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Експериментални део ове докторске дисертације урађен је на Институту за 

Биомедицинска истраживања Медицинског факултета у Нишу у оквиру пројекта 

Министарства просвете, науке и технолошког развоја Републике Србије под називом 

„ Виртуелни коштано зглобни систем и његова примена у претклиничкој и клиничкој 

пракси“ ( III41017). 

Захваљујем се свим дивним људима који су омогућили реализацију ове докторске 

тезе и допринели њеном квалитету. 
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дугогодишњем учешћу у креирању и подстицању мог научног духа као и на подршци, 

стрпљењу, личном ангажовању у изради експеримента и неисцрпним разговорима који 

су преточени у ову докторску дисертацију. Хвала Вам на слободи коју сте ми дали у 

истраживању и путоказима који ми нису дозволили да се у њој изгубим. 

Захваљујем се мојим професорима, проф. др Андрашу Штајну и проф. др 
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експеримента, искреним саветима и садржајним разговорима који су олакшали мој 

пут ка остварењу циља. 

Велика ми је част да изразим захвалност особи која је одговорна за моју љубав 

према лабораторији и електронској микроскопији, професору Војину Савићу, на 

несебичном подучавању и могућности да будем део изузетне лабораторије.  

Целој екипи Института за Биомедицинска истраживања и Виваријума 

Медицинског факултета у Нишу се од срца захваљујем на предусретљивости, 

несебичној помоћи, а пре свега пријатељству које ми је пуно значило током свих ових 

година. Лаборанту Малинки Ранђеловић изнад свега хвала што ме је обучила за рад у 

лабораторији и била ми помоћ и подршка током обраде добијених узорака. 

Захваљујем се професорки др Татјани Цветковић што је омогућила реализацију 

дела експеримента у својој лабораторији и допринела тумачењу добијених резултата. 

Колегиници Сањи Стојановић велико хвала на експерименталној и теоријској 

помоћи у свим фазама израде ове докторске дисертације. 

Николи Дрезгић и Милошу Боричићу хвала на могућности израде радиолошких 

снимака на „Medica 3DCT“ скенеру, док Николи Коруновићу дугујем огромну 

захвалност на помоћи око њихове обраде и тумачења. 

Професорки Зорици Ајдуковић хвала на пријатељски указаној помоћи и 

предусретљивости која је увек наишла у право време. 

Захваљујем се пријатељици Марији Војводић на корекцијама енглеског текста 

током писања рада и сажетка докторске тезе. 

Од срца се захваљујем мојој великој породици са Департмана за Биологију и 

екологију на трпељивости и подршци која ми је изнад свега значила. Професору и 
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пријатељу Наташи Јоковић сам бескрајно захвална на подизању мог духа, помоћи и 

ослонцу онда када је било најтеже.  

Жики, Салету, Ђури, Маријани, Педи, Андреи и Гаги велико Хвала на 

пријатељству, статистичкој обуци и техничкој подршци захваљујући којој мој 

докторат данас овако изгледа. 

На крају могу да кажем да је највеће богатство у животу имати љубав, 

ослонац и разумевање због чега неизмерну захвалност дугујем својим родитељима и 

брату који су заслужни за оно што ја данас Јесам. 

Безгранично се захваљујем мојој Љубави на потпуној посвећености чак и у 

тренуцима моје духовне неприсутности, снажној подршци и подстреку који су ми 

дали снагу да издржим до Краја. 

 

 

Јелена Рајковић 
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СКРАЋЕНИЦЕ 

1,25(OH)2D3   1,25-дихидроксивитамин Д3, калцитриол 

PTH (1-34)  рекомбинанти 1-34 фрагмент хуманог паратироидног хормона, 

терипаратид 

1α(OH)D3   1α-хидроксивитамин Д3, алфакалцидол 

25(OH)D3  25-хидроксивитамин Д3, калцидиол 

ALP    алкална фосфатаза 

AP   кисела фосфатаза 

APCs    антиген презентујуће ћелије 

BMD   минерална густина кости 

BD   густина кости 

BMP   коштани морфогенетски протеин 

Ca    калцијум 

CD4
+
  позитиван кластер диференцијације 4 

CD8
+  

позитиван кластер диференцијације 8 

CT   компјутеризована томографија 

CBVT   волуметријскa томографијa са конусним снопом 

c-Jun  компонента AP-1 транскрипционог фактора 

DAB   диаминобензидин (3,3'-diaminobenzidine). 

EDTA   етилендиаминтетрасирћетнa киселинa 

EGF   епидермални фактор раста 

ER    рецептор за естроген 

ERα    рецептор за естроген типа α 

ERβ    рецептор за естроген типа β 

FGF   фактор раста фибробласта 

HАp   хидроксиапатит 

IgG   имуноглобулин класе Г 

IGF   фактор раста налик инсулину 

IL-1    интерлеукин 1 

IL-10     интерлеукин 10 

IL-12     интерлеукин 12 

IL-17   интерлеукин 17 

IL-21    интерлеукин 21 

IL-6    интерлеукин 6 

IL-8   интерлеукин 8 

M-CSF  фактор који стимулише колоније макрофага 

BMM    минерални матрикс кости 

NaOH   натријум хидроксид 
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OC   остеокалцин 

OPG    остеопротегерин 

OP   остеопонтин 

P   фосфор 

PBS   фосфатни пуфер 

PDGF   тромбоцитни фактор раста 

PLGA   поли(лактид-ко-гликолид) 

PLP   периодат-лизин-параформалдехид 

PRP    плазма обогаћена тромбоцитима 

PTH    паратироидни хормон 

RANK   рецепторски активатор за нуклеарни фактор кB  

RANKL  лиганд за рецептор који активира нуклеарни фактор Кb 

SEM   скенирајућа електронска микроскопија 

TGF-β   трансформишући фактор раста-бета 

Th17  помоћничке Т ћелије типа 17  

Th1  помоћничке Т ћелије типа 1  

Th2  помоћничке Т ћелије типа 2 

TNF-α  фактор некрозе тумора-алфа 

TRAP  тартарат резистентна кисела фосфатаза  

VDR   рецептор за витамин Д 

VEGF   васкуларни ендотелни фактор раста 

VOI  волумен од интереса 
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Упоредна анализа ефеката холекалциферола и алфакалцидола као 

саставних делова имплантата на процес зарастања дефеката у фемуру 

овариектомисаних пацова 

ИЗВОД 

Постменопаузна остеопороза је системска скелетна болест која се карактерише 

смањеном коштаном масом и нарушеном микроархитектуром кости којe су последица 

недостатка естрогена. Смањена синтеза естрогена у менопаузи доводи до нарушеног 

баланса између разградње и изградње кости, услед чега долази до губитка коштаног 

ткива у појединим деловима скелета и настанка фрактура. Остеопороза представља 

велики проблем у стоматологији и ортопедији због смањеног капацитета 

остеопоротичне кости да обезбеди неопходну потпору имплантатима и омогући 

адекватну фиксацију прелома.  

Зарастање фрактура у остеопоротичним условима је отежано због чега је 

пожељно коришћење лекова и коштаних заменика који би унапредили регенерацију 

кости и ојачали преломљено место. Показано је да витамин Д и његови аналози, који се 

користе у превенцији и третману остеопорозе, повољно утичу на зарастање прелома. 

Међутим, високе дозе овог витамина које су неопходне за остваривање директних 

анаболичких ефеката на кост, доводе до појаве хиперкалцемије. Како би се избегли 

нежељени ефекти системске администрације високих доза витамина Д, једна од 

могућности је њихова локална примена у место дефекта.   

Главни циљ докторске дисертације је испитивање утицаја локално примењених 

холекалциферола и алфакалцидола, као саставних делова имплантата сачињених од 

минералног матрикса кости (ММК) и плазме обогаћене тромбоцитима (PRP), на процес 

зарастања дефеката у остеопоротичној кости пацова. Упоредни преглед остеогених 

ефеката холекалциферола и алфакалцидола, као и поређење добијених резултата са 

спонтаном регенерацијом остеопоротичне кости и регенерацијом уз помоћ имплантата 

састављених само од минералног матрикса кости и PRP, су такође анализирани у 

оквиру дисертације. С тим у вези, циљ дисертације је и успостављање и верификовање 

експерименталног модела остеопорозе изазване овариектомијом женки пацова Wistar 

соја који би био погодан за овакву врсту истраживања.  

Према постављеним циљевима истраживања урађене су две експерименталне 

студије. У првој студији експериментална остеопороза је изазвана билатералном 

овариектомијом и време које је потребно за развој остеопоротичних знакова и настанак 

промена у феморалној кости је процењивано ендокринолошким, биохемијским и 

радиолошким методама. У оквиру друге експерименталне студије, након добијања 

модела остеопорозе код пацова, креирани су дефекти до костне сржи у дисталном делу 

оба фемура. Дефекти су остављени да спонтано зарастају (СР група) или су 

испуњавани имплантатима сачињеним од минералног матрикса кости и PRP, који су 
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примењени сами (СЦ група), или у комбинацији са испитиваним формама витамина Д, 

холекалциферолом (ХЦ група) и алфакалцидолом (АЦ група). Минерални матрикс 

кости се иначе користи као коштани заменик и скафолд за насељавање ћелија, а у овим 

испитивањима је служио и као носач за PRP и испитиване форме витамина Д. За 

праћење регенерације остеопоротичне кости коришћене су биохемијске, хистолошке, 

имунохистохемијске, хистоморфометријске и скенинг-електрономикроскопске методе 

и анализирани су периоди две недеље и осам недеља од креирања дефеката у фемуру 

пацова.  

Резултати прве студије показују да је до значајног опадања концентрације 

естрадиола, након његових почетних флуктуација, дошло у трећем месецу након 

овариектомије пацова Wistar соја. Активности ензима ALP и AP су повишене током 

испитиваног периода у групи овариектомисаних пацова, док је концентрација Ca у 

серуму нижа у четвртом, а концентрација P у другом месецу након овариектомије у 

односу на пацове из контролне групе. Радиолошка анализа је показала смањење 

коштане густине у дисталном делу фемура након три месеца од овариектомије. 

Резултати друге студије показују да локално примењени холекалциферол и 

алфакалцидол, у коришћеном експерименталном дизајну и примењеној дози, одлажу 

рани процес зарастања кости и спречавају настанак фиброзе код овариектомисаног 

модела пацова. Обе испитиване форме витамина Д смањују ресорпцију партикула 

ММК у месту дефекта, што представља сметњу за формирање нове кости у групи 

третираној алфакалцидолом. Алфакалцидол доводи до настанка слабо 

минерализованог калуса који се карактерише интензивном балансираном 

ремоделацијом, компактношћу и добром интеграцијом у околну остеопоротичну кост. 

Под утицајем холекалциферола развија се велика количина калуса који се одликује 

добром минерализацијом, али такође и порозношћу и слабом интеграцијом, што су 

карактеристике калуса сличне оним у групи са спонтаном регенерацијом. 

Холекалциферол и алфакалцидол су показали бројне ефекте у коришћеном 

експерименталном дизајну на основу којих се може сугерисати њихова примена као 

потенцијалних агенаса у решавању различитих проблема у регенерацији 

остеопоротичне кости. Избор одговарајуће форме витамина Д, као и биоматеријала 

који би био коришћен као имплантат за попуњавање дефеката у кости, треба бити 

направљен у складу са циљем третмана. 

Резултати ове докторске дисертације су допринос бољем разумевању 

механизама деловања алфакалцидола и холекалциферола на регенерацију 

остеопоротичне кости, са практичном применом у отварању нових терапеутских 

приступа лечењу дефеката кости у остеопоротичним условима.  
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Comparative analysis of the effects of cholecalciferol and alfacalcidol as 

integral parts of the implants on the healing of femur defects in 

ovariectomized rats  

SUMMARY 

Postmenopausal osteoporosis is a systemic skeletal disease caused by lack of estrogen 

and characterized by low bone mass and impaired microarchitecture. Reduced synthesis of 

estrogen in menopause leads to impaired balance between bone resorption and bone 

formation, causing a loss of bone tissue in some parts of the skeleton and susceptibility to 

fractures. Osteoporosis is a major problem in dentistry and orthopedics due to reduced 

capacity of osteoporotic bone to provide the necessary support to implants and enable 

adequate fracture fixation. 

Osteoporotic fractures are very difficult to heal in osteoporotic conditions, therefore, 

it is favourable to use drugs and bone substitutes that will improve the bone regeneration and 

strengthen the site of the fracture. It has been shown that vitamin D and its analogues, which 

are widely used in the treatment of osteoporosis, have a positive effect on the healing of 

fractures. However, high doses of vitamin D, which are necessary for obtaining the direct 

anabolic effects on bone, lead to the appearance of hypercalcemia. To avoid side effects of 

systemic administration of high vitamin D doses, one of the possibilities is their local 

application into the site of defect. 

Тhe main objective of this PhD thesis is to examine the impact of cholecalciferol and 

alfacalcidol, as integral parts of the implants consisting of bone mineral matrix (BMM) 

supplemented with platelet-rich plasma (PRP), on femur defect healing in osteoporotic rat 

bone. Comparative overview of osteogenic effect of cholecalciferol and alfacalcidol as well 

as comparison of results with the spontaneous regeneration of osteoporotic bone and 

regeneration with the help of implants composed only of BMM and PRP, were also analyzed 

in the dissertation. In this regard, the aim of the dissertation is to establish and verify an 

experimental model of osteoporosis in Wistar rats that is suitable for this type of research. 

According to the objectives of the research, two experimental studies were conducted. 

In the first study, experimental osteoporosis was induced by bilateral ovariectomy and the 

time required for development of osteoporotic conditions and the occurrence of changes in 

femoral bone was evaluated by using endocrinological, biochemical and radiological 

analysis. In the second experimental study, after obtaining osteoporotic rat model, defects 

were created up to the bone marrow in the distal part of the both femoral diaphysis. The 

defects were left to heal spontaneously (SR group) or filled with implants composed of bone 

mineral matrix supplemented with PRP, applied alone (SC group), or as carriers for the 

examined forms of vitamin D, cholecalciferol (HC group) and alfacalcidol (AC group). Bone 

mineral matrix serves as a bone substitute and a scaffold for cell colonization, and in these 

studies it has also served as a carrier for the PRP and tested forms of vitamin D.   
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Healing of defects and the quality of the newly formed bone tissue were observed by 

biochemical, histological, immunohistochemical, histomorphometric and scanning electron 

microscopy analyses. Regeneration process was monitored two and eight weeks after the 

creation of defects in the femurs of rats. 

Results of the first study show that a significant decline in estradiol concentration, 

after its initial fluctuations, occurred in the third month after ovariectomy. The ALP and AP 

activity in serum were increased during the examined period, while the concentration of Ca 

was lower in the fourth and the concentration of P in the second month after ovariectomy 

compared to control rats. Radiographic analysis showed decrease in bone density in the distal 

part of the femur, three months after ovariectomy. 

Results of the second study show that locally applied cholecalciferol and alfacalcidol, 

in the used experimental design and applied doses, delay early bone healing and prevent 

fibrosis in ovariectomized rat model. Both of the examined vitamins decreased the resorption 

of BMM particles in defects which is a barrier to the formation of new bone in the group 

treated with alfacalcidol. Alfacalcidol leads to the formation of poorly mineralized callus 

which is characterized by intense balanced remodeling, compactness and good integration 

with the surrounding osteoporotic bone. A large amount of callus develops under the 

influence of cholecalciferol and it is characterized by good mineralization, but also porosity 

and weak integration, which are characteristics of callus similar to those in the group with 

spontaneous regeneration. 

Cholecalciferol and alfacalcidol showed many effects in the used experimental design 

on the basis of which their use as potential agents in solving various problems related to the 

osteoporotic bones regeneration can be assessed. The choice of the appropriate form of 

vitamin D, as well as biomaterials that would be used as an implant to fill bone defects, 

should be made in accordance with the objective of treatment. 

The results of this PhD thesis contribute to a better understanding of the mechanisms 

of alfacalcidol and cholecalciferol actions in osteoporotic bone regeneration, with practical 

application in opening new therapeutic approach to the treatment of bone defects in 

osteoporotic conditions. 
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1.1. Постменопаузна остеопороза 

Коштано ткиво представља динамичан систем подложан сталном 

ремоделирању. Балансиран процес ремоделације доприноси очувању коштане масе, 

омогућава поправке насталих микрооштећења и има улогу у одржавању минералне 

хомеостазе (Brandi, 2009). Услед поремећаја у ремоделацији може доћи како до 

губитка кости тако и до претеране депозиције коштаног ткива. 

 Остеопороза представља системски скелетни поремећај који се карактерише 

смањеном коштаном масом и оштећеном микроархитектуром кости услед чега оне 

постају фрагилне и подложне преломима при минималној трауми. У основи ове 

болести је патолошки процес ремоделирања са доминантном активношћу ћелија које 

разграђују кост, остеокласта, и смањеном активношћу ћелија које изграђују кост, 

остеобласта, чиме се нарушава постојећи баланс и долази до убрзаног губитка 

коштаног ткива. 

Остеопороза може бити примарна и секундарна. Типови примарне остеопорозе 

су идиоптска, постменопаузна и старосна остеопороза што указује на њену појаву у 

свим узрастима и независно од пола. Секундарна остеопороза се јавља као последица 

болести или примене различитих лекова (остеопороза изазвана глукокортикоидима).    

Најчешћи облик болести је постменопаузна остеопороза која се јавља код жена 

након периода менопаузе. До развоја болести долази услед престанка функције јајника 

и недостатка естрогена, женског полног хормона који има значајну улогу у коштаном 

метаболизму и одржавању интегритета коштаног ткива (Riggs и сар., 1998).  

Недостатак естрогена доводи до повећања броја ремоделационих јединица у 

кости са нарушеним балансом између процеса формирања и разградње 

(небалансираног ремоделирања) што узрокује убрзан губитак коштаног ткива у 

појединим деловима скелета (Lerner, 2006). Најчешће фрактуре у остеопорози су 

фрактуре кичмених пршљенова, кука и дисталног дела подлактице.  

Постенопаузна остеопороза представља значајан здравствени проблем на шта 

указује податак да у Европи, више од 30% жена старости изнад 50 година болује од ове 

болести као и да је ризик за настанак фрактура у овој популацији >40% (Melton, 1995). 
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Остеoпороза се другачије назива ―тихи крадљивац костију― због 

асимптоматског губитка коштане масе који може довести до настанка спонтаних 

микрофрактура или фрактура узрокованих слабом траумом. Настанак фрактура је 

најчешће први знак болести при чему се након прве, повећава инциденца појаве 

поновних фрактура. Остеопоротични преломи настали услед губитка коштаног ткива 

представљају велику опасност за пацијенте који болују од остеопорозе јер је њихово 

зарастање отежано у остеопоротичним условима. Они су значајан узрок морбидитета, 

инвалидитета па чак и морталитета у случају честих компликација насталих након 

прелома кука. Са проблeмима повезаним са остеопорозом се срећу многе гране 

медицине. У ортопедији, због смањене чврстине кости долази до великог броја 

неуспелих фиксација (Strømsøe, 2004) док у стоматологији, губитак алвеоларне кости 

доводи до развоја парадонтопатије (Hildebolt, 1997). У имплантологији се јавља 

проблем са осеоинтеграцијом због смањеног капацитета остеопоротичне кости да 

обезбеди неопходну потпору имплантатима (Alghamdi и сар., 2014).  

С обзиром да је остеопороза широко распрострањена међу женама након 50. 

године живота, као и да услед продужења животног века преломи заузимају 

епидемијске размере, њена превенција и лечење предствљају битан фактор у циљу 

спречавања могућих последица. 

1.1.1. Структура остеопоротичне кости 

Основна улога костију је у изградњи скелета који штити унутрашње органе и 

пружа механичку потпору организму.  

Коштано ткиво је изграђено из минералног матрикса у форми хидроксиапатита 

и органског матрикса, који је највећим делом сачињен из колагена типа I. 

Према структури, разликују се компактна (кортикална) кост и сунђераста 

(спонгиозна, трабекуларна) кост чији је однос различит у зависности од дела скелета 

као и дела кости који се посматра. На попречном пресеку дугих костију као што је 

фемур, густа кортикална кост заузима спољашњи део, док унутрашњи слој чини 

спонгиозна кост која је шупљикаве грађе. Док су пршљенови и метафизни крајеви 

дугих костију већински изграђени из спонгиозне кости, дијафизе дугих костију се 
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састоје углавном из кортикалне кости која окружује централну шупљину испуњену 

костном сржи. 

Основна структурна и функционална (ремоделациона) јединица компактне 

кости је остеон или хаверзов систем који је изграђен из концентричних слојева 

компактног коштаног ткива који се називају ламеле. Колагени фибрили у ламелама су 

паралелно распоређени око централне шупљине у којој се налазе крвни судови, нерви 

и растресито везивно ткиво (Clarke, 2008).  

Са спољашње стране кортикална кост је прекривена омотачем, периостом, док 

је унутрашња страна, на граници ка спонгиозној кости, прекривена ендостом. Периост 

представља мембрану густо пакованог фиброзног везивног ткива и његова активност 

игра важну улогу у регенерацији кости. Ендост је место интензивне ремоделације и 

појачане ресорпције кости у условима повећаног коштаног ремоделирања (Clarke, 

2008). 

Спонгиозна кост се састоји из трабекула расутих у одељку костне сржи које су 

такође изграђене из остеона (Dempster и сар., 2006). Метаболички је активна и због 

велике контактне површине са околним ћелијама које учествују у ремоделацији, 

губитак коштаног ткива настао услед небалансираног ремоделирања карактеристичног 

за остеопорозу се првенствено манифестује у овом делу кости.  

Код остеопоротичних пацијената, спонгиозну кост карактерише разређена 

трабекуларна мрежа (Слика 1) до које долази услед смањења величине и броја 

трабекула (Majumdar и сар., 1997). Кичма и метафизни крајеви дугих костију су делови 

скелета богати спонгиозном кости тако да се на њима може најпре уочити њен 

недостатак. Због тога су ови делови скелета најподложнији остеопоротичним 

фрактурама. 
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Слика 1. Изглед здраве и остеопоротичне кости (преузето и модификовано из извора: 

(Dempster и сар., 1986)) 

Кортикална кост је такође подложна променама у остеопорози, али у мањој 

мери у односу на спонгиозу (Brandi, 2009). Промене на кортикалној кости огледају се у 

њеном истањењу услед ендокортикалне ресорпције чиме се повећава пречник 

централне шупљине кости. До смањења густине кортикалне кости долази услед 

повећања њене порозности (Väänänen и Härkönen, 1996; Seebeck и сар., 2005). 

1.1.2. Утицај естрогена на кост и ефекти његовог недостатка 

Механизми деловања естрогена на коштани метаболизам као и последице 

његовог недостатка у менопаузи нису у потпуности познати. Оно што се зна је да он 

има улогу у инхибицији процеса ресорпције кости (Riggs, 2000).  

Естроген остварује ефекте на кост делујући директно, преко естрогених 

рецептора (ER) присутних у ћелијама кости (Oursler и сар., 1991; Onoe и сар., 1997; Hou 

ЗДРАВА КОСТ ОСТЕОПОРОТИЧНА КОСТ 
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и сар., 2006), и индиректно, захваљујући присуству ER на ћелијама имунског система. 

Услед његовог недостатка, ћелије имунског система мењају секрецију цитокина 

укључених у коштани метаболизам, промовишући ресорпцију кости (Pacifici, 1996; 

Suda и сар., 1999). 

Коштане ћелије поседују два типа естрогених рецептора који након активације 

учествују у транскрипцији гена у ћелији регулишући на тај начин њену активацију и 

функцију. Рецептор за естроген типа α (ERα) је експримиран у остеобластима и 

остеокластима, док је рецептор за естроген типа β (ERβ) експримиран само у 

остеобластима (Turner и сар., 1994). Активација ER у зрелим остеокластима доводи до 

инхибиције њихове ресорптивне функције (Taranta и сар., 2002), док активација ER у 

прогениторима остеокласта доводи до инхибиције њихове диференцијације у зреле 

остеокласте (Shevde, Bendixen et al. 2000; Srivastava, Toraldo et al. 2001). 

Остеобласти имају главну улогу у процесу диференцијације остеокласта због 

експресије фактора који стимулише колоније макрофага (M-CSF) и лиганда за 

рецептор који активира нуклеарни фактор кB (RANKL), неопходних за 

остеокластогезу (Boyce и Xing, 2007). Везивањем RANKL за његов рецептор RANK на 

прогениторима остеокласта, у присуству M-CSF, долази до диференцијације 

прекурсора остеокласта у зреле мултинуклеарне остеокласте. Интеракција између 

RANKL лиганда и RANK рецептора је регулисана експресијом лажног рецептора за 

RANKL, остеопротегерина (OPG), на ћелијама остеобласне/стромалне ћелијске линије 

(Khosla, 2001). Остеопротегерин, везујући се за RANKL, спречава RANKL-RANK 

интеракцију која би водила ка остеокластогенези.   

Захваљујући присуству ER у незрелим остеокластима, естроген директно 

супресује RANKL индуковану остеокластогенезу преко инхибиције c-Jun амино 

терминалне киназе у RANK сигналном путу (Shevde и сар., 2000; Srivastava и сар., 

2001).  

С друге стране, делујући преко ER у остеобластима и стромалним ћелијама, 

естроген индиректно утиче на диференцијацију остеокласта и разградњу кости тако 

што повећава експресију OPG (Hofbauer и сар., 1999; Saika и сар., 2001), док смањује 

експресију M-CSF (Sarma и сар., 1998). Естроген смањује и експресију RANKL на 

ћелијама костне сржи (Eghbali-Fatourechi и сар., 2003) и услед његове дефицијенције у 

постменопаузној остеопорози долази до повећане експресије овог лиганда који игра 
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кључну улогу у процесу ресорпције кости (Eghbali-Fatourechi и сар., 2003). Утицај 

естрогена на експресију RANKL у стромалним ћелијама костне сржи је вероватно 

индиректан, преко утицаја на секрецију интерлеукина 1(IL-1), фактора некрозе тумора-

алфа (TNF-α) и интерлеукина 6 (IL-6), који су познати као проресорптивни цитокини 

(Palmqvist и сар., 2002; Kwan и сар., 2004). Естроген спречава синтезу IL-1 и TNF-α у 

моноцитима и ћелијама костне сржи, као и IL-6 у стромалним ћелијама и 

остеобластима, и на тај начин супримира ресорпцију кости (Girasole и сар., 1992; 

Pacifici, 1996).   

Код жена у менопаузи, као и код овариектомисаних пацова, забележена је 

повећана секреција проресорптивних цитокина (Pacifici и сар., 1991; Passeri и сар., 

1993; Kimble и сар., 1996; Pacifici, 1996). Код животиња које су дефицијентне за неки 

од њих не долази до губитка кости након овариектомије (Poli и сар., 1994; Lorenzo и 

сар., 1998; Roggia и сар., 2001) што указује на њихову важност у механизмима који 

доводе до повећане ресорпције кости у условима смањене концентрације естрогена. 

Ово исто важи и за M-CSF, чија је експресија код овариектомисаних мишева повећана 

под утицајем IL-1 и TNF-α (Kimble и сар., 1996), док његов недостатак не дозвољава 

губитак кости након овариектомије. 

Поред утицаја на ресорпцију, активација естрогених рецептора у остеобластима 

стимулише изградњу кости и спречава апоптозу остеобласта (Turner и сар., 1994). 
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1.2. Регенерација остеопоротичне кости 

 Иако је познато да коштано ткиво најчешће спонтано зараста, код 

остеопоротичних прелома је спонтана регенерација најчешће онемогућена. Кост 

захваћена остеопорозом је смањеног биолошког капацитета и има ограничен 

репарациони потенцијал те је због тога процес њене регенерације отежан (Cesnjaj и 

сар., 1991).  

Мезенхимске ћелије изоловане из костне сржи индивидуа са постменопаузном 

остеопорозом имају нижу стопу раста, слабији пролиферативни одговор и смањену 

способност остеогене диференцијације (Rodríguez и сар., 1999). Ћелије кости 

остеопоротичних пацијената показују и смањен одговор на механички стрес (Sterck и 

сар., 1998). 

Процес зарастања кости пролази кроз три кључне фазе које се преклапају: фаза 

инфламације, фаза репарације и фаза ремоделирања (Lyritis, 2010) (Слика 2).  

Фаза акутне инфламације која настаје одмах након повреде достиже максимум 

након 24 часа и завршава се око недељу дана након настанка фрактуре. Карактерише се 

настанком хематома услед оштећења крвних судова и регрутовањем великог броја 

инфламаторних ћелија (макрофага, моноцита, лимфоцита, неутрофила) (Sfeir и сар., 

2005; Marsell и Einhorn, 2011), као одговор на некротични материјал на месту прелома 

(Cruess и сар., 1985). Проинфламаторни цитокини који су секретовани у овој фази 

зарастања кости стимулативно делују на процес регенерације уколико је њихова 

секреција краткотрајна и контролисана (Gerstenfeld и сар., 2003). У супротном, 

хронична експресија доводи до оштећења екстрацелуларног матрикса и настанка 

фиброзе. 
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Слика 2. Фазе регенерације кости (Преузето и модификовано из извора: 

http://bioserv.fiu.edu/~walterm/Fund_Sp2004/musc_skel/Export%20Folder/f6-

8_bone_repair_c.jpg) 

Резултат инфламаторне фазе је настанак гранулационог ткива на периферији, 

богатог крвним судовима и фибробластима који синтетишу екстраћелијски матрикс. 

Инвазијом плурипотентних мезенхимских стем ћелија из периоста и костне 

сржи започиње фаза репарације кости која траје неколико недеља. Током репарације 

настаје спољашњи калус око места фрактуре активношћу ходробласта и остеобласта из 

камбијалног слоја периоста и циљ му је да обезбеди механичку чврстину месту 

прелома. Најранија кост у месту прелома настаје активношћу ћелија камбијалног слоја 

периоста. Унутрашњи калус спаја унутрашње крајеве прекинуте кости (Cruess и сар., 

1985) и током времена се уједињује са спољашњим. У раној фази регенерације, калус је 

претежно изграђен из фибро-хрскавице и незреле (вртложне) кости. Мекан, хрскавичав 

калус, се постепено замењује незрелом кости у процесу ендохондралне осификације 

(Sfeir и сар., 2005).  

Након спајања прекинутих крајева започиње фаза ремоделације, заменом 

вртложне кости ламеларном, при чему се ресорбује вишак створеног калуса. Током 

дужег временског периода долази до постепене модификације региона прелома под 

утицајем механичког оптерећења чиме се постиже коначна стабилност преломљеног 

места (Sfeir и сар., 2005). 



Јелена Рајковић   Докторска дисертација 

10 

  

Процес зарастања кости у остеопоротичним условима пролази кроз све фазе 

карактеристичне за процес регенерације здраве кости с тим што се ове фазе одликују 

дужим трајањем (Lopez и сар., 2003). Као и код здравих индивидуа, регенерација кости 

зависи од биомеханичких и молекуларних фактора као и од ћелија које учествују у 

репарацији (Kyllönen и сар., 2015). До разлика у процесу зарастања код 

остеопороичних индивидуа долази услед нарушеног баланса између процеса 

ресорпције и процеса формирања кости, као и повећане експресије проинфламаторних 

цитокина која може да угрози формирање калуса и продужи време потребно за 

регенерацију (Kyllönen и сар., 2015).  

Слабија способност регенерације кости у остеопорози је показана у 

предклиничким студијама код овариектомисаних модела животиња док се показало да 

то није увек случај у клиничкој пракси. Када су у питању студије на људима, 

информације о процесу регенерације остеопоротичне кости су оскудне и подељене. 

Кашњење процеса формирања калуса које је забележено код свих овариектомисаних 

животиња, није увек документовано у клиничким студијама, мада, постоје и студије 

које указују на одложено зарастање прелома у остеопорози код људи (Nikolaou и сар., 

2009; Nikolaou и сар., 2010). 

Смањен капацитет регенерације се у клиничким студијама врло често огледа у 

лошој осеоинтеграцији и повећаном броју неуспелих фиксација прелома (Barrios и сар., 

1993; Strømsøe, 2004). Иако неке студије указују на непостојање разлика између 

здравих и остеопоротичних пацијената (Goldhahn и сар., 2008; Mellado-Valero и сар., 

2010), ипак се лоша осеоинтеграција имплантата и проблеми са фиксацијом често 

јављају као проблем у ортопедији и стоматологији и могу да доведу до неуспеле 

регенерације кости.  

За разлику од клиничких студија, истраживања на експерименталним моделима 

су показала да остеопороза утиче како на процес зарастања фрактура тако и на процес 

осеоинтеграције имплантата који се може побољшати коришћењем различитих 

третмана. У литератури се могу наћи бројни докази о измењеном процесу зарастања 

прелома и дефеката код овариектомисаних модела при чему је показано да остеопороза 

утиче на све стадијуме регенереције кости (Namkung-Matthai и сар., 2001; Wang и сар., 

2005). Рани период зарастања остеопоротичних фрактура се карактерише одложеним 

формирањем калуса који се састоји из мале количине зреле кости (Namkung-Matthai и 
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сар., 2001). Новонастали калус показује ниску минералну густину, висок садржај 

делова богатих „меким ткивом― и смањен број остеобласта који експримирају 

трансформишући фактор раста-β1 (TGF-β1) који је неопходан у процесу зарастања 

кости. Ове карактеристике калуса указују на смањен квалитет регенерације у 

остеопорози (Xu и сар., 2003; Estai и сар., 2011). 

