz sam graft
urastanjem kapilara i osteoprogenitornih ¢elija iz primajuéeg leziSta. Stoga graft sluzi
kao potka, skelet (”skafold”) za formiranje nove kosti (18). Za razliku od osteoindukcije
ovaj proces se odvija iskljuc¢ivo u osteogenom okruzenju.

Osteogeneza, osteoindukcija i osteokondukcija su tri mehanizma koji za rezultat imaju
oseointegraciju materijala tj. formiranje direktne funkcionalne i strukturne veze izmedu
organizovane, zive kosti 1 povrSine implantiranog materijala bez formiranja sloja

fibroznog tkiva (19).

2.2. KOSTANI ZAMENICI

Kostani zamenici bi trebali da ispune nekoliko uloga u procesu koStane regeneracije
(20):

— da pruzaju potporu barijernoj membrani i sprece njen kolaps

— da imaju ulogu potke kroz koju prorasta novoformirana kost



— da stimuliSu prorastanje kosti iz primajuce regije
— da mehanicki spre€e prekomeran pritisak koji okolno meko tkivo vrSi na
augmentacionu regiju

— da zastite volumen grafta od resorpcije

Kostani zamenici se prema poreklu dele na:
1. autologne: dobijaju se od iste bioloSke vrste iste genetske konstitucije
2. alogene: dobijaju se od iste bioloske vrste ali razli¢ite genetske konstitucije
3. ksenogene: dobijaju se od druge bioloske vrste

4. aloplasti¢ne materijale: materijali sintetskog porekla

2.2.1. Autologni kostani zamenici

Predstavljaju jedine koStane zamenike koji poseduju osteogene, osteoinduktivne i
osteokonduktivne karakteristike (21). Hidroksiapatit i kolagen imaju ulogu
osteokonduktivne matrice, stromalne Ccelije koje okruzuju mikroprostore poseduju
osteogeni potencijal, a faktori rasta unutar kostanog matriksa indukuju produkciju nove
kosti. Upravo ove karakteristike ¢ine da se autologni koStani transplantat smatra zlatnim
standardom u koS$tanoj hirurgiji naro€ito kod rekonstrukcije velikih koStanih defekata.
Uz to,njihovom primenom eliminisana je svaka moguc¢nost imunoloske reakcije.
Generalno, razlikuju se dve forme slobodnih ko$tanih autotransplantata: kortikalni i
spongiozni. Burhart (Buchardt) navodi tri klju¢ne razlike izmedu ova dva tipa
transplantata. Za razliku od kortikalnih, spongiozni graftovi se revaskularizuju mnogo
brze i u potpunosti. Puzajuca supstitucija (creeping supstitution) kod spongioznog grafta
pocinje apozicijom nove kosti koju prati resorpcija dok je kod kortikalnih transplantata
taj proces obrnut. Poret toga, spongiozni graftovi teze u potpunosti da se remodeluju
dok kortikalni predstavljaju kombinaciju nekroti¢ne i vitalne kosti (18). Uzimajuéi sve
navedeno u obzir moze se zakljuciti da se suStinska razlika izmedu ove dve vrste
autotransplantata ogleda u procesu revaskularizacije. Prekursori osteoblasta su
poreklom iz krvi pa neoangiogeneza odreduje i pocetak inkorporiranja grafta u okolnu
kost. Krvni sudovi urastaju u spongiozni transplantat ve¢ nakon dva dana od
transplantacije Sto za posledicu ima minimalnu nekrozu transplantirane kosti i

ubrzavanje procesa supstitucije grafta novim koStanim tkivom (22, 23). U slucaju



kompaktne kosti revaskularizacija zapo€inje oko Sest dana nakon transplantacije (24) i
pra¢ena je ekstenzivnijom resorpcijom unutar Haverzovih i Volkmanovih kanala.
Kortikospongiozni graftovi ¢ine spoj pozitivnih karakteristika oba tipa grafta istiCuci s
jedne strane dobru mehani¢ku stabilnost kortikalne kosti a s druge strane brzu
revaskularizaciju spongiozne kosti.

Granulirana forma autologne kosti u odnosu na blok graft pokazuje veci osteoinduktivni
1 osteokonduktivni potencijal zbog mnogo vece povrsine grafta odakle se oslobadaju
faktori rasta (25). Iako broj osteogenih Ccelija drasticno opada mehanickom
manipulacijom graftom, granulirani autologni graftovi imaju daleko bolji osteogeni
potencijal u odnosu na blok graftove. Takode, eksperimentalna istrazivanja ukazuju da
granulirani autograft ima znacajno ve¢i osteogeni potencijal u odnosu na bilo koji
komercijalno dostupan kostani zamenik (12, 26).

Pored prednosti, autologni koStani graftovi imaju i nedostatke kao Sto su postojanje
sekundarnog hirurskog polja, opasnost od povrede neurovaskularnih elemenata i
poremecaja zarastanja sekundarnog polja, nepredvidiva stopa resorpcije, ogranicena
koli¢ina dostupnog grafta i1 produzeno trajanje hirurSke intervencije. U cilju
prevazilazenja ovih nedostataka koriste se drugi koStani zamenici kao i njihova

kombinacija s autolognom kosti ¢ime se smanjuje potrebna koli¢ina autolognog grafta.

2.2.2. Alogeni koStani zamenici

Kada su u pitanju humani alograftovi, oni se naj¢es¢e dobijaju od kadavera i tada su
dostupni preko banaka tkiva. U koStanoj regeneraciji se uglavnom koriste dve forme:

— zamrznuti suSeni kostani alotransplantat (freeze-dried bone — FDB) i

— demineralizovani zamrznuti suSeni koStani alotransplantat (demineralized freeze dried
bone — DFDB).

Dostupni su u formi bloka ili granula koje mogu poticati od spongiozne ili od kortikalne
kosti. Proces dobijanja FDB podrazumeva ocuvanje 1 neorganske 1 organske
komponente koStanog matriksa. Organska komponenta u ¢iji sastav ulazi 1 koStani
morfogenetski protein (BMP) se nalazi u hidroksiapatitnoj strukturi $to iziskuje
aktivnost osteoklasta kako bi doslo do oslobadanja faktora rasta. Ako se uz ovo uzme u
obzir i prisustvo jako male koli¢ine faktora rasta u graftu moze se zakljuciti da FDB ima

prevashodno osteokonduktivna svojstva dok su osteoiduktivna neznatna (27).



Demineralizacijom FDB dobija se DFDB. Na ovaj nacin, uklanjanjem mineralne
komponente BMP biva brze eksponiran 1 dostupan ispoljavaju¢i trenutan
osteoinduktivni potencijal (28, 29). Medutim, procesom demineralizacije DFDB gubi na
mehanickim karakteristikama i na osteokonduktivnosti. Pokazano je da razlicite serije
DFDB sadrze koncentraciju BMP koja moze znacajno varirati pa se moze oc¢ekivati da
je 1 osteoinduktivni potencijal ovog alografta varijabilan(30). Buser i sar. (12) su u
eksperimentalnoj studiji pokazali da alograft usporava stvaranje nove kosti u poredenju
s autolognim graftom. ZabeleZene su osteokonduktivne karakteristike DFDB, dok se
efekat mogucéeg osteoinduktivnog potencijala nije mogao dokazati. Stoga, iako FDB i
DFDB nesumnjivo sadrze osteoinduktivne molekule (31) joS uvek je pitanje da li su te

koncentracije dovoljne da ispolje klini¢ki znac¢ajan osteoinduktivni potencijal.

2.2.3. Ksenogeni koStani zamenici

Ksenogeni koStani zamenici sa€injeni su od koStanih minerala zivotinjskog porekla ili
od minerala koji vode poreklo od kalcifikovanih korala ili algi kod kojih je organska
komponenta uklonjena kako bi se eliminisao rizik od imunoloske reakcije i od
transmisije raznih oboljenja.

2.2.3.1. Ksenogeni koStani zamenici zivotinjskog porekla

Ovi koStani zamenici mogu biti porekla razli¢itih Zivotinjskih vrsta kao S$to su
goveda,svinje,konji,rakovi. Medutim,materijal koji se komercijalno najceSce koristi i
koji iza sebe ima preko 700 publikacija jeste neorganska kost govedeg porekla pod
nazivom Bio-Oss (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland). Kako se
deorganifikacija materijala postize izlaganjem niskim temperaturama (oko 300°C) i
jakim bazama, mineralna komponenta u vidu poroznog hidroksiapatita ostaje
nepromenjena. S obzirom na to da je re¢ o prirodnom materijalu, mineralna komponenta
se formira na prethodno nastaloj kolageno-organskoj osnovi (32). Hemijski sastav Bio-
Ossa je skoro identican sastavu humanog koStanog minerala s ukupnom porozno$éu od
oko 75% koju ¢ini bimodalna distribucija pora (33). Sistem medusobno povezanih
makropora koje sluze kao potka za osteogene celije unapreduje tako migraciju i
fiksiranje ovih celija za povrSinu biomaterijala (34). Takode, sistem makropora
omogucava infiltraciju fibrovaskularnog tkiva i revaskularizaciju kroz implantacioni

materijal (35). S druge strane, mikropore omogucavaju kapilarno dejstvo ovog



materijala. Na taj nacin, fluidi potpuno ispunjavaju biomaterijal za nekoliko sekundi.
Zahvaljuju¢i ovome Bio-Oss biva ispunjen krvlju pre nego Sto otpocne proces
koagulacije. Krv se koaguliSe unutar i oko biomaterijala Sto omogucava integraciju
granule s granulacionim tkivom i sledstvenu oseointegraciju. Na taj nacin doprinosi se i
boljoj osteokonduktivnosti materijala (36). Brzina ulaska fluida je pet puta veca u
odnosu na sintetske materijale dok je koli¢ina usisane tecnosti i do tri puta veca (33).
Povecanjem temperature na kojoj se obraduje goveda kost (oko 1000°C), §to je slucaj
sa drugim proizvodafima na trziStu, znacajno se smanjuje kako poroznost tako i
osteokonduktivnost materijala (37). Na temperaturama preko 1000°C dolazi do
sinterovanja prirodnog hidroksiapatita, kada kristali apatita rastu a interkristalni prostori
nestaju (38). Na taj nacin se smanjuju mikrohrapavost i poroznost materijala a raste
kristalizacija.

Od velikog klinickog znacaja je i dugoro¢na stabilnost ovih materijala unutar humanog
tkiva. U literaturi postoje kontroverze kada je u pitanju bioresorptivnost Bio-Ossa. Dok
su jedni uocili znake resorpcije tj. prisustvo osteoklasta na povrsini granula, resorptivne
lakune ili smanjenje ukupne frakcije govedeg granulata unutar tkiva (39-41), drugi tvrde
da je u pitanju najverovatnije neresorptivni materijal (42-44). Mordenfeld i sar. (45) su
ukazali da se u uzorku nakon 11 godina na povrSini granula nalaze dzinovske ¢elije tipa
stranog tela, pri ¢emu postoji potpuno odsustvo resorptivnih lakuna a frakcija govede
kosti ostala nepromenjena. Zakljucili su da ukoliko resorpcije i ima ona je neznatna.
Resorpcija augmentacionog materijala nije neophodna da bi doSlo do formiranja nove
kosti (46). Orsini 1 sar. (47) su na transmisionoj elektronskoj mikroskopiji pokazali da i
posle sedam godina dolazi do formiranja nove kosti u prisustvu Bio-Ossa.

Pored govedeg, ksenogeni koStani transplantati mogu biti i konjskog porekla. Oni se
izlazu enzimskom delovanju na niskoj temperaturi (oko 37°C) ¢ime se vrsi uklanjanje
antigena dok kolagen tip I ostaje o¢uvan. Kako kolagen tip I aktivira atheziju i
diferencijaciju osteoblasta 1 osteoklasta kao i oslobadanje faktora rasta (48), ovakav
nacin obrade ima za cilj poboljSanje koStane regeneracije. Uz to, kolagen daje materijalu
elasticnost ¢ine¢i ga lakim za oblikovanje i prilagodavanje morfologiji defekta. U
literaturi nema puno podataka o ponaSanju ovog materijala kako u in vitro tako i u
invivo uslovima. Di Stefano i sar. (49) su medu prvima objavili klinicku studiju

ispituju¢i  potencijal ksenogenog spongioznog kosStanog blokapri augmentaciji



rezidualnog alveolarnog grebena. Pored biokompatibilnosti ovog materijala ustanovljen
je prorastanje novoformiranih krvnih sudova kroz kostani blok kao i blizak kontakt
povrsine koStanog zamenika i novoformirane kosti bez medusloja fibroznog tkiva. Ista
grupa autora pokazala je da humani osteoklasti u€estvuju u resorpciji ovog materijala
Sto ukazuje na njegovo moguce ukljucivanje u proces remodelovanja nativne kosti (50).
Naglasena bioresorptivnost spongioznog kostanog bloka konjskog porekla ustanovljena
je 1 u eksperimentalnoj studiji na animalnom modelu psa (51). Reakcija koStanog tkiva
na granuliranu formu konjske kosti ostaje predmet budu¢ih istrazivanja.

2.2.3.2. Ksenogeni koStani zamenici koralnog porekla

Razli¢ite vrste korala imaju kalcijum karbonatni skelet ¢ija geometrija podseca na
strukturu humane spongiozne kosti sa medusobno povezanim makroporama veli¢ine od
200-600um. U procesu obrade kalcijum karbonat se transformiSe u hidroksiapatit,
medutim iako je skoro identiCan mineralnoj komponenti humane kosti
osteokonduktivnost mu je znacajno slabija u odnosu na druge kosStane zamenike (12,
37). Danas se sve rede koristi zbog ucestalih kasnih komplikacija koje prate primenu

ovih materijala.

2.2.4. Aloplasti¢ni materijali

Kostani zamenici dobijeni sintetskim putem poseduju samo dve od Cetiri karakteristike
idealnog koStanog transplantata: oseointegrativnost i osteokonduktivnost. Idealni
aloplasticni materijal trebalo bi da bude biokompatibilan, da pokazuje minimalnu
fibroznu reakciju, da podleze procesu remodelovanja i da podrzava stvaranje nove kosti.
Sa mehanickog aspekta ovi materijali bi trebalo da poseduju slicnu ¢vrsto¢u kao i
kompaktna/spongiozna kost koju zamenjuju (52). U odnosu na hemijski sastav
kategorisani su u tri grupe: kalcijum-fosfate, bioaktivno staklo i polimere (20). Pored
hemijskog sastava na in vivo karakteristike ovih materijala uticu 1 veli¢ina i oblik
granula, veli¢ina pora, medusobna povezanost pora, hrapavost povrsine $to sve zajedno
determiniSe klinicke parametre kao S$to su stepen degradacije grafta, vaskularnu
infiltraciju, atheziju osteokompetentnih ¢elija za povrSinu biomaterijala i formiranje
nove kosti. Iako se mnogo radi na formiranju optimalnog aloplastiénog materijala za

sada joS uvek ne postoji materijal koji bi odgovorio takvim zahtevima.



2.3. ANGIOGENEZA

Sposobnost oste¢enog tkiva da se regeneriSe 1 povrati svoju funkciju zahteva Citav niz
medusobno povezanih celularnih 1 molekularnih procesa. S obzirom da je zarastanje
rane pra¢eno povecanim metaboliCkim potrebama hranljive materije, inflamatorne
¢elije, citokini, hemokini i matriksni molekuli moraju biti brzo i efikasno transportovani
i rasporedeni kroz €itavu ranu. Upravo iz tog razloga angiogeneza predstavlja jedan od

najfundamentalnijih fizioloskih procesa (53, 54).

2.3.1. Pojam i definicija angiogeneze

Angiogeneza je proces koji podrazumeva formiranje novih krvnih sudova — kapilara od
prethodno ve¢ postojecih (55). Hejl (Heil) i sar. (56) su prosirili ovu definiciju i naveli
da se angiogeneza definiSe kao pupljenje novih kapilara pri ¢emu novonastalu kapilarnu
mrezu ¢ine vaskularni prostori safinjeni samo od endotelnih ¢elija. Dalje su pojedini
autori ovoj ’klasi¢noj’ definiciji dodali i regrutovanje pericita koji obezbeduju potporu
novoformiranoj endotelijalnoj mrezi (57). Ove klasi¢ne definicije su,uglavnom
utemeljene na pretklini¢kim istrazivanjima s pocetka dvadesetog veka, sugeriSu¢i da se
prefiks ’angio’ odnosi na kapilare. Prate¢i ovakvu nomenklaturu, formiranje krvnih
sudova veceg promera definisano je razli¢itim pojmovima pa tako pojam arteriogeneze
oznacava formiranje arterija ve¢eg dijametra iz prethodno formiranih kapilara ili arterio-
venskih anastomoza pri ¢emu je ovaj proces iniciran krvnom strujom, silama smicanja,
Sirenjem krvnih sudova i njihovim remodelovanjem (56).

Nasuprot angiogenezi,vaskulogeneza oznacava de novo formiranje endotelnih celija
koje nastaju diferentovanjem iz splanhopleuralnog mezoderma veoma rano tokom
procesa embriogeneze (58-60). Proces vaskulogeneze otpocinje onog momenta kada
embrion dostigne veli¢inu kod koje prosta difuzija viSe ne moze da zadovolji nutritivne
zahteve brzoproliferiSu¢ih Celijskih populacija. U toku tree nedelje razvoja
(gastrulacija), za dva do tri dana, embrion se transformiSe iz avaskularnog organizma u
onaj u kome prakti¢no svako tkivo sadrzi krvne sudove (53).

Termin ,,neovaskularizacija” ili ,,neoangiogeneza” se koristi da ukaze na formiranje
novih krvnih sudova u proliferiSu¢em, povredenom ili ishemi¢nom tkivu kod adultnog
organizma, bez obzira na veli¢inu krvnog suda; prakti¢no, ovaj termin obuhvata sve

procese formiranja novih krvnih sudova — angiogenezu, arteriogenezu i verovatno
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adultnu vaskulogenezu (61). Kovaci¢ i sar. su predlozili uvodenje pojma ,.kapilogeneza”
koji bi oznaCavao univerzalno formiranje kapilara, i tokom razvoja i u adultnom
periodu, bez obzira na mehanizam njihovog formiranja ili na ¢elije koje ucestvuju u
njemu (62). Medutim, kako i sami autori smatraju, pojam ,angiogeneze” je toliko
utemljen u literaturi da bilo koja nova terminologija teSko moze da bude prihvacena a da

pritom ne ukazuje na neki novi mehanizam formiranja krvnih sudova.

2.3.2. Proces formiranja novih kapilara — angiogeneza
Novi kapilari mogu nastati na tri nacina:
1.pupljenjem iz prethodno ve¢ formiranih kapilara
2.formiranjem de novo krvnih sudova inkorporacijom endotelnih prekursorskih
¢elija kojepoticu iz kostne srzi (54, 63, 64)
3.inkorporiranjem cirkuliSu¢ih monocita koji se transdiferentuju u endotelne celije

(65)

2.3.2.1. Pupljenje iz prethodno formiranih kapilara

Kada je unutar tkiva neophodno da dode do formiranja novog krvnog suda, pojacana je
lokalna produkcija angiogenih faktora rasta koji iniciraju aktivnost endotelnih celija
(najcesce postkapilarnih i miSiénih venula) i produkciju matriks metaloproteinaza koje
ucestvuju u razgradnji bazalne membrane i ekstracelularnog matriksa. Privucene
angiogenim signalima, pojedine endotelne ¢elije postaju pokretne pruzajuci filopodije.
Ovako aktivirane endotelne celije podlezu promenama u vidu ekspresije pojedinih
adhezivnih molekula, pokazuju reorganizaciju citoskeletnih elemenata i eksprimiraju
povrSinske Celijske molekule kao Sto su integrini, selektini i komponente
ekstracelularnog matriksa. Ove tzv. ’tip cells’ formiraju vode¢i front za novi krvni sud
koji ¢e se tek formirati, dok se celije koje idu za njima oznacavaju kao ’stalk cells’.
Aktivnost matriks metalproteinaza,dalje, pojacava angiogeni odgovor oslobadajuéi
proangiogene faktore koji su uskladiSteni u samom ekstracelularnom matriksu.
Vaskularni endotelijalni faktor rasta (VEGF) je kljuc¢ni angiogeni faktor koji stimuliSe
formiranje ’tip’ ¢elija i stvaranje filipodija. Filipodije na ’tip’ ¢elijama se usmeravaju ka
regiji sa pojacanom koncentracijom angiogenih faktora, vodec¢i tako pupoljke u stromu

tkiva. Zahvaljuju¢i velikom proliferativnom kapacitetu i sposobnosti da stabilizuju
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novoformirani krvni sud, ’stalk’ ¢elije ucestvuju u formiranju vaskularnih kanala.
Novoformirani krvni sud nastaje spajanjem dve susedne ’tip’ ¢elije. Ovako formirana
veza se u daljem procesu stabilizuje taloZenjem ekstracelularnog matriksa,
regrutovanjem pericita, smanjenjem proliferacije endotelnih celija i formiranjem
meducelijskih spojeva. Pored maturacije endotela dolazi i do remodelovanja kako bi se
postigla rigidnost krvnog suda koja je u skladu sa potrebama tkiva u kojem se krvni sud

nalazi.

2.3.2.2. Formiranje de novo krvnih sudova inkorporacijom endotelnih prekursorskih
¢elija koje poticu iz kostne srzi

Endotelna progenitorna éelija (EPC) je éelija koja je odgovorna iskljuéivo za formiranja
endotelnih ¢elija (54) pa je samim tim ukljuena u proces angiogeneze (tj.
kapilogeneze) kao i u obnavljanje ve¢ postoje¢eg endotela. Ove celije bivaju
regrutovane na mesto aktivne angiogeneze gde se diferentuju u zrele endotelne Celije
(54). Iako se nekada smatralo da se ovakav sled dogadaja odvija samo tokom
embrionalnog razvoja, danas se zna da EPC igraju ulogu i u adultnom angiogenom
odgovoru iako je ,,adultna vaskulogeneza” jos uvek predmet spornih polemika (66).
EPC sekretuju brojne proangiogene medijatore pa stoga mogu igrati kljuénu ulogu u
podsticanju angiogeneze stimuliSu¢i endotelnu proliferaciju i migraciju (67).

Suh i sar. su pokazali da se aplikovanjem EPC u ranu ubrzava zarastanje podsticanjem
priliva makrofaga (68). PovrSinskim aplikovanjem VEGF na ranu kod dijabeti¢nih
miSeva delimi¢no se ubrzava zarastanje mobilisanjem EPCa u predeo rane (69). Do koje
mere u potpunosti EPCe inkorporirane u vaskularnu mrezu doprinose adultnom

neovaskularnom odgovoru ostaje jo$ uvek nedefinisano.

