UNIVERZITET U BEOGRADU
STOMATOLOSKI FAKULTET

Milka M. Zivadinovi ¢

ISPITIVANJE USPESNOSTI REGENERACIJE
KOSTNOG TKIVA NA MODELU KRITI CNOG
DEFEKTA KALVARIJE KUNI CA SA

DIJABETES MELITUSOM TIP |

doktorska disertacija

Beograd, 2016



UNIVERSITY OF BELGRADE
SCHOOL OF DENTAL MEDICINE

Milka M. Zivadinovi ¢

EVALUATION OF BONE REGENERATION IN
CRITICAL SIZED CALVARIAL DEFECTS IN
RABBITS WITH DIABETES MELLITUS
TYPE |

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2016



MENTOR

Prof. dr Bozidar Brkowd

vanredni profesor Stomatoloskog Fakulteta Univetaiu Beogradu

KOMISIJA ZA OCENU | ODBRANU ZAVRSENE DOKTORSKE DISE RTACIJE

Prof. dr Snjezan@oli¢

vanredni profesor Stomatoloskog Fakulteta Univetaiu Beogradu

Doc. dr Jelena Roganavi

docent StomatoloSkog Fakulteta Univerziteta u Badgr

Dr Verica MiloSevé

nawni savetnik Instituta za bioloska istrazivanja ,jSmStanko\d” Univerziteta u Beogradu

DATUM ODBRANE



Zelela bih da se zahvalim svima koji su dali sva@pidnos u izradi ove doktorske disertacije.

Prof. dr Bozidaru Brkoviu, mom dragom mentoru, izrazavam posebnu zahvalnust
dragocenoj pomd u svim fazama izrade moje doktorske teze, od rebeme, do njenog
konanog oblikovanja. Korisnim sugestijama i podsticaginkao i velikim IEnim angazovanjem
prof. dr Bozidar Brkovi dao je nemerljiv doprinos mom radu.

Prof. dr SnjezaniColi¢, poStovanom predsedniku komisije, dugujem velilahvalnost na

posveéenosti i podrsci, koji su mi bili neizmerno ziagni u toku izrade ove doktorske disertacije.

Nauwnom savetniku Dr Verici MiloSevj rukovodiocu Odeljenja citologije, Instituta zaluSka
istrazivanja ,SiniSa Stankadi, posebno zahvaljujem na stnom usmeravanju i korisnim

sugestijama, koje su mi mnogo pomogle u definitjya@di ovog rada.

Dr Milici Manojlovi¢-Stojanoski, Naénom savetniku Odeljenja citologije, Instituta zalbgka
istrazivanja ,SiniSa Stanka#i, dugujem veliku zahvalnost na divnoj saradnji ézbezervnoj

pomgii u toku histoloske i histomorfometrijske analize.

Doc. dr Jeleni Roganaodi dragomélanu komisije, zahvaljujem na ogromnoj paino izvodenju

eksperimentalnih postupaka, kao i na korisnim s$anzet sugestijama.

Doc. dr Miroslavu Andidu sam neizmerno zahvalna na predivnoj saradnjmasou hirurSkom

delu eksperimentalnog istrazivanja.
Prof. dr Vesni Danilovd dugujem zahvalnost na savetima i pémotoku histoloSke analize.

Prof. dr Branislavu Proku i Bogomiru Prokiu sa Fakulteta veterinarske medicine, zahvaljujem

na velikoj pomdi u radu sa eksperimentalnim Zivotinjama.

Zaposlenima Odeljenja citologije, Instituta za b&Ka istrazivanja ,SiniSa StankéVidugujem

zahvalnost za podrsku i svu pruzenu pémo

Zaposlenima Klinike za oralnu hirurgiju Stomatologkfakulteta u Beogradu, kao i lekarima na

specijalizaciji i doktorskim studijama, zahvaljujera divnoj saradnji i kolegijalnosti.

| naposletku, sa najgem paznjom, najtoplije zahvaljujem mojoj porodiai vu pruzenu ljubav,

razumevanje i podrsku.

Milka Zivadinové



ISPITIVANJE USPESNOSTI REGENERACIJE KOSTNOG TKIVA N A MODELU
KRITI CNOG DEFEKTA KALVARIJE KUNI CA SA DIJABETES MELITUSOM TIP |

SAZETAK

Uvod: Kostno tkivo je mineralizovano i visoko vaskulawvano vezivno tkivo koje ima

jedinstvenu sposobnost zarastanja, sa potpunimvangm svoje strukture i funkcije, koje se
odvija procesom regeneracije kosti. Im@jw vidu ovaj sloZeni bioloSki proces, zarastanje
kostnog tkiva se odvija u nekoliko faza intramenmioznog tipa osifikacije, i to: faza inflamacije
i stvaranja centara osifikacije u vezivhom tkivuptgm faza stvaranja osteoida tj.
nemineralizovanog matriksa kosti, faza stvaranjarele novoformirane kosti, faza stvaranja

periosta i faza primarnog stvaranja kosti.

Osnovni bioloski mehanizmi kojiéine osnovu regeneracije kosti ukijyu tri procesa:
osteogenezu, osteokondukciju i osteoinduktijavojoj osnovi, procegssteogenezeasnovan na
stvaranju centara nove kosti u fazama njenog zaEst jeste organizovan procesom
osteokondukcijepdnosno stvaranja kostnog tkiva signalnim mehammariz okolne kosttime

se obezb#uje mobilizacija i prorastanje osteogerdélija na mestu regeneracije, i procesom
osteoindukcijetj. stvaranjem kostnog tkiva indukovano signalmmahanizmima unutar kostnog
defekta, diferencijacijom lokalnih nediferenciraid#lija vezivnog tkiva u osteoblaste, fibroblaste

i osteoklaste, pod uticajem jednog ili viSe indukth faktora.

Sinhronizovano,¢elijski (aktivnost faktora rasta) i tkivni (aktiveb c¢elija kostnog tkiva)
mehanizmi osteogeneze leze u osnovi fizioloSkogesa modelacije i remodelacije kostnog
tkiva u toku njenog zarastanja, usled interakajmaiu ¢elija kostnog tkiva, osteoinduktivnih
faktora rasta, osteokonduktivhog matriksa i processkularizacije. S tim u vezi, faktor rasta
vaskularnog endotela (VEGF) je jedan od najajajih signalnin molekula u procesu
angiogeneze. Njegova uloga je vazna u stimulaagiar i deobe endotelndelija iz v& postojée
vaskularne strukture u procesu regeneracije kostkieg, kontroli propustljivosti krvnih sudova,
zastiti endotelniltelija od apoptoze i stimulaciji diferencijacije ligtiferacije osteoprogenitornih
¢elija. Takate, transdukcionim mehanizmima preko stimulacijectéaldih ¢elija, VEGF utte na
produkciju kostnog morfogenetskog faktora 2 (BMP2), koji je poznato da, kao osnovni



osteogeni faktor rasta, ima vaznu ulogu u stimjildderencijacije mezenhimalnih steéelija u
pravcu nastanka osteoblastimamil ¢elija, kao i aktivnih osteoblastacelija periosta. S druge
strane, BMP2 modulira produkciju VEGF u endotelnémlijama, utéu¢i tako na proces

angiogeneze.

Imajwéi u vidu da se proces zarastanja kostnog tkiva pomra mehanizmima odvija zavisno od
velicine defekta kosti, za ¢e defekte krittne veltine indikovana je primena regenerativne
terapije autotransplantatima ili sintetskim biomgaéima, kako bi, dodatno stimulisan, proces
zarastanja bio uspeSan. Ovo tim pre Sto autotranggtostnog tkiva imaju pored osteogenog,
osteokondutivhog i osteoinduktivne karakteristike, razliku od sintetskih materijala koji su
osteokonduktivni. Dosadasnja istrazivanja su pdeazésok stepen uspesnosti regenerativne

terapije kritenih defekta kosti primenom ovih materijala kod zdhnaspitanika.

S druge strane, kao faktor uspesSnosti regeneratierapije, jeste i prisustvo metalisih
oboljenja, kao Sto je dijabetes melitus (DM). Kkt mehanizam, koji je odgovoran za otezano |
usporeno zarastanje kostnog tkiva kod pacijenai2Magje supresija osteoblastogeneze, odnosno
bioloSkog procesa stvaranja aktivnih osteoblas@prik je redukovana njihova aktivnost,
diferencijacija i proliferacija. Pored i mikro i rk@vaskularnih promena u DM, smanjena je i

sinteza VEGF, koja direktno d& na procese angiogeneze u zarastanju kostnog tkiva

Cilj: Cilj ove doktorske disertacije je bio da se ispitkomparativnho analizira uspesSnost
regenerativne terapije kosti, 4 nedelje posle pnenautotransplantata (AUTO), beta-trikalcijum
fosfata fTKF) samog ili u kombinaciji sa hidroksiapatitoATKF/HA) na modelu kritnih
defekata kalvarije zdravih i kufa sa indukovanim DM tip I. Takie, cilj ove disertacije je bio i
da se kvantitativnom analizom utvrde i uporede nosti VEGF i BMP2 u novoformiranom

kostnom tkivu posle primene pomenutih materijalaegeneraciju kritininh defekata kosti.

Materijal i metod: Istrazivanje je bilo sprovedeno u dva dela, kadipiearno istrazivanje i kao
kontrolisano, komparativno istrazivanje na lima soja Velikacin¢ila, podeljenih u dve grupe:
I) sa eksperimentalno indukovanim DM tip | primenaitoksana i.v. (n=11) i 1l) zdravi kuii
(n=9). Svaka grupa je bila podeljenadsdiri podgrupe zavisno od materijala koji se kaoigta
regeneraciju kostnog defekta:



| grupa - kostni defekt popunjen beta-trikalcijémsfatom pTKF),

Il grupa - kostni defekt popunjen beta-trikalcijdosfat/hidroksiapatitompB KF/HA),
Il grupa - kostni defekt popunjen autotransplaota{AUTO),
IV grupa - nepopunjen kostni defekt (kontrolni defkoji spontano zarasta), (KON).

Model kriticnog defekta je hirurski kreiran na kalvarijama Kanitako da je za popunjavanje
jednog defekta koréen autotransplantat kosti kalvarije uzet na mestudke osteotomije, jedan
defekt je ostao nepopunjen (kontrola) i dva su pitgunjena s@TKF i BTKF/HA. Posle 4

nedelje, Zivotinje su Zrtvovane, a uzorci regeeing tkiva su uzeti za histoloSku i

histomorfometrijsku analizu i oditazanje koncentracije VEGF i BMP2.

Rezultati: Analizirano je tkivo kod ukupno 16 ku@, 8 sa DM tip | i 8 zdravih kuéa.
HistoloSka analiza kosti 4 nedelje posle primendenjala za regeneraciju je pokazala da
primena AUTO dovodi do potpunog kostnog zarastaiggekta sa izrazenijom trabekularnom
strukturom kosti kod zdravih u odnosu na DM lkni Novoformirano kostno tkivo je bilo
prisutno i u centralnim delovima defekta, dobroargorirano sa partikulamBTKF, kako kod
zdravih tako i kod DM kurdia, dok je kod grupa sa primenjenffiKF/HA, novoformirano tkivo
registrovano uglavnom na periferiji keitiog defekta. Vezivno fibrozno tkivo je bilo prisotm
centralnim delovima defekata tretiranih SEKF, PTKF/HA i kontrolnim defektima u obe grupe
kuni¢a. Neresorbovani materijal je bio prisutan u cénimadelovima defekta dobro inkorporiran

u novoformiranu kost ili u vezivno tkivée&e prisutno u DM defektima kosti.

Dobijeni rezultati unutar grupe zdravih i kdaisa DM tip I, 4 nedelje posle regenerativne
terapije, pokazali su ztajno povéanje koltine novoformirane kosti i kostne srzi u defektima
tretiranim AUTO u odnosu na rezultate dobijene tekitma posle primen@TKF, PTKF/HA i
kontrolnoj grupi. Zn&ajno manje vezivnog tkiva registrovano je i u défek safTKF u odnosu
na defekte tretirane $¥ KF/HA kod DM. Analiza prisustva neresorbovanihtpgarda materijala

je pokazala zn@mjnu razliku izméu BTKF/HA grupe i ostalih ispitivanih grupa, dok jeoggenat
materijala bio podjednak u AUTQBITKF. Razlika u procentu neresorbovanog materijgiabila
uotena izmdu analiziranih grupa zdravih kuwa. Komparativha analiza u uspeSnosti

regenerativne terapije iziie defekata kosti zdravih kui@ i kunta sa indukovanim DM tip | je



pokazala da dijabetes melitus zamo redukuje procenat novoformirane kosti kadakse
materijal koristio AUTO iBTKF, Sto nije bio sltaj posle primengdTKF/HA. Medutim u
dijabeténim defektima regenerisanim s@TKF/HA, bilo je prisutno zn&jno Vvise
neresorbovanog materijala u odnosu na iste defektiezdravih kunia, a Sto nije bio stiaj

registrovan u drugim ispitivanim grupama.

Znatajno povéanje VEGF i BMP2 je registrovano u kontrolnim defela dijabeténih kunica u
odnosu na zdrave. Analiza unutar grupa je pokazaiajno povéanje VEGF kod zdravih

kuni¢a sa regenerativnom terapij@mKF u odnosu na kontrolne defekte.

Zaklju ¢ak: Komparativhom i kvantitativnom analizom je pokazat@je u uslovima postojanja
DM tip | prisutno zn&ajno smanjenje uspesnosti regeneracije ckoty defekta Kkosti
novoformiranim kostnim tkivom cetiri nedelje posle regenerativhe terapije defekta
autotransplantatom f-trikalcijum fosfatom, u odnosu na zdrave kigikao i to da u grupi
kuni¢a sa DM tip I, oba pomenuta materijala, autotraargplt i3-trikalcijum fosfat, postizu bolju
regeneraciju kosti u odnosu fdrikalcijum fosfat u kombinaciji sa hidroksiapatih i kontrolni
defekt. Regenerativna terapija kiitih defekata kospTKF zdravih kunéa pr&ena je zn&jnim

povetanjem VEGF 5to nije bio staj kada se primeni regenerativna terapija u uslavd tip .

KLJU CNE RECI: regeneracija kostnog tkiva, eksperimentalno iaaz®M, kriticni defekt

kalvarije kunta, autotransplantat,T KF.
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EVALUATION OF BONE REGENERATION IN CRITICAL SIZED C ALVARIAL
DEFECTS IN RABBITS WITH DIABETES MELLITUS TYPE |

SUMMARY

Introduction : Bone tissue is mineralized and highly vascularizennective tissue that has the
unique ability to heal by restoring its structureldunction, which is done by the process of bone
regeneration. Given this complex biological procebe bone tissue healing takes place in
several stages of intramembraneous type of ossficanamely: phase of inflammation and the
creation of centers of ossification in the connectissue, then the phase of creating osteoid i.e.
unmineralised bone matrix, the phase of creatiothefimmature newly formed bone and the
periosteum and the stage of the primary bone foomat

The basic biological principles of bone regeneratiovolve three processes: osteogenesis,
osteoinduction and osteoconduction. In essencgrteess of osteogenesis based on the creation
of centers of newly formed bone in the phases dlihg, is organized by the process of
osteoconduction and osteoinduction. Osteoconductieans the creation of bone tissue by the
signaling mechanisms from the surrounding boneuramg mobilization and ingrowth of
osteogenic cells at the site of regeneration. @sdection implies formation of bone tissue by
the signaling mechanisms induced within the borfeatethe differentiation of the local non-
differentiated connective tissue cells into ostasetd, osteoclasts, fibroblasts under the influence
of one or more inductive factors.

Synchronized mechanisms of osteogenesis, whichlvaevgrowth factor activity and cellular
activity of bone tissue, underlie physiological gges of bone tissue modeling and remodeling
during the course of bone healing, due to the actewn between cells of bone tissue,
osteoinductive growth factors, osteoconductive maind process of vascularization. In this
regard, vascular endothelial growth factor (VEGE)ane of the most important signaling
molecule in the process of angiogenesis. Its relemportant in stimulating growth and
differentiation of endothelial cells from pre-exig} vascular structures in the process of
regeneration of bone tissue and controlling theangability of blood vessels. VEGF protect

endothelial cells from apoptosis and stimulateedé@htiation and proliferation of osteoprogenitor



cells. Owing to transduction mechanisms through dtaaulation of endothelial cells, VEGF
affects the production of bone morphogenetic proge(BMP2), for which it is known that, as a
primary osteogenic growth factor, plays a majoerol the stimulation of differentiation of
mesenchymal stem cells in the osteoblasts-likes,cels well as in active osteoblasts and
periosteal cells. On the other hand, BMP2 modW&E&F production in endothelial cells, by
having an impact on the process of angiogenesis.

Considering the fact that the healing process afebtissue with aforementioned mechanisms
takes place depending on the size of the bone tjefee use of regenerative therapy with
autograft or synthetic biomaterials is indicatedarger critical sized bone defects. In addition,
autotransplant of bone tissues has osteogeniqindtective and osteoconductive properties, in
contrast to synthetic materials that are only asiaductive. Previous studies have shown a high
success rate of the regenerative therapy of drisiced bone defect by using these materials in
healthy subjects.

On the other hand, success rate of regenerativaphealepends on the presence of metabolic
diseases, such as diabetes mellitus (DM). The keghanism, which is responsible for the
difficult and slow healing process of the boneuessn patients with DM, is the suppression of
osteoblastogenesis, or biological process of crga#ictive osteoblasts, which reduces their
activity, differentiation and proliferation. In aiidn to the microvascular and macrovascular
changes in DM, the synthesis of VEGF is also reduediich directly influence the process of

angiogenesis involved in the healing of bone tissue

Aim: The aim of this doctoral dissertation was to itigede and analyze the comparative
performance of the regenerative therapy of boneedks after use of autogenous bone (AUTO),
beta-tricalcium phosphat@TKF) alone or in combination with hydroxyapatif€TKF/HA) on
the model of critical sized calvarial defects ofalley and rabbits with induced DM type |.
Further, the aim of this thesis was to determirgt @amine the value of VEGF and BMP2 in the
newly formed bone tissue after application of therementioned materials for regeneration of
critical sized bone defects.

Materials and Methods: The study was conducted in two parts, as a preéingistudy and as a

controlled, comparative study in giant chinchillabbits, divided into two groups: 1) with



experimentally induced diabetes mellitus type hgsalloxan i.v. (n=11) and Il) healthy rabbits
(n=9). Each group was divided into four groups ey on the material used for the
regeneration of bone defects:

| group - the bone defect filled with beta-ti@am phosphatef(TKF),

[l group - bone defect filled with beta-tricalanuphosphate / hydroxyapatif@TKF/HA),
[l group - bone defect filled with autogenous bqAUTO),

IV group - unfilled bone defect (control defecatlnealed spontaneously) (KQN)
The critical sized defects were surgically creaiadrabbits calvaria. One defect was filled with
autogenous bone graft taken at the site of surgst@otomy, one remained unfilled (control) and
two had been filled witifTKF andpTKF/HA. After 4 weeks, the animals were sacrifi@dl the
samples of the regenerated tissues were takenidtmidgical and histomorphometric analysis

and determination of the concentration of VEGF BMP2.

Results: We analyzed tissue in a total of 16 rabbits, &vibtM type | and 8 healthy rabbits.
Histological analysis of the bone tissue, 4 wedksr dhe use of materials for regeneration has
shown that the use of AUTO led to complete heabhghe bone defect with more prominent
trabecular bone structure in healthy as comparddMorabbits. Newly formed bone was also
present in the central parts of the defect, welbrporated with the particles 8TKF, both in
healthy and in DM rabbits, while in the group wilte applied3TKF/HA, a newly formed bone
tissue was registered mainly in the periphery efdhtical defect. Connective fibrous tissue was
present in the central parts of the defects trewitiétdl FTKF, FTKF/HA and control defects in
both groups of rabbits . Residual graft materia$ \weesent in the central parts of the defect, well
incorporated into newly formed bone or connectigsue, often present in DM bone defects.

The results obtained in a group of healthy rabditd rabbits with DM type |, 4 weeks after the
regenerative therapy, showed a significant increaiee amount of newly formed bone and bone
marrow defects treated with AUTO compared to thgults obtained after the use PTKF,
BTKF/HA and the control group. Significantly lessnoective tissue is registered in the defect
with BTKF compared to defects treated wifiTKF/HA in DM. Analysis of residual graft
particles showed a significant difference betwdenpT KF/HA group and the other examined
groups, while an equal percentage of the matergad present in the AUTO afiTKF defects.

The difference in the percentage of residual grgfarticles was not observed between the



analyzed groups of healthy rabbits. Comparativdyaizaof the performance of regenerative
therapies between bone defects of healthy rabbdgabbits with induced DM type I, found that
diabetes significantly reduces the percentage whnmrmed bone when AUTO amiTKF were
used, which was not the case after the applicatibkF/HA. However, significantly more
residual graft particles were present in diabegtedts regenerated wifirKF/HA, compared
with the same defects in healthy rabbit, which waisthe case registered in other test groups.
The significant increase in concentration of VEGIHE 8MP2 is registered in the control defects
of diabetic rabbits compared to the healthy. Analysithin the groups showed a significant

increase in VEGF in healthy rabbits wh@iekKF was used, compared to control defects.