Карактеристике калуса у каснијем периоду регенерације кости, забележене у 

студијама на овариектомисаним животињама, су ниска коштана густина, одложена 

ендохондрална осификација, висока активност остеокласта и присуство слабо 

организованих, неправилно распоређених новоформираних трабекула (Qiao и сар., 

2005; Wang и сар., 2005). Новоформирана кост у каснијем периоду зарастања показује 

и хистолошке остеопоротичне промене (Kubo и сар., 1999) као и јасно изражену 

граничну линију прелома за разлику од интактних животиња (Qiao и сар., 2005).  

1.2.1. Третман остеопоротичних фрактура  

Како би се побољшао исход процеса зарастања прелома у остеопорози, 

неопходно је применити адекватну терапију која би ојачала место фрактуре и 

поспешила процес регенерације.  

Третман који се користи за лечење остеопорозе може бити користан део 

третмана и у лечењу остеопоротичних фрактура али је познавање ефеката анти-

остеопоротичних лекова на процес зарастања фрактура пресудно у њиховом одабиру 

током процеса регенерације. С друге стране, различити имплантати су дизајнирани 

како би побољшали процес фиксације и регенерације кости с тим што је успешност 

њихове примене у остеопоротичној кости мања него у здравој кости. 

1.2.1.1. Анти-остеопоротична терапија и зарастање фрактура 

Већина студија која се бави проблематиком остеопорозе се углавном фокусира 

на проналажење терапије за превенцију саме болести која би уједно и смањила ризик 

за настанак остеопоротичних прелома. Иако се смањује стопа настанка фрактура, ипак 

није честа и њихова појава током третмана. Познавање утицаја лекова који се користе у 
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третману остеопорозе на процес зарастања фракура је од велике важности за одабир 

адекватне терапије која би допринела њиховом зацељењу (Johnson-Lynn и сар., 2008; 

Goldhahn и сар., 2010; Lyritis, 2010; Giannotti и сар., 2013).   

Лекови који се користе у терапији остеопорозе се према свом ефекту на 

ремоделацију класификују у две групе: анти-катаболички и анаболички лекови (Riggs и 

Parfitt, 2005). Крајњи ефекат обе групе лекова је повећање чврстине кости али се 

механизми њиховог деловања на кост разликују. 

Анти-катаболички лекови смањују коштани промет а тиме и број 

ремоделационих јединица у кости и на тај начин доприносе очувању микроархитектуре 

и чврстине кости. Један део анти-катаболичких лекова супримира и процес ресорпције 

и процес формирања кости, док постоје и лекови из ове групе који могу позитивно да 

модулишу фазу формирања кости. Анаболички лекови делују тако што повећавају 

коштани промет и број ремоделационих јединица, истовремено померајући баланс у 

овим местима ремоделације у корист изградње кости. На овај начин анаболички лекови 

доводе до повећања коштане масе што доприноси чврстини калуса (Riggs и Parfitt, 

2005).  

Највећи број лекова дизајнираних за третман остеопорозе су анти-катаболичког 

типа. С обзиром да доводе до супресије ресорпције кости, која је саставни део процеса 

ремоделирања, треба имати у виду да коришћењем ових лекова за време зарастања 

прелома може доћи до измењеног процеса регенерације. С друге стране, очекивано је 

да анаболички лекови, који такође могу бити актуелни третман у моменту настанка 

фрактуре, могу да унапреде процес регенерације кости. 

Ефекти анти-остеопоротичних лекова на процес зарастања фрактура су 

углавном испитивани у студијама на животињама и потребне су клиничке студије које 

би потврдиле добијене резултате. Резултати претклиничких истраживања показују да 

анти-остеопоротични третмани углавном имају позитиван утицај на зарастање 

фрактура у остеопорози. 

Бифосфонати. Бифосфонати су најчешће коришћени лекови у терапији 

остеопорозе због њиховог јаког инхибиторног дејства на остеокласте и процес 

ресорпције кости, што је нарочито забележено у условима повећаног коштаног промета 

(Watkins и сар., 2012). Иако је процес ресорпције кости део сложеног процеса коштаног 

ремоделирања у коме су остеокласти активни учесници, утицај бифосфоната на процес 
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зарастања фрактура углавном није инхибиторног типа (Xue и сар., 2014) осим што се у 

неким студијама може запазити кашњење фазе ремоделирања. Одложена ремоделација 

хрскавице у вртложну кост као и вртложне у ламинарну кост, настала под утицајем 

бифосфоната, се компензује настанком велике количине калуса у месту дефекта 

(Goodship и сар., 1993; Peter и сар., 1996; Mashiba и Mori, 2009). Amanat и сар. (2005) су 

испитивали разлике између ефеката системске и локалне апликације бифосфоната на 

процес зарастања фрактура и установили да системска апликације једне дозе доводи до 

повећања величине калуса и његове чврстине док локална апликација нема утицаја на 

чврстину калуса.  

У решавању проблема несрастања остеопоротичних фрактура и неуспеле 

интеграције имплантата у остеопоротичну кост, бифосфонати су показали позитивне 

ефекте након локалне и системске апликације, уз одложен процес ремоделирања 

(Hilding и Aspenberg, 2007; Kakar и сар., 2009; Ng и сар., 2014). 

На основу постојећих истраживања се може заључити да бифосфонати осим 

што могу да одложе процес ремоделације калуса немају негативних ефеката на процес 

зарастања фрактура (Fleisch, 2001). Они доводе до настанка калуса већих размера и 

могу утицати на повећање чврстине кости и побољшање процеса интеграције 

имплантата (Einhorn, 2010). Ефекти бифосфоната на регенерацију преломљене кости 

зависе од избора лека, трајања третмана, начина третмана и примењиване дозе.  

Паратироидни хормон (PTH). PTH и витамин Д представљају два главна 

хормона који учествују у одржавању хомеостазе калцијума и фосфора у организму. 

Терипаратид (PTH (1-34)) је рекомбинантна форма паратироидног хормона и први 

анаболички лек одобрен за третман остеопорозе због значајног утицаја на повећање 

трабекуларне и кортикалне масе кости (Marcus, 2011). PTH третман код жена са 

постменопаузном остеопорозом стимулише формирање кости и тиме повећа коштану 

масу и минералну густину смањујући ризик за настанак фрактура (Sone и сар., 1994; 

Neer и сар., 2001).  Механизам деловања PTH (1-34) још увек није у потпуности 

разјашњен али је потврђено да његова неконтинуирана администрција утиче на 

регрутовање и преживљавање остеобласта, повећавајући њихову бројност (Jilka, 2007).  

Захваљујући свом анаболичком дејству, овај хормон је моћан кандидат, уз 

бифосфонате, за решавање проблема зарастања фрактура код пацијената са смањеним 

капацитетом регенерације (Barnes и Einhorn, 2006; Della Rocca и сар., 2010; Ellegaard и 
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сар., 2010; Aspenberg, 2013). На основу резултата студија спроведеним на животињама 

потврђено је да неконтинуирана администрација PTH утиче на процес зарастања 

фрактура тако што побољшава биомеханичке особине и поспешује стварање калуса 

(Andreassen и сар., 1999; Holzer и сар., 1999; Andreassen и сар., 2001). Субкутана  

администрација PTH(1-34) убрзава и унапређује процес зарастања феморалних 

фрактура и доводи до настанка калуса већих димензија од оног, насталог код 

нетретираних животиња (Holzer и сар., 1999; Alkhiary и сар., 2005). PTH поспешује 

процесе ендохондралне осификације и ремоделације калуса (Komatsubara и сар., 2005; 

Nozaka и сар., 2008; Cipriano и сар., 2009). Такође се показао ефикасним у раној 

фиксацији имплантата захваљујући повећању густине околне кости као и контактне 

површине између ње и имплантата (Skripitz и Aspenberg, 2001).  

Када су у питању остеопоротичне фрактуре, тридесетодневна администрација 

PTH побољшава морфометријске и механичке параметре у дозно зависном маниру 

(Jahng и Kim, 2000). PTH аналози, након субкутане администрације стимулишу 

формирање кости, повећавају коштану масу и регулишу баланс калцијума.  

Још увек су недовољне клиничке студије које би потврдиле ефикасност PTH у 

процесу зарастања фрактура код људи (Chalidis и сар., 2007). На основу великог броја 

студија на животињама где се показао као користан агенс у третману фрактура (Barnes 

и Einhorn, 2006) као и на основу његове клиничке употребе у својству анаболичког 

третмана у остеопорози, он се сматра потенцијалним агенсом који би могао да има 

својство остеогеног „појачивача― код пацијената са смањеним капацитетом зарастања 

(Datta, 2011). Нова истраживања се фокусирају на развоју и процени PTH аналога који 

ће имати улогу у превенцији и третману фрактура код жена са постменопаузном 

остеопорозом. 

Хормонска супституциона терапија естрогеном. Недостатак естрогена који 

доводи до интензивне ресорпције и губитка кости, може се надокнадити коришћењем 

адекватне супституционе терапије која ублажава симптоме постменопаузне 

остеопорозе. Терапија замене естрогена је одобрена у постменопаузној остеопорози за 

превенцију губитка кости и смањење могућности за појаву фрактура (Turner и сар., 

1994). Међутим, за коришћење естрогена постоје ограничења због могуће појаве 

нежељених ефеката. 
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Естроген и ралоксифен, који се користе као супституциона терапија за 

недостајући хормон у постменопаузној осеопорози, испитивани су и у процесу 

зарастања остеопоротичних фрактура код експерименталних животиња. Резултати 

студија су показали њихов позитиван учинак на формирање калуса и побољшање 

механичке стабилности кости (Beil и сар., 2010; Kolios и сар., 2010; Stuermer и сар., 

2010). Међутим, не постоје докази који би оправдали клиничку употребу ових лекова у 

зарастању фрактура код људи.  

Витамин Д. Витамин Д и његови аналози, о којима ће бити речи у даљем 

тексту, су саставни део сваке остеопоротичне терапије. Њихов ефекат на процес 

зарастања остеопоротичних фрактура је врло слабо испитиван иако је, поред 

индиректног утицаја на минерализацију кости, уочен и њихов директан анаболички 

ефекат на кост (Erben, 2001). У студији Shiraishi и сар. (2000) показана је предност 

алфакалцидола, синтетичког аналога витамина Д, у стимулацији процеса изградње 

кости у односу на примењену терапију естрогеном. Малобројне студије, које не 

укључују испитивања на људима, показују да би коришћење витамина Д могло да има 

корисне ефекте у процесу зарастања фрактура код постменопаузних жена. 

Поред поменутих, постоје и други лекови који се користе у терапији 

остеопорозе и имају мањи или већи утицај на процес зарастања фрактура. Међутим, 

њихови ефекти на регенерацију кости су слабо испитивани и још увек представљају 

непознаницу.  

1.2.1.2. Локални приступ лечењу фрактура и дефеката у остеопоротичној кости 

Као део третмана остеопоротичних фрактура пожељно је коришћење и заменика 

кости који би допринели стабилности места прелома и омогућили бољу фиксацију. 

Уједно, ови биоматеријали који замењују недостајалу кост, могу бити и носачи за 

различите лекове и факторе раста који би унапредили процес зарастања фрактура и 

дефеката. 

Златни стандард у решавању проблема са несрастањем или закаснелим 

срастањем, какво се среће у остеопорози, представља коришћење аутографта због 

својих остеогених, остеоиндуктивних и остеокондуктивних особина (Taylor, 1992; 

Finkemeier, 2002; Pesce и сар., 2009). Због ограничене доступности аутографта и 
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компликоване хирушке процедуре његовог добијања, чешће су у употреби алографти и 

ксенографти, као и синтетички биоматеријали који представљају алтернативу 

коштаном пресађивању (Finkemeier, 2002; Pesce и сар., 2009). Већина синтетичких 

биоматеријала је инертна и не поседује остеоиндуктивна и остеокондуктивна својства 

што отежава њихово насељавање, замену новом кости и осеоинтеграцију. У циљу 

унапређења зарастања кости често се примењује комбиновање ових биоматеријала 3D 

структуре (скафолда) са факторима раста, ћелијама или различитим лековима (Khan и 

сар., 2008; Li и сар., 2008) који служе да индукују формирање коштаног ткива на месту 

имплантације (Fröhlich и сар., 2008; Howard и сар., 2008; Amini и сар., 2012). Матрице 

које су израђене од различитих чврстих биокомпатибилних материјала имају важну 

улогу депоа и носача за испоруку лекова  док истовремено могу да служе као скафолди 

за ћелије и факторе раста у ткивном инжeњерству.  

Коришћење биоматеријала као носача за анти-остеопоротичне лекове и друге 

анаболичке агенсе је постао врло популаран приступ у лечењу остеопоротичних 

фрактура којим се постиже директан утицај третмана на кост и избегавају нежељени 

ефекти системске апликације (Kyllönen и сар., 2015). Основне особине које ови 

биоматеријали треба да поседују су биокомпатибилност и биодеградибилност која 

омогућава постепено ослобађање акивних супстанци приликом ресорпције 

биоматеријала. Локално апликовани лекови доводе до бржег одговора кости на 

третман и, захваљујући својим остеогеним својствима, директно утичу на повећање 

чврстине и квалитета кости на месту прелома. Ово је од великог значаја у пракси јер 

постојање јаче околне кости доприноси мањој стопи неуспелих фиксација имплантата.  

Услед недостатка клиничких студија, многе експерименталне студије на 

животињама су показале позитиван ефекат локалног третмана различитим 

остеоиндуктивним агенсима. Осим локалне доставе фактора раста која се успешно 

користи у клиничкој пракси за побољшање процеса регенерације кости и 

осеоинтеграције имплантата, локална достава осталих потенцијално индуктивних 

третмана још увек није у клиничкој употреби.  

У решавању проблема остеопоротичних прелома, за ефикасност локалног 

третмана је, поред добро одабраног анаболичког лека, неопходан и добар одабир 

система за његову доставу. У клиничкој пракси се избор биоматеријала (носача, 

скафолда) више базира на комерцијалним и клинички доступним материјалима 
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насупрот оним који су у експерименталним истраживањима показали праве 

карактеристике система за доставу које подразумевају дуготрајно и постепено 

ослобађање достављеног лека. 

Системи за локално допремање и отпуштање лекова се обично класификују 

према хемијском саставу (керамике, полимери, композити) или према геометрији, 

односно величини (микрочестице, растресити материјали, хидрогелови) (Kyllönen и 

сар., 2015) 

У припреми локалних система за лечење остеопоротичних фрактура велики 

проблем представља непознаница апликоване дозе као и профил ослобађања лека. 

Неки лекови имају супротне ефекте у зависности од апликоване дозе као и 

континуитета терапије (PTH). Још увек се трага за особинама носача као и профилом 

ослобађања лека који би допринели бржој регенерацији, интеграцији и механичкој 

стабилности.  

Потенцијалне могућности за локално допремање лекова код остеопоротичних 

фрактура размотрене су у раду Kyllönen и сар. (2015) и укључују облагање имплантата 

изабраним леком, коришћење инјектибилних форми коштаних цемента и гелова у које 

се убацује изабрани лек и примену скафолда у случају већих коштаних дефеката 

(Слика 3).  

Цементни материјали базирани на Ca и P су се показали као одговарајући 

носачи за лекове због њихове остеокондуктивности која проистиче из сличности са 

минералном фазом кости, и особине да добро апсорбују и постепено ослобађају анти-

ресорптивне агенсе, протеине и мале хидрофобне молекуле (Guo и сар., 2005; van de 

Watering и сар., 2012; Wu и сар., 2012). Приликом дизајнирања ових система, изабрани 

лек се инкорпорира у чврсту или течну фазу цемента или у посебне носаче који се 

затим убацију у место дефекта. Недостатак овог система је потреба за већим простором 

на месту прелома како би се применила неопходна количина изабраног лека.  
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Слика 3. Начини локалне апликације агенаса коришћених у третману 

остеопоротичних фрактура и дефеката (преузето и модификовано из извора: (Kyllönen 

и сар., 2015) 

Облагање имплантата такође може бити добра стратегија у лечењу 

остеопоротичних фрактура због могућности достављеног агенса да утиче на 

осеоинтеграцију имплантата захваљујући свом присуству на његовој површини 

(Alghamdi и сар., 2014). Метални имплантати, као што је случај титанијумских 

имплантата, могу бити директно обложени одговарајућим леком док се бољи резултати 

у третирању фрактура добијају апсорпцијим или инкорпорацијом лека на CaP 

цементне материјале који се користе као превлака око имплантата (Navarro и сар., 

2008). Овакав приступ је омогућио постепено ослобађање коришћеног лека и 

побољшану осеоинтеграцију имплантата код експерименталних животиња (Sachse и 

сар., 2005; Yu и сар., 2012). Студије на остеопоротичним моделима животиња које су се 

бавиле испитивањем утицаја анти-ресорптивних лекова као саставних делова превлака 

око имплантата су показале да оваква примена доводи до побољшане 

микроархитектуре кости око места имплантата али није потврђено да ли доприноси и 

стабилности фрактура (Pyo и сар., 2013). Недостаци ове стратегије су могућност 

ослобађања лека само у близини имплантата, ограничена количина лека коју може да 

достави имплантат, и отпорност метала на премазивање (Kyllönen и сар., 2015).  
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У случају већих дефеката  у остеопоротичној кости, скафолди представљају 

добар избор за постизање стабилности и могућност за доставу већих количина 

изабраног лека који је најчешће инкорпороран у партикуле различитих димензија. 

Макро, микро и нано партикуле представљају врло важне системе за 

ослобађање различитих агенаса због могућности да саме достављају изабрани лек или 

да се користе у комбинацији са цементима, када могу бити и саставни део превлаке на 

имплантатима. У овом случају, изабрани лек се уграђује или абсорбује у партикуле где 

је заштићен од деградације док не почне његово ослобађање. Кинетика ослобађања 

примењеног агенса зависи од величине партикула, врсте материјала као и начина 

припреме система за доставу (Kyllönen и сар., 2015). За коришћење ових партикула 

битно је познавати фармакокинетику коришћеног лека и сходно томе употребити 

одговарајући систем партикула за његову доставу.  

Партикуле базиране на Ca и P, какве су партикуле хидроксиапатита (HАp), са 

великом ефикасношћу апсорбују и ослобађају одређене врсте анти-остеопоротичних 

лекова као што су бифосфонати и фактори раста (Lee и сар., 2011). Хидроксиапатит се 

такође показао ефикасним у адсорпцији витамина Д (Ozeki и сар., 2008). Као што је већ 

речено, материјали на бази Ca и P показују сличност са неорганском фазом кости тако 

да су се показали изузетно остеокондуктивним. 

Сви наведени системи су прихватљиви за лечење остеопоротичних фрактура у 

погледу допремања агенаса и делимичне контроле над њиховим ослобађањем. Даља 

истраживања би требало да се фокусирају на унапређивању ових особина као и на 

решавању недостатака који карактеришу сваки од њих појединачно. 

Поред система нанопартикула за доставу анаболичких лекова који је још увек у 

раној фази развоја, будућа истраживања у менаџменту остеопорозе се фокусирају на 

изради микрочипова и даљинску контролу ослобађања одговарајуће терапије. 

1.2.1.3. Коришћење фактора раста у регенерацији остеопоротичне кости 

Фактори раста као што су коштани морфогенетски протеини (енг. bone 

morphogenetic protein, BMP), трансформишући фактор раста-β (енг. transforming growth 

factor-beta, TGF-β), фактор раста фибробласта (енг. fibroblast growth factor, FGF), 

тромбоцитни фактор раста (енг. platelet-derived growth factor, PDGF), и фактор раста 
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налик инсулину (енг. insulin-like growth factor, IGF) су неопходни у свакој фази процеса 

формирања кости и као такви представљају остеоиндуктивне агенсе који се успешно 

примењују у процесу зарастања фрактура.  

У регенеративној медицини се често користе локално имплантирани или 

ињектирани фактори раста, појединачно или у комбинацији са биоматеријалима (Mark 

Fisher и сар., 2013). Комбиновање ових фактора раста са коштаним графтовима и 

биоматеријалима, који у том случају представљају њихове носаче, доприноси 

остеоиндуктивности и остеокондуктивности коришћених биоматеријала, поспешује 

регенерацију кости и доприноси осеоинтеграцији имплантата у нормалним (Marx и 

сар., 1998; Wiltfang и сар., 2004; Xiong и сар., 2015) и остеопоротичним условима 

(Hollinger и сар., 2008). Оваквим приступом се могу решити многи проблеми који 

карактеришу процес зарастања остеопоротичних фрактура иако постоје недоумице које 

захтевају додатна клиничка испитивања (Kyllönen и сар., 2015).  

Истраживања су показала да је забележена слабија експресија фактора раста код 

овариектомисаних и старијих јединки пацова што утиче на остеоиндуктивни капацитет 

кости (Cesnjaj и сар., 1991; Yu и сар., 2002). Због свог остеогеног ефекта на 

мезенхимске ћелије пореклом из остеопоротичне кости (Fromigué и сар., 2004; Pountos 

и сар., 2010), они се често локално примењују као саставни део терапије 

остеопоротичних фрактура.  

Плазма обогаћена тромбоцитима (PRP) и коштани морфогенетски протеини 

(BMP) су се у претклиничким и клиничким студијама показали као ефикасна 

алтернатива аутологним коштаним графтовима (Hagen и сар., 2012; Mark Fisher и сар., 

2013).  

PRP је аутологни концентрат тромбоцита који након активације ослобађају 

факторе раста (PDGF, TGF-β, VEGF, IGF и EGF) у преломљено место, и на тај начин 

активирају коштане ћелије и учествују у регенерацији (Marx и сар., 1998). Она се 

најчешће користи у комбинацији са коштаним грфтовима где је показано да PRP 

промовише регенерацију кости и доприноси осеоитеграцији имплантата (Marx и сар., 

1998; Kim и сар., 2002; Wiltfang и сар., 2004; Rai и сар., 2007; Bielecki и сар., 2008; 

Kasten и сар., 2008; Civinini и сар., 2011). Додавањем PRP коштаним графтовима, 

добија се нови графт, обогаћен факторима раста, који унапређује регенерацију кости. 
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Када су у питању остеопоротичне фрактуре и дефекти, експерименталне студије 

су показале да одређене концентрације PRP могу ефективно да побољшају њихово 

зарастање (Chen L и сар., 2013; Singh и сар., 2014). Третман PRP-ем супресује 

адипогенезу у костној сржи овариектомисаних мишева тако што усмерава 

диференцијацију пре-адипоцита и транс-диференцијацију зрелих адипоцита ка 

остеогенези (Liu и сар., 2011). 

Иако клиничке студије показују добре резултате и залажу се за употребу PRP, 

већина ових студија је ограничена на приказе појединачних случаја, док постоји само 

неколико контролисаних клиничких студија које пружају висок ниво медицинских 

доказа (Dallari и сар., 2007; Bielecki и сар., 2008) 

Локално апликовани коштани морфогенетски протеини (BMP-2, BMP-7) имају  

остеоиндуктивне ефекте и ефикасни су у решавању проблема зарастања фрактура, 

нарочито када су у питању проблеми са несрастањем (Li и сар., 2010; Mark Fisher и 

сар., 2013; Park и сар., 2013). Студије су потврдиле њихову ефикасност код 

остеопоротичних модела животиња док је њихова клиничка употреба и даље 

контроверзна због одређених недостатака у сигурности и економичности (Kyllönen и 

сар., 2015). 

Поред наведених, и појединачна употреба осталих фактора раста је испитивана 

у процесу регенерације кости с тим што су истраживања о њиховом утицају на 

репарацију остеопоротичних дефеката и фрактура оскудна (Khojasteh и сар., 2013). 

Неки од њих, као што је PDGF, се већ сматрају озбиљним кандидатима за лечење 

остеопоротичне кости системом локалне доставе. PDGF се већ широко користи у 

клиничким и претклиничким истраживањима као локално примењен агенс који 

унапређује регенерацију кости али су његови ефекти слабо испитивани у 

остеопоротичним условима (Hollinger и сар., 2008). 
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1.3. Витамин Д и његова улога у регенерацији остеопоротичне кости 

1.3.1. Витамин Д 

 Витамин Д је липосолубилни витамин који се синтетише у организму човека 

али се и уноси у организам преко хране. Главни извор витамина Д код људи је 

ендогена синтеза у кожи из 7-дехидрохолестерола под утицајем UV-B зрачења (Horst и 

сар., 2005; Feldman и сар., 2007). Овако настао витамин Д (холекалциферол, Д3) 

представља неактивну форму витамина која захтева додатну активацију у циљу 

остваривања физиолошког ефекта. Путем хране, витамин Д у организам доспева у 

форми ергокалциферола (Д2) или холекалцифрола (Д3) (Слика 4).  

 

Слика 4. Синтеза и активација витамина Д (преузето и модификовано из извора: 

http://clinicalpathology.info/vitamin-d-tests-at-a-glance/) 
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Након синтезе, витамин Д3 се складишти у масном ткиву или одлази у јетру, где 

започиње први корак активације. Метаболичка активација витамина Д се остварује 

двоструком хидроксилацијом у јетри и бубрезима при чему настаје активна форма 

витамина Д (калцитриол, 1,25(OH)2D3) која стимулише апсорпцију Ca у цревима и 

одржава његову хомеостазу организму.  

У јетри, под утицајем ензима 25-хидроксилазе (енг. vitamin D-25 hydroxylase), 

неактивна форма витамина Д прелази у калцидиол (25(OH)D3) (Gascon-Barre и 

Feldman, 1997). Продукција 25(OH)D3 у јетри је слабо физиолошки регулисана и зависи 

од концентрације супстрата (Horst и сар., 2005). Откривено је да 1,25(OH)2D3 може 

бити њен негативан модулатор (Bell и сар., 1984). Присуство екстрахепатичне 25-

хидроксилазе је забележено у цревима, бубрегу и у кости (Tucker и сар., 1973), 

захваљујући чему је омогућена и локална активација синтетичког аналога 

алфакалцидола (1α(OH)D3) у остеобластима (Ichikawa F, 1995). 

Хидриксилација 25(OH)D3 у 1,25(OH)2D3 се под нормалним физиолошким 

условима одиграва у бубрезима под утицајем PTH, уз помоћ ензима 1α-хидроксилазе. 

Мале количине 1,25(OH)2D3 настају у екстрареналним ткивима, под утицајем 

цитокина. У одређеним патолошким стањима, екстраренална продукција витамина Д 

може значајно да допринесе промени хомеостазе калцијума (Hewison и Adams, 2005). 

Ензим 1α-хидроксилазу поред бубрега поседују и кожа, коштано ткиво, дебело црево, 

плацента, простата, макрофаги и адипоцити (Weisman и сар., 1979; Howard и сар., 1981; 

Adams и сар., 1983; Li и сар., 2008). У остеобластима кости, могу се наћи обе 

хидроксилазе које омогућавају потпуну конверзију Д3 у 1,25(OH)2D3 и његово локално 

дејство (Mason и сар., 2013).  

Иако су идентичне (Zehnder и сар., 2001), активност реналне и екстрареналне 

хидрокдилазе је различито регулисана. Док је ренална форма искључиво под 

контролом PTH, при чему зависи од концентрације калцијума и фосфора (Feldman и 

сар., 2007), екстраренална форма пронађена у макрофагима не подлеже регулационом 

механизму PTH и фосфата и показује изузетну осетљивост на стероиде (Hewison и 

Adams, 2005). 
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1.3.2. Физиолошка улога витамина Д 

Активна форма витамина Д остварује своје функције у организму преко 

рецептора за витамин Д (VDR) на циљним ћелијама (Haussler и сар., 1997).  

Делујући на танко црево, кост и бубрег, витамин Д игра кључну улогу у 

одржавању минералне хомеостазе стимулишући ослобађање калцијума у крвоток. 

Поред тога, калцитриол регулише и многе друге процесе у организму; он инхибира 

ћелијски раст, промовише диференцијацију ћелија и супримира инфламацију и 

имунски одговор, захваљујући чему је озбиљан кандидат за лечење многих болести 

(DeLuca, 2004).   

1.3.2.1.  Регулација минералне хомеостазе 

Главну улогу у одржању хомеостазе калцијума и фосфора у организму има 

координисана интеракција 1,25(OH)2D и PTH који регулишу активност ензима 1α-

хидроксилазе у бубрегу (енг. 25-hydroxyvitamin D-1alpha-hydroxylase) (Jones и сар., 

1998; Murayama и сар., 1999). Витамин Д је једини хормон који стимулише 

интестиналну апсорпцију калцијума и тиме индиректно доприноси минерализацији 

кости (Слика 5). 

Услед смањене концентрације калцијума у крви долази до повећаног 

ослобађања PTH који стимулише активност ензима 1α-хидроксилазе у бубрегу и 

доводи до повећане бубрежне екскреције фосфора. Повећан ниво PTH, заједно са 

смањеном концентрацијом фосфора, додатно повећава активност 1α-хидроксилазе 

чиме долази до синтезе 1,25(OH)2D3 из 25(OH)D3.  Настао 1,25(OH)2D3, остварује своју 

основну физиолошку функцију у цревима, односно доводи до стимулације 

интестиналне апсорпције калцијума. 

Повећање концентрације калцијума у крви смањује секрецију PTH и даљу 

продукцију 1,25(OH)2D3 у бубрезима. 1,25(OH)2D3 делује на бубрег где супресује 

експресију гена за 1α-хидроксилазу док стимулише експресију гена за 24-

хидроксилазу, чиме се спречава даља синтеза 1,25(OH)2D3 и стимулише инактивација, 
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продукцијом 24,25(OH)2D3 који се даље катаболише до калцитронске киселине (Jones и 

сар., 1998), форме која је растворљива у води и излучује се путем урина.  

 

Слика 5. Физиолошка улога витамина Д у одржавању хомеостазе калцијума (преузето 

и модификовано из извора: (Takahashi и сар., 2014) 

С друге стране, уколико нема довољно калцијума у исхрани, PTH и 1,25(OH)2D3 

заједно делују на кост где подстичу њену разградњу, док утицај PTH на бубрег 

повећава реапсорпцију калцијума одржавајући на тај начин његову хомеостазу у крви.  

Витамин Д је неопходан за нормалну минерализацију скелета и услед његовог 

недостатка или блокаде његове активације и деловања, долази до појаве рахитиса или 

остеомалације. Фармаколошка администрација акивних форми витамина Д повећава 

интестиналну апсорпцију калцијума, инхибира секрецију PTH и стимулише 

реапсорпцију калцијума у бубрегу, што доводи до његове повећане концентрације у 

крви и смањене мобилизације из кости. Из овога се може видети да је утицај витамина 

Д на минерализацију кости, последица његовог индиректног ефекта на кост (Слика 4) 

(Weinstein и сар., 1984; Erben, 2001; Eisman и Bouillon, 2014; Takahashi и сар., 2014).  
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1.3.2.2.  Директан утицај витамина Д на кост 

Витамин Д остварује своје директне ефекте на кост захваљујући присуству VDR 

рецептора на остеобластима, стромалним ћелијама и раним прекурсорима остеокласта 

(Narbaitz и сар., 1983; Morris и Anderson, 2010). Он је главни регулатор процеса 

ресорпције и изградње кости који су део сложеног процеса коштаног ремоделирања.  

Калцитриол, делујући на прекурсоре остеобласта, подстиче њихову 

пролиферацију и диференцијацију у зреле остеобласте и утиче на продукцију колагена 

типа 1, алкалне фосфатазе и остеокалцина у овим зрелим ћелијама, чија је основна 

улога синтеза коштаног матрикса (Franceschi и Li, 2011).  

Утицај витамина Д на остеокласте може бити индиректан или директан. 

Индиректан утицај на остеокласте, витамин Д остварује преко VDR рецептора на 

остеобластима, уз учешће RANKL/RANK/OPG система (Suda и сар., 1999). Директан 

утицај на остеокласте је омогућен преко VDR рецептора на прекурсорима остеокласта, 

чиме се спречава њихова диференцијација у зреле ћелије које разграђују кост (Takasu и 

сар., 2006) 

Ефекат витамина Д на остеокласте зависи и од степена диференцијације 

остеобласта. In vitro истраживања показују да витамин Д стимулише ресорпцију кости 

(Raisz и сар., 1972) индукујући експресију RANKL молекула на незрелим 

остеобластима/стромалним ћелијама чиме доводи до остеокластогенезе и настанка 

зрелих, муллтинуклеарних остеокласта (Kitazawa и Kitazawa, 2002; Suda и сар., 2012). 

Међутим, деловање витамина Д на зреле остеобласте, с друге стране доводи до 

инхибиције ресорпције кости преко повећане експресије OPG, што је такође доказано у 

in vitro условима (Baldock и сар., 2006).  

У in vivo истраживањима, забележена је смањена експресија RANKL на зрелим 

остеобластима миша након администрације витамин Д аналога (Harada и сар., 2012). 