2.3.2.3. Inkorporiranje cirkuliSu¢ih monocita koji se transformiSu u endotelne ¢elije

Urbrih (Urbrich) i sar. (70) i Rehman i sar. (71) su medu prvima koji su ukazali na
zna¢aj monocita/makrofaga kao mogucih endotelijalnih prekursorskih ¢elija. Njihove
tvrdnje su kasnije potvrdili Kim i sar. (65) ukazujuéi da ¢elije koje u€estvuju u izgradnji
novoformiranih krvnih sudova pokazuju ekspresiju F4/80, koji je dobro poznat
makrofagni faktor. Ovim istrazivanjem je pokazano da su glavni ¢elijski tipovi koji

naseljavaju mesto aktivne angiogeneze upravo cirkuliSu¢i monociti.
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Makrofagi uti¢u na angiogenezu na nekoliko nacina. Oni omogucavaju pupljenje
kapilara, regrutovanje EPCa, grananje novih krvnih sudova kao i njihovo remodelovanje
(72). Kako nivo kiseonika u tkivu opada makrofagi luce endotelijalni mitogen i VEGF
kao 1 brojne citokine i hemokine koji direktno stimuliSu proliferaciju endotelnih ¢elija i
njihovu migraciju (72-74). Oni takode produkuju metalmatriksproteinaze koje
omogucavaju prolazak novih krvnih sudova kroz meducelijski matriks. Pored toga,
makrofagi mogu da regrutuju druge celije kao Sto su fibroblasti i1 keratinociti koje
ucestvuju u produkciji medijatora angiogeneze (74).

Suprotno ovome, tokom faze regresije kada nakon regeneracije dolazi do povlacenja
kapilara makrofagi takode igraju znacajnu ulogu. Oni produkuju brojne materije koje
inhibiraju proliferaciju endotelnih ¢éelija (75, 76). Zbog svega navedenog,makrofagi se

smatraju centralnim regulatorima angiogeneze (53).

2.4. UTICAJ ANGIOGENEZE NA OSTEOGENEZU

Angiogeneza je proces koji i prostorno i vremenski prethodi osteogenezi (77). Proces
angiogeneze je neophodan za odvijanje kako intramembranozne tako i enhondralne
osifikacije (78). Kod intramembranoznog formiranja koStanog tkiva, nediferentovane
mezenhimalne ¢elije putem mreze kapilara bivaju transportovane i diferentovane u zrele
osteoblaste koji stvaraju kostani matriks i dovode do stvaranja koStanog tkiva. S druge
strane, tokom enhondralne osifikacije hondrociti sekretuju angiogene faktore rasta
inicirajuci tako prorastanje krvnih sudova koji sa sobom nose veliki broj ¢elija koje
ucestvuju u zameni hrskavi¢avog tkiva kostanim tkivom i kostnom srzi (79). Pored
toga, krvni sudovi odnosno endotelne ¢elije ucestvuju u produkciji faktora rasta koji
kontroliSu odabir, proliferaciju, diferencijaciju i funkciju razli€itih ¢elija medu kojima
su osteoblasti 1 osteoklasti (80). Dakle, formiranje koStanog tkiva je u bliskoj vezi sa
prorastanjem krvnih sudova (81). Vaskularni endotelijalni faktor rasta (VEGF) se
smatra glavnom sponom koja blisko povezuje proces angiogeneze i osteogeneze (77).
Pored toga Sto povecava mikrovaskularnu propustljivost, stimuliSe proliferaciju
endotelnih ¢elija, indukuje ekspresiju proteolitiC¢kih enzima (82) i privlaci endotelne
¢elije (83) on uti¢e direktno i indirektno na osteoprogenitorne celije. Kako VEGF
indukuje stvaranje vaskularne mreZze on na taj naCin omogucéava 1 transport

nediferentovanih mezenhimalnih ¢elija do koStanog defekta gde ¢e se one diferentovati
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u osteoblaste. Uz to, angiokrinim mehanizmom VEGF stimuliSe endotelne celije da
produkuju osteogene citokine koji uticu na diferencijaciju osteoprogenitornih ¢elija u
osteoblaste (84). Takode, VEGF moze direktno da uti¢e na funkciju osteoblasta

reguliSuci njihovu hemotaksu, proliferaciju i diferencijaciju (85, 86).

2.4.1. Angiogeneza u augmentiranim kostanim defektima
Procedure augmentacije koStanog tkiva ne znace i1 bezuslovno uspe$nu koStanu
regeneraciju. Zarastanje i integracija koStanog grafta prvenstveno je determinisana
stepenom njegove revaskularizacije (87). Shodno tome, da bi doSlo do uspeSne
regeneracije koStanog defekta ispunjenog koStanim zamenikom neophodna su dva
preduslova:

— prorastanje krvnih sudova iz primajuce regije u regiju kostanog defekta (88)

— blizak kontakt povrSine implantiranog materijala i vaskularizovanog tkiva (89).
Kako je rast fibroznog tkiva mnogo brzi u odnosu na stvaranje nezrele kosti i iznosi
oko 0.5-lmm/dan, dok se vlaknasta kost stvara oko 50um/dan evidentno je da ce
fibrozno tkivo ispuniti ve¢inu kostanog defekta. Da bi se sprecio prodor fibroblasta
unutar kostanog defekta primenjuju se tehnike vodene regeneracije kosti ¢ija je sustina
postavljanje razli¢itih barijernih membrana preko koStanog defekta. Na ovaj nacin
stvaraju se uslovi koji omogucéavaju angiogenim i osteogenim celijama iz okolnog
kostanog tkiva da proliferiSu u prostor ispod barijerne membrane Sto daje moguénost
kostanom tkivu da ispolji neometan regenerativni potencijal (90). Vazno je naglasiti da
samo krvni sudovi poreklom iz kostne srzi mogu dopremiti osteoprogenitorne celije pa
tako krvni sudovi koji poticu iz zidova koStanog defekta dopremaju nediferentovane
mezenhimalne celije koje ¢e se diferentovati u osteoblaste, monocite koji ¢e da
formiraju osteoklaste dok krvni sudovi poreklom iz mekog tkiva, u slucaju primene
kolagenih resorptivnih membrana, mogu diferencijacijom pericita u osteoblaste uticati,
znatno manjim delom, na formiranje koStanog tkiva neposredno ispod barijerne
membrane (91). Pored toga $to se fibrozno tkivo brze formira i kompetitivno popunjava
kostani defekt, prisustvo fibroblasta moze kompromitovati osteogenezu i posredstvom
kontaktne inhibicije (92).
Kostano tkivo je visokovaskularizovano tkivo.Kod dobro razvijene vaskularne mreze,

zahvaljuju¢i snabdevanju hranljivim materijama i kiseonikom, omogucena je produkcija
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osteoida od strane osteoblasta, njihova diferencijacija u osteocite i stvaranje vitalne
kosti (93). Da bi imali dovoljno kiseonika i da bi preziveli, ostoblasti ne bi smeli biti
udaljeni viSe od 150-200um od kapilarnog lumena (94). Neefikasan transport kiseonika,
hranljivih materija i metabolita, koji u osnovi ima neadekvatnu perfuziju tkiva, dovodi
do nekroze osteoblasta (95). Stoga, za uspesno zarastanje i regeneraciju nije dovoljno
samo prisustvo ve¢ i razvijenost mikrovaskularne mreze. PoSto tkiva koja zarastaju
imaju visok metaboli¢ki potencijal neophodno je i prisustvo guste kapilarne mreze u

toku procesa zarastanja (96).

2.4.1.1. Uticaj poroznosti na neoangiogenezu

Kostani supstituenti koji imaju ulogu osteokonduktivnog matriksa treba da omoguce
brzu i efikasnu revaskularizaciju regenerisuée regije odgovaraju¢om geometrijom koja
omogucava urastanje krvnih sudova u unutrasnjost strukture koStanog zamenika.
Poroznost grafta je jedna od klju¢nih karakteristika koja utice na integraciju koStanog
zamenika. Poroznost se definiSe kao procenat praznog prostora unutar ¢vrstog
materijala i predstavlja morfolosku karakteristiku koja ne zavisi od vrste materijala (97).
pora mora da bude takva da obezbedi difuziju kiseonika i drugih hranljivih materija i u
sluc¢aju trabekularne kosti ona iznosi od 200-400um, dok normalna kortikalna kost
sadrzi pore veli¢ine od 1-100um (98). Adekvatnom velicinom pora dobija se i
optimalna povrSina dostupna za fiksiranje celija. Ako su pore isuviSe male, mogu
inhibirati ¢elijsku migraciju i dovesti do nekroze ¢elija (99).Medutim, ako su isuvise
velike smanjuje se ukupna povrsina za koju Celije treba da budu fiksirane (100). Uz to, i
strukturni integritet grafta je kompromitovan (101). Iako u literaturi postoje oprecni
podaci koji se odnose na optimalnu veli¢inu makropora kostanih zamenika, smatra se da
se ona krece u intervalu od 100-500pum (102). Zapravo, rast krvnih sudova ¢e biti
mnogo izrazeniji kroz potku c¢ije su pore ve¢e od 250pm u odnosu na skafold sa
manjom veli¢inom pora. Veéi stepen poroznosti i veli¢ina pora rezultiraju
ekstenzivnijom osteogenezom i adekvatnom revaskularizacijom (103) Sto se moze
objasniti postojanjem maksimalnog prostora za vaskularno prorastanje, migraciju ¢elija

1 apoziciju nove kosti (104). Medutim, postoji optimalan limit u okviru koga makropora
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ispunjava svoju funkciju. Eksperimentalno je pokazano da ne postoji razlika u stepenu
revaskularizacije ukoliko se dimenzija pora povecava iznad 400pm (105).

Medusobna povezanost pora je jo§ jedna od karakteristika za koju se utvrdilo da je
mnogo vaznija od same veliine pora. Bai i sar. su pokazali da postoji znacajno
povecanje broja i veli¢ine novoformiranih krvnih sudova u slu€aju prisustva medusobno
povezanih makropora (105).

Izmedu humane kosti i govedeg kostanog minerala (Bio-Oss) postoji velika topografska
sli¢nost. Ona je rezultat niske temperature na kojoj se postize uklanjanje organskog dela
kostanog matriksa §to za posledicu ima kompletno o¢uvanje poroznog sistema. Takode,
svi ostali biomaterijali Zivotinjskog porekla koji u procesu obrade nisu podvrgnuti
temperaturama sinterovanja (preko 1000°C) u manjoj ili vecoj meri zadrzavaju
prvobitnu strukturu. Bio-Oss, kao i humana kost, ima bimodalnu distribuciju pora.
Makropore (pore >1um) obezbeduju dovoljno prostora za celijsku adherenciju i
formiranje nove kosti. Razvijen sistem medusobno povezanih makropora omogucava da
granula bude prozeta fluidom $to stvara uslove da celije krvi,osteoblasti, osteoklasti i
proteini udu unutar granule biomaterijala. Na ovaj nacin se stvaraju uslovi koji podsticu
1 omogucavaju efikasnu oseointegraciju materijala (106). Uz to, ovakvom strukturom
biomaterijala podsti¢e se vaskularizacija i migracija ¢elija iz primajuce regije (107).
Medusobno povezane makropore maksimalno povecavaju potencijal revaskularizacije
grafta koji bi u suprotnom bio kompromitovan (104). Pored makropora, unutar granule
postoji sistem mikropora (<1pm). One su odgovorne za kapilarno dejstvo i brz ulazak
fluida unutar materijala. Na taj nacin dolazi do brzog i kompletnog kvasenja povrSine
materijala (108), vezivanja i skladiStenja proteina i faktora rasta (109), koagulacije krvi
unutar poroznog sistema i stvaranja uslova za de novo stvaranje kosti (110). Kao i Bio-
Oss, 1 Osteoxenon, ksenogeni koStani zamenik konjskog porekla, ima ocuvanu strukturu
poroznog sistema s obzirom na ¢injenicu da se u procesu obrade izlaze temperaturi od
37°C ¢ime ne samo da se vrs$i oCuvanje porozne strukture ve¢ se vrSi i oCuvanje

kolagena unutar mineralne komponente.
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2.4.1.2. Uticaj kolagena na osteogenezu i angiogenezu

Kolagen tip I ¢ini najveéi deo organske komponente ekstracelularnog matriksa kostanog
tkiva (90-95%) i1 predstavlja osnovu koja sluzi kao vodi¢ za koordinisan raspored jona
kalcijuma i fosfora formirajuci tako kristale hidroksiapatita koji bivaju nataloZeni unutar
kolagene fibrilarne strukture. Upravo zbog svojih karakteristika 1 zastupljenosti u
vitalnom tkivu kolagen predstavlja primamljiv biopolimer koji se moZze koristiti u
regeneraciji koStanog tkiva. Egzogeni kolagen je biokompatibilan. Antigenost kolagena
je zasnovana na prisustvu telopeptidnih krajeva koji su izvan heliksa molekula
kolagena. Oni se uklanjaju enzimskom obradom ¢ime se dobija atelokolagen koga
karakteriSe slaba antigenost i slaba imunogenost (111, 112). Kolagen ucestvuje u
stabilizaciji koaguluma stimuliSu¢i fiksiranje trombocita i povezivanje fibrinskih
vlakana. Pored toga uti¢e na hemotaksu neutrofilnih granulocita kao i na hemotaksu
fibroblasta periodontalnog ligamenta i gingive (113, 114). Posredstvom interakcije
Celija sa ekstracelularnim matriksom, kolagen tip [ utice na diferencijaciju
osteoprogenitornih ¢elija i funkciju osteoblasta (115). Pored toga Sto kolageni matriks sa
jedne strane stvara pogodne uslove za proliferaciju i diferencijaciju osteorogenitornih
¢elija,sa druge strane dovodi do inhibicije osteoklastogeneze (116). Kada je re¢ o
neoangiogenezi, utvrdeno je da gustina i koncentracija kolagena uticu na brzinu rasta
krvnih sudova (117). Ispoljavanje direktnog uticaja ne samo na osteogenezu vec i na
angiogenezu ukazuje da bi prisustvo kolagena unutar strukture koStanih zamenika

moglo imati uticaja na regeneraciju kostanih defekata.

2.4.1.3. Uticaj veli¢ine granula na osteogenezu i neoangiogenezu

Iako u literaturi ne postoji ujednacen stav po pitanju optimalne veli¢ine granula
koStanog zamenika, idalje se smatra da veliina intergranularnih prostora uti¢e na
prorastanje krvnih sudova i formiranje nove kosti kroz sam graft. IsuviSe velike granule
imaju smanjenu ukupnu povrSinu 1 sporije ¢e se resorbovati, dok izrazito male granule
karakteriSe smanjen intergranularni prostor §to moze da kompromituje Celijsku
migraciju i prorastanje. Takode, male granule indukuju izrazeniju inflamaciju i1 brze
podlezu resorpciji tj. brze bivaju fagocitovane (118). Veli¢ina trabekula moze da varira
od 20-100um. Kada dostignu veli¢inu od 100pm one imaju sopstvene krvne sudove isto

kao S$to i osteon ima vaskularni izvor koji prolazi kroz Haverzov kanal. Da bi bilo
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omoguceno prorastanje nove kosti kroz trabekularnu strukturu neophodno je da pore
budu minimum 40-100pm, dok formiranje osteona zahteva pore od najmanje 100pm
(119). Stoga, veli¢ina granule koja bi mogla da ispuni ove neophodne dimenzije iznosi
oko 380um (120). Medutim, do danas ove tvrdnje nisu histoloski potvrdene.

Kada su u pitanju granule autologne kosti Kon i sar. (121)su na osnovu histoloske i
mikroCT analize pokazali da su velike granule (1.0-2.0mm) superiornije u odnosu na
granule manje veli¢ine (150-400um) kada je upitanju augmentacija vecih defekata dok
je proces osteogeneze efikasniji u slu¢aju malih granula. Kako je formiranje trabekula
sporo u prostorima izmedu velikih granula autori ukaziju da bi dodavanje sitnih granula
autologne kosti poboljsalo proces osteogeneze. Suprotno ovim rezultatima, (Palsen)
Pallsen i sar. (122)su pokazali da granule autologne kosti od 0.5-2.0mm’ daju znagajno
vise novoformirane kosti u odnosu na izrazito velike granule (10mm®). S obzirom na to
da autologna kost sadrzi faktore rasta, smanjenjem veli¢ine granula povecava se njihova
ukupna povrsina a samim tim i povrSina sa koje se faktori rasta oslobadaju.

Kada su u pitanju objavljeni rezultati koji se odnose na veli¢inu granula iskljucivo
osteokonduktivnih biomaterijala, u literaturi jo$ uvek ne postoji jasan stav. Klupel
(Kluppel) i sar. (123) su pokazali da granule govedeg koStanog minerala koje su bile
manje od 450um daju i kvantitativno i kvalitativno bolje koStano tkivo u odnosu na
srednje (450-749um) 1 velike granule (750-1000pum). Rezultati ovog istrazivanja u
skladu su sa rezultatima i nekoliko drugih autora (124, 125). Medutim, pojedini autori
ukazuju da i velike i male granule (1-2mm i 0.25-1mm, po redosledu) imaju podjednak
efekat na stvaranje novoformirane kosti (126, 127). Suprotno ovim rezultatima, Testori i
sar. su u multicentri¢noj, randomizovanoj,kontrolisanoj klini¢koj studiji pokazali da
primena velikih granula (1-2mm) omogucava stvaranje znacajno vece koli¢ine nove

kosti unutar sinusne Supljine (128).
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3. RADNA HIPOTEZA

U okviru analize nau¢ne problematike postavljena je radna hipoteza:

Primenom krupnih granula koStanog zamenika dobija se viSe prostora izmedu samih
granula pa se ocekuje 1 veéi broj krvnih sudova 1 sledstveno veca koli¢ina
novoformirane kosti. Suprotno tome, primenom sitnih granula intergranularna poroznost
opada ¢ime se smanjuje prostor kako za prorastanje krvnih sudova tako i1 za
novoformiranu kost.

Pored toga, prisustvo kolagena unutar strukture koStanog zamenika moze imati
podsticuci uticaj na neoangiogenezu i istovremeno direktan uticaj na stvaranje nove

kosti.
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4. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Za potrebe naucnog ispitivanja definisani su slede¢i ciljevi istrazivanja doktorske
disertacije:

1. Ispitati da li postoji razlika u mikromorfoloSkim karakteristikama izmedu granula
primenjenih koStanih zamenika razlicite veli¢ine i porekla.

2. Ispitati da li se primenom krupnih granula koStanog zamenika zbog povecane
intergranularne poroznosti obezbeduje prostor za urastanje veceg broja krvnih sudova i
sledstveno vec¢a koli¢ina novoformirane kosti.

3. Ispitati da 1li se primenom sitnih granula gde intergranularna poroznost opada
smanjuje prostor kako za prorastanje krvnih sudova tako i za novoformiranu kost.

4. Ispitati da li prisustvo kolagena unutar strukture koStanog zamenika moze delovati

stimulativno na neoangiogenezu i da li direktno utice na stvaranje nove kosti.

20



5. MATERIJAL I METOD

5.1. MIKROCT ANALIZA

Sprovedena studija je obuhvatila dve vrste koStanih zamenika koji su bili komercijalno
dostupni u dve veli¢ine granula: granule Bio-Oss (Geistlich AG, Switzerland) i granule
Osteoxenon (Bioteck, Italy). Uzorak za studiju je Cinila po jedna granula koja je

nasumi¢nim metodom izabrana iz svakog pakovanja.

Samu analizu su Cinile dve procedure: skeniranje i evaluacija. Obe navedene procedure
su vrSene u Laboratoriji za antropologiju Instituta za anatomiju Medicinskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu.

Uzorak je skeniran koriS¢enjem tehnologije mikrokompjuterizovane tomografije
(SkyScan puCT 1172, Bruker, Belgija). Svaka odabrana granula je stabilno pri¢vr§¢ena
za namenski drza€ uzorka. Adekvatan odnos izmedu uzorka i drzaca sprecava
pomeranje uzorka i sledstveno stvaranje artefakata, a takode obezbeduje i konstantnu
proksimalno-distalnu orjentaciju pri skeniranju. Akvizicija je vrSena u uslovima suve
sredine, a parametri skeniranja su bili podeSeni na 34kV i 210pA sa koriS¢enjem
aluminijumskog filtera debljine 0.5mm, veli¢inom piksela slike od 1.02um, kamere
najvise dostupne rezolucije od 4000x2664 piksela na svakom preseku, vrednosti
ekspozicije od 3200ms, stepenom rotacije od 0.3°, uprosecavanjem frejmova (faktor 3),
nasumi¢nim pokretima (vrednost 10), i rotacijom pri skeniranju od 180°. Priblizno,

vreme svakog skeniranja je iznosilo 2 sata i 54 minuta.

Tehnike rekonstrukcije su vrSene u SkyScan-ovom softveru NRecon verzije 1.6.9.8 sa
koriS¢enjem InstaRecon pogona za rekonstrukciju verzije 2.0.2.5. Prvi korak ove
tehnike cinila je korekcija projekcionog pomeranja piksela kroz automatski protokol
termalne korekcije. Zatim je postporavnanje podeSeno na vrednost 3.5, a opcija za
korekciju kruznih artefakata na 20 piksela. KoriS¢ena je korekcija neravnomerne
apsorpcije X zraka u vrednosti od 45%, kao 1 Gaussian-ovo smanjivanje zrnastosti slike
sa radijusom od 2 voksela. Dinamicki opseg za konverziju podataka u sliku je podeSen

putem poluautomatskog rezima na histogramu, 1 iznosio je od nula do 0.298516.
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Evaluacija skeniranih uzoraka je obavljena u 64-bitnom softveru CT-Analyser verzije
1.15.4.0+ koji je takode razvio SkyScan. Inicijalnu tehniku je ¢inila segmentacija slike,
koja je izvrSena u globalnom rezimu sa poluautomatskim podeSavanjem praga nijansi
sive na donju granicu vrednosti 60 i gornju od 225. Zatim je usledilo automatsko
uklanjanje svih tacaka koje ne pripadaju najve¢em objektu posmatrano u 3D prostoru.
Slede¢i korak je obuhvatio kreiranje regiona od interesa (ROI) u 3D prostoru sa opcijom
skupljanja i obmotavanja maske uz premoscavanje otvora pora dijametra do 500pm.
Konacno, nakon ru¢no sprovedenih korekcija i upotrebe adaptivne interpolacije, svi
regioni od interesa na presecima selektovane regije su integrisani u volumen od interesa
(VOI). VOI se zapravo odnosi na onaj deo skeniranog volumena koji je bio

morfometrijski analiziran i koji je kori§¢en za konstrukciju modela.