Conclusion: A comparative quantitative analysis demonstrateet DM type | significantly
reduces regeneration of critical sized defect welvly formed bone tissue, four weeks after the
use of autograft an@-tricalcium phosphate, compared to healthy rabltsiabbits with DM
type |, autograft an@-tricalcium phosphate, achieve a better regeneratigdhe bone in relation
to B-tricalcium phosphate in combination with hydroxgtife and control defect. Regenerative
therapy of critical bone defects after the usefdtKF in healthy rabbits is accompanied by a

significant increase in VEGF, what was not the cfser the use of regenerative therapy in DM

type .

KEY WORDS: regeneration of bone tissue, experimentally iedu®M, critical sized rabbit

calvarial defect, autogenous bone griaitkF.
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UvOD



Regeneracija kostnog tkiva

Kostno tkivo je mineralizovano i visoko vaskulanamo vezivno tkivo koje ima jedinstvenu
sposobnost zarastanja sa potpunim obnavljanjeme ssopkture i funkcije, koje se odvija

procesima modelacije, remodelacije i regenera&@r(merfeldt 2001).

Sa fizioloSkog aspekta, postoje dva osnovna tipastanja kostnog tkiva, enhondralni i
intramembranozni tip zarastanja. Osnovna razlikasiz ova dva tipa osifikacije je &injenici

da je kod enhondralnog tipa zarastanja prisutna fazmiranja i resorpcije hrskavice, koja
prethodi formiranju kostnog tkiva, za razliku odramembranoznog tipa, gde se kost formira
direktnom apozicijom u vezivhom tkivu, bez prethodgnstvaranja hrskavice. Enhondralna
osifikacija je prisutna kod kostiju izvan orofadija regije i odgovorna je za rast i razvoj dugih
kostiju, kao i za zarastanje preloma kosti. S drggene, fizioloSko zarastanje kostiju
orofacijalne regije pripada intramembranoznom wgtfikacije i prisutno je kako posle preloma
kostiju lica i glave, tako i posle regenerativneafgje. Intramembranozni tip zarastanja kosti
prolazi kroz sledee faze: faza inflamacije i stvaranja centara oadije u vezivnom tkivu, potom
faza stvaranja osteoida tj. nemineralizovanog tedri kosti, faza stvaranja nezrele
novoformirane kosti, faza stvaranja periosta | fg@amarnog stvaranja kosti. Nadalje,
intramembranozni tip osifikacije obuhvata dva osrwioloSka mehanizama zarastanja. Kao
prvi od mehanizama, predstavljen je mehanizam naggel novoformiranog kostnog tkiva,
odnosno stvaranje kosti iz nemineralizovanog msdrilosteoida, do mineralizovane forme nove
kosti. Naredni mehanizam zarastanja, koji set@énaadovezuje na proces modelacije, jeste
remodelacija novoformiranog tkiva, a Sto se odm@sikonstantne promene volumena kosti sa
aspekta njene resorpcije i apozicije. lako koskieot pokazuje veliki regenerativni potencijal i
moze u potpunosti obnoviti originalnu strukturwnkciju, kostni defekttesto ne uspevaju u
potpunosti zarasti kostnim tkivom. Upravo da bosgogiéilo i podstaklo zarastanje, u defekte se

stavljaju materijali za regeneraciju kostnog tkigdap podrazumeva regenerativnu terapiju kosti.

Osnovni bioloski mehanizmi regeneracije kosti uldju tri osnovna procesaosteogenezu,

osteokondukciju i osteoindukciju.



Osteogenezgeste bioloSki proces zarastanja kostnog tkiyiase mehanizmi pokial delovanjem
osteoblasta i prekursorskih osteoblasta u samomkulefkosti, ili kojim se fizioloSki aktivni
osteoblasti transplantiraju u defekte kosti zajedaobioloskim materijalom za regeneraciju
(Sheik i sar. 2015). U svojoj osnovi, proces oste@ge je zasnovan na stvaranju centara nove
kosti u fazama njenog zarastanja ili regenerabligme, pokazano je da osteoprogenitaieige
dom&ina infiltriSu mesto prijema autotransplantata, kamaterijala za terapijski postupak
regeneracije, u toku prvih 7 dana zarastanja kosltosno vremenskog perioda rane¢gtoe
osteogeneze (Goldberg 2000).

Sa druge strane, faktori rasta koji su neophodnpmees osteogeneze, mogu biti prisutni u
materijalu za regeneraciju, regiji prijema matéaija krvnim sudovima. Brojna kligka
istrazivanja su pokazala da spongiozni autotramati ekstraoralnog ilifgmog ili intraoralnog
porekla imaju snazan osteogeni potencijal u regeivenj terapiji kostnih defekata (Hiatt i sar.
1978, Buser i sar. 1996).

Osteokondukcija je proces koji nastaje kada materijal za trangpju sluzi kao
trodimenzionalni nosaza urastanje krvnih sudova i prekursorsiehija kosti u defekt (Goldberg

i sar. 1987). Zahvaljujii ovom bioloSkom procesu, uspesSno se primenjujuerjali koji se
koriste u regenerativnoj terapiji kostnog tkiva (@l 1999). Struktura i dizajn materijala su
vazni faktori koji doprinose procesu osteokonduk¢pheikh i sar. 2015). Materijali koji imaju
hemijsku strukturu najsiniju kostnom tkivu, obezbegk adekvatnucelijsku osteogenu
diferencijaciju. Takde, makroporoznost, mikroporoznost i interkonekcijaeiu porama
materijala, zné&ajno uttu na potencijal osteokondukcije. Visok stepen poosti omogduje

prorastanje krvnih sudova i apoziciju kostnog nkati(Mastrogiacomo i sar. 2006).

Osteoindukca jeste proces stvaranja nove kosti diferencijatijokalnih nediferenciranikelija
vezivnog tkiva u osteoblaste, fibroblaste i ostastd, pod uticajem jednog ili vise induktivnih
faktora. Proces osteoindukcije u velikoj meri zawd faktora rasta, natdo u toku rane faze
kostne regeneracije (Boyne 1988). Faktori rastalkaju na proces formiranja nove kosti deluju
na proliferaciju fibroblasta i osteoblasta, prodjikekstracelularnog matriksa, diferencijaciju

mezenhimalniltelija i stvaranje krvnih sudova (Sheikh i sar. 2015

Cesto su sva tri mehanizma stvaranja kosti @klia u regeneraciju i definiu tri osnovna uslova
koja su neophodna u regenerativnoj terapiji kosthog:



- prisustvo osteoblastéelija koje stvaraju kost ikkelija sa sposobnostima diferencijacije u

osteoblaste,

- prisustvo osteoinduktivnih stimulusa za inicijacgiferencijacije mezenhimalnikelija u

osteoblaste,

- prisustvo osteokonduktivne sredine ké@omoguditi prorastanje vezivnog tkiva i unutar

koje ¢e se osteoprogenitorielije diferencirati u osteoblaste i stvarati nowask

Regeneracija kostnog tkiva predstavlja slozen awhittian fizioloSki proces koji se zasniva na
molekularnim, ¢elijskim i bioloSkim mehanizmima osteoindukcije v@tanje kostnog tkiva

indukovano signalnim mehanizmima unutar kostnogekia) i osteokondukcije (stvaranje
kostnog tkiva signalnim mehanizmima iz okolne Kosiji je cilj potpuna regeneracija kosti bez

stvaranja oziljnog tkiva (Dimitrou i sar. 2011, Kzer i sar. 2008).

Tkivni mehanizmi u regeneraciji kostnog tkiva

Osnovu regeneracije kostnog tkiwine funkcionalni, tkivni mehanizméelija kosti. Celije
zna&ajne za proces regeneracije kostnog tkiva su osigepitornecelije, osteoblastima sine

¢elije, aktivni osteoblasti, osteociti i osteoklasti

Osteoprogenitornéelije su multipotentnéelije ¢ijom diferencijacijom, pod uticajem ragziiih
faktora, mogu nastati osteoblasti (Barrere i s@062. SmeStene su u unutrasnjem celularnom
sloju periosta, oblazu Haverzove kanale i endostemmmogu se u veoma malom procentu

izolovati iz kosne srzi (Block 2005).

Osteoblasti su mononukleargelije koje vode poreklo od mezenhimalnih progemitior ¢elija.
Nalaze se na povrsini kosti, kuboidalnog su oblikdgovorni su za produkciju i mineralizaciju
kostnog matriks&ija sinteza se odvija u dve faze (Capulli i sarl20 U prvoj fazi osteoblasti
produkuju kolagen (uglavnom tip 1), nekolagene e@im¢ (osteokalcin, osteonektin, kostni
sijaloprotein i osteopontin) i proteoglikane (dekor biglikan) koji zajedno formiraju organski
matriks, ¢ijom se mineralizacijom u drugoj fazi formira kostmatriks. Pored navedenog, u

okviru organskog matriksa prisutni su i raglifaktori rasta, kao Sto je BMP2, koji doprinose
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aktivaciji, diferencijaciji i proliferaciji kostniktelija kao i regeneraciji kostnog tkiva (Aszodi i
sar. 2000). Neorgansku komponentu matrikséne joni kalcijuma, fosfora, magnezijuma,
kalijuma, natrijuma, bikarbonata i citrata. Najvgizsu joni kalcijuma i fosfata jer obrazuju
kristale hidroksiapatita (G&POs)s(OH),) koji mogu biti u obliku tankih pléica ili Stapta i

postavljeni su paralelno sa kolagenim vlaknima.

Osteoblastima sine c¢elije ili linijske kostnecelije su ustvari osteoblasti u stanju mirovanja,
pljosnatog su oblika i nalaze se na povrSini kgste nema resorpcije ni produkcije novog
kostnog tkiva (Miller i sar.1989). Njihova funkcijgje u potpunosti razjasnjena, ali je pokazano
da ovecelije mogu da spre direktnu interakciju izmi# osteoklasta i kostnog matriksa u cilju
spr&avanja procesa resorpcije kosti (Andersen i sd@9R0U zavisnosti od fizioloSkog stanja
kostnog tkiva oveéelije mogu ponovo dobiti sekretornu aktivnost, patesvoju veltinu i dobiti
kuboidalan oblik (Donahue i sar.1995).

Osteociti su najzastupljenijecelije kostnog tkiva. Nalaze se u lakunama okruzene
mineralizovanim kostnim matriksom, gde pokazuju dfértnu morfologiju. Potiu od
mezenhimalnih progenitornileelija, jer nastaju diferencijacijom osteoblasta. te0siti u
lakunama su n@isobno povezani putem svojih citoplazriaith produzetaka zahvaljuju
lakuno-kanalikularnom sistemu (Manolagas i sar.0®vaj sistem je, pored metaliddie
aktivnosti, odgovoran za meh&ko-senzornu funkciju osteocita, jer ima sposobuastietektuje
mehanéki pritisak i time pomaze adaptaciju kosti na ogienje (Rochefort i sar. 2010).
Osteociti na povrsini autotransplantata prezivljavashranjuju se procesom difuzije (Goldberg
2000).

Osteoklasti su multinuklearne dzinovsiadije koje pottu od ¢elija monocitno-makrofagne loze
hematopoetinog sistema.SmeSteni su na povrSini kostnog tkiva u uleégma koja se
nazivaju HauSipove lakune i koje sami osteoklastarsju. Pokretne stelije pa im je i oblik
promenljiv. SintetiSu hidrolitke enzimec¢ime obavljaju proces resorbovanja i demineralizacij

koStanog matriksa tokom rasta i remodeliranja.

Proces remodelacije i regeneracije kostnog tkiveggrada se zahvaljujii sinhronizovanoj

aktivnosti osteoblasta, osteocita i osteoklasta.



Celijski mehanizmi u regeneraciji kostnog tkiva (VEGF i BMP2)

Proces regeneracije kostnog tkiva podrazumeva kuoadu interakciju izméu celija,
osteoinduktivnih faktora rasta, osteokonduktivnogtnksa i procesa vaskularizacije (Carofino i
sar. 2008). Faktori rasta su solubilni signalni @kali koji stimuliSu rastcelija, migraciju,
diferencijaciju i angiogenezu (Heckman i sar.1998®eget i sar. 2002). Proces regeneracije kosti
se odvija pod uticajem raziiih faktora rasta, kao Sto su faktor rasta vagskudg endotela
(VEGF) i kostni morfogenetski protein 2 (BMP2), jikoredstavljaju primarnéelijske faktore u
procesu angiogeneze i osteogene@eellier i sar. 200 Sinergetski efekat iznda VEGF i
BMP2 ima snazan uticaj na regeneraciju kostnogatkkempen i sar. 2009).

Vaskularni endotelni faktor rasta je n&jja najzna&ajniji stimulator angiogeneze. Opstanak i
mitoza endotelnihéelija, jedna od osnovnih funkcija VEGF, je odgowrza indukciju
angiogeneze, u brojnim fizioloSkim (embrionalni vag skeletni rast) i patoloSkim stanjima
(mikrovaskularne i makrovaskularne komplikacijeabgtes melitusa), (Wirostko i sar. 2008).
Uticaj VEGF-a na poumanje vaskularne permeabilnosti i vazodilatacijéupgkcija koja ukazuje
na zng&ajnu ulogu ovog molekula u inflamaciji i drugim pktSkim stanjima (Ferrara i sar.
2004).

U procesu regeneracije kosti, angiogenza zauzimiateo mesto (Schipiani i sar. 2009). S tim u
vezi, vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) gglan od najzriajniji signalnih molekula u
procesu angiogeneze. Prisustvo VEGF kao ¢kipg faktora angiogeneze u ranim fazama
zarastanja pokazano je u mnogobrojnim studijamaw@ri sar. 2002, Kumar i sar. 2009).
Osnovna uloga VEGF je stimulacija rasta i deobeot=idih ¢elija, pa stoga, VEGF ima z&gan
uticaj na proces stvaranja novih krvnih sudovaag postojée vaskularne strukture u kostnom
tkivu u procesu njegove regeneracije (Pandya iZ#06, Neufeld i sar. 1999). Pored zajae
mitogene aktivnosti, VEGF cestvuje i u kontroli propustljivosti krvnih sudovkao i zastiti
endotelnihc¢elija od apoptoze (Makinen i sar. 2001). Dosada#njavo ispitivanja su pokazala
pojatanu ekspresiju VEGF u novoformiranom kostnom tkivuprvih Sest nedelja kostnog
zarastanja na modelu kuitih defekata kalvarije kuéa (Fok i sar. 2008).

Pored angiogeneze, VEGF ima zaman efekat i na proces osteogeneze, stimiiliSugraciju

osteoblasta i diferencijaciju osteoprogenitorgéiija (Yang i sar. 2012). StaviSe, Street i sar.
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(2002) su pokazali da VEGF ima snazan osteoinduikéfekat, jer pored angiogenezecatna
migraciju osteoblasta i proces mineralizacije kogtnmatriksa. Takde, transdukcionim
mehanizmima preko stimulacije endotelnitelija, VEGF utée na produkciju kostnog
morfogenetskog faktora 2 (BMP2) (Matsubara i s@l2), za koji je poznato da, kao osnovni
osteogeni faktor rasta, ima vaznu ulogu u fiziog$kgeneraciji kostog tkiva (Rosen 2009).
Kostni morfogenetski proteini (BMP) su multifunko@ini faktori rasta koji su identifikovani
zahvaljuji ¢injenici da mogu inicirati ektopno formiranje kosti na animalnom modelu (Urist
1965). Oni indukuju proces formiranja kostnog tkizahvaljujéi procesima hemotakse,
proliferacije i diferencijacije mezenhimalnih prog®@rnih ¢éelija, promociji angiogeneze,
diferencijacije, mineralizacije i remodelacije ko&hang i sar. 1994, Ishiodu i sar.1995).dde
njima, BMP2 ima najvazniju ulogu u procesu regeciggaosti. Takde je pokazano da i BMP2,
indukuje ektopino formiranje kosti, lokalnu mineralizaciju i inffeaciju u razkéitim tkivima
(Johnson i sar. 2006). Osteoinduktivni kapacitebgwsignalnog molekula je pokazan na
eksperimentalnim zivotinjama i u Kkligkim studijamai ogleda se u stimulaciji diferencijacije
mezenhimalnih stentelija u pravcu nastanka osteoblastimatnsh celija, kao i aktivnih
osteoblasta, hondroblast&elija periosta (Granjeiro i sar. 2005). Poznatotgéaie, da BMP2
indukuje sintezu kolagena, osteokalcina i alkal&fdtaze kosti (Sampath i sar. 1992). S druge
strane, i BMP2 modulira produkciju VEGF u endoteinéelijama, utéu¢i tako na proces
angiogeneze (Dietrich i Antoniades 2012). Langehfesar. (2004) su pokazali da BMP2 ima
potencijal da indukuje proces angiogeneze. Patalaflanja, kao Sto su oksidativni stres,
inflamacija ili hiperglikemija mogu da izazovu ekspiju BMP2 u glatkim mignim c¢elijama
krvnih sudova Sto ukazuje na ma@guwlogu u patogenezi vaskularnih kalcifikacija (ska i sar.
2005).



Autotransplantati i sinteti ¢ki materijali u regeneraciji kostnog tkiva

Materijali koji se koriste u regenerativnoj terapiostnog tkiva su podeljeni na prirodne
transplantate (autograft ili autotransplantat, edogi ksenograft) i sintetke materijale

(aloplasténi materijali) (Khoury i sar. 2001, Esposito i s2008). Ovi materijali se primenjuju u
regenerativnim procedurama, zahvalfiju svojim  osteogenim, osteoinduktivnim i

osteokonduktivnim svojstvima (Sheikh i sar. 2013).

Autotransplantati su kostni transplantati koji se uzimaju i prenose istraoralnih ili
ekstraoralnih donor mesta na mesto prijema, gdeakzi kostni defekt i predstavljaju "zlatni
standard” u regenerativnoj terapiji kostnog tkiyer, poseduju osteogene, osteoinduktivne i
osteokonduktivne osobine (Cypher i sar. 1996)diien, morbiditet donor mesta, ogréenost u
volumenu intraoralnog transplantata, duzina trajamjtervencije, broj operativnih regija i
ekonoménost su veliki nedostaci, zbog kojih se u Kkaj upotrebi sve viSe koriste drugi
materijali, zavisno od indikacije za regeneratieuapiju (Younger i sar. 1989, Cypher i sar.
1996) (Tabela 1).

Tabela 1. Prednosti i nedostaci kéeisja autotransplantata u regeneraciji kostnog tkiva

Prednosti Nedostaci

Biokompatibilnost Potreba za dodatnom hirurskom intervencijom
Osteokonduktivnost Produzeno vreme trajanja operacije
Osteoinduktivnost Pove&anje troSkova

Visok osteogeni potencijal Morbiditet donor mesta i postoperativni bol
Adekvatna mehatka snaga Povean rizik od frakture kod donor mesta

Dostupnost u kortikalnom i spongioznom tipu Ograntena kol€ina i volumen kosti

Visoka varijacija u kvalitetu kostnog tkiva




Po poreklu, autotransplantati su podeljeni na reksalne i intraoralne, dok u zavisnosti od
sastava mogu biti korikalni, spongiozni ili kombuami. Spongiozni autotransplantati imajutwve
sposobnost revaskularizacije od kortikalnih, zajwyati svojoj poroznoj arhitekturi.
Revaskularizacija ovih graftova §oje petog dana nakon transplantacije (Wilk 20(8§.druge
strane, kortikalni graftovi imaju ¥&@ mehaniku otpornost koja se vremenom smanjuje, kao i

manji stepen inicijalne resorpcije u odnosu na gpEzmi.

Alograftovi se uzimaju od geneéli neidenttnog ¢lana iste vrste (Sheikh i sar. 2015). lako
alograftovi podlezu mnogobrojnim procesima pre tgdme, rizik od transmisije bolesti uvek
postoji. Ovi materijali mogu biti svezi, zamrznuigfilizirani, mineralizovani, demineralizovani i

primenjuju se u regenerativnoj terapiji kostnog#&(Block i sar. 2006, Sterio i sar. 2013).