Пошто се претпоставља да од степена диференцијације остеобласта зависи и њихова 

RANKL експресија, у студији Takahashi и сар. (2014) је објашњено да витамин Д делује 

тако што утиче на диференцијацију незрелих у зреле остеобласте који се карактеришу 

слабијим нвоом експресије RANKL молекула. Такође, утицај витамина Д на 

хомеостазу калцијума може последично да доведе до смањене експресије RANKL и 

супресије ресорпције кости (Takahashi и сар., 2014),  
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Директан ефекат активних форми витамина Д на прекурсоре остеокласта је 

забележен у условима повећаног коштаног промета какви се срећу у остеопорози и 

огледа се у инхибицији остеокластогенезе која је стимулисана RANKL молекулом са 

остеобласта. Делујући директно на остеокласте, 1,25(OH)2D3 супримира експресију c-

Fos протеина који представља неопходан транскрипциони фактор остеокластогенезе 

(Takasu и сар., 2006). Овом у прилог иде и истраживање Shibata и сар. (2002) који су 

показали да витамин Д инхибира остеокласогенезу in vivo, смањујући број прекурсора 

остеокласта у костној сржи овариектомисаних мишева. 1,25(OH)2D3 стимулише и 

експресију интерферона β (IFN-β), који је инхибитор остеокластогенезе у 

прекурсорима остеокласта (Sakai и сар., 2009). Поменути ефекти активних форми 

витамина Д на супресију ресорпције кости су забележени администрацијом високих 

доза овог витамина, >10
-9 

М, које доводе до појаве хиперкалцемије код 

експерименталнх животиња.  

Ефекат витамина Д на процес формирања кости зависи од примењене дозе 

витмина и заснован је на директном утицају његових активних форми на остеобласте. 

Администрација ниских доза витамина Д не утиче на изградњу кости код 

овариектомисаних пацова, док високе дозе повећавају стопу изградње (Erben, 2001). 

Након краткотрајног третмана високим дозама калцитриола, долази до повећања броја 

прекурсора остеобласта у костној сржи и повећане синтезе коштаног матрикса (Erben, 

2001).  

1.3.3. Витамин Д и имунски систем 

 Захваљујући присуству VDR на ћелијама имунског система, дошло се до 

сазнања да 1,25(OH)2D3 може бити и потенцијални имуномодулаторни агенс (Deluca и 

Cantorna, 2001; Aranow, 2011). Витамин Д остварује своје ефекте на већину ћелија 

имунског система међу којима су макрофаги (Provvedini и сар., 1983) и дендритске 

ћелије (Brennan и сар., 1987), које спадају у антиген презентујуће ћелије (APC), CD4
+
 и 

CD8
+
 T лимфоцити (Veldman и сар., 2000) и B лимфоцити (Lemire и сар., 1984). 

Активне, хормоналне форме витамина Д инхибирају пролиферацију и 

диференцијацију B ћелија и спречавају секрецију антитела (Lemire и сар., 1984). 
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Показано је да њихова администрација инхибира пролиферацију Т лимфоцита, док 

преко директног утицаја на наивне CD4
+
 T ћелије подстиче развој одговора 

помоћничких Т ћелија (енг. T-helper cells, Th) типа 2 (Th2 одговор) (Overbergh и сар., 

2000). Витамин Д супримира инфламаторне Th17 ћелије (Tang и сар., 2009) и подстиче 

развој регулаторних T ћелија (Gregori и сар., 2001). Услед оваквих ефеката, он доводи 

до смањене продукције инфламаторних цитокина (IL-17, IL-21), док са друге стране 

повећава продукцију анти-инфламаторних цитокина (IL-10). 

Захваљујући постојању VDR рецептора на моноцитима и дендритским ћелијама, 

витамин Д инхибира продукцију про-инфламаторних цитокина од стране моноцита 

(IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 and TNFα)(Almerighi и сар., 2009) и спречава диференцијацију и 

сазревање дендритских ћелија уз очување њиховог незрелог фенотипа (Piemonti и сар., 

2000). Настанак толерогених дендритских ћелија (Széles и сар., 2009) доводи до 

повећања броја регулаторних Т ћелија, што доприноси развоју аутотолеранције, 

спречава развој аутоимуности и онемогућава одбацивање алографта (Lemire и Archer, 

1991; Hullett и сар., 1998; Gregori и сар., 2001).  

С обзиром на дефицијенцију витамина Д у аутоимунским болестима, као и 

могућност ћелија имунског система да одговоре на терапију истим, суплементација 

витамином Д у оваквим стањима је још једна значајна терапеутска улога овог 

витамина. Због могућег хиперкалцемијског ефекта као ограничења у системској 

администрацији витамина Д, синтетисано је неколико нискокалцемијских аналога 

витамина Д са специфичним особинама усмереним ка превецији аутоимуних болести и 

спречавању одбацивања алографта (Mathieu и сар., 1995; Larsson и сар., 1998; Verstuyf 

и сар., 2000; Mathieu и Adorini, 2002) 

1.3.4. Витамин Д и остеопороза 

Витамин Д и калцијум су неопходни агенси у превенцији и третману 

остеопорозе. Код постменопаузних жена са повећаним ризиком од развоја ове болести, 

витамин Д и калцијум могу бити адекватна терапија која уједно смањује и ризик за 

настанак фрактура (Jackson и сар., 2006). Особе са већ потврђеном болешћу, уз 

витамин Д и калцијум захтевају и употребу јаче анти-ресорптивне терапије која се 
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користи за лечење већ узнапредовале болести. Многи од лекова који се користе у 

лечењу остеопорозе, првенствено бифосфонати, су слабо ефикасни код пацијената са 

дефицијенцијом витамина Д, тако да је његова употреба неопходан део терапије (Lips и 

сар., 2010). 

Третман обичним витамином Д (холекалциферол, Д3) је ефикасан само у 

случају његове смањене концентрације у организму и нормалног функционисања 

бубрега који представљају место његове активације (Lau и Baylink, 1999; Nordin и сар., 

1999). Међутим, постменопаузна остеопороза није увек повезана са дефицијенцијом 

витамина Д чиме је онемогућена активација холекалциферола у активну форму, 

односно калцитриол. Пошто хидроксилисане форме витамина Д не захтевају 

активацију и њихова активност не подлеже негативном регулационом механизму 1α-

хидроксилазе, њихово коришћење у случају довољне концентрације витамина Д је 

неопходно у циљу постизања жељених ефеката (Nordin и сар., 1999).   

Активне форме витамина Д, калцитриол (1α,25(OH)2D3), алфакалцидол 

(1α(OH)D3) и елдекалцитол (1α,25-dihydroxy-2b-(3-hydroxypropoxy)D3) се користе у 

терапији остеопорозе јер је показано да повећавају минералну густину кости и смањују 

ризик од настанка фрактура код остеопоротичних пацијента (Gallagher и Goldgar, 1990; 

Tilyard и сар., 1992; Orimo и сар., 1994; Matsumoto и сар., 2011) (Слика 6).   

Због могућности деловања у пуној дози као и плејотропних ефеката на 

метаболизам калцијума, коштано ткиво, мишићно ткиво и друге циљне органе, 

калцитриол и његови аналози су показали предност у очувању густине кости и већи 

допринос њеној чврстини у односу на холекалциферол (Lau и Baylink, 1999; Ringe и 

Schacht, 2004; Bouillon и Reid, 2008).  
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Слика 6. Структура активних форми витамина Д које се користе у третману 

остеопорозе (преузето и модификовано из извора: (Takahashi и сар., 2014) 

Поред супресије PTH, која представља главни механизам анти-ресорптивних 

ефеката активних форми витамина Д, и директан, аутокрини/паракрини утицај 

витамина Д на кост је од велике важности за спречавање разградње кости као и 

стимулацију њене изградње. Као што је већ поменуто, системска администрација 

високих доза калцитриола код пацова, поред смањења ресорпције кости, доводи до 

стимулације процеса формирања кости, његовим директним утицајем на остеобласте 

(Erben и сар., 1997). Админстрација високих доза доводи до повећања коштане масе и 

биомеханичке чвртине кости (Erben, 2001; Erben и сар., 2002).  

Међутим, коришћење ових високих доза калцитриола доводи до појаве 

хиперкалцемије, хиперкалцурије и настанка камена у бубрегу чиме је ограничена 

његова терапеутска употреба. Како би се избегла терапеутска ограничења настали су 

многи синтетички аналози витамина Д са редукованом калцемијском активношћу који 

су допринели његовом повећаном терапеутским потенцијалу и данас се успешно 



Јелена Рајковић   Докторска дисертација 

31 

  

користе у лечењу остеопорозе, псоријазе, и хроничних бубрежних болести са 

секундарним хиперпаратиреоидизмом (Jones, 2012). 

Најћешће коришћени аналог витамина Д у терапији остеопорозе је 

алфакалцидол (1,α(OH)2D3). Он представља синтетички прекурсор 1,25(OH)2D3 и 

биолошки је активан тек након хидроксилације у јетри или другим ћелијама које 

поседују ензим 25-хидроксилазу, међу којима су и остеобласти (Ichikawa F, 1995). 

Његова постепена хидроксилација не доводи до наглог повећања концентрације 

калцијума у крви (Lau и Baylink, 1999) и тиме смањујње могућност појаве 

хиперкалцемије која се код терапије калцитриолом јавља убрзо након администрације. 

Показано је да су акумулација и полуживот хормоналне форме витамина Д у костима 

већи након терапије алфакалцидолом односу на терапију калцитриолом (Dambacher и 

Schacht, 1996; Ringe и Schacht, 2004). 

У остеопоротичним условима, примена алафакцидола је показала предност у 

очувању коштане масе у поређењу са деловањем холекалциферола и калцитриола 

(Shiraishi и сар., 1999; Ringe и Schacht, 2004). Поред својих ефеката на супресију 

процеса ресорпције кости, алфакалцидол стимулише формирање кости својим 

директним утицајем на остеобласте (Shiraishi и сар., 2000).  

Истраживања на овариектомисаним пацовима су показала да алфакалцидол 

повећава кортикалну и спонгиозну коштану масу, побољшава квалитет и механичке 

особине кости, повећава мишићну снагу и смањује ризик од настанка фрактура 

(Aerssens и сар., 1996; Bischoff и сар., 1999; Scharla и сар., 2003; Ringe и Schacht, 2004; 

Iwamoto и сар., 2006; Saito и сар., 2010).  

Смањујући ресорпцију кости, он супримира убрзан коштани промет код 

старијих жена са остеопорозом, који представља главни показатељ настанка прелома 

током ове болести (Shiraki и сар., 2004). Захваљујући оваквим ефектима, алфакалцидол 

је ефективан агенс у превенцији и лечењу свих типова остеопорозе, укључујући и 

постменопаузну остеопорозу.  

У клиничким студијама је показано да свакодневна администрација 

елдекалцитола повећава BMD лумбалног дела кичме и кука (Matsumoto и сар., 2005) и 

смањује могућност настанка фрактура код остеопоротичних пацијената (Matsumoto и 

сар., 2011).  Елдекалцитол остварује јачи супресорни ефекат на ресорпцију кости од 
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алфакалцидола уз сличне ефекте на процес изградње кости и екскрецију калцијума 

(Matsumoto и сар., 2010). Истраживања на овариектомисаним моделима животиња су 

показала да овај агенс супресује RANKL молекул на остеобластима, смањује 

ресорпцију и стимулише фокално формирање кости, већим интензитетом од 

калцитриола (Harada и сар., 2012; Saito и сар., 2013). 

До сада је развијено више аналога витамина Д са анаболичком функцијом и 

супресивним ефектом на процес разградње кости. Искоришћавање анаболичких 

ефеката ових аналога у клиничкој медицини захтева проналажење слабокалцемијских 

аналога који су специфични за кост, са циљем да се избегну негативни ефекти 

системске администрације коришћењем високих доза (Erben, 2001).  

1.3.5. Преглед досадашњих сазнања о утицају витамина Д на процес зарастања 

остеопоротичних фрактура и дефеката 

 Процес зарастања фрактура у остеопорози је отежан због смањеног биолошког 

капацитета и квалитета остеопоротичне кости. Карактеристике зарастања фрактура и 

дефеката у остеопоротичној кости су одложена регенерација и проблеми са фиксацијом 

фрактура и имплантата. Такође, новонастали калус се одликује лоше организованим 

колагеним фибрилима, одложеном ендохондралном осификацијом, смањеном 

минералном густином и небалансираном ремоделацијом што компромитује његову 

чврстину и чини зарасли део кости подложним даљим преломима (Dai и Hao, 2007). 

Витамин Д има врло значајну улогу у процесу формирања кости. Његов 

недостатак негативно утиче на формирање кости због смањене интестиналне 

апсорпције калцијума неопходног за процес минерализације насталог остеоида. Услед 

смањене количине овог витамина долази до промена у броју и активности остеокласта 

и остеобласта што доводи до промена у коштаном ткиву (Rodriguez и Gromelski, 2013). 

Код 68% тестираних пацијената са закаснелим и непотпуним срастањем забележено је 

присуство дефицијенције витамина Д (Brinker и сар., 2007).   

Jingushi и сар. (1998) су показали да долази до смањења концентрације 

витамина Д у плазми пацова, 3-10 дана након настанка фрактуре. С обзиром на 

присусто VDR на остеобластима и хондроцитима који започињу процес формирања 
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калуса, смањена концентрација витамина Д у плазми је објашњена његовом појачаном 

мобилизацијом на месту прелома где активно учествује у процесу регенерације. Gorter 

и сар. (2014) су показали да витамин Д има улогу у све четири фазе формирања калуса 

преко утицаја на секрецију цитокина и фактора раста, као и директног утицаја на 

остеобласте и прекурсоре остеокласта (Brumbaugh и сар., 1982; Gorter и сар., 2014). 

Мали је број студија које су се бавиле испитивањем утицаја витамина Д на 

зарастање фрактура у остеопорози. На основу прегледа досадашње литературе, 

витамин Д и његови аналози су показали позитиван утицај на зарастање фрактура како 

код здравих (Brumbaugh и сар., 1982; Delgado-Martínez и сар., 1998) тако и код 

овариектомисаних животиња (Fu и сар., 2009; Saito и сар., 2010) али не постоји 

довољно доказа који би у потпуности расветлили овај комплексан процес. 

На основу добијних резултата Fu и сар. (2009), калцитриол доприноси 

формирању континуираног калуса изграђеног из зреле вртложне кости, за разлику од 

контролне групе која показује одложен процес ендохондралне осификације, 6 недеља 

након фрактуре. Контролне групе животиња показују закаснели процес регенерације 6 

и 16 недеља након прелома. Након 16 недеља регенерације, група пацова који су 

третирани витамином Д показује ремоделирану зрелу кост на месту фрактуре док је у 

контролној групи пацова калус још увек у процесу ендохондралне осификације.  

Saito и сар. (2010) су показали да алфакалцидол утиче на квалитет калуса тако 

што поспешује формирање ламеларне кости повећавајући унакрсно повезивање 

колагена и успостављање обрасца који одговара оном који се среће у нормалној кости. 

Иста студија показује и његов допринос механичкој чврстини калуса који је вероватно 

последица регуларно распоређених колагених фибрила.  

За разлику од поменутих студија у којима је ефекат витамина Д у остеопорози 

испитиван након његове оралне примене, само једна студија се бавила локалном 

апликацијом и ефектима витамина Д на процес зарастања дефекта. Испитивање је 

рађено на дефектима у мандибули пацова, у условима остеопорозе изазване 

глукокортикоидима. Холекалциферол је у овој студији аплициран у место дефекта 

коришћењем нанопартикула хидроксиапатита и поли-лактид-ко-гликолид (енг. 

poly(D,L-lactide-co-glycolide), PLGA). Резултати су показали позитиван утицај 

холекалциферола на ангиогенезу, васкуларизацију, остеогенезу и структуру кости.  



Јелена Рајковић   Докторска дисертација 

34 

  

Као што се може видети на основу оскудне литературе, витамин Д повећава 

минералну густину кости (BMD), квалитет и микроархитектуру коштаног ткива и 

супресује ресорпцију кости у остеопоротичним условима. Анаболички ефекат који 

остварује на кост након третмана високим дозама, могућност локалне активације и 

директног деловања на ћелије кости, чине витамин Д и његове аналоге потенцијалним 

агенсима за локални третман остеопоротичих фрактура и дефеката. 
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ИСТРАЖИВАЊА 
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Остеопороза је широко присутна као здравствени проблем чија се тежина 

између осталог огледа у отежаној регенерацији кости. Санирање остеопоротичне кости 

представља велики изазов због њеног смањеног биолошког капацитета, проблема са 

фиксацијом прелома и осеоинтеграцијом имплантата. Место регенерације често остаје 

подложно поновним фрактурама због слабог квалитета и чврстине новоформираног 

калуса.  

Локални третман остеопоротичне кости се показао ефикасним у решавању 

неких од наведених проблема.  Иако су витамин Д и његови аналози широко 

коришћени у склопу анти-остеопоротичне терапије, њихови ефекти нису испитивани у 

условима постеменопаузне остеопорозе након локалне примене у место дефекта. 

Сходно томе, предмет истраживања докторске дисертације је регенерација 

остеопоротичне кости под утицајем локално апликованих форми витамина Д, 

холекалциферола и алфакалцидола, као саставних компоненти имплантата. 

Докторска дисертација је заснована на хипотези да холекалциферол и 

алфакалцидол могу да унапреде процес регенерације дефеката у остеопоротичној кости 

након њихове локалне примене. 

Сходно предмету истраживања и постављеној хипотези, дефинисани су следећи 

циљеви докторске дисертације: 

1. Успостављање и верификација експерименталног модела остеопорозе изазване 

овариектомијом женки пацова Wistar соја који би био погодан за праћење 

регенерације дефеката у дисталном делу фемура  

2. Испитивање утицаја холекалциферола и алфакалцидола на процес зарастања 

дефеката у остеопоротичној кости, када су локално апликовани као саставни 

део имплантата сачињених од партикула минералног матрикса кости и 

плазме обогаћене тромбоцитима, на следеће начине: 

 процењивањем утицаја холекалциферола и алфакалцидола на процесе 

остеогенезе, ресорпције имплантата, ремодилирања ткива у дефекту, 

интеграције калуса насталог у остеопоротичним условима, као и остале 
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карактеристике коштаног ткива и имплантата током регенерације 

остепоротичне кости;   

 праћењем регенерације остеопоротичне кости након периода ране и касне 

фазе зарастања дефеката;   

 помоћу хистолошких, имунохистохемијских, хистоморфометријских, 

биохемијских и скенинг-електрономикроскопских метода;  

3. Упоређивање остеогених ефеката локално примењених холекалциферола и 

алфакалцидола као саставних делова имплантата, као и компарирање 

добијених резултата са спонтаном регенерацијом остеопоротичне кости и 

регенерацијом уз помоћ имплантата сачињених само од минералног 

матрикса кости и плазме обогаћене тромбоцитима. 
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3.1. Материјал 

 У овој докторској дисертацији, као носач за плазму обогаћену тромбоцитима 

(PRP) и витамин Д и као скафолд за насељавање ћелија које ће да синтетишу коштани 

матрикс, коришћен је минерални матрикс кости (ММК) у облику комерцијалног 

биокомпатибилног биоматеријала на бази хидроксиапатита     Bio-Oss® (Geistlich 

Pharma,Wolhunsen, Switzerland). Bio-Oss® је у форми микропартикула, величине 0,25 

mm do 1 mm. Добијен је депротеинизацијом говеђе кости у алкалном раствору на 

300
o
C, што су услови за ослобађање од органских компоненти кости. Примена Bio-

Oss®-а је најзаступљенија у стоматологији где се користи за испуњавање дефеката 

(Schwartz i sar. 2000; Van Steenberghe i sar. 2000). 

Форме витамина Д коришћене за третирање дефеката су холекалциферол и 

алфакалцидол (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Холекалциферол или обичан витамин Д3 

представља нехидроксилисану, неактивну форму витамина Д, док је алфакалцидол 

аналог витамина Д и представља једноструко хидроксилисану форму која за своју 

активацију захтева присуство ензима 25-хидроксилазе. Холекалциферол и 

алфакалцидол су растворени у алкохолу и разблажени стерилним фосфатним пуфером 

(PBS), према упутствима произвођача.  

3.2. Експерименталне животиње 

У експериментима су коришћени пацови женског пола Wistar соја, старости три 

месеца и масе 180 - 280 грама. Животиње су чуване под стандардним условима уз 

дванаесточасовни дневно/ноћни циклус, на температури од 22 - 24°C, са 

неограниченим приступом води и храни. Две недеље пре почетка експеримента пацови 

су одвојени у посебне кавезе у које су враћани након операције. 

Све експериметалне процедуре спроведене на животињама су одобрене од 

стране Етичког комитета Медицинског факултета у Нишу (број: 01-6481-18) и у складу 

су са Законом о добробити животиња и Правилником о лабораторијским животињама 

Републике Србије.  
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3.3. Експериментални дизајн 

 Истраживања рађена у овиру докторске дисертације укључују две различите 

студије спроведене на различитим групама експериментлних животиња. Прва студија 

се односила на добијање експерименталног модела остеопорозе на пацовима и његову 

верификацију, док је у другој студији испитивана регенерација остеопоротичне кости 

уз помоћ локално примењених холкалциферола и алфакалцидола заједно са ММК и 

PRP.  

3.3.1. Студија 1: Експериментална остеопороза 

У циљу добијања и верификовања експерименталне остеопорозе код 

овариектомисаних пацова Wistar соја, 40 женки пацова старих три месеца подељено је 

у две групе: 

1. група овариектомисаних животиња (експериментална група, ОВ) 

2. група лажно оперисаних животиња (контролна група, ЛО) 

Група овариектомисаних животиња је подразумевала животиње којима је 

извршено хирушко уклањање јајника како би се добио остеопоротични модел на коме 

ће се пратити регенерација остеопоротичне кости. Ову групу је чинило двадесет пацова 

од којих је по пет жртвовано у размацима од месец дана, у оквиру праћеног периода од 

4 месеца. Како би се пратиле промене настале услед недостатка главног извора 

естрогена, животињама су након жртвовања одређивани ендокринолошки и 

биохемијски параметари из крви и мерена је густина кости у дисталном делу фемура на 

основу добијених радиолошких снимака.  

Група лажно оперисаних животиња је подразмевала животиње истог узраста 

које су биле изложене читавој оперативној процедури без финалног уклањања 

оваријума како би се обезбедили исти стресорни услови као и код овариектомисаних 

пацова. Овим животињама су одмах након отварања перитонеалне дупље мишићи и 

кожа зашивени и рана је дезинфикована. Лажно оперисане животиње су жртвоване у 
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истим временским тачкама и подвргнуте су истим анализама као и овариектомисане, 

како би се поређењем верификовале промене настале у овариектомисаној групи и 

утврдио временски период који је потребан да се развију остеопоротични услови након 

хирушког уклањања јајника 

Термини жртвовања су били 1, 2, 3 и 4 месеца након урађене овариектомије или 

лажне операције.  

Да би се избегло прекомерно узимање хране које је повезано са овариектомијом 

као и нагомилавање масног ткива које представља екстрагонадални извор естрогена, 

животињама је једном недељно мерена телесна маса и количина хране смањена на 20g 

/24h, што представља измерен дневни унос хране нормалних, неовариектомисаних 

пацова.  

3.3.2. Студија 2: Регенерација остеопоротичне кости  

Пошто су претходно утврђени објективни знаци остеопорозе, три месеца након 

овариектомије, група од четрдесет пацова старости три месеца је овариектомисана и 

чувана под истим условима и уз исти режим исхране као и пацови у првој студији у 

циљу добијања експерименалне остеопорозе.  

Три месеца након овариектомије животиње су подвргнуте креирању дефеката и 

подељене су у четири групе од којих су две контролне и две експерименталне групе. У 

експерименталним групама животиња праћен је локални утицај две различите форме 

витамина Д (холекалциферола или алфакалцидола) у комбинацији са носачима 

сачињеним из ММК и PRP на процес зарастања дефеката у фемуру овариектомисаних 

пацова. У контролним групама животиња праћена је спонтана регенерација дефеката 

или регенерација уз помоћ носача. 

Сваку групу је чинило по 10 животиња од којих је половина жртвована након 

периода регенерације од две недеље, док је друга половина жртвована након периода 

регенерације од осам недеља. 
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КОНТРОЛНЕ ГРУПЕ:  

1. Негативна контрола (спонтана регенерација - СР група) - чине је 

животиње чији су дефекти остављени да спонтано зарастају  

2. Контрола носача (скафолд група - СЦ група) - чине је животиње чији су 

дефекти испуњени имплантатима који се састоје из ММК и PRP (ММК + 

PRP носач) 

ЕКСПЕРИМЕНТАЛНЕ ГРУПЕ (ВИТАМИН Д ГРУПЕ): 

1. Холекалциферол група (ХЦ група) – чине је животиње чији су дефекти 

испуњени имплантатима сачињеним из холекалциферола на ММК + PRP 

носачима  

2. Алфакалцидол група (АЦ група) – чине је животиње чији су дефекти 

испуњени импплантатима сачињеним из алфакалцидола на ММК + PRP 

носачима 

Након завршених имплантација животиње у експерименталним групама су у 

првих три дана зарастања локално добијале ињекцију сачињену од 200 µl раствора 

алфакалцидола, концентрације 5x10
-7 

M или 200 µl раствора холекалциферола, 

концентрације 5x10
-4

 M, у зависности од групе. Ињекције су апликоване у област 

дефекта како би се обезбедила висока почетна концентрација витамина на месту 

регенерације. Контролне групе су локално добијале исту количину физиолошког 

раствора како би се обезбедили идентични услови третмана као и у експерименталним 

групама. 
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3.4. Добијање експерименталне остеопорозе методом билатералне 

овариектомије  

За добијање остеопоротичног модела пацова коришћен је приступ билатералне 

овариектомије према већ утврђеној методи (Lasota и Danowska-Klonowska, 2004; Park и 

сар., 2010) 

Пацови су анестезирани интраперитонеалном ињекцијом 10% кетамина (0,1 ml 

на 100 g телесне масе). Причвршћени су вентралном страном за операциони сточић и 

на оперативним местима је уклоњена длака уз пратећу дезинфекцију раствором 

повидон јода. 

Билатерална овариектомија је изведена тако што су направљена два дорзо-

латерална реза у нивоу оваријума, лево и десно од кичме. Резови величине 1,5 cm 

направљени су скалпелом дуж замишљене медијалне линије на најизбоченијем делу 

леђа. Отварањем перитонеалне дупље, у масном ткиву се указују јајници и дистални 

део рога материце који су уклоњени заједно са околним масним ткивом како би се 

спречила могућност реимплантације могућих преосталих делова јајника који би 

накнадно наставили да обављају своју функцију. У процедури није било неопходно 

подвезивање рога материце, јер је крварење до кога долази након уклањања јајника 

минимално и краткотрајно. Мишићи и кожа су зашивени и рана је дезинфикована 

раствором повидон јода. Оперисане животиње су стављане у одвојне кавезе како би се 

спречила могућност инфекције. 

3.5. Модел дефекта у фемуру овариектомисаног пацова 

 У добијеном остеопоротичном фемуру направљен је дефект према процедури 

описаној од стране Tielinen и сар. (2001). Животиње су анестезиране према претходно 

описаној процедури и причвршћене за операциони сточић. У нивоу дисталог дела 

фемура длака је уклоњена и место је дезинфиковано раствором повидон јода.  
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Хирушка процедура се састојала од формирања реза дужине 1 cm на кожи и 

мишићима, изнад кости у којој је направњен дефект. Дефект је направљен латерално, у 

дисталном делу дијафизе фемура, непосредно уз метафизу оба ектремитета. За 

креирање дефеката у фемуру коришћена је стоматолошка бургија, пречника 2 mm. 

Током читаве процедуре место је одржавано влажним коришћењем физиолошког 

раствора.  

Направљени дефекти испуњени су имплантатима карактеристичним за групу, 

мишићи су пажњиво превучени преко места дефекта и кожа је ушивена хирушким 

концем. На крају хируршке процедуре, рана је дезинфикована и животиње су враћене у 

одвојене кавезе како би се спречила могућност инфекције.  

3.6. Припрема имплантата 

3.6.1. Добијање препарата аутологне плазме обогаћене тромбоцитима 

За добијање препарата аутологне плазме обогаћене тромбоцитима коришћена је 

крв узета из репне вене сваког пацова из групе. Препарат је добијен према методи Intini 

и сар. (2007). Однос 4% натријум цитрата који је коришћен као антикоагуланс и узете 

крви био је 1:4. Након дезинфиковања и загревања репа животиња, крв сваког пацова је 

канилом сакупљена у посебне епендорфице и центрифугирана на 1000 rpm у трајању 

од 10 минута. Плазма је одвојена у нове епендорфице и поново центрифугирана на 

2500 rpm у трајању од 10 минута. Након завршеног центрифугирања на дну епрувете 

се, око исталожених еритроцита, може уочити беличасти ореол који представља 

тромбоците добијене из периферне крви. 

Добијени тромбоцити су ресуспендовани у 20 µl супернатанта како би се добила 

жељена концентрација тромбоцита. Концентрација тромбоцита која је добијена овом 

методом је око шест пута већа од физиолошке концентрације тромбоцита у крви 

пацова. In vitro истраживања су показала да PRP у шест пута већој концентрацији 

иницира одговор адултних мезенхимских стем ћелија (Marx, 2004), тако да је ова 

концентрација сматрана довољном да може да повећа остеоиндуктивност и 
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остеокондуктивност ММК као скафолда. Овако добијени препатати PRP-а су одмах 

коришћени у припреми имплантата за донорног пацова. 

3.6.2. Композиција имплантата 

 Имплантати коришћени за попуњавање дефеката фемура пацова су 

направљени од три компоненте: ММК (комерцијалног Bio-Oss-а), аутологног 

препарата PRP и испитиване форме витамина Д. У имплантату је течни део (PRP + 

витамин Д) помешан са ММК у односу 1:1, док је однос витамина Д и PRP-а износио 

3:1. Концентрација алфакалцидола је износила 2 pg алфакалцидола по маси имплантата 

у АЦ групи, док је концентрација холекалциферола била 1000х већа и износила је 2 ng 

холекалциферола по маси имплантата у ХЦ групи. Примењене концентрације 

витамина се базирају на већ испитиваним високим дозама за које се показало да делују 

стимулативно на формирање кости (Erben и сар., 1997; Shiraishi и сар., 2000).  

Непосредно пре имплантације добијена PRP је активирана калцијум хлоридом у 

односу 1:1 и пипетирана на претходно измерену количину Bio-Oss-а на коју је затим 

додат раствор витамина Д.  Мешавина је остављена пола сата на собној температури 

како би се PRP и витамини адсорбовали на ММК партикуле и формирао крвни 

угрушак који олакшава поступак имплантације. 

3.7. Жртвовање и узимање узорака крви и костију 

Након протеклог временског периода карактеристичног за одговарајућу групу, 

животиње су анестезиране 10% кетамином и жртвовање је спроведено узимањем 

максимално могуће количине крви пункцијом леве вентрикуле срца. Крв узета без 

антикоагуланса у циљу добијања серума је остављена 30 минута на собној температури 

да коагулише, а затим центрифугирана 10 минута на 1 500 rpm/мин. Добијен серум је 

аликвотиран и чуван на -80°С за ендокринолошке и биохемијске анализе. 

Животињама су након узимања крви одстрањени фемури који су даље чувани и 

обрађивани у складу са захтевима примењених метода. Фемури су одмах након 



Јелена Рајковић   Докторска дисертација 

46 

  

узимања снимани на стоматолошком CT (енг. Computed tomography, CT ) скенеру, а 

затим су потопљени у одговарајуће фиксативе у складу са захтевима коришћене 

методе. 

3.8. Анализа ендокринолошких и биохемијских параметара у серуму 

пацова 

3.8.1. Одређивање концетрације естрадиола  

Концентрација естрадиола у серуму пацова одређивана је уз помоћ 

радиоимунолошке методе (Radioimmunoassay, RIA), коришћењем комерцијалног кита 

(Cisbio Bioassays, France). Добијене концентрације изражене су у pmol/L. 

3.8.2. Одређивање биохемијских маркера коштаног метаболизма (Ca, P, ALP, AP) 

Коцентрације калцијума (Ca) и фосфора (P) као и активности ензима алкалне 

фосфатазе (ALP) и киселе фосфатазе (AP) у серуму, одређиване су 

спектрофотометријски на аутоматизованом хемијском анализатору (Erba XL-600, 

Mannheim, Germany). Добијене вредности концентрације калцијума и фосфора 

изражене су у mmol/L, док су вредности алкалне и киселе фосфатазе изражене у U/L. 

3.9. Анализа костију методом волуметријскe томографијe на апарату 

са конусним снопом 

 Фемури животиња су након жртвовања снимљени на стоматолошком 3DCT 

скенеру (MEDICA 3DCT
®
, Србија) док је обрада слика рађена у MEDICA 3DCT

®
 

софтверу и MIMICS
® 

софтверу (Materialise, Leuven, Belgium) за обраду и 

реконструкцију 3D медицинских слика.  
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MEDICA 3DCT
®
 је уређај за волуметријску томографију са конусним снопом 

(енг. Cone Beam Volumetric Tomography, CBVT) који омогућава израду просторних 

медицинских снимака састављених од изотропних воксела, ивице 0,3 mm. Добијени 

радиолошки снимци су у DICOM формату (енг. Digital Imaging and Communications in 

Medicine), резолуције 0,3 mm / 25,4 mm = 84,67 DPI. 