Evaluacija poroznosti i koStane mikroarhitekture vrSena je automatski kori§¢enjem alata
3D morfometrije. Analize su obuhvatile slede¢e parametre mikroarhitekture granula

koStanih zamenika:

— volumen tkiva (TV, ym’) — ukupna zapremina ispitivanog tkiva tj. volumena od

interesa,
— volumen kosti (BV, pm®) — ukupna zapremina kosti unutar VOI-a,

— frakciju volumena kosti (BV/TV, %) — predstavlja proporciju ukupne zapremine
volumena od interesa koji je zauzet koStanim tkivom. Izracunava se kao odnos
zapremine kosti (bez obuhvacene okolne praznine) i ukupne zapremine volumena od

interesa (obuhvata i kost 1 okolnu prazninu),

— povrSinu kosti (BS, pm?) — ukupna povrsina kosti (obuhvata i spoljasnju povrsinu

kosti, a i povrSinu zatvorenih pora) unutar VOI-a,

— odnos kostane povrSine i volumena (BS/BV, um™") — predstavlja osnovni parametar
koji oslikava kompleksnost strukture. IzraCunava se kao odnos ukupne povrsine kosti

prema ukupnoj zapremini kosti unutar VOI-a,

— broj kostanih gredica (Tb.N, 1/um) — broj kostanih gredica po jedinici duzine

nasumicno odabrane linijske putanje unutar VOI-a,
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— debljinu kosStanih gredica (Tb.Th, pm) — prosecna vrednost debljine kostanih

gredica,

— razdvojenost koStanih gredica (Tb.Sp, um) — srednja vrednost udaljenosti izmedu
kostanih gredica; zapravo predstavlja srednju vrednost dijametara pora unutar VOI-a

(obuhvata i otvorene i zatvorene pore),

— distribuciju razdvojenosti kostanih gredica — distribucija dijametara pora u vec
odredenim intervalima vrednosti. Takode, izracunava srednju vrednost dijametra,
zapreminu obuhvacenih pora, kao i procenat obuhvacene zapremine pora u svakom

intervalu,

— broj zatvorenih pora (Po.N(., %)— ukupan broj svih zatvorenih pora unutar VOI-a,

tj. pora koje su u potpunosti oivic¢ene sa kosti,

— volumen zatvorenih pora (Po.V ), um’) — ukupna zapremina svih zatvorenih pora

unutar VOI-a,

— povrinu zatvorenih pora (Po.S), um®) — ukupna povr$ina svih zatvorenih pora

unutar VOI-a,

— procenat zastupljenosti zatvorenih pora (Po.P.), %) — zapremina svih zatvorenih

pora predstavljena kao procenat ukupne zapremine svih pora unutar VOI-a,

— zatvorenu poroznost (Po(, %) — zapremina svih zatvorenih pora predstavljena kao
procenat ukupne zapremine kosti zajedno sa zapreminom zatvorenih pora unutar
VOI-a (na ovaj nacin se prikazuje poroznost materijala i izraCunava se na drugaciji

nacin u poredenju sa totalnom poroznosc¢u i otvorenom poroznoscu),

— volumen otvorenih pora (Po.V ), pm’) — ukupna zapremina svih pora otvorenih ka

spoljasnjem prostoru unutar VOI-a,

— procenat zastupljenosti otvorenih pora (Po.P.,, %) — zapremina svih otvorenih

pora predstavljena kao procenat ukupne zapremine svih pora unutar VOI-a,
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— otvorenu poroznost (Po(yp), %) — zapremina svih otvorenih pora predstavljena kao

procenat ukupne zapremine VOI-a,

— broj pora (Po.N() — ukupan broj pora unutar VOI-a (obuhvata i otvorene 1

zatvorene pore),

— ukupan volumen pora (Po.V ), um’) — ukupna zapremina svih pora unutar VOI-a

(obuhvata i otvorene i zatvorene pore),

— totalnu poroznost (Poqoy), %) — zapremina svih pora predstavljena kao procenat

ukupne zapremine VOI-a,

— stepen anizotropije pora (DA) — izotropija predstavlja meru 3D simetrije tj. prisustvo
ili odsustvo prioritetnih postrojavanja struktura duz odredene, usmerene ose. U ovoj
studiji, koriS¢ena je kao pokazatelj usmerenosti pora, pri ¢emu su nize vrednosti

ukazivale na izotropnu, a viSe na anizotropnu orjentaciju pora (129, 130),

— Euler broj pora (Po.EN) — Euler-Poincare broj — originalno razvijen kao indikator
povezanosti 3D kompleksnih struktura. Euler broj je karakteristika 3D strukture koja
je topoloski nepromenljiva (ne menja se usled inflacije ili kompresije ili uvrtanja).
Sluzi za merenje tzv. redundantne (suvisne) konektivnosti — stepena do kojeg su

razli¢iti delovi jednog objekta viSestruko povezani (131).

— gustinu povezanosti pora (Po.Conn.D, 1/um’) — broj redundantnih (suvisnih) veza

izmedu pora po jedinici zapremine unutar VOI-a.

5.2. IN VIVO ISTRAZIVANJE NA ANIMALNOM MODELU KUNICA

5.2.1. Animalni model i dizajn istrazivanja

Istrazivanje je sprovedeno na deset novozelandskih belih kuniéa, Zenskog pola, starosti
6-9 meseci 1 telesne mase od 3.5-5.0 kg. Eksperimentalne zivotinje su uzgajane u
vivarijumu za potrebe medicinskih istrazivanja pod kontrolisanim laboratorijskim
uslovima i u skladu s domac¢im i medunarodnim standardima (ISO 10993-2:2006, Part
2: Animal welfare requirements, Vodi¢ Nacionalnog instituta za zdravlje, za brigu i

koriS¢enje laboratorijskih Zivotinja). Eksperimentalno istrazivanje je odobreno od strane
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Etickog komiteta za rad sa eksperimentalnim Zivotinjama StomatoloSkog fakulteta u
Beogradu (br.36/15 od 14.04.2014. godine i bilo je sprovedeno u saglasnosti sa
principima Vodi¢a Nacionalnog Instituta za zdravlje, za brigu i koriSéenje
laboratorijskih Zivotinja, kao i prema medunarodnim standardima ISO10993-2: zahtevi
za dobrobit Zivotinja. Zivotinje su smestene i uvane na Fakultetu Veterinarske
medicine Univerziteta u Beogradu, svaka u posebnom kavezu sa kontrolisanom
ishranom i dnevnom profesionalnom negom. Zivotinje su nasumiéno podeljene u dve
grupe u cilju praéenja angiogeneze i osteogeneze unutar kostanog defekta nakon 4 i 8

nedelja zarastanja.

5.2.2. Hirur$ka procedura

Hirurska intervencija obavljena je u opStoj anesteziji koja se sprovodi po protokolu za
kunice. Sastojala se iz premedikacije Ksilazinom (2% Xylazin, Smg/kg telesne mase,
Cp pharma, Bergdorf, Germany) intramuskularnom injekcijom, a posle toga
intramuskularnom injekcijom Ketamina (Ketamin 500mg/ml, Laboratorio Sanderso
S.A., Santiago, Chile) u dozi od 35mg/kg telesne mase, i Acepromazina (Acepromezine
50ml, Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc., St. Joseph, Mo 64506 U.s.a.,) u dozi od

0,75mg/kg telesne mase. Duzina trajanja anestezije bila je prose¢no oko 100 minuta.

Slika 5.2.2.1. Pripremljena koza glave i nacinjena srediS$nja incizij
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Hirurska procedura je sprovedena pod strogo aseptickim uslovima. Koza glave zeceva
obrijana je i1 dezinfikovana 10% rastvorom joda (Betadine, Medapharma), a potom je
izvedena incizija po sredini lobanje koja se protezala od parijetalne kosti (Os parietale —
Sutura coronalis) do ¢eone kosti (Os frontale — Incisura supraorbitalis caudalis) (slika
5.2.2.1). Musculus frontoscutularis i musculus frontalis preparisani su do parijetalne i
Ceone kosti. Koza i periost su pazljivo ispreparisani i podignuti da bi se otkrile
parijetalne kosti. Sa obe strane kalvarije napravljena su po dva kosStana defekta pune
debljine pre¢nika 8 milimetara. Uz konstantno hladenje fizioloSkim rastvorom (Natrii
Chloridi Infundibile, rastvor za infuziju, Zdravlje A.D.Leskovac) defekti su prvo bili
markirani trepan borerom odgovaraju¢eg precnika a zatim je kostano tkivo uklonjeno
okruglim dijamantskim borerom uz najve¢i oprez kako se ne bi povredila tvrda

mozdanica (slika 5.2.2.2).

s

Slika 5.2.2.2. Formirani defekti kritién veliine (2r=8mm)

Postavljanje koStanih zamenika 1 randomizaciona Sema bili su po principu
modifikovanog Latin blok dizajna koji se bazira na rotacionoj dodeli materijala

defektima ¢ime se balansirano distribuira svaki materijal i u anteriornu i u posteriornu
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regiju kalvarije (slika 5.2.2.3). U tabeli 5.2.2.1 prikazana je distribucija materijala prema

randomizacionoj Semi.

Slika 5.2.2.3. U defekte kriti¢ne veli¢ine aplikovani ispitivani biomaterijali: gornji levi
defekt — sitne granule Bio-Ossa, gornji desni defekt — krupne granule Bio-Ossa, donji
levi defekt — sitne granule Osteoxenona, donji desni defekt — krupne granule
Osteoxenona.

Tabela 5.2.2.1. Distribucija testiranih koStanih zamenika prema randomizacionoj Semi

. koStani defekt
Zivotinja
1 11 111 v

1 A B C D
2 B C D A
3 C D A B
4 D A B C
5 A B C D

A — sitne granule govede kosti (Bio-Oss 250-1000um, Geistlich AG, Switzerland)

B — krupne granule govede kosti (Bio-Oss 1000-2000pm, Geistlich AG,Switzerland)
C — krupne granule konjske kosti (Osteoxenon 2000-3000pum, Bioteck, Italy)

D — sitne granule konjske kosti (Osteoxenon 500-1000um, Bioteck, Italy)
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Randomizacija testiranih materijala izvrSena je tako Sto su materijali postavljani
rotacionom tehnikom (u smeri kazaljke na satu, po prethodno navedenom
modifikovanom Latin blok dizajnu). Nakon aplikovanja kostanih zamenika svi defekti
su prekriveni neumrezenom kolagenom membranom (Bio-Gide, Geistlich AG,
Switzerland). Membrana je iseCena tako da bude kvadratnog oblika stranice 10
milimetara tj. da stranice budu za 2 milimetra Sire od ivica koStanog defekta. Nakon
postavljanja membrana rana je uSivena po slojevima (slika 5.2.2.4). Prvo je uSiven
periost horizontalnim madrac Savovima (Coated Vicryl 5-0, Ethicon) kako bi
onemoguéio pomeranje membrana, nakon ¢ega je uSivena i koza kontinuiranim Savom

(Coated Vicryl 4-0, Ethicon).

Slika 5.2.2.4. Preko augmentiranih defekata postavljena kolagena membrana. Periost
usiven resorptivnim koncem.

Postoperativno Zivotinje su bile smeStene u individualnim kavezima gde su
svakodnevno pracene. Primale su analgetike (Butrofanol 0,1 mg/kg s.c.) svakih 8 sati
naredna tri dana i antibiotike (Amoksicilin sa klavulonskom kiselinom 125 mg/kg s.c.)

jednom dnevno u narednih pet dana.
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5.2.3. Zrtvovanje eksperimentalnih Zivotinja i priprema tkiva
Posle perioda pracenja od 4 i 8 nedelja, zivotinje su nasumicno Zrtvovane intravenskom
injekcijom od 10ml rastvora T61. Nakon toga ispreparisane su parijetalne kosti i

potopljene u puferizovani 10% formalin.

5.2.4. Obrada tkiva za patohistolosku analizu

Reprezentativni uzorci koStanog tkiva kalvarije koji su makroskopski odgovarali
defektima pune debljine 1 kriticne veli¢ine, 8mm u pre¢niku, nakon hirurske intervencije
fiksirani su u 10% formalinu. Svi uzorci su dekalcinisani u rastvoru za dekalcinaciju:
8%HCI iz 37% (v/v) koncentrata i 10% HCOOH iz 89% (v/v) koncentrata u PBS-u
tokom priblizno 24h na 37°C. Nakon potpune dekalcinacije, procenjene subjektivnom
metodom, iskustveno, uzorci su dehidrirani u alkoholu i ukalupljeni u parafinske kalupe.
Iz parafinskih kalupa seceni su serijski tkivni preseci (po Cetiri sa svakog uzorka)
standardne debljine Sum. Rutinski su preparati bojeni hematoksilin eozin (H&E)
bojenjem. Od histohemijskih metoda primenjena su: trihromno bojenje po Massonu

(Massons trichrome stain) i elastic Van Gieson.

Trihromno bojenje po Massonu izvedeno je u skladu s uputstvom proizvodaca. Ono
glasi:

1. preliti presek destilovanom vodom

2. na presek aplikovati 6 kapi Weigertovog gvozde-hematoksilina (rastvor A) 1 6 kapi
Weigertovog gvozde-hematoksilina (rastvor B); ostaviti 10 minuta

3. bez ispiranja isuSiti plo¢ice i na preseke aplikovati 10 kapi alkoholnog rastvora
pikrinske kiseline i ostaviti da deluje 4 minuta

4. brzo isprati u destilovanoj vodi (3-4 sekunde) i aplikovati 10 kapi Malorijevog
hijalina i ostaviti da deluje 4 minuta

5. isprati u destilovanoj vodi 1 na presek aplikovati 10 kapi rastvora fosfomolibdenske
kiseline 1 ostaviti da deluje 10 minuta

6. bez ispiranja isusiti plo¢icu i aplikovati 10 kapi Masson anilin plavog i ostaviti da
deluje 5 minuta

7. isprati u destilovanoj vodi i brzo dehidrirati rastu¢im koncentracijama alkohola i

ostaviti 1 minut u poslednjem u nizu apsolutnom etanolu. O¢istiti u ksilenu.
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Bojenje elastic van Gieson izvedeno je u skladu s uputstvom proizvodaca. Ono glasi:
1. preliti presek destilovanom vodom
2. na presek aplikovati 10 kapi PAS (Periodic acid solution) ; ostaviti 5 minuta
3. isprati u destilovanoj vodi
4. sipati Weigertov rastvor u posudu, zatim staviti plo¢icu, pokriti teglu i
inkubiratipreko no¢i
5. isprati u destilovanoj vodi
6. na presek aplikovati 10 kapi pufera
7. isprati u destilovanoj vodi
8. na presek aplikovati 5 kapi Weigertovog gvozde-hematoksilina (rastvor A) i 5
kapiWeigertovog gvozde-hematoksilina (rastvor B); ostaviti 10 minuta
9. isprati u tekucoj vodi iz ¢esme u trajanju od 10 minuta
10. na presek aplikovati 10 kapi Van Gieson pikrofuksina i ostaviti da deluje 7 minuta
11. isprati u destilovanoj vodi i brzo dehidrirati rastu¢im koncentracijama alkohola i
ostaviti 1 minut u poslednjem u nizu apsolutnom etanolu. O¢istiti u ksilenu.
Mikroskopski preparati su analizirani optickom mikroskopijom uz primenu programa za
morfometriju Software Cell-B by Olympus, mikroskop Olympus 5. Uz navedeni softver

patohistoloski parametri su analizirani kvalitativno i semikvantitativno i kvanitativno.

5.2.4.1. Histolosko ocenjivanje
I Optickom mikroskopijom u bioptickom materijalu kvantitativno uz analizu ’vrucih
tacaka’, koje podrazumevaju iskustveno najveci broj analiziranih parametara, ocenjivani
su slede¢i parametri:

1. broj krvnih sudova po mm?® (Imm” odgovara 8 polja velikog uveli¢anja, 200x)

2. maksimalna Sirina vezivno tkivnih traka (u pm)

3. maksimalna $irina kostanih gredica (u pm)

4. broj dzinovskih éelija tipa stranog tela po mm* (Imm? odgovara 8 polja velikog
uveli¢anja, 200x)
IT Optickom mikroskopijom u bioptickom materijalu deskriptivno su ocenjivani sledec¢i
parametri:

1. struktura endotela (jasan u nizu, jasan sa pojedinac¢nim ¢elijama, tesko uocljiv u

nizu, tesko uocljiv sa pojedinac¢nim ¢elijama)
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2. ekstravazacija eritrocita — mikrokrvarenje (slabo — do 5 eritrocita, umereno 6-10,
izrazeno — vise od 10)

3. zapaljenje (slabo do 5 neutrofila, umereno od 6-10, intenzivno vise od 10)

5.2.4.2. Imunohistohemijske metode

Imunohistohemijska obrada je obavljena u Laboratoriji za imunohistohemiju i
histohemiju Instituta za patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu.
Imunohistohemijska tehnika u formalinu fiksiranih i u parafinu ukalupljenih uzoraka
predstavlja visestepenu proceduru koja obuhvata slede¢e postupke:

— deparafinizaciju,

— proteoliti¢ka digestiju

— blokiranje endogene peroksidaze

— imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike.

Preseci debljine 3-4pum, dobijeni seCenjem parafinskih kalupa sunakon suSenja od 16h

na 56°C deparafinisani po slede¢oj proceduri:

LKSIIOL oo 5-7 minuta, ocediti
TLKSIIOL .o 5-7 minuta, ocediti
100% alkohOL.........cooeeeiiiiiieiiiieeeeeeee e 3 minuta, ocediti
100% alkohol........cooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 3 minuta, ocediti
96% alKONOL........coeviiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 3 minuta, ocediti
96% alkohOl...........ooiiiiiiiiiiceie e 3 minuta, ocediti
destilovana/dejonizovana voda............ccccceerueeennenne. 30 sekundi

Proteoloticka digestija (demaskiranje antigena):

Deparafinisani preseci su preneti u plasticnu kivetu sa oko 250ml radnog rastvora
citratnog pufera (10mmol/L, pH 6.0) i kuvani su u mikrotalasnoj peénici dva puta po 5
minuta na maksimalnoj temperaturi, a zatim su hladeni u citratnom puferu 30 minuta na

sobnoj temperaturi. Na kraju su isprani destilovanom vodom dva puta po 30 sekundi.
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Blokiranje endogene peroksidaze:
Preparati su potopljeni 5 minuta u 3% vodonik-peroksid (rastvoren u destilovanoj vodi),
zatim isprani destilovanom vodom i preliveni fosfatnim puferom (PBS-phosphate-

buffered saline, 0,02 mol/L, pH 7,0) tri puta po 2 minuta.

Imunohistohemijsko bojenje primenom streptavidin-biotin tehnike
Za imunohistohemijsko bojenje koris¢en je komercijalni kit (Labelled streptavidin-
biotin-LSAB+ metoda, DAKO, Danska). Bojenje se odvija po slede¢oj proceduri, koja
je navedena u instrukcijama proizvodaca:
FAZA I (primarno antitelo razblaZzeno po upustvu proizvodaca):
1. odliti viSak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,
2. pokriti isecak sa minimalnom koli¢inom (20-30pl) primarnog antitela,
3. inkubacija 30 minuta na sobnoj temperaturi,
4. pazljivo isprati PBS iz Spric-boce,
5. preliti svezim puferom.
FAZA 1I (biotinilizovano vezno antitelo):
1.odliti viSak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,
2. pokriti isecak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) LINK antitela,
3. inkubacija 30 minuta
4. pazljivo isprati PBS iz Spric-boce,
5. preliti svezim puferom.
FAZA 1II (streptavidin-peroksidaza):
1. odliti viSak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,
2. pokriti isecak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul) streptavidin-peroksidaze,
3. inkubacija 30 minuta
4. pazljivo isprati PBS iz Spric-boce,
5. preliti svezim puferom.
FAZA IV (supstrat hromogen):
1. odliti visak pufera, obrisati pazljivo oko isecka,
2. pokriti isecak sa minimalnom koli¢inom (20-30ul)
hromogenadiaminobenzidina (DAB),

3. inkubacija 10 minuta
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4. ispiranje destilovanom vodom,
FAZA IV (kontrastiranje):

1. Mayer-ov hematoksilin 5 do 10 minuta,

2. pazljivo isprati destilovanom vodom,

3. uroniti 10 puta u kivetu sa 0,037 mol/L amonija¢ne vode,

4. ispiranje destilovanom/dejonizovanom vodom 2 do 5 minuta.
Pokriti vodenim medijumom.
Imunohistohemijska procedura je koriS¢ena za sledeCa antitela, u odgovarajué¢im
razblazenjima: CD31, CD34, FVIII, Trombomodulin.
Za svako primenjeno antitelo je bojena i spoljaSnja pozitivna kontrola: CD31 i CD34
tkivo hemangioma, Trombomodulin i FVIII tkivo koze. Negativnakontrola je
podrazumevala inkubaciju tkiva sa sekundarnim antitelima i hromogenima, bez primene
primarnih antitela. Imunohistohemijsko bojenje je analizirano svetlosnom
mikroskopijom na mikroskopu (Bx50F4, Olimpus Optical, Japan). Citoplazmatska
aktivnost aplikovanih antitela je opisivana kao pozitivna. Rezultati primenenjene
imunohistohemijske metode obrade tkiva su interpretirani kvalitativno, uz verifikaciju

prisustva/odsustva citoplazmatske imunopozitivnosti.

5.3. Statisticka analiza

Baza podataka je formirana u statistickom paketu SPSS 18.0 (IBM korporacija), gde je
vrSena dalja analiza prikupljenih podataka. Za analizu dobijenih podataka upotrebljene
su deskriptivne statisticke metode i metode za testiranje statistiCkih hipoteza. Od
deskriptivnih metoda koriS¢eni su apsolutni 1 relativni brojevi za atributivna obeleZja
posmatranja i mere centralne tendencije (aritmeticka sredina, medijana) i mere
disperzije (standardna devijacija, minimum i1 maksimum) za numericka obelezja
posmatranja. Izbor testa za analizunumerickih obelezja posmatranja zavisio je od
prirode raspodele podataka koja je utvrdena Kolmogorov Smirnov testom. Za testiranje
hipoteze o znacajnosti razlike kod numeri¢kih obelezja posmatranja koristila se
jednofaktorska analiza varijante nezavisnih grupa (One-Way ANOVA) i Tuckey HSD
test za Post hoc analizu izmedu grupa. Hi-kvadrat ()2) test je koriS¢en za izaCunavanje
ucestalosti pojavljivanja atributivnih obelezja posmatranja. Kriterijum za statisticku

znacajnost je bio p<0,05. Rezultati su prikazani tabelarno i graficki.
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6. REZULTATI

6.1. MikroCT analiza

MikroCT analiza je obuhvatila po jednu nasumicno odabranu granulu govedeg i
konjskog porekla u obe, komercijalno dostupne veliine (slika 6.1.1), a praceni
parametri su prikazani u tabelama 6.1.1 1 6.1.2. Velika granula Bio-Ossa imala je oko
2.2 puta ve¢i volumen koStanog minerala u odnosu na veliku granulu Osteoxenona.
Slican rezultat je uoCen i tokom analize sitnih granula, gde je zabeleZena skoro
dvostruko vec¢a zapremina koStanog minerala sitne granule Bio-Ossa u odnosu na sitnu
granulu Osteoxenona. Takode, rezultati su ukazali da je frakcija koStanog minerala u
analiziranom volumenu od interesa znacajno veca kod krupne granule Bio-Ossa u
odnosu na Osteoxenon, dok takva razlika se ne prikazuje kod sitnih granula gde su
frakcije volumena kosti gotovo izjednacene. Kompleksnost grade granula, definisana
kroz odnos kostane povrSine i volumena, ukazuje na kompleksniju strukturu krupnih
granula pri ¢emu je kompleksnost krupne granule Osteoxenona veéa u odnosu na
krupnu granulu Bio-Ossa. Takode, i kompleksnost sitne granule Osteoxenona je bila
veca u odnosu na sitnu granulu Bio-Ossa iako je ova razlika manja u odnosu na razliku

medu krupnim granulama.