Ksenograftovi se biomaterijali Zivotinjskog porekla, biokompabitisu sa ljudskim primaocem i
imaju visok osteokonduktivni potencijal. Anorgansf@proteinizirana kost godeg porekla je
ksenograft koji se uspesno koristi u terapiji ikbstnih defekata i augmentacionim kostnim

procedurama (Valentini i sar. 1997, Thoma i sat®@0

Aloplasti¢ni kostni graftovi susinteticki materijali koji su uvedeni u klinlku praksu da bi se
prevazisli nedostaci vezani za upotrebu autotramspla (Hench 1998). Osnovne prednosti
alograftova jesu @ dostupnost u kdlini u odnosu na prirodne materijale, ne postojanpka

od transmisije bolesti i jako nizak antigeni potgrdShetty i sar. 1991). Aloplastii materijali

su biokompatibilni i poseduju osteokonduktivhe kéeastike, a najele kori€eni su beta-
trikalcijum fosfat BTKF), sintettki hidroksiapatit (HA) i bifazni kalcijum fosfatpTKF/HA),
zbog njihovog mineralnog sastva i hemijske struktoji najvise odgovaraju humanom kostnom
tkivu (Han i sar. 1984). Osim toga, bitna karaldika ovih materijala je i njihova porozna
mikroarhitektura (Lecomte i sar. 2005). Prethodravadeni kalcijum fosfatni biomaterijali
favorizuju migraciju, prijanjanje, proliferaciju ékspresijucelija kostnog tkiva i dovode do
formiranja nove kosti koja je u direktnom kontals@ primenjenim materijalom za regeneraciju
(Trombelli i sar. 2002). BioloSko ponaSanje matdaijza regeneraciju kosti ne zavisi iskijo

od hemijskih osobina, jer veliki uticaj imaju mikranakrostrukturne karakteristike kao Sto su
veli¢ina pora, poroznost i interkonekcijegnnink i sar. 2011). StaviSe, strukturne osobinaj
znaajan efekat na osteokonduktivnost ovih materijgéa, pore omogéavaju formiranje krvnih

sudova i direktno prorastanje novoformiranog kogtntkiva unutar samog materijala.
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Interkonekcija méu porama obezldeje cirkulaciju fluida kroz celokupnu strukturu regjala,
Sto dovodi do pov@nja koncentracije bioloSki aktivnih proteina i peSuje proces regeneracije
kostnog tkiva (Lecomte i sar. 2008). Rastvorljivositerijala i topografske karakteristike njihove
povrSine su jedni od najzeggnijih faktora koji utéu na bioloSku aktivnostelija kostnog tkiva.
Naime, u toku procesa biodegradacije i resorpcgeenijala, moze do do promene u lokalnim
pH vrednostima, Sto direktno & na vitalnost i diferencijacijéelija. Topografske karakteristike
povrSine materijala imaju klfunu ulogu u adsorpciji proteina i adhezglija, Sto moze imati

efekat na diferencijaciju osteoblasta (Savamedi.i2013).

Bioaktivnost i resorpcija ovih materijala zavise @dhosa kalcijumovih i fosfatnih jona (Ca/P),
kristalne strukture ¢istoce kristalne faze. U uslovima fizioloskih pH=7,4 @n@sti ovi materijali
su relativno nerastvorljivi, dok se u kiseloj sr@dpovetava njihova rastvorljivost (Lai i sar.
2005).

Beta-trikalcijum fosfat §TKF) je sintetéki aloplasténi materijal koji se koristi u regenerativnoj
terapiji kostnog tkiva sa zadovoljavajm klinickim i histoloSkim rezultatima (Artzi i sar. 2004,
Hadadd i sar. 2006). Osteokonduktivni efekat ovogtemjala pokazan je u mnogim
eksperimentalnim i kligkim istrazivanjima. Zerbo i sar. (2001) su pokazaijepTKF pouzdan
materijal u augmentacionoj proceduri podizanja psidaisa. Naime, autori su pokazali da je 8
meseci nakon operacije bila prisutna novoformirkost i osteoid koji su u direktnom kontaktu
sa neresorbovanim granulama materijala. Autoriraliarali osteogenezu i degradacffiiKF i
zakljwili da partikule ovog materijala privi@ ostoprogenitornéelije, kao i da osteoklasti
nemaju uticaj na proces njegove inicijalne resgepddvo je potwieno u studiji Knabe i sar.
(2008) gde je pokazano da je osnovni mehanizamradagije fTKF hemijska disolucija, a
potom i fagocitoza makrofagim@TKF se potpuno resorbuje u periodu od 12 do 18 onase
zamenjuje novoformiranom Kkosti, koja je po svojimnagomskim i funkcionalnim

karakteristikama sina originalnom kostnom tkivu (Szabo i sar. 2001).

Sinteteki hidroksiapatit (HA) ima hemijsku strukturu veomséi¢nu humanoj mineralizovanoj
kosti i njegov efekat u procesu regeneracije Kestiokazan na mnogim studijama (Kenney i sar.
1985, Bagambisa i sar. 1993, Ayers i sar. 19898KF i HA se meusobno razlikuju po sastavu,
kristalnoj strukturi i bioloSkom ponaSanjupTKF (Ca(PQy).) je brzo resorbuiki
osteokonduktivan materijal koji brze dovodi do famanja kostnog tkiva u podenju sa sporo
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resorbujiéim HA (Savamedi i sar. 2013). Metim, sa druge strane, HA&(POy)s(OH),) je
pouzdaniji materijal za dugotou in vivo stabilnost i za duZe odrzavanje efekata
osteokondukcije. Imajii ovo u vidu, pretpostavljeno je da bi kombinadija sapBTKF imala
prednosti u regenerativnoj terapiji zbog kontratisabioaktivnosti i balansa izie procesa

resorpcije materijala i modelacije nove kosti (Le&aa sar. 2003).

Bifazni kalcijum fosfat §TKF/HA) je sintettki aloplasténi materijal koji se sastoji od
hidroksiapatita (60%) i beta-trikalcijum fosfataOf4). RadioloSka evaluacija u toku kkkih
istrazivanja je potvrdila zadovoljav&g osteokonduktivne karakteristike ovog regenerativn
materijala (LeGeros i sar. 2003). Hwang i sar. @0poredéi efekte fTKF, HA i BTKF/HA na
modelu krittnog defekta kalvarije kué& su pronasli da je procenat novoformirane kosii bi
najveti kod primene bifaznog kalcijum fosfata, kao i @asfepen resorpcije materijala biccive
kod BTKF. U saglasnosti sa ovim istrazivanjem su i regulYang-a i sar. (2013), gde je
histomorfometrijskom analizom pokazano da je pratamvoformirane kosti bio e posle
primene bifaznog kalcijum fosfata u pdemju saBTKF. Na istom modelu Park i sar. (2010) su
zakljwili da BTKF/HA poseduje dobar osteokonduktivni potencijal i dgpgeizdan materijal u

regenerativnoj terapiji kostnog tkiva.

Dijabetes melitus (DM) i regeneracija kostnog tkiva

Dijabetes melitus se definiSe kao grupa metakiblioboljenja préaenih hiperglikemijom, koja
nastaju zbog poremaja u I&enju insulina, aktivnosti insulina ili su oba patéika mehanizma

prisutna u patogenezi ovog oboljenja (Retzepi i @02010).

EtioloSki se razlikuju dva osnovna tipa ove botefiM tip | gde je uzrok hiperglikemije
autoimuna destrukcijf ¢elija endokrinog dela pankreasa koja dovodi docttefinsulina i DM
tip Il sa hiperglikemijom kao posledicom kombinacimetabotikih disbalansa, kao Sto su:
rezistencija na insulinsku aktivnost, relativni ufisski deficit, visoka hepatha produkcija

glukoze, neadekvatni kompenzatorni insulinski sekre odgovor.

Najceke sistemske komplikacije DM su nefropatija, retiatijp i otezano zarastanje rana,

nastale kao posledice mikrovaskulopatija, makrovkgatija i neuropatija. Ovo hramo
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metaboléko oboljenje je takde pra&eno pojavom komplikacija na kostnom tkivu koje séirdSu
kao dijabeitka bolest kostiju ili dijabetka osteopatija (Bouillon, 1991). Dijab&ti skeletni

fenotip karakterisu:
-smanjen linearni rast kostiju kod pubertetskogoggazvoja (Salerno i sar.1997),

-smanjena mineralna gustina kostiju i pése rizik od osteoporoze i osteopenije (Vestergaard
2007),

-povetan rizik od frakture (Janghorbani i sar. 2007),
-usporeno kostno zarastanje i oslabljen regenaigidtencijal kostnog tkiva (Cozen 1972).

Klju¢ni mehanizam koji je odgovoran za otezano i uspmrearastanje kostnog tkiva kod
pacijenata sa DM je supresija osteoblastogenezeysmd bioloSkog procesa stvaranja aktivnih
osteoblasta (Hamann i sar. 2011), kojom je redukavajihova aktivnost, diferencijacija i
proliferacija (McCabe 2007). Naime, ispitivanja aaimalnom modelu sa eksperimentalno
izazvanim DM tip | pokazala su da redukcija u ekspr gena koji reguliSu diferencijaciju
osteoblasta dovodi do smanjenja broja ofétija, kao i do poremi@ja u njihovoj funkciji.
Upravo zbog porendaja u aktivnosti osteoblasta, DM prouzrokuje smamjsintezu kolagena i
osteodinog matriksa, kao osnove za stvaranje navifanog kostnog tkiva (Lu i sar. 2003,
Hamada i sar. 2009, Hamada i sar. 2007, Botolin dChbe 2007). Stoga, porefag u
proliferaciji ¢elija i smanjenje metabolizma kolagena, direktnapssledica dijabetesa koji
ozbiljno utéu na proces obnove tkiva (Falanga i sar. 2005, kama i sar. 2007).
Hiperglikemijski status kod dijabetesa dovodi igvetanja procesa resorpcije kosti (Krakauer i
sar. 1995), zahvaljufii povetanoj aktivnosti osteoklasta i sledstvenoj redukaijformiranju
novostvorene kosti (He i sar. 2003). Pored togaarguje adherenciju, rast i akumulaciju
ekstracelularnog matriksa kostnog tkiva (Weiss . 99€81). Hiperglikemija takite, pored
inhibicije diferencijacije osteoblasta &gi i na promene u &enju paratiroidnog hormona koji
reguliSe metabolizam fosfora i kalcijuma (Santasari 2003).

Na celijskom nivou, DM dovodi do poremdaja u imunoj funkciji, ranom starenjéelija i
prevremenoj apoptozi, Sto ima uticaj na keratirctsteoblaste i makrofage (Crafford 1995,
Zykova i sar. 2000, Falanga 2005). Poznato je danpne u DM, kao Sto su hipoksija,
disfunkcija fibroblasta, izmenjena angiogeneza iovaskularizacija, smanjen imunitet i

neuropatija, dovode do poretaga svih faza u zarastanju rana, a posebriw uta hemostazu,
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inflamaciju i angiogenezu (Miley i sar. 2005). Snpesra sekrecija faktora rasta, poésa
inflamatorni odgovor i loSa oksigenacija su mehamikoji remete proces regeneracije tkiva kod
DM (Baumgartner-Parzer i sar. 1995, Liu i sar. 200&avise, powsmna aktivnost signalnih
molekula u dijabetinim uslovima (DM tip 1) moZe da prouzrokuje, porgghanjenja produkcije

kolagena, i apoptozu osteoblasta i fibroblasta {&sa sar. 2005).

Imajuéi u vidu da osnovu patofizioloSkihn mehanizama u Ddhe mikrovaskularne i
makrovaskularne promene, regeneracija kostnog tkivd pacijenata sa DM je otezana i
usporena. Naime, usled patoloskih promena na krvsudovima (mikroangiopatija) u
dijabeténo izmenjenoj kostnoj srzi, i prisutne ishemije, asjena je indukcija endotelnih
progenitornih¢elija (Fadini i sar. 2006). S druge strane, vremebim indukcije endotelnih
progenitornih ¢elija u kostnoj srzi smanjeno je i usled postojanigabeténo izmenjene
autonomne inervacije (neuropatija) (Busik i sa020lIsto tako, pokazano je da su krvni sudovi
u dijabeténim uslovima patoloski zadebljani, sa zonama mikmboza i naslagama fibrina, pri
¢emu je smanjen i broja kapilara (von Wilmowskiyar.s2010, Oikawa i sar. 2010). Taley u
dijabetitnim uslovima smanjena je i sinteza faktora rasta, %o je i VEGF (Brem i Tomic-Canic
2007, Thangarajah i sar. 2009).

Kostno zarastanje kod pacijenata sa DM jec¢g@ma smanjenjem gustine, mineralizacije i
trabekularne strukture kosti (Retzepi i Donos 2(M6Cabe 2007, Hou i sar. 1993, Suzuki i sar.
2003). S tim u vezi, histoloSke analize dijabeti izmenjenog kostnog tkiva, na eksperimentalno
izazvanom DM tip |, pokazale su redukovanu povrdingtne srzi, koja je ograf@na Sirokom
trabekularnom strukturom kosti sa iregularnim idglen u odnosu na zdravu kost (von
Wilmowsky i sar. 2010)Takaie je pokazano da je, #@omenuto smanjenje povrsine kostne
srzi, pr&eno smanjenim brojeréelija i krvnih sudova (Santana i sar. 2003). S drsgane, u
uslovima slabo kontrolisanog DM tip |, postoji Zama redukcija volumena trabekularne kosti i
stepena njene mineralizacije (Follak i sar. 2004).

Imajwéi sve ovo u vidu, moze se zaldjti da osnovni tkivni icelijski mehanizmi koji su
odgovorni za usporeno kostno zarastanje kod DM rgmanevaju supresiju diferencijacije i
proliferacije osteoblasta i promenu nivoa faktasata (VEGF i BMP2) u toku krithe rane faze
regeneracije kostnog tkiva. Trenutno dostupni pbodac literature ukazuju da oshovu

patofizioloSkih promena u kostnom tkivu kod DM tipine hiperglikemija i/ili hipoinsulinemija.
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Uzimajuwi u obzir patogenezu ovih poretaga, kao i prevalencu DM, smatra se cajaim
pronalazenje odgovardjin terapijskih strategija u rekonstrukciji kostrdbfekata kod pacijenata

sa dijabetesom.

Model kriti énog defekta kalvarije kunié¢a

Eksperimentalno kreiran model kétiog defekta kostnog tkiva su prvobitno definisalh®itz i
Hollinger (1986), kao najmanji intraosealni defékisti koji ne moze da zaraste spontano bez
primene regenerativne terapije, ili se u njegovgranséanom zarastanju stvara manje od 10%
novoformirane kosti (Schmitz i Hollinger 1986). Odafinicija je nedavno modifikovana od
strane Cooper i sar. (2010), gde se &mith defektom kostnog tkiva smatra najmaniji intradsie
defekt koji ne moze spontano da zaraste dgmam vremenskom intervalu, osim ukoliko se ne

primeni regenerativna terapija kostnog tkiva.

Ovaj model se koristi za ispitivanje uspesnosteregacije kosti i to:

-za ispitivanje uspesnosti terapijskih postupakeeg&neraciju kostnog tkiva,
-za ispitivanje rane faze regeneracije kostnoggtkiv 4 nedelje,

-za ispitivanje kasne faze regeneracije kosti dodd®lje (Sohn i sar. 2010).

Standardna valina eksperimentalno izazvanog kiitog defekta kosti se kie u intervalu od 6
do 15 mm u préniku, Sto zavisi od duzine pr@nja zarastanja defekta. Naime, defekti manjeg
precnika (6-8 mm) imaju osobine krmog defekta ako im je observacioni period &&ma
(Marden i sar. 1994, Sohn i sar. 2010, Borie i 8811, Calvo-Guirado i sar. 2012). Stavise,
predstavljaju koristan model za odieanje efekata osteoindukcije (Hammerle i sar. 1992
Lundgren i sar. 1992) i evaluacije rane faze regemie kostnog tkiva (Hammerle i sar. 1992).
Defekti pr&nika 6 i 8 mm uglavnom se koriste za ispitivanjpasnosti terapijskih postupaka
regeneracije kosti na tkivnom nivou (histoloSkaistéimorfometrijska analiza), dok se defekti
veceg preénika od 11 do 15 mm koriste i za ispitivanja égijskom i molekularnom nivou
(kvantitativna analiza signalnih molekula) (Humbsar. 2010, Nagata i sar. 2009).

Postoji nekoliko modela koji se koriste u proceegeneracije kostnog tkiva u raziim

anatomskim regijama, ukiujuéi tibiju, radius, mandibulu i kalvariju. Nég<e koriZen jeste
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model kritcnog defekta parijetalne kosti kalvarije kémi zahvaljujgi njenom
intramembranoznom poreklu, Sto §ni veoma sknom humanoj mandibuli. Pored ovoga,
pokazano je da obe kosti, parijetalna kost &ainidonja vilicacoveka, imaju manje spongiozne
kosti u odnosu na kompaktnu, a time i manje kngudova, kao Einjenica da obe kosti nisu
izlozene pritisku i optetenju (Frame 1980). Prednosti kée#ja ovog modela su slede
formiranje kranijalnog defekta u toku eksperimejgaolakSano radi vidljivog i kontrolisanog
pristupa, veliina kalvarije kunia omogigava formiranje véeg broja kostnih defekata na jednoj
eksperimentalnoj Zivotinji, Sto po¥&va ekonon@inost, a smanjuje ukupno trajanje hirurSke
intervencije i pojavu greSke u toku analize rezaltanutar jedne jedinke (eksperimentalne
zivotinje) (Sohn i sar. 2010). Zatim, kada je uapju dinamika stvaranja kosti, kostno tkivo
kalvarije kunéa karakteriSe brzi stepen remodelacije kosti i mjpaptuno sazrevanje u prvih 6

meseci od formiranja defekta (Gilzans i sar 1988).

Zarastanje kritinih defekata kostnog tkiva se odvija u dva praucakviru kostnog grafta unutar
defekta i na ivicama kostnog defekta. Zahvaljujovome, redukcija u valini defekta
obezbedie informacije o procentualnoj zastupljenosti novofoanog kostnog tkiva. Analizom
podataka iz literature je pokazano da vreme zawmsta osteogeni potencijal primenjenog
materijala imaju direktan uticaj na smanjenje kogtmlefekta (Delgado-Ruiz i sar. 2015). Isti
autori su pokazali da faktori, kao Sto su pol, agai tezina eksperimentalnih zivotinja, zatim
broj, lokalizacija i oblik defekata, kao i tip ostemije zn&ajno ne uittu na proces zarastanja
kriti¢cnih kostnih defekata (Delgado-Ruiz i sar. 2014).
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CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Imajuéi u vidu klinicki znataj uspesnosti regenerativne terapije kostnog tkiveslovima DM,
kao i ¢injenicu da za sada nema podataka o uspeSnostieeg®ne terapije u dijabétiim
uslovima, ciljevi ove doktorske disertacije su sted

1) Ispitati histoloSke i histomorfometrijske karaktgike novoformiranog kostnog tkiva
posle primene autotransplantata, beta-trikalcijusfdta ili beta-trikalcijum fosfata sa
hidroksiapatitom na modelu kidtiih defekata kalvarije zdravih, kontrolnih kaaj kao i
kunica sa eksperimentalno indukovanim DM tip |, 4 nesgpsle primene pomenutih
materijala.

2) Odrediti koncentracije VEGF i BMP2 u novoformirandaastnom tkivu posle primene
autotransplantata, beta-trikalcijum fosfata ili dsétkalcijum fosfata sa hidroksiapatitom
na modelu krignih defekata kalvarije zdravih, kontrolnih kéaj kao i kunia sa

eksperimentalno indukovanim DM tip I, 4 nedeljelpqeimene pomenutih materijala.

3) Komparativnom statistkom analizom utvrditi zn&j uspesnosti primenjene terapije na
ranu fazu regeneracije kostnog tkiva kod kontrolmitkunica sa eksperimentalno

izazvanim DM tip 1.
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RADNA HIPOTEZA
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Primena autotransplantata (osteoinduktivni matgrijheta-trikalcijum fosfata samog ili u
kombinaciji sa hidroksiapatitom (osteokonduktivniaterijali) zn&ajno utte na povéanje
kvantiteta i kvaliteta novoformiranog kostnog tkivaranoj fazi osteogeneze (4 nedelje) kod

kuni¢a sa eksperimentalno izazvanim DM tip I.

Rana faza regeneracije kéitiog kostnog defekta kalvarije kontrolnih i kéaisa eksperimentalno
izazvanim DM tip | préena je povéanjem nivoa VEGF i BMP2 u novoformiranom kostnom

tkivu, koji je veti kod kontrolnih, nego kod kuéd sa eksperimentalno izazvanim DM tip I.
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Uslovi eksperimentalnog rada na laboratorijskim ziwtinjama

U istrazivanje je bilo ukljteno ukupno 20 kuta vrste Velikacincila (Oryctologus cuniculys
muskog pola, starosti 4 meseca, telesne mase aib3j5kg, odgojenih u vivarijumu za potrebe
medicinskog istrazivanja uzgaji&@ice Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Svi &usu u
toku adaptacionog perioda i istraZivanja bili sragsu laboratorijskim individualnim kaveznim
sistemima, u kontrolisanoj sredini sa dnevnom pmiofealnom negom, kontrolom zdravstvenog
stanja i ishranom sa svezom vodom zz pihranomad libitum Sto je podrazumevalo koégnje
principa Evropske konvencije za zastitu Zivotinigekse koriste u eksperimentima i za druge
nawne svrhe (CoE-ETS 123). Pre zapganja eksperimentalne studije, dema je preliminarna
studija na ukupno 8 kuéa sa indukovanim dijabetes melitusom tip I.

Dozvola za eksperimentalni rad na zivotinjama doiaj je od Etikog komiteta StomatoloSkog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu (No. 36/17).rdsilvanje na laboratorijskim Zzivotinjama,
odnosno adaptacija kua, eksperiment i njihovo zrtvovanje, demo je po principimdobre
laboratorijske praksena Fakultetu veterinarske medicine, UniverzitetdBepgradu, dok su
preostale laboratorijske analize uzoraka tkivaiema na StomatoloSkom fakultetu i Institutu za

bioloSka istrazivanja Univerziteta u Beogradu.

Dizajn studije

Eksperimentalno istrazivanje u ovoj doktorskoj dseiji uraieno je kaan vivo istrazivanje na
animalnom modelu krignih defekata kostnog tkiva parijetalne kosti kani (modelni
eksperiment). Ovo istrazivanje je bilo sprovedenadva dela: preliminarno istrazivanje i

kontrolisano, komparativno istrazivanje.