За коришћени уређај су предвиђене две врсте калибрације: 

1. Геометријска калибрација, којом се обезбеђује тачност реконструкције 

геометрије сниманог објекта. Врши се помоћу два еталона (фантома), којима се 

проверава електро-механички склоп уређаја. 

2. Калибрација густине, којом се обезбеђује тачност предвиђања густине ткива на 

основу нивоа сиве боје на CT снимку. Врши се помоћу два еталона (фантома). 

Први еталон је дестилована вода. Најпре се према предвиђеном протоколу врши 

снимање еталона и калибрација уређаја, при чему се добијене вредности 

густине воде користе као основни параметри при реконструкцији снимака. 

Други еталон садржи контролне материјале познатих густина. Еталон се снима 

према предвиђеном протоколу и упоређују се вредности густине на снимку са 

стварним густинама контролних материјала. Да би уређај био спреман за рад 

добијене вредности морају бити у предвиђеним толеранцијама. 

3.9.1. Мерење радиографске густине костију у дисталном делу фемура 

 На добијеним радиолошким снимцима, коришћењем унапред дефинисаних 

граничних вредности густине кости изражених у HU јединицама (енг. Hounsfield units), 

у софтверу MIMICS
® 
је направљена "маска кости" која представља скуп воксела чија се 

густина налази унутар задатих граничних вредности. Услед разлика у геомерији снопа 

рентгенских зрака, HU вредности добијене са CBCT уређаја не могу се поредити са 

истим, добијеним на медицинском CT скенеру. Међутим, с обзиром на идентичне 

услове под којима су узорци снимани, ове релативне вредности омогућавају уочавање 

промена у густини дисталног дела фемура између група. 
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Направљена маска кости покрива читав регион фемура, који укључује и 

кортикалну и спонгиозну кост. Из маске је издвојен волумен од интереса (VOI) у 

дисталном делу фемура креирањем нове „основне маске―. Волумен од интереса 

представља део волумена фемура (mm
3
) у дисталној метафизи кога чини шест 

узастопних пресека од по 0,3 mm. Дистална метафиза је део фемура са високим 

садржајем спонгиозног ткива на коме се најпре уочавају промене настале у 

остеопорози. Приликом дефинисања VOI водило се рачуна о епифизној плочи раста 

тако да је дистални део VOI на 1 mm од плоче раста. 

Формирањем различих скупова воксела у оквиру изабраног VOI употребом 

алата из сегментационог менија програма MIMICS
®

,
 
извршена је сегментација кости на 

волумене кортикалне кости, спонгиозне кости и периосталног дела кости (Hsu и сар., 

2014).  

Маска у оквиру VOI која садржи спонгиозну кост је добијена уклањањем 

површинског слоја основне маске дебљине три воксела који одговара кортикалној 

кости и периосту. Маска у оквиру VOI која садржи кортикалну кост добијена је 

уклањањем површинског слоја основне маске у дебљини од једног воксела како би се 

искључио периост и одузимањем маске која обухвата спонгиозну кост. Маска у оквиру 

VOI која садржи периост добијена је одузимањем маске кортикалне и спонгиозне 

кости од првобитне, основне маске. 

Резолуција коришћеног CBCT уређаја није довољно висока да би се уочила 

структура спонгиозне кости као ни порозност кортикалне кости. Због тога су оне 

представљене једном вредношћу која се односи на целокупни регион који покривају, 

укључујући шупљине између трабекула и у оквиру кортикане кости. Према томе, 

рдиографска густина кости (BD) очитана за сваку од направљених маски представља 

комбиновану густину дефинисаног волумена која садржи кост и меко ткиво. 

Комбинована густина кости више указује на количину кости у оквиру изабраног 

волумена него на густину самог коштаног ткива.  

За сваки од добијених волумена који су представљени маскама кортикалног, 

спонгиозног и периостног дела кости, као и за цео волумен од интереса, очитане су 

вредности радиографке густине (BD):  
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1. густина читавог VOI који укључује периост, кортикалну кост и спонгиозну 

кост (tBD); 

2. густина дела VOI који заузима кортикална кост (kBD); 

3. густина дела VOI који заузима спонгиозна кост (sBD); 

4. густина дела VOI који заузима периост (pBD); 
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3.10. Хистолошка анализа 

 Процедура за обраду ткива коришћена у овој дисертацији је описана од стране 

Miao и Scutt-а (2002).  

3.10.1. Фиксација 

 Дистални делови фемура који садрже дефект су након дисекције фиксирани у 

периодат-лизин-параформалдехид фиксативу (PLP) направљеном према процедури 

коју су описали McLean и Nakane (1974).  

PLP фиксатив: 

 2% параформалдехид  

 0.075 M лизин 

 0.01 M натријум перјодат 

Направљени фиксатив је pH вредности 7,4 и чува се на температури од 4
о
C 

Узорци костију су фиксирани на 4°C у трајању од 24 часа.  

3.10.2. Декалцинација 

 Након фиксације, узорци су испирани у трајању од 12h на температури од 4°С у 

растворима 0.01 M PBS-а са растућим концентрацијама глицерола (5%, 10% и 15%). 

Декалцинација узорака је урађена уз помоћ EDTA-G раствора који саржи 

глицерол и етилендиаминтетрасирћетну киселину (EDTA, Sigma-Aldrich). 

EDTA-G раствор, 100 ml (Mori и сар., 1988) 

 14.5 g EDTA 

 1.25 g NaOH 

 15 ml глицеролa  

 дестилована вода  
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Направљен раствор је pH вредности 7,3 и чува се на температури од 4°C. 

Декалцинатор је замењен узорцима на сваких недељу дана све до потпуне 

декалцинације ткива. 

3.10.3. Испирање узорака 

Узорци су након декалцинације испирани у трајању од 12 сати на 4°С према већ 

описаној процедури (Bourque и сар., 1993) 

 15% сахароза и 15% глицерол  у PBS-у 

 20% сахароза и 10% глицерол у PBS-у 

 20% сахароза и 5% глицерол у PBS-у 

 20% сахароза у PBS-у 

 10% сахароза у PBS-у 

 5% сахароза у PBS-у 

 100% PBS  

3.10.4. Дехидратација, калупљење и сечење узорака 

Дехидратација узорака је спроведена кроз растуће концентрације етанола 

(Merck, Germany), при чему је ткиво било потопљено 120 минута у свакој од 

концентрација (50%, 70%, 95%), док су у 100% етанолу узорци стајали преко ноћи и 

урађено је више измена раствора наредног дана. Трећег дана, узорци су пребачени у 

толуол у трајању од 240 минута, а затим су укалупљени у парафинске блокове (тачка 

топљења парафина 54 - 56°C). На микротому (LKB Bromma HistoRange Microtome 

2218) су прављени пресеци дебљине 4 µm који су затим залепљени на плочице и 

депарафинисани у термостату на 56°C.  

Непосредно пре сваког бојења, плочице са пресецима су потопљене у ксилол у 

трајању од 10 минута након чега је извршена рехидратација кроз опадајуће 

концентрације етанола (100%, 95%, 70%). 
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3.10.5. Бојење добијених пресека 

У циљу процене остеогенезе и карактеристика новонасталог коштаног ткива, 

пресеци су бојени хематоксилин-еозином (енг. Hematoxylin and eosin, HE), трихромним 

бојењем по Masson-у (енг. Masson' Trichrome, МТ), толуидин плавим (енг. Toluidine 

blue, TB) као и имунохистохемијским техникама. Добијени препарати су анализирани 

и фотографисани на Leica светлосном микроскопу (Leica, DC300, Germany). 

Бојење хематоксилин-еозином  

 Рехидратисани пресеци су бојени Harris-овим хематоксилином у трајању од 10 

минута, и након испирања у текућој води, бојени су еозином у трајању од 1 минуте. 

После испирања дестилованом водом, дехидратације и сушења у термостату, узорци су 

потопљени у ксилол 5 минута након чега су монтирана покровна стакла. 

Трихромно бојење по Masson-у 

 Ткивни пресеци су бојени Weigert-овим хематоксилином у трајању од 10 минута 

након чега су испирани дестилованом водом. Бојење је настављено мешавином 

раствора киселог фуксина и Понсо 2Р раствора у односу 1:2 у трајању од 2 минута. 

После испирања дестилованом водом, преко пресека је нанета 1% фосфомолибденска 

киселина, 2 пута по 1 минут, а затим преко ње раствор анилин плавог у трајању од 5 

минута. Након испирања дестилованом водом узорци су дехидратисани до апсолутног 

алкохола, сушени и после потапања у ксилол монтирана су покровна стакла.  

Бојење толуидин плавим  

Након што су рехидратисани, ткивни пресеци су бојени 1% раствором толуидин 

плавог у трајању од 20 минута. После испирања у дестилованој води, извршена је 

њихова дехидратација потапањем у растуће концентрације етанола закључно са 

апсолутним алкохолом. Пре монтирања покровних стакала, плочице са пресецима су 

стајале у ксилолу најмање 5 минута.  
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3.11. Хистоморфометријска анализа 

 У циљу квантификовања утицаја холекалциферола и алфакалцидола на процесе 

ресорпције и формирања кости, рађена су хистоморфометријска мерења која дају 

информацију о количини новоформиране кости у дефекту као и количини 

нересорбованог биоматеријала. Партикуле ММК су у овој дисертацији коришћене и 

као средство за процену ресорптивих способности испитиваних форми витамина Д. 

Хистоморфометријска анализа је рађена на пресецима који су бојени хематоксилин-

еозином и сликани на увећању х50. Мерења су изведена коришћењем NIS-Elements 

софтвера, верзије 3.2 (Nikon, Tokyo, Japan). Уз помоћ ―Annotations and Measurements‖ 

алата на пресецима је мерена укупна површина дефекта, укупна површина гранула 

материјала и укупна површина новоформиране кости у дефекту.  

На основу ових параметара, проценат нересорбованог материјала и проценат 

новоформиране кости су израчунати према једначинама: 

Проценат нересорбованог материјала = (укупна површина гранула материјала 

/укупна површина дефекта) × 100  

Проценат новоформиране кости = (укупна површина новоформиране кости 

/укупна површина дефекта) × 100.  

3.12. Имунохистохемијска анализа 

Имунохистохемијско бојење је рађено стрептавидин-биотин методом. 

Експресија остеопонтина (OP) и остеокалцина (OC) у новоформираној кости је 

одређивана коришћењем анти-остеопонтин (ab8448, Abcam, USA) и анти-остеокалцин 

антитела (ab93876, Abcam, USA). За визуализацију је коришћен HRP/DAB детекциони 

кит (ab64261, Abcam, USA), употребљен према упутствима произвођача.  

Коштано ткиво је фиксирано, обрађено и исечено према већ описаној методи 

коришћеној за прављење хистолошких пресека.  
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Пресеци су најпре инкубирани са водоник пероксидом (енг. Hydrogen Peroxide 

Block), 10 минута на собној температури, како би се блокирала активност ендогене 

пероксидазе. Затим следи инкубација у блокирајућем серуму (енг. Protein Block), 5 

минута на собној температури, како би се спречило неспецифично позадинско бојење.  

Инкубација са примарним антителима је спроведена у трајању од једног сата на 

37
o
C при чему су примарна, анти-остеопонтин и анти-остеокалцин, антитела 

коришћена у разблажењу 1:200 у PBS-у.  

Као секундарно антитело коришћено је биотинизовано IgG антитело (енг. 

Biotinylated goat anti-rabbit IgG) које је инкубирано са пресецима 10 минута на собној 

температури, после чега су пресеци инкубирани са стрептавидин пероксидазом, такође 

у трајању од 10 минута. Комплекс стрептавидина и пероксидазе се везује за биотин на 

секундарном антителу.  

Инкубацијом са DAB хромогеном и његовим супстратом у трајању од 10 

минута (20 μl DAB хромогена у 1 ml DAB супстрата) на собној температури, добијен је 

обојени сигнал. Сваки корак у процедури је праћен испирањем у фосфатном пуферу.  

За контрастирање, коришћен је Mayer-ов хематоксилин у трајању од 10 минута 

након чега су пресеци дехидратисани кроз растуће серије етанола и монтирани 

коришћењем пермаунт смоле. Пресеци који су служили као негативна контрола 

третирани су на исти начин са изузетком примарног антитела.  

3.13. СЕМ анализа 

Дистални делови фемура који су одвојени за анализу на скенирајућем 

електронском микроскопу фиксирани су у 2.5% глутаралдехиду (Sigma-Aldrich, 

Germany) преко ноћи на 4°C. Пост-фиксација је урађена потапањем узорака у 1% 

осмијум тетроксид (Sigma-Aldrich, Germany) у трајању од 90 минута на 4°C. Након 

испирања у Milloning пуферу, узорци су дехидратисани у растућим концентрацијама 

етанола и ацетона при чему су у свакој концентрацији стајали по 10 минута. За сушење 

узорака коришћена је метода сушења на критичној тачки, након чега су узорци 

прекривени златом и посматрани на скенирајућем електронском микроскопу (JSM 

5300, JEOL, Japan).  
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3.14. Статистичка анализа података  

Сви добијени подаци су анализирани коришћењем SPSS статистичког софтвера, 

верзија 17.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Сагласност ових података са нормалним законом 

расподеле испитана је тестом Колмогоров-Смирнова. 

За утврђивање статистичке значајности између група коришћен је метод анализе 

варијанси ANOVA или Kruskal-Wallis тест. Компарација између група је извршена 

употребом теста најмање значајне разлике (енг. least significant difference, LSD) или 

Mann-Whitney теста, у зависности од броја мерења по групи као и од тога да ли 

расподела узорка одговара нормалној расподели. Разлике су разматране као 

статистички значајне за p<0.05. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 
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Резултати ове докторске дисертације представљени су у два одељка која су 

одвојена на основу циљева студија. У првом одељку представљени су резултати 

студије која се односи на добијање експерименталне остеопорозе на пацовима Wistar 

соја док су у другом одељку приказани резултати студије која се бавила регенерацијом 

дефеката у остеопоротичном фемуру пацова уз помоћ холекалциферола и 

алфакалцидола као делова имплантата који се састоје од минералног матрикса кости 

(ММК) и плазме обогаћене тромбоцитима (PRP). 

 

4.1. Експериментална остеопороза 

4.1.1. Телесна маса животиња током експерименталног периода 

Како би се искључила могућност екстрагонадалне синтезе естрогена од стране 

масног ткива, свим овариектомисаним животињама је након операције контролисана 

телесна маса и количина унете хране. Промена телесне масе животиња која 

подразумева разлику између масе животиња у моменту жртвовања и масе измерене на 

почетку експерименталог периода, у овариектомисаној и лажно оперисаној групи 

пацова, приказана је на Графику 1. 

Као што је дефинисано у експерименталном дизајну, периоди жртвовања лажно 

оперисаних животиња одговарају периодима жртвовања овариектомисаних животиња, 

како би се уочиле евентуалне промене у експерименталној групи након једног, два, три 

и четири месеца од овариектомије. 
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График 1. Промена масе овариектомисаних и лажно оперисаних пацова (g) током 

периода од четири месеца 

(Подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација; Није установљена 

статистички значајна разлика између група.) 

Животиње су постепено добијале на маси током времена и пораст масе у 

овариектомисаној групи је пратио пораст у одговарајућој контролној групи. Између 

овариектомисаних и одговарајућих лажно оперисаних животиња не постоје 

статистички значајне разлике у промени масе ни у једном периоду испитивања.  

Животиње жртвоване три и четири месеца након овариектомије показују нешто 

већи пораст масе у односу на одговарајуће лажно оперисане, али због великих 

варијација у маси између овариектомисаних јединки, ове промене нису статистички 

значајне. 
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4.1.2. Ендокринолошки и биохемијски маркери у серуму пацова 

 Из серума овариектомисаних и лажно оперисаних пацова су након жртвовања 

одређиване концентрације естрадиола, калцијума и фосфора и активности ензима 

алкалне фосфатазе  и киселе фосфатазе. 

4.1.2.1. Концентрација естрадиола у серуму испитиваних пацова 

Концентрација естрадиола у серумима овариектомисаних животиња мерена је 

током експерименталног периода од четири месеца, на сваких месец дана, након 

жртвовања одређене групе животиња. Вредности естрадиола мерене су и у групи 

лажно оперисаних животиња, у истим временским тачкама, након чега су добијене 

концентрације упоређиване. 

На Графику 2 и у Табели 1 су представљене концентрације естрадиола у групи 

овариектомисаних и лажно оперисаних животиња, одакле се може видети кретање 

естрадиола у оквиру ових група током времена као и разлике у концентрацији између 

овариектомисних и одговарајућих лажно оперисаних пацова након месец, два, три и 

четири од операције. 

Резултати показују да естрадиол има другачији тренд кретања кроз време у 

оквиру групе овариектомисаних и групе лажно оперисаних животиња. Након благог, 

али статистички значајног увећања концентрације естрадиола који је забележен код 

овариектомисаних животиња жртвованих два месеца од операције, вредност је 

значајно снижена у трећем месецу, након чега показује благи, али не статистички 

значајан пораст. Све добијене вредности у оквиру овариектомисане групе се међусобно 

статистички разликују са изузетком вредности добијених након трећег и четвртог 

месеца од овариектомије које не показују значајне међусобне разлике. 

У групи лажно оперисаних животиња, концентрација естрадиола током 

испитиваног периода благо расте, али не постоји статистички значајна разлика између 

добијених вредности у различитим временским тачкама. 
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Табела 1. Концентрација естрадиола (pmol/L) у серуму овариектомисаних и лажно 

оперисаних пацова током периода од четири месеца  

Маркери Групе 

Периоди жртвовања животиња 

1 месец 2 месеца 3 месеца 4 месеца 

Естрадиол ЛО 7.10 ± 1.34 7.76 ± 1.11 9.18 ± 2.01 8.90 ± 1.88 

Естрадиол ОВ 7.20 ± 3.03 9.54 ± 1.30*
а
 1.72 ± 0.67*

аб
 3.40 ± 0.23*

аб
 

Сви подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација. 
 * 
Вредности у групи овариектомисаних животиња (ОВ) које показују статистички значајну разлику у 

поређењу са вредностима одговарајуће групе лажно оперисаних животиња (ЛО), жртвованих након 

истог временског периода;  
а вредности у групи овариектомисаних пацова које показују статистички значајну разлику у односу на 

вредности измерене у првом месецу 
б
 вредности у групи овариектомисаних пацова које показују статистички значајну разлику у односу на 

вредности измерене у другом месецу 

Резултати се сматрају статистички значајним у случају *
аб

P<0.05. 

 

График 2. Концентрација естрадиола (pmol/L) у серуму овариектомисаних и лажно 

оперисаних пацова током периода од четири месеца 

(Подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација; 
* 
Вредности у групи овариектомисаних животиња које показују статистички значајну разлику у 

поређењу са вредностима одговрајуће групе лажно оперисаних животиња, жртвованих након истог 

временског периода; 
а вредности у групи овариектомисаних пацова које показују статистички значајну разлику у односу на 

вредности измерене у првом месецу 
б
 вредности у групи овариектомисаних пацова које показују статистички значајну разлику у односу на 

вредности измерене у другом месецу. Резултати се сматрају статистички значајним у случају *
аб

P<0.05) 
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Разлике у вредностима естрадиола између овариектомисаих и лажно 

оперисаних пацова жртвованих након истог временског периода се могу видети из 

Табеле 1 и Графика 2. Резултати показују да месец дана након овариектомије није 

добијена статистички значајна разлика у концентрацији естрадиола између групе 

овариектомисаних и одговарајуће групе лажно оперисаних животиња. Вредност 

концентрације естрадиола добијена у серумима животиња жртвованих након два 

месеца од овариектомије се статистички значајно разликује од вредности добијене у 

одговарајућој групи лажно оперисаних животиња. Резултати показују да је 

концентрација естрадиола након два месеца порасла у групи овариектомисаних пацова 

у поређењу са лажно оперисаним пацовима исте старости.  

Три месеца након овариектомије забележена је значајно нижа вредност 

естрадиола код овариектомисаних животиња у поређењу са животињама из 

одговарајуће контролне групе које су лажно оперисане. Ниска концентрација 

естрадиола се задржава и четири месеца након овариектомије и добијена вредност је 

значајно нижа у поређењу са контролном групом животиња исте старости. 
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4.1.2.2. Биохемијски маркери коштаног метаболизма у серуму испитиваних пацова 

 Од биохемијских маркера, из крви животиња одређивани су калцијум (Ca), 

фосфор (P), алкална фосфатаза (ALP) и кисела фосфатаза (AP) како би се утврдиле 

промене настале у коштаном метаболизму након овариектомије. Добијене вредности 

приказане су у Табели 2. 

Табела 2. Биохемијски маркери у серуму овариектомисаних и лажно оперисаних 

пацова током периода од четири месеца 

Маркери Групе 

Периоди жртвовања животиња 

1 месец 2 месеца 3 месеца 4 месеца 

Ca  mmol/L ЛО 2.43 ± 0.10 2.67 ± 0.13 2.67 ±  0.08 2.61 ± 0.07 

Ca
 
 mmol/L ОВ 2.46 ± 0.18 2.68 ± 0.16 2.63 ± 0.09 2.31 ± 0.13* 

P
 
  mmol/L ЛО 2.83 ± 0.15 2.80 ± 0.35 2.70 ± 0.49 2.81 ± 0.30 

P
 
  mmol/L ОВ 3.13 ± 0.09 2.40 ± 0.31* 2.28 ± 0.23* 2.22 ± 0.23* 

ALP
  
U/L ЛО 128.50 ± 14.80 121.40 ± 8.17 108.20 ± 10.70 103.00 ± 20.95 

ALP
 
U/L ОВ 140.80 ± 20.22 158.00 ± 23.03* 125.60 ± 56.29 115.60 ± 17.89 

AP
 
U/L ЛО 16.80 ± 2.86 17.47 ± 1.98 21.87 ± 3.78 17.54 ± 1.81 

AP
 
U/L ОВ 22.80 ± 3.69* 24.77 ± 5.07* 26.13 ± 3.76 20.30 ± 3.01 

Сви подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација 
 * 
Вредности у групи овариектомисаних животиња (ОВ) које показују статистички значајну разлику у 

поређењу са вредностима у одговарајућој групи лажно оперисаних животиња (ЛО), жртвованих након 

истог временског периода;  

Резултати се сматрају статистички значајним у случају *P<0.05. 
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Калцијум 

У серумима овариектомисаних животиња одређивана је концентрација 

калцијума током експерименталног периода и упоређивана са концентрацијама 

добијеним у серумима лажно оперисаних животиња исте старости. Добијени резултати 

приказани су на Графику 3 и у Табели 2. 

 

График 3. Концентрација калцијума (mmol/L) у серуму овариектомисаних и лажно 

оперисаних пацова током периода од четири месеца 

(Подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација; Резултати се сматрају 

статистички значајним у случају *P<0.05) 

Резултати показују да је дошло до статистички значајног пада концентрације 

калцијума у четвртом месецу након операције код овариектомисаних животиња у 

поређењу са одговарајућом групом лажно оперисаних животиња. Вредности 

концентрације калцијума након месец, два и три од овариектомије не показују значајну 

разлику у поређењу са вредностима у одговарајућим контролним групама.  
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Фосфор 

Из крви овариектомисаних животиња је током експерименталног периода 

одређивана концентрација фосфора и добијене вредности су упоређиване са 

концентрацијама фосфора измереним у серумима животиња које су лажно оперисане. 

Резултати су приказани на Графику 4 и у Табели 2.  

 

График 4. Концентрација фосфора (mmol/L) у серуму овариектомисаних и лажно 

оперисаних пацова током периода од четири месеца 

(Подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација; Резултати се сматрају 

статистички значајним у случају *P<0.05) 

Из Табеле 2 се може видети да фосфор показује већу осетљивост на 

овариектомију у односу на калцијум. Концентрација фосфора измерена у серумима 

животиња из групе овариектомисаних пацова је током посматраног периода 

статистички значајно нижа од концентрација измерених код одговарајућих лажно 

оперисаних пацова, са изузетком првог месеца у коме је концентрација фосфора нешто 

виша али разлика није статистички значајна у односу на одговарајућу контролу.  
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Алкална фосфатаза  

Активност ензима алкалне фосфатазе, која представља маркер изградње кости, 

одређивана је у серуму овариектомисаних пацова током посматраног периода и њене 

вредности су упоређиване са вредностима добијеним код лажно оперисаних пацова, 

жртвованих у истом термину. Резултати су приказани на Графику 5 и у Табели 2. 

 

График 5. Активност алкалне фосфатазе (U/L) у серуму овариектомисаних и лажно 

оперисаних пацова током периода од четири месеца  

(Подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација; Резултати се сматрају 

статистички значајним у случају *P<0.05) 

Алкална фосфатаза је код овариектомисаних животиња, у свакој тачки мерења, 

показала више вредности у односу на одговарајуће лажно оперисане животиње, с тим 

што је ова разлика била од значаја само у другом месецу након овариектомије. 

Овариектомисане животиње су показале велику варијабилност у погледу активности 

алкалне фосфатазе, посебно у трећем месецу, и због тога се добијене вредности не 

сматрају статистички значајним. 
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Кисела фосфатаза  

Кисела фосфатаза представља маркер активности остеокласта и разградње 

кости. Њена вредност је одређивана током посматраног периода у серуму 

овариектомисаних пацова и упоређивана са вредностима добијеним у серуму 

одговарајућих лажно оперисаних пацова, жртвованих након истог временског периода. 

Разлике између ове две групе пацова у активности киселе фосфатазе су приказане по 

месецима на Графику 6 и у Табели 2. 

 

График 6. Активност киселе фосфатазе (U/L) у серуму овариектомисаних и лажно 

оперисаних пацова током периода од четири месеца 

(Подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација; Резултати се сматрају 

статистички значајним у случају *P<0.05) 

Измерене вредности киселе фосфатазе у серумима овариектомисаних животиња 

су више у поређењу са вредностима код животиња из одговарајућих контролних група 

током праћеног периода. Активност овог ензима након месец и два од овариектомије 

показује статистички значајну разлику у односу на активност добијену након лажне 

операције у истим временским тачкама. Три и четири месеца од овариектомије 
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статистичка значајност се губи, али су вредности и даље повишене у односу на 

вредности код одговарајућих лажно оперисаних животиња.  

4.1.3. Резултати радиолошке анализе костију  

 Метода компјутеризоване томографије са конусним снопом (CBVT) је 

коришћена у овој докторској дисертацији како би се установиле евентуалне промене у 

дисталном делу фемура, настале као последица овариектомије.  

Након жртвовања животиња, фемури су снимани на стоматолошком CT скенеру 

и репрезентативни радиолошки снимци су приказани на Слици 7. Резултати анализа 

радиолошких снимака представљени су у овој докторској дисертацији за групе 

овариектомисаних и лажно оперисаних животиња жртвованих три и четири месеца 

након операције. Након месец и два од хирушког захвата, овариектомисане животиње 

нису показивале никакве разлике у односу на одговарајуће лажно оперисане, тако да 

резултати нису посебно представљени. 

Аксијални пресеци кости, који су приказани на Слици 7, узети су из прве 

трећине дисталног дела фемура. Након три месеца од овариектомије се не могу уочити 

промене у кортикалној кости животиња из овариектомисане групе као ни битне 

разлике у поређењу са контролном групом исте старости (Слика 7А и 7Б). Трабекуле 

спонгиозне кости у дисталној метафизи се не могу видети на слици због мале 

резолуције скенера. 

Четири месеца након овариктомије, код појединих представника групе 

овариектомисаних животиња долази до појаве дефеката у дисталном делу фемура. 

Појава дефеката није запажена у контролној групи нити у групи овариектомисаних 

пацова жртованих у ранијим периодима. Са Слике 7Г се може уочити и увећање 

централне шупљине фемура овариектомисаних животиња што доводи до истањења 

кортикалне кости, четири месеца након операције. 
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Слика 7. Радиолошки снимци фемура овариектомисаних и лажно оперисаних пацова; 

А - три месеца након лажне операције; Б - три месеца након овариектомије; В - четири 

месеца након лажне операције; Г - четири месеца након овариектомије (У горњем делу 

слика приказан је сагитални пресек, док је у доњем делу приказ аксијалног пресека 

дисталног дела дијафизе фемура) 

4.1.3.1. Густина кости у дисталном делу фемура  

Са радиолошких снимака фемура испитиваних пацова добијених са CBVT, 

софтверски је одређивана радиографска густина кости (BD) целокупног волумена од 

интереса као и густина у кортикалном, спонгиозном и периостном делу изабраног 

волумена.  
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Резултати анализе густине кости измерене код животиња жртвованих након 

месец дана и два месеца од овариектомије нису посебно приказивани у овој докторској 

дисертацији, јер не показују значајне промене у односу на одговарајуће контролне 

групе. Резултати радиографских густина кости након периода жртвовања од три и 

четири месеца, приказани су у Табели 3. 

Табела 3. Радиографска густина кости у дисталном делу фемура овариектомисаних и 

лажно оперисаних пацова измерена након три и четири месеца од операције  

Параметри Група 

Периоди жртвовања животиња 

3 месецa 4 месеца 

tBD
 
 ЛО 1376.95 ± 73.16 1413.13 ± 52.89 

tBD
 
 ОВ 1255.97 ± 15.40* 1239.22 ± 59.13* 

kBD ЛО 1690.53 ± 129.69 1838.65 ± 40.70 

kBD ОВ 1661.45 ± 26.91 1609.43 ± 73.31* 

sBD ЛО 1171.62 ± 154.65 1321.81 ± 147.71 

sBD ОВ 884.82 ± 36.08* 951.18 ± 48.29* 

pBD
 
 ЛО 907.11 ± 33.54 837.72 ± 57.12 

pBD
 
 ОВ 900.62 ± 17.28 892.99 ± 38.44 

Сви подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација 

tBD – густина целог VOI у дисталној метафизи фемура, kBD – густина дела VOI који заузима 

кортикална кост , sBD – густина дела VOI који заузима спонгиозна кост, pBD – густина дела 

VOI који заузима периост 
* 
Вредности у групи овариектомисаних животиња (ОВ) које показују статистички значајну 

разлику у поређењу са одговарајућом групом лажно оперисаних животиња (ЛО), жртвованих 

након истог временског периода; Резултати се сматрају статистички значајним у случају 

*P<0.05. 

Вредности густине кости измерене код овариектомисаних и одговарајућих 

лажно оперисаних пацова који су жртвовани три месеца након овариектомије 

приказане су на Графику 7 и у Табели 3. 

Добијени резултати показују да је након три месеца, укупна густина кости у 

дисталном делу фемура овариектомисаних животиња статистички значајно нижа од 

густине добијене у одговарајућој контролној групи. Такође, забележена је статистички 

значајна разлика између густине спонгиозног дела кости, при чему је група 

овариектомисаних пацова показала ниже вредности густине у односу на одговарајућу 



Јелена Рајковић   Докторска дисертација 

70 

  

групу лажно оперисаних пацова. Густина кортикалног и густина периостног дела кости 

се након три месеца од овариектомије нису промениле у односу на контролну групу 

животиња.  

 

График 7. Радиографска густина кости измерена у оквиру VOI у дисталном делу 

фемура овариектомисаних и лажно оперисаних пацова, три месеца након операције 

(tBD – густина целог VOI у дисталној метафизи фемура, kBD – густина дела VOI који заузима 

кортикална кост , sBD – густина дела VOI који заузима спонгиозна кост, pBD – густина дела 

VOI који заузима периост; *P<0.05) 

Укупна густина кости у оквиру VOI као и густине кортикалног, спонгиозног и 

периостног дела кости, измерене у дисталном делу фемура пацова четири месеца након 

овариектомије или лажне операције, приказане су на Графику 8 и у Табели 3. 
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График 8. Радиографска густина кости измерена у оквиру VOI у дисталном делу 

фемура овариектомисаних и лажно оперисаних пацова, четири месеца након операције 

(tBD – густина целог VOI у дисталној метафизи фемура, kBD – густина дела VOI који заузима 

кортикална кост , sBD – густина дела VOI који заузима спонгиозна кост, pBD – густина дела 

VOI који заузима периост; *P<0.05) 

У поређењу са лажно оперисаним животињама, добијени резултати показују да 

је код животиња жртвованих четири месеца након овариектомије дошло до смањења 

укупне густине кости, густине кортикалног и густине спонгиозног дела кости у оквиру 

VOI. Густина периостног дела је и након овог периода жртвовања остала непромењена.  

Анализирањем параметра густине установљено је да су промене на костима 

уочене најраније три месеца након овариектомије, при чему је у том периоду 

променама захваћена само спонгиозна кост за коју је карактеристична висока стопа 

ремоделације. Промене густине у дефинисаном кортикалном делу кости се уочавају у 

четвртом месецу након овариектомије, док промене у густини периостног дела кости 

нису забележене ни у једном посматраном периоду.  
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4.2. Регенерација остеопоротичне кости уз помоћ имплантата са 

витамином Д 

Процес зарастања дефеката у остеопоротичној кости уз помоћ имплантата на 

бази витамина Д и без њега, анализиран је током периода ране и касне регенерације 

коришћењем биохемијских, хистолошких, имунохистохемијских, 

хистоморфометриских и скенинг-електрономикроскопских метода. 