Dobijeni rezultati su ukazali da je broj zatvorenih pora krupne granule Bio-Ossa oko tri
puta ve¢i u odnosu na krupnu granulu Osteoxenona dok je njihova zapremina skoro
dvostruko veca. Slican nalaz je uocen i pri analizi sitnih granula. Zatvorena poroznost
iznosila je 1.75% kod krupne granule Bio-Ossa i 2.21% kod krupne granule
Osteoxenona. Ovaj parametar je bio znatno nizi kod sitnih granula, gde je zatvorena
poroznost bila skoro ujednacena 1 iznosila je 0.51% kod sitne granule Bio-Ossa 1 0.53%
kod sitne granule Osteoxenona. Medutim, i kod krupnih i kod sitnih granula
procentualna zastupljenost zatvorenih pora je bila izraZenija kod Bio-Ossa, s tim da je
uoCena razlika bila znacajnija kod krupnih granula. Kada je u pitanju otvorena
poroznost, kod krupne granule Osteoxenona iznosila je 55.61%, dok je kod Bio-Ossa
iznosila 28.46%. Ukupna poroznost krupne granule Bio-Ossa iznosila je 29.71% dok je
krupna granula Osteoxenona imala ukupnu poroznost od 55.60%. Sprovedene analize su
ukazale da i sitne granule Osteoxenona imaju vecu otvorenu poroznost (26.01%) i

ukupnu poroznost (26.04%) u poredenju sa Bio-Ossom (otvorena poroznost 24.04%,
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ukupna poroznost 24.43%). Zanimljivo jeda je kod sitnih granula procenat
zastupljenosti otvorenih pora bio gotovo izjednacen (Bio-Oss 98.42%, Osteoxenon
98.52%), dok je kod krupnih granula bio neznatno na strani Osteoxenona (Bio-Oss
95.78%, Osteoxenon 98.26%). Ukupan broj pora je u oba analizirana slucaja bio
znacajno veéi kod granula Bio-Ossa. Gustina povezanosti pora se zanemarljivo
razlikovala izmedu granula iste veliine, ali su rezultati ukazali na vecu gustinu
povezanosti pora kod krupnih granula unutar istog proizvodaca. Ovaj rezultat je
posebno bio izrazen kod Bio-Ossa gde je vrednost gustine povezanosti pora krupne
granule bila viSe nego dvostruko veca. Analize su pokazale da su pore Bio-Ossa
anizotropnije orjentisane u poredenju sa Osteoxenonom, bez obzira na veli¢inu granule.
Takode, moglo se uociti i da je stepen anizotropije ujednaceniji kod Osteoxenona, kada
uporedimo krupnu (1.34) i sitnu (1.39) granulu, nego Sto je to bio slucaj sa Bio-Ossom

(krupna granula 1.52, sitna granula 1.83).

Slika 6.1.1. 3D rekonstrukcija ispitivanih koStanih zamenika. a) krupna granula Bio-
Ossa, b) krupna granula Osteoxenona, c) sitna granula Bio-Ossa, d) sitna granula
Osteoxenona.
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Sto se ti¢e analize promera pora, srednja vrednost dijametra pora se mnogo manje
razlikovala kod krupnih granula (Bio-Oss 226.57um, Osteoxenon 239.86um), nego kod
sitnih (Bio-Oss 58.26pm, Osteoxenon 104.66um). Analiza distribucije pora po veli¢ini
(Tabela 6.1.3) je ukazala da su pore veli¢ine od 100 do 400 pum bile najzastupljenije kod
krupnog Bio-Ossa (57.03%) i Osteoxenona (66.37%), kao 1 kod sitnog Osteoxenona
(46.86%), dok je najzastupljenija grupa pora kod sitnog Bio-Ossa bila veli¢ine 10 do
50um (35.24%). Pore promera 140 do 400um su bile prisutne kod krupne granule Bio-
Ossa u 53.06%, dok ih je krupna granula Osteoxenona imala u nesto ve¢em procentu
(59.93%), a sitna granula Osteoxenona znacajno manje (35.89%). Za razliku od njih,
sprovedene analize nisu detektovale ovu veli¢inu pora kod sitne granule Bio-Ossa, gde

je maksimalni izmereni dijametar pore bio 133.93um.
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Slika 6.1.2. Prikaz prisustva pora u strukturi ispitivanih koStanih zamenika kroz
kompjuterske modele:

I —
IT -
I —
IV -

a)
b)

¢)

d)
e)

krupna granula Bio-Ossa,
krupna granula Osteoxenona,
sitna granula Bio-Ossa,

sitna granula Osteoxenona.

prikaz kompjuterskog modela volumena kosti (BV)

prikaz kompjuterskog modela volumena zatvorenih pora (Po.V ) unutar
transparentnog kompjuterskog modela volumena kosti (BV)

prikaz kompjuterskog modela maske koriS¢ene za premoSc¢avanje otvora
pora dijametra do 500um koja ilustruje volumen otvorenih pora
(Po.V(op)) uz istovremeni prikaz transparentnog modela volumena kosti
(BV) unutar koga se nalazi model volumena zatvorenih pora (Po.V ),
uvodenje ravni preseka radi bolje vizuelne ilustracije koriS¢enih modela,
prikaz kompjuterskog modela volumena kosti (BV) koji je presecen i u
o¢ekivanoj gornjoj polovini se prikazuje vidljivi deo modela volumena
zatvorenih pora (Po.V ),

prikaz kompjuterskog modela volumena otvorenih pora (Po.V(yp)) uz
istovremeni prikaz presec¢enog modela volumena kosti (BV) u ¢ijoj se
o¢ekivanoj gornjoj polovini prikazuje vidljvi deo modela volumena
zatvorenih pora (Po.V ).
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Tabela 6.1.1. Analizirani parametri za krupne granule Bio-Ossa 1 Osteoxenona

. L. Jedinica Bio-Oss Osteoxenon
Varijabla (Skracenica)
mere (krupna granula) (krupna granula)
Volumen tkiva (TV) um’ 2,190,799,242.38 1,568,477,849.24
Volumen kosti (BV) um’ 1,539,841,104.57 680,706,874.11
Frakcija volumena kosti (BV/TV) % 70.29 43.40
Povrsina kosti (BS) um?* 67,903,351.24 47,858,119.17
Odnos kostane povrSine i volumena
(BS/BV) 1/pm 0.04 0.07
Broj kostanih gredica (Tb.N) I/um 0.03 0.02
Debljina kostanih gredica (Tb.Th) pm 22.51 22.77
Razdvojenost kostanih gredica
226.57 239.86
(Tb.Sp) K
Broj zatvorenih pora (Po.N(cl)) 791,104.00 247,958.00
Volumen zatvorenih pora (Po.V(cl)) pm’ 27,463,617.05 15,417,469.96
PovrSina zatvorenih pora 5 41.081.492 44 19.020.233.93
m . .
(Po.S(cl)) H O P
Procenat zastuljenosti zatvorenih pora 0
4.22 1.74
(Po.P(cl)) & 7
Zatvorena poroznost (Po(cl)) % 1.75 2.21
Volumen otvorenih pora (Po.V(op)) pm3 623,494,520.76 872,353,505.16
Procenat zastupljenosti otvorenih pora % 95.78 98.26
(Po.P(op))
Otvorena poroznost (Po(op)) % 28.46 55.62
Broj pora (Po.N(tot)) 928,194.00 309,209.00
Ukupan volumen pora (Po.V(tot)) pm3 650,958,137.81 887,770,975.12
Totalna poroznost (Po(tot)) % 29.71 56.60
Stepen anizotropije pora (DA) 1.52 (0.34) 1.34 (0.25)
Euler broj pora (Eu.N) 775,950.00 216,956.00
Gustina povezanosti pora (Conn.Dn) 1/ pm3 0.00007 0.00006
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Tabela 6.1.2. Analizirani parametri za sitne granule Bio-Ossa i Osteoxenona

- Bio- :
Varijabla (Skracenica) Jedinica _ 10-Oss Qs eoxenon
mere (sitna granula) (sitna granula)
Volumen tkiva (TV) pum3 280,805,946.75 157,801,936.33
Volumen kosti (BV) pum3 212,205,843.80 116,140,451.87
Frakcija volumena kosti (BV/TV) % 75.57 73.60
Povrsina kosti (BS) pm2 5,756,174.17 3,932,467.29
Odnos kostane povr$ine i volumena
(BS/BV) 1/pm 0.03 0.034
Broj kostanih gredica (Tb.N) 1/pm 0.02 0.016
Debljina kostanih gredica (Tb.Th) pm 45.30 47.03
Razdvojenost kostanih gredica
58.26 104.66
(Tb.Sp) Hm
Broj zatvorenih pora (Po.N(cl)) 12,950.00 3,148.00
Volumen zatvorenih pora
3 1,081,687.15 616,148.00
(Po.V(cl)) Hm ;081,687 :
Povrsina zatvorenih pora (Po.S(cl)) pm?2 1,177,870.13 612,155.77
Procenat zastupljenosti zatvorenih 0
% 1.58 1.48
pora (Po.P(cl)) °
Zatvorena poroznost (Po(cl)) % 0.51 0.53
Volumen otvorenih pora (Po.V(op)) pm3 67,518,415.79 41,045,336.46
Procenat zastupljenosti otvorenih pora % 98.42 98.52
(Po.P(op))
Otvorena poroznost (Po(op)) % 24.04 26.01
Broj pora (Po.N(tot)) 17,705.00 8,991.00
Ukupan volumen pora (Po.V(tot)) pm3 68,600,102.94 41,661,484.46
Totalna poroznost (Po(tot)) % 24.43 26.40
Stepen anizotropije pora (DA) 1.83 (0.45) 1.39 (0.28)
Euler broj pora (Eu.N) 9,291.00 2,198.00
Gustina povezanosti pora (Conn.Dn) 1/um3 0.00003 0.00004




Tabela 6.1.3. Distribucija pora po veli¢ini u odnosu na kostani zamenik

Distribucija

razdvojenosti koStanih

Pore obuhvadene zadatim intervalom

Vrsta granula gredica po zadatim Srednja
intervalima vrednost Zapremina Procen.at
(um) dijametra ( um3) zapremine
(%)
(pum)
<11.25 6.13 64,379,963.89 9.84
11.25 - 50.09 30.67 84,000,659.06 12.84
Bio-Oss 50.09 - 101.21 75.65 47,388,281.50 7.24
(krupna granula) 101.21 - 401.78 251.50 373,147,220.20 57.03
>401.78 429.38 85,364,258.16 13.05
140.06 - 401.78 270.92 347,166,746.09 53.06
<11.25 6.13 53,950,692.89 6.07
11.25 - 50.09 30.67 60,503,944.91 6.80
Osteoxenon 50.09 - 101.21 75.65 68,858,745.97 7.74
(krupna granula) 101.21 - 401.78 251.50 590,097,130.68 66.37
>401.78 423.25 115,753,778.30 13.02
140.06 - 401.78 270.92 532,876,305.19 59.93
<11.25 6.13 9,378,382.45 13.66
Bio-Oss 11.25 - 50.09 30.67 24,198,028.12 35.24
(sitna granula) 50.09 - 101.21 75.65 20,430,340.21 29.75
101.21 - 401.78 117.57 14,660,514.91 21.35
140.06 - 401.78 0.00 0.00 0.00
<11.25 6.13 5,450,576.46 13.07
) 11.25 - 50.09 30.67 8,283,294.47 19.87
Osm‘;’;gﬁgﬁl)(s‘ma 50.09 - 101.21 75.65 8.421,761.08 20.20
101.21 - 401.78 160.51 19,534,941.97 46.86
140.06 - 401.78 179.93 14,960,122.17 35.88
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g/
1 20.20% /.

sitna granula Bio-Ossa sitna granula Osteoxenona

<11.25 pm
11.25-50.09 um
50.09-101.21pm
101.21-401.78um
>401.78 pm

OG0 0e

Slika 6.1.3. Distribucija pora razli¢itog promera kod ispitivanih koStanih zamenika
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6.2. Histoloske karakteristike i histomorfometrijska analiza

6.2.1. Stepen neoangiogeneze

Histomorfometrijskom analizom odredivan je uticaj vrste koStanog zamenika na broj

krvnih sudova u 4.1 8. nedelji (slika/tabela 6.2.1.1.16.2.1.2.).

Tabela 6.2.1.1. Promene broja krvnih sudova kod razli¢itih koStanih zamenika nakon 4 i

8 nedelja zarastanja

Broj krvnih sudova po mm”
. ) . Sitan Krupan
Sitan Bio-Oss Krupan Bio-Oss Osteoxenon Osteoxenon
4 8 4 8 4 8 4 8
nedelje | nedelja | nedelje | nedelja | nedelje | nedelja | nedelje | nedelja
N 5 5 5 5 5 5 5 5
X 24.80 | 2740 | 46.40 | 55.60 | 16.00 | 14.60 | 39.60 | 58.60
S. D. 1.79 0.90 1.67 1.67 1.41 0.89 2.19 0.89
Minimum 22 26 44 53 14 14 36 58
Maximum 26 28 48 57 18 16 42 60

Tabela 6.2.1.2. Pregled znacajnosti promena broja krvnih sudova kod razli¢itih koStanih
zamenika u 4. 1 8. nedelji

Znacajnost® Znadajnost™® i a Znadajnost™® e
(razlika (razlika Znacajnost (razlika Znatajnost
Ispitivani ) ) (razlika ) razlike unutar
spitivani izmedu izmedu . izmedu . .
Grupa izmedu grupa) grupa izmedu 4. i
parametar grupa) u grupa) u u 8.nedelii grupa) u ] nedelie
4 nedelji 4 nedelji nedel 8.nedelji -nedey
a a
Sitan p<0.000* p<0.000* B .
Bio-Oss p=0.020
lvs. 2 lvs. 2
p<0.000%; p<0.000%;
Krupan Ivs. 3 Ivs. 3 i
Bio_%ss p<0.000%; p<0.000%; p<0.000
lvs. 4 lvs. 4
* *
Broj p<0.000 p<0.000%; p<0.000 p<0.000%;
krvnih . _ 2vs. 3 _ 2vs. 3
sudova | tS“"‘n F=298 <0.000%; F=1781 p<0.000%; p=0.098
steoxenon 2vs. 4 2vs. 4
p<0.000%; p=0.004%;
3vs. 4 3vs. 4
Oifgf:gon p<0.000*; p<0.000*; <0.000"

“Jednofaktorska analiza varijanse (One-way ANOVA); ° Post-hoc analiza Tuckey HSD test; °T-test za
nezavisne uzorke; p-p vrednost za dvosmerno testiranje; *statisti¢ki znacajna razlika; F —FiSerov varijasni

koli¢nik
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Slika 6.‘2.1.‘1.‘. Kostani defekt kga én; fragrﬁenti sitnih granula Bio-Ossa sa
proliferacijom veziva i stvaranjem novog kostanogtkiva. 4 nedelja zarastanja (HE x 40)

| o {4 i &
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Slika 6.2.1.2. Defekt u koStanom tkivu sa prisustvom sitnih granula Bio-Ossa,
naglaSenom koStanom produkcijom i proliferacijom vezivno-vaskularnog tkiva izmedu

partikula koStanog zamenika. 8 nedelja zarastanja (HE x 40)
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Tabela 6.2.1.1. 1 slika 6.2.1.9. prikazuju srednje vrednosti broja krvnih sudova izmerene
nakon 4 i 8 nedelja u kostanim defektima ispunjenim razli¢itim koStanim zamenicima.
Nakon 4 nedelje najmanji broj krvnih sudova po mm?® imali su defekti ispunjeni sitnim
granulama porekla konjske kosti, Osteoxenon (x=16.00, SD=1.41) dok je najveci broj
krvnih sudova bio prisutan u defektima ispunjenim velikim granulama kosti govedeg
porekla, Bio-Oss (x=46.40, SD=1.67). Jednofaktorskom analizom varijanse utvrdena je
statisticki znacCajna razlika na nivou p<0.05 izmedu Cetiri ispitivane grupe nakon 4
nedelje zarastanja (Tabela 6.2.1.2). Naknadna poredenja pomocu Tuckey-ovog HSD
testa izmedu grupa pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu svih vrsta kostanih
zamenika prema broju krvnih sudova.

Nakon 8 nedelja najve¢i broj krvnih sudova po mm® izmeren je u defektima ispunjenim
krupnim grnulama Osteoxenona (x=58.60, SD=0.89) (histoloski prikaz slike 6.2.1.3 1
6.2.1.4) dok je najmanji broj i dalje bio kod defekata ispunjenih sitnim granulama
Osteoxenona (x=14.60, SD=0.89). Jednofaktorskom analizom varijanse utvrdena je
statisticki znacajna razlika na nivou p<0.05 izmedu Cetiri ispitivane grupe kako nakon 8
nedelja zarastanja (Tabela 6.2.1.2). Naknadna poredenja pomocu Tuckey-ovog HSD
testa izmedu grupa pokazuju statisticki znaCajnu razliku izmedu svih vrsta kostanih
zamenika prema broju krvnih sudova.

U defektima ispunjenim sitnim granulama Bio-Ossa nakon 4 nedelje zarastanja
srednja vrednost broja krvnih sudova iznosila je 24.80 po mm? (SD=1.79) (histoloski
prikaz-slika 6.2.1.5 1 6.2.1.6), dok je nakon 8 nedelja iznosila 27.40 (SD=0.90)
(histoloski prikaz-slika 6.2.1.7 1 6.2.1.8). Analizirajuci rezultate T-testom za nezavisne
uzorke pokazano je da je doslo do statisticki znacajnog povecanja srednje vrednosti
broja krvnih sudova po mm® kod defekata ispunjenih sitnim granulama Bio-Ossa
izmedu 4. i 8. nedelje zarastanja (X*=-2.907; df=8; p<0.05, p=0.02).

Kod defekata ispunjenih krupnim granulama Bio-Ossa srednja vrednost broja krvnih
sudova po mm” nakon 4. nedelje zarastanja iznosila je 46.40 (SD=1.67), dok je nakon 8.
nedelje zarastanja srednja vrednost iznosila 55.60 (SD=1.67). T-testom za nezavisne
uzorke pokazano je da je doslo do statisti¢ki zna¢ajnog povecanja broja krvnih sudova
u defektima ispunjenim krupnim granulama Bio-Ossa izmedu dva posmatrana vremena

(X*=-8.693; df=8; p<0.000).
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Slika 6.2.1.3. Krupne granule Osteoxenona oko kojih se uocava proliferacij‘a bogato
vaskularizovanog fibroznog tkiva u kome se uocava veliki broj vaskularnih prostora.
Oskudni limfocitni infiltrati perivaskularno. Nisu vidljive dzinovske éelije tipa oko

stranog tela. 8.nedelja zarastanja (HE x 100)

Slika 6.2.1.4. Detalj s prethodne slike. Brojni vaskularni prostori u novostvorenom
vezivu s naglaSenom pasivhom hiperemijom, prepunjeni eritrocitima uz fokalno
oskudno prisustvo mononuklearnih ¢elija tipa limfocita i plazmocita koji se nalaze oko
jednog vaskularnog prostora. Na periferiji granule krupnog Osteoxenona (HE x 200)
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Slika 6.2.1.5. Prisutni brojni vaskularni prostori, sitne partikule Bio-Ossa s okolnom
fibroplazijom i pojedinac¢nim ¢elijama tipa oko stranog tela. 4.nedelja zarastanja (HE x
100)

Slika 6.2.1.6. Detalj s prethodne slike. Brojni vaskularni prostori od kojih pojedini
imaju jasno naglaSeni endotel, a drugi nedovoljno formiranje vaskularnog zida. Na
periferiji partikula sitnog Bio-Ossa.Prisutna jedna dzinovska celija tipa oko stranog
tela.(HE x 200)
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Slika 6.2.1.7. Prisutne sitne granule Bio-Ossa, proliferacija vezivno-vaskularnog tkiva
sa lakom hijalinizacijom; novostvoreno kosStano tkivo, normocelularno. Veoma retke
dzinovske ¢elije tipa oko stranog tela. Krvni sudovi umereno prisutni u analiziranom
tkivu. 8.nedelja zarastanja (HE x 100)

a0 sl ®
Slika 6.2.1.8. Detalj s prethodne slike. Struktura koStanog zamenika jasno vidljiva. Oko
kostanog zamenika dominantna proliferacija hijalinizovanog vezivno-vaskularnog tkiva
uz oskudno do umereno prisustvo krvnih sudova. Uocavaju se plaze novostvorenog
normocelularnog osteoida i jedna dzinovska celija tipa oko stranog tela. Fokalno
perivaskularno retki monocitni infiltrati(HE x 200)
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U defektima ispunjenim sitnim granulama Osteoxenona nakon 4.nedelje zarastanja
srednja vrednost broja krvnih sudova iznosila je 16.00 po mm* (SD=1.41), dok je nakon
8. nedelja iznosila 14.60 (SD=0.89). Analiziraju¢i rezultate T-testom za nezavisne
uzorke pokazano je da nije doSlo do statisti¢ki zna¢ajne promene broja krvnih sudova
izmedu 4. 1 8. nedelje kod defekata ispunjenih sitnim granulama Osteoxenona
(X*=1.871; df=8; p=0.098).

U 4. nedelji zarastanja srednja vrednost broja krvnih sudova u defektima ispunjenim
krupnim granulama Osteoxenona iznosila je 39.60 po mm” (SD=2.19), dok je nakon
8. nedelje iznosila 58.60 (SD=0.89). T-testom za nezavisne uzorke utvrdena je
statisticki zna¢ajna razlika u broju krvnih sudova pomm® na nivou p<0.05 kod
defekata ispunjenih krupnim granulama Osteoxenona izmedu 4. i 8. nedelje zarastanja

(X*=-17.953; df=8; p<0.000).