21



Dizajn preliminarnog istrazivanja

Imajuwéi u vidu slozenost i osetljivost izdenjain vivo studije, u prvom delu istrazivanja dema

je preliminarna studija, sa ciljem da se definiguapnetri istrazivanja koji bi omogui da se isti
rezultati reprodukuju pri ponavljanju ogleda potinisuslovima kao kontrolisana, komparativna
studija (Festing, Altman 2002). Tak®, preliminarno istrazivanje je bilo d@no kako bi se
utvrdila i planirana vedina uzorka s obzirom na snagu studije, kriterijumiiukcije DM, analiza
hirurskih postupaka na eksperimentalnom modeluzigfavanja i praenja eksperimentalnih
zivotinja, zatim prikupljanje, analiziranje i testinje rezultata na osnovega bi se odredila radna
hipoteza, primarni i sekundarni rezultati, odnosrstod studije. Preliminarno istrazivanje je
uradeno na 8 kurdia vrste Velikatincila, starosti 4 meseca, telesne mase 3,5 do 4okbkajih je
eksperimentalno izazvan DM tip I. S obzirom na pegliminarno istrazivanje je obuhvatalo

nekoliko protokola.

Protokoli preliminarnog istrazivanja

» Protokol indukcije DM tip | u preliminarnoj studiji

Protokol za eksperimentalnu indukciju DM je trebda utvrdi ispravnost postupka, stepen
uspesnosti indukcije, odnosno nivo glikemije u krsiepen inicijalne hipoglikemije i njenu
terapiju, kao i prezivljavanje kuta. Postupak indukcije je uten intravenskom primenom

aloksana (100 mg/kg) preko marginalne usne vene.
* Protokol izrade modela krithog defekta kalvarije kuéa preliminarne studije:

Protokol hirurSke intervencije na eksperimentalnotodelu je trebao da utvrdi kvalitet opSte
intramuskularne anestezije, stepen intraoperativkoimplikacija kao Sto su: krvarenje iz
intrakranijalnog venskog pleksusa, povredu mozaa(8lika 1a, 1b), cepanje periosta, prelom
kalvarije, opstrukciju disanja usled mehsag pritiska u toku izvéenja eksperimenta. Pored
toga, definisao se i metod osteotomije kntig defekta kosti (primena trepan borera ili hikogs
Sablona) i veliinu i broj kriticnih defekata kosti (Slika 2a, 2b). Od 2ag je bilo i da se utvrdi
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n&in randomizacije kostnih defekata s obzirom na primrazlitin materijala za regeneraciju
kosti. U tokucetiri postoperativne nedelje, geno je stanje vitalnih funkcija (rit@most disanja i
sikane radnje), oporavak kuai, pojava postoperativnin komplikacija i stepenzpigavanja
Zivotinja. Po Zrtvovanju Zivotinja uzimani su uzioregenerisanog kostnog tkiva za histolosku i

histomorfometrijsku analizu. S tim u vezi, utwan je i n&in uzimanja uzoraka, njihova

raspodela i postup¢uvanja tkiva do planiranih analiza.

Slika la. Postupak osteotomije kiitog defekta kalvarije kuéa

Slika 1b.Uklanjanje bikortikalne kosti na mestuptieacije kalvarije i &uvanje integriteta

mozdanica

Slika 2a. Izgled dva kritha defekta na kalvariji kuéa pre&nika 12 mm u okviru preliminarne

studije

Slika 2b. Izgledtetiri kriticna defekta kosti kalvarije kufa pre&nika 8 mm
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* Protokol histolosSke, histomorfometrijske i statiké analize preliminarne studije:

Histoloski protokol je obuhvatao dva histoloSkadmpa tkiva: standardno bojenje Hematoksilin-
eozinom i specifino bojenje Goldner-trihrom metodom, da bi se po&arazlciti stepen
sazrevanja regenerisanog kostnog tkiva. Nadalgtomiorfometrijska analiza je koé&na da bi
se kvantitativno analizirao procenat regenerisankgstnog tkiva, vezivnhog tkiva ili
neresorbovanog materijala. Taley preliminarnom analizom bilo je obuléemo i vrednovanje
kvaliteta novoformiranog kostnog tkiva, inkorpojaainaterijala i vezivnog tkiva u regenerisano
tkivo, stepen vaskulogeneze, stegehjske infiltracije icelijske reakcije na proces regeneracije.
Statisttkom analizom utwivani su testovi porenja izmeéu grupa, stepen zdéajnosti i mogde
korelacije.

Dizajn kontrolisanog istrazivanja

Na osnovu analiziranin rezultata preliminarne geaudutviden je dizajn kontrolisane,
komparativne studije doktorske disertacije, koji detaljno prikazan sleden protokolom

istrazivanja.

Eksperimentalne grupe

Kuni¢i su bili podeljeni u dve grupe, eksperimentalna, isdukovanim DM tip | (n=11), i
kontrolnu grupu zdravih kuéa (n=9). Svaka grupa je bila podeljenacediri podgrupe zavisno

od materijala koji se koristio za regeneraciju kost defekta:

| grupa - kostni defekt popunjen beta-trikalcijémsfatom pTKF),

Il grupa - kostni defekt popunjen beta-trikalcijdosfat/hidroksiapatitompT KF/HA),
Il grupa - kostni defekt popunjen autotransplaota{AUTO),

IV grupa - nepopunjen kostni defekt (kontrolni deflkoji spontano zarasta) (KON).
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Eksperimentalno izazvan DM kod kunia

Dijabetes mellitus tip | je bio indukovan u ekspegntalnoj grupi kurdia jednom dozom
aloksana (100 mg/kg), rastvorenoj u fizioloSkomtvagi, kontinuiranom primenom preko
marginalne usne vene. Rastvor aloksana, za kpomato da na eksperimentalnim Zivotinjama
indukuje dijabetes melitus tip I, bio je priprenmjeeposredno pre ubrizgavanja. Merenje nivoa
glukoze u krvi vrSeno je pre indukcije DM i svakedno u intervalu od 14 dana nakon
ubrizgavanja aloksana, uzimanjem uzorka krvi iz gmaine vene uha kuia (Slika 3a, 3Db).
Posle ovog perioda kutiisa izmerenom glikemijon®200 mg/dl (11,1 mmol/l) su smatrani

dijabettnim.

Slika 3a, 3b. Merenje nivoa glukoze u krvi uzetenarginalne usne vene kadai

Eksperimentalni model u ovoj studiji je odgovaraod®lu nekontrolisanog DM, a vrednosti
glikemije kunica u eksperimentalnoj grupi (dijab@&ti) su bile u intervalu od 200 mg/dL do 400
mg/dL (11,1 mmol/l do 22,2 mmol/l). Imajuu vidu ¢injenicu da posle indukcije DM aloksanom
dolazi do iznenadne pojave hipoglikemije i opashagdthipoglikemijskog Soka korgna su dva
metoda kontrole: metod hitne korekcije hipoglikeamiimetod prevencije hipoglikemije. Za hitnu
korekciju hipoglikemije (ako bi vrednost hipoglikgenna kontrolnim nalazima iznosite100
mg/dL), kori€en je 5-10% rastvor glukoze intravenski ili do 3@8stvor glukoze subkutano. U
slicaju da vrednosti hipoglikemije nisu padale do pomervrednosti odk100 mg/dL, kod

kuni¢a je kori€en metod prevencije hipoglikemije primenom 10%wasglukoze u vidu sveze
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vode za pie ad libitum (Gerritsen i sar. 2000). U slaju da je vrednost glukoze u krvi iznosila
200 mg/dL (11,11 mmol/l), dve nedelje posle indikddM aloksanom, na eksperimentalnim
Zivotinjama je rdena hirurSka intervencija. Kontrola glikemije jeieaa dva puta dnevno i u

slutaju da vrednost glukoze gie 400 mg/dL, kod kuda je bio ordiniran insulin u individualnoj

dozi, radi spréavanja letalnog ishoda. Kontrolnoj grupi kéemiubrizgavana se ista kgiha

fizioloSkog rastvora, sa merenjem nivoa glukozeppihodno navedenom protokolu.

Ispitivani materijali za regeneraciju kostnog tkiva

Ispitivani materijali su bili podeljeni u dve grupe

A) sintetiki osteokonduktivni materijali koji se koriste ugenerativnoj terapiji kostnog
tkiva, i to: beta-trikalcijum fosfat (RTRSeptodont, Francuska) i bifazni kalcijum fosfat
(BoneCerami®, Straumann, Svajcarska), kogii 60% hidroksiapatit i 40% beta-
trikalcijum fosfat. Ovi materijali su koré&ni u skladu sa upustvom proiziasa.

B) autotransplantat, kao osteoinduktivni materijaleganerativnoj terapiji kostnog tkiva,
uzet sa kalvarije kuta na mestu osteotomije kiitiog defekta parijetalne kosti,
pripremljen u obliku kortikospongioznih gaéa kosti neposredno po uzimanju sa donor
mesta.

Eksperimentalni model kriti énog defekta kostnog tkiva

Rad na eksperimentalnom modelu knthg defekta kostnog tkivaini hirurSka procedura na
parijetalnoj kosti kalvarije kuka. Imajii u vidu da se radi @n vivo eksperimentu, hirurSka
procedura je ena u kontrolisanim, bezbolnim uslovima za hirurgkiervenciju, odnosno u
opStoj injekcionoj anesteziji postignutoj sa inteskularnom primenom tiletiamina i zolazepama
u dozi 15 mg/kg, uz neophodnu rehidrataciju fizédon rastvorom i.v. putem. U toku
intervencije, vrSen je monitoring vitalnih paranmratgritmicnost s¢éane radnje i respiratorni

pokreti grudnog koSa, vrednovano inspekcijom). Bgemene opsSte injekcione anestezije, na
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mestu hirurSke intervencije dat je i rastvor lokgranestetika (2 ml 2% lidokain sa 1/100 000

adrenalina) u cilju prevencije intraoperativnogdaenja i hidrostatske disekcije mekog tkiva.

HirurSka procedura sprovedena je u asepti uslovima uz preoperativnu pripremu operativne
regije pre aplikacije rastvora lokalnog anestetiké& brijanjem koZe glave kuéa i njenom

dezinfekcijom rastvorom povidon jodida (Slika 4a).

Potom je izvedena incizija duzine 5 cm, duz mexgdinije kalvarije kunia koja se protezala od
parijetalne kosti do frontalne kosti (Slika 4b). & potkozno tkivo i periost su bili présai u

celosti, tako da je od kostnog tkiva odvojen refame debljine, kako bi se u celosti eksponirale

parijetalne kosti i njene kostne suture.

Slika 4a. Priprema koZe kalvarije kaaina mestu izutenja hirurSke intervencije

Slika 4b. Izgled hirurSke incizije koze kalvarijarii¢éa na mestu kreiranja hirurSkog modela

Od posebne vaznosti je bilo sfite cepanje periosta, kako bi po zatvaranju openatiregije
periost ostao intaktan (Slika 5a, 5b). Na parijeipkosti su bila formirana 4 kostna bikortikalna
defekta, po 2 defekta sa svake strane medijalije,lilmkalizovana 2 mm od medijalne kostne

suture, sa prmikom od 8 mm (Slika 6).
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Slika 5a, 5b. Izgled eksponirane parijetalne kkeltvarije kunéa

Slika 6. Sematski izgled pozicije 4 kéitia defekta kosti kalvarije kutd prénika veliine 8 mm

Na osnovu rezultata preliminarne studije, defekti lgeirani karbidnim hirurSkim svrdlom
pretnika glave 2 mm, uz pondosterilnog hirurSkog Sablona gréka 6 mm,cime je dobijen
kostni defekt promera od ukupno 8 mm (Slika 7ajukdki Sabloni postavljani su na kostno tkivo
u projekciji buddéeg defekta, a zatim je okruglim svrdlom po perjfefablona urdena
osteotomija do nivoa tvrde mozdane opne, ¥otEguna da se ona u toku rada ne povredi (Slika

7b). Takde se vodilo ré&una o prevenciji povrede intrakranijalnog venskéekgusa sa lateralne
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strane parijetalne kosttjja povreda dovodi do izraZzenog intraoperativnogakenja i mogéeg

letalnog ishoda eksperimentalne Zivotinje.

Slika 7a. HirurSki Sablon postavljen na kost u gkajji buduteg kriticnog defekta kosti

Slika 7b. Postupak trepanacije kaslicnim borerom uz pomohirurSkog Sablona

Takade, na osnovu rezultata preliminarne studije, dubstaotomije sa medijalne strane iznosila
je 2 mm, a sa lateralne strane do 1,5 mm. U tolla sm masSinskim instrumentima, koristio se
fizioloSki rastvor za ispiranje i hi@nje operativne regije. Po zavrSenoj osteotomiistike

plocice parijetalne kosti su paZzljivo uklonjene raspg@imom, oStre ivice kosti su bile zaobljene

i uraden je debridman rane fizioloSkim rastvorom (Slilka 8b).

Slika 8a. Izgled trepanacionih linija za 4 khita defekta kosti kalvarije kufa

Slika 8b. VelEina, oblik i pozicija kriténih defekata kosti kalvarije kuia
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Randomizacija ispitivanin materijala izvrSena j&otato su materijali postavljeni rotacionom
metodom, naizmetino, u pravcu kazaljke na satu, da bi se obezbédilansirana distribucija
materijala izméu prednjih i zadnjih regiona kosti kalvarije. Majalr je postavljan u kostne
defekte tako da ih je u celosti popunjavao, od ekspne dure kaudalno, do nivoa kostnih ivica
defekta kranijalnoTKF kao i BTKF/HA su primenjeni u fabtkom obliku, uzeti iz sterilnog
pakovanja za jednokratnu primenu. Primena autgbfantata omogtena je prethodnim
seenjem kostnih bikortikalnih blokova uzetih sa paweSdefekata u manje gade velcine 2 do

4 mm, zbogiega je u njegovom sastavu bio prisutan i kortikaspongiozni deo kostiCetvrti

defekt je ostavljen prazan, nepopunjen, kao komittefekt kosti (Slika 9).

Slika 9. Model krittnog defekta kosti kalvarije kufa sa postavljenim materijalima za

regeneraciju kosti i kontrolni, nepopunjen kostefekt
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Nakon postavljanja materijala u kostne defekte rapea regija je bila uSivena pojedimam

Savovima sa resorptivnim koncem (Slika 10).

Slika 10. Izgled uSivene hirurSke rane

Postoperativna kontrola, zrtvovanje zivotinja i uzimanje uzorka kosti

Postoperativno, kugi su bili smeSteni u individualnim kavezima i kasltsani po prethodno
utvrdenom protokolu istrazivanja. Za kontrolu postopereig bola ordiniran je buforfanol u
dozi 0,6 mg/kg, a za kontrolu infekcije oksitetidici 15 mg/kg, u trajanju od tri dana.
Eksperimentalne Zivotinje su Zrtvovane nakon 4efjed intravenskom injekcijom rastvora
pentobarbitala u dozi 100 mg/kg. Neposredno pasi®vanja, pristupilo se otvaranju operativne
regije i deskriptivnoj analizi regenerisanih defiek&osti (Slika 11la). Potom se pristupilo
uzimanju bioloSkog materijala za planirane anali@gSinskim s&njem (dijamantski disk)
kalvarije kunéa, uz obilnu irigaciju i hidenje tkiva fizioloSkim rastvorom, tako $to su uzorc
uzeti ucetiri bloka, koji su odgovarali regenerisanim déiimla kosti (Slika 11Db).

Zrtvovane Zivotinje su dalje tretirane po protokatuzbrinjavanje bioloskog materijala od strane

nadlezne veterinarske ustanove.
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Slika 11a. Regenerisani kititii defekti kalvarije kurda 4 nedelje posle primene materijala za
regeneraciju kosti

Slika 11b. Osteotomija regenerisane kosti radi anja materijala za laboratorijske analize

Priprema tkiva za histoloSku analizu

» Fiksacija nedekalcifikovanih uzoraka:

Priprema uzoraka za histoloSku analizu zap® je procesom fiksacije nedekalcifikovanih
uzoraka kosti potapanjem u 10% puferisani formattielz prethodno uklanjanje mekog tkiva i

periosta sa uzetih parijetalnih kostnih blokova.

» Dehidratacija, infiltracija i kalupljenje uzoraka:

Materijal fiksiran u 10% puferisanom formaldehidiobro je ispran pod tekam i destilovanom
vodom. Zatim su nedekalcifikovani uzorci bili padrauti dehidrataciji i infiltraciji, ukalupljeni
u metil metakrilat, sledem procedurama.

Postupak dehidratacije je obuhvatao primenu diébli koncentracija alkohola po slegém
protokolu:

- 30% etanol 2 dana na sobnoj temperaturi
- 50% etanol 2 dana na sobnoj temperaturi

- 70% etanol 2 dana na sobnoj temperaturi

32



80% etanol 2 dana na sobnoj temperaturi

6.96% etanol 2 puta po 2 dana na sobnoj temperatur

7.100% aceton 2 puta po 2 dana na sobnoj tenupierat
8.100% metanol 2 puta po 2 dana na sobnoj temyperat

pre-infiltracija 100% metil metakrilatom 2 puta palana,

Potom faza infiltracije koja je obuhvatala slégl@ostupke:

pripremanje ténosti za infiltraciju, koja se take koristi i u fazi kalupljenja, i naziva se
MeSavina za infiltraciju i kalupljenje MeSavina je pripremljena prema preskripciji
(Shenk 1965Burkhardt 1966).

postupak infiltracije koji je obuhvatao filtriranfpeSavine za infiltraciju kroz filter papir
sa velikim porama. Potom su uzorci potopljeni ultirdcionu te&nost, postavljeni pod
vakuum u trajanju od 15 minuta, do pojave mefaurna povrSini t&nosti. Posle
zatvaranja valvule na disekatoru, vakum je biojiskdn i uzorci su bili ostavljeni pod
vakumom u disekatoru narednih sat vremena. Poslarastja valvule na disekatoru
vakum je oslobden i uzorci su bili izvdeni i ostavljeni u frizideru na temperaturi izdoe

4-10°C tri dana. Kompletno infiltrirani uzorci izglali su sjajni i transparentni.

Postupak kalupljenja i polimerizacije se sastoo i

postavljanja uzoraka u pomenutu mesavinu za iafiljw i kalupljenje, koji stEuvani u
frizideru na temperaturi od 4-10°C preko¢ndPosle toga uzorci su ostavljeni na sobnoj

temperaturi da bi se polimerizovali.

Se&enje i fiksiranje sekcija

Transverzalne sekcije debljine 5umceee su mikrotomom, kroz sredinu eksperimentalne

povrSine svakog uzorka. Po svakom uzorkuiemna je ukupno pet preseka. Sekcije su potom

postavljane na kap 65% alkohola na mikroskopskueiglo u trajanju od 1-2 minuta. Posle

uklanjanja viSka alkohola, preko sekcija je bilstawljena tanka polietilenska folija. Sekcije su,

potom, postavljane u posebnu presu u trajanju edhmim 12 sati pre procedure bojenja.
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Bojenje sekcija

Ukupno pet preseka po uzorku bojeno je Hematoksdinin metodom prema navedenoj

proceduri:

Hematoksilin (Harris's hematoxylin) 3 minuta

Ispiranje u tekdioj vodi 3 minuta

Bazna ténost (Scott's tap water-alkaline medium) 1 minut
Ispiranje u tekdoj vodi 3 minuta

Eozin (1% W/v aqg.) 1 minut

Ispiranje u tekdioj vodi 3 minuta

SusSenje sekcija radi dehidracije

U cilju prikazivanja razllitog stepena sazrevanja regenerisanog kostnog tieélena je i metoda

Goldner-trihrom bojenja uzoraka prema navedenajeutari:

Destilovana voda, dva puta po 15 minuta

Weigert's hematoxylin 20 minuta

Ispiranje u tekdoj vodi

Diferencijacija sa 0,5% kiselog alkohola

Ispiranje u tekdéoj vodi 20 minuta

Kisela t&nost (Ponceau/acid fuchsin/azophloxine) 5 minuta
Ispiranje u 1% stetnoj kiselini 10 sekundi

Kisela ténost (Phosphomolybdic acid/orange G) 20 minuta
Ispiranje u 1% stetnoj kiselini 10 sekundi

Light greerb minuta

Ispiranje u tekéoj vodi

SuSenje

Ispiranje u alkoholu dva puta

Ispiranje u metil cikloheksanu dva puta

Po zavrSenom bojenju, na mikroskopskucplge bila postavljena kap neutralnog medijuma za

fiksiranje, nakoncega je postavljena sekcija uzorka, a preko njejgofia kap neutralnog

medijuma. Pripremljena sekcija je zatim pazljivekivena plastinom folijom. Mikroskopske

34



plocice sa sekcijama su ostavljene na sobnoj temperdtubi se materijal veza@\vrsto prionuo

za sekcije.

HistoloSka analiza kostnog tkiva

HistoloSka analiza uzoraka kostnog tkiva uzetih ddalje posle primene materijala za
regenerativnu terapiju, koti8na je u svrhu kvalitativnhe analize uspeSnosti meggeije kosti
(deskriptivna analiza strukture kostnog tkiva). tblisSka analiza je ude@na na mikroskopu
Olympus BX-51. Centralna sekcija svakog uzorkangeana je na prisustvo novoformiranog
kostnog tkiva, kostne srzi, vezivnog tkiva, nerbseoanog materijala za regeneraciju i
novoformiranih krvnih sudova kao i vizualizacielija u regenerisanom tkivu, i to pri ragtim
uvelicanjima. Analiza panoramskih fotografija je prikazalprisustvo ukupne povrSine
augmentacije, kao i originalne kosti na ivicamae#tata. Ukupna povrSina augmentacije se
sastoji od tkiva koja se nalaze izegranica defekta, kao 5to su novoformirana kastjwo
tkivo, krvni sudovi, kostna srz i neresorbovaniagsimaterijala za regeneraciju (Lim i sar. 2009,
Hwang i sar. 2012) (Slika 12).