4.2.1. Биохемијски маркери коштаног метаболизма у серуму испитиваних пацова  

 Биохемијски маркери праћени током зарастања дефеката у серуму испитиваних 

пацова различитих група су калцијум (Ca), фосфор (P), алкална фосфатаза (ALP) и 

кисела фосфатаза (AP). Добијени резултати су представљени према терминима 

жртвовања, односно према трајању периода регенерације дефекта под утицајем 

различитих примењених третмана.  

4.2.1.1. Период регенерације од две недеље 

Вредности биохемијских маркера измерене у свим експерименталним и 

контролним групама овариектомисаних пацова након две недеље зарастања дефеката 

приказане су у Табели 4. 

Добијени резултати показују да не постоји статистички значајна разлика у 

нивоу калцијума и фосфора мерених у серуму испитиваних група након периода 

регенерације од две недеље. Разлике у активности алкалне фосфатазе између група 

такође нису статистички значајне. Без обзира на то, забележене су више вредности 

алкалне фосфатазе у серумима животиња чији су дефекти третирани имплантатима 

сачињеним од ММК+PRP (СЦ група) и имплантатима базираним на алфакалцидолу 

(АЦ група) у односу на СР и ХЦ групу, након периода од две недеље зарастања.  
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Табела 4. Биохемијски маркери у серуму овариектомисаних пацова након периода 

регенерације од две недеље  

Маркер 

Контролне групе Експерименталне групе 

  
СР ГРУПА СЦ ГРУПА ХЦ ГРУПА АЦ ГРУПА 

Ca mmol/L 2.72 ± 0.19 2.65 ± 0.06 2.65 ± 0.14 2.51 ± 0.11 

 P mmol/L 2.38 ± 0.53 2.02 ± 0.15 2.11 ± 0.32 2.06 ± 0.4 

ALP U/L 118.25 ± 22 138.40 ± 20.69 114 ± 11.04 131.69 ± 18.89 

AP U/L 37.96 ± 7.43 29.62 ± 8.15 38.13 ± 6.23 24.99 ± 5.06
  а*б*

 

Сви подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација 
 а  
Вредности показују статистички значајну разлику у поређењу са СР групом; 

б 
 Вредности показују статистички значајну разлику у поређењу са ХЦ групом;

 

*P˂0.05.   

СР ГРУПА – спонтана регенерација; СЦ ГРУПА – регенерација уз помоћ ММК+PRP; ХЦ 

ГРУПА – регенерација уз помоћ имплантата базираних на холекалциферолу; АЦ ГРУПА – 

регенерација уз помоћ имплантата базираних на алфакалцидолу 

Вредност киселе фосфатазе измерена након две недеље зарастања дефеката у 

АЦ групи је значајно нижа у односу на вредности у СР и ХЦ групама.  Иако не 

показује статистичку значајност, вредност киселе фосфатазе измерена у АЦ групи је 

нижа и од вредности забележене у СЦ групи.  

Алфакалцидол, према добијеним резултатима, значајно смањује вредност 

киселе фосфатазе у серуму након периода регенерације од две недеље. Пошто је сам 

носач довео до промена у маркерима изградње и разградње кости у СЦ групи у односу 

на СР групу (повећање вредности ALP и смањење вредности AP), холекалциферол је 

супримирао промене стимулисане имплантираним носачем, задржавајући вредности 

ових параметара на нивоу измереном у СР групи.  
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4.2.1.2. Период регенерације од осам недеља 

Вредности биохемијских маркера измерене у серумима пацова са различитим 

третманима након осам недеља зарастања дефеката, приказане су у Табели 5.   

Табела 5. Биохемијски маркери у серуму овариектомисаних пацова након периода 

регенерације од осам недеља  

Маркер 

Контролне групе Експерименталне групе 

  
СР ГРУПА СЦ ГРУПА ХЦ ГРУПА АЦ ГРУПА 

Ca mmol/L 2.67 ± 0.30 2.58 ± 0.20 2.56 ± 0.04 2.50 ± 0.07 

 P mmol/L 2.08 ± 0.63 2.19 ± 0.83 1.93 ± 0.12 1.76 ± 0.39 

ALP U/L 117.92 ± 26.89 124.25 ± 19.28 114.20 ± 30.14 116.50 ± 25.54 

AP U/L 38.76 ± 10.91 30.62 ± 6.58 27.62 ± 6.21 21.99 ± 2.65 
а**б*

 

Сви подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација 
а
 Вредности показују статистички значајну разлику у поређењу са СР групом; 

б
 Вредности показују статистички значајну разлику у поређењу са СЦ групом; 

*P˂0.05;** P˂0.01. 

СР ГРУПА – спонтана регенерација; СЦ ГРУПА – регенерација уз помоћ ММК+PRP; ХЦ 

ГРУПА – регенерација уз помоћ имплантата базираних на холекалциферолу; АЦ ГРУПА – 

регенерација уз помоћ имплантата базираних на алфакалцидолу; 

Концентрације калцијума и фосфора у серумима животиња не показују 

статистички значајне разлике између група након осам недеља зарастања дефеката, 

(Табела 5) нити показују промене у оквиру исте групе, између два периода мерења 

(График 9).   

Након осам недеља регенерације остеопоротичне кости, измерена активност 

алкалне фосфатазе се не разликује значајно између група (Табела 5). Вредности AP у 

свим групама су приближне и у нивоу вредности које су забележене у СР групи 

(Табела 5 и График 9). Са Графика 9 се, такође, може видети да су вредности ALP 

измерене након осам недеља у СЦ и АЦ групи доста ниже у односу на вредности 

измерене у овим групама након две недеље зарастања што указује на враћање 

активности ALP на ниво, забележен у групи без икаквог третмана (негативна контрола, 
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СР група). Због великих разлика у одговору животиња исте групе на третман, ове 

промене нису статистички значајне. 

  

  

График 9. Биохемијски маркери у серуму овариектомисаних пацова након периода 

регенерације од две и осам недеља 

а
 Вредности показују статистички значајну разлику у поређењу са СР групом; 

б
 Вредности показују статистички значајну разлику у поређењу са ХЦ групом; 

в
 Вредности показују статистички значајну разлику у поређењу са СЦ групом; 

Вредности не показују статистички значајну разлику у оквиру исте групе, између два периода 

жртвовања; 

*P˂0.05;** P˂0.01. 
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Након периода регенерације од осам недеља, забележен је значајно нижи ниво 

киселе фосфатазе у АЦ групи у поређењу са контролним, СЦ и СР групама (Табела 5, 

График 9). Добијена вредност је такође нижа и од вредности забележене у ХЦ групи, 

али ова разлика није статистички значајна.  

Вредност киселе фосфатазе у АЦ групи се у посматраним периодима одржава 

на скоро истом нивоу (График 9). Разлике које су након периода регенерације од две 

недеље постојале између АЦ и ХЦ групе (Табела 4) нису више значајне, јер је 

забележен велики пад активности киселе фосфатазе у ХЦ групи након осам недеља 

зарастања дефеката који се може видети са Графика 9. Ово смањење активности 

киселе фосфатазе у ХЦ групи у периоду између две и осам недеља зарастања је велико, 

са статистичком значајношћу од P = 0.056, али због дефинисане границе значајности 

(P˂0.05), на графику није обележено као статистички значајно .  

Према добијеним резултатима, третман алфакалцидолом одржава вредност 

киселе фосфатазе на ниском нивоу и након периода регенерације од осам недеља. 

Холекалциферол накнадно смањује активност AP у односу на период регенерације од 

две недеље.  
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4.2.2. Хистолошка анализа дефеката у остеопоротичној кости 

Зарастање дефеката у остеопоротичном фемуру праћено је хистолошки, уз 

помоћ бојења хематоксилин-еозином (HE), трихромног бојења по Masson-у (ТМ) и 

бојења толуидин плавим (TB).  

Резултати хистолошке анализе дефекта животиња из експерименталних и 

контролних група који су зарастали под утицајем испитиваних третмана су показали 

разлике у начину формирања калуса, квантитету и квалитету новоформиране кости, 

као и заступљености материјала у дефекту.  

4.2.2.1. Дефекти након периода зарастања од две недеље  

Као први термин жртвовања животиња изабран је период од две недеље након 

креирања дефеката и урађених имплантација.  

4.2.2.1.1. Спонтана регенерација остеопоротичне кости 

Зарастање дефеката у остеопоротичном фемуру пацова у негативној контроли 

(СР група), након периода регенерације од две недеље, приказано је на Сликама 8 и 9.  

У СР групи се уочава формиран спољашњи калус у виду ткз. моста који готово 

спаја крајеве прекинуте кости (Слика 8), док се у центру дефекта могу уочити расуте 

трабекуле које су окружене ћелијама костне сржи које синтетишу коштани матрикс 

(Слике 8 и 9). 

Калус је делом коштане природе, док се у неким деловима још увек може 

идентификовати хипертрофија хондроцита и ендохондрална осификација (Слика 9а и 

9б). 
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Слика 8. Хистолошка слика дефеката у СР групи овариектомисаних пацова, две 

недеље након операције; HE, х50; 1 – спољашњи калус 

 

Слика 9. Калус у дефекту СР групе, две недеље након операције; а) ТМ, x200; б) 

хипертрофија хондроцита, TB, х400; 1 – трабекула новоформиране кости;  

Новоформирана кост је трабекуларног типа и окружена је расутим 

мезенхимским ћелијама, вероватно пореклом из костне сржи, које не показују видљиву 

организацију. Изграђена је претежно из неминерализованог колагена који се боји плаво 

коришћењем ТМ бојења, док се видљиви знаци минерализације могу уочити дуж 

трабекула и око остеона (црвена боја на пресецима са ТМ бојењем) (Слика 9а). 
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4.2.2.1.2. Регенерација остеопоротичне кости уз помоћ имплантата сачињених од 

минералног матрикса кости и PRP  

На Слици 10 је приказано зарастање дефеката животиња из СЦ групе, две 

недеље након имплантације ММК+PRP носача.  

Са хистолошке слике се уочава хиперплазија везивно-ткивних ћелија које 

прекривају новоформирани калус са спољашње стране као и површину старе кости око 

места дефекта (Слике 10а, 10б и Слика 12). Између ћелија фиброзног слоја се могу 

уочити дебела колагена влакна која указују на већ насталу фиброзу (плаво обојење на 

Слици 12). 

На Слици 12 приказује добро развијен спољашњи калус, као и трабекуле 

унутрашњег калуса које су расуте између крајева прекинуте кости и окружене ћелијама 

костне сржи. Са Слика 10а и 10б се може видети да се калус претежно формира око, и 

на месту убачених партикула ММК. Мали број ММК партикула је још увек остао 

ненасељен и оне су окружене новоформираном кости са којом показују слабу 

интеграцију. 

Новоформирана кост је трабекуларна, као и у СР групи, и показује већи степен 

површинске минерализације, док се средином трабекула протеже младо 

неминерализовано коштано ткиво (остеоид) или хрскавица која се постепено замењује 

коштаним ткивом (Слика 11а и 11б). Количина новонасталих требекула није иста 

читавом дубином дефекта и пажљивим посматрањем се може разликовати од 

насељеног, интегрисаног биоматеријала (Слика 10а). Велика количина везивног ткива 

настала инфилтрацијом везивно-ткивних ћелија са површине и мезенхимских ћелија 

пореклом из костне сржи испуњава шупљине између трабекула (Слика 10а, 10б и 

Слика 12).  
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Слика 10. Хистолошка слика дефеката у СЦ групи овариектомисаних пацова, две 

недеље након имплантације; а) HE, х50; б) замена партикула ММК, остеокласти и 

остеобласти у месту дефекта, HE, х200; 1 – фиброзно ткиво; Црна стрелица – 

репопулација и постепена замена партикула ММК; Црвена стрелица – остеокласти;   

 – партикуле ММК; 

 

Слика 11. Калус у дефекту СЦ групе, две недеље након имплантације; а) ТМ, х200; б) 

TB, х400; 1 – везивно ткиво; 2 – трабекуле новоформиране кости; 3 – коштани калус; 4 

– остеоид;  

Присуство гигантских мултинуклеарних ћелија на периферији се не уочава док 

се у шупљинама између трабекула могу видети затечени остеокласти, умерених 

димензија, издуженог или овалног облика (Слика 10б). Кубичасти остеобласти, који се 

такође могу видети на Слици 10б, синтетишу матрикс нове кости пратећи остеокласте. 
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Слика 12. Фиброзно ткиво и новоформирани спољашњи калус код пацова из СЦ 

групе, две недеље након имплантације; ТМ, х50; 1 – фиброза; 2 – спољашњи калус; 

4.2.2.1.3. Регенерација остеопоротичне кости уз помоћ имплантата са 

холекалциферолом  

Дефект у фемуру животиња ХЦ групе приказан је на Слици 13. Велика 

количина ММК партикула и солидна количина новоформиране кости се може уочити 

на приказаним пресецима. Уочено је једнострано присуство спољашњег калуса на 

површини кости око места дефекта (Слика 13а). Калус у дефекту се формира највећим 

делом уз стару кост и у виду уског моста који спаја крајеве дефекта (Слика 13а). Мали 

број трабекула се може уочити и у области костне сржи (Слика 13а).  

Празнина која се уочава на површини дефекта потиче од ММК партикула које 

су остале у растварачима приликом обраде узорака кости због још увек непотпуне 

интеграције (Слика 13а). 

Новоформирана кост делује зрелије од кости у претходним групама, са 

интензивнијом периферном минерализацијом и бољом интеграцијом између 

новонасталих делова у оквиру трабекула (Слика 14а). Остаци хипертрофичних 

хондроцита се могу уочити у појединим деловима калуса (Слика 14б). 
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Слика 13. Хистолошка слика дефеката у ХЦ групи овариектомисаних пацова, две 

недеље након имплантације; а) HE, х50; б) грануломатозна реакција и мултинуклеарне 

гигантске ћелије у дефекту, HE, х100; 1 – спољашњи калус; 2 – мултинуклеарне 

гигантске ћелије; 3 – ћелије налик остеокластима; 4 – грануломатозна реакција;  – 

партикуле ММК; 

 

Слика 14. Калус у дефекту ХЦ групе, две недеље након имплантације; а) TM, х200; 

б)TB, х400; 1 – трабекуле новоформиране кости; 2 – хипертрофија хондроцита; 3 – 

нова кост у имплантираној партикули ММК;  – партикуле ММК; 

Коштане трабекуле опкољавају партикуле ММК у дефекту (Слика 14а и 14б), 

док се на неким местима може видети и синтеза нове кости у оквиру имплантиране 

партикуле биоматеријала (Слика 14 б). 

Мултинуклеарне гигантске ћелије са преко 20 једара се могу уочити у области 

дефекта ХЦ групе који је захваћен грануломатозном реакцијом (периферни део 
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дефекта на Слици 13б). На површини ММК партикула и трабекула нове кости се могу 

видети остеокласти мањих димензија (Слика 13б). Грануломатозна реакција, која се 

јавља током репаративног процеса, је солидно развијена и сконцентрисана на 

површини дефекта (Слика 13б). 

4.2.2.1.4. Регенерација остеопоротичне кости уз помоћ имплантата са 

алфакалцидолом 

Дефект у процесу зарастања код животиња из АЦ групе се може видети на 

Слици 15. У месту дефекта се уочава мало новоформираног калуса. Велика количина 

везивно-ткивних ћелија окружује бројне партикуле ММК које заузимају највећи део 

дефекта.  

За АЦ групу је, након периода регенерације од две недеље, карактеристична 

синтеза колагена који изграђује младу, незрелу кост (Слика 16а и 16б). Интензивна 

синтеза је уочена претежно око крвних судова (светло плаво обојење на Слици 16б). 

Незрела кост настала у дефекту животиња АЦ групе је високо целуларизована и 

претежно изграђена од густо пакованог неминерализованог колагена због чега се види 

као интензивно плаво обојење на Слици 16а. Минерализација је периферна и готово 

неприметна за разлику од осталих, претходно описаних, група у којима кост делује 

знатно зрелије, са израженијом минерализацијом (црвено обојење на Слици 16а). 

Поред коштаног, у дефекту се може срести и калус хрскавичаве природе 

(Слика 16б). Присуство широко распрострањених крвних судова у дефекту је такође 

карактеристика ове групе (Слика 16а). 

Слика 17 приказује грануломатозну реакцију са гигантским мултинуклеарним 

ћелијама које су саставна компонента реакције организма на повреду и инсерцију 

страног тела (енг. Foreign body reaction) и могу се уочити у околном меком ткиву, 

изван места дефекта. Грануломатозну реакцију чини мноштво растреситих 

мононуклеарних ћелија у којима се може наћи солидан број мултинуклеарних 

гигантских ћелија које окружују партикуле биоматеријала (Слика 17б). Реакција 

организма на присуство страног тела, виђена у АЦ групи, није довела до синтезе 

дебелих колагених влакана (Слика 17а и 17б), као што је то случај са СЦ групом, где 

је фиброза већ узнапредовала. 
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Гигантске мултинуклеарне ћелије настале фузионисањем макрофага у покушају 

да фагоцитују унето страно тело нису карактеристичне за само место дефекта већ су 

део реакције околног меког ткива на присуство биоматеријала који се расуо и око 

места дефекта.  

 

Слика 15. Хистолошка слика дефеката у АЦ групи овариектомисаних пацова, две 

недеље након имплантације; а) HE, х50; б) калус у области костне сржи, HE, х100;  – 

партикуле ММК; 

  

Слика 16. Калус у дефекту АЦ групе, две недеље након имплантације; а) TM, х200; б) 

TB, х400; 1– трабекуле новоформиране кости; 2 – колагени матрикс у процесу 

формирања ; 3 –  крвни суд; 4 – хрскавица; – партикуле ММК; 
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Слика 17. Грануломатозна реакција са мултинуклеарним гигантским ћелијама око 

места дефекта у АЦ групи пацова, две недеље након имплантације; TM, а) х50;б) 

мултиједарне гигантске ћелије, х400; 1 – спољашњи калус; 2 – грануломатозна 

реакција;  – партикуле ММК; 

Партикуле ММК у дефекту су окружене уским трабекулама новоформиране 

кости (у унутрашњости дефекта, ближе костној сржи) или танким слојем везивно-

ткивних ћелија који је богат крвним судовима (на периферији дефекта) (Слике 15а, 

15б и 17а). Спољашњи калус је слабо изражен у раној фази регенерације (Слика 17а). 

У АЦ групи пацова се, након 2 недеље зарастања дефеката, може уочити 

формирање нове кости у области костне сржи, још пре почетка места дефекта (Слика 

15б). Нова кост се формира уз учешће мезенхимских ћелија костне сржи и количина 

формираних трабекула у шупљини костне сржи је већа него у самом дефекту. 
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4.2.2.2. Дефекти након периода зарастања од oсам недеља  

Други период жртвовања животиња, изабран за процену процеса регенерације 

дефеката у остеопоротичној кости под утицајем различитих комбинација третмана, је 

осам недеља након имплантација. 

4.2.2.2.1. Спонтана регенерација остеопоротичне кости 

Дефект у фемуру животиња СР групе приказан је на Слици 18. Оно што је 

карактеристично за групу са спонтаном регенерацијом је немогућност успостављања 

добре интеграције са старом, околном, остеопоротичном кости (Слике 18 и 19а). 

Граница између нове и старе кости је јако изражена и често није линеарна већ у виду 

већих шупљина које чине место дефекта фрагилним и подложим новим преломима.  

Након периода зарастања од осам недеља, у групи са спонтаном регенерацијом 

је на површини дефекта дошло до формирања секундарног калуса сачињеног из зреле 

кости са видљивом ламеларном структуром, остеонима и минерализацијом, док је 

унутрашњи део калуса, ближи костној сржи, слабије минерализован и још увек 

вртложне природе (Слике 19а и 19б).  

На Слици 19а се може видети да су границе дефекта, као и део калуса ближи 

костној сржи, слабије минерализовани. У остеонима се могу уочити остеокласти који 

врше њихову ремоделацију (Слика 19б). 

Новоформирана кост је остеопоротичне, порозне, структуре, прожета 

шупљинама и просторима испуњеним везивно-ткивним ћелијама (Слике 18, 19а и 

19б).  
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Слика 18. Хистолошка слика дефеката у СР групи овариектомисаних пацова, осам 

недеља након операције; HE, х50; 1 – граница између старе и нове кости;  

 

Слика 19. Калус у дефекту СР групе, осам недеља након операције; а) TM, х200; б) 

остеокласти који врше ремоделацију остеона, TB, х400; 1 – зрела кост; 

4.2.2.2.2. Регенерација остеопоротичне кости уз помоћ имплантата сачињених од 

минералног матрикса кости и PRP 

Дефект у остеопоротичној кости који је зарастао уз помоћ минералног матрикса 

кости и PRP, приказан је на Слици 20. Калус у СЦ групи животиња је настао претежно 

уместо парткула биоматеријала (Слике 20б, 21а и 21б) због чега не испуњава читаву 

унутрашњост дефекта и заузима неправилан облик (Слике 20а и 20б). 
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Остаци ММК се могу уочити на неким местима у дефекту и још увек је активна 

њихова замена коштаним ткивом (Слика 21а). Ретко се у месту дефекта уочавају веће 

партикуле биоматеријала.  

 

Слика 20. Хистолошка слика дефеката у СЦ групи овариектомисаних пацова, осам 

недеља након имплантације; а) HE, х50; б) 1 – граница дефекта испуњена везивним 

ткивом; 2 – везивно ткиво у калусу; 3 – фиброза; 4 – мултинуклеарне ћелије око 

партикула материјала;  – партикуле ММК; 

 

Слика 21. Калус у дефекту СЦ групе, осам недеља након имплантације; а) TM, х200; 

б) TB, х400; 1 – зрела кост у калусу; 2 – незрела кост у калусу; 3 – хипертрофија 

хондроцита;  – партикуле ММК; 
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Калус у СЦ групи је изграђен делом од вртложне а делом од ламеларне кости 

(Слике 20б и 21а). Такође се може уочити хипертрофија тромбоцита и процес 

ендохондралне осификације на појединим местима у дефекту (Слика 21б). Ламеларна, 

зрела кост, је присутна по ободима калуса док се унутар ње налази незрела, вртложна 

кост настала у процесу ремоделације и замене партикула биоматеријала новом кости. 

Вртложна кост није још увек добро интегрисана са зрелом, ламеларном кости. 

Ламеларна кост показује добру минерализацију (Слика 21а).  

За унутрашњост дефекта карактеристично је присуство велике количине 

везивног ткива које се може уочити и на граници између старе и нове кости (Слика 

20а). Присуство ћелија везивног ткива омета интеграцију новоформиране кости и чини 

место дефекта подложним даљим преломима. 

Фиброза која је настала на површини дефекта током ране фазе регенерације се 

задржала и након периода од осам недеља (Слика 20б). У ткиву око места дефекта се 

могу видети мултинуклеарне гигантске ћелије које окружују партикуле нересорбованог 

материјала (Слика 20б).  

4.2.2.2.3. Регенерација остеопоротичне кости уз помоћ имплантата са 

холекалциферолом 

Место дефекта у ХЦ групи приказано је на Слици 22. Гранична линија дефекта 

је јако изражена са неправилним ивицама (Слика 22). 

Калус који је настао под утицајем холекалциферола не показује компактну 

структуру и прожет је великим бројем широких, празних лакуна и шупљина (Слика 

23а и 23б).  

Нова кост је одлично минерализована (Слика 23а), са ламеларном структуром 

која се може уочити на површини калуса. Још увек неправилна организација колагених 

фибрила даје овој кости изглед вртложне, незреле кости (Слика 22), иако је 

минерализација, која је пратећи процес сазревања, јако изражена ширином читавог 

калуса. Присуство хрскавице у калусу се не уочава након осам недеља регенерације 

(Слика 23б) 



Јелена Рајковић   Докторска дисертација 

90 

  

 

Слика 22. Хистолошка слика дефеката у ХЦ групи овариектомисаних пацова, осам 

недеља након имплантације; HE, х50; 1 – граница дефекта; 

 

Слика 23. Калус у дефекту ХЦ групе, осам недеља након имплантације; а) TM, х200; 

б) TB, х400; 1 – зрела кост; 2 – крвни судови;  – партикуле ММК; 

Грануле ММК, које су знатно мањих димензија у односу на исте, забележене 

након две недеље регенерације, се задржавају на појединим местима у калусу (Слика 

23а). За разлику од претходних, контролних група, дуж калуса се може уочити велики 

број крвних судова. 
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4.2.2.2.4. Регенерација остеопоротичне кости уз помоћ имплантата са 

алфакалцидолом 

Дефект у фемуру овариектомисаних животиња АЦ групе након периода 

регенерације од два месеца је приказан на Слици 24.  

Калус у дефекту је одлично интегрисан са околном кости, са скоро 

неприметном граничном линијом (Слика 24а). Кост која је настала је великим делом 

ламеларна и због тога има изглед компактне зреле кости (Слика 24а) упркос слабијој 

минерализацији која указује на закаснели процес сазревања (Слика 25а). Забележено 

стање је супротно оном које се могло видети у ХЦ групи где је кост која испуњава 

дефект делом вртложног типа али са добром минерализацијом.  

Процес минерализације је захватио површину калуса као и граничне делове уз 

стару кост (црвено обојење на Слици 25а) док је унутрашњост калуса још увек 

неминерализована. Колагена влакна око остеона показују изражену ламеларну 

структуру (Слике 24б и 25а).  

Поред места са паралелно распоређеним колагеним фибрилима постоје и делови 

калуса у којима се уочава и млада, високо-целуларизована незрела кост створена у 

широко уочљивом процесу интензивне ремоделације који је карактеристичан за ову 

групу (Слике 25а и 25б). Незрела кост настала у процесу ремоделације показује 

одличну интеграцију са околном кости.  

Присуство великог броја крвних судова и остеона је карактеристика АЦ групе 

(Слике 24б и 25а). На појединим пресецима се може уочити спуштање спољашњег 

калуса у место дефекта и његово сједињавање са калусом насталим у области дефекта 

(Слика 24б). 
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Слика 24. Хистолошка слика дефеката у АЦ групи овариектомисаних пацова, осам 

недеља након имплантације; а) HE, х50; б) широко распрострањени крвни судови и 

остеони у калусу АЦ групе и спуштање спољашњег калуса у место дефекта, HE, х100; 

1 – граница дефекта; 2 – крвни судови; 3 – остеони; 4 – млада кост; 5 – спољашњи 

калус;  – партикуле ММК; 

 

Слика 25. Калус у дефекту АЦ групе, осам недеља након имплантације; а) TM, х200; 

б) TB, х400; 1 – граница дефекта; 2 – остеони; 3 – зрела кост; 4 – незрела, високо-

целуларизована кост настала у ремоделацији; 5 – ремоделациона јединица;  – 

партикуле ММК; 

Читав калус који је настао након осам недеља у дефекту животиња АЦ групе је 

испрекидан великим бројем партикула ММК чија је ресорпција очигледно слаба 

(Слике 24а и 25а). Око њих се налази новоформирана кост. На појединим местима се 

може уочити замена ММК младом кости (Слика 24б). 
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4.2.3. Имунохистохемијска анализа дефеката у остеопоротичној кости  

4.2.3.1. Остеопонтин у месту дефекта  

4.2.3.1.1. Период регенерације од две недеље 

Имуноекспресија остеопонтина, као раног остеогеног маркера, приказана је на 

Слици 26а-г.  

  

Слика 26. Имуноекспресија остеопонтина у дефектима код остепоротичних пацова из 

испитиваних група након периода регенерације од две недеље; а – СР група, б – СЦ 

група, в – ХЦ група, г – АЦ група (х400); стрелице – позитивне ћелије у калусу 
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Позитивност ћелија у калусу као и везивног ткива у дефекту се може уочити у 

свим групама са најмањим интензитетом забележеним у СР групи (Слика 26а). У њој 

се могу видети мултинуклеарни остеокласти на површини новоформиране кости. 

Интензивна имуноекспресија овог неколагеног протеина матрикса се може 

видети у АЦ и ХЦ групи на местима синтезе кости, око партикула биоматеријала 

(Слике 26в и 26г). За разлику од АЦ групе у којој ћелије у трабекулама показују 

претежно негативну експресију остеопонтина, у СЦ и ХЦ групи су у лакунама калуса 

заступљене и позитивне и негативне ћелије (Слика 26б и 26в), са израженијом 

имуноекспресијом у ХЦ групи. 

На основу поља позитивних на остеопонтин, у СЦ групи се могу уочити места 

замене ММК партикула новом кости (Слика 26б).  

4.2.3.1.2. Период регенерације од осам недеља 

Имуоекспресија остеопонтина у дефекту експерименталних и контролних група 

приказана је на Слици 27а-г. У свим групама, након периода регенерације од осам 

недеља, се уочава слаба позитивност ћелија у калусу.  

Ретке позитивне ћелије се могу наћи на местима ремоделације као и близу 

нересорбованих ММК партикула у АЦ и ХЦ групи (Слике 27б и 27г).  

У СР групи се могу уочити ретке, најчешће појединачне ћелије распоређене 

углавном близу ивице калуса (Слика 27а).  

Везивно ткиво у калусу СЦ групе показује умерену експресију остеопонтина 

(Слика 27б) што је карактеристично и за одређен број ћелија везивног ткива АЦ групе 

које према приказаној слици насељавају партикуле ММК (Слика 27г).  

Присуство још увек нересорбованих и слабо насељених партикула ММК у 

дефекту АЦ групе је много заступљеније. Остеопонтин је експримиран и у остеонима 

СЦ групе (Слика 27б).  
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Слика 27. Имуноекспресија остеопонтина у дефектима код остепоротичних пацова из 

испитиваних група након периода регенерације од осам недеља; а – СР група, б – СЦ 

група, в – ХЦ група, г – АЦ група. (х400); стрелице – позитивне ћелије у калусу 
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4.2.3.2. Остеокалцин у месту дефекта 

4.2.3.2.1. Период регенерације од две недеље 

Имуноекспресија остеокалцина након периода регенерације од две недеље 

приказана је на Слици 28а-г.  

 

 

Слика 28. Имуноекспресија остеокалцина у дефектима код остепоротичних пацова из 

испитиваних група након периода регенерације од две недеље; а – СР група, б – СЦ 

група, в – ХЦ група, г – АЦ група. (х400); стрелице – ћелије у лакунама налик на 

остеоците које су позитивне на остеокалцин 

Интензивно бојење на OC, неколагени протеин матрикса синтетисан од стране 

остеобласта и остеоцита, се може видети у ћелијама које окружују трабекуле у дефекту 

АЦ групе и ХЦ групе (Слике 28в и 28г).  
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Умерена до блага експресија OC карактеристична је за ћелије око трабекула СЦ 

групе, док сам калус показује ретке ћелије у лакунама које су позитивне на OC (Слика 

28б). У СР групи се може уочити разноврсна слика у зависности од дела калуса који се 

посматра. Ћелије у лакунама трабекула могу бити благо позитивне или негативне, док 

је експресија OC у околном везивном ткиву слаба. У месту дефекта се на појединим 

местима може видети изостанак имуноекспресије OC (Слика 28а).  

У ХЦ групи пацова, изражена експресија OC је нађена и у остеобластима и у 

ћелијама које су заробљене у лакунама калуса, налик на остеоците (Слика 28в). У АЦ 

групи се види углавном позитивност остеобласта, док су ћелије у лакунама негативне 

или благо позитивне на OC (Слика 28г).  

4.2.3.2.2. Период регенерације од осам недеља 

Имуноекспресија остеокалцина у месту дефекта испитиваних група након 

периода регенерације од осам недеља приказана је на Слици 29 (а-г). 

Остеокалцин показује слабу имуноекспресију у калусу свих група након осам 

недеља регенерације. Експресија се углавном може видети на местима ремоделације 

услед повећане активности остеобласта као и у остеонима. 

На сликама СР групе се могу видети благо позитивне ћелије уз стару кост и око 

непотпуно рестаурираних ремоделационих јединица (Слика 29а). У дефектима СЦ 

групе, интензивнија експресија је забележена у остеонима (Слика 29б). 
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Слика 29. Имуноекспресија остеокалцина у дефектима код остепоротичних пацова из 

испитиваних група након периода регенерације од осам недеља; а – СР група, б – СЦ 

група, в – ХЦ група, г – АЦ група. (х400); стрелице – ћелије у лакунама налик на 

остеоците које су позитивне на остеокалцин 

 Ћелије које се налазе уз трабекуле новоформиране кости у ХЦ групи показују 

умерену експресију остеокалцина (Слика 29в). И у самим требекулама које су у 

области костне сржи могу уочити ретке позитивне ћелије (Слика 29в). У дефекту АЦ 

групе се, такође, уочава позитивност ћелија у трабекуларној кости која је настала у 

области костне сржи и то углавном око партикула ММК и на граници са старом кости 

(Слика 29г), док је, као и код ХЦ групе, експресија у новоформираној компактној 

кости на периферији дефекта, слаба.  
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4.2.4. СЕМ анализа дефеката у остеопоротичној кости 

4.2.4.1. Дефект након периода регенерације од две недеље  

Место дефекта у СР групи пацова након периода регенерације од две недеље је 

приказано на Слици 30. Новоформирани калус у дефекту је изграђен из трабекула које 

окружују шупљине испуњене везивним ткивом и могу се уочити на левој страни 

Слике 30а.  