4.80
sitan Bio-Oss 27.40

krupan Bio-Oss

55.60

sitan Osteoxenon m
14.60

krupan Osteoxenon

10 20 30
40
50 60
srednja vrednost broja krvnih sudova po mm?
B 4 nedelje
B 8 nedelja

Slika 6.2.1.9. Srednje vrednosti broja krvnih sudova nakon 4 i 8 nedelja zarastanja u
defektima ispunjenim ispitivanim koStanim zamenicima
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6.2.2. Stepen fibroplazije

Tabela 6.2.2.1. Stepen fibroplazije kod razli¢itih koStanih zamenika nakon 4 i 8 nedelja

zarastanja
Maksimalna Sirina vezivnih traka (um)
. ) . Sitan Krupan
Sitan Bio-Oss Krupan Bio-Oss Osteoxenon Osteoxenon
4 8 4 8 4 8 4 8
nedelje | nedelja | nedelje | nedelja | nedelje | nedelja | nedelje | nedelja
N 5 5 5 5 5 5 5 5
X 354.60 | 370.80 | 454.40 | 502.20 | 380.60 | 394.00 | 421.20 | 450.80
S. D. 14.64 6.61 8.08 11.37 9.37 5.29 6.76 24.48
Minimum | 332 361 446 489 366 387 412 415
Maximum | 372 379 466 514 391 401 428 481

Tabela 6.2.2.2. Pregled znacajnosti fibroplazije kod razli¢itih koStanih zamenika u 4. 1 8.

nedelji
Znacajnost’
Znadajnost® Znagajnost *° Znadajnost® Zna&ajnost *° razlike
Ispitivani Kostani (razlika (razlika (razlika (razlika unutar grupa
parametar zamenik izmedu grupa) | izmedu grupa) | izmedu grupa) | izmedu grupa) izmedu
u 4.nedelji u 4.nedelji u 8.nedelji u 8.nedelji 4.18.
nedelje
Sitan #p<0.000* #p<0.000*
Bio-Oss p=0.054
Ivs. 2 Ivs. 2
p<0.000%; p<0.000%;
Krupan Ivs.3 Ivs.3 .
Maksimalna Bio-%ss p<0.005%; p=0.083; p<0.000
Sirina Ivs. 4 Ivs. 4
vezivnih p<0.000* p<0.000%; p<0.000* p<0.000%;
traka Sitan F=94 2vs.3 F=87 2vs.3 .
Osteoxenon p=0.000%; p=0.000%; p=0.024
2vs. 4 2vs. 4
p<0.000%; p<0.000%;
3vs. 4 3vs. 4
Krupan p<0.000%; p<0.000%; p=0.031"
Osteoxenon

“Jednofaktorska analiza varijanse (One-way ANOVA); ° Post-hoc analiza Tuckey HSD test; ¢ T-test za
nezavisne uzorke; p-p vrednost za dvosmerno testiranje; *statisti¢ki znacajna razlika; F —FiSerov varijasni
koli¢nik

Stvaranje veziva je pra¢eno kroz maksimalnu $irinu vezivnih traka. Na slici 6.2.2.1 i u
tabeli 6.2.2.1 prikazane su srednje vrednosti maksimalne Sirine vezivnih traka nakon 4 i

nakon 8 nedelja kod razli¢itih koStanih zamenika. Najmanja §irina vezivnih traka nakon
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4 nedelje zarastanja izmerena je u defektima ispunjenim sitnim granulama Bio-Ossa
(x=354.60, SD=14.64), dok je najveca Sirina izmerena u defektima ispunjenim krupnim
granulama Bio-Ossa (Xx=454.40, SD=8.08). Jednofaktorskom analizom varijanse
utvrdena je statisticki znacajna razlika na nivou p<0.05 izmedu cetiri ispitivane grupe
nakon 4 nedelje zarastanja (Tabela 6.2.2.2). Naknadna poredenja pomocu Tuckey-ovog
HSD testa izmedu grupa ukazuju na statisticku znacajnu razliku izmedu svih vrsta
kostanih zamenika prema broju krvnih sudova (p<0.000).

I nakon 8 nedelja zarastanja najmanje Sirina vezivnih traka izmerena je u defektima
ispunjenim sitnim granuloma Bio-Ossa (x=370.80; SD=6.61) dok je najveca Sirina,
takode izmerena u defektima ispunjenim krupnim granulama Bio-Ossa (x=502.20;
SD=11.37). Jednofaktorskom analizom varijanse utvrdena je statisticki znacajna razlika
na nivou p< 0.05 izmedu 4 ispitivane grupe nakon 8 nedelja zarastanja (Tabela 6.2.2.2).
Naknadna poredenja pomocu Tuckey-ovog HSD testa izmedu grupa ukazuju da jedino
izmedu defekata ispunjenih sitnim granuloma Bio-Ossa 1 sitnim granuloma
Osteoxenona nema statisticki znacajne razlike (p=0.083) dok ostala poredenja koStanih
zamenika pokazuju statisticki znacajnu razliku prema srednjoj vrednosti maksimalne
Sirine koStanih gredica nakon osam nedelja zarastanja (p<0.000).

U defektima ispunjenim sitnim granulama Bio-Ossa srednja vrednost maksimalne
Sirine vezivnih traka nakon 4 nedelje zarastanja iznosila je 354.60pm (SD=14.64), a
nakon 8 nedelja 370.80um (SD=6.61). T-testom za nezavisne uzorke utvrdeno je da
nema statisticki znacajnog povecanja Sirine vezivnih traka izmedu 4. i 8. nedelje u
defektima ispunjenim sitnim granulama Bio-Ossa (X’= -2.225; df=8; p=0.054).

Kod defekata ispunjenih krupnim granulama Bio-Ossa srednja vrednost maksimalne
Sirine vezivnih traka nakon 4 nedelje zarastanja iznosila je 454.40um (SD=8.08) dok je
nakon 8 nedelja iznosila 502.20um (SD=11.37). Analiziraju¢i rezultate T-testom za
nezavisne uzorke utvrdeno je da je doslo do statisticki znacajnog povecanja Sirine
vezivnih traka izmedu 4. i 8. nedelje kod defekata ispunjenih krupnim granulama Bio-
Ossa (X’= -7.664; df=8; p<0.000).

Srednja vrednost maksimalne Sirine vezivnih traka kod defekata ispunjenih sitnim
granulama Osteoxenona nakon 4 nedelje zarastanja iznosila je 380.60pm (SD=9.37), a
nakon 8 nedelja 394.00um (SD=5.29). Na osnovu T-testa za nezavisne uzorke utvrdeno

je da postoji statistiCki znacajna razlika na nivou p<0.05 prema maksimalnoj Sirini
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vezivnih traka izmedu 4. i 8. nedelje zarastanja unutar defekata ispunjenih sitnim
granulama Osteoxenona (X°= -2.784; df=8; p<0.05, p=0.24).

Kod defekata ispunjenih krupnim granulama Osteoxenona srednja vrednost
maksimalne Sirine vezivnih traka nakon 4 nedelje zarastanja iznosila je 421.20um
(SD=6.76) dok je nakon 8 nedelja iznosila 450.80um (SD=24.48). Analizom T-testa za
nezavisne uzorke utvrdeno je da postoji statisticki znacajno povecanje Sirine vezivnih

traka izmedu 4. i1 8. nedelje u defektima ispunjenim krupnim granulama Osteoxenona
(X*= -2.606; df=8; p<0.05, p=0.31).

600
0 100 200 300 400 500
sitan Bio-Oss
krupan bio-Oss e g
sitan Osteoxenon 380.60.
krupan Osteoxenon — 421.2‘0'5
produkcija veziva- maksimalna Sirina vezivnih traka (um)
4 nedelje
I 8 nedelja

Slika 6.2.2.1. Srednje vrednosti maksimalne Sirine vezivnih traka nakon 4 i 8 nedelja
zarastanja u defektima ispunjenim ispitivanim koStanim zamenicima
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6.2.3. Stvaranje kostanog tkiva

Stvaranje kostanog tkiva je praceno kroz maksimalnu Sirinu koStanih gredica.Na

slikama 6.2.3.1 1 6.2.3.2 prikazani su defekti ispunjeni krupnim granulama

biomaterijala.

r2.4 il

ki LHt

Slika 6.2.3.1. Defekt u“ kostanom tkivu s naglaSenim zapaljenskim infiltratom,
partikulama krupnog Bio-Ossa, okolnom fibroplazijom i poljima novostvorenog
kostanog tkiva. Krupni Bio-Oss se jasno vidi lamelarne grade. 4.nedelja zarastanja. (HE

x 40)

o : RN 3 VN\E}A ! — S
Slika 6.2.3.2 Defekt u koStanom tkivu s umerenim zapaljenskim infiltratom prema
okolnim strukturama. Vidljive partikule krupnog Osteoxenona oko kojih se uocavaju
plaze fibrovaskularnog tkiva i umereno stvaranje nove kosti koja mestimi¢no pokazuje

lamelarnu gradu. 4.nedelja zarastanja. (HE x40)
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Tabela 6.2.3.1. Promena stvaranja koStanog tkiva kod razli¢itih koStanih zamenika
nakon 4 1 8 nedelja zarastanja

Maksimalna Sirina koStanih gredica (um)

. ) . Sitan Krupan
Sitan Bio-Oss Krupan Bio-Oss Osteoxenon Osteoxenon
4 8 4 8 4 8 4 8
nedelje | nedelja | nedelje | nedelja | nedelje | nedelja | nedelje | nedelja
N 5 5 5 5 5 5 5 5
X 111.80 | 151.20 | 130.40 | 143.60 | 97.20 | 116.60 | 153.40 | 201.20
S. D. 3.35 3.03 3.98 6.77 8.93 11.59 4.16 2.86
Minimum | 108 147 125 133 90 99 149 197
Maximum | 116 155 136 149 112 128 428 205

Tabela 6.2.3.2. Pregled znacajnosti promene stvaranja koStanog tkiva kod razlicitih
kostanih zamenika u 4. 1 8. nedelji

Znacajnost” Znatajnost *° Znacajnost” Znatajnost *° Znacajnost®
Ispitivani Kostani (razlika izmedu (razlika izmedu | (razlika izmedu | (razlika izmedu razlike unutar
parametar zamenik grupa) grupa) grupa) grupa) grupa izmedu
u 4.nedelji u 4.nedelji u 8.nedelji u 8.nedelji 4.1 8. nedelje
Sitan *p<0.000% *p<0.000% <0.000"
Bio-Oss p= p= p=
1vs. 2 1vs. 2
p<0.000%; p=0.351;
Krupan 1vs. 3 1vs. 3 .
. _ *. _ . p=0.006
Maksimalna Bio-Oss p=0.004%; p=0.083;
Sirina 1vs. 4 1vs. 4
Kostanih p<0.000* p<0.000%*; p<0.000* p<0.000%*;
aredica ) F=95 2vs.3 F=126 2vs.3
Sitan p<0.000%; p<0.000%; p=0.018"
Osteoxenon 2vs. 4 2vs. 4
p<0.000%*; p<0.000%*;
3vs. 4 3vs. 4
k. £
Krupan p<0.000%*; p<0.000%*; .
p<0.000
Osteoxenon

“Jednofaktorska analiza varijanse (One-way ANOVA); ° Post-hoc analiza Tuckey HSD test; ¢ T-test za
nezavisne uzorke; p-p vrednost za dvosmerno testiranje; *statisticki znacajna razlika; F —FiSerov

varijasni koli¢nik

U tabeli 6.2.3.1. prikazane su srednje vrednosti maksimalne Sirine koStanih gredica

nakon 4 i nakon 8 nedelja kod razli¢itih koStanih zamenika. Najmanja Sirina koStanih

gredica nakon 4 nedelje zarastanja izmerena je u defektima ispunjenim sitnim

granulama Osteoxenona (X=97.20, SD=8.93), dok je najveéa Sirina izmerena u

defektima ispunjenim krupnim granulama Osteoxenona (x=153.40, SD=4.16) (slika

6.2.3.3 1 6.2.3.4). Jednofaktorskom analizom varijanse utvrdena je statistickiznacajna
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razlika na nivou p<0.05 izmedu cetiri ispitivane grupe nakon 4 nedelje zarastanja

(Tabela 6.2.3.2). Naknadna poredenja pomocu Tuckey-ovog HSD testa izmedu grupa

potvrduju statisticku znacajnu razliku izmedu svih vrsta koStanih zamenika prema S$irini

kostanih gredica (p<0.000).

’ Pl - ¢ ,

20, sy b "5,’ I ak ARSI |
Slika 6.2.3.3. Detalj s prethodne slike. Vidljive s pne granule Osteoxenona sa
produkcijom novostvorenog koStanog tkiva. Kostano tkivo je bogato vaskularizovano
uz prisustvo brojnih novostvorenih vaskularnih prostora koji pokazuju naglaSenu

endotelnu proliferaciju. KoStane gredice su hipercelularne i mestimi¢no se uocava
lamelarna grada uz regularne zone mineralizacije. (HE x 100)

Nakon 8 nedelja zarastanja najmanje Sirina koStanih gredica izmerena je u defektima
ispunjenim sitnim granuloma Osteoxenona (x=116.60; SD=11.59) dok je najveca Sirina,
izmerena u defektima ispunjenim krupnim granulama Osteoxenona (x=201.20;
SD=2.86). Jednofaktorskom analizom varijanse utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika
na nivou p<0.05 izmedu Cetiri ispitivane grupe nakon 8 nedelja zarastanja (Tabela
6.2.3.2). Naknadna poredenja pomoc¢u Tuckey-ovog HSD testa izmedu grupa ukazuju
da izmedu defekata ispunjenih sitnim granuloma Bio-Ossa i1 sitnim granuloma

Osteoxenona kao i1 izmedu defekata ispunjenih sitnim i krupnim granulama Bio-Ossa

54



nema statisticki znacajne razlike (p=0.083 1 p=0.351, po navedenom redosledu) dok
ostala poredenja kostanih zamenika pokazuju statisti¢ki znac¢ajnu razliku prema srednjoj

vrednosti maksimalne Sirine kostanih gredica nakon osam nedelja zarastanja (p<0.000)

Slika 6.2.3.4. Detalj s prethodne slike. Naglasena vaskularizacija novostvorenog
kostanog i vezivnog tkiva uz prisustvo brojnih vaskularnih prostora, naglasena
endotelna hiperplazija i prisustvo eritrocita u vaskularnim prostorima. Kostano tkivo je
hipercelularno, osteociti odgovaraju¢e grade, viabilni u lakunarnim prostorima. Na
povrsini novostvorene kosti uocavaju se aktivirani osteoblasti. (HE x 200)

U defektima ispunjenim sitnim granulama Bio-Ossa srednja vrednost maksimalne
Sirine koStanih gredica nakon 4 nedelje zarastanja iznosila je 111.80um (SD=3.35), a
nakon 8 nedelja 151.20um (SD=3.03). T-testom za nezavisne uzorke utvrdeno je da
postoji statisticki znacajno povecanje Sirine koStanih gredica izmedu 4. i 8. nedelje u
defektima ispunjenim sitnim granulama Bio-Ossa (X*= -19.506; df=8; p<0.000).

Kod defekata ispunjenih krupnim granulama Bio-Ossa srednja vrednost maksimalne
Sirine koStanih gredica nakon 4 nedelje zarastanja iznosila je 130.40um (SD=3.98) dok
je nakon 8 nedelja iznosila 143.60um (SD=6.77) (slika 6.2.3.5 1 6.2.3.6). Analizirajuci

rezultate T-testom za nezavisne uzorke utvrdeno je da je doslo do statisticki znacajnog
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poveéanja Sirine koStanih gredica izmedu 4. i 8. nedelje kod defekata ispunjenih

krupnim granulama Bio-Ossa (X*= -3.761; df=8; p<0.005; p=0.006).

Slika 6.2.3.5. Granule krupnog Bio-Ossa okruzene umnozenim vezivno-vaskularnim
tkivom i1 lamelama novostvorenog kostanog tkiva. Novostvoreno kostano tkivo je u
bliskom kontaktu sa partikulama Bio-Ossa pokazuje znake umereno regularne
mineralizacije uz prisustvo osteoblastnog ruba na povrsini novostvorene kosti. 8.nedelja

zarastanja. (HE x 100)

Slika 6.2.3.6. Detalj s prethodne slike. Novostvoreno kostano tkivo lamelarne grade i
lamelarnog tipa mineralizacije. Na povrSini prisutni brojni aktivirani osteoblasti.
Vaskularni prostori dilatirani, s prisutnim endotelom. (HE x 200)
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Srednja vrednost maksimalne Sirine koStanih gredica kod defekata ispunjenih sitnim
granulama Osteoxenona nakon 4 nedelje zarastanja iznosila je 97.20pum (SD=8.93), a
nakon 8 nedelja 116.60um (SD=11.59). Na osnovu T-testa za nezavisne uzorke
utvrdeno je da postoji statisti¢ki znacajna razlika na nivou p<0.05 prema maksimalnoj
Sirini kosStanih gredica izmedu 4. 1 8 nedelje zarastanja unutar defekata ispunjenih sitnim
granulama Osteoxenona (X2= -2.965; df=8; p<0.05, p=0.018).

Kod defekata ispunjenih Kkrupnim granulama Osteoxenona srednja vrednost
maksimalne Sirine koStanih gredica nakon 4 nedelje zarastanja iznosila je 153.40um
(SD=4.16) dok je nakon 8 nedelja iznosila 201.20pm (SD=2.86). Analizom T-testa za
nezavisne uzorke utvrdeno je da postoji statistiCki znacajno povecanje Sirine koStanih
gredica izmedu 4. i 8. nedelje u defektima ispunjenim krupnim granulama Osteoxenona

(X*= -21.166; df=8; p<0.000).

165 220
110
sitan Bio-Oss
krupan Bio-Oss
sitan Osteoxenon
krupan Osteoxenon
produkcija kosti- maksimalna Sirina koStanih gredica (um)
H 4 nedelje

£ 8 nedelja

Slika 6.2.3.7. Srednje vrednosti maksimalne Sirine koStanih gredica nakon 4 i 8 nedelja
zarastanja u defektima ispunjenim ispitivanim koStanim zamenicima

57



6.2.4. Odredivanje broja dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela

Tabela 6.2.4.1. Promena broja dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela kod razli¢itih
kostanih zamenika nakon 4 i1 8 nedelja zarastanja

Broj dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela po mm”
Sitan Bio-Oss | Krupan Bio-Oss Sitan Krupan
Osteoxenon Osteoxenon
4 8 4 8 4 8 4 8
nedelje | nedelja | nedelje | nedelja | nedelje | nedelja | nedelje | nedelja

N 5 5 5 5 5 5 5 5

X 7.00 2.80 1.40 1.00 9.60 3.40 0.60 0.60

S. D. 1.00 1.10 0.55 0.71 2.79 0.55 0.55 0.55
Minimum 6 1 1 0 5 3 0 0
Maximum 8 4 2 2 12 4 1 4

Tabela 6.2.4.2. Pregled znacajnosti promene broja dzinovskih ¢elija tipa oko stranog
tela kod razlicitih koStanih zamenika u 4. 1 8. nedelji

Znadajnost® Znagajnost Znadajnost® Znagajnost Znagajnost’
Ispitivani Kostani (razlika (razlika (razlika (razlika razlike unutar
parametar zamenik izmedu grupa) | izmedu grupa) | izmedu grupa) | izmedu grupa) | grupaizmedu
u 4.nedelji u 8.nedelji u 8.nedelji u 8.nedelji 4.1 8. nedelje
; p<0.000* p<0.000* .
Bis(fglss p=<0.000
Ivs.2 Ivs.2
p<0.000%; p<0.008*;
Ivs. 3 Ivs. 3
Broj }I;?_‘gfs p=0.070; p<0.605; p=0.347
dzinovskih lvs. 4 lvs. 4
celija tipa p<0.000* p<0.000%; p<0.000* p<0.002%;
oko stranog . F=40 2vs.3 F=16 2vs.3
tela Sitan p<0.000%; p<0.001%; p=0.001"
Osteoxenon 2vs. 4 v, 4
p=0.842; p<0.838;
3vs. 4 3vs. 4
Krupan p<0.000*; p<0.000*; p=1.000
Osteoxenon

“Jednofaktorska analiza varijanse (One-way ANOVA); ° Post-hoc analiza Tuckey HSD test; ¢ T-test za
nezavisne uzorke; p-p vrednost za dvosmerno testiranje; *statisti¢ki znacajna razlika; F —FiSerov varijasni
koli¢nik

Uticaj vrste koStanog zamenika na broj dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela analiziran
je nakon 4. 1 8. nedelji zarastanja. Tabela 6.2.4.1. i slika 6.2.4.5. prikazuju srednje
vrednosti broja dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela izmerene nakon 4 i 8 nedelja u

kostanim defektima ispunjenim razli¢itim koStanim zamenicima. Nakon 4 nedelje
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najmanji broj dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela po mm?® imali su defekti ispunjeni
krupnim granulama porekla konjske kosti, Osteoxenon (x=0.60, SD=0.55) dok je
najveci broj dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela bio prisutan u defektima ispunjenim
sitnim granulama Osteoxenona (X=9.60, SD=2.79) (slika 5.2.4.1 1 5.24.2).
Jednofaktorskom analizom varijanse utvrdena je statisticki znacajna razlika na nivou
p<0.05 izmedu cetiri ispitivane grupe nakon 4 nedelje zarastanja (Tabela 6.2.4.2).
Naknadna poredenja pomocu Tuckey-ovog HSD testa izmedu grupa pokazuju statisticki
znaajnu razliku na nivou p<0.05 izmedu defekata ispunjenih sitnim i onih koji su
ispunjeni krupnim granulama koStanog zamenika bez obzira na poreklo materijala
(p<0.000). Suprotno tome, naknadna poredenja pomocu Tuckey-ovog HSD testa
izmedu grupa nisu pokazala statisticku znacajnost prema broju dzinovskih ¢elija tipa
oko stranog tela izmedu defekata ispunjenih sitnim granulama Bio-Ossa 1 sitnim
granulama Osteoxenona kao 1 izmedu defekata ispunjenih krupnim granulama Bio-Ossa
1 krupnim granulama Osteoxenona (p=0.070 i p=0.842, po navedenom redosledu).
Nakon 8 nedelja najveéi broj dzinovskih éelija tipa oko stranog tela po mm?® izmeren je
u defektima ispunjenim sitnim granulama Osteoxenona (X=3.40, SD=0.55) (slika 6.2.4.3
1 6.2.4.4) dok je najmanji broj I dalje bio kod defekata ispunjenih krupnim granulama
Osteoxenona (x=0.60, SD=0.55). Jednofaktorskom analizom varijanse utvrdena je
statisticki znacCajna razlika na nivou p< 0.05 izmedu cetiri ispitivane grupe nakon 8
nedelja zarastanja (Tabela 6.2.4.2). Naknadna poredenja pomocu Tuckey-ovog HSD
testa izmedu grupa pokazuju statisticki znacajnu razliku na nivou p<0.05 izmedu
defekata ispunjenih sitnim i onih koji su ispunjeni krupnim granulama koStanog
zamenika bez obzira na poreklo materijala. Suprotno tome, naknadna poredenja pomocu
Tuckey-ovog HSD testa izmedu grupa nisu pokazala statisticku znacajnost prema broju
dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela izmedu defekata ispunjenih sitnim granulama
Bio-Ossa 1 sitnim granulama Osteoxenona kao i izmedu defekata ispunjenih krupnim
granulama Bio-Ossa 1 krupnim granulama Osteoxenona (p=0.605 i p=0.838, po
navedenom redosledu).

U defektima ispunjenim sitnim granulama Bio-Ossa nakon 4. nedelje zarastanja
srednja vrednost broja broja dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela iznosila je 7.00 po
mm” (SD=1.00), dok je nakon 8. nedelje iznosila 2.80 (SD=1.10). Analizirajuéi rezultate

T-testom za nezavisne uzorke pokazano je da je doSlo do statisticki znacajnog

59



smanjenja srednje vrednosti broja dzinovskih éelija tipa oko stranog tela po mm? kod
defekata ispunjenih sitnim granulama Bio-Ossa izmedu 4. i 8. nedelje zarastanja

(X*=6.332; df=8; p<0.000).