Ukupna povriina augmentacije

o
2R

stara kost

- novoformirana kost

[] neresorbovani ostaci materijala za regeneraciju

Slika 12. Sematski prikaz analiziranih panoramsitbgrafija
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Histomorfometrijska analiza kostnog tkiva

Histomorfometrijska analiza je obuhvatala kvantia procenu uspesSnosti regenerativne
terapije merenjem procentualne zastupljenostidisiblistruktura kosti, kao i prisustvo materijala
za regenerativnu terapiju. S tim u vezi, registravge: novoformirano mineralizovano kostno

tkivo, kostna srz, vezivno tkivo, krvni sudovi inresorbovani materijal za regeneraciju.

Histomorfometrijska analiza je W@na u Odeljenju citologije, Instituta za bioloSk&razivanja
»Sinisa Stankov* Univerziteta u Beogradu, primenom NewCAST sten8kbg softverskog
paketa (VIS — Visiopharm Integrator System, versih®?2.1.0; Visiopharm; Denmark). Od
laboratorijske opreme za histomorfometriju kéeisi su: mikroskop (Olympus BX-51),
opremljen motorizovanim staéem (Prior) sa precizné8 pomeranja po X-y osi od fim i
pomeranjem stdca poz osi sa precizn@s od 0.2um, kontrolisano mikrokatorom (Heidenhain
MT1201), zatim CCD video kamera (PixeLink), kojapevezana za 19" kompjuterski monitor i
mikroskop. Pri analizi korteni su planahromatski objektivi visoke nuntke aperture, uv@nja
4x, 20x i 100x. Rad NewCAST stereoloSkog sistemaggnovan na generisanju interaktivne
stereoloSske mrezice i disektorskog rama na kojemmgrena procentualna zastupljenost
analiziranog tkiva, na ukupntetiri zone izabrane stajnim izborom na jednom fotografisanom
preseku (Slika 13). Po uzorku su analiziramiri centralne sekcije, sa razmakom od 50um

izmedu sekcija. Morfometrijsko merenje je demno korig€enjem konanog uveléanja od 490 x.

Procentualna zastupljenost (Vv) analiziranog tkivaaterijala za regeneraciju izianata je na
osnovu formuleVv(%)=Pp/Ptx100 gde Pp predstavlja broj pogodaka u odemo tkivo, aPt
ukupan broj pogodaka u testiranu referentnu zomocdntualna zastupljenost je izumata za
svaku merenu komponentu po analiziranoj sekciyakiZzatim je izr8unata srednja vrednost za

svecetiri sekcije, predstavljafi procentualne vrednosti za jedan uzorak.
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Slika 13. StereoloSka mrezica i disektorski ram kmiomorfometrijske analize

Priprema uzoraka za odralivanje VEGF-a i BMP2

Cetiri nedelje posle primene materijala za regenjerabiolodki materijal iz uzetog uzorka je
stavljen u individualne ependorf epruvete, trenygpamrznut u t&om azotu, a zatifuvan na
temperaturi od -70°C do naredne laboratorijske .fazenarednoj fazi, nakon odmrzavanja,
prikupljeni uzorci, zbog prisustva kostnog tkivau se pripremili postupcima demineralizacije
(1.2M HCL na 4°C, tokom ni), kao i ekstrakcije (6M guanidin HCL+100ml| Tris#@5M
EDTA, na 4°C, 72 sata) i precipitacije (aceton)tpmma. U individualne epruvete sa uzorcima,
ubaena je odgovaraga kolicina (500ul/10mg tkiva- uputstvo proizvdaca) pufera za lizu tkiva,
obezbdenim u kompletima za analize VEGF (RayBiotech lmrgddoss, GA, USA). Tkivo je
zatim manuelno homogenizovano staklenim $ta@ odgovarajée veliine, u individualnim
epruvetama, na temperaturi od 4°C. Nakon ovogat, jecentrifugiran na 5000 obrtaja u trajanju
od 10 min u mikrocentrifugi Heraeus*Biofuge Primo(Rhermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). lzdvojeni supernatant za svaki uzorakzgim podeljen u dve ependorf posude: a)
alikot za analizu nivoa VEGF i b) alikot za analinivoa BMP-2. Do pomenutih analiza,
supernatanti séuvani na -70°C.

Odretivanje nivoa VEGF i BMP2 ureno je u Laboratoriji za eksperimentalni rad na

Stomatoloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Ki@antitativno merenje nivoa VEGF i
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BMP2 u novoformiranom regenerisanom kostnom tkiaui&en je komercijalni ELISA kit za
VEGF (Human VEGF QuantikiffeELISA Kit, R&D Systems Inc, Norcross, GA, USA) M2
(Quantikin€ Immunoassay, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, YSA

Eksperimentalni protokol za ELISA

ELISA (engl.enzyme-linked immunosorbent aspgyvrsta biohemijske analize koja se koristi za
kvalitativno i kvantitativno odrdivanje supstanci, obno proteina, u heterogenim rastvorima.
Ukoliko ispitivana supstanca nije u rastvoru (m@lazi se u tkivu), ona se mora prevestiante
fazu da bi mogao da se primeni ELISA metod. U osrmmwog analittkog postupka je
imunohemijska reakcija antigen-antitelo. Esej s&rmb dizajnira da se ispitivana supstanca
ponaSa kao antigen koji se tokom analize vezujgerau specifino primarno antitelo prisutno u
analitckom sistemu formirajti kompleks antigen-antitelo. Kdéina stvorenih kompleksa
proporcionalna je kalini prisutnog antigena koji se ispituje. Da bi $erdilo prisustvo i kokina
kompleksa antigen-antitelo uvodi se sekundarnaedotza koje je vezan (konjugovan) enzim
kao reporterni molekul Funkcija enzima je dacini ovaj kompleks detektabilnim. Naime, u
reakcioni rastvor se u ovoj fazi dodaje enzimu dp&mn supstrat koji u reakciji menja boju.
Intezitet boje je izrazeniji Sto je & kolicina prisutnog enzima. Obzirom da je intezitet erskien
reakcije definisan kalinom stvorenog kompleksa primarno antitelo-antigekundarno antitelo
ovo predstavlja osnovu za preciznu kvantitativnecpnu posmatrane supstance. Merenjem
inteziteta svetlosti oddene talasne duzine propustene kroz reakcioni rastebija se fiztka
oshova za izraunavanje prisustva ili koncentracije posmatranetanzce.

Za kvantitativno merenje nivoa VEGF i BMP2 u novofiranom regenerisanom kostnom tkivu
kori&en je komercijalni ELISA kit za VEGF (Human VEGF guikiné® ELISA Kit, R&D
Systems Inc, Norcross, GA, USA) i BMP2 (Quantiinenmunoassay, R&D Systems Inc.,
Minneapolis, MN, USA). Postupak je sproveden u sveprema upustvu proizdeca.
Biohemijske reakcije su se odvijale na mikrotittaem platicama obezh#enim u okviru
koris&¢enih kompleta. Svaka mikrotitraciona pica je imala 96 reakcionih komora pokrivenih
imobilisanim primarnim antitelima za odgovaré&jdaktor rasta. U svaku komoru je wema
propisana kotiina uzorka ili standarda. Nakon propisanog vremarkaibacije u reakcione

komore uliveno je i sekundarno antitelo i ponovkuisirano. U BMP2 kompletima sekundarno
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antitelo proizvdac je konjugovao enzimom peroksidaza iz rena. U VE&mpletima
sekundarno antitelo nije prethodno konjugovanoreom ve& je vezano za biotin. Zato postoji
dodatni korak kada se dodaje enzim, tek@eroksidaza rena, konjugovana sa streptavidinom
koji ima veliki afinitet za biotin i tako se vezuma prethodno formirani kompleks. Nakon
ispiranja dodat je rastvor peroksidazinog supsti@t® je u svim kori&nim esejima 3,3, 5,5-
tetrametilbenzidin. Pod dejstvom enzima ovo jedijganenja boju u plavu, ptiemu intenzitet
boje zavisi od koncentracije posmatranog faktortaral uzorku. U poslednjem koraku svih
koris&tenih eseja enzimska reakcija je prekidana 2N sungporkiselinom, pricemu se boja
reakcionih rastvora menjala iz raflih intenziteta plave u raZzite intenzitete zute boje.
COcitavanje absorbanci, odnosno @gih gustina (OD) rastvora utano je odmah po prekidu
reakcija na aparatu Multiskan EX (Thermo FisheeB8ific, Waltham, MA, USA). Izrdunavanje
koncentracija posmatranih faktora rasta izvrSenmgj@snovu standardnih kriva konstruisanih za
svaki izvedeni esej. Naime, u odgovatagueakcione komore mikrotitracionih gloa pipetirani

su i rastvori analiziranih faktora rasta poznatiméentracija u serijskom razblazenju i dobijene
njihove OD. Kori§enjem programa Sigma Plot 12 (SyStat Software llncUSA) odreiena je
formula standardne krive koja najbolje reprezentugdijene vrednosti i pondéa nje su na
osnovu izmerenih OD izéanate nepoznate koncentracije posmatranih faksta u uzorcima.
Za svaki uzorak (i standard) su sprovedena dva mjeere krajnja koncentracija uzorka
(standarda) izrkaunata je kao njihova srednja vrednost.
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Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani u obliku procenata, sredmpgdnostix standardna devijacija. Za analizu
dobijenih razlika izméu ispitivanih grupa kori&n je statistiki program (SPSS 10.0, SPSS,
Chicago).

Obzirom da vrednosti posmatranih parametara vezaaihistomorfometrijsko ispitivanje nisu
pokazivale normalnu raspodelu (Kolmogorov-Smirnastt p<0.05), za njihovu analizu
upotrebljeni su neparametarski statisti testovi. Za analizu procentualne zastupljenosti
novoformiranog kostnog tkiva, kostne srzi, vezivntigva, neresorbovanog materijala za
regeneraciju i krvnih sudova u okviru grupa, zdravDM, koristen je Friedman test i post-hoc
Wilcoxon Signed Ranks test. Pdemje izméu grupa zdravih i DM, ugeno je Mann-Whitney
testom.

Vrednosti posmatranin koncentracija VEGF i BMP2 gmkale su normalnu raspodelu
(Kolmogorov-Smirnov test, p>0.05). Razlike u komicaciji VEGF i BMP2 u okviru grupa su
analizirane Anova testom i post-hoc Tuckey testdok je u analizi izmd&u grupa (zdravih i

DM) koris¢en t-test. Vrednosti p<0.05 su se smatrale stétisthatajnim.

40



REZULTATI
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Preliminarna studija

Imajuéi u vidu protokol kontrolisane studije, koji je diwatao komparativhu analizu viSe
materijala za regenerativnu terapiju, kao ekspertaiei model je predloZzen model sgatiri
kriticna defekta kosti kalvarije kuia. Rezultati analize preliminarne studije, koji sbuhvatali
analizu modela sa dva defekta regenerisarf@l & i autotransplantatom, bili su uk&eni u

analizu rezultata kontrolisane komparativne studije

Rezultati histoloSke i histomorfometrijske analimeokviru preliminarne studije, u kojoj je
ucestvovalo ukupno 8 Zivotinja, pokazali su potpurspasnost prezZivljavanja Zivotinja sa
eksperimentalno izazvanim DM tip I. Analiza intraogtivnih i postoperativnih eksperimentalnih
faza nije pokazala z#iajnu razliku u pojavi neZeljenih efekata kod dijidr@h kunica, bez

obzira na broj i vetiinu kriticnih defekata kosti kalvarije.

HistoloSka analiza

HistoloSka analiza 4 nedelje posle prim¢fé&F kod dijabettnih kunia je pokazala partikule
ovog materijala u centralnom delu defekta okruZerghivnim tkivom, dok je novoformirano
kostno tkivo bilo prisutno na periferiji defektau kontaktu sa kosti kalvarije (Slika 14).
Novoformirano, nemineralizovano kostno tkivo sakirat osteoblastima, registrovano je na
veéem uveltanju unutar poroznog sistema materijala ili u vimkirva novoformirane kosti u

vezivhom tkivu (Slika 15).

Slika 14. Panoramski prikaz defektapd&KF kod kunta sa DM. Goldner-trichrome, bar-400u
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Slika 15. Novoformirano kostno tkivo sa retkim adilastima i malom katinom kostne srzi.

Goldner-trichrome, bar-200 p

Rezidualne granulBTKF su uglavnom inkorporirane u nezrelo kostno akiGoldner-trichrome,
bar-200 p

Defekti regenerisani sa autotransplantatom su @dkdmbekularnu strukturu koju formira
nezrela novoformirana kost i Siroke intertrabekodaprostore sa vezivnim tkivom (Slika 16).
Analiza je pokazala i da je autotransplantat, lejiu najvéoj meri opisan sa proSirenim
lakunama bez prisutnih osteocita, dobro inkorparwanovoformiranu kost koja je bila okruzena
osteoblastima (Slika 17).

Slika 16. Defekt regenerisan autotransplantatonmsufra je nezrela novoformirana kost,
okruzena kostnom srZi i ostacima autotransplan@é&ner-trichrome, bar-200 p
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Slika 17. Panoramski prikaz defekta sa autotrangmlem kod kurda sa DM. Goldner-
trichrome, bar-400u

U kontrolnoj grupi, male kotine novoformirane kosti su registrovane na peilifdefekta, dok
su centralni delovi defekta bili popunjeni fibroanivezivnim tkivom sa retkim ostrvima

novoformirane kosti (Slika 18).

Slika 18. Panoramski prikaz kontrolnog defekta kmnica sa DM. Goldner-trichrome, bar-
400p
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Histomorfometrijska analiza

Rezultati histomorfometrijske analize su prikazami Tabeli 2. Zn&jno vei procenat
regenerisane kosti je bio registrovan u grupamajunia je primenjen autotransplantgiTKF u
odnosu na kontrolnu grupu, kao i izdoedefekata tretiranih autotransplantatofTKF. Defekti
popunjeni sa oba primenjena materijad,KF i autotransplantat, su imala Zago manji
procenat vezivnog tkiva u odnosu na kontrolne defelnaliza unutar grupa je pokazala
zn&ajno vise nove kosti i neresorbovanog materijaladaosu na vezivno tkivo u grupi sa
autotransplantatom, dok je ova Zapa razlika udena samo za novoformiranu kost u odnosu na

vezivno tkivo u grupi s8TKF-om (Tabela 2).

Tabela 2. Histomorfometrijski rezultati preliminagistrazivanja

Parametri AUTO RTKF AUTO p

Kost 53,15 + 10,82 30,15 +5,71 7,32 + 8,40 0%030
0,008
0,000

Vezivno tkivo 14,41 + 7,24 22,39 £ 11,57 92,68 &3, 0,008
0,000

Materijal 32,44 £9,17 47,46 £ 6,92 0 ns

p 0,004 0,042 0,000

0,02F

Statisttka zn&ajnost izmdu grupa (Friedman tespost hocWilcoxon signed ranks test):
BAUTO vs BTKF; °BTKF vs KON; ‘AUTO vs KON. Statistéka zna&ajnost u okviru grupe
(Friedman testpost hocWilcoxon signed ranks test‘jkostvs vezivno tkivo;®vezivno tkivovs
materijal.pTKF-beta trikalcijum fosfat; AUTO-autotransplant&QN-kontrola.
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Kontrolisana, komparativna studija

U studiju je bilo ukljgeno ukupno 20 zivotinja (9 zdravih i 11 sa DM). Wip 7 dana posle
indukcije DM tip |, letalan ishod je registrovancka zdravog i 3 kuia sa indukovanim DM tip

I, tako da je u daljoj analizi rezultata ukigno 8 zdravih i 8 kuka sa indukovanim DM.
Pratenjem glikemije kod kuwa, DM tip | je bio razvijen u formi nekontrolisandgM Zcije
vrednosti nisu prelazile vrednosti date u protokalda. Kod svih zivotinja nisu zabelezeni drugi

nezeljeni efekti, znsjan gubitak u tezini, kao ni prisutna infekcijssf@hirurske intervencije

Deskriptivhe makroskopske karakteristike uzorka

Makroskopska analiza uzoraka je pokazala regenerdefekata kosti u obe ispitivane grupe,
kako kod zdravih tako i kod kuta sa indukovanim DM tip |, pdemu u obe grupe, kontrolni
defekti nisu bili u celosti ispunjeni kostnim tkivp ve¢ se u centralnim delovima tavalo
vezivno tkivo. Nadalje, kod zdravih i kod DM kdéa, kod kojih je primenjerBTKF i
kombinacija PTKF/HA, bili su prisutne vidljive partikule mateala u centralnim delovima

defekta, Sto nije bio stiaj sa defektima popunjenim autotransplantatom.

HistoloSka analiza

HistoloSka analiza panoramskih fotografija defekfticne veltine je pokazala da nijedan
defekt nije u potpunosti zarastao kostnim tkivom,nddelje nakon primene materijala za

regeneraciju. Takde, primenjeni materijali nisu pokazali znakove anflatorne reakcije
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Kostni defekti tretirani sa pTKF

HistoloSkom analizom panoramskih fotografija d¢eta tretiranih sg3TKF, pokazano je
prisustvo neresorbovanih granula materijala i vweag@ tkiva u augmentiranoj regiji, kao i
mineralizovane kosti koja se nalazi na ivicama kiefé€Slika 19, 20). @& koli¢cina vezivnog
tkiva je registrovana u centralnim delovima defekdod eksperimentalnih Zivotinja sa
indukovanim DM (Slika 21).

Slika 21. Panoramski izgled defekata tretirani BidF kod kunta sa DM. HE, bar-400u

47



U okviru augmentiranih regija zapazene su neresa® granulTKF, izmeiu kojih su bila
prisutna ostrvca novoformirane kosti, kao i aktieteéoblasti koji produkuju osteoid (Slika 22a).
Novoformirana kost, kao i aktivni osteoblasti skade primeeni na periferiji defekta u kontaktu
sa kosti primajte regije (nativna kost) (Slika 22b). Unutar novofitnane mineralizovane kosti
nalazile su se inkorporirane granule neresorbovanuagerijala (Slika 22b). \@& broj
novoformiranih krvnih sudova je bio prisutan uivepm tkivu i izmeiu neresorbovanih granula
BTKF (Slika 23a, 23b). Kod Zivotinja sa eksperimémtaizazvanim DM je priména veéa
koli¢ina vezivnog tkiva u augmentiranoj regiji. Taloje u@eno da je pored osteogeneze, sa

prisutnim centrima stvaranja nove kosti na pefjifeizmedu neresorbovanih granupd KF, bila

prisutna i angiogeneza (Slika 24a i 24Db).

(zelene boje), kao i aktivni osteoblasti koji predju osteid (crvene boje). Goldner-trichrome,
bar-100 pm

Slika 22b. ZapaZzaju se gran@lEKF koje su inkorporirane u deo nativne kosti. Hi-h00 pum
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Slika 23a. Véi broj novoformiranih krvnih sudova u okviru augntiesne regije i aktivha
osteogeneza na granici sa nativnom kosti. HE, Bargm

Slika 23b. Novoformirani krvni sud koji prolazinedu neresorbovanih granup KF. HE, bar-
100 pm

Slika 24a. U okviru fibroznog vezivnog tkiva ¢avaju se granul@TKF. Na periferiji, kao i

izmedu granula postoje aktivni centri stvaranja novetiké®d kunta sa DM. Goldner-trichrome
bar-100 pm

Slika 24b. Prisutna angiogeneza kod karga DM. Goldner-trichrome bar-100 pm
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Kostni defekti tretirani sa PTKF/HA

Deskriptivna histoloSka analiza defekata tretirasétpTKF/HA pokazala je postojanje praznih
prostora nepravilnog oblika u augmentiranoj reggie odgovaraju neresorbovanim ostacima
materijala, koji je se ne vidi zbog procesa hisiko pripreme i demineralizacije. Talo se
uocava vezivno tkivo, kao i novoformirano kostno tkivwa ivicama defekta je prisutna nativna
kost (Slika 25, 26). Siho kao i u prethodnoj grupi, priena je véa kolicina vezivnog tkiva,

kod eksperimentalnih Zivotinja sa indukovanim DMK& 27).

Slika 25. Panoramski izgled defekta FEKF/HA kod zdravih kunia. Goldner-trichrome bar-
400 pm

Slika 26. Panoramski izgled defekta3aF/HA kod zdravih kunia. HE bar-400 pm
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Slika 27. Panoramski izgled defektaf§e&KF/HA kod kunta sa DM. Goldner-trichrome bar- 400

um

Ostrva novoformirane kosti, kao i vezivno tkivorsanjim brojem krvnih sudova su bili prisutni
izmedu neresorbovanih ostataka materijala (Slika 28&).2Bovoformirana kost je zalazila u
prazne prostore, nepravilnog, nareckanog izgledg, ddgovaraju neresorbovanim delovima
BTKF/HA (Slika 28b). Priméene su i aktivnéelije na granici vezivnog tkiva i neresorbovanog
materijala, odgovorne za stvaranje nove kosti €5B8b). Kod eksperimentalnih Zivotinja sa
indukovanim DM, ostrvca novoformirane kosti su bileruzena sa ¥@m kolicinom vezivnog
tkiva (Slika 29a, 29b).