 

Слика 30. СЕМ микрографије дефекта у СР групи овариектомисаних пацова након 

периода регенерације од две недеље; а) општи изглед дефекта; б) спуштање 

спољашњег калуса у место дефекта; 1 – калус у дефекту; 2 – спољашњи калус; 3 – 

стара остеопоротична кост; 

На појединим местима се може видети присуство опиљака старе кости који су 

се задржали након прављења дефеката. Новоформирани спољашњи калус се може 

видети на Слици 30б, као и његово спуштање у место дефекта и где се спаја са 

унутрашњим калусом. 
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Место дефекта код пацова из СЦ групе приказано је на Слици 31. Са Слике 31а 

се може видети да место дефекта испуњава велики број трабекула новоформиране 

кости које су окружене ћелијама везивног ткива. 

 

 

Слика 31. СЕМ микрографије дефекта у СЦ групи овариектомисаних пацова након 

периода регенерације од две недеље; а) општи изглед дефекта; б) колонизиране 

партикуле биоматеријала; в) спољашњи калус и фиброза; 1 – калус у дефекту 

(трабекуле новоформиране кости); 2 – стара остеопоротична кост; 3 – везивно ткиво 

између трабекула и биоматеријала; 4 – партикуле ММК; 5 – калус који замењује 

партикуле ММК; 6 – место дефекта; 7 – спољашњи калус; 8 – фиброза. 

Партикуле ММК се према структури могу разликовати од новоформираног 

калуса. На појединим местима се може уочити да се калус претежно формира око и у 
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близини партикула ММК. Колонизиране партикуле биоматеријала се могу видети на 

Слици 31б.  

Слика 31в показује добро развијен спољашњи калус који је вероватно настао 

активношћу камбијалног слоја периоста. На истој слици се може видети и фиброза која 

покрива цело место дефекта.  

На Слици 32 приказано је место дефекта код животиња из ХЦ групе. 

Микрографија приказује део старе кости покривен новоформираним спољашњим 

калусом који се спаја са калусом насталим у месту дефекта. Присуство великог броја 

ћелија као и партикула ММК које су уроњене у новоформирани калус се може видети 

на приказаној слици. 

 

Слика 32. СЕМ микрографија дефекта у ХЦ групи овариектомисаних пацова након 

периода регенерације од две недеље; 1 – новоформирни калус; 2 – стара 

остеопоротична кост; 3 – партикуле ММК. 

Место дефекта код животиња из АЦ групе приказано је на Слици 33 и 

карактерише се малом количином новоформиране кости (калуса) и великим бројем 

празнина које су вероватно испуњавале партикуле ММК које су отпале приликом 

обраде узорака због слабе интеграције (Слика 33а и 33б).  
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Слика 33. СЕМ микрографије дефекта у АЦ групи овариектомисаних пацова након 

периода регенерације од две недеље; а) општи изглед дефекта са околном 

грануломатозном реакцијом; б) калус у централном делу дефекта АЦ групе окружен 

партикулама ММК; в) мултинуклеарна гигантска ћелија; 1 – грануломатозна реакција; 

2 – партикуле ММК; 3 – калус у месту дефекта; 4 – стара остеопоротична кост; 

У централном делу дефекта, између партикула биоматеријала, се може уочити 

формирање унутрашњег калуса (Слика 33б), док се присуство спољашњег калуса једва 

уочава (Слика 33а).  

На површини калуса, изван места дефекта, може се видети добро развијена 

грануломатозна реакција (Слика 33а) са мултинуклеарним гигантским ћелијама 

(Слика 33в). Ове ћелије су углавном обле или издужене, са крупним овалним једрима 

и уочавају се око партикула биоматеријала. 
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4.2.4.2. Дефекти након периода регенерације од осам недеља 

На Слици 34 је представљено место дефекта код животиња из СР групе. 

Микрографија приказује део старе и нове кости као и границу између ова два одељка. 

За разлику од ламеларне структуре која карактерше стару кортикалну кост, нова кост 

показује организацију која подсећа на вртложну кост са крупним шупљинама које 

указују на њену порозну структуру.  

 

Слика 34. СЕМ микрографија дефекта у СР групи овариектомисаних пацова након 

периода регенерације од осам недеља; 1 – нова кост; 2 – стара остеопоротична кост 

Граница између околне остеопоротичне кости и нове кости је у виду пукотине у 

којој се не уочава присуство ћелија нити синтезе коштаног матрикса.  

СЕМ микрографија дефекта животиња из СЦ групе приказана је на Слици 35. 

Стара кост, нова кост, и присуство везивног ткива у месту дефекта су структуре које се 

јасно разликују на микрографији. Поред тога, уочљиве су и разлике у структури нове 

кости које омогућавају разликовање младе, незреле кости (светлије боје) која је 

окружена зрелом, ламеларном кости (тамније боје) што се поклапа са структуром 

виђеном на хистолошким пресецима. Унутар калуса често се могу уочити и накупине 

везивно-ткивних ћелија. У централном делу слике поред накупина везивно-ткивних 

ћелија се може уочити партикула биоматеријала са ресорпционим лакунама (место 

ресорпције биоматеријала). 
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Слика 35. СЕМ микрографија дефекта у СЦ групи овариектомисаних пацова након 

периода регенерације од осам недеља; 1 – нова кост; 2 – стара остеопоротична кост; 3 – 

ћелије везивног ткива у месту дефекта 

Место дефекта код животиња из ХЦ групе приказано је на Слици 36. У њему се 

може видети велика површина нове кости са претежно вртложном структуром док се у 

неким деловима могу уочити и слабо изражене ламеле. 

 

Слика 36. СЕМ микрографија дефекта у ХЦ групи овариектомисаних пацова након 

периода регенерације од осам недеља;1 – нова кост; 2 – стара остеопоротична кост; 

Дефект направљен у фемуру животиња АЦ групе приказан је на Слици 37. 

Поред слабо уочљиве границе између околне остеопоротичне кости и новоформираног 
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калуса, микрографија јасно осликава и структуру новоформиране кости настале под 

утицајем алфакалцидола. Нова кост у појединим деловима показује јако изражену 

ламеларну структуру. На неким местима се може уочити још увек млада, незрела кост 

(светлије боје), која показује одличну интеграцију са новом, зрелом кости.  

Оно што карактерише место дефекта у АЦ групи је и присуство „тунела― који 

представљају место биоматеријала који још увек није ресорбован али је приликом 

обраде отпао са препарата. На појединим местима су се задржале интегрисане мање 

партикуле биоматеријала и оне се такође могу уочити на приказаној слици. Граница 

између околне остеопоротичне кости и нове кости не представља просту пукотину већ 

калус належе на околну кост и са њом показује одличну интеграцију. 

 

Слика 37. СЕМ микрографија дефекта у АЦ групи овариектомисаних пацова након 

периода регенерације од осам недеља; 1 – нова кост; 2 – стара остеопоротична кост; 3 – 

ламеле у новој кости; 4 – партикуле или место партикула ММК;  
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4.2.5. Хистоморфометријска анализа дефекта 

4.2.5.1. Хистоморфометријска анализа новоформиране кости у дефекту  

4.2.5.1.1. Период регенерације од две недеље 

Количина новоформиране кости у дефектима експерименталних и контролних 

група пацова након периода регенерације од две недеље, приказана је на Графику 10.  

Као што се може видети и на хистолошким сликама, хистоморфометријска 

анализа показује да се све групе, осим АЦ и ХЦ групе, значајно разликују међу собом у 

количини нове кости у дефекту након периода регенерације од две недеље. 

 

График 10. Проценат новоформиране кости у дефекту након периода регенерације од 

две недеље (**P< 0.01) 

Највећа количина новоформирне кости након периода регенерације од две 

недеље добијена је у СР групи док је најмања количина кости добијена у АЦ групи. У 

ХЦ групи је забележена нешто већа количина настале кости у односу на АЦ групу али 

добијене разлике нису статистички значајне.  
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4.2.5.1.2.  Период регенерације од осам недеља 

 Количина новоформиране кости у дефектима експерименталних и контролних 

група након периода регенерације од осам недеља приказана је на Графику 11. На 

крају експерименталног периода, најмање нове кости је добијено у АЦ групи, док је 

највећа количина кости измерена у дефекту ХЦ групе. Разлика у количини 

новоформиране кости између ове две групе је статистички значајна (P< 0.01). 

 

График 11. Проценат новоформиране кости у дефекту након периода регенерације од 

осам недеља (
**

P< 0.01
 *

 P< 0.05) 

ХЦ група се по количини нове кости у дефекту статистички значајно разликује и 

од СЦ (P< 0.01) и СР групе (P< 0.05) с тим што је статистичка значајност у поређењу са 

СЦ групом већа, због мање количине новостворене кости у односу на СР групу. СЦ и 

СР група се не разликују значајно међу собом као ни у поређењу са АЦ групом.  
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4.2.5.2. Хистоморфометријска анализа нересорбованог материјала у дефекту  

4.2.5.2.1. Период регенерације од две недеље 

 Проценат преосталог материјала у дефекту експерименталних и контролних 

група након периода регенерације од две недеље приказан је на Графику 12. Све групе 

се статистички значајно разликују међу собом при чему је највећа количина 

нересорбованог материјала измерена у АЦ групи, док је најмања количина материјала 

измерена у СЦ групи. Статистичка значајност између група износи P< 0.01. 

 

График 12. Проценат нересорбованог материјала у дефекту након периода 

регенерације од две недеље (**P< 0.01) 

4.2.5.2.2. Период регенерације од осам недеља 

Количина преосталог материјала у дефекту експерименталних и контролних 

група након периода регенерације од осам недеља приказана је на Графику 13. На 

крају експерименталног периода, највише нересорбованог материјала у дефекту је 
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остало у АЦ групи док је СЦ група показала најмању количину преосталог матријала у 

дефекту. 

 

График 13. Проценат нересорбованог материјала у дефекту након периода 

регенерације од осам недеља (**P< 0.01) 

У ХЦ групи је нађена значајно мања количина преосталог материјала у дефекту 

у односу на АЦ групу док је, с друге стране, ова количина значајно већа у односу на 

СЦ групу. Све три групе се разликују међу собом са статистичком значајношћу P< 

0.01. 
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5. ДИСКУСИЈА 
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Зарастање остеопоротичних фрактура и дефеката заузима посебно место у 

проблематици прелома. Компромитована чврстина остеопоротичне кости је узрок 

повећаног броја неуспелих фиксација фрактура, док њен смањен биолошки капацитет 

доводи до проблема са осеоинтеграцијом имплантата и несрастањем (Strømsøe, 2004; 

Alghamdi и сар., 2014). Остеопоротични услови који су довели до настанка прелома 

присутни су и током њиховог зарастања што може да доведе до промена у 

регенерацији у односу на здраву кост. Из ових разлога се процес регенерације кости у 

остеопоротичним условима треба сагледавати као потпуно нов проблем који захтева 

вишеструки приступ.  

У клиничкој пракси је, код пацијената који болују од остеопорозе, пожељна 

употреба анаболичких или анти-катаболичких лекова у комбинацији са коштаним 

заменицима, како би се стимулисала изградња кости и ојачало место прелома. 

Познавање утицаја анти-остеопоротичних лекова на процес зарастања фрактура је од 

велике важности за одабир адекватне терапије која ће се користити за њихово лечење 

(Johnson-Lynn и сар., 2008; Goldhahn и сар., 2010; Lyritis, 2010; Giannotti и сар., 2013).  

Витамин Д и његови аналози се успешно користе у превенцији и третману 

остеопорозе због утицаја на минерализацију кости која доприноси њеној чврстини и 

тиме смањује ризик за настанак могућих прелома (Lau и Baylink, 1999; Nordin и сар., 

1999; Ringe и сар., 2004; Ringe и Schacht, 2004). У експериментима на остеопоротичним 

моделима животиња, они су показали ефекат на очување кости, смањујући њену 

разградњу уз одржавање или стимулацију процеса њеног формирања. Хормоналне 

форме витамина Д, као што је алфакалцидол, су оствариле већи учинак на овом пољу 

истраживања (Shiraishi и сар., 1999; Shiraishi и сар., 2000; Saito и сар., 2010). 

Ова докторска дисертација се бави зарастањем дефеката у остеопоротичној 

кости под утицајем локално примењених имплантата на бази витамина Д у 

комбинацији са минералним матриксом кости (ММК) и PRP-ем. Ефекат витамина Д и 

његових метаболита на зарастање остеопоротичне кости је углавном испитиван након 

њихове оралне администрације (Fu и сар., 2009; Saito и сар., 2010). Досадашња 

истраживања су показала да активне форме витамина Д делују дозно зависно на кост 

као и да је забележен већи ефекат на формирање кости коришћењем високих 

концентрација овог витамина (Erben и сар., 1997; Erben, 2001). Системска апликација 

високих доза витамина Д врло често доводи до појаве хиперкалцемије због чега је 



Јелена Рајковић   Докторска дисертација 

112 

  

његова терапеутска употреба у својству анаболичког лека, ограничена. Начин да се 

добије одговарајући одговор коштаног ткива и избегне могућност настанка 

хиперкалцемије у случају коришћења витамина Д, је његова локална достава у место 

дефекта која укључује и примену биоматеријала као носача лека. Због могућности да 

се локално активирају у коштаном ткиву (Howard и сар., 1981; Ichikawa F, 1995) као и 

да делују директно на ћелије кости везујући се за своје рецепторе (Morris и Anderson, 

2010), витамин Д и његови аналози би могли да буду потенцијални агенси за локално 

лечење остеопоротичних фрактура и дефеката. 

Коришћење локалних система за доставу различитих анаболичких и анти-

остеопоротичних лекова је у новије време постао популаран приступ којим се постиже 

бржи одговор коштаног ткива, боља осеоинтеграција имплантата и избегавају 

нежељени ефекти системских третмана високим дозама (Lerner, 2006; Bobyn и сар., 

2009; Alghamdi и сар., 2014; Kyllönen и сар., 2015).   

С обзиром да остеопороза није болест карактеристична за животиње, у циљу 

испитивања зарастања дефеката у остеопоротичној кости потребно је било направити 

адекватан експериментални модел остеопорозе на пацовима са којим би се даље 

манипулисало, а који ће симулирати услове присутне у остеопорози код жена. На 

основу досадашње литературе, може се закључити да су подаци о ефектима 

овариектомије код женки пацова врло разноврсни. Студије показују да се ефекти 

овариектомије мењају са временом протеклим од операције, као и да умногоме зависе 

од соја, старости, исхране и дела скелета пацова који се посматра (Jee и Yao, 2001; 

Turner и сар., 2001; Johnston и Ward, 2015). Због тога је, у зависности од сврхе у коју ће 

се користити направљени модел, унапред потребно прецизно дефинисати услове који 

ће довести до развоја жељених карактеристика код животиња.  

Како би овариектомисани пацов био погодан модел за праћење зарастања 

дефеката под утицајем испитиване терапије, потребно је било да се потврде 

остеопоротични услови као и последице овариектомије на дистални део фемура у коме 

ће се креирати дефекти. С тим у вези, један од циљева докторске дисертације био је да 

се на основу усаглашености праћених ендокринолошких, биохемијских и радиолошких 

параметара утврди најпогоднији период након овариектомије за праћење процеса 

зарастања дефеката у дисталном делу фемура пацова Wistar соја. 
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Модел овариектомисаног пацова коришћен у овој дисертацији је лако поновљив 

и у досадашњим истраживањима се показао као погодан за праћење тока болести као и 

одговора животиње на терапију (Thompson и сар., 1995; Lelovas и сар., 2008). 

Билатералном овариектомијом се искључује могућност стварања естрогена од стране 

оваријума чиме се, бар за одређени временски период, смањује ниво овог хормона у 

серуму.  

Резултати дисертације добијени анализом естрадиола у серуму показују да је до 

значајног смањења његове концентрације дошло три месеца након хирушког уклањања 

јајника, као и да се ова ниска концентрација естрадиола одржава и у четвртом месецу 

након овариектомије. Ово потврђује успешност хирушке процедуре и указује на 

временски период потребан да се код пацова Wistar соја концентрација естрадиола 

значајно смањи и направи стање које симулира постменопаузну остеопорозу.  

Добијени резултати су били полазна основа за даље извођење експеримената из 

теме дисертације, јер су обезбедили информације о појави и трајању тзв. 

остеопоротичних услова, неопходних за праћење зарастања дефеката у остеопорози. У 

другим студијама, истраживања на овариектомисаним моделима пацова Wistar соја су 

рађена три и четири месеца након овариектомије (Andrade и сар., 2013; Al-Sherbini и 

сар., 2014), мада постоје и експерименти који су спроведени и већ након месец дана од 

операције (Canettieri и сар., 2009) Студије које су користиле пацове соја Sprague-

Dawley показале су брже опадање концентрације естрогена које је забележено у првом 

месецу након овариектомије (Davidge и сар., 2001; Zhao и сар., 2005; Shin и сар., 2012; 

Kim и сар., 2014).  

Резултати ове дисертације такође показују да постоје почетне флуктуације у 

нивоу естрадиола које подразумевају и његово благо увећање, забележено два месеца 

након овариектомије. Овако добијени резултати могу да указују на тежњу организма да 

одржи хомеостазу након уклањања основног извора естрогене синтезе. Након 

забележених флуктуација, концетрација естрадиола у серуму је након три месеца 

имала значајно ниже вредности, како у односу на контролну групу исте старости, тако 

и у односу на ниво естрадиола који је измерен у почетна два месеца.  

Добијена почетна осцилирања концентрације естрадиола, као и забележен 

благи, али не и статистички значајан пораст након четвртог месеца, се могу објаснити 

преузимањем синтезе естрогена од стране екстрагонадалних места (Brodie, 1991; 
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Simpson и сар., 1999; Simpson, 2000; Nelson и Bulun, 2001; Simpson и Davis, 2001; 

Simpson, 2003) процесом екстрагонадалне ароматизације коју је објаснио Simpson 

(2000). Овај процес подразумева способност екстрагонадалних ткива да конвертују 

андрогене прекурсоре из надбубрежне жлезде у естроген. Истраживања су показала да 

субкутано абдоминално масно ткиво, јетра и надбубрежне жлезде доприносе повећању 

концентрације циркулишућег естрогена након овариектомије, са биолошким циљем да 

се организму обезбеди довољна концентрација неопходног хормона (Zhao и сар., 2005). 

Ове концентрације нису високе, и не мењају се циклично као што је то случај са 

интактним животињама (Zhao и сар., 2004). Ипак је, приликом прављења 

остеопоротичног модела, пожељно смањити могућност ових потенцијалних извора 

естрогене синтезе, пре свега масног ткива, да повећају системску концентрацију 

хормона и тиме умање ефекте оваректомије на кост.  

Како би, у нашој студији, спречили претерану акумулацију масног ткива и 

добијање на маси које је повезано са овариектомијом (Gale и Sclafani, 1977), пацове 

смо хранили оном количином хране коју су интактне животиње конзумирале у року од 

24 часа (Davidge и сар., 2001). Овариектомисани пацови показују мало већи пораст 

масе током испитиваног периода у односу на контролне пацове исте старости. Због 

варирања масе животиња које припадају истој групи, ове разлике се не сматрају 

статистички значајним. Такође се може уочити и правилан пораст масе код 

овариектомисаних пацова какав се може видети и у контролној групи животиња. 

Резултати дисертације који показују промене у маси овариектомисаних и лажно 

оперисаних животиња, у периоду након овариектомије или лажне операције, указују на 

добро избалансирану исхрану овариектомисаних животиња коришћених у 

експерименту која не доводи до претеране акумулације масног ткива које би 

представљало потенцијални извор естрогена. 

Маркери коштаног метаболизма показују велику осетљивост на промене 

концентрације естрогена. Да би се уочио ефекат овариектомије на коштани промет, 

упоређиване су вредности ALP, AP, Ca и P добијене у групи овариектомисаних и 

одговарајућих лажно оперисаних животиња, након истог временског периода 

протеклог од операције. 

Добијени резултати показују да концентрације Ca и P у серуму 

овариектомисаних животиња показују ниже вредности током једног дела 
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експерименталног периода. Фосфор је показао велику остетљивост на овариектомију и 

његова концентрација у серуму је снижена у другом месецу након операције, док је пад 

концентрације Ca код овариектомисаних пацова забележен у четвртом месецу, тек 

након великог пада концентрације естрогена.  

Снижене вредности једног или оба минерала су карактеристичне за период 

након овариектомије и забележене су и у другим студијама (Saleh и Saleh, 2011; Liu и 

сар., 2014; Seif, 2014). До смањења концентрације Ca и P у крви долази услед слабије 

интестиналне апсорпције узроковане недостатком естрогена (Gennari и сар., 1990; 

O'Loughlin и Morris, 1998) и повећаног излучивања калцијума и фосфора које је 

повезано са стањем остеопорозе (Dick и сар., 2005). Резултати дисертације показују да 

после трећег месеца од урађене овариектомије постоји нарушена хомеостаза оба 

минерала.  

ALP и AP представљају ензиме присутне у многим ткивима али је њихова 

активност великим делом везана за кост. Повишене вредности маркера коштаног 

метаболизма, ALP и AP, у почетним месецима након овариектомије, могу да указују на 

убрзан коштани промет, настао услед флуктуација нивоа естрадиола. С обзиром да је 

концентрација естрадиола мерена на сваких месец дана од овариектомије, као и да су у 

почетном периоду забележени и тренуци њеног благог пораста, може се претпоставити 

да је између два периода мерења такође долазило до промена концентрације које нису 

забележене, али су узроковале промене у биохемијским параметрима. Повећан ниво 

активности киселе фосфатазе забележен месец дана и два месеца након урађене 

овариектомије, показује да је навероватније прво дошло до промена у ресорпцији 

кости. Повећана активност остеокласта последично доводи до повећане активности 

остеобласта, јер су процес разградње и формирања кости удружени у сложеном 

процесу коштаног ремоделирања (Rahnama и Swiatkowski, 2002). Као последица 

активације остеобласта, долази до увећања нивоа алкалне фосфатазе, два месеца након 

овариектомије. Овакав след догађаја након овариектомије код пацова Wistar соја се 

може видети и у студији Rahnama и Swiatkowski (2002). Слични резултати добијени су 

и на моделу пацова соја Sprague-Dawley (Zhang и сар., 2007). 

Вредности ALP и AP добијене у овој студији остају повишене до краја 

експерименталног периода, иако ове разлике у односу на одговарајуће контролне групе 

после другог месеца не показују статистичку значајност. Њихов благи пад забележен у 
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односу на почетно значајно увећање концентрације је вероватно последица 

хомеостатских механизама који теже да смање брзину коштаног промета при чему се 

баланс између разградње и изградње кости успоставља на нивоу виших вредности у 

односу на контролне, лажно оперисане животиње. Пошто концентрација 

циркулишућег естрадиола код овариектомисаних пацова, без обзира на благи пораст, 

остаје током времена нижа од нормалне физиолошке (Zhao и сар., 2005) очекује се да 

ће вероватно узроковати флуктуације у параметрима коштаног промета. На основу 

наших као и резултата других истраживача (Sigrist и сар., 2007; Zhang и сар., 2007) 

може се закључити да је до највећих промена у коштаном метаболизму дошло у 

почетним месецима након овариектомије док организам поново не успостави 

равнотежу, али на нивоу виших вредности, што је карактеристично за остеопоротично 

стање.  

Познато је да губитак кости изазван овариектомијом код пацова зависи од 

времена протеклог након операције, као и од места на коме се густина процењује. У 

овој докторској дисертацији праћен је ефекат овариектомије на феморалну кост која је 

погодна за прављење дефеката и праћење њихове регенерације. На приказаном 

радиолошком снимку фемура животиња жртвованих након четири месеца од 

овариектомије је најпре уочено постојање ситних дефеката који се срећу код неких 

представника ове групе. Појава дефеката (микрооштећења) у дисталном делу фемура је 

карактеристична за пацијенте који болују од остеопорозе. Поправка оваквих ситних 

оштећења насталих у кости услед евентуалне смањене густине и нарушене 

микроархитектуре је отежана. У дисталном делу фемура се након четири месеца може 

уочити и благо увећање централне шупљине која је један од првих знакова остеопорозе 

изазване овариектомијом (Jee и Yao, 2001). Наведене промене су уочене тек након 

четвртог месеца, док кост овариектомисаних пацова није показивала разлике у односу 

на контролну групу у ранијим терминима жртвовања. Спонгиозна кост се не може 

уочити на радиолошким снимцима због слабе резолуције стоматолошког скенера. 

Након што су на CT снимцима, четири месеца након овариектомије, уочене 

промене у дисталном делу фемура, у овом делу кости је софтверски мерена густина 

како би се установио почетак уочених промена.  

Резултати радиолошке анализе показују да је густина кости мерена у дисталном 

делу фемура три месеца након овариектомије први пут показала разлику у односу на 
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добијену густину код лажно оперисаних животиња. Након трећег месеца, промене 

густине су благе и забележене су само у спонгиозној кости, док су изражајније промене 

забележене након четвртог месеца од операције када је дошло до промена и у 

кортикалном делу волумена од интереса.  

С обзиром на то да остеопороза првенствено оставља последице на спонгиозну 

кост (Brandi, 2009), добијене промене у густини кортикалног дела кости у четвртом 

месецу након овариектомије могу да указују на већ узнапредовалу болест. Мања 

ширина кортикалне кости у остеопорози је у почетку резултат ендокортикалне 

ресорпције услед које долази до повећања централне шупљине. Касније долази до 

смањене густине овог дела кости због повећане порозности (Väänänen и Härkönen, 

1996). С обзиром да кост пацова жртвованих четири месеца након овариектомије 

показује кортикално истањење и повећање централне шупљине у дисталном делу 

фемура, које се може видети на приказаним аксијалним пресецима, можемо 

претпоставити да је добијен резултат смањене густине дела волумена који заузима 

кортикална кост вероватно последица њеног истањења са унутрашње, ендокортикалне 

стране.  

Густина спонгиозне кости је процењивана као укупна густина целог 

спонгиозног дела кости укључујући и трабекуле и просторе између њих због 

ограничења коришћене методе (мала резолуција скенера која не дозвољава 

разликовање структуре трабекула у спонгиозној метафизи). Смањена густина 

спонгиозне кости уочава се најпре у трећем, а затим и у четвртом месецу након 

овариектомије. До смањене густине спонгиозног дела кости након овариектомије може 

доћи услед смањеног броја трабекула, њиховог истањења, као и смањене густине 

(Väänänen и Härkönen, 1996). Што се тиче периоста, резултати густине показују да није 

забележена његова реакција у експерименталним групама која би евентуално довела до 

ојачања кости са спољашње стране чиме би се компензовао унутрашњи недостатак 

изазван ендокортикалном ресорпцијом.  

Добијене промене у фемуру и период који је потребан да до њих дође су сличне 

са резултатима других студија које су показале да је 12 недеља оптимално време за 

уочавање промена у скелету пацова соја Sprague-Dawley (Johnston и Ward, 2015), који 

је чешће коришћен као остеопоротични модел. Овај период доста варира од дела 

скелета који се испитује. Без обзира на раније забележен пад нивоа естрогена код 
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пацова соја Sprague-Dawley у односу на сој Wistar, промене у фемуру се уочавају у 

приближно исто време код оба соја. Нека од истраживања показују да је потребно три 

месеца да дође до промена у дисталној метафизи фемура (Jiang и сар., 1997) и 

проксималној тибији (Wronski и сар., 1988), месец дана у спонгиозној и 180 дана у 

кортикалној кости врата фемура (Li и сар., 1997), као и 180 дана у спонгиози 

слабинских пршљенова (Wronski и сар., 1989). 

Промене на костима код овариектомисаних животиња доследно прате промене 

у активности ALP и AP које су показале највише вредности у другом месецу након 

овариектомије, при чему је овај убрзани коштани метаболизам вероватно довео до 

смањења коштане густине. Експериментална остеопороза потврђена је у овој 

докторској дисертацији три месеца након овариектомисања пацова Wistar соја, на 

основу праћених параметара из крви и губитка коштане масе процењиване у дисталном 

фемуру овариектомисаних животиња.  

Циљ другог дела докторске дисертације био је испитати ефекте 

холекалциферола и алфакалцидола, локално апликованих у дефекте уз помоћ 

имплантата сачињених од ММК и PRP, на процес зарастања истих, направљених у 

фемуру остеопоротичног модела пацова. Упоредо са праћењем брзине остеогенезе, 

праћена је и ресорпција ММК партикула у дефекту и утицај витамина Д на 

карактеристике новоформираног калуса као што су микроархитектура, квалитет кости, 

ремоделација и интеграција са старом кости. Циљ је био и упоредити ефекте две форме 

витамина Д, међусобно, и у односу на контролне групе и на крају проценити да ли 

оваква комбинација носача и лека у имплантату може да има клиничку примену. 

Место на коме је направљен коштани дефект у дисталном делу фемура 

представља погодно место на бутној кости, јер не омета кретање животиње нити 

захтева додатну фиксацију. Епифизна плоча раста се налази на довољној дистанци од 

циљаног места тако да интервенција не узрокује њен дисконтинуитет нити ремети 

нормалан физиолошки раст кости.  

Дефект у фемуру је направљен пуном дубином кроз кортикалну кост што 

омогућава учешће мезенхимских ћелија костне сржи у процесу зарастања, њиховим 

диференцирањем у остеогене ћелије. Величина дефекта је сасвим довољна за 

испитивање карактеристика новоформираног калуса и праћење капацитета 

остеопоротичне кости да премости некритични дефект. Креирани дефекти су 
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остављени да спонтано зарастају или су испуњавани имплантатима сачињеним само од 

носача (ММК коме је додата PRP) или носача са испитивним формама витамина Д.  

У нашој студији искоришћена је особина хидроксиапатита (HAp), који 

представља основну компоненту ММК, да са високим капацитетом адсорбује витамин 

Д (Ozeki и сар., 2008) због чега је минерални матрикс кости (Bio-Oss) коришћен као 

носач за холекалциферол и алфакалцидол и као скафолд за насељавање остеогених 

ћелија. Биоматеријали базирани на хидроксиапатиту се често користе у регенеративној 

медицини као коштани заменици сами, или као саставни делови имплантата, са циљем 

да потпомогну регенерацију кости, обезбеде примарну фиксацију и тиме ојачају 

преломњено место. Ово је нарочито битно када су у питању остеопоротичне фрактуре.  

Како би се повећала остеоиндуктивност и остеокондуктивност ММК као и 

биолошки капацитет остеопоротичне кости, у овој дисертацији је минералном 

матриксу кости додата плазма обогаћена тромбоцитима. Овакав приступ се у ранијим 

студијама показао ефикасним приликом примене биоматеријала као заменика кости 

(Marx и сар., 1998; Hanna и сар., 2004; Okuda и сар., 2005; Intini и сар., 2007; Kanthan и 

сар., 2011; Roffi и сар., 2013). У регенеративној медицини, коришћење плазме 

обогаћене тромбоцитима је приступ који унапређује регенерацију кости захваљујући 

факторима раста који се ослобађају из активираних тромбоцита. Такође је познато да 

синергистичко деловање 1,25(OH)2D3 и PRP стимулише остеогену диференцијацију 

адултних мезенхимских стем ћелија in vitro (Feng и сар., 2010).  

Дозе витамина Д коришћене у експерименту су већ испитиване у ранијим 

студијама и показале су да имају стимулативне ефекте на изградњу кости за разлику од 

тестираних нижих доза (Erben, Scutt et al. 1997; Shiraishi, Takeda et al. 2000). Након 

имплантација, укључен је и постимплантациони тродневни третман региона дефекта 

високим дозама који је у студији Erben и сар. (1997) стимулисао изградњу кости након 

субкутане администрације. Постимплантациони третман је имао за циљ да обезбеди 

високу дозу витамина Д у месту дефекта док не почне разградња имплантата и његово 

отпуштање. Концентрација калцијума у крви пацова мерена је у моменту жртвовања и 

резултати су показали да локално примењене високе дозе испитиваних витамина не 

доводе до дугорочних промена у нивоу калцијума, односно да није утврђена 

хиперкалцемија, чиме је додатно оправдан примењени терапеутски приступ.   
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Добијени резултати дисертације показују да постоје јасне разлике у зарастању 

дефеката између експерименталних (витамин Д група) и контролних група. Такође, 

запажене су и значајне разлике у деловању холекалциферола и алфакалцидола на 

процес регенерације дефеката и карактеристике новоформиране кости. Добијене 

разлике се огледају у различитим ефектима на процес инфламације, брзину формирања 

калуса, степен ресорпције биоматеријала, количину формиране кости у дефекту као и у 

њеном квалитету.  