Slika 6.2.4.1. Defekt koétanog tkiva s prisutnim sitnim granulam Osteoxenona. Uotava
se prisustvo brojnih dzinovskih celija tipa oko stranog tela do stvaranja granuloma.
4.nedelja zarastanja. (HE x 40)

Slika 6.2.4.2. Detalj s prethodne slike. Granula sitnog Osteoxenona, brojne dzinovske
¢elije tipa oko stranog tela koje okruzuju partikule koStanog zamenika. U vezivno-
vaskularnom tkivu brojni mononuklearni infiltrati tipa limfocita i plazmocita. Oskudni

znaci neoangiogeneze. (HE x 200)
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Slika 6.2.4.3. Granule sitnog Osteoxenona uz prisustvo vezivnog tkiva, masnog tkiva i
pojedinacnih vaskularnih prostora kao i brojne dzinovske celije tipa oko stranog tela.

8.nedelja zarastanja. (HE x 100)

Slika 6.2.4.4. Detalj s prethodne slike. Dzinovske ¢elije tipa oko stranog tela u bliskom
kontaktu sa sitnim granulama Osteoxenona. Veoma oskudna osteoidna produkcija.
Vidljive masne Celije tipa lipocita §to odgovara neadekvatnoj kostanoj produkeiji. (HE x

200)
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Kod defekata ispunjenih krupnim granulama Bio-Ossa srednja vrednost broja
dzinovskih éelija tipa oko stranog tela po mm® nakon 4 nedelje zarastanja iznosila je
1.40 (SD=0.55), dok je nakon 8 nedelja zarastanja srednja vrednost iznosila 1.00
(SD=0.71). T-testom za nezavisne uzorke pokazano je da nije doSlo do statisticki
znacajne promene broja dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela u defektima ispunjenim
krupnim granulama Bio-Ossa izmedu dva posmatrana vremena (X°=1.000; df=8;
p=0.347).

U defektima ispunjenim sitnim granulama Osteoxenona nakon 4.nedelje zarastanja
srednja vrednost broja dzinovskih éelija tipa oko stranog tela iznosila je 9.60 po mm?®
(SD=2.79), dok je nakon 8. nedelja iznosila 3.40 (SD=0.55). Analizirajuéi rezultate T-
testom za nezavisne uzorke pokazano je da je doSlo do statisticki znacajnog
smanjenja broja dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela izmedu 4. i 8. nedelje kod
defekata ispunjenih sitnim granulama Osteoxenona (X’=4.871; df=8; p=0.001).

U 4. nedelji zarastanja srednja vrednost broja dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela u
defektima ispunjenim Krupnim granulama Osteoxenona iznosila je 0.60 po mm’
(SD=0.55), dok je nakon 8. nedelja vrednost bila nepromenjena (x=0.60; SD=0.89). T-
testom za nezavisne uzorke utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike u broju
dzinovskih éelija tipa oko stranog tela pomm® kod defekata ispunjenih krupnim

granulama Osteoxenona izmedu 4. i 8. nedelje zarastanja (X*=0.000; df=8; p=1.000).

sitan Bio-Oss r
S

krupan Bio-Oss

sitan Osteoxenon F

krupan Osteoxenon
\

0 2
S 5 75 10
srednja vrednost broja dZinovskih ¢elija tipa oko stranog tela po mm?

B 4 nedelje
M 8 nedelja

Slika 6.2.4.5. Srednje vrednosti broja dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela nakon 4 i
nakon 8 nedelja zarastanja u defektima ispunjenim ispitivanim koStanim zamenicima

62



6.2.5. Karakteristike endotela

Tabela 6.2.5.1. Karakteristike endotela kod razli¢itih kostanih zamenika nakon 4 nedelje

y Tesko
Jasan sa Tesko aer .. a
.. Jasan C e 1es uocljiv sa Znacajnost
Materijal . pojedina¢nim | uocljiv T Total .
u nizu A X pojedinacnim u 4.nedelji
¢elijama u nizu e
¢elijama
Sitan N 4 0 0 1 5
Bio-Oss | % | 80.0% 0% 0% 20.0% 100%
Krupan |N| 0 4 1 0 5 | X*=29.200
Bio-Oss | % | 0% 80.0% 20.0% 0% 100% df=9
Sitan N 0 1 4 0 5 p<0.05;
Osteoxenon | % | 0% 20.0% 80.0% 0% 100% | p=0.01*
Krupan | N 1 1 0 3 5
Osteoxenon | % | 20.0% 20.0% 0% 60.0% 100%

“Pirsonov Hi-kvadrat test; "statisticki znacajna razlika

Tabela 6.2.5.2. Karakteristike endotela kod razli¢itih koStanih zamenika nakon 8 nedelja

Tesko uocljiv

Jasan sa Tesko .. a
.. Jasanu C e . qes sa Znacajnost
Materijal . pojedinaénim | uocljiv Co Total ..
nizu s . pojedina¢nim u 8.nedelji
¢elijama u nizu A
¢elijama
Sitan N 5 0 0 0 5
Bio-Oss % | 100.0% 0% 0% 0% 100%
Krupan N 2 3 0 0 5 X2=20.400
Bio-Oss % | 40.0% 60.0% 0% 0% 100% df=6
Sitan N 5 0 0 0 5 p<0.05;
Osteoxenon | % | 100.0% 0% 0% 0% 100% | Pp=0.02%
Krupan N 0 2 0 3 5
Osteoxenon | % 0% 40.0% 0% 60.0% 100%

“Pirsonov Hi-kvadrat test; "statisticki znacajna razlika
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Slika 6.2.5.1. Semikvantitativna analiza strukture endotela kod defekata ispunjenim
rezli¢itim koStanim zamenicima nakon 4 nedelje

sitan Bio-Oss =
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tesko uocljiv sa pojedina¢nim ¢elijama
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Slika 6.2.5.2. Semikvantitativna analiza strukture endotela kod defekata ispunjenim
rezli¢itim koStanim zamenicima nakon 8§ nedelja



Posmatraju¢i strukturu endotela u defektima ispunjenim ispitivanim koStanim
zamenicima nakon 4 nedelje zarastanja, nadeno je da nijedan materijal nije pokazao
prisustvo jasnog endotela u nizu u svih pet defekata (100%). Jasno formirani endotel u
nizu bio je prisutan u 80% defekata ispunjenih sitnim granulama Bio-Ossa (4 defekta) i
u 20% defekata ispunjenih krupnim granulama kosti konjskog porekla (1 defekt).
Najveéi procenat defekata koji je pokazao prisustvo teSko uocljivog endotela sa
pojedinacnim ¢elijama bio je ispunjen krupnim granulama kosti konjskog porekla
(60%), dok je prisustvo ovakvog endotela uoceno i u jednom defektu ispunjenom sitnim
granulama Bio-Ossa (20%). Distribucija strukture endotela po defektima prikazana je u
tabeli 5.2.5.1. Analiziraju¢i dobijene rezultate Hi-kvadrat testom dobijena je statisti¢ki
znaajna razlika na nivou p<0.05 izmedu Cetiri posmatrane grupe prema strukturi
endotela (X?=29.200, df=9, p<0.05, p=0.01). Slika 6.2.5.1 prikazuje zastupljenost
strukture endotela u defektima ispunjenim razliitim koStanim zamenicima nakon 4

nedelje zarastanja.

Nakon 8 nedelja zarastanja defekti ispunjeni sitnim granuloma Bio-Ossa i Osteoxenona
pokazali su prisustvo jasno formiranog endotela u nizu u svih pet defekata (100%). Pri
koriS¢enju krupnih granula Bio-Ossa i Osteoxenona zastupljenost jasno formiranog
endotela sa pojedinacnim celijama po defektima iznosila je 60% 1 40%, po pomenutom
redosledu. Tesko uocljiv endotel sa pojedinacnim celijama bio je prisutan samo u
defektima ispunjenim krupnim granuloma Osteoxenona (3 defekta; 60%). Nakon 8
nedelja ni u jednom defektu, bez obzira na primenjeni koStani zamenik, nije registrovan
tesko uocljiv endotel sa ¢elijama u nizu (tabela 6.2.5.2). Analizirajuéi dobijene rezultate
Hi-kvadrat testom dobijena je statisticki znaCajna razlika izmedu Cetiri posmatrane
grupe prema strukturi endotela (X°=20.400, df=6, p<0.05, p=0.02). Slika 6.2.5.2
graficki prikazuje zastupljenost strukture endotela u defektima ispunjenim razli¢itim

koStanim zamenicima nakon 8 nedelje zarastanja.
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§ 200 (17 <4 200 iy
Slika 6.2.5.3. Imunohistohemijski prikaz neoangiogeneze primenom primarnih antitela:
CD31, CD34, FVIII i trombomodulin. Endotel vidljiv u svim vaskularnim prostorima

(CD34+), mestimi¢no nezreo (CD34+, CD31+) a mestimicno funkcionalno aktivan
(FVIII+, trombomodulin+).
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6.2.6. Intenzitet zapaljenja

Tabela 6.2.6.1. Intenzitet zapaljenja kod razli¢itih koStanih zamenika nakon 4 nedelje

Materijal Slabo . Umqenp Intenz.ivr}o Total Znacaj nos.t.a
zapaljenje | zapaljenje | zapaljenje u 4.nedelji
. . broj 0 0 5 5
Sitan Bio-Oss | %Y |, 0% 100.0% | 100%
Krupan Bio- | broj 0 4 1 5 X*=8.687
Oss % 0% 80.0% 20.0% 100% df=3
Sitan broj 0 3 2 5 p<0.05;
Osteoxenon % 0% 60.0% 40.0% 100% | p=0.034
Krupan broj 0 4 1 5
osteoxenon % 0% 80.0% 20.0% 100%

“Pirsonov Hi-kvadrat test; "statisticki znacajna razlika

Tabela 6.2.6.2. Intenziteta zapaljenja kod razli¢itih koStanih zamenika nakon 8 nedelja

. Slabo Umereno | Intenzivno Znakajnost”
Materijal Co - o Total .
zapaljenje | zapaljenje | zapaljenje u 8.nedelji
Sitan Bio-Oss broj 4 ! 0 >
% 80.0% 20.0% 0% 100%
Krupan Bio- | broj 3 2 0 5 X*=2.500
Oss % 60.0% 40.0% 0% 100% df=3
Sitan broj 5 0 0 5 p<0.05;
Osteoxenon % 100.0% 0% 0% 100% | p=0.475
Krupan broj 4 1 0 5
osteoxenon % 80.0% 20.0% 0% 100%

?Pirsonov Hi-kvadrat test
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Slika 6.2.6.1. Semikvantitativna anliza intenziteta zapaljenja kod defekata ispunjenih
rezli¢itim koStanim zamenicima nakon 4 nedelje
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Slika 6.2.6.2. Semikvantitativna analiza intenziteta zapaljenja kod defekata ispunjenih
rezli¢itim koStanim zamenicima nakon 8 nedelje
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Analizirajuéi intenzitet zapaljenja unutar defekata ispunjenih ispitivanim koStanim
zamenicima nakon 4 nedelje zarastanja utvrdeno je intenzivno zapaljenje u 100%
defekata ispunjenih sitnim granulama Bio-Ossa (5 defekata). U defektima ispunjenim
sitnim granulama Osteoxenona uoceno je prisustvo umerenog i intenzivnog zapaljenja
(60% 1 40%, po pomenutom redosledu). Distribucija intenziteta zapaljenja unutar
defekata ispunjenih krupnim granulama bila je identicna bez obzira na karakteristike
ispitivanog materijala. Umereno zapaljenje zabeleZzeno je u 80% defekata dok je
intenzivno zabelezeno u 20% defekata. Prisustvo slabog zapaljenja nije zabelezeno u
nijednom defektu.Distribucija intenziteta zapaljenja po defektima nakon 4 nedelje
zarastanja prikazana je u tabeli 6.2.6.1 i na slici 6.2.6.1. Analiziraju¢i dobijene rezultate
Hi-kvadrat testom dobijena je statisticki znacajna razlika na nivou p<0.05 izmedu Cetiri

posmatrane grupe prema intenzitetu zapaljenja (X*=8.687, df=3, p<0.05, p=0.034).

Nakon 8 nedelja zarastanja zabeleZeno je odsustvo intenzivnog zapaljenja unutar
defekata. Defekti ispunjeni sitnim granulama Osteoxenona pokazali su karakteristike
slabog zapaljenja u 100% slucajeva (5 defekata). Unutar defekata ispunjenih sitnim
granulama Bio-Ossa slabo zapaljenje je uoc¢eno u 80% defekata (4 defekta) dok je samo
jedan defekt pokazivao znake umerenog zapaljenja (20%). Kod defekata ispunjenih
krupnim granulama Bio-Ossa uoceno je prisustvo slabog i umerenog zapaljenja (60% i
40%, po navedenom redosledu). U defektima ispunjenim krupnim granulama
Osteoxenona slabo zapaljenje bilo je prisutno u 80% slucajeva dok je samo jedan defekt
pokazivao karakteristike umerenog zapaljenja (20%). Distribucija intenziteta zapaljenja
po defektima nakon 8 nedelja zarastanja prikazana je u tabeli 6.2.6.2 i na slici 6.2.6.2.
Analiziraju¢i dobijene rezultate Hi-kvadrat testom nije dobijena statisticki znacajna
razlika na nivou p<0.05 izmedu Cetiri posmatrane grupe prema intenzitetu zapaljenja

(X*=2.500, df=3, p=0.475).
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6.2.7. Intenzitet mikrokrvarenja

Tabela 6.2.7.1. Intenzitet mikrokrvarenja kod razli¢itih kostanih zamenika nakon 4

nedelje
Materiial Slabo Umereno IzraZeno Total Znacajnost”
J mikrokrvarenje | mikrokrvarenje | mikrokrvarenje © u 4.nedelji
Sitan Bio- | broj 4 1 0 5
Oss % 80.0% 20.0% 0% 100%
Krupan broj 0 5 0 5 X%=31.429
Bio-Oss % 0% 100.0% 0% 100% df=6
Sitan broj 4 1 0 5 p<0.05;
Osteoxenon | % 80.0% 20.0% 0% 100% | Pp=0.000
Krupan broj 0 0 5 5
osteoxenon | % 0% 0% 100.0% 100%

*Pirsonov Hi-kvadrat test; "statisti¢ki znaCajna razlika

Tabela 6.2.7.2. Intenzitet mikrokrvarenja kod razli€itih koStanih zamenika nakon 8

nedelja
Materiial Slabo Umereno IzraZeno Total Znacajnost”
J mikrokrvarenje | mikrokrvarenje | mikrokrvarenje u 8.nedelji
Sitan Bio- | broj 5 0 0 5
Oss % 100.0% 0% 0% 100%
Krupan broj 4 1 0 5 X*=7.500
Bio-Oss % 80.0% 20.0% 0% 100% df=3
Sitan broj 5 0 0 5 p<0.05;
Osteoxenon | % 100.0% 0% 0% 100% | p=0.058
Krupan broj 2 3 0 5
osteoxenon | % 40.0% 60.0% 0% 100%

*Pirsonov Hi-kvadrat test
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Slika 6.2.7.1. Semikvantitativna analiza intenziteta mikrokrvarenja kod defekata
ispunjenih razli¢itim koStanim zamenicima nakon 4 nedelje
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Slika 6.2.7.2. Semikvantitativna analiza intenziteta mikrokrvarenja kod defekata
ispunjenih razli¢itim kostanim zamenicima nakon 8 nedelja
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Analizirajuéi intenzitet mikrokrvarenja nakon 4 nedelje zarastanja uoceno je da su
defekti ispunjeni sitnim granulama Bio-Ossa pokazali u 80% slucajeva slabo
mikrokrvarenje dok je samo jedan defekt (20%) ukazivao na prisustvo umerene
ekstravazacije eritrocita. Isti rezultati karakterisali su i defekte ispunjene sitnim
granulama Osteoxenona. Suprotno tome,u defektima ispunjenim krupnim granulama
Bio-Ossa umereno mikrokrvarenje bilo je prisutno u 100% slucajeva (5 defekata), dok
su defekti ispunjeni krupnim granulama Osteoxenona pokazivali izrazeno
mikrokrvarenje u svih 5 defekata (100% slucajeva). Distribucija intenziteta
mikrokrvarenja po defektima nakon 4 nedelje zarastanja prikazana je u tabeli 6.2.7.1. 1
na slici 6.2.7.2.Analiziraju¢i dobijene rezultate Hi-kvadrat testom dobijena je statisticki
znacajna razlika na nivou p<0.05 izmedu Cetiri posmatrane grupe prema intenzitetu

mikrokrvarenja (X*=31.429, df=6, p<0.000).

Nakon 8 nedelja zarastanja defekti ispunjeni sitnim granulama biomaterijala, bez
obzira na njihovo poreklo, pokazivali su prisustvo slabog mikrokrvarenja u 100%
sluc¢ajeva. U defektima ispunjenim krupnim granulama Bio-Ossa slabo mikrokrvarenje
uoceno je u 80% defekata (4 defekta) dok je samo jedan defekt ukazivao na prisustvo
umerenog mikrokrvarenja (20%). U slucaju koriS¢enja krupnih granula Osteoxenona,
unutar defekata je uoceno slabo mikrokrvarenje u 40% slucajeva (2 defekta) dok je u
60% slucajeva (3 defekta) registrovano prisustvo umerene ekstravazacije eritrocita.
Distribucija intenziteta mikrokrvarenja po defektima nakon 8 nedelja zarastanja
prikazana je u tabeli 6.2.7.2. i na slici 6.2.7.2. Analiziraju¢i dobijene rezultate Hi-
kvadrat testom nije dobijena statisti¢ki znacajna razlika na nivou p<0.05 izmedu Cetiri

posmatrane grupe prema intenzitetu mikrokrvarenja (X*=7.500, df=3, p=0.058).
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7. DISKUSIJA

Kostano tkivo, bogato faktorima rasta i celularnim elementima, karakteriSe izrazen
regenerativni potencijal Sto omogucéava da manji kostani defekti zarastaju spontano pri
¢emu novoformirano tkivo, strukturno 1 funkcionalno, u potpunosti odgovara
prvobitnom tkivu. Medutim, kod defekata kriti¢ne veliine defekti samo delimi¢no
bivaju ispunjeni koStanim, dok istovremeno jedan deo defekta biva popunjen i
fibroznim tkivom. To ukazuje da pored regeneracije ovi defekti delimi¢no zarastaju i

reparacijom.

Terapija ovakvih defekata ima za cilj stvaranje mikrosredine koja ¢e omoguditi kostano
zarastanje 1 nadoknadu izgubljenog volumena kostanog tkiva. U ove svrhe koriste se
razlicite hirurSke tehnike. Tehnika vodene regeneracije kosti (Guided Bone
Regeneration — GBR), kao jedna od naj¢eS¢e primenjivanih, bazirana je na primeni
barijerne membrane kao fizicke barijere koja sprecava prodor neosteogenih, slabo
diferentovanih, brzo proliferiSucih ¢elija okolnog vezivnog i epitelnog tkiva u koStani
defekt (90, 132, 133). Na taj nacin je omoguena neometana migracija
osteoprogenitornih i angiogenih ¢elija iz zidova koStanog defekta i stvaranje pogodne
mikrosredine za uspesnu kostanu regeneraciju (7). Pored barijernih membrana koriste se
i kosStani zamenici razlicitog porekla. Oni ne samo da pruzaju mehanicku potporu
membrani sprecavajuéi njen kolaps ka defektu ve¢ razli¢itim mehanizmima uticu i na
regeneraciju koStanih defekata (10, 134, 135). Autologna kost se smatra ,,zlatnim
standardom” u rekonstrukciji koStanih defekata, jer jedina medu koStanim zamenicima
poseduje osteogeni, osteoinduktivni i osteokonduktivni potencijal(136). Medutim,
primena autologne kosti zahteva sekundarno hirursko polje, ve¢i stepen morbiditeta i
produzava trajanje hirurSke intervencije (137, 138). Uz to, ograni¢en volumen
raspolozive kosti 1 brza i nepredvidiva stopa resorpcije predstavljaju (139, 140) znacajan
nedostatak primene autolognih koStanih zamenika. Kako bi se prevazisli navedeni
nedostaci, autologna kost biva zamenjena alogenim, ksenogenim ili aloplasticnim
kostanim zamenicima. Optimalno bi bilo da hemijski sastav, poroznost, distribucija pora

.....

kosti.
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Strukturne karakteristike humane kosti su blisko povezane sa funkcionalnim zahtevima
odredene anatomske regije. One mogu pokazivati ¢itavu paletu strukturnih varijacija od
izrazito trabekularne kosti sa 90% poroznosti do solidne, kortikalne kosti sa poroznoséu
od 3% (141, 142). Shodno tome, biomaterijali koji se koriste u regenerativnim
procedurama pored odgovaraju¢eg hemijskog sastava moraju posedovati odredene
morfoloske i mikrostrukturne karakteristike koje odgovaraju humanoj kosti i koje igraju
kljuénu ulogu u njihovoj integraciji sa okolnim koStanim tkivom (143, 144). To je
ujedno 1 osnovni razlog zasto su u ovom istrazivanju isklju¢ivo koriS¢eni prirodni
biomaterijali (biomaterijali ksenogenog porekla — govedeg i1 konjskog). Bio-Oss
(govedeg porekla) i Osteoxenon (konjskog porekla) su prirodni materijali ¢ija se
mineralna komponenta formira na prethodno nastaloj organsko-kolagenoj osnovi (32),
kao Sto je slucaj sa formiranjem humane kosti. U procesu obrade izlagani su niskim
temperaturama ¢ime mineralna komponenta u vidu poroznog hidroksiapatita ostaje
nepromenjena. Hemijski sastav Bio-Ossa je skoro identi¢an sastavu humanog koStanog
minerala sa ukupnom poroznoséu od oko 75% 1 strukturom koju ¢ini bimodalna
distribucija pora (33). Pored toga, kompresivna ¢vrstoca govede kosti je vrlo bliska
humanoj (145) ¢ime se postize neometana distribucija opterecenja kroz regiju u ¢ijoj
regeneraciji ucestvuje goveda kost (146). Kada je u pitanju kost konjskog porekla
(Osteoxenon), iako je njena poroznost bliska humanoj kosti, poroznost govede kosti u
ve¢oj meri odgovara poroznosti humane kosti (147). Medutim, hrapavost povrSine

konjske kosti je najsli¢nija karakteristikama humane kosti (147).