L7 #

5

Slika 28a. Udavaju se ostrvca novoformirane kosti i vezivnedksa krvnim sudovima. Prazni
prostori odgovaraju materijalg TKF/HA), koji je procesom demineralizacije uklonjegoldner-
trichrome, bar-20@im

Slika 28b. Ostrva novoformirane kosti zalaze u fm@s koji odgovaraju neresorbovanom
BTKF/HA. HE, bar-200 pm
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Slika 29a. Ostrvca novoformirane kosti su okruzegwvnim tkivom i neresorbovanim ostacima

materijala, kod kurdia sa DM. Goldner-trichrome bar-100 pm.

Slika 29b. Detalj sa prethodne fotografije. ddwaju se aktivnetelije na periferiji kostnog

ostrvca, kao i prema neresorbovanim delovima njalter Goldner-trichrome, bar-100 pum.

Kostni defekti tretirani sa AUTO

Panoramske fotografije kostnih defekata popunjdvAatniTO pokazuju prisustvo lamelarne kosti
sa praznim lakunama (Sto odgovara autotransplgntaduoformiranog kostnog tkiva, vezivnog

tkiva i nativne kosti (Slika 30, 31). Vezivno tkizbpaugmentiranoj regiji je bilo zastupljenije kod

eksperimentalnih Zivotinja sa indukovanim DM (SI&2)

Slika 30. Panoramski izgled defekta sa AUTO kodhwilir kunta. HE, bar-400 pm.
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Slika 31. Panoramski izgled defekta sa AUTO korhwith kunta. Goldner-trichrome, bar- 400
pm.

Slika 32. Panoramski izgled defekta sa AUTO Zijatsa indukovanim DM. HE, bar- 400 um

HistoloSkom analizom kostnog tkiva kod AUTO jeceno odsustvo osteocita u lakunama (Slika
33a). Priméeni su aktivni osteoblasti koji produkuju osteord granici autotransplantata sa
nativnhom kosti i sa vezivnim tkivom (Slika 33b). #tNni centri osteogeneze su bili prisutni i
unutar samog AUTO (Slika 34a, 34b). U grupi sa kwkanim DM, zapazena je & kolicina
vezivnog tkiva oko autotransplantata (Slika 35d)35
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L 4
Slika 33a. Karakteristan izgled AUTO sa praznim osteocitnim lakunama. bt;200um.

Slika 33b. ZapaZzaju se aktivni osteoblasti kojidukuju osteoid na granici iznie AUTO i
nativne kosti. HE bar-100 pum.

Slika 34a. Aktivni osteoblasti unutar autotraasphta. HE, bar- 100 um.

Slika 34b. Aktivan proces osteogeneze u okviru teamsplantata. Goldner-trichrome bar-100
pm.
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Slika 35a. Kod DM utava se véa kolicina vezivnog tkiva oko autotransplantata. HE, 20-2

pum.

Slika 35b. Aktivni osteoblasti produkuju osteoidmastu kontakta AUTO i vezivnog tkiva. HE,
bar- 100 pm.

Kontrolni kostni defekti

HistoloSka analiza praznih (kontrolnih) defekat&kamala je postojanje ¥e koli¢ine vezivnog
tkiva, dok je novoformirana kost bila prisutna wglam na ivicama defekta. Ostrvca
novoformirane kosti u centralnim delovima defekatase mogla zapazisamo kod zdravih
eksperimentalnih Zivotinja (Slika 36, 37), za razliod dijabetinih, gde je dominiralo vezivno
tkivo (Slika 38, 39, 41). Novoformirano kostno t&iye bilo prisutno uz nativnu kost (Slika 40a),
kao i delim&no u centralnim delovima defekta u vidu kostnilnesta (Slika 40b).
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Slika 36. Panoramski izgled kontrolnog defekta kddavih kunéa. Goldner-trichrome, bar-400
pm

wow g

Slika 37. Panoramski izgled kontrolnog defekta kdchvih kunéa. HE, bar-400 pm

Slika 38. Panoramski izgled kontrolnog defekaid kunta sa indukovanim DM. HE, bar- 400
pm.

Slika 39. Panoramski izgled kontrolnog defekta kadica sa DM. Goldner-trichrome, bar-400
pm.
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Slika 40a. Novoformirano kostno tkivo nalazi seiviai defekta uz nativnu kost i u vezivhom
tkivu. HE, bar-200 pm.

Slika 40b. ZapaZaju se aktividgelije na povrsini kostnog ostrvaca u centralnoru digfekta.
HE, bar-100 pum.

Slika 41. Vezivno tkivo sa novoformiranim krvnimdavima, bez znakova stvaranja nove kosti,
kod kunta sa DM. HE bar-100 pm.
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Histomorfometrijska analiza

Rezultati histomorfometrijske analize su prikazanabeli 3, dok su rezultati statite post-hoc

analize prikazani u tabelama 4 i 5.

Dobijeni rezultati unutar grupe ki@ sa eksperimentalno indukovanim DM tip I, 4 nezlplpsle
regenerativne terapije, pokazali su &jao povéanje novoformirane kosti i kostne srzi u
defektima tretiranim AUTO u odnosu na rezultate igoie u defektima posle primerfd KF,
BTKF/HA i kontrolnoj grupi. Znéajna razlika u pomenutim strukturama regenerisan&ti k
uocena je i izméu BTKF i BTKF/HA. S druge strane, ztajna razlika nije bila prisutna kada je
analizirano vezivno tkivo i novoformirani krvni sowd, cija je zastupljenost bila znatno niza u
defektimaregenerisanim AUTO u odnosu na druge defekte.c&@na manje vezivnog tkiva
registrovano je i u defektima §TKF u odnosu na defekte tretirane BBKF/HA. Analiza
prisustva neresorbovanih partikula materijala j&kgzala znéajnu razliku izméu BTKF/HA
grupe i ostalih ispitivanih grupa, dok je procenaterijala bio podjednak u AUTO ATKF
(Tabela 3, 4).

Rezultati regeneracije kosti zdravih kéej 4 nedelje posle primene regenerativne terapije,
pokazali su zn&jno visSe novoformirane kosti i kostne srzi, kam&ajno manje vezivnog tkiva

i novoformiranih krvnih sudova u defektima regesanim AUTO u odnosu na defekte kod kojih
je korigenBTKF, BTKF/HA i kontrolne, nepopunjene defekte. Isto takoaajna razlika udena

je i izmeiu BTKF i BTKF/HA defekata. Razlika u procentu neresorbovamagerijala nije bila

uocena izmdu analiziranih grupa (Tabela 4, 5).

Komparativna analiza u uspesnosti regenerativrapijerizmeiu defekata kosti zdravih kuia i
kuni¢a sa indukovanim DM tip | je pokazala da dijabateditus zndajno redukuje procenat
novoformirane kosti na nivou regeneracije Knth kosntih defekata kada se kao materijal
koristio AUTO i BTKF, Sto nije bio sltaj posle primengfTKF/HA. Medutim, u dijabeinim
defektima regenerisanim $dKF/HA, bilo je prisutno zné&jno vise neresorbovanog materijala
u odnosu na iste defekte kod zdravih kania Sto nije bio stiaj registrovan u drugim ispitivanim
grupama. Procenat kostne srzi je biocaj@o redukovan u dijabétiim uslovima, posle primene

AUTO i u spontanom zarastanju neregenerisanih &bnlr defekata, u odnosu na zdravu kost,
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dok je procenat novoformiranih krvnih sudova bica¢aino povéan kod zdravihBTKF i
BTKF/HA u odnosu na DMTKF i BTKF/HA (Tabela 4, 5).
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Tabela 3. Histomorfometrijska analiza

DM ZDRAVI P
Parametri BTKF BTKF/HA AUTO KON p BTKF BTKF/HA AUTO KON p
<0,05
Kost 20,63+£3,78 9,82+x241 36,37 +4,93%,11+2,56 <0,001 28,46 477, 12,14+1,49 47,09+17,82 9,4212, <0,001
Kostna srz 1,38+£0,79 0,05+0,21 7,01+£6,360,71 +1,31 <0,05 043,81 0,04+0,20 18,31+8,76 88%*2,99 <0,001
Vezivno tkivo 48,52 £5,71 53,81+8,96 27.26 +10,91,193 3,40 <0,001 33,65 +10,24,91 + 8,99 4,6 £9,09 84,55 4,3 <0,001
Materijal 28,41+5,49 3568+797 29,03%9,78 0 <0,001 3349,36 38,61+8,82 30,19+17,52 0 <0,05
Krvni sudovi 1,05+0,78 0,64 0,77 0,33+0,691,05 + 1,28 <0,05 400,31 1,29+1,23 0,04+0,22 2,14+235 <0,05

p: zna&ajnost unutar DM i zdravi (Friedman Testf: gnasajnost izmdu DM vs. zdravi (Fridman TestBTKF: beta-trikalcijumfosfat;
BTKF/HA: beta-trikalcijumfosfat u kombinaciji sa hiwksiapatitom; AUTO: autotransplantat; KON: kon&ol
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Tabela 4.Post hoctest histomorfometrijske analize unutar DM i

zdnafWilcoxon Signed

Ranks Test)

DM ZDRAVI DM ZDRAVI
AUTO vs.BTKF KON vs.BTKF
Kost <0,001 0,001 Kost <0,001 <0,001
Kostna srz <0,001 <0,001| Kostnha srz 0,433 0,001
Vezivno tkivo <0,001 <0,001| Vezivno tkivo <0,001 <0,001
Materijal 0,741 0,768| Materijal <0,001 <0,001
Krvni sudovi 0,01 <0,001| Krvni sudovi 1,00( 0,00¢
AUTO vsBTKF/HA KON vs.BTKF/HA
Kost <0,001 <0,001| Kost <0,001 <0,001
Kostna srz <0,001 <0,001| Kostna srz 0,03 0,001
Vezivno tkivo <0,001 <0,001| Vezivno tkivo <0,001 <0,001
Materijal 0,002 0,106| Materijal <0,001 <0,001
Krvni sudovi 0,05 0,001 Krvni sudovi 0,179 0,227
AUTO vs. KON BTKF vs.BTKF/HA
Kost <0,001 <0,001| Kost <0,001 <0,001
Kostna srz <0,001 <0,001| Kostna srz 0,02 0,05
Vezivno tkivo <0,001 <0,001| Vezivno tkivo <0,001 <0,001
Materijal <0,001 <0,001| Materijal 0,002 0,02
Krvni sudovi 0,03 0,001 Krvni sudovi 0,70 <0,001
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Tabela 5.Post hoctest histomorfometrijske analize izéue DM i zdravih (Mann-Whitney U
Test)

BTKF BTKF/HA AUTO KON
DM vs. ZDRAVI DM vs. ZDRAVI DM vs. ZDRAVI DM vs. Z[RAVI
Kost <0,001 0,56 0,017 <0,001
Kostna srz 0,881 0,97 <0,001 <0,001
Vezivno tkivo <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Materijal 0,134 0,01 0,811 0
Krvni sudovi <0,001 0,012 0,079 0,075

Kvantitativha analiza VEGF i BMP2

Kvantitativnha analiza regenerativne terapijetiri nedelje posle primene materijala za
regeneraciju kosti BTKF, BPTKF/HA, AUTO) je pokazala blago, ali ne zZtegno povéanje
koncentracije VEGF i BMP2 u defektima kdaisa indukovanim DM tip | u odnosu na zdrave
kunice. Meatutim, zn&ajno poveéanje koncentracije VEGF i BMP2 je registrovano utkolnim
defektima dijabetinih kunia, kod kojih nije primenjena regenerativha tergpijaodnosu na
zdrave. Analiza zrjnosti unutar grupa je pokazala jedino &aao povéanje koncentracije
VEGF kod zdravih kurdia tretiranih s TKF u odnosu na kontrolne defekte (Tabela 5).
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Tabela 6. Koncentracije VEGF i BMP2 u regenerig&oeti

Faktori DM ZDRAVI
rasta P
(pg/mi) BTKF BTKF/HA AUTO KON p BTKF BTKF/HA AUTO KON p

BMP2 318,01 +32,72 310,02+49,71 34406,74 374,02+26,13 NS 248,04428 230,03 +£10,02 258,02 £16,41 250,08:82 NS <0,001

VEGF 0,36 +0,11 0,37+0,81 0,29+0,12 0,31 +0,88 NS 0,24+0,78 0,14 +0, 28 0,10,47 0,14+0,43 0,034 0,008

p: zn&ajnost unutar DM i zdravi (one way ANOVA) gaKF vs. KON zdravi VEGF (post hocTukey test 0,044f);znasajnost izmdu DM i
zdravi (t-test) za BMP2 i VEGF u KON DM vs. KON zdh. BTKF: beta-trikalcijumfosfat TKF/HA: beta-trikalcijumfosfat u kombinaciji sa
hidroksiapatitom; AUTO: autotransplantat; KON: kata
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DISKUSIJA
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Dijabetes melitus (DM) je hrotmo metaboliko oboljenje, koje je pored vaskularnih
komplikacija, préeno poremé&jem u metabolizmu kostnog tikva, Sto u velikoj m#i¢ce na
proces regeneracije kosti (Claro i sar. 2005). Méetaan otezanog zarastanja kostnog tkiva kod
dijabetesa zasnovan je na réitim promenama funkcije na tkivnom¢elijskom nivou, Sto je
direktna posledica prisutne hiperglikemije, mikrskalarnih i makrovaskularninh promena. S
obzirom da DM smanjuje osteoeklastogenezu, redytugees formiranja kostnog tkiva i dovodi
do prevremene apoptoze osteoblasta, jasno je darghkemiki status zn&jno povéava
resorpciju kosti i remeti proces remodelacije (Hsai. 2004, Krakauer i sar. 1995). Poréaje
procesu formiranja osteoida, smanjena sinteza kealigna, manja procentualna zastupljenost
osteoklasta i osteoblasta, kao i poréapjeu metabolizmu kolagena i odlozergalijska
proliferacija su direktne posledice dijabetesa kopajno remete procese zarastanja kostnog
tkiva (Nevins i sar. 1998, Fiorellini i sar. 199glanga i sar. 2005, Maruyama i sar. 2007). Tako
na primer, Hamann i sar. (2011) su na animalnom etbo@nalizirali uticaj DM tip 2 na
fiziologiju i regeneraciju kostnog tkiva. Autori giokazali da je kod dijabehih pacova zn&jno
smanjena gustina mineralne kosti. Té&osu pronasli i porendaj u procesu diferencijacije
osteoblasta koji je rezultirao u smanjenju nivolkalile fosfataze i formacije mineralizovanog
matriksa. Autori takde navode da je proces regeneracije kosti patempargito u okviru prvih

6 nedelja, Sto moze da ukaze na defekt u procdsuvedcijacije osteoblastnih prekursorskih
¢elija u uslovima DM Hiperglikemija ima negativan uticaj na diferencija osteoblasta i menja
metabolizam fosfora i kalcijuma koji je regulisath €trane paratiroidnog hormona (Santana i sar.
2003). Zatim, ima Stetan uticaj na formiranje kogtrmatriksa jer ometa adherenciju, rast i
akumulaciju ekstracelularnog matriksa (Weiss i 9881), remeti mineralnu homeostazu i

produkciju osteoidaNyomba i sar. 1989).

Imajuc¢i u vidu pomenute mehanizme kojima DM nepovoljn@eiha proces kostnog zarastanja
veoma je vazno ukazati na odgovaéajuegenerativne terapijske pristupe koji bi u usta/DM
dali zadovoljavajte rezultate. S tim u vezi, Vieira i sar. (2008)rsumodelu krignih defekata
kalvarije kunéa (8mm) sa indukovanim DM, pratili proces regenigeakostnog tkiva, korisie
politetrafluoretilensku membranu (PFTE) i zakljuda je proces regeneracije kosti Zapno
usporen u dijabethoj grupi i da primena PFTE membrane dovodi do pang@ novoformiranog
kostnog tkiva u uslovima DM. M prvim radovima vezanim za ovu problematiku jestad

Gomes i sar. (2008) koji su na istom modelu pragiapijske efekte homogenizovanog
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demineralizovanog dentinskog matriksa i PFTE memdraa proces regeneracije kostnog tkiva.
U rezultatima su pokazali da primenjeni materijaluslovima DM povéavaju opttki gustinu
novoformirane kosti u podenju sa kontrolnim grupama, Sto ukazuje da ovaipigski koncept
regeneracije kor&enjem bioloskih membrana (@ena i kontrolisana regeneracija tkivajided
bone regeneration ima pozitivan efekat na regeneraciju kosti uousha DM. SlEno
prethodnim autorima, Redzepi i sar. (2010) su nadiballi pacova sa indukovanim DM pratili
efekte vdene i kontrolisane regeneracije tkiva na procesnkas zarastanja i zakijli da
primena ove metode z&gno doprinosi procesu regeneracije kostnog tkivaijabettnim

uslovima.

S druge strane, u ovoj doktorskoj disertaciji, rdetoski pristup prilikom definisanja
najoptimalnijeg terapijskog metoda u regeneraciistkog tkiva, nije ukljtivao primenu
bioloSkih membrana, imaguu vidu zn&ajan uticaj periosta na proces regeneracije kisiime,
polazéi od istog koncepta kontrolisane i dene regeneracije sa primenom regenerativnih
materijala kao i prve publikovane studije Vieirgar. (2008), Gomes i sar. (2008), Redzepi i sar.
(2010), dobijeni rezultati u ovom istrazivanju sokpzali da primena materijala za regeneraciju
kosti BTKF, BTKF/HA i AUTO) u kombinaciji sa periostom reznjaoyetava uspesnost
regenerativne terapije kosti kod DM tip I. Im&jw vidu sve bioloSke prednosti periosta u
regeneraciji kostnog tkiva, kao Sto su p&enivo osteogenih progenitorniglija i faktora rasta,

u ovom istrazivanju analiziran je uticaj autotrdaspata i kalcijum-fosfatnih biomaterijala
(BTKF i BTKF/HA) na proces regeneracije kostnog tkiva u vsti@a DM, na modelu kritinog
defekta kalvarije kua. U obzir treba uzeti ¢injenicu da je u istrazivanju koti&n model
nekontrolisanog DM tip | uz primenu aloksana uucgksperimentalne indukcije dijabetesa, zbog
svoje selektivne citotok&nosti premd ¢elijama Langerhansovih ostrvaca pankreasa i sledstv
redukcije u sekreciji insulina, Sto je dovelo dor@i@nja nivoa glukoze u krvi eksperimentalnih
Zivotinja (Gerritsen i sar. 2000).