Утицај локално допремљеног витамина Д и његових аналога на зарастање 

фрактура и дефеката у случају остеопорозе се ретко може наћи у литератури. Једна 

студија је показала позитиван утицај холекалциферола, након његове локалне доставе 

уз помоћ нанопартикула хидроксиапатита, на остеогенезу и карактеристике калуса 

створеног у дефекту мандибуле пацова (Ignjatović и сар., 2013). Утицај алфакалцидола 

на процес зарастања фракура је испитиван само након његове оралне апликације где је 

показано да има позитивне ефекте на механичке особине и квалитет колагена 

новонасталог калуса (Saito и сар., 2010). Алфакалцидол представља бољи избор у 

терапији остеопорозе због својих плејотропних ефеката на метаболизам калцијума, 

коштано ткиво и мишиће (Shiraishi и сар., 1999; Ringe и Schacht, 2004; Saito и сар., 

2010), што је отворило проблем поређења његових ефеката са ефектима обичног 

витамина Д у комбинацији са истим биоматеријалом као носачем. 

У овој докторској дисертацији, ефекти холекалциферола и алфакалцидола на 

иницијалну (инфламаторну) фазу зарастања, процес ресорпције кости и процес њеног 

формирања су посебно анализирани у оквиру дискусије. 

Инфламаторна фаза представља иницијалну фазу зарастања кости и утицај на 

њу може умногоме да промени образац регенерације. Резултати дисертације показују 

да је у иницијалној фази зарастања на површини дефеката СЦ групе пацова, уместо 

типичне грануломатозне реакције, уочено присуство фиброзног ткива са дебелим 

колагеним влакнима. Настала фиброза је вероватно последица јаке хроничне 

инфламаторне реакције ткива на повреду или инсерцију биоматеријала. Фиброзно 

ткиво настало након имплантације ММК и PRP је распрострањено широко око места 

дефекта залазећи и у сам дефект. Дебела фиброзна капсула резултује изоловањем 

оштећеног дела кости са имплантираним биоматеријалом од околног ткива. Она се 

може уочити и након периода зарастања од осам недеља и овакав резултат указује на 
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њену перзистенцију, што је сметња за правилну регенерацију кости код пацова из СЦ 

групе.  

Да је настанак фиброзе у СЦ групи последица реакције организма на неку 

компоненту имплантата говори нам и њено одсуство у групи са спонтаном 

регенерацијом. Спољашњи калус (кост) који је највероватније резултат активности 

периоста у СЦ групи пацова је такође много развијенији у односу на екстракортикалну 

кост у СР групи пацова. Повећана активност периоста такође може бити последица 

интензивнијег имунског одговора околног ткива на инсерцију страног тела (Kleiman и 

сар., 1977). Реакција периоста се огледа у пролиферацији ћелија камбијалног слоја, које 

су на површни формирале нову кост и ћелија фиброзног слоја периоста које су услед 

повећане синтезе ткивног матрикса довеле до настанка фиброзе. С обзиром на то да је 

Bio-Oss биокомпатибилна форма биоматеријала, широко коришћена у ткивном 

инжењерству, која не доводи до укључивања сложених имунолошких механизама и 

настанка великих количина фиброзног ткива (Orsini и сар., 2007), вероватно је узрок 

појачане имунолошке реакције и пратеће фиброзе у СЦ групи управо примењен 

препарат плазме обогаћене тромбоцитима.  

Истраживања су показала да до појачане секреције проинфламаторних цитокина 

од стране макрофага и пратеће интензивне инфламаторне реакције може доћи и услед 

апликације препарата плазме обогаћене тромбоцитима (Scull и сар., 2010) која је 

коришћена у нашем експерименту са циљем да повећа остеоиндуктивност 

биоматеријала и поспеши регенерацију кости.  

Након имплантације биоматеријала, пут од иницијалне инфламаторне фазе до 

настанка фиброзе зависи од секреције цитокина који су одговорни за настанак 

фиброзног ткива. Секретовани цитокини од стране активираних макрофага и 

гигантских ћелија на површини биоматеријала зависе како од својстава самог 

имплантираног материјала са којим су у контакту, тако и од присуства одређених 

компоненти које могу да модификују степен хроничне инфламације (Anderson, 2001; 

Anderson и сар., 2008). За разлику од инертних, нецелуларизованих биоматеријала, који 

активирају искључиво М2 макрофаге и помажу регенерацију ткива, суплементација 

материјала чак и аутологним ћелијама доводи до укључивања М1 проинфламаторних 

макрофага и Th1 имунског одговора који воде ка хроничној инфламацији, фибрози и 

настанку ожиљка (Brown и сар., 2009; Franz и сар., 2011).  
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У овој дисертацији, компоненте које су додате биоматеријалу су форме 

витамина Д у експерименталним групама или препарат PRP који је саставни део 

имплантата у свим групама, осим контролне СР групе. На основу добијених резултата 

може се видети да су ове две компоненте имале различит утицај на догађаје у месту 

дефекта након имплантација. 

Можемо претпоставити да је след догађаја у СЦ групи био перманентна 

секреција проинфламаторних цитокина од стране адхерентних макрофага и 

мултинуклеарних гигантских ћелија активираних убаченим имплантатом, што је 

довело до хроничне инфламације, оштећења екстрацелуларног матрикса и настанка 

дебеле фиброзне капсуле. Интензивна секреција проинфламаторних цитокина је 

вероватно узрок појачане диференцијације и активације остеокласта којих има доста у 

дефекту СЦ групе и врше ресорпцију партикула биоматеријала и ремоделацију 

новонастале кости.  

Добијени резултати хистолошке анализе показују да је одсуство фиброзе 

карактеристика животиња из витамин Д група што би значило да су обе форме 

витамина Д довеле до супресије хроничног инфламаторног одговора насталог као 

реакција на присуство и немогућност ресорпције имплантата. У њима се може видети 

„типична реакција организма на страно тело― (енг. Foreign body reaction) која се 

карактерише гигантским мултинуклеарним ћелијама и гранулационим ткивом, који су 

више заступљени у околном меком ткиву него у самом месту дефекта. У месту дефекта 

животиња из витамин Д група, ближе његовој површини, се може уочити развијена 

грануломатозна реакција богата крвним судовима. Умерена инфламаторна реакција 

делује стимултивно на сам процес регенерације због настанка великог броја крвних 

судова и инфилтрације ћелија неопходних за синтезу нове кости (Mountziaris и Mikos, 

2008) и најчешће не води ка настанку фиброзе. С обзиром на веће присуство ћелија и 

крвних судова у АЦ групи пацова, алфакалцидол је очигледно оставио јачи утицај 

регрутовање мезенхимских ћелија костне сржи што се може видети и у другим 

студијама (Beresford и сар., 1994).  

Поред гранулационог ткива, код пацова из обе витамин Д групе се може уочити 

присуство гигантских мултиједарних ћелија, које одсуствују у контролним групама. 

Настанак гигантских ћелија је уобичајна реакција организма на присуство 

неимуногених честица у којој оне окружују партикуле биоматеријала у циљу његове 
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изолације од околног ткива и евентуалне фагоцитозе (Anderson и сар., 2008). Ова 

реакција на страно тело не укључује сложене имунолошке механизме већ је заснована 

углавном на фрустрираној фагоцитози страних честица и настанак тзв. „фагоцитних 

гранулома― (de Brito и Franco, 1994). Сматра се да су за фузију макрофага и настанак 

гигантских ћелија одговорни IL-4 и IL-13, цитокини које производе Th2 помоћнички 

лимфоцити (Kao и сар., 1995; McNally и Anderson, 1995; DeFife и сар., 1997) и њихова 

секреција је позитивно регулисана витамином Д (Boonstra и сар., 2001). Међутим, 

дугорочна ресорпциона активност мултинуклеарних гигантских ћелија није потврђена 

без обзира на њихово стално присуство (Anderson, 2001), о чему ће бити речи у даљем 

тексту.  

За разлику од околног меког ткива, партикуле биоматеријала су у месту дефекта 

животиња из витамин Д група, током раног периода регенерације, биле окружене 

танким слојем везивно-ткивних ћелија без претеране синтезе екстрацелуларног 

матрикса, док су неки делови биоматеријала, нарочито у унутрашњости дефекта, 

опкољени трабекулама нове кости. Одсуство фиброзне капсуле са дебелим колагеним 

влакнима око партикула биоматеријала такође указује на супресован процес 

инфламације. На основу добијене слике раног процеса регенерације, може се 

претпоставити да су обе форме витамина Д модулирале секрецију цитокина и фактора 

који фаворизују фиброзу.  

Витамин Д је широко познат као анти-инфламаторни агенс јер спречава 

ослобађање проинфламаторних цитокина (IL-1, IL-6, TNF-α) од стране активираних 

макрофага и моноцита (Zhang и сар., 2012), док с дуге стране промовише секрецију 

имуносупресорних цитокина IL-4, IL-10 и TGF-β (Cantorna и сар., 1998). Показано је 

такође да хормоналне форме витамина Д супресују Th1 ћелијски одговор и промовишу 

развој Th2 одговора (Lemire и сар., 1995; Cantorna и сар., 1998; Jirapongsananuruk и сар., 

2000; Deluca и Cantorna, 2001), захваљујући присуству VDR на наивним CD4+ Т 

ћелијама (Boonstra и сар., 2001). 1,25(OH)D3 доводи до стварања толерогених APC 

(Mathieu и Adorini, 2002; Adorini и сар., 2003), што је нашло примену у лечењу 

аутоимунских болести и спречавању одбацивања калема. Према томе, може се рећи да 

је витамин Д био одговоран за супресију имунског одговора након имплантације 

носача захваљујући чему је спречио формирање фиброзног ткива.  
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Цитокини су кључни фактори у процесима синтезе и ремоделације колагена 

тако да се модулацијом њихове секреције може спречити настанак фиброзе. Агенси 

који имају утицаја на секрецију ових цитокина могу да послуже у борби против 

нежељеног фиброзног ткива током процеса зарастања. Глукокортикоиди успешно 

смањују деградацију екстрацелуларног матрикса и настанак фиброзе супресујући 

ослобађање TGF-β и инфламаторну реакцију (James и Zumla, 1999). Међутим, употреба 

глукокортикоида је ограничена. С друге стране, антиинфламаторни нестероидни 

лекови такође супресују инфламаторни одговор, али не спречавају настанак фиброзе. 

Према литератури, витамин Д доказано повећава секрецију IL-4 и TGF-β (Cantorna и 

сар., 1998) који, с друге стране, имају улогу у депозицији колагена. TGF-β је нарочито 

познат као профибротички агенс (Epstein и сар., 1994; Clark, 1996). Међутим, 

истраживања су показала да витамин Д инхибира TGF-β–SMAD сигнални пут који је 

одговоран за настанак фиброзе у ткивима (Flanders и сар., 2004) директном 

интеракцијом са SMAD-3 и на тај начин спречава фиброзу у јетри и бубрезима 

(Aschenbrenner и сар., 2001; Ito и сар., 2013; Beilfuss и сар., 2015). Секреција TGF-beta 

је неопходна у процесу зацељивања ткива, јер овај цитокин има различите функције 

које укључују и друге сигналне путеве. Дефицијенција витамина Д доводи до смањене 

експресије TGF-β у калварији миша водећи ка дефектном процесу формирања кости 

(Finkelman и сар., 1991) што указује на то да је витамин Д његов позитивни модулатор.   

Из добијених резултата можемо закључити да уочени ефекти локалног утицаја 

витамина Д на рану фазу зарастања кости могу бити образложење за његову 

потенцијалну клиничку употребу у циљу решавања честих проблема који се срећу 

током процеса регенерације, као што су неправилно срастање и псеудоартроза.  

Промене до којих је дошло у почетној, инфламаторној, фази регенерације 

можемо сматрати одговорним за промене у обрасцу даљег зарастања дефеката у 

експерименталним групама, јер су довеле до измена у хомеостази цитокина који су 

одговорни за даље процесе изградње и разградње кости.  

Познато је да је ресорпција кости директно у вези са обрасцем расположивих 

цитокина који су њени кључни регулатори (Lorenzo и сар., 2008; Schett, 2011), при 

чему се проинфламаторни цитокини другачије могу назвати проресорптивни цитокини. 

Према томе, ефекти витамина Д на имунски систем и секрецију цитокина се у великој 

мери одражавају и на ресорпцију кости. Пошто је ресорпција кости део процеса 
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ремоделације, сви агенси који утичу на њу могу битно да промене регенерацију кости. 

Како би испитали ефекат витамина Д на процес ресорпције, у нашој студији су 

коришћене ресорбилне партикуле ММК и процењивана је њихова површина у односу 

на укупну површину дефекта током времена. На овај начин је могуће проценити и да 

ли комбиновани третман биоматеријала и витамина Д може допринети ојачању места 

дефекта и у том смислу бити клинички употребљив.  

Добијени резултати докторске дисертације показују да холекалциферол и 

алфакалцидол битно мењају процес ресорпције кости у односу на контролне групе као 

и да се међусобно разликују у свом анти-ресорптивном потенцијалу.   

Овакви закључци произилазе из резултата који показују да је највећа количина 

преосталих ММК партикула измерена у дефекту АЦ групе, док ХЦ и СЦ група имају 

знатно нижи проценат материјала у дефекту. Такође, и ХЦ и СЦ група се међусобно 

разликују са знатно мањом количином ММК измереном у дефекту СЦ групе. Резултати 

показују да оба витамина поседују антиресорптивне особине као и да су 

антиресорптивна својства алфакалцидола јача у односу на својства холекалциферола.  

Антиресорптивна активност алфакалцидола у остеопоротичним условима је 

потврђена у многим другим студијама (Shiraishi и сар., 1999; Shiraishi и сар., 2000; Li и 

сар., 2003). Због различитог механизма активације и деловања, алфакалцидол 

представља бољи избор у третману остеопорозе у односу на неактивну форму 

витамина Д (Lau и Baylink, 1999; Shiraishi и сар., 1999; Shiraishi и сар., 2000; Ringe и 

Schacht, 2004). Takasu и сар. (2006) су показали да синтетички аналози витамина Д 

имају већи утицај на ресорпцију кости због могућности да директно делују на 

прекурсоре остеокласта у костној сржи, чиме спречавају њихову диференцијацију у 

зреле, активне ћелије.  

Резултати који указују на супресију процеса ресорпције кости од стране 

витамина Д, подржани су и мерењем активности ензима киселе фосфатазе који 

представља маркер коштане ресорпције.  

У АЦ групи пацова је две недеље након третмана забележена знатно нижа 

вредност киселе фосфатазе у поређењу са осталим групама и добијени резултати 

показују да се ниска вредност одржава током извођења читавог експеримента. Овај 

резултат показује да је алфакалцидол оставио дугорочне ефекте на процес ресорпције 

након локалног третмана, односно, да је променио образац ресорпције који је 
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карактеристичан за контролу носача (СЦ групу). Смањене вредности овог ензима 

указују на смањену активност остеокласта и редуковану коштану разградњу под 

утицајем алфакалцидола.  

Активност киселе фосфатазе у серуму животиња чији су дефекти третирани 

имплантатима са холекалциферолом (ХЦ група) се две недеље након имплантација 

статистички не разликује у односу на групе животиња чији су дефекти третирани 

имплантатима без витамина Д (контролне групе), али су њене вредности више у односу 

на контролу носача и скоро идентичне вредностима негативне контроле. Третман 

холекалциферолом у комбинацији са носачем, након периода зарастања од две недеље, 

није довео до промена у односу на негативну контролу без обзира на то што је сам 

носач повећао вредности ALP и снизио вредности AP у СЦ групи у односу на СР групу 

пацова. Међутим, забележене су разлике у активности AP у оквиру ХЦ групе, између 

два периода жртвовања. Група пацова, жртвована након осам недеља од имплантације 

показује знатно ниже вредности киселе фосфатазе у односу на групу жртвовану након 

две недеље. Из овога можемо видети да се ефекти холекалциферола на вредност AP 

очигледно испољавају касније и у мањој мери у односу на ефекате алфакалцидола. 

Закаснели и знатно слабији утицај холекалциферола на смањење активности киселе 

фосфатазе као параметра ресорпције кости може бити последица: 1. потребе 

холекалциферола за двоструком хидроксилацијом (Overbergh и сар., 2000; Nuti и сар., 

2006); 2. немогућности деловања у пуној дози због негативне регулације након 

евентуалног уласка путем костне сржи у системску циркулацију (Nuti и сар., 2006; 

Ringe, 2006); 3. слабијим утицајем на инхибицију синтезе проинфламаторних цитокина 

што је првенствено особина актиивних витамин Д аналога као што је алфакалцидол 

(Mathieu и Adorini, 2002). 

Без обзира на велики број присутних гигантских мултинуклеарних ћелија на 

периферији дефекта АЦ и ХЦ групе пацова у иницијалној фази зарастања, коначан 

резултат процене ресорпције кости је њена инхибиција. Партикуле биоматеријала у 

дефекту АЦ групе су слабо ресорбоване након осам недеља од имплантација, иако је 

након две недеље у овој групи уочено присуство великог броја гигантских 

мултинуклеарних ћелија које се могу повезати са интензивним процесом ресорпције. 

Ове супротности указују на сложене механизме деловања активних форми витамина Д 

на остеокласте и остеобласте, као и на њихов велики утицај на хомеостазу цитокина 



Јелена Рајковић   Докторска дисертација 

127 

  

који су кључни у процесу ресорпције кости. IL-4 и IL-13 се заправо сматрају 

одговорним за фузију макрофага у гигантске ћелије (Kao и сар., 1995) и они су 

позитивно регулисани од стране витамина Д (Boonstra и сар., 2001) чиме би се и 

објаснило њихово повећано присуство у експерименталним групама. Потврђено је да 

IL-4 повећава формирање TRAP негативних (енг. tartrate-resistant acid phosphatase, 

TRAP) мултинуклеарних ћелија, док смањује број TRAP позитивних, тако што 

стимулише формирање макрофагних поликариона, док инхибира регрутовање 

прекурсора остеокласта из костне сржи од којих би настали активни мултинуклеарни 

остеокласти (Kasono и сар., 1993). Из ових разлога, настанак мултинуклеарних ћелија 

под утицајем витамина Д не мора нужно да води у активан процес ресорпције за који 

су одговорни проинфламаторни (проресорптивни) цитокини, IL-1 и TNF-α, који су 

негативно регулисани витамином Д, а нарочито његовим активним формама (Zupan и 

сар., 2013). Сама величина гигантских ћелија такође може да указује на слабу 

могућност ресорпције у групама са витамином Д, због чега је дошло до интензивног 

фузионисања макрофага са циљем да лакше ресорбују унети материјал. 

Мултинуклеарне ћелије нађене код животиња из СЦ групе су знатно мањих димензија 

у односу на гигантске мултинуклеарне ћелије у витамин Д групама што нас доводи до 

претпоставке да је ресорпција у СЦ групи очигледно подржана од стране 

проресорптивних цитокина и Th1 лимфоцита за разлику од експерименталних група у 

којима је витамин Д супримирао ресорпцију, вероватно смањујући секрецију ових 

цитокина. Овим се може објаснити и нешто интензивнији процес ресорпције у ХЦ 

групи услед слабијег утицаја холекалциферола на супресију проресорптивних 

цитокина. Гигантске ћелије нађене у дефекту код животиња из ХЦ групе су и 

малобројније у односу на оне из АЦ групе уз истовремено мањи број нересорбованих 

партикула ММК што такође указује на интензивнији процес ресорпције у ХЦ групи, 

сличнији оном забележеном у контроли носача. 

Код пацова из АЦ групе, дуж дефекта је уочена другачија дистрибуција 

мултинуклеарних ћелија при чему су гигантске ћелије претежно детектоване у 

грануломатозној реакцији на површини дефекта, док се у области дефекта који је 

ближи костној сржи, не може уочити њихово присуство. Могуће је да су зрели 

макрофаги који су регрутовани на периферији дефекта након апликације витамина Д 

били под великим утицајем IL-4 и IL-13 који фаворизују њихову фузију у 
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мултинуклеарне гигантске ћелије (Kao и сар., 1995), док је везивање витамина Д за 

VDR на прекурсорима остеокласта из костне сржи спречило њихову диференцијацију у 

зреле ћелије (Takasu и сар., 2006). Roodman и сар. (1985) су показали да концентрација 

било ког витамин Д аналога >100 nM инхибира формирање мултинуклеарних ћелија из 

њихових прекурсора, чиме се може оправдати слабо присуство мултинуклеара у 

унутрашњости дефекта коришћењем високих концентрација овог витамина. Такође, 

IL-4, који је одговоран за настанак макрофагних поликариона, инхибиторно делује на 

формирање остеокласта из њихових прекурсора у костној сржи (Kasono и сар., 1993). 

Према томе, догађаји у дефекту до којих долази под утицајем алфакалцидола могу 

бити специфични за место и/или да зависе од степена диференцијације ћелија кости. 

Свакако треба узети у обзир и сам дизајн експеримента где је витамин Д даван прва 

три постимплантациона дана у место дефекта, при чему би ћелије на површини 

дефекта могле да буду под његовим јачим утицајем. 

Механизам деловања витамина Д на ресорпцију кости још увек није у 

потпуности разјашњен и тумачи се на различите начине. За разлику од in vitro 

истраживања која су указала на проресорптивну функцију витамина Д преко повећане 

експресије RANKL на стромалним ћелијама (Yasuda и сар., 1998), in vivo истраживања 

су показала да апликација витамин Д аналога доводи и до инхибиције RANKL 

индуковане ресорпције у условима са повећаном активношћу остеокласта 

карактеристичним за остеопорозу (Takasu и сар., 2006). Директним деловањем преко 

VDR рецептора на прекурсорима остеокласта показано је да активне форме витамина Д 

спречавају RANKL индуковану терминалну диференцијацију макрофагно-моноцитне 

хематопоетске линије у зреле остеокласте преко супресије c-fos протеина који се 

налази у RANKL-RANK сигналном путу (Takasu и сар., 2006). Дакле, хематопоетске 

ћелије које су RANK позитивне и одговарају на RANKL стимулусе стварањем 

остеокласта су такође и циљне ћелије деловања витамина Д преко VDR рецептора при 

чему ће од баланса сигнала које оне примају зависити модулација процеса ресорпције 

кости. Код овариектомисаних модела пацова и мишева, аналози витамина Д супресују 

остеокластогенезу коришћењем нижих, али и изузетно високих доза, чиме смањују 

број прекурсора остеокласта у костној сржи (Shibata и сар., 2002) и доводе до смањене 

ресорпције и очувања коштане густине. У студији Takahashi и сар. (2014) забележена је 

смањена експресија RANKL у костима под деловањем витамин Д аналога која је 
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објашњена смањеним бројем RANKL позитивних остеобласта који вероватно 

припадају незрелим ћелијама остеобласне ћелијске линије. Коначан ефекат, који 

подразумева супресију ресорпције кости, настаје услед утицаја витамина Д на 

диференцирање незрелих у зреле ћелије са смањеном експресијом RANKL молекула 

као кључог фактора остеокластогенезе. 

Неопходно је поменути и то да ефекти витамина Д у многоме зависе и од 

коришћене дозе као и од дужине трајања третмана. Раније студије су показале да се 

ефекти акутног и хроничног третмана разликују након системске администрације 

активних форми витамина Д као и да је потребно више од једног третмана високим 

дозама (најчешће три) како би се започета ресорпција кости преокренула у супресију 

иницијалне ресорптивне фазе (Boyce и сар., 1985; Erben и сар., 1997). In vitro студије су 

показале да су инхибиторни ефекти активних форми витамина Д на остеокластогенезу 

забележени при нижим, а нарочито применом високих концентрација, > 10
-9 
М (Erben, 

2001; Takahashi и сар., 2014) које су коришћене у овој дисертацији. 

Из наведеног можемо закључити да антиресорптивне особине алфакалцидола 

чине овај витамин бољим третманом у лечењу остеопорозе због особине да готово 

зауставља ресорпцију кости на месту апликације. Међутим, уколико је циљ третмана 

постићи бољу регенерацију користећи разградиве заменике кости, третман 

алфакалцидолом не представља добро решење због велике количине нересорбованих 

партикула биоматеријала које онемогућавају формирање нове кости. Можемо 

претпоставити да би коришћење лакше ресорбилних партикула (нпр. нанопартикула) 

као носача могло да да боље резултате у овом циљу због њихове брже ресорпције у 

условима редуковане активности остеокласта узроковане алфакалцидолом. Такође би и 

истовремена употреба нересорбилних биоматеријала (нпр. титанијумских имплантата) 

и алфакалцидола могла да представља адекватну комбинцију с обзиром да би дошло до 

очувања интегритета материјала због јаке имуносупресорне активности ове форме 

витамина. Третман холекалциферолом показује мању анти-ресорптивну активност и 

повољнију комбинацију са примењеним носачем у погледу регенерције кости.  

Лекови који се користе у превенцији остеопорозе најчешће имају анти-

катаболичке ефекте. За алфакалцидол је показано да поред ефекта на супресију 

процеса ресорпције кости може да има и позитиван ефекат на њену изградњу (Shiraishi 

и сар., 2000). Према добијеним резултатима дисертације, обе форме витамина Д су 
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показале ефекте на регенерацију кости с тим што се њихови ефекти на процес 

формирања кости и крактеристике новонасталог калуса, разликују. 

Хистолошке слике раног периода зарастања показују да је дошло до извесног 

кашњења у формирању калуса у дефектима код животиња из АЦ и ХЦ групе. Овај 

период се у витамин Д групама карактерише присуством велике количине ММК 

партикула, малом количином новоформиране кости и обиљем ћелија за које се може 

претпоставити да су пореклом из костне сржи. За разлику од витамин Д група, 

контролне групе пацова показују већу количину нове кости у дефекту након периода 

регенерације од две недеље.  

На основу мало нове кости у АЦ групи после две недеље зарастања и завршене 

рестаурације дефекта ове групе након осам недеља зарастања, долазимо до закључка да 

алфакалцидол одлаже рану фазу формирања калуса. Исти, али мање изражени ефекти 

су добијени и применом холекалциферола, што се може видети на основу нешто веће 

количине новоформиране кости у дефекту. Одложено формирање калуса је уочено и 

коришћењем других лекова у третману остеопоротичних фрактура међу којима су 

бифосфонати и нестероидни анти-инфламаторни лекови (Butcher и Marsh, 1996). 

Кашњење регенерације након примене стероида и нестероидних анти-инфламаторних 

лекова може да указује да је управо утицај на инфламаторну фазу и хомеостазу 

цитокина оставио велики печат у даљем процесу зарастања дефеката и представља 

кључ одложене регенерације кости.  

Познато је да су проинфламаторни цитокини колико штетни толико и корисни у 

процесу регенерације (Mountziaris и Mikos, 2008), тако да је њихова умерена секреција 

неопходна за успешан процес зарастања кости. Одложено формирање калуса је 

вероватно последица инхибиције секреције проинфламаторних цитокина од стране 

витамина Д што се показало корисним у избегавању фиброзе али је довело и до 

закаснеле регенерације. Ово се пре свега може односити на ефекат витамина Д на 

секрецију проинфламаторног IL-6 за кога се зна да је један од кључних цитокина у 

раном процесу регенерације фрактура (Yang и сар., 2007). Већ је показано да 

дефицијенција витамина Д доводи до повећане експресије IL-6 (Laird и сар., 2014), док 

третман витамином Д смањује експресију и функцију IL-6 (Müller и сар., 1991; Hopkins 

и сар., 2011). Недостатак IL-6 одлаже рани стадијум зарастања фрактура укључујући и 

сазревање и минерализацију калуса и доприноси формирању слабо-минерализованог 



Јелена Рајковић   Докторска дисертација 

131 

  

калуса са повећаним садржајем хрскавице (Yang и сар., 2007). Пошто је окаква слика 

раног процеса зарастања дефеката забележена у групама са витамином Д, вероватно је 

узрок одложене регенерације дефеката у нашем експерименту био утицај витамина Д, 

нарочито алфакалцидола, на експресију IL-6.  

Резултати дисертације су показали да не постоје значајне промене у 

вредностима алкалне фосфатазе, калцијума и фосфора, између група у оквиру истог 

као ни између два различита термина зарастања. Међутим, ипак је примећен пораст 

активности алкалне фосфатазе након две недеље регенерације у АЦ и СЦ групи у 

поређењу са СР и ХЦ групом. Узимајући у обзир да је алкална фосфатаза ензим који у 

великој мери настаје у остеобластима, као и да њене високе вредности указују на 

интензиван процес зарастања насталих фрактура (Komnenou и сар., 2005; Nakagawa и 

сар., 2006), пораст активности у серуму животиња ове две групе се може разматрати 

као последица примењених третмана и интензивне регенерације у другој недељи 

зарастања. Две недеље након имплантација, у АЦ и СЦ групи је забележена највећа 

густина ћелија у месту дефекта што може да оправда појачану синтезу овог ензима од 

стране бројних остеобласта. Узимајући у обзир и мало новоформиране кости у дефекту 

АЦ групе, може се претпоставити и да под утицајем алфакалцидола остеогенеза у 

другој недељи тек почиње, док је у СЦ групи стимулисана раније имплантатима од 

ММК и PRP. Услед овако забележене слике, мала количина формираног калуса у 

дефекту АЦ групе је вероватно последица ефеката алфакалцидола на хомеостазу 

цитокина више него инхибиторног ефекта на саме ћелије. Подаци из литературе 

показују да системски апликован алфакалцидол, поред тога што спречава ресорпцију 

кости, остварује своје ефекте и на њено формирање (Shiraishi и сар., 2000; Takahashi и 

сар., 2014), док холекалциферол није показао директан утицај на формирање кости, 

вероватно због немогућности да делује у високим дозама због негативне регулације 

његове синтезе (Ringe и Schacht, 2004).  

Хистолошким праћењем процеса регенерације уоченe су битне разлике у 

начину формирања калуса између група у којима је зарастање потпомогнуто 

различитим имплантатима. У дефекту СЦ групе, две недеље након имплантације, може 

се видети да је дошло до репопулације и замене партикула ММК чиме оне 

представљају активне учеснике у процесу регенерације. Такође, нова кост се у дефекту 

ове групе претежно формирала уз партикуле биоматеријала. С обзиром на резултате 
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добијене у ранијим студијама где су партикуле Bio-Oss-а у процесу регенерације 

дефеката показале врло слабу репопулацију и замену, изгледа да је PRP допринела 

повећаној остеоиндуктивности и остеокондуктивности овог биоматеријала као и 

његовој бржој замени новом кости. Овоме у прилог иду и резултати морфометријских 

анализа који показују најмању количину партикула ММК у СЦ групи током читавог 

периода праћења регенерације. Суплементација ММК плазмом обогаћеном 

тромбоцитима је у ранијим истраживањима довела до повећаног формирања кости и 

брже деградације биоматеријала (Shayesteh и сар., 2005), што је у складу са нашим 

резултатима.  

Насупрот томе, присуство алфакалцидола је знатно успорило ресорпцију 

партикула и њихово насељавање, што се може видети на основу њихове велике 

количине у дефекту током читавог периода регенерације. Из овога се може 

претпоставити да се регенерација кости у АЦ групи, за разлику од СЦ групе, одвија 

углавном без учешћа партикула биоматеријала тако да оне леже у дефекту попут 

„острвца― и ометају формирање нове кости. Слабије учешће партикула ММК у односу 

на СЦ групу је забележено и у регенерацији дефеката код животиња из ХЦ групе, али 

се на појединим местима у дефекту ипак може уочити синтеза нове кости у оквиру 

партикула што указује на њихову постепену замену. Изгледа да су ове разлике у 

начину формирања калуса последица већ поменутих имуносупресорних ефеката 

карактеристичних за хормоналне форме витамина Д (Alroy и сар., 1995; Takeuchi и 

сар., 1998) које се иначе користе у циљу превенције одбацивања калема (Mathieu и 

Adorini, 2002; Amuchastegui и сар., 2005). 

Костна срж представља врло битну компоненту у процесу зарастања дефеката. 

Она је важан извор прекурсора остеогених ћелија које су неопходне у процесу 

регенерације. С друге стране, прогенитори остеобласта из камбијалног слоја периоста 

такође доприносе регенерацији преломљене кости (Shimizu и сар., 2001). Резултати 

хистолошке и СЕМ анализе дефеката након две недеље зарастања, показују да је 

приликом третмана алфакалцидолом најпре забележено формирање коштаних 

трабекула у делу дефекта уз костну срж као и у самом њеном лумену. На периферији 

дефеката АЦ групе се може уочити слаба синтеза спољашњег калуса што може да 

указује на слабу али и одложену активност периоста у раној регенерацији. Оваква 

слика дефеката код животиња из АЦ групе може се објаснити различитим утицајем 
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активне форме витамина Д на прекурсоре остеобласне ћелијске линије пореклом из 

периоста и костне сржи при чему се ко-третман алфакалцидола са ћелијама костне 

сржи може сматрати добром комбинацијом због повећаног формирања кости уз 

централну шупљину. За периостално формирање калуса неопходно је присуство и 

активност инфламаторних макрофага, док и инфламаторни и резидентни макрофаги 

могу да промовишу анаболичке механизме током ендохондралног формирања кости 

(Raggatt и сар., 2014). Пошто је алфакалцидол јак анти-инфламаторни агенс, закаснела 

периостеална реакција се може објаснити његовим утицајем на процес инфламације, о 

коме је већ било речи. Не треба искључити и чињеницу да су ћелије на површини 

вероватно биле изложеније коришћеном тродневном третману, који је на њих могао да 

остави јачи супресорни ефекат.  