U naSem istrazivanju, mikroCT analizom nasumi¢no odabranih granula pomenutih
biomaterijala definisane su strukturne karakteristike kojima se mogu objasniti njihove
razlike u in vivo ponasanju. Ovakvom vrstom analize dobijaju se podaci o dva tipa pora
— otvorenim 1 zatvorenim, a zbir njihovih volumena odgovara ukupnoj zapremini pora.
Zapremina otvorenih pora se odnosi na onu frakciju ukupnog volumena koja je
dostupna uplivu fluida. S druge strane, volumen zatvorenih pora odnosi se na onu
zapreminu u koju fluidi ne mogu da dospeju. S obzirom da su nedostupne za fluide i
celularne elemente, zatvorene pore su prakticno bez funkcije. Kada se radi o mikroCT
ispitivanju prirodne kosti, nazivi ,,zatvorene pore” i ,,zatvorena poroznost” predstavljaju
terminolosku greSku iako je njena primena utemeljena u savremenoj literaturi. Zapravo,

mikroarhitekturu nativne kosti predstavlja porozni sistem sa Haverzovim i

74



Volkmanovim kanalim koji su preko koStanih kanali¢a povezani s osteocitnim
lakunama formirajuéi otvoreni porozni sistem. U sprovedenom istrazivanju, tehni¢ka
ograni¢enja mikroCT opreme bazirana su na pravljenju slike gde vrednost jednog
piksela odgovara jednom mikrometru. Kao posledica toga, na skeniranom objektu ne
mogu se videti strukture manje od jednog mikrometra tj. kanalikularni sistem koji
povezuje mikropore ve¢ se one vide kao zatvorene, medusobno nezavisne porozne
strukture. 1z tog razloga, kada je u pitanju prirodna kost ¢ini se da je mnogo preciznije
podatke koji se odnose na zatvorenu poroznost interpretirati kao ,,mikroporoznost” §to
je i primenjeno u daljem toku diskusije. S obzirom da je mikroCT analiza obuhvatila
skeniranje pojedinacno prezentovane granule van konglomerata, bilo je neophodno
metodoloski adekvatno definisati pojam otvorenih pora tj. njithovu granicu. Na osnovu
postojece literature poznato je da je vrednost dijametra pore spongiozne kosti veli¢ine
do 500pum, §to su u metodologiji svoje studije primenili i Y1d-Soininmaéki i sar. Stoga, u
sprovedenom istrazivanju spoljaSnja granica otvorenih pora je dobijena naprednom
poluautomatskom softverskom funkcijom koja je podrazumevala premosc¢avanje
otvorenih pora veli¢ine do 500pm, uz primenjenu dinamicku interpolaciju pri kreiranju

kona¢nog volumena od interesa.

Eksperimentalno ispitivanje biomaterijala u in vivo uslovima podrazumeva koriS¢enje
razli¢itih animalnih modela koje se bazira na sli¢nosti i analogiji fizioloskih i patoloskih
procesa izmedu Zzivotinje i ¢oveka. Na osnovu toga, evidentno je da Sto je Zivotinja
filogenetski bliza coveku i Sto su anatomske sli¢nosti vece to su i molekularna osnova i
koriS¢eni animalni model u istraZivanjima oseointegracije razli¢itih biomaterijala.
Glavna prednost kori$¢enja kunica, pored njihovog lakog odrzavanja i lake manipulacije
u toku 1 nakon hirurgije, jeste brzo dostizanje skeletne zrelosti (nakon 6-8 meseci) i brzo
zarastanje koStanog tkiva (149). Defekti na kranijumu kunicéa ¢ine adekvatan model za
procenu koStane regeneracije Sto je uslovljeno prisustvom dovoljne koli¢ine kostne srzi
koja obezbeduje izvor vaskularnih elemenata neophodnih za uspesnu regeneraciju (150,
151). Uz to, kuni¢i imaju veéi svod lobanje u odnosu na pacove, Sto omogucéava
formiranje veceg broja defekata smanjujué¢i tako mogucnost greske uslovljene
individualnim razlikama. Proces zarastanja i remodelovanja koStanog tkivakod kunica je

oko tri puta brzi u odnosu na proces zarastanja humanog kostanog tkiva pa tako period
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pracenja od 4 nedelje odgovara ranoj fazi zarastanja kod coveka, dok period pracenja od

8 nedelja odgovara kasnoj fazi zarastanja (152-154).

Angiogeneza je proces koji prostorno i vremenski prethodi osteogenezi (77, 155).
Shodno tome, integracija koStanih zamenika zavisi od razvijenosti mikrovaskularne
mreze u augmentiranoj regiji (156, 157) ¢ime se obezbeduje mikrosredina bogata
funkcionalnom vaskularnom mrezom. Jedan od metoda procene prisustva krvnih sudova
u tkivu jeste brojanje krvnih sudova ¢ime se definiSe gustina mikrovaskularne mreze
(microvessel density — MVD) (158). U ovom istrazivanju, stepen neoangiogeneze
granuliranih koStanih zamenika procenjivan je nakon 4 i nakon 8 nedelja zarastanja. U
regeneriSucoj kosti zabeleZen je znac¢ajno veci broj krvnih sudova kod primene krupnih
granula biomaterijala u odnosu na defekte ispunjene sitnim granulama. Ovakav rezultat
se moze objasniti ve¢im intergranularnim prostorima koji se formiraju primenom
krupnih granula biomaterijala. Tako izrazena makroporoznost koStanog agregata
omogucava lakSe prorastanje krvnih sudova kroz implantirani materijal (159, 160).
Takode, povec¢anjem veli¢ine granula u granuliranom agregatu povecava se i udeo pora
vec¢ih od 250um Sto ide u prilog vecoj ukupnoj poroznosti granuliranog agregata (160).
Pore malog dijametra, od 25-50 um, samo u ogranicenom stepenu podrzavaju
revaskularizaciju dok biomaterijali sa porama veceg promera (50-100 i 100-150pm)
obezbeduju dovoljno prostora za formiranje zrelog vaskularizovanog tkiva kroz ¢itav
volumen materijala (161). Takode, materijali ¢ije su pore veée od 140um ne samo da
obezbeduju brze formiranje i prorastanje novih krvnih sudova ve¢ je i gustina kapilarne
mreze veca u odnosu na materijale sa manjim dijametrom pora (162). Medjutim, postoji
optimalan opseg u okviru koga makropora ispunjava svoju funkciju. Eksperimentalno je
pokazano da ne postoji razlika u stepenu revaskularizacije ukoliko se dimenzija pora
povecava iznad 400pm (105). Komercijalno dostupni koStani zamenici, bez obzira §to
se najceS¢e mogu naci u formi sitnih i krupnih granula, obi¢no nemaju medusobno
uniformnu veli¢inu granula, jer je raspon veli¢ine granula u okviru pakovanja relativno
veliki. U ovom istrazivanju od krupnih granula koriS¢eni su Osteoxenon (2000-
3000um) i Bio-Oss (1000-2000pm). Nakon 8 nedelja zarastanja gustina vaskularne
mreze kod primene krupnih granula Osteoxenona bila je statisticki znacajno veca u
odnosu na krupne granule Bio-Ossa (p=0.004). S obzirom na to da Osteoxenon ¢ine

granule koje su za oko 1000pm vece u odnosu na krupne granule Bio-Ossa, ovakav
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rezultat je najverovatnije uslovljen razlikom u veli¢ini krupnih granula. Pored toga,
mikroCT analiza je ukazala na razli¢itu distribuciju veli¢ine pora kod pomenutih
granula Sto moZe objasniti razliku u gustini vaskularne mreze. Naime, veca
zastupljenost pora u rasponu od 140-400um kod granula Osteoxenona u odnosu na Bio-
Oss ¢ini ove granule pogodnijim za vaskularno prorastanje (Osteoxenon — 59.93% u
odnosu na ukupnu poroznost; Bio-Oss — 53.06% u odnosu na ukupnu poroznost). S
druge strane, pore ¢ija je veli¢ina u rasponu od 11-50um su procentualno mnogo manje
zastupljene u granuli Osteoxenona (Osteoxenon — 6.80% u odnosu na ukupnu
poroznost; Bio-oss — 12.84% u odnosu na ukupnu poroznost). Navedene strukturne
razlike u poroznom sistemu krupnih granula Osteoxenona i Bio-Ossa mogu biti
odgovorne za razliCit stepen njihove revaskularizacije. Takode, uocena je i razlika u
revaskularizaciji defekata ispunjenih sitnim granulama pomenutih biomaterijala. Defekti
ispunjeni sitnim granulama Bio-Ossa pokazali su znacajno ve¢i broj krvnih sudova po
mm” kako u ranoj tako i kasnoj fazi zarastanja (p<0.000, u obe faze zarastanja). Iako je
po navodima proizvodaca raspon dimenzija sitnih granula Bio-Ossa 250-1000um, laser
difrakcionom spektometrijom utvrdeno je da je raspon granula od 510-1030pum (163)
Sto moze znacajno uticati na in vivo ponasanje biomaterijala. Upravo ovo moze biti
razlog veée gustine kapilara kod defekata ispunjenih sitnim granulama Bio-Ossa u
odnosu na defekte ispunjene sitnim granulama Osteoxenona. Medutim, mikroCT
analizom ustanovljeno je da 46.86% poroznog sismena sitne granule Osteoxenona ¢ine
pore veée od 100um (sa najveCom vrednos¢u od 219.8um) dok taj procenat kod
poroznog sistema Bio-Ossa iznosi 21.35%, uz maksimalnu vrednost od 133.9pum.
Rezultati pokazuju jo§ vecu razliku u poroznosti kada se posmatraju samo pore vece od
140pm, obzirom da Bio-Oss ne poseduje takve pore, a kod Osteoxenona ¢ine 35.88%
ukupnog volumena poroznosti. Ovakve strukturne karakteristike bi mogle da ukazu na
superiorniju revaskularizaciju konglomerata sitnih granula Osteoxenona $to je suprotno
dobijenim in vivo rezultatima. lako zastupljenost ,,optimalne” veli¢ine pora i
kompleksnost grade sitnog Osteoxenona idu u prilog vaskularnom prorastanju,
apsolutna vrednost ukupnog volumena poroznog sistema koji je vec¢i kod granule sitnog
Bio-Ossa moze biti razlog intenzivnije neoangiogeneze. Na osnovu svega navedenog,

moze se pretpostaviti da je neoangiogeneza sitno-granuliranih konglomerata uglavnom
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ogranicena na intergranularne prostore dok se kod krupno granuliranih agregata taj

proces pored intergranularnih prostora odvija i intragranularno.

Proces zarastanja koStanog defekta nakon popunjavanja granulama biomaterijala
pocinje krvarenjem iz krvnih sudova smeStenih u zidovima defekta. Za uspeSnu
integraciju koStanih zamenika od presudnog znacaja je struktura biomaterijala, njihova
makro i mikroporoznost. Mikroporozna struktura biomaterijala omogucava protok
fluida kroz €itav porozni sistem unutar granule povecavajuci tako koncentraciju bioloski
aktivnih molekula kako unutar granule tako i oko nje. Pored toga, ovakvom strukturom
poboljsava se adsorpcija makromolekula i jonska razmena u in vivo uslovima (164,
165). Zahvaljuju¢i ovome Bio-Oss 1 Osteoxenon, kao granule sa ocuvanom
mikroporoznom strukturom, bivaju ispunjene krvlju pre nego Sto otpocne proces
koagulacije. Nakon ispunjavanja granula krvlju sledi process koagulacije, unutar i oko
biomaterijala, ¢ime se stvaraju preduslovi za uspe$nu integraciju granula. Dalje tokom
zarastanja koagulum se postepeno zamenjuje dobro vaskularizovanim granulacionim
tkivom koje je bogato inflamatornim ¢elijama (110). Privremeni matriks postepeno
zamenjuje granulaciono tkivo i predstavlja osnovu iz koje nastaje prvo osteoid a potom i
nezrela 1 zrela lamelarna kost. Provizorni matriks ¢ine novoformirani krvni sudovi,
nediferentovane mezenhimalne ¢elije koje krvnim sudovima bivaju transportovane do
defekta, razliciti tipovi leukocita i kolagena vlakna (110). U naSem istrazivanju
prisustvo i produkcija nemineralizovanog fibroznog matriksa bogatog mezenhimalnim
¢elijama s potencijalnom osteoblasticnom diferencijacijom pra¢ena je kroz
histomorfometrijsko merenje maksimalne Sirine vezivnih traka dok je produkcija
kostanog tkiva pra¢ena merenjem maksimalne Sirine koStanih gredica. Rezultati naseg
istrazivanja su pokazali da su nakon 4 i nakon 8 nedelja zarastanja defekti ispunjeni
krupnim granulama biomaterijala, bez obzira na vrstu koStanog zamenika, imali
znacajno vecu produkciju kostanog tkiva. Ovakav uticaj veli¢ine granula na produkciju
kosti moze se objasniti prisustvom makroporoznog sistema s medusobno povezanim
makroporama. Veliki intergranularni prostori dozvoljavaju formiranje veceg broja
krvnih sudova i stvaranje mikrosredine koja zadovoljava visoke metabolicke potrebe
regeneriSu¢e regije. Pored toga, gusta vaskularna mreza omogucava adekvatno
snabdevanje hranljivim materijama, nediferentovanim mezenhimalnim ¢elijama pa ¢ak i

osteoprogenitornim ¢elijama (npr. pericitima) (166, 167), S§to sve moze uticati na
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superiorniju  produkciju kosti unutar defekata ispunjenih krupnim granulama
biomaterijala. Medutim, literatura po pitanju uticaja veli¢ine granula na produkciju kosti
nije uniformna. Takode, kategorisanje onoga Sto se definiSe kao ,krupno® i ,sitno*
medu publikacijama se znacajno razlikuje Sto doprinosi poteSkocama i konfuziji u
interpretaciji rezltata. Testori 1 sar. su u multicentricnoj klinicko-histomorfometrijskoj
studiji pokazali da primena krupnih granula Bio-Ossa u augmentiranom sinusu
omogucava znacajno vecu produkciju kosti u odnosu na sitne granule istog materijala
(128). Takode, granule B-trikalcijum fosfata veli¢ine 250-500pm podsticu vecu
produkciju kosti u odnosu na granule veli¢ine 100-250um (168). Malinin i sar. su na
animalnom modelu babuna pokazali da su granule alografta veli¢ine 25-75um 1 75-
106pum neefikasne u podsticanju koStanog zarastanja dok su granule veli¢ine 90-300um
pokazale rezultat koji je bio slican autolognoj kosti (169). lako koStane zamenike
razli¢itog porekla karakteriSe razli¢ito in vivo ponaSanje, stav da primena krupnih
granula stvara bolje uslove za zarastanje koStanih defekata odgovara rezultatima naseg
istrazivanja. Suprotno nasim rezultatima, postoje studije koje ukazuju na odsustvo bilo
kakve razlike u pogledu produkcije kosti kod primene sitnih i krupnih granula koStanih
zamenika. Cakart¢i (Chackartchi) i sar. (170) su poredili produkciju kosti kod sinusa
augmentiranih sitnim i krupnim granulama Bio-Ossa. Na humanim uzorcima uzetim
nakon 6-9 meseci zarastanja nije nadena znacajna razlika u produkciji koStanog tkiva.
Ovakav rezultat se moze pripisati koriS¢enoj hirurskoj tehnici pri aplikovanju krupnih
granula Bio-Ossa. Izrazena kondenzacija granula unutar Sprica (Bio-Oss Pen) moze
dovesti do njihovog odlamanja i usitnjavanja ¢ime dimenzije granula poprimaju
dimenzije bliske veli€ini sitnih granula Bio-Ossa. Tako redukovani intergranularni
prostori mogu uticati na smanjenu produkciju kosti. U eksperimentalnom istrazivanju na
animalnom modelu mini svinje Jensen i sar. (126) su dobili slicne rezultate. Nasuprot
ovakvim stavovima, postoje i one publikacije koje su zasnovane na rezultatima da sitne
granule daju vecu produkciju kostanog tkiva. Klupel (Kluppel) i sar. (123) su pokazali
da granule govedeg koStanog minerala koje su bile manje od 450um daju i kvantitativno
i kvalitativno bolje kosStano tkivo u odnosu na srednje (450-749um) i velike granule
(750-1000pm). Ovakav rezultat moze se pripisati vecoj povrSini kontakta izmedu
biomaterijala i okolnog tkiva §to moZe uzrokovati veéi stepen resorpcije granula i veéu

koli¢inu istalozene novoformirane kosti. Govedi koStani matriks koji je koris¢en u
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Klupelovom istrazivanju proizveden je od strane drugog proizvodaca pa su i razlike u in
vivo ponasanju u odnosu na Bio-Oss veoma moguce. S ovim rezultatima saglasni su i
rezultati nekoliko drugih autora (124, 125). Koriste¢i autolognu kost, Palsen (Pallsen) i
sar. (122) su dokazali da granule &ija je zapremina 500-2000pm’ (0.5-2mm’) pokazuju
zna¢ajno veéu produkciju kosti u odnosu na granule zapremine 10000 pm’ (10mm®).
Ovakav rezultat se takode moze pripisati razli¢itim karakteristikama autologne kosti.
Kako autologna kost podleze resorpciji, smanjenjem veli¢ine granula povecava se
stepen resorpcije (122) ¢ime se stvara viSe prostora za novoformiranu kost. Uz to, za
razliku od govedeg koStanog minerala, autologna kost sadrzi brojne faktore rasta (136).
Kako se veli¢ina granule smanjuje, tako se povecava njena aktivna povrSina sa koje
faktori rasta deluju $to moZe imati uticaj na ve¢u produkciju koStanog tkiva. Kon i sar.
(121) smatraju da je osteogeneza u prostorima izmedu velikih granula autologne kosti

ogranicena i da je kroz posmatran period zarastanja stvaranje trabekula usporeno.

Pored jasne razlike u vaskularizaciji i osteogenezi nakon primene krupnih i sitnih
granula, rezultati naSeg istrazivanja ukazuju i na medusobne razlike kako izmedu
krupnih granula Bio-Ossa i1 Osteoxenona tako i izmedu sitnih granula ovih

biomaterijala.

U defektima ispunjenim krupnim granulama Osteoxenona zabeleZena je znacajno veca
Sirina novoformiranih koStanih gredica u odnosu na defekte ispunjene krupnim
granulama Bio-Ossa i nakon 4 i nakon 8 nedelja zarastanja (p<0.000). To se moZze
objasniti znatno ve¢om ukupnom poroznoséu granule Osteoxenona u odnosu na Bio-
Oss (Ostoxenon — 56.6%, Bio-Oss — 29.7%). Pored toga, ukupna zapremina pora
Osteoxenona je veca dok je koStana zapremina same granule manja u odnosu na Bio-
Oss. Na ovaj nacin obezbeduje se veci prostor za prorastanje krvnih sudova i formiranje
nove kosti. Na intergranularnu poroznost moze uticati i oblik granula biomaterijala.
Nepravilniji oblik 1 veca kompleksnost oblika omogucavaju formiranje vecih
intergranularnih prostora suprotno granulama pravilnog oblika, sa ravnim stranama
paralelnim uzduznoj osovini granule (166). Odnos povrSine kosti i njene zapremine
moze aproksimirati kompleksnost oblika granule koStanog zamenika. U tom pogledu,
sprovedene mikroCT analize su ukazale da Osteoxenon pokazuje kompleksniju gradu

Sto takode moze doprineti superiornijem formiranju nove kosti u odnosu na Bio-Oss.
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Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima koje su dobili Park i sar. (166). Oni su
pokazali da smanjen intergranularni prostor kod granula Stapicastog oblika utie na

manji procenat novoformirane kosti.

S obzirom na to da veca poroznost podstice raniju neovaskularizaciju i intenzivniju
produkeciju kosti (171) moZze se oc¢ekivati da i krupne granule Bio-Ossa nakon zarastanja
duzeg od 8 nedelja dostignu stepen produkcije kosti kao kod primene krupnih granula
Osteoxenona. Tome ide u prilog 1 veéa produkcija fibrovaskularnog tkiva kod
kranijalnih defekata ispunjenih krupnim granulama Bio-Ossa (p<0.000, nakon 8 nedelja
zarastanja). Kako ne dolazi do regresije vaskularne mreze ve¢ postoji znacajan rast
broja krvnih sudova izmedu 4 i 8 nedelje, proces regeneracije u defektima ispunjenim
krupnim granulama je u 8. nedelji i dalje u toku. Kraniofacijalni skelet osifikuje
direktno-intramembranoznom osifikacijom pa se moze pretpostaviti da ¢e ovo
fibrovaskularno tkivo nakon zavrSenog procesa regeneracije biti transformisano u

kostano.

MikroCT analizom mikroporoznog sistema uoc¢eno je da postoji evidentna razlika koja
ide u korist krupnim granulama Bio-Ossa. Kod njih je broj mikropora oko tri puta veé¢i u
odnosu na Osteoxenon. Njihova zapremina je takode veca kao i njihova zastupljenost u
odnosu na ukupni volumen pora (Bio-Oss 4.22%, Osteoxenon 1.74%). Medutim,
ukupna mikroporoznost Bio-Ossa je manja u odnosu na Osteoxenon (Bio-Oss — 1.75%,
Osteoxenon — 2.21%). S obzirom da na izracunavanje mikroporoznosti veliki udeo ima
ukupni volumen kosti, prikazan rezultat je posledica oko dva puta vece koStane
zapremine Bio-Ossa. Ovakav mikroporozni sistem krupnih granula Bio-Ossa mogao bi
takode da bude odgovoran,stvarajuéi proosteogenu mikrosredinu, za potencijalno
povecanje produkcije kosti u kasnijim fazama zarastanja. Na osnovu mikroporoznih,
makroporoznih, i dobijenih histomorfometrijskih parametara posmatranih krupnih
granula moZe se pretpostaviti da oba materijala imaju mikroporozni sistem koji stvara
mikrosredinu povoljnu za regeneraciju kosti, ali da makroporozne karakteristike

Osteoxenona omogucavajuintenzivniju angio i osteogenezu.

Defekti ispunjeni sitnim granulama ispitivanih biomaterijala takode pokazuju znacajne
razlike u in vivo uslovima. Nakon 4 nedelje zarastanja defekti ispunjeni sitnim

granulama Bio-Ossa pokazali su znacajno vecu Sirinu novoformiranih koStanih gredica
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(p=0.004). Ovo se moze pripisati prisustvu trostruko veceg broja mikropora, vecoj
zapremini koju ¢ine mikroporozne strukture kao vecoj ukupnoj povrsini kosti. Ukupna
povrsina sitne granule Bio-Ossa ja evidentno veca u odnosu na Osteoxenon (Bio-Oss —
5.76mm’ Osteoxenon — 3.93mm”) §to moZe obezbediti veéu povrinu kontakta
biomaterijala i angiogenih i drugih proteina doprinose¢i brzoj i efikasnijoj koStanoj
integraciji materijala (172, 173). Takode, povecanjem mikroporoznosti povecava se i
adsorpcija proteina za povrSinu biomaterijala (174) stvaraju¢i povoljnu mikrosredinu za
regeneraciju kosti. Suprotno ovome, nakon 8 nedelja zarastanja razlika u produkciji
kosti nije bila statisticki znacajna (p=0.083). To se moze objasniti prisustvom nesto
veée makroporoznosti i kompleksnijim oblikom granule Osteoxenona $to moze uticati
na povecanje intergranularnog prostora i ,,kompenzovanje” manje mikroporoznosti ¢ime
se stvaraju uslovi za produkciju Sirih koStanih gredica. Intenzivnija fibroplazija kod
sitnog Osteoxenona nakon 8. nedelje zarastanja ide u prilog mogucoj ve¢oj produkciji
kosti. Uzimajuéi u obzir dobijene rezultate, ¢ini se da mikroporoznost ima odlucujuéi

uticaj na neoangiogenezu i produkciju kosti sitno-granuliranih agregata.