Veliki broj prirodnih i sintetékih materijala se koristi u regenerativnoj teragipstnog tkiva. S
obzirom da je proces regeneracije kosti kod digdetzndajno poreméen, veoma je vazno
pron&i odgovarajidi regenerativni materijal koji bi u uslovima DM imgozitivan efekat na
regeneraciju kosti. U okviru ovog istrazivanja, npenjeni su sintetki, aloplasténi kostni

zamenici BTKF i BTKF/HA, kao i prirodni, autotransplantat kostnogvik Jedan od bitnih
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faktora koji uttu na uspeSnost regenerativne terapije kosti jednioloSke i morfoloSke
karakteristike materijala. S tim u vezi, autotrdagpat sa zn&jnim bioloskim osteogenim i
osteoinduktivnim karakteristikama predstavlja "alattandard” u regenerativnoj terapiji. S druge
strane, BTKF i BTKF/HA su osteokonduktivni materijalicije morfoloSke karakteristike
poroznosti, vetiine granula i pora, fizko-hemijske osobine i stepen resorpcije,caj@so uttu

na proces regeneracije kosti. U idealnim uslovinademijal za regeneraciju bi trebalo da oméagu
formiranje nove kosti, da ima bezbednu biodegradaalla omogdi funkcionalno optergenje
novoformirane kosti (Coelho i sar. 2009). Kada sa&emjal za regeneraciju postavi u kostni
defekt, dolazi do njegovog prozimanja od stranen&gv ugruska, u okviru kojeg se nalaze
trombociti¢ije o granule sadrze proteine i faktore rasta neophadredhezijitelija za povrsinu
materijala (Tovar i sar. 2013). Dos Santos i sa000) su uin vitro studiji pronasli da,
topografske karakteristike povrSifid KF imaju kljutnu ulogu u adsorpciji proteina i adheziji
¢elija, Sto moze imati efekat na diferencijacijuemgilastaDakle, na povrSini osteokonduktivnih
materijala zapé&nje inicijalna reakcija sa sledstvenim biolosSkimogesima kojice dovesti do
regeneracije kosti, tako da je karakteristika pioe&¥ao Sto je makroporoznost, bitan faktor koji
utice na osteokonduktivnost kalcijum-fosfatnih zamenika kost, jer pore omogéavaju
formiranje krvnih sudova i direktno prorastanje ofmrmiranog kostnog tkivéLeGeros 2002)
Dakle, morfologija granula obezbge prostor za odvijanje procesa angiogeneze izijwa
osteoprogenitorniféelija. U ovom istrazivanju, koré&ni kalcijum fosfatni materijaliPTKF
velicine pora od100 do 400um iBTKF/HA velicine pora 400 do 700um, su pokazali
zadovoljavajde osteokonduktivne karakteristike. Tako veltina pora od 200 do 400um je
pozeljna za podrSku rasta i diferencijacije ostastal (Boyan i ar. 1996). Male pore stvaraju
hipoksine uslove i indukuju stvaranje osteohondralnih feija, dok vée pore omogéavaju
brzo formiranje krvnih sudova i sledstveno urastangkih tkiva $awada i sar. 2011 ovom
istrazivanju, procenat novoformiranog kostnog tkikao i novoformiranih krvnih sudova je bio
zastupljeniji u defektima tretiranim $a8KF-om i kod zdravih i kod dijabetnih kunica. Ovaj
rezultat se moze objasniéinjenicom da pored makroporoznosti i stepen i l&ziasorpcije
materijala utu na regenerativnu terapiju. Poznato je d8BEF brze resorbuje u odnosu na
BTKF/HA. U saglasnosti sa ovim je rezultat dobijenouom istrazivanju gde je procenat
neresorbovanog materijala biotve defektima, 4 nedelje posle primene pgsl&F/HA. Slican

rezultat su dobili i Hwang i sar. (2012) koji su madelu kriténih defekata kalvarije kuéa
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(8mm) pratili efekte HA, pTKF i PTKF/HA na regeneraciju kosti. Histoloska i
histomorfometrijska merenja posle 4 nedelje su pakada je kotiina novoformirane kosti bila
veca posle primenjenih materijala u odnosu na kontrgirupu. Isto tako su pokazali da je stepen
resorpcijefTKF bio v&i u odnosu na ostale materijakrtzi i sar. (2004) su poredili efekte
anorganske gode kosti | BTKF u razlgitim vremenskim periodima nakon aplikacije na
animalnom eksperimentalnom modelu. Pokazano jeudgranuleBTKF resorbovane 86,5% za
24 meseca, dok su granule anorganske dm\sti bile prisutne u znatno é@ koli¢ini u
augmentiranoj regiji. Stavide, Szabo i sar. (260 pokazali da jBTKF u potpunosti resorbovan
12 do 18 meseci, nakon primene za augmentacijsifaakog sinusa i da je novoformirana kost
slicna nativnoj kosti u funkcionalnom i anatomskom jgagl. Pored pomenutog, zfago bolja
regeneracija kritinih defekata posle primerTKF moZze da se objasnic¢injenicom da usled
brze resorpcijTKF, dolazi do stvaranja nezrelog kostnog tkiva ka®zivnog tkiva bogatog
novoformiranim krvnim sudovima, na Sta su ukazdlistoloski i histomorfometrijski rezultati u

ovoj doktorskoj disertaciji.

U ovoj studiji autotransplantatfiTKF su pokazali dobar regenerativni potencijal jalatEnim
uslovima, jer su zré@jno uticali na kvantitet i kvalitet novoformirakesti na modelu kritinih
defekata kalvarije kuba sa indukovanim DM. Sian rezultat su dobili i Jensen i sar. (2006) koji
su pokazali na zdravom animalnom modelu, da je gmamautotransplantat®TKF rezultirala u
vecoj koli¢ini novoformirane kosti u odnosu na anorgansku douvest, 8 nedelja nakon njihove
primene. U okviru ove studije histomorfometrijskaahza je pokazala da su defekti tretirani sa
autotransplantatomTKF imali zna&ajno vetu koli¢cinu novoformiranog kostnog tkiva u odnosu
na ostale defekte, i kod zdravih i kod dijabein eksperimentalnih zivotinja. Meatim procenat
novoformiranog kostnog tkiva je bio afegno vei posle primene autotransplantata, Sto se moze
objasniti procesom osteogeneze, koji se aktivnoij@dy okviru autotransplantata. Naime,
transplantacijom autologne kosti obedbje se prisustvo osteogendelija i osteoinduktivnih
faktora rasta u augmentiranoj regiji (Burchardt 39&to nije sldaj kada su u pitanju sinteki
materijali. Autotransplantat kodgén u ovoj studiji se sastojao od kortikalnog i sgiomnog dela
kosti, koja zahvaljujéi svojoj poroznoj strukturi favorizuje proces rekakrizacije, difuzije i
osteogeneze (Glowacki 2005). Osteokonduktivnostiteansplantata pat od kortikalnog dela
jer se formiranje nove kosti deSava urastanjenusedne kosti (Glowacki 2005). Pored ovoga,

pokazano je u literaturi da i vé&ina patica kostnog autotransplantatacetina proces formiranja
68



kosti u ranoj fazi zarastanja, do 4 nedelje (Patessar. 2002). Autori su pokazali da manja
veli¢ina patica kosti (do 2 mm) doprinosi ¥ej koli¢ini novoformiranog kostnog tkiva, usled
vece povrSine kontakta, Sto je u saglasnosti sa diij@@na autotransplantata kaféhim u ovoj
studiji.

Ovaj rezultat je u saglasnosti sa rezultatom Estéwar. (2008) koji su na modelu tibie pacova
pratili efekte autotransplantata na regeneracijstrik@g tkiva u uslovima DM. U zakiku
istrazivanja autori navode da je proces regenerakpsti pdeo ranije u defektima sa
autotransplantatom u odnosu na prazne (kontrolfekidy, kao i da je kvantitet novoformiranog
kostnog tkiva nakon primene autotransplantata biars kod zdrave i dijabe&ie grupe, dok je
kvalitativno kost bila bolja u kontrolnoj (zdravagyupi. Sléan rezultat, Nagata i sar. (2009) na
modelu krittnog defekta kalvarije zdravih ku@ (15mm) su pokazali da primena
autotransplantata zéino doprinosi procesu regeneracije kostnog tkivetiri nedelje posle
hirurSke intervencije procenat novoformiranog kostikiva iznosio je 46,88%. Ovaj rezultat je
u saglasnosti sa rezultatom dobijenim u ovoj dalitoy disertaciji (47%), iako ne treba iskijti

i zn&ajan doprinos plazme bogate trombocitima koja j@Skena u studiji Nagata i sar. (2009).

Veca kolicina novoformiranog kostnog tkiva u okviru regenera terapje autotransplantatom,
moze se objasniti i njegovim osteoinduktivnim kanastikama zbog prisutnih faktora rasta koji
zn&ajno poveéavaju njegov regenerativni potencijal. S tim u vBlariano i sar. (2010) su na
modelu krittnog defekta kalvarije pacova sa indukovanim DM, gralti da plazma bogata
trombocitima (PRP) dovodi do ztegnog povéanja u kvalitetu i kvantitetu novoformirane kosti

u uslovima DM. Naime, dodatak plazme bogate trontimoa u materijale za regeneraciju,
obezbduje visoku koncentraciju trombocita u kostnom dafekSto povéava lokalnu
koncentraciju faktora rasta i ubrzava inicijalnopes kostnog zarastanja (Plachokova i sar. 2008).
U saglasnosti sa ovim su rezultati Gomes i sarl§R0koji su na modelu krithog defekta
kalvarije kunéa sa indukovanim DM, pokazali da plazma bogata Ibacitima povéava proces

vaskularizacije u toku regeneracije kostnog tkiva.

U okviru ove studije procenat novoformiranog kosftrigiva posle primen@TKF/HA je bio
zna&ajno manji u odnosu na autotransplantafTIKF. Ovaj rezultat bi se mogao tutiia
strukturnim karakteristikama, kao i stepenom resiggpkoji je kod ovog materijala znatno manji

u odnosu n@TKF, Sto utée na proces angiogeneze u ranim fazama kostnogtaaja Rokn i
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sar. (2012) su na modelu k&tih defekata kalvarije kuéa (6,5 mm; 4 nedelje) pokazali da
nema statistki znatajne razlike izméu PTKF/HA i anorganske gowv® kosti. Autori su
histoloSkom analizom primetili ¢e stepen inflamatorne reakcije u defektima trefimarsa
BTKF/HA, i zakljwili da je usled zbijenosti granula materijala, omguEena adekvatna
angiogeneza, a samim tim i formiranje kostnog tkivaedelje posle primene materijala. Na ovaj
fenomen ukazuju istraZivanja uticaja ¥ele pora i njihove mdugranularne povezanosti koja
definiSu mikroporoznost i makroporoznofTKF i BTKF/HA (Ghanaati i sar. 2012). U
inflamatornoj fazi zarastanja kostnog defekta ptchiem inflamatornih medijatora prevashodno
citokina i kiselih glikoproteina, indukuju se brofkivni i ¢elijski transdukcioni mehanizmi koji
reguliSu popunjavanje intergranularnih prostoram# pora materijalgelijskim eleementima,
vezivnim i granulacionim tkivom \eu ranoj fazi regeneracije od 3. do 10. dana (Aswiel sar.
2008, Alsberg i sar. 2003). Sledstveno tome u gnégrularnim prostorima dolazi do maturacije
vaskularne mreze i povanja koncentracije monocita, limfocita i makrofagane zapdinje
proces biodegradacije tj. resorpcije materijala. jStstepen resorpcije materijala i ¢&le pora i
intergranularnih prostora v to je veta i velina vaskularne mreze odgovorne za gevge
nivoa prekursornin mononuklearndélelija, makrofaga i njihove diferencijacije u mulliiearne
dzinovskecelije odgovorne za proces fagocitoze materijalad@son i sar. 2011, Anderson i sar.
2008). Ove promene su zm@gnije kod primeneBTKF u odnosu na kombinacij@TKF/HA
(Ghanaati i sar. 2012). Paralelno sa gavgem vaskularne mreze, péea je i stepen adhezije
osteoblasta usled potenja povrSine za njihovu atherenciju i proliferaciElias i sar. 2000,
Khang i sar. 2008). Rezultati histoloSke analizevaj studiji koja je pokazala stvaranje kostnog
tkiva unutar pora i izm# granula materijala kao i kasnije registrovanu rdoimkorporaciju
materijala u novoformirano kostno tkivo, upravgmvrda pomenutih fizioloskih regenerativnih
mehanizama. Druga bitriéénjenica od zn&ja za uspesnost regenerativne terapije jestenanaa
Ca i P jona sa povrSine materijala u intergranalarezivno tkivo. Naime, povana
koncentracija Ca i P jona u tkivu, p@a@a i stepen indukcijéelija osteogeneze, Sto je pokazano

posle promen@TKF (Lazary i sar. 2007).

Nasuprot ovomeRark i sar. (2010) su poredili efekte dva oblig&KF/HA , BTKF i anorganske
govele kosti na modelu krithog defekta kalvarije kuéa (8mm) i pokazali da je procenat
novoformirane kosti bio @ posle primenddTKF/HA. Hwang i sar. (2012) su analizirali efekat

HA, BTKF i BTKF/HA na regeneraciju kosti, na modelu kntog defekta kalvarije zdravih
70



kuni¢a. U rezultatima studije navode da je defekt wmetisaBTKF pokazao najmanju ka&linu
novoformiranog kostnog tkiva, 4 nedelje posle primeOvaj rezultat nije u saglasnosti sa
rezultatima dobijenim u okviru ovog istrazivanjajremze se objasnidinjenicom da su autori
koristili sinteticke blokove BTKF, za razliku od naSe studije gde je kéeis materijal u
granulama. Naime, u eksperimentalnim animalnim igtod je pokazano da sinti kostni
blokovi pokazuju minimalan stepen resorpcije i ogfanu kolginu novoformirane kosti na
kriticnom modelu kalvarije pacova (Kim i sar. 2011), kadkod lateralne augmentacije
alveolarnog greben&¢hwarz i sar. 2008Kada je stepen biodegradacije materijala suvise spo

kostni zamenik moze figki da spréi proces kostne regeneracffgawada i sar. 2011).

Pored histomorfometrijske analize koja je pokazidhar efekat autotransplantatTKF na
regeneraciju kosti u uslovima dijabetesa melitudaskriptivnom histoloSkom analizom je
potviden pozitivan efekat ovih materijala u stvaranju afovmiranog kostnog tkiva, 4 nedelje
posle njihove primene. HistoloSka analiza je polazaovoformiranu kost koja je bila u
intimnom kontaktu i dobro inkorporirana sa primemnfe materijalima, sugeri$u da je
mehanizam ukljéen u regeneraciju zasnovan na osteokonduktivninsismma oba materijala.
Ovi podaci su u saglasnosti sa studijom Zerbo.i(2803) koji su pokazali da sTKF ponaSa
kao osteokonduktivan materijal, odnosno da obdéuzleeosnovu za urastanjeelija i krvnih
sudova, produkciju faktora rasta u okviru mateaijal sledstveno povanje u kol€ini
novoformiranog kostnog tkiva. Stavise, Murai i Y2006) su primetili da su osteoblasti, kao i
osteoid prisutni na povrSini granylaKF, sto je takde uaeno u histoloSkoj analizi u okviru ove

studije.

Chazono i sar. (2004) su pokazali da direktna agaziamelarne kosti na povrSini materijala
dovodi do njegove potpune inkorporacije u trabekulakost, kao i d&olagena vlakna koja

produkuju osteoblasti prodiru kroz mikropopdKF, 2 nedelje nakon implantacije u femur
eksperimentalne Zivotinje. Ovaj nalaz se slaze istlbSkim rezultatima naSeg istrazivanja.
Medutim, histoloSka analiza je pokazala i da jéima novoformiranog kostnog tkiva, stvorena na
ivicama defekta, kao i u kontaktu sa periostom. Qugenica takde, govori u prilog

osteokonduktivnim karakteristikama primenjenih mgk, regenerativnom potencijalu periosta
i induktivnom efektu nativne kosti, i u saglasngstisa prethodno objavljenim podacima na

zdravim animalnim modelima (Pripatnanont i sar. Za@umber i sar. 2010).
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Prema Rodrigezu i sar.( 2006), vaskularizacija kiiacnu ulogu u razvoju i regeneraciji kostnog
tkiva. Vaskularizacija na mestu augmentacije mgeriobezbéuje protok hranjivin materija,
eliminaciju metabotikih produkata, kao éelije i faktore rasta neophodne za normalan proces
osteogeneze. Santana i sar. (2003) navode da adlogeaskularizacija kod dijabetesa redukuje
proces zarastanja kostnog tkiva za 60%. S tim u, wepvom istrazivanju je pokazanacee
procentualna zastupljenost krvnih sudova nakongmefiTKF, Sto je bitan parametar koji govori
0 osteokonduktivnosti ovog materijala, kao i o g primeni u uslovima dijabetesa melitusa
gde je proces vaskularizacije zamo poreméen. Naime pou&anje koncentracije
multinuklearnih¢elija fagocitoze odnosno osteoklasta u intergranuia prostorima materijala,
povetava i sekreciju VEGF, kao kfnog faktora rasta i odrzavanja vaskularne mrezajuinu
vidu ¢injenicu da same multinuklearrgelije luce VEGF (Anderson i sar. 2008). Pdéaa nivo
vaskulogeneze i zdajno vei stepen gustine krvnih sudovadawa se vé treceg dana posle
regenerativne terapifeTKF u odnosu n@TKF/HA, i takav odnos se zadrzava do tridesetogadan
kostnog zarastanja (Ghanaati i sar. 2012). Rezkiantitativne analize krvnih sudova u ovoj
studiji su pokazali njihovo zgajno prisustvo u defektima regenerisanim BEKF. Ovaj
histomorfometrijski rezultat je pot¥eni i histoloSkom analizom gde sudeoi novoformirani
krvni  sudovi izmdu neresorbovanin granulTKF, kod dijabettnih i kod zdravih
eksperimentalnih Zivotinja. Stavise, Yamada i €009) su na modelu kr#ihog defekta kalvarije
kuni¢a (8 mm) pratili efekte viene regeneracije tkiva primenom titanijumske membifTKF

na proces angiogeneze. U rezultatima istraZivamapoae da se proces angiogeneze odvija
aktivno izmeu granulaBTKF, mesec dana nakon primene ovog materijalggesticsaglasnosti sa
rezultatom dobijenim u ovoj studiji. S tim u vezohe se tumdti i rezultat dobijen u ovom
istrazivanju gde je pokazano da je koncentraciidofa rasta VEGF-a bila ¢a kod zdravih

eksperimentalnih Zivotinja nakon primepieKF-a.

Angiogeneza ima vaznu ulogu u procesu osteogenegebpo u segmentu kostne srzi gde
novoformirani krvni sudovi omogavaju migraciju angiogenih i osteogeniblija u kostni
defekt (Buser i sar. 1996). Kako je kostna srz megte se odvija hematopoeza i predstavlja
rezervoar progenitornih stedelija, pokazano je da je u uslovima DM smanjena ilizalcija
stemc¢elija iz kostne srzi (Fadini 2012). S tim u vezbZe se tumdti rezultat dobijen u naSem
istrazivanju koje ja pokazalo da je procenat kosr#e bio veéi kod zdravih eksperimentalnih

Zivotinja nakon primene autotransplantata u odmasdijabeitne.
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Imajwéi u vidu da je u uslovima DM proces kostnog zamgstgpromenjen zbog oslabljene
funkcije osteoblasta, smanjene produkcije kolaggramena u mineralnom metabolizmu (Rico
i sar. 1989, Spanheimer i sar. 1988, Hough i @81}, bitno je analizirati i katinu vezivhog

tkiva u okviru defekata posle primene materijala mgeneraciju. Naime, procentualna
zastupljenost vezivnog tkiva je bila manja u dafekt gde su primenjeni materijali za
regeneraciju u odnosu na kontrolne defekte, Sta@izda njihova primena u uslovima DM

znaajno doprinosi procesu regeneracije kosti.

Pokazano je u literaturi da hiperglikemija kod DMgativno uite na diferencijaciju i funkciju
mezenhimalnih stergelija, Sto zn&ajno remeti proces formiranja kostnog tkiva (Yaaui. 2013).
Naime, poremé&j u zarastanju kostnog tkiva nastaje zbog smanigukcije mezenhimalnih
¢elija i posledénog efekta na smanjenje u Katii endotelnih progenitornitelija, sa sledstvenim
poremeéajem procesa angiogeneze i osteogeneze (Mao i28&4). U uslovima dijabetesa
melitusa, smanjena je i produkcija faktora rastali@o i sar. 2004). Imagu u vidu da je
histoloSka i histomorfometrijska analiza u okvirecstudije pokazala mnostvo aktivriglija u
kontaktu sa granulamfTKF-a, kao i aktivne osteoblaste koji produkujueastl na povrSini
materijala, mozZze se pretpostaviti da primena ovegemerativhog materijala ima snaznu
hemotaksinu aktivnost zné&ajno doprinosé invaziji osteoprogenitornilielija. Ovaj rezultat je u
saglasnosti sa podacima iz literature koji su pakada primena kalcijum-fosfatnih materijala
zbog hemotaksnog efekta Ca i P jona, omagwa migraciju, proliferaciju i fenotipsku
ekspresiju ¢elija kosti, dovodé& do apozicije novoformiranog kostnog tkiva u direkm

kontaktu sa povrSinom primenjenog materijdleoMmbelli i sar. 2002).

Klini¢ki uspeh primenjenih materijala za regeneracijuisiawd inflamatornog odgovora
organizma, koji je kontrolisan od strane r&th regulatornih mehanizama. Ovi mehanizmi su
znaajno poreméeni kod DM, Sto moze da dovede do poréaj@ u revaskularizaciji,
inkorporaciji i supstituciji materijala za regeneifa (Esteves i sar. 2008). Hiprglikemija kod DM
dovodi do promena u celularnom i humoralnom imuanitgalkowska i sar. 2006), paisea
rizik od postoperativnih infekcija (Abdulwassie ars 2002, Desmouliere i sar. 1995) i remeti
proces mikrocirkulacije u toku zarastanja. DM im@ekitan uticaj na kostno zarastanje jer
smanjuje proces mineralizacije, resorpcije i rentedg kosti (Shyng i sar 2001). U ovoj studiji

je pokazano da je u defektima kod eksperimentahnibtinja sa indukovanim DM procenat
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vezivnog tkiva bio zn&jno vei, a procenat novoformiranih krvnih sudova &ao manji u
odnosu na zdrave eksperimentalne Zzivotinje, Stazujkanacinjenicu da DM remeti proces
kostnog zarastanja. Tak®, manji procenat novoformiranog kostnog tkiva kdighbetiEnih

Zivotinja je rezultat koji ukazuje na oslabljeneharizme kostnog zarastanja kod DM.

Zarastanje kostnog tkiva predstavlja integrativoinipleks tkivnih i molekularnih procesa koji se
odvija u nekoliko faza. Prva inflmatorna faza padmaeva raziite komponenete tkivnog
zarastanja, kao Sto su inflamacija, hemostazanifanje krvnog ugruska. Ovu fazu zarastanja
odlikuje hemotaksa neutrofila, makrofaga i limfackoji oslobadjaju viSe od 30 proangiogenih
faktora rasta zr&ajnih za zarastanje rane, medju kojima je jedamaydaznijih VEGF (Nissen i
sar. 1998). Lokalna hipoksija izazvana prekidonkudacije usled povrede predstavlja osnovni
stimulus za stvaranje ovog faktora rasta. Najajmaja uloga VEGF je regulacija angiogeneze i
rasta granulacionog tkiva u ragime se obezbedjuju oksigenacija i ishrana @Stén tkiva uz
taloZzenje fibrinske mreze neophodne za zarastame (Kumar i sar. 2009). Vaskularizacija je
druga faza u zarastanju, koja¢pge neposredno po postavljanju materijala za recgsiju, dok
se zreli krvni sudovi formiraju posle 2 do 3 nedeljTr&éa faza se preklapa sa fazom
revaskularizacije i traje do 6 nedelja, a podraatankolonizacijuéelija, hranjivin materija i
faktora rasta neophodnih za formiranje nove k&stursna faza remodelacije goje izmeiu 4. i

6. nedelje, traje nekoliko meseci i ukliye remodelaciju i mineralizaciju nezrele kostiskadnje
dve faze su takie pr&ene resorpcijom materijala za regeneraciju (Golglbsar. 1989).