Након периода регенерације од осам недеља се на неким пресецима у оквиру 

АЦ групе може уочити присуство спољашњег калуса који доприноси регенерацији 

дефеката што указује на његову накнадну реакцију након почетне супресије. За 

разлику од АЦ групе, периост је у великој мери допринео формирању нове, 

екстракортикалне кости у СР, СЦ, па чак и ХЦ групи у раној фази регенерације. У 

овим групама дошло је до површинског ојачања кости формирањем спољашњег, 

периостеалног калуса, док је алфакалцидол обезбедио потпору са унутрашње стране 

дефекта, доводећи до интрамедуларног формирања кости у региону костне сржи, уз 

окупирање и дела сржи пре и после преломљеног места.  

На основу постојеће литературе која се односи на лечење остеопоротичне кости, 

може се доћи до закључка да не постоји третман који истовремено доприноси 

побољшању свих параметара кости. За разлику од тога, уочен је компензаторни 

механизам којим различити третмани фаворизују одређене параметре на рачун других. 

Уколико је циљ интервенције да се брзо премости дисконтинуитет у нивоу прелома, 

без обзира на квалитет новостворене кости, холекалциферол и алфакалцидол не 

представљају добар избор терапије за његово лечење, због кашњења у раној фази 

зарастања кости. Међутим, проблеми са зарастањем остеопоротичнх прелома се 

огледају и у лошој примарној фиксацији прелома, лошој осеоинтеграцији и слабом 

квалитету калуса који може бити место поновног прелома (Dai и Hao, 2007). 

Резултати ове докторске дисертације који проистичу из анализе квалитета 

новоформиране кости показују да холекалциферол и алфакалцидол утичу на квалитет 
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калуса насталог у дефекту фемура под остеопоротичним условима и то на међусобно 

различит начин.  

Анализом органског дела кости уочено је да је стварње нове кости богате 

колагеном изражена карактеристика АЦ групе која се може видети са слика препарата 

бојених трихромним бојењем по Masson-у. Нова кост се у АЦ групи након оба периода 

зарастања врло интензивно боји на колаген који је густо упакован у новонастали калус. 

Хистолошке слике и SEM микрографије кости, након периода регенерације од осам 

недеља, показују и организацију колагених влакана у паралелне снопове. Са препарата 

бојених HE, TM и TB се у калусу АЦ групе може видети и највећи број остеона који 

представљају карактеристику компактне кости. Дакле, нова кост код животиња из АЦ 

групе показује изражену ламеларну структуру карактеристичну за зрелу, компактну 

кост за разлику од осталих група где је према TM бојењу кост хистолошки зрелија али 

не тако добро организована. Раније студије које су се бавиле утицајем алфакалцидола 

на структуру остеопоротичне кости, показале су његов допринос квлитету и структури 

колагена док се обичном витамину Д није могла преписати оваква особина (Nagaoka и 

сар., 2008). 

У дефектима животиња који су третирани имплантатима са холекалциферолом 

(ХЦ група) се не може уочити нека посебна разлика у колагеној депозицији у калусу у 

односу на дефекте који су спонтано зарастали (СР група). За разлику од њих, у СЦ 

групи постоје делови калуса који се могу окарактерисати као „незрела кост богата 

колагеном― и могу се повезати са местима репопулације и замене ММК партикула као 

и местима ремоделације. Испод великог броја оваквих одељака се назиру ММК 

партикуле које се постепено ресорбују. Настанак густе, колагеном богате 

целуларизоване кости на местима партикула ММК у СЦ групи може да указује на 

појачану остеокондуктивност Bio-Oss-а коме је додата PRP. Места партикула ММК 

које се замењују су окружена ламеларном кости која је формирана услед њиховог 

остеоиндуктивног утицаја. Околна кост, која није створена уз биоматеријал, је 

сиромашнија колагеном и богата је широким лакунама карактеристичним за 

остеопорозу, вероватно због њеног смањеног биолошког капацитета.   

Поред колагена који је главна органска компонента кости, остеопонтин и 

остеокалцин представљају неколагене протеине коштаног матрикса који се у великој 

мери експримирају током раног процеса регенерације. Што се тиче имуноекспресије 
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остеопонтина у дефекту, може се рећи да су обе форме витамина Д допринеле његовој 

интензивнијој секрецији у месту дефекта, након периода регенерације од две недеље. 

На основу доступне литературе, потврђено је да витамин Д позитивно утиче на 

екпресију гена и секрецију овог раног маркера остеогенезе (Bellows и сар., 1999). 

Током процеса формирања, ремоделације и репарације кости, остопонтин има 

улогу у регулацији процеса калцификације матрикса, што је нарочито важно код 

патолошки минерализованих ткива (McKee и Nanci, 1996). Такође, његова улога као 

адхезивног протеина омогућава везивање остеокласта за коштани матрикс који ће бити 

ресорбован њиховом активношћу што је у вези са његовом експресијом на местима 

ремоделације кости. Као адхезивни протеин, он учествује у везивању ћелија и 

матрикса, апозицији минерала на органски матрикс и повезивању минерализованих и 

неминерализованих делова кости чиме доприноси интегритету калуса (McKee и Nanci, 

1996). Поред интензивне експресије остеопонтина у ћелијама везивног ткива витамин 

Д група које окружују трабекуле новостворене кости, и саме трабекуле ХЦ групе и СЦ 

групе показују велику позитивност ћелија на остеопонтин. Јака експресија 

остеопонтина у ћелијама око трабекула формираних у дефекту витамин Д група 

указује на активност остеобласта у синтези коштаног матрикса. Групе без витамина Д 

нису показале овако висок ниво експресије у околном везивном ткиву што се може 

повезати са одсуством терапије и одмаклом регенерацијом. Трабекуле АЦ групе се 

састоје из мањег броја ћелија позитивних на остеопонтин што може да укаже на слабу 

минерализцију и присуство незрелог калуса што је потврђено и TM бојењем. Насупрот 

калусу ХЦ групе који показује периферну минерализацију, калус АЦ групе је према 

TM бојењу претежно изграђен из остеоида са слабим знацима минерализације.  

Осам недеља након имплантација, експресија је слаба и ограничена у свим 

групама на местима ремоделације и ресорпције биоматеријала, укључујући активне 

остеоне којих има у великом броју у СЦ групи. Повећана експресија око, на месту, и у 

близини партикула ММК у групама третираним витамином Д може да укаже на 

активиран процес њихове ресорпције и замене новом кости услед попуштања анти-

ресорптивног ефекта витамина.  

Остеокалцин је неколагени протеин матрикса кога синтетишу претежно зрели 

остеобласти и касније остеоцити, али у мањој мери. С обзиром на чињеницу да је 

остеокалцин познат као протеин који је одговоран за уградњу калцијума у кости, 
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његова експресија се повезује са минерализацијом која представља пратећи процес у 

сазревању кости. Резултати ове дисертације јасно показују разлику у секрецији овог 

протеина матрикса између контролних и експерименталних група. Остеокалцин је 

појачано експримиран на местима синтезе кости, у везивном ткиву око трабекула група 

третираним витамином Д, док се у СЦ групи и СР групи уочава његова слабија 

експресија у овим ћелијама. У поређењу са СР групом, нешто већи ниво експресије у 

ћелијама које належу на трабекуле СЦ групе се може објаснити остеоиндуктивношћу 

партикула ММК и PRP док се, са друге стране, већи број позитивних ћелија у калусу 

СР групе може објаснити интензивном калцфикацијом хрскавице, на чије присуство 

указује и TB бојење. На основу позитивности у месту дефекта, добијени резултати 

показују да холекалциферол и алфакалцидол повећавају експресију остеокалцина у 

ћелијама око трабекула у односу на ниво присутан у контролним групама. У 

литератури се могу наћи подаци да 1,25(OH)D3 промовише експресију и секрецију 

остеокалцина директним утицајем на експресију гена за наведени протеин (Bellows и 

сар., 1999). 

Поређењем дефеката АЦ и ХЦ групе, може се уочити разлика у месту 

експресије остеокалцина. У АЦ групи, остеокалцин је претежно експримиран у 

околном матриксу и то од стране остеобласта чија је функција изградња новог 

коштаног ткива. ХЦ група, поред позитивне имуноекспресије у остеобластима показује 

и интензивну експресију остеокалцина у новоформираним трабекулама, од стране 

ћелија заробљених у лакунама које се могу поистоветити са остеоцитима. Ове ћелије у 

АЦ групи показују врло слабу или негативну експресију остеокалцина. Имајући у виду 

да је секретован остеокалцин неопходан за везивање калцијума током формирања 

кости као и током процеса сазревања и ремоделације, оваква дистрибуција експресије 

остеокалцина у почетној фази зарастања може довести до закључка да је калус настао 

под утицајем алфакалцдола млађи и слабије минерализован од калуса насталог под 

утицајем холекалциферола. Овоме у прилог иду и резултати TM бојења који показују 

да је минерализација калуса ХЦ групе након две недеље, увелико присутна. Калус АЦ 

групе је изграђен из младог коштаног ткива које је изузетно богато колагеном са 

видљивим знацима периферне минерализације.  

Након периода регенерације од осам недеља, АЦ и ХЦ група показују 

експресију остеокалцина углавном у трабекуларној кости која је окружена костном 
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сржи и, у случају АЦ групе, партикулама ММК. Ово може да укаже на минерализацију 

насталих трабекула у унутрашњем делу калуса, док ћелије у делу калуса ближе 

периферији не показују експресију остеокалцина. Према резултатима ТМ бојења који 

показују да је калус у ХЦ групи већ добро минерализован, одсуство експресије 

остеокалцина у ћелијама на периферији је очекивана. Међутим, негативне ћелије у 

калусу АЦ групе, који је претежно изграђен из неминерализованог матрикса, могу да 

указују на оштећену минерализацију која настаје под утицајем примењене дозе 

алфакалцидола.   

Erben и сар. (2001) су показали да активне форме витамина Д могу да оштете 

процес минерализације с тим што је овај њихов ефекат забележен углавном након 

хроничних третмана високим дозама. С обзиром да је регенерација кости праћена само 

током периода од осам недеља, не може се са сигурношћу тврдити да ли је процес 

минерализације у АЦ групи заиста изостао или је само одложен. Међутим, постоје 

истраживања која указују на то да смањена секреција IL-6, под утицајем активне форме 

витамина Д, поред тога што одлаже рану остеогенезу, одлаже и процес минерализације 

кости (Yang и сар., 2007).  

Микроархитектура остеопоротичне кости у остеопорози је значајно нарушена и 

узрок је њене смањене механичке чврстине (Dion и Ste-Marie, 2012). Остеопоротична 

кост је тања са израженом кортикалном порозношћу и разређеном трабекуларом 

мрежом што доводи до повећане фрагилности и повећаног ризика за настанак 

спонтаних фрактура (Kalpakcioglu и сар., 2008; Dion и Ste-Marie, 2012). Хистолошком 

анализом новоформиране кости у различитим групама се може видети да се кост 

настала под утицајем алфакалцидола битно издваја у погледу микроархитектуре и 

микроструктуре у односу на све остале групе. Нова кост у АЦ групи показује велику 

целуларизованост присутну од самог почетка, без широких лакуна, са мноштвом 

остеона и обиљем крвних судова. Бројни остеони омогућавају интензивнију 

ремоделацију која доводи до настанка компактног калуса што се може видети са 

препарата TM и TB бојења, након периода регенерације од осам недеља.  

Ремоделација здраве кости представља координисану активност остеокласта и 

остеобласта у ресорпционим лакунама и доприноси очувању интегритета скелета. 

Током постменопаузне остеопорозе, број ремоделационих јединица се повећева док се 

истовремено смањује капацитет остеобласта да надокнаде ресорбовану кост у њима 
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услед чега долази до губитка коштаног ткива (Lerner, 2006). У калусу АЦ групе се могу 

уочити потпуно рестауриране ремоделационе јединице које указују на регулисан 

баланс између остеобласта и остеокласта у корист изградње кости што увелико 

смањује порозност калуса, доприноси његовој компактности и формирању хистолошки 

нормалне кости, без обзира на присуство остеопоротичних услова. Утицај активне 

форме витамина Д, калцитриола, на позитиван ремоделациони баланс су у свом раду 

описали и Erben и сар. (Erben и сар., 2002). 

На основу видљивости граничних линија дефекта и ремоделационих јединица 

може се закључити да је у АЦ групи добра интеграција присутна како између калуса и 

старе кости тако и у оквиру калуса, између рестаурираних ремоделационих јединица и 

околне новоформиране кости. Ове карактеристике указују на изузетну компактност и 

интеграцију калуса насталог под утицајем алфакалцидола, што се не може рећи и за 

остале групе. 

Нова кост настала у дефекту ХЦ групе и контролних група не показује 

компактност и интеграцију као што је случај са АЦ групом. Иако је мање присутнх 

ремоделацоних јединица и активних остеона у СР и ХЦ групи, остеобласти нису у 

могућности да надоместе делове недостајуће кости што резултује бројним шупљинама 

које су карактеристичне за остеопоротичну кост. У СР групи су у остеонима 

забележени остеокласти без видљивих знакова синтезе кости на шта указују пресеци са 

TB бојењем. У СЦ групи је ремоделација интензивна али су ремоделационе јединице 

окружене бројним шупљинама са везивним ткивом које повећавају порозност калуса. 

Ремоделација је присутна претежно на местима замене партикула биоматеријала тако 

да је калус доста узак и неправилног облика. ХЦ група не показује видљиву 

ремоделацију кости и калус се одликује великом порозношћу. Холекалциферол, 

насупрот алфакалцидолу, доводи до успостављања микроархитектуре кости сличне 

оној у контролним групама која се карактерише слабом целуларизованошћу, 

порозношћу и слабом интеграцијом.  

Из добијених резултата се може извући закључак да алфакалцидол позитивно 

регулише процес ремоделације и утиче на процесе интеграције у калусу што заједно 

доводи до стварања компактне кости. Истраживања која су се бавила утицајем 

различитих форми витамина Д на процес зарастања фрактура су показала њихов 
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допринос у побољшању чврстине, интегритета, ремоделације и рестаурације 

микроархитектуре кости (Fu и сар., 2009). 

Имајући у виду да чврстина калуса зависи пре свега од добре микроархитектуре 

као и да је добра интеграција услов за успешно регенерисану кост која неће бити 

подложна даљим преломима на истом месту, може се рећи да је алфакалцидол у нашем 

експерименту више допринео остварењу циља који се односи на ојачање места 

дефекта. Добро минерализована кост настала под утицајем холекалциферола не 

доприноси чврстини преломњеног места без адекватне интеграције. Такође, слаба 

компактност калуса може бити узрок његове фрактуре.  

Резултати дисертације указују на широку применљивост обе форме витамина Д 

при чему избор одговарајуће форме зависи од унапред постављеног циља. Уколико 

постоји потреба за већом количином добро минерализованог коштаног ткива, 

холекалциферол ће бити адекватнији третман који ће дозволити и коришћење 

слаборазградивих микропартикула биоматеријала, као што је Bio-Oss, уз њихову 

постепену замену. Међутим, уколико је циљ третмана добијање кости на месту дефекта 

која се одликује добром интеграцијом и компактношћу, алфакалцидол представља 

одлично решење али уз адекватну употребу носача. Избор носача у овом случају је 

очигледно врло битан и захтева детаљнија истраживања. 
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Закључци студије успостављања остеопоротичног модела 

Овариектомија пацова Wistar соја доводи до:  

 значајног смањења концентрације естрадиола у серуму након периода од три 

месеца 

 повећања активности киселе фосфатазе у првом и алкалне фосфатазе у другом 

месецу 

 снижавања концентрације фосфора у другом и концентрације калцијума у 

четвртом месецу 

 значајног смањења густине кости у дисталном делу фемура након периода од 

три месеца 

 

Три месеца након овариектомије добијен је модел остеопорозе на пацовима Wistar соја. 

 

Закључци студије регенерације дефеката остеопоротичне кости под утицајем 

холекалциферола и алфакалцидола локално примењених као саставних делова 

имплантата 

У раној фази регенерације кости : 

 холекалциферол и алфакалцидол одлажу остеогенезу у дефектима направљеним 

у дисталном делу фемура 

 обе испитиване форме витамина Д стимулишу настанак мултиједарних 

гиганских ћелија које су бројније у групи која је третирана алфакалцидолом  

 третман испитиваним формама витамина Д спречава настанак фиброзе која је 

карактеристична за контролну групу животиња чији су дефекти третирани 

имплантатима од минералног матрикса кости и плазме обогаћене тромбоцитима  

 алфакалцидол доводи до настанка мале количине новоформираног калуса у 

дефекту, док холекалциферол доводи до настанка солидне количине калуса која 

је мања у односу на количину калуса који је настао у контролним групама 

 спољашњи калус под утицајем третмана алфакалцидолом је редукован за 

разлику од обиља калуса који настаје у области костне сржи  

 калус у групи третираној алфакалцидолом настаје углавном без учешћа 

партикула имплантираног биоматеријала, док калус у групи третираној 
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холекалциферолом углавном настаје око партикула биоматеријала као и на 

рачун њихове успорене ресорпције и замене 

 

У касној фази регенерације кости: 

 обе испитиване форме витамина Д смањују ресорпцију партикула минералног 

матрикса кости у дефекту у односу на контролну групу, при чему алфакалцидол 

показује јача анти-ресорптивна својства у односу на холекалциферол 

 алфакалцидол доводи до настанка мале количине новоформиране кости око 

великог броја нересорбованих партикула биоматеријала, док холекалциферол 

доводи до настака велике количине новоформиране кости око малог броја 

нересорбованих партикула биоматеријала 

 алфакалцидол доводи до настанка нове кости која је богата колагеном и 

карактерише се слабом или одложеном минерализацијом, док холекалциферол 

доводи до настанка нове кости која се карактерише одличном минерализацијом 

 третман алфакалцидолом стимулише балансирану ремоделацију и формирање 

компактне кости која се карактерише добром интеграцијом у околну 

остеопоротичну кост 

Општи закључци о потенцијалној примени резултата студије 

Холекалциферол и алфакалцидол су показали бројне ефекте у коришћеном 

експерименталном дизајну на основу којих се може сугерисати њихова примена као 

потенцијалних агенаса у решавању различитих проблема у регенерацији 

остеопоротичне кости. Потенцијална примена обе форме витамина Д је у спречавању 

фиброзе током процеса регенерације кости, холекалциферола, као стимулаторног 

агенса за формирање минерализоване кости и алфакалцидола, као агенса за 

побољшање интеграције новоформиране кости у околну остеопоротичну кост.  

Избор одговарајуће форме витамина Д, као и биоматеријала који би био 

коришћен као имплантат за попуњавање дефеката у кости, треба бити направљен у 

складу са циљем третмана. Добијени ефекти се могу сматрати валидним само уз 

ограничење коришћених доза и у примењеном дизајну. 
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Locally applied cholecalciferol and alfacalcidol act differently on healing of femur defects filled

with bone mineral matrix and platelet-rich plasma in ovariectomized rats
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Vitamin D and its analogues that are often used in the treatment of osteoporosis have also been shown to affect the healing
of bone fractures. To avoid the high-dose systemic treatments, needed to achieve faster healing of fractured bone, the
approach of local application of these drugs has become very attractive. The aim of our study was to examine the influence
of cholecalciferol and alfacalcidol, locally applied with bovine bone mineral matrix (Bio-Oss), supplemented with platelet-
rich plasma on femur defect healing in ovariectomized rats. Experimental osteoporosis was induced by bilateral
ovariectomy. To estimate the healing of defects, the formation of the new bone tissue and the resorption of Bio-Oss
particles after two and eight weeks of defect healing, we performed biochemical, histological, immunohistochemical,
histomorphometric and scanning electron microscopy analyses. Our results showed that locally applied cholecalciferol and
alfacalcidol delay early bone healing of defect in ovariectomized rat model. Both of the examined vitamins, particularly
alfacalcidol, decreased the resorption of Bio-Oss particles in defects. Only alfacalcidol affected the formation of
histologically normal new bone tissue with a good integration into the surrounding osteoporotic bone. Cholecalciferol
allowed callus mineralization and led to the formation of new bone with high quantity, with characteristics, similar to those
of the control group. Our results suggested that alfacalcidol and cholecalciferol may be promising tools for the local
treatment of osteoporotic fractures, but the goal of application should specify the choice of vitamin D form, as well as the
composition of scaffolds, with which they are applied.

Keywords: alfacalcidol; cholecalciferol; bone defect healing; ovariectomy; osteoporosis; rat

Introduction

Osteoporosis, a disease characterized by reduced bone

mineral density (BMD), strength and quality, is a great

problem in stomatology and orthopaedics, because of the

bone loss and the reduced capacity of the osteoporotic

bone to provide the necessary support for an implant. The

major threats for patients, suffering from osteoporosis, are

fractures that are very difficult to heal in osteoporotic con-

ditions. Therefore, it is favourable to use drugs and bone

substitutes that will improve the bone formation and

strengthen the site of the fracture.

Local drug delivery has become an attractive approach

in recent years, because, in this way, it is possible to avoid

the side effects of the high-dose systemic treatments,

needed to achieve faster healing of the fractured bone.[1]

Vitamin D, often used in the treatment of osteoporosis,

has been shown to improve the healing of fractures in

non-osteoporotic,[2,3] as well as in ovariectomized rats

model,[4,5] when applied orally. Anyway, its local appli-

cation, in combination with bone substitutes, is poorly

investigated in osteoporotic bone repair. It has been

shown that cholecalciferol exerts positive impact on

osteogenesis and callus characteristics when delivered

locally with hydroxyapatite (HAp) nanoparticles.[6] Local

effect of vitamin D precursors seems possible, due to their

local conversion to the active metabolite 1,25-dihydroxy-

vitamin D3 in osteoblasts.[7,8] Biomaterials based on

HAp are often used as bone substitutes alone, or as a com-

ponent of implants, showing among other properties a

high capacity to absorb vitamin D.[9] In regenerative

medicine, supplementation with platelet-rich plasma

(PRP) enhances the osteoinductivity of bone substitute

biomaterials and improves bone regeneration.[10] It is

also known that co-treatment with PRP and 1,25-dihy-

droxyvitamin D3 stimulate osteogenic differentiation in

vitro.[11]

The aim of our study was to examine the influence of

cholecalciferol and alfacalcidol, locally applied in combina-

tion with bovine bone mineral matrix, supplemented with

PRP, on femur defect healing in ovariectomized rats. Addi-

tionally, we examined the influence of these two vitamin D

forms on the characteristics of the new bone tissue formed

under the osteoporotic conditions. These are our preliminary

results of a wider study that is still in progress.
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Важна напомена  

Извод 

Постменопаузна остеопороза је системска скелетна болест која се карактерише 

смањеном коштаном масом и нарушеном микроархитектуром кости којe су последица 

недостатка естрогена. Смањена синтеза естрогена у менопаузи доводи до нарушеног баланса 

између разградње и изградње кости, услед чега долази до губитка коштаног ткива у појединим 

…… 
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деловима скелета и настанка фрактура. Остеопороза представља велики проблем у 

стоматологији и ортопедији због смањеног капацитета остеопоротичне кости да обезбеди 

неопходну потпору имплантатима и омогући адекватну фиксацију прелома.  

Зарастање фрактура у остеопоротичним условима је отежано због чега је пожељно 

коришћење лекова и коштаних заменика који би унапредили регенерацију кости и ојачали 

преломљено место. Показано је да витамин Д и његови аналози, који се користе у превенцији и 

третману остеопорозе, повољно утичу на зарастање прелома. Међутим, високе дозе овог 

витамина које су неопходне за остваривање директних анаболичких ефеката на кост, доводе до 

појаве хиперкалцемије. Како би се избегли нежељени ефекти системске администрације 

високих доза витамина Д, једна од могућности је њихова локална примена у место дефекта.   

Главни циљ докторске дисертације је испитивање утицаја локално примењених 

холекалциферола и алфакалцидола, као саставних делова имплантата сачињених од минералног 

матрикса кости (ММК) и плазме обогаћене тромбоцитима (PRP), на процес зарастања дефеката 

у остеопоротичној кости пацова. Упоредни преглед остеогених ефеката холекалциферола и 

алфакалцидола, као и поређење добијених резултата са спонтаном регенерацијом 

остеопоротичне кости и регенерацијом уз помоћ имплантата састављених само од минералног 

матрикса кости и PRP, су такође анализирани у оквиру дисертације. С тим у вези, циљ 

дисертације је и успостављање и верификовање експерименталног модела остеопорозе изазване 

овариектомијом женки пацова Wistar соја који би био погодан за овакву врсту истраживања.  

Према постављеним циљевима истраживања урађене су две експерименталне студије. У 

првој студији експериментална остеопороза је изазвана билатералном овариектомијом и време 

које је потребно за развој остеопоротичних знакова и настанак промена у феморалној кости је 

процењивано ендокринолошким, биохемијским и радиолошким методама. У оквиру друге 

експерименталне студије, након добијања модела остеопорозе код пацова, креирани су дефекти 

до костне сржи у дисталном делу оба фемура. Дефекти су остављени да спонтано зарастају (СР 

група) или су испуњавани имплантатима сачињеним од минералног матрикса кости и PRP, који 

су примењени сами (СЦ група), или у комбинацији са испитиваним формама витамина Д, 

холекалциферолом (ХЦ група) и алфакалцидолом (АЦ група). Минерални матрикс кости се 

иначе користи као коштани заменик и скафолд за насељавање ћелија, а у овим испитивањима је 

служио и као носач за PRP и испитиване форме витамина Д. За праћење регенерације 

остеопоротичне кости коришћене су биохемијске, хистолошке, имунохистохемијске, 

хистоморфометријске и скенинг-електрономикроскопске методе и анализирани су периоди две 

недеље и осам недеља од креирања дефеката у фемуру пацова.  

Резултати прве студије показују да је до значајног опадања концентрације естрадиола, 

након његових почетних флуктуација, дошло у трећем месецу након овариектомије пацова 

Wistar соја. Активности ензима ALP и AP су повишене током испитиваног периода у групи 

овариектомисаних пацова, док је концентрација Ca у серуму нижа у четвртом, а концентрација 

P у другом месецу након овариектомије у односу на пацове из контролне групе. Радиолошка 

анализа је показала смањење коштане густине у дисталном делу фемура након три месеца од 

овариектомије. 

Резултати друге студије показују да локално примењени холекалциферол и 

алфакалцидол, у коришћеном експерименталном дизајну и примењеној дози, одлажу рани 

процес зарастања кости и спречавају настанак фиброзе код овариектомисаног модела пацова. 

Обе испитиване форме витамина Д смањују ресорпцију партикула ММК у месту дефекта, што 

представља сметњу за формирање нове кости у групи третираној алфакалцидолом. 

Алфакалцидол доводи до настанка слабо минерализованог калуса који се карактерише 

интензивном балансираном ремоделацијом, компактношћу и добром интеграцијом у околну 



  

остеопоротичну кост. Под утицајем холекалциферола развија се велика количина калуса који се 

одликује добром минерализацијом, али такође и порозношћу и слабом интеграцијом, што су 

карактеристике калуса сличне оним у групи са спонтаном регенерацијом. 

Холекалциферол и алфакалцидол су показали бројне ефекте у коришћеном 

експерименталном дизајну на основу којих се може сугерисати њихова примена као 

потенцијалних агенаса у решавању различитих проблема у регенерацији остеопоротичне кости. 

Избор одговарајуће форме витамина Д, као и биоматеријала који би био коришћен као 

имплантат за попуњавање дефеката у кости, треба бити направљен у складу са циљем третмана. 

Резултати ове докторске дисертације су допринос бољем разумевању механизама деловања 

алфакалцидола и холекалциферола на регенерацију остеопоротичне кости, са практичном 

применом у отварању нових терапеутских приступа лечењу дефеката кости у остеопоротичним 

условима.  
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Abstract 

Postmenopausal osteoporosis is a systemic skeletal disease caused by lack of estrogen and 

characterized by low bone mass and impaired microarchitecture. Reduced synthesis of estrogen in 

menopause leads to impaired balance between bone resorption and bone formation, causing a loss of 

bone tissue in some parts of the skeleton and susceptibility to fractures. Osteoporosis is a major 

problem in dentistry and orthopedics due to reduced capacity of osteoporotic bone to provide the 

necessary support to implants and enable adequate fracture fixation. 

Osteoporotic fractures are very difficult to heal in osteoporotic conditions, therefore, it is 

favourable to use drugs and bone substitutes that will improve the bone regeneration and strengthen 

the site of the fracture. It has been shown that vitamin D and its analogues, which are widely used in 
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the treatment of osteoporosis, have a positive effect on the healing of fractures. However, high doses 

of vitamin D, which are necessary for obtaining the direct anabolic effects on bone, lead to the 

appearance of hypercalcemia. To avoid side effects of systemic administration of high vitamin D 

doses, one of the possibilities is their local application into the site of defect. 

Тhe main objective of this PhD thesis is to examine the impact of cholecalciferol and 

alfacalcidol, as integral parts of the implants consisting of bone mineral matrix (BMM) supplemented 

with platelet-rich plasma (PRP), on femur defect healing in osteoporotic rat bone. Comparative 

overview of osteogenic effect of cholecalciferol and alfacalcidol as well as comparison of results with 

the spontaneous regeneration of osteoporotic bone and regeneration with the help of implants 

composed only of BMM and PRP, were also analyzed in the dissertation. In this regard, the aim of the 

dissertation is to establish and verify an experimental model of osteoporosis in Wistar rats that is 

suitable for this type of research. 

According to the objectives of the research, two experimental studies were conducted. In the 

first study, experimental osteoporosis was induced by bilateral ovariectomy and the time required for 

development of osteoporotic conditions and the occurrence of changes in femoral bone was evaluated 

by using endocrinological, biochemical and radiological analysis. In the second experimental study, 

after obtaining osteoporotic rat model, defects were created up to the bone marrow in the distal part of 

the both femoral diaphysis. The defects were left to heal spontaneously (SR group) or filled with 

implants composed of bone mineral matrix supplemented with PRP, applied alone (SC group), or as 

carriers for the examined forms of vitamin D, cholecalciferol (HC group) and alfacalcidol (AC group). 

Bone mineral matrix serves as a bone substitute and a scaffold for cell colonization, and in these 

studies it has also served as a carrier for the PRP and tested forms of vitamin D.   

Healing of defects and the quality of the newly formed bone tissue were observed by 

biochemical, histological, immunohistochemical, histomorphometric and scanning electron 

microscopy analyses. Regeneration process was monitored two and eight weeks after the creation of 

defects in the femurs of rats. 

Results of the first study show that a significant decline in estradiol concentration, after its 

initial fluctuations, occurred in the third month after ovariectomy. The ALP and AP activity in serum 

were increased during the examined period, while the concentration of Ca was lower in the fourth and 

the concentration of P in the second month after ovariectomy compared to control rats. Radiographic 

analysis showed decrease in bone density in the distal part of the femur, three months after 

ovariectomy. 

Results of the second study show that locally applied cholecalciferol and alfacalcidol, in the 

used experimental design and applied doses, delay early bone healing and prevent fibrosis in 

ovariectomized rat model. Both of the examined vitamins decreased the resorption of BMM particles 

in defects which is a barrier to the formation of new bone in the group treated with alfacalcidol. 

Alfacalcidol leads to the formation of poorly mineralized callus which is characterized by intense 

balanced remodeling, compactness and good integration with the surrounding osteoporotic bone. A 

large amount of callus develops under the influence of cholecalciferol and it is characterized by good 

mineralization, but also porosity and weak integration, which are characteristics of callus similar to 

those in the group with spontaneous regeneration. 

Cholecalciferol and alfacalcidol showed many effects in the used experimental design on the 

basis of which their use as potential agents in solving various problems related to the osteoporotic 

bones regeneration can be assessed. The choice of the appropriate form of vitamin D, as well as 

biomaterials that would be used as an implant to fill bone defects, should be made in accordance with 

the objective of treatment. 

The results of this PhD thesis contribute to a better understanding of the mechanisms of 

alfacalcidol and cholecalciferol actions in osteoporotic bone regeneration, with practical application in 

opening new therapeutic approach to the treatment of bone defects in osteoporotic conditions. 

 
 

 

 

 



  

 

Accepted by Scientific Board on 27.08.2014. 

Defended on  

Commission  Dr Stevo J. Najman, Full Professor, Faculty of 

Medicine, University of Niš, Serbia; 

Dr Andraš Š. Štajn, Full Professor, Faculty of 

Sciences, University of Kragujevac, Serbia; 

Dr Branka I. Ognjanović, Associate Professor, 

Faculty of Sciences, University of Kragujevac, 

Serbia; 

Dr Ljubiša B. Đorđević, Assistant professor, 

Faculty of Sciences and mathematics, 

University of Niš, Serbia. 

 

 

 



Јелена Рајковић
34/07

Упоредна анализа ефеката холекалциферола и алфакалцидола као саставних делова 
имплантата на процес зарастања дефеката у фемуру овариектомисаних пацова

18.08.2015



Јелена Рајковић
34/07

Упоредна анализа ефеката холекалциферола и алфакалцидола као 
саставних делова имплантата на процес зарастања дефеката у фемуру 
овариектомисаних пацова

18.08.2015

докторске академске студије биологије

др Стево Најман



Упоредна анализа ефеката холекалциферола и алфакалцидола као саставних делова 
имплантата на процес зарастања дефеката у фемуру овариектомисаних пацова

18.08.2015