Nakon aplikovanja biomaterijala u tkivo, da bi doslo do reakcije s ¢elijama domacina
neophodno je da dode do formiranja sloja proteina na povrSini biomaterijala. Tokom
rane faze hemostaze sloj ovih proteina ¢ine albumini, fibrinogen, proteini komplementa,
fibronektin, vitronektin i1 globulini (175, 176). PovrSinske karakteristike biomaterijala
uticu na vrstu i konformaciju adsorbovanih proteina i predstavljaju glavni determinator
tkivne reakcije na implantirani materijal (177). VeliCina, oblik, hemijske 1 fizicke
osobine biomaterijala mogu uticati na intenzitet inflamacije i trajanje inflamatornog
odgovora, bilo akutnog ili hroni¢nog (178). Inflamatorni odgovor ¢ini niz tkivnih
reakcija gde su razli¢ite ¢elijske populacije, njihovo brojno stanje, aktivnost i funkcija
pod kontrolom razli¢itih endogenih medijatora. Akutni inflamatorni odgovor je
relativno kratak i1 karakteriSe ga vecéinsko prisustvo polimorfonuklearnih leukocita —
pretezno neutrofilnih granulocita koji iz krvnog suda migriraju u perivaskularno tkivo i
u okolinu prisutnog biomaterijala (179). Glavna uloga neutrofila u akutnoj inflamaciji
jeste fagocitoza mikroorganizama i stranog materijala. Fagocitoza se odvija kroz tri
faze: prepoznavanje i vezivanje neutrofila za strani materijal, njegovo obuhvatanje i
uvlacenje u citoplazmu neutrofila i konacno, njegovo razlaganje. Medutim, kada su u

pitanju biomaterijali, poslednje dve faze se mogu ili ne moraju odigrati, u zavisnosti od
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njihovih karakteristika (178). Velika razlika izmedu veli¢ine granule i neutrofila dovodi
do tzv. ,frustrated phagocytosis” (180) gde ne dolazi do obuhvatanja i uvlacenja
biomaterijala u unutra$njost neutrofila ve¢ dolazi do ekstracelularnog oslobadanja
enzima koji ucestvuju u degradaciji materijala (181). U nasem istrazivanju, nakon 4
nedelje zarastanja, u augmentiranim koStanim defektima zabeleZeno je prisustvo
neutrofila iako je faza akutne inflamacije proSla, $to moze biti odraz intenziteta
prethodne akutne inflamatorne reakcije. Defekti ispunjeni sitnim granulama, bez obzira
na kori$¢eni koStani zamenik, pokazali su prisustvo intenzivnijeg zapaljenja. S obzirom
da veci stepen zapaljenja dovodi do veceg ostecenja celija, to moze biti jedan od razloga
manje produkcije kosti u odnosu na defekte ispunjene krupnim granulama koStanih
zamenika. Nakon 8 nedelja zarastanja, neutrofili su samo sporadi¢no, u malom broju
bili prisutni unutar sve Cetiri ispitivane grupe biomaterijala Sto ukazuje na smanjenje
intenziteta inflamacije. Ovo ide u prilog povecanju produkcije kosti izmedu dva perioda
pracenja. Rezultati sprovedenog istrazivanja su u skladu sa pretpostavkama pojedinih
autora da sitnije granule imaju ulogu u ¢elijskoj aktivaciji jer podsticu oslobadanje
citokina i kalcijumovim/fosfatnih jona tokom rane faze zarastanja dok krupnije granule

uzrokuju blazu inflamatornu reakciju ali sluze kao osteokonduktivni skelet (182, 183).

Pored neutrofila,inflamatorni infiltrat oko biomaterijala ¢ine i makrofagi. Oni imaju
znatno duzi Zivotni vek od neutrofila (nekoliko nedelja do nekoliko meseci) i kako
vremenom neutrofili podleZzu apoptozi tako makrofagi postaju dominantne ¢elije sada
ve¢ nastale hroni¢ne inflamatorne reakcije (184). Jedna od funkcija makrofaga jeste
fagocitoza. Ustanovljeno je da proces fagocitoze zavisi od veli¢ine implantiranog
materijala (185). Tokom fagocitoze dolazi do reorganizacije celijske membrane
makrofaga 1 postepenog obuhvatanja stranog materijala koji na kraju biva
internalizovan, smeSten unutar organele koja se zove fagozom (186). Dalje, lizozomi,
hidroliticki enzimi i druge materije bivaju fuzionisane s fagozomom a sve u cilju
degradacije 1 dezintegracije stranog materijala (186). Medutim kada su granule
materijala vece od one veli¢ine koju jedan makrofag moze da fagocituje (izmedu 10-
100pum) dolazi do njihovog fuzionisanja i formiranja dZinovske ¢elije tipa oko stranog
tela (184). Prisustvo granulocita, limfocita, makrofaga i dzinovskih ¢elija tipa oko
stranog tela ukazuje na prisustvo inflamatorne reakcije na biomaterijal (187). Ove ¢elije

predstavljaju ¢elijske komponente reakcije na strano telo. Hemijski sastav (188), fizicke
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(189) 1 povrsinske karakteristike (190) biomaterijala uticu na celijske komponente i
intenzitet reakcije na strano telo. Promenom fizickih karakteristika, medu kojima je i
odnos povrsine 1 zapremine biomaterijala, moze se uticati na karakteristike reakcije na
strano telo (191). Materijali koje karakteriSe visoka vrednost odnosa povrSina-
zapremina, a takvi su porozni materijali, u inflamatornom infiltratu pokazuju
dominantno prisustvo makrofaga i dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela (192).
Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da i Bio-Oss i Osteoxenon, bez obzira na veli¢inu
granula, imaju potencijal da indukuju stvaranje dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela.
Medutim, zabelezeno je prisustvo znacajno veceg broja ovih cCelija u defektima
ispunjenim sitnim granulama biomaterijala i nakon 4 i nakon 8 nedelja zarastanja.
Ovakav rezultat odgovara rezultatima istrazivanja Ganatija (Ghanaati) i sar. (187) koji
su ukazali da na aktivaciju dZinovskih ¢elija tipa oko stranog tela utice veli¢ina granula,
a ne njihova poroznost. S obzirom na to da se radi o prokataboli¢kim celijama cije
prisustvo ihnibira lokalno formiranje kosti (193), ovim se dodatno moZze objasniti

znac¢ajno manja produkcija kosti kod primene sitnih granula biomaterijala.

Iako se prvobitno smatralo da makrofagi imaju Stetan uticaj na proces oseointegracije
(194, 195), savremena literatura ukazuje na vaznu i potencijalno korisnu ulogu ovih
¢elija (196, 197). Naime, razli¢ite povrSinske karakteristike titanijuma mogu uticati na
ekspresiju osteoinduktivnih (koStani morfogenetski protein 2) i osteogenih citokina
(transformiSudi faktor rasta 1) u Celijskim linijjama makrofaga. Prisustvo makrofaga u
inflamatornom infiltratu oko biomaterijala, kao i1 prisustvo dzinovskih ¢elija tipa oko
stranog tela podrzava koncept da je uspeSna oseointegracija zapravo reakcija na strano
telo (198, 199). Unutar mekog tkiva, nakon nekoliko nedelja ili meseci po aplikaciji
biomaterijala dolazi do njegove fibrozne inkapsulacije. Organizacija i ¢elijska struktura
ovako nastalog tkiva potpuno se razlikuje u odnosu na strukturu zdravog mekog tkiva.
Fibroznu kapsulu karakteriSe prisustvo sloja paralelnih, dominantno kolagenih vlakana
debljine nekoliko stotina mikrona koji je slabo vaskularizovan i hipocelularan (200).
Celije koje su prisutne u strukturi fibrozne kapsule su prvenstveno fibroblasti i
monociti/makrofagi, a u kasnijim fazama zarastanja i dzinovske ¢elije tipa oko stranog
tela (200). Analogno reakciji u mekom tkivu, unutar kostanog tkiva oko biomaterijala se
formira tanak sloj slabo vaskularizovane kondenzovane kosti. Ovako formiran sloj

kostanog tkiva koji odvaja biomaterijal od okolnog tkiva predstavlja tipi¢nu reakciju na
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strano telo gde postoji uspostavljena ravnoteza imunog odgovora (,,imunoloski
ekvilibrijum”) (201). U ovom slucaju strani materijal tj. biomaterijal biva
biofunkcionalan. Medutim, naruSavanje ovog ravnoteznog stanja dovodi do reaktivacije
1 regrutovanja makrofaga, njihovog fuzionisanja, povecanja broja dzinovskih ¢elija tipa
oko stranog tela i aktivacije osteoklastogeneze Sto vodi ka dezintegraciji biomaterijala

(199).

U nasem istrazivanju u defektima ispunjenim sitnim granulama Bio-Ossa i Osteoxenona
nakon 8 nedelja zarastanja broj dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela se znacajno
smanjio u odnosu na 4.nedelju, dok je u defektima ispunjenim krupnim granulama Bio-
Ossa takode zabelezeno smanjenje njihovog broja ali bez statisticke znacajnosti. U
defektima ispunjenim krupnim granulama Osteoxenona zabeleZen je zanemarljiv broj
ovih ¢elija nakon 4 nedelje zarastanja pri ¢emu je njihov broj i nakon 8 nedelja ostao
nepromenjen. Tendencija smanjenja broja dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela ili
samo njihovo sporadi¢no prisustvo mogu ukazivati na postojanje imunoloSkog
ekvilibrijuma i uspe$nu oseointegraciju kao vid reakcije na strano telo. Zivotni vek ovih
¢elija je joS uvek nepoznat iako se zna da one mogu perzistirati u tkivu godinama pa i
decenijama (178). Honma & Hamasaki (202)su pokazali da nakon resorpcije
biomaterijala dolazi do apoptoze dzinovskih Celija tipa oko stranog tela i njihovog
potpunog odsustva unutar tkiva. Uklanjanjem faktora koji inicira formiranje dzinovskih
¢elija tipa oko stranog tela, svrsishodnost njihovog postojanja prestaje pa se samim tim
one povlace iz tkiva. Danasnja saznanja ukazuju da je Bio-Oss materijal, koji kada se
nade unutar osteogene sredine, neresorptivan ili veoma sporo resorptivan (42-44). To se
objaSnjava odsustvom dZzinovskih celija tipa osteoklasta i resorptivnih lakuna na
povrSini biomaterijala. U naSem istraZzivanju i nakon 8 nedelja zarastanja nije
zabelezeno prisustvo ovih ¢elija na povrSini Bio-Ossa §to ukazuje na permanentno
prisustvo stranog materijala u tkivu. Ovim se moZe objasniti prisustvo dzinovskih ¢elija
tipa oko stranog tela $to je u saglasnosti s objavljenim rezultatima u literaturi. Naime,
Mordenfeld i sar. (45) su uvocili prisustvo dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela na
humanom uzorku nakon 11 godina S§to sve ukazuje na postojanje uspeSne integracije
materijala i imunoloSkog ekvilibrijuma. Kada je u pitanju kost konjskog porekla
Annibali i sar. (203) su na humanoj biopsiji posle 6 meseci zarastanja uo€ili evidentnu

resorpciju granula. Ovakav rezultat je u suprotnosti s rezultatima naSeg istrazivanja gde

85



je nakon 8 nedelja zarastanja uoceno odsustvo litickih procesa na povrSini granula
konjskog porekla. Odsustvo resorptivnih procesa 1 konstatno prisustvo stranog
materijala unutar tkiva idu u prilog prisutnoj reakciji na strano telo. S obzirom na to da
je period zarastanja u nasem istrazivanju limitiran na 8 nedelja, neophodno je uraditi
prac¢enje u duzem vremenskom periodu kako bi se procenila dugoro¢na promena broja

dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela i stabilnost reakcije na strano telo.

Pored morfoloSkih osobenosti koje prave razliku izmedu ispitivanih koStanih zamenika,
Bio-Oss 1 Osteoxenon se razlikuju i po hemijskoj strukturi. Oba materijala kao
neorgansku osnovu poseduju kalcijum i fosfor s tom razlikom Sto Osteoxenon poseduje
i organsku komponentu u vidu kolagena koji je saCuvan tokom procesa obrade
biomaterijala. Kolagen tip I direktno uti¢e na diferencijaciju osteoprogenitornih ¢elija i
funkciju osteoblasta (115) dok s druge strane inhibira osteoklastogenezu (116). Pored
toga,indirektno, uti¢u¢i na brzinu rasta krvnih sudova (117) stvara uslove neophodne za
odvijanje procesa osteogeneze. Rezultati naseg istrazivanja, kao Sto je ve¢ spomenuto,
nakon 8 nedelja zarastanja pokazuju da defekti ispunjeni krupnim granulama
Osteoxenona imaju guséu vaskularnu mrezu i ve¢u produkciju kosti u odnosu na krupne
granule Bio-Ossa. Medutim, kada su u pitanju defekti ispunjeni sitnim granulama istih
materijala, zabelezen je superiorniji regenerativni potencijal onih defekata koji su
ispunjeni granulama Bio-Ossa. Na osnovu toga moZe se pretpostaviti da kolagen
zarobljen unutar mineralne komponente nema znacajan uticaj na regeneraciju koStanih
defekata. U prilog ovome ide i ¢injenica da FDB i pored prisutne organske komponente
unutar mineralne strukture ispoljava prevashodno osteokonduktivna svojstva (27) jer je
neophodna aktivnost osteoklasta kako bi organska komponenta bila oslobodena i
dostupna. U naSem istrazivanju nakon 8 nedelja zarastanja nije zabeleZena
osteoklasti¢na aktivnost na povrSini granula Osteoxenona §to moze objasniti odsustvo
uticaja kolagena na regeneraciju koStanih defekata. S druge strane, nedovoljna
koncentracija i gustina kolagena unutar granula Osteoxenona moze biti razlog izostanka

oc¢ekivanog proangiogenog i proosteogenog potencijala.
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8. ZAKLJUCCI

Na osnovu komparativne mikroCT analize iin vivo ponaSanja krupnih i sitnih granula

Bio-Ossa i1 Osteoxenona pri zarastanju kostanih defekata moze se zakljuciti sledece:

1. Bez obzira na vrstu primenjenog kostanog zamenika u svim koStanim defektima
zabeleZena je uspes$na neoangio i osteogeneza.

2. KoStani zamenici sa krupnim granulama obezbeduju intenzivniju
neoangiogenezu tokom procesa regeneracije kostanog tkiva.

3. KoStani zamenici sa  krupnim  granulama  pokazuju  naglaseniju
osteokonduktivnost.

4. Optimalna veliina pora za prorastanje krvnih sudova zastupljena je u znatno
vecem procentu kod krupnih granula.

5. Krupne granule Osteoxenona omogucavaju najintenzivniju angio i osteogenezu.

6. Sitne granule Bio-Ossa omogucavaju intenzivniju angio i osteogenezu u odnosu
na sitne granule Osteoxenona.

7. Primena sitnih granula koStanih zamenika pradena je prolongiranim
nespecifiénim inflamatornim odgovorom uz kombinovanu gigantocelularnu
reakciju tipa oko stranog tela.

8. Smanjenje broja dzinovskih ¢elija tipa oko stranog tela u toku procesa zarastanja
ili njihovo sporadic¢no prisustvo oko granula Bio-Ossa i Osteoxenona ukazuje na
uspesnu oseointegraciju kostanih zamenika kao vid reakcije na strano telo.

9. Kolagen unutar mineralne komponente Osteoxenona nema uticaja na

angiogenezu i osteogenezu.
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17/09

bpoj MHAaekKca

UsjaBbyjem

0a je JOKTOPCKa AMcepTaLmja noa HacJl0BOM

Uticaj strukture i veliCine granula razli¢itih koStanih zamenika
na neoangiogenezu pri regeneraciji kosti

® pe3ynTaTt cConcreeHor UCTpaxKmMeayvkor paaa,

* [pa npeanoxeHa AucepTaumja y UEAUHU HU Yy AeNoBUMMa Huje buna npeanolkeHa 3a
nobujatbe 6UNO  Koje gunaome npema  CTYAMjCKMM  MporpaMmmma  Apyrux
BMCOKOLLKO/ICKMX YCTaHOBA,

® Aa Cy pe3ynTath KOPEKTHO HaBeadEHU U

* [a HMCAM KplKMO/na ayTopcKa MpaBa M KOPUCTUO WMHTENEeKTyasHy CBOjUHY ApPYrux
nmua.

MoTtnuc aoKTopaHaa

Y Beorpagy,  07-09.2016.



Marko Pejović

 17/09

Uticaj strukture i veličine granula različitih koštanih zamenika
             na neoangiogenezu pri regeneraciji kosti

07.09.2016.


Mpwunor 2.

U3jaBaoncToBeTHOCTULUTAMMNAHE U €NEKTPOHCKe
Bep3njeaoKTOPCKOr paaa

Marko Pejovié
Nme n npesnme aytopa

17/09

bpoj nHaekca

, Klini¢ka istrazivanja zasnovana na bazi¢nim naukama
CTyAnjcku nporpam

Uticaj strukture i veli¢ine granula razli¢itih koStanih zamenika na
Hacnos paga neoangiogenezu pri regeneraciji kosti

MeHTop prof. dr Snjezana Coli¢

Marko Pejovié
NoTtnncaHun/a

MU3jaB/byjem ga je wTamnaHa Bep3nja MOr SOKTOPCKOr paanucToOBETHA eNeKTPOHCKOj BEp3mju
KOojy cam npepgao/na 3a objaB/buBakbe Ha NopTanyUrutasHor penosutopujyma YHusep3urterta

y beorpagay.

[o3Bo/baBam fa ce objaBe MOjM /IMYHU NOJAUM Be3aHM 33 f0b6ujarbe aKaAeMCKOr 3Bakba
[OKTOpPA HayKa, Kao WTo cy MMe 1 Npe3nme, roanHa u mecTto pohera 1 gatym ogbpaHe paga.

OBM NUYHM NogaLM mMory ce 06jaBUTU HA MPEXHUM CTpaHULama gurutanHe bubnavoTeke, y

e/IeKTPOHCKOM KaTasiory u y nybankaumjama YHuBepsuteta y beorpaay.

MoTnucpoKkTopaHaa

¥ Beorpaay, 07.09.2016.



Marko Pejović

17/09

Uticaj strukture i veličine granula različitih koštanih zamenika na
                neoangiogenezu pri regeneraciji kosti

prof. dr Snježana Čolić

      Marko Pejović

 07.09.2016.

Klinička istraživanja zasnovana na bazičnim naukama


Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubanoteky ,Csetosap MapkoBuh” pga y [OurutanHu

peno3sutopujym YHuBep3uTeTa y beorpasy yHece mojy AOKTOPCKY AncepTaumjy nog Hac/l0BOM:

Uticaj strukture i veli¢ine granula razli¢itih koStanih zamenika
na neoangiogenezu pri regenerciji kosti

KOja je Moje ayTOpPCKO geno.

OuncepTaumjy ca cBUmM NpuaosvMma npesao/na cam y enekTpoHckom ¢dbopmaTty NorogHom 3a
TpajHO apXxMBUpaHLE.

Mojy AOKTOpPCKY AucepTaunjy noxparbeHy y AurntanHum penos3uTtopujym YHusep3suTeta y
Beorpagy mory ga Kopucrte cBW Koju nowTyjy oapenbe cagpkaHe y ogabpaHom TUny AnueHue
KpeaTnsHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyduno/na.

@yTOpCTBO
2. AyTOpCTBO — HEKOMEpLUMjaHO
3. AyTopcTBO — HEKOMepUKjaiHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjASIHO — AeNTU N0 UCTUM YCI0BUMA
5. AytopctBo — 6e3 npepaae
6. AyTOpCTBO — AEAUTU NOJ UCTUM YCNOBUMA

(Monnmo fa 3a0Kpy»KuTe camo jeAHy o4, WecT NoHyheHUx AnueHUM, KpaTak onuc nuueHum
4art je Ha nonehuHu nucra).

MoTnuc poKTOopaHaa

07.09.2016.
Y beorpagy,



Uticaj strukture i veličine granula različitih koštanih zamenika 
               na neoangiogenezu pri regenerciji kosti

07.09.2016.


1. AytopctBo — [lo3Bo/baBaTe yMHOMKaBakbe, AUCTPUOYLMUjY M jaBHO caonwTaBakbe Aena, u
npepage, ako ce HaBeZe MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH of cTpaHe ayTopa MAM AaBaoua
NNUEHLE, YaKk U Y KomepuujanHe cepxe. OBO je HajcoboaHM]ja 04 CBUX IULEHLM.

2. AyTopcTBO — HeKomepuMjanHo. [1o3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYUM)y U jaBHO
caonwTaBare Aena, U npepase, ako Ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH opf cTpaHe
ayTopa uau fasaoua nvueHue. OBa AnLeHLa He 403B0/baBa KOMepLMjaaHy ynotTpeby aena.

3. AyTopCTBO — HEKOMEPLUMjanHO — 6e3 npepase. [lo3B0o/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUBYLMjy 1
jaBHO caonwTaBake Aena, 6e3 npomeHa, npeobsvMKoBarwa uan ynotpebe gena y csom geny,
aKo ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og cTpaHe ayTopa MM gasaoua avueHue. OBa
NIMUEHLA He [03BO/baBa KOMepuujanHy ynoTpeby gena. Y ogHOCY Ha CBe ocTajse JULEHLE,
OBOM JINLLEHL,OM Ce orpaHMyaBa Hajsehn obmm npasa Kopuwhema gena.

4. AyTOpCcTBO — HEKOMepuujanHO — [eAnuTu noj WCTUM  yciaoBuma. [lo3BosbaBaTe
YMHOXaBakbe, AUCTPUBYLMjy M jaBHO caomnwTaBakbe Aena, M npepage, ako ce HaBede vMme
ayTopa Ha HauuH ogpeheH opf cTpaHe ayTopa WAM AaBaoua /MLEHLEe M aKo ce npepaga
AMCTpubyMpa nof WCTOM  WAM  CAMYHOM AuueHuom. OBa /MUeHUA He [03BO/baBa
KomepLuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [o03Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUOYUMjy W jaBHO
caonwTaBare gena, 6es npomeHa, npeobanMKoBatba UAM ynotpebe aena y cBom Aeny, ako ce
HaBege MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of CTpaHe ayTopa WAWM gasaoua auvueHue. OBa
NIMLEHUA A,03BO/baBa KOMepLMjaaHy ynotTpeby gena.

6. AyTOpCTBO — AENUTW Mo UCTUM yCcnoBMma. [lo3Bo/baBaTe YyMHOMaBake, AUCTPUBYLUjY U
jaBHO caonwTaBatbe Aena, M npepage, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauumH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa WAW paBaoua /IMUEHLEe M aKo ce npepaja AMcTpubyupa nog WUCTOM MM
CAVYHOM nuueHuomM. OBa /iMUEHLA 403BO/baBa KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.
CnnyHa je copTBEPCKUM NNLLEHLLAaMa, O4HOCHO NULEeHL,aMa OTBOPEHOr Koaa.