U toku procesa regeneracije kostnog tkiva, vazragwlimaju dva faktora, a to su osobine
kostnog zamenika i osobine mesta prijema transgiarg€oerdt i sar. 2013)Smatra se da kostne
¢elije mogu da prezive do 24asa u uslovima hipoksije, pa je stoga brza i efias
revaskularizacija kostnog transplantata, bitandiakbji utice na uspeh transplantacije (Gord i
Alberius 1999). Revaskularizacija kostnog zamenika je osnovni yskxV za njegovu uspesnu
inkorporacijy dok je angiogeneza proces koji je preduslov zdjatje osteogeneze. S tim u
vezi, BMP2 i VEGF su primarni faktori ¢elijskoj komunikaciji u toku procesa angiogeneze i
osteogenezeQrellier i sar. 2009). BMP2 igra vaznu ulogu u kaskéelijskin dogaaja koji
reguliSu formiranje i regeneraciju kostnog tkivaadukujiti diferencijaciju i proliferaciju
mezenhimalnih stendelija i sintezu ekstracelularnog matriksa (Boland®©2, Urist 2009).
VEGF kao potentni angiogeni faktor, deluje direktna osteoblaste, stimuli&u njihovu

migraciju, diferencijaciju i proliferaciju (Hsiongsar. 2000). Sa druge strane je pokazano da
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kostni morfogenetski proteini (BMP2, -4, -6), kacstengeni faktori, stimuliSu proces
angiogeneze tako Sto paewaju produkciju VEGF od strane osteoblasta (Ripam996).
Takoie je pokazano da su vaskularne endotelijateje glavni izvor BMP2 u procesu

distrakcione osteogeneze (Matsubara i sar. 2012).

Od zn&aja je i¢injenica da je nastanak vaskularnih kalcifikacim DM povezan sa aktivacijom
diferencijacije osteogeniléelija (Sage i sar. 2010, Woo i sar.2007). S tim aziyv kostni
morfogenetski proteini (BMP2 i BMP4), kao inflamatd medijatori u vaskularnom endotelu
odgovorni za porengen protok krvi, povéan oksidativni stres i inflamaciju (Csiszar i S#306),
pokazuju povéanu aktivnost u procesu ateroskleroze i vaskulkat@fikacije (Yao i sar. 2010,
Hruska i sar. 2005). Pokazano je u literaturi rdi¢gim animalnim modelima da hiperglikemija
ima snazan uticaj na BMP2. S tim u vezi, préere je dacelije vaskularnih glatkih miga
sekretuju véu kolicinu BMP2 kada su izloZene visokoj koncentracijikglme (Chen i sar. 2006),
kao i da je vaskularna ekspresija BMP2 g@are u ranom autoimunom dijabetesu (Nett i sar.
2006). Bostrom i sar. (2012) u zaklkw svoje studije navode da hiperglikemija péasa
aktivnost BMP2 u endotelnigelijama krvnih sudova, kao i da supresija aktivhosbg faktora
rasta moze da predstavlja novu strategiju u preydnierapiji vaskularnih komplikacija kod
DM.

Postoje brojni eksperimentalni i Kliki podaci koji su pokazali da se u raznim tkivina,
posebno u krvnim sudovima nivoi i dejstva VEGF i BM zn&ajno menjaju pod uticajem DM
(Wirostko i sar.2008, Nett i sar. 2006, Duh i 4899, Flyvbjerg i sar. 2004). Payana ekspresija
VEGF, progresivnho povezana sa stepenom hipergljkemiokazana je u tkivu aorti pacova kao
eksperimentalnih modela kako za DM tip 1 tako iDdd tip 2 (Bostrom i sar. 2011). Stavise,
uoceno je dacak i blaga hiperglikemija u kratkom vremenskom peu od 24 sata dovodi do
znaajnih povéanja koncentracija VEGF u kulturi ljudskih aortrehdotelnih¢elija (Bostrom i
sar. 2011). Ik i sar. (2012) su pokazali & koncentraciju VEGF i BMP2 u pulpi pacijenata sa

dijabetesom u odnosu na zdrave pacijente.

Patel i sar. (2008) su analizirali efekte VEGF i BRna regeneraciju kostnog tkiva na modelu
kriticnog defekta kalvarije kuéd (8mm) i pokazali da njihov sinergetski efekat maanu ulogu
u ranoj fazi kostnog zarastanja.c8b prethodnim autorima Mattar i sar. (2013) su ps&tinda

lokalna administracija VEGF i BMP2 u alotranspldargtimuliSe angiogenezu i proces aktivacije
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osteoblasta. Takie, Jung i sar. (2008) su pokazali da dodatak BMRwdamafTKF/HA

zna&ajno poveéava koltinu novoformiranog kostnog tkiva, 8 nedelja nakgggove primene.

Prisustvo faktora rasta u autotransplantatu je pak@ u nekoliko studija (Schmidmaier i sar.
2006, Takemoto i sar 2010), kao i njihova ekspaesijtoku procesa distrakcione osteogeneze
(Campisi i sar. 2003, Kroczek i sar. 2010) i precearastanja kosti nakon fraktura (Barnes i sar.
1999). Guskuma i sar. (2013) su analizirali ekspresEGF-a i BMP 2 u autotransplantatu na
modelu kalvarije pacova, 7 i 30 dana nakon nakdwo¥anja zivotinja. Histomorfometrijski
rezultati su pokazali z&ajno veu kolicinu novoformirane kosti u defektima popunjenim
autotransplantatom, dok je imunohistohemijska @malpokazala da su faktori rasta bili
zastupljeniji u kontrolnim (praznim) defektima uasotremenska intervala, Sto je u saglasnosti sa
nasSim rezultatima, gde je ekspresija faktora reetaie bila véa u kontrolnim defektima. Ovaj
rezultat se moze tunidi cinjenicom da je u sastavu autotransplantata doadankortikalna kost.
Naime, poznato je da se kortikalna i spongiozna kes razlikuju samo po makroskopskim
karakteristikama. \@ stepen vaskularizacije, zastupljenéstija i faktora rasta (Schmidmaier i
sar. 2006, Takemoto i sar. 2010) u okviru spongokosti favorizuju brzi proces regeneracije
kosti, dok gusta struktura kortikalnog dela ogéama proces vaskularizacije (Day i sar. 2000).
Kod spongiozne kosti proces regeneracije se ihigjaeSava putem osteogeneze koja je zatim
pratena resorpcijom (Kenzora i sar. 1978), dok je kodtikalne kosti inicijalno zastupljena
resorpcija koja je zatim péana osteogenezom. &z ekspresija faktora rasta u kontrolnoj grupi
moze se tumdti c¢injenicom da su formirani defekti bili bikortikalgatipa, gde su eksponirani
periost i dura mater. U vezi sa ovim, Ma i sar.1(P0Osu pokazali da periost ima Zagmu ulogu u
osteoindukciji, kao i da dura mater predstavljaizosteogenildelija i faktora rasta (Gosian i sar.
2003). De Marco i sar. (2012) su primetiliéueskspresiju BMP2 na ivicama autotransplantata, na
kontaktu autotransplantata sa originalnom Kkosti,verivnom tkivu i na mestu prijema
autotransplantata, dok je u samom autotransplaetetpresija bila manja. Ta#te su pokazali da

je ekspresija BMP2 naj¢a izmeiu 3.1 21. dana nakon postavljanja autotransplantalefekt.

Nasuprot nasem rezultatu, Matsumoto i sar. (201R)peredili efekte bioaktivhog stakla i
autotransplantata na modelu kntog defekta kalvarije kuéa. Imunohistohemijska analiza je
pokazala poweanu ekspresiju VEGF u defektima tretiranim maténja za regeneraciju do 30-

tog dana nakon njihove primene, u odnosu na kaomtrolefekt. Autori navode da je
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diferencijacija osteoblasta i angiogeneza stimobsad strane primenjenih materijala, Sto je u
koleraciji sa osteogenezom i lokalnom vaskularipaci Koerdt i sar. (2013) su na amimalnom
modelu pokazali povanu ekspresiju VEGF i BMP2 u kostnim defektima itagiim sa
kombinacijom autotransplantata, anorganske dgeueosti i kolagene membrane, u odnosu na

defekte koji su tretirani samo autotransplantatom.

U naSem istrazivanju pokazana je p&éauea koncentracija faktora rasta VEGF i BMP2 u
kontrolnim (praznim defektima) kod eksperimentaldilrotinja sa indukovanim DM. Sinho
rezultatima ove studijeTanaka i sar. (2007) su pokazali da je ekspresg&N bila véa u
kontrolnim (praznim) defektima, u odnosu na defeyitee je primenjena \d@na regeneracija
tkiva (PTFE membrana), 10 dana nakon operacijenodelu tibije pacova. Faria i sar. (2008) su
na animalnom modelu analizirali efekat iijeog autotransplantata, sa ili bez perforacije koati
mestu prilema, na proces regeneracije kosti. Imistaemijska analiza je pokazala da je
ekspresija VEGF bila v& u grupi gde su udane perforacije kosti, sugeriSuda je ova
procedura pospesila proces angiogeneze. Pedrama ([2609) su na istom modelu analizirali
autotransplantat kalvarije i pokazali da je eksppesEGF dostigla maksimum 10. dana, zatim se

smanijila 20. dana, da bi dostigla statistznatajan porast 60. dana nakon operacije.

U studiji Younis i sar. (2013) su analizirani malérni mehanizmi ukljéeni u proces zarastanja
ekstrakcione alveole kod kufai sa indukovanim DM. Autori su pokazali da je ekspja VEGF
od strane endotelniléelija i endotelnih progenitornil€elija bila visoka u ranom periodu
zarastanja (2-10 dana), i da je postepeno opadald30etog dana. Takie su pronasli da je
koli¢ina krvnih sudova i endotelnih progenitorgilija bila v&a kod zdravih zivotinja, iako nije
postojala statistki znaajna razlika kada je u pitanju ekspresija VEGF.eduitatima navode i
da je ekspresija BMP4 u osteoblastima i osteocititaintenzivna 10-tog i 20-tog dana, dok je

30-tog dana bila manja, premu je ekspresija BMP4 je biladae kod zdravih kura.

U ovom istrazivanju efekat primenjenih materijala mgeneraciju je analiziran na modelu
kriticnog defekta kalvarije kuéa velcine 8 mm, i to na ranu fazu kostnog zarastanjee(ielhe).
Kreiranjem cetiri defekta na kalvariji kuda omogidena je komparativha analiza primenjenih
materijala za regeneraciju na ranu fazu kostnogstanja, pricemu su izbegnute individualne
varijacije (Sohn i sar. 2010).
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U cilju da se postigne standardizacija u procesaluacije materijala za regeneraciju kosti,
definisan je model krithog defekta kostnog tkiva (Shmitzh i Hollinger 1988&dan od faktora
koji utice na proces kostnog zarastanja jeste i dimenzijgnog defekta. Analiza podataka iz
literature je pokazala da defekti manjegdpika (<15mm) imaju osobine krithog defekta ako
im je observacioni period skien (Marden i sar. 1994, Sohn i sar. 2010, Bora.i2011, Calvo-
Guirado i sar. 2012). StaviSe, predstavljaju karismodel za oddivanje efekata osteoindukcije
(Hammerle i sar. 1992, Lundgren i sar. 1992) i eaecile rane faze regeneracije kostnog tkiva
(Hammerle i sar. 1992). Osim toga, faza remodeakgsti kod kurda je tri puta brza u
poreienju sacovekom, zbogega se period od 2 do 4 nedelje smatra adekvatmipnacenu rane
faze zarastanja kostnog tkiva (Sohn i sar. 2010i, sé&r. 2008, Calvacanti i sar. 2008, Torres i sar.
2008, Lundgren i sar. 1992).

U okviru ovog istrazivanja je korgén defekt vetiine 8 mm. Imajdi u vidu da nijedan defekt
nije u potpunosti zarastao kostnim tkivom 4 nedal&on primene materijala za regeneraciju,
moze se zaklgiti da defekt od 8 mm ima osobine kéitbg defekta, Sto je pokazala

histomorfometrijska i histoloSka analiza.

U ovoj studiji nisu zapazene imunoloske i inflanrat reakcije organizma na primenjene

materijale Sto govori u prilog njihovoj biokompatitosti.
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ZAKLJU CClI
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. Regenerativha terapija kiitiog defekta Kkosti, ¢etiri nedelje posle primene
autotransplantata, pokazala je uspesSnu regeneraelfog defekta novoformiranom

trabekularnom strukturom kosti kod zdravih i kkansa DM.

. Regenerativna terapija kdhog defekta kosti¢etiri nedelje posle primen@trikalcijum
fosfata, samog, ili u kombinaciji sa hidroksiapatit pokazala je uspesSnu regeneraciju
kosti na periferiji i delimtnu regeneraciju kosti u centralnom delu defekt&okkod

zdravih, tako i kurdia sa DM.

. Spontano zarastanje defekta u opservacionom peodietiri nedelje nije pokazalo
uspesnu regeneraciju keitiog defekta kosti kalvarije zdravih i kdéaisa DM.

. Regeneracija kosti krithog defekta kalvarije kué@ novoformiranim kostnim tkivom je
zna&ajno povéanacetiri nedelje posle primene autotransplantata, reggde primends-
trikalcijum fosfata, samog ili u kombinaciji sa hatsiapatitom, i spontanog zarastanja
defekta, kako kod zdravih, tako i kod kémisa DM.

. Regeneracija kosti krithog defekta kalvarije zdravih i ki@ sa DM novoformiranim
kostnim tkivom je znéajno povéanacetiri nedelje posle primerfetrikalcijum fosfata u

odnosu n@-trikalcijum fosfat u kombinaciji sa hidroksiapatib.

. Prisustvo vezivnog tkiva u kriinim defektima kosti zdravih i kuéa sa DM bilo je
znaajnije cetiri nedelje posle regeneracije defeRtirikalcijum fosfatom u kombinaciji
sa hidroksiapatitom u odnosu na sputnikalcijum fosfat.

. Najmanje vezivhog tkiva je bilo prisutnéetiri nedelje posle regenerativne terapije

autotransplantatom, kako kod zdravih, tako i kodiéa sa DM.

. Prisustvo neresorbovanog materijala u kostnim difiekkunta sa DM je bilo zn&jno
posle regenerativne terapifetrikalcijum fosfatom u kombinaciji sa hidroksiagatn u

odnosu na primenu autotransplantgiatrikalcijum fosfata.
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9. U uslovima DM, zastupljenost neresorbovarfstyikalcijum fosfata je bila podjednaka
kao i zastupljenost autotransplantatetiri nedelje posle njihove primene u regeneraciji
kriticnog defekta kalvarije kuéa.

10.Prisustvo neresorbovanog materijala u regeneris&ostim defektima zdravih kuia je

bilo podjednako bez obzira na primenjen materigalegeneraciju kosti.

11.Komparativnhom kvantitativnom analizom je pokazarojel u uslovima postojanja DM
prisutno zn&ajno smanjenje uspesnosti regeneracije ckaty defekta Kkosti
novoformiranim kostnim tkivomcetiri nedelje posle regenerativne terapije defekta

autotransplantatompktrikalcijum fosfatom, u odnosu na zdrave kimi

12.Komparativhom kvantitativnom analizom uspeSnogjererativne terapije kod zdravih i
kunica sa DM je pokazano z&gno smanjenje broja krvnih sudova u regenerisanom
defektu kostietiri nedelje posle primertrikalcijum fosfata samog, ili u kombinaciji sa

hidroksiapatitom, u uslovima DM.

13.Regenerativna terapija kdtiog defekta kosti kombinovanom primenditrikalcijum
fosfata i hidroksiapatita je pokazala Zapo prisustvo neresorbovanog materijala i
podjednaku zastupljenost novoformirane kosti kogabditecninh u odnosu na zdrave

kunice.

14.Kvantitativhna analiza faktora rasta, VEGF i BMP2)kpzala je zn&jno povéanje
njihove koncentracije posteetiri nedelje u kontrolnim defektima dijab&tih kunica, kod

kojih nije primenjena regenerativna terapija, u@glnna zdrave.

15.Kvantitativna analiza regenerativne teraigsiri nedelje posle primengTKF, pokazala

je zn&ajno povéanje koncentracije VEGF kod zdravih kéai
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SKRACENICE

VEGEF - Vaskularni endotelni faktor rasta

BMP 2 - Kostni morfogenetski protein 2

DM - Dijabetes melitus

BTKF - Beta-trikalcijum fosfat

HA - Hidroksiapatit

BTKF/HA - Beta-trikalcijum fosfat/hidroksiapatit
AUTO - Autotransplantat

KON - Kontrolni defekt

N - Broj eksperimentalnih zivotinja
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MNpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnncaHu-a Mwunka usaamHosuh

6poj aocujea 2022014

UsjaBmbyjem

a je AOKTOPCKa AucepTalmja nof Hac10BOM

McnuTrBarbe YCNewHOCTU pereHepalmje KOCTHOr TKMBAa Ha MoAeny KPpUTUYHOr _aedekTa
Kansapuje kyHuha ca anjabetec menntycom tmn |

pe3ynTaT COMNCTBEHOTr UCTPaXKMBAYKOr paja,

A3 Npeg/ioKeHa gucepTaumja y LeMHU HU Yy AeNoBMMa Huje Buna npepnoxeHa 3a gobujare
6110 Koje gunaome npema CTyAmMjCKMM NPorpammma gpyrux BUCOKOLIKOACKMX YCTaHOBa,

[0a cy pesynTaTh KOPEKTHO HaBedeHU n

[a HMCaM KpwMo/na ayTopcKa Npasa U KOPUCTUO MHTENEKTYaNHY CBOjUHY APYrMX Anua.

Motnuc goKTopaHaa

Y beorpaay, 31.05.2016.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTM LUTaMMNaHe U efieKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOpPCKOr paga

NUme 1 npesume aytopa Mwnka HKusagnHosumh

bpoj aocujea 2022014

CTyamjcku nporpam

Hacnos paga UcnuTrBake YCNEWHOCTU pereHepaumje KOCTHOr TKMBA HA MOAENY KPUTUYHOT
Aedekrta Kansapuje kyHuha ca aAnjabetec meamTycom Tmn |

MeHTop npod. ap Boxunaap bpkosuh

Motnucann/a Munka Musaaunosuh

MU3jaB/byjem Aa je wTamnaHa Bep3nja MOr OOKTOPCKOr paja MCTOBETHA e/1eKTPOHCKOj Bep3uju
Kojy cam npegao/na 3a objas/buBabe Ha nopTany AurutanHor penosutopujyma YHUBepsuTera y
beorpagay.

Jo3Bo/baBam fa ce objaBe MOjM /AINMYHM MOZauM Be3aHM 3a Aobujarbe aKagemcKor 3Bakba
[OKTOpa HayKa, Kao LWTO Cy MMe M Npe3nme, rogmMHa 1 mecto pohera 1 gatym ogbpaHe paaa.

OBM NIMYHM nogaum mory ce 06jaBUTM Ha MPEXKHMM CTpaHuLama AurutanHe 6ubnuoteke, y
€NEeKTPOHCKOM KaTasiory 1y nybnumkaumnjama YHusepsuteTa y beorpaay.

MoTnuc aokTOopaHaa

Y beorpagay, 31.05.2016.




Npwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3auTeTcky 6ubanoteky ,CBetosap Mapkosuh” pga vy  OurnTantu
penosnTopujym YHuBep3uteta y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY AMcCepTaumjy nog, HacJioBOM:

McnuTrBarbe YCNewHoCTU pereHepaumje KOCTHOr TKMBAa Ha MOJeny KPUTUYHOr _aedekTa
KanBapuje KyHunha ca anjabetec menantycom tmn |

KOja je moje ayTopCcKo aeno.

[duncepTaumjy ca CBMM Npuao3nMma npegao/na cam y efekTpoHCcKom Gpopmaty norogHom 3a TpajHo
apxuBuparbe.

Mojy [OKTOpPCKY AucepTauujy noxpakbeHy y [urMtanHu penosuvtopujym YHuBep3uTeTa vy
Beorpagy mory na Kopucte CBM Koju MowTyjy oapeabe cagpkaHe y ogabpaHom Tuny avueHue
KpeatusHe 3ajeaHunue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyyuuno/na.

1. AytopcTtBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjANHO

3. AyTOpCTBO — HEKOMEpUMjanHo — 6e3 npepase

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjANHO — AeNNUTU NOog, UCTUM YC/IOBMMA
5. AytopcTBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AeNnUTK NOA UCTUM YCNOBMMa

(Monnmo aa 3a0Kpy»kuTe camo jefHy oA, WwecT NoHyheHUxX NMUEHUM, KpaTak onuc AULeHuM Aat
je Ha nonehuHM nucTa).

MoTtnuc goKTopaHaa

Y beorpagay, 31.05.2016.




